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1.产生目标蛋白的改变的N-糖基化形式的方法，所述方法包括：提供解脂西洋蓍霉细

胞，所述细胞经遗传工程化而包含MNN4的过表达；和向细胞中引入编码目标蛋白的核酸，其

中所述细胞以改变的糖基化形式产生所述目标蛋白。

2.权利要求1的方法，其中所述细胞进一步遗传工程化而包含外链的延伸OCH1活性的

缺陷，其中所述进一步遗传工程化的细胞包含：

-编码具有所述OCH1活性的蛋白的基因的缺失；或

-引入或表达RNA分子，所述RNA分子干扰具有所述OCH1活性的蛋白的功能性表达。

3.权利要求1的方法，进一步包含分离所述目标蛋白的改变的N-糖基化形式。

4.权利要求1的方法，其中所述目标蛋白是外源蛋白。

5.权利要求1的方法，其中所述目标蛋白是内源蛋白。

6.权利要求1的方法，其中所述目标蛋白是哺乳动物蛋白。

7.权利要求6的方法，其中所述目标蛋白是人蛋白。

8.权利要求1的方法，其中所述目标蛋白是病原体蛋白、溶酶体蛋白、细胞因子、抗体或

其抗原结合片段，或融合蛋白。

9.权利要求8的方法，其中所述融合蛋白是病原体蛋白、溶酶体蛋白、或细胞因子与抗

体或其抗原结合片段的融合物。

10.权利要求1的方法，其中所述目标蛋白是生长因子或趋化因子，或生长因子或趋化

因子与抗体或其抗原结合片段的融合物。

11.权利要求1的方法，其中所述目标蛋白是与溶酶体贮积病相关的蛋白。

12.权利要求1的方法，其中所述目标蛋白是葡糖脑苷酯酶、α-半乳糖苷酶或半乳糖脑

苷酯酶。

13.权利要求1的方法，其中所述目标蛋白选自下组：α-L-艾杜糖苷酸酶、β-D-半乳糖苷

酶、β-葡糖苷酶、β-己糖胺酶、β-D-甘露糖苷酶、α-L-岩藻糖苷酶、芳基硫酸酯酶B、芳基硫酸

酯酶A、α-N-乙酰半乳糖胺酶、天冬氨酰葡糖胺酶、艾杜糖醛酸-2-硫酸酯酶、α-氨基葡糖苷-

N-乙酰转移酶、β-D-葡糖醛酸酶、透明质酸酶、α-L-甘露糖苷酶、α-神经氨酸酶、磷酸转移

酶、酸性脂肪酶、酸性神经酰胺酶、鞘磷脂酶、硫酯酶、组织蛋白酶K和脂蛋白脂肪酶。

14.权利要求1的方法，其中所述细胞进一步遗传工程化而包含至少一种额外的经修饰

的N-糖基化活性。

15.权利要求14的方法，其中所述至少一种额外的经修饰的N-糖基化活性包含N糖基化

活性的缺陷。

16.权利要求15的方法，其中所述缺陷是ALG3活性中的缺陷。

17.权利要求14的方法，其中所述至少一种额外的经修饰的N-糖基化活性包含缺失编

码具有N-糖基化活性的蛋白质的基因。

18.权利要求14的方法，其中所述至少一种额外的经修饰的N-糖基化活性包含引入或

表达RNA分子，所述RNA分子干扰具有N-糖基化活性的蛋白质的功能性表达。

19.权利要求14的方法，其中所述至少一种额外的经修饰的N-糖基化活性包含具有N-

糖基化活性的蛋白质的表达。

20.权利要求19的方法，其中表达的蛋白质是由细胞中的外源核酸编码的蛋白质。

21.权利要求19的方法，其中表达的具有N-糖基化活性的蛋白质是α-甘露糖苷酶。
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22.权利要求1的方法，其中所述细胞进一步遗传工程化以包含至少两种额外的经修饰

的N-糖基化活性。

23.权利要求19-21中任一项的方法，其中所述具有N-糖基化活性的蛋白质是外源蛋

白。

24.权利要求19-21中任一项的方法，其中所述具有N-糖基化活性的蛋白质是哺乳动物

蛋白。

25.权利要求24的方法，其中所述具有N-糖基化活性的蛋白质是人蛋白。

26.权利要求19-21中任一项的方法，其中所述具有N-糖基化活性的蛋白质是低等真核

生物蛋白。

27.权利要求26的方法，其中所述低等真核生物是真菌、锥虫或原生动物。

28.权利要求26的方法，其中所述低等真核生物选自下组：布氏锥虫、哈茨木霉和曲霉

属。

29.权利要求1的方法，进一步包括对目标蛋白的改变的糖基化形式的额外加工。

30.权利要求29的方法，其中所述额外加工发生在体外。

31.权利要求29的方法，其中所述额外加工发生在体内。

32.权利要求29的方法，其中所述额外加工包括向目标蛋白的改变的糖基化形式添加

异源模块。

33.权利要求32的方法，其中所述异源模块是聚合物或载体。

34.权利要求29的方法，其中所述额外加工包括对所述目标蛋白的改变的N-糖基化形

式进行酶处理或化学处理。

35.权利要求34的方法，其中所述额外加工包括用甘露糖苷酶、甘露聚糖酶、磷酸二酯

酶、葡糖苷酶或糖基转移酶处理所述目标蛋白的改变的N-糖基化形式。

36.权利要求34的方法，其中所述额外加工包括用氢氟酸处理所述目标蛋白的改变的

N-糖基化形式。

37.权利要求29的方法，其中所述额外加工包括所述目标蛋白的改变的N-糖基化形式

的磷酸化。

38.具有改变的N-糖基化的分离的蛋白质，其中所述蛋白质是通过权利要求1或3-37中

任一项的方法产生的且其中目标蛋白的至少80％的N-聚糖是磷酸化的。

39.药物组合物，其包含药学上可接受的载体或赋形剂，以及具有N-糖基化的分离的蛋

白，其中所述蛋白是通过权利要求1或3-37中任一项的方法产生的且其中目标蛋白的至少

80％的N-聚糖是磷酸化的。

40.分离的解脂西洋蓍霉细胞，所述细胞经遗传工程化而包含MNN4的过表达。

41.权利要求40的分离的解脂西洋蓍霉细胞，其中所述细胞进一步遗传工程化而包含

外链的延伸OCH1活性的缺陷，其中所述进一步遗传工程化的细胞包含：

-缺失编码具有OCH1活性的蛋白的基因；或

-引入或表达RNA分子，所述RNA分子干扰具有OCH1活性的蛋白的功能性表达。

42.权利要求40的分离的解脂西洋蓍霉细胞，其中所述细胞进一步遗传工程化以包含

至少一种额外的经修饰的N-糖基化活性。

43.权利要求42的分离的解脂西洋蓍霉细胞，其中所述至少一种额外的经修饰的N-糖
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基化活性包含N-糖基化活性的缺陷。

44.权利要求43的分离的解脂西洋蓍霉细胞，其中所述缺陷是ALG3活性中的缺陷。

45.权利要求42的分离的解脂西洋蓍霉细胞，其中所述修饰包含缺失编码具有N-糖基

化活性的蛋白质的基因。

46.权利要求42的分离的解脂西洋蓍霉细胞，其中所述修饰包含引入或表达RNA分子，

所述RNA分子干扰具有N-糖基化活性的蛋白质的功能性表达。

47.权利要求42的分离的解脂西洋蓍霉细胞，其中所述额外的经修饰的N-糖基化活性

包含表达具有N-糖基化活性的蛋白质。

48.权利要求47的分离的解脂西洋蓍霉细胞，其中所述表达的具有N-糖基化活性的蛋

白质是α-甘露糖苷酶。

49.权利要求40的分离的解脂西洋蓍霉细胞，其中所述细胞进一步遗传工程化以包含

至少两种额外的经修饰的N-糖基化活性。

50.权利要求47-48中任一项的分离的解脂西洋蓍霉细胞，其中所述具有N-糖基化活性

的蛋白质是外源蛋白。

51.权利要求47-48中任一项的分离的解脂西洋蓍霉细胞，其中所述具有N-糖基化活性

的蛋白质是哺乳动物蛋白。

52.权利要求47-48中任一项的分离的解脂西洋蓍霉细胞，其中所述具有N-糖基化活性

的蛋白质是人蛋白。

53.权利要求47-48中任一项的分离的解脂西洋蓍霉细胞，其中所述具有N-糖基化活性

的蛋白质是低等真核生物蛋白。

54.权利要求53的分离的解脂西洋蓍霉细胞，其中所述低等真核生物是真菌、锥虫或原

虫。

55.权利要求53的分离的解脂西洋蓍霉细胞，其中所述低等真核生物选自下组：布氏锥

虫、哈茨木霉和曲霉菌属。

56.根据权利要求38的蛋白质或根据权利要求39的组合物在制备用于治疗病症的药物

中的用途，所述病症可通过向受试者施用所述蛋白质来治疗，其中所述受试者是患有，或疑

似患有通过施用所述蛋白质治疗的疾病的受试者。

57.权利要求56的用途，其中所述病症是代谢紊乱。

58.权利要求57的用途，其中所述代谢紊乱是溶酶体贮积病。

59.权利要求58的用途，其中溶酶体贮积病是高歇尔氏病、泰-沙二氏病、旁姆普氏病、

尼-皮二氏病或法布里氏病。

60.权利要求56-59中任一项的用途，其中所述蛋白质是与溶酶体贮积病相关的蛋白

质。

61.权利要求60的用途，其中所述蛋白质是葡糖脑苷酯酶、半乳糖脑苷酯酶或α-半乳糖

苷酶。

62.权利要求60的用途，其中所述蛋白质选自下组：α-L-艾杜糖苷酸酶、β-D-半乳糖苷

酶、β-葡糖苷酶、β-己糖胺酶、β-D-甘露糖苷酶、α-L-岩藻糖苷酶、芳基硫酸酯酶B、芳基硫酸

酯酶A、α-N-乙酰半乳糖胺酶、天冬氨酰葡糖胺酶、艾杜糖醛酸-2-硫酸酯酶、α-氨基葡糖苷-

N-乙酰转移酶、β-D-葡糖醛酸酶、透明质酸酶、α-L-甘露糖苷酶、α-神经氨酸酶、磷酸转移
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酶、酸性脂肪酶、酸性神经酰胺酶、鞘磷脂酶、硫酯酶、组织蛋白酶K和脂蛋白脂肪酶。

