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METODO PARA PRODUCIR LIPASA, CELULA DE YARROWIA LIPOLYTICA

TRANSFORMADA CAPAZ DE PRODUCIR LA LIPASA Y SUS USQS

Descripcidén de la Invencidn

La presente invencion $e relaciona con un meétodo para producir lipasa

utilizando células de levadura Yamowia lipofvtica, productora de una lipasa-

i

rea:,orhbinante acido-resistente, cuyo método permite la obtehcion de una lipasa
capaz de utilizarse como medicamanto, Ié presenta invencion es igualmente
relacicnada ¢on una cepa de Yarrowia linofyfica productora en excesg de lipasa
recombinante acidoresistente y sus aplicaciones.

| Lvos alimentas ingeridos cotidianamante por el hombre se ¢onstituyen
gsanciaimente de lipidos, de proleinas y de azlcares. Todos les cc:-nstituyehies
pasan, después de su absorcién, una hidrdlisis catalizada por las enzimas del
tracto digestive. Un déficit de una u otra de estas enzimas pueden encontrar
problemas digestivas, y condusit a una malnuiricion importante. Esto, por
ejemplo &5 elr caso, en algunas condiciones patoldgicas, como la
mucoviscosidad o 1a insuficiencia pancreatica exocring, [as cuales se relacionan
con un deficit de lpasa pancreatica. Es clasicamente propuesto corregir este
deficit, administrar por via oral extractos pancreaticos. -Sin- embargo, la eficacia
de esta terapia es limitada por el hecho de gue las enzimas contenidas en los
extractos (lipasas, amilasas y praieasas] 50N répi'damente inactivadas por la
acidez del ;'nedic- gastrico.

Se ha propuesta utilizar preparacicnes de lipasas que resistan a las
condiciones gastricas, tales c¢omo, por ejemplo, preparaciones de lipasa
gastrica de mamiferos producidaﬁ por ingenieria gengtica, como 1a descrita en
la Solicitud de Patente Francesa publicada bajo e ndmero 2 €98 179, en
nombre de L'INSTITUT CE RECHERCHE JCUVENIAL SA o de preparaciones
de lipasas ds microorganismos ¢ue poseen una actividad mr%cta en el medio

éﬁdn [ZENTLER-MONRGC y col,, Pancreas, 7, 311-318 {1992)].

Entre las lipasas de microorganismos actives en 'medio acide, se pueds
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citar las lipasas fangicas, tales -como Candida ernobii, [YOSHIDA y col,

Biochim. Biophys. Acta.. 154, 586-588, (1988)], Trcosphoron asteroide

[DHARMSTHITI vy col, Biotechrol. Appl. Biochem, 26 111-116 (1887}],
Rhizopus javanicus [[UYTTENBROECK v col., Bicl. Chem, Hoppe Seyler, 374,
245-2584, (1983)], ¢ Yarnowia .';'pq!yﬁr;"a [HADEBALL, Acla Biotechnol., 2, 158-
167 (1881); NOVOTNY v cel., J. Basic Microbiol., 28, 221-227 (1988)]. Ademias
de su actividad en pH acido, estas lipasas presentan caracteristicas comunes
de ser resistentes en presencia de su sustrato, de la digestion par las proteasas
{tripsina, quimiotripsina y pepsina), y de ser resistentes a la accion de sales
biliares {su actividad es conservada en presencia de 10 mM de taurccolate de
sodio). |

Ei uso de Yarrowra lipofylica para la produccitn -dﬁ un gen de interés ha
sida descrito anteriomnente. Asimismo, la solicitud europea .1 108 043, en

nombre de INRA y CNRS, describe el uso de un vector integrade, que

comprende un casete de expiesion de un gen de interés y de secuencia zeta,

que corresponden a las secuencias LTR del retrotransposon YIt de Yamowia -

lipolytica. Un tal vector de expresion permite la integracion no homéloga y
dispersada de varias copias del injerto de interés en el ADN gendmico de una
cepa de Yarrowia lipolytica extraida de secuencias zeta, Este sistema ha sido
notablemente .utilizade para la integracion del gen I_!P-E, que 25 codificada por
urna lipasa, en &l ADN de ?a#owfa fipolyvtica y permité, en condiciones de.
cultive que no son détalladas, una secrecién de lipasa 10 a 15 veces superior a
las cepas no transformadas.

Ofros estudics describen el use del mismo vecter de expresion que el

descrito en |a Solicitud de Patente europea 1 108 043, para la produccion de

una lipasa recombinante de Yarrowia fipolvtica (Solicitud Internacional WO
01/83773; PIGNEDE y col,, Journal of Bacteriology, Vol 182, No. 10, p. 2802-
2810 {2000) y PIGNEDE y col., Applied and Environmental Micrebiclogy, Vol,
66; No. 8, p 3283-3289 {2000}, Asimismo:

- la solicitud Internacional WO 01/83773. a nombre de
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LABORATOIRES MAYOLY SPINDLER, describe la obtencién del clon de

Yarrowia lipolvtica M54 {CNCM 1-2294), que comprende 10 copias del casete

de expresion del gen LIFPZ integradas en su ADN, asi como su uso por la
produceion de lipasa con un rendimiente de D_5_ g de lipasa por litro de
schrenadantes de cultivo, y una actividad catalitica de 12 000 Wiml, medida
usando écéite de alivn'como sustrato, una Unidad thE comesponde a la
cantidad de enzima capaz de catalizar la liberacidn de 1 pmol de 4cido grase
por iminuto, es decir 200 veces mas que la cepa inicial. Mientras tanto, el
método de produccion de lipasa descrito en la Solicitud presenta un

inconveniente mayor, puestd gue se utilizan medios de cultivo que contiene

bactopeptona o bactotriptona. Estos productos, que no son caracterizados y -

que contienen varios hidrolisatos proteicos, son clasicamente utilizados como
fuente de azoto y de carbono. Por lo consiguiente, el método descrito en la
Solicitud no permite obtener una lipasa directamente utilizable como
medicameanto. |
- PIGNEDE y col_ (Journal of Bacteriology, 2000) han caracterizada mas
particularmente la lipasa extracelular codificada par el lgen LIPZ de Yarrowia
lipolytica (cepa PO1d). En este articulo también se estudian:
= |a secrecion de lipasa a partir de diferentes cepas salvajes (PO1d
“en la cual YIt1 es ausente y E150, en la cual YIt1 es presente) y
de diferentes ceﬁas'recumbinantesl de JMY184 (PC1d-6-15) y
JMY279 (PO1d-6-17) asl como

» la produccidén en exceso de lipasa notablemente por el

- transformador JMY184.

