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Procédé de production de lipase, cellule de Yarrowia lipolytica transformée apte A
produire ladite lipase et leurs applications.

La présente invention est relative a un procédé de production de
lipase mettant en ceuvre des cellules de levure Yarrowia lipolytica, producirices d'une
lipase recombinante acido-résistante, lequel procédé permel ’obtention d’une hipase
apte a &tre mise en ceuvre comime mnédicament ; 1a présente invention est également
relative 4 une souche de Yarrowia lipolytica surproductrice de lipase recombinante
acido-résistante et a ses applications.

Les aliments ingérés quotidiennemeut par Vhomme sont constitués
essentiellement de lipides, de protéines et de sucres. Tous ces constituants subissent,
avant leur absorption, unc hydrotyse catalysée par lcs enzymes du tractus digestif. Un
déficit en 1'une ou 'autre de ces enzymes peut donc entrainer des troubles digestifs, et
conduire 3 une malnutrition importante. C'est par exemple le cas dans certaines situa-
tions pathologiques, comme la mucoviscidose ou I'insuffisance pancréatique exocriae,
auxquelles est associ€ un déficit en lipase pancréatique. I est classiquement propose
pour corriger ce défici, d’administrer par voie orale des extraits pancréatiques.
Toutefois I'efficacité de cette thérapeutique est limitée par le fail que les enzymes
contenues dans ces extraits (lipases, amylases et protéases) sont rapidement inactivées
par Pacidité du milieu gastrique.

It a donc été proposé d’utiliser des préparations de lipases qui
résistent aux conditious gastriques, telles que par excmple des préparations de lipase
gastrique de mammiferes produifes par génie génétique, commne celle décrite dans 1a
Demande de Brevet Frangais publiée sous e numéro 2699179, au nom de
PINSTITUT DE RECHERCHE JOUVENIAL SA ou des préparations de lipases de
microorganismes possédant une activité correcte en milien acide JZENTLER-MONRO
et al., Pancreas, 7, 311-319 (1992).

Parmi les lipases de microorganismes actives en milies acide, on
citera en particulier des lipases fongiques, telles que celles de Candida ernobii,
[YOSHIDA er ul., Biochim. Biophys. Acta,; 154, 586-588, (1968)], de Trichosporon
asteroide [DHARMSTHITI et al, Biotechnol. Appl. Biochem., 26, 111-116 (31997,
de Rhizopus javanicus {(UYTTENBROECK ef al., Biol. Chem. Hoppe Seyler, 374,
245254, (1993)], ou de Yarrowia lipolytica [HADEBALL, Acta Biotechnol., 2, 159-
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167 (1991) ; NOVOTNY et al, J. Basic Microbiol., 28, 221-227 (1988)]. Cutre leur
activité 2 pH acide, ces lipases présentent les caractéristiques communes d’éire résis-
tantes, en présence de leur substrat, 3 la digestion par les protéases (trypsine, chymo-
trypsine et pepsine), et d’étre résistantes 2 I'action des sels biliaires (leur activité est
conservée en présence de 10 mM de taurocholate de sodium).

Leutilisation de Yarrowia lipolytica pour la production d’un géne
&’intérét a déja &té décrite. Ainsi, la Demande EP 1 108 043, aux noms de V'INRA @t
du CNRS, décrit P'utilisation d'un vecteur intégratif, comprenant unc cassetle
d’expression d'un géne d'intérét ct des séquences zélta, correspondant aux séquences
L'TR du rétrotransposon Yit de Yarrowia lipolytica. Un tel vecteur d’expression pcrniet
’intégration non homologue et dispersée de plusieurs copies de 'insert d’intérét dans
I’ADN génomique d’une souche de Yarrowia lipolytica dépourvue de séquences z€ta.
Ce systéme a nolamment été utilisé pour Vintégration du géne LIP2, codant pour une
lipase, dans I’ADN de Yarrowia lipolytica et a permis, duns des conditions de culture
qui ne sont pas détaillées, une sécrétion de lipase 10 a 15 fois supénieure a celle des
souches non transformées. '

D’autres ¢tudes décrivent 1"utilisation du méme vecteur d’expression
que celui décrit dans la Demande de Brevet EP 1 108 043, pour la production d’'une
lipase recombinante chez Yarrowia lipolytica (Demande Internationale WO 01/83773 ;
PIGNEDE et al., Joumal of Bactericlogy, Vol 182, No.10, p,ﬁ802-2810 (2000) ct
PIGNEDE et al., Applied and Environmental Microbiology, Vol. 66, No.3, p3283-
3289 (2000)). Ainsi :

- la Demande Internationale WO ©1/83773, au nom des J.aboratoires
MAYOLY SPINDLER, décrit P’obtention du clone de Yarrowia lipolytica MS4
(CNCM 1.2284), comprenant 10 copies de la cassette d’cxpression du gene LIP2
intégrées dans son ADN, ainsi que son utilisation pour la productton de lipase avec un
rendement de Vordre de 0,5 g de lipase par litre de surnageant de culture, et une
activité catalytique de 12 000 U/ml, mesurée en utilisant 1’huile d’olive comme
substrat, une Unité correspondant a la quantité d’enzyme capable de catalyser la
libération de 1 pmole d’acide gras par minute, ¢’est-a-dire 200 fois plus que la souche
initiale. Cependant, le procédé de production de Jipasc décrit dans cette Demande

présente un inconvénient majeur, puisque il met en ceovre des milicux de culture
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contenant du bactopeptone ou du bactotryptone. Ces produits, qui ne sont pas
caractérisés et qui contiennent divers hydrolysats protéiques, sont classiquement
utilisés comme source d’azote et de carbone. En conséquence, le procédé décrit dans
cette Demande ne permet pas d’obtenir une lipase directement utilisable comme
médicament.

- PIGNEDE et al. (Journal of Bacteriology, 2000) ont plus
particuli¢rement caractérisé la lipase extraceljulaire codée par le géne LIP2 de
Yarrowia lipolytica (souche PO1d). Dans cet article sont ainsi étudiées :

e la sécrétion de la Jipase @ partir de différentes souches sauvages (PO1d dans
laquelle Y11 est absent et E150, dans laguelle Yltl est présent) et de
différentes souches recombinantes dont JMY 184 (PO1d-6-15) et IMY279
(PO14d-6-17) ainsi que

« la surproduction de lipase notamment par le transformant YMY184.

