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Изобретение относится к способу ферментативного рафинирования гидратацией пищевых масел, 
заключающемуся в обработке пищевого масла липидацилтрансферазой для того, чтобы перене-
сти ацильную группу с основной части фосфолипида на один или более акцепторов ацила, в ко-
тором акцептор ацила представляет собой один или более стеринов и/или станолов и в котором
липидацилтрансфераза отличается следующим: (а) липидацилтрансфераза обладает активностью 
ацилтрансферазы, которую определяют как активность переноса сложного эфира, причем ациль-
ная часть исходной сложно-эфирной связи липидного донора ацила переносится на акцептор 
ацила с образованием нового сложного эфира; и (б) фермент включает мотив последовательно-
сти аминокислот GDSX, в котором X представляет собой один или более из следующих остатков
аминокислот: L, А, V, I, F, Y, H, Q, T, N, М или S, причем липидацилтрансфераза при сравни-
тельном анализе первичной структуры либо с консенсусной последовательностью SEQ ID NO:2, 
либо с SEQ ID NO:37, либо с обеими указанными последовательностями включает блок GANDY. 
Кроме того, в изобретении раскрыто применение указанной липидацилтрансферазы для осуще-
ствления способа. 
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Ссылка на родственные заявки 
Делают ссылку на следующие родственные заявки: заявка США № 09/750990, поданная  

20 июля 1999 г., заявка США № 10/409391, WO 2004/064537, WO 2004/064987, PCT/IB 2004/004378 и 
РСТ/IB 2004/004374. Каждая из данных заявок и каждый из документов, приведенных в каждой из дан-
ных заявок ("документы, приведенные в заявке"), и каждый документ, на который ссылаются или приво-
дят в документах, приведенных в заявке, как в тексте, так и во время ведения дела по данным заявкам, а 
также все аргументы в поддержку патентоспособности, выдвигаемые во время данного ведения дела, 
включены таким образом в данном контексте в виде ссылки. В данном тексте также приведены различ-
ные документы ("документы, приведенные в данном контексте"). Каждый из приведенных в данном кон-
тексте документов и каждый документ, приведенный или на который ссылаются в данном контексте, 
включены таким образом в данном контексте в виде ссылки. 

Область изобретения 
Настоящее изобретение относится к способу ферментативного рафинирования пищевых масел гид-

ратацией с использованием липидацилтрансферазы. 
Кроме того, настоящее изобретение далее относится к применению липидацилтрансферазы для ра-

финирования пищевых масел гидратацией. 
Предшествующий уровень техники 

Традиционно для рафинирования масла гидратацией использовали два способа, которые представ-
ляют собой способы физического рафинирования гидратацией и химического рафинирования гидратаци-
ей. Ранее в 1990-е годы был разработан ферментативный способ рафинирования гидратацией на основе 
использования фосфолипазы поджелудочной железы. Поскольку данный фермент некошерный, фосфо-
липазу со временем заменили микробной фосфолипазой A1 (Lecitase Ultra™ - Novozymes, Дания). Фер-
ментативный способ имеет некоторые преимущества относительно химического или физического спосо-
бов рафинирования гидратацией, включая снижение себестоимости, повышенный выход и процесс, бо-
лее благоприятный для окружающей среды. 

Краткое изложение аспектов настоящего изобретения 
Термин "липидацилтрансфераза", как используют в данном контексте, означает фермент, который 

обладает активностью ацилтрансферазы (как правило, классифицируемой как Е.С. 2.3.1.x), причем фер-
мент, который способен переносить ацильную группу с липида на один или более акцепторных субстра-
тов, таких как один или более из следующих: стерин, станол, углевод, белок, белковая субъединица, гли-
церин, предпочтительно стерин и/или станол. 

Фермент липидацилтрансфераза, представленный в настоящем изобретении или предназначенный 
для использования в способах и/или вариантах применения настоящего изобретения, может быть охарак-
теризован с помощью следующих критериев: 

(i) фермент обладает активностью ацилтрансферазы, которую можно определить как активность 
переноса сложного эфира, причем ацильная часть исходной эфирной связи липидного донора ацила пе-
реносится на акцептор ацила с образованием нового сложного эфира; и 

(ii) фермент включает мотив последовательности аминокислот GDSX, в котором X означает один 
или более следующих остатков аминокислот: L, А, V, I, F, Y, Н, Q, T, N, М или S, 
причем липидацилтрансфераза при сравнительном анализе первичной структуры с консенсусной после-
довательностью либо SEQ ID NO: 2, либо SEQ ID NO: 37, либо с обеими указанными последовательно-
стями включает блок GANDY. 

Предпочтительно, когда X мотива GDSX представляет собой L или Y. Более предпочтительно, ко-
гда X мотива GDSX представляет собой L. Таким образом, предпочтительно, когда фермент, представ-
ленный в настоящем изобретении, включает мотив последовательности аминокислот GDSL. 

Мотив GDSX состоит из четырех консервативных аминокислот. Предпочтительно, когда серин в 
мотиве представляет собой каталитический серин фермента липидацилтрансферазы. Соответственно 
серин мотива GDSX может находиться в положении, соответствующем Ser16 в липолитическом фермен-
те Aeromonas hydrophila, описанном в статье Brumlik & Buckley (Journal of Bacteriology Apr. 1996,  
v. 178, No. 7, p. 2060-2064). 

Для того чтобы определить, включает ли белок мотив GDSX, представленный в настоящем изобре-
тении, последовательность сравнивают с профилями скрытой модели Маркова (профилями НММ) базы 
данных pfam согласно методам, описанным в заявке WO 2004/064537 или WO 2004/064987. 

Pfam является базой данных семейств белковых доменов и включает скорректированные элайнмен-
ты множества последовательностей для каждого семейства, а также профили скрытых моделей Маркова 
(профиль HMMs) для идентификации данных доменов в новых последовательностях. Введение в pfam 
можно найти в статье Bateman A. et al. (2002), Nucleic Acids Res. 30; 276-280. Скрытые модели Маркова 
используют в ряде баз данных, целью которых является классификация белков, в качестве обзора см. 
статью Bateman A. and Haft D.H. (2002), Brief Bioinform, 3; 236-245. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=12230032&dopt = 
Реферат. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=11752314&dopt = 
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Реферат. 
В плане подробного объяснения скрытых моделей Маркова и того, как их применяют в базе данных 

pfam, см. монографию Durbin R., Eddy S. and Krogh A. (1998), Biological sequence analysis; probabilistic 
models of proteins and nucleic acids. Cambridge University Press, ISBN 0-521-62041-4. Пакет программ 
Hammer можно получить в Washington University, St. Louis, USA. 

Альтернативно, мотив GDSX можно идентифицировать с использованием пакета программ Hammer 
software package, инструкции представлены в монографии Durbin R., Eddy S. and Krogh A. (1998),  
Biological sequence analysis; probabilistic models of proteins and nucleic acids. Cambridge University Press, 
ISBN 0-521-62041-4 и в ссылках в данной работе, и профиль HMMER2 приведен в данном описании. 

К базе данных pfam можно получить доступ, например, через ряд серверов, которые в настоящее 
время находятся на следующих веб-сайтах: 

http://www.sanger.ac.uk/Software/pfam/index.shtml; 
http://pfam.wustl.edu/; 
http://pfam.jouy.inra.fr/; 
http://pfam.cgb.ki.se/. 
База данных обеспечивает возможность поиска, при котором можно войти в последовательность 

белка. Используя заданные по умолчанию параметры базы данных, затем анализируют последователь-
ность белка на присутствие доменов pfam. Домен GDSX является широко известным доменом в базе 
данных, и вследствие этого его присутствие будет распознано в любой запрашиваемой последовательно-
сти. База данных даст ответ относительно сравнительного анализа консенсусной последовательности 
pfam00657 с запрашиваемой последовательностью. 

Фермент липидацилтрансфераза, предназначенный для использования в способах и вариантах  
применения изобретения, может быть подвергнут сравнительному анализу с использованием консенсус-
ной последовательности pfam00657 (в плане полного объяснения см. заявку WO 2004/064537 или  
WO 2004/064987). 

Предпочтительно, когда положительное соответствие с профилем скрытой модели Маркова (про-
филь НММ) семейства домена pfam00657 указывает на присутствие домена GDSL или GDSX, соответст-
вующего настоящему изобретению. 

Предпочтительно, когда остатки мотива GANDY выбраны из GANDY, GGNDA, GGNDL, наиболее 
предпочтительно GANDY. 

Предпочтительно, когда подвергнутый сравнительному анализу с консенсусной последовательно-
стью pfam00657 фермент, предназначенный для использования в способах и вариантах применения изо-
бретения, имеет по меньшей мере 1, предпочтительно более чем 1, предпочтительно более чем 2, пред-
почтительно более чем 3, предпочтительно более чем 4, предпочтительно более чем 5, предпочтительно 
более чем 6, предпочтительно более чем 7, предпочтительно более чем 8, предпочтительно более чем 9, 
предпочтительно более чем 10, предпочтительно более чем 11, предпочтительно более чем 12, предпоч-
тительно более чем 13, предпочтительно более чем 14 следующих остатков аминокислот по сравнению с 
эталонной полипептидной последовательностью A.hydrophilia, а именно: SEQ ID NO: 1: Hid28, Hid29, 
Hid30, Hid31, Gly32, Asp33, Ser34, Hid35, Hid130, Gly131, Hid132, Asn133, Asp134, Hid135, His309. 

Домен pfam00657 GDSX является уникальным идентификатором, который отличает белки, имею-
щие данный домен, от других ферментов. 

Консенсусная последовательность pfam00657 представлена на фиг. 12 как SEQ ID NO: 2. Она полу-
чена при идентификации семейства pfam 00657, база данных version 6, которая также может быть обо-
значена в данном контексте как pfam00657.6. 

Консенсусную последовательность можно обновить, используя следующие выпуски базы данных 
pfam (см., например, заявки WO 2004/064537 или WO 2004/064987). 

Присутствие блока GANDY обнаруживают в семействе 00657 pfam из обоих выпусков базы дан-
ных. Дальнейшие выпуски базы данных pfam можно использовать для идентификации семейства 00657 
pfam. 

В одном варианте осуществления фермент липидацилтрансфераза, предназначенный для использо-
вания в способах и вариантах применения изобретения, может быть охарактеризован с использованием 
следующих критериев: 

(i) фермент обладает активностью ацилтрансферазы, которую можно определить как активность 
переноса сложного эфира, причем ацильная часть исходной эфирной связи липидного донора ацила пе-
реносится на акцептор ацила с образованием нового эфира; 

(ii) фермент включает мотив последовательности аминокислот GDSX, в котором X означает один 
или более следующих остатков аминокислот: L, А, V, I, F, Y, H, Q, T, N, М или S; 

(iii) фермент включает His309 или включает остаток гистидина в положении, соответствующем 
His309 в ферменте липидацилтрансферазе Aeromonas hydrophila, показанном на фиг. 11 и 13  
(SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 3). 
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Предпочтительно, когда остатком аминокислоты мотива GDSX является L. 
В SEQ ID NO: 3 или SEQ ID NO: 1 первые 18 остатков аминокислот образуют сигнальную последо-

вательность. His309 последовательности полной длины, которая представляет собой белок, включающий 
сигнальную последовательность, приравнивают к His291 зрелой части белка, т.е. последовательности без 
сигнальной последовательности. 

В одном варианте осуществления фермент липидацилтрансфераза, предназначенный для использо-
вания в способах и вариантах применения настоящего изобретения, включает следующую каталитиче-
скую триаду: Ser34, Asp134 и His309 или содержит остаток серина, остаток аспарагиновой кислоты и 
остаток гистидина соответственно в положениях, соответствующих Ser34, Asp134 и His309 в ферменте 
липидацилтрансферазе Aeromonas hydrophila, представленном на фиг. 13 (SEQ ID NO: 3) или фиг. 11 
(SEQ ID NO: 1). Как определено выше, в последовательности, показанной в SEQ ID NO: 3 или  
SEQ ID NO: 1, первые 18 остатков аминокислот образуют сигнальную последовательность. Ser34,  
Asp134 и His309 последовательности полной длины, которая представляет собой белок, включающий 
сигнальную последовательность, приравнивают к Ser16, Asp116 и His291 зрелой части белка, т.е. после-
довательности без сигнальной последовательности. В консенсусной последовательности pfam00657, как 
приводят на фиг. 12 (SEQ ID NO: 2), остатки активного центра соответствуют Ser7, Asp157 и  
His348. 

В одном варианте осуществления фермент липидацилтрансфераза, предназначенный для использо-
вания в способах и вариантах применения настоящего изобретения, можно охарактеризовать, используя 
следующие критерии: 

(i) фермент обладает активностью ацилтрансферазы, которую можно определить как активность 
переноса сложного эфира, причем ацильная часть исходной эфирной связи первого липидного донора 
ацила переносится на акцептор ацила с образованием нового эфира; 

(ii) фермент включает, по меньшей мере, Gly32, Asp33, Ser34, Asp134 и His309 или содержит остат-
ки глицина, аспарагиновой кислоты, серина, аспарагиновой кислоты и гистидина в положениях, соответ-
ствующих Gly32, Asp33, Ser34, Asp134 и His309 соответственно, в ферменте липидацилтрансферазе 
Aeromonas hydrophila, приведенном на фиг. 13 (SEQ ID NO: 3) или фиг. 11 (SEQ ID NO: 1). 

Соответственно фермент липидацилтрансфераза, предназначенный для использования в способах и 
вариантах применения настоящего изобретения, включает одну или более следующих последовательно-
стей аминокислот: 

(i) последовательность аминокислот, показанную как SEQ ID NO: 3 (см. фиг. 13); 
(ii) последовательность аминокислот, показанную как SEQ ID NO: 4 (см. фиг. 14); 
(iii) последовательность аминокислот, показанную как SEQ ID NO: 5 (см. фиг. 15); 
(iv) последовательность аминокислот, показанную как SEQ ID NO: 6 (см. фиг. 16); 
(v) последовательность аминокислот, показанную как SEQ ID NO: 7 (см. фиг. 17); 
(vi) последовательность аминокислот, показанную как SEQ ID NO: 8 (см. фиг. 18); 
(vii) последовательность аминокислот, показанную как SEQ ID NO: 9 (см. фиг. 19); 
(viii) последовательность аминокислот, показанную как SEQ ID NO: 10 (см. фиг. 20); 
(ix) последовательность аминокислот, показанную как SEQ ID NO: 11 (см. фиг. 21); 
(х) последовательность аминокислот, показанную как SEQ ID NO: 12 (см. фиг. 22); 
(xi) последовательность аминокислот, показанную как SEQ ID NO: 13 (см. фиг. 23); 
(xii) последовательность аминокислот, показанную как SEQ ID NO: 14 (см. фиг. 24); 
(xiii) последовательность аминокислот, показанную как SEQ ID NO: 1 (см. фиг. 11); 
(xiv) последовательность аминокислот, показанную как SEQ ID NO: 15 (см. фиг. 25) или 
последовательность аминокислот, которая имеет идентичность 75% или более с любой из  

последовательностей, показанных как SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5,  
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11,  
SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 или SEQ ID NO: 15. 

Соответственно фермент липидацилтрансфераза, предназначенный для использования в способах и 
вариантах применения настоящего изобретения, включает либо последовательность аминокислот, пока-
занную как SEQ ID NO: 3, или SEQ ID NO: 4, или SEQ ID NO: 1, или SEQ ID NO: 15, либо включает по-
следовательность аминокислот, которая имеет идентичность 75% или более, предпочтительно 80% или 
более, предпочтительно 85% или более, предпочтительно 90% или более, предпочтительно 95% или  
более с последовательностью аминокислот, показанной как SEQ ID NO: 3, или последовательностью 
аминокислот, показанной как SEQ ID NO: 4, или последовательностью аминокислот, показанной как 
SEQ ID NO: 1, или последовательностью аминокислот, показанной как SEQ ID NO: 15. 

Соответственно фермент липидацилтрансфераза, предназначенный для использования в способах и 
вариантах применения настоящего изобретения, включает последовательность аминокислот, которая 
имеет идентичность 80% или более, предпочтительно 85% или более, более предпочтительно 90% или 
более и еще более предпочтительно 95% или более с любой из последовательностей, показанной как 
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, 
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 1 или  
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SEQ ID NO: 15. 
Соответственно фермент липидацилтрансфераза, предназначенный для использования в способах и 

вариантах применения настоящего изобретения, включает одну или более следующих последовательно-
стей аминокислот: 

(а) последовательность аминокислот, показанную как остатки аминокислот 1-100 SEQ ID NO: 3 или 
SEQ ID NO: 1; 

(б) последовательность аминокислот, показанную как остатки аминокислот 101-200 SEQ ID NO: 3 
или SEQ ID NO: 1; 

(в) последовательность аминокислот, показанную как остатки аминокислот 201-300 SEQ ID NO: 3 
или SEQ ID NO: 1; либо 

(г) последовательность аминокислот, которая имеет идентичность 75% или более, предпочтительно 
85% или более, более предпочтительно 90% или более, еще более предпочтительно 95% или более с лю-
бой из последовательностей аминокислот, определенных в (а)-(с) выше. 

Соответственно фермент липидацилтрансфераза, предназначенный для использования в способах и 
вариантах применения настоящего изобретения, включает одну или более следующих последовательно-
стей аминокислот: 

(а) последовательность аминокислот, показанную как остатки аминокислот 28-39 SEQ ID NO: 3 или 
SEQ ID NO: 1; 

(б) последовательность аминокислот, показанную как остатки аминокислот 77-88 SEQ ID NO: 3 или 
SEQ ID NO: 1; 

(в) последовательность аминокислот, показанную как остатки аминокислот 126-136 SEQ ID NO: 3 
или SEQ ID NO: 1; 

(г) последовательность аминокислот, показанную как остатки аминокислот 163-175 SEQ ID NO: 3 
или SEQ ID NO: 1; 

(д) последовательность аминокислот, показанную как остатки аминокислот 304-311 SEQ ID NO: 3 
или SEQ ID NO: 1; или 

(е) последовательность аминокислот, которая имеет идентичность 75% или более, предпочтительно 
85% или более, более предпочтительно 90% или более, еще более предпочтительно 95% или более с лю-
бой из последовательностей аминокислот, определенных в (а)-(е) выше. 

В одном аспекте липидацилтрансфераза, предназначенная для использования в способах и вариан-
тах применения настоящего изобретения, может представлять собой липидацилтрансферазу из Candida 
parapsilosis, как описано в заявке ЕР 1275711. Таким образом, в одном аспекте липидацилтрансфераза, 
предназначенная для использования в способе и вариантах применения настоящего изобретения, может 
представлять собой липидацилтрансферазу, включающую одну из последовательностей аминокислот, 
описанных в SEQ ID NO: 17 (см. фиг. 28) или SEQ ID NO: 18 (см. фиг. 29). 

Более предпочтительно, когда липидацилтрансфераза, предназначенная для использования в спосо-
бе и вариантах применения настоящего изобретения, может представлять собой липидацилтрансферазу, 
включающую последовательность аминокислот, показанную как SEQ ID NO: 16 (см. фиг. 10), или после-
довательность аминокислот, которая имеет идентичность 75% или более, предпочтительно 85% или бо-
лее, более предпочтительно 90% или более, еще более предпочтительно 95% или более, еще более пред-
почтительно 98% или более либо еще более предпочтительно 99% или более с SEQ ID NO: 16. Данный 
фермент можно рассматривать как вариант фермента. 

В одном аспекте липидацилтрансфераза, предназначенная для использования в способе и вариантах 
применения настоящего изобретения, может представлять собой лецитин: холестеринацилтрансферазу 
(LCAT) или ее вариант (например, вариант, полученный путем молекулярной эволюции). 

Подходящие LCAT известны в области техники, и их можно получить из одного или более сле-
дующих организмов, например млекопитающих, крыс, мышей, кур, Drosophila melanogaster, растений, в 
том числе Arabidopsis и Oryza saliva, нематод, грибов и дрожжей. 

В одном варианте осуществления фермент липидацилтрансфераза, предназначенный для использо-
вания в способах и вариантах применения настоящего изобретения, может представлять собой  
липидацилтрансферазу, получаемую и предпочтительно полученную из штаммов Е.coli ТОР 10, несущих 
pPet12aAhydro и pPet12aASalmo, депонированных фирмой Danisco A/S of Langebrogade 1, DK-1001, Ко-
пенгаген К, Дания, согласно Будапештскому договору о международном признании депонирования мик-
роорганизмов для целей патентной процедуры в Национальной коллекции промышленных, морских и 
пищевых бактерий (NCIMB), 23 St. Machar Street, Абердин, Шотландия, GB, 22 декабря 2003 г. под реги-
страционными номерами NICMB 41204 и NCIMB 41205 соответственно. 

Весьма предпочтительные липидацилтрансферазы, предназначенные для использования в способах, 
предложенных в настоящем изобретении, включают выделенные из Aeromonas spp., предпочтительно 
Aeromonas hydrophila или А.salmonicida, наиболее предпочтительно A.salmonicida. Наиболее предпочти-
тельные липидацилтрансферазы, предназначенные для применения в настоящем изобретении, кодируют-
ся SEQ ID NO: 1, 3, 4, 15, 16. Компетентный специалист признает, что предпочтительно, чтобы сигналь-
ные пептиды ацилтрансферазы отщеплялись в процессе экспрессии трансферазы. Сигнальный пептид 
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SEQ ID NO: 1, 3, 4, 15 и 16 представляет собой аминокислоты 1-18. Вследствие этого наиболее предпоч-
тительными участками являются аминокислоты 19-335 для SEQ ID NO: 1 и SEQ ID NO: 3 (A.hydrophilia) 
и аминокислоты 19-336 для SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 15 и SEQ ID NO: 16. (A.salmonicida). При исполь-
зовании для определения гомологии или идентичности последовательностей аминокислот предпочти-
тельно, чтобы при сравнительном анализе, как описано в данном контексте, использовали зрелую после-
довательность. 

Вследствие этого наиболее предпочтительными участками для определения гомологии (идентично-
сти) являются аминокислоты 19-335 для SEQ ID NO: 1 и 3 (A.hydrophilia) и аминокислоты 19-336 для 
SEQ ID NO: 4, 15 и 16. (А.salmonicida). SEQ ID NO: 34 и 35 являются последовательностями зрелого бел-
ка весьма предпочтительных липидацилтрансфераз из A.hydrophilia и А.Salmonicida соответственно. 

Липидацилтрансфераза, предназначенная для использования в изобретении, может быть также вы-
делена из Thermobifida, предпочтительно Т.fusca, наиболее предпочтительной является кодируемая  
SEQ ID NO: 28. 

Липидацилтрансфераза, предназначенная для использования в изобретении, может быть также вы-
делена из Streptomyces, предпочтительно S.avermitis, наиболее предпочтительной является кодируемая 
SEQ ID NO: 32. Другие возможные ферменты из Streptomyces, предназначенные для использования в 
настоящем изобретении, включают кодируемые SEQ ID NO: 5, 6, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 31, 33. Примеры 
показывают, что фермент, кодируемый SEQ ID NO: 33, высокоэффективен при ферментативном рафини-
ровании гидратацией. 

Фермент, предназначенный для использования в изобретении, может быть также выделен из  
Corynebacterium, предпочтительно С.efficiens, наиболее предпочтительным является кодируемый  
SEQ ID NO: 29. 

Соответственно липидацилтрансфераза, предназначенная для использования в способах и  
вариантах применения, соответствующих настоящему изобретению, может представлять собой  
липидацилтрансферазу, включающую любую из последовательностей аминокислот, показанную как  
SEQ ID NO: 37, 38, 40, 41, 43, 45 или 47, либо последовательность аминокислот, которая идентична ука-
занным по меньшей мере на 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97 или 98% или кодируется любой из нуклеотидных 
последовательностей, показанных как SEQ ID NO: 36, 39, 42, 44, 46 или 48, либо нуклеотидными после-
довательностями, которые идентичны указанным по меньшей мере на 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97 или 
98%. 

Предпочтительно, когда липидацилтрансфераза, предназначенная для использования в способах и 
вариантах применения, соответствующих настоящему изобретению, представляет собой липидацил-
трансферазу, способную гидролизовать, по меньшей мере, галактолипиды и/или способную переносить 
ацильную группу, по меньшей мере, из галактолипида на один или более субстратов акцептора ацила, 
причем получаемый фермент предпочтительно получен из Streptomyces species. 

В одном варианте осуществления липидацилтрансфераза, предназначенная для использования в 
способах и вариантах применения, соответствующих настоящему изобретению, предпочтительно пред-
ставляет собой липидацилтрансферазу, способную гидролизовать, по меньшей мере, галактолипиды 
и/или способную переносить ацильную группу, по меньшей мере, из галактолипида на один или более 
субстратов акцептора ацила, причем фермент кодируется нуклеиновой кислотой, выбранной из группы, 
состоящей из: 

(а) нуклеиновой кислоты, включающей нуклеотидную последовательность, показанную в  
SEQ ID NO: 36; 

(б) нуклеиновой кислоты, которая является родственной нуклеотидной последовательности  
SEQ ID NO: 36 вследствие вырождения генетического кода, и 

(в) нуклеиновой кислоты, включающей нуклеотидную последовательность, которая идентична по 
меньшей мере на 70% с нуклеотидной последовательностью, показанной в SEQ ID NO: 36. 

В одном варианте осуществления липидацилтрансфераза, предназначенная для использования в 
способах и вариантах применения, соответствующих настоящему изобретению, предпочтительно пред-
ставляет собой липидацилтрансферазу, включающую последовательность аминокислот, как показано в 
SEQ ID NO: 37, или последовательность аминокислот, которая идентична ей по меньшей мере на 60%. 

