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DESCRIPCION

Procedimiento de produccion de lipasa, célula de Yarrowia lipolytica transformada apta para producir dicha lipasa y
sus aplicaciones

La presente invencion se refiere a un procedimiento de produccion de lipasa que emplea células de levadura
Yarrowia lipolytica productoras de una lipasa recombinante acidorresistente, permitiendo dicho procedimiento la
obtencién de una lipasa apta para emplearse como medicamento; la presente invencion se refiere igualmente a una
cepa de Yarrowia lipolytica sobreproductora de lipasa recombinante acidorresistente y a sus aplicaciones.

Los alimentos ingeridos diariamente por el hombre estan constituidos esencialmente por lipidos, proteinas y
azucares. Todos estos constituyentes experimentan, antes de su absorcion, una hidrélisis catalizada por las enzimas
del tracto digestivo. Un déficit de alguna de estas enzimas puede conllevar por tanto problemas digestivos y conducir
a una desnutricion importante. Es por ejemplo el caso en ciertas situaciones patoldgicas, como la muscoviscidosis o
la insuficiencia pancredtica exocrina, a las que esta asociado un déficit de lipasa pancreéatica. Se ha propuesto
clasicamente para corregir este déficit administrar por via oral extractos pancreaticos. Sin embargo, la eficacia de
esta terapia esta limitada por el hecho de que las enzimas contenidas en estos extractos (lipasas, amilasas y
proteasas) se inactivan rapidamente por la acidez del medio gastrico.

Se ha propuesto por tanto utilizar preparaciones de lipasas que resistan a las condiciones gastricas, tales como por
ejemplo preparaciones de lipasa gastrica de mamiferos producidas por ingenieria genética, como la descrita en la
solicitud de patente francesa publicada con el nimero 2.699.179 a nombre del INSTITUT DE RECHERCHE
JOUVENIAL SA o preparaciones de lipasas de microorganismos que posean una actividad correcta en medio acido
[ZENTLER-MONRO et al., Pancreas, 7, 311-319 (1992)].

Entre las lipasas de microorganismos activas en medio acido, se citaran en particular las lipasas fungicas, tales
como las de Candida ernobii, [YOSHIDA et al., Biochim. Biophys, Acta; 154, 586-588, (1968)], de Trichosporon
asteroide [DHARMSTHITI et al., Biotechnol. Appl. Biochem., 26, 111-116 (1997)], de Rhizopus javanicus
[(UYTTENBROECK et al., Biol. Chem. Hoppe Seyler, 374, 245-254, (1993)] o de Yarrowia lipolytica [HADEBALL,
Acta Biotechnol., 2, 159-167 (1991); NOVOTNY et al., J. Basic Microbiol., 28, 221-227 (1988)]. Ademas de su
actividad a pH acido, estas lipasas presentan las caracteristicas comunes de ser resistentes, en presencia de su
sustrato, a la digestion por proteasas (tripsina, quimotripsina y pepsina) y de ser resistentes a la accién de las sales
biliares (su actividad se conserva en presencia de taurocolato de sodio 10 mM).

Se ha descrito ya la utilizacion de Yarrowia lipolytica para la produccion de un gen de interés. Asi, la solicitud EP
1.108.043, a nombre del INRA y del CNRS, describe la utilizaciéon de un vector integrativo que comprende un médulo
de expresion de un gen de interés y secuencias zeta, correspondientes a las secuencias de LTR del retrotransposén
YIt de Yarrowia lipolytica. Dicho vector de expresion permite la integracion no homéloga y dispersada de varias
copias del inserto de interés en el ADN genémico de una cepa de Yarrowia lipolytica desprovista de secuencias zeta.
Este sistema se ha usado especialmente para la integracion del gen LIP2 que codifica una lipasa en el ADN de
Yarrowia lipolytica y ha permitido, en condiciones de cultivo que no se detallan, una secrecién de lipasa de 10 a 15
veces superior a la de cepas no transformadas.

Otros estudios describen la utilizacion del mismo vector de expresion que el descrito en la solicitud de patente EP
1.108.043 para la produccion de una lipasa recombinante en Yarrowia lipolytica (solicitud internacional WO
01/83773; PIGNEDE et al., Journal of Bacteriology, vol. 182, n°® 10, pag. 2802-2810 (2000) y PIGNEDE et al., Applied
and Enviromnental Microbiology, vol. 66, n° 8, p3283-3289 (2000). Asi:

- La solicitud internacional WO 01/83773, a nombre de Laboratoires MAYOLY SPINDLER, describe la
obtencidn del clon de Yarrowia lipolytica MS4 (CNCM 1-2294) que comprende 10 copias del médulo de expresion del
gen LIP2 integradas en su ADN, asi como su utilizacién para la produccion de lipasa con un rendimiento del orden
de 0,5 g de lipasa por litro de sobrenadante de cultivo, y una actividad catalitica de 12.000 U/ml, medida usando
aceite de oliva como sustrato, correspondiendo una unidad a la cantidad de enzima capaz de catalizar la liberacién
de 1 pmol de acido graso por minuto, es decir, 200 veces mas que la cepa inicial. No obstante, el procedimiento de
produccion de lipasa descrito en esta solicitud presenta un inconveniente importante, ya que emplea medios de
cultivo que contienen bactopeptona o bactotriptona. Estos productos, que no estan caracterizados y que contienen
diversos hidrolizados proteicos, se utilizan clasicamente como fuente de nitrégeno y carbono. En consecuencia, el
procedimiento descrito en esta solicitud no permite obtener una lipasa directamente utilizable como medicamento.

- PIGNEDE et al. (Journal of Bacteriology, 2000) han caracterizado mas particularmente la lipasa extracelular
codificada por el gen LIP2 de Yarrowia lipolytica (cepa PO1d). En este articulo, se han estudiado asi:

e la secrecién de la lipasa a partir de diferentes cepas silvestres (PO1d en la que Yltl estd ausente y
E150 en la que YIil esta presente) y de diferentes cepas recombinantes como JMY184 (PO1d-6-
15) y IMY279 (PO1d-6-17), asi como