Cet article de PIGNEDE et al. compare la production de lipase par des
souches sauvages, des souches mutantes et des souches recombinantes obtenues selon
le procédé décrit plus haut (Demande Internationale WO 01/83773). Les souches
sauvages secrétent entre 30 et 50 U de lipase/m! alors que des souches mutantes,
obtenues par 1’action du N-méthyl-Nnitro-N-nitrosoguanidine (NNNG), produisent 25
fois plus de lipase, c’est-a-dire | 200 U/m! dans des conditions de culture optitnisées
faisant intervenir un milieu contenant du peptone Gnilieu de préculture) et un milieu
contenant du lactosérum (milien de fermentation) (voir également DESTAIN et al.,
1997). Les souches recombinantes sont obtenues a l'aide de la construction
comprenant le géne LIP2 régulé par e promoteur POX2 et par Vintégration non
homologue, en multicopies et de fagon dispersée, de celte cassette d’expression,
PIGNEDE et al. ont obtenu des transformants stables (par exemple la souche IMY184)
qui produisent 2 000 U/mi dans des conditions non optimisées, c’est-a-dire en milieu
YPDH (comprenant 10g/1 d’eitrait de levure, 10g/1 de bactopeptone, 10g/1 de glucose
et 10g/! d’huile d’olive) correspondant 4 environ 0,5 g de lipase/l de sumageant. De la
méme maniére que précédemment, les préparations de lipase décrites par PIGNEDE et
al. et par DESTAIN et al., sont impropres, en tant que telles, 3 un usage médical et
plus particuliérement & la constitution de lots cliniques, puisque leur production

nbcessite Putilisation de milieux de culture contenant des peptones Qu du lactosérum.
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- Poursuivant ses travaux, 1'équipe de PIGNEDE (Applied and
Environmental Microbiology, 2000) a étudié des souches de Yarrowia lipolytica
transformées par un vecteur comprenant une cassette d’expression du géne LIP2. Les
Autcurs ont déterminé que pour 8 de ces transformants, le nombre de copies de la
cassette d’expression du géne LIP2 est compris entre 6 et 16 (10 copies en moyenne),
ce qui se traduit par 2 4 15 événements d’intégration de ladite cassette & des loci
différents. La souche JMY 184 comprend ainsi 12 copies de la cassette d’expression du
géne LIP2, intégrées a 4 loci différents. Les Auteurs ont par ailleurs plus précisément
étudié ce transformant JMY 184. 1ls confument que la souche JMY184 produit 0,5 g de
lipase/l de surnageant avec une activité de 1 500 U/ml sur milieu riche YPDH (qui
contient du bactopeptone) (contre 50 U/ml pour une souche sauvage PO1d), mesurée
en utilisant ’huile d’olive comme substrat. Ces valeurs permettent de déduire une
activité spécifique d’environ 3 000 Uhng de lipase. Les Auteurs annoncent en outre
que la production optimisée de lipase en fenmenteur par {a souche JMY184 permet
d’obtenir des préparations ayant une activité jusqu’a 10 000 U/ml. Cependant les
conditions de culture qui ont permis ce résultat ne sont pas divelguées. Dans cet
article, les Auteurs ont en outre étudié la stabilité en culture de ces transformants, et
notammment du clone JMY 184, et ont montré leur stabilité pendant 120 générations.
PIGNEDE et al. ont considéré que pour optimiser la production de lipase, les facteurs
a prendre en compte sont Ja stabilité des transformants et les conditions de culture.

Par ailleurs, ils ont montré qu’il existe une forte comrélation entre le

~ nombre de copies du géne LIP2 intégrées et la surproduction de lipase.

Cependant, pour la production de lipase, les seuls milieux de culture
envisagés dans cet article sont des milieux qui contiennent des peptones, tels que le
muilieu riche YPDH.

Les procédés de production de lipase de Part antérieur, méme s’ils
permettent d’obtenir des rendements améliorés en lipase, ne sont pas adaptés a la
production d’une lipase apte 2 &tre utilisée 4 des fins médicales.

En effet, les milieux de culture habituellement mis en cuvre
contiennent tous des mélanges non caractérisés et/ou des produits d’origine animale,

tels que des peptoncs, des tryptones ou du lactosérum. @ existe donc un besoin de
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développer un systéme permettant la production de préparations de lipase
recombinante adaptée a un usage médical.

Pour résoudre ce probléme, les Inventeurs ont mis au potnt un procédé
de production de lipase qui répond mieux 2 ces besoins que les procédés de production
de Vart antérieur. Plus précisément, les Inventeurs ont mis au point vn procédé de
production de lipase dans leque! le milicu de culture mis en ccuvre est dépourvu des
produits précités, c’est-a-dive ¢qu’il ne contient ancun produit d’origine animale ni
aucun mélange non caractérisé, tel que le peptone, l¢ tryptone ou le lactosérum. Les
Inventeurs ont en outre sélectionné une nouvelle souche de Yarrowia lipolytica
recombinante productrice de la lipase Lip2, qui, associée audit procédé, permet en
outre d’augmenter de maniére significative, le rendement ¢n lipase produite.

La présente invention a donc pour objet un procédé de production de
lipase, mettant en ceuvre une souche de Yarrowia lipolytica transformée par un vecteur
comprenant une cassette d’expression d'une lipasc acido-résistante de levure,
caractérisé en ce que le milieu de culture utilisé ne contient pas de produits d’origine
animale ni de mélanges non caractérisés, tel que le peptone, le tryptone ou le
lactosérum.

Pius précisément, la présente invention a pour cbjet un procédé de
production de lipase, coinprenant :

a) une étape de mise en culture de cellules de Ywrowia lipolytica
transformées par un vecteur d’expression comprenant une cassette d’expression d’une
lipase acido-résistante de levure, dans des conditions permettant la production de
lipase ;

b) une étape de récupération, dans le surnageant de ladite culture, de
la lipase ainst produite ;

lequel procédé est caractérisé en ce que I'étape a) de mise en culture
est mise ¢n oeuvre dans un milieu de culture dépourvu de produits d’origine animale
ou de mélanges non caractérisés constitnés de matiéres protéiques d’origine animale
(lactosérum par exemple) ou de leurs produits de digestion enzymatique (tryptone, ou
peplone par exemple).

Selon un mode de mise en ceuvre avantageux dudit procéde, ledit

milieu de culture selon I’étape a) comprend :

PCT/FR2006/001352
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- comme source d’azote, de Y'azote minéral, et de préférence du
sulfate d’ammonium ;

- une source de carbone sélectionnée parmi les sources de carbone
d’origine glucidigue, les polyalcools tel que le glycérol, et les sources de carbone
d’origine lipidique tels que des acides gras et des acylglycérols ; et

- des sels minéraux, des oligoéléments et des vitamines ;

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux dudit procédé,
1’étape a) comprend :

al) une ¢tape de pré-culture des cellules transformées de Yarrowia
lipolytica iclles que définies ci-dessus.dans un milien contenant une source de carbone
d’origine glucidique ; ct ‘

a2) une étape de la fermentation desdites cellules comprenant une
phase de croissance cellulaire dans un milieu contenant une source de carbonec
d’origine glucidique et une phase de syntheése de la lipase dans un milieu contenant
comme seule source de carbone un acide gras choisi parmi les triglycérides a chaine
courte, moyenne ou longue. Ainsi, la fermentation ¢st mise en ceuvre dans un premier
temps de fagon 4 permetire la croissance cellulaire, par exemple en présence d’une
source de carbone d’ongine glucidique, et duns un deuxiéme termnps dans des
conditions permettant la biosynthése de ladite lipase, par exemple en présence, comme
seule source de carbone, d’'un inducteur chimique de type acide gras, tel qu’un
triglycéride a chaine courte (tel que la tributyrine), moyenne (telle que la trioctanoine
ou trioctanoylglycérol)} ou longue (tel que 'huile d’olive ou trioléine).