В другом варианте осуществления липидацилтрансфераза, предназначенная для использования в 
способах и вариантах применения, соответствующих настоящему изобретению, предпочтительно пред-
ставляет собой липидацилтрансферазу, способную гидролизовать, по меньшей мере, галактолипид и/или 
способную переносить ацильную группу, по меньшей мере, с галактолипида на один или более субстра-
тов акцептора ацила, причем фермент включает последовательность аминокислот, как показано в  
SEQ ID NO: 37, или последовательность аминокислот, которая идентична ей по меньшей мере на 60%. 

Предпочтительно, когда липидацилтрансфераза, предназначенная для использования в способах и 
вариантах применения, соответствующих настоящему изобретению, представляет собой липидацил-
трансферазу, способную гидролизовать, по меньшей мере, галактолипиды, и/или способна переносить 
ацильную группу, по меньшей мере, с галактолипида на один или более субстратов акцептора ацила, 
причем получаемый фермент предпочтительно получен из Thermobifida species, предпочтительно  
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Thermobifida fusca. 
Предпочтительно, когда липидацилтрансфераза, предназначенная для использования в способах и 

вариантах применения, соответствующих настоящему изобретению, представляет собой липолитический 
фермент, способный гидролизовать, по меньшей мере, галактолипиды и/или способный переносить 
ацильную группу, по меньшей мере, с галактолипида на один или более субстратов акцептора ацила, 
причем получаемый фермент предпочтительно получен из Corynebacterium species, предпочтительно  
Corynebacterium efficiens. 

В следующем варианте осуществления липидацилтрансфераза, предназначенная для использования 
в способах и вариантах применения, соответствующих настоящему изобретению, может представлять 
собой липидацилтрансферазу, включающую любую из последовательностей аминокислот, показанных 
как SEQ ID NO: 37, 38, 40, 41, 43, 45 или 47, или последовательность аминокислот, которая идентична 
указанным по меньшей мере на 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97 или 98%, либо кодируемую любой из нуклео-
тидных последовательностей, показанных как SEQ ID NO: 39, 42, 44, 46 или 48, либо нуклеотидной по-
следовательностью, которая идентична указанным по меньшей мере на 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97 или 
98%. 

В следующем варианте осуществления липидацилтрансфераза, предназначенная для использования 
в способах и вариантах применения, соответствующих настоящему изобретению, может представлять 
собой липидацилтрансферазу, включающую любую из последовательностей аминокислот, показанную 
как SEQ ID NO: 38, 40, 41, 45 или 47, либо последовательность аминокислот, которая идентична указан-
ным по меньшей мере на 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97 или 98%, предназначенную для вариантов примене-
ния, описанных в данном контексте. 

В следующем варианте осуществления липидацилтрансфераза, предназначенная для использования 
в способах и вариантах применения, соответствующих настоящему изобретению, может представлять 
собой липидацилтрансферазу, включающую любую из последовательностей аминокислот, показанную 
как SEQ ID NO: 38, 40 или 47, либо последовательность аминокислот, которая идентична указанным по 
меньшей мере на 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97 или 98%, предназначенную для вариантов применения, опи-
санных в данном контексте. 

Более предпочтительно, когда в одном варианте осуществления липидацилтрансфераза, предназна-
ченная для использования в способах и вариантах применения, соответствующих настоящему изобрете-
нию, может представлять собой липидацилтрансферазу, включающую последовательность аминокислот, 
показанную как SEQ ID NO: 47, или последовательность аминокислот, которая идентична указанной по 
меньшей мере на 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97 или 98%. 

В другом варианте осуществления липидацилтрансфераза, предназначенная для использования  
в способах и вариантах применения, соответствующих настоящему изобретению, может представлять 
собой липидацилтрансферазу, включающую последовательность аминокислот, показанную как  
SEQ ID NO: 43 или 44, либо последовательность аминокислот, которая идентична указанным по мень-
шей мере на 80, 85, 90, 95, 96, 97 или 98%. 

В другом варианте осуществления липидацилтрансфераза, предназначенная для использования  
в способах и вариантах применения, соответствующих настоящему изобретению, может представлять 
собой липидацилтрансферазу, включающую последовательность аминокислот, показанную как  
SEQ ID NO: 41, или последовательность аминокислот, которая идентична указанной по меньшей мере на 
70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97 или 98%. 

В одном варианте осуществления липидацилтрансфераза, предназначенная для использования в 
способах и вариантах применения, соответствующих настоящему изобретению, может представлять со-
бой липидацилтрансферазу, способную гидролизовать, по меньшей мере, галактолипиды и/или способ-
ную переносить ацильную группу, по меньшей мере, с галактолипида на один или более субстратов ак-
цептора ацила, причем фермент кодируется нуклеиновой кислотой, выбранной из группы, состоящей из: 

а) нуклеиновой кислоты, включающей нуклеотидную последовательность, показанную в  
SEQ ID NO: 36; 

б) нуклеиновой кислоты, которая является родственной нуклеотидной последовательности  
SEQ ID NO: 36 вследствие вырождения генетического кода; и 

в) нуклеиновой кислоты, включающей нуклеотидную последовательность, которая идентична по 
меньшей мере на 70% с нуклеотидной последовательностью, показанной в SEQ ID NO: 36. 

В одном варианте осуществления липидацилтрансфераза, соответствующая настоящему изобрете-
нию, может представлять собой получаемую липидацилтрансферазу, предпочтительно полученную из 
штаммов Streptomyces L130 или L131, депонированных фирмой Danisco A/S of Langebrogade 1, DK-1001 
Копенгаген К, Дания согласно Будапештскому договору о международном признании депонирования 
микроорганизмов для целей патентной процедуры в Национальной коллекции промышленных, морских 
и пищевых бактерий (NCIMB), 23 St. Machar Street, Абердин, Шотландия, GB, 25 июня 2004 г. под реги-
страционными номерами NCIMB 41226 и NCIMB 41227 соответственно. 
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Подходящие липидацилтрансферазы, предназначенные для использования в соответствии с на-
стоящим изобретением и/или в способах, представленных в настоящем изобретении, могут включать 
любую из следующих последовательностей аминокислот и/или кодироваться следующими нуклеотид-
ными последовательностями: 

полинуклеотидом, кодирующим липидацилтрансферазу, соответствующую настоящему изобрете-
нию (SEQ ID NO: 16); 

последовательностью аминокислот липидацилтрансферазы, соответствующей настоящему изобре-
тению (SEQ ID NO: 17). 

Подходящий фермент липидацилтрансфераза, предназначенный для использования в способах, со-
ответствующих изобретению, можно также идентифицировать посредством элайнмента с последова-
тельностью L131 (SEQ ID NO: 37) с помощью Align X, алгоритма попарного элайнмента Clustal W  
VectorNTI при использовании установок, заданных по умолчанию. 

Сравнительный анализ L131 и гомологов из S.avermitilis и Т.fusca иллюстрирует консервацию мо-
тива GDSX (GDSY в L131, а также S.avermitilis и Т.fusca), бокса GANDY, который представляет собой 
либо GGNDA, либо GGNDL (является, как считают, консервативным каталитическим гистидином). Дан-
ные три консервативных блока выделены на фиг. 61. 

Соответственно, когда липидацилтрансфераза, предназначенная для использования в способах или 
вариантах применения настоящего изобретения, может представлять собой вариант липидацилтрансфе-
разы, в таком случае фермент можно охарактеризовать тем, что он включает мотив последовательности 
аминокислот GDSX, в котором X означает один или более следующих остатков аминокислот: L, А, V, I, 
F, Y, H, Q, T, N, М или S, причем при сравнительном анализе первичной структуры этого фермента с 
консенсусной последовательностью либо SEQ ID NO: 2, либо SEQ ID NO: 37, либо с обеими указанными 
последовательностями включает блок GANDY. Этот вариант фермента может включать одну или более 
модификаций аминокислот по сравнению с исходной последовательностью в любом из одного или более 
остатков аминокислот, определенных в группе 2, или группе 4, или группе 6, или группе 7 (определено 
ниже). 

Например, вариант фермента липидацилтрансферазы, предназначенный для использования в спо-
собах и вариантах применения настоящего изобретения, можно охарактеризовать тем, что фермент 
включает мотив последовательности аминокислот GDSX, в которой X означает один или более следую-
щих остатков аминокислот: L, А, V, I, F, Y, H, Q, T, N, М или S, причем вариант фермента включает одну 
или более модификаций аминокислот по сравнению с исходной последовательностью в любом из одного 
или более остатков аминокислот, подробно описанных в группе 2, или группе 4, или группе 6, или груп-
пе 7 (определено ниже), идентифицированных с помощью указанной исходной последовательности, под-
вергнутой сравнительному анализу структуры со структурной моделью Р10480, определенной в данном 
контексте, которая предпочтительно получена путем структурного элайнмента координат кристалличе-
ской структуры Р10480 с 1IVN.PDB и/или 1DEO.PDB, как представлено в данном контексте. В следую-
щем варианте осуществления вариант фермента липидацилтрансферазы, предназначенный для использо-
вания в способах и вариантах применения настоящего изобретения, можно охарактеризовать тем, что 
фермент включает мотив последовательности аминокислот GDSX, в которой X означает один или более 
следующих остатков аминокислот: L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M или S, причем вариант фермента  
включает одну или более модификаций аминокислот по сравнению с исходной последовательностью в 
любом из одного или более остатков аминокислот, описанного в группе 2, идентифицированных при 
структурном анализе исходной последовательности с консенсусной последовательностью pfam  
(SEQ ID NO: 2 - фиг. 12) и модифицированных согласно структурной модели Р10480, чтобы обеспечить 
наилучшим образом соответствующее перекрывание (см. фиг. 30), как описано в данном контексте. 

Соответственно вариант фермента липидацилтрансферазы может включать последовательность 
аминокислот, которая показана как SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5,  
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11,  
SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 25,  
SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32 или  
SEQ ID NO: 33, за исключением одной или более модификаций аминокислот в любом одном или более 
остатков аминокислот, определенных в группе 2, или группе 4, или группе 6, или группе 7 (определен-
ных ниже), идентифицированных с помощью элайнмента последовательности с SEQ ID NO: 34. 

Альтернативно, вариант фермента липидацилтрансферазы может представлять собой вариант  
фермента, включающий последовательность аминокислот, которая показана как SEQ ID NO: 34,  
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 19, 
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 1,  
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29,  
SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32 или SEQ ID NO: 33, за исключением одной или более модификаций ами-
нокислот в любом одном или более остатков аминокислот, определенных в группе 2, или группе 4, или 
группе 6, или группе 7 (определенных ниже), идентифицированных с помощью указанной исходной по-
следовательности, подвергнутой сравнительному анализу структуры со структурной моделью Р10480, 
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определенной в данном контексте, которая предпочтительно получена путем структурного элайнмента 
координат кристаллической структуры P10480 с 1IVN.PDB и/или 1DEO.PDB, как представлено в данном 
контексте. 

Альтернативно, вариант фермента липидацилтрансферазы может представлять собой вариант  
фермента, включающий последовательность аминокислот, которая показана как SEQ ID NO: 34,  
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 19, 
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 1,  
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29,  
SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32 или SEQ ID NO: 33, за исключением одной или более модификаций ами-
нокислот в любом одном или более остатков аминокислот, определенных в группе 2, идентифицирован-
ных при структурном анализе исходной последовательности с консенсусной последовательностью pfam 
(SEQ ID NO: 2) и модифицированных согласно структурной модели Р10480, чтобы обеспечить наилуч-
шим образом соответствующее перекрывание (см. фиг. 30), как описано в данном контексте. 

Термин "модификация", как используют в данном контексте, означает добавление, замену и/или 
удаление. Предпочтительно, когда термин "модификация" означает "замена". 

Чтобы избежать неопределенности при замене аминокислоты в исходном ферменте, ее предпочти-
тельно заменяют аминокислотой, которая отличается от исходно обнаруженной в данном положении в 
исходном ферменте, чтобы, таким образом, получить вариант фермента. Другими словами, термин "за-
мена" не предусматривает покрытие замены аминокислоты такой же аминокислотой. 

Предпочтительно, когда исходный фермент представляет собой фермент, который включает после-
довательность аминокислот, показанную как SEQ ID NO: 34, и/или SEQ ID NO: 15, и/или SEQ ID NO: 35. 

Предпочтительно, когда вариант фермента представляет собой фермент, который включает после-
довательность аминокислот, которая показана как SEQ ID NO: 34 или SEQ ID NO: 35, за исключением 
одной или более модификаций аминокислот в любом из одного или более остатков аминокислот, опре-
деленных в группе 2, или группе 4, или группе 6, или группе 7. 

В одном варианте осуществления предпочтительно, когда вариант фермента включает одну или бо-
лее модификаций аминокислот по сравнению с исходной последовательностью по меньшей мере в одном 
из остатков аминокислот, определенных в группе 4. 

Соответственно вариант фермента включает один или более следующих модификаций аминокислот 
по сравнению с исходным ферментом: S3E, A, G, K, M, Y, R, P, N, Т или G; E309Q, R или А, предпочти-
тельно Q или R; -318Y, Н, S или Y, предпочтительно Y. 

Предпочтительно, когда X мотива GDSX представляет собой L. Таким образом, предпочтительно, 
когда исходный фермент включает аминокислотный мотив GDSL. 

Предпочтительно, когда способ получения варианта фермента липидацилтрансферазы далее вклю-
чает одну или более следующих стадий: 

1) картирование структурной гомологии или 
2) сравнительный анализ гомологии последовательностей. 
Соответственно картирование структурной гомологии может включать одну или более следующих 

стадий: 
i) проведение элайнмента исходной последовательности со структурной моделью (1IVN.PDB), 

представленной на фиг. 46; 
ii) выбор одного или более остатков аминокислот в сферической области 10 Å, центром которой яв-

ляется центральный атом углерода молекулы глицерина в активном центре (см. фиг. 47) (такой как один 
или более остатков аминокислот, определенных в группе 1 или группе 2); и 

iii) модификация одной или более аминокислот, выбранных в соответствии со стадией (ii), в ука-
занной исходной последовательности. 

В одном варианте осуществления выбранный остаток аминокислоты может находиться в сфериче-
ской области 9, предпочтительно в сферической области 8, 7, 6, 5, 4 или 3 Å, центром которой является 
центральный атом углерода молекулы глицерина в активном центре (см. фиг. 47). 

Соответственно картирование структурной гомологии может включать одну или более следующих 
стадий: 

i) проведение элайнмента исходной последовательности со структурной моделью (1IVN.PDB), 
представленной на фиг. 46; 

ii) выбор одной или более аминокислот в сферической области 10 Å, центром которой является цен-
тральный атом углерода молекулы глицерина в активном центре (см. фиг. 47) (такой как один или более 
остатков аминокислот, определенных в группе 1 или группе 2); 

iii) определение, является ли один или более остатков аминокислот, выбранных в соответствии со 
стадией (ii), высококонсервативным (особенно остатки активного центра и/или часть мотива GDSX 
motif, и/или часть мотива GANDY); и 

iv) модификация одной или более аминокислот, выбранных в соответствии со стадией (ii), за ис-
ключением консервативных участков, идентифицированных в соответствии со стадией (iii), в указанной 
исходной последовательности. 
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В одном варианте осуществления выбранный остаток аминокислоты может находиться в сфериче-
ской области 9, предпочтительно 8, 7, 6, 5, 4, или 3 Å, центром которой является центральный атом угле-
рода молекулы глицерина в активном центре (см. фиг. 47). 

Альтернативно или в сочетании с вышеописанным картированием структурной гомологии может 
быть проведено картирование структурной гомологии путем выбора специфических участков петли 
(LRs) или промежуточных участков (IVRs), выделенных при сравнении первичной структуры pfam 
(сравнение первичной структуры 2, см. фиг. 48), перекрывающихся с моделью Р10480 и 1IVN. Участки 
петли (LRs) или промежуточные участки (IVRs) определены в нижеприведенной таблице. 

 
В ряде вариантов осуществления настоящего изобретения вариант фермента ацилтрансферазы, 

предназначенный для использования в способах и вариантах применения настоящего изобретения, не 
только включает модификации аминокислоты в одной или более аминокислот, определенных в любой из 
групп 1-4 и 6-7, но также включает по меньшей мере одну модификацию аминокислоты в одном или бо-
лее из определенных выше промежуточных участков (IVR1-6) (предпочтительно в одном или более из 
IVRs3, 5 и 6, более предпочтительно в IVR5 или IVR6) и/или в одном или более определенных выше уча-
стков петли (LR1-5) (предпочтительно в одном или более из LR1, LR2 или LR5, более предпочтительно в 
LR5). 

В одном варианте осуществления вариант ацилтрансферазы, предназначенный для использования в 
способах и вариантах применения настоящего изобретения, может включать одну или более модифика-
ций аминокислоты, которая не только определена одной или более групп 2, 4, 6 и 7, но также находится в 
одном или более из IVRs1-6 (предпочтительно в IVR3, 5 или 6, более предпочтительно в IVR5 или  
IVR6) или в одном или более из LRs1-5 (предпочтительно в LR1, LR2 или LR5, более предпочтительно в 
LR5). 

Соответственно, вариант ацилтрансферазы, предназначенный для использования в способах и вари-
антах применения настоящего изобретения, может включать одну или более модификаций аминокисло-
ты, которая находится не только в группе 1 или 2, но также в IVR3. 

Соответственно, вариант ацилтрансферазы, предназначенный для использования в способах и вари-
антах применения настоящего изобретения, может включать одну или более модификаций аминокисло-
ты, которая находится не только в группе 1 или 2, но также в IVR5. 

Соответственно, вариант ацилтрансферазы, предназначенный для использования в способах и вари-
антах применения настоящего изобретения, может включать одну или более модификаций аминокисло-
ты, которая находится не только в группе 1 или 2, но также в IVR6. 

Соответственно, вариант ацилтрансферазы, предназначенный для использования в способах и вари-
антах применения настоящего изобретения, может включать одну или более модификаций аминокисло-
ты, которая находится не только в группе 1 или 2, но также в LR1. 

Соответственно, вариант ацилтрансферазы, предназначенный для использования в способах и вари-
антах применения настоящего изобретения, может включать одну или более модификаций аминокисло-
ты, которая находится не только в группе 1 или 2, но также в LR2. 

Аналогично в ряде вариантов осуществления настоящего изобретения вариант фермента ацил-
трансферазы, предназначенный для использования в способах и вариантах применения настоящего изо-
бретения, не только включает модификацию аминокислоты в одном или более остатков аминокислот, 
которые находятся в сферической области 10, предпочтительно в 9, 8, 7, 6, 5, 4 или 3 Å, центр которой 
находится на центральном атоме углерода молекулы глицерина в активном центре (см. фиг. 47), но также 
включает модификацию по меньшей мере одной аминокислоты в одном или более определенных выше 
промежуточных участков (IVR1-6) (предпочтительно в одном или более IVRs3, 5 и 6, более предпочти-
тельно в IVR5 или IVR6) и/или в одном или более из вышеопределенных участков петли (LR1-5) (пред-
почтительно в одном или более из LR1, LR2 или LR5, более предпочтительно в LR5). 

В одном варианте осуществления предпочтительно, когда модификация аминокислоты представля-
ет собой модификацию в одном или более остатков аминокислот, который находится в сферической об-
ласти 10 Å, а также в LR5. 
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Таким образом, картирование структурной гомологии может включать одну или более следующих 
стадий: 

i) проведение элайнмента исходной последовательности со структурной моделью (1IVN.PDB), по-
казанной на фиг. 46; 

ii) выбор одного или более остатков аминокислот в сферической области 10 Å, центр которой нахо-
дится на центральном атоме углерода молекулы глицерина в активном центре (см. фиг. 47) (таком как 
один или более остатков аминокислот, определенных в группе 1 или группе 2); и/или выбор одного или 
более остатков аминокислот в IVR1-6) (предпочтительно в IVR3, 5 или 6, более предпочтительно в  
IVR5 или IVR6); и/или выбор одного или более остатков аминокислот в LR1-5 (предпочтительно в LR1, 
LR2 или LR5, более предпочтительно в LR5) и 

iii) модификация одной или более аминокислот, выбранных в соответствии со стадией (ii) в указан-
ной исходной последовательности. 

В одном варианте осуществления выбранный остаток аминокислоты может находится в сфериче-
ской области 9 Å, предпочтительно в сферической области 8, 7, 6, 5, 4 или 3 Å, центр которой находится 
на центральном атоме углерода молекулы глицерина в активном центре (см. фиг. 47). 

Соответственно, картирование структурной гомологии может включать одну или более следующих 
стадий: 

i) проведение элайнмента исходной последовательности со структурной моделью (1IVN.PDB), по-
казанной на фиг. 46; 

ii) выбор одного или более остатков аминокислот в сферической области 10 Å, центр которой нахо-
дится на центральном атоме углерода молекулы глицерина в активном центре (см. фиг. 47) (таком как 
один или более остатков аминокислот, определенных в группе 1 или группе 2); и/или выбор одного или 
более остатков аминокислот в IVR1-6) (предпочтительно в IVR3, 5 или 6, более предпочтительно в  
IVR5 или IVR6); и/или выбор одного или более остатков аминокислот в LR1-5 (предпочтительно в LR1, 
LR2 или LR5, более предпочтительно в LR5); 

iii) определение, являются ли один или более остатков аминокислот, выбранных в соответствии со 
стадией (ii), высококонсервативными (особенно остатки активных центров, и/или часть мотива, и/или 
часть мотива GANDY); и 

модификацию одной или более аминокислот, выбранных в соответствии со стадией (ii), за исклю-
чением консервативных участков, идентифицированных в соответствии со стадией (iii) в указанной ис-
ходной последовательности. 

Соответственно, одна или более аминокислот, выбранных в способах, подробно описанных выше, 
находятся не только в сферической области 10 Å, центр которой расположен на центральном атоме угле-
рода молекулы глицерина в активном центре (см. фиг. 47) (например, один или более остатков амино-
кислот, определенных в группе 1 или группе 2), но также в одном или более IVRs1-6 (предпочтительно в 
IVR3, 5 или 6, более предпочтительно в IVR5 или IVR6) или в одном или более LRs1-5 (предпочтительно 
в LR1, LR2 или LR5, более предпочтительно в LR5). 

В одном варианте осуществления предпочтительно, когда одна или более модификаций аминокис-
лот находится/находятся в LR5. В случае когда модификация(и) находится в LR5, модификация не явля-
ется той, которая определена в группе 5. Соответственно, одна или более модификаций аминокислот не 
только расположены в области, определенной LR5, но также включают аминокислоту в одной или более 
из группы 2, группы 4, группы 6 или группы 7. 

Соответственно, сравнительный анализ гомологии последовательностей может включать одну или 
более следующих стадий: 

i) выбор первой исходной липидацилтрансферазы; 
ii) идентификация второй родственной липидацилтрансферазы, обладающей требующейся активно-

стью; 
iii) проведение элайнмента указанной первой исходной липидацилтрансферазы и второй родствен-

ной липидацилтрансферазы; 
iv) идентификация остатков аминокислот, которые отличаются в двух последовательностях; и 
v) модификация одного или более остатков аминокислот, идентифицированных в соответствии со 

стадией (iv) в указанной исходной липидацилтрансферазе. 
Соответственно, структурный анализ гомологии последовательностей может включать одну или 

более следующих стадий: 
i) выбор первой исходной липидацилтрансферазы; 
ii) идентификация второй родственной липидацилтрансферазы, обладающей требующейся активно-

стью; 
iii) проведение элайнмента указанной первой исходной липидацилтрансферазы и второй родствен-

ной липидацилтрансферазы; 
iv) идентификация остатков аминокислот, которые отличаются в двух последовательностях; 
v) определение, является ли один или более остатков аминокислот, выбранных в соответствии со 

стадией (iv), высококонсервативными (особенно остатки активного центра, и/или часть мотива GDSX, 



014985 

- 11 - 

и/или часть мотива GANDY); и 
vi) модификация одного или более остатков аминокислот, идентифицированных в соответствии со 

стадией (iv), за исключением консервативных участков, идентифицированных в соответствии со стадией 
(v) в указанной исходной последовательности. 

Соответственно, указанная первая исходная липидацилтрансфераза может включать любую  
из следующих последовательностей аминокислот: SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,  
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 10,  
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 15,  
SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30,  
SEQ ID NO: 32 или SEQ ID NO: 33. 

Соответственно, указанная вторая родственная липидацилтрансфераза может включать любую из 
следующих последовательностей аминокислот: SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 4,  
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 10,  
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 15,  
SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30,  
SEQ ID NO: 32 или SEQ ID NO: 33. 

Вариант фермента может включать по меньшей мере одну модификацию аминокислоты по сравне-
нию с исходным ферментом. В ряде вариантов осуществления вариант фермента может включать по 
меньшей мере 2, предпочтительно по меньшей мере 3, предпочтительно по меньшей мере 4, предпочти-
тельно по меньшей мере 5, предпочтительно по меньшей мере 6, предпочтительно по меньшей мере 7, 
предпочтительно по меньшей мере 8, предпочтительно по меньшей мере 9, предпочтительно по меньшей 
мере 10 модификаций аминокислот по сравнению с исходным ферментом. 

Что касается специфических остатков аминокислот, то в данном контексте нумерация такая, как 
получена при структурном анализе варианта последовательности с эталонной последовательностью, по-
казанной как SEQ ID NO: 34 или SEQ ID NO: 35. 