» la sobreproduccién de lipasa especialmente por el transformante JMY184.
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Este articulo de PIGNEDE et al. compara la produccién de lipasa por cepas silvestres, cepas mutantes y cepas
recombinantes obtenidas segun el procedimiento descrito anteriormente (solicitud internacional WO 01/83773). Las
cepas silvestres secretan entre 30 y 50 U de lipasa/ml, mientras que las cepas mutantes obtenidas por la accion de
la N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (NNNG) producen 25 veces mas lipasa, es decir, 1.200 U/ml en condiciones de
cultivo optimizadas que hacen intervenir un medio que contiene peptona (medio de precultivo) y un medio que
contiene suero lacteo (medio de fermentacion) (véase igualmente DESTAIN et al., 1997). Se obtienen las cepas
recombinantes con la ayuda de la construccion que comprende el gen LIP2 regulado por el promotor POX2 y
mediante integracion no homéloga, en copias multiples y de forma dispersada, de este médulo de expresion.
PIGNEDE et al. han obtenido transformantes estables (por ejemplo, la cepa JMY184) que producen 2.000 U/ml en
condiciones no optimizadas, es decir, en medio YPDH (que comprende 10 g/l de extracto de levadura, 10 g/l de
bactopeptona, 10 g/l de glucosa y 10 g/ de aceite de oliva) correspondientes a aproximadamente 0,5 g de lipasa/l de
sobrenadante. De la misma manera que anteriormente, las preparaciones de lipasa descritas por PIGNEDE et al. y
por DESTAIN et al., son inapropiadas, como tales, para un uso médico y mas particularmente para la constitucion de
lotes clinicos, ya que su produccion requiere la utilizacion de medios de cultivo que contienen peptonas o suero
lactico.

- Prosiguiendo sus trabajos, el equipo de PIGNEDE (Applied and Environmental Microbiology, 2000) ha
estudiado cepas de Yarrowia lipolytica transformadas por un vector que comprende un modulo de expresion del gen
LIP2. Los autores han determinado que, para 8 de estos transformantes, el nimero de copias del médulo de
expresion del gen LIP2 esta comprendido entre 6 y 16 (10 copias de media), lo que se traduce en 2 a 15 eventos de
integracion de dicho médulo en loci diferentes. La cepa JMY184 comprende asi 12 copias del modulo de expresion
del gen LIP2, integradas en 4 loci diferentes. Los autores han estudiado por otro lado méas precisamente este
transformante JMY184. Confirman 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) (frente a 50 U/ml para una cepa silvestre PO1d),
medida utilizando aceite de oliva como sustrato. Estos valores permiten deducir una actividad especifica de
aproximadamente 3.000 U/mg de lipasa. Los autores anuncian ademas que la produccion optimizada de lipasa en
fermentador por la cepa JMY184 permite obtener preparaciones que tienen una actividad de hasta 10.000 U/ml. No
obstante, las condiciones de cultivo que han permitido este resultado no se han divulgado. En este articulo, los
autores han estudiado ademas la estabilidad en cultivo de estos transformantes, y especialmente del clon IMY184, y
han mostrado su estabilidad durante 120 generaciones. PIGNEDE et al. han considerado que, para optimizar la
produccion de lipasa, los factores a tener en cuenta son la estabilidad de los transformantes y las condiciones de
cultivo.

Por otro lado, han mostrado que existe una fuerte correlacion entre el nUmero de copias del gen LIP2 integradas y la
sobreproduccion de lipasa.

No obstante, para la produccion de lipasa, los Unicos medios de cultivo contemplados en este articulo son medios
gue contienen peptonas, tales como el medio rico YPDH.

Los procedimiento de produccién de lipasa de la técnica anterior, aunque permiten obtener rendimientos mejorados
de lipasa, no estan adaptados a la produccion de una lipasa apta para utilizarse con fines médicos.

Efectivamente, los medios de cultivo habitualmente empleados contienen todos mezclas no caracterizadas y/o
productos de origen animal, tales como peptonas, triptonas o suero lactico. Existe por tanto la necesidad de
desarrollar un sistema que permita la producciéon de preparaciones de lipasa recombinante adaptada a un uso
médico.

Para resolver este problema, los inventores han elaborado un procedimiento de produccion de lipasa que responde
mejor a estas necesidades que los procedimientos de produccion de la técnica anterior. Mas precisamente, los
inventores han elaborado un procedimiento de produccién de lipasa en el que el medio de cultivo empleado esta
desprovisto de los productos anteriormente citados, es decir, que no contiene ningin producto de origen animal ni
ninguna mezcla no caracterizada, tal como peptona, triptona o suero lactico. Los inventores han seleccionado
ademas una nueva cepa de Yarrowia lipolytica recombinante productora de la lipasa Lip2 que, asociada a dicho
procedimiento, permite ademas aumentar de manera significativa el rendimiento de la lipasa producida.

La presente invencion tiene por tanto como objeto un procedimiento de produccién de lipasa que emplea una cepa
de Yarrowia lipolytica transformada por un vector que comprende un modulo de expresion de una lipasa
acidorresistente de levadura, caracterizado porque el medio de cultivo utilizado no contiene productos de origen
animal ni mezclas no caracterizadas tales como peptona, triptona o suero lactico.

Mas precisamente, la presente invencion tiene como objeto un procedimiento de produccion de lipasa recombinante
que comprende:

a) una etapa de puesta en cultivo de células de Yarrowia lipolytica transformadas por un vector de
expresion que comprende un médulo de expresion de una lipasa acidorresistente de levadura, en condiciones que
permiten la produccién de lipasa;
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b) una etapa de recuperacion, en el transcurso de la cual se recoge, en el sobrenadante de dicho
cultivo, la lipasa recombinante asi producida por dichas células;

estando caracterizado dicho procedimiento porque la etapa a) de puesta en cultivo se pone en practica en un medio
de cultivo desprovisto de productos de origen animal o de mezclas no caracterizadas constituidas por materiales
proteicos de origen animal (suero lactico, por ejemplo) o de sus productos de digestiébn enzimatica (triptona o
peptona, por ejemplo),

y porque dicha etapa a) comprende:

al) el precultivo de las células transformadas de Yarrowia lipolytica en un medio que contiene una
fuente de carbono de origen glucidico, nitrégeno mineral, preferiblemente sulfato de amonio, y sales minerales,
oligoelementos y vitaminas; y

a2) una etapa de fermentacion que comprende una fase de crecimiento celular en un medio que
contiene como Unica fuente de carbono una fuente de carbono de origen glucidico, nitrgeno mineral y sales
minerales, oligoelementos y vitaminas, y una fase de produccién de lipasa en un medio que contiene como Unica
fuente de carbono acido oleico, nitrdgeno mineral y sales minerales, oligoelementos y vitaminas.

La fermentacion se emplea ventajosamente con una pO; constante comprendida entre 15 y 25 % y un pH
preferiblemente inferior a 6,5. La fermentacion puede emplearse, por ejemplo, con un caudal de aire de
aproximadamente 1 vvm, siendo una unidad vvm 1 volumen de aire por volumen de liquido por minuto (por ejemplo,
para un fermentador de 30 I, 1 vvm es igual a 30l/min y para un fermentador de 51, 1 vvm es igual a 5 I/min).