La fermentation cst avantagensement mise en ceuvre avec une pO2
constante comprise entre 15 % et 25 % et un pH de préférence inférieur a 6,5. La
fermentation peut par cxemple éire mise en ceuvre avec un débit d’air d’environ | vvimn,
une upité vvm étant 1 volume d’air par yvolume de liquide par minute (par exemple
pour un fermenteur de 30 litres, 1 vvin est égal & 30 I/min et pour un fermenteur de 5
litres, 1 vvm est égal 4 5 V/min).

Selon une disposition avantageuse de ce mode de mise en ocuvre,
1’étape al) de pré-culture est réalisée jusqu’a atteindre une valeur de DOggonm comprise

entre 3 et 10 pour ] ml, et & I’étape a2) de fermentation, ladite phase de synthése de
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Tipase est initiée lorsque la DOgooun de 12 culture atteint une valeur comprise entre 60 et
70 pour | ml.

Selon une autre disposition avantageuse de ce mode de mise en
ceuvre, 1’étape b) est initiée lorsque 1a DOgooam atteint une valeur comprise entre 300 et
350 par ml. L’étape b) peut en outre comprendre

bl) la séparation de la lipase dudit surnageant de culture ;

b2) la purification de la lipase obtenue en bl).

Ces deux étapes sont réalisées par des techniques classiques connues
en elles-mémes : séparation physique (filtration, chromatographie, centrifugation) ou
physico-chimique (précipitation).

La séparation de la lipase du surnageant peut tre mise en ceuvre par
I’homme du métier par exemple par une technique choisie parmi la filtration tangen-
tielle en fibre creuse, la filtration frontale et la centrifugation continue ou discontinue.

La purification de 1a lipase consiste notamment & réduire la
biocharge, ¢’est-a-dire la présence de microorganismes, et peut étre mise en uvre par
toute technique de purification adéquate connue de Phomrue du métier, telle qu'une
technique choisie parmi la filtration, la précipitation fractionnéc, la chromatographie
d’échange d’ions, la chromatographie d’interactions hydrophobes et la chromatogra-
phie par gel-filtration.

Optionnellement, le procédé de production de lipase selon
"invention peut également comprendre une étape de concentration, ou enrichissement,
consistant en 1’augmentation de la concentration en lipase dans ta préparation. Une
telle étape peut étre mise en cevvre par exemple apfés I’étape de purification. Elle peut
également avoir lieu simultanément & cette étape de puritication.

Le procédé de production selon Iinveation permet notamment de
produire la lipase recombinante en quantités situées entre environ 1 43 g de lipase
purifiée par litre de sumageant de calture. De maniére particuliérement évantageuse, le
procédé selon invention permet I’obtention d’une préparation de lipase recombinante
avec une activité catalytique sopérieure & 15000 U par m} de surnageant de culture. De
maniére préférée, ladite préparation posséde une activité supérieure a 20000 U/ml de
surnageant de culture. Ces valeurs sont déterminées a pH 6, en utilisant la trioctanoine

comme substrat. Ceite valeur d’activité de la préparation dc lipasc revét un intérét tout
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particulier dans le cadre du développement de produits pharmacentiques. 11 est en effet
maintenant envisageable d’administrer des doses réduites de lipase, produite par le
procédé selon 'invention, tout en gardant une efficacité suffisante pour obtenir I’effet
thérapeutique désiré, qui peut &tre par exemple la correction d’une malabsorplion de
graisse liée A une insuffisance pancréatique associée a un deficit en lipase.

Le fait de pouvoir désormais produire la lipase Lip2 en utilisant dcs
souches de Yarrowia lipolytica recombinantes sans faire appel & des produits d’origine
animale, comme c’est le cas avec le procédé selon I’invention, constitue un avanfage
considérable et facilite grandement 1 utilisation de la lipasc & des fins médicales.

Le vecteur d’expression utilisé 150ur obtenir les cellules de Yarrowia
lipolytica recombinantes utilisées dans le procédé de la présente invention est un
vecteur intégratif possédant au moins une copie du géne LIP2 et des éléments de régu-
{ation de Pexpression. Ce vecteur peut Etre alors intégré soit dans I’ ADN plasmidique
soit dans PADN génomique de la levure. Un exemple de vecteur intégratif particulic-
rement préféré est le vecteur IMP6 ou le vecteur JMP10 tels que déctits dans la
Demande Internationale WQ01/83773. Le vecteur JMP6 comprend une cassetic
d’expression du géne LIP2, codant pour le précurseur Lip2p de la lipase Lip2 de
Yarrowia lipolytica, en amont duquel cst placé le prornoteur de 1'acyl CoA oxydase
ACO2 de Yarrowia lipolyfica, dénommé POX2. Le vecteur JMP10 comprend
épalement le géne LIP2, en amont duquel se trouve le promoteur de la lipase Lip2 de
Yarrowia lipolytica. Ces deux promoteurs sont inductibles par les triglycéride:s et les
acides gras. Dans chacun de ces vecteurs, la cassette d’expression et le promoteur sont
placés entre des séquences z&ta comme déerit plus haut, L’intégration peut étre ciblée,
c’est-d-dire dirigée sur des sites, ou bien aléatoire. Ainsi, lorsque la souche de
Yarrowia lipolytica transformée est dépourvue de séquence zéta (c’est par exemple le
cas pour la souche POIld), I'intégration de la cassette d’expression ¢st dispersée dans
’ADN génomique de ladite souche. En revanche, lorsque la souche de Yarrowia
lipolytica comporte des séquences zéta (¢’est par exemple le cas de la souche E150),
I"intégration est principalement ciblée an niveau de ces séquences.

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux dudit procede, la
souche transformée de Yarrowia lipolytica est de préférence la souche dénomroce

YL-LIP2-6C, déposée auprés de la Collection Natiogale de Cultures de
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Microorganismes (C.N.CM.), 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, le 15
décembre 2005, sous le muméro 1-3542. Cette souche YL-L.IP2-6C est génétiqucment
stable.