В одном аспекте предпочтительно, когда вариант фермента включает одну или более следующих 
замен аминокислот: 
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В дополнение или альтернативно этому может иметься одно или более С-концевых удлинений. 

Предпочтительно, когда дополнительное С-концевое удлинение состоит из одной или более алифатиче-
ских аминокислот, предпочтительно неполярной аминокислоты, более предпочтительно из I, L, V или G. 
Таким образом, настоящее изобретение далее представляет вариант фермента, включающий одно или 
более следующих С-концевых удлинений: 318I, 318L, 318V, 318G. 

В случае когда остатки в исходном скелете отличаются от находящихся в Р10480 (SEQ ID NO: 2), 
как определяют посредством гомологичного элайнмента и/или структурного элайнмента с Р10480 и/или 
1IVN, может потребоваться заменить остатки, которые выравниваются с любым одним или более сле-
дующим остатков аминокислот в Р10480 (SEQ ID NO: 2): Ser3, Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, 
Lys82, Asn87, Asn88, Trp111, Val112, Ala114, Tyr117, Leu118, Pro156, Gly159, Gln160, Asn161, Pro162, 
Ser163, Ala164, Arg165, Ser166, Gln167, Lys168, Val169, Val170, Glu171, Ala172, Tyr179, His180, Asn181, 
Gln182, Met209, Leu210, Arg211, Asn215, Lys284, Met285, Gln289, Val290, Glu309 или Ser310, остатком, 
обнаруженным в PI0480, соответственно. 

Варианты фермента, которые имеют пониженную гидролитическую активность в отношении фос-
фолипида, такого как фосфатидилхолин (ФХ), могут также иметь повышенную активность трансферазы, 
переносящей группу из фосфолипида. 

Варианты фермента, которые обладают повышенной активностью трансферазы, переносящей груп-
пы из фосфолипида, такого как фосфатидилхолин (ФХ), могут также иметь повышенную активность в 
отношении фосфолипида. 

Соответственно, один или более следующих центров могут быть включены в связывание субстрата: 
Leu17; Ala114; Tyr 179; His180; Asn181; Met209; Leu210; Arg211; Asn215; Lys284; Met285; Gln289; 

Val290. 
Модификация одного или более следующих остатков может привести в результате к получению ва-

рианта фермента, обладающего повышенной абсолютной активностью трансферазы в отношении фос-
фолипида: 

S3, D157, S310, Е309, Y179, N215, K22, Q289, М23, Н180, М209, L210, R211, Р81, V112, N80, L82, 
N88; N87. 
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Специфические модификации, которые могут дать вариант фермента, обладающий улучшенной ак-
тивностью трансферазы в отношении фосфолипида, могут быть выбраны из одной или более следующих 
модификаций: 
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Модификация одного или более следующих остатков приводит в результате к получению варианта 
фермента, обладающего повышенной абсолютной активностью трансферазы в отношении фосфолипида: 

 
Одной из предпочтительных модификаций является N80D. Это, в частности, тот случай, когда ис-

пользуют эталонную последовательность SEQ ID NO: 35. Вследствие этого в предпочтительном вариан-
те осуществления настоящего изобретения липидацилтрансфераза, соответствующая настоящему изо-
бретению, включает SEQ ID NO: 35. 

Как отмечено выше относительно специфических остатков аминокислот в данном контексте, нуме-
рация такая, как получена при сравнительном анализе варианта последовательности с эталонной после-
довательностью, показанной как SEQ ID NO: 34 или SEQ ID NO: 35. 

Во многом предпочтительно, когда липидацилтрансфераза, предназначенная для использования в 
способе и вариантах применения настоящего изобретения, может представлять собой липидацилтранс-
феразу, включающую последовательность аминокислот, показанную как SEQ ID NO: 16 (см. фиг. 10), 
или последовательность аминокислот, которая идентична на 75% или более, предпочтительно 85% или 
более, более предпочтительно 90% или более, еще более предпочтительно 95% или более, еще более 
предпочтительно 98% или более либо еще более предпочтительно 99% или более SEQ ID NO: 16. Дан-
ный фермент можно считать вариантом фермента. 

Чтобы избежать неопределенности, когда конкретную аминокислоту описывают, например, в спе-
цифическом положении, например L118, это относится к специфической аминокислоте с номером остат-
ка 118 в SEQ ID NO: 34, пока не указывают иначе. Однако остаток аминокислоты в положении 118 в дру-
гом исходном ферменте может быть отличным от лейцина. 

Таким образом, когда указывают заменить аминокислоту остатка 118, хотя ссылка может быть сде-
лана на L118, компетентный специалист легко поймет, что, если исходный фермент отличен от приве-
денного в SEQ ID NO: 34, замещаемая аминокислота может не быть лейцином. Вследствие этого воз-
можно, что при замене последовательности аминокислот в исходном ферменте, который не является 
ферментом, имеющим последовательность аминокислот, показанную как SEQ ID NO: 34, новая (заме-
няющая) аминокислота может быть такой же, как указано в SEQ ID NO: 34. Это может быть в случае, 
например, когда аминокислота указанного остатка 118 не является лейцином и вследствие этого отлична 
от аминокислоты остатка 118 в SEQ ID NO: 34. 

Другими словами, в остатке 118, например, если исходный фермент имеет в данном положении 
аминокислоту, отличную от лейцина, данная аминокислота может быть заменена лейцином в соответст-
вии с настоящим изобретением. 

Для целей настоящего изобретения степень идентичности основана на числе элементов последова-
тельности, которые являются одинаковыми. Степень идентичности в соответствии с настоящим изобре-
тением может быть, соответственно, определена с помощью компьютерных программ, известных в об-
ласти техники, таких как GAP, представленная в пакете программ GCG (Program Manual for the Wisconsin 
Package, Version 8, August 1994, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, 
US53711) (см. статью Needleman & Wunsch (1970), J. of Molecular Biology, 48, 443-45) с использованием 
следующих установок для сравнения последовательностей полипептидов: формирования GAP образова-
ние потерь 3.0 и дополнительные потери GAP 0,1. Соответственно, степень идентичности касательно 
последовательности аминокислот определяют по меньшей мере для 20 следующих друг за другом ами-
нокислот, предпочтительно по меньшей мере для 30 следующих друг за другом аминокислот, предпоч-
тительно по меньшей мере для 40 следующих друг за другом аминокислот, предпочтительно по меньшей 
мере для 50 следующих друг за другом аминокислот, предпочтительно по меньшей мере для 60 следую-
щих друг за другом аминокислот. 

Соответственно, фермент липидацилтрансфераза, представленный в настоящем изобретении,  
можно получить и предпочтительно получают из организмов из одного или более следующих родов: 
Aeromonas, Streptomyces, Saccharomyces, Lactococcus, Mycobacterium, Streptococcus, Lactobacillus,  
Desulfitobacterium, Bacillus, Campylobacter, Vibrionaceae, Xylella, Sulfolobus, Aspergillus,  
Schizosaccharomyces, Listeria, Neisseria, Mesorhizobium, Ralstonia, Xanthomonas, Candida, Thermobifida и 
Corynebacterium. 

Соответственно, фермент липидацилтрансферазу, представленный в настоящем изобретении,  
можно получить и предпочтительно получают из организмов из одного или более следующих организ-
мов: Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Streptomyces coelicolor, Streptomyces rimosus,  
Mycobacterium, Streptococcus pyogenes, Lactococcus lactis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus  
thermophilus, Streptomyces thermosacchari, Streptomyces avermitilis, Lactobacillus helveticus,  
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Desulfitobacterium dehalogenans, Bacillus sp, Campylobacter jejuni, Vibrionaceae, Xylella fastidiosa,  
Sulfolobus solfataricus, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus terreus, Schizosaccharomyces pombe, Listeria 
innocua, Listeria monocytogenes, Neisseria meningitidis, Mesorhizobium loti, Ralstonia solanacearum,  
Xanthomonas campestris, Xanthomonas axonopodis, Candida parapsilosis, Thermobifida fusca и  
Corynebacterium efftciens. 

В одном аспекте предпочтительно, когда получаемый фермент липидацилтрансфераза, представ-
ленный в настоящем изобретении, предпочтительно получен из одного или более Aeromonas hydrophila 
или Aeromonas salmonicida. 

В одном варианте осуществления, соответственно, стерин и/или станол может включать один или 
более следующих структурных признаков: 

i) 3-β-гидроксильную группу или 3-α-гидроксильную группу и/или 
ii) циклы А:В в цис-положении или циклы А:В в транс-положении или С5-С6 является ненасыщен-

ным. 
Подходящие стериновые акцепторы ацила включают холестерин и фитостерины, например  

α-ситостерин, β-ситостерин, стигмастерин, эрогостерин, кампестерин, 5,6-дигидростерин, брассикасте-
рин, α-спинастерин, β-спинастерин, γ-спинастерин, δ-спинастерин, фукостерин, димостерин, аскостерин, 
себеристерин, эпистерин, анастерин, гипостерин, хондрилластерин, десмостерин, халиностерин, порифе-
растерин, клионастерин, стериновые гликозиды, токоферол, токотриенол и другие природные или синте-
тические изомерные формы и производные. 

Преимущественно в одном варианте осуществления стериновый акцептор ацила представляет  
собой токоферол. Соответственно, токоферол может являться одним или более из γ-, δ-, β- или  
d-α-токоферолов, включая, например, кислый сукцинат d-α-токоферола. В одном варианте осуществле-
ния предпочтительно, когда стериновый акцептор ацила представляет собой α-токоферол. 

В одном варианте осуществления предпочтительно, когда способ, представленный в настоящем 
изобретении, включает стадию добавления к маслу токоферола, предпочтительно α-токоферола. 

В одном аспекте предпочтительно, когда стериновый акцептор ацила представляет собой холесте-
рин. 

В одном аспекте предпочтительно, когда стериновый и/или станоловый акцептор ацила представля-
ет собой стерин и/или станол, отличный от холестерина. 

В одном аспекте настоящего изобретения, соответственно, в качестве акцептора ацила может дей-
ствовать больше одного стерина и/или станола, соответственно, в качестве акцептора ацила может дей-
ствовать больше двух стеринов и/или станолов. Другими словами, в одном аспекте настоящего изобрете-
ния, соответственно, может быть получено больше одного сложного стеринового эфира и/или сложного 
станолового эфира. Соответственно, когда холестерин является акцептором ацила, один или более дру-
гих стеринов или один или более станолов также могут действовать как акцептор ацила. Таким образом, 
в одном аспекте настоящее изобретение представляет способ получения in situ как сложного эфира токо-
ферола, так и по меньшей мере одного из сложных эфиров другого стерина или станола в комбинации. 
Другими словами, липидацилтрансфераза для некоторых аспектов настоящего изобретения может пере-
носить ацильную группу с липида на оба, токоферол и по меньшей мере один из других стеринов и/или 
по меньшей мере один станол. 

Масло, полученное согласно настоящему изобретению, можно использовать для снижения риска 
развития сердечно-сосудистых заболеваний, в частности для снижения уровня холестерина сыворотки 
крови и/или для снижения уровня липопротеина низкой плотности. Как холестерин сыворотки крови, так 
и липопротеины низкой плотности ассоциированы с рядом заболеваний человека, таких как атеросклероз 
и/или, например, сердечное заболевание. Таким образом, предполагают, что масла, полученные согласно 
настоящему изобретению, можно использовать для уменьшения риска развития данных заболеваний. 

Стериновый акцептор ацила может представлять собой акцептор, обнаруженный в естественных 
условиях в пищевом или растительном маслах. 

Альтернативно или дополнительно стериновый акцептор ацила может представлять собой акцеп-
тор, добавленный к пищевому или растительному маслу. 

В случае когда стерин и/или станол добавляют к пищевому маслу, стерин и/или станол могут быть 
добавлены перед, одновременно и/или после добавления липидацилтрансферазы, представленной в на-
стоящем изобретении. Соответственно, настоящее изобретение может охватывать добавление экзоген-
ных стеринов/станолов, особенно фитостеринов/фитостанолов, к пищевому или растительному маслу 
перед или одновременно с добавлением фермента, представленного в настоящем изобретении. 

Для некоторых аспектов один или более стеринов, присутствующих в пищевом масле, можно пре-
вратить в один или более станолов перед тем или в то же самое время, когда добавляют липидацил-
трансферазу в соответствии с настоящим изобретением. Можно использовать любой подходящий способ 
превращения стеринов в станолы. Например, превращение может быть осуществлено, в частности, путем 
химического гидрирования. Превращение можно провести перед добавлением липидацилтрансферазы в 
соответствии с настоящим изобретением или одновременно с добавлением липидацилтрансферазы в со-
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ответствии с настоящим изобретением. Соответственно, ферменты для превращения стеринов в станолы 
описаны в заявке WO 00/061771. 

Соответственно, настоящее изобретение можно использовать для получения сложных фитостано-
ловых эфиров in situ в пищевом масле. Фитостаноловые эфиры обладают повышенной растворимостью в 
липидных мембранах, биодоступностью и повышенным благоприятным эффектом на состояние здоровья 
(см., например, заявку WO 92/99640). 

Преимущество настоящего изобретения состоит в том, что сложные стериновые или станоловые 
эфиры получают в пищевом масле в процессе его рафинирования гидратацией. Следующее преимущест-
во состоит в том, что фермент обеспечивает рафинирование гидратацией без повышения или существен-
ного повышения содержания свободных жирных кислот в пищевом масле. Образование свободных жир-
ных кислот в пищевом масле может быть вредным. Предпочтительно, когда способ, представленный в 
настоящем изобретении, в результате приводит к рафинированию пищевого масла гидратацией, при ко-
тором накопление свободных жирных кислот понижено и/или исключено. Не намереваясь связывать се-
бя теорией, в соответствии с настоящим изобретением жирная кислота, которая удаляется из липида, 
переносится липидацилтрансферазой на акцептор ацила, например стерин и/или станол. Таким образом, 
общий уровень свободных жирных кислот в пищевом продукте не повышается или повышается только 
до несущественного уровня. Это прямо противоположно ситуации, когда при ферментативном рафини-
ровании пищевых масел гидратацией используют фосфолипазы, такие как Lecitase Ultra™. В частности, 
применение данных фосфолипаз может привести к образованию повышенного количества свободных 
жирных кислот в пищевом масле, что может быть вредным. Согласно настоящему изобретению накоп-
ление свободных жирных кислот понижено и/или исключено по сравнению с количеством свободных 
жирных кислот, которое накапливалось бы при использовании фермента фосфолипазы, такой как  
Lecitase Ultra™, вместо липидацилтрансферазы, представленной в настоящем изобретении. 

Липидацилтрансфераза, представленная в настоящем изобретении, может подходить для использо-
вания в ферментативном рафинировании растительных или пищевых масел гидратацией. При переработ-
ке растительного или пищевого масла данное пищевое или растительное масло обрабатывают  
липидацилтрансферазой, представленной в настоящем изобретении, чтобы гидролизовать большую 
часть фосфолипида. Предпочтительно, когда жирные ацильные группы переносятся из полярных липи-
дов на акцептор ацила. Способ рафинирования, как правило, приводит в результате к уменьшению со-
держания полярных липидов, особенно фосфолипидов, в пищевом масле вследствие гидролиза основной 
части (т.е. больше 50%) фосфолипида. Как правило, водную фазу, включающую гидролизованный фос-
фолипид, отделяют от масла. Соответственно, пищевое или растительное масло может изначально (пред-
варительная обработка ферментом, представленным в настоящем изобретении) иметь содержание фос-
фора 50-250 промиль. 

Как известно компетентному специалисту, термин "рафинирование гидратацией", как используют в 
данном контексте, означает рафинирование масла путем превращения фосфатидов (таких как лецитин, 
фосфолипиды и сорбированное масло) в гидратируемые фосфатиды. Масло, которое рафинировано гид-
ратацией, является более текучим и, таким образом, имеет улучшенные технологические свойства по 
сравнению с маслом, не подвергнутым рафинированию гидратацией. 

Термин "трансферазы", как используют в данном контексте, является взаимозаменяемым с терми-
ном "липидацилтрансфераза". 

Соответственно, липидацилтрансфераза, как определено в данном контексте, катализирует одну 
или более из следующих реакций: интерэстерификация, трансэстерификация, алкоголиз, гидролиз. 

Термин "интерэстерификация" относится к ферментативно катализируемому переносу ацильных 
групп между липидным донором и липидным акцептором, причем липидный донор не является свобод-
ной ацильной группой. 

Термин "трансэстерификация", как используют в данном контексте, означает ферментативно ката-
лизируемый перенос ацильной группы от липидного донора (отличного от свободной жирной кислоты) 
на акцептор ацила (отличный от воды). 

Как используют в данном контексте, термин "алкоголиз" относится к ферментативному расщепле-
нию ковалентной связи кислотного производного путем реакции со спиртом ROH, так что один из про-
дуктов связывается с Н спирта, а другой продукт связывается с группой OR спирта. 

Как используют в данном контексте, термин "спирт" относится к алкильному соединению, вклю-
чающему гироксильную группу. 

Как используют в данном контексте, термин "гидролиз" относится к ферментативно катализируе-
мому переносу ацильной группы с липида на группу ОН молекулы воды. 

Термин "без повышения или без существенного повышения уровня свободных жирных кислот", как 
используют в данном контексте, означает, что предпочтительно, когда липидацилтрансфераза, представ-
ленная в настоящем изобретении, имеет 100% активность трансферазы (т.е. переносит 100% ацильных 
групп с донора ацила на акцептор ацила при отсутствии гидролитической активности); однако фермент 
может переносить менее чем 100% ацильных групп, присутствующих в липидном доноре ацила, на ак-
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цептор ацила. В таком случае предпочтительно, когда ацилтрансферазная активность составляет по 
меньшей мере 5%, более предпочтительно по меньшей мере 10%, более предпочтительно по меньшей 
мере 20%, более предпочтительно по меньшей мере 30%, более предпочтительно по меньшей мере 40%, 
более предпочтительно 50%, более предпочтительно по меньшей мере 60%, более предпочтительно по 
меньшей мере 70%, более предпочтительно по меньшей мере 80%, более предпочтительно по меньшей 
мере 90% и более предпочтительно по меньшей мере 98% общей активности фермента. Процент транс-
феразной активности (т.е. трансферазная активность как доля общей ферментативной активности) можно 
определить с помощью следующего протокола. 

Фермент, подходящий для использования в способах, представленных в изобретении, предпочти-
тельно обладает активностью фосфолипазы в стандартном анализе активности фосфолипазы, описанном 
ниже. 

Определение активности фосфолипазы (анализ активности фосфолипазы (PLU-7)). 
Субстрат. 
0,6% L-α фосфатидилхолина растительного 95% (фирмы Avanti #441601), 0,4% Тритон-Х100 (фир-

мы Sigma Х-100) и 5 мМ CaCl2 диспергируют в 0,05 М буфере HEPES рН 7. 
Методика анализа. 
400 мкл субстрата вносят в эппендорфовскую пробирку объемом 1,5 мл и помещают в термосмеси-

тель Eppendorf при 37°С на 5 мин. В точке времени t=0 мин добавляют 50 мкл раствора фермента. Кроме 
того, анализируют контроль с водой вместо фермента. Образец перемешивают при 10×100 об/мин в тер-
мосмесителе Eppendorf при 37°С в течение 10 мин. В точке времени t=10 мин эппендорфовскую пробир-
ку помещают в другой термосмеситель при 99°С на 10 мин, чтобы остановить реакцию. 

Свободную жирную кислоту в образцах анализируют с использованием набора NEFA С фирмы 
WAKO GmbH. 

Активность фермента PLU-7 при рН 7 рассчитывают как количество микромолей жирной кислоты, 
образующееся в минуту в условиях анализа. 

Более предпочтительно, когда липидацилтрансфераза будет также обладать активностью трансфе-
разы, как определено нижеприведенной методикой. 

Протокол определения активности ацилтрансферазы, %. 
Пищевое масло, к которому добавлена липидацилтрансфераза, представленная в настоящем изобре-

тении, можно экстрагировать после ферментативной реакции с CHCl3:CH3OH, 2:1 и органическую фазу, 
включающую липидный материал, выделяют и анализируют посредством ГЖХ (газожидкостной хрома-
тографии) и ВЭЖХ (высокоэффективной жидкостной хроматографии) согласно методике, подробно опи-
санной ниже. На основании анализов ГЖХ и ВЭЖХ определяют количество свободных жирных кислот и 
одного или более сложных стериновых/станоловых эфиров. Контрольное пищевое масло, к которому не 
добавляют фермент, представленный в настоящем изобретении, анализируют аналогичным методом. 

Расчет. 
На основании результатов анализов ГЖХ и ВЭЖХ можно рассчитать повышение уровня свободных 

жирных кислот и сложных стериновых/станоловых эфиров: 
Δ% жирной кислоты = % жирной кислоты(фермент) - % жирной кислоты(контроль); 
Мв жирной кислоты = среднемассовая молекулярная масса жирных кислот; 
А = Δ% стеринового эфира/Мв стеринового эфира (где Δ% стеринового эфира = % стериново-

го/станолового эфира(фермент) - % стеринового/станолового эфира(контроль) и Мв стеринового эфира = 
среднемассовая молекулярная масса стериновых/станоловых эфиров); 

Трансферазную активность рассчитывают как процент общей ферментативной активности 

 
Если в пищевом масле повышено содержание свободных жирных кислот, предпочтительно, чтобы 

оно не было повышено в существенной степени, т.е. до значительного уровня. Под этим имеют в виду, 
что повышение содержания свободной жирной кислоты не влияет неблагоприятным образом на качество 
пищевого масла. 

Пищевое масло, используемое для анализа активности ацилтрансферазы, предпочтительно является 
соевым маслом, в которое добавлены растительный стерин (1%) и фосфатидилхолин (2%), используе-
мым в способе, представленном в примере 3. Для анализа доза используемого фермента предпочтитель-
но составляет 0,2 PLU-7/г масла, более предпочтительно 0,08 PLU-7/г масла. Уровень фосфолипида, при-
сутствующего в масле, и/или % превращения стерина предпочтительно определяют через 4 ч, более 
предпочтительно через 20 ч. 

В ряде аспектов настоящего изобретения термин "без существенного повышения содержания сво-
бодных жирных кислот", как используют в данном контексте, означает, что количество свободной жир-
ной кислоты в пищевом масле, обработанном липидацилтрансферазой, представленной в настоящем 
изобретении, меньше, чем количество свободной жирной кислоты, образованной в пищевом масле, когда 
используют фермент, отличный от липидацилтрансферазы, представленной в настоящем изобретении, 
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как, например, по сравнению с количеством свободной жирной кислоты, образованной, когда использу-
ют принятый фермент фосфолипазу, например Lecitase Ultra™ (фирмы Novozymes A/S, Дания). 

Дополнительно или вместо оценки % трансферазной активности в масле (см. выше) для идентифи-
кации ферментов липидацилтрансфераз, наиболее предпочтительных для использования в способах, 
представленных в изобретении, можно использовать следующий анализ, названный "Протокол иденти-
фикации липидацилтрансфераз, предназначенных для использования в настоящем изобретении". 

Протокол идентификации липидацилтрансфераз. 
Липидацилтрансфераза, соответствующая настоящему изобретению, представляет собой приводя-

щую к следующему результату: 
i) удаление фосфолипида, присутствующего в соевом масле с добавлением растительного стерина 

(1%), фосфатидилхолина (2%), при использовании способа, описанного в примере 3; и/или 
ii) превращение (% превращения) добавленного стерина в сложный стериновый эфир при использо-

вании способа, описанного в примере 3. 
Можно использовать способ ГЖХ для определения уровня стерина и сложных стериновых эфиров, 

как описано в примере 5. 
Для анализа доза используемого фермента может составлять 0,2 PLU-7/г масла, предпочтительно 

0,08 PLU-7/г масла. Уровень фосфолипида, присутствующего в масле, и/или превращения (% превраще-
ния) стерина предпочтительно определяют через 4 ч, более предпочтительно через 20 ч. 

В протоколе идентификации липидацилтрансфераз после обработки ферментом предпочтительно 
добавляют 5% воды и тщательно перемешивают с маслом. Затем масло разделяют на масляную и водную 
фазу при использовании центрифугирования (см. монографию "Enzyme-catalyzed degumming of vegetable 
oils". Buchold H. и Laurgi A.-G., Fett Wissenschaft Technologie (1993), 95(8), 300-4, ISSN: 0931-5985) и за-
тем масляную фазу можно проанализировать на содержание фосфора, используя следующий протокол 
("Анализ на содержание фосфора"). 

Анализ на содержание фосфора. 
Уровень фосфолипида, имеющийся в масле после рафинирования гидратацией, определяют, полу-

чая сначала образец масла в соответствии с получением образца, описанного в АОАС официальном ме-
тоде 999.10 (>свинца, кадмия, цинка, меди и железа в атомно-абсорбционной спектрофотометрии пище-
вых продуктов после микроволнового разложения, метод NMKL-AOAC первое действие 1999). Затем 
количество фосфолипидов в масле измеряют посредством анализа содержания фосфора в образце масла 
после рафинирования гидратацией согласно АОАС официальному методу 985.01 (>металлов и других 
элементов в растениях и кормах для домашних животных, способ спектроскопии с индуктивно-
связанной плазмой первое действие 1985, окончательное действие 1988). 

Количество фосфора, присутствующее в масле после рафинирования гидратацией, составляет пред-
почтительно менее чем 50 промиль, предпочтительно менее чем 40 промиль, предпочтительно менее чем 
30 промиль, предпочтительно менее чем 20 промиль, предпочтительно менее чем 10 промиль, предпоч-
тительно менее чем 5 промиль. Масло после рафинирования гидратацией, как проиллюстрировано в 
примерах, может быть в существенной степени свободным от фосфолипида, т.е. содержать менее чем  
1 промиль фосфолипида. 