Segun una disposicion ventajosa de este modo de empleo, se realiza la etapa al) de precultivo hasta alcanzar un
valor de DOggonm comprendido entre 3 y 10 para 1 ml, y en la etapa a2) de fermentacion, se inicia dicha fase de
sintesis de lipasa cuando la DOgoonm del cultivo alcanza un valor comprendido entre 60 y 70 para 1 ml.

Segun otra disposicion ventajosa de este modo de empleo, se inicia la etapa b) cuando la Deoonm alcanza un valor
comprendido entre 300 y 350 por ml. La etapa b) puede comprender ademas:

bl) la separacion de la lipasa de dicho sobrenadante de cultivo;
b2) la purificacién de la lipasa obtenida en b1l).

Estas dos etapas se realizan mediante técnicas clasica en si conocidas: separacion fisica (filtracion, cromatografia,
centrifugacion) o fisicoquimica (precipitacién).

La separacion de la lipasa del sobrenadante puede ponerse en practica por el especialista en la materia, por
ejemplo, mediante una técnica elegida entre filtracién tangencial en fibra hueca, filtracion frontal y centrifugacién
continua o discontinua.

La purificacion de la lipasa consiste especialmente en reducir la biocarga, es decir, la presencia de microorganismos,
y puede ponerse en practica mediante cualquier técnica de purificacién adecuada conocida por el especialista en la
materia, tal como una técnica elegida entre filtracidn, precipitacion fraccionada, cromatografia de intercambio i6nico,
cromatografia de interaccién hidréfoba y cromatografia por filtraciéon en gel.

Opcionalmente, el procedimiento de produccién de lipasa segun la invencién puede comprender igualmente una
etapa de concentracion, o enriquecimiento, consistente en el aumento de la concentracién de lipasa en la
preparacion. Puede emplearse una de dichas etapas, por ejemplo, después de la etapa de purificacion. Puede tener
lugar igualmente de forma simultanea a esta etapa de purificacion.

El procedimiento de produccién segin la invencién permite especialmente producir lipasa recombinante en
cantidades situadas entre aproximadamente 1 a 3 g de lipasa purificada por litro de sobrenadante de cultivo. De
manera particularmente ventajosa, el procedimiento segun la invencion permite la obtenciéon de una preparacion de
lipasa recombinante codificada por el gen Lip2 o LIP2 con una actividad catalitica superior a 15.000 U por ml de
sobrenadante de cultivo. Preferiblemente, dicha preparacion posee una actividad superior a 20.000 U/ml de
sobrenadante de cultivo. Estos valores se determinan a pH 6 utilizando trioctanoina como sustrato. Este valor de
actividad de la preparacion de lipasa reviste un interés muy particular en el marco del desarrollo de productos
farmacéuticos. Es efectivamente ahora factible administrar dosis reducidas de lipasa, producida mediante el
procedimiento segun la invencion, manteniendo una eficacia suficiente para obtener el efecto terapéutico deseado,
gue puede ser por ejemplo la correccion de una malabsorcién de grasa ligada a una insuficiencia pancreatica
asociada a un déficit de lipasa.

El hecho de poder producir a partir de ahora la lipasa Lip2 utilizando cepas de Yarrowia lipolytica recombinantes sin
recurrir a productos de origen animal, como es el caso con el procedimiento segln la invencién, constituye una
ventaja considerable y facilita en gran medida la utilizacion de la lipasa con fines médicos.
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El vector de expresion utilizado para obtener las células de Yarrowia lipolytica recombinantes utilizadas en el
procedimiento de la presente invencién es un vector integrativo que posee al menos una copia del gen LIP2 y
elementos de regulacion de la expresion. Este vector puede integrarse entonces en ADN plasmidico o en ADN
gendmico de la levadura. Es un ejemplo de vector integrativo particularmente preferido el vector JMP6 o el vector
JMP10 tales como se describen en la solicitud internacional W0O01/83773. El vector JMP6 comprende un médulo de
expresion del gen LIP2 que codifica el precursor Lip2p de la lipasa Lip2 de Yarrowia lipolytica, en direccién 5’ del
cual esta dispuesto el promotor de acil-CoA oxidasa AC02 de Yarrowia lipolytica, denominado POX2. EIl vector
JMP10 comprende igualmente el gen LIP2, en direccion 5’ del cual se encuentra el promotor de lipasa Lip2 de
Yarrowia lipolytica. Estos dos promotores son inducibles por triglicéridos y acidos grasos. En cada uno de estos
vectores, el médulo de expresion y el promotor estan dispuestos entre secuencias zeta como se describen
anteriormente. La integracion puede ser orientada, es decir dirigida a los sitios, o bien aleatoria. Asi, cuando la cepa
de Yarrowia lipolytica transformada esta desprovista de secuencia zeta (es por ejemplo el caso de la cepa PO1d), la
integracion del mddulo de expresion se dispersa en el ADN genomico de dicha cepa. En contraposicion, cuando la
cepa de Yarrowia lipolytica implica secuencias zeta (es por ejemplo el caso de la cepa E150), la integracion esta
principalmente orientada al nivel de estas secuencias.

Segun otro modo de puesta en practica ventajoso de dicho procedimiento, la cepa transformada de Yarrowia
lipolytica es preferiblemente la cepa denominada YL-LIP2-6C, depositada en la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (C.N.C.M.), 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, el 15 de diciembre de 2005, con el
numero [-3542. Esta cepa YL-LIP2-6C es genéticamente estable.

"o« now

En el sentido de la presente invencion, las expresiones “estable”, “genéticamente estable”, “estabilidad genética”, asi
como sus variantes, se utilizan con referencia a la conservacién de un mismo nimero de loci de integracién de un
acido nucleico de interés en el ADN del clon considerado, durante al menos 30 generaciones. Este nimero de 30
generaciones se elige como base de calculo de la estabilidad genética pues los inventores han comprobado que
corresponde al nimero de duplicaciones de la poblacion celular suficientes para permitir la produccion de lipasa
utilizando un procedimiento que comprende al menos una etapa de precultivo de células Yarrowia lipolytica
recombinantes y una etapa de produccion de lipasa propiamente dicha en condiciones de fermentacion. En el
sentido de la presente invencién, se define una generacion por la duplicacion de la poblacién celular, y puede
calcularse segun la formula Y = X*2° en que Y es la poblacién celular a tiempo t (por ejemplo, expresada en
densidad celular), X es la poblacion de celular inicial a tiempo to y g representa el nimero de generaciones necesario
para que la poblacién celular pase del valor X al valor Y. Preferiblemente, el clon se dice genéticamente estable
cuando al menos un 90 % de las colonias analizadas, después de al menos 30 generaciones, contiene el mismo
numero de loci del gen de interés que el clon de partida. Asi, como se deduce por los ejemplos, el clon YL-LIP2-6C
se dice estable pues casi el 100 % de las colonias analizadas después de 100 generaciones contienen 6 loci del gen
LIP2 (un locus correspondiente al gen LIP2 enddgeno + 5 loci de integracion del moédulo de expresion del gen LIP2).

