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SOUCHES DE LEVURE PRODUISANT DU CHOLESTEROL ET LEURS
APPLICATIONS |

La présente invention concerne la production de cholestérol chez des

organismes du régne des Fungi.

Le cholestérol (cf. figure 1) est le stérol animal le plus important. Il est un

composant fondamental des membranes cellulaires, dont il contrdle la fluidite, et est

présent dans tous les tissus animaux et particuliérement dans le tissu nerveux.

Le cholestérol est un produit d’intérét industriel important. Ainsi, 1l est

communément utilisé dans 1’industrie cosmétique. II est également utilis€¢ dans

I’industrie pharmaceutique par exemple dans 1’administration de médicament (« Drug

delivery ») ainsi que dans la culture cellularre.

Ay——— -~

Le cholestérol est aussi utilisé dans la synthése industrielle de vitamine Ds. Cette
vitamine est ensuite utilisée pour supplémenter la nourriture humaine (dans les
produits laitiers par exemple) et animal. Le cholesterol est egalement avantageusement

utilisé comme additif dans la nourriture animal, notamment dans la nourriture destinee

aux crevettes d’elevages.

Actuellement, 1’immense majorité du cholestérol commercialisé est extrait a
partir de tissu animal (une infime quantité est produite par synthese chimique). Deux
orandes sources de départ sont utilisées pour I’extraction du cholestérol : la moelle

épiniére de bovins et la lanoline qui est la graisse naturelle de la laine de mouton.

[’utilisation de tissu animal comme produit de départ n’est pas sans poser de
problémes. Ainsi, les récents problémes liés a la transmission du prion responsable de

la tremblante du mouton aux bovins (maladie appelée ESB (Encéphalopathie

‘Spongiforme Bovine) chez les bovins) ont rappelé la nécessité de prudence lors de

[*utilisation de tissu animal comme matiére premiére. Cependant, malgré les mesures

prises, le risque de transmission d’agent pathogéne ne peut pas étre totalement exclu. Il
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serait donc extrémement avantageux de disposer d’une source de cholestérol ne

provenant pas d’un tissu animal.

La présente invention a pour but de fournir une source de cholestérol abondante
et siire d’un point de vue sanitaire. Les inventeurs ont montré de maniére surprenante

qu’il est possible de détourner la production naturelle d’ergostérol chez les Fungi pour

produire du cholestérol.

Description générale de 'invention

Un premier aspect de I’invention concerne un organisme du regne des Fungi

produisant de maniére autonome du cholestérol.

Un second aspect de I’invention concerne un organisme du regne des Fungi tel

que défini ci-dessus caractérisé en ce que ce dernier est génétiquement modifié.

Un troisiéme aspect de I’invention concerne un organisme du regne des fungi

tel que défini ci-dessus caractérisé en ce que ce dernier produit du cholestérol a partir

d’une source de carbone simple.

L’invention concerne également un organisme du régne des Fungi tel que défini
ci-dessus, exprimant les enzymes 7-déhydrocholestérol réductase et 3-hydroxysterol
A24-réductase. Plus particulierement, I’invention concerne un organisme tel que

défini ci-dessus dans lequel ’enzyme stérol 24-C-méthyltransferase a éte inactivee

et/ou I’enzyme C-22 stérol desaturase a €té inactivee.

Un autre aspect de I’invention concerne un organisme du régne des Fungi tel
que défini ci-dessus caractéris€ en ce que l’expression des enzymes 7-

déhydrocholestérol réductase et 3PB-hydroxystérol A24-réductase est obtenue par

transformation de 1’organisme.

L’invention concerne également un organisme du regne des Fungi tel que

défini ci-dessus caractérisé en ce que I’'inactivation de I’enzyme stérol 24-C-
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méthyltransferase est réalisée par inactivation génique et/ou I’inactivation de 1’enzyme

C-22 stérol désaturase est réalis€e par inactivation genique.

Un autre aspect de I’invention concerne un organisme du regne des Fungi tel
que défini ci-dessus caracterisé en ce qu’il est choisi dans le phylum des Ascomycete,
plus particulierement dans le sous-phylum des Saccharomycotina, encore plus
particuliérement dans la classe des Saccharomycetes ou des Schizosaccharomycetes,
encore plus particulierement dans ['ordre des Saccharomycetales ou des
Schizosaccharomycetales, encore plus particulicrement ‘dans la famille des

Saccharomycetaceae ou des Schizosaccharomycetaceae, encore plus particulierement

dans le genre Saccharomyces ou Schizosaccharomyces.

Un autre aspect de I’invention concerne un organisme du regne des Fungi tel .
que défini ci-dessus caractéris¢é en ce qu’il s’agit d’une levure de D’espece

Saccharomyces cerevisiae ou Schizosaccharomyces pombe.

[’invention concerne également un procédé de production de cholesterol
d’origine non animal comprenant la culture d’un organisme tel que défini ci-dessus.
Plus particuliérement, ce procédé est caractérisé en ce que 1’étape de culture de
l’organismé est suivie d’une étape d’extraction du cholestérol. De maniére préférée,

I’extraction du cholestérol est effectuée par un solvant non miscible dans I’eau.

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

que I’on effectue une étape de saponification avant I’extraction du cholestérol. Encore

plus particuliérement, le procédé tel que défini ci-dessus est caractérise en ce que 1’on

effectue une étape de broyage mécanique des cellules avant la saponification ou

I’extraction du cholestérol.

Un autre aspect de 1’invention concerne 1’utilisation d’un organisme du régne
des Fungi telle que défini ci-dessus pour la production de cholestérol, ou de 1’un de

. y qe o ’ . : 7 7 7 13
ses d’intermédiaires métaboliques, ou d’un meélange de stérols marque au ~“C ou au

I4C.
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L’invention est également relative 3 un procédé de production de cholestérol,
ou de I'un de ses intermédiaires métaboliques, ou d’un mélange de stérols marqué au
BC ouaun *C comprenant les étapes suivantes :

- culture d’un organisme du régne des Fungi telle que défini ci-dessus sur un
substrat marque au BCouau “Cet,

- extraction dudit cholestérol, ou de I’un de ses intermeédiaires métaboliqﬁes, ou

du mélange de stérols.

[’invention concerne également un procédé de fabrication d’un mélange
isotopigue de cholestérol, d’intermédiaires ou de métabolites du cholestérol, marquées
en différentes positions a P’aide de marqueurs isotopiques, comprenant la mise en
culture d’un organisme du régne des Fungi telle que défini ci-dessus sur un substrat
marqué puis sur un substrat non marqué, les durées de culture sur chacun de ces
substrats étant choisies afin d’obtenir un profil isotopique défimi. L.’invention concerne
également un échantillon de molécules de cholestérol, d’intermédiaires ou de
métabolites du cholestérol marquées en différentes positions a 1’aide de marqueurs

isotopiques présentant un profil isotopique defini et susceptible d’étre obtenu par ce

procédé de fabrication.

L’invention conceme également une composition contenant, a titre de
marqueur de tracabilité, un mélange isotopique de cholestérol, d’intermédiaires ou de
métabolites du cholestérol, marquées en différentes positions a ’aide de marqueurs

isotopiques et présentant un profil isotopique défini. Plus particuliérement, cette

composition est destinée au domaine de 1’alimentation ou de la thérapie humaine ou

animale.

Particulicrement, l'invention concerne également souche de levure
génétiquement modifi€e produisant de manicre autonome du cholestérol a partir d’une
source de carbone simple caractérisée en ce qu’elle exprime les enzymes

7-déhydrocholestérol réductase et 3p-hydroxystérol A24-réductase et que 1'enzyme

stérol 24-C-méthyltransferase a été inactivee.



CA 02562773 2010-04-19

4a

Description détaillée de I'invention

La présente invention conceme la production de cholesterol chez des
organismes du regne des Fungi. Chez les Fungi, on ne trouve pas de cholestérol a
I'état naturel, ce dernier €tant un stérol animal. Le stérol majoritaire des membranes

cellulaires de ces organismes est l'ergostérol.
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La -présente invention permet de réaliser la synthése de cholestérol, par la ..
multiplication de Fungi, en présence d’une source de carbone simple. La méthode
proposée par la présente invention permet donc d’obtenir une grande quantite de
cholestérol, a fatble cotit, puisque le procédé met en ceuvre la culture d’organismes du

régne des Fungi et I’ajout d’une source de carbone simple, facilement disponible dans

le commerce.

Par source de carbone simple, selon la présente invention, on entend des sources
de carbone utilisables par I’homme du métier pour la croissance normale d’un fungus
et notamment d’une levure. On entend désigner notamment les differents sucres
assimilables, tels le glucose, le galactose ou le saccharose, ou les mélasses, ou les

sous-produits de ces sucres. Une source de carbone simple tout particulicrement

préférée est 1°éthanol et le glycérol.

Le fait que la production soit effectuée de maniére autonome signifie qu’il n’est
pas besoin de rajouter de substrats pour obtemr le cholestérol, mais que 1’organisme

peut le prodmre uniquement & partir de Ia source de carbone simple de départ. Il est

aussi clair que la souche peut produire le cholestérol, par utilisation d’un substrat situe
en amont dans la voie métabolique, dans la mesure ou la souche de ’organisme selon

la présente invention contient tous les genes nécessaires 4 la complétion de la voie

métabolique de production du cholesterol.

L’invention concerne notamment un organisme du régne des Fungi (un Fungus)

génétiquement modifié produisant de manicre autonome du cholestérol a partir d’une

source de carbone simple.

Un certain nombre de modifications génétiques du fungus peuvent Etre
effectudes afin de détourner la voie métabolique naturelle de production de
l’efgostérol Vers la pi'oduction de cholestérol. La présente invention concerne ainsi un
orgamsme du régne des Fungi gene’uquement modifié exprimant les enzymes 7-
dehydrocholesterol réductase et 3B-hydroxysterol A24-réductase. La souche

d’organisme du régne des Fungi ainsi modifiée produit du cholestérol. La
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. demanderesse a en effet pu modéliser, grice aux résultats obtenus (cf. la partie

. exemple de la présente demande), la voie métabolique conduisant & 1’ergostérol et a

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

- réductase et ‘3B-hydroxystérol . A24-réductase - chez le fungus S. cerevisiae peut

. permettre la production de cholestérol, en détournant une partie de la voie de

biosynthése de 1’ergostérol.

L’enzyme 7-déhydrocholestérol réductase porte le numéro EC: 1.3.1.21 dans la
classitfication intematiénale des enzymes (Enzyme Classification). Elle est egalement
dénommée delta-5,7-stérol-delta-7-réductase, 7-DHC réductase ou Stérol delta-7-
réductase et sera également dénommée Delta-7 stérol réductase, Delta-7Red, Delta 7
Réductase ou A7-réductase dans la suite de ce document. Cette enzyme caialyse a
I’état naturel chez les plantes par exemple la réduction NADPH dépendante du delta
5, 77 cholestadienol en delta 5 cholestaenol ou la réduction d’intermédiaires stéroliques

possédant la double liaison en 7-8 (Taton and Rahier, 1991). Le géne codant pour

- I’enzyme 7-déhydrocholestérol réductase a été isolé pour la premiére fois chez la

plante Arabidopsis thaliana, I’isolement du géne correspondant et I’expression de-
cette enzyme chez la levure Saccharomyces cerevisiae est décrite dans le brevet EP

727 489. Les séquences de ce géne et de la protéine sont accessibles ay numero

d’accession GenBank suivant : U49398 (Lecain et al., 1996).

Un certain nombre d’homologues de ce gene ont été décrits chez d’autres
espéces. Il s’agit par exemple du géne homologue chez I’homme (dont la sequence
nucléotidique est accessible au numéro GenBank AF034544, la séquence proteique au
numéro GenBank : AAC05086) (Moebius et al., 1998). Du géne homologue chez le
rat Rattus norvegicus (dont la séquence nucléotidique est accessible au numero
GenBank : AB016800, la séquence protéique au numéro GenBank : BAA34306). Des
génes homologues ont été également identifiés chez la poule Gallus gallus avec la
référence Genbank BM490402- ou chez le crapaud Xenopus laevis avec la référence
Genbank BI315007 ou le poisson zebre Danio rerio avec la référence Genbank

BQ132664. On trouve également un gene codant pour une activité delta7 stérol -
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réductase chez les plantes comme le riz Oryza sativa avec la référence’ Genbank

"~ CA753545, la pomme de terre Solanum tuberosum avec la référence Genbank

BF342071. Ce géne . codant pour une activité delta7 stérol réductase peut. €tre -

également trouvé chez le protiste Mastigomoeba balamuthi avec la référence Genbank

BE636562.

[ homme du métier pourra isoler aisément d’autres génes homologues codant

pour I’enzyme 7-déhydrocholestérol réductase dans d’autres organismes. 1l pourra

notamment se référer 4 la méthode de clonage décrite & I’exemple 1 du brevet EP 727
489, qui décrit une méthode de clonage permettant d’isoler un ADNc codant pour une

protéine ayant une activite :deltaf5..,7-ste'rol-delta-7-réduotase. L’homme du metier

‘pourra également aisément déterminer ’activité 7-déhydrocholestérol réductase des

protéines correspondantes notamment en utilisant le test d’activite également decrit a

’exemple 1 du brevet EP 727 489.

