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. Follos: 140
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
' PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL ()b -1 -0k
SOLICITUD DE:
Patente de Invencién. [ Patente de Modelo de Utilidad.
R capituloll. [] Capitulo II._- '
@ Non:lbl'e: AVENTI§ PHAR_MA S.A. '
:,g:d;:,gg';,;?:{'da y existents bajo las IDENTIFICACION
s°"'f7'1T)A"TE e cc. 0O ne O
ireccion: venus Raymon n
Francia Cual
Domicilio: 92160 Antony Numero
Francia
@ Nombre: EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
Direccion: Carr;;a 4% No. 72-35 C.C. : NIT W
Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE| .~ ' 5118850 C.E. O o O
O APODERADO E-mail: clie myp.com. Cual
Domicilio: Bogota, Colombla, Numero 438.018 T.P 31.929
1. Denls POMPON 2. Bruno DUMAS
@ 8 place du Marché Neuf 15 rue de Versailles
¢ 19Q Gif Sur Yvette 81300 Massy
INVENTOR (ES) Francia Francla
(72) 3. Roberto SPAGNOLI
39 rue des Vignes
75016 Paris
Francia

G PCT (86)
Solicitud Intemacional No. PCT/FR2005/001090 Fecha: 2 de mayo de 2005
Publicacion Internacional No. WO 2005/121315 A1 Fecha: 22 de diciembre de 2005

Titulo (54)
CEPAS DE LEVADURA QUE PRODUCEN COLESTEROL Y SUS APLICAC! NES

@ Clasificaci6n internacional {(51) C12N 1/18

Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud
sI® Noll ER 6 de mayo de 2004 0404890

@ Comprobante de pago No.: 06-83,732 Fecha: 30 de Octubre de 2006
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Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 463.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
juridica. )

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud intemnacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
Traduccién de la solicitud intemacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material biclogico.
Arte final 12x12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el
extranjero por el mismo fitular o su causante, relacionadas parcial o totaimente con la invencién
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS
FIGURA CARACTERISTICA
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@ Solicito la concesién de la patente,
NOMBRE: EMILIO FERRERO

FIRMA : i_.LQ—l ;4..__.__.;;.

C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.929

[35F
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. [{ Publicacién Intemacional WO 2005/121315 A1
2. Forma PCT/1ISA/210. Informe de Blusqueda Intemnacional.
3. [XExtracto de publicacion.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN
FASE INTERNACIONAL
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Pour brevets, modéles d.l-lﬁ-li:-‘ dessing industriels;
e el bl ogane. e moms

P - elos de 1y
B s
Jales, ensefidy, lenas -

S.A.

LIL o o
RESENTATION ET POUVOIR%, 8./
9 Hl I‘E]!li ' ~INC R
Pour fe Minisirg :ﬁ.m"lgni (8)/Yo (nosotras), abajo firmado (s) 42455

resents nom|
LO PERDOM
31929; y LUZ CLEMEN
en la Carrera 4° N 7235, Bogoti. Colombla, en cbedecimiento a
lo dispuesto en ¢l parigrafo 12 del Articulo 543 del Cédigo de
Comaercio, ¢l primero como principal y los demés como
suplentes, an su orden, como mis (auastros) representantes en
todos los asuntos de propiedad industrial con facultad para
recibir notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
- iciates. El primer rapresentants suplents reempiazari al
p en caso de ausencia o impedimento temporml o
definitlve de aguél. La misma regla se aplicard cuando «l
- _segundo representante suplente haya de reemplazar al primere,
el tercero al segundo. En tales casos, ‘el representante
rinclpal, o el primerv, 0 segundo suplente, en au caso, o
declararkn su intencién de no ejercer la representacién
medlante declaraclén autenticada por Notario Piblico en
Colombla, ¢ por Notario u utro Funcionarle Piiblico, o Cénsul
ds Colombia, en el extranjero; v sl se tratare de impedimento,
con el certificado respectivo, Si alguno de los nombrados faltare
definitivamente, ¢l sigulente tomark su lugar. Cuando cesare I

EoNz

"-. susencia © lmpedimento dal reprasentante prindpal, o de su
primero o ndo suplentes, en su. caso, podran ejercer Ia
representacidén, en su orden, uno u otros segin el caso,

asumiéndola por el solo hecho de ejerceria, cesando en ese
momento al :jerciclo de la representacién por el primero,
sagundo o tercer suplente en su caso.

]

Ademis, confiero [(conferimos) poder a loa abogados armiba
nombrados, Imrra oblener la proteccién de mi (nuestra)
us

ad trial y contra la’ competencia desleal, a cu
mumm (amos) a lns dichos a';duradm pam que lly\:

(nos) representen ante cualesquiern sntidades © personas,
ejerzan © no juriadiccién, especialmente ante las del orden
administrativo, contencloso-

ministrativo y judiclal, asf como
los tribunales de arbltmmento, en tode lo concernlente a los
sigulentes asuntos: a) Oblenclén de patentes de Invencién,
miodelos de utilidad y disefos Industriales; el reglatro de marcas
da fibrica, colectivas, deferuivas, de ssrviclo, lemas co;
nombres comerciales, ensefias; v denominaclones de origen; su
novadén, traspaso, cambic de nombre o domiclllo,
laclén voluntarla; y el registro de licencias de uso de es03
derechos; b) Las acciones de competencia desleal, proteccién dal
consumidor, oposiciin, cancelacion adminlstrativa ¥ judictal,
nulidad, med cautelares, cancesidén de licencias, la tutels, Ia
proteccién de secrstos industriales, y en genaral los julclos
clviles, panales, administrativos o contencloso-administrativos
relaclonsdos con estos derechos; acciones y procesas que
Promovaows O se noy promusvan. Y para que en todos
asuntos arriba determinados, puedan sustitulr este mandato,
ul.nnlﬂr. conciliar, admitir los hechos del proceso, desistlr,
cancelar,
oficiosos

recibir, renunclar, y ratlficar los actos de agentm
Ja soussigné M® Heaot fome ry

Notaire & Parls
Ceriific matéricllament

Signd le/Dado y firmado hay

r cet Instrument désigne A GERMAN CAVELIER, tpa. 832

NZALO PERDOMO, tpa. 831; EMILIO FERRERB., tpa.
31929; et LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555; domleilida &
Bogota, Colomble, Currera 4* N¥ , conformémnent asu
paragraphe 1 de I'Article 543 du Code de Commerce, le premier
comme principal et les autres comme suppléants, dans leur
ordre, comme (mes) (nos) représentants dans toules les affaires
concernant la propriitd industrislls ayant la faculté de recevolr
les notifications et de nommer des mandataires judiciaires ou
extrajudiclaires. Ls premier re at suppléant remplacers
le rrmelpl an cas d’sbeence ou d'empechement tamiporire ou
déllnltif 'de ceful-ci. La meme rigle semm lggllcluh quand §l
faudra que = deuxidme représentant suppléant remplace le
premier, ou le trolsibme au druxiime. Dans ces cas, le
reprisentant principal, ou le rnmhr ou le dewxdime suppléant
dans leur cas, ou les deuwx, déclareront lsur intention de ne pas
exercer la reprisentantion moyennant déclaration par devant
Notalre Public en Colomble, ou par devant Notalre ou tout
autre Fonctionnalre Publie ou Consul de la Colomble a
I'étranger: ot ¢il o t d’empechement, avec le certificat
rllp::af. Sl un des nomméa venalt A manquar défininitivement,
le sulvant prendra sa place. Quand Fabssnce ou I'empechement
du représentant princdpal, ou de son premier ocu second
supléant dans leur cas, aura cessé, t exarcer leur
reprisentantion dans leur ordre, I'un ou les sutres, sulvant le
cag, Passymant par le seul fait de Vexercer, censant h ce
moment-li Fexercice de la reprisentation par le pramier,
deuxléme ou troisibme suppléant dans leur cas.

Par allleurs je (nous) octrof { ons} povouir aux avocats
cl-avant mentionés pour obtenir la protection de ma (notre)
propriété industrielle et contre 1a concurrence diloyals; i cet
effel, autoriseions) les dits fondés de ‘pouveir 3 me (nous)
reprisenter devant toytes entités ou personnes, avec ou sans
juriadiction; partlculibrement devamt celles de [ordre
administratlf, contentieun-administratif et judiclaire, ainsl que
devant les Tribunaux d' Arbitrage, pour tout ce qui concerne
affsires sulvantes: a)l'obtention de brevets d'invention,
modiles d'utilié, dessina industriels; 1e d‘gt ds marques de
fabrique, collectives, défensives, de service, ¢ noma
comnwrciaux. enseigned, st denominations d'origine; leur
renouvellement. transfert, changement de nom ou domiclle,
mdiation volontalre, st 'epregistrement des contrats de licence;
b) les actons de concurrence déloyale, protection du
consommateur. opposition, radiation’ administrative ou
Judiciaire, anpulation, contrefagon, licences, la tuteile,
protection des secrets industriels, et les procis civils, pénaux,
administratifs ou contsntieux-administratifs ayant tralt b ces
droits; actlons et procks établis par mol (nous) ou contre mol
{nous); et c} afin que r toutes les questions mentlonnées
ci-dessus, {ls pulssent substituer ce pouvolr, tranalger, conciller,
admettre les falts du prochs, renoncer, et ratifier les actes des
agents officieux ou perso wm'd,’l. .

I zignaiure de

Moudtwrnt “Q?!l-' L& PE""&S; a/en _Antony

. je sur [ présant document
Apposoe P A PHARMA
. RN rma

CAVELIER ABOGADOS
WPPODERE-$ (MINUTA N9 12.1.1.3.2.6)
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Magali LE PENNEC
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CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA
PARIS, FRANCIA

No. 4576
Paris, Noviembre 30 de 2000

El suscrito Cénsul General de Colombia en Parfs, vistos los documentos presentados por
los interesados,

CERTIFICA:

Que ¢l scfior Richard REQUENA, quien constatd que la autenticacién de la firma del
signatario del poder precedente fue efectuada de conformidad con la ley francesa, ejercia en
la fecha las funciones de Adjunto Administrativo de 1a Administracién Central de In
Direccién de los Franceses en el Exterlor y de los Extranjeros en Fhancig del

Ministerlo de Asuntos Exterlores de Francis, y que su firma @'j“espo&le &n Ia
= O

registrada en este Consulado; e
& 2 > ZE

Que la compailia AVENTIS PHARMA S.A. es una sociedad constituidq':ag scuerdo c:éﬁu
leyes de 1a Repiiblica Francesa y que cumple con su objeto conforme a las nn:smq._sl_.‘ !,'5_‘5,‘:
weie B B
Que la sefiora Magall LE PENNEC quicn en su calidad de Apoderada dgzla cada
compailia otorga el poder precedente esti legal y expresamente facultada para haderlo. ¥
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Pagado Impuesto de Timbre por valor de US$7,00 (SIETE DOEAREH
UNIDOS DE AMERICA) SiCof [ fa s ST
Pagados Derechos Consulares por valor de USSL5 (QUINCE JUULARES PR BO!
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA) A

Total: US$22 (VEINTIDOS DOLARES DE LOS Ej
AMERICA).

12. RUE DE BERRI - 78008 PARIS - TEL. : Ol 53 83 91 81 - TELEFAX : 01 42 89 92 92
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TRADUCCION OFICIAL No. 264/00 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN
FRANCES, EL CUAL PARA SU IDENTIFICACION SE SELLA CON EL SELLO DEL
TRADUCTOR. ESTA ES UNA TRADUCCION OFICIAL EFECTUADA EL DIA 14 DE
DICIEMBRE DEL ANO 2000 POR JEAN-JACQUES TURPIN, C.E.: 193849 DE
BOGOTA, TRADUCTOR OFICIAL SEGUN RESOLUCION No. 2680/81 DEL 18 DE
DICIEMBRE DE 1981, EXPEDIDA POR EL MINISTERIO DE JUSTICIA DE
COLOMBIA.

Autenticaciones que se hallan a continuacion de un documento de representacion y
poder conferido en francés y en espafiol por AVENTIS PHARMA 8.A. domiciliada en
Antony, Francia, y otorgado a los Doctores Germén Cavelier TPA 832, Gonzalo
Perdomo TPA 831, Emilic Ferrero TPA 31 929 y Luz Clemencia de Paaz, TPA 23555,
todos domiciliados en Bogota, Colombia, Carrera 4 No 72-35.

Dado en Antony, el 31 de octubre del 2000. Firma ilegible de Magali LE PENNEC.
Sello: AVENTIS PHARMA S.A. Apoderada.

Legalizacion de la firma Magali LE PENNEC por el Sefor Hervé Pommery, Notario
en Paris. Firma del Notario.
Saello seco: Hervé Pommery — Notario asoclado en Paris — Corte de apelacién —

Republica Francesa.

Sello en tinta del Ministerio de Relaciones Exteriores. Hace constar que la presente
certificacion de firma se ha efectuado de conformidad cOTaNGYNTAIEARRLFEIZHR

[t
iA, HARD 53
OPIA SHINCIEE ;:‘I:Ln“aul by
o SV IV TMI00 & LA VigYs

Ministro y por delegacion. Firmado (legible): Richard Reqi}
Oftro selio del Ministerio de Relaciones Exteriores del 20 dgnov;

bajo el No.018302 - Repliblica Francesa 010. J ;‘...E}.%é‘,f'-‘;,';\',;‘;jff i
' . ngARIQ:-,.(E S 4



" ANEXO EN ESPANOL

Certificacion, por parte del Consulado General de Colombia en Paris, Francia,
No.4576, del 30 de noviembre del afic 2000, de la firma de Richard Requena quien
desempefia las funciones de Adjunln Mqifnhuayvo de la Administracién Central de
la Direccion de los Franceses en el Exhnor’y de los Extranjeros en Francia del
Ministerioc de Asuntos Exteriores de Francia. Ademés, cerfifica la existencia y
representacion de la compafila AVENTIS PHARMA S.A. y certifica que la Sefiora
Magall LE PENNEC desempefia el cargo de Apoderada de dicha compafiia y estd
facultada legal y expresamente para conferir el presente poder. Sello del Consulado
General de Colombia en Paris. Pagado el impuesto de timbre por valor de veintidés
dolares (US$22.00). Sello y ﬁm.n del Consul General, Alejandro Borda Rojas.

.y

D A
Legalizacion de |a firna de Alejandro Borda Rojas por el Minlsleﬁq'tj'e'Rela"doneh;
Exteriores en Bogota No. 8085634lel 12 de diciembre del afio 2000. Fima y sllo del

Jefe de legalizaciones. :
. ) .

.'-:_"; ]

Es traduccion fiel y completa de la cual se deja copia en los archivos de esta oficina

para confrontacion y a la cual me remito.

Traduccion oficial No. 264/00. bndaccidn Oficial &‘?64/W

AN - JACCUES 1L TUPIN
Colo: 12457-801-001-7 / Ay A el

M ] h lln » i - hm .
Traductor: Jean-Jacques Turpin.

Santafé de Bogota, D.C., 14 de diciembre del afio 2000. W—,
meuio
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CAVELIER

AB GAD S

EDIFICIO 515KI

CARRERA 4 No.72-35 TELEFONO: [57) (1) 347-3611

WEB SITE: www.cavelier-abogadas.com
E-MAIL: caveller@colomsat.net.co BOGOTA 8, COLOMBIA TELEFAX: (57)(1)217-9211 (57){1) 310-4995

Sefior Jefe de la
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Superintendencia de Industria y Comercio

E. S. D.

Poderdante :AVENTIS FHARMA S.A.

Poder conferido el: 31-10-2000

Yo, ' GERMAN CAVELIER, obrando en mi calidad de apoderado

principal del poderdante arriba mencionado, atentamente

manifiesto a Usted que sustituyo el poder que me ha sido
conferido en la persona del doctor EMILIO FERRERO, Abogado con

Tarjeta Profesional No. 31.929; con todas las facultades que me

fueron conferidas.

Hago la anterior sustituciétn conforme al articulo 66 del
c6digo de Procedimiento Civil 'ya que los otros sustitutos

faltan en este momento.

B O Ct

GERMAN CAVELIER
T.P.A. No. 832
C.C. No. 2.877.924 de Bogotéa

' oot waTAc AE7 i o S
Acepto é.:az':,;;::. ST b v
o, (—\ E b '“! _‘ \"IF.A
- . . MYy
C:)_ 0cT TR
e = Zuns s 8
EMILIO FERRERO A 3
T.P.A. N° 31.929 ‘},E,"."lg;;*ﬁms z
T P

C.C. No. 438.019 de Usaquén

2e-780-2
N | T. 860.041.367-3



MCTATA SEXTA DE BOGOTA
RECCHOUIAIENTG Y PRLSENTALICN PERSONAL

Senta’§ de Bogott D. C. g NOV. 2000
Bl Mi JUAN MANUEL BOTERD M:DIiNA
NUTARID SEXTO DEL CIRCULO DE Bpe®TA

Corpareci(eron) : mente, St ey
Ca /CLEL Yy GO
= MR
gulen(es) exhibi6(eron) Is(s) G. C "7L '?___S' )‘; '7 24 %
654 “js ‘ﬂif Usa.%.

¥ u(3] Lorewm(s) Miliiaries) '7"' F ? § 3 .

TPF 3/. %29
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contanizo del it a8 clerto.
*» ropsiancis e firma esla dliigencie
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(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION
EN MATIERE DE BREVETS (PCT)

(19) Organisation Mondiale de Ia Propriété
Intellectuelle
Burcau intemational

)
1
U

80

v
MM

(43) Date de la publication internationgle
22 décembre 2005 (22.12.2005)

A A
Y R
ia |l

' 1

Yo

PCT

hra
8

(10) Numéro de publication intcrnationsle

WO 2005/121315 Al

(51) Clamification internationale des hrevets” ; C12N 1/18,
AG61K 51704, CO7B 5900

(21) Numéro de s demande Internationale :

PCT/FR2005/001090
(22) Date de dépdt International : 2 mai 2005 (02.05.2005)
(25) Langue de dépst : frangais
(26) Langue de publcation : frangais

(30) Données relativen i la priorité :
0404890 6 mai 2004 (06.052004) FR

(71) Déposani (pour tous les Exats désignés sauf US) : AVEN-
TIS PHARMA S.A. [FR/FR}; 20 Averne Raymond Aron,
F-92160 ANTONY (FR).

(72) Inventeurs; et

(75) Inventenrs/Déposants (pour US seulement) : EOMPON,
Denls [FR/FR]; 9 place du Mzrché Nenf, F-91190 GIF
SUR YVETTE (FR). DUMAS, Bruno [FR/FR]; 15 rue de
Versailles, F-91300 MASSY (FR). SPAGNOLL, Roberto
[IT/FR]; 39 rue des Vignes, F-75016 PARIS (FR).

{74) Mandatalre : BOUVET, Phlllppe; AVENTIS PHARMA
S.A., Direction Brevets, 20 Avenoe Raymond Aron,
F-92165 ANTONY CEDEX (FR).

(81) Etats désignés (sauf indication consralre, pour tout titre de
protection natlonale disponible) : AE, AG, AL, AM, AT,
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CNsCO:
CR, CU, CZ, DB, DK, DM, DZ, EC, ER, EG, BS, FI, GB,
GD, GE, GH, GM, HR, HU, D, IL, IN, IS, JP, KR, KG,
KM, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD,
MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NI, NO, NZ, OM, PG,
PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, §G, SK, SL, SM, SY, TJ,
T™, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA,
M, ZW.

(84) Etats désignés (sauf indication contraire, pour tout titre
da protection réglonale disponible) : ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM,
ZW), eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, T1, TM),
eurnpdon (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, 1,
FR, GB, GR, HU, IR, IS, IT, LT, LU, MC, NL, PL, PT, RO,
SE, SI, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, ON,
0Q, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Publlée :

— dwer rapport de recharche internationale

— avan l'explration du délai prévu pour la modification das
revendications, sera republids si das modifications sont re-
Glans

En ce qul concerns les codes & deur letires et awtres abnévia-
tions, se référer aux "Notar axplicatives relatives aux codes et
abréviations” flguran: au ddbut de chaque numdro ordinalre de
la Gazette du PCT.

{(54) Title: CHOLBSTEROL-PRODUCING YEAST STRAINS AND USES THERBOF

{54) Titre : SOUCHES DE LEVURE FRODUISANT DU CHOLESTEROL BT LEURS APPLICATIONS

(57) Abstract: The invention concems the production of cholesterol in orpsnisms of the Fungl kingdom. Mo particularly, the
invention concerns genctically modified Fimgus independently producing cholestorol from a simplo carbon source. The invention
also concerns the usce of the inventive Fungus for prodocing non-marked and marked cholestorol.

e (s7) Abrégé : La présente invention concemne la production de cholestérol chez des organismes du rigne des Fungl. Plus particu-
o lidrement, I'imvention concorne des Fungus génétiqunement modifids produlsant de manidre autonome du cholestérol & partir dune
source de carbone simple. L'invention concemna également I'utilisation de Fumgxr sclon ISnvention pour la production de cholestérol
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La présente invention concerne la production de cholestérol chez ‘des
organismes dn régne des Fungi. )

Le cholestérol {cf figure 1) est le stérol animal le plus important 11 est un
composant fondamental des membranes cellulaires, dont il controle a fiuidité, et est
présent dans tous les tissus animaux et particuliérement dans le tissu nerveux.

Le cholestérol est un produit d'intérét industriel important Ainsi, il est
communément utilisé dans I’industrie cosmétique. II est également utilisé dans
Pindusirie phammnaceutique par exemple dans 1’administretion de médicament (« Drog
delivery ») ainsi que dans 1a culture cellulaire.

10

Le cholestérol est aussi utilisé dans la synthése industrielle de vitamine Ds. Cette
wtamme est msmte utilisée pom' supplémenter la nourriture humaine (dens les
produits laitiers par exemple) et animal. Le cholestérol est également avnntageusanmt

15 utilisé comme additif dans ]a nourriture animal, notamment dans Ia nourriture deshnée

aux crevettes d’élevages.

Actuellement, 1’immense majorité du cholestérol commercialisé est extrait 3
paxtir de tissu enimal (une ‘infime quantité est produite par synthdse chimique), Dexx
grapdes sources de départ sonf utilisées pour I'extraction du choleatérol Ia moeile

20 ¢épinidre de bovins et 1a lanoline qui est 1a graisse naturel.le dela lune de mouton.

L’utilisation de tissu amimal comme produit de départ n'est pas sans poser de
problémes. Ainsi, les récents problémes liés 2 la transmission du prién responsable de
la tremblente du mouton eux bovins (maladie sppelée ESB (Racéphalopathie
.Spongiforme Bovine) chez Jes bovins) ont rappelé la nécessité de prudence lors de
' 25  I'utilisation de tissu animal comme matiére premiére. Cependant, malgré les mesures

prises, le risque de transmission d’agent pathogéne ne peut pas éire totalement exclu, 11
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serait donc extrémement avaniegeux de disposer d'une source de cholestérol ne
provenant pas d’un tissu animal. ‘
La présente invention & pour but de fournir une source de cholestérol sbondante
et sfire d’un point de vue sanjtaire, Lesinventeu:sontmontrédemani&esmprmn.nte
" qu’il est possible de détourner la production naturelle d"ergostérol chez les Fungi pour
produire du cholestérol. ' '

Description générale de Pinveution
Un premier aspect de P'invention conceme mm organisme du régrie des Fungi
produisant de maniére antonome du cholestérol, .

10 Un second aspect-de I’invention oonceme un orgenisme du régne des Fumgi tel.
que défini ci-dessus caractérisé en ce que ce dernier est génétiquement modifié.

Un troisiéme aspect de I’invention concarne un organisme da régne des Fumgi
tel que défini ci-dessus caractéfisé en ce que ce dernier produit du cholestérol A partir
d*une source de carbone simple.

15 L’invention concerne également un organisme du régne des Fungi tel que défini
ci-dessus, expriment les enzymes 7-déhydrocholestérol réductase et 3p-hydrgxystérol
A24-réductsse. Plus particulirement, 'invention concerne un organisme tel que
défini ci-dessus dens lequel I'enzyme stérol 24-C-méthyltransferase a été inactivée
et/ou I'enzyme C-22 stérol désaturase a été inactivée. '

20 Un anire aspect de 1'invention conceme un organisme do rdgne des Fungi tel
que défini ci-dessus mcbérisé en ce que l’expression des enzymes 7-
déhydrocholestéro]l réductase et 3B-hydroxystérol A24-réductase est obteme par .
transformation de I’orgenisme. : ]
L’invention concerne également un organisme du régne des Fumgi tel -que
25 défini ci-dessus camactérisé en ce que I'inactivation de I'enzyme stérol 24-C. -




PCT/FR2005/001090

WO 2005/121315

10

15

méthyltmnsfemse est réalis®e par inactivation génique et/ou I'inactivation ds Penzyme
C-22 stérol désaturase est réalisée par inactivation gémque -

Un autre aspect de I’iavention concene mn organisme du régne des Fungi tel
que défini vi-dessns caractérisé en ce qu'il est choisi dans le phylum des Ascomycete,
plus particulitrement dens le sous-phylum des Saccharomycotina, encore plus
particuliérement dans la classe des Saccharomycetes ou des Schizosaccharomycetes,
encore plus perticulitrement dins V'ordre des Saccharomyceiales ou des
Schizosaccharomyeetales, encore plus particulitrement dans la famille des

Saccharomycetaceae ou des Schizosaccharomycetaceae, encore plus particuliérement |

dans le genre Saccharomyces ou Schizosaccharomyces.

Un autre aspect de 'invention concerne un organisme du régne des Fungi tel -

que défini ci-dessus ceraciérisé en ce qu'll s’agit dme levure de ['espéce
Saccharomyces cerevisiae ou Schizasaccharomyces pombe.

L’invention conceme également un procédé de production de cholestérol
d’origine non animal comprenant la culture d*un organisme tel que défini ci-dessus.
Plus particuliérement, ce procédé est caractérisé en ce que 1’étape de culture de
V'organisme est suivie d'me étape d"extraction du cholestérol. De manidre préférée,
I’extraction du cholestérol est effectuée par un solvant non miscible dans 1’eau.”

Plus particuliérement, le procédé tel que défini ci-dessus est caractérisé en ce

que 1’on effectue une étape de seponification avant I’extraction du cholestérol. Encore
plus particuliérement, le procédé tel que défini ci-dessus est caractérisé en ce que 1’on
effectue nne étape de broyage mécanique des celliles avant la saponification ou
Yextraction du cholestérol.

Un autre aspect de I'inveation concerne I'utilisation d'un orgenisme du régne
des Fungi telle que défini ci-dessus pour Ia production de cholestérol, ou de I'un de
ses d'intermédiaires métaboliques, ou d"un mélauge de stérols marqué em '*C on e
o . . . : ]
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L’invention est également relstive & un procédé de production de cholestérol,
ou de 1'un de ses interm&diaires métaboliques, ou d'un mélange de stérols marqué an

3¢ on eu *C comprenant les &tapes suivantes :
cultare d'un organisme du régne des Fungi telle que défini ci-deasus sur wn

substrat marqué au *C ou an C et,
extraction dudit cholestérol, ou de I"'un de ses intermédiaires métaboliques, ou

dn mélange de stérois.

L’invention conceme également un procédé de fabrication d*un mélange

isotopique de cholestérol, d’intermédiaires ou de métabolites du cholestérol, marquées

en différentes posiﬁoﬁ 4 T'aide de marqueurs isotopiques, comprenant la mise en
culture d*un organisme du rdgne des Fumgi telle que défini ci-dessus sur un substrat
marqué puis sur umn substrat non marqué, les durées de cultore sur chacon de ces
substrats &tant choisies afin dobtenir un profil isotopique défini. L’invention concerne
également un échantillon de molécules de cholestérol, d’intermédiaires ou de
métaholites du cholestérol marquées en différentes positions 2 1’aide de marqueurs

isotopiques présentant un profil isotopique défini et susceptiible d’étre obtenu par ce -

procéds de fibrication.

L’invention concerne égnlement une composition -contenant, 4 titre de
marqueur de tragabilité, un mélange isotopique de cholestérol, d’intermédiaires ou de
métabolites du cholestérol, marquées en différentes positions & I'aide de marqueurs
isotopiques et présentant un profil isotopique défini. Plus particulidrement, cette
composition est destinée an domaine de 1’alimentation ou de la thérapie humaine ou
animale,

Description détaillée de I’invention
La présents invention concerne la production de cholestérol chez des organismes

du régne des Fungi. Chez fes Fungi, on ne trouve pas de cholestérol & I'état naturel, ce _

detnier étent un stérol animal. Le stérol majotitaire des membrenes cellulaires de ces
organismes est I’ergostérol.
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La présente invention pemmst de réaliser Ia synthdse. de cholestérol, par 1la ..
" multiplicdtioh de Fungi, ed’ présence d’mne source de carbone simple. La méthode

proposée par la présents invention permet donc d’obtenir une grande quantité de

cholestZrol, &-faible coflt, puisque le procédé met ea couvre la culture d’organismes du
régne des Fungi et I’gjout d’une source de carbone simple, facilement disponible dans

le commerce.

Par source de carbone simple, selon la présente invention, on entend des sources

de carbone utilisables par I’homme du métier pour le croissance normale d™mn fimgus

et notamment d*une levure. On entend désigner notamment les différents sucres

assimilables, tels le gluocose, le galactose ;:»u le saccharose, ou les mélasses, ou les

us-produits de ces sucres. Une source de.curbone simple fout particuliérement
préférée est I’éthanol et le glycérol.

Le fait que la production soit effectuée de maniére autonome siguifie qu'il n’est

pas besoin de ragouter de substirats pour obtenir le cholestérol, mais que 1’organisme

peut le produn'e uniquement & partu- de la source de carbone simple de départ. Il est

aussi clair que 1 souche peut produire le cholestérol, par utilisation d*un substrat situé

en amont dens le voiec métabolique, dans la mesure oil 1a souche de 1’organisme selon

la présente invention contient tons les génes nécessaires 4 la complétion de la voie

b

métabolique de production du cholestérol. -

L’invention concerne notamment un orgenisme du régne des Fumgi (un Fungus)
génétiquement modifié produisant de maniére autonome du cholestérol A partir ¢’une
source de carbone simple.

Un certain nombre de modifications gfnétiques du fimgus peuvent Etre
eﬁcméesaﬁnded&bmerhvmemétabohquenmeuedepm&uohonde

] lm'gost&olvmlaproduchondecholest&ol Laprésmtemvunhonconcaneunmun

orgamsme du régne des Fungi généhqueme.nt modifié exprimant les enzymes 7-

] d&hydrod:olest&'ol réfuctase et SB-hydroxystérol A24-réductase. Le souche

_d'organme dy régne des Fumgi ainsi modxﬁéc produit du cholestérol. ‘La
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. demanderesse a'en effst pu modéliser, grice aux résultats obtenus (cf la partie
~. exemple de la préseats demande), la voie métabolique conduisant & I’ergostérol ef &

certains de ses dérivés (cf. fignre 2). L’ expression des énzymes 7-déhyirocholestérol

biosynthase de !’ergosidrol.