Au sens de la présente invention, les expressions « stable »
« généliquement stable », « stabilité génétique », ainsi que leurs variantes, sont utili-
sées en référence a la conservation d’un méme nombre de loci d’imtégration d’on acide
nucléique d’intérét dans ’ADN du clone considéré, pendant au moins 30 générations.
Ce nombre de 30 générations est choisi comme base de calcul de la stabilité génétique
car les inventeurs ont constaté qu’il correspond 4 wn nombre de doublements de la
population cellulaire suffisant pour permettre la production de lipase en utilisant un
procédé comprenant au moins unc étape de pré-culture de cellules Yarrowia lipolytica
recombinantes et une étape dc production de lipase proprement ditc en condition de
fermentation, Au sens de la présente invention, une génération est définie par le
doublement de 1a population cetlulaire et peut étre calculée sclon la fonpule Y = X*28
ol Y est la population cellulaire an temps i (par excmple exprimée en densité
cellulaire), X est la population cellulaire initiale au termps to ¢t g représente le nombre
de générations nécessaires pour que la population cellulaire passe de la valeur Xala
valeur Y. De maniére préférée, le clone est dit génétiquement stable lorsque au moins
90% des colonies analysées, aprés au moins 30 générations, conticnnent le méme
nombre de loci du géne d’intérét que le clone de départ. Ainsi, comme il ressort des
exemples, le clone YL-LIP2-6C cst dit stable car prés de 100% des colonies analysees
aprés 100 générations contiennent 6 loci du géne LIPZ (un locus correspondant au géne
LIP2 endogéne + 5 loci d’intégration de la cassctte d’expression du géne LIP2).

De maniére surprenante, lorsque le procédé selon I’invention met en
euvre cette souche particuliére, les Inventeurs ont réussi & produire la lipase
recombinante en grande quantité et 4 avoir un meilleur contrble sur ladite production.
Les Inventeurs ont en effet réussi & améliorer le rendement de production de lipase et
ont notamment pu obtenir une production de I’ordre de 1 & 3 g de lipase pure par litre
de surnageant de culture. lls ont également pu obtenir des préparations de lipase
présentant une activité proche de 20 000 U/ml.

Au sens de la présente invention, Vactivité de la lipase correspond

son activité enzymatique. L’activité catalytique d™une sotution de lipase est exprimée
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en unité (U) par ml de solution analysée. L’activité spécifique est exprimée en unité
{U) par mg de protéine (lipase) purifiée. Une unité correspond & la quantité d’enzyme
capable de catalyser la ﬁbérz;ﬁon de 1 umole d’acide gras par minute. L’activité
spécifique d’une lipasc varie en fonction de la nature du triglycéride utilisé conune
substrat.

Outre ’amélioration du rendement de production de la lipase, les
Inventeurs ont également pu assurer une meilleur reproductibiiit¢ du procédé de
production, amélorer I’homogénéité du produit final et améliorer les conditions de
purification de la lipase.

Ces différentes modifications permettent donc d’obtenir une lipase
répondant aux conditions requises pour un usage médical. En effet, dans le cadre de
leur recherche, les Inventeurs ont maintenant observé que la lipase Lip2 est active dans
des valeurs de pH supérieures & 3 et jusqu’ une valeur de pH proche de 8, avec une
activité optimale pour un pH compris entre 5 et 6. En revanche, ellc est inactivée de
manitre irtéversibie lors d’une incubation de 2 heures a pH3 ou pHS8;5. L'activité
spécifique de la lipase Lip2 a également été analysée en fonction de différents substrats
et les Inventeurs ont ainsi déterminé A pH4 les valeurs d’environ 10 760 U/mg, environ
16 920 U/mg et cnviron 12 260 U/mg de lipase purifiée, respectivement avec des
triglycérides 4 chaine courte (tributyrine), moyenne (Wrioctanoine) et longue (huile
d’olive). Enfin, les Inventeurs ont constaté de manitre surprenante que la lipase Lip2
est aclive en présence de sels biliaires et que cette activité augmente avec la
concentration en sels biliaires. Cette activité en présence de sels biliaires avait jusqu’a
présent seulement é1é observée avec la lipase gastrique et la lipase pancréatique
associée a la co-lipase. Ainsi I’utilisation de lipase Lip2 avec une importante acliviié
spéeifique ne nécessite pas la présence de co-lipase.

Le clone YL-LIP2-6C contient plusieurs copies de la cassette
d’expression de cette lipase Lip2 se traduisant par 5 événements d’intégration du géne
LIP2 a des loci différents. Lorsqu'il est mis dans des conditions adaptées & la
production de lipase, le clone YL-LIP2-6C produit davantage de lipase que les souches
transformées de Yarrowia lipolytica de I’art antérieur. La lipase est produite selon un
rendement supérieur & 1 g/l de surnageant de culture, c’est-d-dire supérienr au

rendement observé avec les clones de 1"art antérieur, décrits phus haut,

PCT/FR2006/001352
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La présente invention 2 également pour objet une préparation de
{ipase susceptible d’étre obtenue par le procédé sclon 'invention.

Selon un smode de réalisation avantageux de ladite préparation de
lipase, elle présente une activité au moins égale a4 15000 U/ml, de préférence
supérieure 4 20000 U/ml lorsqu’elle est déterminée comme indigué plus haut.

L’invention a en outre pour objet I'utilisation de la préparation de
lipase sclon l'invention pour la préparation d’un médicament destiné au {raitement
d’une pathologie associée & un déréglement de ’absorption des graisses (par exemple
acides gras & chaines courtes, moyennes ou longucs), notamment 1ié  une insuffisance
pancréatique, notamment exocrine.

L’invention a également pour objet un médicament, caractérisé en ce
qu'il comprend une préparation de lipase telle que définie ci-dessus.

La présente invention a également pour objet une cellule de
Yarrowia lipolytica transformée par un vecteur d’expression d’unc lipase
acido-résistante de levure, caractérisée en ce qu’il s’agit du clone dénommé YL-LIP2-
6C, déposé auprés de la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes
(CN.C.M.), 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, le 15 décembre 2005
sous le numéro 1-3542.

La présente invention a, ¢n outre, pour objet 'utilisation d’unc
cellule telle que définie ci-dessus pour la production de lipase acido-résistante de
ievure.

Outre les dispositions qui précédent, I’invention comprend encore
d’autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va siivre, qui se réferc A des
exemples de mise en ceuvre du procéd¢ objet de la présente invention ainsi qu’aux
dessins annexés, dans lesquels :

- La figure | représente I’approche globale du contréle de la stabilité
génétique du clone YL-LIP2-6C au cours du procédé de production de lipase.

- La figure 2 représente la variation de la densité optique a 600 nm
(DOgpo, axe des ordonnées gauche) (- ¢ -} et 1a variation du taux de croissance (h", axe
des ordonnées droit) (-W-) en fonction du temps (heures, axe des abscisses) durant le

procédé de fermentation. La fleche indique Iinduction de la production de lipase.

4
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- La figure 3 représente \’analyse par Southern blot du nombre
d’événements d’intégration du géne LIP2 & des loci différents dans le génome de 23
colonics (pistes 24 & 43) prélevées au temps T33, correspondant 2 la fin de la
fermentation, environ 100 heures aprés le début de ta fermentation. Copies 1 2 6: 6
leci du géne LIP2 (5 Yoci pour 'intégration de la cassette d’expression du géne LIP2 +
un locus pour le géne LIP2 endogéne). M : marqueur de taitle.