[’expression de I’enzyme 7-déhydrocholestérol réductase chez un organisme du
régne des Fungi selon I’invention peut étre obtenue par tout moyen connu de I’homme

du métier. Il peut s’agir en particulier de la transformation de I’organisme par une

construction comportant une cassette d’expression constituée d’un promoteur de -

transcription de préférence homologue, de la phase ouverte de lecture codant pour
I’enzyme 7-déhydrocholestérol réductase et d*un terminateur de transcription adapte

selon les régles habituelles connues de ’homme du meétier. Comme promoteur

homologue,” on utilisera en général un promoteur adequat pour permetire une

expression suffisante et fonctionnelle de la protéine hétérologue. Le promoteur peut
étre par ‘. exemple le pfomoteur PGK, le promoteur ADH, le promoteur CYCI, le
promoteur GAL10/CYC]1, le promoteur TDH3 ou le promoteur TPL Le terminateur
peut ét‘_re‘par exemple le terminateur du géne de la phosphoglycérate kinase (PGK). La
dite caesette d’expression peut étre intégrée sous forme d’une ou de plusieurs --oOpies
dans le genome nuolea1re ou mitochondrial de I’héte, ou porté par une structure

art1ﬁole11e du type chromosome artificiel de levure (YAC) ou Etre portée par un

élément génétique ep1somale comme un plasmide. Pour réaliser ce type d’exPresswn
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des levures du type Yarrowia lipolitica, Kluyveromyces lactis ou Pichia. pastoris

peuvent par exemple étre utilisees.

Préférentiellement, 1’enzyme 7-déhydrocholestérol réductase exprimée. est

I’enzyme. de la plante Arabfdopsz’s thaliana (un exemple de mode d’expression de

cette enzyme chez la levure Saccharomyces cerevisiae est décrit dans le brevet EP 727

489)." 11 peut cependant s’agir de toute enzyme homologue ou non, naturelle ou

artificielle présentant la méme activité enzmnatiqﬁe.

L’enzyme 3B-hydroxystérol A24-réductase, également dénommee DHCR24 ou -
24-déhydrocholesterol réductase, catalyse a 1’état-naturel la réduction du desmo sterol
(cholesta 5, 24 dienol ) ou des dérivés du lanostérol possédant une double liaison en

24-25 sur la chaine latérale (par exemple le 14 desméthyl-lanostérol, le zymostérol ou

le cholesta 7, 24 dienol), réduction nécessaire a la biosynthése de cholesterol chez

I’homme notamment (Waterham HR. et al., 2001). Cette enzyme sera €galement

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

dans la suite de ce document.

Le géne codant pour I’enzyme 3f-hydroxystérol A24-réductase a ¢te isole pour
la premiére fois chez 1’homme, 1’isolement du géne correspondant et I’expression de
cette enzyme chez la levure Saccharomyces cerevisiae est décrite dans la publication

Waterham HR. et al., 2001. Les séquences de ce geéne et de la proteme sont

accessibles aux numéros d’accession GenBank suivant : NM_014762 et NP_055577.

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

especes. Il s’agit par exemple du gene homologue chez la souris (Mus musculus) (dont

la séquence nucléotidique est accessible au nur:iéro GenBank : NM 053272, la

:séquence protéique au numéro GenBank° NP - 444502). Des homolegues ont ¢&te

décrits chez le ver Caenorhabditis elegans et notamment un ADN complementalre

avec la reference Genbanl( AF026214 Des séquences homologues ont egalement &té |

decrites chez les plantes comme le coton Gossypium hirsutum avéc la référence
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Genbank AAM 47602.1, le riz Orysa sativa avec la référence Genbank AAP53615, le

. pois Pisum satinum avec la référence Genbank AAK15493.

- L’hemme du métier pourra isoler aisément -d’autres genes homologues codant

| pour. I’enzyme 3B-hydroxystérol A24-réductase dans d’autres organismes. Il pourra

notamment se référer a la méthode de clonage décrite dans la publication Waterham
HR. et al., 2001. L’homme du métier pourra également aisement deéterminer [’activite
3B-hydroxystérol A24-réductase des protéines correspondantes notamment en utilisant

le test d’activité également decrit dans la publication (Waterham et al., 2001).

[’expression de I’enzyme 3B-hydroxystérol A24-réductase chez un organisme
du régne des Fungi selon I’invention peut étre obtenue par tout moyen connu de
I’homme du métier. Il peut s’agir en particulier des moyens décrits ci-dessus en ce qui

concerne [’expression de I’enzyme 7-déhydrocholestérol reductase.

Préférentiellement, 1’enzyme 3B-hydroxystérol A24-réductase exprimee est
I’enzyme humaine. Un exemple d’isolement du géne correspondant et d’expression de
cette enzyme chez la levure Saccharomyces cerevisiae est décrit dans la publication
Waterham HR. et al., 2001. 11 peut cependant s’agir de toute enzyme homologue ou

non, naturelle ou artificielle présentant la méme activit€ enzymatique.

Avantageusement, les organismes du régne des [fungi selon la présente
invention expriment les-enzymes 7-déhydrocholestérol réductase et 3f-hydroxysterol

A24-réductase et présentent en outre une inactivation de l’enzyme stérol 24-C-

miéthyltransferase.

[’enzyme stérol 24-C-méthyltransferase porte le numero EC-2.1.1.41 dans la
classiﬁcétion“internationale des enzymes (Eﬁzyme Classification). Elle est également
dénommée ERG6p, Delta(24)-methyltransferase, Delta(24)-stérol methyltransterase,
Zymostér01724~methyltransferase, ~ S-adenosyl-4-methionine:stérol delta(24)-
methyltransferase,  SMT1, 24-stérol  C-methyltransferase,  S-adenosyl-L-

methionine:delta(24(23))-stérol methyltransferase ou Phytostérol methyltransterase. -
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Cette enzyme -catalyse A 1’état ‘naturel la méthylation en C-24 du zymosterol, -

conduisant a la formation de fécostérol.

Le géne codant pour I’enzyme stérol 24-C-méthyltransierase a ete dénomme

Erg6 chez la levure Saccharomyces cerevisiae. La séquence de ce gene est accessible
au numéro d’accession GenBank suivant : NC 001145. La séquence de la proteine

correspondante est accessible au numéro d’accession GenBank suivant : NP 013706

(Bowman et al., 1997), (Goffeau et al., 1 096).

Un certain nombre d’homolo gues de ce géne ont été décrits chez d’autres Fungi.

Il S aglt par exemple du gene homologue chez Schzzosaccharomyces pombe (dont la

- §équence nucleotidique est aooess1b1e al NuUmMero GenBank Z99759 la sequence

protéique au numéro GenBank : CAB16897) (Wood et al., 2002). Du géne homologue
chez Neurospora crassa (dont la séquence nucleotidique est accessible au numero
GenBank : NCBQ4P7 la sequenoe protéique au numéro GenBank : CAB97289). Du
oene homologue chez Candida albicans (dont la séquence nucléotidique est accessible

au numéro GenBank : AFO31941 la sequence protéique au numéro GenBank :

AAC26626) (Jensen-Pergakes et al., 1998). Des génes codant pour une enzyme

o

homologue & ERG6 ont également été décrits chez Candida lusitaniae avec la

référence Genbank AA021936.1 et également chez Pneumocystis carinii (Kaneshiro

et al., 2002) ou chez Kluveromyces lactis (Ozier-Kalogeropoulos et al., 1998).

I*homme du métier pourra isoler aisément d’autres génes homologues du gene
Erg6 dans les organismes du régne Fungi. L’homme du métier pourra également
sisément déterminer [’activité stérol 24-C-méthyltransferase des proteines
correspondantes notamment en utilisant comme test d’activité la complémentation
fonctionnelle d’une souche de levure disruptée pour ces genes. La complémentation
est alors attestee par la formation de stérols branchés en position 24 en particulier de
sterols de type ergosta- portant un groupement methylene en position 24-28. La
présence d’une aot1v1te biologique sterol 24-C-méthyltransférase de type ERG6 sera
egalement determmee in vitro graoe aux techniques deéveloppées par (McCammon et

al., 1984) ou par Taylor et Parks (Taylor and Parks, 1978). D’autre part les stérols
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produits et substrat de I’enzyme ERG6 seront séparés par chromatographie en phase
cazeuse selon la technique développée par Nes in (Methods in Enzymology Steroids
and ISOpren01ds Volume 111 part B 1985 « A comparison of Methods for thev

Identlﬁcatmn of Sterols » pp3 37)

La souche d’orgamsme du régne des Fungi selon la présente invention
exprimant les enzymes 7-déhydrocholestérol reductase et 3B-hydroxystérol A24-
réductase et présentant en outre une inactivation de I’enzyme stérol 24-C-
méthyltransferase produit du cholestérol. La demanderesse a en effet pu. déferrniner_
que, de mani€re surprenante, 1’ina;£tivation de I’enzyme stérol 24-C-méthyltransferase
bloque la voie de biosynthese de I’ergostérol en amont et permet une production

accrue en cholestérol par la souche de fungus (cf. la partie exemple de la présente
deménde). | '

L’éxpféssion des enzymeé %—\déhydrocholestérol réductase et 3B-hydroxystérol
A24-réductase est réalisee comme décrit ci-dessus.

’ I’inactivation de I’enzyme stérol 24~C-—mzéthy1transferase peut tre réalisee par
tout moyen connu de 1’homme du métier. Il peut s’agir en particulier de I’introduction
par mutagenese d’une mutation non-sens, d’une insertion ou d’une déletion
provoquént un changement de cadre de l'ecture dans le géne codant ladite protéine.

Il peut s’agir également de l’expressmn d’un ARN anti-sens complémentaire de

I’ARN messager codant ladite proteme ou du systéme d’extinction génique connu de

"homme de 1’art sous le nom de RNAi (small interfering RNA) et des systemes

 enzymatiques associés si ceux-la n’existent pas naturellement chez 1’hdte. La

mutagénése peut étre effectuée dans la sequence codante ou dans une sequence non
codante de maniére 4 rendre 1nact1ve la protéine codée ou a en empécher son
expressmn ‘ou sa traductlon La mutagenese peut étre effectuée in vitro ou.in situ, par .

suppressmn - substitution, deletmn et/ou addition d'une ou plusieurs bases dans le gene

considéré ou par 1nact1vat10n gemque.

i1 peut S’ aglr en partlcuher de 1’1ntr0duct10n d’un ADN exogene dans la'

séquence codante ou, promotnce (par exemple une cassette d’expression avec
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promotéur -et/ou terminateur” homologue et une partie codante hétérologue). La
cassette d’expression  permiet avantageusement 1’expression d’un mérqueuri de
sélection. Tl est égalemerit possible de modifier le promoteur du géne afin de réduire le
" niveau d’expression. Pour les fungi, ’inactivation se faif également par interruption de |
la séquence codante par la. séquence codante d’un géne marqueur hétérologue- ou
homologue. Les. pr.incip‘ales_. techniques pour interrompre un gene de fumgi sont
décrites dans I’article.de Johnston et al (2002) (Methods in Enzymology Volume 350
Edited by Christine Guthrie and Gerry Fink ; « Gene Disruption » ; M. J ohnston, L.
‘Riles, J. Hegemann pp290-315).

Avantageusement, les organismes du régne des Funmgi selon la présente
invention exprin‘ient les enzymes 7 -déhydrocholestérol réductase et 3f-hydroxystérol

A24-réductase et présentent en outre une inactivation de 1’enzyme C-22 stérol

désaturase..

L’eﬁzyme C-22 stérol désaturase est également dénommée ERGSp, Cyp6l,
cytochrome p-45061, stérol delta22-désaturase. Cette enzyme catalyse a 1”¢tat naturel
la conversion de 1’*.ergostat-5,7,24(28)-trienol en ergosta-5,7,22,24(28)-tétraenol en .

ajoutant une double liaison en position C22 (ct. figure 2).

Le géne codant pour I’énzyme ’enzyme C-22 stérol désaturase a été dénomme
Erg5 chez la levure Saccharomyces cerevisiae. La séquence de ce gene est accessible
au numéro d’accession GenBank suivant: U34636. La séquence de la prot€ine

correspondante est . accessible ‘aux numéros- d’accession GenBank suivants :

AABO06217 (Skaggs et al., 1996) ou P54781 (Bowman et al., 1997).

Un certain nombre d’homologues de ce gene ont eté decrits chez d’autres /- ungi.
[1 s’agit par exemplé d'u .géne hqulogue chez Schizosaccharomyces pombe (dont la -
séquence | nucléo;cidique ést aéceséiblé au numéro GenBank 798974, la sé€quence
protéiqﬁe'au numéro GenBank : CAB11640) (Wood et al., 2002). Du gene homélogug :
chez Symbz’or’c'zp/"zrina' bzi_zéh%ierz‘ (dont la ééquegce nucléotidique est accessible au

numero GenB’ahkr : | ABO086896, la séqu'ence‘ protéique au numéro GenBank :
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BAC01142) (Noda and Koizumi, 2003). Du géne homologue chez Symbiotaphrina
kochii - (dont la séquence nucléotidique est accessible au numero . GeﬁBank:
AB086890, 1a séquence protéique au numéro GenBank : BAC01139) (Noda and
Koizumi, 2003). Du géne homologue chez Candida albicans (dont -la sequence
nucléotidique est-accessible au numéro GenBank : AL033396, la séquence proteique
au numéro GenBank : CAA21953) (Tait et al., 1997). Le géne ERGS5 a également ét"é
décrit chez Candida. lusitaniae avec la référence Genbank AA0O48601.