Процент превращения стерина, присутствующего в масле, составляет по меньшей мере 1%,  
предпочтительно по меньшей мере 5%, предпочтительно по меньшей мере 10%,  
предпочтительно по меньшей мере 20%, предпочтительно по меньшей мере 30%,  
предпочтительно по меньшей мере 40%, предпочтительно по меньшей мере 50%,  
предпочтительно по меньшей мере 60%, предпочтительно по меньшей мере 70%,  
предпочтительно по меньшей мере 80%, предпочтительно по меньшей мере 90%,  
предпочтительно по меньшей мере 95%. 

В одном варианте осуществления % превращения стерина, присутствующего в масле, составляет по 
меньшей мере 5%, предпочтительно по меньшей мере 20%. 

Рафинирование при низком содержании воды. 
Неожиданно обнаружено, что при использовании липидацилтрансферазы в способе ферментатив-

ного рафинирования гидратацией пищевого масла ферментативное рафинирование гидратацией можно 
осуществить в среде с очень низким содержанием воды. Может потребоваться еще немного воды, на-
пример при добавлении фермента к маслу фермент может быть добавлен в небольшом количестве воды, 
таком как менее чем 1%, предпочтительно 0,5%, более предпочтительно менее чем 0,2%, более предпоч-
тительно менее чем 0,1%. 

Предпочтительно, когда содержание воды в пищевом масле в способах и вариантах применения, 
представленных в настоящем изобретении, составляет менее чем 1%, предпочтительно менее чем 0,5%, 
более предпочтительно менее чем 0,2%, более предпочтительно менее чем 0,1%. 

Таким образом, одно из преимуществ настоящего изобретения состоит в том, что, когда при фер-
ментативном рафинировании гидратацией используют только небольшое количество воды (т.е. <5%, 
предпочтительно <1%, предпочтительно <0,5%, предпочтительно <0,2%), клейкие вещества (т.е. фос-
форсодержащая часть) выделяются из масла, например, в форме твердого осадка. Твердый осадок легко 
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можно удалить из рафинированного гидратацией масла такими способами, как, например, простая де-
кантация масла или удаление клейких веществ фильтрацией. 

Это прямо противоположно принятым способам ферментативного рафинирования гидратацией, в 
которых к маслу добавляют значительное количество воды. Это обусловлено тем, что в принятых спосо-
бах ферментативного рафинирования гидратацией после рафинирования получают водный слой, кото-
рый включает фосфорсодержащую часть (например, ту часть, которая включает лизофосфолипиды). 
Данный водный слой можно удалить, например, центрифугированием. Однако удаление водного слоя 
значительно сложнее, чем удаление твердого осадка, полученного при использовании способа, представ-
ленного в настоящем изобретении. 

Вследствие этого способ ферментативного рафинирования гидратацией, представленный в настоя-
щем изобретении, мог рассматриваться как "способ рафинирования гидратацией при низком содержании 
воды". 

В одном варианте осуществления настоящего изобретения клейкое вещество можно удалить дове-
дением содержания воды в масле до 5% с последующим центрифугированием масла, (см. статью  
"Enzyme-catalyzed degumming of vegetable oils", Buchold H. и Laurgi A.-G., Fett Wissenschaft Technologie 
(1993), 95(8), 300-4). 

Вследствие этого изобретение представляет способ рафинирования гидратацией пищевого масла, 
такого как неочищенное пищевое масло (например, неочищенное соевое масло), без необходимости 
включения либо стадии предварительного промывания перед рафинированием гидратацией и/либо ста-
дии удаления воды, добавленной в процессе рафинирования гидратацией, которое требуется при исполь-
зовании принятых фосфолипаз, таких как фосфолипаза поджелудочной железы и Lecitase Ultra™. 

Предпочтительно, когда пищевое масло имеет содержание воды менее чем 4,5%, более предпочти-
тельно менее чем 4%, менее чем 3%, менее чем 2%, менее чем 1%, менее чем 0,5%. 

Соответственно, пищевое масло может включать по меньшей мере 0,1% воды, например по мень-
шей мере 0,3, 0,4 или 0,5%. 

Предпочтительные липидацилтрансферазы, предназначенные для использования в настоящем изо-
бретении, идентифицированы как обладающие высокой активностью, такой как высокая гидролитиче-
ская активность в отношении фосфолипидов или высокая активность фосфолипидтрансферазы в отно-
шении фосфолипидов в масляной среде, наиболее предпочтительно, когда липидацилтрансферазы, пред-
назначенные для использования в ферментативном рафинировании гидратацией, обладают высокой ак-
тивностью фосфолипид-стерин-трансферазы. 

Как подробно описано выше, другие ацилтрансферазы, подходящие для использования в способах, 
представленных в изобретении, можно определить путем идентификации присутствия блоков  
GDSX, GANDY и НРТ либо посредством элайнмента с консенсусной последовательностью pfam00657 
(SEQ ID NO: 1) и/или элайнмента с ацилтрансферазой GDSX, например SEQ ID NO: 28. Для того чтобы 
оценить их пригодность для рафинирования гидратацией, т.е. идентифицировать те ферменты, которые 
обладают трансферазной активностью по меньшей мере 5%, более предпочтительно по меньшей мере 
10%, более предпочтительно по меньшей мере 20%, более предпочтительно по меньшей мере 30%, более 
предпочтительно по меньшей мере 40%, более предпочтительно 50%, более предпочтительно по мень-
шей мере 60%, более предпочтительно по меньшей мере 70%, более предпочтительно по меньшей мере 
80%, более предпочтительно по меньшей мере 90% и более предпочтительно по меньшей мере 98% от 
общей активности фермента, данные ацилтрансферазы тестируют с использованием анализа "Протокол 
определения процента ацилтрансферазной активности", подробно описанного выше. 

Настоящее изобретение относится к применению липидацилтрансферазы, представленной в на-
стоящем изобретении, в рафинировании гидратацией пищевых растительных масел и/или пищевых ма-
сел и к способам рафинирования пищевых или растительных масел. 

В одном аспекте настоящее изобретение может представлять способ, включающий применение ли-
пидацилтрансферазы для удаления доли негидратируемого фосфора (NHP) в масле, включающем отно-
сительно высокое количество NHP. 

Термин "пищевое масло", как используют в данном контексте, может охватывать растительные 
масла. 

Предпочтительно, когда пищевое масло перед обработкой в соответствии с настоящим изобретени-
ем включает долю негидратируемого фосфора 50-250 промиль, предпочтительно по меньшей мере  
60 промиль, более предпочтительно по меньшей мере 100 промиль и еще более предпочтительно по 
меньшей мере 200 промиль, еще более предпочтительно выше 250 промиль. 

Более предпочтительно, когда пищевое масло перед обработкой в соответствии с настоящим изо-
бретением включает долю негидратируемого фосфора в интервале 60-500 промиль, более предпочти-
тельно в интервале 100-500 промиль и еще более предпочтительно в интервале 200-500 промиль. 

Пищевое масло, как называют в данном контексте, может представлять собой любое масло, содер-
жащее относительно высокое количество негидратируемого фосфора, оно может включать рафиниро-
ванное водой масло или более предпочтительно оно представляет собой неочищенное масло или полу-
очищенное масло. 
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В одном аспекте неочищенное пищевое масло имеет перед осуществлением способа, представлен-
ного в изобретении, содержание фосфора выше 350 промиль, более предпочтительно выше 400 промиль, 
еще более предпочтительно выше 500 промиль и наиболее предпочтительно выше 600 промиль. 

Масла, охватываемые способом, представленным в настоящем изобретении, включают, но без ог-
раничения перечисленным, одно или более из соевого масла, масла канолы, кукурузного масла, хлопко-
вого масла, пальмового масла, кокосового масла, арахисового масла, оливкового масла, масла сафлора, 
косточкового пальмового масла, рапсового масла и подсолнечного масла. 

Предпочтительно, когда масло представляет собой одно или более из соевого масла, подсолнечного 
масла и рапсового масла (иногда называемого маслом канолы). 

Более предпочтительно, когда масло представляет собой одно или более из соевого масла, подсол-
нечного масла и рапсового масла. 

Наиболее предпочтительно, когда масло представляет собой соевое масло. 
Данные масла могут находиться в форме неочищенного масла, полуочищенного масла или масла, 

рафинированного водой. 
Как используют в данном контексте, "неочищенное масло" (называемое в данном контексте также 

масло, нерафинированное гидратацией) может представлять собой масло, полученное отжимом, или экс-
трагированное масло либо их смесь, например из рапса, сои или подсолнечника. Содержание фосфати-
дов в неочищенном масле может варьировать от 0,5 до 3% мас./мас., соответствуя содержанию фосфора 
в интервале 200-1200 промиль, более предпочтительно в интервале 250-1200 промиль. Кроме фосфати-
дов, неочищенное масло содержит также маленькие концентрации углеводов, соединений сахаров и ком-
плексы металл/фосфатидная кислота Са, Mg и Fe. 

Как используют в данном контексте, термин "полуочищенное масло" относится к любому маслу, 
которое не является неочищенным маслом, но содержание фосфатидов в котором составляет выше  
250 промиль, более предпочтительно выше 500 промиль. Такое масло можно было бы получить, напри-
мер, обработкой неочищенного масла способом, аналогичным нижеописанному способу "рафинирования 
водой". 

Как используют в данном контексте, "масло, рафинированное водой", как правило, можно получить 
"способом рафинирования водой", заключающимся в смешивании 1-3% мас./мас. горячей воды с теплым 
(60-90°С) неочищенным маслом. Обычно периоды обработки составляют 30-60 мин. На стадии рафини-
рования водой удаляют фосфатиды и вязкие клейкие вещества, которые становятся нерастворимыми в 
масле при гидратации. Гидратированные фосфатиды и клейкие вещества можно отделить от масла по-
средством отстаивания, фильтрации или центрифугирования - центрифугирование является более рас-
пространенным способом. Основной целью в данном способе рафинирования водой является отделение 
гидратированных фосфатидов от масла. Вышеописанное вмешивание горячей воды в масло следует в 
данном контексте понимать в широком смысле как вмешивание водного раствора в масло в соответствии 
со стандартными способами рафинирования водой в области техники. 

Преимущественно способ и варианты применения настоящего изобретения обеспечивают возмож-
ность рафинирования пищевых масел гидратацией в среде с низким содержанием воды (<5%, предпоч-
тительно менее чем 2%, более предпочтительно менее чем 1%). Вследствие этого рафинирование гидра-
тацией можно осуществить при добавлении меньшего количества воды, чем при использовании приня-
тых ферментов. Следующим преимуществом настоящего изобретения является образование сложных 
стериновых эфиров (в частности, сложных эфиров токоферола) в масле. Еще одно преимущество на-
стоящего изобретения состоит в удалении (предпочтительно полном удалении) фосфолипидов. Следую-
щим преимуществом настоящего изобретения является удаление (предпочтительно полное удаление) 
фосфолипидов без удаления фитостерина и, в частности, токоферола. Предпочтительно, чтобы вследст-
вие эстерификации фитостерина не происходило существенного удаления фитостеринов, таких как то-
коферол, из масла и вместо этого они бы просто эстерифицировались. Однако в одном варианте осуще-
ствления количество фитостерина, такого как токоферол, может быть уменьшено. В данных вариантах 
осуществления абсолютные уровни фитостерина, такого как токоферол, могут понизиться предпочти-
тельно не более чем на 10%, альтернативно не более чем на 25%, альтернативно не более чем на 50%, 
альтернативно не более чем на 75%. Еще одно преимущество настоящего изобретения состоит в удале-
нии (предпочтительно полном удалении) фосфолипидов без гидролиза триглицеридов. Для простоты 
ссылки данные и последующие аспекты настоящего изобретения теперь обсуждают под соответствую-
щими названиями разделов. Однако описания в каждом из разделов не являются обязательно ограничен-
ными каждым конкретным разделом. 
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Определение групп. 
Группа аминокислот 1. 
Группа аминокислот 1 представляет собой Gly8, Asp9, Ser10, Leu11, Ser12, Tyr15, Gly44, Asp45, 

Thr46, Glu69, Leu70, Gly71, Gly72, Asn73, Asp74, Gly75, Leu76, Gln106, Ile107, Arg108, Leu109, Pro110, 
Tyr113, Phe121, Phe139, Phe140, Met141, Tyr145, Met151, Asp154, His157, Gly155, Ile156, Pro158. 

Выбор высококонсервативных мотивов, таких как GDSX и каталитические остатки, из группы 1 
отменен (остатки подчеркнуты). Чтобы избежать неопределенности, группа 1 определяет остатки амино-
кислот в радиусе 10 Å от центрального атома углерода глицерина в активном центре модели 1IVN. 

Группа аминокислот 2. 
Группа аминокислот 2 (заметим, что нумерация аминокислот относится к аминокислотам в зрелой 

последовательности Р10480): 
Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn87, Asn88, Trp111, Val112, Ala114, Tyr117, 

Leu118, Pro156, Gly159, Gln160, Asn161, Pro162, Ser163, Ala164, Arg165, Ser166, Gln167, Lys168, Val169, 
Val170, Glu171, Ala172, Tyr179, His180, Asn181, Met209, Leu210, Arg211, Asn215, Lys284, Met285, Gln289 
и Val290. 

Таблица выбранных остатков в группе 1 по сравнению с группой 2 
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Группа аминокислот 3. 
Группа аминокислот 3 идентична группе 2, но относится к кодирующей последовательности  

Aeromonas salmonicida (SEQ ID NO: 28), т.е. номера остатков аминокислот в группе 3 на 18 больше, по-
скольку это отражает разницу между нумерацией аминокислот в зрелом белке (SEQ ID NO: 2) по сравне-
нию с белком, включающим сигнальную последовательность (SEQ ID NO: 28). 

Зрелые белки GDSX Aeromonas salmonicida (SEQ ID NO: 28) и GDSX Aeromonas hydrophila  
(SEQ ID NO: 26) различаются по пяти аминокислотам. Они представляют собой Thr3Ser, Gln182Lys, 
Glu309Ala, Ser310Asn, Gly318-, когда остаток salmonicida приведен в перечислении первым и остаток  
hydrophila приведен последним (см. фиг. 59). Белок hydrophila имеет длину всего 317 аминокислот и у 
него отсутствует остаток в положении 318. GDSX Aeromonas salmonicidae обладает значительно более 
высокой активностью в отношении полярных липидов, таких как галактолипидные субстраты, чем белок 
Aeromonas hydrophila. Проводят сканирование центра по всем пяти положениям аминокислот. 

Группа аминокислот 4. 
Группа аминокислот 4 представляет собой S3, Q182, Е309, S310 и -318. 
Группа аминокислот 5. 
Группа аминокислот 5 представляет собой F13S, D15N, S18G, S18V, Y30F, D116N, D116E, D157N, 

Y226F, D228N, Y230F. 
Группа аминокислот 6. 
Группа аминокислот 6 представляет собой Ser3, Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, 

Asn87, Asn88, Trp111, Val112, Ala114, Tyr117, Leu118, Pro156, Gly159, Gln160, Asn161, Pro162, Ser163, 
Ala164, Arg165, Ser166, Gln167, Lys168, Val169, Val170, Glu171, Ala172, Tyr179, His180, Asn181, Gln182, 
Met209, Leu210, Arg211, Asn215, Lys284, Met285, Gln289, Val290, Glu309, Ser310, -318. 

Нумерация аминокислот в группе 6 относится к остаткам аминокислот в Р10480 (SEQ ID NO: 2) - 
соответствующие аминокислоты в других скелетах последовательностей можно определить с помощью 
элайнмента гомологии и/или структурного элайнмента с Р10480 и/или 1IVN. 

Группа аминокислот 7. 
Группа аминокислот 7 представляет собой Ser3, Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, 

Asn87, Asn88, Trp111, Val112, Ala114, Tyr117, Leu118, Pro156, Gly159, Gln160, Asn161, Pro162, Ser163, 
Ala164, Arg165, Ser166, Gln167, Lys168, Val169, Val170, Glu171, Ala172, Tyr179, His180, Asn181, Gln182, 
Met209, Leu210, Arg211, Asn215, Lys284, Met285, Gln289, Val290, Glu309, Ser310, -318, Y30X (где X вы-
брано из А, С, D, E, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V или W), Y226X (где X выбрано из А, С, D, E, G, H, 
I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V или W), Y230X (где X выбрано из А, С, D, E, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, 
T, V или W), S18X (где X выбрано из А, С, D, E, F, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, W или Y), D157X (где X 
выбрано из А, С, E, F, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W или Y). 

Нумерация аминокислот в группе 7 относится к остаткам аминокислот в Р10480 (SEQ ID NO: 2) - 
соответствующие аминокислоты в других скелетах последовательностей можно определить с помощью 
элайнмента гомологии и/или структурного элайнмента с Р10480 и/или 1IVN. 

Выделенный. 
В одном аспекте предпочтительно, когда полипептид или белок, предназначенный для использова-

ния в настоящем изобретении, находится в выделенной форме. 
Термин "выделенный" означает, что последовательность, по меньшей мере, в существенной степе-

ни свободна по меньшей мере от одного из других компонентов, с которыми последовательность по при-
роде связана в естественных условиях или как она обнаружена в естественных условиях. 

Очищенный. 
В одном аспекте предпочтительно, когда полипептид или белок, предназначенный для использова-

ния в настоящем изобретении, находится в очищенной форме. 
Термин "очищенный" означает, что последовательность находится в относительно очищенном со-

стоянии - например по меньшей мере приблизительно 51% чистоты, или по меньшей мере приблизи-
тельно 75%, или по меньшей мере приблизительно 80%, или по меньшей мере приблизительно 90% чис-
тоты, или по меньшей мере приблизительно 95% чистоты, или по меньшей мере приблизительно 98% 
чистоты. 

Клонирование нуклеотидной последовательности, кодирующей полипептид, представленный в на-
стоящем изобретении. 

Нуклеотидная последовательность, кодирующая либо полипептид, который имеет специфические 
свойства, как определено в данном контексте, либо полипептид, который пригоден для модификации, 
может быть выделена из любой клетки или организма, продуцирующего данный полипептид. В области 
техники хорошо известны различные методы выделения нуклеотидных последовательностей. 

Например, геномную ДНК и/или библиотеку кДНК можно сконструировать, используя хромосом-
ную ДНК или информационную РНК из организма, продуцирующего полипептид. Если последователь-
ность аминокислот полипептида известна, можно синтезировать меченые олигонуклеотидные зонды и 
использовать для идентификации клонов, кодирующих полипептид из геномной библиотеки, полученной 
из организма. Альтернативно, для идентификации клонов, кодирующих полипептид, можно было бы 
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использовать меченый олигонуклеотидный зонд, включающий последовательности, гомологичные дру-
гому известному гену полипептида. В последнем случае используют условия гибридизации и промыва-
ния более низкой жесткости. 

Альтернативно, клоны, кодирующие полипептид, можно было бы идентифицировать путем инсер-
ции фрагментов геномной ДНК в экспрессирующий вектор, такой как плазмида, трансформации фер-
мент-отрицательной бактерии полученной библиотекой геномной ДНК и затем помещения трансформи-
рованной бактерии на агаризованную среду, содержащую фермент, ингибируемый полипептидом, чтобы 
получить возможность идентифицировать клоны, экспрессирующие полипептид. 

В еще одном альтернативном варианте нуклеотидную последовательность, кодирующую полипеп-
тид, можно получить синтетически с помощью разработанных стандартных методов, например фосфо-
роамидитного метода, описанного в статье Beucage S.L. et al. (1981), Tetrahedron Letters, 22, p. 1859-1869, 
или метода, описанного в статье Matthes et al. (1984), EMBO J. 3, p. 801-805. В фосфороамидитном мето-
де олигонуклеотиды синтезируют, например, в автоматическом синтезаторе ДНК, очищают, отжигают, 
лигируют и клонируют в подходящие векторы. 

Нуклеотидная последовательность может быть смешанной геномной и синтетической природы или 
смешанной геномной и кДНК природы, полученной лигированием фрагментов синтетической, геномной 
или ДНК природы (как требуется) в соответствии со стандартными методиками. Каждый лигированный 
фрагмент соответствует различным частям полной нуклеотидной последовательности. Последователь-
ность ДНК можно получить также с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР) при использовании 
специфических праймеров, например, как описано в US 4683202 или в статье Saiki R.K. et al. (Science 
(1988), 239, p. 487-491). 

Нуклеотидные последовательности. 
Настоящее изобретение охватывает также нуклеотидные последовательности, кодирующие поли-

пептиды, имеющие специфические свойства, как определено в данном контексте. 
Термин "нуклеотидная последовательность", как используют в данном контексте, относится к оли-

гонуклеотидной последовательности или полинуклеотидной последовательности и ее вариантам, гомо-
логам, фрагментам и производным (таким как ее части). Нуклеотидная последовательность может быть 
геномной или синтетической либо рекомбинантной природы, которая может быть двунитевой или одно-
нитевой, представляя либо смысловую, либо антисмысловую нить. 

Термин "нуклеотидная последовательность" в контексте настоящего изобретения включает геном-
ную ДНК, кДНК, синтетическую ДНК и РНК. Он предпочтительно означает ДНК, более предпочтитель-
но кДНК кодирующей последовательности. 

В предпочтительном варианте осуществления сама по себе нуклеотидная последовательность, ко-
дирующая полипептид, обладающий специфическими свойствами, не покрывает нативную нуклеотид-
ную последовательность в ее естественной среде, когда она связана с естественно ассоциированной с ней 
последовательностью(ями), которая(ые) также находится в своей естественной среде. Для простоты 
ссылки данный предпочтительный вариант осуществления называют "ненативной нуклеотидной после-
довательностью". В связи с этим термин "нативная нуклеотидная последовательность" означает полную 
нуклеотидную последовательность, которая находится в своей естественной среде, и если она функцио-
нально связана с полным промотором, с которым она ассоциирована естественным образом, то данный 
промотор также находится в своей естественной среде. Таким образом, полипептид, представленный в 
настоящем изобретении, может экспрессироваться нуклеотидной последовательностью в своем нативном 
организме, но когда нуклеотидная последовательность не находится под контролем промотора, с кото-
рым она естественным образом ассоциирована в данном организме. 

Предпочтительно, когда полипептид не является нативным полипептидом. В этом плане термин 
"нативный полипептид" означает полный полипептид, который находится в своей нативной среде и ко-
гда он экспрессирован своей нативной нуклеотидной последовательностью. 

Как правило, нуклеотидную последовательность, кодирующую полипептиды, обладающие специ-
фическими свойствами, как определено в данном контексте, получают, используя технологии рекомби-
нантной ДНК (т.е. рекомбинантную ДНК). Однако в альтернативном варианте осуществления изобрете-
ния нуклеотидную последовательность можно было бы синтезировать полностью или частично, исполь-
зуя химические методы, хорошо известные в области техники (см. статьи Caruthers M.H. et al. (1980), 
Nuc. Acids Res. Symp. Ser. 215-23 и Horn T. et al. (1980), Nuc. Acids Res. Symp. Ser. 225-232). 

Молекулярная эволюция. 
После выделения кодирующей фермент нуклеотидной последовательности или идентификации 

нуклеотидной последовательности, кодирующей данный фермент, может потребоваться модифициро-
вать выбранную нуклеотидную последовательность, например может потребоваться подвергнуть после-
довательность мутации с целью получения фермента, соответствующего настоящему изобретению. 

Мутации можно индродуцировать, используя синтетические олигонуклеотиды. Данные олигонук-
леотиды включают нуклеотидные последовательности, фланкирующие требующиеся мутационные сайты. 
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Подходящий метод описан в статье Morinaga et al. (Biotechnology (1984), 2, p. 646-649). Другой ме-
тод интродукции мутаций в кодирующие фермент нуклеотидные последовательности описан в статье 
Nelson и Long (Analytical Biochemistry (1989), 180, p. 147-151). 

Вместо сайт-направленного мутагенеза, как описано выше, можно интродуцировать мутации не-
специфическим образом, например используя коммерческий набор, такой как набор для ПЦР-мутагенеза 
GeneMorph фирмы Stratagene или набор для множественного неспецифического ПЦР-мутагенеза фирмы 
Clontech. Заявка ЕР 0583265 относится к методам оптимизации мутагенеза на основе ПЦР, которые мож-
но также сочетать с использованием мутагенных аналогов ДНК, таких как описаны в заявке ЕР 0866796. 
Способствующие ошибкам ПЦР-технологии подходят для получения вариантов липидацилтрансфераз с 
предпочтительными характеристиками. Заявка WO 0206457 относится к молекулярной эволюции липазы. 

Третий способ получения новых последовательностей представляет собой фрагментацию неиден-
тичных нуклеотидных последовательностей либо при использовании любого числа рестрикционных 
ферментов, либо такого фермента, как ДНКаза I, и повторную сборку полных нуклеотидных последова-
тельностей, кодирующих функциональные белки. Альтернативно можно использовать одну или множе-
ство неидентичных нуклеотидных последовательностей и интродуцировать мутации во время повторной 
сборки полной нуклеотидной последовательности. Технологии тасования ДНК и тасования семейств 
подходят для получения вариантов липидацилтрансфераз с предпочтительными характеристиками. Под-
ходящие способы осуществления "тасования" можно найти в заявках ЕР 0752008, ЕР 1138763,  
ЕР 1103606. Тасование можно также сочетать с другими формами ДНК-мутагенеза, как описано с заяв-
ках US 6180406 и WO 01/34835. 