Sorprendentemente, cuando el procedimiento segun la invencidon emplea esta cepa patrticular, los inventores han
conseguido producir lipasa recombinante en gran cantidad y tener un mejor control de dicha produccion. Los
inventores han conseguido efectivamente mejorar el rendimiento de produccién de lipasa y han podido obtener
especialmente una produccion del orden de 1 a 3 g de lipasa pura por litro de sobrenadante de cultivo. Han podido
obtener igualmente preparaciones de lipasa que presentan una actividad cercana a 20.000 U/ml.

En el sentido de la presente invencién, la actividad de la lipasa corresponde a su actividad enzimatica. La actividad
catalitica de una disolucion de lipasa se expresa en unidades (U) por ml de disolucién analizada. La actividad
especifica se expresa en unidades (U) por mg de proteina (lipasa) purificada. Una unidad corresponde a la cantidad
de enzima capaz de catalizar la liberacién de 1 pmol de acido graso por minuto. La actividad especifica de una
lipasa varia en funcion de la naturaleza del triglicérido utilizado como sustrato.

Ademas de la mejora del rendimiento de produccién de la lipasa, los inventores han podido asegurar igualmente una
mejor reproducibilidad del procedimiento de produccion, mejorar la homogeneidad del producto final y mejorar las
condiciones de purificacion de la lipasa.

Estas diferentes modificaciones permiten por tanto obtener una lipasa que responde a las condiciones requeridas
para el uso médico. Efectivamente, en el marco de su investigacion, los inventores han observado ahora que la
lipasa Lip2 es activa a valores de pH superiores a 3 y hasta un valor de pH cercano a 8, con una actividad 6ptima
para un pH comprendido entre 5 y 6. En contraposicion, se inactiva de manera irreversible en una incubacion de 2
horas a pH 3 o pH 8,5. Se ha analizado igualmente la actividad especifica de la lipasa Lip2 en funcién de los
diferentes sustratos y los inventores han determinado a pH 4 valores de aproximadamente 10.760 U/mg,
aproximadamente 16.920 U/mg y aproximadamente 12.260 U/mg de lipasa purificada, respectivamente, con
triglicéridos de cadena corta (tributirina), media (trioctanoina) y larga (aceite de oliva). Por Gltimo, los inventores han
comprobado sorprendentemente que la lipasa Lip2 es activa en presencia de sales biliares y que esta actividad
aumenta con la concentracion de sales biliares. Esta actividad en presencia de sales biliares se habia observado
hasta ahora solamente con la lipasa gastrica y la lipasa pancreatica asociada a la colipasa. Asi, la utilizaciéon de
lipasa Lip2 con una actividad especifica importante no requiere la presencia de colipasa.
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El clon YL-LIP2-6C contiene muchas copias del médulo de expresion de esta lipasa Lip2 que se traducen en 5
eventos de integracion del gen LIP2 en loci diferentes. Cuando se pone en condiciones adaptadas a la produccién
de lipasa, el clon YL-LIP2-6C produce mas lipasa que las cepas transformadas de Yarrowia lipolytica de la técnica
anterior. La lipasa se produce segun un rendimiento superior a 1 g/l de sobrenadante de cultivo, es decir, superior al
rendimiento observado con los clones de la técnica anterior descritos anteriormente.

La presente invencion tiene igualmente como objeto una preparacion de lipasa susceptible de obtenerse mediante el
procedimiento segun la invencion.

Segu un modo de realizacidn ventajoso de dicha preparacién de lipasa, presenta una actividad al menos igual a
15.000 U/ml, preferiblemente superior a 20.000 U/ml cuando se determina como se indica anteriormente.

La invencién tiene ademas como objeto la utilizacion de la preparacion de lipasa segin la invencion para la
preparacion de un medicamento destinado al tratamiento de una patologia asociada a una desregulacién de la
absorcion de grasas (por ejemplo, acidos grasos de cadenas cortas, medias o largas), especialmente ligado a una
insuficiencia pancreatica, especialmente exocrina.

La invencion tiene igualmente como objeto un medicamento, caracterizado porque comprende una preparacion de
lipasa tal como se define anteriormente.

La presente invencion tiene igualmente como objeto una célula de Yarrowia lipolytica transformada por un vector de
expresion de una lipasa acidorresistente de levadura, caracterizada porque se trata del clon denominado YL-LIP2-
6C, depositado en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (C.N.C.M.), 28 rue du Docteur Roux,
75724 Paris Cedex 15, el 15 de diciembre de 2005, con el nimero [-3542.

La presente invencion tiene, ademas, como objeto la utilizacion de una célula tal como se define anteriormente para
la produccién de la lipasa acidorresistente de levadura codificada por el gen Lip2 o LIP2.

Ademas de las disposiciones precedentes, la invencion comprende también otras disposiciones que se deduciran de
la descripcién siguiente, que se refiere a ejemplos de puesta en practica del procedimiento objeto de la presente
invencién asi como a los dibujos adjuntos, en los que:

- La figura 1 representa el enfoque global de control de la estabilidad genética del clon YL-LIP2-6C
en el transcurso del procedimiento de produccion de lipasa.

- La figura 2 representa la variacién de la densidad 6ptica a 600 nm (DOeoo, €je de ordenadas a la
izquierda) (-#-) y la variacion de la tasa de crecimiento (h'l, eje de ordenadas a la derecha (-m-) en funcion del tiempo
(horas, eje de abscisas) durante el procedimiento de fermentacion. La flecha indica la induccion de la produccion de
lipasa.

- La figura 3 representa el andlisis por transferencia Southern del nimero de eventos de integracion
del gen LIP2 en loci diferentes en el genoma de 23 colonias (carriles 24 a 43) extraidas a tiempo T33,
correspondiente al final de la fermentacion aproximadamente 100 horas después del inicio de la fermentacion.
Copias 1 a 6: 6 loci del gen LIP2 (5 loci para la integracion del moédulo de expresion del gen LIP2 + un locus para el
gen LIP2 endégeno). M: marcador de tamafio.

- La figura 4 representa el seguimiento, por PAGE-SDS, de la produccion de lipasa recombinante
por el clon YL-LIP2-6C durante el procedimiento de produccién, de T16 a T33. La flecha indica la induccién de la
produccion de lipasa (T17, 48 horas de la fermentacion). M: escala de peso molecular; los cinco carriles de la parte
derecha del gel corresponden a cantidades conocidas (2,5 pg a 20 ug) de la lipasa Lip2 purificada.