- La figure 4 représente le suivi, par SDS-PAGE, de la production de
lipase recombinante par le clone YL-LIP2-6C pendant le procédé de production, de
T16 & T33. La fléche indique I’induction de la production de hipase (T17, 48 heures de
fermentation). M : échelle de poids moléculaire ; les cing pistes de la partie droite du
gel correspondent i des quantités connues (2,5 pg & 20 pg) de la lipase Lip2 purifice.

- La figure § représente ’analyse, par SDS-PAGE, de la pureté de la
lipase dans le surnageant au temps T33 (fin du procédé de fermentation). MW : ¢chelle
de poids moléculaire ; RefLip2 F5 : gamme de lipase Lip2 de 1 4 10 pg; YL-LIP2-6C
surnageant : volumes, en yl, du surnageant analyseé.

- La figure 6 représente le spectre de masse, déterminé par speciro-
méitrie de masse de type MALDI-TOF, de la lipase recombinante produite par le clone
YL-LIP2-6C.

EXEMPLE 1 - MATERIELS ET METHODES
1) Milieux utilisés
Les concentrations finales indiquées sont les concentrations dans les

solutions-méres.
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Milieu de base 021308 non enrichi

Ingrédients concentration finale 1
Glucose 10 g/l

KH,PO4 3t

NayHPO, 32/

H3BO; 034gl
(NH)-S0. 3 g/l ]
CsHyO4NNa (Glutamate) 11

MgSO, 0,5 g/l

CaCl, 0,023 g/l

MnSoy 0,038 g/

ZnS0, 0,04 g

p——

Le milieu 021308 cnrichi comprend en outre les additifs sutv

Additifs

Concentration finale

Solution d’oligoéléments

1 ml/l

Solution de vitamines

1 mi/

Composition de la solution d’oligoéléments

ants :

Ingrédients Concentration finale
CoCl; T 0,5 g/l

Na,MoO, 0,06 g/l

CuSO4 0,9 p/1

Composition de la solution de vitamines

Ingrédients Concentration finale
D-biotine 0,05 gN
Pantothénate de calcium 1 g/l
Acide nicotinique 1 g/l
Mpyoinositol 25 g/l
Thiamine HCl 0,25 g/
Pyridoxol HCI 0,25 g/l
| Acide p-aminobenzoique 0,05 g/t o
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Ingrédients Concentration finale
MgSOq4 26,76 g/

CaCly 6,40 g/l

FeSOq 5,6t gl

CoCl, 0,29 g/

ZnS0O4 7,72 g/l

Na;MoO4 0,09 g/l

H,BO; 0,34 g/l

MnCl, 0,47 g/l

CuSO, 0,61 g/l

Composition de la solution de FeSOs

ingrédients Concentration finale ]
FeSO, 0.9 pht

Solution d’ammoniac, 14%

Solution anti-mousse : Struktol 1673 diluée au 1110 (Schili+Seilacher
AG, Moorflecter Str.28,22113, Hamburg, Allcmagne)
2) Extraction d’ADN génomique et analyse Southern blot

a) Extraction de ' ADN génomigue

e culot cellulaire obtenu a partir d’une culture de 4 nl est mis en
suspension dans 0,5 ml de tampon sorbitol (0,9 M de sorbitol ; 0,1 M de Tris-HCl, pH
= 8,0 ;0,1 M ’EDTA). 50 ul de Zymolase® 20T (6 mg/ml) (Euromedex, 67458
Mundolsheim cedex, France), 50 yul de 2-mercaptoéthanol 4 0,28 M sont ajoutés et la

solution est incubée 1 heure a 37°C sous agitation (180 rpim). La solution est soumise &

centrifugation et le culot est mis en suspension dans 0,5 ral de tampon TE (30 mM de -

Tris-HCL, pH = 8; 20 mM d’EDTA). 50 ul de SDS 10% sont ajoutés et la solution est
mélangée par retoumements et incubée 20 min 4 65°C. 0,2 ml d’acétate de potassium
5M sont ajoutés, puis la solution est mélangée et gardée dans la glace pendant 30 min,
puis centrifugée pendant 5 min.

Le surnageant est transféré dans up tube de 1,5 ] puis 0,8 ml

d’éthanol 100%, prléalublement refroidi dans la glace, sont ajoutés. La solution est
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mélangée par retournements puis centrifugée. Aprés élimination du surnageant, 0,4 ml
de tampon TE contenant 100 pg/m! de RNase A (Invitrogen, USA) sont ajoutés et la
solution est incubée 1 heure a 37°C. Aprés Pgjout de I ml d’éthanol 100%,
préalablement refroidi dans la glace, la solution est délicatement mélangée jusqu’a la
précipitation de I’ADN, puis est centrifugée. Le surnageant est éliminé puis le culot
Q’ADN est séché 4 1air libre puis mis en suspension dans 100 ul d’eau stérile puis
incubé une nuit 2 4°C.

b) Digestion par 1'enzyme HindUI

La concentration en ADN génomigue cst mesurée par détermination
de Pabsorbance & 260 nm (Aaze) et @ 280 nm (Azo). 1 ug de ’ADN génomique est
mélangé avec de I’eau stérile jusqu’a un volume final de 42,5 pl. 5 ul de tampon (5X)
et 2,5 pi de Hindl (50 wnl) (Invitrogen, USA) sont ajoutés et la solutidn est incubée
a 37°C pendant 4 heures.

¢) Analyse Southern Blot

Les transferts de type Southern blot sont effectués en suivant les
procédures du kit « DIG High Prime DNA Labeling and Detection » de la société
Roche Diagnostic. '

d) Procédure de marquage de la sonde

La sonde corrcspondant a la totalité du géne codant pour la hipase
Lip2 est obtenne par PCR effectuée sur 'ADN génomique 2 Paide de PPenzyme
Phusion DNA polymerase (Finzyme) et des deux amorces suivantes :
Amorce sens : 5’-GTGTACACCTCTACCGAGACCTCT-3" (SEQ IDNO: 1)
Amorce antisens :  5'-TTAGATACCACAGACACCCTCGGT-3’ (SEQ ID NO: 2)

Aprés la réaction de PCR, la sonde cst purifiée sur gel & 'aide du kit
« Nucleospin Extract 11 » (Macherey Nagel). La sonde purifiée est ensuite rﬁm‘qﬂée a
froid (digoxygéninc) a i’aidc du kit « DIG high prime DNA labeting » de Roche.

e) Séparation sur gel, transfert d'ADN et détection du signal

2 ug de PADN digéré par HindIll est mélangé avec du tampon de
charge puis est déposé sur un gel d’agarose 0,8%. La migration est effectuée sous 50V
pendant 2h30 puis ADN est transféré sur membrane Hybond+ (Amersham

Bioscience). e nombre de loci du géne Lip2 dans I’ADN génomique est détecté grace

PCT/FR2006/001352
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A ’hybridation, sur les membranes, de la sonde marquée, suivie de la visualisation par
I’exposition aux rayons X.