Таким образом, имеется возможность получить множество сайт-направленных или неспецифиче-
ских мутацией в нуклеотидной последовательности как in vivo, так и in vitro и затем провести скрининг 
на повышенную функциональность кодируемого полипептида различными способами. Используя in 
silico и экзоопосредованные методы (см. заявки WO 00/58517, US 6344328, US 6361974), например, мож-
но осуществить молекулярную эволюцию, при которой полученный вариант сохраняет очень низкую 
гомологию с известными ферментами или белками. Данные варианты, полученные таким путем, могут 
обладать существенной структурной аналогией с известными ферментами трансферазами, но иметь 
очень низкую гомологию последовательности аминокислот. 

В качестве неограничивающего примера, кроме того, мутации или природные варианты полинук-
леотидной последовательности могут быть подвергнуты рекомбинации либо с диким типом, либо с дру-
гими мутациями с целью получения новых вариантов. Данные новые варианты также можно подверг-
нуть скринингу на повышенную функциональность кодируемого полипептида. 

Применение вышеупомянутых и аналогичных методов молекулярной эволюции дает возможность 
идентификации и селекции вариантов ферментов, представленных в настоящем изобретении, которые 
обладают предпочтительными характеристиками, без предварительного знания структуры или функции 
белка и обеспечивает продукцию непредсказанных, но полезных мутаций и вариантов. Имеется множе-
ство примеров применения молекулярной эволюции в области оптимизации или изменения активности 
фермента, данные примеры включают, но не ограничены одним или более из следующих: оптимизиро-
ванная экспрессия и/или активность в клетке-хозяине или in vitro; повышенная ферментная активность; 
измененная специфичность в отношении субстрата и/или продукта; повышенная или пониженная фер-
ментативная или структурная стабильность; измененная ферментативная активность/специфичность в 
предпочтительных условиях окружающей среды, например температуры, рН и/или субстрата. 

Как будет очевидно компетентному специалисту в данной области, при использовании инструмен-
тов молекулярной эволюции можно изменить фермент с целью повышения функциональности фермента. 

Соответственно, липидацилтрансфераза, используемая в изобретении, может представлять собой 
вариант, т.е. может включать по меньшей мере одну замену, делецию или добавление аминокислоты по 
сравнению с исходным ферментом. Варианты фермента сохраняют по меньшей мере 1, 2, 3, 5, 10, 15, 20, 
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95, 97, 99% гомологию с исходным ферментом. Подходящие исходные фермен-
ты могут включать любой фермент с активностью эстеразы или липазы. Предпочтительно, когда исход-
ный фермент выравнивают с консенсусной последовательностью pfam00657. 

В предпочтительном варианте осуществления вариант фермента липидацилтрансферазы сохраняет 
или включает по меньшей мере один или более остатков аминокислот консенсусной последовательности 
pfam00657, обнаруженных в блоках GDSX, GANDY и НРТ. 

Ферменты, такие как липазы, с отсутствующей или с низкой активностью липидацилтрансферазы в 
водной среде можно подвергнуть мутированию, используя инструменты молекулярной эволюции для 
интродукции или усиления трансферазной активности, получая при этом фермент липидацилтрансфера-
зу с существенной трансферазной активностью, подходящий для использования в композициях и спосо-
бах, представленных в настоящем изобретении. 

Соответственно липидацилтрансфераза, предназначенная для использования в изобретении, может 
представлять собой вариант с повышенной ферментативной активностью в отношении фосфолипидов по 
сравнению с исходным ферментом. Предпочтительно, когда данные варианты также имеют низкую или 
не имеют активности в отношении лизополярных липидов. Повышенная активность в отношении фос-
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фолипидов может также являться результатом гидролиза и/или трансферазной активности или комбина-
ции обоих факторов. 

Вариант липидацилтрансферазы, предназначенный для использования в изобретении, может иметь 
пониженную активность в отношении триглицеридов, и/или моноглицеридов, и/или диглицеридов по 
сравнению с исходным ферментом. 

Соответственно вариант фермента может не обладать активностью в отношении триглицеридов, 
и/или моноглицеридов, и/или диглицеридов. 

Альтернативно, вариант фермента, предназначенный для использования в изобретении, может 
иметь повышенную активность в отношении триглицеридов и/или может также иметь повышенную ак-
тивность в отношении одного или более из следующих соединений: полярных липидов, фосфолипидов, 
лецитина, фосфатидилхолина. 

Известны варианты липидацилтрансферазы, и один или более данных вариантов могут подходить 
для использования в способах и вариантах применения, соответствующих настоящему изобретению, 
и/или в композициях ферментов, соответствующих настоящему изобретению. Только в качестве примера 
варианты липидацилтрансфераз, описанные в следующих ссылках, могут быть использованы согласно 
настоящему изобретению: см. статьи Hilton & Buckley J. Biol. Chem. 15 January, 1991; 266(2): 997-1000; 
Robertson et al. J. Biol. Chem. 21 January, 1994; 269(3): 2146-50; Brumlik et al. J. Bacteriol, April 1996; 
178(7): 2060-4; Peelman et al. Protein Sci. March 1998; 7(3): 587-99. 

Последовательности аминокислот. 
Настоящее изобретение охватывает также последовательности аминокислот полипептидов, обла-

дающих специфическими свойствами, как определено в данном контексте. 
Как используют в данном контексте, термин "последовательность аминокислот" является синони-

мом термина "полипептид" и/или термина "белок". В ряде случаев термин "последовательность амино-
кислот" является синонимом термина "пептид". 

Последовательность аминокислот можно получить/выделить из подходящего источника, или она 
может быть создана синтетическим путем, или может быть получена с использованием технологий ре-
комбинантной ДНК. 

Соответственно последовательности аминокислот можно получить из выделенных полипептидов, 
описанных в данном контексте, с помощью стандартных методик. 

Одним из подходящих методов определения последовательностей аминокислот из выделенных по-
липептидов является следующий. 

Очищенный полипептид может быть лиофилизирован и 100 мкг лиофилизированного материала 
растворяют в 50 мкл смеси 8 М мочевины и 0,4 М гидрокарбоната аммония, рН 8,4. Растворенный белок 
можно денатурировать и восстановить в течение 15 мин при 50°С после покрытия слоем азота и добав-
ления 5 мкл 45 мМ динитротрейтола. После охлаждения до комнатной температуры можно добавить  
5 мкл 100 мМ йодацетамида для того, что дериватизировать цистеиновые остатки в течение 15 мин при 
комнатной температуре в темноте под азотом. 

К вышеуказанной реакционной смеси можно добавить 135 мкл воды и 5 мкг эндопротеиназы Lys-C 
в 5 мкл воды и можно осуществить разложение при 37°С под азотом в течение 24 ч. 

Полученные в результате пептиды можно разделить обращено-фазовой ВЭЖХ (высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографией) на колонке VYDAC С18 (0,46×15 см; 10 мкм; The Separation Group, 
California, USA) при использовании растворителя А: 0,1% ТФУК (трифторуксусная кислота) в воде и 
растворителя В: 0,1% ТФУК в ацетонитриле. Отобранные пептиды можно повторно хроматографировать 
на колонке Develosil С18, используя ту же систему растворителей, перед N-концевым секвенированием. 
Секвенирование можно осуществить с помощью секвенатора Applied Biosystems 476A при использова-
нии быстрых циклов с импульсным введением жидкости согласно инструкциям изготовителя (фирма 
Applied Biosystems, California, USA). 

Идентичность последовательности или гомология последовательности. 
Настоящее изобретение охватывает также использование последовательностей, имеющих степень 

гомологии последовательности с последовательностью(ями) аминокислот полипептида, обладающего 
специфическими свойствами, определенными в данном контексте, или любой нуклеотидной последова-
тельностью, кодирующей данный полипептид (далее обозначают как "гомологичная последователь-
ность(и)"). В данном случае термин "гомолог" означает элемент, имеющий некоторую гомологию с дан-
ными последовательностями аминокислот и данными нуклеотидными последовательностями. В данном 
случае термин "гомология" может быть приравнен к термину "идентичность". 

Гомологичная последовательность аминокислот и/или нуклеотидная последовательность должна 
давать и/или кодировать полипептид, который сохраняет функциональную активность и/или повышает 
активность фермента. 

В настоящем контексте предусматривают, что гомологичная последовательность включает после-
довательность аминокислот, которая может быть по меньшей мере на 75, 85 или 90% идентичной, пред-
почтительно по меньшей мере на 95 или 98% идентичной заданной последовательности. Как правило, 
гомологи будут включать такие же активные центры и т.п., как заданная последовательность аминокис-
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лот. Хотя гомологию можно также рассматривать в терминах близости (т.е. остатков аминокислот, 
имеющих близкие химические свойства/функции), в контексте настоящего изобретения предпочтитель-
но, когда гомологию выражают в терминах идентичности последовательности. 

В настоящем контексте предусматривают, что гомологичная последовательность включает нуклео-
тидную последовательность, которая может быть по меньшей мере на 75, 85 или 90% идентичной, пред-
почтительно по меньшей мере на 95 или 98% идентичной нуклеотидной последовательности, кодирую-
щей полипептид, представленный в изобретении (заданная последовательность). Как правило, гомологи 
будут включать одинаковые последовательности, которые кодируют такие же активные центры и т.п., 
как заданная последовательность. Хотя гомологию можно также рассматривать в терминах близости (т.е. 
остатков аминокислот, имеющих близкие химические свойства/функции), в контексте настоящего изо-
бретения предпочтительно, когда гомологию выражают в терминах идентичности последовательности. 

Сравнения гомологии можно проводить визуально или, более обыкновенно, с помощью легкодос-
тупных программ сравнения последовательностей. Данные коммерчески доступные компьютерные про-
граммы могут рассчитать % гомологии между двумя или более последовательностями. 

Процент гомологии можно рассчитать относительно соседних последовательностей, т.е. одну по-
следовательность выравнивают с другой последовательностью и каждую аминокислоту в одной после-
довательности непосредственно сравнивают с соответствующей аминокислотой в другой последователь-
ности, по одному остатку за один раз. Это называют сравнительный анализ "без гэпов". Как правило, 
данные сравнительные анализы без гэпов проводят только при относительно маленьком числе остатков. 

Хотя это очень простой и совместимый метод, в нем не принимают во внимание, что, например, в 
идентичной в других отношениях паре последовательностей одна инсерция или делеция будет вызывать 
выпадение следующих остатков аминокислот из элайнмента, таким образом потенциально приводя в 
результате к большому снижению % гомологии при проведении общего элайнмента. Впоследствии раз-
рабатывают большинство методов сравнения последовательностей, чтобы получить оптимальные элайн-
менты, в которых принимают во внимание возможные инсерции и делеции без неправильного определе-
ния штрафа для всего результата гомологии. Это достигается введением "гэпов" в сравниваемые после-
довательности для того, чтобы попытаться довести до максимума локальную гомологию. 

Однако в данных более сложных методах устанавливают "штрафы за гэпы" за каждый гэп, который 
появляется при сравнительном анализе, так что за одинаковое число идентичных аминокислот при срав-
нительном анализе последовательности с насколько это возможно маленьким числом гэпов (отражаю-
щим более высокое родство между двумя сравниваемыми последовательностями) будут получать более 
высокое значение, чем результат элайнмента с множеством гэпов. Как правило, используют выражение 
"аффинные цены гэпов", которое отражает относительно высокую цену наличия гэпа и меньший штраф 
за каждый последующий остаток в гэпе. Это представляет собой наиболее широко используемую систе-
му подсчета гэпов. Высокие штрафы за гэпы, конечно, будут давать оптимизированные элайнменты с 
меньшим числом гэпов. Большинство программ элайнмента допускают модификацию штрафов за гэпы. 
Однако предпочтительно, когда используют значения, заданные по умолчанию, при использовании дан-
ных программ для сравнений последовательностей. Например, при использовании пакета GCG Wisconsin 
Bestfit штраф за гэп по умолчанию для последовательностей аминокислот составляет -12 за гэп и -4 за 
каждое удлинение. 

Вследствие этого для вычисления максимального % гомологии необходимо получение оптимально-
го элайнмента, учитывающего штрафы за гэпы. Подходящей компьютерной программой для осуществ-
ления данного элайнмента является пакет программ GCG Wisconsin Bestfit (см. статью Devereux et al. 
1984, Nuc. Acids Research, 12, p. 387). Примеры других программ, которые могут проводить сравнения 
последовательностей, включают, но без ограничения перечисленным, пакет программ BLAST (см. моно-
графию Ausubel et al. 1999, Short Protocols in Molecular Biology, 4-е изд., глава 18), FASTA (см. статью 
Altschul et al. 1990, J. Mol. Biol. 403-410) и набор инструментов для сравнения GENEWORKS. Обе про-
граммы, BLAST и FASTA, доступны для поиска в автономном и неавтономном режимах (см. Ausubel et 
al. 1999, p. 7-58 - 7-60). Однако для некоторых вариантов применения предпочтительно использование 
программы GCG. Новый инструмент, названный BLAST 2 Sequences, также доступен для сравнения бел-
ковой и нуклеотидной последовательности (см. FEMS Microbiol. Lett. 1999, 174(2): 247-50; FEMS Micro-
biol. Lett. 1999, 177(1): 187-8 и tatiana@ncbi.nlm.nih.gov). 

Хотя конечный % гомологии можно измерить в терминах идентичности, сам процесс элайнмента, 
как правило, не основан на сравнении пар по принципу "все или ничего". Вместо этого в основном ис-
пользуют масштабную матрицу для подсчета подобия, которая устанавливает результаты для каждого 
попарного сравнения на основе химической близости или эволюционного расстояния. Примером такой 
обычно используемой матрицы является матрица BLOSUM62 - матрица, заданная по умолчанию для 
пакета программ BLAST. В программах GCG Wisconsin, как правило, используют либо общедоступные 
значения, заданные по умолчанию, либо заказную таблицу сравнения символов, если она прилагается 
(дальнейшие подробности см. в руководстве для пользователя). Для ряда приложений предпочтительно 
использовать для пакета GCG общедоступные значения, заданные по умолчанию, или в случае другой 
программы - заданную по умолчанию матрицу, такую как BLOSUM62. 
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Альтернативно, процент гомологии можно рассчитать, используя функцию множественного элайн-
мента в программе DNASIS™ (Hitachi Software), основанной на алгоритме, аналогичном CLUSTAL (см. 
статью Higgins D.G. & Sharp P.M. (1988), Gene 73(1), 237-244). 

После того как программа даст оптимальный сравнительный анализ, возможно рассчитать % гомо-
логии, предпочтительно % идентичности последовательностей. Программа, как правило, делает это как 
часть сравнения последовательностей и генерирует числовой результат. 

В предпочтительном аспекте настоящего изобретения используют следующую программу и уста-
новки для расчета процента гомологии/идентичности. Для последовательностей аминокислот процент 
идентичностей (гомологии) или "положительные результаты" вычисляют с помощью AlignX VectorNTI 
(Vector NTI Advance 9.1 фирмы Invitrogen Corporation, Carlsbad, California, USA), причем для каждой воз-
можной пары последовательностей аминокислот установки представляют собой параметры, заданные по 
умолчанию (штраф за открытие гэпа составляет 10, штраф за удлинение гэпа - 0,1). 

Последовательности могут также иметь делеции, инсерции или замены остатков аминокислот, ко-
торые образуют молчащее изменение и в результате приводят к образованию функционально эквива-
лентной субстанции. Преднамеренные замены аминокислот можно сделать на основе близости полярно-
сти, заряда, растворимости, гидрофобности, гидрофильности и/или амфипатической природы остатков, 
пока сохраняется вторичная связывающая активность субстанции. Например, отрицательно заряженные 
аминокислоты включают аспарагиновую кислоту и глутаминовую кислоту; положительно заряженные 
аминокислоты включают лизин и аргинин и аминокислоты с незаряженными полярными головными 
группами, имеющие близкие значения гидрофильности, включают лейцин, изолейцин, валин, глицин, 
аланин, аспарагин, глутамин, серин, треонин, фенилаланин и тирозин. 

Консервативные замены можно сделать, например, согласно нижеприведенной таблице. Аминокис-
лоты из одного блока во второй колонке и предпочтительно из одной строки в третьей колонке можно 
заменять одна другой. 

 
Настоящее изобретение также охватывает гомологичную замену (оба термина, замена и замещение, 

используют в данном контексте для обозначения взаимообмена имеющихся остатков аминокислот с аль-
тернативным остатком), которая может существовать, т.е. замена подобного на подобное, например ос-
новной на основную, кислой на кислую, полярной на полярную и т.п. Может также происходить негомо-
логичная замена, т.е. остатка из одного класса на другой или, альтернативно, предусматривающая вклю-
чение неприродных аминокислот, таких как орнитин (далее обозначают как Z), диаминомасляная кисло-
та (далее обозначают как В), норлейцин (далее обозначают как О), пиридилаланин, тиенилаланин, наф-
тилаланин и фенилглицин. 

Могут быть также проведены замещения неприродными аминокислотами. 
Варианты последовательностей аминокислот могут включать подходящие спейсерные группы, ко-

торые могут быть введены между двумя остатками аминокислот последовательности, в том числе ал-
кильные группы, такие как метильная, этильная или пропиловая группы, в дополнение к аминокислот-
ным спейсерам, таким как остатки глицина или β-аланина. Следующая форма вариации, которая включа-
ет присутствие остатков аминокислот в пептоидной форме, будет хорошо понятна компетентным спе-
циалистам в данной области. Чтобы избежать неопределенности, термин "пептоидная форма" использу-
ют для ссылки на остатки вариантов аминокислот, в которых α-углеродная замещающая группа находит-
ся на атоме азота остатка, а не на α-углероде. Методы получения пептидов в пептоидной форме известны 
в области техники, например, см. статьи Simon R.J. et al., PNAS (1992), 89(20), 9367-9371 и Horwell D.C., 
Trends Biotechnol. (1995), 13(4), 132-134. 

Нуклеотидные последовательности, предназначенные для применения в настоящем изобретении 
или кодирующие полипептид, обладающий специфическими свойствами, описанными в данном контек-
сте, могут включать в своей структуре синтетические или модифицированные нуклеотиды. В области 
техники известен ряд различных типов модификации олигонуклеотидов. Они включают метилфосфонат-
ные и фосфоротиоатные скелеты и/или введение акридиновых или полилизиновых цепей в 3'- и/или  
5'-концы молекулы. Для целей настоящего изобретения следует иметь в виду, что нуклеотидные после-
довательности, описанные в данном контексте, можно модифицировать любым из методов, имеющихся в 
области техники. Данные модификации могут быть проведены с целью повышения активности in vivo 
или продолжительности существования нуклеотидных последовательностей. 
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Настоящее изобретение также охватывает использование нуклеотидных последовательностей, ко-
торые комплементарны последовательностям, представленным в данном контексте, или любое произ-
водное, фрагмент или его производное. Если последовательность комплементарна ее фрагменту, то дан-
ную последовательность можно использовать в качестве зонда для идентификации близких кодирующих 
последовательностей в других организмах и т.п. 

Полинуклеотиды, которые не являются на 100% гомологичными последовательностям, присутст-
вующим в настоящем изобретении, но входят в объем изобретения, можно получить рядом способов. 
Другие варианты последовательностей, описанные в данном контексте, можно получить, например, зон-
дированием библиотек ДНК, полученных у ряда субъектов, например субъектов из различных популя-
ций. Кроме того, можно получить другие вирусные/бактериальные или клеточные гомологи, особенно 
клеточные гомологи, обнаруженные в клетках млекопитающих (например, в клетках крысы, мыши, 
крупного рогатого скота и приматов), и данные гомологи и их фрагменты, как правило, будут способны к 
селективной гибридизации с последовательностями, показанными в перечне последовательностей, при-
веденном в данном материале. Данные последовательности можно получить зондированием библиотек 
кДНК, полученных из/или библиотек геномных ДНК других видов животных, и зондированием данных 
библиотек зондами, включающими полностью или часть любой из последовательностей в прилагаемых 
перечнях последовательностей в условиях сред высокой жесткости. Аналогичные рассуждения исполь-
зуют для получения видовых гомологов и аллельных вариантов полипептидных или нуклеотидных по-
следовательностей, представленных в изобретении. 

Варианты и штаммовые/видовые гомологи можно также получить, используя ПЦР с вырожденны-
ми праймерами, в которой будут использованы праймеры, созданные для получения направленности на 
последовательности в вариантах и гомологах, кодирующие консервативные последовательности амино-
кислот в последовательностях, представленных в настоящем изобретении. Консервативые последова-
тельности можно предсказать, например, посредством элайнмента последовательностей аминокислот из 
нескольких вариантов/гомологов. Элайнменты последовательности можно провести, используя компью-
терные программы, известные в области техники. Например, широко используют программу GCG  
Wisconsin PileUp. 

Праймеры, используемые в вырожденной ПЦР, будут включать одно или более вырожденных по-
ложений и будут использованы в условиях жесткости ниже тех, которые используют для клонирования 
последовательностей с праймерами одной и той же последовательности относительно известных после-
довательностей. 

Альтернативно, данные полинуклеотиды можно получить сайт-направленным мутагенезом охарак-
теризованных последовательностей. Это может быть использовано, когда, например, требуются измене-
ния последовательности молчащего кодона с целью оптимизации предпочтительности кодонов для опре-
деленной клетки-хозяина, в которой экспрессируются полинуклеотидные последовательности. Другие 
изменения последовательности могут потребоваться для интродукции сайтов распознавания рестрикци-
онного полипептида или для изменения свойства или функции полипептидов, кодируемых полинуклео-
тидами. 

Полинуклеотиды (нуклеотидные последовательности), представленные в изобретении, можно ис-
пользовать для получения праймера, например ПЦР-праймера, праймера для альтернативной реакции 
амплификации, зонда, например, меченного уходящей меткой, принятыми средствами с использованием 
радиоактивных или нерадиоактивных меток либо полинуклеотиды можно клонировать в векторы. Дан-
ные праймеры, зонды и другие фрагменты будут иметь длину по меньшей мере 15, предпочтительно по 
меньшей мере 20, например по меньшей мере 25, 30 или 40 нуклеотидов, и они также охватываются тер-
мином полинуклеотиды, представленные в изобретении, как используют в данном контексте. 

Полинуклеотиды, такие как ДНК-полинуклеотиды и зонды, представленные в изобретении, можно 
получить рекомбинантно, синтетическим или любыми средствами, доступными компетентным специа-
листам в данной области. Их можно также клонировать стандартными методами. 

Как правило, праймеры будут получать синтетическими средствами, включая постадийное получе-
ние требующейся последовательности нуклеиновой кислоты по одному нуклеотиду за один раз. Методи-
ки осуществления этой цели с использованием автоматизированных технологий легко доступны в облас-
ти техники. 

Более длинные полинуклеотиды, как правило, будут получать с использованием рекомбинантных 
средств, например при использовании методик клонирования с помощью ПЦР (полимеразной цепной 
реакции). Данные методики будут включать получение пары праймеров (например, приблизительно из 
15-30 нуклеотидов), фланкирующих направленную на липид последовательность, которую требуется 
клонировать, осуществление контакта праймеров с мРНК или кДНК, полученных из клетки животного 
или человека, проведение полимеразной цепной реакции в условиях, которые приводят к амплификации 
требующегося участка, выделение амплифицированного фрагмента (например, путем очистки реакцион-
ной смеси на агарозном геле) и выделение амплифицированной ДНК. Можно сконструировать прайме-
ры, включающие подходящие сайты распознавания рестриктазами, чтобы амплифицированную ДНК 
можно было клонировать в подходящий клонирующий вектор. 
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Гибридизация. 
Настоящее изобретение охватывает также последовательности, которые комплементарны последо-

вательностям, представленным в настоящем изобретении, или последовательности, которые способны 
гибридизоваться либо с последовательностями, представленными в настоящем изобретении, либо с по-
следовательностями, которые им комплементарны. 

Термин "гибридизация", как используют в данном контексте, будет включать "способ, посредством 
которого нить нуклеиновой кислоты связывается с комплементарной нитью посредством спаривания 
оснований", а также способ амплификации, осуществляемый в технологиях полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР). 

Настоящее изобретение охватывает также применение нуклеотидных последовательностей, кото-
рые способны гибридизоваться с последовательностями, которые комплементарны заданным последова-
тельностям, обсуждаемым в данном контексте, или любому производному, фрагменту или его производ-
ному. 

Настоящее изобретение охватывает также последовательности, которые комплементарны последо-
вательностям, которые способны гибридизоваться с нуклеотидными последовательностями, обсуждае-
мыми в данном контексте. 

Условия гибридизации основаны на температуре плавления (Тп) нуклеотид-связывающего ком-
плекса, как описано в монографии Berger и Kimmel (1987), Guide to Molecular Cloning Techniques,  
Methods in Enzymology, vol. 152, Academic Press, San Diego CA), и обеспечивают определенную "жест-
кость", как объясняют ниже. 

Максимальная жесткость, как правило, имеет место приблизительно при Тп 5°С (5°С ниже Тп зон-
да); высокая жесткость приблизительно при 5-10°С ниже Тп; средняя жесткость приблизительно при  
10-20°С ниже Тп и низкая жесткость приблизительно при 20-25°С ниже Тп. Как будут иметь в виду ком-
петентные специалисты в области техники, гибридизацию максимальной жесткости можно использовать 
для идентификации или детекции нуклеотидных последовательностей, тогда как гибридизацию средней 
(или низкой) жесткости можно использовать для идентификации или детекции близких или родственных 
полинуклеотидных последовательностей. 