63.权利要求56-59中任一项的用途，其中所述受试者已确定患有可通过施用具有改变

的N-糖基化的蛋白质来治疗的疾病。

64.权利要求56-59中任一项的用途，其中所述受试者是人。

65.产生目标蛋白的改变的N-糖基化形式的方法，所述方法包括使目标蛋白与制备自

解脂西洋蓍霉细胞的细胞裂解物接触，所述细胞经遗传工程化而包含MNN4的过表达，其中

使所述目标蛋白与所述细胞裂解物接触导致该目标蛋白的改变的N-糖基化形式。

66.产生目标蛋白的改变的N-糖基化形式的方法，所述方法包括使目标蛋白与一种或

多种具有N-糖基化活性的蛋白质接触，其中所述一种或多种具有N-糖基化活性的蛋白质获

得自解脂西洋蓍霉细胞，所述细胞经遗传工程化而包含MNN4的过表达，并且其中使所述目

标蛋白与所述一种或多种具有N-糖基化活性的蛋白质接触导致该目标蛋白的改变的N-糖

基化形式。

67.解脂西洋蓍霉细胞的培养物，所述解脂西洋蓍霉细胞经遗传工程化而包含MNN4的

过表达。
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分子的糖基化

[0001] 本申请是基于申请日为2008年4月3日，优先权日为2007年4月3日，申请号为

200880018736.4(PCT/IB2008/001814)，发明名称为：“分子的糖基化”的专利申请的分案申

请。

技术领域

[0002] 本发明涉及获得糖基化的分子，特别是蛋白质和脂质分子的方法。

[0003] 背景

[0004] 高效表达系统是生产大多数目前正在开发中的生物药物(例如，重组蛋白)所需要

的。许多这些生物药物的生物学活性依赖于它们的修饰(例如，磷酸化或糖基化)。一种基于

酵母的表达系统将遗传操作和微生物发酵的简易性与分泌和修饰蛋白的能力相结合。然

而，酵母细胞中产生的重组糖蛋白主要展现为异质性的高甘露糖和超甘露糖聚糖结构

(high-mannose  and  hyper-mannose  glycan  structures)，其可能对蛋白质功能、下游加

工和后续治疗用途有害，特别是在糖基化扮演重要的生物学角色的情况下。

[0005] 概述

[0006] 本发明至少部分基于：(a)发现解脂西洋蓍霉(Yarrowia  lypolitica)细胞中的单

个基因缺失(外部链延长(Outer  CHain  elongation)(OCH1)缺失)导致基本上均质产生在

Man5GlcNAc2(结构式IV；图1)骨架上具有α-1,2-连接的甘露糖残基的糖基化蛋白质；(b)发

现靶向解脂西洋蓍霉细胞(具有和不具有OCH1缺失的两种细胞)ER的经工程化的α-1,2-甘

露糖苷酶的过表达导致基本上均质产生具有Man5GlcNAc2N-聚糖结构(结构式IV；图1)的糖

基化蛋白；(c)发现使解脂西洋蓍霉细胞中天冬酰胺连接的糖基化3(ALG3)酶活性失活导致

糖基化聚糖水平的高度增加；和(d)发现解脂西洋蓍霉细胞中解脂西洋蓍霉基因(MNN4)的

过表达导致α-1,2-连接的甘露糖残基的超磷酸化(hyperphosphorylation)。如此，遗传工

程化的细胞(例如，解脂西洋蓍霉(Yarrowia  lipolytica)、Arxula  adeninivorans，或其它

相关种类的双态性酵母细胞)可以在产生如下目标分子的方法中使用，所述目标分子如与

在未经遗传工程化的相同种类的细胞中产生的目标分子的N-糖基化形式相比具有改变的

N-糖基化形式。向患有代谢紊乱(例如，溶酶体贮积病(lysosomal  storage  disorder))的

患者施用N-糖基化的目标分子(例如，N-糖基化蛋白)已被证明可改善所述病症的症状，所

描述的方法和细胞可用于制备N-糖基化的目标分子用于治疗，包括但不限于，代谢紊乱，例

如溶酶体贮积病。

[0007] 本发明还至少部分基于解脂西洋蓍霉和巴斯德毕赤酵母(Pichia  pastoris)HAC1

基因的剪接形式的发现。由HAC1基因编码的蛋白质Hac1p是转录激活因子，其通过与称为未

折叠蛋白质应答(Unfolded  Protein  Response)(UPR)元件的DNA序列基序结合而激活数个

靶基因的转录。在Hac1p靶基因之中包括编码侣伴蛋白、折叠酶(foldase)和负责脂质和肌

醇代谢的蛋白质的那些。由于经剪接形式Hac1p是比由未经剪接的HAC1mRNA所编码的形式

更强力的转录激活因子，所以Hac1p转录因子的经剪接形式的过表达能够导致天然和异源

蛋白表达水平的增加，以及在ER膜中的增加。由此，Hac1p的经剪接形式能够用于在多种真
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核细胞(例如，真菌细胞(例如，解脂西洋蓍霉或任何其它本文描述的酵母细胞)、植物细胞

或动物细胞(例如，哺乳动物细胞如人的细胞)中通过同时激活UPR和表达目标分子来增加

膜蛋白和分泌蛋白的产生。

[0008] 本发明还基于这样的发现，即在解脂西洋蓍霉中表达时，MNS1甘露糖苷酶的突变

形式能够将Man8GlcNAc2(结构式I；图4)结构转化成Man5GlcNAc2(结构式IV；图4)、

Man6GlcNAc2(结构式V；图4)和Man7GlcNAc2(结构式VI；图4)。由此，表达甘露糖苷酶如MNS1

的突变形式的遗传工程化的真核细胞(例如，真菌细胞(例如，解脂西洋蓍霉或任何其它本

文描述的酵母细胞)、植物细胞或动物细胞(例如，哺乳动物细胞如人的细胞))能够在产生

如下目标分子的方法中使用，所述目标如与在未经遗传工程化的相同种类的细胞中产生的

目标分子的N-糖基化形式相比具有改变的N-糖基化形式。因此，所描述的方法和细胞可用

于制备N-糖基化的目标分子用于治疗，包括但不限于，代谢紊乱，例如溶酶体贮积病(见下

文)。

[0009] 在一个方面，本公开描述了产生目标蛋白的改变的N-糖基化形式的方法。所述方

法包括向细胞引入编码目标蛋白的核酸的步骤，其中所述细胞产生N-糖基化形式改变的目

标蛋白，并且其中所述细胞是经遗传工程化而含有至少一种经修饰的N-糖基化活性的解脂

西洋蓍霉或Arxula  adeninivorans细胞(或相关种类的双态性的酵母细胞)。所述方法也可

包括提供经遗传工程化而含有至少一种经修饰的N-糖基化活性的解脂西洋蓍霉或Arxula 

adeninivorans细胞(或相关种类的双态性的酵母细胞)的步骤。所述方法也可包括分离目

标蛋白的改变的N-糖基化形式的步骤。

[0010] 在一些实施方案中，目标蛋白可以是内源蛋白或外源蛋白。目标蛋白可以是哺乳

动物蛋白如人的蛋白。目标蛋白可以是例如，病原体蛋白、溶酶体蛋白、生长因子、细胞因

子、趋化因子、抗体或其抗原结合片段，或融合蛋白。融合蛋白可以是例如，病原体蛋白、溶

酶体蛋白、生长因子、细胞因子或趋化因子与抗体或其抗原结合片段的融合物。目标蛋白可

以是例如，与溶酶体贮积病(LSD)相关的蛋白质。目标蛋白可以是例如，葡糖脑苷酯酶、半乳

糖脑苷酯酶、α-L-艾杜糖苷酸酶、β-D-半乳糖苷酶、β-葡糖苷酶、β-己糖胺酶、β-D-甘露糖苷

酶、α-L-岩藻糖苷酶、芳基硫酸酯酶B、芳基硫酸酯酶A、α-N-乙酰半乳糖胺酶(α-N-

acteylgalactosaminidase)、天冬氨酰葡糖胺酶(aspartylglucosaminidase)、艾杜糖醛

酸-2-硫酸酯酶、α-氨基葡糖苷-N-乙酰转移酶、β-D-葡糖醛酸酶(β-D-glucoronidase)、透

明质酸酶、α-L-甘露糖苷酶、α-神经氨酸酶、磷酸转移酶、酸性脂肪酶、酸性神经酰胺酶、鞘

磷脂酶(sphinogmyelinase)、硫酯酶、组织蛋白酶K或脂蛋白脂肪酶。

[0011] 在一些实施方案中，改变的N-糖基化形式可以含有一种或多种N-聚糖结构如，例

如，Man 5GlcNAc 2、Man 8GlcNAc 2、Man 9GlcNAc 2、Man 3GlcNAc 2、Glc 1Man 5GlcNAc 2、

Glc 2Man 5GlcNAc 2。在一些实施方案中，改变的糖基化可以是，例如，Man 5GlcNAc 2、

Man8GlcNAc2、Man9GlcNAc2、Man3GlcNAc2、Glc1Man5GlcNAc2、Glc2Man5GlcNAc2。

[0012] 在一些实施方案中，目标蛋白的改变的N-糖基化形式可以是均质的或基本上均质

的。例如，含有改变的糖基化的改变的目标分子的分数可以是至少约20％，至少约30％，至

少约40％，至少约45％，至少约50％，至少约55％，至少约60％，至少约65％，至少约70％，至

少约75％，至少约80％，至少约85％，至少约90％，或至少约95％或更多。

[0013] 在一些实施方案中，细胞可以经遗传工程化而缺乏至少一种N-糖基化活性。所述
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N-糖基化活性可以是，例如，ALG3活性、OCH1活性、MNS1活性或MNN9活性。

[0014] 在一些实施方案中，至少一种修饰可以是：(a)缺失编码具有N-糖基化活性的蛋白

质的基因；(b)表达具有N-糖基化活性的蛋白质的突变形式；(c)引入或表达干扰具有N-糖

基化活性的蛋白质的功能性表达的RNA分子；(d)表达具有N-糖基化活性的蛋白质(例如

ALG6或α-甘露糖苷酶(例如，靶向内质网的α-甘露糖苷酶)。表达的蛋白质可以是由细胞中

的内源核酸编码的蛋白质。表达的蛋白质可以是最适pH在7.5以下的(例如，最适pH在5.1以

下)的α-甘露糖苷酶。具有N-糖基化活性的蛋白质可以是外源蛋白。具有N-糖基化活性的蛋

白质可以是哺乳动物蛋白(如人的蛋白)或低等真核生物的(例如，真菌、原生动物或锥虫)

蛋白。低等真核生物可以选自下组：布氏锥虫(Typanosoma  brucei)、哈茨木霉

(Trichoderma  harzianum)、曲霉(Aspergillus)，和任何其它本文描述的低等真核生物。

[0015] 在一些实施方案中，N-糖基化活性可以是葡萄糖基转移酶活性。在一些实施方案

中，具有N-糖基化活性的蛋白质是ALG6或α-甘露糖苷酶。α-甘露糖苷酶可以靶向内质网。例

如，具有N-糖基化活性的蛋白质可以是融合蛋白，其包含α-甘露糖苷酶多肽和HDEL内质网

保留肽(HDEL  endoplasmic  reticulum  retention  peptide)。

[0016] 在一些实施方案中，具有N-糖基化活性的蛋白质可以是能够从Man5GlcNAc2去除葡

萄糖残基的蛋白质。例如，具有N-糖基化活性的蛋白质可以是具有α-1,3-葡糖苷酶活性的

蛋白质，例如，但不限于，葡糖苷酶II(例如，葡糖苷酶II的α和β亚基之一或二者)或变聚糖

酶(mutanase)。

[0017] 在一些实施方案中，细胞可以经遗传工程化而包含至少两种经修饰的N糖基化活

性，例如任何本文描述的经修饰的N-糖基化活性。所述至少两种经修饰的N-糖基化活性可

以包含，例如，ALG3活性的缺乏和升高的ALG6活性水平。

[0018] 在一些实施方案中，细胞可以经遗传工程化而包含至少三种经修饰的N-糖基化活

性，例如任何本文描述的经修饰的N-糖基化活性。所述至少三种经修饰的N-糖基化活性可

以包含，例如，ALG3活性的缺乏；升高的ALG6活性水平；和升高的葡糖苷酶II活性水平。

[0019] 在一些实施方案中，细胞未经遗传工程化而缺乏OCH1活性。

[0020] 在一些实施方案中，修饰可以包含表达能够影响目标蛋白的甘露糖基磷酸化的蛋

白质或其生物活性的变体。所述能够影响目标蛋白的甘露糖基磷酸化的蛋白质或其生物活

性的变体可以是MNN4、PNO1或MNN6。在一些实施方案中，糖蛋白的至少约30％的甘露糖基残

基可以是磷酸化的。

[0021] 在一些实施方案中，所述方法可进一步包括对糖蛋白的额外加工。额外加工可以

发生在体外或体内。额外加工可以包括将异源模块(moiety)添加到修饰的糖蛋白。异源模

块可以是聚合物或载体。额外加工可以包括对目标蛋白的改变的N-糖基化形式酶处理或化

学处理。例如，额外加工可以包括用甘露糖苷酶、甘露聚糖酶、磷酸二酯酶、葡糖苷酶或糖基

转移酶处理目标蛋白的改变的N-糖基化形式。额外加工可以包括用氢氟酸处理目标蛋白的

改变的N-糖基化形式。额外加工可以包括目标蛋白的改变的N-糖基化形式的磷酸化。

[0022] 在另一方面，本公开提供产生目标蛋白的改变的N-糖基化形式的方法。本方法包

括如下步骤：提供经遗传工程化而包含至少一种经修饰的N-糖基化活性的真核细胞(例如，

真菌细胞、植物细胞或动物细胞)；和向细胞引入编码目标蛋白的核酸，其中所述细胞产生

N-糖基化形式改变的目标蛋白。
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[0023] 在另一方面，本公开描述了产生目标蛋白的改变的N-糖基化形式的方法。所述方