Este articulo de PIGNEDE y col. cdmpara la préducci-:_’:-n de lipasa de .

cepas salvajes, cepas mutantes y cepas recc:mhinAantes cbtenidas de acuerdo
con el método descrite anteriormente (Solicitud Internacional WO 01/83773).
Las cepas salvajes segregan entre 30 y 50 U de lipasa/ml mas que las cepas
mtjltantes. obtenidas por la accion de N-matil-N'nitro-N-nirosoguarniding

(NNNG}, que producen 25 veces mas de lipasa, es decir 1 200 U/ml en las
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condiciones de cuitivo optimiiadas haciendo intemeni} un medio que contiens
peptona (medio de precultive) y un medio gue contiene lactosuero (medio de
fermentacién} (ver igualmente DESTAIN y col. 1987). Las cepas recombinantes
se obtienen con fa ayuda ds la cnnstfucci:ﬁn que comprende el gen LIF2
,reguladupﬂr el promgtor POX2 y por |a integracidn no homologa, en multiples
copias y de manera dispersada, Hel casete de exp'resiri}n: PIGNEDCE y col. han
obtenide trénsfc-rmadares establés (por ejemplo la cepa JMY184}) que produce
2 000 Uiml en condiciones no optimizadas, es decir un medio YPDH (que

comprende 10 g/l de levadura, 10 g/l de bactopeptona, 10 gfl de glucosa y 10

g/l de aceite de olivo) que corresponde a aproximadamente 0.5 g de lipasa/l de

sobrenadante. De fa misma manera que anteriormente, las preparaciones ds
lipasa descritas por PIGNEDE vy cal, y por DESTAIN y col., son impropias, de

manera que, con un uso medico ¥y mas particularmente en la constitucién de

lotes clinicos, puesto que su produccion necesita el Uso de medios de cultivo -

que contengan pepfonas o lactosuero.

l—Siguiendo estos trahajr.:;s, el equipo . PIGNEDE (Applied and
Envirenmental Micmbic:lc-gy,. 2000} ha estudiade las cepas de Yarrowia
fipolvlica transformadas por un vector que comprende un casete de expresion
del gen L/P2. Los autores han determinado que por 8 de sus transformadores,
el namero de copias del casete de expresion del gen LIP2 es comprendide
éntre 6 v 16 {10 copias en promedig), lc; gue se fraduce de 2 2 15 acciones del
casete de loci diferentes. La cepa JMY184 comprende también 12 copias del
casete de expresion del gen L/P2, integrada a 4 loci diferentes. Los autores,

por otra parte, han estudiade mas precisamente el transformador JMY184. Se

confirma 'que la cepa JMY184 produce 0.5 g de lipasa/l de sobrenadante con :

una actividad de 1 500 U/ml en medio rico YPDH (que contiene bactopeptona)
(en comparacion con 50 U/ml por una ¢epa salvaje PO1d}, medida utilizando ef
aceite de olivo como sustrato. Estos valores permiten deducir una actividad

especifica ds aproximadamente 3 000 U/mg de lipasa. Los autores anunciaron,

entre ofras, que la produccion cplimizada de lipasa en fermentador por la cepa
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JMY 184 permite obtener las preparaciones gue tienen una actividad hasta 10

000 UWml. Estas condiciones d'er cultive que han permitido este resultado no san
divulgadas. En este arliculo, los autores han estudifado Ia estabilidad en cultivo
de los transformadares, ¥ notablemente del clon JMY 184 y han mostrado su
estabilidad durante 120 generaciones. PIGNEDE y col. han considerado que
para optimizar la produccidh de livasa, los factores a tomarse en cuenta son la
estabilidad de transformadores v las condiciones de cultivo,

Por otro lado, elles han demostrado que existe una fuerte correlacion
entre el nimero de copias de gen LIF2 integradas y la sobreproduccion de

lipasa.

Mientras tantg, parala prnduccic‘:n de lipasa, los (nicos mMedios de cultive

fue cortienen este articulo son medios que contienen peptonas, tales como
medio rico en YPDH.

Los métodos de preduccidn de lipasa de la técnica anterior, los mismos

gque permiten obtener rendimientos mejorados en lipasa, no son adaptados & la,

produccién de una lipasa capaz de ser utilizada con fines medicinales.

En efecto, los medios de cultivo habitualmente puestos en obra
centienen todas las mezelas no caracterizadas y/o productos de origen animal,
tales como peptona, triptonas y lactosuero. Existe una necesidad de desarrollar
un sis_tema que permita la produccion de preparacignes de lipasa recombinante
adaptada é ﬁn uso medico.

Para resolver este problema, los inventaores han establecide un métado
de produccion de lipasa que responde mejor a las necesidades que {os
métodos de produccidn de la técnica anterior. Mas precisamente, los inventares
han esi_ab!eé:ii:la un meétodo de. produccion de lipasa en el cual el medio de
cultivo utiljiédu es extraido de productcs antes citados, es decir que no
contienen -ningun producto de origen animal ni cualguier mezcla no
caracterizada, tal como la peptona, triptona ¢ lactosuero. Los inventores
SEljel::l::EUﬂaron una nueva cepa de Yarowiz lipofytica recomkinante que produce

lipasa Lip2, la cual, relacionada. con Io anterior, permite aumentar de manera
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significativa, el rendimiento de lipasa producida.

La presente invencién tiene como objelive un métado de produccion de
lipasa, que utiliza 'una cepa Yarrowia lipolviicae transformada por un vector gue
comprende un casete de expresidn de una lipasa acideo-resistente de levadura,
caracterizada porque el medio de cultive uftiizado no contiene productos de_
arigen'animal ni mezclas no caracterizadas, tales como peptona, triptona ©
lactasuero.

Mas precisaments, la presente invencidn tiene como objetive un método
de praduccion de lipasa, que comprende:

a) una etapa para utilizar en cultivo de células de Yarrowia lipclvifca
trapsformada por un vector de- exprésion que comprende un casete dé
expresion de una lipasa acido-resistente de levadura, en las condiciones que
permiten la produccién de lipass;

b} una etapa de re::;ubperac:iﬁn. en el sobrenadante del cultivo, de ta
lipasa también producida;

=] el método es caracterizade porque la etapa a) de colocar en
cultivo es ulilizada en un medio de cultive extraide de productos de crigen
animal o de mezglas no caracterizadas constituidas de materias proteicas de
origen animal (lactosuero por gjemplo) o de sus productos de digestion
enzimétic:;‘: (triptona, o peptona por ‘ejemplo).

De acuerde con una modalidad ventzjosa del métode, el medio de
cultive de acuerdo con la etapa a) comprende:

- como fuente de azoto, azoto mineral, y de preferencia de sulfato
de amonio;

- una fuente de carbono seleccionada entre |as fuentss de carbono

de origen glucidico, los polialcoholes tales coma gliceral, y las fuentes de

carbono de origen lipidico tales como 4cidos grasos y acilgliceroles; y
- sales minerales, oligoelementos y vitaminas;
De acuerdo con una modalidad ventajosa del metodo, 1a etapa a)

somprends:
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al) una elapa de pre-cultive de células transformadas de Yarrowia
lipoivtica tales gque las definidas ‘en el medio que caontiena una fuente de
carbono de origen glucidico; y

aZ) una etapa de fermentacion de las ceélulas que comprenden una
fase de crecimiente celular en el medio que contieng una fuente de carbono de
origen glucidico y una fase de sintesis de lipasa en un medio que contiene
como Gnica fuente de carbono un acide graso elegido entre los triglicéridos de
cadena corta, media ¢ larga. Asimismo, la fermentacion es utilizada en un

primer tiempo de manera que permite el crecimiente celular, per ejemplo, en

presencia de una fuente de carbono de origen glucidico, y en el segundo

tiempo en condiciones que permiteri la biosintesis de lipasa, per ejemplo, en
presencia,.como unica fuente de carbone, de un inductor quimico de tipo dcido
graso, tal como un triglicéride de cadena corta (tal como la tributiring)l, media
(tal como la tricctangina o tria-::tanuilglic:emlj o larga {tal come aceite de olivo o
trivleina).