Предпочтительно, когда настоящее изобретение охватывает последовательности, которые компле-
ментарны последовательностям, которые способны гибридизоваться в условиях высокой жесткости или 
условиях средней жесткости с нуклеотидными последовательностями, кодирующими полипептиды, об-
ладающие специфическими свойствами, как определено в данном контексте. 

Более предпочтительно, когда настоящее изобретение охватывает последовательности, которые 
комплементарны последовательностям, которые способны гибридизоваться в условиях высокой жестко-
сти (например, 65°С и 0,1×SSC {1×SSC=0,15 М NaCl, 0,015 М цитрат Na, pH 7,0}) с нуклеотидными по-
следовательностями, кодирующими полипептиды, обладающие специфическими свойствами, как опре-
делено в данном контексте. 

Настоящее изобретение относится также к нуклеотидным последовательностям, которые могут 
гибридизоваться с нуклеотидными последовательностями, обсуждаемыми в данном контексте (включая 
последовательности, комплементарные обсуждаемым в данном контексте). 

Настоящее изобретение относится также к нуклеотидным последовательностям, которые компле-
ментарны последовательностям, которые могут гибридизоваться с нуклеотидными последовательностя-
ми, обсуждаемыми в данном контексте (включая последовательности, комплементарные обсуждаемым в 
данном контексте). 

В объем настоящего изобретения включены также полинуклеотидные последовательности, которые 
способны гибридизоваться с нуклеотидными последовательностями, обсуждаемыми в данном контексте, 
в условиях средней до максимальной жесткости. 

В предпочтительном аспекте настоящее изобретение покрывает нуклеотидные последовательности, 
которые могут гибридизоваться с нуклеотидными последовательностями, обсуждаемыми в данном кон-
тексте, или их комплементом в жестких условиях (например, 50°С и 0,2×SSC). 

В более предпочтительном аспекте настоящее изобретение покрывает нуклеотидные последова-
тельности, которые могут гибридизоваться с нуклеотидными последовательностями, обсуждаемыми в 
данном контексте, или их комплементом в условиях высокой жесткости (например, 65°С и 0,1×SSC). 

Экспрессия полипептидов. 
Нуклеотидная последовательность, предназначенная для использования в настоящем изобретении 

или для кодирования полипептида, обладающего специфическими свойствами, как определено в данном 
контексте, может быть включена в рекомбинантный реплицирующийся вектор. Вектор можно использо-
вать для репликации и экспрессии нуклеотидной последовательности в форме полипептида в и/или из 
совместимой клетки-хозяина. Экспрессию можно контролировать, используя контролирующие последо-
вательности, которые включают промоторы/энхансеры и другие сигналы регуляции экспрессии. Могут 
быть использованы прокариотические промоторы и промоторы, функциональные в эукариотических 
клетках. Можно использовать тканеспецифические или специфические в отношении стимулов промото-
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ры. Могут быть также использованы химерные промоторы, включающие элементы последовательностей 
из двух или более различных промоторов, описанных выше. 

Полипептид, продуцируемый рекомбинантной клеткой-хозяином посредством экспрессии нуклео-
тидной последовательности, может секретироваться или содержаться внутри клетки в зависимости от 
используемых последовательности и/или вектора. Можно создать кодирующие последовательности с 
сигнальными последовательностями, которые направляют секрецию последовательностей, кодирующих 
субстанцию, через мембрану определенной прокариотической или эукариотической клетки. 

Экспрессирующий вектор. 
Термин "экспрессирующий вектор" означает конструкцию, способную в экспрессии in vivo или in 

vitro. 
Предпочтительно, когда экспрессирующий вектор инкорпорирован в геном организма. Термин "ин-

корпорированный" предпочтительно покрывает стабильную инкорпорацию в геном. 
Нуклеотидная последовательность, представленная в настоящем изобретении или кодирующая по-

липептид, обладающий специфическими свойствами, как определено в данном контексте, находится в 
векторе, в котором нуклеотидная последовательность функционально связана с регуляторными последо-
вательностями, так что регуляторные последовательности способны обеспечивать экспрессию нуклео-
тидной последовательности подходящим организмом-хозяином, т.е. вектор представляет собой экспрес-
сирующий вектор. 

Векторами, представленными в настоящем изобретении, можно трансформировать подходящую 
клетку-хозяин, как описано ниже, чтобы получить экспрессию полипептида, обладающего специфиче-
скими свойствами, как определено в данном контексте. 

Выбор вектора, например плазмиды, космиды, вирусного или фагового вектора, будет часто зави-
сеть от клетки-хозяина, для интродукции в которую он предназначен. 

Векторы могут содержать один или более генов селективных маркеров, таких как ген, который  
обусловливает антибиотикоустойчивость, например устойчивость к ампициллину, канамицину, хлорам-
фениколу или тетрациклину. Альтернативно, селекцию можно осуществлять путем котрансформации 
(как описано в заявке WO 91/17243). 

Векторы можно использовать in vitro, например для продукции РНК, или использовать для транс-
фекции или трансформации клетки-хозяина. 

Так, в следующем варианте осуществления изобретение представляет собой способ получения нук-
леотидных последовательностей, представленных в настоящем изобретении, или нуклеотидных последо-
вательностей, кодирующих полипептиды, обладающие специфическими свойствами, как описано в дан-
ном контексте, путем интродукции нуклеотидной последовательности в реплицирующийся вектор, ин-
тродукции вектора в совместимую клетку-хозяин и выращивание клетки-хозяина в условиях, которые 
обеспечивают репликацию вектора. 

Вектор может, кроме того, включать нуклеотидную последовательность, дающую возможность 
вектору реплицироваться в данной клетке-хозяине. Примерами данных последовательностей являются 
точки начала репликации плазмид pUC19, pACYC177, pUB110, pE194, pAMB1 и pIJ702. 

Регуляторные последовательности. 
В ряде вариантов использования нуклеотидная последовательность, предназначенная для использо-

вания в настоящем изобретении, или нуклеотидная последовательность, кодирующая полипептид, обла-
дающий специфическими признаками, как описано в данном контексте, может быть функционально свя-
зана с регуляторной последовательностью, которая способна обеспечивать экспрессию нуклеотидной 
последовательности, например, выбранной клеткой-хозяином. В качестве примера настоящее изобрете-
ние покрывает вектор, содержащий нуклеотидную последовательность, представленную в настоящем 
изобретении, функционально связанную с данной регуляторной последовательностью, т.е. вектор явля-
ется экспрессирующим вектором. 

Термин "функционально связанный" относится к расположению рядом, при котором описанные 
компоненты находятся в связи, позволяющей им функционировать предназначенным им образом. Регу-
ляторная последовательность, "функционально связанная" с кодирующей последовательностью, лигиро-
вана таким образом, что экспрессия кодирующей последовательности достигается в условиях, совмести-
мых с контрольными последовательностями. 

Термин "регуляторные последовательности" включает промоторы и энхансеры и другие сигналы 
регуляции экспрессии. 

Термин "промотор" используют в нормальном смысле, принятом в области техники, например сайт 
связывания РНК-полимеразы. 

Повышенный уровень экспрессии нуклеотидной последовательности, кодирующей фермент, обла-
дающий специфическими свойствами, как определено в данном контексте, может также достигаться пу-
тем отбора гетерологичных регуляторных участков, например промотора, лидера секреции и термина-
торных участков. 

Предпочтительно, когда нуклеотидная последовательность, представленная в настоящем изобрете-
нии, может быть функционально связана, по меньшей мере, с промотором. 



014985 

- 31 - 

Примеры подходящих промоторов, чтобы направлять транскрипцию нуклеотидной последователь-
ности в бактериальном, грибном или вирусном хозяине, хорошо известны в области техники. 

Конструкции. 
Термин "конструкция", который является синонимом таких терминов, как "конъюгат", "кассета" и 

"гибрид", включает нуклеотидную последовательность, кодирующую полипептид, обладающий специ-
фическими свойствами, как описано в данном контексте, предназначенный для использования согласно 
настоящему изобретению, непосредственно или опосредованно присоединенную к промотору. Приме-
ром опосредованного присоединения является наличие подходящей спейсерной группы, такой как по-
следовательность интрона, такая как Sh1-интрон или интрон ADH, находящийся между промотором и 
нуклеотидной последовательностью, представленной в настоящем изобретении. Это относится также к 
термину "слитый" в связи с настоящим изобретением, который включает непосредственное или опосре-
дованное присоединение. В ряде случаев термины не покрывают природную комбинацию нуклеотидной 
последовательности, кодирующей белок, обычно ассоциированной с промотором гена дикого типа, и 
когда они оба находятся в своей естественной среде. 

Конструкция может даже содержать или экспрессировать маркер, который дает возможность се-
лекции генетической конструкции. 

Для ряда вариантов применения предпочтительно, когда конструкция включает, по меньшей мере, 
нуклеотидную последовательность, представленную в настоящем изобретении, или нуклеотидную по-
следовательность, кодирующую полипептид, обладающий специфическими свойствами, как описано в 
данном контексте, функционально связанную с промотором. 

Клетки-хозяева. 
Термин "клетка-хозяин" в связи с настоящим изобретением включает любую клетку, которая со-

держит либо нуклеотидную последовательность, кодирующую полипептид, обладающий специфически-
ми свойствами, как описано в данном контексте, либо экспрессирующий вектор, как описано выше, и 
которую используют в рекомбинантной продукции полипептида, обладающего специфическими свойст-
вами, как описано в данном контексте. 

Таким образом, следующий вариант осуществления настоящего изобретения представляет клетки-
хозяева, трансформированные или трансфицированные нуклеотидной последовательностью, представ-
ленной в настоящем изобретении, или нуклеотидной последовательностью, которая экспрессирует поли-
пептид, обладающий специфическими свойствами, как описано в данном контексте. Клетки будут вы-
браны так, чтобы они были совместимы с указанным вектором, и могут, например, быть прокариотиче-
скими (например, бактериальными), грибными, дрожжевыми или растительными клетками. Предпочти-
тельно, когда клетки-хозяева не являются клетками человека. 

Примерами подходящих бактериальных организмов-хозяев являются грамотрицательная бактерия 
или грамположительные бактерии. 

В зависимости от природы нуклеотидной последовательности, кодирующей полипептид, обладаю-
щий специфическими свойствами, как описано в данном контексте, и/или необходимости дальнейшего 
процессинга экспрессированного белка могут быть предпочтительными эукариотические хозяева, такие 
как дрожжи или другие грибы. В общем дрожжевые клетки предпочтительны относительно грибных 
клеток, поскольку ими легче манипулировать. Однако некоторые белки либо слабо секретируются из 
дрожжевой клетки, либо в ряде случаев не процессируются должным образом (например, гипергликози-
лирование в дрожжах). В ряде случаев следует выбрать другой грибной организм-хозяин. 

Использование подходящих клеток-хозяев, таких как дрожжевые, грибные и растительные клетки-
хозяева, может привести к пост-трансляционным модификациям (например, миристоилированию, глико-
зилированию, укорочению, липидизации и фосфорилированию тирозина, серина или треонина), как мо-
жет потребоваться для обеспечения оптимальной биологической активности продуктов экспрессии, 
представленных в настоящем изобретении. 

Клетка-хозяин может представлять собой штамм с дефицитом протеазы или протеаза(-)-штамм. 
Организм. 
Термин "организм" в связи с настоящим изобретением включает любой организм, который мог бы 

включать нуклеотидную последовательность, представленную в настоящем изобретении, или нуклео-
тидную последовательность, кодирующую полипептид, обладающий специфическими свойствами, как 
определено в данном контексте, и/или полученные из него продукты. 

Подходящие организмы могут включать прокариоты, гриб, дрожжи или растение. 
Термин "трансгенный организм" касательно настоящего изобретения включает любой организм, 

который содержит нуклеотидную последовательность, кодирующую полипептид, обладающий специфи-
ческими свойствами, как определено в данном контексте, и/или полученные из него продукты, и/или в 
котором промотор может обеспечить возможность экспрессии в организме нуклеотидной последова-
тельности, кодирующей полипептид, обладающий специфическими свойствами, как определено в дан-
ном контексте. 
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Предпочтительно, когда нуклеотидная последовательность инкорпорирована в геном организма. 
Термин "трансгенный организм" не покрывает нативный нуклеотид, кодирующий последователь-

ности в их естественной среде, когда они находятся под контролем своего естественного промотора, ко-
торый также находится в своей естественной среде. 

Вследствие этого трансгенный организм, представленный в настоящем изобретении, включает ор-
ганизм, содержащий любую из или комбинации нуклеотидной последовательности, кодирующей поли-
пептид, обладающий специфическими свойствами, как определено в данном контексте, конструкции, как 
определено в данном контексте, векторы, как определено в данном контексте, плазмиды, как определено 
в данном контексте, клетки, как определено в данном контексте, или их продукты. Например, трансген-
ный организм может также включать нуклеотидную последовательность, кодирующую полипептид, об-
ладающий специфическими свойствами, как определено в данном контексте, под контролем гетероло-
гичного промотора. 

Трансформация клеток-хозяев/организма. 
Как указано ранее, организм-хозяин может быть прокариотическим или эукариотическим организ-

мом. Примеры подходящих прокариотических хозяев включают Е.coli и Bacillus subtilis. 
В одном варианте осуществления клетка-хозяин представляет собой бактерии, предпочтительно 

грамположительные бактерии, предпочтительно клетка-хозяин выбрана из Actinobacteria, такой как 
Biofidobacteria и Aeromonas, особенно предпочтительно Aeromonas salmonicida. Еще более предпочти-
тельными являются Actinomicetales, такие как Corynebacteria, в особенности Corynebacterium glutamicum 
и Nocardia. Особенно предпочтительны Streptomycetaceae, такие как Streptomyces, в особенности  
S.lividans. 

Микробный хозяин может быть использован для экспрессии гена галактозидазы, например  
Eubacteria, Archea или Fungi, в том числе дрожжи. Предпочтительными являются Eubacteria, например 
Firmicutes (грамположительные бактерии с низким содержанием ГЦ), такие как Bacillus subtilis и другие 
виды Bacillus, молочно-кислые бактерии, такие как виды рода Lactobacillus и Lactococcus. 

Предпочтительны также грамотрицательные Proteobacteria, в частности Gammaproteobacteria, такие 
как виды хозяев, принадлежащие к роду Pseudomonas, Xanthomonas, Citrobacter и Escherichia, особенно 
Escherichia coli. 

Предпочтительно, когда вид хозяина является грамположительным экспрессирующим хозяином, 
таким как Aeromonas salmonicida, Streptomyces lividans или Corynebacterium glutamicum, как подробно 
описано в заявке GB № 0513859.9. 

В другом варианте осуществления клетка-хозяин относится к тому же роду, что нативный вид хо-
зяина, т.е. рекомбинантный ген интродуцируют и экспрессируют в виде того же рода, что и вид, из кото-
рого выделен рекомбинантный ген. 

В другом варианте осуществления клетка-хозяин относится к нативному виду хозяина, т.е. реком-
бинантный ген реинтродуцируют и экспрессируют в том же виде, из которого выделен рекомбинантный 
ген. 

Описание трансформации прокариотических хозяев хорошо обосновано в области техники,  
например см. Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2-е изд., 1989, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press). При использовании прокариотического хозяина может потребоваться, чтобы нуклео-
тидная последовательность была соответствующим образом модифицирована перед трансформацией, 
например, посредством удаления интронов. 

В другом варианте осуществления трансгенный организм может быть представлен дрожжами. 
Клетки филаментозных грибов можно трансформировать, используя различные методы, известные 

в области техники, например способом, включающим образование протопластов и трансформацию про-
топластов с последующей регенерацией клеточной стенки известным путем. Использование Aspergillus в 
качестве микроорганизма-хозяина описано в заявке ЕР 0238023. 

Другим организмом-хозяином может быть растение. Обзор основных методик, используемых для 
трансформации растений, можно найти в статьях Potrykus (Annu. Rev. Plant. Physiol. Plant. Mol. Biol. 
(1991), 42: 205-225) и Christou (Agro-Food-Industry Hi-Tech, March/April 1994, 17-27). Дополнительные 
данные по трансформации растений можно найти в ЕР-А-0449375. 

Основные данные по трансформации грибов, дрожжей и растений представлены в следующих раз-
делах. 

Трансформированный гриб. 
Организм-хозяин может представлять собой гриб, такой как филаментозный гриб. Примеры данных 

подходящих хозяев включают любого представителя, принадлежащего родам Thermomyces, Acremonium, 
Aspergillus, Penicillium, Mucor, Neurospora, Trichoderma и т.п. 

Обзор данных по трансформации филаментозных грибов приведен в US-A-5741665, где указывают, 
что стандартные методики трансформации филаментозных грибов и культивирования грибов хорошо 
известны в области техники. Расширенный обзор методик применительно к N.crassa находится, напри-
мер, в статье Davis и de Serres, Methods Enzymol (1971), 17A: 79-143. 
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Дополнительные данные по трансформации филаментрозных грибов приведены в виде обзора в 
US-A-5674707. 

В одном аспекте организм-хозяин может быть из рода Aspergillus, например Aspergillus niger. 
Трансгенный Aspergillus, представленный в настоящем изобретении, можно также получить сле-

дующим образом, например согласно данным Turner G. 1994 (Vectors for genetic manipulation, моногра-
фия под ред. Martinelli S.D., Kinghorn J.R. Aspergillus: 50 years on. Progress in industrial microbiology,  
vol. 29. Elsevier Amsterdam, 1994, p. 641-666). 

Обзор по экспрессии генов в филаментозных грибах приведен в статьях Punt et al. (2002). Trends 
Biotechnol. May 2002; 20(5): 200-6, Archer & Peberdy Crit. Rev. Biotechnol. (1997), 17(4): 273-306. 

Трансформированные дрожжи. 
В другом варианте осуществления трансгенный организм может представлять собой дрожжи. 
Обзор принципов экспрессии гетерологичных генов в дрожжах представлен, например, в Methods 

Mol. Biol. (1995), 49: 341-54 и Curr Opin. Biotechnol. October, 1997; 8(5): 554-60. 
В этом плане дрожжи, такие как виды Saccharomyces cerevisiae или Pichia pastoris (см. FEMS  

Microbiol. Rev. 2000, 24(1): 45-66), можно использовать как носитель экспрессии гетерологичного гена. 
Обзор принципов экспрессии гетерологичных генов в Saccharomyces cerevisiae и секреции продук-

тов генов приведен Е. Hinchcliffe, E. Kenny (1993, монография "Yeast as a vehicle for the expression of  
heterologous genes", Yeasts, vol. 5, Ed. Anthony H. Rose и J. Stuart Harrison, 2-е изд., Academic Press Ltd.). 

Для трансформации дрожжей разработан ряд протоколов. Например, трансгенный Saccharomyces, 
соответствующий настоящему изобретению, можно получить согласно данным, представленным в 
статьях Hinnen et al. (1978, Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA, 75, 1929); Beggs 
J.D. (1978, Nature, London, 275, 104) и Ito H. et al. (1983, J. Bacteriology, 153, 163-168). 

Трансформированные дрожжевые клетки можно отобрать с использованием различных селектив-
ных маркеров, таких как ауксотрофные маркеры, доминантные маркеры устойчивости к антибиотикам. 

Подходящий дрожжевой организм-хозяин можно выбрать из биотехнологически соответствующих 
видов дрожжей, таких как, но без ограничения перечисленным, видов дрожжей, выбранных из Pichia 
spp., Hansenula spp., Kluyveromyces, Yarrowinia spp., Saccharomyces spp., в том числе S.cerevisiae, или 
Schizosaccharomyces spp., в том числе Schizosaccharomyces pombe. 

Штамм метилотрофных дрожжей вида Pichia pastoris можно использовать в качестве организма-
хозяина. 

В одном варианте осуществления организм-хозяин может представлять Hansenula species, такой как 
Н.polymorpha (как описано в WO 01/39544). 

Трансформированные растения/клетки растений. 
Организм-хозяин, соответствующий настоящему изобретению, может представлять собой растение. 

Обзор по основным методикам можно найти в статьях Potrykus (Annu. Rev. Plant. Physiol. Plant. Mol. Biol. 
(1991), 42: 205-225) и Christou (Agro-Food-Industry Hi-Tech, March/April, 1994, 17-27) или в WO 01/16308. 

Секреция. 
Часто требуется, чтобы полипептид секретировался из экспрессирующего хозяина в культуральную 

среду, из которой фермент легко можно выделить. Согласно настоящему изобретению лидерную после-
довательность секреции можно выбрать на основе желательного экспрессирующего хозяина. Гибридные 
сигнальные последовательности также можно использовать в контексте настоящего изобретения. 

Типичными примерами гетерологичных лидерных последовательностей секреции являются после-
довательности, происходящие из грибного гена амилоглюкозидазы (АГ) (glaA - оба варианта из 18 и 24 
аминокислот, например из Aspergillus), гена α-фактора (из дрожжей, например, Saccharomyces,  
Kluyveromyces и Hansenula) или гена α-амилазы (Bacillus). 

Детекция. 
В области техники известен ряд протоколов детекции и измерения экспрессии последовательности 

аминокислот. Примеры включают твердофазный иммуноферментный анализ (ELISA), радиоиммуноана-
лиз (RIA) и сортинг клеток по интенсивности флуоресценции (FACS). 

Широкий ряд меток и методик конъюгирования известен компетентным специалистам в области 
техники и может быть использован в различных анализах нуклеиновых и аминокислот. 

Ряд фирм, таких как Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ), Promega (Madison, WI) и US Biochemical 
Corp (Cleveland, ОН), поставляют коммерческие наборы и протоколы для данных методов. 

Подходящие сигнальные молекулы или метки включают данные радионуклиды, ферменты, флуо-
ресцентные, хемолюминесцентные или хромогенные агенты, а также субстраты, кофакторы, ингибито-
ры, магнитные частицы и т.п. Патенты, представляющие применение данных меток, включают  
US-A-3817837; US-A-3850752; US-A-3939350; US-A-3996345; US-A-4277437; US-A-4275149 и  
US-A-4366241. 

Кроме того, могут быть получены рекомбинантные иммуноглобулины, как показано в  
US-A-4816567. 
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Слитые белки. 
Полипептид, обладающий специфическими свойствами, как определено в данном контексте, можно 

получить в виде слитого белка, например, чтобы способствовать его экстракции и очистке. Примеры 
партнеров слитого белка включают глутатион-S-трансферазу (GST), 6×His, GAL4 (ДНК-связывающие 
домены и/или домены транскрипционной активации) и β-галактозидазу. Может также быть удобным 
включить центр протеолитического расщепления между партнером слитого белка и белковой последова-
тельностью, представляющей интерес, чтобы получить возможность удаления последовательности сли-
того белка. Предпочтительно, когда слитый белок не будет препятствовать активности белковой после-
довательности. 

Системы экспрессии слияния генов в Е.coli описаны в обзоре в Curr. Opin. Biotechnol. (1995), 6(5): 
501-6. 

В другом варианте осуществления изобретения последовательность аминокислот полипептида, об-
ладающего специфическими свойствами, как определено в данном контексте, можно лигировать с гете-
рологичной последовательностью, чтобы кодировать слитый белок. Например, для скрининга пептидных 
библиотек в плане агентов, способных воздействовать на активность субстанции, может быть полезным 
кодировать химерную субстанцию, экспрессирующую гетерологичный эпитоп, который распознается 
коммерчески доступным антителом. 

Теперь изобретение будет описано только в качестве примера со ссылкой на следующие фигуры и 
примеры. 

На фиг. 1 показан профиль активности липидацилтрансферазы (анализ с PNP-каприлатом), полу-
ченный после анионообменной хроматографии (АОХ). 

На фиг. 2 показаны результаты анализа SDS-PAGE (электрофореза в полиакриламидном геле с ис-
пользованием додецилсульфата натрия) очищенных фракций липидацилтрансферазы (4-12% Mes, +DTT, 
на гель наносят 40/10 мкл образца): 

дорожка 1 - образец липидацилтрансферазы после обессоливания, на гель наносят 40 мкл; 
дорожка 2 - образец липидацилтрансферазы после обессоливания, на гель наносят 10 мкл; 
дорожка 3 - очищенная липидацилтрансфераза липаза после АОХ (объединенные фракции 27-39), 

на гель наносят 40 мкл; 
дорожка 4 - очищенная липидацилтрансфераза липаза после АОХ (объединенные фракции 27-39, на 

гель наносят 10 мкг. 
На фиг. 3 показаны результаты ТСХ (растворитель 4) продуктов реакции, полученных при обработ-

ке липидацилтрансферазой образцов соевого масла согласно табл. 2. В качестве контроля анализируют 
также фосфатидилхолин (ФХ). 

На фиг. 4 показаны результаты ТСХ (растворитель 1) продуктов реакции, полученных при обработ-
ке липидацилтрансферазой образцов соевого масла согласно табл. 2. В качестве контроля анализируют 
также свободную жирную кислоту (СЖК) и моно-ди-триглицерид (TRI/DI/MONO). 

На фиг. 5 показаны результаты ТСХ (растворитель 5) продуктов реакции, полученных при обработ-
ке липидацилтрансферазой образцов соевого масла согласно табл. 2. В качестве контроля анализируют 
также холестерин (CHL) и холестериновый эфир (CHL-эфир). 

На фиг. 6 показаны результаты ТСХ (растворитель 4) продуктов реакции, полученных при обработ-
ке липидацилтрансферазой или Lecitase Ultra™ образцов соевого масла согласно табл. 3 в течение 20 ч. 