- La figura 5 representa el analisis, por PAGE-SDS, de la pureza de la lipasa en el sobrenadante a
tiempo T33 (final del procedimiento de fermentacion). PM: escala de peso molecular; Ref.Lip2 F5: intervalo de lipasa
Lip2 de 1 a 10 pg; sobrenadante de YL-LIP2-6C: volimenes en pl del sobrenadante analizado.

- La figura 6 representa el espectro de masas, determinado por espectrometria de masas de tipo
MALDI-TOFF, de la lipasa recombinante producida por el clon YL-LIP2-6C.

EJEMPLO 1- MATERIALES Y METODOS
1) Medios utilizados

Las concentraciones finales indicadas son las concentraciones en las disoluciones madre.
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Medio basico 02130S no enriquecido

Ingredientes

Concentracion final

Glucosa 10 g/l
KH2PO, 3 gl
Na;HPO4 34gll
H3BO3 0,34 g/l
(NH4)2S04 3gll
CsHgOsNNa (glutamato) | 1 g/l
MgSOa4 0,54l
CaCl; 0,023 g/l
MnSQO4 0,038 g/l
ZnSO0, 0,04 g/l

El medio 02130S enriquecido comprende ademas los aditivos siguientes:

Aditivos

Concentracion final

Disolucién de oligoelementos | 1 ml/I

Disolucién de vitaminas

1 mll

Composicion de la disolucién de oligoelementos

Ingredientes | Concentracion final
CoCl, 0,54l

Na;MoO4 0,06 g/l

CuSOq4 0,94/

Composicion de la disolucién de vitaminas

Ingredientes

Concentracion final

D-biotina 0,05 g/l
Pantotenato de calcio 14/
Acido nicotinico 1 g/l
Mioinositol 25 g/l
Tiamina-HCI 0,25 g/l
Piridoxol-HCI 0,25 g/l
Acido p-aminobenzoico | 0,05 g/l

Composicion de la disolucion de sales minerales

Ingredientes | Concentracion final
MgSO. 26,76 g/l

CacCl, 6,40 g/l

FeSO4 5,61 g/l
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Ingredientes | Concentracion final

CoCl, 0,29 g/l
ZnS0, 7,72 gll
Na,MoO4 0,09 g/l
HsBOs 0,34 g/l
MnCl, 0,47 g/l
CuSO4 0,61 g/l

Composicion de la disolucién de FeSOq

Ingredientes | Concentracion final

FeSO4 0,94l

Disolucién de amoniaco, 14 %

Disolucién antiespumante: Struktol 1673 diluido 1/10 (Schill+Seilacher AG, Moorfleeter Str.28, 22113, Hamburgo,
Alemania)

2) Extraccion del ADN gendmico y analisis de transf ~ erencia Southern

a) Extraccion del ADN genémico

Se pone en suspension el sedimento celular obtenido a partir de un cultivo de 4 ml en 0,5 ml de tampén de sorbitol
(sorbitol 0,9 M; Tris-HCI 0,1 M, pH= 8,0; EDTA 0,1 M). Se afiaden 50 ul de Zymolase® 20T (6 mg/ml) (Euromedéx,
67458 Mundolsheim cedex, Francia) y 50 ul de 2-mercaptoetanol 0,28 M y se incuba la disolucién 1 hora a 37 °C con
agitacion (180 rpm). Se somete la disolucién a centrifugacion y se pone en suspension el sedimento en 0,5 ml de
tampon TE (Tris-HCI 50 mM, pH= 8; EDTA 20 mM). Se afiaden 50 pl de SDS al 10 %, se mezcla la disolucién por
inversiones y se incuba durante 20 min a 65 °C. Se afiaden 0,2 ml de acetato de potasio 5 M y después se mezcla la
disolucién, se mantiene en hielo durante 30 min y después se centrifuga durante 5 min.

Se transfiere el sobrenadante a un tubo de 1,5 ml y después se afiaden 0,8 ml de etanol al 100 %, previamente
enfriados en hielo. Se mezcla la disolucion por inversiones y después se centrifuga. Después de la eliminacién del
sobrenadante, se afladen 0,4 ml de tampdn TE que contiene ARNasa A 100 pg/ml (Invitrogen, EE.UU.) y se incuba
la disolucién durante 1 hora a 37 °C. Después de afiadir 1 ml de etanol al 100 %, previamente enfriado en hielo, se
mezcla delicadamente la disolucién hasta la precipitacion del ADN y después se centrifuga. Se elimina el
sobrenadante, se seca entonces el sedimento de ADN al aire, después se pone en suspension en 100 pl de agua
estéril y después se incuba una noche a 4 °C.

b) Digestion por la enzima Hindlll

Se mide la concentracion de ADN genémico mediante la determinacién de la absorbancia a 260 nm (Azso) Y a 280
nm (Azso). Se mezcla 1 pg del ADN gendmico con agua estéril hasta un volumen final de 42,5 pl. Se afiaden 5 pl de
tampon (5X) y 2,5 pl de Hindlll (50 u/ul) (Invitrogen, EE.UU.) y se incuba la disolucién a 37 °C durante 4 horas.

c) Analisis de transferencia Southern

Se efectlan las transferencias de tipo transferencia Southern siguiendo los procedimientos del kit “DIG High Prime
DNA Labeling and Detection” de la compafiia Roche Diagnostic.

d) Procedimiento de marcaje de la sonda

Se obtiene la sonda correspondiente a la totalidad del gen que codifica la lipasa Lip2 por PCR efectuada en ADN
gendmico con la ayuda de la enzima ADN polimerasa Phusion (Finzyme) y los dos cebadores siguientes:

Cebador codificante: 5'~-GTGTACACCTCTACCGAGACCTCT-3" (SEQ ID NO: 1)
Cebador anticodificante: 5°-TTAGATACCACAGACACCCTCGGT-3" (SEQ ID NO: 2)

Después de la reaccion de PCR, se purifica la sonda sobre gel con la ayuda de kit “Nucleospin Extract 11" (Macherey
Nagel). Se marca a continuacion la sonda marcada en frio (digoxigenina) con la ayuda del kit “DIG high prime DNA
labeling” de Roche.
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e) Separacién sobre gel, transferencia del ADN y deteccién de la sefial

Se mezclan 2 pg del ADN digerido por Hindlll con tampon de carga y después se depositan sobre un gel de agarosa
al 0,8 %. Se efectla la migracién a 50 V durante 2 h 30 min y se transfiere entonces el ADN a membrana Hybond+
(Amersham Bioscience). Se detecta el numero de loci del gen Lip2 en el ADN gendmico gracias a la hibridacién
sobre las membranas de la sonda marcada, seguido de visualizacion por exposicion a rayos X.