La fermentacion es ventéjasamente utilizada - con ﬁn pO2 constante
comprendido entre 15% y 25% y un pH de preferencia inferior a 6.5, La
fermentacion puede, por gemplo, utilizarse con una salda de aire de

aproximadamente 1 wwm, una unidad vvm teniende 1 volumen de aire por

- volumen de tiquido por minuto (per sjempio, por un farmentador de 30 litros, 1

wvwm es igual a 30 IYmin o para un fermentados de 5 t.s'tm‘s', Tvwmes iguala 5
I/min).

Ce acuerdo con una dispesicién ventajosa del medo de usﬁ, fa etapa a1)
de pre-cultivo es realizada hasta que se alcanza un valor de DOsonnm
comprendido entre 3 2.10 por 1 ml, y la etapa a2) de ferr‘héntacic’:-n, la fase de
sint‘esis de lipasa es iniclada cuando DOgprm del cultivo alcanza un valor
comprendide entre 60 ¥y 70 ml por hora.

De acuerda con otra disposicion ventajosa de uso, la etapa b} es iniciada
cuande DOgognm alcanza un valor comprendido entre 300 y 350 por ml. La etapa

b) puede también comprender:

44



It

15

20

25

30

'b1} 1a separacién de Iipasa del scbrenadante de cultivo;

h2} la purificacion de lipasa obtenida en 51}

Estas dos etapas se realizan con tégnicas cldsicas conocidas:
separacion fisica (filtracion, cromatografia, centrifugacién) ¢ fisico-guimica

{precipitacién_}.‘

La separacion de= la lipasa dal sobrenadante puede utilizarse por &l -

experto en la técnica, por ejemplo, por una técnica elegida entre la filtracidn
tangencial de fibra honda, la filiracion frontal y la centrifugacién continua o
discontinua,

La purificacion de lipasa consiste contablemente en reducir 1a biocarga,
es.“ degir fa presencia de mic’mtarganismos, y puede ulilizarse por todas las
tecnicas de purificacion adecuada conocidas por el experto en la técnica, tal
como técnica elegida entre la filtracion, |a precipitacisn fraccionada, la
cromatografia de cambio de iones, la cromatografia de interacciones hidrofobas
T E cromatografia por gel-filtracion.

Opcionalmente, el método de prﬁduccién de Iipalsa‘de acuerdo con la
invencion puede iguaimente comprender una etapa de concentracion, o

ennquecimiente que consiste en el aumento de la concentracién de lipasa en la

preparacion. Una etapa similar puede ufilizarse, por ejeamplo, después de la

etapa de purificacion. Ella puede igualmente tener lugar simultaneamente en Ia
etapa de purificacion. '

El métode de produccién. de acuerdo con la invencién permite
notablemente preducit la iipasa recombinante en cantidades situadas entre

alrededor de 1 a 3 g de lipasa purificada por litro de sobrenadante de cultivo.

De manera particular ventgjosa, el método de acuerdo con la invencion permite

I obtenciﬁn de una preparacidn de lipasa recombinante con una actividad
catalitica superior a 15000 U por ml de schrenadante de cultive. De manera
preferida, la preparacidén posee una actividad superior a 20000 UMl de
sc:brenadante_ de cultivo, Estos valores se determinan con el pH &, utilizando la

trioctancina como sustrato. Este valor de actividad de [a preparacién de lipasa
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tiene un interés muy particular en el cuadro de desamollo de productos

farmacéuticos. Ahora es posible administrar estas dosis reducidas de lipasa

producida por el método de acuerde con la invencion, guardando una eficacia
suficiente para obtener el efecto terapéutico deseado, gque puede ser, por

gjemplo, la correccidon de una mala absorcién de grasa unida con una

insuficiencia pancreatica relacionada con el déficit de lipasa,

El heth:_) de poder prcdi_icir, desde ahora en adelante, la lipasa Lip2

utilizando cepas de Yarrowfa fipolvlica recombinantes utilizadas en el proceso
de la presenta invengion es un vector integrativo que posee al menos una copia
del gen LIPZ vy los elementos de regulacidn de la expresién. Este vector puede
integrarse sea eﬁ el ADN plasr.n'idlicu o sea en el AD'N gendmico de levadira.
Un gjemplo ‘da vector integrativo particularmente preferido es el vector JMPG o
el vecter JMP1Q tales como los descritos en la S::rlic-itud Internacional
WOO1/83773. El vector JMPS comprende un casete de expresidn del gen LIF2,
que es codificado por su precursor Lip2p de la lipasa Lip2 de Yamowsa
fipoivtica, érrib:‘a del cual es colocado el promotor de acilo CoA oxidasa ACO2
de Yarowia fpofylica, denominadc POX2. E! vector JMP10 comprende
igualmente el gen LIF2, arriba del cual se encuentra el promotor de Iz lipasa
Lip2 de Yarrowiz l/ipofytica. Estos dos promotores son inducibles por los
triglin:::t’arEt:i-:néz‘‘yr los acidos grasos.' En cualquiera de los vectores, el casete de
expresion y el promotar son colocados entre las secué‘ncias zeta come se ha
descrito anteriormente. La integracién puede ser determinada, es decir dirigida

en los lugares, o bien aleatorio. Asimismo, puesto que la cepa de Yarrowia

lipolytica transformada es extraida de secuencia zeta (es por sjamplo el caso -

de la cepa PO1d), la integracion del casete de expresién es dispersada en al-

ADN genémic:f:- de la cepa. Al contrario, puesto que la cepa de Yarowia
fipolytica contiene secuencia zeta (es por ejemplo el caso de la cepa E150), Ia
integracion es principaimente determinada al nivel de las secuencias.

‘Do ‘acuerdo con otfra modalidad ventajosa del métado, la cepa

transformada de Yarrowfa nprjfyﬁcaes de preferencia la cepa dénominada YL-
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LIP2-6C, registrada ante la Coleccidn Nacional de Cultivos de Microorganismos

(C.N.C.M.3, '287rue du Dacteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, el 15 de Diciembre
de 2005, bajo el ndmero 1-3542. Esta cepa YL-LIP2-6C es genéticamente
estable. |