На фиг. 7 показаны результаты ТСХ (растворитель 5) продуктов реакции, полученных при обработ-
ке липидацилтрансферазой или Lecitase Ultra™ образцов соевого масла согласно табл. 3 в течение 20 ч. В 
качестве контролей анализируют также холестериновый эфир (CHL-эфир); моно-ди-триглицерид 
(MONO/DI/TRI) и растительный стерин. Указана также идентификация свободной жирной кислоты 
(СЖК). 

На фиг. 8 показаны результаты ТСХ (растворитель 4) продуктов реакции, полученных при обработ-
ке липидацилтрансферазой или Lecitase Ultra™ образцов соевого масла согласно табл. 3 в течение 4 ч. 

На фиг. 9 показаны результаты ТСХ (растворитель 5) продуктов реакции, полученных при обработ-
ке липидацилтрансферазой или Lecitase Ultra™ образцов соевого масла согласно табл. 3 в течение 4 ч. В 
качестве контролей анализируют также холестериновый эфир (CHL-эфир); моно-ди-триглицерид 
(MONO/DI/TRI) и растительный стерин. Указана также идентификация свободной жирной кислоты 
(СЖК). 

На фиг. 10 показана последовательность аминокислот зрелой липидацилтрансферазы (GCAT) му-
тантного Aeromonas salmonicida с мутацией Asn80Asp (а именно, аминокислоты 80 в зрелой последова-
тельности). 

На фиг. 11 показана последовательность аминокислот (SEQ ID NO: 1) липидацилтрансферазы и 
Aeromonas hydrophila (ATCC #7965). 

На фиг. 12 показана консенсусная последовательность pfam00657 из базы данных version 6  
(SEQ ID NO: 2). 
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На фиг. 13 показана последовательность аминокислот (SEQ ID NO: 3), полученная из организма 
Aeromonas hydrophila (P10480; GI:121051). 

На фиг. 14 показана последовательность аминокислот (SEQ ID NO: 4), полученная из организма 
Aeromonas salmonicida (AAG098404; GI:9964017). 

На фиг. 15 показана последовательность аминокислот (SEQ ID NO: 5), полученная из организма 
Streptomyces coelicolor A3(2) (Genbank, регистрационный номер NP 631558). 

На фиг. 16 показана последовательность аминокислот (SEQ ID NO: 6), полученная из организма 
Streptomyces coelicolor A3(2) (Genbank, регистрационый номер САС42140). 

На фиг. 17 показана последовательность аминокислот (SEQ ID NO: 7), полученная из организма 
Saccharomyces cerevisiae (Genbank, регистрационый номер Р41734). 

На фиг. 18 показана последовательность аминокислот (SEQ ID NO: 8), полученная из организма 
Ralstonia (Genbank, регистрационый номер AL646052). 

На фиг. 19 показана SEQ ID NO: 9. Белок Scoe1 NCBI, регистрационный код САВ39707.1, консер-
вативный гипотетический белок GI:4539178 [Streptomyces coelicolor A3(2)]. 

На фиг. 20 показана последовательность аминокислот, представленная как SEQ ID NO: 10. Белок 
Scoel NCBI, регистрационный код САВ39707.1, консервативный гипотетический белок GI:4539178  
[Streptomyces coelicolor A3(2)]. 

На фиг. 21 показана последовательность аминокислот (SEQ ID NO: 11). Белок Scoe3 NCBI, регист-
рационный код САВ88833.1. Предполагаемый секретируемый белок GI:7635996 [Streptomyces coelicolor 
A3(2)]. 

На фиг. 22 показана последовательность аминокислот (SEQ ID NO: 12). Белок Scoe4 NCBI, регист-
рационный код САВ89450.1 Предполагаемый секретируемый белок GI:7672261 [Streptomyces coelicolor 
A3(2)]. 

На фиг. 23 показана последовательность аминокислот (SEQ ID NO: 13). Белок Scoe5 NCBI, регист-
рационный код САВ62724.1, предполагаемый липопротеин GI:6562793 [Streptomyces coelicolor A3(2)]. 

На фиг. 24 показана последовательность аминокислот (SEQ ID NO: 14). Белок Srim1 NCBI, регист-
рационный код AAK84028.1 GDSL-липаза GI:15082088 [Streptomyces rimosus]. 

На фиг. 25 показана последовательность аминокислот (SEQ ID NO: 15) липидацилтрансферазы из 
Aeromonas salmonicida sub sp.salmonicida (ATCC#14174). 

На фиг. 26 показаны результаты ТСХ (растворитель 4) образцов 1-10 неочищенного соевого масла, 
обработанного в течение 20 ч ферментами согласно табл. 4. ФХ означает фосфатидилхолин, добавлен-
ный в 5 различных концентрациях (контрольный материал). 

На фиг. 27 показаны результаты ТСХ (растворитель 5) продуктов реакции, полученных при обра-
ботке липидацилтрансферазой или Lecitase Ultra™ неочищенного соевого масла согласно табл. 4 (20 ч). 
В качестве контролей анализируют также холестериновый эфир (CHL-эфир); моно-ди-триглицерид 
(MONO/DI/TRI) и растительный стерин. Указана также идентификация свободной жирной кислоты 
(СЖК). 

На фиг. 28 показана SEQ ID NO: 17, которая представляет собой последовательность аминокислот 
липидацилтрансферазы из Candida parapsilosis. 

На фиг. 29 показана SEQ ID NO: 18, которая представляет собой последовательность аминокислот 
липидацилтрансферазы из Candida parapsilosis. 

На фиг. 30 показан сравнительный анализ 1. 
На фиг. 31 показана SEQ ID NO: 19. Белок Scoe1 NCBI, регистрационный код САВ39707.1 Консер-

вативный гипотетический белок GI:4539178 [Streptomyces coelicolor A3(2)]. 
На фиг. 32 показана последовательность аминокислот (SEQ ID NO: 25) слитой конструкции, ис-

пользуемой для мутагенеза гена липидацилтрансферазы Aeromonas hydrophila. Подчеркнутые аминокис-
лоты представляют собой сигнальный пептид ксиланазы. 

На фиг. 33 показана последовательность полипептида фермента липидацилтрансферазы из  
Streptomyces (SEQ ID NO: 26). 

На фиг. 34 показана последовательность полипептида фермента липидацилтрансферазы из  
Thermobifida (SEQ ID NO: 27). 

На фиг. 35 показана последовательность полипептида фермента липидацилтрансферазы  
Thermobifida (SEQ ID NO: 28). 

На фиг. 36 показан полипептид фермента липидацилтрансферазы из Corynebacterium efficiens, 
GDSX, 300 аминокислот (SEQ ID NO: 29). 

На фиг. 37 показан полипептид фермента липидацилтрансферазы из Novosphingobium  
aromaticivorans, GDSX, 284 аминокислоты (SEQ ID NO: 30). 

На фиг. 38 показан полипептид фермента липидацилтрансферазы из Streptomyces coelicolor, GDSX, 
269 аминокислот (SEQ ID NO: 31). 

На фиг. 39 показан полипептид фермента липидацилтрансферазы из Streptomyces avermitilis, GDSX, 
269 аминокислот (SEQ ID NO: 32). 

На фиг. 40 показан полипептид фермента липидацилтрансферазы из Streptomyces (SEQ ID NO: 33). 
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На фиг. 41 показано изображение в виде ленты кристаллической структуры 1IVN.PDB, которая со-
держит глицерин в активном центре. Фиг. 41 получена с использованием программы отображения Deep 
View Swiss-PDB. 

На фиг. 42 показана кристаллическая структура 1IVN.PDB, вид сбоку, получено при использовании 
программы отображения Deep View Swiss-PDB, с молекулой глицерина в активном центре - остатки гли-
церина активного центра в радиусе 10 Å представлены черным цветом. 

На фиг. 43 показан сравнительный анализ 2. 
На фиг. 44 показана последовательность аминокислот (SEQ ID NO: 34), полученная из организма 

Aeromonas hydrophila (P10480; GI:121051) (а именно, представляющая собой зрелую последователь-
ность). 

На фиг. 45 показана последовательность аминокислот (SEQ ID NO: 35) зрелой липидацилтрансфе-
разы (GCAT) мутантного Aeromonas salmonicida (a именно, представляющая собой зрелую последова-
тельность). 

На фиг. 46 показана нуклеотидная последовательность (SEQ ID NO: 36) из Streptomyces  
thermosacchari. 

На фиг. 47 показана последовательность аминокислот (SEQ ID NO: 37) из Streptomyces  
thermosacchari. 

На фиг. 48 показана последовательность аминокислот (SEQ ID NO: 38) из Thermobifida fusca/GDSX, 
548 аминокислот. 

На фиг. 49 показана нуклеотидная последовательность (SEQ ID NO: 39) из Thermobifida fusca. 
На фиг. 50 показана последовательность аминокислот (SEQ ID NO: 40) из Thermobifida fusca/GDSX. 
На фиг. 51 показана последовательность аминокислот (SEQ ID NO: 41) из Corynebacterium  

efficiens/GDSX, 300 аминокислот. 
На фиг. 52 показана нуклеотидная последовательность (SEQ ID NO: 42) из Corynebacterium 

efftciens. 
На фиг. 53 показана последовательность аминокислот (SEQ ID NO: 43) из S.coelicolor/GDSX, 268 

аминокислот. 
На фиг. 54 показана нуклеотидная последовательность (SEQ ID NO: 44) из S.coelicolor. 
На фиг. 55 показана последовательность аминокислот (SEQ ID NO: 45) из S.avermitilis. 
На фиг. 56 показана нуклеотидная последовательность (SEQ ID NO: 46) из S.avermitilis. 
На фиг. 57 показана последовательность аминокислот (SEQ ID NO: 47) из Thermobifida fusca/GDSX. 
На фиг. 58 показана нуклеотидная последовательность (SEQ ID NO: 48) из Thermobifida 

fusca/GDSX. 
На фиг. 59 показаны результаты ТСХ (растворитель 4) продуктов реакции, полученных при обра-

ботке ферментом образцов неочищенного соевого масла согласно табл. 6. В качестве контролей анализи-
руют также фосфатидилхолин (ФХ). Указаны также фосфатидилэтаноламин (ПЭ) и лизофосфатидилхо-
лин (ЛФХ). 

На фиг. 60 показаны результаты ТСХ (растворитель 5) продуктов реакции, полученных при обра-
ботке ферментом образцов неочищенного соевого масла согласно табл. 6. Контроли: холестериновый 
эфир, моно-ди-триглицерид и растительный стерин. Указана также свободная жирная кислота (СЖК). 

На фиг. 61 показан сравнительный анализ L131 и гомологов из S.avermitilis и T.fusca, который ил-
люстрирует, что имеется консервативность мотива GDSX (GDSY в L131 и S.avermitilis и T.fusca), бокса 
GANDY, который представляет собой либо GGNDA, либо GGNDL, и блока НРТ (считают, что он явля-
ется консервативным каталитическим гистидином). Данные три консервативных блока выделены. 

Примеры 
Целью данного исследования является изучить возможное применение липидацилтрансферазы  

(в некоторых случаях обозначаемой в данном контексте как глицерофосфолипидхолестерин-
ацилтрансфераза (GCAT)) для рафинирования гидратацией растительного масла, например соевого мас-
ла, подсолнечного масла и рапсового масла. 

Одной из целей данного исследования является изучить, является ли, в частности, мутант  
липидацилтрансферазы (N80D) более подходящим ферментом для рафинирования гидратацией. Из более 
ранних исследований известно, что липидацилтрансферазы (особенно GCATs) катализируют перенос 
ацила жирной кислоты с фосфолипид на стерины с образованием лизолецитина и сложных стериновых 
эфиров. 

Настоящее исследование проводят на модели, основанной на рафинированном соевом масле, в ко-
торое добавляют фосфатидилхолин и растительные стерины. Данную модель выбирают, поскольку легче 
анализировать продукт реакции в модельной системе вместо использования неочищенного соевого масла. 

Ферментативные способы рафинирования гидратацией растительных масел, включая соевое масло 
и рапсовое масло, в последние годы расширяются, поскольку данный способ является более дешевым и 
более подходящим способом удаления лецитинов из масла. Фермент, используемый для рафинирования 
масла гидратацией, представляет собой фосфолипазу A1 (Lecitase Ultra™ или фосфолипазу поджелудоч-
ной железы А2 - Novozymes A/S, Дания). 



014985 

- 37 - 

Одним из преимуществ фермента, представленного в настоящем изобретении, при использовании в 
рафинировании гидратацией по сравнению с фосфолипазой А1, соответствующей предшествующему 
уровню техники, является то, что фермент, представленный в настоящем изобретении, способствует об-
разованию сложных стериновых эфиров в процессе рафинирования гидратацией и участвует в накопле-
нии сложных стериновых эфиров, которое не достигается с используемой в настоящее время фосфолипа-
зой A1 (Lecitase Ultra™). 

Материалы и способы. 
Ферменты. 
Липидацилтрансфераза, представленная в настоящем изобретении: фермент Aeromonas salmonicidae 

с мутацией Asn80Asp (аминокислота 80 зрелого фермента) (SEQ ID NO: 16 (см. фиг. 10)); Lecitase Ultra 
(#3108) фирмы Novozymes, Дания. 

Соевое масло: масло соевое IP (соответствующее Международной фармакопее) (номер продукта: 
005018/партия № T-618-4). 

Лецитин: L-α-фосфатидилхолин 95% растительный (фирмы Avanti No 441601). 
Растительный стерин: генерол 122 N фирмы Henkel, Германия. 
Токоферол: α-токоферол (номер продукта: 050908/партия № 4010140554). 
Активность фосфолипазы. 
Субстрат. 
0,6% L-α-фосфатидилхолин 95% растительный (фирмы Avanti No 441601), 0,4% Тритон-Х100 

(фирмы Sigma Х-100) и 5 мМ CaCl2 растворяют в 0,05 М буфера HEPES, рН 7. 
Способ анализа. 
400 мкл субстрата вносят в эппендорфовскую пробирку объемом 1,5 мл и помещают в термосмеси-

тель Eppendorf при 37°С в течение 5 мин. В точке времени t=0 мин добавляют 50 мкл раствора фермента. 
Анализируют также контроль с добавлением воды вместо фермента. Образец смешивают при  
10×100 об/мин в термосмесителе Eppendorf при 37°С в течение 10 мин. В точке времени t=10 мин эппен-
дорфовскую пробирку помещают в другой термосмеситель при 99°С на 10 мин, чтобы остановить реак-
цию. 

Свободную жирную кислоту в образцах анализируют с использованием набора NEFA С фирмы 
WAKO GmbH. 

Активность фермента PLU-NEFA рН 7 рассчитывают как микромоли жирной кислоты, образую-
щейся в минуту в условиях анализа. 

ВЭТСХ (высокоэффективная тонкослойная хроматография). 
Устройство для нанесения: автоматический дозатор для ТСХ 4, CAMAG. 
Пластинка для ВЭТСХ: 20×10 см, Merck No 1.05641. Перед использованием активируют в течение 

30 мин при 160°С. 
Нанесение: 1 мкл 8% раствора масла в буфере наносят на пластинку для ВЭТСХ, используя автома-

тическое устройство для нанесения. 
Подвижный буфер 1: Р-эфир:метил-трет-бутиловый эфир:уксусная кислота 60:40:1. 
Подвижный буфер 4: хлороформ:метанол:вода 75:25:4. 
Подвижный буфер 5: Р-эфир:метил-трет-бутиловый эфир:уксусная кислота 70:30:1. 
Время нанесения/элюции: 
подвижный буфер 1 - 12 мин; 
подвижный буфер 4 - 20 мин; 
подвижный буфер 5 - 10 мин. 
Проявление. 
Пластинку сушат в сушильном шкафу при 160°С в течение 10 мин, охлаждают и погружают в 6% 

ацетат меди в 16% Н3РО4. Дополнительно сушат в течение 10 мин при 160°С и непосредственно анали-
зируют. 

Пример 1. Очистка фермента. 
Образец: образец липидацилтрансферазы (Asn80Asp) (SEQ ID NO: 16) фильтруют через фильтр 

0,8/0,22 мкм. Собирают 510 мл фильтрата. 
Стадия 1. Обессоливание, Sephadex 25 G, 3,2 л геля (10 см cm id). 
Колонку Sephadex готовят, как описано изготовителем (Amersham biosciences). Колонку уравнове-

шивают 20 мМ Na-P-буфера, рН 8,0. Образец (510 мл) наносят на колонку при скорости потока  
25 мл/мин. Собирают 815 мл обессоленного образца и хранят при 4°С. 
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Стадия 2. Анионообменная хроматография, Q-Sepharose FF 300 мл геля (XK 50). 
Колонку Q-Sepharose FF готовят, как описано изготовителем (Amersham biosciences). Колонку 

уравновешивают 20 мМ Na-P-буфера, рН 8,0. Обессоленный образец наносят на колонку при скорости 
потока 15 мл/мин. Затем колонку промывают буфером А. Липазу элюируют линейным градиентом  
0-0,4 М NaCl в 20 мМ Na-P-буфера (рН 8,0, буфер В). За время полного прохождения колонки собирают 
фракции по 15 мл. Липазу элюируют приблизительно при 0,2 М NaCl и при просмотре фракций актив-
ность липазы не определяют. 

Анализ фермента на основе PNP-каприлата. 
Анализ осуществляют при использовании PNP-каприлата в качестве субстрата следующим обра-

зом. 
10 мг субстрата растворяют в 1 мл этанола и смешивают с 9 мл 50 мМ буфера Трис-HCl (рН 7,3), 

содержащего 0,4% ТХ100. 
240 мкл субстрата предварительно инкубируют при 35°С. Реакцию инициируют добавлением  

25 мкл образца/контроля. Смесь инкубируют при 35°С в течение 5 мин при встряхивании. С помощью 
спектрофотометра непрерывно измеряют образование PNP при длине волны 410. Контрольный образец 
включает все компоненты с буфером вместо образца. 

Одну единицу активности липазы определяют как количество фермента, высвобождающего 1 мкл 
свободной каприловой кислоты в минуту при 35°С. 

Определение молекулярной массы и чистоты. 
SDS-PAGE (гель-электрофорез в полиакриламидном геле с использованием додецилсульфата на-

трия) проводят на 4-12% геле Nu-PAGE (+DTT) и окрашивают кумасси согласно инструкциям изготови-
теля (Novex, USA). Стандартным маркером является See Blue Plus2, полученный от фирмы Novex, USA. 

Результаты. 
Хроматограмма, полученная при очистке ионообменной хроматографией (АОХ) мутанта N80D ли-

пидацилтрансферазы, представлена на фиг. 1. Собранные фракции анализируют на активность липазы 
(на основе анализа PNP-каприлата). Активность фракций иллюстрируют на фиг. 1а. 

Фракции, содержащие активность липидацилтрансферазы (27-39, 195 мл), объединяют. Конечное 
выделение частично очищенной липидацилтрансферазы составляет приблизительно 80% (на основе ана-
лиза PNP-каприлата). 

Фракции очищенной липидацилтрансферазы подвергают гель-электрофорезу SDS-PAGE. 
Гель SDS-PAGE показывает белок липидацилтрансферазы молекулярной массы приблизительно  

28 кД. Частично очищенная липидацилтрансфераза включает минорную примесь молекулярной массы 
приблизительно 10 кД (см. фиг. 2). 

Объединенные фракции липидацилтрансферазы 27-39 после АОХ анализируют на активность фос-
фолипазы, получая результат 20,4 PLU-7/мл. 

Полная схема очистки представлена в табл. 1, в которой липидацилтрансфераза частично очищена с 
выходом 80%. 

Таблица 1 
Очистка липидацилтрансферазы 

 
Пример 2. Эксперимент по рафинированию гидратацией. 
Образец липидацилтрансферазы из примера 1 используют для исследований по рафинированию 

гидратацией в препаратах, представленных в табл. 2. 
Растительный стерин, α-токоферол и фосфатидилхолин растворяют в соевом масле нагреванием 

масла до 90°С. Затем масло охлаждают приблизительно до 40°С и добавляют фермент. Образец поме-
щают при 40°С в течение 17 ч при перемешивании и затем образец берут для анализа ВЭТСХ путем рас-
творения образца в смеси хлороформ:метанол 2:1. 
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Таблица 2 
Модели соевого масла с α-токоферолом и растительным стерином,  

используемые для тестирования липидацилтрансферазы. 

 
Результаты анализа ВЭТСХ представлены на фиг. 3 и 4. 
Результаты ТСХ, представленные на фиг. 3, ясно показывают, что фосфатидилхолин удаляется поч-

ти на 100% при добавлении к маслу липидацилтрансферазы. Только образец 10 включает небольшое ко-
личество фосфатидилхолина. Образец 10 имеет самое высокое количество воды, которое указывает на 
то, что в плане рафинирования гидратацией фермент может работать лучше в составах с низким содер-
жанием воды или это можно объяснить тем фактом, что, поскольку образец 10 включает 5% воды, обра-
зуется двухфазная система, которая могла бы привести к меньшей степени контакта реагентов и фермента. 

Из результатов, приведенных на фиг. 4, видно, что образуется небольшое количество жирных ки-
слот, но, когда стерин или α-токоферол также имеются в масле, количество свободных жирных кислот 
ниже, поскольку жирные кислоты из фосфатидилхолина переносятся на стерин или токоферол с образо-
ванием сложных стериновых эфиров и сложных эфиров токоферола. 

Образование сложных стериновых эфиров ясно видно из результатов ТСХ, представленных на  
фиг. 5. Следует отметить, что в используемом ссылочном материале сложный холестериновый эфир 
имеет такое же время удержания, как сложные эфиры растительных стеринов. 

Пример 3. Эксперимент по рафинированию гидратацией (2). 
В другом эксперименте объединенные фракции липидацилтрансферазы 27-39, полученные при 

АОХ хроматографии, тестируют с различными дозами фермента и концентрациями воды в соевом масле 
с фосфатидилхолином и растительным стерином. В данном эксперименте тестируют также коммерче-
скую фосфолипазу Lecitase Ultra™ в концентрации, рекомендованной изготовителем для рафинирования 
гидратацией. Состав образцов для данного эксперимента приведен в табл. 3. 

Таблица 3 
Модель соевого масла с растительным стерином,  

используемая для тестирования липидацилтрансферазы и Lecitase Ultra™ 

 
Растительный стерин и фосфатидилхолин растворяют в соевом масле нагреванием до 95°С при пе-

ремешивании. Затем масло охлаждают до 40°С и добавляют ферменты. Образец поддерживают при 40°С 
при перемешивании с помощью магнитной мешалки и отбирают образцы через 4 и 20 ч и анализируют с 
помощью ТСХ. Результаты анализа ВЭТСХ образцов, взятых через 4 и 20 ч, представлены на фиг. 6-9. 

Результаты ВЭТСХ показывают, что самая низкая доза липидацилтрансферазы (0,4%, соответст-
вующие 0,08 PLU-7/г масла) достаточна для удаления фосфатидилхолина в соевом масле через время 
реакции 20 ч. Показывают также, что самая высокая доза воды (5%), по-видимому, оказывает вредное 
воздействие на липидацилтрансферазу в плане гидролиза фосфатидилхолина в масле. Вследствие этого 
предполагают, что самая низкая степень гидролиза в образце с самым высоким уровнем липидацил-
трансферазного превращения объясняется тем фактом, что в образец добавляют также больше воды. На-
против, показано, что Lecitase Ultra™ имеет более низкую степень гидролиза фосфатидилхолина при бо-
лее низкой дозе воды (1%), тогда как Lecitase Ultra™ почти полностью удаляет фосфатидилхолин в об-
разце с 5% воды. 
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Результаты, представленные на фиг. 7, также показывают, что основная часть растительного стери-
на превращается в сложный эфир растительного стерина в образцах, обработанных липидацилтрансфе-
разой, тогда как в образцах, обработанных Lecitase Ultra™, не образуется никаких сложных стериновых 
эфиров. На фиг. 7 показано, что Lecitase Ultra™ дает больше свободных жирных кислот (СЖК), чем ли-
пидацилтрансфераза. 

Заключение. 
Эксперименты по рафинированию на модели соевого масла, включающего фосфатидилхолин, рас-

тительный стерин и токоферол, показывают, что частично очищенный фермент липидацилтрансфераза 
способен удалять все примеси фосфатидилхолина с образованием сложных эфиров растительного стери-
на с образованием только маленьких количеств свободных жирных кислот. 

Одним из дополнительных преимуществ липидацилтрансферазы является образование сложных 
стериновых эфиров и, в частности, сложного эфира токоферола, поскольку сложные стериновые эфиры 
(в том числе сложный эфир токоферола) обладают благоприятным воздействием на состояние здоровья. 
При обычной переработке пищевого масла после рафинирования гидратацией водную фазу, включаю-
щую гидролизованный полярный липид (например, фосфолипид и/или гликолипид), отделяют от масла. 
Как принято, стерины удаляют из пищевого масла в процессе рафинирования масла (это иногда называ-
ют дезодорацией). Однако сложные стериновые эфиры (и сложный эфир токоферола) устойчивы к дезо-
дорации и, таким образом, остаются в масле. Накопление сложных стериновых эфиров в масле является 
привлекательным моментом, поскольку показано, что повышенный уровень поглощения сложных эфи-
ров растительных стеринов снижает риск сердечно-сосудистых заболеваний у человека. 

Эксперимент также показывает, что липидацилтрансфераза способна к образованию сложных эфи-
ров токоферола, которые будут накапливаться в масле. 

Данный факт вносит вклад в повышение стабильности масла к окислению и, таким образом, пред-
ставляет собой дополнительное преимущество использования липидацилтрансферазы, представленной в 
настоящем изобретении, для рафинирования гидратацией. 