法包括将目标蛋白与从解脂西洋蓍霉或Arxula  adeninivorans细胞制备的细胞裂解物接

触的步骤，所述解脂西洋蓍霉或Arxula  adeninivorans细胞经遗传工程化而包含至少一种

经修饰的N-糖基化活性，其中将目标蛋白与所述细胞裂解物接触导致目标蛋白的改变的N-

糖基化形式。

[0024] 在又一方面，本公开描述产生目标蛋白的改变的N-糖基化形式的方法，所述方法

包括将目标蛋白与一种或多种具有N-糖基化活性的蛋白质接触的步骤，其中所述一种或多

种具有N-糖基化活性的蛋白质获得自经遗传修饰而包含至少一种经修饰的N-糖基化活性

的解脂西洋蓍霉或Arxula  adeninivorans细胞，并且其中将目标分子与一种或多种具有N-

糖基化活性的蛋白质接触导致目标蛋白的改变的N-糖基化形式。

[0025] 在另一方面，本公开提供N-糖基化改变的分离的蛋白质，其中所述蛋白质由任一

上述方法产生。

[0026] 在又一方面，本公开提供分离的经遗传工程化而包含至少一种经修饰的N-糖基化

活性的解脂西洋蓍霉或Arxula  adeninivorans细胞(或其它相关种类的双态性的酵母细

胞)。所述N-糖基化活性可以是，例如，ALG3活性、OCH1活性、MNS1活性或MNN9活性。所述修饰

可以是任何本文所述的那些修饰。例如，所述修饰可以包括：(a)缺失编码具有N-糖基化活

性的蛋白质的基因；(b)表达具有N-糖基化活性的蛋白质的突变形式；(c)引入或表达干扰

具有N-糖基化活性的蛋白质的功能性表达的RNA分子；或(d)表达具有N-糖基化活性的蛋白

质。具有N-糖基化活性的蛋白质可以是例如，ALG6。具有N-糖基化活性的蛋白质可以是哺乳

动物蛋白，例如人的蛋白。所述修饰也可以包括表达能够促进经修饰糖蛋白的甘露糖基磷

酸化的蛋白质(例如，MNN4或PNO1)或其生物学活性的变体。

[0027] 在另一方面，本公开提供治疗病症的方法，所述病症可以通过施用N-糖基化改变

的蛋白质来治疗。所述方法包括向受试者施用如下蛋白质的步骤，所述蛋白质可以通过上

述任何方法获得，其中所述受试者是患有或疑似患有可通过施用N-糖基化改变的蛋白质来

治疗的疾病的患者。所述方法也可以包括如下步骤：(a)提供受试者和/或(b)测定该受试者

是否患有可以通过施用N-糖基化改变的蛋白质来治疗的疾病。所述受试者可以是哺乳动物

如人。所述病症可以是例如，癌症，免疫病症(例如，炎性状态)或代谢紊乱。代谢紊乱可以是

任何本文描述的那些代谢紊乱，例如，溶酶体贮积病(LSD)如高歇尔氏病(Gaucher 

disease)、泰-沙二氏病(Tay-Sachs  disease)、旁姆普氏病(Pompe  disease)、尼-皮二氏病

(Niemann-Pick  disease)或法布里氏病(Fabrydisease)。所述蛋白质可以是与LSD相关的

蛋白质，例如，所述蛋白质可以是，例如，葡糖脑苷酯酶、α-半乳糖苷酶。所述蛋白质可以是，

例如，α-L-艾杜糖苷酸酶、β-D-半乳糖苷酶、β-葡糖苷酶、β-己糖胺酶(hexosaminidase)、β-

D-甘露糖苷酶、α-L-岩藻糖苷酶、芳基硫酸酯酶B、芳基硫酸酯酶A、α-N-乙酰半乳糖胺酶、天

冬氨酰葡糖胺酶、艾杜糖醛酸-2-硫酸酯酶、α-氨基葡糖苷-N-乙酰转移酶、β-D-葡糖醛酸

酶、透明质酸酶、α-L-甘露糖苷酶、α-神经氨酸酶、磷酸转移酶、酸性脂肪酶、酸性神经酰胺

酶、鞘磷脂酶(sphinogmyelinase)、硫酯酶、组织蛋白酶K或脂蛋白脂肪酶。

[0028] 在另一方面，本公开提供解脂西洋蓍霉或Arxula  adeninivorans细胞(或其它相

关种类的双态性的酵母细胞)的基本上纯的培养物，其中大量细胞是经遗传工程化而包含

至少一种经修饰(例如任何本文所述的修饰)的N-糖基化活性的。所述细胞培养物可以包含
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一种或多种细胞亚群，各亚群包含不同的经修饰的糖基化活性。

[0029] 在又一方面，本公开提供：(a)包含SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID  NO:2的分离的核苷酸序

列；(b)包含与SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID  NO:2至少80％相同的序列的分离的核苷酸序列；或

(c)由(a)或(b)的分离的核苷酸序列编码的多肽。在一些实施方案中，分离的核酸序列是

SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID  NO:2。

[0030] 在另一方面，本公开描述分离的核酸，其含有：(a)在高严紧条件下与SEQ  ID  NO:1

或SEQ  ID  NO:2的补体杂交的核苷酸序列；或(b)核苷酸序列的补体。

[0031] 在又一方面，本公开提供：(a)包含本文所示核酸序列中任一(或由其组成)的分离

的核苷酸序列；(b)包含与本为所示的核酸序列中的任一至少80％相同的序列的分离的核

苷酸序列；或(c)由(a)或(b)的分离的核苷酸序列编码的多肽。在一些实施方案中，所述分

离的核酸序列是本文所示的核酸序列中的任一。

[0032] 在另一方面，本公开描述分离的核酸，其含有：(a)在高严紧条件下与本文所示核

酸序列中任一的补体杂交的核苷酸序列；或(b)所述核苷酸序列的补体。

[0033] 在又一方面，本公开提供：(a)包含上述核酸序列中任一的载体或(b)含有(a)的载

体的经培养的细胞。所述载体可以是表达载体。载体中的核酸序列可以与表达调控序列可

操作地连接。

[0034] 在另一方面，本公开提供产生蛋白质的方法。所述方法包括在允许多肽表达的条

件下培养上述细胞中的任一种的步骤。所述方法也可包括如下步骤：在培养细胞之后，从细

胞或培养细胞的培养基中分离多肽。所述细胞可以是例如，含有包含上述核酸序列中任一

的载体的经培养细胞。

[0035] 本文所述的目标分子(例如，目标蛋白)、具有N-糖基化活性的蛋白质和N-糖基化

改变的分子(统称为“本发明的分子”)可以是，但不需要是分离的。术语“分离的”如应用于

任何本文所述的本发明的分子是指这样的分子或其片段，其已经从天然与其伴随的成分

(例如，蛋白质或其它天然存在的生物分子或有机分子)分开或纯化。应理解的是重组分子

(例如，重组蛋白)将总是“分离的”。通常，当本发明的分子按重量占制备物中全部相同类型

的分子的至少60％时，例如占样品中全部相同类型的分子的60％时，则它是分离的。例如，

当糖基化改变的蛋白质按重量占制备物或样品中全部蛋白质的至少60％时，它是分离的。

在一些实施方案中，制备物中的本发明的分子按重量组成至少75％，至少90％，或至少99％

的制备物中全部相同类型的分子。

[0036] 如用于本文，目标分子的“改变的N-糖基化形式”是由经遗传工程化的宿主细胞

(例如，解脂西洋蓍霉细胞、Arxula  adeninivorans细胞或另一相关的双态性酵母细胞种类

的细胞)产生的目标分子的N-糖基化形式，其不同于未经遗传工程化的与经遗传工程化的

细胞相同种类的细胞中产生的目标分子的N-糖基化形式。由此，目标分子的改变的糖基化

形式可以是例如，非N-糖基化的目标分子。此外，目标分子的改变的糖基化形式可以是例

如，一种或多种N-联聚糖的磷酸化改变的目标分子的形式。

[0037] 如用于本文，术语“其它相关的双态性酵母细胞种类”是指与解脂西洋蓍霉和

Arxula  adeninivorans相关的属于双足囊菌科(family  Dipodascaceae)的酵母，例如

Arxula、双足囊菌属(Dipodascus) (例如白色双足囊菌(D .albidus)、大双足囊菌

(D.ingens)、或D.specifer)、半乳糖霉(Galactomyces)(例如里氏半乳糖霉(G.reesii)或
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大地半乳糖霉(G.geotrichum))、Sporopachyderma、射盾子囊霉属(Stephanoascus)(例如，

西非射盾子囊霉(S.ciferii))、拟威克酵母属(Wickerhamiella)和接囊菌属(Zygoascus)。

具体而言，进化枝Metchnikowia(例如，M.pulcherrima或M.agaves)和射盾子囊霉属(通过

分析菌种如Arxula(例如A.adeninivorans或A.terrestris)的26S-rDNA序列的D1/D2结构

域将解脂西洋蓍霉被分配于其中)中的酵母以及一些念珠菌属菌种(Candida  species)(例

如，C.apicola，而非白念珠菌(C.albicans)、麦芽糖念珠菌(C.maltose)或热带念珠菌

(C.tropicalis))。

[0038] “多肽”和“蛋白质”可以互换使用并且意指任何肽连接的氨基酸链，无论其长度和

翻译后修饰。

[0039] 本公开还提供本文所述的野生型、全长、成熟“目标蛋白”或“具有N-糖基化活性的

蛋白质”的(i)生物学活性变体和(ii)生物学活性片段或其生物学活性变体。全长、成熟、野

生型蛋白质或所述蛋白质的片段的生物学活性变体可以含有添加、缺失或取代。具有取代

的蛋白质将通常具有不多于50个(例如，不多于1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、12、15、20、25、30、

35、40或50个)保守氨基酸取代。保守取代是用一种氨基酸取代另一种具有相似特征的氨基

酸。保守取代包括在以下组内的取代：缬氨酸、丙氨酸和甘氨酸；亮氨酸、缬氨酸和异亮氨

酸；天冬氨酸和谷氨酸；天冬酰胺和谷氨酰胺；丝氨酸、半胱氨酸和苏氨酸；赖氨酸和精氨

酸；以及苯丙氨酸和酪氨酸。非极性疏水氨基酸包括丙氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、脯

氨酸、苯丙氨酸、色氨酸和甲硫氨酸。极性中性氨基酸包括甘氨酸、丝氨酸、苏氨酸、半胱氨

酸、酪氨酸、天冬酰胺和谷氨酰胺。带正电的(碱性)氨基酸包括精氨酸、赖氨酸和组氨酸。带

负电的(酸性)氨基酸包括天冬氨酸和谷氨酸。将上述极性、碱性或酸性组中的一个成员用

相同组中的另一成员取代可认为是保守取代。相反，非保守取代是用一种氨基酸取代另一

种具有不相似的特征的氨基酸的取代。

[0040] 缺失变体可以缺乏1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19或20个

(两个或更多个氨基酸的)氨基酸区段或不连续的单独氨基酸。

[0041] 添加(添加变体)包括融合蛋白，所述融合蛋白含有：(a)全长、野生型、成熟多肽或

其含有至少五个氨基酸的片段；和(b)内部或末端(C或N)的无关的或异源的氨基酸序列。在

这些融合蛋白的背景下，术语“异源氨基酸序列”是指除(a)之外的氨基酸序列。因此含有本

文描述的肽和异源氨基酸序列的融合蛋白在序列上不对应于天然存在的蛋白质的全部或

部分。例如，异源序列可以是用于重组蛋白的纯化的序列(例如，FLAG、多组氨酸(例如，六组

氨酸)、血凝素(hemagluttanin)(HA)、谷胱甘肽-S-转移酶(GST)或麦芽糖结合蛋白(MBP))。

异源序列也可以是用作诊断或检测标志物的蛋白质，例如，萤光素酶、绿色荧光蛋白(GFP)