L’enzyme 7-d&hydrocholestérol réductase porte le numéro EC: 1.3.1.21 dans la
clessification internationale des enzymes (Bnzyme Classification). Elle cst &galement
dénommée delta-5,7-stérol-delta-7-réductase, 7-DHC réductase ou Stérol delta-7-
rédustase et sera également dénommée Delta-7 stérol réductase, Delia-7Red, Delta 7
Réductase on A7-réductase dans la suite de ce document. Cette enzyme catalyse &
I"état natorel chez les plantes par exemple Ia réduction NADPH dépendante du delta
5, 7 cholestadienol en delta 5 cholestaenol ou la réduction d’intermédisires stéroliques
possédant 1a double lisison en 7-8 (Taton and Rehier, 1991). Le glne codant pour

- I'enzyme 7-déhydrocholestérol réductase a été isolé pour la premidre fois chez la

plante Amb:dopm thaliana, 1'isolement du géne correspondant et "expression de
cette enzyme chez la levare Saccharomyces cerevisiae est décrite dans le brevet EP
727 489. Les séquences de ce gine et de la protéine sont accessibles my numéro
d*accession GenBank suivant : U49398 (Lecain et al., 1996).

Un certain nombre d’homologues de ce géne ont été décrits chez d’autres

15,

- réductase et 3f-hydroxystérol : A24-réductase -chez e fingus S cerevisize peut
- permetire la production de cholestérol, en détournant une partie- de la wvoie de

especes. Il g’agit par exemple du géne homologue chez I’homme (dont 1a séquence

nuoléotidique est acoessible au muméro GenBank AF034544, la séquence protéique au
numéro GenBank : AAC05086) (Moebins et al., 1998). Du géne homologue chez le
rat Rattus norvegicus (dont la séquence nucléotidique est accessible an mmméro

GenBenk : AB016800,-1a séquence protéique au numéro GenBank : BAA34306). Des
genes-homologues ont &é également identifiés chez la poule Gallus gallus avec la

réftrence Genbank BM490402- ou chex le crapand Xenopus laevis avec la référence

Genbank BI315007 on le noigson zébre Damio rerio avec la réfiérence Genbank
BQ132664. On trouve également un gine codant pour une activité dslta7 stérol -

PR
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réckictase ¢hez les plantes comme lo 1iz Oryza sativa svec la référencer Genbank
* CAT53545, s’ pomme de terre Solamam tuberosum avec la référence Geabank .
© BF342071. Ce gine.codant pour wne activité -delts7 sthrol rédnctase peyt. tre -

également trouvé chez le protiste Mastigomoeba balamuthi avec la référence Genbank

. 5 BE636562.
L’homme du métier pourra isoler aisément d’autres génes homologunes codant
pour ’enzyme 7-déhydrocholéstérol réductase dans d’autres organismes. Il pourrs
. notemment se réf€rer & la méthode de clonage décrite & 1’exemple 1 du brevet EP 727
489, qui décrit une méthode de clonage permettant d’isoler un ADNc codant pour ume
protéine ayznt une actwn‘.é delta-5,7-stérol-delta-7-réductase, L'homme ¢u métier
pourra également aisément déterminer Iactivité 7-déhydrocholestérol réductase des
protéines comrespondsantes notanyment en utilisant le test d’sctivité également déarit &
I’exemple 1 du brevet EP 727 489.
L’expression de I’enzyme 7-déhydrocholestérol réductase chez un organisme du
15 régne des Fungi selon I'invention peut &tre obtenue par tout moyen conmu de ’hormme -
du métier. 11 peut s’agir en -particulier de la transformation de 1'orgamsme par une
‘construction comportant une cassette d’expression constituée d'un promoteur de -
transcription de préférence homologue, de la phase ouverte de lechre codant pour
'enzyme 7-déhydrocholestérol réductase et d’un terminateur de transcription adapté
selon les rdgles habituelles connues de ’homme du métier. Comme promoteur
Homologue,” on utilisera en général un promoteur adéquat pour permettre une
expression suffisante et fonctionnelle de le protéine hétérologue. Le promoteur peut
étro par exemple le piomotem PGK, lc promoteur ADH, le promotens CYCI, le
. pmmotem' GAL10/CYC], le promoteur TDH3 on le promoteur TPL Le terminatenr
25 peut e{;e_par exemple lo terminatenr du géne ds 1a phosphoglycérate kinase (PGK). La
- 'mmmd'mmpmmmmmfomed’moudepm«n’si:opﬁes
. dapsle gﬁomenudém'eoumﬁochondnal de I’h8te, ou porté per ume structure
S atificielle du type chromosome axtificicl de levare (YAC) on &re portée per un
. -ﬂémmt g&néhque épm,omqle comme un plasmide. Pour réaliser ce type d’e_xp:mmon, .
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des levures dun -type Yarrowia kpolmmﬂwmwhcmouhchupmtam
peuvent par exemple 8ire olilisées. - -~ - . .
Préférenueﬂanant, l’enzyme 7—déhydmcholesterol réductase e.xpnmée est

1'enzyme de la plante Arabidopsis thaliana (on exemple de mode d’expression de

cette enzyme chez 1a levure Saccharomyces cerevisiae est décxit dans le brevet EP 727

489).'11 peut cependant s’agir de toute enzyme- homologue cu non, natorelle ou

artificielle présentant la méme activité mzymanque

L’enzyme 3B-hyiroxystérol A24-réductase, également dénommée DHCR24 ou
24-déhydrocholesterol réductase, catalyse A-1’état-naturel la réduction du desmostérol
(cholesta 5, 24 dienol ) ou des dérivés du lanostérol possédant une double lisison en
24-25 sur la chafne latérale (par exemple le 14 desméthyi-lanostérol, le zymostérol ou
le cholesta 7, 24 dienol), réduction nécessaire 3 Ia biosynthése de cholestérol chez
Phomme notamment (Watethsm HR. et al., 2001). Cetie enzyme sera également

dénommée delta 24-(25) stérol réductase, delta 24 stérol Réductase ou A24-réductase |

dans la suite de ce document.

Le géne codant pour I’enzyme 3B-hydroxystérol A24-réductase a &€ isolé pour
1a premiére fois chez ’homme, 1isolement du géne correspondant et l’expre;zsion de .

cette enzyme chez Iz levure Saccharomyces cerevisiae est décrite dans 1a publication
Waterham HR. et al.,.2001. Les séquences de ce géne et de la protéine somt
accessibles aux numéros d'accession GenBank suivant : NM_014762 et NP_055577.

Un certain nombre d’homologues de ce géne ont é&é dé_m'is chez d’autres

espéces. Il 3’agit par exemple du géne homologne- chez la souris (Mus musculus) (dont

la séquence nucléofidique est accessible an numém GenBenk : NM_053272, 1a -

séquence prot&que m muméro. GeqBank : N'P ' 444502). Des homologues ont &t

_ déerits chez le ver Caenarhabditis elegam et notﬂmment un ADN complémmtmre .
avec la référmce Genbank .AF026214 Des séquences homologues ont égalt &8

décrites chez les plantes comme le coton G’os.sjp:wn hirsutum svéc 1a référence

s
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Geinbank AAM 47602.1, e 1iz Oryisa sativa avec la référence Genbank AAP53615, 1

- pois Piswan satinmun avec la référence Genbank AAK15493.

. .L'homms du métier potura isoler aisément d’antres gines homolognes codant

pour Penzyme 3p-hydroxystérol A24-réductase dans d’autres organismes. Il pouma
notamment se référer & 1a méthode: de clonage décrite dans la publication Watecham
I'IR. et al., 2001. L’homme du métier powrra également aisément déterminer 1’activité
3B-hydroxystérol A24-réductase des proté&ines correspondantes notamment en utilisent
le test d’activité également décrit dans la publication (Waterham et gL, 2001).

. L’expression de I'enzyme 3B-hydroxystérol A24-réductase chez un organisme .=

du régne des Fumgi selon I'invention peut éire obtenue par tout moyen conmu de
I’homme du métier. Il peut 8’agir en particulier des moyens décrits ci~dessus en ce qui
concerne Fexpression de I’enzyme 7-déhydrocholestérol réductase.

Préfécentiellement, I'enzyme 3p-hydroxystérol A24-rédnctase exprimée est
I'enzyme humaine. Un exumi:le d'isola:ne:;t du géne carrespondant et d’expression de
cette enzyme chez la levure Saccharomyces cerevisiae est décrit dans la publication
Waterham HR. et al., 2001, Il peut cependant s’agir de toute enzyme homologue ou
non, naturelle ou ertificielle présentant la méme activité enzymatique.

Ava-nmgwsumcnt, les orgenismes dn régoe des Fumgi selon la présente _

invention expriment les- enzymes 7-déhydrocholestérol réductase et 3f-hydroxystérol
A24-réductase et préseatent en oufre une inactivation de I’enzyme stérol 24-C-

miéthyltransferase.
L’enzyme stér] 24-C-méthyliransfearase porte le numéro EC-2.1.1.41 dans la

classification internationale .des enzymes (Enzyme Classification). Hile est également

déaommeée ERGGp, Delta(24)-methyltransferase, Delta(24)-stérol mothyltransferase,
Zymostérol-24-methyltransferase, , S-adenosyl-4-methionine:sbérol | delta(24)-
methyliransfigase;  SMT1, 24-stérol ~ C-methyitransferase,  S-adenosyl-L-

meth_iom'ne:deltn@tl{ﬁ))—s_t&ql methyltransferase ou Phytostérol mefhyltransferase. .

S
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Cette- enzynie -catdlyse & I'étst ‘fatwrel la méthylation en C-24 du .zymostérol,

condnisant & 1a formation de fécostérol.

Le ginc codant pour I'enzyme stérol 24-C-méthyltransferase a &6 dénommé
Ergb'uhozlalevmaSaccharongwmmme. Iasequencedeceghemtmsible
an.muméro d*acoession GenBank suivent : NC 001145, La séqumoo de 1a protfine
correspondante est accessible au numéro d’accession GenBank suivant : NP_013706
(Bowmen et al., 1997), (Goffean et al., 1996). :

Un certain nombre d’homologues de ce géne ont &€ décrits chez d’antres Fungi.
Is *agit par exemple du géne homologue chez Sch.:zasacchamngwm pombe (dont la
séquence mucléotidique est accessible au numéro GenBank Z99759, la séquence
protéique an numiéro GenBank : CAB16897) (Wood et al., 2002). Du géne homologne
chez Neurospora crassa (dont la séquence nucléotidique est accessible au numéro
GenBank : NCB24P7, 1a séqumce protéique au numéro GenBank : CAB97289). Du
gine homologue chez Candlda albicans (dont la séquence micléotidique est accessible
su numéro GenBank : AF031941 la séquence protéique au muméro GenBank :
AAC26626) (Jensen-Pergakes et &l., 1998). Des génes codant pour une enzyme
homologué 3 ERG6 ont également &t déccits chez Candida lusitaniae avec la
référence Genbank AA021936.1 et &galement chez Preumocystis carinif (Kaneshiro
et al., 2002) ou chez Khuveromyces lactis (Ozier-Kalogeropoulos et al., 1998).

L'homme du métier pourra isoler aisément d’autres ghes homologues du géne
Erg6 dans les organismes du régne Fumgi. L'homme du métier pourra également
aisément déterminer ’activité siérol 24-C-méthyltransferase des protéines
correspondantes notamment en utilisant comme test d’activité la complémentation
fonctionnelle d*ume souche de levure disruptée pour ces génes. La complémentation
est alors attestéo parla formation de stérols branchés en position 24 en perticulier de

st_érols de tme ergosta- portant un groupemeat méthylene en position 24-28. La

présence d"une activité biclogique stérol 24-C-méthyltrensférase de type, ERGS sera

égalemt détammée in vitro grﬁoe aux techmques développées per (MoCummon et

al, 1984) o pix Taylor ¢ Paﬂm ('I‘aylor and Parks 1973) Dieutre part 1es stérols
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produits e substrat de 1'edzyme ERG6 scront séperés par chromatographie en phase
gazense selon 1s technique développée per Nes in (Methods in Enzymology Steroids
and Jsoprenoids Vohmne 111 part B, 1985 «A comperison of Methods for the
Idtlﬁcaton of Ste:rols » pp3-37) _ .
. 5 La souche d’orgam_sme du rigne des Fumgi selon la présente invention
. exprimant les enzymes 7-dfhydrocholestérol réductase et 3p-hydroxystérol A24-
réduciase et présentant en outre une ina.cl_ivaﬁon de I'enzyme st&ol 24-C-
méthyltransficase produit du cholestérol. La demanderesse a en effet pu. déterminer
) que, de manjére surprenante, I'inactivetion de I’enzyme stérol 24-C-méthyliransferase
bloque la voie de biosynthése de 1'ergostérol en amont et permet une production
accrue en cholestérol par la souche de fimgus (cf la partie exemple de la présente
¢ demeande).
" L'expression des eczymes 7-déhydrocho]estérol réductase et 3p-hydroxystérol
A24-réductase est réalisée comme décrit ci-dessus.

' L'inactivation de enzyme stérol 24-C-méthyltransferase peat &tre réalisée par
tout moyen connu de I'homme dn métier. I peut s’agir en particulier de I'introduction
par mutagendse d’ume mutation non-sens, d'une insertion on d'une délétion
provoqutint um changement de cadre de l.ecture dans le géne codant ladite protéine.

| peut s’agir également de l'exi:rﬁsion d’un ARN anti-sens complémentaire de .
20 1'ARN messager codant ladite protéine ou du systime d’extinction génique connu.de
’homme de I'art sous le nom de RNAi (smell interfering RNA) et des systimes
enzymatiques associés si ceux-li n'existent pas naturellement chez I'hSte. La
mutagénése peut éire effectiée dans'la séquence codante ou dans wne séquence non
codmtedemm&ehrmdremmuvelapmt&ne codée ou & en empécher son

25 expresslonousntraduchon Lamuhgenésepeuteh'eaﬁ'eotuéem vitro ou.in situ, per .
' suppressmn, subst:tntlon, délétion et/ou addition d‘uno ou plusieurs bases dans le gine

consldéré ou par ihactivation g&nque. ‘ .

1 peut s’ aglr en partlcuher de l’mtroducton d'un ADN exogeéne daps la

.séqucnce codante on, pmmomue (par axemple une casseite d’expression avec
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promoféur -et/ou terminatenr” homologue et une partie codante hétérologue). La.
cassette d’pxpression’ pemmet avantagensement I’expression d'un ma:quﬂ:r de
s€lectioh. Tl cst également postible de fodifier le promoteur du géne afin de réduire le
- pivean d’expression. Pour les fimgi, I"activation se fait également par interuption de
5 . la séquence codante par le. séquence codante d’un géne marqumrh@t&olog.ue-ou
homologue. Lea principales techniques pour interrompre un géne de fingi sont
décrites dans [’article.de Johnston et &l (2002) (Methods in Enzymology Volume 350
Edited by Christine Guthrie snd Gerry Fink ; « Gene Disruption » ; M. Johmston,. L.
“Riles, J. Hegemann pp290-315).

Avantageusement, les organismes dn .régne des Fungi selon la l:n'émte
invention expriment les enzymes 7-déhydrocholestérol réductase et 3p-hydroxystérol
A24-réductase ¢t présentent en outre une inactivation de 1’enzyme C-22 stérol
désaturase.

L’enzyme C-22 stérol désaturase est également dénommée ERGSp, Cyp6l,
15 cytochrome p-45061, stérol delta22-désaturase. Cette enzyme catalyse & 1°état naturel
la conversion de Vergosta-5,7,24(28)-trienol ergosta-5,7,22,24(28)-tétraenol en .
ajoutant nne double liaison en position C22 (cf. figure 2).

10

Le gine codant pour 1'énzyme I’enzyme C-22 stérol désaturase a été dénommé
Erg5 chez la levure Saccharomyces cerevisiae. La séquence de ce gine est accessible
au fuméro d’accession GenBank suvivant: U34636. La séquence de la protéine

20
corresponidante  est , accessible ‘sux numéros: d’accession (GenBank suivants:
AAB06217 (Skeggs et al, 1996) ou P54781 (Bowman et al., 1997).

Un certain nombre d'homologues de ce géne ont été décrits chez d’autres thg':
Il s’agit par exemple du g&ne homologue chez Schzzosaccharongmes pombe (dontla

25 séq'umce nucléot:dlque est aocessible eu numéro GenBank Z98974, la séquence

p:otélquemnum&onBunk CA.'BII640) (Wood et al., 2002). Dug&nehomologlw .
chez .Sjmbwkphnm buahnm (dont la séqumoe mucléotidique est accessible au
.numt‘m GmBank A3086896 la séquence protéique au num&o GenBenk':
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BAC01142) -@Noda and Koizumi, 2003). Dy, gine homologue chez Symbiotaphring . .

kochii - (dont la séquence oucléotidique est accessible au nwméro .GenBank :

' ABO086890, Ia sSquence protéique au muméro. GenBank : BAC0{139) (Noda and

Koizomi, 2003). Du géne homologue chez Candida albicans (dont -la séquence
nucléofidique est.accessiblé au numéro GenBank : AL033396, la séquence protéique

an muméro GenBank : CAA21953) (Tait et al., 1997). Le gine ERGS a également ét6

' déciit chez Candida lusitaniae avec la référence Genbank AAO48601.

10

15

L’homme du métier pourra isoler aisément d"autres génes homologues du géne
Erg5 dans les organismes du rdgne Fungi. L’homme du métier pourra également
sisément déterminer I"activité C-22 stérol déssturase des protéines correspondzntes
notagnment en utilisant le test d’activité déerit par Skages,B.A., et al., 1996. Cette
activité pourre également éfre mise en évidence par complémentation fonctionnelle
d’une levure S. cerevisiae préalablement disruptée su nivean du gene ergs. Cefie
complémentation sera attestée par la présence dans la gouche complémentée d’ergosta
5,7.22 trienol. L activité C-22 stérol désaturase peut &tre mesurée in vitro en utilisant
la méthode déczits.par Kelly and Baldwin et al JBC (1997) aprés lyse des levures

(Kelly et al., 1997).

La souche d’organisme du régne des Funmgi selon la présente invention
expriment les enzymes 7-déhydrocholestérol réductase et 3p-hydroxystérol A24-
réductase et présentant en outre tne inactivation de 'enzyme C-22 stérol“désaturase
produit du cholestérol. La demanderesse 2 en effet pu déterminer que 'inactivation de
I'enzyme C-22 stérol désaturase bloque avantageusement la conversion du cholestérol

" en cholesta 5, 22 diéneol et permet une stabilisation de la production en cholestérol

(cf. la partie exemple de 12 présente demande). Ce blocage intervient ansgi an nivesm ..

‘de la conversion ‘du cholesta 5,7 dienol, un précurseur du cholesierol en cholesta
"5,7,22 trienol, un précursenr du cholesta 5,22 dienol. De maniére surpreante,

I’enzyme C~22 stérol désaturase accepte en effét comme substrat le cholestérol qu’elle

convertit ‘en cholesta 5, 22 diéneol. Cette réaction paresite peut &ire &liminée.par
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‘Iinactivation de 1"enzyme -22 btérol:désatnrise, telle qu’il a pu &ire déterminé par la
" demanideresse.. T T - C :

-

L expressmn des enzymes 7-d&:ydmaholest&ul réductase et 3ﬂ-hydroxystérol '

A24-réductage est réa]mée cqmme démt m—dessus L'inactivationi de 1’enzyme C-22

st&old&atmsepﬂéter&hséepumutmoymcomudel’hommeduméuer 1
peut 8 aglrmparhcuherdasméﬂmdes détz:ltm m—dwsusoonmantl’machvnhonﬂe

. I’enzyme stérol 24-C-méﬂlyltmnsferase

Avantageusement, lea ocrgmmmes du régne des Fumgi selon la présente
invention ex;nment les enzymes 7-déhyd:ocholestérol réductase et 3p-hydroxystérol
A24-réductese et mésmtmi en outre; une inactivation de l’enzyme C-22 stérol
désahmase et une inactivation de Penzyme stérol 24-C-méthyltransferase. Ces souches
présentent en effet leg avantages cumulés des deux inactivations et sont des souches

productrices de cholestérol.
L'expression des enzymes 7-déhydrocholestérol réductase et 3p-hydroxystérol

A24-réductage et I’inactivation.des enzymes C-22 stérol déseturase et stérol 24-C-
méthyltransferase sont réalisées comme décrit ci-dessus.

Dans un mode de réelisation, le cholestérol est présent dans Ie souche

d’organisme selon la présente invention dans une proportion supérieure & 20 %, de
préférence 35 %, de fagon le plus préférée 50 % o plus du total des stérols produits
parla souche selon I'invention (notemiment Jes. intermédiaires de synthése).

Préférentiellement, les arganismes du régne des Fung! selon la présente
invention sont choisis dens le phylun des Ascomycetes, de maniére plus préférée, ils
sont choisis dans le sous-phylum des Saccharomyeoting, de manidre encore plus

pr&férée,ﬂssontchmdmslaclassedesSaocharanwcetaoudes_

Schuasaacharangacem de maniére encore plus préférée ils sont choisis dans 1’ordre
des Saccharomycetales ou des Schizosaccharomycetales., de maniére encore plug

préfrée ils sont choisis dans la famille des Saccharomycetaceze ou des

& il::_ %3-1-,‘._#"- .. '_|,:"_.: LT -'-'?.--..-:' i
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Schizdsaccharomycetacede, de manidre encore plus préfénée ils sont choisis dans le -

geare Saccharomyces ou Schizosaccharomyces, de manidre tout & fait préférée les
orgenismeés ' du 1égne des Fumgi selon I'invention appartiennent A.Jespdce
Saccﬁaronwaes oerewsuru ou Schzzosaccharom pqnlbe. ..
La présente invention conceme également vm procédé de production de
cholestérol d’origine non animal comprenant les étapes suiventes :
- on cultive un organisme du régne des Fungi tel que déczit ci-dessns,
- on exjrait Ie cholestérol preduit par cet orgenisme.
L'éxtmcﬁqn est basée sur le traitement du fimgus par 1m solvant du cholestérol

-de préférence non miscible.dans I'eau. Ce traitement peut &tre préférentiellement

associé 4 une méthode quelconque de broyage mécanique des cellules. Plus .

pré&férentiellement le fimgus sera traité avant extraction par le sblvant, par un mélange
de saponificetion destiné 4 libérer le cholestérol éventuellement li€ & d’autres
composants cellulaires comme en particulier les acides gras. Ce mélange de
saponification powrra étre con;sﬁtué d'une base par exemple ammoniaque, soude,
potasse dissoute dans de ’eau ou i)lus préférentiellement dans un solvant organique
miscible dans 1’eau comme par exemple le méthanol ou 1’éthanol, ou un mélange
solvant-eau. La saponification pourra étre effectuée sans ou préférenticllement avec
chauffage 4 une température de 60-120 °C, 4 pression atmosphérique ou sous-
pression. L’exiraction par le solvant non miscible dans l’eau pourra &ire remplacée
per ‘mne -extraction en phese solide sor une résine hydrophgbe. Une méthode
&extraction des stérols est décrite par L. Parks et collaborateurs (1985) (Methods.in
Enzymology 111 Bdited by L Rilling, L. Perks, C. Botieme, R. Rodrignez and
Thormas Lewis pp333-339). '

_ . Le cholestérol brut ginsi obtenu pourra étre purifié par toutes méthodes connues- .
de I’homme de 1’art, en pédriiculier celle décrite par Boselli E, Velazco V, Ceboni Mf = -

et Larcker G T Chromatogr A. 2001 May 11;917¢1-2):239-44.
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. D’antres méthades péurront également 8ire utilisées comme celle décrite pour”
Iextraction du cholestérol & pertir de lning de-mouton. L'homme dn métier. pourra
" ‘potamment se référer eux méthodes décrites danis les brevets américains US 2,688,623
ou US 2,650929 ou dans les brevets britzomiques -GB690879, - GB646227 ou
5 GB613778.

Un auire aspect de l'invention conceme 1’ufilisation des souches, selon la
présente invention afin d’obtenir le cholestérol on I'un de ses d'intermédiaires
métaboliques, on un mélange de siérols marqué. On entend par intermédiaire
métabolique du cholestérol, notamment les stérols spécifiés dans la figare 2. 1l peut
s°agir notamment de cholesta 8, 24(25) qie'mol, cholesta 7, 24(25) dieneol, cholesta 5,
7, 24(25) triencol, cholesta 5, 24(25) dieneol, cholesta 5, 22 dieneol.

10

* Le principe de PPobtention d*un cholestérol merqué est décrit & la figure 10.
Cette manipulation consiste 4 tout d’abord faire croftre Iasouchede_ﬁmgussuruzi
. subsirat totalement marqué. Les cellules sont ensuite mises en culture sur un substrat
15 non marqué. I y a ainsi chmgmmtdemnrquaéeisotopiquedelasomcedecarbone,
il 5’ensuit la sypthése de novo d’intermédisires métaboliques puis de stérol, incluant le
cholestérol et comportant un changement progressif de marquage. Il 5’agit donc d’un
profil complexe, mais parfaitement déterminable expérimentalement, qui représente
une signature isotopique unique qui dépend & la fois :
20 -1) dia prétocole de marquage e en particulier des durées ot des conditions de culture
en substrat marqué et non marqus.
-2) de 1a structure génétique précise de 1a souche utilisée
-3) du temnps précis d’arrét des cultures
Une fois la culture errétée ( par exemple par lyse cellulaire ou par amét de 1a
25. culture en présence de concentration sub-_ié.talc de produits entifongiques cytotoxiques
. .ou cytostatiques ), le cholestérol marqué ou I'um de ses d’intermédiaires métaboliques,
ou un mélange de stérols marqué est extrait et purifié comme décrit ci-degsus. .
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‘Le- profil ..isotopigne du éholéestirol marqué .ou de I'un de ses intermédiaires
' mé&sbolighes, ot ¢z mélknge de stérols marqué a-plusieurs propriétés uniques :
-1) il estmoduilable A volant&-en jouant sur les conditians de culture, le souche utilisée. .
- et 1e stérol choisi. Un registre de mitrqizeurs unique peut donc 8tre produit.
-2) il est « combinable » & savoir que plisieurs signatures isotopiques correspondants
a plusieurs st&rols uniques marqués par des profils isotopiques eux-méme modulables
peuvent éire oombmés pour former un « alphabet moléculaire » )
-3) il est reproductible et facile & déterminer expérimentalement.
4) il comrespond & un mélange moléculsire tracsur ficile 3 isoler, stable, incolore et
10 inodore, non volatile, non toxique et incorporsble 4 des aliments, médicament,
additifs ou autres produits assimilsbles par I’homme. .
-5) il est infalgifiable sauf & disposer des souches recombinantes spécifiques et des
- conditions trds précises de marquage, de cultue et d’extraction. De plus la
connaissence de la signature isotopique ne permet pas de remonter aux paramétres qui
15 ont permis de-la produire.

Ainsi, un « alphsbet isotopique » infalsifishle, d’usage général et incorporsble dans
tout type de produits, y compris consommables peut &tre obtenu facilement gréice 4 1a
présente inveption. Les « mots isotopiques » constituables & partir d'un tel alphabet
20 sont en nombre quasi illimité en mettant 4 profit A la fois les profils de marquage et les
différents types de stérols. L.’incorporation de telles signetures au sein de produits les
plus variés constitue donc une méthode unique de marquage infalsifieble,
contrairement par ax_emple aux signatures ADN qui peuvent étre reproduites une ﬁ)ls :
comnuss. La signsture peut &fre Jue par sillours de manidre non destructive, par
25 exemple par mmsauon laser suivie d’analyse par spectroméirie de masse (MALD]-
TOF on asaxm;lé) .
Luﬂmanondem:bmtmnquém“c mhmetplaoedessomdccmbone
nonmquéepomla culture des souches de fimgus selonl’mvmuon.pmutla
synthése de stérols et mparhclﬂierde cholestérol trés fortement marqué (comprensnt

30  au mnoins 95 % de carbone PC). La préparation de stérols et de cholesterol radioactif -
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'“C est également possible: par la méme #pproche. Le procédé peat mussi &tre

fncorporé A-des souches de levures produisant des siéroides et notemmeint de .
I’hydrocortisone (cf demsnde de brevet WO 02/061109) pour produire des stéroldes .

marqués ™0 ou s 1C par-exemple pour des tests RIA.
Légende des figures '

Figure 1 : Formule chimique du cholestérol, ainsi que la nomenclature généralement
utilisée poir a sumérotation des différents carbones et-lo nom des différents cycles.
Les quatre cycles de la molécule de cholestérol sont dénommsés respectivement A, B, C
¢t D et les carbonis sont mumérotés de 12 27.

Figure 2 ; Schéma simplifié dela partie tardive de la voie de bios&nﬂa&se des stérols de

types ergosta- et cholesta- dans les levures naturelles ou modifiées. Le schéma n’est

pas exhaustif mais permet de définir les étapes faisant intervenir les epzymes citdes

dans ce document. Les protéines ERG2p, ERG3p, ERG5p et ERG6p sont des protéines
de fimgus ou de levure, tandis que les protéines Delta-7Red (Delta-7 stérol rédnctase),
Delta 24-(25)Red (Delta 24-(25) stérol réductase) sont des protéimes hétérologues
d’origine de mammiféres ou de plantes.

Figure 3. Profil. comperé en HPLC avec détection UV & 206 om des stérols libres des
souches dérivées de la souche BMAG4 et identification de ces stérols. Les souches

‘étudiées sont Ies suivantes : WGIF01 (souche BMA64 disruptée dans le géne erg6 (cf.

exemple 1)). WGIF02 (soushe BMAG64 disruptée dans le géne erg6 et exprimant la
A24—réducixse, Bxemple 12), WGIF03 (souche BMA64 disruptée dans le géne ergs et
expriment ia A7-rédnctase, Exemple 13), WGIF04 (souche BMA64 disruptée dans le

" gine ergd et exprimant la A7-réductase et la A24-réductase, Exempleld). C5:

cho]eatq 5 eneol (cholestérol) ; (C5,22: cholestn 5,22 diéneol ; C5, 24: cholesta 5,24
diéneol (desmostérol) ; cs,za cholesta 8,24 diéneol (zymostérol); G5,7,22: cholesta
5,7,22 triénol; CS.7, 24: cholesta 5,7,24 triénol; C5,22,24: cholesta 5,22,24 triénol;

. C5,7,2224: cuolestasv,zz,mmaml lan : lanostérol.
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Figure 4. Profil comparé en HPLC avec détection UV & 206 zm des stérols libres dela
souche WGIF04 (souche BMAS4 disruptée dans le gne erg6 et exprimant la A7-
réductase et 1a'A24-réductase, Exeritple 14) aprés 0,2,4,8,24 heures d’indoction per 16

" galactose. A :souche WGIFO! (Exemple 1). Pour la souche WGIF04, les préldvements
sonteﬂ'wtl.lés 0, 2, 4, 8 et 24 h aprés le basculement de la source de carbone .en
galactose. Le profil de la souche BMAG4 portant la disruption ergé (WGIFO1)
présenté est celui obtenm-immédiatement aprés 1é basculement en galactose. Ce profil
reste pratiquement inchange au cours de I'induction (0-24 h). Le signal d’absorption &
206 nm correspond & des coefficients d’absorption variables d’un stérol & 1’antre. C5.:
cholests Seneol (cholestérol) ; C5,22: cholesta 5,22 didneol ; CS, 24: cholesta 5,24
diéacol (desmostérol) ; C8,24: cholesta 8,24 diéneol (zymostérol); C5,7,22: cholesta. .
5,7,22 triénol; C5.7, 24: cholesta 5,7,24 triénol; C5,22,24: cholesta 5,22,24 triénol;
C5,7,22,24: cholesta 5,7,22,24 tetraénol ; lan : lanostérol. .