[’homme du métier pourfa isoler aisément d’autres cénes homologues du géne
Ero5 dans les organismes du régne Funmgi. L’homme du métier pourra également
aisément déterminer ’activité C-22 stérol désaturase des protéines correspondantes
notammenf en utilisant le test d’activité décrit par Skaggs,B.A., et al., 1996. Cette
activité pourra également étre mise en évidence par complémentation fonctionnelle
d’une levure S. cerevisiae préalablement disruptée au niveau du gene ergd. Cette
complémentation sera attestée par la présence dans la souche complémentee d’ergosta

5.7.22 trienol. L’activité C-22 stérol désaturase peut étre mesurce in viiro en utilisant

la °méthode décrite par Kelly and Baldwin et al JBC (1997) apres lyse des levures
(Kelly et al., 1997). :

[a souche d’organisme du régne des Fumgi selon la présente invention
exprimant les enzymes 7-déhydrochoiestérol réductase et 3p-hydroxysterol A24-
réductase et préseﬁtant en outre une inactivation de I’enzyme C-22 stérol désaturase
produit du cholestérol. La demanderesse a en effet pu déterminer que 1’inactivation de
l’eﬁzymé C-22 stérol désaturase bloque avantageusement la conversion du cholestérol
en cholesta 5, 22 diéneol et permet une stabilisation de la production en cholestérol

(cf. 1a partie exemple de la présente demande). Ce blocage intervient aussi au niveau ..

de la conversion du cholesta 5,7 dienol, un précurseur du cholesterol .en cholesta

'5,7,22 trienol, un précurseur du cholesta 5,22 dienol. De maniere surprenante,

I’enzyme C-22 stérol désaturase accepte en effet comme substrat le cholestérol qu’elle

convertit."en cholesta 5, 22 diéneol. Cette réaction parasite peut étre élimince-par
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T’inactivation de I’enzyme -22 stérol-désaturase, telle qu’il a pu étre determine par la

" demanderesse.-

L’eXpressmn des enzymes 7—dehydrocholesterol réductase et 3B~hydroxysterol
A24-réductase est reahsee comme decnt Ci- dessus [’inactivation de I’enzyme C-22
sterol desaturase peut etre reahsee par tout moyen connu de ’homme du met1er 11

peut s’agir en part1culler des methodes decntes ci-dessus concernant ’inactivation de

- ’enzyme stérol 24-C-methyltransferase.

Avantageusement 1es ofgamsmes du régne des Fungi selon la présente
nvention expnment les enzymes 7-dehydrocholesterol réductase et 3B-hydroxystérol
A24-réductase et presentent en .outre une inactivation de l’enzyme C-22 stérol
désaturase et une inactivation de I’enzyme stérol 24-C-méthyltransferase. Ces souches

présentent en effet les avantages cumulés des deux inactivations et sont des souches

productrices de cholestérol.

[’expression des enzymes 7-déhydrocholestérol réductase et 3B-hydroxystérol

A24-réductase et Iinactivation des enzymes C-22 stérol désaturase et sterol 24-C-

méthyltransferase sont réalisées comme décrit ci-dessus.

Dans un mode de réalisation, le cholestérol est présent dans la souche

d’organisme selon la présente invention dans une proportion supérieure & 20 %, de

préférence 35 %, de fagon la plus preferce 50 % ou plus du total des stérols produits

par la souche selon I'invention (notamment les.intermeédiaires de synthese).

Préférentiellement, les organismes du régne des Fungi selon la presente
invention sont "ohoisis dans le phylum des Ascomycetes, de maniére plus préferee, ils
sont choisis dans le sous-phylum des Saccharomycotina, de maniére encore plus
préférée, 1ls sont choisis dans. la classe des Saccharomycetes ou des
Schizosacchar omycetes de maniére encore plus preferee ils sont choisis dans l’ordre

des Saccharomycetales ou des Schizosaccharomycetales., de maniere €ncore plus

préférée ils sont choisis dans la famille des Saccharomycetaceae ou des
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Schizosaccharomycetaceae, de maniére encore plus preferee ils sont choisis dans le-

~genre Saccharomyces ou Schizosaccharomyces, de manicre tout a fait préfercée les

organismes du régne des Funmgi selon Dinvention appartiennent a. l'espece

Saccliaromyces cerevisiae ou Schizosaccharomyces pombe.

La présente invention concerne également un procéde de production de

cholestérol d’origine non animal comprenant les €tapes suivantes :

- on cultive un organisme du régne des Fungi tel que decrit ci-dessus,

- - on extrait le cholestérol produit par cet organisme.

[’extraction est basée sur le traitement du fimgus par un solvant du cholestérol

de préférence non miscible. dans I’eau. Ce traitement peut gtre préférentiellement

associé 4 une méthode quelconque de broyage mécanique des cellules. Plus
préférentiellement le funmgus sera traité avant extraction par le solvant, par un melange
de saponification destiné & libérer le cholestérol éventuellement lié a d’autres
composants cellulaires comme en particulier les acides gras. Ce melange de

saponification pourra étre constitué d’une base par exemple ammoniaque, soude,

potasse dissoute dans de I’eau ou plus préférentiellement dans un solvant organique

miscible dans 1’eau comme par exemple le méthanol ou I’éthanol, ou un melange
solvant-eau. La saponification pourra étre effectuce sans ou préférentiellement avec
chauffage & une température de 60-120 °C, & pression atmosphérique ou sous-
pression. L’extraction par le solvant non miscible dans 1’eau pourra étre remplacee
par une extraction en phase solide sur une résine hydrophobe. Une meéthode
d’extraction des stérols est décrite par L. Parks et collaborateurs (1985) (Methods.in

Enzymology 111 Edited by L Riliing, [. Parks, C. Bottema, R. Rodriguez and
Thomas Lewis pp333-339). |

 Le cholestérol brut ainsi obtenu pourra étre purifié par toutes méthodes connues:
de I’homme de P’art, en particulier celle decrite par Boselli E, Velazco V, Cab'.oqui Mt
et Lercker G J Chromatogr A. 2001 May 11;917(1-2):239-44.
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D’autres méthodes pourront également étre utilisées comme celle décrite pour

’extraction du cholestérol a partir de lainé de -mouton. L’homme du meétier pourra

" notarnment se référer aux méthodes décrites dans les brevets ameéricains US 2,688,623

- ou US 2,650,929 ou dans les brevets britanniques GB690879, - GB646227 ou

GB613778.

Un autre aspect de 1’invention concerne [’utilisation des souches selon la
présente invention afin d’obtenir le cholestérol ou 'un de ses d’intermédiaires
métaboliques, ou un mélange de stérols marqué. On entend par intermediaire
ﬁiéﬁabolique du cholestérol, notamment les stérols spécifiés dans la figure 2. Il peut
s’agir notamment de cholesta 8, 24(25) diéneol, cholesta 7, 24(25) dieneol, cholesta 5,
7, 24(25) trieneol, cholesta 5; 24(25) dieneol, cholesta 5, 22 dieneol. |

" Le principe de ’obtention d’un cholestérol marqué est décrit a la figure 10.
Cette manipulation consiste a tout d’abord faire croitre la souche de fungus sur un

substrat totalement marqué. Les cellules sont ensuite mises en culture sur un substrat

non marqué. Il y a ainsi changement de marquage isotopique de la source de carbone,

il s’ensuit la synthése de novo d’intermédiaires métaboliques puis de stérol, incluant le
cholestérol et comportant un changement progressif de marquage. Il s’agit donc d’un

profil complexe, mais parfaitement déterminable expérimentalement, qui represente
une signature isotopique unique qui dépend a la fois :

-1) du pr6t06016 de marquagé et en particulier des durées et des conditions de culture
en substrat ‘marqué et non marque.

-2) de la structure génétique précise de la souche utilisee

-3) du temps précis d’arrét des cultures

Une fois la culture arrétée ( par exemple par lyse cellulaire ou par arrét de la

culture en présence de concentration sub-létale de produits antifongiques cytotoxiques

- ou cytostatiques ), le cholestérol marqué ou I'un de ses d’intermediaires métaboliques,

ou un mélange de stérols marqué est extrait et purifié comme decrit ci-dessus.,




10

15

20

25

30

CA 02562773 2006-10-12

WO 2005/121315 PCT/FR2005/001090

17

Le. profil .isotopique du choléstérol marqué .ou de 1'un de ses intermediaires

métaboliques, ou du mélange de stérols marqué aplusieurs propriétés uniques :

-1) il estmodulable & volonté en jouant sur les conditions de culture, la souche utilisée. . -

et le stérol choisi. Un registre de marqueurs unique peut donc étre produit.

-2) il est « combinable » & savoir que plusieurs signatures isotopiques correspondants
3 plusieurs stérols uniques marques par des profils isotopiques eux-méme modulables
peuvent étre eo'mbiné_s pour former un « alphabet moléculaire »

-3) 1l est ‘reproductible et facile a déterminer expérimentalement.

-4) 1l correspond 3 un raélange moléculaire traceur facile & isoler, stable, incolore et
1nodore non volatile, non toxique et mcorporable 3 des aliments, médicament,
add1t1fs ou autres produits assimilables par I’homme.

-5) 1l est infalsifiable sauf 2 disposer des souches recombinantes spécifiques et des
conditions trés précises de marquage, de culture et d’extraction. De plus la

connaissance de la signature isotopique ne permet pas de remonter aux parametres qui

ont permis de-la produire.

Ainsi, un « alphabet isotopique » infalsifiable, d’usage général et incorporable dans
tout type de produits, y compris consommables peut dtre obtenu facilement grice a la
présente invention. Les « mots isotopiques » constituables & partir d’un tel alphabet
sont en nombre quasi illimité en mettant & profit a la fois les profils de marquage et les
différents types de stérols. L’incorporation de telles signatures au sein de produits les
plus variés constitue donc une méthode unique de marquage infalsiﬁable,-

contralrement par exemple aux signatures ADN qui peuvent étre reproduites une fois

connues. La signature peut étre lue par ailleurs de maniére non destructive, par

exemple par 1omsat10n laser suivie d’analyse par spectrométrie de masse (MALDI-

TOF ou a331mlle)

L’ut1hsat1on de substrat marque au °C en lieu et place des sources de carbone
non marquee pour la culture des souches de fungus selon I’invention permet la
synthése de stérols et en particulier de cholestérol trés fortement marqué (comprenant

au moins 95 % de carbone °C). La préparation de stérols et de cholesterol radioactif
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“C est également possible par la méme dpproche. Le procédé peut aussi &tre
incorporé 4“-des souches de levures produisant des steroides et notamment de .
l’hydrocorfiSOné (ct. demande de brevet WO 02/061109) pour produire des stéroides

marques au 130 ou au *C par-exemple pour des tests RIA.
Légende des figures

F_igure 1 + Formule chimique du cholestérol, ainsi que la nomenclature génecralement

utilisée pour la numérotation des différents carbones et.le nom des differents cycles.

Les quatre cycles de la molécule de cholestérol sont dénommés respectivement A, B, C

et D et les carbones sont numérotés de 1 a 27.

Figure 2 : Schéma simplifié de la partie tardive de la voie de biosynthése des stérols de

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

pas exhaustif mais permet de définir les étapes faisant intervenir les enzymes citees
dans ce document. Les protéines ERG2p, ERG3p, ERG5p et ERGOp sont des proteines
de fungus ou de levure, tandis que les proteines Delta-7Red (Delta-7 stérol réductase),

Delta 24-(25)Red (Delta 24-(25) stérol réductase) sont des protéines hétérologues

d’origine de mammiféres ou de plantes.

Figure 3. Profil comparé en HPLC avec détection UV a 206 nm des stérols libres des

souches dérivées de la souche BMAG4 et identification de ces stérols. Les souches
étudiées sont les suivantes : WGIF01 (souche BMAG64 disruptée dans le géne erg6 (ct.
exemple 1)) WGIFO2 (souche BMAG64 dlsruptee dans le géne erg6 et exprimant la
A24-reduotase Exemple 12) WGIF03 (souche BMAG64 disruptée dans le gene ergo6 et
exprimant la A7-réductase, Exemple 13), WGIF04 (souche B BMAG64 disruptée dans le
- géne | erg6 et exprimant la A7-rédﬁctase et la A24-réductase, Exempleld). C5:
cholesta 5 5 eneol (cholestérol) ; C5,22: cholesta 5,22 diéneol ; C5, 24: cholesta 5,24

diéneol (desmosterol) C8 24: cholesta 8,24 dieneol (zymosterol) C5,7,22: cholesta
5,7,22 ‘tnegol, C5.7, 24: cholesta‘5,7,24 triénol; C5,22,24: cholesta 5,22,24 triénol;

| C5,7,22,24: cholesta 5,7,22',2’4 tetraénol - lan : lanostérol.
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Figure 4. Profil comparé en HPLC avec détection UV 4 206 nm des stérols libres de la

souche WGIF04 (souche BMA64 disruptee dans le géne erg6 et exprimant la A7-

réductase et la’A24-réductase, Exemplé 14) aprés 0,2,4,8,24 heures d’induction par le
galactose. A :éduche WGIFO1 (Exemple 1). Pour la souche WGIF04, les prélevements
sont effectuds 0, 2, 4, 8 et 24 h aprés le basculement de la source de carbone en -

galactose. Le profil de la souche BMAG64 portant la disruption erg6 (WGIFO1)

présenté est celui obtenu-immédiatement apres le basculement en galactose. Ce profil

reste pratiquement inchangé au cours de 1’induction (0-24 h). Le signal d’absorption a
206 nm correspond & des coefficients d’absorption variables d’un sterol a ’autre. C5.:
cholesta 5eneol (cholestérol) ; C5322: cholesta 5,22 diéneol ; C5, 24: cholesta 5,24
diéneol (desmostérol) ; C8,24: cholesfé, 8,24 diéneol‘('zymostérol); C5,7,22: cholesta
5.7.22 triénol; C5.7, 24: cholesta 5,7,24 triénol; C5,22,24: cholesta 5,22,24 triéndl;
C5,7,22,24: cholesta 5,7,22,24 tetraénpl - lan : lanostérol. |

- Figure 5. Profil comparé en HPLC avec détection en electrospray avec ionisation

positive (spectrométrie-de masse) des stérols libres de la souche WGIF04 (Exemple

14) aprés 0,2,4,8,24 heures d’induction par le galactose. A :souche WGIFO01. C5:
cholesta Seneol (cholestérol) ; C5,22: cholesta 5,22 diéneol ; C5, 24: cholesta 5,24
diéneol (desmostérol) ; C8,24: cholesta 8,24 diéneol (zymostérol). Les profils HPLC

proviennent du méme essais que ceux de la figure 4.