或氯霉素乙酰转移酶(CAT)。在一些实施方案中，融合蛋白含有来自另一蛋白质的信号序

列。在某些宿主细胞(例如，酵母宿主细胞)中，目标蛋白的表达和/或分泌可以通过使用异

源信号序列增加。在一些实施方案中，融合蛋白可以含有可用于例如引发免疫应答(例如，

用于抗体生成；见下文)的载体(例如，KLH)或内质网或高尔基体保留信号。异源序列可以具

有不同的长度，并且在一些情况下可以是比异源序列所附接的全长目标蛋白更长的序列。

[0042] “片段”如用于本文是指比全长、不成熟的蛋白质短的多肽的区段。蛋白质的片段

可以具有末端(羧基或氨基末端)缺失和/或内部缺失。通常，蛋白质的片段的长度将是至少

4个(例如，至少5个、至少6个、至少7个、至少8个、至少9个、至少10个、至少12个、至少15个、
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至少18个、至少25个、至少30个、至少35个、至少40个、至少50个、至少60个、至少65个、至少

70个、至少75个、至少80个、至少85个、至少90个或至少100个或更多个)氨基酸。

[0043] 目标蛋白或具有N-糖基化活性的蛋白质的生物学活性片段或生物学活性变体具

有野生型、全长、成熟蛋白质的活性的至少25％(例如，至少：30％；40％；50％；60％；70％；

75％；80％；85％；90％；95％；97％；98％；99％；99.5％，或100％或甚至更高)。在目标蛋白

的情况下，相关活性是目标蛋白在经遗传工程化的细胞中经历改变的N-糖基化的能力。在

具有N-糖基化活性的蛋白质的情况下，相关活性是N-糖基化活性。

[0044] 依赖于它们的预期用途，蛋白质、其生物学活性片段或生物学活性变体可以是任

何物种的，如，例如，真菌(包括酵母)、线虫、昆虫、植物、鸟、爬行动物、或哺乳动物(例如，小

鼠、大鼠、兔、仓鼠、沙鼠(gerbil)、犬、猫、山羊、猪、牛、马、鲸、猴或人)。在一些实施方案中，

生物学活性片段或生物学活性变体包括所述蛋白质的免疫原性和抗原性片段。免疫原性片

段是具有相关全长、未成熟蛋白质在感兴趣的动物中刺激免疫应答(例如，抗体应答或细胞

免疫应答)的能力的至少25％(例如，至少30％；40％；50％；60％；70％；75％；80％；85％；

90％；95％；97％；98％；99％；99.5％或100％或甚至更多)的片段。蛋白质的抗原性片段是

具有相关全长、未成熟的蛋白质被对于所述蛋白质特异性的抗体或对于所述蛋白质特异性

的T细胞识别的能力的至少25％(例如，至少30％；40％；50％；60％；70％；75％；80％；85％；

90％；95％；97％；98％；99％；99.5％或100％或甚至更多)的片段。

[0045] “N-糖基化活性”如用于本文是指任何如下活性，即(i)能够向目标分子添加N-联

聚糖(即，寡糖基转移酶活性)；(ii)从目标分子去除N-联聚糖，(iii)修饰目标分子上的一

个或多个N-联聚糖，(iv)修饰多萜醇连接的寡糖；或(v)能够辅助(i-iv)之内的活性的活

性。同样，N-糖基化活性包括，例如，N-糖苷酶活性、糖苷酶活性、糖基转移酶活性、糖核苷酸

合成、修饰或转运蛋白活性。对目标分子上一种或多种N-联聚糖的修饰包括甘露糖基磷酰

基转移酶(mannosylphosphoryltransferase)活性、激酶活性或磷酸酶活性，例如，改变目

标分子上N-联聚糖的磷酸化状态的甘露糖基磷酰基转移酶、激酶或磷酸酶活性。

[0046] 如用于本文，“遗传工程化”细胞或“经遗传工程化的细胞”和类似术语是指任何人

工创造的细胞的遗传改变，其导致与未经遗传工程化的细胞(例如，真菌细胞例如解脂西洋

蓍霉细胞、Arxula  adeninivorans细胞或其它相关种类的双态性的酵母细胞，植物细胞或

动物细胞(例如，哺乳动物细胞例如人的细胞))相比细胞中的至少一种经修饰的N-糖基化

活性。由此，应该理解的是人工创造的遗传改变不包括，例如，自发突变。人工遗传改变的实

例在下文描述(参见“遗传工程化的细胞”)。

[0047] 如用于本文，术语“野生型”如应用于核酸或多肽是指当生物学生物体存在于自然

界中时分别在该生物学生物体中存在的或由所述生物学生物体产生的核酸或多肽。

[0048] 术语“异源”如在本文中应用于宿主细胞中的核酸或由宿主细胞产生的多肽是指

并非源自与宿主细胞相同种类的细胞的核酸或多肽(例如，具有N-糖基化活性的蛋白质)。

因此，如用于本文，“同源”核酸或蛋白质是在与宿主细胞相同种类的细胞中存在的或由与

宿主细胞相同种类的细胞产生的那些。

[0049] 术语“外源”如用于本文与核酸和特定宿主细胞有关时是指不存在于(并且不能获

得自)在自然界中存在的所述特定细胞的任何核酸。因此，非天然存在的核酸一旦引入宿主

细胞则被认为对于所述宿主细胞是外源的。重要的是应注意非天然存在的核酸可以含有在
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自然界中存在的核酸序列的核酸亚序列或片段，条件是所述核酸作为整体不存在于自然界

中。例如，在表达载体内含有基因组DNA序列的核酸分子是非天然存在的核酸，并且因此一

旦引入宿主细胞则对所述宿主细胞是外源的，因为该核酸分子作为整体(基因组DNA加上载

体DNA)不存在于自然界中。因此，作为一个整体在自然界中不存在的任何载体、自复制质粒

或病毒(例如，逆转录病毒、腺病毒或疱疹病毒)被认为是非天然存在的核酸。由此推断通过

PCR或限制性内切核酸酶处理的基因组DNA片段以及cDNA被认为是非天然存在的核酸，因为

它们作为在自然界中不存在的单独的分子而存在。还由此推断以自然界中不存在的排列含

有启动子序列和多肽编码序列的任何核酸是非天然存在的核酸。天然存在的核酸对于特定

细胞可以是外源的。例如，从酵母x的细胞分离的完整染色体一旦引入酵母y的细胞则该染

色体对于酵母y的细胞是外源核酸。

[0050] 从上文将显而易见的是，“外源”核酸可以是“同源”或“异源”核酸。相反，术语“内

源”如用于本文与核酸或基因(或由所述核酸或基因编码的蛋白质)以及特定细胞有关时是

指确实存在于(并且可以获得自)在自然界中存在的所述特定细胞中。

[0051] 作为对上述概念的示例，转化入解脂西洋蓍霉细胞中的编码解脂西洋蓍霉ALG6蛋

白的表达质粒相对于该细胞而言是外源核酸。然而，编码ALG6蛋白的序列和由其产生的

ALG6蛋白与所述细胞是同源的。类似地，转化入解脂西洋蓍霉细胞中的编码Arxula 

adeninivorans  ALG6蛋白的表达质粒相对于该细胞而言是外源核酸。然而与前一例子相

反，编码所述ALG6蛋白的序列和由其产生的ALG6蛋白与所述细胞是异源的。

[0052] 如用于本文，“启动子”是指使基因能够被转录的DNA序列。启动子由RNA聚合酶识

别，然后起始转录。因此，启动子含有或者直接通过RNA聚合酶的募集结合的或在RNA聚合酶

的募集中涉及的DNA序列。启动子序列也可以包括“增强子区”，其是能够与蛋白质结合以增

强基因簇中基因的转录水平(因此得名)的一个或多个DNA区(即，反式作用因子，更像一组

转录因子)。所述增强子尽管通常在编码区的5’端，但是也可以与启动子序列分开，并且可

以例如在基因内含子区内或在基因编码区的3’。

[0053] 如用于本文，“可操作地连接”是指并入遗传构建体从而表达调控序列有效地调控

感兴趣的编码序列的表达。

[0054] 本文描述的任何核酸序列的变体(例如，SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID  NO:2中所示的

HAC1序列)可以具有与野生型核酸序列同源的序列，例如，与野生型核酸序列为至少约70％

(例如，至少约75％，至少约80％，至少约85％，至少约90％，至少约95％或至少约99％)同源

(相同)的序列。这样的野生型序列可以分离自自然界或者可以通过重组或合成方法产生。

由此野生型序列核酸可以具有天然存在的人的核酸序列、猴核酸序列、鼠类核酸序列或任

何其它含有所述感兴趣野生型核酸的同源物的物种的核酸序列。如用于本文，“同源”或“同

源核酸序列”或类似术语是指如下序列，其特征在于在核苷酸水平的至少指定百分比的同

源性，并且可与序列同一性互换使用。

[0055] 百分比同源性或同一性可以如下测定，例如通过Gap程序(Wisconsin  Sequence 

Analysis  Package,用于UNIX的第八版,Genetics  Computer  Group,University  Research 

Park ,Madison ,WI)，使用缺省设定，其使用Smith和Waterman((1981)Adv.Appl .Math .2:

482-489)的算法。在一些实施方案中，探针和靶(见下文)之间的同源性在约50％至约60％

之间。在一些实施方案中，探针和靶核酸之间的同源性是大约55％-65％，65％-75％，约
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70％-80％，约75％-85％，约80％-90％，约85％-95％或约90％-100％。

[0056] 术语“探针”如用于本文是指长度可变的核酸序列。在一些实施方案中，探针包含

至少10个并且多如6,000个核苷酸序列。在一些实施方案中，探针包含至少12个，至少14个，

至少16个，至少18个，至少20个，至少25个，至少50个或至少75个或100个连续核苷酸。较长

长度的探针通常获得自天然或重组的来源(与直接的化学合成相反)，对于靶序列是高特异

性的，并且与较长的寡聚物相比与靶杂交慢得多。探针可以是单链或双链核酸分子。

[0057] 在一些实施方案中，本文描述的变体核酸可以具有如下序列，所述序列包含与感

兴趣的野生型核酸(例如，如SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID  NO:2中所示的HAC1核酸序列)中的区

域、部分、结构域或区段具有部分互补性(例如，至少50％、至少60％、至少70％、至少80％、

至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％互补性)的单链或双链。在一

些实施方案中，感兴趣的变体核酸序列可以具有如下序列，所述序列包含与野生型核酸序

列中的区域、部分、结构域或区段具有完全互补性(即，100％互补性)的单链或双链。序列

“互补性”是指特定含氮碱基之间由于它们的氢键键合特性(即，具有使反向平行双链体能

够形成的碱基序列的两条核酸链的性质，其中腺嘌呤和尿嘧啶(或胸腺嘧啶，在DNA或经修

饰的RNA的情况下)彼此相反，而鸟嘌呤和胞嘧啶彼此相反)产生的化学亲和力。如此，完全

互补序列将是在核苷酸序列形成反向平行双链体时具有完全的一对一碱基序列对应性

(即，腺嘌呤对尿嘧啶/胸腺嘧啶且鸟嘌呤对胞嘧啶)的两个序列。

[0058] 杂交也可用作对两个核酸序列之间同源性的测量。本文描述的核酸序列，或其片

段或变体，可以用作依据标准杂交技术的杂交探针。感兴趣的特定探针(例如，HAC1核苷酸

序列的探针，例如，如SEQ  ID  NOS:1或2中所示的HAC1核苷酸序列)与来自试验来源(例如，

真核细胞)的DNA或RNA的杂交表明对在试验来源中对应于所述探针的DNA或RNA的存在(例

如，HAC1核苷酸序列)。杂交条件是本领域那些技术人员已知的，并且可以在Current 

Protocols  in  Molecular  Biology,John  Wiley&Sons,N.Y.,6.3.1-6.3.6,1991中找到。将

中等杂交条件定义为等同于在2X氯化钠/柠檬酸钠(SSC)中在30℃杂交，之后在1X  SSC、

0.1％SDS中在50℃清洗。将高严紧性条件定义为等同于在6X氯化钠/柠檬酸钠(SSC)中在45

℃杂交，之后在0.2X  SSC、0.1％SDS中在65℃清洗。

[0059] 除非另有限定，本文使用的全部技术和科学术语具有与本发明所属领域的一个普

通技术人员所通常理解的相同的含义。尽管在本发明的实践或测试中可以使用与本文描述

的那些相似的或等同的方法和材料，在下文将描述示例性的方法和材料。将本文提及的全

部公开文献、专利申请、专利、 登录号和其它参考文献通过所述整体并入。发生

冲突的情况下，以包括定义在内的本申请为准。材料、方法和实例仅作为示例说明，而非意

欲进行限制。

[0060] 本发明的其它特征和优势，例如，产生N-糖基化改变的分子的方法，将从以下详述

并从权利要求书中清楚可见。

[0061] 附图简述

[0062] 图1是描述在酵母内质网的N-聚糖前体合成的示意图。其所编码的蛋白质具有介

导指明的酶促转化的活性的基因在带阴影的框中(例如，ALG7；左上)。“UDP”和“UMP”分别指

二磷酸尿苷和一磷酸尿苷。“GDP”和“GMP”分别指二磷酸鸟苷和一磷酸鸟苷。“Gn”是指N-乙

酰葡糖胺。“M”是指单体甘露糖，G是指葡萄糖，Pi是指磷酸。
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[0063] 图2是描述酵母内质网中N-聚糖加工的示意图。