En e| sentido de la invencion, las expresiaﬁes "és,table“. “genéticameante
astable”, “astahilidad genética” asi como sus varianies, son ulihzadas en
referencia a la conservacisn de un misme nimero de loci de integracién de un
dcido nucleico de interés en el ADN del cion considerado, durante al menas 30
generaciones, Este nimero de 30 generaciones ha sido elegido somo hase de
cdloule de la estabilidad genética pueste que los in.ventores_han canstatado gue
corresponde al namerc de duplicacién de la poblacidén celular suficiente para
permitir la produccién de lipasa utilizando un método que comprende al mencs
una etapa de pre-cultive de células Yarmowra lpofyfics recombinantss ¥ una
elapa de produccidén de lipasa, propiamente diche, en condicidon de
fermentacidon. En el sentido de la presente invencion, | una generacién es
definida puf la duplicacion ée la poblacion celular y puede calcularse de
acuerdo con la formula Y=X*29 en donde Y es ia poblacién celular en el tiempo
t {por ejemplo expresc en densidad celular), X es la poblacidn celular inicial en
tes tiempos t0 v g que reprEEfanta el numero de generaciones necesarias para
qué la poblacién celular pase del valor X al valor. Y, De.manera preferida, el
clon es geﬁeralmente estable puesto que al menos 90% de las colonias
analizadas, después de al menos 30 generacicnes, ccnt‘iénen el mismo numero
de loci del gen de interés que 2| clon de partida. Asimismeo, como resaltan Ius‘

ejemplos, el clon YL-LIP2-6C es estable puestc que cerca de 100% de las

colonias analizadas después de 100 generaciones contienen & loci del gen

LIPZ (un rngar correspondiente al gan LIP2 endégeno + 5 Iﬁci de integracién del
casete de expresidn del gen LIP2),

De manera scrprendente, puesto que el método de acuerde con la
inv;encic':n utiliza esta cepa en particulas, los inventores han podido producir la

lipasa recombinante en gran cantidad y tener un mejor contrel en la produccién.

4%
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Los 'inventurfes han podide mejorar et rendimiento de produccidn de lipasa y
han podido obtener notablemente una pmducciéﬁ del orden de 1 a 3 g de
lipasa pura por litro de sobrenadante de cultive. Igualmente se ha podido
obtener preparaciones de lipasa que presentan una actividad cercana a 20 000
Uimil.

En el sentide de la presente invencion, ia,' actividad de lipasa
corresponde con su actividad enzimmatica. La actividad catalitica de una solucion
de lipasa es expresa en unidad 8UJ) por ml de selucion analizada. La actividad
especifica es expresa en unidad (U) por ml de proteina {[ipasa) purificada. Una
unidad curréspundé a la cantidad de enzima capaz de catalizar la liberacion de
1 gmol de acido grasc por ﬁ*linutn. La actividad egpeciﬁca de una lipasa varia
en funcion de 1a naturaleza del triglicérido utilizade como sustrato.

Ademas de la mejora en el rendimiento de prcducciif.-n de lipasa, los

inventores igualmente han podido asegurar una mejor reproducibilidad del

meétado de produccion, mejorar fa homogeneidad del products final y mejorar

las condicionas de purificacidn de lipasa.
Las diferentes modificaciones permiten obtener una lipasa que responde
a las condiciones requeridas por un uso médico, En efécto, en el cuadro de su

busqueda, los inventores han mantenide abservado que la lipasa Lip2 es activa

en los valorés de pH superiores a 3 y hasta un valor de pH cercano a 8, con

una actividad dptima por un pH comprendido entre 5 y 6. Al contrario, ella es

inactiva de manera irreversible despugs de una incubacion de 2 horas con pH3
o pH 8.5. La actividad especifica de lipasa Lip2 ha sido iguaimente analizada
en funcién de diferentes sustratos y los inventores han determinada con pH los
valaré‘s de aproximadaments 10 760 Ufmg, alrededér de 16 820 Wmg ¥y
alrededor 12 260 Ufmg de lipasa purificada, respectivamente con triglicéridos
de cadena conta (tributirina), media (trioctanoina) y larga (aceite de olivo). En
fin, los inventores han constatado de manera sorprendente que |2 fipasa Lip2

es activa en presencia de sales biliares v que esta actividad aumenta con la

concentracion de sales biliares. Esta actividad en presencia de sales biliares ha

4%
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gido solamente observada con la lipasa gastrica y la lipasa pancredtica
relacionada con la co-lipasa. Asimismo el Lso de la ‘[ipasa Lip2 con una
importante actividad especifica no necesita la presencia de co-lipasa.

El clon YL-LIP2-6C gque cantiene varias copias del casete de expresion

de la lipasa Lip2 se fransmite por 5 eventos de integracion del gen LIP2 con loci

diferentes. Después de que se coloca en ¢ondiciones adaptadas a la

praduccion de lipasa, el clon YL-LIP2-6C produce previamente lipasa de las
cepas transformadas de Yarrowia lipalytica de fa técnica previa. La lipasa es
producida de acuerdg con un rendimiento superior de 1 g/l de sobrenadantie de
cultive, es decir superior al rendimiento observado con los clonas de la técnica
previa, descritos anteriormente.

La presente invencién tiene igualmente como objetivo una preparacion
de lipasa susceptible de obtenerse por &l método de acuerdo con la invencion.

De acuerdo con una modalidad ventajosa de la preparacién de lipasa,
ella presenta una actividad al menos igual a 15000 Wml, de preferencia
suherior' a 20000 Uil puesto | Gue es determiﬁada camo  se indi‘ca
antenormente, |

La invencién tiene también como objetivo el uso de la preparacion de
lipasa de acuerda con la preparacion de un medicamento destinado al
fratamiento de una patologia relacionada con un desarreglb' de absorcién de
grasas {pcf gjemplo  acidos Qrasns_ de cadena corta, media o larga),
notablemente unidos a una insuficiencia pancreética, nutalblemente exu;:rina_

La invencidn tiene iguaimente ¢omc cbjetive un medicamento,
caracterizado porgue comprende una preparacion de lipasa tal como la definida
anleriurmen{é. |

La presente invencion ha tenido igualmente como objeﬁvo una célula de
Yarrowia lipofytica transformada por un vector de expresion de una lipasa
acido-resistente de levadura, caraclerizada porgue se trata de un clon
denominado YL-LIP2-8C, registrada ante la Goleccion Nacional De Cultivos de

MI'G:m'Grganismus {C.N.C.M)); 28 rue du Dosteur Roux, 75724 Paris Cedex 15,

41
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el 15 de Disiembre de 2005 bajo el ndmero [-3542.

La pr;esente invencion tiene, entre otras, como objetive, el uso de una
célula tal y como se define anteriormente para la produccién de lipasa Acido-
resistente de levadura.

Adeﬁés de las disposiciones gue preceden, la invencion tambign
comprende r:rt;as dispusicioﬁes, que scbresalen de la desecripcion que seguira,
gue s refieren a ejemplos de uso del método objetive de |1a presente invencién
asi como figuras anexas, en os cuales:

- La Figura 1 representa el enfoque global del control de la
estabilidad genética del clon YL-LIP2-6C durante el métgdu de preduccion de
lipasa.

- - La Figura 2 repraesenta la variacion de la densidad dptica de 600
nm {DQs0, eje de ordenadas izquierdas)(-+-) y la variacidn de niveles de
crecimiento (h-1, eje de ordenadas derschas)(-m-) en funcion de tiempos
(horas, eje de abscigas) durante &l métode de fermentacion. La flecha indica la
iﬁduccic’m dve Ia‘.prcducciﬁn de Iipasa.'

- La Figura 3 représenta el analisis por mancha tipo Southemn del
nuamero de eventos de integracidn del gen LiIP2 con loci diferentes en el
genoma de 23 colonias {pistas 24 a 43) retenidas en los tiempos T33, que
corresponden al fin de la fermentacion, alrededor de 100 horas después del
principio de la fermentacion. Las ﬁapias 1 a6, 6 loci del gen LIP2 (5 loci para la
integracion del casete de exprési:{:-n del gen LIP2+un lugar para el gen LIP2
endageno). M: marcador de medida.