Figure SA (gauché) . détection & m/z =3 67, Figure 5B (droite) m/z = 369.

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

Figure 6. Détail du profil & m /z =369 en HPLC pour les trois souches : WGIF01,
CA10 portant le plasmide d’expression pour la delta 24 stérol Réductase et pour
WGIF04, le cholestérol @e-st injecté comme standard interne. Les quantités de sterols
totaux injectées pour les trois souches correspondent a des extractions faites a partir

des quantités identiques de culture mesurées par 1’absorbance a 600nm.

ﬂguré 7 : Profils éompai‘és des stérols totaux (libres et esters) en chromatographie -

phase gaz des souches WGIFO1 (délétion d’erg6), WGIF02 (délétion d’ergb avec
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expression de la A24-réductase), WGIF03 (délétion d’ergb avec expression de la A7-
réductase), WGIF04 (délétion d’€rgb avec expression de la A24-réductase et de la A7-
réductase) et CA10 pYES Delta24 (fond génétique FY1679, délétion d’ergd avec
expression- de la A24-réductase, A-7 réductase, erg5). Les échelles de réponse

(courants d’ionisation de flamme) sont arbitraires. Les profils ne sont 4 comparer que

de maniére qualitative d’une souche a I’autre.- L’échelle de temps de rétention est

néanmoins la méme pour toutes les souches (les temps de rétention sont exprimes en

minutes). I’identification 'des stérols. est effectuée selon les critéres décrits dans la

présente demande.

F_gure 8. Répartition quantitative des pnn01paux stérols libres dans les souches de

levure (BMA64 (Figure 8A), WGIFOI (thure 8B), WGIF02 (Figure 8C) et WGIFO3.

(Figure 8D)) évaluée sur la base des spectres UV. La répartition est donnée en % de la

totalité des especes présentées dans la figure et qui sont les seules détectables en
quantités appréciables. En absence ‘de standard pour plusieurs des - stérols
intermédiaires la quantification est effectuce sur la base des spectres UV associes a
chacun des pics du chromatogramme HPLC en utilisant les coefficients d’absorption
&valuéds donnés ci dessous (cf. table 1, les coefficients d’absorption sont exprimes en
mM par litre et par cm.). Pour ce faire les coetticients d’absorption correspondant aux
motifs structuraux insaturés présents dans la structure d’un sterol donné sont
echerchés dans la table 1 et éventuellement additionnés (si plusieurs motifs sont
présents dans une méme molecule) pour fournir une évaluation du coefficient
d’ extmctlon de chaque type de stérol. L’évaluation est faite en utilisant les valeurs a
280 nm si au moins un motif absorbant a cette longueur d’onde est présent, a défaut la
longueur d’onde 735 nm est utilisée, et a défaut d’absorption a cette derniere, la

longueur d’onde 206 nm est utilisée pour evaluer les concentratlons de chacun des

stérols a part1r des signaux d’absorption respectlfs en HPLC.

Figure 9. Répartition quantitative des principaux stérols libres dans la souohe de

levure WGIF4 evaluee sur Ia base des spectres UV. Les quantifications sont effectuces

de la méme fac;on que decnte dans la Figure 8.
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- Figure 10. Princ¢ipe du marquage isotopique des stérols par substitution de sources de

carbone.

Figure 11. ‘Evvaluation des profils de marquage isotopique du cholestérol produit dans

la souche WGIF04 apres 4, 8, et 24 heures d’induction. Les stérols libres sont extraits
ot separes par HPLC comme décrit. Un spectre de masse entre les valeurs de m/z 300
et:m/z=450 est acqu1s toutes les 0,2 secondes durant l‘eluuon. Ces spectres sont alors
moyennés'" sur des fenétres de 1,8 secondes puis soumis & une régression multi- .

linéaire, en utilisant comme base de régression un ensemble de 24 vecteurs

représentant les distributions théoriques de masse du cholestérol marque pour une

incorporation au hasard par des tirages indépendants du carbone 13 a chacune des 27

positions de la molécule avec une probabilité de marquage sur chaque carbone

variable entre 0 et 1 selon le vecteur considéré. Les probabilités de marquage des
différents vecteurs utilisés comme base sont choisies de telle fagon a ce que le
coefficient de cross-correlation des dis&ibutions de deux vecteurs consécutifs de la
base soit de 0,92, la base démarrant avec un vecteur correspondant & une probabilité
de présence de 100 9% & toutes les positions pour le carbone 12. L’ajustement
multilinéaire est effectué sur un critére statistique de moindre carre en annulant les
termes non-diagonaux de la matrice des produits des dérivés partielles de la méthode
de Gauss (filtrage numérique maximal). Aprés analyse, les spectres de masse sont
alors reconstruits sur la base optimisée. Les courbes représentees sur les figures

représentent donc le résultat de la reconstruction filtrée optimale aprés normalisation

de I’amplitude maximale a la valeur 100.

Pour- chaque temps d’induction les deux courbes représentent deux profils
indépendants correspondant & des temps d’élution différents de 1.8 secondes et

correspondant 4 des spectres situés dans la zone centrale du pic d’élution du

cholestérol. La figure démontre la grande reproductibilite de 1’analyse.

E;gure 12. Exemple de différentes signatures- isotopiques au niveau de différents

stérols ou de différents temps d’induction. Méme calcul et représentation que pour la

figure 11, mais pour différents sterols et différent temps d’induction.
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I.a valeur de RT indique la gamme dé temps de rétention utilisée pour le calcul (en
minute). Les valeurs de cette gamme sont les suivantes :

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

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

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

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

Les temps d’induction sont de § ou 24 heures.

Les valeurs de m/z indiquent la limite gauche et droite des m/z. La valeur la plus

faible de m/z pour chaque cadre correspond au m/z pour le stérol totalement constitue

de carbone 12.

Figure 13: Profils compares des stérols totaux (libres et esters) en chromatographle

phase gaz des souches YIMS59/pIM303 (partie A de la figure) et de la souche
YIM59/pIM331 (partie B de la figure) (ct. exemple 18). Les échelles de réponse sont

arbitraires. L’échelle de temps de rétention est la méme pour les deux souches (les

temps de rétention sont exprimés en minutes). I’identification des stérols est effectuce.

selon les critéres décrits dans la présente demande.

La présente invention est illustrée a l'aide des exemples qui suivent, qui

doivent étre consideres comme illustratifs et non limitatifs.

Les techniques de biologie moléculaire utilisées sont décrites par Ausubel et al.,

certaines manipulations des levures sont décrites par Adams et al (Adams and Holm,

1996).

EXEMPLE 1 : anstruction d’une souche de levure 5. cerevisiqe

interrompue dans le géne erg6 (souche WGIFO 1) :

Ia souche de levure S. cerevisiae WGIFO01 dont le géne ERGG est interrompu par le
aéne TRPI a 6té obtenue par transformation de la souche BM64 par un produit de

PCR portant un gene fonctioﬁnel TRP] bordé par des extrémités homologues au gene

ERGO.
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I.a souche BM64 (de génotype MATa, ura3-52; trplA2; leu2-3 112; hz’s3—] I; ade2-
1: canl-100) est un dérivé de la souche de levure S. cerevisiae W303 MATa par-
délétion compléte du géne TRPI. La souche BMAG64 et la souche W303 MATa sont
décrites dans la publication de Baudin-Baillieu et al (Baudin-Baillieu et al., 199"7).
Pour isoler le géne TRPI, le géne TRPI du plasmide pFL44 (Bonneaud et al., 1991) a
été amplifié en utilisant la Z-Tagl ( une DNA polymérase DNA dépendante) fournie
par la Société Takara (PanVera LLC 501 Charmany Drive Madison, W1 53719 USA).
Le couple d’amorce utilisé permet 1’amplification par la DNA polymerase du gene
TRPI bordé de séquences correspondant au géne ERGS.

" La séquence de ces amorces est la suivante :

OERG6trp] : | " .+
| (CCTAGCGACGAAAAGCATCATTGGAGTGAATAACTTGGACTTACCAttcttag
cattttgacg) 3° (SEQ ID N° 1). «
OERG6t1p2.: | | 5’ 5’
(GCATAAGAGT.GAAACAGAATTGAGAAAAAGACAGGCCCAATTCAaaftcggg
tcgaaaaaagaaaagg) 3” (SEQ ID N° 2). 0
Le produit deo PCR (Polymerase' Chain Reaction) ainsi obtenu est purifie par
électroéliltiog du fragment correspondant & la taille attendue et utilis€ pour
transformer la souche BM64 par la technique du chlorure de lithrum comme décrit par
(Gietz et al., 1995).
Apres tpansformation, loes levures traitées sont étalées sur un milieu minimum ne
contenant pas de trypt0pharie (Gietz et al., 1995). On obtient ainst 41 colonies BM64
transformees prototrophes pour le tryptophane. Ces 41 colonies sont ensuite testees
pour trois de leurs proprietes : Sensibilité a la nystatine, structure génomique de

Iinsertion du géne TRPI, profil en chromatographie phase gazeuse des stérols totaux .

qu’elles produisent.

Pour cela, les 41 colonies sont transférées sur un milieu minmmum contenant
respectivement 10, 20 ou 50pg/ml de nystatine, une dizaine de colonies est capable de

croitre sur le milieux contenant une dose de 50 ug/ml de nystatine. Ces colonies
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résistantes sont sélectionnées pour. vérifier leur structure génique ainsi que leurs

compositions en stérols.

[ ’insertion du géne TRPI dans.le géne ERGG6 est verifice par PCR en utilisant un
couple d’oligonucléotides couvrant la jonction entre le géne TRPI fonctionnel et le

ERG6 disrupté. Ce couple d’oligonucléotides est le suivant: OERGO6tp3 :

AGGGCCGAACAAAGCCCCGATCTTC (SEQ ID N° 3) et OERG6trp4 :

GGCAAACCGAGGAACTCTTGG (SEQ ID N°® 4).
Quelques .souches présentent le profil PCR attendu ¢’est & dire un fragment de 800

paires de base correspondant a la taille attendue pour une insertion de TRP] dans

ERGO.

Dans le but de vérifier que le gene ERG6 est bien inactivé dans ces souches, une
analyse des compositions en sterol de ces souches par la chromatographie en phase

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

2003; Szczebara et al., 2003).

Ces analyses confirment 1’absence de synthése d’ergostérol et 1’accumulation de

stérols anormaux compatibles avec les perturbations attendues de Ja voie de

biosynthése dans la souche disruptee.

Une souche a été plus particuliérement sélectionnee et nommeée WGIFO1.

EXEMPLE 2 : Construction des souches CA10, CA14 et CA23.

Les souches CA10 (de génotype : MATa, rho”, GAL2, ura3-52, :zfrp]-A63, his3-
A 200, ergd: HY GROR,“ ade2::GAL10/CYCI ::A7Réductase ::PGKI,
T EUY - GALIO/CYCI - -matADR:-PGKI), CA14 (de génotype : MATa, rho*, GAL2,
ura3-32, trpl-A63, his3-A200, ergd: HY GRO”® atf2:. G41] 8R,
ade?2 - GAL10/CYCI::A7Réductase::PGK1,. LEU2::GALIO/CYCI:: matADR::PGK1 )
et CA23 (de génotype : MATc, rho”, GAL2, ura3-52, trpl-A63, his3-A200, ergd::
HY GROR arel::G41] 8R are;?' ‘HIS3, ade2:: GALIO/CYCI::A7Réductase::PGKI,
LEU2::GALI O/CY C]:-matADR::PGKI) ainsi que leurs constructions, sont décrites

dans la reference Duport et al. dont le contenu technique en ce qui concerne la

construction de ces souches est incorporé par référence a la présente demande.
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Ces souches produisent et contiennent dans leurs membranes des stérols non naturels .
(comme décrit dans la demande de brevet européen EP 0727 489) et en particulier de
P’ergosta-5-énol (campestérol).

Ces trois souches n’expriment pas le produit du géne ERGS qui est non fonctionnel
par insertion dans sa séquence codante du géne de résistance 4 I’hygromycine. De plus
ces souches expriment le cDNA codant pour la A7 réductase de plante (la demande de
brevet européen EP 0727 489 décrit notamment le clonage de la A7 réductase de la
plante Arabidopsis thaliana, le numéro d'accession GenBank de cette séquence est
ATU49393).

La souche CA14 est dérivée de la souche CA10Q par disruption du géne ATF2. Le
produit de ce gene Conduit'z‘i uﬁe acéiylaﬁbn de la bregﬁénolone sur la position 3
(comme il est décrit dans la demande de brevet W0O99/40203).