3) Determinacién de la concentracion proteica

Se determina la concentracién proteica mediante el método de Bradford. Se cuantifican las proteinas con la ayuda
del método de Bradford directamente en el sobrenadante del cultivo de fermentacion. Se compara la cantidad de
proteinas asi determinada con las cantidades conocidas de lipasa Lip2 purificada. Se mezclan 20 ul de muestras de
patrones, a las diluciones apropiadas, en tubos con 1 ml de reactivo diluido (5 veces) que contiene colorante. Se
determina entonces la DOsgs respecto a la DOsgs obtenida por el control (colorante diluido solo).

4) Medida de la actividad especifica de la lipasa  recombinante

Se mide potenciométricamente la actividad de la lipasa a 37 °C con la ayuda de un dispositivo pH-estato
(RADIOMETER). El sustrato utilizado es trioctanoina. Se pone en emulsién sustrato 10 mM en 15 ml de tampén de
reaccion que contiene Tris-HCI 1 mM (pH 5,5), NaCl 150 mM, CaCl, 5 mM y taurodesoxicolato de sodio (SIGMA) 4
mM. Se define una unidad de actividad especifica como 1 umol de acido graso liberado por min y por mg de
proteina.

4) Electroforesis en gel de poliacrilamida en condi ciones desnaturalizantes (PAGE-SDS)

Se cargan 12 ul de una muestra que comprende un 25 % de una mezcla que contiene SDS y agentes reductores
sobre un gel de bis-tris al 4-12 % (Biorad). Se efectla la migracion durante 45 min a 160 V.

Se analiza a continuacién el gel por coloracion con azul de Coomassie.

5) Determinacién por espectrometria de masas de ti  po “desorcidn-ionizacion laser asistida por matriz-
tiempo de vuelo (MALDI-TOF: Matrix-assisted Desorpt  ion lonization-Time of Flight) de la masa molecular de
la lipasa Lip2 producida por el clon YL-LIP2-6C

Se efectlia un analisis de espectrometria de masas de tipo desorcion/ionizacion laser utilizando un espectrometro de
masas “Voyager Elite XL time of flight” de la compafiia Perseptive Biosystems (Framingham, MA) empleado con un
laser de nitrégeno que emite a 337 nm. Se obtiene el espectro de masas en modo positivo utilizando un modo de
extraccion lineal y retardado con un potencial de aceleracién de 25 kV, una tensién de rejilla de 0,3 %, una tensién
de guia idnica de 0,3 % y un tiempo de retardo de 1000 ns para la proteina Lip2. Cada espectro es el resultado de la
media de 100 impulsos laser. Se mezcla el material a analizar con un volumen igual de una disolucién saturada de
acido sinapinico (Fluka) preparado en una disolucion al 50 % (v/v) de acetonitrilo/acido trifluoroacético acuosa. Se
depositan alicuotas de 2 pl de esta mezcla sobre la placa de muestra de acero inoxidable y se secan al aire antes de
efectuar el analisis. Se efectla la calibracién externa con la ayuda de a-quimotripsinégeno A (Sigma). Los valores
expresados son medias y corresponden al i6n [M+H]".

EJEMPLO 2- Construccion del vector de expresion y obte ncién del clon YL-LIP2-6C

Se obtiene la cepa YL-LIP2-6C mediante transformacion de una cepa de Yarrowia lipolytica PO1d desprovista de
secuencias zeta por un vector de expresion denominado JMP6, descrito en la solicitud EP 1.108.043, y que
comprende el gen LIP2 que codifica el precursor Lip2p de la lipasa Lip2 de Yarrowia lipolytica, en direccién 5’ del
cual se encuentra el promotor ACO2. Dicho modulo esta flanqueado por las secuencias zeta, como se describe
anteriormente. La construccion del vector JMP6 y la transformacion de la cepa PO1d se realizan segun el mismo
modo de operacién que en la solicitud EP1108043. Esta cepa YL-L1P2-6C, que comprende 5 loci diferentes de
integracion del modulo de expresion del gen LIP2, se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM), 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, con el nUmero 1-3542, el 15 de diciembre
de 2005.

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

Se emplea la cepa YL-L1P2-6C en un procedimiento de produccion de lipasa que comprende una etapa de
precultivo y una etapa de fermentacion adaptada a la produccion de lipasa. Se ilustra en la figura 1 el enfoque global
de este procedimiento. Se analiz6 a continuacion la lipasa asi producida en términos de actividad y calidad. Por otro
lado, se analiz6 la estabilidad genética de YL-LIP2-6C mediante la determinacién del namero de loci del médulo de
expresion del gen LIP2.

1) Procedimiento de produccion

Precultivos y fermentacién
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Se descongela un vial de disolucién madre del clon YL-LIP2-6C en glicerol y se ponen en cultivo 5 pl en 25 ml de
medio 02130S enriquecido que contiene disolucién de vitaminas al 1 [J (v/v) y disolucién de oligoelementos al 1 [
(v/v) en un matraz Erlenmeyer de 250 ml. Se incuba el cultivo a 28 °C durante 36 horas con agitacion (180 rpm). Se
siembra el precultivo de 25 ml resultante (precultivo 1) en 200 ml de medio 02130S enriquecido en un matraz
Erlenmeyer de 2 | y se incuba después el cultivo durante 36 horas a 28 °C con agitacién (180 10 rpm). Se siembra el
precultivo 2 asi obtenido (225 ml) en medio 02130S enriquecido en un fermentador.

Al tiempo To del procedimiento de fermentacién, se afladen 2 ml de la disoluciéon de FeSO; al cultivo. Cada 6 a 9
horas, se afiaden 2 a 3 ml de la disolucion de vitaminas al cultivo de fermentacion y, después de 34 horas de
fermentacién (a T12), se inicia el aporte de glucosa. Se aumenta progresivamente la alimentacién de glucosa
durante 14 horas, después se interrumpe a T17 (correspondiente a 48 horas de fermentacion) y se inicia entonces la
induccion por acido oleico. Se aumenta progresivamente la alimentacién de &cido oleico durante las 54 horas
siguientes y después se alcanza a T33 (102 horas de fermentacion) una DOgoo de 340 y se detiene el procedimiento
de fermentacion. Se centrifuga el cultivo final de 3 | (14.000 rpm). Se recupera el sobrenadante y se conserva a -
20 °C.

Monitorizacion de los cultivos

En el transcurso de la fermentacién, se supervisan la temperatura, presion parcial de oxigeno y pH y se mantienen a
28 °C, 20 % y 6,2, respectivamente. Cada 3 horas aproximadamente, se extrae una muestra de cultivo y se mide la
DOsoo con el fin de seguir la evolucion de la tasa de crecimiento. Se indican los resultados en la Figura 2. Se
centrifugan dos extractos de 1 ml de estas muestras durante 5 min a 14.000 rpm y se conservan los sedimentos y
sobrenadantes a -20 °C. La Tabla | muestra la monitorizacién del procedimiento de fermentacion.