3) Détermination de la concentration protéique

La concentration protéique est déterminée par la méthode de
Bradford. Les protéines sont quantifiées 3 P'aide de la méthode de Bradford
directement sur le surnageant de la culture en fermentation. La quantité de protéines
ainsi détenninée est comparée avec des quaniités connues de lipase Lip2 purifiée.
20 pl d’échantillons de standards, aux dilutions appropriées, sont mélangés dans des
tubes avec 1 ml du réactif dilué (5 fois) contenant le colorant. La DOsgs est alors
déterminée relativement a la DOsgs obtenue pour le contréle (colorant dilué seul).

4) Mesure de Pactivité spécifique de }a lipase recombinante

L’activité de la lipase est mesurée potentiométriquement a 37°C 4
I’aide d’un dispositif pH-stat (RADIOMETER). Le substrat utilisé est la trioctanoine.
10 mM de substrat sont mis en émulsion dans 15 m! de tampon de réaction contenant
1mM de Tris-HC! (pH 5,5), 150 mM de NaCl, 5 mM de CaCl; et 4 mM de
taurodésoxycholate de sodium (SIGMA). Une unité d’activité spécifique est définie
comme 1 pmole d’acide gras libéré par min et par mg de protéine.

4) Electrophorése sur gel de polyacrylamide en condition
dénaturante (SDS-PAGE)

12 pl d’un échantillon comprenant 25% d'un mélange contenant du
SDS et des agents réducteurs sont chargés sur vn gel bis tris 4-12% (Biorad). La
migration est effeciuée pendant 45 min a 160 V.

Le gel est ensuite analysé par coloration au bleu de Coomassie.

5) Détermination par spectrométric de masse de type
« Désorption-lonisation Laser Assistée par Matrice - Temps de Vol » (MALDI-
TOF : Matrix-assisted Desorption Ionization-Time of Flight) de la masse molé-
culaire de la lipase Lip2 produite par le clone YL-LIP2-6C

Une analyse de spectrométric de masse de type désorption/ionisation
laser est cffectuée en utilisant un spectrométre de masse « Voyager Elite XL time of
flight » de la société Perseptive Biosystems (Framingham, MA) mis en uvre avec un
laser 4 azote émettant & 337 nm, Le spectre de masse en mode positif est obtenu en

wtilisant un mode d’extraction linéaire et retardéc avec un potentie] d’aceélération de
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25 kV, une tension de grille de 0,3%, upe tension de guide d’ion de 0,3%, et un temps
de retard de 1000 ns pour la protéine Lip2. Chaque spectre est le résultat de la
moyenne de 100 impulsions laser, Le matériel 4 analyser est mélangé & un volume égal
d’unc solution saturée d’acide sinapinique (Fluka) préparé dans une solution a 50%
(v/v) d’acétonitrile/acide triffuoroacétique aquenx. Des aliquots de 2pl de ce mélange
sont déposés sur la plaque d’échantillon cn acier inoxydable et sont séchés a Pair libre
avant d’effectuer P’analyse. La calibration extemne est effectuée a I’aide de Palpha
chymotrypsinogéne A (Sigma). Les valeur exprimées sont des moyennes et correspon-
dent & I'ion [M+H]".
EXEMPLE 2 — Construction du vecteur d’expression et obtention du ctone YL~
LIP2-6C

La souche YL-LIP2-6C est obtenue par transformation d™une souche
de Yarrowia lipolytica PO1d, dépourvue de séquences zfta par un vecteur
d’expression, dénommé JMP6, décrit dans la Demande EP' 1 108 043, ¢t comprenant le
géne LIP2 codant pour le précurseur Lip2p de 1a lipase Lip2 de Yarrowia lipolytica en
amont duquel se trouve le promoteur ACO2. Ladite cassctte est encadréc par des
séquences zéta, comme décrit plus haut. La construction du vecteur JMP6 et la
transformeation de la souche POld sont réalisés selon le méme mode opératoirc que
daus la Demande EP1108043. Cette souche YL-LIP2-6C, comprenant 5 loci différents
d’intégration dc la cassette d’expression du géne LIP2, a été déposée auprés de la
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), 28 rue du Docteur
Roux, 75724 Paris Cedex 15, sous le numéro 1-3542, le 15 décembre 2005.
EXEMPLE 3.- Production de la lipase avec 1a souche YL-LIP2-6C et vérification
de la stabilité génétique de YL-LIP2-6C

La souche YL-LIP2-6C est mise en ceuvre dans un procédé de
production de lipase comprenant une étape d¢ pré-culture et une étape de fermentation
adaptée & la production de lipase. L'approche globale de ce procédé est illustree a la
figure 1. La lipase ainsi produite a ensuvite été analysée en terme d’activité et de
qualité. Par ailleurs, la stabilité génétique de YL-LIP2-6C est analysée par détermina-

tion du nombre de loci de la cassetie d’expression du géne LIP2.
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1) Procédé de production

Pré-cultures et fermentation

Une ampoule de solution-mére du clone YL-LIP2-6C dans du
glycérol est décongelée et 5 pl sont mis en culture dans 25 ml de milien 021308
enrichi, contenant 1%o (v/v) de la solution de vitamines. et 1%o (v/v) de la solutton
d'oligoéléments, dans une bouteille Erlen Meyer de 250 ml. La culture est incubée 4
28°C pendant 36 heures sous agitation (180 rpm}. La préculture de 25 ml résultanie
(préculture 1) est ensemencée dans 200 ml de milien 021308 enrichi dans un flacon
Erlen Meyer de 2 litres puis la culture est incubée 36 heures a 28°C sous agitation (180
pm). La préculture 2 ainsi obtenue (225 m!) est ensemencée dans du milicu 021308
enrichi dans un fermenteur.

Au temps To du procédé de fermentation, 2 ml de la solution de
FeSO, sont ajoutés dans la culture. Toutes les 6 2 9 heures, 2 4 3 mal de la solution de
vitamines sont ajoutés & la culture en fermentation et aprés 34 heures de fermentation
(a 'T12), Papport en glucose est initié. L’alimentation en glucose est progressivement
augmentée pendant 14 heures puis est mterrompuc & T17 (correspondant a 48 heures
de fermentation) et I'induction par 1’acide oléique est alors initi€e. L’alimentation en
acide oléique est progressivement augmentée durant les 54 heures suivantes, puis &
T33 (102 heures de fermentation) unc DOgyp de 340 est atteinte et le proctdé de
fermentation est arrété. La culturc finale de 3 litres cst centrifugée (14000 rpm). Le
surnageant est récupéré et conservé a ~20°C.