La souche CA23 est une souche dérivée de la souche CA10 par délétion des genes
ARE] et ARE?2, les deux protéines Arelp et Are2p sont responsables de 1’estérification
de Pergostérol (Sturley, 2000) et éventuellement du cholestérol car ils sont

homologues & l’enzyme responsable de [estérification du cholesterol chez les

mammiferes (ACAT).

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

réductase d’origine humaine (plasmide pYES_Delta24)

Ia construction de ce plasmide a été décrite par Waterham et al. 2001. La
construction a consisté & mettre le cDNA codant pour la Delta 24 stérol réductase sous
le contrdle du promoteur pGALI et du terminateur tCYC1 dans le vecteur pYES2
(Invitrogen SARL, Cergy Pontoise, France). Ce plasmide est un plasmide navette
E.colil § cerevisiae et contieﬁt une origine de réplication 2micron et un gene URA3,

ceci permettant sa réplication dans la levure et des facilités de sélection des levures

transformeées par ce plasmide.

Le promo{eur GALT1 est de p’iﬁs inductible par le galactﬁyse.



10

15

20

25

30

CA 02562773 2012-08-21

26

EXEMPLE 4 :Construction du plasmide pAG1 exprimant la A7-reductase

d’ 4. thaliana.
- Un plasmide a été construit spécifiquement pour I’expression de la Delta 7
Réductase de A. thaliana sur un vecteur monocopie. Le plasmide pAM1 a éte utilise -
pour cette construction. Ce plasmide dont la construction est décrite dans la demande

PCT W002/061109 (cf. exemple 9.b de ladite demande), est un plasmide navette
E.coli/S. cerevisiae basé sur une séquence de réplication autonome et un centromere
(ARS CEN). Le marqueur de sélection est le gene ADEZ. Ce plasmide est
compatible, et peut donc se répliquer en méme temps qu'un plasmide bas€ sur une
origine de réplication 2 micron. Ce plasmide possede en particulier un site unique

Notl permettant de cloner les cassettes d'expression tel que décrit dans la demande

PCT ci-dessus.

Ce site a été utilisé pour cloner une cassette d’expression de la Delta7-réductase d’A.
thaliana provenant de la souche CA10. En effet, cette cassette d’expression est tres
efficace et permet a la souche CA10 qui est de plus disruptée pour ERGS, de produire
du campestérol (ergosta-5-énol) comme stérol majoritaire (Duport et al., 1998). Le
fragment ’ADN génomique de la souche CA10 contenant le géne de la delta7-

réductase est amplifié a ’aide des amorces suivantes :

OSA72 5 (TATATAGCGGCCGCTTTCGCTGATTAATTACCCCAG) 3 (SEQ ID
N° 5)

OSA 77 5° (TATATAGCGGCCGCGAGAAGTGACGCAAGCATCA) 3° (SEQ ID
N° 6).

1.>amplification est réalisée sur de I’ADN génomique de la souche CA10 préparé par
la technique rapide d’extraction au phendl/chloroforme comme décrit par Adams et al
(Adams and Holm, 1996).

Cinquante nﬁnogranunes d’ADN génoﬁﬁque de CA10 sont utilisés comme matrice

pour amplification 2 ’aide des amorces OSA72 et OSA77. La Tag DNA polymeérase

et les conditions enzymatiques provenaient de la société Stratagene. Les conditions

d’amplification étaient les suivantes. Dénaturation initiale de 5 min a 95°C, pus

ensuite, trente cycles sont réalisés consistant en une dénaturation de 30s a 95°C, une
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hybridation de 30s & 50°C puis une élongation de 1 min & 72°C. La rcaction est

terminée par une extension finale de 10 min a 72°C.

Le fragment de PCR est ensuite digéré par l’enzyi:ne Nofl et purifié sur gel d’agarose

" puis cloné classiquement au niveau du site unique Notfl du plasmide pAMI1. Le

plasmide ainsi obtenu a éténommeé pAG1.

1 s’agit d’un vecteur monocopie permettant I’expression de la Delta7 Réductase de 4.

thaliana chez la levure, le géne de la Delta7 Réductase etant placé sous le contrdle du

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

EXEMPLE 5 : Extraction des sterols libres et estérifiés chez la levure

pour les analyses :

1) Conditions d’extraction des stérols libres et estérifiés chez la levure.

(procédurel)
a) Conditions d’extraction des stérols [ibres :

e culot cellulaire est lavé deux fois avec 500pl d’eau désionisée et filtree,

dans un tube en verre.

" Les cellules sont ensuite resuspendues dans 500ul d’eau contenant des billes de verre

de 0,5 mm correspondant & 150pl de liquide dans le tube.

Une extraction est réalisée deux fois avec 2ml de 1,2 dichloroéthane avec une
agitation forte sur un vortex pendant 10 minutes. Apres la premiére extraction, le
mélange cellules, billes de verre, solvant est centrifugé pendant 5 minutes a 1500g

dans le but de séparer les deux phases.

les deux fractions organiques issues des deux extractions successives sont
rassemblées et <échées sous un courant d’azote pendant quelques heures.

L’extrait stérolique est suspendu dans 100pl d’acétonitrile pour son analyse par
chromatographie liquide haute performanée (HPLC) (Szczebara et al., 2003) ou dans
100ul d’hexane pour les analyses par chromatographie en phase gazeuse (GC)
(Duport ét al., 2003). ]

b) Conditionis d’extraction des stérols totaux : Saponification et extraction des

stérols estérifiés, analyse qualitative procédure 1 :
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Ie culot cellulaire est resuspendu dans 500pl d’eau purifiée. A cette
suspension on ajoute 2ml d’hydroxyde de potassium KOH a 10% dans du méthe.nol.
Le mélange est chauffé pendant une heure a 60°C dans des tubes fermees. Apres |
I’incubation et une fois que les tubes sont revenus a température ambiante, le melange
et extrait trois fois avec 2ml d’hexane. Entre chaque extraction, les deux phases sont
séparées par une centrifugation de Smin a 1500g. Aprés chaque extraction, la phase
organique est transférée dans un nouveau tube, puis les trois phases organiques sont
rassemblées puis séchées sous un flux d’azote.

Le résidu stérolique est resuspendu dans 100pl d’acétonitrile 100% pour son analyse
par chromatographie liquide haute performance (HPLC) (Szczebara et al., 2003) ou
dans 100ul d’hexane pour les analyses par chromatographie en phase gazeuse (GC)

(Duport et al., 2003).

2) Conditions d’extraction des stérols libres et estérifiés chez la levure pour

nalyse qualitative (procédure2).
[ es souches sont cultivées en milieu riche (10g de bactopeptone par litre et
10 g d’extraits de levure par litre) avec 2% de glucose comme source de carbone afin
d’obtenir 500mg de cellules lyophilisees. Ces cellules séchées sont reprises dans 3ml
de méthanol (100%) contenant 1g de KOH et une trace de pyro gallol puis le melange

est incubé pendant 45 minutes a 90°C. Aprés retour a temperature ambiante, les

sterols sont exiraits avec 5ml d’hexane. La phase organique est séparee en tr01s

échantillons de méme volume et séchée sous un courant d’air. Deux des échantillons

~des stérols extraits sont repris dans 100pl d’hexane pour les analyses par

chromatographie en phase gazeuse (GC) et chromatographie en phase gazeuse couplee

a la spectrometne de masse GC/MS et le troisiéme échantillon est repris dans 150ul

“ de méthanol pour les études par chromato graphie liquide haute performance (HPLC)
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EXEMPLE 6 : Analyse des stérols libres et estérifiés chez la levure par

chromatographie en phase gézeuse (GC)

1) Clu'or;;atographie en phase gazeuse (GC) avec détection FID (ionisation de
flamme) |
5 I’ extrait stérolique (libre ou total) su.spendu dans I’hexane est préparé selon la
procédur}e 1 (ct. exemple 5 1) a) et b)). Un témoin d’injection est ajouté au mélange de
stérol, en général le cholestérol a une concentration de 10 a SOng/ul. .'
On injecte ensuite de 1 & 3ul d’échantillons sur un appareil de chromatographie en
phase gazeuse dans les conditions suivantes. 1 a 3ul ont ét€ injectés sur une colonne
10 Alltech'™ de type SE30 (Référence de la colonne : 30mX0.32mm IDX 0.25um). Le
- gaz vecteur est I’hélium. Le rapport de Split est entre 50 et 80. La pression en tete
de colonne est de 30 psi. L’injecteur est réglé a 280°C. La température mitial de la
colonne est de 130°C pendant 0.5 minute. Elle monte a 230°C & raison de
40°C/min, puis de 230°C 4 280°C a raison de 3°C/min. La colonne est ensuiie

15  maintenue 4 290°C. La température du détecteur est de 310°C.

2) Chromatographie en phase gazeuse (GC) avec détection FID (ionisation de
flamme) couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS).

I’extrait stérolique total suspendu dans 1’hexane est préparé selon la
procédure 2. La GC utilisée est équipée d’un injecteur classique « split split less »

20 avec une colonne classique DB5 d’une longueur de 30 metres et d'un diametre de

0,25mm.

L’injection est réalisée a 230°C aveb comme gaz vecteur, 'hélium au débit de

2mi/mn. La colonne passe de 130 4 290°C en 4 étapes. La colonne est maintenue a

130°C avant I’injection puis monte & 230°C avec une rampe de 40°C/mn puis de
25 230°C a 280°C avec une rampe de 3°C/mm 'puis de 280°C a 290°C avec une rampe

de 30°C/min. La colonne reste pendant 5 minutes & 290°C.

En sortie de la colonne de chromatographie en phase gazeuse, les molécules sont

ensuite analysées par spectrométrie de masse par vaporisation dans une chambre

d'ionisation telle que celle d'un appareil de type Turbo Mass' " de chez Perkin Elmer.

30 Les molécules sont fragmentées par un faisceau d’électrons de haute énergie. Les
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différents fragments sont ensuite séparés sur un filtre quadrupolaire puis détectés
sur un détecteur d’ions. A chaque masse localisée sur le graphe de courant ionique
correspond un spectre de masse qui regroupe les masses de tous les produits de
fraginentation de ’ion M+. Ce spectre de masse obtenu a un temps de rétention
donné sur la colonne est comparé i des bibliothéques de produits fragmentés ainsi
qu’a ceﬁés décrites pour les stéfols par Quail and Kelly. (Methods in Molecular
Biology Vol53 Yeast Protocols Edited by Evans; M, Quail and S, Kelly “The
Extraction and Analysis of Sterols from Yeast” pp 123-131 (1996)).

De cette facon, il a pu étre mis en évidence 1’effet de la délétion du géne ERGO
dans la souche WGIFO1 et notamment 1”absé1.1ce‘d’ergosta 8, 24(28) dienol et la

présence de stérol de typé cholesta ayant la double liaison en 24(25).

EXEMPLE 7 : Analyse des stérols libres et estérifiés chez la levure par
chromatographie liquide haute performance (HPLC) avec détection UV ou

détection par spectrométrie de masse. |

1) Analyse par HPLC‘ dé’tectfén UV :

Dix 2 30ul de I’extrait stérolique (suspendu dans I’acétonitrile ou le méthanol
et préparé selon la procédure 1 ou 2 (cf. exemple 5)) sont injectés sur une colonne de
type X terra’ " RP18, 4,6X100mm (Waters, Milford, MAO1757 USA).

I.a séparation s’effectue sur un gradient composé d’eau contenant 0.02% de TFA

(acide trifluoroacetique) (tampon A) et d’acétonitrile pur (tampon B). La colonne est

maintenue a 60°C au cours'de I’analyse.

L’appareil HPLC utilisé est de type « Waters 600 E System Controller » (Waters,
Milford, MAO1757 USA). La détection UV a été réalisée sur un détecteur a barrette
de diodes couvrant les longueurs d’onde de 206 & 350 nm. La colonne a éte
équilibrée avec un tampon a -20% (v/v) de tampon A (acétonitrile) et 80% de
tampon B (eau contenant 0.02% de TFA (acide triﬂuoroaqetique)) . Un gradient

lindaire est effectué a partir d’une solution contenant 50% de tampon A et 50% de

tampon B. Au bout de 10 min, la composition du tampon d’élution est de 25% de

tampon A pour-75 % de tampon B. Un nouveau gradient lindaire est alors applique
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de facon 4 ce qu’d 30 min le gradient atteigne la valeur de 100 % en tampon B.

Cette valeur est maintenue pendant 5 minutes pour nettoyer la colonne.

2) Analyse par HPLC détection par spectrométrie de masse (HPLC/MS) :

Dans le cas d’une analyse par spectrométrie de masse, 1’échantillon est
maintenu 2 30°C, et la colonné est mamntenue a 60°C au cours de l’analyse.
L'appareil HPLC utilis€ est du type « Alliance™ HT Waters 2790 », couplé & un
détecteur de masse « Waters MicroMass'* ZQ ». A la différence de la méthode de
détection précédente le tampon d’élution A ne contient pas de TFA mais les deux
tampons A et B contiennent 0.01% (v/v) d’acide formique.

La colonne a été équilibrée avec un.tampon.contenant 80% de tampon A’ (eau

contenant 0.01% (v/v) d’acide formique) et 20% de tampon B’ (acétonitrile

contenant 0.01% (v/v) d’acide formique).

L’injection démarre avec un tampon contenant 50% de ces deux tampons. Un
gradient linéaire 4 deux rampes est effectué a partir d’une solution contenant 50%
de tampon A’ et 50% de tampon B’.