" Figure 5. Profil comparé en HPLC avec détection en electrospray avec iopisation
positive (spectrométric- de masse) des stérols libres de la souche WGIF04 (Exemple
14) aprés 0,2,4,8,24 heures d’induction per le galactose. A :souche WGIF01. C5:
cholosta Seneol (cholestérol) ; C5,22: cholesta 5,22 diaeol ; CS, 24: cholesta 5,24
diéneol (desmostérol) ; C8,24: cholesta 8,24 diéneol (zymostérol). Les profils HPLC
proviennent du méme essais que ceux de la figure 4.

Figure 5A (gauche) : détection & m/z =367, Figure 5B (droite) m/z = 369.

Ordonné : nombre d’ions comptés/ seconde. Abscisse : durée d’élution en minutes.

Figure 6. Détgil du profil 2 m /z =369 en HPLC pour les trois souches : WGIFO1,

CA10 portant le plasmide d’expression pour la delta 24 stérol Réductase et pour
WGIF04, le cholestérol est injecté comme standard interne: Les quantités de stérols

totanx injectées pour les trois souches correspondent & des extractions faites & partir
des quantités ideptiques de culture mesurées par 1’absorbancé & 600nm.

Figure 7: Profils comparés des stérols totanx (tibres ef esters) en chromatographie -
phase gpz des souches W_GIFOI (délétion d’erg6), WGIF02 (délétion d’erg6 avec _
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expresgion de l& A24-réductase);, WGIF03 (d&létion d’ergb avec expression de la A7- |
rédnctase), WGIF04 (d&létion d'eérg6 avec expression de 1a A24-réductage et de 1 A7- -

réductase) et CA10 pYES_Delta24 (fond génétique F¥1679, délétion d'erg5 svec
expression- de 1a A24-réductese, 'A-7.réductase, erg5). Les échelles de réponse
(courants d’ionisatibn ‘de flamme) sont arbitraires. Les profils ne sont & comparer que

de maniére qualitative d'uie souche 3 Pautre.  L'échelle de temps de rétention st

néanmoins la méme pour toutes Jeg souches (les tamps de rétention sont exprimés en

minuted). L'identification ‘des stérols.est effectuée selon les critéres décrits dams la-

présente demande.

F:gm 8. Répartition quantitative des p:incipm stérols libres dans les souches de

levare (BMA64 (Figare 8A), WGIFO1 (Figure SB), WGIF02 (Figure 8C) et WGIF03,

(Figure 8D)) évalude sur la base des speclres UV. La répartition est donnée en % de la
totalité des espéces présentées dans la figure et qui sont les scules détectables en
quentitds appréciables. En absence 'de stenderd pour plusieurs des stérols
intermédiaires la quantification est effectuée sur la base des spectres UV associés &
chacun des pics du chromatogramme HPLC en utilisant les coefficients d’absorption

‘évalués donnés ci dessous (cf. table 1, les coefficients d’absorption sont exprimés en

mM par litre et par cm.). Pour ce faire les coefficients d’absorption correspondant aux
motifs structuraux insaiurés présents dans la structure d’un stérol donné sont
recherchés dans la table 1 et éventuellement additionnés (si plusieurs motifs sont
présents dans ime méme molécule) pour fournir une évaluation du coefficient

d’extinction de chaque type de stérol. L*évaluation est fuite en utilisant les valeurs &

280nmammomsunmohfabsorbmticettelongumd'ondewtprésmt,idéfm:tln
]ongueur d’onde 235 om est uhhsée, et & défaut d’abso:pton 2 cette damiére, la
longusurd’ondeZOGnmeatuhhséepom éva]um'lesconwntmhonsdechmmdes

stérols hpﬂtu' des signaux d’abscrpton respechﬁ en HPLC.

F;m Répartition quanuta:twe des pnnmpm:lx stérols libres dans la souche de -
levure WGIF4 évalude gurla base des spectres UV. Les quantifications sont eﬁ'ectuées

delam&neﬁgonquedémtedanshhgmeg

o tr_.':'. .
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~Figure 10. Principe du merqiage isotopique des stérols par substitution de sources de
. carbone.” ] ' '

Figure 11. Bvaluauondaspmﬁls demarquage wotoplqueducholesu&ol produit dans
lasounheWGIFMaprés4 8, et24hemasd’md1mton.lesst&olsh’bressontathis

- etséparésParHPLCcommedémf. Un spectre de messe entre les veleurs dom/z 300 -

ot m/z=450 estacqmstoutas les 0,2 secondes durant 1‘élution. Ces specires sont alors
moyermés sur des fenétres de 1,8 secondes puis soumis & ume régression multi-.
linéaire, ﬁﬁﬁsantoommebasaderégressionunqmblede%vectem
représentant les distributions théoriques de masse du cholestérol marqué pour une
fncorporation au hasard per des tirages indépendants du carbone 13 & chacune des 27
positions de la molécule avec une probebilité de marquage sur chaque carbone
varigble entre 0 et 1 selon le vecteur comsidéré. Les probabilités .de marquage des
différents vecteurs utilisés commebasesontchbisiesdetellefm;onicequele

- coefficient de cross-correlation des dmin'buuons de deux vecteurs consécutifs de la

base soit de 0,92, la base démarrant avec wn vecteur correspondant & une probabilité
de présence de 100 % & toutes les positions pour le carbone 12. L'ajustement
multilinéaire est effectué sur un critére staﬁsﬁquedemoinfirecarrémannulantlm
termes non-diagonsux de la matrice des produits des dérivés partielles de la méthode
de Gauss (filtrage numérique maximal). Aprés anaiyse, les specires de masse -sont
alors reconstruits sur la base ‘optimisée. Les courbes représentées sur les figures

- représentent done le résultat de la reconstruction filirée optimale aprés normalisation

de I"amplitnde maximale 4 1a valeur 100.

. Pour- chaque temps d'induction les deux courbes représentent deux profils .
indépendants correspondant & des temps d’élution différents de 1.8 secondes et
correspondant & des spectres gitués dans ln zome centrale du pic -d’élution du
cholestérol. La figure démontre 1a grande reproductibilité de 1’analyse.

Figure 12. Exemple dp différentes signatures- isotopiques en nivean de différenis _
stérols ou de différents temps d’induction. Méme calcul et représentation que poﬁr la

.figure 11, mais pour différents stérols et différent temps d*induction.
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La valewr de RT indique 12 gamme d& temps de rétention utilisée pour le calcal (oo
minute). Les valeurs de cette gamme sont les suivantes : ;
Fig. 12 A RT=12,2512,42, |

Fig. 12 B:RT=12,2-12,7,

Fig 12 C: RT=12,25-12,35,

Fig. 12D :RT=133-13,6,

Les temps d°induction sont de 8 ou 24 heures.

Les valeurs dem/zm&qnmtlahmﬂegmnheetdmlte des m/z. Ia.valem'laplns

ﬁai'bledem/zpowchnqlmmdreconwpondsumlzpomlest&_roltotalgnmtconshtué
de carbone 12. ] '

Figure 13: Profils comperés des stérols totaux (libres et esters) en chromatographie
phase gaz des souches YIM59/pIM303 (partie A de la figure) et de la souche

YIM59/pIM331 (partie B de 12 figure) (cf. exemple 18). Les échelles de réponse sont
arbitraires. 1L ’échelle de temps de rétention est ]la mé&me pour les deux souches (les
temps de rétention sont exprimés en minutes). L’identification des stérols est effectuée.

selon les critéres décrits dans 1z présente demande.

La présente invention est illusirée & l'aide des exemples qui suivent, qui
doivent étre considérés comme illustratifs et non limitatifs.

Les techniques de biologie moléculaire utilisées sont décrites par Ausubel ef al,
certaines manipulations des levures sont décrites par Adams et al (Adams and Holm,

1996).

EXEMPLE 1 : Construction d’une souche de levare §. cerevisige
interrompue dans le géne ergé (souche WGIF(1) : _
La souche de levure . cerevisiae WGIFO1 dont le géne ERG6 est interrpmpu par le

gém.eZRP] .8 é¢ obtemue par transformation de la souche BM64 par un produit de
PCRportantmghehnchonnel 'IRPIbm‘dépardesmtrémtéshomologmsmghe

ERG®S.

R
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" La souche BM64 (de génotype MATa; ura3-52; trplA2; leu2-3 112; his3-11; adez-
1; canl-100) est un dérivé de Ia souche de levure S. cerevisize W303 MATu par -

délétion compléte du géne TRPI. La souche BMAG64 et 1a souche W303 MATa sont

. décrites dans la publication de Baudin-Baillieu et al (Baudin-Baillieu et al., 1997).
Pour isoler le géne TRP], le gine TRPI du plasmide pFLA4 (Bormeand et el., 1991} 2

été amplifié en utilisant la Z-Tagl ( une DNA polymérase DNA dépendante) fournie
par la Société Takera (PanVera LLC 501 Charmany Drive Madison, W1 53719 USA).
Le couple d’amorce utilisé permet ’amplification par la DNA polymérase du gae

TRP] bordé de séquénces correspondant su giie ERGE.

" La séquence de ces amorces est la suivante © -

OER.GGH.P 1: 5

(CCTAGCGACGAAAAGCATCATTGGAGTGAATAACTTGGACTTACCA ticttag
cattitgacg) 3° (SEQ ID N° 1).

OERG6trp2:
(GCATAAGAGTGAAACAGAATTGAGAAAAAGACAGGCCCAATTCAaaitcgeg

tcgrasnsagasaage) 3° (SEQ ID N° 2).

Le produit de PCR (Polymerase Chsin Reaction) sinsi obtemu est purifié par
électroélution du fragment correspondant 4 le taille attendue et utilisé pour
transformer la souche BM64 par la technique du chlorure de lithium comme décrit par
(Gietz et al,, 1995). |

Aprés hansformnhon, les levures traitdes sont étaldes smunmﬂia;mjnimum ne
contenant pas de tryptophane (Gielz et al., 1995). On obtient ainsi 41 colonies BM64
transformées prototrophes pour le tryptophane. Ces 41 colonies sont ensuite testées
pour trois de leurs propriétés : sengibilité & la nystatine, structure génom:que de

5, sl

I'insertion du géne TRPI, profil en chromatographie phase gazeuse des stérols totaux .

qu’elles produisent. _ _
Pour cela, l 4] obloniqs_ sont transférées sur un milien minimum cbnt,mant
Wmt 10, 20 ou 50pg/ml de nystatine, une dizaine de colonies est capable do
croitre sur le n:n‘heux contenant une dose de 50pg/ml de nystatine. Ces e,olonil;s_
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résistantes sont sélectionnées pour vérifier leur stucture génique sinsi que leurs
compositions en stérols. .-

L'insertion du gine TRP] dans. le gé ERGS.est vérifiée par PCR en utilisant un
couple d’oligonncléotides cowvrant 12 jonction enire le géno TRPI fonctionnel et Ie
ERGS disrupts. Ce couple d'oligommcléotides est le suivant: OERG6Hp3:

' - AGGGCCGAACAAAGCCCCGATCTTC (SEQ ID N° 3) et OERG6hp4:

GGCAAACCGAGGAACTCTTGG (SEQ ID N° 4).
Quelques.souches présentent le profil PCR attendn c'est & dire un fragment de 800

paires de base correspondant 2 la taille attendue pour upe insertion de TRPI dans

ERGS.
Dans le but de véifier que le gine ERG6 est bien inactivé dans ces souches, me

anslyse des compositions en stérol de ces souches par la chromatographie en phase

gazeuse et par chromatographie liquide haute pression a été réalisée (Duport et al, . .

2003; Szczebara et al,, 2003).
Ces analyses confirment |'absence de synthése d’ergostérol et l'acammlanon de

stérols anormsux compatibles avec les perhurbations attendues de la voie de

biosynthése dans ]a souche disruptée.
Une souche a &€ plus particulidrement sélectionnée et nommée WGIF01.

EXEMPLE 2 : Construction des souches CA10, CAl4 et CA23.

Les souches CA10 (de génotype : MATa, rho”, GAL2, ura3-52, trpI-A63, his3-
A200, erg5::HYGRO", - ade2::GALI0/CYC] ::A7Réductase ::PGKI,

LEU2 ::GALIO/CYCI.:matADR: :PGKI), CA14 (de génotype : MATa, rho*, GAL2,

ura3-52, trpl-A63, hisT-A200, erg5::HYGRO® atf2:: G418%

adé2::GAL10/CYCl::A7Réductase::PGK1,. LEU2::GAL10/CYCI::matADR::PGKI),

et CA23 (de génotype : MATw, rho*, GAL2, ura3-52, trpl-A63, his3-A200, ergs::
HYGRO®, arel::G418% are2::HIS3, aded:: GALIO/CYCI::A7Réductase:-PGKI,
LEU2::GALI0/CYCI::matADR::PGKI) sinsi que leurs consiructions, sont décrites
&anslaréf&mceDuportetal doﬂlemntmubchquemoeqmwnmeh
.-_-ponstucuondeoasouchmestmemporéparréf&moeilamdamde
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Ces souches froduisent et contiennent dans leors membranes des stérols non naturels

(oommedémtdansladc:mmdedebrevetemoPémEPO?ﬂ 489) et en particulier de .

1’ ergosta-5-énol (campestérol).
Ces trois souches n’expriment pas le produit duo géne ERGS qui estnonfonctlonml

par insertior dans sa séquénce codante du géne de résistance & 1"hygromycine. De plus
ces souches expriment le cDNA codant pour la A7 réductase de plante (1a demande de
brevet européen EP 0727 489 décrit notamment le clonage de l2 A7 réductase de la
plante Arabidopsis thaliana, qui est incorporé par référence 4 la présente demande, le
muméro d’accession GenBank de cette séquence est ATU49398).

La souche CAl14 est dérivée dc ia souche CAlO per dnrupuon du géne ATF2. Le

produit de ce gdne conduit’d mme aoétyluhon de la pregné'uolone sur Ia position 3

{comme il est décrit dans la demande de brevet W099/40203).
La souche CA23 est une souche dérivée d& la souche CA10 par délétion des génes

ARE] et ARE2, les denx protéines Arelp et Are2p sont regponsables de 1’ estérification
de l'erpostérol (Strrley, 2000) et é&venmellement du cholestérol car ils sont
homologues 4 I’enzyme responsable de 1’estérification du cholestérol chez les
mammiféres (ACAT).

EXEMPLE 3 : Construction dn plasmide d’expression de la A24-25

.réductase d’origine humaine (plasmide pYES Delta2d)

La construction de ce plasmide a été démte par Wa;a:hm et al. 2001. La
construction a consisté A metire le cDNA codant pour ]a Delta 24 stéro) réductase sous
le contrSle du promoteur pGALI et dn teuninatem' tCYCI dans le vecteyr pYES2
(Invitrogen SARL, Cergy Pontome, France) Ce plasmide est un plasmide navette
E.colil § cerem:ae et conhmt une origine de réphcaton 2m1c.ron et un géne URA3
ceci permeitant sa réphcahon dans Ia Ievm'e et des facilités de sélection des levures
transformées par ce plasmide. -

Le promotenr GAL1 est de pius inductible per lo galactose.
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EXEMPLE 4 :Construction du plasmide pAG1 exprimant Ia A7-réductase

d’ 4. thaliana.
Unphmdenetéconstmtspéqﬁqmmtpoml’expresmondehDelta?

Réductase de A. thaliana sur un vecteur monocopie. Le plasmide pAMI aet§uﬁl;se -

pour cette construction. Ce plastide dont 1a constraction est décrite dans la demande
PCT WO02/061109 (cf exemple 9b de ladite demande, qui est incorparé par
référence A-la présente demande) est un plasmide navette E.coli/ S. cerevisiae basé sur
une séquence de réplication autonome et un centromére (ARS CEN). Le marqueur de
sélection est le géne ADE2. Ce plasmide est compatible, et peut donc se répliquer cn
méme temps qu'un plasmide basé sur ime origine de réplication 2 micron. Ce
plasmide posséde en particulier un site unique Nofl pegmettant de cloner les cassettes
d’expression tel que décrit dans la demande PCT ci-dessus.

Ce site a éé utilisé pour cloner une cassette d’expression de la Delta7-réductese d'A
thaliana provenant de la souche CA10. En effet, cette cassette d’expression est trés
efficace et permet 4 la sonche CA.10 qui est de plus disruptée pour ERGS, de produive

do campestérol (ergosta-5-énol) comme stérol majoritaire (Duport et al., 1998). Le-

fragment d’ADN génomique de la souche CA10 contenant le géne de la delta?-
réductase est amplifié 4 1’aide des amorces suivantes :

OSAT2 5* (TATATAGCGGCCGCTTTCGCTGATTAATTACCCCAG) 3° (SEQ ID
N° 5) -

OSA 77 5° (TATATAGCG’GCOGCGAGAAGTGACGC.AAGCATGA) 3 (SEQ D
N° 6).

L’amplification est réalisée sur de I'’ADN génomique de la souche CA10 préparé per
la technique rapide d’extraction au phenol/chloroforme comme décrit par Adams et al
(Adams and Ho!m, 1996). :

Cinquante nanogrammes d*ADN génomique de CA10 sont utilisés conmﬁ matrice
pour amplification & 1’aide des amorces OSA72 et OSA77. La Tag DNA polymérase
‘et Ies conditions enzymatiques provensient de la société Stratagene. Les conditions
d amplification éteient les smvantes Dénaturation initiale de 5 min & 95°C, puis
ensmte, trmtecynle.s sontréa]:sés conmstant en une dénaturation de 30s i95°C, une

l ..'u

ﬂk‘ﬁ

- l{ q.h



b
L

10

15

- 54."

‘WO 2005/121315 ' PCT/FR2005/001090

27

hybridation de 30s & 50°C puis une élongation de 1 min & 72°C. La réaction est

terminéo par une extension finale de 10 min & 72°C.

Lo fragment de PCR est ensuite digéré per I'enzyme Nod et purifié sur gel d’agarose
puis cloné classiquement sn nivesn du site vmique Noff du plasmide pAMI. Le
plasmide ainsi obtenu a éténommé pAG1l.

11 s’agit d"un vecteur monocopis permettant I"expression ds la Delta? Réductase de 4.

" thaliana chez 1a levare, le géne de la Delta7 Réductase étant placé sous le contrle du

promoteur GAL10/CYC1 (Lecain ef al., 1996).

EXEMPLE 5 : Exiraction des stérols libres et estérifiés chez la leviire
-pour les analyses : "
1) Conditions d’extraction des stérols libres et estérifiés chez la levure.
(procédurel)

a) Conditions d'extraction des stérols libres -

Le culot cellulaire est lavé deux fois avec 500yl ¢’eau désionisée et filtrée,
dans un tube en verre. .

" Les cellules sont ensuite resuspendues dans 500yl d’eau contenant des billes de verre
de 0,5 mm correspondant & 150p1 de liquide dans le tube.
Une extraction est réalisée deux fois avec 2ml de 1,2 dichloroéthane avec une
agitation forte sur yn vortex pendant 10 minutes. Aprés la premiére extraction, le
roélange cellules, billes de verre, solvant est centrifugé peadant 5 mimtes & 1500g
dans Je but de séparer les deux phases,
Les deux fractions organiques issues des deux extractions successives somt
. rassemblées et séchées s0us un courant d’azote pendant quelques heures.

L’extrait stérolique est spspendu dans 100ul d’qcétoniiiile pour son analyse par
chromatographie liquide baute performance (HPLC) (Szczebara et al., 3003) ou dans
100pl- d’hexene pour les enalyses -par chromatographie en phase gazeuse (GO)
(Duport ét al., 2003). ' '

b Cogzd:_‘tioﬁ:s' d'extraction des stérols totaux : Saponification et em'ac-tian des

stérols estérifiés, analyse qualitative procédure I :

> - ) . :
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Le culot cellulaire est resuspenidu dans 500pl d’esn purifiée. A celte
suspension an gjoute 2ml d’hydroxyde de potassium KOH & 10% dans do méthanol.

Lem&mgee&tchmlﬁépmdamMBhem160°qupsdesmhesfgunée?.Aprés,

I'incubation et une fois que les tubes sont reveams a temp&anne ambiante, ie mélunge
est extrait trois fois avec 2ml d’hexane. Entre chaque extraction, les deux phases sont
séparées par une centrifugation de 5min & 1500g. Aprés chaque extraction, la phase
arganique est transférée dans un nouvean tube, puis les trois phases organiques gont
rassemblées puis séchées sous un flux d’azote. .

Le résidn stérolique est resuspendun dans 100l d’acétonitrile 100% pour son analyse
par chromatographie liquide haute performance (HPLC) (Szczebara et al,, 2003) ou
dans 100u! d’hexane pour les analyses par chromatographie en phase gazeuse (GC)
(Duport et al., 2003),

2) Condifions d’extraction des stérols libres et estérifiés chez la levare pour
analyse qualitative (procédure2).
Les souches sont cultivées en milieu riche (10g de bactopeptone par litre et
10 g d’extraits de levure per litre) avec 2% de glucose comme source de carbone afin
d’obtenir 500mg de cellules lyophilisées. Ces cellules séchées sont reprises dans 3ml
do méthanol (100%) contenant 1g de KOH et une trace de pyrogallol puis le mélarige
est incubé pendant 45 mimutes & 90°C. Aprés retour A température ambiante, les
" gtérols sont extraits avec Sml d'hexane. La phase organique est séparée’ en trois
échantiTions de méme volume et séchée sous m courant d*sir. Dewx des échantilons
_des stérols cxtraits somt ropris dans 100n] d'hexame pour les emlyscs par
chrometographie e:'l'pl?m;e gazeuse (GC) et chromatographic en phase gazeuse couplée

& la spectrométrie de masse GC/MS et le troisidme échantillon est repris dans 150p]

'de méthanol pour les études par chromatographie liquide haute performance (HPLC).
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EXEMPLE 6 : Analyse des stérols libres et estérifiés chez la levare par
chromatographie en phase g-a.zeuse (GO .
) Cﬁron;mgrap.kie en phase gazeuse (GC) gvec détection FID (fonisation de
Slemmz) | _ .
L’extreit stérolique (libre ou total) suspendu dans 1"hexane est préparé selon la
pmoédmp 1 (c£ exemple 5 1) a) et b)). Un témoin d’injection est ajouté aun mélmg_e de
stérol, en général le cholestérol & une concentration de 10 3 50ng/xl.
On injecte ensuite de 1 & 3u] d'échantillons sur un appareil de chromatographie
phase gazeuse daos les conditions suivantes. 1 2 3ul ont &€ injectés sur une colonne
Alltech de type SE30 (Référence-de la colonne ; 30mX0.32mm IDX 0.25pm).Le
gaz vecteur est 'hélinm. Le rapport de Split est entre 50 et 80. La pression en téie
de colonne est de 30 psi. L'injectenr est réglé 4 280°C. La température initial de la
colome est de 130°C pendant 0.5 mimute. Elle monte & 230°C & mison de
40°C/min, puis de 230°C 4 280°C A raison de 3°C/min. La colonne est ensuite

maintenne & 200°C, La température du détecteur est de 310°C.

2) Chromatographie en phase gazeuse (GC) avec détection FID (ionisation de
JSlamme) couplée & In spectromélrie de masse (GC/MS).

L'extrait stérolique total suspendu dans I’hexane est préparé selon ia
procédure 2. La GC utilisée est &quipée d’un injecteur classique « split split less »
avec une colonne classique DBS d’une longuenr de 30 métres et d'un diamétre de
0,25mm. ' : ‘
L'injection est réalisée 3 230°C avec comme gaz vecteur, I'h&lium an débit de
2ml/mmn. La colonne passe de 130 4 290°C en 4 étapes. La colonme est mainterme 2
130°C avant 1'injection puis monte & 230°C avec une rampe de 40°C/mm puis de
230°C & 280°C avec une rampe de 3°Clmn'puis de 280°C 4 290°C avec une rampe
de 30°C/min. La colonne reste pendant 5 mimites & 290°C.

Ea sortie de 1a colome de chromatographie en phase gazeuse, les molécules sont
enmﬂﬂeanﬂyséeeparspw&omﬂhiedemseparvapoﬁshﬁondammchambre
d’iopisation telle que célle d’un appareil de type Turbo Mass de cbasz'hnElmer

'Iesmoléaﬂessontfmgmeutéesmrunfmcemd'élcoumsdcbatucénergle Les
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différents fragments sont ensuite séparés sur un filtre guadrupolaire puis détectés
sur un détecteur d’jons. A chaque masse localisée sur le graphe de courant jonique
correspond un spectre de massé qui regroupe les masses de tous les produits de
fragmentation de I'ion M-. Ce spectre de masse obtenu i un temps de rétention
domné sur Ia colomne est comparé A des bibliothiques de produits fragmentés ainsi
qu'd celles décrites pour les stérols par Quail and Kelly. (Methods in Molecnlar
Biology Vol53 Yeast Protocols Edited by Evans; M, Quail and S, Kelly “The
Extraction and Analysis of Sterols from Yeast™ pp 123-131 (1996)).

De cette fagon, il a pu éire mis en évidence I'effet de 1a délétion du gine ERGS -

dans la souche WGIFO1 et notumment l'absepce-d’ergosta 8, 24(28) dienol et 1a
présence de stérol de type cholesta ayant Ia double liaison en 24(25).

EXEMPLE 7 : Analyse des stérols libres et estérifiés chez la levure par
chromatographie liquide haute performsuce (HPLC) avec détection UV ou
détection par spectroméirie de masse.

1) Analyse parHPLC détecaon Uv:

Dix a 30ul de I'extrait stérolique (suspendn dans 1 acétonitrile on le méthanol
et préparé selon la procédure 1 ou 2 (cf exemple 5)) sont injectés sur tne colomme de
type X terra RP18, 4,6X100mm (Waters, Milford, MA01757 USA). _
La séparation s’effectue sur un gradient composé d’eau contenant 0.02% de TFA
(acide triflucroacetique) (tampon A) et d’acétonitrile pur (tampon B). La colorme est
mainterme 4 60°C au cours de 1’analyse.

L’appareil HPL.C utilisé est da type « Waters 600 E System Controller » (Waters,
Milford, MA01757 USA).hd&bcﬁonUVaétéréaﬁséemmdétectangbmeue
de diodes couvrant les longueurs d’onde de 206 & 350 nm. La colomne a été
équilibrée avec un tampon & -20% (v/v) de tampon A (acétonitrile) et 80% de
tempon B (ean contenant 0.02% de TPA (acide trifluoroacetique)). Un gradient
linksire est effectné & partir d'mne solution contensnt 50% de tempon A et 50% de
tampon B. An bout de 10 min, 14 composifion du tampon d’élntion est de 25% de
tampon A pour-75 % de tampon B. Un nouvesu gradient linéaire est alors appliqué
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de fagon 2 ce qu'd 30 min le gradient atteigne la valeur de 100 % en tampon B.
CettevalunestmamtemmpendmtSmmrBspamnettoy@tlacolonne

2) Analyse par HPLC détedzon par specn'oméau de masse (HPLC/MS) :

Dans le cas dune analyse par spectroméirie de masse, I'échantillon est
mainterm 3 30°C, et la colonne est mainteme & 60°C au cours de Panlyse.
L’appareil HPLC utilisé est dn type « Alliance HT Waters 2790 », couplé 2 un
détecteur de masse « Waters MicroMass ZQ ». A la différence de la méthode de
détection précédente le tampon d’élution A pe contient pas de TFA mais les deux
tampons A et B contieonent 0.01% (v/v) d"acide formique.

La colomne 8 ét¢ équilibrée avec un.tampon contenant 80% de tampon A’ (ean
contenaxt 0.01% (v/v) d'scide formique) et 20% de tampon B’ (aoftomitrile
contenant 0.01% (v/v) d’acide fonmique).

L'injection démarre avec un tampon contepamt 50% de ces deux tampons. Un
gradient linéaire & deux rampes est effectué 3 partir d"ume soltion contenant 50%
de tampon A’ et 50% de tampon B’.

An bout de 10 min, la composition du tampon d’élution est de 25% de tampon A’
pour 75 % de tampon B’. La rampe du gradient est ensuite modifiée pour atteindre
12,5% de tampon A’ et 87,5% de tampon B® aprés 25 minntes d'analyse puis 100%
de tampon B A 30 mimites. Cette valeur est mainterme pendant 5 mimrtes pour
régénérec I colonne. :

Le détecteur de masse « Waters MicroMass ZQ » est réglé pour balayer ;mioni_sqﬁon
positive electrospray .les veleurs de m/z comprise entre 295 & 450. Un mode
d’acquisition « contimum » est choisigomle-balayage. Per gilleurs une extraction de
signal en mode « SIR » est effectuée enpm]lélehtuutes les masse atiendues en
abondance isotopique naturelle pour les stérols & analysm' Le détecteur est réglé de
.mam&eirésoudretotalammtsnns mtert&mcedesmoléaﬂes différant de 1 umité de
ndzlatotahtédesaoqmmuonsestpumétréedeﬁqonicequeladméetotﬂe
d’acqmmhonoonespondantmbalayageetmhmpstotal d*acquisition del'msemble
des SIR rests inférieure'd 2 secondes.
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EXEMPLE 8: Culture des souches de levures pour I’analyse de leur
contenu en stérol avec ou sans marquage °C :

Les souches A analyser ont été cultivées dans un volume de 50ml de milien

. Kappeli (Keppeli et al., 1985) contenant 2% de D-glucose non:nnl ou de D-glucose-U-

5 13Cs (potr les expériences de marquage, of. figure 10).

La densité optique de la culture de départ est de 0.1 & 600nm. Ceite culture est incubée
72 heures 4 une tampérature de 30°C sous agitation A 200 tours/ min.
Lescdhﬂessontmsmterécup&éespnromhﬂ:gnﬂondumﬂmuiﬁ%gpmdmtlo
minutes. Lemﬂotcelhﬂmreestunsmteanalyséd:redunentparlestecbmquns
d’analyse présentées dans 1’exemple 5 (pour les études ne nécessitant pas d*induction
au galactose). - - '

. Toutefois, pour les études de cinétique d’induction de 1’expression de la delta 7-
réductase et la delta 24-réductase (souches transformées par le plasmide
pYES_Delta24 et/ou pAG1l), le culot est resuspendu dans 50ml de milien Kappeli

15 frais contenant 2% galactose (non marqué au cacbone 1C).

Cette culture est incubée & une température de 30°C sous agitation & 200 tours/ min.

Dix ml de culture sont.récupérés aprés 0 heure,-2 heures, 4 heures, 8 heures et 24

heures de cultures. '

Ces échantillons de culture sont ceatrifugéds & 800 g.pendant 10 minutes, le culot

cellnlaire est congelé et conservé & —20°C avant extraction stérolique par les méthodes

. décrites dans 1’exemple 5.