- La figura 4 representa ef seguimjentq, por SDS-PAGE, de la
prcducciéﬁ d¢ lipasa recombinante por el clon YL-LIP2-8C durante ei método
de produccidn, de T16 & T33. La flacha indica la induccién de fa praduccian dé
lipasa (T17, 48 horas de fermentacidn), M: escala de peso molecular; las cingo
pistas de la parte derecha de gel correspondientas a las cantidades congcidas
(2.5 g ra 20'ug) de la lipasa LipZ purificada.

- La Figura 5 representa el andlisis, por SDS-PAGE, de B pureza
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de lipasa en el sobrepadante en &l tiempo T332 (fin de procedimiento de
fermentacidn). MYV: escala de peso molecular, Ref. Lip2 F5: gama de lipasa
LipZ2 de 1 a 10 pg; YLLIP2-8C sobrenadante; volimenes, en pl, de
schrenadante analizado.

- La Figura B represaﬁta el espectio de masa, determinadc por
espectrometria de masa de tipo MALDI-TOF, de lipasa recombinante producida

par el clon YL-LIPZ2-6C.

EJEMPLO 1-MATERIALES ¥ METODOS

1) Medios utilizados

Las cﬁncentraﬁiones ﬁnaleis indicadas son las Cr;ncentracinnes en las
sn‘l'ucicnes—madres.

Medio de base 021305 no enriqueagids

[[ingredientes. T concentracion- it
I KH,PO, T I3 g/l
INgHPO, |3
[BBOs 034gh
NiLRSO [Far
CsHsO3NNa (Glitamato) ! 1 g,"]

MgSO, 05 g

CaCly T o0l
Moo, |o03:gl

[ 2056, | Toodgn

El medio 021305 enriquecida comprende, entre otras, los siguientes

aditivos:
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Aditivos Concentracion final
Solucion de oligeelementos 1 mi/)
1 mifl

Solucion de vitaminas

Composicion de la solucién de oligeelementos

Ingredientes Concentraciﬂn final
CoClL, 0.5 gfl

NaMoQ, 0.08 g/l

CuSO, 0.9 g/l

Compaosicién de la solucian de vilaminas

Ingredientes

Concentracion final

D-biotina 0.05 g/l
Pantoteonato d calcio 1 g/l

Acido nicotinica 1 g/l

Micinositol 25 g/l

Tiamina HCI 0.25 g/l

Piridoxol HGI 0.25 g/l

Acidec p-aminobenzoico 0.05 g/l

Composicién de la solucidn de sales minerales

'Ingrediéhtes Concentracién final

MgSOy 2B.76 gfl

CatCl, 6.40 g/l

FeS0, 5.61 g/l

ZoCl, 0.29 g/l

ZnS0, 7.72 g/l

NazMaQ, 0.09 g/l -

H:BO; 0.24 g/l

MnCl; 0.47 g/l

CusS0y 0.61 g/l

Composicién de la solucian de FeS0Q,

ingredientes Concentracién final
0.8 g/l

FeS50,

Solucion de amoniaco, 14%

APy
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Solucidn a_nti-espuméi Struktol- J673 diluida en 1410 (Schill+Seilacher
AG, Moorflester Str. 28, 22113, Hamburg, Alemania}

2) Extraccion de ADN gendémice y andlisis de mancha tlpo
Southern

a} Exiraccion de ADN gendmico

El ré;iduo gelular obtenido a partir de un cultivo de 4 ml esta colocado
eh suspension en 0.5 ml de tampon sorbital (3.9 M de sorbitol: 0.1 M de Tris-
HCI pH=8.0- 0.1 M de EDTA). 50 1l de Zymalase ® 20T {6 mgiml) (Euromedex,
§7458 Mundalsheim cedex, Francia}, 50 pl de 2-mercaptoetancl de 0.28 M se
agregaron ¥ la solucién fue incubada per 1 hora a 37°C bajo agitacién (180
'rp'-rn}l. Lr écducifm es sometida a‘r:'en-trifugacién y el re-sidua esta colocado en
suspension en 0.5 ml de tampdn TE (50 mM de Tris-HCI, pH=8; 20 mM de
EDTA). 50 pyl de SDS 10% se agregan y la solucion es mezclada par inversién
e incubada 20 min a B85°C. 0.2 ml de acetatc de potasic 5M se agregan,
despues |a. solucién es mezclada y gluardada en hielo durante 30 min, y
después cthfifugada durante 5 min.

El sobrenadante es transferide en un tube de 1.5 ml y después 0.8 ml de
etanol 100%, preferiblemente refrigerado en hislo, se agregan. La solucion es

mezclada por inversiones y después centrifugada. Después de la eliminacion

de sobrenadante, 0.4 ml de tampﬁh TE que contiens 100 VI.JQIITII de RNasa

{INvitrogen, USA) se agregan a la éulucic’m y se incuba 1 hora a 37°C. Después
se agrega 1 ml de etanol 100%, preferiblemente enfriado en higlo, la sclucion
es delicadamente mezclada hasta la precipitacion de ADN. después es

centrifugada. El sobrenadante es eliminada y despugs el residuc de ADN es

secado a aire libre y después esta colocada en suspensidn en 100 pl de agua

estéril y después incubada una noche a 4°C,

b) Digestién por la enzima Hindflf
La concentracion de ADN gendmico es medida par determinacion de la

absorbencia de 260 nm (A} v 280 nm {Azn). 7 4G de ADN genamico es

mezclado con agua'estérﬂ' hasta un velumen fina! de 42.5 gl 5 gl de tampén

$3
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(5x) y 2.5 ul de Hindlll (50 u/pl)(Invitrogen, EUA) se agregaron y la solucion es
incubada a 37°C durante 4 horas.

¢} Anélisis de mancha lipo Southern

Las transferencias de mancha tipo Southern se llevan a cabo siguiendo
los procedimientos del kit “DIG Hlgh Prime DNA Labeling and Detection” de la
compafia Roche Diagnostic.

d) Procedimiento de marcacién de sonda

La sonda correspondiente a la totalidad de genes que se codifica por la
lipasa Lip2 es obtenida por PCR efectuado en ADN gendmico con la ayuda de
la enzima Phusion ADN Polimerasa (Finzyme) y de dos siguientes principios:
Principio sentido: 5'-GTGTACACCTCTACCGAGACCTCT-3(SEC ID NO:1)
Principio antisentido: 5'-TTAGATACCACAGACACCCTCGGT-3' (SEC ID NO:
2)

Después de la reacciéon de PCR, |a sonda es purificada en gel con la
ayuda del kit “Nucleospin Extract |I" (Macherey Nagel). La sonda purificada es
enseguida marcada en frio (digoxigenina) con la ayuda del kit “DIG high primer
DNA labeling” de Roche,

e) Separacién en gel, transferencia de ADN y deteccion de sefial

2 ug de ADN digerido por Hindlll son mezclados con un tampén de
carga y después se coloca en un gel de agarosa 0.8 %. La migracion es
efectuada a 50 V durante 2 h 30 y después el ADN es transferido en la
membrana Hybond+ (Amersham Bioscience). Ei nimero de loci det gen Lip2 en
ADN gendmico es detectado gracias a la hibridacion, en membranas, de la
sonda marcada, seguido por la visualizacion de la exposicion de rayos X.