Au bout de 10 min, la composition du tampon d’élution est de 25% de tampon A’
pour 75 % de tampon B’. La rampe du gradient est ensuite modifiée pour atteindre
12,5% de tampon A’ et 87,5% de tampon B’ aprés 25 minutes d’analyse puis 100%
de tampon B & 30 minutes. Cette valeur est maintenue pendant 5 minutes pour
régénérer la colonne.

Le détecteur de masse « Waters MicroMass ZQ » est réglé pour balayer en ionisation
positive electrospray .les valeurs de m/z comprise entre 295 a 450. Un mode
d’acquisition « continum » est choisi pour le balayage. Par ailleurs une extraction de
signal en mode « SIR » est effectuée en paralléle & toutes les masse attendues en
abdndance iéotopique naturelle poﬁr les stérols & analyser. Le détecteur est régle de
maniére 4 résoudre totalement sans interférence des molécules différant de 1 unite de

m/z. La totalité des acquisitions est paramétrée de fagon & ce que la durée totale

d’acquisition corresﬁondant au balayage et au ttimps total d*acquisition de ensemble

des SIR reste inféricure a 2 secondes.
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EXEMPLE 8: Culture des souches de levures pour l’analyse de leur

contenu en stérol avec ou sans marquage a(oF

Les souches a analyser ont été cultivées dans un volume de 50ml de milieu

Kappeli (Kappeli et al., 1985) contenant 2% de D-glucose normal ou de D-glucose-U-

3¢ (pour les expérieﬁces de maréluage‘, ct. ﬁgure 10).

I a densité optique de la culture de départ est de 0.1 3 600nm. Cette culture est incubce

72 heures a une température de 30°C sous agitatioﬁ a 200 tours/ min.
Les cellules sont ensuite récuperees par centrifugation du milieu & 600 g pendant 10
minutes. Le culot cellulaire est ensuite analysé directement par les techniques

d’analyse présentées dans 1’exemple 5 (pour les études ne nécessitant pas d’induction

au galactose).

Toutefois, pour les études de cinétique d’induction de 1’expression de la delta 7-

céductase et la delta 24-réductase = (souches transformees par le plasmide

pYES Delta24 et/ou pAGl), le culot est resuépendu dans 50ml de milieu Kappeli

 frais contenant 2% galactose (non marqueé au carbone Q).

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

Dix ml de culture sont récupérés apres 0 heure, 2 heures, 4 heures, 8 heures et 24

heures de cultures.

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

cellulaire est congelé et conservé 4 —20°C avant extraction stérolique par les méthodes

décrites dans 1’exemple 5.

EXEMPLE 9: Identification des stérols présents dans les souches

analysees :

I *identification des stérols est basée sur la combinaison des principes suivants :

- Comparaison du comportement €n GC, HPLC, GC/MS et HPLC/MS avec des

standards authentiques dans le cas du campestérol (ergosta 5,eneol), de |’ergostérol
(ergosta 5,7,22 triénol), du cholestérol (cholesta 5-eneol), du desmostérol (cholesta 5,

24 diéneol) , du cholesta 5,22 diéneol et du zymostérol (cholesta 8,24 diéneol).
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- Analyse du spectre d’absorption en HPLC et détection UV & barrette de diodes (cf.

exemple 7-1)) :

Cette méthode permet d’identifier sans ambiguite sur la base spectrale cing classes de
stérols : 1) classe SAL pas de systéme diénique conjugué, 2) classe SA2 : presence
d’un systéme 35,7-diénique; 3) classe SA3: présence d’un systeme 22.24(25)
diénique ; 4) classe SA4: présence d’un systéme 8,14 diénique ; 5) classe SAS:
présence d’un systéme 22, 24(28) diénique. Les classes SA3 et SAS5 ne peuvent
coexister pour des raisons structurales. Les classes SA2 et SA4 ne peuvent coexister |
pour des raisons de biosynthése, la classe SA2 peut &tre associée a des motifs

structuraux de classes SA1, SA3, SAS pour former des spectres composites additifs.

- Analyse des temps de rétention en GC et en HPLC sur la base d’une additivite
approximative des deplacements de temps de rétention associés a chaque type
d’insaturation et a la présence d’un squelette de type ergosta ou cholesta. Ce critere
n’étant pas absolu, il est utiliseé comme aide A l’identification et pour lever les

ambiguités mais présente un risque d’erreur s7il est utilisé seul. Il n’est donc utilise

qu’en combinaison avec les autres criteres.

- Analyse en GC/MS (cf. exemple 6-2))qui fournit la masse moléculaire et un profil

de fragmentation pouvant étre compare a des bibliothéques de spectres.

- Analyse en HPLC/MS (cf exemple 7-2)) en electrospray qui fournit, dans le cas des

3-hydroxystérols, un signal principal a la masse moléculaire -17 (protonation (+1) et

perte d’une molécule d’eau (-18))

- Analyse avec ’ensemble des systemes ci-dessus de la composition en stérols de

différentes souches de levures de référence disruptées a différents points de la

biosynthese.

- Analyse des variations de la composition en stérol lors de la complémentation par

différentes enzymes de biosynthése et de la cinetique de cette complémentation lors de

I’induction de cette complémentation.
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- Analyse du proiﬁl de marquage des différents stérols par I’isotope 13 du carbone.

- Analyse du spectre UV des stérols séparés par HPLC a un temps de rétention donné.
Les deux doubles liaisons 5, 7 conjuguées présentent un spectre typique avec deux
pics d’absorption entre 265 et 280 nm tandis que les deux double liaison 22, 24

conjuguées présentent un pic d’absorption 4 235nm. La derniére double liaison

conjuguée en 8, 14 est identifiable par un pic d’absorption a 245 nm.

EXEMPLE 10: Identification des stérols présents dans la souche
BMAG64 :

I.a souche BMAG64 est cultivée dans un volume de 50ml de milieu Kappel

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

Ia densité optique de la culture de départ est de 0.1 a 600nm. Cette culture est incubee
72 heures & une température de 30°C sous agitation a 200 tours/ min.

Les cellules sont ensuite récuperées par centrifugation du milieu & 600 g pendant 10
minutes, le culot cellulaire est analysé par les techniques présentées dans 1’exemple 5. |
Les différentes analyses décrites ont permis d’identifier les stérols produits par cette

souche.

On a ainsi déterminé que cette souche accumule plus de 80% de ses stérols libres sous
forme d’ergostérol (ergosta 5,7,22 triénol) (cf. Figure 8). Deux autres sterols
minoritaires détectables sont produits par cette souche, il s’agit de I’ergosta 35,7
diéneol (substrat du produit du gene ERGS5) (12%) et le zymostérol (ergosta 8,24
diéneol) (5%). Aucune trace de cholestérol n’est détectable (la limite de détection de
la méthode ést d’environ 0.5 % des stérols observables). De faibles quantites de

lanostérol sont également détectables (uniquement au niveau des analyses des stérols

totaux).
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EXEMPLE 11 : Identification des stérols présents dans la souche
WGIEOL :

Ia souche WGIFO01 (cf. exemple 1) a été cultivée dans un volume de 50ml de

milien Kappeli (Kappeli et ai., 1985) contenant 2% de D-glucose pour l’anélyse

quantitative et comparative des stérols .

La densité optique de la culture de départ est de 0.1 & 600nm. Cette culture est incubee
72 heures a une tempér.ature de 30°C sous agitation a 200 tours/ min.

Ies cellules sont ensuite récupérées par centrifugation du milieu a 600 g pendant 10
minutes, le culot cellulaire est analysé par les techniques présentées dans I’exemple 5.

Les différentes analyses décrites ont permis d’identifier les stérols produits par cette
souche.

I a recherche dans le chromatogramme d’ergosta 5,7,22 triénol (ergostérol) ou de
ergosta 5,7 diéneol est négative (moins de 0,5% de la valeur obtenue chez BMA64) en
HPLC couplée 2 la spectrométrie de masse. Au niveau des stérols libres, la souche
accumule pour 50% du total du zymostérol (cholesta 8,24 diéneol), substrat du produit
du géne ERGO, et pour 30 et 20 % respectivement, du cholesta 5,724 trienol et du
cholesta 5,7,22,24 tetraenol résultant probablement d’un mécanisme de synthese
identique & celui conduisant a I’ergosta 5,7 dienol et & I’ergosta 5,7,22 trienol chez la
souche parentale (cf. figure 3 et 8). Ceci montre bien que la voie de biosynthese est
bloquée au niveau de erg6 puisque ’enzyme ERGOp (S-adenosylmethionine delta24
stérol C-methyl transférase) transforme le cholesta 8,24 (25) diéneol en ergosta 3,
24(28) diéneol (cf. figure 2). Cette accumulation indique clairement que la souche
WGIFO1 ne posséde pas de copie fonctionnelle du géne ergb. Les résultats indiquent
écalement que la voie de biosynthese normale de 1’ergostérol chez la levure et en

particulier la stérol 8,7-1somerase, la stérol 5-desaturase et la stérol delta 22-

desaturase, sont capables de convertir les substrats de type cholesta- avec une activite

qui reste importante.
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EXEMPLE 12 : Construction de la souche WGIK02 et identification des

stérols présents dans cette souche :

La souche WGIF02 a été obtenue par transformation de la souche WGIFOI

par le plasmide pYES2 portant la casseite d’expression de la A24 Réductase
(pYES Delta24, cf. exemple 3). Les clones ont &té sélectionnés sur un milieu
depourvu en uracile et la présence et I’expression du cDNA de A24 réductase est
vérifiée en analysant les stérols de ces transformants par la procédure 1 (ct.
exemple 5-1)).

Un clone nommé WGIF02 a été sélectionné car il possédait un protil stérolique
différent de la souche WGIFO01, de plus le stérol supplémentaire avait un temps de
rétention proche de celui du cholesterol (cf. figure 7). La souche WGIFOZ est cultivee
dans un volume de 50ml de milieu Kappeli (Kappeli et al., 1985) contenant 2% de D-
slucose pour I’analyse quantitative et comp arative des stérols.

Ia densité optique de la culture de départ est de 0.1 & 600nm. Cette culture est incubee
72 heures 4 une température de 30°C sous agitation a 200 tours/ min.

I es cellules sont ensuite récupérées par centrifugation du milieu a 600 g pendant 10
minutes, le culot cellulaire est analysé par les techniques présentées dans I’exemple 5.

Les différentes analyses décrites ont permis d’identifier les stérols produits par cette

souche.

Les deux profils d’extraits stéroliques de la souche WGIF01 et de la souche

WGIF02 sont semblables sauf & I’apparition d’un nouveau pic identifié par sa masse,
son temps de rétention et ses doubles liaisons conjuguées comme le cholesta 5,7,22
trieneol (Figures 2, 3 et 7). La preésence de ce composé indique la présence attendue
d’une activité 24-25 stérol réductase sur la double liaison en 24(25) du cholesta 5 7,
22. 24 (25) tétraenol. De plus, la quantité de cholesta 5, 7 24 trienol est diminuee
avec apparition du cholesta 5, 7, 22 trienol dans la souche WGIF02 (figures 7 et 8) .
Iactivité de ’enzyme est mise en évidence par la conversion du cholesta 5,7,24
trienol représentant 30% dans 1a souche WGIFO01 et seulement 12% dans WGIF(02, la
différence soit 18% se retrouvant intégralement sous forme de cholesta 5,7,22 trienol

dans la souche WGIF02. Il s’agit 1& d’un reésultat inattendu dans la mesure ou le
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produit de conversion du cholesta 5,7,24 par la delta 24-réductase est le cholesta 5,7,
qui est absent dans WGIF02 donc quantitativement convertit en cholesta 5,7,22. Cecl

met en évidence un autre résultat inattendu, a savoir que le cholesta 5,7 est un substrat

" de 1a stérol 22-desaturase alors que le cholesta 5,7,24 est d’aprés le profil stérolique de

1a souche WGIF01 un mauvais substrat.

EXEMPLE 13 o: Construction de la souche WGIF03 et identification des

stérols présents dans cette souche :

La souche WGIF03 a été obtenue par transformation de la souche WGIFO1 par

le plasmide pAG1. Ce plasmide navette entre L. coli et S.cerevisiae porte une casésette

controle du promoteur GALIO/CYCI La souche WGIFO1 a été transformée par la

technique du chlorure de lithium et les transformants ont été sélectionnés sur milieu

ne contenant pas d’adénine. L’expression de la Delta7 réductase a été verifiee par
I’apparition dans le profil stérolique des bons clones de cholesta 5,24(25) dienol. Un
clone répondant a ces critéres a éte plus i)articuliérement sélectionné et nomme
WGIFO3. ‘.

[.a souche WGIF03 a été cultivée dans un volume de 50ml de milieu Kappeli

(Kappeli et al., 1985) contenant 2% de D-glucose pour ’analyse quantitative et

comparative des stérols.

La densité optique de la culture de départ est de 0.1 a 600nm Cette culture est incubee
72 heures & une température de 30°C sous agitation a 200 tours/min.

I es cellules sont ensuite récupérées par centrifugation du milieu a 600 g pendant 10
minutes, le culot cellulaire est analysé par les techniques présentées dans 1’exemple 5.