10

EXEMFPLE 9: Identification des stérols présents dans les souches
analysées : '

L’identification des stérols est basée sur la combinaison des principes suivants :

25 -:Coﬁpa;aisonducompoﬂanm‘tenGC,HPLC, GC/MS et HPLC/MS avec des
standards authentiques dans le cas du’campestérol (ergosta 5,eneol), de I'ergostérol
(ergosta 5,7,22 triénol), du cholestérol (cholesta 5-eneol), du desmostérol (cholesta 5,
24 diéneol) , du cholesta 5,22 diéncol et du zymostérol (cholesta 8,24 didneol).
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- Analyse du spectre d’absorption en HPLC et détection UV & barrette de. diodes (cf.

, ‘exeinple 7-1)) :
Cette méthode permet d’identifier sans ambiguité sur 1a base spectrale cing clnsses de

stérols : 1) classe SAl : pas de systdme diémique conjugué, 2) classe SA2 : présence
d'm systdme 5,7-diénique; 3) clesse SA3: présence d'un systime 22,24(25)
diénique ; 4) classe SA4 : présence d’un systéme 8,14 diénique; 5) classe SAS:
présence d'un systéme 22, 24(28) diénique. Les classes SA3 et SAS ne peuvent
coexister pour des raisons structurales. Les classes SA2 et SA4 ne peuvent coexister
pour des reisons de biosynfhése, la classe SA2 peut 8ire associée 4 des motifs
structoraux de classea SA1, SA3, SAS pour former des spectres composites additifs.

- Analyse des temps de rétention en GC et en HPLC sur la base d'une additivité
spproximative des déplacements de temps de rétention associés & chaque type
d*inssturation et & le présence d’un squelette de type ergoste ou cholesta. Ce critére
n’étant pas absolu, il est utilisé comme aide & I’identification et pour lever les
ambiguités mais présente un risque d’erreur s'il est utilisé scul. 1! n’est done utilisé
qu’en combinaison avec les autres critéres. :

- Analyse en GC/MS (cf. exemple 6-2))qui fournit la messe moléculaire et vn profil
de fragmentation pouvant étre comparé a des bibliothéques de spectres.

- Analyse en I-IPLCIMS (cf exemple 7-2)) en electrospray qui foumnit, dans le cas des
3-hydroxystérols, un signal principal 4 la masse moléculaire -17 (protonatlon (+1) et
perte d’une molécule d’ezu (-18))

- Apalyse ;1vec I"ensemble des systimes ci-dessus de la composition en stérols de
différentes souches de levures de référence disruptées & différents points de la
hiosynthése.

- Anelyse des varistions de la composition en stérol Jors de la complémentation par
différentes enzymes de biosynthése et de la cinétique de cette complémentation lors de
I'induction de cette complémentation.
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- Analyse du profil de marquage des différents stérols per I’isotope 13 du carbome.

- Analyse du spectre UV des siérols séparés par HPL.C & un temps de rétention donné.

Les deux doubleslinisonss 7 conjugnées présmtentrmspect:etypiqueavacdeux

pcsd’nbsorpton énfre 265 et280nmtand:squelesdmdoublehmson22, 24
conjugnées présentent un pic d’absorption & 235rm. La dernidre double lizison
conjuguée en 8, 14 est identifiable par wn pic d’absorption & 245 nm.

EXEMPLE 10: Identification des stérols présents dams la souche

BMAG64 :
La sounche BMAG4 est cultivée dans un volume de 50ml de milicn Kappeli

contenant 2% de D-glucose pour I’analyse quantitative et comparative des stérols.

La depsité optique de Ia culture de départ est de 0.1 & 600nm. Cette cultare cst incubée

72 heures & mne température de 30°C sous agitation & 200 tours/ min.

Les cellules sont ensuite récupérées par centrifugation du milien & 600 g pendant 10

minutes, le culot cellulaire est analysé par les techniques présentées dans 1’exemple 5.
Les différentes analyses décrites ont permis d'identifier les stérols produits par cette

souche.

. On a zinsi déterminé que cette souche accumule phus de 80% de ses stérols libres sous

forme d’ergostérol (exgoste 5,7,22 triénol) (c£ Figure 8). Deux eautres stérols

. minoritaires détectables sont produits par cette souche, il s’agit de 1'ergosta 5,7

diéneol (substrat du produit d gine ERGS) (12%) et le zymostérol (ergosta 8,24
diéneol) (5%). Ancune trace de cholestérol n'est détectable (la limite de détection. de
la méthode est d’eqviron 0.5 % des stérols observables). De fuibles quantités de
lanostérol sont également détectables (uniquement an nivean des analyses des stérols

totanx).
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EXEMPLE 11: Identification des stérols présents dans.la sonche
WGIFO1 : -
La souche WGIFO1 (cf. exemple 1) & été cultivée dans un vohumne de 50ml de
milion Kappeli (Kappeli et aL, 1985) contensnt 2% de D-ghucose pour I'malyse
quentitative et comparative des stérols .
La densité optique de la cultire de départ est de 0.1 & 600nm. Cette culture est incubée
72 heures A upe tempéature de 30°C sous agitation A 200 towrs/ min.
Les cellules sont ensuite récupérées par eentrifogation du milieu 4 600 g pendant 10
minutes, le culot cellulaire est analysé par les techniques présentées dans I’exemple 5.
Les différentes analyses décrites ont permis d*identifier les stérols produits par cette
souche.
La recherche dans le chromatogramme d’ergosta 5,7,22 tiénol (ergostérol) ou de
ergosta 5,7 diéneol est negatwa (moins de 0;5% dela valeur obtenue chez BMAG4) en
HPLC couplée 3 la spectroméirie de masse. Au niveau des stérols libres, la souche
accumule pour 50% du total du zymostérol (cholesta 8,24 diéneol), substrat du produit
du géne ERG6, et pour 30 et 20 % respectivement, du cholesta 5,7,24 trienol et dn
cholesta 5,7,22,24 tetraenol résultant probablement d'un mécanisme de synthése
identique A celui conduisant 4 I'ergosta 5,7 dienol et & 1’ergoste 5,7,22 trienol chez la
souche parentale (cf. figure 3 et §), Ceci montre bien que 1a voie de biosynthése est

. bloquée au niveaun'de ergd puisque 1'enzyme BERG6p (S-adenosylmethionine delta24

stérol Cmethyl transférase) trensforme le cholesta 8,24 (25) diéneol en ergosta &,
24(28) diéneol (cf. figure 2). Cetto sccumulation indique clairement que 1a souche
WGIFO1 né ‘posséde pas de copie fonctionnelle dn géne ergs. Les résyltats indiquent
également que la voie do biosynthése normale de ]’ergostérol chez la lsvure et en
particulier la stérol 8,7-isomerase, la stérol S-dessturase et la stérol delta 22-
desaturase, sont capables de convertir les substrats de type cholesta- m:mc activité

qui reste importants.

. . LI P . ‘
R A o .
AR [SEY PG LA ".l"'-ﬁ- i :?- .oy .‘H!' * .4"1:"-' - :.'::" g s " .
LW R I R it PR Pl W . L,
- ame e .- PR SN

(e S A R T
- r

49



10

15

’r!-.':ﬁ.l" : s, R VA ta. . . '. .
- w L L o EE LB 2
- AT L] .

WO 2005/121315 . - PCT/FR2005/001090

36

EXEMPLE 12 : Construction de Ia souche WGIF02 et identification des

stéxrols présents dans cette souche :

lasoucheWGlFozaéIéobtechpa:tszormanondelasoucheWGIFOIZ

par le plasmide pYRS2 portaat la cassette d’expression de la A24 Réductase
(pYES_Delta24, cf. exemple 3). Les clones ont &8 sélectionnés sur un milien

dépourvu en uracile et Ia présence et 'expression du cDNA de A24 réductase est

'v&ﬁﬁéeeﬁmﬂymmmmdecesmfommmhpmcédmel(cf.

exemple 5—1))
Un clone nommé WGIFO2 a ét6 sélectionné car il possédajt un pmﬁl stérolique

différent do la souche WGIFO1, de plus le stérol supplémentajre avait un temps de
rétention proche de celui du cholestérol (cf. figure 7). La souche WGIF02 est cultivée
dans mn volume de 50ml de milien Kappeli (Kappeli et al., 1985) contenant 2% de D-
glucose pour 1’apalyse quantitative et comparative des stérols.

La densité optique de la culture de départ est de 0.1 & 600pm. Cette culture est incubée
72 heures & une température de 30°C sous agitetion 4 200 tours/ min.

Les cellules sont ensuite récupérées par centrifugation du milien & 600 g pendant 10
minutes, le culot cellulaire est analysé par les techniques présentdes dans I’exemple 5.
Les différentes analyses décrites ont permis d’identifier les stérols produits par cette
souche.

Les denx profils d’extraits stéroliques de la souche WGIF0L et de la souche
WGIF02 sont semblables sauf & I"apparition d'ym nouvesp pic identifié par sa masse,
son temps de rétention et ses doubles liaisons conjuguées comme le cholesta 5,7,22
trieneol (Figures 2, 3 et 7). La présence de ce composé indique la présence attendue
d*une activité 24-25 stérol réductase sur Ia double Lizison en 24(25) du choleste 5, 7,
22, 24 (25) tétraenol. De plus, la quantité de cholesta 5, 7 24 trienol est diminuée
avec apparition du cholesta 5, 7, 22 trienol dans la souche WGIF02 (figures 7 et 8) .
L’activité de 1’enzyme est mise en évidence par 1a conversion du cholesta 5,7,24
trienol représentant 30% dans 1a souche WGIF0] et seulement 12% dans WGIF(2, Ia
différence soit 18% se retrouvant intégralement sous forme de cholesta 5,7,22 trienol

-dans la souche WGIF02. Il s’agit 1& d'un résultat inattendn dens la mesure ou le

I
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produit de conversion dn éholesta 5,7,24 per Ia delta 24-réductase est le cholesta 5,7,
qui est absent dans WGIF02 donc quantitativement convertit en cholesta 5,7,22. Ceci
met en évidence un autre résultat inattendn, & savoir que le cholesta 5,7 est un substrat
" de 1a stérol 22-desaturese alors que le cholesta 5,7,24 est d’aprés le profil stéroliquie de
la sonche WGIFO! nn menvais substrat. '

EXEMPLE 13 : Construction de la souche WGIF03 et identification des
stérols présents dans cefte sonche :

La souche WGIFO03 a été obtenne par transformation de 1a souche WGIF01 par
le plasmide pAG]1. Ce plasmide navette entre E.coli et S.cerevisiae porte une casgsette
d’expression pour la A7 réductase dont le cDNA correspondant se trouve sous
contrble du promoteur GAL10/CYC1. La souche WGIF(Q1 2 &€ transformée par la
sechnique du chlorare de lithium et les transformants ont ét6 sélectionnés sur milien
1o contenant pas d’adénine. L expression de la Delta? réductsse a été vérifiée par
Iapparition dans Ie profil stérolique des bons clones de cholesta 5,24(25) dienol. Un
clone Tépondant & ces critires @ &6 phus particulirement sélectionné et nommé

WGIF03.
La souche WGIF03 a été cultivée dans un volume de 50m] de milieu Kappeli

(Kappeli et al., 1985) contenant 2% de D-glucose pour I’analyse quamtitative et
comparative des stérols.

La densité optique de a culture de départ est de 0.1 2 600nm. Cetie culture est incubée
72 heures A une température de 30°C sous egitation & 200 tours/min.

Les cellules sont ensuite récapérées par centrifugation du imilien & 600 g pendant 10
minutes, le culot cellulaire est analysé par les techniques présentées dans Iexemple 5.
Les différentes analyses décrites ont permis d’identifier les stérols produits par cette
souche. - ' ’

L’expression de la delta7 stérol réductase dans la souche WGIF01 ( pour
donner la souche WGIF03), cpntra:'remmt 4 1’expression de 1z delta24 stérol
réductase, conduit 3 1o profond changumt du profil stérolique de 1a souche avec
disperition presque total des choleste 5,7, 22, 24 totracaol, des cholesta 7, 24 dieneol

-6k des cholest 8,24 dienol

.
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Cette: sictivité est également marquée.par 1'apparition d™un pic majoritaire

identifié¢ comme décrit précédemment comme le cholesta 5, 24 dieneol or
desmostérol. Les quantités de cholesta 8, 24 dieneol passent de 12 A 48%. Le cholesta
5,7, 24 trienieol déteoté pesse de 30 & 3% et Io cholesta 5, 7, 22, 24 tééracncol detocté
de 23 A 4%, respectivement pour les souches WGIF01 et WGIF03. Ces observations
indiquent, de maniére inattendue, que la stérol delta 7-réductase réduit les cholesta 5,7
dienol de menidre presque indépendante de la nature des insaturations portées par la
chafne letérale des stérols. Ce résultat est opposé & celui observé avec [a stérol delta
24-réductase. De maniém inattendue, 1’expression de la stérol delta 7-réductase
conduit également & 1’accumulation (12 %) d’une molécule co-imigrant avec le
cholesta 5,7 diéneol. I semble néanmoins peuprobable bien que non exclus que ceite
molécule soit du cholesta 5,7 diéneol dont le nivean théorique devrait décroitre et non
augmenter dans ces conditions. L’apparition de faible quantité de cholesta 5,22,24
trienol (8%) est aussi d'intérét. Ce demier stérol est le produit attendu de I’action de la
stérol 22-desatnrase sur le cholesta 5,24 dienol stérol majoritaire (60%) dans la souche
WGIFO03 (résultant de la réduction du cholesta 5,7,24 trienol par la stérol delta 7-
réductase). La faible accumulation de cholesta 5,22,24 trienol indique de maniére
inattendu que Je cholesta 5,24 dienol n’est pas un bon substrat de la stérol 22-
desaturase. Grice aux résultats obtenus dans la souche WGIF02 (cf exemple 12), il

peut étre déduit que la présence d’une insaturation en 24 (cholesta 5, 24 dienol ou
cholesta 5,7,24 trienol) rend les stérols difficilement métebolisable par la sté&rol 22-
desaturase. L’action de 1'enzyme ERG6p en transformant les cholests insaturés en 24

en ergosta, conduit donc & transformer de meuvais substrats du géne ERG5 (22-

30 .

-: '1.’“ : 4_' H _.'
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desaturase) en bons substrats.

EXEMPLE 14 : Construction de Ia souche WGIF04 et identification des

stérols présentl dans cette souche :
La souche WGIFO04 & été obtenue per transformation delasoucheWGIFO?.par

leplamdepAGlparlatechmqueduchlonnedehhumetlutmnsformantsontété
sélectiomnés sur miliez ne contenant pas d’adénine ni d'uracile. Les bons
transformantsontalorséhéoonﬁrméssnrlabasedelnd&eoﬁondel’nwmnlqnonde
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cholesterol. Un clone répondant 3 ces critres a-été plus particulidrement sé&lectionmé
&t nommé ‘WGIF04. Un échantillon de la souche WGIFO4 a été déposs auprés de Ia
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) Institut Pasteur, 25,
rue du Doctenr Roux 75724 Paris Cedex 15, mehﬂavﬂZOMmhm&o
&' enregistrement 1-3203.

Des souches indistingnables de WGIF04 peuvent é&ire aussi obtenues en
transformant la souche WGIF03 par pYES_Delta24 et spplignent la méme

.sélection.

. La souche WGIF04 a été cultivée dans un volume de 50m1 de milieu Kappeli
contenant 2% de D-glucose pour ’analyse quantitative et comparative des stérols.
La densité optique de la culture de départ est de 0.1 A 600nm. Cette culture est incubée
72 heures & une tempéature de 30°C sous agitation & 200 tours/ min.
Les cellules sont ensuite récupérées par centrifugation du milien 4 600 g pendant 10
minutes, le culot cellulaire est analysé par les techniques présentées dans I’exemple 5.
Les différentes analyses décrites ont permis d’identifier les stérols produits par cette
souche.

Le cholestérol représente 25 % dss stérols libres de la souche WGIF04 (of.
figure 9). La formation de cholestérol dans cette souche est indépendemment
démontrée en GC et en HPLC par la co-migration avec un standard authentique et par
confirmation 2 la fois en GC/MS et en HPLC/MS. Le cholestérol est non-détectsble (<
0,5% des stérols totaux) dans toutes les souches qui n’expriment pas simultanément la
delta 7-réductase et la delta 24-réductase,

Les souches qui ne sont pas disruptées pour le géne erg6 peuvent produire du
cholestérol, toutefois, celui-ci représente moins de 5 % des stérols libres totaux. Ainsi,
il 2 pu &ire copstruit la souche BMAG4-pYES_Delta24-pAG1 obtenue & partir de
BMAG4 co-transformée par pYES. Delta24 et pAGl1. Ceite souche prodpit du
cholestérol, ce dernier représentant quelques % des stérols totaux.

La’ souche CA10 a é# transformée par le plesmide pYES Delta24. Cette
sonche produit également du cholestérol, os demier représentant quelques % des
sthcols toa. - | -
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11 & pu 8tro démontré per ailleurs que la formation du cholestérol nécessite bien
I'indnction des promoteurs de 1 delts 7-réductsse et la-delta 24-réductase (cf figores
4 et 5). Les souches contenant ces génes ne produisent pas de cholestérol en ahsence
d’induction, 1a figure 5 indique que le nivean maximal de cholestérol est aiteint iprés
environ 24 h d’induction. Perallélement A la formation de.cholestérol (cholesta 5-
eneol) on observe également la formation de cholesta 5,22 diépeol. L'analyse do la
figure 4 et de1a figure 5 indique que Ia formation de ce dermier composé se produit
plus rapidement aprds 1’induction que la formation de cholestérol et commence méme
avant T'induction (c£ figare SA : m/z=367). Néanmoins ce composé est totalement
absent si la souche ne porte pas les deux plasmides pAGl et pYES_Delta24. La
formation de 22-dshydrocholestérol est donc un processus plus rapide que celui de
formation du cholestérol mais ce processus implique vn précurseur qui disperaft
rapideitient aprds induction laissant place & la formation de cholestérol. Le cholestérol
peut &tre formé A partir de cholesta 5,24 via la A 24-réductase ou & partir de cholesta
5,7 viz In A7-réductese. Or il a été moniré que le cholesta 5,7 dienol pe peut
s’accumuler du fait de sa conversion immédiate en cholesta 5,7,22 trienol. La source
du cholestérol est domc le cholesta 524 dienol qui est sbsent an moment de
I'nduction et s*accumule vers 4 & 8 heures d'induction avant de diminuer vers 24h

_(figure 5). Ceci explique 1’apparition tardive du cholestérol puisque la synthdse

préelable de cholesta 5,24 didneol est reguise. A I'opposé, les deux précurseurs
possibles du cholesta 5,22 diéneol sont le cholesta 5,7,22 triénol et le cholesta 522,
24 triénol. Ce dermier est absent an début de I’induction (figure 4) alors que le premier
est présent puis diminue rapidement en paralléle avec la stabilisation de la formation
de cholesta 5,22 dienol. I! peut en éire conclu que 1a source de cholesiérol est la
réduction du 5,24 diéneol par la A 24-réductase alors que la formation du cholesta
5,22 dienol résulte de la rédnction du 5,7,22 triénol par la A 7réductase. La formafion
de cholesta 5,22 dienol par action de la A22- desaturase sur le cholestérol n’est pas
totalt exclue mais semble un processus minoritaire sur la base de I’accurnulation
préférentielle de cholestérol par rapport au chélesta 5,22 diéneol an temps long (24h)

de 1a cinéfique (figure 4 et 5).
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EXEMPLE 15 : Optimisation de la vole de blosynthése du cholestérol,

rBledehAzz-desatume.
Pomdmdméesd’mduotondcl'ordmde%hdehsoucheWGIFm
I’accomulation de cholesta 5,22 diéneol représente emviron 50 % de celle dn
cholestérol an nivean des stérols libres (figure 4). La disruption do gne de la A22-
desatlmse est ume option pour optimiser 12 production de cholestérol. th
d’une souche doublement disruptée an niveau de la A 22-désahriase (géne erg’) et dn
gine erg6 ct exprimant la A7-réductase et la A24-réductase est parfaitement
envisageable. Une souche portant le sous-ensemble : disroption de la A 22-desaturase,
expression de la A7-réductase et expression de Ja A24-réduciase e été réalisée.
CettesoucheaétéobtmuepartmnsfmmaﬁondelasomheCAlOpnrle

plasmide pYES_Delta24 par la technique du chlorure de lithium et par sélection pour

la prototrophie envers 1'uracile. La souche obtenue & &€ nommée CA10/A24.

La souche CAl0 exprimant la A24 stérol réductsse produit une quantité
relativement faible de cholestérol (cf. figure 6 et 7) et accummle de meni&o majeure
de l'ergosta 5-eneol et de menidre intermédiaire de 'ergosta 5,7 dieneol.
L’accumulation de cholesta 5,7 dienol est trés faible dans une telle souche indiquant
que la disruption du gine ergf est indispensable 3 1'accumulation importante de
dérivés do la série cholests. L'activité de la A 24-réductase est dono, de maniére
inattendue, peu compétitive avec celle du produit du gine ergé. Il peut dons ére
concln de.ces résultats que la disruption simultanée des génes erg5 et ergf est
importante dans l¢ but d’optimiser 2 production de cholestérol.

La d.tsmphon du géne ergd dans 1a souche WGIFO4 permettrait & 1 homme du métier
d’angmenter de maniére lmponante la production en cholestérol. La faisabilité d"une
telle souche est établie par la construction des souches WGIF04 et CA10/A24 et Jo fit
que cette souche n'est qu'une combinaison génétique évidente A réliser des demx
souches précédentes. Les donnés issues de WGIF04 indiquent la disparition rapide du
'cl'_mlwta 5,24 lois de ’expression de la A 24-réductase ( en comparant les résultais
obtenus avec WGIF03 ¢t ceux obtenus avec WGIF04). Ceci parmet de prédire une
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gines ergs et ergo, et co-exprimanit 1a A7-rédvictase et la A24-réductase, le cholestérol
étant slors le seul stérol terminal. . :

En' conclugion le minimmm requis pour la production de cholestérol 3 un seuil
supégieur ou égal & 20% des stérols totaux est la disruption dn géne ergs, \'expression
de la A7-réductase et de la A24-réductase. Le disruption complémentsire de la A 22-
desatarase permetirait d’aeméliorer la productivité en cholestérol et d'éliminer la
formation parasite de cholesta 5, 22 diéneol comme stéro}- terminal.

EXEMPLE 16: Marquage isotopique du cholestérol et définition de
signatures isotopiques : .

Le principe de I’obtention d’un cholestérol marqué est décrit & 1a figure 10.
Cette menipulation consiste & tout d’abord faire croftre la levure sur du glucose
totalement margué an *C peadant 72 heures de culture & 30°C.
Les cellules sont ensuite récupérées par centrifugation du milieu 4 600 g pendant 10
minutes. Le culot de cellules est ensuite suspendu dans 50ml de milien Kappeli frais
contenant 2% de galactose non marqué au carbone *C. Les cultures sont arrétées 2
heures, 4 heures, 8 heures ou 24 heures aprés le passage en galactose, les stérols sont
extraits puis analysés (cf. exemple 7). Le passage de ghicose en. galaclose provoque
I’induction des promoteurs GAL10/CYC1 contrflant & la fois le géne de la A7-

réductase et celni de Ia A 24-réductase. Simultanﬁnmtilya'mnganmtdemurquage-

isotopique de la source de carbone. Il s’ensnit la synthdse de novo d’intermédiaires
métaboliques puis de stérol, incluant le cholestérol et comportant un changement
progressif de marquage. Cechangmtdsma:quagepeut&h'emct&méparlepmﬁl
demassedechaquest&olmtmmémmre Eneﬂ'etlmco:porahondechaqucatomede
C induit un décalage de masse d*une unité de masse atomique (UMA). Aingi par

exemple le cholestérol apparaft avec une masse molaire variant de 386 & 413 daltons

selon le nivean de marquage. En analyse par HPLC-masse, en utilisant 1’ionisation
clectrospray positive, ceci correspond & des m/z (masse/charge) variant de 369 & 396
Gon M+ H' - Hy0, soit M+1-18=385-17=360). Le temps de rétention des stérols e

_HPICnedﬁpmdantpasdemm&edétecmblednmvemdemﬂquage,lestde
massed’lmpchPICcorrmpondantémst&ol«X»mque,cmmpondhune '
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distribution de masse qui est donc la superposition (la somme) des distributions de
masse du stérol « X » synthétisé & différents temps aprés le marguage. 11 s’agit donc
d*un profil complexe (fignre 11), maia parfiitement déterminsble expérimentalement,
qui représente une signature isotopique wnique qui dépend A 1a fois : _

-1) dn protocole de marquage et en particulier des durées et des conditions de culture
en 2C guoosé et en '3C galactose.

-2) de la structure génétique précise de Ia souche utilisée

-3) du temps précis d’arrét des cultures

Ce profil isotopique a plusieurs propriétés umiques :

-1) il est modulable & volonté en jouant sur les conditiéns de culture, 1a souche utilisée
¢t le stérol choisi Un registre de marqueurs unique peut donc &re produit

-2) il est « combinable » & savoir que plusieurs Signatores isotopiques correspondants
& plusieurs stérols uniques marqués par des profils isotopiques eux-méme modulables
peuvent &tre combinés pour former un « alphabet moléculaire »

-3) il est reproduciible et facile & déterminer expérimentalement (cf. figure 11 et 12)
Ies double ou triple traces qui indiquent la reproductibilité des profils.

-4) il correspond & un mélange moléculaire traceur facile & isoler, stable, incolare et
inodore, non volatile, non toxique et incorporable & des aliments, médicament,
additifs ou autres produits assimilables par I’homme.

5) il est infalsifisble sanf & disposer des souches recombinanies spécifiques et des
conditions trds précises de marquage, de culture et d’extraction. De plus la
connaissance de la signature isotopique ne permet pas de remonter sux paramétres qui

ont permis de la produire.

En résumé un « alphabet isotopique » infalsifiable, d'nsage général et incorporable
dans tout type de produits, y compris consommsables est inventé. Les «mots
isotopiques » constituables & partir d"un tel alphabet sont en nombre quasi illimité en
mettant & piofit & s fois les profils de marquage et les différents types de stérols.

L'incorporation de telles signatures an sein de produits les plus variés copstitue donc

use méthode vmique-de marquage infalsifieble, contrairement par exemple aux
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Ine par gilleors de maniédre non destructive, par exemple par ionisation laser suivie
d’analyse par spectrométrie de masse (MALDI-TOF ou assimilé).

EXEMPLE 17 : Production de cholestérol non animal hautement mnrqné
an BC:

L'utilisation de galactose °C ou de glucose et d’éthanol **C en Leu et place
des sources de carbone non marqué pour la culture de Ia souche WGIFO4 dans les
conditions décrites précédemment pour les analyses de stérols permet 1a synthése de
st&rols et en particulier de cholestérol trés fortement marqué (comprenant an moins 95
% de carbone “C). La préparation de stérols et de cholesterol radioactif *C est
également possible par la ménie approche. Le procédé peut aussi &tre incorporé & des
souches de levures produisant des stéroides et noternment de I’hydrocortisone (cf
demande de brevet WO 02/061109) pour produire des stéroides marqués au *C on an
14C par exemple pour des tests RIA.

EXEMPLE 18 : Conltru;:ﬁon d’une souche produisant majoritajrement
du cholestérol :

La souche CDR07 Mata est décrite dans la demande de brevet publiée sous le
numéro WO02061109 et & éé déposée 2 1a- Collection Nationale de Cuitures de
Microorganismes (CNCM), 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, France,
selon les dispositions du Traité de Budapest & l]a CNCM le 24 janvier 2001 sous le
numéros d’ordre I-2616.

La souche CDR07 MATa (marqueurs pectinents : ade2::GALIG/CFCl,::A” ;
ergS::PGK1,: ‘hygro™; ERG6) a &é croisée avec la souche WGIF01 décrite dans
I’exemple 1 (merqueurs pertinents : ERGS; erg6 ::TRPI).

Apres sporulation du diploide, 12 composition en stérol des spores"est
déterminée pour trouver des spores produisant du desmostérol qui est le précursenr
du ‘cholestfrol comme décrit dans I'exemple 6. On a ainsi identifié une spore

- produisant du desmostérol et possédant un géne TRP? fonctionne] et portant le cDNA,

e 1a A7 réductase & Arabidopsis thaliana, ainsi qu'indiqué per I'gnalyse par PCR. De

:
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phus, cette souche, dénommée YIMS9, est sensible  I'hygromycine indiqnant qus le
gine ERGS est fonctionnel. |

] Unep:@aﬁtonstémhque,péparéeoommedémtdmsles@mmpleaﬁew ]
montré que cette souche YIMS9 produit des stérols ayant le méme temps de rétention
que le zymostérol et le desmosiérol. La souche YIMSS a également moniré des
auxofrophies pour 1’adénine, la leucine, l'uracile et I’histidine. La présence de
desmostérol démantre que cette souche exprime la stfrol A7 réductase et qu’elle porte

umn alléle non fonctionnel ergd. _
Dans le but d’améliorer le niveau d’expression de la DHCR24 humaine, la séquence
nuﬂhﬁﬁm du cDNA de la DHCR24 a été modifiée ; afin d"améliorer la traduction
gu pivean de I’ATG initiatenr, le promoteur contrélant 1’expression du DHCR24 a
également été modifié. Le nouvean promoteur choisi est le promoteur CYCI du
cytochrome ¢l en remplacement du promoteur inductible GALI du plasmide
PYES_Delta24 (cf. exemple 3).

La séquence correspondant en NH2 terminal de la DHCR24 réductase en fusion avec
le promoteur CYC1 a éé modifiée comme suit :

tactictategacacgeanacacanagpaatigacangttiotacanasnageagpctaanan ATGGAACCTGCC
GTGTCGCTGGCCGTGTGCG (SEQ ID N° 7).

En petit caractire, on retronve la séquence nucléoudlque pa:rtlelle da promoteur CYCI
puis les séquences de recombinaison AttB1 ensuite une séqumceAAAAqmprécéde
I’ATG initiateur. La séquence des deux premiers codons a égdlement été modifiée
(séquence GAA-CCT* apréa le codon inititatenr ATG).

Le plasmide final portant le cDNA de la DHCR24 sous contrfle du promotenr CYC1
ainsi que 1’origine de réphcatlon 2) de S.cerevisiae et le marqueur de sélection
URA3-d a été nommé pIM331. Son équivalent sans le cDNA de 1a DHCR24 & été

dénommé pIM303.
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La souche YIMS9 est transformée indépendamment par les plasmides pIM303 et
pIM331 et deux transformants portant Ie plasmide pIM303 (souche YIM59/pIM303)
ou pIM331 (souche YIM59/pIM331) sont plus particuliérement sélectiormés.