[0064] 图3是描述酿酒酵母(S.cerevisiae)高尔基体中N-聚糖加工的示意图。其编码的

蛋白质具有介导指明的酶促转化的活性的基因在带阴影的框中(例如，OCH1；中上)。

[0065] 图4是描述多种本文所述的N-聚糖结构的示意图。

[0066] 图5是描述用于破坏解脂西洋蓍霉中OCH1基因的克隆策略的示意图。“PCR”是指聚

合酶链式反应。

[0067] 图6是描述用于MNN9基因破坏片段的克隆策略的示意图。“PCR”是指聚合酶链式反

应。

[0068] 图7是一系列描述获得自野生型解脂西洋蓍霉细胞或糖基化突变体(例如，Δ

och1cI9、Δmnn91和Δoch1Δmnn9)细胞和MTLY60菌株细胞的甘露糖蛋白的N-聚糖分析的

电泳图谱(electroferogram)。在一些情况下，将所述N-聚糖进一步用α-1,2甘露糖苷酶处

理。使用DNA测序仪辅助型、荧光团辅助型糖电泳(DSA-FACE)来进行分析。“M5”，“M6”，“M7”，

“M8”，和“M9”是指与基本N-乙酰葡糖胺结构结合(conjugate)的甘露糖残基数。Y轴代表相

对荧光单位，表明各个甘露糖结构的量。X轴代表各个复合甘露糖结构通过凝胶的相对迁移

率。顶部的电泳图谱是对用作迁移率标准品的寡麦芽糖(oligomaltose)的分析。

[0069] 图8是描述用于酿酒酵母MNS1表达载体的克隆策略的示意图。“PCR”是指聚合酶链

式反应。

[0070] 图9是一系列描述对获得自MTLY60细胞的分泌型糖蛋白进行的N-聚糖分析的电泳

图谱，所述细胞表达野生型(WT)Mns1p或所指明的Mns1p的多种突变形式(即，R273G、R273L

或R269S/S272G/R273L)。分析使用DSA-FACE进行。“M5”，“M6”，“M7”，“M8”，“M9”是指与基本

N-乙酰葡糖胺结构结合的甘露糖残基数。Y轴代表相对荧光单位，表明各个甘露糖结构的

量。X轴代表各个复合甘露糖结构通过凝胶的相对迁移率。顶部的电泳图谱是对用作迁移率

标准品的寡麦芽糖的分析。

[0071] 图10是描述用于MNN4表达载体的克隆策略的示意图。

[0072] 图11是一系列描述对获得自指明的野生型MTLY60细胞或糖基化突变细胞的分泌

型糖蛋白进行的N-聚糖分析的电泳图谱。分析使用DSA-FACE进行。“M5”，“M6”，“M7”，“M8”，

“M9”是指与壳二糖核心结构结合的甘露糖残基数。“P”是指含有一个磷酸残基的甘露糖蛋

白，而“PP”是指含有两个磷酸残基的甘露糖蛋白。Y轴代表相对荧光单位，表明各个甘露糖

结构的量。X轴代表各个复合甘露糖结构通过凝胶的相对迁移率。顶部的电泳图谱是对用作

迁移率标准品的寡麦芽糖的分析。

[0073] 图12是描述用于α-半乳糖苷酶表达载体的克隆策略的示意图。

[0074] 图13是一系列描述对获得自指明的野生型MTLY60细胞或糖基化突变细胞的多种

克隆的甘露糖蛋白和磷酸甘露糖蛋白进行的N-聚糖分析的电泳图谱。“alg3”表明所述细胞

是ALG3敲除型。“ALG6过表达”表明所述ALG6的蛋白质产物在细胞中过表达。分析使用DSA-

FACE进行。“M5”，“M6”，“M7”，“M8”和“M9”是指与基本N-乙酰葡糖胺结构结合的甘露糖残基

数。Y轴代表相对荧光单位，表明各个甘露糖结构的量。X轴代表各个复合甘露糖结构通过聚

丙烯酰胺凝胶的相对迁移率。顶部的电泳图谱是对用作迁移率标准品的寡麦芽糖的分析。

[0075] 图14是一系列描述对获得自指明的野生型MTLY60细胞或糖基化突变细胞的多种

克隆的甘露糖蛋白和磷酸甘露糖蛋白进行的N-聚糖分析的电泳图谱。“alg3”表明所述细胞
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是ALG3敲除型。“ALG6过表达”表明所述ALG6的蛋白质产物在细胞中过表达。一个峰与RNA酶

B标志物的Man5GlcNAc2运行在相同位置，并且在α-1,2-甘露糖苷酶处理之后迁移了两个葡

萄糖单位，并在α-甘露糖苷酶(JB)消化之后迁移4个葡萄糖单位。这与预期的Man5GlcNAc2结

构相符。额外的两个峰在约一个和两个糖单位的距离运行，并且不受a-1 ,2-甘露糖苷酶消

化的影响。在a-甘露糖苷酶(JB)消化时两个峰都迁移一个葡萄糖单位。小迁移是因为加入

的酶(例如JB甘露糖苷酶)的较高的盐浓度。分析使用DSA-FACE进行。“M5”，“M6”，“M7”，“M8”

和“M9”是指与壳二糖核心结构结合的甘露糖残基数。Y轴代表相对荧光单位，表明各个甘露

糖结构的量。X轴代表各个复合甘露糖结构通过凝胶的相对迁移率。顶部的电泳图谱是对用

作迁移率标准品的寡麦芽糖的分析。

[0076] 图15是对获得自未折叠蛋白质应答(UPR)诱导的菌株解脂西洋蓍霉的分离的DNA

片段(SEQ  ID  NO:1)序列与基因组HAC1DNA序列(SEQ  ID  NO:5)的序列比对。带框的序列对

应于非常规剪接的内含子。

[0077] 图16是一系列对巴斯德毕赤酵母和酿酒酵母的预测的5’(顶部)和3’(底部)剪接

位点的序列比对。粗体加下划线的核苷酸存在于环结构中。

[0078] 图17A和17B是对获得自DTT-诱导型(I)(SEQ  ID  NO:2)和非诱导型(NI)(SEQ  ID 

NO:6)巴斯德毕赤酵母培养物的HAC1cDNA的序列比对的两个部分视图。

[0079] 图18是对巴斯德毕赤酵母和酿酒酵母18个氨基酸的C-末端区域的序列比对。保守

的氨基酸为粗体并加下划线。

[0080] 图19是描述对KAR2mRNA的相对表达水平进行比较的柱状图。将克隆3、4和5(巴斯

德毕赤酵母GSM5细胞)在作为碳源的甲醇上培养。“3+”、“4+”和“5+”是指在作为碳源的甲醇

上培养的各个克隆，而“3-”、“4-”和“5-“是指在作为碳源的葡萄糖上培养的各个克隆。Y轴

代表使用实时PCR的KAR2基因的相对表达。

[0081] 图20是描述两种巴斯德毕赤酵母克隆(克隆6和8)中Kar2和HAC1的相对表达水平

的柱状图。“6+”和“8+”是指在作为碳源的甲醇上培养的各个克隆，而“6-”和“8-“是指在作

为碳源的葡萄糖上培养的各个克隆。Y轴代表使用实时PCR的KAR2基因的相对表达。

[0082] 图21是描述用于YlMNN6表达载体的克隆策略的示意图。

[0083] 图22是一系列描述对获得自指明的单独的Δoch1解脂西洋蓍霉细胞，或表达

YlMNN6的Δoch1解脂西洋蓍霉的多种克隆(Z3、Z4、Z5、U5、U6和U8)的糖蛋白进行的N-聚糖

分析的电泳图谱。分析使用DSA-FACE进行。Y轴代表相对荧光单位，表明各个甘露糖结构的

量。X轴代表各个复合甘露糖结构通过凝胶的相对迁移率。顶部的电泳图谱是对用作迁移率

标准品的寡麦芽糖的分析。

[0084] 图23是描述用于MFManHDEL表达载体的克隆策略的示意图。

[0085] 图24是一系列描述对获得自指明的单独的Δoch1解脂西洋蓍霉细胞，或表达

MFManHDEL的Δoch1解脂西洋蓍霉的多种克隆(9、11、10、3、5和6)的糖蛋白进行的N-聚糖分

析的电泳图谱。分析使用DSA-FACE进行。Y轴代表相对荧光单位，表明各个甘露糖结构的量。

X轴代表各个复合甘露糖结构通过凝胶的相对迁移率。顶部的电泳图谱是对用作迁移率标

准品的寡麦芽糖的分析。

[0086] 图25是描述用于LIP2preManHDEL表达载体的克隆策略的示意图。

[0087] 图26是一系列描述对获得自指明的单独的Δoch1解脂西洋蓍霉细胞，或表达
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LIP2ManHDEL的Δoch1解脂西洋蓍霉的多种克隆(1、5、10和11)的糖蛋白进行的N-聚糖分析