3) Determinacién de la concentraciéon proteica

La concentracion proteica es determinada por el método de Bradford.
Las proteinas son cuantificadas con la ayuda del método de Bradford
directamente en el sobrenadante del cultivo de fermentacién. La cantidad de
proteinas determinadas es comparada con las cantidades conocidas de lipasa

Lip2 purificada. 20 pl de muestra estandar, de diluciones apropiadas, fueron
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mezcladas en los tubos con 1 ml de reactivo diluido {5 veces) que contiens el
colorante. DO595 es después determinado relativamente con DOS95 obtenido
par &l control {(colorante Unicamente diluide).

4} Medida de 1a actividad especifica de lipasa recombinante

La actividad de 1a lipasa ¢s medida polenciométricamente a 37°C con a

ayuda de un dispositiva pH-stat (RADIOMETRO). El sustratc uliizado es la.

trioctanocina. 10 mM de sustrato se colocaron en emulsién en 15 mi de tampon
de reaccién que contiene 1 mM de Tris-HCI (pH 5.5}, 150 mM de NaCl, § mM
de CaClZz vy 4 mM de taurcdesoxicolato de sodio (SIGMA). Una unidad de
actividad especifica es definida qorho 1 umol de acido grasc liberado poer min y
por mg de’ ﬁrotéina_

4) Electroforesis en gel de poliacrilamida en condicion
desnaturalizada {SDS-PAGE)

12 pl d& una muestra que comprende 25% de una mezcla que contiene
SDS y agentes reductores son cargados en un gel tis 4-12% (Biorad). La
migracion es efectuada durante 45; mi‘n a 160 v, |
El gel es enseguida analizado por coloracion de azul de Coomassie.

5) Determinaciéon por espectrometria de masa de tipo
“Desercién-lonisacidn Laser Asistida por Cepa-Tiempos de
vua!n"(MALDITO.F; Matriz-Assisted Descorption Ionizatinn-’!"ime of Flight)
de la masa molecular de la Ilpasaf Lip2 producida por el clon YL-LIP2-6C

Un analisis de espectremetria de masa de tipo desercién/ionizacion Jaser
es efectuado utilizando una espectrometria de masa “voyager Elite XL time of
flight” de 1a cqmpaﬁia F'erspe'ctiva Biosysiems {Framingham, MA) utilizada con
un laser de azclo que emite 337 nm. El espectro de masa en medo positivo es
obtenido utilizando un modo de extraccien lineal y relardada con un potencial
de acelgracién de 25.w, una tension de barra de 0.3%, una tension de guia de
ion de 0.3% ¥ un tiempo de retraso de 1000 ns por la proteina Lip2. Cada
espactro es el resq!tadc del promedio de 100 impulsiones Iaser. El matarial

para analizar es mezclado con un volumen igual a una solucidn saturada de

Y
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acido sinapinico (Fluka) preparado en una solucion de 50% (viv) de
acetonitrilo/acido trifluoroacetico acuoso. Alicuotas de 2 pul de esta mezcla son
colocadas en las placas de muestra de acero inoxidable y se secan al aire libre
antes de efectuar el anélisié. La calibracién externa es efectuada con la ayuda
de alfa quimiotripsinogeno A (Sigma). Los valores expresos son promedios Y
corresponden al ion [M+H]".

EJMPLO 2-Construccion de vector de expresién de obtencién de
clon YL-LIP2-6C

La cepa YL-LIP2-6C es obtenida por transformacion de una cepa de
Yarrowia lipolytica PO1d, extraida de secuencias zeta por un vector de
expresion, denominado JMP8, descrito en la Solicitud europea 1 108 043, y que
comprende el gen LIP2 que es codificado por el precursor Lip2p de la lipasa
Lip2 de Yarrowia lipolytica encima del cual se encuentra el promotor ACO2. El
casete es enmarcado por las secuencias zeta, como se ha descrito
anteriormente. La construccion del vector JMP6 y la transformacion de la cepa
PO1d se realizan de acuerdo con el mismo modo de operacién que en la
Solicitud europea 1 108 043. Esta cepa YL-LIP2-6C, comprende 5 loci
diferentes de integracion del casete de expresién del gen LIP2, registrado ante
la Coleccion Nacicnal de Cultivos de Microorganismos (CNCM), 28 rue du
Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, bajo el numero {-3542, el 15 de
diciembre de 2005.

EJEMPLO 3-Produccion de lipasa con la cepa YL-LIP2-6C y verificacién
de la estabilidad genética de YL-LIP2-6C

La cepa YL-LIP2-6C se utiliza en un método de producciéon de lipasa que
comprende una etapa de pre-cultivo de fermentacion adaptada a la produccién
de lipasa. El alcance global de este método es ilustrado en la Figura 1. La
lipasa tambien producida en seguida ha sido analizada en término de actividad
y la calidad. Por lo contrario, la estabilidad genética de YL-LIP2-6C es
analizada por determinacion del nimero de loci del casete de expresion del gen

LIP2.
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1) Método de produccion

Pro-cultivas y fermentacion

Una ampolla de solucidén-madre del clon YL-LIPZ en glicerol as

descongelada y 5 pl se utilizan en cultivo en 25 ml de medio 021308
enriguecido, que contiene 1% (v/v) de la solucidn de vitaminas y 1% (v/v) de la
sclucién de cligoelementos, en una botalla Erlen M'eyer de 250 ml. El cultive es
incubade a ZB“C durante 36 hcrés bajo agitacion (180 rpm). El precultivo de 25
ml resuliante {precultivo 1} es sembrade en 200 ml de medio 021305

enriquacido en un frasco Erlen Meyer de 2 litros vy después el cultivo es

Jincubado 36 horas a 28°C bajo agitacion (180 rom). El precultive 2 obtenido de

esta manera (225 mi} es sembrado en un medic 02135 enriguecido en un

fermentador.
En el tiempo To del metodo de fermentacicn, 2 ml de solucidn de FeS04

se agregan al cultiva. Las 6 a 9 horas, de 2 a 3 ml de la solucidn se agregan al

cultive en fermentacion y despugs de 34 horas deé fermentacidn (2 T12), se

inicia ¢l aporte de glucésa. La alimentacidon de glucosa es progresivamente

aumentada durante 14 horas y después es interrunﬁpida a T17 {que
corresponde a 48 horas de fermentacion) y la induccion por el 4cida oleico es
iniciada. La alimentacién en #cido olelco es progresiuamente aumentada
durante las 54 horas siguientes, después T33 {102 horas de fermeﬁtacién} una
DOson de 340 es alcanzada v &l metodo de fermentacién es recuperado y
conservado a —20°C,

Moritoreo de cuftivos

Durante la fermentacicn, la temperatura, la presion parcial en oxigeno y
el hH se menitorean y se mantienén a 28°C, 20% vy 6.2 respectivamante Las 3
horas completas, una muestra de cultivo es retenida y ﬁOﬁgo 25 medido con &
fin de seguir la evolucién del nivel de crecimiento. Los resultados se indican en

la figura 2. Dos extractos de 1 ml de las muestras son centrifugados 5 min a

14000 rpm y los residuos y sobrenadantes son conservados a =20°C. La Tabla’

| muestra el monitoreo del métoda de fermentacion.