Ces souches sont cultivées-dans un milieu riche reconstitué de type Kappeli pendant
72 heures 3 28°C pour atteindre une absorbance de 40 & 600nm. Des extraits
stéroliques totaux (stérols estérifiéa et stérols libres) de la souche YIMS9/pIM303 (e
portant pas le cDNA de 1a DHCR24) et de Ia souche YIM59/pIM331 (portant le
¢DNA de 1la DHCR24) sont réalisés en présence de potesse méthanolique (cf
Exemples 5 ot 6). Ces deux souches sont testéea pour leur capacité & produire du
cholestérol. Une partie des résultats (GC) est présentée en figure 13. Les temps de
rétention présentés sont domnds en mimites sur les deux chromstogrammes.

11 a ainsi pu étre montré que la souche qui ne porte pas le vecteur d’expression de Ia
DHCR24 (souche YM59IpIM3;03) ne produit pas de cholestérol (partic A) mais
principalement du desmostérol (partie A). A I'inverse, la souche qui porte le cDNA de
1s DHCR24 (souche YIMS9/pIM331) produit un stérol ayant le temps de rétention du
cholestérol (partie B). I1 a pu étre démontré par des techniques de chromatographie en
phase gazeuse couplée 4 un spectrométre de masse par impact électronique (comme
déczit & I’exemple 6) que ce st&rol est bien du cholestérol. En utilisant les surfaces de
chacon des pics de stérol, il a pu éire estimé & 57% des stérols la quantité de
cholestéro] produite par la souche YIM59/pIM331.

Dépft de matérie] biologigne
Les organismes sujvants ont ét6 déposés 1 22 avril 2004 auprés de la Collection

Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), 25 rue du Doctenr Roux, 75724
Paris Cedex 15, France, selon Ies dispositions du Traité de Budapest.

- Souche WGIF04 déposée sous le numéro d’enregistrement I-3203.

Toutes les publications et brevets cités sont incorporés 2 la présemte demande par
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15 Table 1 : Evaluation des contributions spectrales des insaturations des stérols
(coefficients d’extinction mM-1cm-1)
Insaturation ' Longueur d’onde (nm)
206 235 " 280
S . 3,9 0,0 0,0 -
5,7 40 1,7 11,5
57,22 438 1,7 1L5
522 4.4 0,0 0,0
524 6,9 0,0 0,0
522,24 8,7 27,0 ' 0,0
5,724, 7.5 17 11,5
5,7,22,24 T 9.2 29,8 11,5
8,24 6.9 - | 0,0 0,0
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. . _ REVENDICATIONS
1. Organisme du régne des Fungi produisamt de manidre entonome du
cholestérol.
2. Organieme selon la revendication 1 caractérisé en ce qu’il est génétiquement
5 modifié.
3. Organisme selon la revendication 1 ou 2 caractérisé en ce gu’il produit du
cholest&ol A partir d"une source de carbone simple.
4. Organisme selon I'one des revendications 1 & 3 camct&nsé en ce qu'il
exprime les enzymes 7-déhydrocholestérol réductase et 3B-hydroxystérol A24-
‘10 rﬁ I ] - - . - .
5. Organisme selon la revendication 4 dans lequel I'enzyme stérol 24-C-
méthyltransferase a &4 inactivée,
6. Organisme selon la revendication 4 ou 5 daos lequel I’enzyme C-22 st&rol
désaturase a €t inactivée.
7. Organisme selon 1'une des revendications 4 & 6 .caractérisé en ce que
1’expression des enzymes 7-déhydmc.hol$tétol réductase et 3B—hydroxystéml A24.
réductase est obtenue par transt'o:mahon de 1’organisme.

15

S.Organismeselonl'lmedﬁsrevmdicsﬁons5i7caractéﬁsémceque .
I'inactivation de I’enzyme stérol 24-C-méthyltransferase est réalisée par igactivaﬁon
20 pénique.
9. Orpanisme selon 1'me des revendications 5 & 8 caractérisé en ce que
I’inactivation de I’enzyme C-22 stérol désaturase est réalisée par inactivation génique.

10. Orgamxme selon 1'une des revendmahons précédentes caractérisé en ce
'ﬂestebmmdmnlegm.?accharames ouSchuosacaharong»ces
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11. Souche ds levare Saccharomyces cerevisiae caractérisée en ce qu'il s'agit
de la souche WGIF04 .déposée auprds de Ia Collection Nationale de Cultures de
Microorgenismes (CNCM) le 22 avril 2004 sous le numéro d’enregistrement I-3203.

12. Procédé de production de cholestérol dorigine non animal comprenant la
5 colture d'un organisme selon I’une des revendic¢etions précédentes.

13. Procédé selon la revendication 12 caractérisé en ce que 1’étape de culture
de 1’organisme est snivie d*une étape d’exiraction du cholestérol .

14. Procédé selon la revendication 13 caractérisé en ce que Iextraction du
cholestérol est effectuée par un solvant non miscible dans 1’eau. .

15. Procédé selon la revendication 13 on 14 caractérisé en ce que ’on effectne

10
une étape de saponification avant I’extraction du cholestérol.

16. Procédé selon la revendication 13, 14 ou 15 caractérisé en ce que 1’on
effectue nne étape de broyage mécanique des cellules avant la saponification ou
T"extraction du cholestérol. '

15 17. Utilisation d'un orgenisme selon 1°une des revendications 1 & 11 pour la

production de cholestérol, on de 1’mn de ses d’intermédiaires métaboliques, ou d’un
mélange de stérolsmarqué au °C ou an '*C,

18. Procédé de production’de cholestérol, ou de I'un de ses d'intermédiaires
métaboliques, ou d'un mélange de stérols marqué au **C ou 2u ¥C comprenant les

20  étapes suivantes :
calture d’vn organisme selon 1'une des revendications 1 & 11 sur vn substrat

marqué an BC ov an MC e,
- exiraction dudit cholestérol, on de I'un de ses intermédiaires métaboliques, ou
dn mélange da stérols. ' '
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19. Procédé de fabrication d*un mélange isotopique de cholestérol,

d’intermédiaires ‘ou de métabolites du cholestérol, marqués en différentes positions & -

T’'side de marqueurs isotopiques, comprenant la mise en culture d’un organisme selon
I'une des revendications 1 4 9 sur un substrat marqué puis sur un substrat non marqué,
les' durées de culture sur chacun de ces substrats étant choisies afin d’obtenir vn profil

isotopiaue d&fini.
20. Composition contenant, & titre de miarqueur de tragabilité, un mélange
isotopique de cholestérol, d'intermédiaires ou de métabolites du cholestérol, marquées
en différentes positions & 1'aide de marqueurs isotopiques et présentant un profil
isotopique défini. -
21. Composition selon la revendication 20 caractérisée en ce qu’elle est
destinée au domaine de I’alimentation ou de Ia thérapie humaine ou animale.

22. Echantillon de molécules de cholestérol, d’intermédiaires ou de
métabolites du cholestérol marquées en différentes positions & 1’aide de marqueurs
isotopiques présentant un profil isotopique défini et susceptible 4'étre obtemu par le
procédé de fabrication selon la revendication 19.
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1

63

DNA
Artificial

1
60

cctagcgacg aaaagcatca ttggagtgaa taacttggac ttaccattct tagcattttg

acg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

63

2

68

DNA
Artificial

2
60

gcataagagt gaaacagaat tgagaaaaag acaggcccaa ttcaaattcg ggtcgaaaaa

68

agaaaagg

<210>

<211> -

<212>
<213>

<400>
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3

25

D'HA
Artificial

3 : . . ,
. : : 25 .
Page 1 "




WO 2005/121315 PCT/FR2005/001090 :

PRI02025.ST25PCT. Xt

<210> 4
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<213 artificial - : : ) .

<400> 4 .
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<210> 5

<211> 36

<212> DNA

<213> Artificial

<400> 5
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<210> 6
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<212> DNA
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<4 6
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<210> 7

<211> 270

<212> DNA

<213> Artificial

<400> 7 ) )
60
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tggaacctgc cgtgtcgetg gecgtgtgeg 270
5 PaQe.Z '
ENCTAT . R L R e oo -:' - l' e ':'\EL;- R R T .
i R e e S e :‘1‘?35“5“2’“'
PR Y e e iy RO _‘:: Bt “.";15-“ Eemne e

- bt - - M ot - . . - I
_-r..,._q.,'l.__:.l. .- orlel Rl LRSS SRR e P el

y‘itﬂ Tt



WO 2005/121315 A1

(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA BAJO EL TRATADO DE COOPERACION EN
MATERIA DE PATENTES (PCT)

{19) Organizacién Mundial de la Propledad

Intelectual
Oficina Intemacional

{43) Fecha de publicacién Internacional
22 Diciembre 2005 (22.12.2005)

{10) NGmero de publicaclén internaclional
WO 2005/121315 A1

N

51)

(%)

(22

(25)

{26)

(30)

)

T2
(75)

(74)

Clasificacién Intsmacional de Patentes”:
C12N 1718

Nimero ds solicitud Intemaclonal:
PCT/FR2005/001090

Facha de pressniacidn rtemacional:
2 Maryo 2005 {02.05.2005)

Idioma de la pressntacidn:
Francés

Idioma de la publicaclén:
Francéa

Datos de prioridad:
04048680 € Mayo 2004 (08.05.2004) FR

Solicltante (par lodos los Estados designados excapto
EE.UU.): AVENTIS PHARMA B.A. [FR/FR];, 20 Avenue
Raymond Aron, F-82180 ANTONY (FR).

Inventores; o

Inventores/Solicliamtes (sclamenie pam EE.UU.):
POMPON, Denis [FRFR], 8 placs du Marché Neuf, F-
91180 GIF SUR YVETTE (FR). DUMAS, Bruno [FR/FR].
15 rue de Versallles, F-81300 MASSY (FR). SPAGNOLI,
Roberto [IT/FR]; 39 rue des Vignes, F-75018 PARIS
(FR).

Agents: BOUVET, Phllipps; AVENTIS PHARMA SA.,
Direction Brevets, 20 Avanue Raymond Amon, F-82165
ANTONY CEDEX (FR),

(81) Estados designados {a menos que se indique olra

§G, SK, SL, 5M,
US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW

(54) Estados designados (a menos gue s8 indique olra cosa,
para fodo lipo de proteccidn regions! disponibis): ARIPO
(BW, GH, GM, KE, LS, MW, NA,
2M, IW), Euroasidtica (AM,

BG,

MC
RO, SE, 8, SK, TR}, QAP (BF, BJ, CF, CG, CI, CM,
GN, GQ. GW, ML, MR, NE, SN, TD Cl
Cl, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Publlcads:

— Con informe de blaqueda intsmacional,

— Aniea de expirar sl plaxo previsio para ja modificecion de
ias relvindicaciones, 38 volverd a publicer 3 se recibon les
modificacionas

Para cidigos de dos lairms y otras abreviziuras, se hace
refarencla a *“Notas de Gula sobre Codigos y Abreviaturas” que
aparecen al comienzo de cuda Indice regular del Baletin PCT,

(54) Titulo: CEPAS DE LEVADURA QUE PRODUCEN COLESTEROL Y SUS APLICACIONES
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EPAS DE LEVA UE PROD N COLESTEROL Y SUS APLICACIONES

La presente invencién se refiere a {a produccion de colesterol en organismos
del reino de los hongos.

El colesterol (cf. figura 1) es el esterol animal mas importante. Es un
componente fundamental de las membranas celulares, de las que controla la fluidez, y
esta presente en todos los tejidos animales y especialmente en el tejido nervioso.

El colesterol es un producto de importante interés industrial. Asi, se utiliza
cominmente en la indusiria cosmética. Se utiliza igualmente en la industria
farmacéutica, por ejemplo en la administracién de medicamentos («Drug delivery»), asl
como el cultivos celulares.

El colesterol se utiliza también en la sintesis industrial-de la vitamina Ds. Esta
vitamina se utiliza para compleméntar los alimentos humanos (en los productos
lacteos, por ejemplo) y animales. Ei colesterol se utiliza igualmente de forma ventajosa
como aditivo en alimentos animales, principalmente en alimentos destinados a gambas
de criadero,

Actualmente, la inmensa mayorfa del colesterol comercializado se extrae a
partir de tejido animal (una cantidad Infima se produce por sintesis quimica). Para la
extraccién del colesterol se utilizan dos fuentes principales: la médula espinal de
bovinos y la lanolina que es la grasa natural de la lana de cordero.

La utilizacion de tejido animal como producto de partida presenta problemas.
Asl, los problemas recientes unidos a la transmisién del prién responsable de la
tembladera de los corderos a los bovinos (enfermedad denominada en los bovinos
encelopatia espongiforme bovina (BSE por sus iniciales en inglés: Bovine Spongiform
Encephalopathy)) han recordado la necesidad de prudencia durante la utilizacién de
tejido aninal como materia prima. Sin embargo, a pesar de las medidas fomadas, el
riesgo de transmisién del agente patdgeno no puede excluirse totalmente. Seria por lo
tanto extremadamente ventajoso disponer de una fuente de colesterol que no
provenga de un tejido animal.

La presente invencion tiene como objetivo proporcionar una fuente de
colesterol abundante y segura desde el punto de vista sanitario. Los inventores han
mostrado de forma sorprendente que es posible desviar la produccién natural de
ergosterol en Fungi para producir colesterol.

Descripcién general de la Invencién

Un primer aspecto de la invencién se refiere a un organismo del reino de los
hongos que produce colestercl de forma autdnoma.
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Un segundo aspecto de la presente invencion sa refiere a un organismo del
reino de los Fungi tal como se ha definido anteriormente, caracterizado porque este
ultimo esta genéticamente modificado.

Un tercer aspecto de la invencion se refiere a un organismo del reino de los
Fungi tal como se ha definide anteriormente, caracterizado porque este Uitimo produce
colesterol a partir de una fuente de carbono sencilla.

La invencién se refiere iguaimente a un organismo del reino de los hongos tal
como se ha definido anteriormente que expresa las enzimas 7-deshidrocolesterol
reductasa y 3p-hidroxiesterol A24-reductasa. Mas especialmente, la invencién se
refiere a un organismo tal como se ha definido anteriormente en el que la se ha
desactivado enzima esterol 24-C-metiltransferasa y/o se ha desactivado la enzima C-
22-esterol desaturasa. .

Otro aspecto de la invencién se refiere a un organismo del reino de los
hongos tal como se ha definido anteriormente, caracterizado porque se obtiene la
expresion de las enzimas 7-deshidrocolesterol reductasa y 3p-hidroxiesterol A24-
reductasa por transformacion del organismo.

La invencién se refiere igualmente a un organismo del reino de los hongos tal
como se ha definido anteriormente, caracterizado porque la desactivaciéon de la
enzima esterol 24-C-metiltransferasa se realiza por desactivacién génica y/o la
desactivacidn de la enzima C-22-esterol desaturasa se realiza por desactivacidn
génica.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un organismo del reino de los
hongos tal como se ha definido anteriormente, caracterizado porque se elige entre el
filum Ascomycete, mas especialmente entre el sub-filum Saccharomycotina, todavia
mas especialmente entre la clase Saccharomycetes o Schizosaccharomycefes,
todavia mas especialmente entre el orden Saccharomycetales o
Schizosaccharomycetales, todavia mdas especlalmente entre la familia
Saccharomycetaceae o Schizosaccharomycelaceas, todavia mas especialmente entre
el género Saccharomyces o Schizosaccharomyces.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un organismo de! reino de los
hongos tal como se ha definido anteriormente, caracterizado porque se trata de una
levadura de la especie Saccharomyces cerevisiae o Schizosaccharomyces pombe.

La invencién se refiere iguaimente a un procedimiento de produccidn de
colesterol de origen no animal que comprends el cultivo de un organismo tal como se
ha definido anteriormente. Mas especialmente, este procedimiento se caracteriza
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porque la etapa de cultivo del organismo es seguida por una etapa de extraccion del
colesterol. De forma preferida, la extraccion del colesterol se realiza mediante un
disolvente no miscible con el agua.

Mds especiaimente, el procedimiento tal como se ha definido anteriormente,
se caracteriza porque se realiza una etapa de saponificacién antes de la extraccién del
colesterol. Adn méas especiaimente, el procedimiento tal como se ha definido
anteriormente sa caracteriza porque se realiza una etapa de triturado mecdnico de las
células antes de la saponificacion o la extraccion del colesterol.

Otro aspecto de la invencién se refiere a la utilizacibn de un organismo del
reino de los hongos tal como se ha definido anteriormente o de uno de sus
intermedios metabélicos o de una mezcla de esteroles marcada con "“C o con “C.

La invencién se refiere igualmente a un procedimiento de produccién de
colesterol o de uno de sus intermedios metabdlicos o de una mezcla de esteroles
marcada con *C o con "C que comprende las etapas siguientes:

- cultivo de un organismo del reino de los hongos tal como se ha definido

anteriormente sobre un sustrato marcado con *C o con “Cy,

- extraccion de dicho colesterol, o uno de sus intermedios metabdlicos o de

la mezcla de esteroles.

La invencién se refiere igualmente a un procedimiento de fabricacién de una
mezcla isotdpica de colesterol, de intermedios o de metabolitos de colesterol,
marcados en diferentes posiciones mediante marcadores isotdpicos, que comprende
el cultivo de un organismo del reino de los hongos tal como se ha definido
anteriormente sobre un susirato marcado y luego sobre un sustrato no marcado,
eligiéndose la duracién del cultivo sobre cada uno de estos sustratos con el fin de
obtener un perfil isotdpico definido. La invencién se refiere igualmente a una muestra
de moléculas de colesterol, de intermedios o de metabolitos del colesterol marcados
en diferentes posiciones mediante marcadores isotdpicos que presentan un perfil
isotépico definido y susceptible de obtenerse por este procedimiento de fabricacién.

La invencién se refiere iguaimente a una composicién que contiene, como
marcador de trazabilidad, una mexzcla isotpica de colesterol, de intermedios o de
metabolitos del colesterol marcados en diferentes posiciones mediante marcadores
isotdpicos y que presenta un perfil isotépico definido. Mds aspecialmenia. esta

composicién estd destinada al campo de ia alimentacién o de la terapia humana o
animal,
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Descripclén detailada de la invencién

La presente invencién se refiere a la produccién de colesterol en organismos
del reino de los hongos. En los hongos, no se encuentra colesterol natural, siendo este
Gltimo un esterol animal. El esterol mayoritario de las membranas celulares de estos
organismos es el ergosterol.

La presente invencién permite realizar la sintesis del colesterol, por la
multiplicacién de Fungi, en presencia de una fuente de carbono sencilla. El método
propuesto por la presente invencién permite por lo tanto obtener una cantidad grande
de colesterol, con un coste pequeiio, ya que el procedimiento utiliza el cultivo de
organismos del reino de los hongos y la adicién de una fuente de carbone sencilla,
facilmente disponible en el comercio.

Por fuente de carbono sencilla, segun la presente invencién, se entienden las
fuentes de carbono utilizables por el experto para el crecimiento normal de un hongo y
principaimente de una levadura. Se entiende denominar principaimente los diferentes
az(cares asimilables, tales como glucosa, galactosa o sacarosa, o las melazas, o los
subproductos de estos azicares. Una fuente de carbono sencilla preferida muy
especialmente es el etanol y el glicerol.

El hecho de que la produccion se realice de forma auténoma significa que no
es necesario afiadir sustratos para obtener el colesterol, sino que el organismo puede
producirlo a partir inicamente de la fuente de carbono sencilla de partida. También
estd claro que la cepa puede producir el colesterol, mediante la utilizacién de un
sustrato situado anteriormente en la via metabdlica, en la medida en que la cepa del
organismo segun la presente invencién contenga todos los genes necesarios para la
terminacién de la via metabdlica de produccion del colesterol.

La invencién se refiere principaimente a un organismo del reino de los hongos
(un hongo) genéticamente modificado que produce de forma auténoma colesterol a
partir de una fuente de carbono sencilla.

Se pueden realizar una serie de medificaciones genéticas del hongo con el fin
de desviar la via metabélica natural de produccién del ergoesterol hacia la produccion
de colesterol. La presente invencion se refiere asl a un organismo del reino de los
hongos genéticaments modificado que expresa las enzimas 7-deshidrocolesterol
reductasa y 3B-hidroxiesterol A24-reductasa. La cepa del organismo del reino de los
hongos asi modificado produce colesterol. En efecto, la solicitante ha podido realizar
un modelo, gracias a los resultados obtenidos, (cf. la parte de los ejemplos de la
presente solicitud), la via metabdlica que conduce al ergoesterol y a algunos de sus
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derivados (cf. figura 2). La expresidon de las enzimas 7-deshidrocolesterol reductasa y
3p-hidroxiesterol A24-reductasa en el hongo S. cersvisise puede pemitir la
produccién de colesterol, desviando una parte de la biosintesis del ergoesterol.

La enzima 7-deshidrocolesterol reductasa tiens el nimero EC: 1.3.1.21en la
clasificacién intemacional de enzimas (Enzyme Classification). Se denomina
igualmente delta-5,7-esterol-delta-7-reductasa, 7-DHC reductasa o esterol delia-7-
reductasa y se denominara igualmente delta-7 esterol reductasa, delta-7Red, deita-7
reductasa o A7-reductasa en la parte siguiente de este documento. Esta enzima
cataliza en estado natural, en plantas por ejemplo, la reduccion NADPH dependiente
del delta 5, 7-colestadiencl en delta 5 colestenol o la reduccién de intermedios
esterdlicos que presentan doble enlace en 7-8, (Taton y Rahier, 1991). El gen que
codifica para la enzima 7-deshidrocolesterol reductasa ha sido aistado por primera vez
en la planta Arabidopsis thaliana, el aislamiento del gen correspondiente y la expresién
de esta enzima en la levadura Saccharomyces cerevisiae ha sido descrita en la
patente EP0727489. Las secuencias de este gen y de [a protelna son accesibles con
el nimero de entrada GenBank siguiente: U49398 (Lecain et al., 1996).

Se han descrito una serie de homélogos de este gen en otras especies. Se
frata por ejemplo del gen homblogo en el hombre (cuya secuencia de nucleétidos es
accesible con el numero GenBank AF034544 y la secuencia proteica de numero
GenBank: AAC05086) (Moebius et al., 1998). Del gen homdicgo en la rata Rattus
norvegicus (cuya secuencia de nucledtidos es accesible con el nimero GenBank:
ABO16800 y la secuencia proteica con el nimero GenBank: BAA34308). Se han
identificado iguaimente en la gallina Gallus gallus con la referencia Genbank
BM480402 o en el sapo Xenopus /aevis con la referencia Genbank BI315007 o el pez
cebra Danio rerio con la referencia Genbank BQ132664. Se encuentra igualmente un
gen que codifica para la actividad delta7 esterol reductasa en plantas como el amoz
Oryza sativa con la referencia Genbank CA753545, la patata Solanum tuberosum con
la referencia Genbank BF342071. Este gen que codifica para la actividad delta-7-
esterol reductasa puede encontrarse igualmente en la protista Mastigomoeba
balamuthi con la referencia Genbank BE638562.

El experto podré aislar faclimente otros genes homélogos que codifican para
la enzima 7-deshidrocolesterol reductasa en otros organismos. Podra principalmente
referirse al método de clonacién descrito en el ejemplo 1 de la patenta EP0727489,
que describe un método de clonacién qua permite aislar un ADNc que codifica para
una proteina que tiene una actividad delta-5,7-esterol-delta-7-reductasa. El experto
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podré determinar faciimente la actividad de la 7-deshidrocolesterol reductasa de las
protelnas correspondientes, utilizando principaimente el ensayo de actividad
igualmente descrito en el ejemplo de la patente EP0727489.

La expresion de la enzima 7-deshidrocolesterol reductasa en un organismo
del reino de los hongos segin la invencion se puede obtener por cualquier método
conocido por el experto. Se puede tratar en particular de la transformacién del
organismo por una construccion que contiene una casete de expresion constituida por
la enzima 7-deshidrocolesterol reductasa y de un terminador de transcripcion
adaptado segln las reglas habituales conocidas por el exparto. Como promotor
homélogo se utilizard en general un promotor adecuado para permitir una expresion
suficiente y funcional da la proteina heteréloga. El promotor puede ser, por ejemplo, el
promotor PGK, el promotor ADH, el promotor CYC1, el promotor GAL10/CYCH1, el
promotor TDH3 o el promotor TPI. El terminador puede ser, por ejemplo, el terminador
del gen de la fosfoglicerato cinasa (PGK). Dicha casete de expresién puede integrarse
en forma de una o de varias copias en el genoma nuclear o mitocondrial del huesped,
o estar contenida en una estructura artificial del fipo cromosoma artificial de levadura
(YAC) o estar contenido en un elemento genético episémico como un pldsmido. Para
realizar este tipo de expresién se pueden utilizar por ejemplo levaduras del tipo
Yarrowia lipolitica, Kluyveromyces lactis o Pichia pastoris.

Preferentemente, la enzima 7-deshidrocolesterol reductasa expresada es la
enzima de la planta Arabidopsis thaliana (un ejemplo del modo de expresién de esta
enzima en la levadura Saccharomyces cerevisiae ha sido descrito en la patente
EPQ727489), Sin embargo, se puede tratar de cualquier enzima homéloga o no,
natural o artificial que presente la misma actividad enzimética.

La enzima 38-hidroxiesterol A24-reductasa, iguaimente denominada DHCR24
0 24-deshidrocolesterol reductasa, cataliza en estado natural la reduccién del
desmosterol (colesta-5,24-dienol) o de los derivados del lanosterol que posee un doble
enlace en 24-25 en la cadena lateral (por ejemplo el 14-desmetil-lanosterol, el
cimosterol o el colesta-7,24-dienol), reduccién necesaria principaimente para la
biosintesis del colesterol en humanos (Waterham H. R. et al., 2.001). Esta enzima se
denominard igualmente 24-(25) esterol reductasa, delta-24-esterol reductasa o A24-
reductasa en la parte restante este documento.

El gen que codifica para la enzima 3B-hidroxiesterol A4-reductasa ha sido
aislado por primera vez en humanos, el aislamiento del gen comespondiente y la
expresién de esta enzima en la levadura Saccharomyces cerevisiae ha sido descrita
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en la publicacion Waterham H. R. ef al., 2001.Las secuencias de este gen y de la
proteina son accesibles con los nimeros de entrada GenBank siguientes: NM_014762
y NP_055577.

Se han descrito una serie de homdlogos de este gen en otras especies. Se
trata por ejemplo del gen homoélogo en el ratén (Mus musculus) (cuya secuencia de
nucledtidos es accesible con el nimero GenBank:NM_053272 y la secuencia proteica
con el niUmero GenBank:NP_444502). Se han descrito homélogos en el gusano
Caenorhabditis elegans y principalmente un ADN complementario con la referencia
Genbank AF026214. Se han descrito igualmente secuencias homélogas en plantas
como el algodén Gossypium hirsutum con la referencia Genbank AAM 47602.1, el
arroz Orysa sativa con la referencia Genbank AAPS536815 y el guisante Pisum satinum
con la referencia Genbank AAK15493.

El experto podra aislar faciimente ofros genes homdlogos que codifican para
la enzima 3p-hidroxicolesterol A24-reductasa en otros organismos. Se podra referir
principalmente al método de clonacion descrito en la publicacién Waterham H. R. et
al., 2001. El experto podra igualmente determinar facilmente la actividad de Ia 3p-
hidroxiesterol A24-reductasa de las proteinas comrespondientes principaimente
utilizando el ensayo de actividad iguaimente descrito en la publicacién, (Waterham et
al., 2001).

La expresion de la enzima 3B-hidroxicolesterol A24-reductasa en un
organismo del reino de los hongos segun la invencidn se puede obtener por cualquier
método conocido por el experto. Se puede tratar en particular de los medios descritos
anteriormente en lo que se refiere a la expresién de la enzima 7-deshidrocolesterol
reductasa.

Preferentemente, la enzima 3B-hidroxiesterol A24-reductasa expresada es la
enzima humana. Un ejemplo de aisalmiento del gen correspondiente y de la expresién
de esia enzima en la levadura Saccheromyces cerevisiae se describe en la
publicacién Waterham H. R. ef al., 2001. Sin embargo, se puede tratar de cualquier
enzima homdloga o no, natural o artificial, que presente la misma actividad enzimética.

Ventajosamente, los organismos del reino de los hongos segun la presente
invencién expresan las enzimas 7-deshidrocolesterol reductasa y 3p-hidroxiesterol
A24-reductasa y presentan ademas una desactivacién de la enzima estsrol 24-C-
metiltransferasa.

La enzima esterol 24-C-metiltransferasa tiene el nimero EC-2.1.1.41 en la
clasificacién intemacional de enzimas (Enzyme Classification). Iguaimente se
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denomina ERG6p, Delta(24)-metiltransferasa, Delta(24)-esterol metiltransferasa,
cimosterol-24-metiltransferasa, S-adenosil-4-metionina:esterol delta(24)-
metiltransferasa, SMT1, 24-esterol C-metiltransferasa, S-adenosil-L.-
metionina:delta(24(23))-esterol metiltransferasa o fitopesterol metiltransferasa. Esta
enzima cataliza en estado natural la metilacién en C-24 del cimosterol que lleva a [a
formacién del fecosterol,

El gen que codifica para la enzima esterol 24-C-metiltransferasa se ha
denominado Erg6 en la levadura Saccharomyces cerevisiae. La secuencia de ests
gen es accesible con el nimero de entrada GenBank siguiente: NC_001145. La
secuencia de la protelna correspondiente es accesible con el nimero de entrada
GenBank siguiente: NP_013706 (Bowman et al., 1997), (Goffeau et al., 1998).

Se han descrito una serie de homoblogos de este gen en otro hongos. Se trata
por ejemplo del gen homéloge en la Schizosaccharomyces pombe (cuya secuencla de
nucledtidos es accesible con el nimero GenBank 289758 y la secuencia proteica con
el nimero GenBank: CAB16897) (Wood et al., 2002). Del gen homdlogo en la
Neurospora crassa (cuya secuencia de nucledtidos es accesible con el niimero
GenBank: NCB24P7 y, la secuencia proteica con el nimero GenBank: CAB97289).
Del gen homologo en la Candida albicans (cuya secuencia de nuciedtidos es accesible
con el nimero GenBank: AF031841 y la secuencia proteica con el nimero GenBank:
AAC26826) (Jensen-Pergakes et al., 1898). Se han descrito iguaimente genes que
codifican para una enzima hombloga a la ERG6 en la Candida lusitaniae con la
referencia Genbank AA021936.1 e igualmente en la Pneumocystis carinii (Kaneshiro
et al., 2002) o en la Kluveromyces lactis (Ozier-Kalogeropoulos et al., 1988).

El experto podréa aislar faciimente ofros genes homélogos del gen Eng6 en los
organismos del reino de los hongos. El expérto podrd igualmente determinar
faciimente la actividad de la esterol 24-C-mefiltransferasa de las proteinas
correspondientes  utilizando principalmente como ensayo de actlvidad |la
complementacién funcional de una cepa de levadura con ruptura por estos genes. La
complementacién se evallia entonces por la formacién de esteroles ramificados en la
posicién 24, en particular esteroles de tipo ergosta- que contienen un grupo metileno
en posicibn 24-28. La presencia de una actividad biolégica esterol 24-C-
metiltransferasa de tipo ERG6 se determinard igualmente in vito mediante las
técnicas desarrolladas por (McCammon et al., 1884) o por Taylor y Parks (T aylor y
Parks, 1978). Por otra parte, los asteroles producto y sustrato de la enzima ERGS se
separaran por cromatografia en fase gaseosa seglin la técnica desarroliada por Nes
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en (Methods in Enzymology Steroids and Isoprenoids Volimen 111 parte B, 1.985 «A
comparison of Methods for the Identification of Sterols» pp3-37).