的电泳图谱。分析使用DSA-FACE进行。“M5”，“M6”，“M7”，“M8”和“M9”是指与壳二糖核心结构

结合的甘露糖残基数。Y轴代表相对荧光单位，表明各个甘露糖结构的量。X轴代表各个复合

甘露糖结构通过凝胶的相对迁移率。顶部的电泳图谱是对用作迁移率标准品的寡麦芽糖的

分析。

[0088] 图27A和27B是解脂西洋蓍霉(图27A；SEQ  ID  NO:3)和巴斯德毕赤酵母(图27B；SEQ 

ID  NO:4)的HAC1蛋白的氨基酸序列。

[0089] 图28是考马斯蓝染色的聚丙烯酰胺凝胶的照片，其描述在多种解脂西洋蓍霉细胞

(MTLY60、MTLY60Δalg3和MTLY60Δalg3ALG6)培养物中Lip2p过表达的结果。在凝胶中解析

了以下样品：泳道1(“梯子”或“梯”)，已知分子量的蛋白质的组合；泳道2(“WT”)，获得自过

表达Lip2p的WT解脂西洋蓍霉细胞(MTLY60)的Lip2p蛋白；泳道3(“WT+PGase  F”)，获得自过

表达Lip2p的WT解脂西洋蓍霉细胞并用PNGase  F酶处理的Lip2p蛋白；泳道4(“alg3-

ALG6”)，获得自缺乏alg3并且过表达Lip2p和ALG6二者的西洋蓍霉细胞(MTLY60Δ

alg3ALG6)的Lip2p蛋白；泳道5(“alg3-ALG6+PNGase  F”)，获得自缺乏alg3并且过表达

Lip2p和ALG6二者的西洋蓍霉细胞(MTLY60Δalg3ALG6)并且用PNGase  F酶处理的Lip2p蛋

白；泳道6(“alg3”)，获得自缺乏alg3并且过表达Lip2p的解脂西洋蓍霉细胞(MTLY60Δ

alg3)的Lip2p蛋白；泳道7(“alg3+PNGase  F”)，获得自缺乏alg3并且过表达Lip2p的解脂西

洋蓍霉细胞(MTLY60Δalg3)并用PNGase  F酶处理的Lip2p蛋白；泳道8(“无Lip2p过表达的

WT”)，获得自MTLY60细胞的蛋白质；和泳道9(“无Lip2p过表达的WT+PNGase  F”)，获得自

MTLY60细胞并用PNGase  F酶处理的蛋白质。

[0090] 图29是一系列描述对获得自指明的多种解脂西洋蓍霉细胞(WT(MTLY60)；Δalg3；

Δalg3ALG6过表达的；和过表达ALG6连同来自解脂西洋蓍霉(Yl)或布氏锥虫(Tb)的葡糖苷

酶II的α亚基的Δalg3克隆)的糖蛋白进行的N-聚糖分析的电泳图谱。分析使用DSA-FACE进

行。“M5”，“M6”，“M7”，“M8”和“M9”是指与壳二糖核心结构结合的甘露糖残基数。Y轴代表相

对荧光单位，表明各个甘露糖结构的量。X轴代表各个复合甘露糖结构通过凝胶的相对迁移

率。顶部的电泳图谱是对用作迁移率标准品的寡麦芽糖的分析。底部的电泳图谱是对RNA酶

B的分析。

[0091] 图30是一系列描述对获得自指明的多种解脂西洋蓍霉细胞(Δalg3；Δalg3ALG6

过表达的；和过表达ALG6连同含有HDEL序列的来自解脂西洋蓍霉(Yl)的葡糖苷酶II的α亚

基的Δalg3克隆)的糖蛋白进行的N-聚糖分析的电泳图谱。分析使用DSA-FACE进行。Y轴代

表相对荧光单位，表明各个甘露糖结构的量。X轴代表各个复合甘露糖结构通过凝胶的相对

迁移率。

[0092] 图31是一系列描述对获得自指明的多种解脂西洋蓍霉细胞(Δalg3；Δalg3ALG6

过表达的；和过表达ALG6连同含有HDEL序列的来自布氏锥虫(Trypanosoma  brucei)(Tb)的

葡糖苷酶II的α亚基的Δalg3克隆)的糖蛋白进行的N-聚糖分析的电泳图谱。分析使用DSA-

FACE进行。Y轴代表相对荧光单位，表明各个甘露糖结构的量。X轴代表各个复合甘露糖结构

通过凝胶的相对迁移率。

[0093] 图32是一系列描述对获得自指明的用不同浓度变聚糖酶体外处理的alg3ALG6解

脂西洋蓍霉细胞的糖蛋白进行的N-聚糖分析的电泳图谱。分析使用DSA-FACE进行。Y轴代表
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相对荧光单位，表明各个甘露糖结构的量。X轴代表各个复合甘露糖结构通过凝胶的相对迁

移率。顶部的电泳图谱是对用作迁移率标准品的寡麦芽糖的分析。底部的电泳图谱是对RNA

酶B的分析。

[0094] 图33是一系列描述对获得自指明的多种解脂西洋蓍霉细胞(Δalg3；Δalg3ALG6

过表达的；和过表达ALG6连同在Hp4d或TEF启动子调控下表达的来自解脂西洋蓍霉(Y.l.)

的葡糖苷酶II的α亚基和来自Y.l的葡糖苷酶II的β亚基的Δalg3克隆)的糖蛋白进行的N-

聚糖分析的电泳图谱。Y轴代表相对荧光单位，表明各个甘露糖结构的量。X轴代表各个复合

甘露糖结构通过凝胶的相对迁移率。顶部的电泳图谱是对用作迁移率标准品的寡麦芽糖的

分析。底部的电泳图谱是对RNA酶B的分析。

[0095] 图34是一系列描述对获得自指明的多种解脂西洋蓍霉细胞(Δalg3ALG6过表达

的；和过表达ALG6连同在Hp4d或TEF启动子调控下表达的含HDEL的来自解脂西洋蓍霉

(Y.l.)的葡糖苷酶II的α亚基和来自Y.l的葡糖苷酶II的β亚基的Δalg3克隆)的糖蛋白进

行的N-聚糖分析的电泳图谱。分析使用DSA-FACE进行。Y轴代表相对荧光单位，表明各个甘

露糖结构的量。X轴代表各个复合甘露糖结构通过凝胶的相对迁移率。顶部的电泳图谱是对

用作迁移率标准品的寡麦芽糖的分析。底部的电泳图谱是对RNA酶B的分析。

[0096] 图35是一系列描述对获得自指明的多种解脂西洋蓍霉细胞(Δalg3和过表达在

TEF启动子调控下表达的来自解脂西洋蓍霉(Y.l.)的葡糖苷酶II的α亚基和来自Y.l的葡糖

苷酶II的β亚基的Δalg3克隆)的糖蛋白进行的N-聚糖分析的电泳图谱。Y轴代表相对荧光

单位，表明各个甘露糖结构的量。X轴代表各个复合甘露糖结构通过凝胶的相对迁移率。顶

部的电泳图谱是对用作迁移率标准品的寡麦芽糖的分析。底部的电泳图谱是对RNA酶B的分

析。

[0097] 图36A和36B描述的是编码黑曲霉(Aspergillus  niger)葡糖苷酶II 成熟形式

(缺少信号肽)的cDNA的核苷酸序列，其是为了在解脂西洋蓍霉中表达而经密码子优化的

cDNA(SEQ  ID  NO:7)。

[0098] 图37是描述编码黑曲霉(Aspergillus  niger)葡糖苷酶IIβ成熟形式(缺少信号

肽)的cDNA的核苷酸序列，其是为了在解脂西洋蓍霉中表达而经密码子优化的cDNA(SEQ  ID 

NO:8)。

[0099] 图38是一系列对获得自指明的多种解脂西洋蓍霉细胞(Δalg3和ALG6过表达的，

连同在TEF或hp4d启动子调控下表达的来自黑曲霉(An)的葡糖苷酶II的α亚基)的糖蛋白进

行的N-聚糖分析的电泳图谱。Y轴代表相对荧光单位，表明各个甘露糖结构的量。X轴代表各

个复合甘露糖结构通过凝胶的相对迁移率。顶部的电泳图谱是对用作迁移率标准品的寡麦

芽糖的分析。底部的电泳图谱是对RNA酶B的分析。

[0100] 图39A和39B是一对柱状图，其描述在WT(MTLY60)解脂西洋蓍霉细胞中或在含有在

hp4d启动子表达调控下的HAC1cDNA的经剪接形式的解脂西洋蓍霉细胞的两个克隆(克隆7

和克隆2)中，HAC1(39A)或KAR(39B)基因的相对表达水平(Y轴)。

[0101] 图40是线型图，其描述用空载体转化的野生型巴斯德毕赤酵母GS115细胞与表达

Hac1p蛋白的巴斯德毕赤酵母GS115细胞的生长相比的生长。

[0102] 图41是考马斯蓝染色的聚丙烯酰胺凝胶的照片，其比较了来自表达鼠类IL-10

(mIL-10)蛋白的巴斯德毕赤酵母GS115细胞细胞培养物的mIL-10蛋白的表达水平与获得自
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在诱导型启动子AOX1调控下表达mIL-10和来自巴斯德毕赤酵母的经剪接HAC1蛋白的GS115

细胞的培养物的mIL-10蛋白的表达。在凝胶中解析了以下样品：泳道1(“梯子”)，已知分子

量的蛋白质的组合；泳道2(“参照”)，获得自表达参照mIL-10的巴斯德毕赤酵母菌株

(GS115)的蛋白质；泳道3(“参照”)，获得自表达参照mIL-10的巴斯德毕赤酵母菌株的、在用

PNGase  F酶处理蛋白质之后的蛋白质；泳道4(“克隆1”)，获得自诱导型表达HAC1蛋白的表

达mIL-10的巴斯德毕赤酵母细胞的蛋白质；泳道5(“克隆1”)，获得自诱导型表达HAC1蛋白

的表达mIL-10的巴斯德毕赤酵母细胞的、在用PNGase  F酶处理蛋白质之后的蛋白质；泳道6

(“克隆2”)，获得自诱导型表达HAC1蛋白1的表达mIL-10的巴斯德毕赤酵母细胞的蛋白质；

泳道7(“克隆2”)，获得自诱导型表达HAC1蛋白的表达mIL-10的巴斯德毕赤酵母细胞的、在

用PNGase  F酶处理蛋白质之后的蛋白质。

[0103] 图42描述的是编码里氏木霉(Trichoderma  reesei)α-1,2甘露糖苷酶、为了在解

脂西洋蓍霉中表达而经密码子优化、含有LIP2前信号序列的示例性cDNA序列的核苷酸序列

(SEQ  ID  NO:9)。

[0104] 图43描述的是用于解脂西洋蓍霉的GAP启动子的示例性核苷酸序列的核苷酸序列

(SEQ  ID  NO:10)。

[0105] 图44A-44C描述的是用于表达载体pYLHUXdL2preManHDEL的示例性核苷酸序列

(SEQ  ID  NO:11)，其含有编码里氏木霉α-1,2甘露糖苷酶的、为了在解脂西洋蓍霉中表达而

经密码子优化并且含有LIP2前信号序列的cDNA序列。

[0106] 图45A-45C描述的是用于表达载体pYLGUXdL2preManHDEL的示例性核苷酸序列

(SEQ  ID  NO:12)，其含有编码里氏木霉α-1,2甘露糖苷酶的、为了在解脂西洋蓍霉中表达而

经密码子优化并且含有LIP2前信号序列的cDNA序列。

[0107] 图46A-46C描述的是用于表达载体pYLPUXdL2preManHDEL的示例性核苷酸序列

(SEQ  ID  NO:13)，其含有编码里氏木霉α-1,2甘露糖苷酶的、为了在解脂西洋蓍霉中表达而

经密码子优化并且含有LIP2前信号序列的cDNA序列。

[0108] 图47A-47C描述的是用于表达载体pYLTUXdL2preManHDEL的示例性核苷酸序列

(SEQ  ID  NO:14)，其含有编码里氏木霉α-1,2甘露糖苷酶的、为了在解脂西洋蓍霉中表达而

经密码子优化并且含有LIP2前信号序列的cDNA序列。

[0109] 图48是一系列对获得自用指明的不同表达载体转化的解脂西洋蓍霉细胞的糖蛋

白进行的N-聚糖分析的电泳图谱：“hp4dL2ManHDEL”(pYLHUXdL2preManHDEL，图44A-44C)；

“GAPL2Ma nHDEL”(pYLGUXd L2preMa nHDEL，图45A-45C) ；“TEF1L2Ma nHDEL”

(pYLTUXdL2preManHDEL，图47A-47C)。Y轴代表相对荧光单位，表明各个甘露糖结构的量。X

轴代表各个复合甘露糖结构通过凝胶的相对迁移率。顶部的电泳图谱是对用作迁移率标准

品的葡聚糖(dextran)的分析。系列中第二个电泳图谱是对RNA酶B的分析。

[0110] 图49是一系列对获得自含有稳定整合的表达载体pYLTUXdL2preManHDEL(图47A-

47C)的解脂西洋蓍霉MTLY60Δoch1细胞的糖蛋白进行的N-聚糖分析的电泳图谱。糖蛋白样

品获得自24、48、72和96小时的细胞培养物。顶部的电泳图谱是对用作迁移率标准品的葡聚

糖(dextran)的分析。系列中第二个电泳图谱是对RNA酶B的分析。

[0111] 图50是用于人葡糖脑苷酯酶的示例性核酸序列(GLCM ,Swiss  Prot条目号：

P04062；SEQ  ID  NO:15)，其是按照为了在解脂西洋蓍霉中表达而经密码子优化的cDNA以化
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学方法合成的。