Les différentes analyses décrites ont permis d’identitier les stérols produits par cette

souche.
I’expression de la delta7 stérol réductase dans la souche WGIFO1 ( pour

donner la souche WGIF03), contrairement & 1’expression de la delta24 stérol
réductase, conduit & un profond changement du profil stérolique de la souche avec

disparitionl presque total des cholesta 5,7, 22, 24 tetraenol, des cholesta 7, 24 dieneol

et des cholesta 8,24 dienol.
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Cette- activité est également marquee. par I’apparition d’un pic majoritaire
‘dentifié comme décrit précédemment comme le cholesta 5, 24 dieneol or
desmostérol. Les quantités de cholesta 8, 24 dieneol passent de 12 4 48%. Le cholesta
5,7, 24 trieneol détecté passe de 30 & 3% et le cholesta 5, 7, 22, 24 tétraeneol deteqté
de 23 & 4%, respectivement pour les souches WGIF01 et WGIF03. Ces observations
indiquent, de maniére inattendue, que la stérol delta 7-réductase réduit les cholesta 3,7
dienol de maniere presque indépendante de la nature des insaturations portées par la
chaine latérale des stérols. Ce résultat est opposé & celui observé avec la stérol delta
24-réductase. De maniere inattendue, I’expression de la stérol delta 7-réductase
conduit également a 1’ accumulatlon (12 %) d’une molecule co-migrant avec le
cholesta 5.7 diéneol. Il semble neanmoins peu probable bien que non exclus que cette
molécule soit du cholesta 5,7 diéneol dont le niveau théorique devrait décroitre et non
augmenter dans ces conditions. I’apparition de faible quantité de cholesta 5,22,24
trienol (8%) est aussi d’intérét. Ce dernier stérol est le produit attendu de 1’action de la
stérol 22-desaturase sur le cholesta 5,24 dienol stérol majoritaire (60%) dans la souche
WGIF03 (résultant de la réduction du choiesta 5.7.24 trienol par la stérol delta 7-
réductase). La faible accumulation de cholesta 5,22,24 trienol indique de manicre
inattendu que le cholesta 5,24 dienol n’est pas un bon substrat de la sterol 22-
desaturase. Grace aux résultats obtenus dans la souche‘WGIFO2 (cf exemple 12), il
peut étre déduit que la presence d’une insaturation en 24 (cholesta 5, 24 dienol ou

cholesta 5,7,24 trienol) rend les stérols difficilement métabolisable par la stérol 22-

~desaturase. I ’action de 1’enzyme ERG6p en transformant les cholesta insaturés en 24

en ergosta, conduit donc a transformer de mauvais substrats du géne ERGS (22-

desaturase) en bons substrats.

EXEMPLE 14 : Construction de la souche WGIF04 et identification des
stérols présents dans cette souche :

[ a souche WGIF04 a été obtenue par transformation de la souche WGIFO2 par
le plasmide pAG1 par la technique du chlorure de lithium et les transformants ont éte
«électionnds sur miliew ne contenant pas d’adénine m d’uracile. Les bons

transformants ont alors été confirmeés sur 13 base de la détection de I’accumulation de
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cholesterol. Un clone répondant & ces critéres a.été plus particulicrement sélectionne
et nommé WGIF04. Un échantillon de la souche WGIFO4 a été”déposé aupres de la
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) Institut Pasteur, 25,
rue du Docteur Roux 75724 Paris Cedex 15, France, le 22 avril 2004 sous le numéro

d’enregistrement 1-3203.

Des souches indistinguables de WGIF04 peuvent Etre aussl obtenues en

ransformant la souche WGIF03 par pYES Delta24 et en appliquant la meme

sélection.

I a souche WGIF04 a été cultivée dans un volume de 50ml de milieu Kappeli

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

La densité optique de la culture de départ est de 0.1 a 600nm. Cette culture est incubee

72 heures a une température de 30°C sous agitation a 200 tours/ min.

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

minutes, le culot cellulaire est analysé par les techniques présentées dans I’exemple 5.

Les différentes analyses décrites ont permis d’identifier les stérols produits par cette

souche.
Le cholestérol représente 25 % des stérols libres de la souche WGIFO04 (ct.

ficure 9). La formation de cholestérol dans cette souche est indépendamment

démontrée en GC et en HPLC par la co-migration avec un standard authentique et par

confirmation 2 la fois en GC/MS et en HPLC/MS. Le cholesterol est non-détectable (<

0,5% des stérols totaux) dans toutes les souches qui n’expriment pas simultanément la

delta 7-réductase et 1a delta 24-réductase.

Les souches qui ne sont pas disruptées pour le gene erg6 peuvent produire du

cholestérol, toutefois, celui-ci représente moins de 5 %o des stérols libres totaux. Ainsi,
il a pu étre construit la souche BMAG64-pYES_Delta24-pAG1 obtenue a partir de
BMAG64 co-transformée par pYES Delta24 et pAGl. Ceite souche produit du

cholestérol, ce dernier représentant quelques % des sterols totaux.

[a souche CA10 a été transformée par le plasmide pYES_Delta24. Cette

souche produit. éoalement du cholestérol, ce dernier représentant quelques % des

stérols totaux. -
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ﬂ a pu étre démontré par ailleurs que la formation du cholestérol nécessite bien
]’induction des promoteurs de la delta 7-réductase et la delta 24-réductase (ct. figures
4 et 5). Les souches contenant ces genes ne produisent pas de cholestérol en absence
d’induction, la figure 5 indique que le niveau maximal de cholestérol est atteint apres
environ 24 h d’induction. Parallélement & la formation de cholestérol (cholesta 5-
eneol) on observe également la formation de cholesta 5,22 diéneol. L’analyse de la
figure 4 et de la figure 5 indique que la formation de ce dernier composé se produit
plus rapidement apres 1’induction que la formation de cholestérol et commence meme
avant I’induction (cf. figure SA : m/z=367). Néanmoins ce composé est totalement
absent si la souche ne porte pas les deux plas’n:ziiﬁdes pAGI1 et pYES Delta24. La
formation de 22-dehydrocholestérol est donc un processus plus rapide que celui de

formation du cholestérol mais ce processus implique un précurseur qui disparait
rapidement apres induction laissant place & la formation de cholesterol. Le cholestérol
peut étre formé a partir de cholesta 524 via la A 24-réductase ou a partir de cholesta
5.7 via la A7-réductase. Or il a cte montré que le cholesta 5,7 dienol ne peut
s’accumuler du fait de sa conversion immediate en cholesta 5,7,22 trienol. La source
du cholestérol est donc le cholesta 5,24 dienol qui est absent au moment de
I*induction et s’accumule vers 4 a 8 heures d’induction avant de diminuer vers 24h
(figure 5). Ceci explique I>apparition tardive du cholestérol puisque la synthese
préalable de cholesta 5,24 diéneol est requise. A I’opposé, les deux precurseurs
possibles du cholesta 5,22 diéneol sont le cholesta 5,7,22 triénol et le cholesta 5,22,
24 triénol. Ce dernier est absent au début de 1’induction (figure 4) alors que le premier
est présent puis diminue rapidement en paralléle avec la stabilisation de la formation
de cholesta 5,22 dienol. Tl peut en étre conclu que la source de cholestérol est la
réduction du 5,24 diéneol par la A 24-réductase alors que la formation du cholesta
5,22 dienol résulte de la réduction. du 57,22 triénol par la A 7réductase. La formation
de cholesta 5,22 dienol par action de la A22- desaturase sur le cholestérol n’est pas
totalement exclue mais semble un processus minoritaire sur la base de I’accumulation

préférentielle de cholestérol par rapport au cholesta 5,22 diéneol au temps long (24h)

de 1a cinétique (figure 4 et 5).
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EXEMPLE 15 : Optimisation de la voie de biosynthése du cholestérol,

role de la A22—desa1;urase :
Pour des durées d’induction de I’ordre de 24 h de la souche WGIF04

’accumulation de cholesta 5,22 diéneol représente environ S0 % de celle du
cholesterol a1 niveau des stérols libres (figure 4). La disruption du géne de la A22-
desaturase est une option pour optimiser la production de cholestérol. La construction
d’une souche doublement disruptée au niveau de la A 22-desaturase (géne ergl) et du
odne erg6 et exprimant la A7-réductase et la A24-réductase est parfaitement
envisageable. Une souche portant le sous-ensemble : disruption de la A 22-desaturase,
expression de la A7-reductase et expression de la A24-réductase a été réalisee.

Cette souche a été obtenue par transformation de la souche CA10 par le
plasmide pYES_Delta24 par la technique du chlorure de lithium et par sélection pour
la prototrophie envers I’uracile. La souche obtenue a été nommée CA10/A24.

[a souche CA10 exprimant la A24 stérol réductase produit une quantite
relativement faible de cholestérol (cf. figure 6 et 7) et accumule de maniére majeure
de l’ergosta S-eneol et de manicre intermédiaire de 1’ergosta 5,7 dieneol.
[ ’accumulation de cholesta 5,7 dienol est trés faible dans une telle souche indiquant
que la disruption du gene erg6 est indispensable a 1’accumulation importante de
dérivés de la série cholesta. L’activité de la A 24-réductase est donc, de maniere
inattendue, peu compétitive avec celle du pro duit du géne erg6. Il peut donc etre
conclu de. ces résultats que la disruption simultance des génes ergs et erg6 est

importante dans le but d’optimiser la production de cholestérol.
[a disruption du géne erg5 dans la souche WGIF04 permettrait & ’homme du metier
d’augmenter de maniere importante la production en cholestérol. La falsabﬂlte d’une

telle souche est établie par la construction des souches WGIF04 et CA10/A24 ot le fait

que cette souche n’est qu'une combinaison génétique évidente a realiser des deux

souches précédentes. Les donnés 1ssues de WGIF04 indiquent la disparition rapide du

“cholesta 5.24 lors de 1’expression de la A 24-réductase ( en comparant les résultats

obtenus avec WGIF03 et ceux obtenus avec WGIF04). Ceci permet de predire une

synthése trés efficace de cholestérol dans une souche disruptée simultanément pour les
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geénes erg) et ergo, et co-exprimant la A7-réductase et la A24-réductase, le cholestérol
étant alors le seul stérol terminal.

En conclusion le minimum requis pour la production de cholestérol a un seuil
supérieur ou égal & 20% des stérols totaux est la disruption du géne erg6, 1’expression
de 1a A7-réductase et de la A24-réductase. La disruption complémentaire de la A 22-

desaturase permettrait d’améliorer la productivite en cholestérol et d’éliminer la

formation parasite de cholesta 5, 22 diéneol comme stérol terminal.

EXEMPLE 16 : Marquage isotopique du cholestérol et définition de

signatures isotopiques :

Le principe de I’obtention d’un cholestérol marqué est décrit a la figure 10.
Cette manipulation consiste a tout d’abord faire croitre la levure sur du glucose
totalement marqué au >C pendant 72 heures de culture 2 30°C.
Ies cellules sont ensuite récupérées par centrifugation du milieu a 600 g pendan;c 10
minutes. Le culot de cellules est ensuite suspendu dans 50ml de milieu Kappeli frais
contenant 2% de galactose non marqué au carbone B3C. Les cultures sont arrétées 2
heures, 4 heures, 8 heures ou 24 heures apres le passage en galactose, les stérols sont
extraits puis analysés (cf. exemple 7). Le passage de glucose en galactose provoque
I’induction des promoteurs GAL10/CYCI1 contrdlant a Ja fois le gene 'de la A7-
réductase et celut de la A 24-réductase. Simultanément il y a changement de marquage:
isotopique de la source de carbone. Il s’ensuit la synthése de novo d’intermediaires
métaboliques puis de stérol, incluant le cholestérol et comportant un changement
progressif de mérquage. Cé changement de marquage peut étre caracterise par le proﬁ'l
de masse de ch_aqﬁe stérol intermédiaire. En effet I’incorporation de chaque atome de
3C induit un décalage de masse d’une unité de masse atomique (UMA). Ainsi par
exemple le cholestérol apparait avec une masse molaire variant de 386 a 413 daltons
selon le niveau de marquage. En analyse par HPLC-masse, en utilisant I’ionisation
electrospray positive, cecl correspond 2 des m/z (masse/charge) variant de 369 a 396
(1on M+ H' - H,0, soit M+1-18=385-17=369). Le temps de rétention des stérols en
HPLC ne dépendant pas de maniére détectable du niveau de marquage, le spectre de

masse d’un pic HPLC correspondant a un stéro]l «X» unique, correspond a une
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distribution de masse qui est donc la superposition (la somme) des distributions de
masse du étérol « X » synthétisé a différents temps apres le marquage. I s’agit donc
d’un profil complexe (figure 11), mais parféitement déterminable expéﬁmentalement,
qui représente une signature isotopique unique qui depend a la fois :

-1) du protocole de marquage et en particulier des durées et des conditions de culture

en *C glucose et en 3¢ galactose.

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

-3) du temps précis d’arrét des cultures

Ce profil isotopique a plusieurs propriétes uniques :

-1) il est modulable & volonté en jouant sur les conditions de culture, 1a souche utilisée
et le stérol choisi. Un registre de marqueurs unique peut donc étre produit.

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

-3) il est reproductible et facile a déterminer expérimentalement (cf. figure 11 et 12)

les double ou triple traces qui indiquent la reproductibilite des profils.

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

-5) il est infalsifiable sauf & disposer des souches recombinantes spécifiques et des
conditions trés précises de marquage, de culture et d’extraction. De plus la

connaissance de la signature isotopique ne permet pas de remonter aux parametres qui

ont permis de la produire.

En résumé un « alphabet isotopique » infalsifiable, d’usage général et incorporable
dans tout type de produits, y compris consommables est invente. Les «mots
isotopiques » constituables a partir d’un tel alphabet sont en nombre quasi illimiteé en
mettant & profit a la fois les profils de marquage et les différents types de stérols.
I’incorporation de telles signatures au sein de produits les plus variés constitue donc

une méthode unique de marquage infalsifiable, contrairement par exemple aux
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~ signatures ADN qui peuvent étre reproduites une fois connues. La signature peut étre

lue par ailleurs de maniére non destructive, par exemple par ionisation laser suivie

d'analyse par spectrométrie de masse (MALDI-TOF™ ou assimilé).