La cepa del organismo del reino de los hongos segin la presente invencion
que expresa las enzimas 7-deshidrocolesterol reductasa y 3B-hidroxiesterol A24-
reductasa y que presenta ademdas una desactivacion de la enzima esterol 24-C-
metiltransferasa produce colesterol. La solicitante ha podido determinar en efecto que,
de forma -sorprendente, la desactivacidon de la enzima esterol 24-C-metiltransferasa
bloquea la vla de biosintesis anterior del ergosterol y permite una produccién
aumentada de colesterol por la cepa del hongo {(cf. la parte experimental de la
presente solicitud).

La expresion de las enzimas 7-deshidrocolesterol reductasa y 3p-
hidroxiesterol A24-reductasa se realiza como se describe a continuacién.

La desactivacion de la enzima esterol 24-C-metiltransferasa se puede realizar
por cualquier medio conocido por el experto. Se puede tratar en particular de la
introduccién por mutagénesis de una mutacién sin sentido, de una insercitn o una
delecién que provoca un cambio del marco de lectura en el gen que codifica dicha
proteina.

Se puede tratar igualmente de la expresibn de un ARN antisentido
complementario del ARN mensajero que codifica dicha proteina o del sistema de
extincién génica conocido por el experto con el nombre de RNAi (small interfering
RNA) y de los sistemas enzimaticos asociados si aquellos no existen de forma natural
en el huesped. La mutagénesis puede efectuarse en la secuencia codificadora o en
una secuencia no codificadora de manera que inactive la proteina codificada o impida
su expresidn o su traduccién. La mutagénesis puede efectuarse in vitro o in situ, por
supresién, sustitucion, delecién y/o adicién de una o varias bases en el gen
considerado o por desactivacién génica.

Se puede tratar en particular de la introduccién de un ADN exégeno en la
secuencia codificadora o promotora (por ejemplo un casete de expresién con un
promotor y/o terminador homéblogo y una parte codificadora heterdioga). La casete de
expresién permite ventajosamente la expresién de un marcador de seleccién.
Iguaimente es posible modificar el promotor del gen con el fin de reducir el nivel de
expresitn. Para los hongos, la desactivacion se hace igualmente por interrupcién de la
secuencia codificadora con un gen marcador heterélogo u homélogo. Las principales
técnicas para interumpir un gen de los hongos se describen en el articulo de
Johnston et al (2.002) (Methods in Enzymology Volimen 350 Editado por Christine



10

15

20

25

30

35

10

Guthrie y Gerry Fink;«Gene Disruption»;M. Johnston, L. Riles, J. Hegemann pp. 290-
315).

Ventajosaments, los organismos del reino de los hongos segun la presente
invencidon expresan las enzimas 7-deshidrocolesterol reductasa y 3f-hidroxiesterol
A24-reductasa y presentan ademas una desactivacion de la enzima C-22-esterol
desaturasa.

La enzima C-22-esterol desaturasa se denomina igualmente ERG5p, Cyp51,
citocromo p-45061 y esterol delta22-desaturasa. Esta enzima cataliza en estado
natural la conversién del ergosta-5,7,24(28)-trienol en ergosta-5,7,22,24{28)-tetraenol
afadiendo un doble enlace en la posicion C22 (cf. figure 2).

El gen que codifica .para la enzima enzima C-22-esterol desaturasa se ha
denominado Emg5 en la ievadur'a'Saccharomyces cerevisige. La secuencia de este
gen es accesible con el nimero de entrada GenBank siguiente: U34636. La secuencia
de la protelna correspondiente es accesible con los nimeros de entrada GenBank
siguientes: AAB06217 (Skaggs et al., 1996) o P54781 (Bowman et al., 1897).

Se han descrito una serie de homélogos de este gen en otros hongos. Se
trata por ejemplo del gen homélogo en la Schizosaccharomyces pombe (cuya
secuencia de nucledtidos es accesible con el nimero GenBank 798974 y la secuencia
proteica con el nimero GenBank: CAB11640) (Wood et al., 2002). Del gen homélogo
en la Symbiotaphrina buchnerni (cuya secuencia de nucledtidos es accesible con el
namero GenBank: ABOB6B96 y [a secuencia proteica con el nimero GenBank:
BAC01142) (Noda y Koizumi, 2003). Del gen homélogo en la Symbiotaphrina kochii
(cuya secuencia de nucledtidos es accesible con el nimero GenBank: AB086880 y la
secuencia proteica con el nimero GenBank: BAC01138) (Noda and Koizumi, 2003).
Del gen homélogo en la Candida albicans (cuya secuencia de nucledtidos es accesible
con el nimero GenBank: AL033398 y la secuencia proteica con el nimero GenBank:
CAA21953) (Tait et al., 1887). El gen ERGS5 se ha descrito igualmente en la Candide
lusitaniae con la referencia Genbank AAO48601.

El experto podrd aislar ficimente otros genes homélogos del gen Erg5 en los
organismos del reino de los hongos. El experto podrd igualmente determinar
faciimente la actividad C-22-esterol desaturasa de las protelnas comrespondientes,
principalmente utilizando el ensayo de actividad descritc por Skaggs, B. A., et al,
1.996. Esta actividad podra iguaimente evidenciarse por el enriquecimiento funcional
de una levadura S. cerevisise previamente rota a nivel del gen erg5. Este
enriquecimiento se evidenciard por la presencia en la cepa enriquacida en ergosta-
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5,7,22-trienol. La actividad C-22-esterol desaturasa se puede medir in vitro utilizando
el método descrito por Kelly y Baldwin et al JBC (1.987) después de la lisis de las
levaduras, (Kelly et al_, 1987).

La cepa del organismo del reino de los hongos segln la presente invencion
que expresa las enzimas 7-deshidrocolesterol reductasa y 3p-hidroxiesterol A24-
reductasa y que presenta ademas una desactivacion de la enzima C-22-esterol
desaturasa produce colesteral. La solicitante ha podido determinar en efecto que la
desactivacion de la enzima C-22-esterol desaturasa bloquea ventajosamente la
conversion del colesterol en colesta-5,22-dienol y permite una estabilizacién de la
produccién de colesterol (cf. la parte experimental de la presente solicitud). Este
blogueo interviene también a nivel de la conversién del colesta-5,7-dienol, un
precursor del colesterol en colesta-5,7,22-trienol, un ﬁrecursor del colesta-5,22-dienol.
De forma sorprendente, la enzima C-22-esterol desaturasa acepta, en efecto, como
sustrato el colesterol que ella convierte en colesta-5,22-dienol. Esta reaccidn pardsita
se puede eliminar por desactivacién de la enzima 22-esterol desaturasa, tal como ha
podido ser determinado por la demandante.

- La expresion de las enzimas 7-deshidrocolesterol reductasa y 3B-
hidroxiesterol A24-reductasa se realiza como se describe a continuacion. La
desactivacién de la enzima C-22-esterol desaturasa se puede realizar por cualquier
medio conocido por el experto. Se puede tratar en particular de los métodos descritos
anteriormente que se refieren a la desactivacion de la enzima esterol 24-C-
metittransferasa.

Ventajosamente, los organismos del reino de los hongos segun la presente
invencién expresan las enzimas 7-deshidrocolesterol reductasa y 3B-hidroxiesterol
A24-reductasa y presentan ademas una desactivacion de la enzima C-22-esterol
desaturasa y una desactivacién de la enzima esterol 24-C-metiltransferasa. Estas
cepas presentan en efecto las ventajas acumuladas de las dos desactivaciones y son
cepas productoras de colesterol.

La expresibon de las enzimas 7-deshidrocolesterol reductasa y 3p-
hidroxiesterol A24-reductasa y la desactivacién de las enzimas C-22-esterol
desaturasa y esterol 24-C-metiltransferasa se realizan como se ha descrito
anteriormente.

En un modo de reafizacién, el colesterol est4 presente en la cepa del
organismo segln la presente invencibn en una proporcién superior a 20%,
preferentemente a 35% y de forma més preferida a 50% o mas del total de los

2y
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esteroles producidos por la cepa segun la invencién (principalmente los intermedios de
sintesis).

Preferentemente, los organismos del reino de los hongos segln la presente
invencion se eligen entre el filum Ascomycetes, de forma preferida se eligen entre el
sub-filum Saccharomycotina, de forma aun mas preferida se eligen entre la clase
Saccharomycetes o Schizosaccharomycetes, de forma aun mas preferida se eligen
entre el orden Saccharomycetales o Schizosaccharomyceteles, de forma adn mds
preferida se eligen entre la familia Saccharomycetaceae ]
Schizosaccharomycetacess, de forma alin méas preferida se eligen entre el género
Saccharomyces o Schizosaccharomyces, de forma completamente preferida los
organismos del reino de los hongos segun la invencién pertenecen a la especie
Saccharomyces cerevisiae o Schizosaccharomyces pombe.

La presente invencibn se refiere igualmente a un procedimiente de
produccion de colesterol de origen no animal que comprende las etapas siguientes:

- cultivar un organismo del reinc de los hongos tal como se ha descrito

anteriormente, y

- extraer el colesterol producido por este organismo.

La extracciéon se basa en el tratamiento del hongo con un disclvents del
colesterol preferentemente no miscible con el agua. Este tratamiento puede asociarse
preferentemente con un método cualquiera de triturado mecénico de las células. Mas
preferentemente el hongo se tratara antes de la extraccién con el disolvente, con una
mezcla de saponificacion destinada a liberar el colesterol opcionalmente unido a otros
componentes celulares, como en particular los acidos grasos. Esta mezcla de
saponificacion podra estar constituida por una base, por ejemplo amoniaco, 50sa,
potasa disuelta en agua 0 mas preferentemente en un disolvente organico en agua
como por ejemplo metanol o etanol o una mezcla disolvente-agua. La saponificacién
se podrd realizar sin o preferentemente con calentamiento a una temperatura de 60-
120°C, a presién atmosférica o a baja presion. La extraccién con el disolvente no
miscible con el agua podrd reemplazarse por una extraccion en fase sélida sobre una
resina hidréfoba. Un método de extraccién de los esteroles ha sido descrito por L.
Parks et al. (1.985) (Methods in Enzymology 111 Editado por L Rilling, L. Parks, C.
Bottema, R. Rodriguez y Thomas Lewis pp. 333-338).

El colesterol bruto asi obtenido se podra purificar por cualquier métoda
conocido por el experto, en particular el descrito por Boselli E., Velazco V., Caboni M.
F. y Lercker G. J Chromatogr A. 2001 Mayo 11; 917 (1-2): 236-44.
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Igualmente se podran utilizar otros métodos como el descrito para la
extraccién del colesterol a partir de ia lana de cordero. El experto podra principaimente
referirse a los métodos descritos en las patentes estadounidenses US-2.688.623 o

- US-2.650.928 o en las patentes britdnicas GB690.879, GB646.227 o GB613.778.

Otro aspecto de la invencion se refiere a la utilizacibn de cepas segun la
presente invencidn con el fin de obtener el colesterol o uno de sus intermedios
metabdlicos, 0 una mezcla de estervles marcada. Se entiende por intermedio
metabdlico del colesterol principalmente los esteroles especificados en la figura 2, Se
puede tratar principalmente de colesta-8,24(25)-dienol, colesta-7,24(25)-dienol,
colesta-5, 7,24(25)-trienc), colesta-5,24(25)-dienol y colesta-5,22-dienol.

El principio de la obtencién de un colesterol marcado se describe en la figura
10. Esta manipulacion consiste, en primer lugar, en hacer crecer la capé del hongo
sobre un sustrato totalmente marcado. Las células se cultivan a continuacidon en un
sustrato no marcado. Hay asi un cambio de marcacién isotbpica de la fuente de
carbono y sigue la sintesis de novo de intermedios metabdlicos y luego de esterol,
incluyendo el colesterol, gue comprende un cambio progresivo de marcacion. Se trata
por lo tanto de un perfi complejo, pero perfectamente determinable
experimentalments, que representa una firma isotopica vnica que depende a la vez:

1) del protocolo de marcacién y en particular de la duracién y de las

condiciones de cultivo en el sustrato marcado y no marcado.

2) de la estructura genética precisa de la cepa utilizada, y

3) del tiempo praciso de finalizacidn de los cuitivos.

Una vez que se finaliza el cultivo (por ejemplo por lisis celular o por
finalizacién del cultivo en presencia de una concentracién sub-letal de productos
antifungicos citotéxicos o citoestdticos), el colesterol marcado o uno de sus
intermedios metabdlicos, o una mezcla de esteroles marcados, se extrae y se purifica
como se ha descrito anteriormente.

El perfil isotdpico del colesterol marcado o de uno de sus intermedios
metabdlicos o de la mezcla de esteroles marcados tiene varias propiedades Unicas:

1) se puede modular a voluntad actuando sobre las condiciones de cultivo, la
cepa utilizada y esterol elegido. Se puede producir por lo tanto un registro de
marcadores unico.

2) Se puede combinar, a saber, que varias firnas isotépicas comespondientes
a varios esteroles (inicos marcados por perfiles isotdpicos ellos mismos modulables,
se pueden combinar para formar un «alfabeto molecular».
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3) Es reproducible y facil de determinar experimentalmente.

4) Commesponde a una mezcla molecular marcadora facil de aislar, estable,
incolora e inodora, no volatil, no téxica y que se puede incorporar a alimentos,
medicamentos, aditivos o a otros productos asimilables por el hombre.

§) Es infalsificable, salvo que se disponga de las cepas recombinantes
especificas y de condiciones muy precisas de marcacién, de cultivo y de extraccién.
Ademads el conocimiento de la firma isotdpica no permite rehacer los pardmetros que
han permitido produciria.

Asl, gracias a la presente invencién se puede obtener fiacilmente un «alfabeto
isotépico» infalsificable, de utilizacién general y que se puede incorporar en cualquier
tipo de productos, incluso consumibles. Las «palabras isotdpicas» que se pueden
constituir a partir de tal alfabeto tienen un nimero casi ilimitado sacando provecho a la
vez los perfiles de marcacién y los diferentes tipos de esteroles. La incorporacién de
tales fimas en el seno de productos muy variados constituye por lo tanto un método
unico de marcacion infalsificable, contrariamente por ejemplo a las firmas de ADN que
pueden reproducirse una vez que se conocen. Por otro lado, la firna se puede leer de
forma no destructiva, por ejemplo por ionizacién laser seguida de anilisis por
espectrometria de masas (MALDI-TOF o similar).

La utilizacién de un sustrato marcado con ™C en el lugar y sitio de las fuentes
de carbono no marcado por el cultivo de las cepas de hongos segun la invencién
permite la sintesis de esteroles y en particular de colesterol muy marcado (que
comprende al menos 95% de Atomos de carbono '*C). igualmente es posible,
mediante la misma estrategia, la preparaciéon de esteroles y de colestero! radiactivo
por *C. El procedimiento se puede asli incorporar a cepas de levaduras que producen
esteroides y principalmente hidrocortisona (cf. la solicitud de patente WO 02/081.109)
para producir esteroides marcados con "°C o con ™C, por ejemplo para ensayos RIA.

Leyendas de las figuras

Figura 1. Formula quimica del colesterol, asi como nomenclatura utilizada
generalments para la numeracién de los diferentes dtomos de carbono y el nombre de
los diferentes ciclos. Los cuatro ciclos de la molécula de colesterol se denominan
respectivamerite A, B, C y D y los 4tomos de carbono sa numeran de 1 a 27.

Figura 2;: Esquema simplificado de la parte posterior de la via de sintesis de
los esteroles de tipo ergosta- y colesta- en [as levaduras naturales o modificadas. El
esquema no es exhaustivo pero permite definir las etapas en las que intervienen las
enzimas citadas en este documento. Las proteinas ERG2p, ERG3p, ERG5p y ERG6p
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son proteinas de hongos o de levadura, mientras que las protelnas Delta-7Red (Delta-
7- esterol reductasa) y Delta-24-(25)Red (Delta-24-(25)-esterol reductasa) son
protelnas heterdlogas originadas por mamiferos o plantas.

Eigura 3: Perfil comparativo por HPLC con deteccién UV a 208 nm de los
esteroles libres de las cepas derivadas de la cepa BMAB4 e identificacion de estos
esteroles. Las cepas estudiadas son las siguientes: WGIF01 (cepa BMAB4 con ruptura
en el gen ergé (cf. ejemplo 1), WGIF02 (cepa BMAB4 con ruptura en el gen erg6 y que
expresa la A24-reductasa, ejemplo 12), WGIF03 (cepa BMAB4 con ruptura en el gen
ergb y que expresa la A7-reductasa, ejemplo 13), WGIF04 (cepa BMAGB4 con ruptura
en el gen erg6 y que expresa la A7-reductasa y la A24-reductasa, ejemplo 14). CS:
colesta-5-enol (colesterol);C5,22: colesta-5,22-diencl;C5, 24: colesta-5,24-dienol
(desmosterol), C8,24: colesta-8,24-dienol (cimosterol); C5,7,22: colesta-5,7,22-trienol;
C5,7,24: colesta-5,7, 24-triencl; C5, 22, 24: colesta-522 24-trienol; C5,7,22,24:
colesta-5,7,22,24-tetraenol;lan:lanosterol.

Figura 4: Perfil comparativo por HPLC con deteccién UV a 206 nm de los
esteroles libres de la cepa WGIFO4 (cepa BMAG64 con ruptura en el gen ergé y que
expresa la A7-reductasa y la A24-reductasa, ejemplo 14) después de 0, 2, 4, 8 y 24
horas de induccién con galactosa. A: cepa WGIFO1 (ejemplo 1). Para la cepa
WGIF04, ias tomas de muestra se realizan 0, 2, 4, 8 y 24 horas después del vertido de
la fuente de carbono en galactosa. El perfil de la cepa BMAB4 que contiene la ruptura
erg6 (WGIFO1) presentada es el obtenido inmediatamente después del vertido en
galactosa. Este perfil pricticamente no cambia durante el transcurso de la induccién
(0-24 horas). La seiial de absorcién a 206 nm corresponde a coeficientes de absorcién
variables de un esterol a otro. C5: colesta-5-enol (colesterol); C5,22: colesta-5,22-
dienol;, C5,24: colesta-5,24-dienol (desmosterol); C8,24: colesta-8,24-diencl
(cimosterol); C5,7,22: colesta-5,7,22-trienol; C5,7,24: colesta-5,7,24-trienol; C5, 22,24:
colesta-5,22,24-trienol; C5,7,22,24: colesta-5,7,22,24-tetrasnol; lan:lanosterol.

Figura 5: Perfil comparativo por HPLC con deteccién por electropulverizacién
con ionizacién positiva (espectrometria de masas) de los esteroles libres de la cepa
WGIF04 (ejernplo 14) después de 0, 2, 4, 8 y 24 horas de induccion con galactosa. A:
cepa WGIF01. C5: colesta-5-enol (colesterol); C5,22: colesta-5,22-dienol; C5,24:
colesta-5,24-dienol (desmosterol); C8,24: colesta-8,24-dienol (cimosterol). Los perfiles
de HPLC provienen de los mismos ensayos que los de la figura 4.

Figura 5A (izquierda):deteccion a m/z = 367

Figura 5B {derecha) m/z = 368.
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Ordenada:; nimero de iones detectados/segundo

Abscisa: duracién de la elucién en minutos.

Figura 6: Detalle del perfil a m/z = 369 por HPLC para las tres cepas:
WGIF01, CA10 que contiene el plidsmido de expresidn para la delta24-esterol
reductasa y para la WGIFO4, el colesterol se inyecta como patrén intemo. Las
cantidades de esteroles totales inyectados para las tres cepas comesponden a
extracciones a partir de cantidades idénticas de cultivos medidos por absorbancia a
600 nm,

Eigura 7: Perfiles comparativos de los esteroles totales (libres y ésterificados)
por cromatografia en fase gaseosa de las cepas WGIF01 (delecién del erg6), WGIFQ2
(delecién del erg6 con expresién de la A24-reductasa), WGIF03 (delecién del erg6 con
expresion de la A7-reductasa), WGIF04 (delecidon del ergb con expresion de la A24-
reductasa y de la A7-reductasa) y CA10 pYES_Delta24 (fondo genético FY1679,
delecion del erg5 con expresion de la A24-reductasa, A7-reductasa y erg5). Las
escalas de respuesta (corrientes de ionizacién de llama) son arbitrarias. Los perfiles
no se pueden comparar de forma cualitativa de una cepa a otra. La escala de tiempos
de retencion es, sin embargo, la misma para todas las cepas (los tiempos de retencién
se expresan en minutos). La identificacion de los esteroles se realiza segun los
criterios descritos en la presente invencidn.

Figura 8: Reparto cuantitativo de los principales esteroles libres en las cepas
de levadura [BMAG4 (figura 8A), WGIFO1 (figura 8B), WGIF02 (figura 8C) y WGIF03
(figura 8D)] evaluada en base a los espectros UV. El reparto se da en % dsl total de
las especies representadas en la figura y son las Unicas detectables en cantidades
apreciables. En ausencia de patrones para varios de los estercles intenmedios, la
cuantificacién se realiza en base a los espectros UV asociados con cada uno de [os
picos del cromatograma por HPLC utilizando los coeficientes de absorcién evaluados
dados a continuacidn (cf. tabla 1, los coeficientes de absorcién se expresan en mM
por litro y por cm.). Para hacer esto, los coeficientes de absorcién cormespondientes a
los restos estructurales insaturados presentss en la estructura de un esterol dado se
buscan en la tabla 1 y opcionalmente se suman (si hay varios restos presentes en una
misma molécula) para proporcionar una evaluacién del coeficiente de extincién de
cada tipo de esterol. La evaluacién se realiza utiiizando los valores a 280 nm si hay
presente al mencs un resto que absorba a esta longitud de onda, en su defecto se
utiliza la longitud de onda a 235 nm y, a falta- de absorcion a esta tltima, se utiliza Ia
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longitud de onda a 206 nm para evaluar las concentraciones de cada uno de los
esteroles a partir de las sefiales de absorcion respectivas por HPLC.

Figura 8: Reparto cuantitativo de los principales esteroles libres en la cepa de
levadura WGIF4 evaluado en base a los espectros UV. Las cuantificaciones se
realizan de la forma descrita en la figura 8.

Figura 10: Principio de marcacion isotdpica de los esteroles por sustitucién de
las fuentes de carbono.

Figura 11: Evaluacién de los perfiles de marcacidn isotdpica del colesterol
producido por la cepa WGIF04 después de 4, 8 y 24 horas de induccién. Los esterocles
libres se extraen y se separan por HPLC como se ha descrito. Se adquiere un
espectro de masas entre los valores de m/z = 300 y m/z = 450 cada 0,2 segundos
durante la elucién. Estos espectros se promedian entonces en ventanas de 1,8
segundos y luego se someten a una regresion multiineal utilizando como base de
regresion un conjunto de 24 vectores que represenian las distribuciones de masa
tedricas del colesterol marcado por una incorporaciéon al azar mediante tiradas
independientes de carbono 13 en cada una de las 27 posiciones de la molécula con
una probabilidad de marcacién sobre cada dtomo de carbono variable entre 0 y 1,
segin el vector considerado. Las probabilidades de marcacién de los diferentes
vectores utilizados como base se eligen de forma tal que el coeficiente de cormrelacién
cruzada de las distribuciones de dos vectores consecutivos de la base sea 0,92,
iniciando la base con un vector comespondiente a una probabilidad de presencia de
100% en todas las posiciones para el carbono 12, El ajuste multilineal se realiza segun
un criterio estadistico del minimo cuadrado anulando los términos no diagonales de la
matriz de los productos de las derivadas parciales del método de Gauss (filtracién
numérica maxima). Después del andlisis, los espectros de masa se reconstruyen
entonces sobre la base optimizada. Las curvas representadas en las figuras
representan por lo tanto el resultado de la reconstruccion filtrada optima después de
normalizacién de la amplitud méaxima al vator 100.

Para cada tiempo de induccion, las dos curvas representan dos perfiles
independientes que corresponden a tiempos de elucién que difieren en 1,8 segundos
y corresponden a espectros situados en la zona central del pico de elucién del
colesterol. La figura demuestra la gran reproducibilidad del analisis.

Figura 12: Ejemplo de diferentes firmas isotdpicas al nivel de diferentes
estaroles o de diferentes tiempos de induccién. Mismo célculo y rapresentacién que
para la figura 11, pero para diferentes esteroles y diferantss tiempos de induccién.
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El valor de RT indica el intervalo de tiempos de retencién utilizado para el
cdlculo (en minutos). Los valores de este intervalo son los siguientes:

FIG. 12 A: RT = 12,25 - 12,42,

FIG. 12B: RT=12,2- 127,

FIG. 12 C: RT = 12,25 - 12,35,

FIG. 12D: RT = 13,3 - 13,6,

Los tiempos de induccién son de 8 6 24 horas.

Los valores de miz indican el limite izquierdo y derecho de los valores de m/z.
El valor mas pequefic de m/z para cada cuadro corresponde al valor de m/z para el
esterol totaimente constituido por carbono 12.

Figura 13: Perfiles comparados de los esteroles totales (libres y ésterificados)
por cromatografla en fase gaseosa de las cepas YIM59/pIM303 (parte A de la figura) y
de la cepa YIM59/piM331 (parte B de la figura) (cf. ejemplo 18). Las escalas de
respuesta son arbitrarias. La escala de tiempos de retencién as la misma para ias dos
cepas (los tiempos de retencion se expresan en minutos). La identificacion de los
esteroles se realiza segun los criterios descritos en la presente invencién.

La presente invencion se ilustra mediante los ejemplos siguientes que deben
considerarse ilustrativos y no limitativos.

Las técnicas de biologla molecular utilizadas se describen en Ausubel ef al. y
algunas manipulac;ianes de las levaduras se describen en Adams ef a/ (Adams y Holm,
19986).

EJEMPLO 1: Construccién de una cepa de levadura de S. cerevisiae Interrumpida
en el gen ergb (cepa WGIF01) :

Se ha obtenido la cepa de levadura S. cerevisiae WGIFQ1 cuyo gen ERG6
estd interrumpido por el gen TRP1 por transformacién de la cepa BMB4 mediante un
producto de PCR que contiene un gen funcional TRP1 limitado por dos extemidades
homélogas al gen ERGS.

La cepa BM64 (de genotipo MATa; ura3-52; trp1A2; lau2-3_112; his3-11;
ade2-1; can1-100) es un derivado de la cepa de levadura S. ceravisias W303 MATa
por delecién total del gen TRP1. La cepa BMAG64 y la cepa W303 MATa se decriben
en la publicacién de Baudin-Baillieu et al (Baudin-Baillieu et al., 1997).

Para aislar ef gen TRP1, el gen TRP1 del plasmido pFL44 (Bonneaud et al.,
1981) se ha amplificado utilizando la Z-Taqt (una DNA polimerasa DNA dependiente)
suministrada por la sociedad Takara (PanVera LLC 501 Charmany Drive Madison, W!
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53719 USA). El par cebador utilizado permite la amplificacion por la DNA polimerasa
del gen TRP1 limitado por secuencias cormespondientes al gen ERGS.

La secuencia de estos cebadores es la siguients:

OERG6trp1: 5

(CCTAGCGACGAAAAGCATCATTGGAGTGAATAACTTGGACTTACCAttctta

geatttigacg) 3' (SEQ ID N° 1).

OERGStrp2: 5' 5'

(GCATAAGAGTGAAACAGAAT TGAGAAAAAGACAGGCCCAATT CAaattcgg

gtcgaaaaaagaaaagg) 3' (SEQ ID N* 2).

El producto de ia PCR (Polymerase Chain Reaction) asl obtenido se purifica
por electroelucion del fragmento correspondiente al tamafio esperado y se utiliza para
transformar la cepa BM64 por la técnica del cloruro de litio como se describe en (Gietz
et al., 1965).

Después de la transformacion, las levaduras tratadas se extienden sobre un
medio minimo que no contiene triptéfano, (Gietz et al., 1995). Se obtienen asl 41
colonias de BM64 transformadas protétrofas para el triptéfano. En estas 41 colonias
se ensayan fres veces sus propiedades: sensibilidad a la nistatina, estructura
gendmica de la insercién del gen TRPT y perfil por cromatografia en fase gaseosa de
los esteroles totales que producen.

Para ello, las 41 colonias se transfieren a un medio minimo que contiene
respectivamente 10, 20 6 50 yg/mL de nistatina, una decena de colonias es capaz de
crecer sobre el medio que contiene una dosis de 50 pg/mL de nistatina. Estas colonias
resistentes se seleccionan para verificar su estructura génica, asl como sus
composiciones en esteroles, .

La insercién de! gen TRPT en el gen ERG6 se verifica por PCR utilizando un
par de oligonucledtidos que cubren la unién entre el gen TRP1 funcional y el ERG6
con ruptura. Este par de oligonucledtidos es el siguiente: OERGStp3:
AGGGCCGAACAAAGCCCCGATCTTC (SEQ ID N° 3) y OERG6tp4:
GGCAAACCGAGGAACTCTTGG (SEQ ID N° 4).

Algunas cepas presentan el perfil de PCR esperado, es decir un fragmento
de 800 pares de bases que comesponde al tamafio esperado para una insercién del
TRP1 en el ERGS6.

Con el fin de verificar que el gen ERGS estd totalmente desactivado en estas
cepas, se ha realizado un andlisis de las composiciones en esteroles de estas cepas
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por cromatografla en fagse gaseosa y por cromatografla liquida de alta presién{Duport
et al., 2003; Szczebara et al., 2003).

Estos andlisis confiman la ausencia de sintesis de ergosterol y la
acumulacién de esteroles anormales compatibles con las perturbaciones esperadas
de la via de biosintesis de la cepa con ruptura.

Se ha seleccionado méas especiaimente una cepa y se la ha denominado
WGIFO01.

EJEMPLO 2: Construccion de las cepas CA10, CA14 y CA23.
Las cepas CA10 (de genotipo: MATa, rhp GAL2, ura3-52, trp1-A63, his3-

A200, erg5::HYGRO®, ade2::GAL1G/CYC1 ::A7Reductasa ::PGK1,
LEU2 ::GAL10/CYC1::matADR::PGK1), CA14 (de genotipo: MATa, rhg GAL2, ua3-
52, trp1-A63, his3-A200, erg5::HYGRO® atf2: G418",

ade2::GAL10/CYC1::A7Reductasa::PGK1, LEU2::GAIT10/CYC1::matADR::PGK1) y
CA23 (de genotipo: MATg rhp GAL2, ura3-52, trp1-A63, his3-A200, erg5:: HYGROR,
are1:G418%, are2::HIS3, ade2:: GAL10/CYC1::ATReductasa::PGK1,
LEU2::GAL10/CYC1.:matADR::PGK1), asl como sus construcciones se describen en
la referencia de Duport et al. cuyo contenido técnico en lo que se refiere a la
construccion de estas cepas se incorpora como referencia en la presente solicitud.