53
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Purificacion de lipasa

Opcionalmente, una etapa adicional de purificacién de la lipasa es

realizada.

La lipasa es separada del cultivo de un dispositivo de microfiltracion
tangencial en la membrana ceramica (piloto X6 de PALL) que permite la
retencién de lévaduras de medida superior en umbral de corte (0.1 um). El
permeado que contiene lipasa es recuperado de antemano en modo de
concentracion, después en modo de diafiitracion. Estas etapas se utilizan
siguiendo las recomendaciones del fabricante con sus modificaciones
apropiadas. La concentracién en microorganismos contenidos en el permeado
es enseguida reducida por filtracion (0.2 pm)(Millipore) de manera que se
obtiene una biocarga inferior a 10 cfu/ml. Con la ayuda del dispositivo Profux
M12 (Millipore), la solucion de lipasa es concentrada, hasta un volumen de
aproximadamente 5 litros, se somete a una ultrafiltracion tangencial utilizando
una membrana Pellicon staﬁdard Biomax 10 kDa con el fin de eliminar los
contaminantes de pesos moleculares escasos. El ultrafitrado que no contiene
lipasa es eliminado. La solucién de lipasa es otra vez purificada por eliminacion
de microorganismos, como se indica anteriormente, de manera que se obtiene
una biocarga inferior a 5 cfu/mi. La lipasa también purificada puede sufrir una
liofilizacién.,

3) Caracteristica de lipasa recombinante por fa cepa YL-LIP2-6C

durante el método de fermentacion

En cada punto de medida, una muestra de cultivo es sometida a
centrifugacién y el sobrenadante es analizade por SDS-PAGE. 75 ul de
sobrenadante son mezclados con 75 ul de agua después son cargados en un
gel de 26 pozos. Las muestras que contienen cantidades conocidas de lipasa
Lip2 son igualmente analizadas. Los resultados son ilustrados en la Figura 4.
Comparando la cantidad de lipasa obtenida para la fermentacion (T33), el
gradiente de cantidades conocidas de lipasa Lip2, la concentracién de lipasa

obtenida después de 100 horas de fermentacién puede estimarse a 1.5 gil.
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Por el contrario, los inventores han utilizado en método de produccion
de lipasa de acuerdo con la invencibn para un volumen final de
aproximadamente 35 litros, lo que permite la obtencién de lipasa de acuerdo
con un rendimiento situado entre 1y 3 g por litro de sobrenadante de cultivo.

b) Determinacién de la concentracién proteica y estimacion de

rendimiento de produccion de lipasa recombinante

La concentracion proteica en el sobrenadante de cultivo es
determinada como se indica en el ejemplo 1 (método de Bradford). Siete
medidas independientes han sido efectuadas y la concentracién de proteinas
en el sobrenadante es de 2.3 g/l. La pureza de la proteina Lip2 en el
sabrenadante es estimada por SDS-PAGE. Los resultados son ilustrados en la
Figura 5. El nivel de pureza es estimado a aproximadamente 70%. El
rendimiento resultante de produccion de lipasa de la etapa de fermentacién con
el clon YL-LIP2-6C es de 1.6 g/l

¢) Medida de la actividad especifica de lipasa recombinante producida
por YL-LIP2-6C

La actividad especifica de lipasa producida por el clon YL-LIP2-6C es
medida de acuerdo a como se indica en el ejemplo 1. La muestra que
corresponde al sobrenadante de fermentacién es diluida 100 veces en un
tampdn que contiene 50 mM de Na,HPO,, 50 mM de KH,PO,, 150 mM de
NaCl, pH 6.0. La actividad catalitica determinada a 37°C cen trioctanoina en

3 experimentos independientes es de 21883.33 U/ml de sobrenadante

(Tabla 11).

Actividad lipasica (U/mi)

Ensayo

Muestra |20800.00(22750.00[/22100.00(21883.33|992.89

Tabla [I: medida de la actividad de muestras del sobrenadante de

fermentacién
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. Despueés de la concentracion estimada dg lipasa Lip2 e&n el
sobrenadante {ver mds arrika), la actividad especifica de lipasa es de 13675
Ufmg, en comparacién ¢on la actividad especifica de lipasa preducida por 105
estudios cl_inicus. La actividad especifica de lipasa producida por el clon YL-
LIP2-6C es conforme a las condiciones requeridas por los lot2s clinicos.

- dj Masa molecular de lipasa recombinante

El andlisis de espectro de masa (ver gjemplo 1) se hace en el
sobrenadante de cultivo de fermentacian después de fa centrifugacion sin
purificacion. El resultado es ilustrado en la figura 6. El pico mayor observado
revela una masa molecular de 37648 Da. La lipasa Lip2 producida por YL-
LIP2-6C tiene una masa molecular correcta puesto que el valor cbservado
es conforme a las condiciones requeridas por los Intes clinicos, es decir
37500 +/- 1000 Da.

Este ejemplo muestra la seleccidn de un clon estable, YL-LIP2-6C (en

especie, f‘I_D'D% de clones analizados despuéé de 30 generaciones presentan

el mismo nimero de Loci del g'eh LIF2 que el cion inicial). Eptre otras, la

éstabilidad ge=nética del clen nc' es afectada por las condiciones de cultivas
utilizadas para la produccidn de lipasa {durante los pre-cultivos; justo antes
de la farmentacion).

3}Elstabilidad genédtica del Cloe YL-LIP2-6C

La estabilidad genética del clon YL-LIP2-GC durante e método de
preduccion de lipasa, que comprende una etapa de precultivo y una etapa de
fermentacidn, es analizada determinando el numerc de eventos de
integracion dél tasete de expres_ié-n del gen LIPZ ¢on leci diferentes en ADN
de Yarrowia lipolitica, en las colonias seleccionadas en TG, T17 y T33,

a) Jeleccidn de colonias

Una muestra del precultive 2 {T0, iniciacion de Ia fermentacion), una
muestra del c_ultivo en condicién de fermentacién en T17 {justo antes de la
induccion) y en T33 (fin de la fermentacién) son diluidas, en un primer tismpo

hasta aicahzér un DDBDD=1, dvespués son diluidas con 171000, 10 gl de

o/
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estas sqluciunes dilvidas son-colocadas en 3 placas de cultive en el medio
YPD. Lals placas son enseguida incubadas a 28°C durante 48 horas y
después se conservan a 4°C hasta la seleccion de las colonias para analizar
gl nombre de loci.

20 colonias derivadas de la muestra retenida en al punto de partida de la
férmentacién {TC}, 20 colonias derivadas de la muestra retenida justo antes

de la induccidn (T17) y 100 colonias derivadas de |a muestra retenida en el

fin de la fermentacion {T33) son sembradas por separado en 4 ml de medio

021308 enriquecido, y después se colocan en cuiltivo durante 72 horas. En
seguida, las sustancias guardadas en glicerol 30% se constituyen en la
p'revis"lén de'.-‘ Ia‘extraccidn de ADjN y el analisis por mancha tipg Southern
{(Materiales y Matodos). -

c) Determinacion del nimero de eventos de integracion del gan LIP2 con
loci diferentes para 140 colonias derivadas de fa cepa YL-LIF2-6C

Los resuitadas del analisis de tipo Scouthern del numero de eventos de

integracion con loci diferentas de! gen LIP2 en 20 colonias retenidas en

tiempo TO (principio de fermentacién), 20 colonias retenidas en tiempo T17
(48 horas de fermentacidn} v 100 colonias retenidas en el tiempo T33 (100

horas de fermentacion) son ilustradas en la figura 3. Estos resultados

- Muestran que todas las colonias analizadas contienen & laci dei gen LIPZ.