EXEMPLE 17 : Production de cholestérol non animal hautement marqué
au °C :

L utilisation de galactose °C ou de glucose et d’éthanol °C en lieu et place
des sources de carbone non marqué pour la culture de la souche WGIF04 dans les
conditions décrites précédemment pour les analyses de stérols permet la synthése de
stérols et en particulier de cholestérol trés fortement marqué (comprenant au moins 935
% de carbone “C). La préparation de stérols et de cholesterol radioactif "C est
également possible par la méme approche. Le procédé peut aussi étre incorporé a des
souches de levures produisant des stéroides et notamment de 1’hydrocortisone (ct.

demande de brevet WO 02/061109) pour produire des stéroides marqués au °C ou au

e par exemple pour des tests RIA.

EXEMPLE 18 : Construction d’une souche produisant majoritairement
du cholestérol :

La souche CDRO07 Mata est décrite dans la demande de brevet publiée sous le
numéro WO02061109 et a été déposée a la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM), 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, France,
selon les dispositions du Traité de Budapest 4 la CNCM le 24 janvier 2001 sous le

numeéros d’ordre I-2616.

La souche CDR07 MATa (marqueurs pertinents : ade2::GALI 0/CYCI,:A;
ergs::PGK] p.::hyglroR; ERG6) a été croisée avec la souche WGIF01 décrite dans
I’exemple 1 (marqueurs pertinents : ERGS; erg6 :-TRPI).

Aprés sporulation du diploide, la composition en stérol des spores est

déterminée pour trouver des spores produisant du desmostérol qui est le précursenr
du cholestérol comme décrit dans I’exemple 6. On a ainsi identifi€é une spore

produisant du desmostérol et possédant un géne T7RP! fonctionnel et portant le cDNA,

de la A7 réductase d’Ambidopsz’S thaliana, ainsi qu’indiqué par 1’analyse par PCR. De
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plus, cette souche, dénommée YIMS59, est sensible a I’hygromycine indiquant que le

géne ERGS5 est fonctionnel.

Une préparation stérolique, préparée comme décrit dans les exemples 6 et 9, a
montré que cette souche YIM59 produit des sterols ayant le méme temps de rétention
que le zymostérol et le desmosterol. La souche YIM59 a également montre des

auxotrophies pour 1’adénine, la leucine, l'uracile et I’histidine. La présence de

desmostérol démontre que cette souche exprime la stérol A7 reductase et qu’ elle porte
un alléle non fonctionnel erg6.

Dans le but d’améliorer le niveau d’expression de la DHCR24 humaine, la seéquence
nucléotidique du cDNA de la DHCR24 a ét¢ modifice ; afin d’améliorer la traduction
au niveau de ’ATG initiateur, le promoteur contrélant I’expression du DHCR24 a
également été modifie. Le nouveau promoteur choisi est le promoteur CYCI du
cytochrome ¢l en remplacement du promoteur inductible GALI du plasmide

pYES Delta24 (cf. exemple 3).

La séquence correspondant au NH2 terminal de la DHCR24 réductase en fusion avec

le promoteur CYC1 a été modifiée comme suit :

tagcg’tggatggbcaggcaactttagtgctgacacata.caggcatatatatatgtgtgogacgacacatgatcatatggcatg
cat gtgctctgtatgtatataaaactéttgttttcttcttttctctaaatattctttccttatacattaggtcctttgtagoataaattacta
tacttctatagacacgcaaacacaaaggaatt gacaagtttgtacaaaaaagcaggctaaaaaATGGAAC CTGCC

GTGTCGCTGGCCGTGTGCG (SEQ ID N° 7).

En petit caractére, on retrouve la sequence nucléotidique partielle du promoteur CYC/
puis les séquences de recombinaison AttB] ensuite une séquence AAAA qui précede

I’ ATG initiateur. La séquence des deux premiers codons a ¢galement été modifice

(séquence GAA-CCT apreés le codon inititateur ATQG).
Le plasmide final portant le cDNA de la DHCR24 sous contrdle du promoteur CYCl

ainsi que l’origine de réplication 2p de S.cerevisiae et le marqueur de sélection

URA3-d a été nommé pIM331. Son équivalent sans le cDNA de la DHCR24 a €té
dénommé pIM303.
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La souche YIMS59 est transformée indépendamment par les plasmides pIM303 et
pIM331 et deux transtormants portant le plasmide pIM303 (souche YIMS9/pIM303)
ou pIM331 (souche YIM59/pIM331) sont plus particulierement sélectionnés.
Ces souches sont cultivées dans un milieu riche reconstitué de type Kappeli pendant
5 72 heures a 28°C pour atteindre une absorbance de 40 & 600nm. Des extraits
stéroliques totaux (stérols estérifiés et stérols libres) de la souche YIMS9/pIM303 (ne
portant pas le cDNA de la DHCR24) et de la souche YIM59/pIM331 (portant le
cDNA de la DHCR24) sont réalis€s en présence de potasse méthanolique (ct.
Exemples 5' et 6). Ces deux souches sont testées pour leur capacité a produire du
10  cholestérol. Une partie des résultats (GC) est présentée en figure 13. Les temps de
rétention présentés sont donnés en minutes sur les deux chromato gramlﬁes. -
Il a ainsi pu étre montré que la souche qui ne porte pas le vecteur d’expression de la
DHCR24 (souche YIMS59/pIM303) ne produit pas de cholestérol (partie A) mais
principalement du desmostérol (partie A). A ’inverse, la souche qui porte le cDNA de

15 la DHCR24 (souche YIM59/pIM331) produit un stérol ayant le temps de rétention du
cholestérol (partie B). Il a pu étre démontré par des techniques de chromatographie en

phase gazeuse couplée & un spectrométre de masse par impact électronique (comme

décrit a ’exemple 6) que ce stérol est bien du cholestérol. En utilisant les surfaces de

chacun des pics de stérol, il a pu étre estimé & 57% des stérols la quantité de

20  cholestérol produite par la souche YIMS59/pIM331.

Dépot de matériel biologique

Les organismes suivants ont été déposés le 22 avril 2004 aupres de la Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), 25 rue du Docteur Roux, 75724

Paris Cedex 15, France, selon les dispositions du Traité de Budapest.

25 - Souche WGIF04 déposée sous le numeéro d’enregistrement [-3203.
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Table 1 : Evaluation des contributions spectrales des insaturations des sterols

(coetticients d’extinction mM-1cm-1)

Insaturation angueur d’onde (nm)
206 235 280
5 3,9 0,0 0,0
5,7 4.0 1,7 11,5
5722 4.8 1,7 11,5
5,22 4.4 0,0 0,0
5,24 6,9 0,0 0,0
522,24 87 27.0 0,0
57,24 75 1,7 11,5
5,7,22,24 9,2 29,8 11,5
- 8,24 6,9 0,0 0,0




CA 02562773 2007-01-22

49

SEQUENCE LISTING

<110> Aventis Pharma S.A.

<120> SOUCHES DE LEVURE PRODUISANT DU CHOLESTEROL ET LEURS APPLICATIONS
<130> 61689-NP

<140> CA 2,562,773

<141> 2005-05-02

<150> FR 0404890

<151> 2004-05-06

<160> 7

<170> PatentIn version 3.1

<210> 1

<211> 63

<212> DNA

<213> Artificial

<4Q00> 1

cctagcgacg aaaagcatca ttggagtgaa taacttggac ttaccattct tagcattttg 60
acg 63
<210> 2

<211> 68

<212> DNA

<Z213> Artificial

<400> 2

gcataagagt gaaacagaat tgagaaaaag acaggcccaa ttcaaattcg ggtcgaaaaa o0
agaaaaqgg 68
<210> 3

<211> 25

<212> DNA

<213> Artificial

<400> 3

agggccgaac aaagccccga tcettce 25
<210> 4

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial

<400> 4

ggcaaaccga ggaactcttg g 21



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

<400>

5
36

DNA

Artificial

D
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tatatagcgg ccgetttege tgattaatta ccccag

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

<400>

6
34

DNA

Artificial

6

tatatagcgg ccgcgagaag

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

<400>

7
270

DNA

Artificial

7

tagcgtggat

acgacacatg

cttttctcta

tctatagaca

tggaacctgc

ggccaggcaa
atcatatggc
aatattcttt
cgcaaacaca

cgtgtcgctg

tgacgcaagc atca

ctttagtgct gacacataca ggcatatata
atgcatgtgc tctgtatgta tataaaactc
ccttatacat taggtccttt gtagcataaa

aaggaattga caagtttgta caaaaaagca

gccgtgtgcg

tatgtgtgcg
ttgttttctt
ttactatact

ggctaaaaaa

36

34

60

120

180

240

270
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REVENDICATIONS

. Souche de levure génétiquement modifiée produisant de maniére autonome
du cholestérol a partir d’une source de carbone simple caractérisée en ce qu’elle
exprime les enzymes hétérologues 7-déhydrocholestérol réductase et 33-hydroxystérol

A24-réductase et que I’enzyme stérol 24-C-méthyltransferase a €t€ inactivée.

2. Souche de levure selon la revendication 1 dans laquelle enzyme C-22

stérol désaturase a été inactivée.

3. Souche de levure selon 'une des revendications 1 ou 2 caractérisée en ce
que I’expression des enzymes 7-déhydrocholestérol réductase et 3B-hydroxystérol

A24-réductase est obtenue par transformation de I’organisme.

4. Souche de levure selon I’'une des revendications 1 a 3 caractérisée en ce que

I’inactivation de I’enzyme stérol 24-C-méthyltransferase est réalisée par inactivation

genique.

5. Souche de levure selon I’'une des revendications 2 a 4 caractéris€e en ce que

I’inactivation de I’enzyme C-22 stérol désaturase est réalisée par inactivation génique.

6. Souche de levure selon 'une des revendications 1 a 5 caractérisée en ce

qu’elle est choisie dans le genre Saccharomyces ou Schizosaccharomyces.

7. Souche de levure selon la revendication 1 caractérisée en ce qu'elle est du
genre Saccharomyces cerevisiae et en ce qu’il s’agit de la souche WGIF04 déposée
auprés de la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) le

22 avril 2004 sous le numéro d’enregistrement 1-3203.

8. Procédé de production de cholestérol d’origine non animale comprenant la

culture d’une souche de levure selon ’une des revendications 1 a 7.
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9. Procédé selon la revendication 8 caractérisé en ce que I’étape de culture de

la souche de levure est suivie d’une étape d’extraction du cholestérol.

10. Procédé selon la revendication 9 caractérisé en ce que D’extraction du

cholestérol est effectuée par un solvant non miscible dans I’eau.

[1. Procédé selon la revendication 9 ou 10 caractéris€¢ en ce que I’on ettectue

une étape de saponification avant I’extraction du cholestérol.

12. Procédé selon la revendication 9, 10 ou 11 caractérisé en ce que I’on
effectue une étape de broyage mécanique des cellules avant la saponification ou

I’extraction du cholestérol.

13. Utilisation d’une souche de levure selon I’une des revendications 1 a 7 pour
la production de cholestérol, ou de I'un de ses intermédiaires métaboliques, ou d’un

mélange de stérols marqué au °C ou au '*C.

14. Procédé de production de cholestérol, ou de 'un de ses intermédiaires
métaboliques, ou d’un mélange de stérols marque au '>C ou au "*C comprenant les

¢tapes suivantes:

- culture d’une souche de levure selon 'une des revendications 1 a 7 sur un

substrat marqué au °C ou au '*C et,

- extraction dudit cholestérol, ou de 'un de ses intermédiaires métaboliques,

ou du mélange de stérols.

15. Procédé de fabrication d’un mélange isotopique de cholestérol,
d’intermédiaires ou de métabolites du cholestérol, marqués en différentes positions a
I’aide de marqueurs isotopiques, comprenant la mise en culture d’une souche de levure

selon I’une des revendications 1 a 7 sur un substrat marqué puis sur un substrat non

marqué, les durées de culture sur chacun de ces substrats étant choisies atin d’obtenir

un profil isotopique défini.
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16. Souche de levure produisant du desmostérol caractérisée en ce qu’elle porte
au moins un allele non fonctionnel du geéne codant I’enzyme
24-C-méthyltransférase (ergb) et en ce qu’elle exprime I’enzyme héterologue

7-déhydrocholestérol réductase.

17. Souche de levure selon la revendication 16 dans laquelle le desmostérol

constitue au moins 40% des stérols totaux.

18. Souche de levure selon la revendication 16 dans laquelle le desmostérol

constitue au moins 50% des stérols totaux.

19. Souche de levure selon I'une des revendications 16 a 18 dans laquelle le

géne codant pour I’enzyme 24-C-méthyltransférase est inactive.

20. Souche de levure selon la revendication 16, 17 ou 19 produisant en outre du
cholestérol caractérisée en <ce qu'elle exprime I’enzyme hétérologue

24-déhydrocholestérol réductase.

21. Souche de levure selon la revendication 20 dans laquelle au moins 20 % des

stérols totaux est du cholestérol.

22. Utilisation d’une souche selon 1'une des revendications 16 a 21 pour

produire du desmostérol.

23. Utilisation d’une souche selon la revendication 20 ou 21 pour produire du

cholestérol.
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