Monitorage des cultures

Au cours de la fermentation, la température, la pression partielle en
oxygéne et le pH sont surveillés et maintenus & 28°C, 20% ct 6,2 respectivement.
Toutes les 3 heures environ, un échantillon de la culture est prélevé et la DOggo est
mesurée afin de suivre I’évolution du taux de croissance. Les résultats soni indiqués
dans la figure 2. Deux cextraits de 1 ml de ces échantillons sont centrifugés 5 min a
14000 rpm: et les culots et surnageants sont conservés 4 —20°C. L.e Tableau | montre le

monitorage du procédé de fermentation.
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Purification de la lipase

Optionnellement, une étape supplémentaire de purification de la
lipase est réalisée.

La lipase est séparée de la culture a 1’aide d’un dispositif de micro-
filtration tangentielle sur membrane céramique (pilote X6 de PALL) pennecttant la
rétention des levures de taille supérieure au seuil de coupure (0,1 um). Le perméat
contenant la lipase est récupéré d’abord en mode concentration, puis en mode
diafiltration. Ces étapes sont mises en ccuvre en suivant les recommandations du
fabricant avec les modifications appropriécs. La concentration en microorganismes
contenus dans le perméat est ensuite réduite par filtration (0,2 pm) (Millipore) de fagon
a obtenir une biocharge inférieure & 10 cfu/ml. A I’aide d’un dispositif Profux M12
(Millipore), la solution de lipase est concentrée, jusqu’a un volume d’environ § litres,
et soumise & une ultrafiltration tangentielle en utilisant une membranc Pellicon
standard Biomax 10 kDa afin d’éliminer les contaminants de faibles poids moléculaire.
L’ultrafiltrat, ne contenant pas la lipase, est éliminé. La solution de lipase est alors une
nouvelle fois purifiée par ¢limination des microorganismes, comme indiqué plus haut,
de fagon & obtenir une biocharge inférieure 4 5 cfw/ml. La lipase ainsi purifiée peut en

outre subir une lyophilisation.

3) Caractérisation de la lipase rccombinante produite par YL-
LIP2-6C

a}) Controle de la production de lipase par la souche YL-LIP2-6C au

Cours du procédé de fermentation

A chaque point de mesure, un échantillon de culture est soumis 4
centrifugation et le surnageant est analys¢ par SDS-PAGE. 75 wl du surnageant sont
mélangés avec 75 ul d’cau puis S5 p! sont chargés sur un gel 4 26 puits. Des ¢chantil-
lons contenant des quantités connues de lipase Lip2 sont ¢galement analysés. Les
resultats sont illusirés & la figure 4. En comparant 1a quantité de lipase obtenue a la fin
de la fermentation (T33), avec le gradient de quantités connues de lipase Lip2, la
concenlration de lipase oblenue aprés 100 heures de fermentation peut étre estimée a
1,5 g/

Par ailleurs, les inventeurs ont mis en ceuvre le procédé de produc-

tion de lipase sclon Vinvention pour un volume final d’environ 35 htres, ce qui a

oy
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permis 1’obtention de lipase selon un rendement situé entre 1 et 3 g par litre de
surnageant de culture.

b) Détermination de la _concentration protéique et estimation du

rendement de production de lipase recombinante

5 La concentration protéique dans le sumageant de culture est déter-
minée comme indigué 2 l'exemple 1 (méthode de Bradford). Sept mesures
mdépendantes sont cffectuées et la concentration de protéines dans le surnageant est de
2,3 g/l. La pureté de la protéine Lip2 dans le sumageant est estimée par SDS-PAGE.
Les résultats sont illustrés i la figure 5. Le miveau de pureté est estimé 4 environ 70%.

10 Lerendement résultant de production de lipase de I’étape de fermentation avec le clone
YL-LIP2-6C est donc de 1,6 g/l.

¢) Mesure de 'activité spécifique de la lipase recombinante produite
par YL-LIP2-6C

L activité spécifique de la lipase produite par le clonc YL-LIP2-6C

15 est mesurée comme indiqué 4 ’exemple 1. 1.’échantillon correspondant an surnageant
de fermentation est dilué 100 fois dans un tampon contenant 50 mM de NayHPO,,
50mM de KH,POy4, 150 mM de NaCl, pH 6,0. L’activité catalytique déterminée & 37°C

avec le trioctanoine sur 3 expériences indépendantes est de 21883,33 U/ml du

sumageant {Tableau ).

Activité lipasique (U/ml) ]
Essais Moyenne SD
[ Echantillon | 20800,00 22750,00 22100,00 2188333 992,89

20 Tablean II : mesure de I’activité d’échantillons du surnageant de fermentation
D’aprés la concentration estiméc de lipase Lip2 dans le sumageant (voir
plus haut), I"activité spécifique de la lipase est de 13675 U/mg, comparable a Pactivité
spécifique de la lipase produite pour les études cliniques. L’activité spécifique de la
lipase produite par le clone YL-LIP2-6C est conforme aux conditions requises pour les

25 lots cliniques.

d) Masse moléculaire de la lipase recombinante

L’analyse du spectrc de masse (voir exemple 1) est faite sur le
surnageant de culture de fermentation aprés centrifugation sans purification, Le résultat

est illustré & la figure 6. Le pic majeur obscrvé révéle une masse moléculaire de 37648
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Da. La lipase Lip2 produite par YL-LIP2-6C a une masse moléculaire correcte car la
valeur observée est conforme aux conditions requises pour les lots cliniques, c’est a
dire 37500 /- 1000 Da. )

Cet cxemple illustre la sélection d’un clone stable, YL-LIP2-6C (en
’espéce, 100% des clones analysés aprés 30 générations présentent le méme nombre
de Loci du géne Lip2 que l¢ clone initial). En outre, Ja stabilité génétique dudit clone
n’est pas affectée par les conditions de culture mises en oeuvre pour la production de
lipase (pendant les pré-cultures ; juste avant la fermentation ; juste avant I'induction
par acide oléique de ta production de lipase ; fin de 1a fermentation).

3) Stabilité génétique du clone YL-L1P2-6C

La stabilité génétique du clone YL-LIP2-6C au cours da procédé de
production de lipasc, comprenant une élape de préculture ct une étape de fermentation,
est analysée en déterminant lc nombre d’événcruents d’intégration de la casscttc
dexpression du géne LIP2 4 des loci différents dans I’ADN de Yarrowia lipolytica,
dans les colonies sélectionnées a TO, T17 et T33.

a) Sélection des colonies

Un échantillon de la préculture 2 (T0, initiation de la fermentation),
un &chantillon de la culture en condition de fermentation & T17 (juste avant
Pinduction) et & T33 (fin de la fermentation) sont dilués, dans un premier temps
jusqu’a atteindre une DOggo = 1, puis sont dilués au 1/1 000. 10 pl de ces solutions
diluées sont chacunc étalées sur 3 plagues de culture sur milieu YPD. Les plaques sont
ensuite incubées a 28°C pendant 48 heurcs puis sont conservées a 4°C jusqu’a la
sélection de colonies pour ’analyse du nombre de loci.