En la medida en donde la cepa salvaje contiene una copia del gen LIPS
endageno, la cepa YL-LIFP2-6C contienen 5 loci de integracion del casete de

expresion del gen LIPZ, El clen YL-LIP2-6C es de esta manera 100% estable

duranie el métode de fermentacién de 100 horas.

£2
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REIVINDICACIONES

1. Método de produccion de lipasa recombinante, comprende:

a) una etapa en la cual se procede a poner en cuftivo las céluias
Yarrowia lipolytica transformadas por un vector que comprende un casete de
expresion de una flipasa acido-resisteénte de levadura, y

b} "~ una etapa en la cudl'se rr;ecuge. en el sﬁbrenadante de cultivo, la
lipasa recombinante praducida por las celufas antericres,

C} el método es carasterizado porque la etapa a) de utilizar un medio
de cullivo dérivado de productos de origen animal o de mezclas no
caracterizadaé constituidas de ﬁatgrias proteicas de origen animal o de sus
productos de digesfion enzimatica.

2. Método de produccidn de acuerdo con la reivindicacion 1,
caracterizado porque el medio dé cultivo eomprende:

- como fuente de azoto; azpto mineral, y de preferencia sulfato qe
ér‘ncnio; |

- una fuente de cart:-onﬁ seleccionada entre las fuentes de carbano
de origen glucidico, los polialcoholes tales como glicerol, y las fuentes de
carbono de origsn lipidico tales como acidos grasos y zcilgliceroles; y

- sales minerales, oligoelementas y vitaminas.

3. Metode de produccion de acuerdo con la reﬁindicacién en dandé
la reivindicacion 2, caracterizada porque la etapa a comprende:

al) el pre-cullive de célutas transformadas de Yarrowia lipalytica en
un medic que contiene una fuente de carbono de Dr.fgen glueldico,

-a2) una etapa de fermentacién que comprénde 0na fase de
crecimiento célurar en un medio que contiena una fuente de carbono de origen
plucldico ¥ una fase de produccion de lipasa en un medio que contiene comao
una scla fuente carbono en acido graso entre los trjglioérjdlc-s de cadena cora,

media ¢ larga.

.4, Método de brcdudsiﬁn’ de écuerdc- con la reivindicacion 3,

63
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caracterizado porque la fermentacitn es ventajosamente utilizado con un pQ32
cons.tante comprendido entre 1 5%& 25% y un pH de preferencia inferior a 6.5.

5. Método de produccidn de acuerdo con la reivindicacidn 3 en
donde la reivindicacion 4, caracterizade porque la etapa al) de pre-cultivo es
realizacda hasta cbtenerse un valor de DOgrorm comprende entre 3 y 10 por 1 ml,
¥ porque |a etapa a2} de fenneﬁta;ién, la fase anterior de produccion de lipasa
es iniciada cuando DOgoo,n del cultivo alcanza uﬁ valor que comprende entre 60
¥y 80 por 1 ml.

B8, Metodo de produccidén de acuerdo con cualguiera de las
reivindicaciones 1 a 5, caracterizada porque la etapa b) en la cual se recoge la
lipasa es realizada cuando DOgsggnm a_l‘éanza un valor entra SAUD y 350 por 1 ml.

T Meétodo de produéci-:’:n de acuerdo con cualguiera de fas
reivindicaciones 1 a 6, caracterrzado porgue la-etapa b) comprende:

b1)  l|a separacién de lipasa del sobrenadante de cultiva, y

b2y  la purificacion de lipasa obtenida en b1.

B Método de pro‘duc:cfén. de acuerdo con la reivindicacién 7,
caracterizado porque la separacion es efectuada por una técnica slegida entre
la filtracidn tangencial en fibra honda, ia filtracidn frontal v la centrifugacion
continua o discontinua, y la purificacién es efectuada por una técnica elegida
entre |a ﬁltraciéﬁ‘ la precipitacion fraccionada, la crorhatografia por gel-filtracién.

9. | Métado de produceitn de acuerdo con cualquiera de las
reiuindjcaciénes 1 a 8, caracterizado porque la etapa a) consiste de poner en el
cultivo del clon denominado YL-LIPZ-6C, registrado ante la Coleccion Nacional

de Cultivos de Microorganismos (CNCM, por sus siglas en Francés), 28 rue de

- Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, bajo ei nl]me'm' 1-3542, al i5 de

diciembre de 2005.

10.  Preparacidn de lipasa recombinante Acido-resistente de levadura,
caracterizada porque es susceptible de obtenerse por un método de acuerdo
cen las reivindicaciones 1 a 8.

11.  Preparacién de acuerdo con la reivindicacién 10, caracterizada

£4
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porque una actividad catalitica de pH6 de al menos 15000 unidades por ml de
sobrenadante de cultivo, de preferencia superior a 20000 unidades por m! de
sobrenadante de cultivo, una unidad que corresponde a la cantidad de enzima
capaz de catalizar la liberacién de 1 umol de acido graso por minuto puesto que
el sustrato utilizado es la trioctanoina, y/o que la concentracion de la lipasa en
la preparacién es superior a 1 g d lipasa por litro.

12. Uso de una preparacibn de lipasa de acuerdo con la
reivindicacién 10 o la reivindicacion 11 por la obtencién de un medicamento
destinado al tratamiento de un sindrome de mala absorcion de grasas, ligado a
una insuficiencia pancreatica.

13. La célula de Yarrowia lipolytica transformada por un vector que
comprende un casete de expresion de una lipasa extracelular acido-resistente
de levadura, caracterizada porque se trata de un clon denominado YL-LIP2-6C,
registrado ante la Coleccion Nacional de Cultivos de Microorganismos
(C.N.C.M.) bajo el nimero |-3542, el 15 de diciembre de 2005.

14. El uso de la célula de acuerdo con la reivindicacién 13 para la
produccion de lipasa acido-resistente de levadura.

15. Medicamento, caracterizado porque comprende una preparacion

de lipasa de acuerdo con la reivindicacién 10 o la reivindicacion 11.

6§
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RESUMEN

Método de produccion de una lipasa recombinante acido-resistente de

Yarmowia fipolylica utiizande un medio de cultive sin cualquier producto de

'::.trigen Ell"iil"ﬁ'éll o mezclas no caracterizadas como la friptona, peptona o

lactosuero, asi COMO SUS aplicaciones. La cepa recombinante de Yarrowia
fioolytica que. produce una cantidad excesiva de lipasa Lip2, referida como a
YL-LIP2-5C vy depositada con la Coleccion  Nacional del Cultivos de
Micreorganismos (C.N.C M.} bajo el nimero -3542, el 15 de Diciembre de

2005, y sUS UsOS.

A4
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