Estas cepas producen o contienen en sus membranas esteroles no naturales
(como se ha descrito en la solicitud de patente europea EP 0727488) y en particular el
ergosta-5-enol (campesterol).

Estas tres cepas no expresan el producto del gen ERGS que es no funcional
por insercién en su secuencia codificadora del gen de resistencia a la higromicina.
Ademas estas cepas expresan el cDNA que codifica para la A7-reductasa de planta
(la solicitud de patente europea EP0727489 describe pn'ﬁcipalmente la clonacién de la
A7-reductasa de la planta Arabidopsis thaliana, que se incorpora como referencia en
la presents solicitud, siendo el nimero de entrada GenBank da esta secuencia
ATU49388).

La cepa CA14 se deriva de la cepa CA10 por ruptura del gen ATF2. El
producto de ests gen lleva a una acefilacién de la pregnenolona en la posicién 3
(como se describe en la solicitud de patente W099/40.203).

La cepa CA23 es una cepa derivada de la cepa CA10 por delecién de los
genes ARET1 y ARE2, las dos proteinas Arelp y Are2p son responsables de la
esterificacién del ergosterol (Sturley, 2000) y opcionaimente del colesterol ya que son
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homdlogas de la enzima responsable de la esterificacion del colesterol en los
mamiferos (ACAT).

EJEMPLO 3: Construccion del plasmido de expresion de la A24-25-reductasa de
origen humano (plasmlido pYES_Delta24)

La construccién de este plasmido ha sido descrita por Waterham ef al. 2.001.
La construccién ha consistido en poner el cONA que codifica para la delta-24-esterol
reductasa bajo el control del promotor pGAL1 y del terminador tCYC1 en el vector
pYES2 (Invitrogen SARIL., Cergy Pontoise, France). Este plasmido es un plasmido
lanzadera E. colil S. cerevisiae y contiene un origen de replicacién de 2 micrones y un
gen URAZJ, lo que permite su replicacién en la levadura y facilidades de seleccién de
las levaduras transformadas por este plasmido,

El promotor GAL1 puede ademas ser inducide con galactosa.

EJEMPLO 4: Construccidn del plasmido pAG1 que expresa la A7-reductasa de
A. thallana.

Se ha construido un pldsmido especificamente para la expresion de la Delta-
7-Reductasa de A. thaliana sobre un vector monocopia. Para esta construccion se ha
ulitizado e{ plasmido pAM1. Este pldsmido, cuya construccién se ha descrito en la
solicitud PCT WO02/061.108 {cf. el ejempo 9.b de dicha solicitud, que se incorpora en
la presente solicitud como referencia) es un plasmido lanzadera E. coli/ S. cerevisiae
basado en una secuencia de replicacién auténoma y un centrémero (ARS CEN). El
marcador de seleccién es el gen ADE2. Este plasmido es compatible y por lo tanto
puede replicarse al mismo tiempo que un plasmido basado en un origen de replicacién
de 2 micrones. Este plasmido posee en particular un sitio Unico Nofl que permite
clonar las casetes de expresion, tal como se ha descrito en la solicitud PCT anterior.

Este sitio se ha utilizado para clonar una casete de expresién de ia Delta7-
reductasa de A. thaliana que proviene de la cepa CA10. En efecto, este casete de
expresién es muy eficaz y permite a la cepa CA10, que presenta ademas ruptura en el
ERGS, producir campesterol (ergosta-5-enol) como esterol mayoritario (Duport et al.,
1.998). El fragmento de ADN genémico de la cepa CA10 que contiene el gen de la
delta7-reductasa se amplifica mediante los cebadores siguientes:

OSA72 §' (TATATAGCGGCCGCTTTCGCTGATTAATTACCCCAG) 3' (SEQ ID N° 5)
OSA 77 5' (TATATAGCGGCCGCGAGAAGTGACGCAAGCATCA) 3' (SEQ ID N* 6).

La amplificacién se realiza sobre el ADN gendmico de la cepa CA10
preparada por la técnica rdpida de extraccion con fenol/cloroformo como se ha
descrito en Adams et al (Adams y Holm, 1998).
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Se utilizan cincuenta nanogramos de ADN genémico de CA10 como matriz
para la amplificacion mediante cebadores OSA72 y OSA77. La Taq DNA polimerasa y
las condiciones enzimaticas provenian de la saciedad Stratagene, Las condiciones de
amplificacion eran las siguientes: desnaturalizacién inicial de 5 min a 85°C y luego, a
continuacion, se realizan treinta ciclos que consisten en una desnaturalizacién de 30 s
a 95°C, una hibridacién de 30 sa 50°C y luego un alargamiento de 1 min 4 72°C. La
reaccion sa finaliza con una extension final de 10 min a 72°C,

El fragmento de PCR se digiere a continuacién con enzima Notl, se purifica
sobre gel de agarosa y luego se clona de forma clésica ai nivel del sitio Unico Nofl del
plasmido pAM1. E| pldsmido as! obtenido se ha denocminado pAG1.

Se trata de un vector monocopia que permite la expresidon de la Delta-7-
reductasa de A. thaliana en la levadura, situAndose el gen de la Delta7? Reductasa
bajo el control del promotor GAL10/CYC1 (Lecain et al., 1998).

EJEMPLO 5: Extraccién de los esteroles libres y esterificados en la levadura
para los anélisis:

1} Condiciones de extraccién de los esteroles libres y esterificados en la

levadura: {procedimlento 1)

a) Condiciones de extraccitn de los esteroles libres:

El residuo celular se lava dos veces con 500 L de agua desionizada y se
filtra en un tubo de vidrio.

Las células se vuelven 'a poner en suspension en 500 pL de agua que
contiene bolas de vidrio de 0,5 mm que corresponden a 150 L de Hquido en el tubo.

Se realiza una extraccién dos veces con 2 mL de 1,2 dicloroetano con
agitacién fuerte con un ciclén durante 10 minutos. Después de la primera extraccion,
la mezcla de células, bolas de vidrio y disolvente se centrifuga durante 5 minutos a
1.500 g con el fin de separar las dos fases.

Las dos fracclones organicas resultantes de las dos extracciones sucesivas
se juntan y se secan en comiente de nitrégeno durante varias horas.

El extracto esterélico se pone en suspensitn en 100 pl de acetonitrilo para
su andlisis por cromatografia liquida de altas prestaciones (HPLC) (Szczebara et al.,
2003) o en 100 pL de hexano para los andlisis por cromatrograffa en fase gaseosa
(GC) (Duport et al., 2003).

b) Condiclones de extraccién de los esterolss totales: saponificacion y
exiraccion de los esteroles esterificados, andlisis cuantitativo, procedimiento 1.
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El residuo celular se vuelve a poner en suspension en 500 uL de agua
purificada, Se le afiade a esta suspension 2 mL de hidréxido de potasio KOH al 10%
en metanol. La mezcla se calienta durante una hora a 60°C en tubos cerrados.
Después de incubacién y una vez que los tubos han vuelto a temperatura ambiente, Ia
mezcla se exirae fres veces con 2 mL de hexano. Entre cada extraccién, se separan
las dos fases mediante una centrifugacién de 5 minutos a 1.500 g. Después de cada
extraccion, la fase organica se transfiere a un nuevo tubo, luego las tres fases
organicas se juntan y luego se secan en cofriente de nitrégeno.

El residuo esterdlico se vuelve a poner en suspensién en 100 pl. de
acetonitrilo al 100% para su analisis por cromatografia liquida de altas prestaciones
{(HPLC) (Szczebara et al.,-2003) o en 100 puL de hexano para los analisis por
cromatrografia en fase gaseosa (GC) (Duport et al., 2003).

2) Condiciones de extraccién de ios eateroles libres y esterificados en la
levadura para andlisis cuantitativo (procedimiento 2).

Las cepas se cultivan en un medio rico (10 g de bactopeptona por litroy 10 g
de extractos de levadura por litro) con 2% de glucosa como fuente de carbono con el
fin obtener 500 mg de células liofilizadas. Estas células secas se recogen en 3 mL de
metanol (100%) que contiene 1 g de KOH y trazas de pirogalol y luego la mezcla se
incuba durante 45 minutos a 90°C. Después de volver a temperatura ambiente, los
esteroles se extrasn con 5 mL de hexano. La fase orgdnica se separa en tres
muestras del mismo volumen y se secan en cormriente de aire. Dos de las muestras de
los estercles extraldos se recogen en 100 pL de hexano para los andlisis por
cromatografia en fase gaseosa (GC) y por cromatografia en fase gaseosa acoplada

-con espectrometrla de masas (GC/MS) y la tercera muestra se recoge en 150 pl de

metanol para los estudios por cromatografia liquida de altas prestaciones (HPLC).
EJEMPLO 6: Anidllsls de los esteroles libres y esterificados en la levadura por
cromatografia en fase gaseosa (GC)

1) Cromatografia en fase gasegsa (GC) con deteccién por FID

(fonizacién por llama)

Se prepara el extracto esterdlico (libre o total) en suspensién en hexano
segun ol procedimiento 1 [cf. ejemplo 5 1) a) y b)]. Se afiade un testigo de inyeccién a
la mezcla de esterol, en general colesterol a una concentracién de 10 a 50 ng/uL.

A continuacién se inyecta a 1 a 3 L de [as muestras en un aparato de
cromatografia en fase gaseosa en las siguientes condiciones. Se inyectan 1 a 3 pL en
una columna Alltech de tipo SE30 (Referencia de la columna: 30m X 0,32 mm ID X
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0,25 pm). El gas portador es helio. La relacion de inyeccidn fraccionada (split) es entre
50 y 80. La presién en cabeza de columna es de 2,11 kg/cm®. El inyector se regula a
280°C. La temperatura inicial de la columna es de 130°C durante 0,5 minutos. Sube a
230°C a razén de 40°C/min y luego de 230°C a 280°C a razén de 3°C/min. La
columna se mantiene a continuacién a 290°C. La temperatura del detector es de
310°C.

2) Cromatografia en fase gaseosa (GC) con deteccion por FID

(ionizacién de llama) acoplada con espectrometria de masas (GC/MS).

Se prepara el extracto esterdlico total en suspensién en hexano segun el
procedimiento 2. El aparato de GC utilizado esta equipado de un inyector clasico con
inyeccién fraccionda o no fraccionada («split/split less»), con una columna cldsica DB5
de una longitud de 30 metros y un didmetro de 0,25 mm.

La inyeccion se realiza a 230°C con helic como gas portador con un caudal
de 2mL/mn. La columna pasa de 130 a 280°C en 4 etapas. La columna se mantiene a
130°C antes de la inyeccidn y luego se sube a 230°C con una rampa de 40°C/min,
luego de 230°C a 280°C con una rampa de 3°C/min y luego de 280°C a 290°C con
una rampa de 30°C/min. Se deja la columna a 290°C durante 5 minutos.

A la salida de la columna de cromatografia en fase gaseosa, las moléculas se
analizan por espectrometria de masas por vaporizacién en una cémara de ionizacién,
tal como la de un aparato de tipo Turbo Mass de Perkin Elmer. Las moléculas se
fragmentan por un haz de electrones de alta energla. Los diferentes fragmentos se
separan a continuacién mediante un fittro cuadrupolar y luego se detectan con un
detector de iones. A cada masa localizada en la grédfica de comiente idnica ie
corresponde un espectro de masas que reagrupa las masas de todos los productos de
fragmentacién del ion M’. Este espectro de masas obtenido con un tiempo de
retencién dado sobre la columna se compara con bibliotecas de productos
fragmentados asl como con los descritos para los esteroles por Quail y Kelly.
[Methods in Molecular Biology Vol 53 Yeast Protocols Editado por Evans; M. Quail y S.
Kelly “The Extraction and Analysis of Sterols from Yeast® pp. 123-131 (1.8886)).

De esta manera, se ha podido poner en evidencia el efecto de la delecién del
gen ERG6 en la cepa WGIFQ1 y principalmente la ausencia de ergosta-8,24(28)-
dienol y la presencia de esterol del tipo colesta- que tiene el doble enlace en 24(25).
EJEMPLO 7: Anilisls de los esteroles libres y esterificadoa en la levadura por
cromatografia liquida de altas preataciones (HPLC) con deteccién UV o
detecclén por espectrometria de masas. .
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1) Andlisis por HPLC con deteccién UV :

Se inyectan 10 a 30 pL del extracto esterdlico [en suspensién en acetonitrilo o
en metanol y preparado segun el procedimiento 1 6 2 (cf. ejemplo 5)] en una columna
de tipo X terra RP18, 4,6 X 100 mm (Waters, Milford, MAO1757 USA).

La separacion se realiza con un gradiente compuesto de agua que contiene
0,02% de TFA (4cido trifluoroacético) (tamp6n A) y acetonitrilo puro (tampén B). La
columna se mantiene a 60°C durante el 2ndlists.

El aparato de HPLC utilizado es del tipo aWaters 600 E System Controller»
(Waters, Mitford, MAQ1757 USA). La deteccién UV se ha realizado con un detector de
red de diodos que cubre las longitudes de onda de 206 a 350 nm. La columna se ha
equilibrado con un tampdn con 20% (v/v) de tampdn A (acetonitrilo) y 80% de tampén
B [agua que contiene 0,02% de TFA (dcido trifluoroacético)]. Se realiza un gradiente
lineal a partir de una disolucién que contiene 50% de tampodn A y 50% de tampén B. Al
cabo de 10 minutos, la composicién del tampén de elucién es de 25% de tampdon A y
75% de tampon B. Se aplica entonces un nuevo gradiente lineal de forma que a los 30
minutos el gradiente alcanza el valor de 100% de tampdn B. Este valor se mantiene
durante 5 minutos para limpiar la columna.

2) Anélisis por HPLC con deteccién por espectrometria de masas

(HPLC/MS):

En el caso del analisis por espectrometria de masas, la muestra se mantiene
a 30°C y la columna se mantiene a B0°C durante el analisis. El aparato HPLC utilizado
es del tipo «Alliance HT Waters 2790», acoplado con un detector de masas eWaters
MicroMass ZQ». A diferencia del método de deteccidn anterior, el tampdn de elucion A
no contiene TFA sino que los dos ‘tampones A y B contienen 0,01% (viv) de &cido
férmico.

La columna se ha equilibrado con un tampdn que contiene 80% de tampdn A’
(agua que contiene 0,01% (v/v) de acido férmico) y 20% de tampén B’ (acetonitrilo que
contiene 0,01% (v/v) de dcido férmico).

La inyeccién comienza con un tampén que contiene 50% de estos dos
tampones. Se realiza un gradiente lineal con dos rampas a partir de una disolucién
que contiene 50% de tampén A' y 50% de tampén B'.

Al cabo de 10 minutos, la composicién del tamp6n de elucién es de 25% de
tamp6n A’ y 75% de tampén B'. A continuacion se modifica la rampa del gradiente
para aicanzar 12,5% de tampén A’ y B7,5% de tampén B’ después de 25 minutos de
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analisis y luego 100% de tampén B' a los 30 minutos. Este valor se mantiene durante
5 minutos para regenerar la columna.

El detector de masas «Waters MicroMass ZQ» se regula para barrer en
ionizacion positiva por electropulverizacion los valores de m/z comprendidos entre 285
y 450. Se elige un modo de adquisicién «continuo» para el barrido. Ademaés se realiza
una extraccion de sefial en modo «SIR» en paralelo a todas las masas esperadas en
abundancia isotdpica natural para los esteroles que se van a analizar. El detector se
regula de forma que resuelva totaimente sin interferencia de las moléculas que
difieran en 1 unidad de m/z. El total de las adquisiciones se regula de forma que la
duracién total de la adquisicién, que comesponde al barrido y al tiempo total de
adquisicién del conjunto de los SIR sea inférior a 2 segundos,

EJEMPLO 8: Cultivo de las cepas de levaduras para el andlisis de su contenido
en esterol con o sin marcacién con Y'C:

Las cepas que se van a analizar se han cultivado en un volumen de 50 mL de
medio de Kappeli {Kappeli et al., 1985) que contiene 2% de D-glucosa normal o de D-
glucose-U-"2C, [para [os experimentos de marcacion, (cf. figura 10)].

La densidad optica del cultivo inicial es de 0,1 a 800 nm. Este cultivo se
incuba durante 72 horas a una temperatura de 30°C con agitacién a 200 revoiuciones
por minuto.

A continuacién las células se recuperan por centrifugacién del medio a 600 g
durante 10 minutos. A continuacién el residuo celular se analiza directamente
mediante las técnicas de andlisis presentadas en el ejempio 5 (para los estudios que
no necesitan induccién con galactosa).

Sin embargo, para los estudios de la cinética de induccién de la expresion de
la delta-7-reductasa y la delta-24-reductasa (cepas transformadas por el plasmido
PYES_Delta24 y/o pAG1), el residuo se vuslve a poner en suspension en 50 ml de
medio de Kappeli reciente que contiene 2% de galactosa (sin marcar con *C).

Este cultivo se incuba a una temperatura de 30°C con agitacién a 200
revoluciones por minuto.

Se recuperan 10 mL de cultivo después de 0 horas, 2 horas, 4 horas, 8 horas
y 24 horas de cultivo.
Estas muestras de cultivo se centrifugan a 800g durante 10 minutos, el

residuo celular se congela y se conserva a -20°C antes de la extraccién esterélica por
los métodos descritos en el ejemplo 5.

\OZ
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EJEMPL 9: Identiflcacion de los estaroles presentes en las cepas anallzadas:

La identificacidén de los esteroles se basa en la combinacién de los principios
siguientes:

- Comparacién del comportamiento por GC, HPLC, GC/MS y HPLC/MS con
patrones auténticos en el caso del campesterol (ergosta-5-enol), del ergosterol
(ergosta-5,7,22-trienol), del colesterol {colesta-5-enol), del desmosterol (colesta-5,24-
dienol), del colesta-5,22-dienol y del cimosterol (colesta-8,24-dienol).

- Andlisis del espectro de absorcién por HPLC y deteccién UV mediante red
de diodos (cf. ejemplo 7-1).

Este método permite identificar sin ambiguedad mediante una base espectral,
cinco tipos de esteroles: 1) tipo SA1: sin sistema diénico conjugado; 2) tipo SA2:
presencia de un sistema diénico 5,7; 3) tipo SA3: presencia de un sistema diénico
22,24(25); 4) tipo SA4: presencia de un sistema diénico 8,14; 5) tipo SAS5:; presencia
de un sistema diénico 22, 24(28); Los tipos SA3 y SA5 no pueden coexistir por
razones estructurales. Los tipos SA2 y SA4 no pueden coexistir por razones de
biosintesis, el tipo SA2 puede estar asociado con restos estructurales de los tipos
SA1, SA3 y SA5 para formar espectros compuestos aditivos.

- Andlisis de los tiempos de retencién por GC y por HPLC en base a una
actividad aproximada de los desplazamientos de los tiempos de retencién asociados a
cada tipo de insaturacion y a la presencia de un esqueleto de tipo argosta- o colesta-.
No siendo este criterio absoluto, se utiliza como ayuda a la identificacién y para
eliminar ambiguedades, pero presenta un riesgo de error si se utiliza solo. Por lo tanto
solo se utiliza en combinacidn con los otros criterios.

- Analisis por GC/MS (cf. ejemplo 6-2) que proporciona el peso molecular y un
perfil de fragmentacién que puede ser comparado con bibliotecas de espectros.

- Analisis por HPLC/MS (cf ejemplo 7-2) con electropulverizacién que
proporciona, en el caso de los 3-hidroxi-esteroles, una sefial principal para el peso
molecular -17 [protonacién (+1) y pérdida de una molécula de agua (-18)).

- Andlisis con el conjunto de los sisternas anteriores de la composicion en
esteroles de las diferentes cepas de levaduras de referencia con ruptura en diferentes
puntos de la biosintesis. )

- Andlisis de las variaciones de la composicion en esterol durante la
complementacién con diferentes enzimas de biosintesis y de la cinética de esta
complementacion durante la induccién de esta complementacién.

rp";



10

15

20

25

30

35

28

- Andlisis del perfil de marcacién de los diferentes esteroles con el isétopo 13
del carbono.

- Andlisis de! espectro UV de los estervles separados por HPLC con un
tiempo de retencién dado. Los dos dobles enlaces 5,7 conjugados presentan un
espectro tipico con dos picos de absorcién entre 265 y 280 nm. El Gltimo doble enlace
conjugado en 8, 14 se puede identificar por un pico de absorcién a 245 nm,

EJEMPLO 10: |dentificacién de los esteroles presentes en la capa BMAG4 :

La cepa BMAB4 se cultiva en un volumen de 50 mL de medio de Kappeli que
contiene 2% de D-glucosa para el analisis cuantitativo y comparativo de los esteroles.

La densidad Optica del cultivo inicial es de 0,1 a 800 nm. Este cultivo se
incuba durante 72 horas a una temperatura de 30°C con agitacién a 200 revoluciones
por minuto.

Las células se recuperan a continuacion por centrifugacion del medio a 600 g
durante 10 minutos, el residuo celular se analiza por las técnicas presentadas en el
ejempilo 5.

Los diferentes andlisis descritos han permitido identificar los esteroles
producidos por esta cepa.

Se ha determinado asf que esta cepa acumula mas de 80% de los esteroles

- libres en forma de ergosterol (ergosta-5,7,22-trienol) (cf. figura 8). Esta cepa produce

otros dos esteroles minoritarios detectables, se trata del ergosta-5,7-dienol (sustrato
del producto del gen ERGS5) (12%) y el cimosterol (ergosta-8,24-diencl) (5%). No se
detecta ninguna traza de colesterol (el limite de deteccién del método es de
aproximadamente 0,5% de los esteroles observables). Igualmente son detectables
pequerias cantidades de lanosterol (inicamente al nivel de los andlisis de los esteroles
totales).

EJEMPLO 11: |dentificacién de los esteroles presentes en la cepa WGIF01:

La cepa 'WGIF01 (cf. ejemplo 1) se ha cuttivado en un volumen de 50 mL de
medio de Kappeli (Kappeli et al., 1985) que contiene 2% de D-glucosa para el anilisis
cuantitativo y comparativo de los esteroles.

La densidad 6ptica del cultivo inicial es de 0,1 a 600 nm. Este cultivo se
incuba durante 72 horas a una temperatura de 30°C con agitacién a 200 revoluciones
por minuto.

Las céiulas se recuperan a continuacién por centrifugacién del medio a 600 g

durante 10 minutos, el residuo celular se analiza por las técnicas presentadas en el
ejemplo 5.

o\
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Los diferentes analisis descritos han permitido identificar los esteroles
producidos por esta cepa.

La busqueda en el cromatograma del ergosta-5,7,22-trienol (ergosterocl) o del
ergosta-5,7-dienol es negativa (menos de 0,5% del valor obtenido en la BMAG4) por
HPLC acoplada con espectrometria de masas. Al nivel de los esteroles libres, la cepa
acumula 50% del total de cimosterol (colesta-8,24-dienol), sustrato del producto del
gen ERG6, y 30 y 20% respectivamente de colesta-5,7,24-triencl y de colesta-
5,7.22,24-tetraenocl que resultan probablemente de un mecanismo de sintesis idéntico
al que lleva al ergosta-5,7-dienol y al ergosta-5,7,22-trienol en la cepa progenitora (cf.
figura 3 y 8). Esto demuestra que la via de biosintesis estd bloqueada al nivel del erg6
ya que la enzima ERGBp (S-adenosiimetionina delta24 esterol C-metil transferasa)
transforma el colesta-8,24(25)-dienol en ergosta-8,24(28)-dienol (cf. figura 2). Esta
acumulacion indica claramente que la cepa WGIF01 no posee una copia funcional del
gen ergb. Los resultados indican igualmente que la via de biosintesis normal del
ergosterol en la levadura, y en particular la esterol 8,7-isomerasa, la esterol 5-
desaturasa y la esterol delta-22-desaturasa son capaces de convertirse en sustratos
del tipo colesta- con una actividad que sigue siendo importante.

EJEMPLO 12: Construccién de la cepa WGIF02 e identificacion de los estsroles
presentes en ests cepa:

La cepa WGIF02 ha sido obtenida por transformacién de la cepa WGIFO1
mediante el plasmido pYES2 que contiene el casete de expresion de la A24-reductasa
(PYES_Delta24, cf. ejemplo 3). Los clones se han elegido sobre un medio desprovisto
de uracilo y la presencia y la expresién del cDNA de la A24-reductasa se verifican
analizando los esteroles de estos transformantes por el procedimiento 1 [cf. ejemplo 5-
1))}

Se ha seleccionado un clon denominado WGIF02 ya que poseia un perfil
esterdlico diferente de la cepa WGIF01, ademds el esterol suplementario tenla un
tiempo de retencién préximo al det colesterol (cf. figura 7). La cepa WGIF02 se cuitiva
en un volumen de 50 mL de medio de Kappeli (Kappeli et al., 1985) que contiene 2%
de D-glucosa para el andlisis cuantitativo y comparativo de los esteroles.

La densidad Optica del cultivo inicial es de 0,1 a 600 nm. Este cultivo se

incuba durante 72 horas a una temperatura de 30°C con agitacidén a 200 revoluciones
por minuto.
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Las células se recuperan a continuacion por centrifugacion del medio a 600 g
durante 10 minutos, el residuo celular se analiza por las técnicas presentadas en el
ejemplo 5.

Los diferentes andlisis descritos han permitido identificar los esteroles
producidos por esta cepa.

Los dos perfiles de los extractos esterdlicos de la cepa WGIF01 y de la cepa
WGIF02 son similares, salvo en la aparicibn de un nuevo pico identificado por su
masa, su tiempo de retencion y sus dobles enlaces conjugados como el colesta-
5.7,22-trienol (figuras 2, 3 y 7). La presencia de este compuesto indica la presencia
esperada de actividad de la 24-25-esterol reductasa sobre el doble enlace en 24(25)
del colesta-5,7,22,24(25)tetraencl. Ademas, la cantidad de colesta-5,7,24-trienol
disminuye con la aparicion del colesta-5,7,22-triencl en la cepa WGIF02 (figuras 7 y
8). La actividad de la enzima se pone de manifiesto por la conversion del colesta-
5,7,24-trienol que representa 30% en la cepa WGIFO1 y solamente 12% en la
WGIF02, encontrindose la diferencia, es decir 18%, Integramente en forma de
colesta-5,7,22-trienol en la cepa WGIF02. Se trata de un resultado inesperado en la
medida en que el producto de conversién del colesta-5,7,24 por la delta24-reductasa
es el colesta-5,7, que no estd presente en la WGIF02 y por tanto se convierte
cuantitativamente en colesta-5,7,22. Esto pone de manifiesto ofro resultado
inesperado, a saber: que el colesta-5,7 es un sustrato de la esterol 22-desaturasa,
mientras que el colesta-5,7,24 es, segln el perfil esterdlico de la cepa WGIF01, un
mal sustrato.

EJEMPLO 13: Construccién de la cepa WGIF03 e identificacién de los esteroles
presentes en esta cepa:

La cepa WGIFO03 se ha obtenido por transformacién de la cepa WGIF01 con
el plasmido pAG1. Este plasmido lanzadera entre |a E. coli y la S. cerevisiae contiene
un casete de expresidn para la A7-reductasa cuyo cDNA comespondiente se
encuentra bajo control del promotor GAL10/CYC1. La cepa WGIF01 ha sido
transformada por la técnica del cloruro de litio y los transformantes s han
seleccionado en un medio que no contenia adenina. La expresién de la Delta7-
reductasa se ha verificado por la aparicion en el perfil esterélico de clones adecuados
del colesta-5,24(25)-dienol. Se ha elegido mas especialmente un cion que responde a
estos criterios y se ha denominade WGIF03.
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La cepa WGIF03 se cultiva en un volumen de 50 mL de medio de Kappeli
(Kappeli et al., 1985) que contiene 2% de D-glucosa para el andlisis cuantitativo y
comparativo de los esteroles.

La densidad dptica del cultivo inicial es de 0,1 a 600 nm. Este cultivo se
incuba durante 72 horas a una temperatura de 30°C con agitacién a 200 revoluciones
por minuto.

Las células se recuperan a continuacién por centrifugacién del medio a 600 g
durante 10 minutos, el residuo celular se analiza por las técnicas presentadas en el
ejemplo 5.

Los diferentes analisis descritos han permitido identificar los esteroles
producidos por esta cepa.

La expresién de la delta7-esterol reductasa en la cepa WGIF01 (para dar la
cepa WGIF03), contrariamente a la expresion de la delta24-esterol reductasa, lleva a
un cambio profundo del perfil esterdlico de la cepa, con ia desaparicion casi total de
los colesta-5,7,22,24-tetraenol, colesta-7,24-dienol y colesta-8,24-dienol.

Esta actividad se sefiala igualmente por la aparicion de un pico mayoritario
identificado como el descrito anteriormente para el colesta-5,24-diencl o desmosterol.
Las cantidades de colesta-8,24-dienol pasan de 12 a 48%. El colesta-5,7,24-frienol
detectado pasa de 30 a 3% y el colesta-5,7,22,24-tetraenol detectado de 23 a 4%,
respectivamente para las cepas WGIFO1 y WGIF03. Estas observaciones indican, de
forma inesperada, que la esterol delta7-reductasa reduce log colesta-5,7-diencles de
forma casi independiente de la naturaleza de las insaturaciones que contiene la
cadena lateral de los esteroles. Este resultado se opone al observado con la esterol
delta24-reductasa. De forma inesperada, la expresién de la esterol delta7-reductasa
lleva iguaimente a la acumulacion (12%) de una molécula co-migrante con el colesta-
5,7-diencl. Sin embargo, parece poco probable, aunque no excluido, que esta
molécula sea colesta-5,7-dienol cuyo nivel tedrico deberia disminuir y no aumentar en
estas condiciones. La aparicién de una pequeiia cantidad de 5,22 24-triencl (8%) es
también interesante. Este dltimo esterol es el producto esperado de ia accidn de la
esterol 22-desaturasa sobre el colesta-5,24-dienc!, esterol mayoritario (60%) en la
cepa WGIF03 (resultante de la reduccién del colesta-5,7,24-trienol por la esterol
delta7-reductasa). La pequefia acumulacién de colesta-5,22,24-trienol indica de forma
inesperada que el colesta-5,24-dienol no es un buen susirato para la esterol 22-
desaturasa. Gracias a los resultados obtenidos en la cepa WGIF02 (cf ejemplo 12), se
puede deducir que la presencia de una insaturacién en 24 (colesta-5,24-dienol o
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colesta-5,7,24-trienol) hace que los esteroles sean dificiilmente metabolizables por la
esterol 22-desaturasa. La accién de la enzima ERG6p transformando los colesta-
insaturados en 24 en ergosta- lleva por lo tanto a transformar los malos sustratos del
gen ERGS (22-desaturasa) en buenos sustratos.