10
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Purificacién de la lipasa

Opcionalmente, se realiza una etapa suplementaria de purificacién de la lipasa.

Se separa la lipasa del cultivo con la ayuda de un dispositivo de microfiltracion tangencial sobre membrana ceramica
(piloto X6 de PALL) que permite la retencidon de levaduras de tamafio superior al umbral de corte (0,1 pum). Se
recupera el permeado que contiene la lipasa en primer lugar en modo de concentracion, y después en modo de
diafiltracion. Se ponen en practica estas etapas siguiendo las recomendaciones del fabricante con las modificaciones
apropiadas. La concentracion de microorganismos contenidos en el permeado se reduce a continuacion por filtracion
(0,2 um) (Millipore) de forma que se obtenga una biocarga inferior a 10 ufc/ml. con la ayuda de un dispositivo Profux
M12 (Millipore), se concentra la disolucion de lipasa hasta un volumen de aproximadamente 5 litros y se somete a
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una ultrafiltracién tangencial utilizando una membrana Pellicon estandar Biomax de 10 kDa con el fin de eliminar los
contaminantes de bajo peso molecular. Se elimina el ultrafiltrado que no contiene lipasa. La disolucién de lipasa se
purifica entonces otra vez por eliminacién de microorganismos, como se indica anteriormente, de forma que se
obtenga una biocarga inferior a 5 ufc/ml. La lipasa asi purificada puede experimentar ademas una liofilizacion.

3) Caracterizacion de la lipasa recombinante produc  ida por YL-LIP2-6C

a) Control de la produccién de lipasa por la cepa YL-LIP2-6C en el transcurso del procedimiento de
fermentacién

En cada punto de medida, se somete una muestra de cultivo a centrifugacién y se analiza el sobrenadante por
PAGE-SDS. Se mezclan 75 pl del sobrenadante con 75 ul de agua y después se cargan 5 pl sobre un gel de 26
pocillos. Se analizan igualmente muestras que contienen cantidades conocidas de lipasa Lip2. Se ilustran los
resultados en la figura 4. Comparando la cantidad de lipasa obtenida al final de la fermentacién (T33) con el
gradiente de cantidades conocidas de lipasa Lip2, la concentracion de lipasa obtenida después de 100 horas de
fermentacion puede estimarse en 1,5 g/l.

Por otro lado, los inventores han empleado el procedimiento de produccién de lipasa segin la invencion para un
volumen final de aproximadamente 35 |, lo que ha permitido la obtencién de lipasa segun un rendimiento situado
entre 1y 3 g por litro de sobrenadante de cultivo.

b) Determinacién de la concentracién proteica y estimacion del rendimiento de produccién de lipasa
recombinante

Se determina la concentracién proteica en el sobrenadante de cultivo como se indica en el ejemplo 1 (método de
Bradford). Se efecttan 7 medidas independientes y la concentracion de proteinas en el sobrenadante es de 2,3 g/l.
Se estima la pureza de la proteina Lip2 en el sobrenadante por PAGE-SDS. Se ilustran los resultados en la figura 5.
Se estima el nivel de pureza en aproximadamente un 70 %. El rendimiento resultante de la produccion de lipasa de
la etapa de fermentacion con el clon YL-LIP2-6C es por tanto de 1,6 g/l.

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

Se mide la actividad especifica de la lipasa producida por el clon YL-LIP2-6C como se indica en el ejemplo 1. Se
diluye la muestra correspondiente al sobrenadante de la fermentacion 100 veces en un tampdn que contiene
Na;HPOs 50 mM, KH,PO, 50 mM, NaCl 150 mM, pH 6,0. La actividad catalitica determinada a 37 °C con
trioctanoina en 3 experimentos independientes es de 21.883,33 U/ml del sobrenadante (Tabla Il)

Actividad lipasica (U/ml)

Ensayos Media DE

Muestra 20.800,00 22.750,00 22.100,00 21833,33 992,89

Tabla Il: Medida de la actividad de muestras del so  brenadante de fermentacién

De acuerdo con la concentracion estimada de lipasa Lip2 en el sobrenadante (véase anteriormente), la actividad
especifica de la lipasa es de 13.675 U/mg, comparable a la actividad especifica de la lipasa producida para estudios
clinicos. La actividad especifica de la lipasa producida por el clon YL-LIP2-6C es acorde a las condiciones
requeridas para los lotes clinicos.

d) Masa molecular de la lipasa recombinante

Se realiza el analisis del espectro de masas (véase el ejemplo 1) sobre el sobrenadante de cultivo de fermentacion
después de centrifugacion sin purificacion. Se ilustra el resultado en la figura 6. El pico principal observado revela
una masa molecular de 37.648 Da. La lipasa Lip2 producida por YL-LIP2-6C tiene una masa molecular correcta
pues el valor observado es acorde a las condiciones requeridas para los lotes clinicos, es decir, 37500 + 1000 Da.

Este ejemplo ilustra la seleccion de un clon estable, YL-LIP2-6C (en este caso particular, el 100 % de los clones
analizados después de 30 generaciones presentan el mismo numero de loci del gen Lip2 que el clon inicial).
Ademas, la estabilidad genética de dicho clon no esta afectada por las condiciones de cultivo empleadas para la
produccién de lipasa (durante los precultivos; justo antes de la fermentacién; justo antes de la induccién por acido
oleico de la produccion de lipasa; final de la fermentacion).

3) Estabilidad genética del clon YL-LIP2-6C

Se analiza la estabilidad genética del clon YL-LIP2-6C en el transcurso del procedimiento de produccién de lipasa,
gue comprende una etapa de precultivo y una etapa de fermentacion, determinando el nimero de eventos de
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integracion del médulo de expresion del gen LIP2 en loci diferentes en el ADN de Yarrowia lipolytica, en las colonias
seleccionadas a TO, T17 y T33.

a) Seleccion de colonias

Se diluyen en un primer momento una muestra de precultivo 2 (TO, inicio de la fermentacién), una muestra del cultivo
en condiciones de fermentacion a T17 (justo antes de la induccién) y a T33 (final de la fermentacién) hasta alcanzar
una DOgoo= 1, y después se diluyen a 1/1000. Se extienden 10 pl de cada una de estas disoluciones diluidas sobre 3
placas de cultivo sobre medio YPD. Se incuban a continuacion las placas a 28 °C durante 48 horas y después se
conservan a 4 °C hasta la seleccion de colonias para analisis del nimero de loci.