Пример 4. Эксперимент по рафинированию гидратацией неочищенного масла. 
В другом эксперименте объединенные фракции липидацилтрансферазы 27-39, полученные при 

АОХ хроматографии, тестируют при различных дозах фермента и концентрациях воды в неочищенном 
соевом масле (перед рафинированием гидратацией), полученном от фирмы The Solae Company, Aarhus, 
Дания. В данном эксперименте тестируют также коммерческую фосфолипазу Lecitase Ultra™ в концен-
трации, рекомендованной изготовителем для рафинирования гидратацией. Состав образцов для данного 
эксперимента представлен в табл. 4. 

Образцы помещают в нагревательное устройство при 40°С при перемешивании с помощью магнит-
ной мешалки. Образцы вынимают через 20 ч для проведения анализа. 

Таблица 4 

 
Образцы масла анализируют ВЭТСХ, получая результаты, представленные на фиг. 26 и 27. 
Анализ ТСХ, приведенный на фиг. 26, показывает, что липидацилтрансфераза эффективно удаляет 

фосфолипиды в неочищенном соевом масле, не оставляя в образце лизолецитин (см. образец 3, 4, 6 и 7). 
Lecitase Ultra™ также удаляет фосфолипид (ФХ), но на хроматограмме остаются некоторые полосы, ко-
торые, как предполагают, представляют собой лизолецитин. Показано также, что липидацилтрансфераза 
работает в среде с очень низким содержанием воды, но для действия Lecitase Ultra™ требуется содержа-
ние воды 1-5%. 

Результаты на фиг. 27 подтверждают, что липидацилтрансфераза превращает свободный стерин в 
сложные стериновые эфиры и Lecitase Ultra™ не оказывает воздействия на стерины. На фиг. 27 также 
показано, что некоторые свободные жирные кислоты образуются в обоих образцах, с липидацилтранс-
феразой и Lecitase Ultra™. Причину образования свободных жирных кислот с липидацилтрансферазой 
объясняют тем фактом, что не имеется достаточно доступного донора ацила (стерина) и, вследствие это-
го, происходит также гидролиз. 

Образцы 1, 2, 3, 6, 8 и 10 из табл.4 анализируют с помощью ГЖХ и определяют количество стери-
нов и сложных стериновых эфиров. Результаты представлены в табл. 5. 
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Таблица 5 
Анализ ГЖХ стеринов и сложных стериновых эфиров в неочищенном  

соевом масле, обработанном ферментом (см. табл. 4) 

 
Результаты, приведенные в табл. 5, подтверждают способность липидацилтрансферазы, представ-

ленной в настоящем изобретении, превращать весь стерин в неочищенном соевом масле в сложный сте-
риновый эфир, и коммерческая фосфолипаза Lecitase Ultra™ не показывает действия на стерин. 

Заключение. 
Действие липидацилтрансферазы, представленной в настоящем изобретении, на неочищенное со-

евое масло, подтверждает, что липидацилтрансфераза, представленная в настоящем изобретении, эффек-
тивно удаляет фосфолипиды в неочищенном соевом масле с одновременным образованием сложных сте-
риновых эфиров. 

Пример 5. 
В другом эксперименте фосфолипазу из Streptomyces thermosacchari L131 тестируют в неочищен-

ном соевом масле. 
Результаты подтверждают, что фосфолипаза Streptomyces thermosacchari L131 эффективно гидроли-

зует фосфолипиды в неочищенном соевом масле и представляет собой подходящий альтернативный 
фермент для рафинирования растительных масел гидратацией. 

Способы ферментативного рафинирования гидратацией растительных масел, в том числе соевого 
масла и рапсового масла, в настоящее время расширяются, поскольку данный способ является менее до-
рогим и более подходящим способом удаления лецитинов из растительных масел. Фермент, коммерче-
ски используемый для рафинирования масла гидратацией, представляет собой микробную фосфолипазу 
А1 или фосфолипазу А2 животного происхождения. 

(Фосфо)липидацилтрансфераза Streptomyces thermosacchari L131 представляет собой другой фер-
мент, который можно использовать для рафинирования гидратацией. 

Введение. 
Целью настоящего исследования является изучить возможное применение липидацилтрансферазы 

из Streptomyces thermosacchari L131 для рафинирования гидратацией растительного масла, например со-
евого масла, подсолнечного масла и рапсового масла. 

Традиционно для рафинирования масел гидратацией используют два способа, физическое рафини-
рование гидратацией и химическое рафинирование гидратацией. Ранее в 1990-е гг. разработан фермента-
тивный способ рафинирования гидратацией на основе использования фосфолипазы поджелудочной же-
лезы. Поскольку данный фермент некошерный, фосфолипазу заменяют микробной фосфолипазой А1. 
Ферментативный способ имеет некоторые преимущества относительно химического или физического 
способов рафинирования гидратацией, включая снижение себестоимости, повышенный выход и процесс, 
более благоприятный для окружающей среды. 

Целью настоящего исследования является изучить, может ли липидацилтрансфераза из  
Streptomyces thermosacchari L131 быть подходящим ферментом для рафинирования гидратацией. Из вы-
шеописанных исследований известно, что Streptomyces thermosacchari L131 обладает гидролитическими 
свойствами в отношении галактолипидов и фосфолипидов, не проявляя какой-либо активности в отно-
шении триглицеридов, и предполагают, что данный фермент способствует также реакциям трансферазы 
в некоторых средах с низким содержанием воды. Данное исследование проводят в неочищенном соевом 
масле с естественным содержанием фосфолипидов. 

Материалы и способы. 
Фермент. 
K371(jour 2390-30): Streptomyces thermosacchari L131/S.lividans, лиофилизированный на крахмале. 
(Активность: 108 PLU-7/г). 
Lecitase Ultra (#3108) фирмы Novozymes, Дания. 
Сложный эфир холестеразы, фирма Fluka 26950. 
Растительный стерин: Generol 122 N фирмы Henkel, Германия. 
Неочищенное соевое масло фирмы The Solae Company, Орхус, Дания. 
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Лецитин: L-α фосфатидилхолин 95%, растительный (фирмы Avanti No 441601). 
Активность фосфолипазы. 
Субстрат. 
0,6% L-α фосфатидилхолина растительного 95% (фирмы Avanti No 441601), 0,4% Тритон-Х100 

(фирмы Sigma Х-100) и 5 мМ CaCl2 растворяют в 0,05 М буфере HEPES, рН 7. 
Методика анализа. 
400 мкл субстрата вносят в эппендорфовскую пробирку объемом 1,5 мл и помещают в термосмеси-

тель Eppendorf при 37°С на 5 мин. В точке времени t=0 мин добавляют 50 мкл раствора фермента. Кроме 
того, анализируют контроль с водой вместо фермента. Образец перемешивают при 10×100 об/мин в тер-
мосмесителе Eppendorf при 37°С в течение 10 мин. В точке времени t=10 мин реакцию останавливают, 
помещая эппендорфовскую пробирку в другой термосмеситель при 99°С на 10 мин. 

Содержание свободной жирной кислоты в образцах анализируют с использованием набора NEFA С 
фирмы WAKO GmbH. 

Активность фермента PLU-NEFA рН 7 рассчитывают как количество микромолей жирной кислоты, 
образующейся в минуту в условиях реакции. 

ГЖХ (газовая хроматография). 
Капиллярный газовый хроматограф Perkin Elmer 8420, снабженный слитой силикагелевой колонкой 

WCOT 12,5 м×0,25 мм ID×0,1 мкм 5% фенил-метил-силикон (СР Sil 8 СВ фирмы Crompack). 
Носитель: гелий. 

 
Получение образца. 
Липид, экстрагированный из 0,2 г образца, растворяют в 2 мл смеси гептан:пиридин 2:1, включаю-

щей внутренний стандарт гептадекан, 2 мг/мл. 500 мкл образца переносят в изогнутую пробирку. Добав-
ляют 100 мкл MSTFA (N-метил-N-триметилсилил-трифорацетамид) и инкубируют реакцию в течение  
15 мин при 90°С. 

ВЭТСХ. 
Устройство для нанесения: автоматический дозатор для ТСХ 4, CAMAG. 
Пластинка для ВЭТСХ: 20×10 см, Merck No 1.05641. Перед использованием активируют в течение 

30 мин при 160°С. 
Нанесение: 1 мкл 8% раствора масла в буфере наносят на пластинку для ВЭТСХ, используя автома-

тическое устройство для нанесения для ТСХ. 
Подвижный буфер 4: хлороформ:метанол:вода 75:25:4. 
Подвижный буфер 5: Р-эфир:метил-трет-бутиловый эфир:уксусная кислота 70:30:1. 
Время нанесения/эволюции: 
подвижный буфер 4 - 20 мин; 
подвижный буфер 5 - 10 мин. 
Проявление. 
Пластинку сушат в сушильном шкафу при 160°С в течение 10 мин, охлаждают и погружают в 6% 

ацетат меди в 16% Н3РО4. Дополнительно сушат в течение 10 мин при 160°С и непосредственно анали-
зируют. 

Результаты. 
Эксперимент по рафинированию гидратацией. 
Для исследований по рафинированию гидратацией используют Streptomyces thermosacchari L131 в 

составах, приведенных в табл. 6. 
Образцы помещают при 40°С в течение 18 ч при перемешивании, после чего отбирают образец для 

анализа ВЭТСХ посредством растворения образца в смеси хлороформ:метанол 2:1. 
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Таблица 6 
Рафинирование гидратацией неочищенного соевого масла  
с использованием Streptomyces thermosacchari L131 и  

Lecitase Ultra 

 
Результаты анализа ВЭТСХ приведены на фиг. 59 и 60. 
На фиг. 59 показана ТСХ (растворитель 4) продуктов реакции, полученных при обработке фермен-

том образцов неочищенного соевого масла согласно табл. 6. В качестве контроля анализируют также 
фосфатидилхолин (ФХ). Указаны также фосфатидилэтаноламин (ПЭ) и лизофосфатидилхолин (ЛФХ). 

На фиг. 60 показана ТСХ (растворитель 5) продуктов реакции, полученных при обработке фермен-
том образцов неочищенного соевого масла согласно табл. 6. Контроли: сложный эфир холестерина, мо-
ноглицерид, диглицерид, триглицерид и растительный стерин. Указана также свободная жирная кислота 
(СЖК). 

Результаты ТСХ на фиг. 59 ясно показывают, что фосфатидилхолин полностью удаляется при до-
бавлении к маслу Streptomyces thermosacchari L131. Только самая низкая доза (образец 2) не полностью 
гидролизует фосфолипиды. Lecitase Ultra™ также гидролизует фосфолипиды в масле, когда имеется 5% 
воды (образец 6), но без добавления дополнительного количества воды (образец 5) гидролизуется только 
часть фосфолипидов. 

Результаты, приведенные на фиг. 60, показывают, что гидролиз фосфолипидов сопровождается об-
разованием свободной жирной кислоты. 

Заключение. 
Липидацилтрансфераза из Streptomyces thermosacchari L131 эффективно гидролизует фосфолипиды 

в неочищенном соевом масле во время образования свободных жирных кислот. 
Все публикации, упомянутые в вышеприведенном описании, включены в данном контексте в виде 

ссылки. Компетентным специалистам будут очевидны различные модификации и варианты описанных 
способов и системы, представленных в настоящем изобретении, не выходя из объема настоящего изо-
бретения. Хотя настоящее изобретение описано в связи с конкретными предпочтительными вариантами 
осуществления, следует иметь в виду, что изобретение, как оно заявлено, не следует ненадлежащим об-
разом ограничивать данными конкретными вариантами осуществления. В действительности предусмат-
ривают, что различные модификации описанных путей реализации изобретения, которые очевидны для 
компетентных специалистов в области биохимии и биотехнологии или близких областях, входят в объем 
следующей формулы изобретения. 
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Перечень последовательностей 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Способ ферментативного рафинирования пищевых масел гидратацией, заключающийся в обра-
ботке пищевого масла липидацилтрансферазой для того, чтобы перенести ацильную группу с основной 
части фосфолипида на один или более акцепторов ацила, в котором акцептор ацила представляет собой 
один или более стеринов и/или станолов и в котором липидацилтрансфераза отличается следующим: 

(а) липидацилтрансфераза обладает активностью ацилтрансферазы, которую определяют как актив-
ность переноса сложного эфира, причем ацильная часть исходной сложно-эфирной связи липидного до-
нора ацила переносится на акцептор ацила с образованием нового сложного эфира; и 

(б) фермент включает мотив последовательности аминокислот GDSX, в котором X представляет 
собой один или более из следующих остатков аминокислот: L, А, V, I, F, Y, H, Q, T, N, М или S, причем 
липидацилтрансфераза при сравнительном анализе первичной структуры либо с консенсусной последо-
вательностью SEQ ID NO: 2, либо с SEQ ID NO: 37, либо с обеими указанными последовательностями 
включает блок GANDY. 

2. Способ по п.1, в котором в масле повышается уровень сложного стеринового эфира или сложно-
го станолового эфира. 

3. Способ по п.2, в котором акцептор ацила представляет собой стерин. 
4. Способ по любому из предшествующих пунктов, в котором фосфолипид представляет собой ле-

цитин. 
5. Способ по любому из предшествующих пунктов, в котором липидацилтрансфераза дополнитель-

но переносит ацильную группу с липида по меньшей мере на один углевод, белок, субъединицу белка и 
глицерин. 

6. Способ по любому из предшествующих пунктов, в котором липидацилтрансфераза представляет 
собой природную липидацилтрансферазу. 

7. Способ по любому из предшествующих пунктов, в котором липидацилтрансфераза представляет 
модифицированный вариант природной липидацилтрансферазы. 

8. Способ по любому из предшествующих пунктов, в котором указанная липидацилтрансфераза 
 получена из организма, принадлежащего одному из следующих родов: Aeromonas, Streptomyces,  
Saccharomyces, Lactococcus, Mycobacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Desulfitobacterium, Bacillus, 
Campylobacter, Vibrionaceae, Xylella, Sulfolobus, Aspergillus, Schizosaccharomyces, Listeria, Neisseria, 
Mesorhizobium, Ralstonia, Xanthomonas, Candida, Thermobifida и Corynebacterium. 

9. Способ по любому из предшествующих пунктов, в котором указанная липидацилтрансфераза по-
лучена из одного или более организмов, выбранных из группы, включающей Aeromonas hydrophila, 
Aeromonas salmonicida, Streptomyces coelicolor, Streptomyces rimosus, Streptomyces thermosacchari,  
Streptomyces avermitilis, Mycobacterium, Streptococcus pyogenes, Lactococcus lactis, Streptococcus pyogenes, 
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus helveticus, Desulfitobacterium dehalogenans, Bacillus sp,  
Campylobacter jejuni, Vibrionaceae, Xylella fastidiosa, Sulfolobus solfataricus, Saccharomyces cerevisiae,  
Aspergillus terreus, Schizosaccharomyces pombe, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Neisseria  
meningitidis, Mesorhizobium loti, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris, Xanthomonas axonopodis, 
Candida parapsilosis, Thermobifida fusca и Corynebacterium efficiens. 

10. Способ по любому из предшествующих пунктов, в котором X мотива GDSX представляет собой L. 
11. Способ по любому из предшествующих пунктов, в котором липидацилтрансфераза включает по 

меньшей мере одну из следующих последовательностей аминокислот: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3,  
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, 
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 или SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16,  
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41,  
SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 50 или последовательность аминокислот, которая имеет с 
ними идентичность75% или более. 

12. Способ по п.11, в котором липидацилтрансфераза включает по меньшей мере одну последова-
тельность из следующих последовательностей аминокислот: SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 1 
или SEQ ID NO: 15 либо последовательность аминокислот, которая имеет с ними идентичность 75% или 
более. 

13. Способ по п.11, в котором липидацилтрансфераза включает по меньшей мере одну  
последовательность из следующих последовательностей аминокислот: SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, 
SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 50 или последовательность 
аминокислот, которая имеет с ними идентичность 70% или более. 

14. Способ по п.11, в котором липидацилтрансфераза включает по меньшей мере одну последова-
тельность из SEQ ID NO: 17 или SEQ ID NO: 18 либо последовательность аминокислот, гомологичную 
указанным на 70% или более. 

15. Способ по п.11, в котором липидацилтрансфераза включает последовательность аминокислот 
SEQ ID NO: 16 или последовательность аминокислот, гомологичную указанной на 75% или более. 
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16. Способ по п.11, в котором липидацилтрансфераза включает последовательность аминокислот 
SEQ ID NO: 16. 

17. Способ по п.7, в котором вариант фермента включает одну или более модификаций аминокис-
лот сравнительно с исходной последовательностью по крайней мере в одном из остатков аминокислот 
Ser3; Phe13Ser; Asp15Asn, Leu17; Ser18x (где х выбирают из Ala, Cys, Asp, Glu, Phe, Gly, His, Ile, Lys, 
Leu, Met, Asn, Pro, Gln, Arg, Thr, Try или Tyr), Lys22, Met23, Tyr30х (где х выбирают из Ala, Cys, Asp, 
Glu, Phe, Gly, His, Ile, Lys, Met, Asn, Pro, Gln, Arg, Ser, Thr, Val или Try); Gly40; Asn80; Pro81; Lys82, 
Asn87; Asn88; Trp111; Val112; Ala114; Asp116Asn или Glu; Tyr117; Leu118; Pro156; Asp157Asn; Gly159; 
Gln160; Asn161; Pro162; Ser163; Ala164; Arg165; Ser166; Gln167; Lys168; Val169; Val170; Gln171; Ala172; 
Tyr179; His180; Asn181; Gln182; Met209; Leu210; Arg211; Asn215; Tyr226x (где х выбирают из Ala, Cys, 
Asp, Glu, Phe, Gly, His, Ile, Lys, Leu, Met, Asn, Pro, Gln, Arg, Ser, Thr, Val или Try); Asp228Asn; Try230x 
(где х выбирают из Ala, Cys, Asp, Glu, Phe, Gly, His, Ile, Lys, Leu, Met, Asn, Pro, Gln, Arg, Ser, Thr, Val или 
Try); Lys284; Met285; Gln289; Val290; Glu309; Ser310 и 318. 

18. Способ по п.7 или 17, в котором липидацилтрансфераза включает последовательность амино-
кислот SEQ ID NO: 16 или последовательность аминокислот, гомологичную указанной на 75% или бо-
лее. 

19. Способ по п.7 или 17, в котором липидацилтрансфераза включает последовательность амино-
кислот SEQ ID NO: 16. 

20. Способ по любому из предшествующих пунктов, в котором пищевое масло во время обработки 
включает менее чем 1% воды. 

21. Способ по п.20, в котором масло включает менее чем 0,5% воды. 
22. Способ по п.21, в котором масло включает менее чем 0,1% воды. 
23. Способ по любому из предшествующих пунктов, который включает удаление лизофосфолипи-

дов, образующихся под действием липидацилтрансферазы, посредством фильтрования. 
24. Применение липидацилтрансферазы, отличающейся тем, что: 
(а) липидацилтрансфераза обладает активностью ацилтрансферазы, которую определяют как актив-

ность переноса сложного эфира, причем ацильная часть исходной сложно-эфирной связи липидного до-
нора ацила переносится на акцептор ацила с образованием нового сложного эфира; и 

(б) фермент включает мотив последовательности аминокислот GDSX, в котором X представляет 
собой один или более из следующих остатков аминокислот: L, А, V, I, F, Y, H, Q, T, N, М или S, причем 
липидацилтрансфераза при сравнительном анализе первичной структуры либо с консенсусной последо-
вательностью SEQ ID NO: 2, либо с SEQ ID NO: 37, либо с обеими указанными последовательностями 
включает блок GANDY, в рафинировании пищевых масел гидратацией для удаления фосфолипидов и 
повышения уровня образования сложных стериновых эфиров и/или сложных станоловых эфиров в мас-
ле. 

25. Применение по п.24, при котором не происходит существенного повышения уровня свободных 
жирных кислот в масле после обработки. 

26. Применение по п.24 или 25, в котором фосфолипид представляет собой лецитин. 
27. Применение по любому из пп.24-26, в котором липидацилтрансфераза представляет собой при-

родную липидацилтрансферазу. 
28. Применение по любому из пп.24-27, в котором липидацилтрансфераза представляет модифици-

рованный вариант природной липидацилтрансферазы. 
29. Применение по любому из пп.24-28, в котором указанная липидацилтрансфераза получена из 

организма, принадлежащего к одному из следующих родов: Aeromonas, Streptomyces, Saccharomyces, 
Lactococcus, Mycobacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Desulfitobacterium, Bacillus, Campylobacter,  
Vibrionaceae, Xylella, Sulfolobus, Aspergillus, Schizosaccharomyces, Listeria, Neisseria, Mesorhizobium,  
Ralstonia, Xanthomonas, Candida, Thermobifida и Corynebacterium. 

30. Применение по любому из пп.24-29, в котором липидацилтрансфераза получена из одного или 
более организмов, выбранных из группы, включающей Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, 
Streptomyces coelicolor, Streptomyces rimosus, Streptomyces thermosacchari, Streptomyces avermitilis,  
Mycobacterium, Streptococcus pyogenes, Lactococcus lactis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus  
thermophilus, Lactobacillus helveticus, Desulfitobacterium dehalogenans, Bacillus sp, Campylobacter jejuni, 
Vibrionaceae, Xylella fastidiosa, Sulfolobus solfataricus, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus terreus, 
Schizosaccharomyces pombe, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Neisseria meningitidis, Mesorhizobium 
loti, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris, Xanthomonas axonopodis, Candida parapsilosis,  
Thermobifida fusca и Corynebacterium efficiens. 

31. Применение по любому из пп.24-30, в котором X мотива GDSX представляет собой L. 
32. Применение по любому из пп.24-31, в котором липидацилтрансфераза включает по  

меньшей мере одну из следующих последовательностей аминокислот: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3,  
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, 
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 или SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16,  
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41,  
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SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 50 или последовательность аминокислот, которая имеет с 
ними идентичность 75% или более. 

33. Применение по п.32, в котором липидацилтрансфераза включает по меньшей мере одну  
последовательность из следующих последовательностей аминокислот: SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,  
SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 14 либо последовательность аминокислот, которая имеет с ними идентич-
ность 75% или более. 

34. Применение по п.32, в котором липидацилтрансфераза включает по меньшей мере одну  
последовательность из следующих последовательностей аминокислот: SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, 
SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 50 или последовательность 
аминокислот, которая имеет с ними идентичность 75% или более. 

35. Применение по п.32, в котором липидацилтрансфераза включает по меньшей мере одну после-
довательность из SEQ ID NO: 17 или SEQ ID NO: 18 либо последовательность аминокислот, гомологич-
ную указанным на 75% или более. 

36. Применение по п.32, в котором липидацилтрансфераза включает последовательность аминокис-
лот SEQ ID NO: 16 или последовательность аминокислот, гомологичную указанным на 75% или более. 

37. Применение по п.32, в котором липидацилтрансфераза включает последовательность аминокис-
лот SEQ ID NO: 16. 

38. Применение по п.28, в котором липидацилтрансфераза отличается тем, что фермент включает 
мотив последовательности аминокислот GDSX, в котором X представляет собой один или более из сле-
дующих остатков аминокислот: L, А, V, I, F, Y, H, Q, T, N, М или S и в котором вариант фермента вклю-
чает одну или более модификаций аминокислот сравнительно с исходной последовательностью в любом 
одном или более остатков аминокислот: Ser3; Phe13Ser; Asp15Asn, Leu17; Ser18x (где х выбирают из Ala, 
Cys, Asp, Glu, Phe, Gly, His, Ile, Lys, Leu, Met, Asn, Pro, Gln, Arg, Thr, Try или Tyr), Lys22, Met23, Tyr30x 
(где х выбирают из Ala, Cys, Asp, Glu, Phe, Gly, His, Ile, Lys, Met, Asn, Pro, Gln, Arg, Ser, Thr, Val или 
Try); Gly40; Asn80; Pro81; Lys82, Asn87; Asn88; Trp111; Val112; Ala114; Asp116Asn или Glu; Tyr117; 
Leu118; Pro156; Asp157Asn; Gly159; Gln160; Asn161; Pro162; Ser163; Ala164; Arg165; Ser166; Gln167; 
Lys168; Val169; Val170; Gln171; Ala172; Tyr179; His180; Asn181; Gln182; Met209; Leu210; Arg211; 
Asn215; Tyr226x (где х выбирают из Ala, Cys, Asp, Glu, Phe, Gly, His, Ile, Lys, Leu, Met, Asn, Pro, Gln, Arg, 
Ser, Thr, Val или Try); Asp228Asn; Try230x (где х выбирают из Ala, Cys, Asp, Glu, Phe, Gly, His, Ile, Lys, 
Leu, Met, Asn, Pro, Gln, Arg, Ser, Thr, Val или Try); Lys284; Met285; Gln289; Val290; Glu309; Ser310 и 318. 

39. Применение по п.28, в котором липидацилтрансфераза включает последовательность аминокис-
лот SEQ ID NO: 16 или последовательность аминокислот, гомологичную указанной на 75% или более. 

40. Применение по п.39, в котором липидацилтрансфераза включает последовательность аминокис-
лот SEQ ID NO: 16. 

41. Применение по любому из пп.24-40, в котором пищевое масло во время обработки включает 
менее чем 1% воды. 

42. Применение по п.41, в котором масло включает менее чем 0,5% воды. 
43. Применение по п.42, в котором масло включает менее чем 0,1% воды. 
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