EJEMPLO 14: Construccién de la copa WGIF04 e identificacién de los esteroles
presentes en esta cepa:

La cepa WGIF0O4 se ha obtenido por transformacién de la cepa WGIF02
mediante el plésmido pAG1 por la técnica del cloruro de litio y los transformantes se
han seleccionado en un medio que no contenla ni adenina ni uracilo. Los buenos
transformantes se han confimado entonces en base a |a deteccion de acumulacién de
colesterol. Se ha sel_eccionado més especialmente un clon que responde a estos
criterios y se ha denominado WGIFO4. Una mue.stra _cie la cepa WGIFO4 ha sido
depositada ante la Coleccion Nacional de Cultivos de Microorganismos (CNCM)
Instituto Pasteur, calle Docteur Roux 25, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 22 de abril
de 2.004 con el nimero de registro 1-3203.

También se pueden obtener cepas indistinguibles transformando la cepa
WGIF03 mediante el pYES_Delta24 y aplicando la misma seleccién.

La cepa WGIF04 se cultiva en un volumen de 50 mL de medio de Kappeli que
contiene 2% de D-glucosa para el andlisis cuantitativo y comparativo de los esteroles.

La densidad optica del cultivo inicial es de 0,1 a 600 nm, Este cultivo se
incuba durante 72 horas a una temperatura de 30°C con agitacion a 200 revoluciones
por minuto.

Las células se recuperan a continuacion por centrifugacién del medio a 600 g
durante 10 minutos y el residuo celular se analiza por las técnicas presentadas en el
ejemplo 5.

Los diferentes analisis descritos han permitido identificar loa esteroles
producidos por esta cepa.

El colesterol representa 25% de los esteroles libres de la capa WGIF04 (cf.
figura 9). La formacién de colesterol en esta cepa se demuestra independientemente
por GC y por HPLC por la co-migracion con un patrén auténtico y por confirmacién a
la vez por GC/MS y por HPLC/MS. El colesterol no es detectable (< 0,5% de los
esteroles {otales) en todas las cepas que no expresan simultdneamente la de'ta-7-
reductasa y la delta-24-reductasa.

Las cepas que no han sufrido ruptura por el gen ergf pueden producir
colesterol, sin embargo éste representa menos de 5% de los esteroles libres totales.
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Asi, se ha podido construir ia cepa BMAS4-pYES_Delta24-pAG1 obtenida a partir de
la BMAG64 co-transformada por el pYES_Delta24 y el pAG1. Esta cepa produce
colesterol, representando este Ultimo cierto porcentaje de los esteroles totales.

La cepa CA10 se ha transformado por el pldsmido pYES_Delta24. Esta cepa
produce colesterol, representando este ultimo cierto porcentaje de los esteroles
totales.

Por otro lado, se ha podido demostrar que la formacién del colesterol necesita
de la induccién de los promotores de la delta-7-reductasa y la delta-24-reductasa (cf.
figuras 4 y 5). Las cepas que contienen los genes no producen colesterol en ausencia
de induccion, la figura 5 indica que el nivel maximo de colesterol se alcanza después
de aproximadamente 24 horas de induccion, Paralelamente_ a la formacion del
colestero! (colesta-5-enol) se observa iguaimente ia formacién de colesta-5,22-dienol.
El andlisis de la figura 4 y de la figura 5 indica que la formacién de este Ultimo
compuesto se produce mas rapidamente después de la induccién que la formacién del
colesterol y comienza incluso antes que la induccién {cf. figura 5A. miz = 367). Sin
embargo, este compuesto estd totaimente ausente si la cepa no contiene los dos
plasmidos pAG1 y pYES_Delta24. La formacion del 22-deshidrocolesterol es por Io
tanto un proceso mas rapido que el de la formacion del colesterol, pero este proceso
implica un precursor que desaparece rapidamente después de la induccién, dando
lugar a la formacion del colesterol. El colesterol se puede formar a partir del colesta-
5,24 via la A24-reductasa o a partir del colesta-5,7 via la A7-reductasa. Por tanto, se
ha demostrado que el colesta-57-dienol no se puede acumular debido a su
conversién inmediata en colesta-5,7,22-trienol. La fuente de colesterol es por lo tanto
el colesta-5,24-dienol que estd ausente en el momento de la induccion y se acumula
aproximadamente a las 4 a 8 horas de inducciébn antes de disminuir a
aproximadamente las 24 horas (figura 5). Esto explica la aparicion tardia del
colesterol, ya que es necesaria la sintesis previa del colesta-5,24-dienol. Por el
contrario, los dos precursores posibles del colesta-5,22-dienol son el colesta-5,7,22-
trienol y el colesta-5,22,24-trienol. Este Gitimo estd ausente al comienzo de ia
induccién (figura 4) mientras que el primero estd presente y luego disminuye
rapidamente en paralelo con la estabilizacién de la formacién del colesta-5,22-disnal.
Por lo tanto, se puede concluir que la fuente de colesterol es la reduccitn def 5,24-
dienol por la A24-reductasa, mientras que Ia formacién del colesta-5,22-dienol resulta
de la reduccion del 5,7,22-trienol por la A7-reductasa. La formaci6n del colesta-5,22-
dienol por accion de la A22- desaturasa sobre el colesterol no estd totalmente
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excluida, pero parece un proceso minoritario en base a la acumulacién preferencial del
colesterol en comparacién con el colesta-5,22-dienol para tiempos largos (24 horas)
de Ia cinética (figura 4 y 5).

EJEMPLO 15: Optimizaciéon de la via de biosintesis del colesterol, papel de la
A22-desaturasa:

Para tiempos de induccién de ia cepa WGIF04 del orden de 24 horas, la
acumulacién del colesta-5,22-diencl representa aproximadamente 50% de {a del
colesterol a niveles de los esteroles libres (figura 4). La ruptura del gen de la A22-
desaturasa es una opcidn para optimizar la produccidn de colesterol. Se puedes
considerar perfectamente la construccién de una cepa con ruptura doble a nivel de la
A22-desaturasa (gen erg5) y del gen ergf y que expresa la A7-reductasa y la A24-
reductasa. Se ha realizado una cepa que contiene el subconjunto: ruptura de la A22-
desaturasa, expresion de la A7-reductasa y expresion de la A24-reductasa.

Esta cepa se ha obtenido por transformaciéon de la cepa CA10 mediante el
plasmido pYES_Delta24 por la técnica del cloruro de litio y por seleccién mediante la
prototrofia hacia el uracilo. La cepa obtenida se ha denominado CA10/A24.

La cepa CA10 que expresa la A24-esterol reductasa produce una cantidad
relativamente pequefia de colesterol (cf. figura 8 y 7) y acumula de forma principal el
ergosta-5-enol y de forma intermedia el ergosta-5,7-dienol. La acumulacién del
colesta-5,7-dienol es muy pequefia en tal cepa lo que indica que la ruptura del gen
erg6 es indispensable para la acumulacién importante de derivados de la serie
colesta-. La actividad de la A24-reductasa es por tanto, de forma inesperada, poco
competititva con la del producto del gen erg6. Se puede concluir por lo tanto de estos
resultados que la ruptura simuitdnea de los genes erg5 y erg6 es importante con el fin
de optimizar la produccién de colesterol. .

La ruptura del gen erg5 en la cepa WGIF04 permitiria al experto aumentar de
forma importante la produccién de colesterol. La viabilidad de tal cepa se estableca
por la construccion de las cepas WGIF04 y CA10/A24 y por el hecho de que esta cepa
no es sino una combinacion genética evidente que se puede realizar de las dos cepas
anteriores. Los datos resultantes de la WGIF04 indican la desaparicién del colesta-
5,24 durante la expresion de la A24-reductasa (comparando los resultados obtenidos
con la WGIFO3 y los obtenidos con la WGIF04). Esto permite predecir una sintesis
muy eficaz de colesterol en una cepa con ruptura simultdneamente por los genes erg5

y erg6, y que expresa conjuntamente la A7-reductasa y la A24-reductasa, siendo
entonces el colesterol el Gnico esterol terminal.
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En conclusién, el minimo requerido para la produccion de colesterol con un
umbral superior o igual a 20% de los estercles totales es la ruptura del gen erg6 y la
expresion de la A7-reductasa y de la A24-reductasa. La ruptura complementaria da la
A22-desaturasa permitifla mejorar la productividad en colesterol y seliminar la
formacién parasita del colesta-5,22-dienol como esterol terminal.

EJEMPLO 16: Marcacién isotdpica del colesterol y definicién de las firmas
isotopicas:

El principio de la obtencién de un colesterol marcado se describe en la figura
10. Esta manipulacién consiste en primer lugar en hacer crecer la levadura sobre
glucosa totalmente marcada con **C durante 72 horas de cuitivo a 30°C.

A continuacién las células se recuperan por centrifugacion del medio a 600 g
durante 10 minutos. El residuo de las células se pone en suspensién en 50 mL de
medio de Kappelli reciente que contiene 2% de galactosa no marcado con carbono
1*C. Los cultivos se finalizan 2 horas, 4 horas, 8 horas o 24 horas después dei paso en
galactosa, los esteroles se exiraen y luego se analizan {cf. ejemplo 7). El paso de
glucosa a galactosa provoca ia induccion de los promotores GAL10/CYC1 que
controlan a la vez el gen de la A7-reductasa y el de la A24-reductasa.
Simultineamente hay cambio de marcacién isotdpica de la fuente de carbono. Sigue
la sintesis de novo de interrnedioslmetabdlicos y luego de esterol, incluyendo el
colesterol, y que comprende un cambio progresivo de marcacién. Este cambio de
marcacion puede caracterizarse por el perfil de masas de cada esterol intermedio. En
efecto, la incorporacién de cada dtomo de °C induce un desplazamiento de la masa
en una unidad de masa atdémica (UMA). Asl, por ejemplo, el colesterol aparece con
una masa molar que varia de 386 a 413 dalton segiin el nivel de marcacién. En el
analisis por HPLC-masas, utilizando ionizacién positiva por electropulverizacion, esta
corresponde a m/z (masa/carga) que varia de 369 a 396 (lon M + H* - H,0, es decir M
+ 1-18 = 385 - 17 = 369). Los tiempos de retencién de los esteroles por HPLC no
dependen de la forma detectable del nivel de marcacién, el espectro de masas de un
pico de HPLC comespondiente a un esterol «X» (inico, corresponde a una distribucion
de masas que es, por lo tanto, la superposicién (la suma) de las distribuciones de
masa del esterol «X» sintetizado a diferentes tiempos después de la marcacién. Se
trata por lo tanto de un perfil complejo (figura 11) pero perfectamente determinable
experimentaimente, que representa una fira isotdpica Gnica que depende a la vez:

1) del protocolo de marcacién y en particular de [a duracién y las condiciones

de cultivo en *C-glucosa y en *C-galactosa,

\\
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2) de la estructura genética precisa de la cepa utilizada, y

3) del tiempo preciso de finalizacién de ios cultivos.

Este perfil isotdpico tiene varias propiedades Unicas:

1) se puede modular a voluntad actuando sobre las condicones de cultivo, la
cepa utilizada y el esterol elegido. Se puede producir por lo tanto un registro de
marcadores nico,

2) se puede combinar, a saber, que varias firmas isotpicas comrespondiantes
a varios esteroles Unicos marcados por perfiles isotépicos ellos mismos modulables,
se pueden combinar para formar un <alfabeto moleculars,

3) es reproducible y féacil de determinar experimentalimente (cf. figura 11 y 12)
las trazas dobles y triples que indican la reproducibilidad de los perfiles,

4) corresponde a una mezcla molecular marcadora facil de aislar, estable,
incolora e inodora, no voléti, no tdxica y que se puede incorporar a alimentos,
medicamentos, aditivos o a otros productos asimilables por el hombre,

5) es infalsificable, salvo que se disponga de las cepas recombinantes
especlficas y de condiciones muy precisas de marcacién, de cuitivo y de extraccién.
Ademads el conocimiento de la firma isotdpica no permite rehacer los pardmetros que
han permitido produciria.

En resumen, se ha inventado un «alfabeto isotdpico» infalsificable, de uso
general e incorporable en todo tipo de productos, incluidos los consumibles. Las
spalabras isotopicas» que se pueden constituir a partir de tal alfabeto tienen un
nimero casi ilimitado sacando provecho a la vez los perfiles de marcacién y los
diferentes tipos de esteroles. La incorporacién de tales firmas en el seno de productos
muy variados constituye por lo tanfo un método (inico de marcacion infalsificable,
contrariamente por ejempio a las firmas de ADN que pueden reproducirse una vez que
se conocen. Por otro |ado, [a firma se puede leer de forma no destructiva, por ejemplo
por ionizacién ldser seguida de andlisis por espectrometria de masas (MALDI-TOF o
similar).

EJEMPLO 17: Producclén de colesterol no animal altamente marcado con *C:

La utilizacién de galactosa '’C o de glucosa y de etanol °C en lugar de las
fuentes de carbono no marcado para el cultivo de la cepa WGIF04 en las condiciones
descritas anteriormente para los andlisis de esteroles permite 1a sintesis de esteroles y
en particular del colesterol muy marcado (comprendiendo al menos 95% de carbono
**C). Igualmente es posible mediante la misma estrategia la preparacion de esteroles y
de colesterol radiactivo por **C. El procsdimiento se puede asi incorporar a cepas de

\\&~
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levaduras que producen esteroides y principalmente hidrocortisona (cf. la solicitud de
patente WO 02/061.109) para producir estercides marcados con **C o con *C, por
ejemplo para ensayos RIA.

EJEMPLO 18: Construccion de una cepa que produce mayoritarlamente
colesterol:

La cepa CDRO7 Mata se describe en la solicitud de patente publicada con el
nimero WQ02.081.108 y ha sido registrada en la Coleccion Nacional de Cultivos de
Microorganismos (CNCM), calle Docteur Roux 25, 75.724 Paris Cedex 15, Francia,
segun las disposiciones del Tratado de Budapest, en la CNCM el 24 de enero de
2.001 con el nimero de orden [-2616.

La cepa CDRO7 MATa (marcadores pertinentes: ade2::GAL10!CYC1,,::A7;
erg5::PGK1,:hygro™; ERG6) se ha cruzado con la cepa WGIFO1 descrita en el
ejemplo 1 (marcadores pertinentes: ERGS5; erg6 - TRP1).

Después de la esporulacién de! diploide, se determina la composicion en
esteroles de las esporas para encontrar las esporas que producen desmosterol que es
el precursor del colesterol como sa ha descrito en el ejemplo 6. Se ha identificado asi
una espora que produce desmosterol y que posee un gen TRPT funcional y que
contiene el cDNA de la A7-reductasa de la Araebidopsis thaliana, as! como se ha
indicado para el anélisis por PCR. Ademas, esta cepa denominada YIM59, es sensible
a la higromicina indicando que el gen ERGS es funcional.

Una preparacién esterdlica, preparada como se ha descrito en los ejemplos 6
a 9, ha demostrado que esta cepa YIM59 produce esteroles que tienen el mismo
tiempo de retencién que el cimosterol y el demosterol. La cepa YIM59 ha mostrado
igualmente auxotrofias para la adenina, la leucina, el uracilo y la histidina. La
presencia del desmosterol demuestra que esta cepa expresa la esterol A7-reductasa y
que contiene un alelo no funcional erg6.

Con el fin de mejorar el nivel de expresién de la DHCR24 humana, se ha
modificado la secuencia de nucleétidos del cDNA de la DHCR24; con el fin de mejorar
la traduccién al nivel del ATG iniciador, se ha modificado igualmente el promotor que
controla ia expresién del DHCR24. E! nuevo promotor elegido es el promotor CYC1
del citocromo c¢1 como reemplazo del promotor inducible GALY del pldsmido
PYES_Delta24 (cf. ejemplo 3).

La secuencia que coresponde al NH, terminal de la DHCR24 reductasa en
fusién con el promotor CYC1 se ha medificado como sigue:
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tagcgtggatggccaggceaacittagtgctgacacatacaggcatatatatatgtgtgcgacgacacatgatcatatgge
atgcatgtgctctgtatgtatataaaactcitgititcticiittcictaaatatictttccttatacattaggtecttigtagcataaatt
actatactictatagacacgcaaacacaaaggaattgacaagttigtacaaaaaagcaggctaaaaaATGGAAC
CTGCCGTGTCGCTGGCCGTGTGCG (SEQ ID N° 7).

En minusculas se encuentra la secuencia de nucleétidos parcial del promotor
CYC1 y luego las secuencias de recombinacion AttB1 a continuacién una secuencia
AAAA que precede al ATG iniciador. La secuencia de los dos primeros codones ha
sido igualmente modificada (secuencia GAA-CCT después del codon iniciador ATG).

El plasmido final que contiene el cONA de la DHCR24 bajo control del
promotor CYC1 asl como el origen de replicacién de 2y de la S. cerevisiae y el
marcador de seleccion URA3-d se ha denominado piM331. Su equivalente sin el
¢DNA de la DHCR24 se ha denominado pIM303.

La cepa YIM58 es independientemente transformada por los plasmidos
pIM303 y pIM331 y se han seleccionado mas especiaimente dos transformantes que
contienen el pldsmido pIM303 (cepa YIM59/pIM303) o pIM331 (cepa YIM59/pIM331).

Estas cepas se cultivan en un medio rico reconstituido del tipo Kappelli
durante 72 horas a 28°C para alcanzar una absorbancia de 40 a 600 nm. Se realizan
extractos esterdlicos totales (esteroles esterificados y esteroles libres) de la cepa
YIM58/pIM303 (que no contiene el cDNA de la DHCR24) y de la cepa YIM59/pIM331
(que contiene el cDNA de la DHCR24) en presencia de potasa metantica (cf.
ejemplos 5 y 6). Estas dos cepas han sido ensayadas en cuanto a su capacidad para
producir colesterol. Una parte de los resuitados (GC) se presenta en la figura 13. Los
tiempos de retencidn presentados se dan en minutos en los dos cromatogramas.

Se ha podido demostrar asi que la cepa que no contiene el vector de
expresion de la DHCR24 (cepa YIM55/pIM303) no produce colesterol (parte A) sino
principalmente desmosterol {(parte A). Por el contrario, la cepa que contienen el cDNA
de la DHCR24 (cepa YIM59/pIM331) produce un esterol que tiene el tiempo de
retencién del colesterol (parte B). Se ha podido demostrar por técnicas de
cromatograffa en fase gaseosa acoplada con espectrometria de masas por impacto
electrénico (como se ha descrito en el ejemplo 6) que este esterol es el colesterol.
Utilizando las 4reas de cada uno de ios picos de esterol, se ha podido calcular en 57%
de los esteroles la cantidad producida por la cepa YIM59/pIM331.

)\
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Depdsito de materlal bioldgico
Los organismos siguientes se han depositado el 22 de abril de 2.004 ante la
Coleccion Nacional de Cultivos de Microorganismos (CNCM), calle Docteur Roux 25,
75724 Parls Cedex 15, Francia, segin [as disposiciones del Tratado de Budapest.
- Cepa WGIF04 registrada con nimero de registro 1-3203.
Todas las publicaciones y patentes citadas se incorporan a la presente
solicitud de patente por refarencia.
Bibliografia:
Adams, A. K., y C. Holm. 1.996. Mol Celi Biol. 16: 4.614-20.
Ausubel Fred M., Brent Roger, Kingston Robert E., Moore David D.,
Seidman J. G., Smith John A,, Struhl Kevin (Editores). Current Protocols in Molecular
Biology, publicado por John Wiley & Sons Inc. Current Protocols Customer Service,

805 Third Avenue, 8th Floor New York, NY 10158 USA (edicion revisada en Marzo de
2.002).

Baudin-Baillieu, A., E. Guillemet, C. Cullin, y F. Lacroute. 1.897. Yeast. 13:
353-6.

Bonneaud, N., O. Ozier-Kalogeropoulos, G. Y. Li, M. Labouesse, L.
Minvielle-Sebastia, y F. Lacroute. 1.991. Yeast. 7: 609-15.
Bowman, S. ef al.. 1.997. Nature. 387: 90-3.

Duport, C., B. Schoepp, E. Chatelain, R. Spagnoli, B. Dumas, y D. Pompon.
2.003. Eur J Biochem. 270: 1.502-14.

Gietz, R. D,, R. H. Schiesti, A. R, Willems, y R. A. Woods. 1.995. Ysast. 11:
355-60.

Goffeau, A., ot al.. 1.996. Science. 274: 548.563.-7

Jensen-Pergakes, K. L., M. A. Kennedy, N. D. Lees, R. Barbuch, C. Koegel,
y M. Bard. 1.998. Antimicrob Agents Chemother. 42. 1160-7.

Kaneshiro, E. 8., J. A. Rosenfeld, M. Basselin-Eiweida, J. R. Stringer, S. P.
Keely, A. G. Smulian, y J. L. Giner. 2,002, Mo/ Microbiol. 44; 989-99.

Kappeli, O., M. Arreguin, y M. Rieger. 1.985. J Gen Microbiol. 131: 1411-6.

Kelly, S. L., D. C. Lamb, B. C. Baldwin, A. J. Corran, y D. E. Kelly. 1.897. J
Biol Chem. 272: 9.986-8. '

Lecain, E., X. Chenivesse, R. Spagnoli, y D. Pompon. 1.998. J Biol Chem.
271: 10.8688-73.

McCammon, M. T., M.A. Hartmann, C. D. Bottema, y L. W. Parks. 1884, J
Bacteriol, 157 475-83.
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Moebius, F. F., B. U, Fitzky, J. N. Lee, Y. K. Paik, y H. Glossmann. 1.998.
Proc Nat! Acad Sci U S A. 95: 1899-802.

Noda, H., y Y. Koizumi. 2.003. /nsect Biochem Mol Biol. 33. 649-58.

Ozier-Kalogeropoulos, Q., A. Malpertuy, J. Boyer, F. Tekaia, y B. Dujon.
1.998. Nucleic Acids Res. 28: 5511-24.

Skaggs, B. A., J. F. Alexander, C. A. Pierson, K. S, Schweitzer, K. T. Chun,
C. Koegel, R. Barbuch, y M. Bard. 1.996. Gene. 169; 105-9.

Sturley, S. L. 2.000. Biochim Biophys Acta. 1529: 155-63.

Szczebara, F. M., ot al.. 2.003. Nat Biofechnol. 21: 143-8.

Tait, E., M. C. Simon, S. King, A. J. Brown, N. A. Gaw, y D. J. Shaw. 1.997.
Fungal Genet Biol. 21: 308-14.

Taton, M., y A. Rahier. 1.991. Biochem Biophys Res Commun. 181: 485-73.

Taylor, F. R., yL. W. Parks. 1.978. J Bacteriol. 136: 531-7.

Waterham, H. R., J. Koster, G. J. Romeijn, R. C. Hennekam, P. Vreken, H.
C. Andersson, D. R. FitzPatrick, R. |. Kellsy, y R. J. Wanders. 2.001. Am J Hum
Genet. 69: 685-94.

Wood, V., st al. 2.002. Nature. 415: 871-80,
Tabla 1: Evaluacién de las contribuciones espectrales de las insaturaciones de los

esteroles (coeficientes de extincion mM'cm™)

Insaturaclén Longitud de onda {(nm)
206 235 280
5 39 0,0 0,0
57 4.0 1,7 11.5
5,7,22 48 1,7 11,5
5,22 44 0,0 0,0
5,24 6,9 0.0 0.0
5,22,24 87 27,0 0,0
5,7,24 75 17 115
6,7,22,24 9,2 29.8 11,5
8,24 6.9 0,0 0,0
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REIVINDICACIONES

1. Organismo del reino de los hongos que produca colesterol de forma auténoma.

2. Organismo segun la reivindicacion 1, caracterizado porque esta genéticamente
modificado.

3. Organismo segln la reivindicaciéon 1 6 2, caracterizado porque produce
colesterol a partir de una fuente de carbono sencilla.

4. Organismo segin una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque

expresa las enzimas 7-deshidrocolesterol reductasa y 3B-hidroxiesterol A24-
reductasa.

5. Organismo segin la reivindicacion 4, en el que la enzima esterol 24-C-
metiltiransferasa ha sido desactivada.

6. Organismo segun la reivindicacion 4 6 5, en el que Ié enzima C-22-esterol
desaturasa ha sido desactivada.

7. Organismo segln una de las reivindicaciones 4 a 6, caracterizado porque la
expresion de las enzimas 7-deshidrocolesterol reductasa y 3B-hidroxiesterol A24-
reductasa se obfiene por transformacion del organismo.

8. Organismo segln una de las reivindicaciones 5 a 7, caracterizado porque la

desactivacion de la enzima esterol 24-C-metiltransferasa se realiza por desactivacién
génica.

8. Organismo segln una de las reivindicaciones § a 8, caracterizado porqus la

desactivacion de la enzima C-22-esterol desaturasa se realiza por desactivacion
génica.

10. Organismo segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado
porque se elige entre el género Saccharomyces o Schizosaccharomyces.
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11. Cepa de levadura Saccharomyces cerevisiae caracterizada porque se trata de
la cepa WGIF04 depositada ante la Coleccidén Nacional da Cuitivos de
Microorganismos (CNCM) el 22 de abril de 2.004 con el nimero de registro 1-3203.

12. Procedimiento de produccibn de colesterol de origen no animal que
comprende el cultivo de un crganismo segun una de las reivindicaciones precedentes.

13. Procedimiento segun ia reivindicacién 12, caraclerizado porque la etapa de
cultive del organismo es seguida por una etapa de extraccion del colesterol.

14. Procedimiento segun la reivindicacion 13, caracterizada porque la extraccién
del colestarcl se realiza con un disolvente no miscible con el agua.

15. Procedimiento segin la reivindicacién 13 6 14, caracterizado porque se realiza
una etapa de saponificacién antes de |la extraccion del colesterol.

16. Procedimiento segun la reivindicacién 13, 14 6 15, caracterizado porque se

realiza una etapa de trituracion mecanica de las células antes de ia saponificacién o la
extraccién del colesterol.

17. Utilizacién de un organismo segun una de las reivindicaciones 1 a 11 para la

produccién de colesterol o de uno de sus intermedios metabdlicos o de una mezcla de
esteroles marcada con *C o con 'C.

18. Procedimiento de produccidén de colesterol o de uno de sus intermedios
metabdlicos o de una mezcla de esteroies marcada con **C o con *C que comprende
las etapas siguientes:

- cultivo de un organismo segln una de las reivindicaciones 1 a 11 sobre un

sustrato marcado con *C o con C, y

- extraccion de dicho colesterol, o de uno de sus intermedios metabélicos o de la
mezcla de esteroles.

19. Procedimiento de fabricacién de una mezcla isotépica de colesterol, de
intermedios o de metabolitos de colesterol, marcados en diferentes posiciones
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mediante marcadores isotopicos, que comprende el cultivo de un organismo segun
una de las reivindicaciones 1 a B sobre un sustrato marcado y luego sobre un sustrato
no marcado, eligiéndose la duracion del cultivo sobre cada uno de estos sustratos con
el fin de obtener un perfil isotopico definido.

20. Composicion que contiene, como marcador de trazabilidad, una mezcla
isotdpica de colesterol, de intermedios o de metabolitos del colesterol marcados en

diferentes posiciones mediante marcadores isotdpicos y que presentan un perfil
isotépico definido.

21. Composicién segin la reivindicacion 20, caracterizada porque se destina al
campo de (a alimentacion o de {a terapia humana o animal.

22. Muestra de moléculas de colesterol, de intermedios o de metabolitos del
colesterol marcados en diferentes posiciones mediante marcadores isotépicos que

presentan un perfil isotépico definido y susceptible de obtenerse por el procedimiento
de fabricacién segin la reivindicacién 19.

W9
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<170> PatentIn version 3.1

<210> 1

<211> 63
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<400> 1
cctagcgacg aaaagcatca ttggagtgaa taacttggac ttaccattct tagcattttg
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<212> DNA
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. DIVISION DE NUEVAS CREACIONES '
Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21)N°* de solidud: 06— 12009 (51) Int C: C12N 118
22) Fechade solicitid:  ©2,/\1 /2006 (71)Soiicitante(s)  AVENTIS PHARMA SA.
(30) Prioidad  (31) 0404880  (32) 080504 (33) FR
(72) Inventor{es)  DENIS POMPON
Y OTROS
(74) Apoderado:  EMILIO FERRERO
(85)  Fechalimite inicio fase nacional: 06/12/2006 (87) Publicacién intemacional
(B8) Datos relativos a la presentacién de la solicitud PCT Fecha: 2211212005
Fecha de presentacion de la solicitud: 020572005 N° publicackin: WO 2005/121315 A1
No. de solicitud PCT/FR2005/001090

(54) Titulo:

CEPAS DE LEVADURA QUE PRODUCEN COLESTEROL Y SUS APLICACIONES

Raivindicacin(es):

1. Organismo del reino de los hongos que produce
colesterol de forma auténoma.

2. Organismo seg(n la reivindicacion 1, caracterizado
porque st genéticamente modificado.

3. Ormganismo segin la reivindicacion 1 6 2
caracterizado porque produce colesterol a partir de una
fuente de carbono sencilla.

4, Organismo segtn una de las reivindicaciones 1 a 3,
caraclerizado porque expresa las enzimas 7-
deshidrocolesterol reductasa y 3p-hidraxiesterol A24-
reductasa,

5. Organismo segln la meivindicacion 4, en el que la
enzima esterol 24-C-metitransferasa ha  sido
desactivada.

6. Organismo seg(n la reivindicacién 4 6 5, en el que la
enzima C-22-asterol desaturasa ha sido desactivada.

7. Organismo segdn una de las reivindicaciones 4 a 6,
caracterizado porque la expresidn de las enzimas 7-

deshidrocolesterol reductasa y 3p-hidroxiestarol A24-
reductasa se obtiena por transformacién del organismo.

8. Organismo seg(n una de [as reivindicaciones 5 a 7,
camacterizado porque la desactivacibn de la enzima
esterol  24-C-mefilransferasa s maliza por
desactivacion géntca.
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REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE
: PCT
PATENTE DE INVENCION M/ MODELO DE UTILIDAD [ ]
4 Indicacién de que se solicita la concesion de una patente [/]/
€ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta |a solicitud [4’
€ Descripcion de la Invencién ’d
¢ Dibujos de ser estos pertinentes []
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas ' [’]/
COMPLETA [ ] ' INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL' [ 1}

¢ Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial []

€ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]

¢ Representacion gréafica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del '[ 1
material que incorpora el disefio

¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

€ Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado
4 Datos ds identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
4 Representacién grafica del esquema trazado

[
[
(
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [

Bl Bl Bt el

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

BogotA4,
2020

Doctor{a)

FERRERO EMILIO

Apoderado(a) y/o Representante de
AVENTIS PHARMA B8.A.

REFERENCIA Radicacién No. 6 112008
Solicitud internacional PCT/FR2005/001090
Fecha inicio fase nacional 06/12/2006

Trémite 11
Evento a7e
Actuacifn 430

oficio No. vs.14692

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decislén 486 de la Comisifn de la Commidad Andina, articulo 27 dal Tratado de
Cooperacifém en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene 1la copia del documento ean que consta la cesiémn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Deacinifn 486.

En cunplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisiém 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses sigulientes a la fecha de
notificaciém del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la golicitud se
considerari abandonada y perderi su prelacién.

Notifiquese el presente gficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto_del Jtitulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMENZA CRSPEDES DE VERGEL
Jefe de la gdivisisn de Nuevas Creaciones

lor requerimiento fue notificado por fijaciéim en 1lista de

aalvar 2 n'c' m