Se siembran 20 colonias derivadas de la muestra extraida en el punto de partida de la fermentacién (T0), 20
colonias derivadas de la muestra extraida justo antes de la induccién (T17) y 100 colonias derivadas de la muestra
extraida al final de la fermentacién (T33) separadamente en 4 ml de medio 02130S enriquecido y después se ponen
en cultivo durante 72 horas. A continuacion, se constituyen reservas en glicerol al 30 % en previsién de la extraccién
de ADN y del andlisis por transferencia Southern (Materiales y métodos).

c) Determinacién del ndmero de eventos de integraciéon del gen LIP2 en loci diferentes para 140 colonias
derivadas de la cepa YL-LIP2-6C

Se ilustran en la figura 3 los resultados del analisis por transferencia Southern del nimero de eventos de integracion
en loci diferentes del gen LIP2 en 20 colonias extraidas a tiempo TO (inicio de la fermentacién), 20 colonias extraidas
a tiempo T17 (48 horas de fermentacién) y 100 colonias extraidas a tiempo T33 (100 horas de fermentacion). Estos
resultados muestran que todas las colonias analizadas contienen 6 loci del gen LIP2. En la medida en que la cepa
silvestre contiene una copia del gen LIP2 enddgeno, la cepa YL-LIP2-6C contiene por tanto 5 loci de integraciones
del médulo de expresién del gen LIP2. El clon YL-LIP2-6C es por tanto 100 % estable durante un procedimiento de
fermentacion de 100 horas.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de produccion de lipasa recombinante que comprende:

a) una etapa en el transcurso de la cual se procede a la puesta en cultivo de células de Yarrowia
lipolytica transformadas por un vector de expresion que comprende un moddulo de expresion de una lipasa
acidorresistente de levadura, y

b) una etapa en el transcurso de la cual se recoge, en el sobrenadante de dicho cultivo, la lipasa
recombinante producida por dichas células;

estando caracterizado dicho procedimiento porque la etapa a) de puesta en cultivo se pone en practica en un medio
de cultivo desprovisto de productos de origen animal o de mezclas no caracterizadas constituidas por materiales
proteicos de origen animal o de sus productos de digestion enzimatica,

y porque dicha etapa a) comprende:

al) el precultivo de las células transformadas de Yarrowia lipolytica en un medio que contiene una
fuente de carbono de origen glucidico, nitrdgeno mineral y sales minerales, oligoelementos y vitaminas; y

a2) una etapa de fermentacion que comprende una fase de crecimiento celular en un medio que
contiene como Unica fuente de carbono una fuente de carbono de origen glucidico, nitrgeno mineral y sales
minerales, oligoelementos y vitaminas, y una fase de produccién de lipasa en un medio que contiene como Unica
fuente de carbono acido oleico, nitrégeno mineral y sales minerales, oligoelementos y vitaminas.

2. Procedimiento de produccion de lipasa recombinante segun la reivindicacion 1, caracterizado porque dicha
fuente de nitrégeno es sulfato de amonio.

3. Procedimiento de produccion segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado porque la fermentacion se pone
en practica ventajosamente con una pO; constante comprendida entre 15 y 25 % y un pH preferiblemente inferior a
6,5.

4. Procedimiento de produccién segun la reivindicacion 2 o la reivindicacién 3, caracterizado porque la etapa
al) de precultivo se realiza hasta alcanzar un valor de DOggonm cOmprendido entre 3 y 10 para 1 ml, y porque en la
etapa a2) de fermentacion dicha fase de produccién de lipasa se inicia cuando la DOggonm del cultivo alcanza un valor
comprendido entre 60 y 80 para 1 ml.

5. Procedimiento de produccion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque la
etapa b) en el transcurso de la cual se recoge la lipasa se realiza cuando la DOgoonm @lcanza un valor comprendido
entre 300 y 350 para 1 ml.

6. Procedimiento de produccion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque la
etapa b) comprende:

bl) la separacion de la lipasa de dicho sobrenadante de cultivo, y
b2) la purificacién de la lipasa obtenida en b1l).
7. Procedimiento de produccion segun la reivindicacion 6, caracterizado porque dicha separacion se efectia

mediante una técnica elegida entre filtracion tangencial en fibra hueca, filtracion frontal y centrifugacion continua o
discontinua, y dicha purificacion se efectla mediante una técnica elegida entre filtracion, precipitacion fraccionada,
cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de interaccion hidr6foba y cromatografia por filtracion en gel.

8. Procedimiento de produccion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque la
etapa a) consiste en la puesta en cultivo del clon denominado YL-LIP2-6C, depositado en la Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes (C.N.C.M.), 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, con el nUmero 1-3542, el
15 de diciembre de 2005.

9. Preparacion de la lipasa recombinante acidorresistente de levadura codificada por el gen Lip2 o LIP2,
caracterizada porque es susceptible de obtenerse mediante un procedimiento segun la reivindicacién 8, porque tiene
una actividad catalitica a pH 6 de al menos 15.000 unidades por ml de sobrenadante de cultivo, preferiblemente
superior a 20.000 unidades por ml de sobrenadante de cultivo, correspondiendo una unidad a la cantidad de enzima
capaz de catalizar la liberacion de 1 pmol de acido graso por minuto cuando el sustrato utilizado es trioctanoina, y
porque la concentracion de dicha lipasa en dicha preparacion es superior a 1 g de lipasa por litro.

10. Utilizacion de una preparacion de lipasa segun la reivindicacién 9 para la obtenciéon de un medicamento
destinado al tratamiento de un sindrome de malabsorcion de grasas, ligado a una insuficiencia pancreatica.

11. Preparacion de lipasa segun la reivindicacion 9 para utilizacion como medicamento.
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12. Célula de Yarrowia lipolytica transformada por un vector que comprende un mddulo de expresién de una
lipasa extracelular acidorresistente de levadura, caracterizada porque se trata del clon denominado YL-LIP2-6C,
depositado en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (C.N.C.M.) con el nimero 1-3542, el 15 de
diciembre de 2005.

13. Utilizacion de la célula segun la reivindicacién 12 para la producciéon de la lipasa acidorresistente de
levadura codificada por el gen Lip2 o LIP2.
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[j Existencias en glicerol del clon YL-LIP2-6C

.
f= - 25 ml de precultivo 1 (36 h->2<0D<3)

Precultivo 1 sembrado en 200 ml de medio 021308 enriquecido

225 ml de precultivo 2 (36 h->3<D0O<7)

¢ Precultivo 2 sembrado en 2 litros de medio 021308 enriquecido
-__' Fermentacion (48 h de alimentacion de glucosa --> DO=T0)
) Induccion
Fermentacién (52 h de alimentacion de acido oleico --> D== 340)
‘

(-2 -]
20x 100x

<> ..% D, - >} Placas YPD
/ \ 20, 20 y 100 clones seleccionados
] B
20x /A cultivos de 140 x 4 ml
v v v

Extraccion de ADN, digestion por Hindlll y analisis del nimero de loci del gen LIP2

Figura 1
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YL-LIP2-6C
Sobrenadante
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Figura 5
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