[0112] 图51是免疫印迹的照片，其描述了在解脂西洋蓍霉菌株MTLY60(WT；泳道4和6)和

MTLY60Δoch1(Δoch1；前三个泳道)中表达的人葡糖脑苷酯酶的迁移图。蛋白质的分子量

(kDa)通过在所述免疫印迹最右侧的分子量标志物来说明。

[0113] 图52是人促红细胞生成素的示例性核酸序列(Epo，Swiss  Prot条目号：P01588；

SEQ  ID  NO:16)，其是按照为了在解脂西洋蓍霉中表达而经密码子优化的cDNA以化学方法

合成的。

[0114] 图53是人α-半乳糖苷酶A的示例性核酸序列(AGAL，Swiss  Prot条目号：P06280；

SEQ  ID  NO:17)，其是按照为了在解脂西洋蓍霉中表达而经密码子优化的cDNA以化学方法

合成的。

[0115] 图54是一系列过表达Hac1p蛋白的经剪接形式的巴斯德毕赤酵母细胞或野生型巴

斯德毕赤酵母细胞的电子显微照片。将细胞中堆叠的脂质膜的离散区加框。

[0116] 图55是一系列电泳图谱，其描述对获得自指明的WT解脂西洋蓍霉细胞(pol1d)和

表达α-1,2-甘露糖苷酶和HDEL序列的融合蛋白的解脂西洋蓍霉细胞的糖蛋白进行的N-聚

糖分析。分析使用DSA-FACE进行。“M5”，“M6”，“M7”，“M8”和“M9”是指与壳二糖核心结构结合

的甘露糖残基数。Y轴代表相对荧光单位，表明各个甘露糖结构的量。X轴代表各个复合甘露

糖结构通过凝胶的相对迁移率。顶部的电泳图谱是对用作迁移率标准品的寡麦芽糖的分

析。底部的电泳图谱是对RNA酶B的分析。

[0117] 详述

[0118] 本文描述的方法和遗传工程化的细胞可以用于产生如下目标分子(例如，目标蛋

白或目标多萜醇)，其与在未经遗传工程化的细胞中产生的所述目标分子的N-糖基化形式

相比具有改变的N-糖基化形式。已经证明糖基化目标分子(例如，糖基化蛋白)向患有代谢

紊乱(例如，溶酶体贮积病)患者的施用使所述病症的症状改善。因此，所述的方法和细胞可

用于制备N-糖基化改变的目标分子，其用于包括但不限于治疗代谢紊乱如溶酶体贮积病。

这样的N-糖基化改变的分子也可用于广泛多样的其它领域，例如，食品和饮料工业；药物工

业(例如，作为疫苗)；农业工业；和化学工业，等等。

[0119] N-糖基化改变的分子

[0120] 如用于本文，目标分子是指通过来自遗传工程化的细胞(例如，真菌细胞如解脂西

洋蓍霉或Arxula  adeninivorans(或其它相关种类的双态性酵母)细胞；植物细胞；或动物

细胞)的一种或多种N-糖基化活性而经受改变的N-糖基化的任何分子。在一些实施方案中，

目标分子能够被运输经过解脂西洋蓍霉或Arxula  adeninivorans(或其它相关种类的双态

性酵母)分泌途径中的一步或多步，导致它们的N-糖基化因宿主细胞机构(machinery)而改

变。所述目标分子可以是内源或外源的。

[0121] 目标蛋白、它们的生物学活性片段或其生物学活性变体可以包括如上所述含有添

加、缺失或取代的蛋白质。合适的目标蛋白包括病原体蛋白(例如，破伤风类毒素；白喉

(diphtheria)类毒素；病毒表面蛋白(例如，巨细胞病毒(CMV)糖蛋白B、H和gCIII；人免疫缺

陷病毒1(HIV-1)包膜糖蛋白；劳斯肉瘤病毒(RSV)包膜糖蛋白；单纯疱疹病毒(HSV)包膜糖

蛋白；EB病毒(EBV)包膜糖蛋白；水痘带状疱疹病毒(VZV)包膜糖蛋白；人乳头状瘤病毒

(HPV)包膜糖蛋白；流感病毒糖蛋白；和肝炎家族表面抗原)，溶酶体蛋白(例如，葡糖脑苷酯
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酶、脑苷酶或半乳糖脑苷酯酶)，胰岛素，胰高血糖素，生长因子，细胞因子，趋化因子，抗体

及其片段，或所述蛋白质中任一与抗体或抗体片段的融合物(例如，蛋白质-Fc)。生长因子

包括，例如，血管内皮生长因子(VEGF)、胰岛素样生长因子(IGF)、骨形态发生蛋白(BMP)、粒

细胞集落刺激因子(G-CSF)、粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子(GM-CSF)、神经生长因子

(NGF)；神经营养蛋白、血小板衍生生长因子(PDGF)、促红细胞生成素(EPO)、血小板生成素

(TPO)、Myostatin(GDF-8)、生长分化因子-9(GDF9)、碱性成纤维细胞生长因子(bFGF或

FGF2)、表皮生长因子(EGF)、肝细胞生长因子(HGF)。细胞因子包括，例如，白介素(例如，IL-

1至IL-33(例如，IL-1、IL-2、IL-3、IL-4、IL-5、IL-6、IL-7、IL-8、IL-9、IL-10、IL-12、IL-13

或IL-15))。趋化因子包括，例如，I-309、TCA-3、MCP-1、MIP-1α、MIP-1β、RANTES、C10、MRP-2、

MARC、MCP-3、MCP-2、MRP-2、CCF18、MIP-1γ、Eotaxin、MCP-5、MCP-4、NCC-1、Ckβ10、HCC-1、白

细胞诱素-1(Leukotactin-1)、LEC、NCC-4、TARC、PARC或Eotaxin-2。还包括肿瘤糖蛋白(例

如，肿瘤相关抗原)，例如，癌胚抗原(CEA)、人粘蛋白、HER-2/neu和前列腺特异性抗原(PSA)

[R.A.Henderson和O.J.Finn,Advances  in  Immunology,62,第217-56页(1996)]。在一些实

施方案中，目标蛋白可以是与溶酶体贮积病相关的目标蛋白，所述目标蛋白包括，例如，α-

L-艾杜糖苷酸酶、β-D-半乳糖苷酶、β-葡糖苷酶、β-己糖胺酶、β-D-甘露糖苷酶、α-L-岩藻糖

苷酶、芳基硫酸酯酶B、芳基硫酸酯酶A、α-N-乙酰半乳糖胺酶、天冬氨酰葡糖胺酶、艾杜糖醛

酸-2-硫酸酯酶、α-氨基葡糖苷-N-乙酰转移酶、β-D-葡糖醛酸酶、透明质酸酶、α-L-甘露糖

苷酶、α-神经氨酸酶、磷酸转移酶、酸性脂肪酶、酸性神经酰胺酶、鞘磷脂酶、硫酯酶、组织蛋

白酶K和脂蛋白脂肪酶。

[0122] 目标蛋白也可以是融合蛋白。融合蛋白包括，例如，(i)本文描述的任何蛋白或其

片段与(ii)抗体或其片段的融合物。如用于本文，术语“抗体片段”是指抗原结合片段，例

如，Fab、F(ab')2、Fv和单链Fv(scFv)片段。scFv片段是单一多肽链，其包括所述scFv所源自

的抗体的重链和轻链可变区二者。此外，双抗体[Poljak(1994)Structure  2(12):1121-

1123；Hudson等(1999)J.Immunol.Methods  23(1-2):177-189，将这两篇的内容通过所述整

体并入本文]和细胞内抗体[Huston等(2001)Hum.Antibodies  10(3-4):127-142；Wheeler

等(2003)Mol.Ther.8(3):355-366；Stocks(2004)Drug  Discov.Today  9(22):960-966，将

全部这些的内容通过所述整体并入本文]也可以在本发明的方法中使用。

[0123] 目标蛋白也可以与聚合物、载体、佐剂、免疫毒素或可检测的(例如，荧光、发光或

放射性)模块中的一种或多种结合。例如，可以将目标蛋白与聚乙二醇结合，所述聚合物模

块可以用于例如增加小蛋白质的分子量和/或增加循环滞留期。

[0124] 在一些实施方案中，目标分子可以是或可以含有多萜醇。

[0125] 遗传工程化的细胞

[0126] 本文描述的遗传工程化的细胞具有至少一种经修饰的N-糖基化活性，所述细胞可

用于一种或多种具有改变的N-糖基化形式的目标分子的产生。适合于遗传工程化的细胞包

括，例如，真菌细胞(例如，解脂西洋蓍霉或本文所述的任何其它相关的双态性酵母细胞)，

植物细胞或动物细胞(例如，(线虫、昆虫、植物、鸟、爬行动物、或哺乳动物(例如，小鼠、大

鼠、兔、仓鼠、沙鼠、犬、猫、山羊、猪、牛、马、鲸、猴或人))。所述细胞可以是原代细胞、无限增

殖化细胞或经转化的细胞。所述细胞可以是动物中，例如非人哺乳动物中的那些细胞。这些

细胞，在进行本文指定的遗传工程化之前，可以获得自多种商业来源和研究资源机构，如，
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例如，美国典型培养物保藏中心(American  Type  Culture  Collection)(Rockville,MD)。

目标分子包括蛋白质，例如任何本文所述的目标蛋白(见上文)。目标分子也包括多萜醇。

[0127] 对细胞进行的遗传工程化包括遗传修饰如：(i)缺失编码具有N-糖基化活性的蛋

白质的内源基因；(ii)引入编码具有N-糖基化活性的蛋白质(例如，内源或外源蛋白)的突

变形式的重组核酸(即，表达具有N-糖基化活性的突变蛋白)；(iii)引入或表达RNA分子，所

述RNA分子干扰具有N-糖基化活性的蛋白质的功能性表达；(iv)引入编码具有N-糖基化活

性的蛋白质的野生型(例如，内源的或外源的)的重组核酸(即，表达具有N-糖基化活性的蛋

白质)；或(v)改变编码具有N-糖基化活性的蛋白质的一种或多种内源基因的启动子或增强

子元件，由此改变它们编码的蛋白质的表达。RNA分子包括，例如，小干扰RNA、短发夹RNA

(shRNA)、反义RNA或微小RNA(miRNA)。应该理解的是，第(ii)项包括，例如，用相对于如下被

替代的内源基因编码具有更大N-糖基化活性的蛋白质的基因替代内源基因(例如，通过同

源重组)。遗传工程化还包括改变编码具有N-糖基化活性的蛋白质的内源基因以产生具有

添加(例如，异源序列)、缺失或取代(例如，突变如点突变；保守或非保守突变)的蛋白质。突

变可以特异性地引入(例如，定点诱变或同源重组；参加随附实施例)或者可以随机引入(例

如，可以对细胞进行化学诱变，如在例如Newman和Ferro-Novick(1987)J .Cell  Biol.105

(4):1587中所述，将其公开内容通过所述整体并入本文)。

[0128] 本文描述的遗传修饰可以导致如下的一种或多种：(i)在经遗传修饰的细胞中一

种或多种N-糖基化活性的增加，(ii)在经遗传修饰的细胞中一种或多种N-糖基化活性的减

少，(iii)在经遗传修饰的细胞中一种或多种N-糖基化活性的定位或胞内分布的变化，或

(iv)在经遗传修饰的细胞中一种或多种N-糖基化活性的比例的变化。应该理解的是，N-糖

基化活性的量的增加可以归因于一种或多种具有N-糖基化活性的蛋白质的过表达；内源基

因的拷贝数的增加(例如，基因重复)；或内源基因的启动子或增强子的改变，其刺激由所述

基因编码的蛋白质的表达增加。一种或多种N-糖基化活性的减少可以归因于一种或多种蛋

白质的突变形式(例如，显性阴性形式)的过表达，所述突变形式具有改变N-糖基化的活性；

一种或多种干扰RNA分子的引入或表达，所述干扰RNA分子降低一种或多种具有N-糖基化活

性的蛋白质的表达；或一种或多种编码具有N-糖基化活性的蛋白质的内源基因的缺失。

[0129] 缺失或破坏一种或多种内源基因的方法在随附实施例中描述。例如，为了通过同

源重组破坏基因，“基因替代”载体可以以一种使其包括可选择的标记基因的方式构建。这

些可选择的标记基因可以在5'和3'端与长度足以介导同源重组的基因部分可操作地连接。

所述可选择的标记可以是多种基因之一，所述基因或者补足宿主细胞的营养缺陷型

(auxotrophy)，或者提供抗生素抗性，包括URA3、LEU2和HIS3基因。其它合适的可选择标记

包括CAT基因，其赋予酵母细胞氯霉素抗性，或lacZ基因，其导致因表达β-半乳糖苷酶产生

的蓝色菌落。然后使用本领域公知的方法(见下文)将基因替代载体的线性化DNA片段引入

细胞。线性片段向基因组中的整合和基因的破坏可以基于所述选择标记来测定，并且可以

通过例如Southern印迹分析来验证。

[0130] 如在随附实施例中详述的，在可选择的标记在选择中使用之后，可以将其从宿主

细胞的基因组去除，通过例如Cre-loxP系统(见下文)。

[0131] 或者，基因替代载体可以以一种使其包括待破坏基因的部分的方式构建，所述部

分缺乏任何内源基因启动子序列并且什么也不编码或编码所述基因编码序列的失活片段。
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“失活片段”是这样的基因片段，其编码的蛋白质具有，例如，产自所述基因全长编码序列的