20 colonies dérivées de 1’échantillon préicvé an point de départ de la
fermentation (T0), 20 colonies dérivées de I’échantillon prélevé juste avant I'induction
(T17) et 100 colonics dérivées de I’échantilion prélevé a la fin de la fermentation (133)
sont ensemencées séparément dans 4 m! de milieu 021308 enrichi puis mis en culture
pendant 72 heures. Ensuite, des stocks dans du glycérol 30% sont constitués en

prévision de I'extraction de ’ADN et de Vanalyse par Southem blot (Maténiels et
Méthodes).

PCT/FR2006/001352
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¢) Détermination du nombre d’événements d'intégration du gene

LIP? & des loci différents pour 140 colonies dérivées de la souche YL-LIP2-6C

Les résultats de Panalyse par Southern blot du nombre d’événements
d*intégration 2 des loci différents du géne LIP2 sur 20 colonies prélevées au temps TO
(début de fermentation), 20 colonies prélevées an temps T17 (48 heures de
fermentation) et 100 colonies prélevées au temps T33 (100 heures de fermentation)
sont illustrés 2 la figure 3. Ces résultats montrent que toutes les colonies analysées
contiennent 6 loci du géne L/P2. Dans la mesure ot la souche sauvage conticnt une
copie du géne LIP2 endogéne, la souche YL-LIP2-6C contient domc 5 loci
d’intégrations dc la cassette d’expression du géne LIP2. Le clone YL-LiP2-6C est

donc 100% stable durant un procédé de fermentation de 100 heures.

XS
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REVENDICATIONS

1°) Procédé de production de lipase recombinante, comprenant

a) une étape au cours de laquelle on procéde 4 1a mise en culture de
cellules de Yarrowia lipolytica transformées par un vecteur comprenant une cassetle
d’expression d’une lipase acido-résistante de levure, et

b) une étape au cours de laquefle on recueille, dans le surnageant de
culture, la lipase recombinante produite par lesdites cellules,

lequel procédé est caractérisé en ce que I’étape a) de mise en culture
est misc en cuvre dans un milieu de culture dépourvu de produits d’origine avimale ou
de mélanges non caractérisés constitués de matiéres protéiques d’origine animale ou de
leurs produits de digestion enzymatique.

2°) Procédé de production selon la revendication 1, caracténsé en ce
que ledit milieu de culture comprend :

. comme source d’azote, de ’azote minéral, ¢t de préférence du
sulfate d’ammoniwm ;

- une source de carbone sélectionnée parimi les sources de carbone
d’origine glucidique, les polyalcools tel que le glycérol, et les sources de carbone
d’origine lipidique tels que des acides gras et des acylglycérols ; et

- des sels minéraux, des oligoéléments et des vitamines.

3°) Procédé de production selon la revendication 1 ou la
revendication 2, caractérisé en ce que 1'étape a) comprend :

al) la pré-culture des cellules trunsfonnées de Yarrowia lipolytica
dans un milieu contenant une source de carbone d’origine ghucidigue ;

a2) une étape de fermentation, comprenant une phase de croissance
cellutaire dans un milieuw contenant une source de carbone d’origine glucidique et une
phase de production de lipase dans un milicu contenant comme seulc source de
carbone un acide gras choisi parmi les triglycénides & chafne courte, moyenne ou
longue.

4°) Procédé de production selon la revendication 3, caractérisé en ce
que la fermentation est avantagensement mise en ceuvre avec une pO2 constanie

comprise entre 15 % et 25 % ct un pH de préférence inféreur 4 6,5.

PCT/FR2006/001352
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S°j Procédé de production selon la revendication 3 ou la
revendication 4, caractérisé en ce que I’étape al) de pré-culture est réalisée jusqu’a
atteindre une valeur de DOgponr, comprise entre 3 et 10 pour 1 ml, et en ce qu’a I’étape
a2) de fermentation, ladite phase de production de lipase est initiée lorsque la DOggonm
de la culture atteint une valeur comprise entre 60 et 80 pour 1 ml.

6°) Procédé de production selon I'une quelconque des revendications
14 5, caractérisé en ce que L’étape b) au cours de laquelle on recueille la lipase, est
réalisée lorsque la DOgoonm atteint une valeur comprise entre 300 et 350 pour 1 ml.

7°) Procédé de production selon I’une quelconque des revendications
1 46, caractérisé en ce que I'étape b) comprend :

b1) la séparation de la lipase dudit surnageant de culture, et

b2) la purification de la lipase obtenue en bl).

8°) Procédé de production selon la revendication 7, caractérisé en ce
que ladite séparation est effectuée par une technique choisie parmi la filtration
tangentielle en fibre creuse, la filtration frontale et la centrifugation continue ou
discontinue, et ladite purification est effectuée par une technique choisie parmi la
filtration, la précipitation fractionnée, la chromatographie d’échange d’ions, la
chromatographie d’interactions hydrophobes et la chromatographie par gel-filtration.

9°) Procédé de production selon I'nne quelconque des revendications
1 4 8, caractérisé en ce que 1'étape a) consiste en la mise cn culture du clone dénommé
YL-LIP2-6C, déposé auprés de la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (C.N.C.M.), 28 e du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, sous le
numéro 1-3542, le 15 décembre 2005.

10°) Préparation de lipase recombinante acido-résistantc de levure,
caraciérisée en ce qu’elle est susceptible d’étre obtenue par un procédé selon 'une
quelconque des revendications 13 9.

11°) Préparation selon la revendication 10, caractérisée en ce qu’elle
a une activité catalytique @ pHG d’au moins 15000 unités par mi de surnageant de
culture, de préférence supérieure a 20000 unités par ml de surnageant de culture, une
unité correspondant & ta quantité d’enzyme capablc de catalyser la libération de

1 pmole d’acide gras par minute lorsque le substrat utilisé est la trioctanoine, ct/on en

PCT/FR2006/001352
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ce que la concentration de laditc lipase dans ladite préparation cst supérieure & 1 g de
lipase par litre,

12°) Utilisation d’une préparation de lipase selon la revendication 10
ou la revendication 11 pour ’oblention d’un médicament destiné aun traitement d’un
syndrome de malabsorption de graisses, 1ié & une insuffisance pancréatique.

13°) Cellule de Yarrowia lipoljztica transtormée par un vecteur
comprenant une cassette d’expression d’une lipase extracellulaire acido-résistante de
levure, caractériséc en ce qu'il s’agil du clone dénommé YL-LIP2-6C, déposé aupres
de Ia Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (C.N.C.M.) sous le numéro
1-3542, le 15 décembre 2005.

14°) Utilisation de la celiule selon la revendication 13 pour la
production de lipase acido-résistante de levure.

15°) Médicament, caractérisé en ce qu'il comprend une préparation

dc lipase selon la revendication 10 ou la revendication 11.

28
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