蛋白质的活性的低于约10％(例如，低于约9％，低于约8％，低于约7％，低于约6％，低于约

5％，低于约4％，低于约3％，低于约2％，低于约1％，或0％)。将这种基因部分以如下方式插

入载体，即没有已知启动子序列与该基因序列可操作连接，但是终止密码子和转录终止序

列与所述基因序列的所述部分可操作地连接。然后可以将这种载体在所述基因序列的所述

部分中线性化并且转化入细胞中。通过单同源重组的方式，于是将这种线性化的载体整合

入所述基因的内源对应物(counterpart)中。

[0132] 表达载体可以是自主性的或整合型的。

[0133] 可以将重组核酸(例如，编码具有N-糖基化活性的蛋白质的野生型或突变形式的

重组核酸)以表达载体的形式引入细胞，所述表达载体例如质粒、噬菌体、转座子、粘粒或病

毒颗粒。重组核酸可以保持在染色体外，或者它可以被整合入酵母细胞染色体DNA。表达载

体可以含有选择标记基因，其编码细胞在选择条件下生存所需的蛋白质(例如，URA3，其编

码尿嘧啶生物合成所需要的酶；或TRP1，其编码色氨酸生物合成所需要的酶)，以允许检测

和/或选择那些用期望的核酸转化的细胞(参见，例如，美国专利No.4,704,362)。表达载体

也可以包括自主复制序列(ARS)。例如，美国专利No.4,837,148描述了自主复制序列，其为

在巴斯德毕赤酵母中保持质粒提供了适合的方法。将美国专利No.4,837,148的公开内容通

过所述整体并入本文。

[0134] 整合型载体在例如美国专利No.4 ,882 ,279(将其公开内容通过所述整体并入本

文)中披露。整合型载体通常包括连续排列的至少有第一可插入DNA片段、可选择的标记基

因和第二可插入DNA片段的序列。所述第一和第二可插入DNA片段的长度各为约200个(例

如，约250，约300，约350，约400，约450，约500或约1000或更长)核苷酸并且具有与待转化物

种基因组DNA中的部分同源的核苷酸序列。将用于表达的含有感兴趣的基因(例如，编码具

有N-糖基化活性的蛋白质的基因)的核苷酸序列插入这种载体的第一和第二可插入DNA片

段之间，在标记基因之前或是之后。可以在酵母转化之前将整合型载体线性化以促进感兴

趣的核苷酸序列整合入宿主细胞基因组。

[0135] 表达载体可以包含 (f e a t u r e) 在酵母 (例如，解脂西洋蓍霉、A r x u l a 

adeninivorans，或其它相关的双态性酵母种)启动子调控下的重组核酸，所述启动子使得

它们能够在酵母中表达。合适的酵母启动子包括例如，ADC1、TPI1、ADH2、hp4d、POX和Gal10

(参见，例如，Guarente等(1982)Proc.Natl.Acad.Sci.USA  79(23):7410)启动子。另外的合

适启动子在例如Zhu和Zhang(1999)Bioinformatics  15(7-8):608-611和美国专利No.6,

265,185中记载，将它们每一篇的公开内容通过所述整体并入本文。在将表达载体引入动物

细胞(例如哺乳动物细胞)的情况下，所述表达载体可以包含在适合用于在感兴趣的宿主细

胞中表达的动物细胞启动子调控下的重组核酸。哺乳动物启动子的实例包括，例如，SV40或

巨细胞病毒(CMV)启动子。

[0136] 启动子可以是组成型或诱导型(条件性)的。组成型启动子应理解为这样的启动

子，其表达在标准培养条件下是恒定的。诱导型启动子是响应于一种或多种诱导信号

(induction  cue)的启动子。例如，可以对诱导型启动子进行化学调节(例如，其转录活性受

到化学诱导剂的存在或缺失调节的启动子，所述化学诱导剂例如醇、四环素、类固醇、金属

或其它小分子)或物理调节(例如，其转录活性受到物理诱导物的存在或缺失调节的启动
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子，所述物理诱导物例如光或高温或低温)。诱导型启动子也可以直接通过一种或多种转录

因子调节，所述转录因子本身直接受到化学或物理信号的调节。

[0137] 细胞的遗传工程化还包括激活存在于宿主细胞中，但是通常在所述细胞中不表达

或在所述细胞中不以显著水平表达的内源基因(例如，编码具有N-糖基化活性的蛋白质的

基因)。例如，可以修饰内源基因的调节序列(例如，基因启动子或增强子)从而使可操作连

接的编码序列展现增加的表达。同源重组和靶向可以用于使用如下调节序列替代通常与该

基因结合的调节序列或使其失效，所述调节序列引起待表达基因以高于在相应的未经遗传

工程化的细胞中所显现的水平表达，或引起所述基因展现不同于在相应的未经遗传工程化

的细胞中所显现的调节或诱导模式。用于引入基因的调节序列(例如，启动子或增强子)的

改变的合适方法记载着，例如，美国专利申请公开No.20030147868中，将其公开内容通过所

述整体并入本文。

[0138] 应理解的是，其它遗传工程化的修饰也可以是条件性的。例如，可以将基因条件性

地缺失，使用例如位点特异性DNA重组酶如Cre-loxP系统(参见，例如，Gossen等(2002)

Ann.Rev.Genetics  36:153-173和美国申请No.20060014264，将它们每一篇的公开内容通

过所述完整并入本文)。

[0139] 可以使用多种方法将重组核酸引入本文所述的细胞，所述方法例如原生质球技术

或全细胞氯化锂酵母转化方法。其它对于将质粒或线性核酸载体转化入细胞有用的方法记

载在，例如，美国专利No.4,929,555；Hinnen等(1978)Proc.Nat.Acad .Sci.USA  75:1929；

Ito等(1983)J.Bacteriol.153:163；美国专利No.4,879,231；和Sreekrishna等(1987)Gene 

59:115中，将它们每一篇的公开内容通过所述完整并入本文。电穿孔和PEG1000全细胞转化

方法也可以使用，如Cregg和Russel,Methods  in  Molecular  Biology:Pichia  Protocols,

Chapter  3,Humana  Press,Totowa,N.J.,第27-39页(1998)中所述，将其公开内容通过所述

完整并入本文。动物细胞的转染可以包括，例如，使用磷酸钙、电穿孔、热激、脂质体或转染

试剂如 或 或通过使裸核酸载体与细胞在溶液中接触

(参见，例如，Sambrook等,Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual  Second  Edition 

vol.1,2and  3.Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press:Cold  Spring  Harbor,New  York,

USA,Nov.1989；将其公开内容通过所述完整并入本文)将载体引入细胞。

[0140] 可以通过使用合适的技术来选择经转化的酵母细胞，所述技术包括但不限于，在

转化之后在缺乏所需生化产物(由于细胞的营养缺陷型)条件下培养营养缺陷型细胞，选择

和检测新的表型，或在对于缺乏转化体中所含抗性基因的酵母为毒性的抗生素存在下进行

培养。转化体也可以通过将表达盒整合入基因组来选择和/或验证，其可以通过例如

Southern印迹或PCR分析来评定。

[0141] 在将载体引入感兴趣的靶细胞之前，可以将载体在细菌细胞如大肠杆菌(E.coli)

中培养(例如，扩增)。载体DNA可以通过任何本领域已知的方法从细菌细胞分离，所述方法

致使载体DNA从细菌环境中纯化。经纯化的载体DNA可以用酚、氯仿和醚粗提(extract 

extensively)，以确保没有大肠杆菌蛋白存在于质粒DNA制备物中，因为这些蛋白质对于哺

乳动物细胞是毒性的。

[0142] 如本文所述，遗传工程化可以用于表达(例如，过表达)多种基因、向多种基因中引

入修饰或缺失多种基因，例如，编码具有N-糖基化活性的蛋白质的基因。这些基因包括，例
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如，ALG7、ALG13、ALG14、ALG1、ALG2、ALG11、RFT1、ALG3、ALG9、ALG12、ALG6、ALG8、ANL1、

ALG10、ALG5、OST3、OST4、OST6、STT3、OST1、OST5、WBP1、SWP1、OST2、DPM1、SEC59、OCH1、MNN9、

VAN1、MNN8、MNN10、MNN11、HOC1、MNN2、MNN5、MNN6、KTR1、YUR1、MNN4、KRE2、KTR2、KTR3、MNN1、

MNS1、MNN4、PNO1、MNN9、葡糖苷酶I、葡糖苷酶II、或内切甘露糖苷酶(endomannosidase)。编

码具有N-糖基化活性的蛋白质的基因可以来自任何含有这样的基因的物种(例如，低等真

核生物(例如，真菌(包括酵母)或锥虫)，植物，或动物(例如，昆虫、鸟、爬行动物或哺乳动物

(例如，啮齿动物如小鼠或大鼠、犬、猫、马、山羊、牛、猪、非人灵长类动物或人))。编码具有

N-糖基化活性的蛋白质的基因可以从中获得的示例性真菌菌种包括，但不限于，异常毕赤

酵母(Pichia  anomala)、牛肠毕赤酵母(Pichia  bovis)、加拿大毕赤酵母(Pichia 

canadensis)、Pichia  carsonii、粉状毕赤酵母(Pichia  farinose)、发酵毕赤酵母(Pichia 

f e r m e n t a n s) 、泌液毕赤酵母 (P i c h i a  f l u x u u m) 、膜醭毕赤酵母 (P i c h i a 

membranaefaciens)、膜醭毕赤酵母(Pichia  membranaefaciens)、粗壮念珠菌(Candida 

valida)、白念珠菌(Candida  albicans)、Candida  ascalaphidarum、Candida  amphixiae、

南极念珠菌(Candida  Antarctica)、大西洋念珠菌(Candida  atlantica)、Candida 

atmosphaerica、Candida  blattae、Candida  carpophila、Candida  cerambycidarum、

Candida  chauliodes、Candida  corydalis、Candida  dosseyi、都柏林念珠菌(Candida 

dubliniensis)、Candida  ergatensis、Candida  fructus、光滑念珠菌(Candida 

g l a b r a t a) 、发酵念珠菌(Ca nd i d a  f e r m e n t a t i) 、季也蒙念珠菌(Ca nd i d a 

guilliermondii)、希木隆念珠菌(Candida  haemulonii)、Candida  insectamens、昆虫念珠

菌(Candida  insectorum)、间型念珠菌(Candida  intermedia)、Candida  jeffresii、乳酒

念珠菌(Candida  kefyr)、克鲁斯念珠菌(Candida  krusei)、葡萄牙念珠菌(Candida 

lusitaniae)、Candida  lyxosophila、Candida  maltosa、醭膜念珠菌(Candida 

membranifaciens)、Candida  milleri、Candida  oleophila、奥里戈念珠菌(Candida 

oregonensis)、近平滑念珠菌(Candida  parapsilosis)、桔念珠菌(Candida 

quercitrusa)、休哈塔念珠菌(Candida  shehatea)、Candida  temnochilae、纤细念珠菌

(Candida  tenuis)、热带念珠菌(Candida  tropicalis)、Candida  tsuchiyae、Candida 

sinolaborantium、酱油念珠菌(Candida  sojae)、维斯念珠菌(Candida  viswanathii)、产

朊念珠菌(Candida  utilis)、膜醭毕赤酵母、(Pichia  silvestris)、膜醭毕赤酵母、Pichia 

chodati、膜醭毕赤酵母、膜醭毕赤酵母、Pichia  minuscule、巴斯德毕赤酵母、假多形毕赤

酵母(Pichia  pseudopolymorpha)、栎毕赤酵母(Pichia  quercuum)、Pichia  robertsii、斋

藤毕赤酵母(Pichia  saitoi)、Pichia  silvestrisi、斯地毕赤酵母(Pichia 

strasburgensis)、陆生毕赤酵母(Pichia  terricola)、Pichia  vanriji、Pseudozyma 

Antarctica、红冬孢酵母(Rhodosporidium  toruloides)、红酵母(Rhodotorula 

glutinis)、贝酵母(Saccharomyces  bayanus)、贝酵母、Saccharomyces  momdshuricus、葡

萄汁酵母(Saccharomyces  uvarum)、贝酵母、酿酒酵母、二孢酵母(Saccharomyces 

bisporus)、薛瓦酵母(Saccharomyces  chevalieri)、德尔布酵母(Saccharomyces 

delbrueckii)、少孢酵母(Saccharomyces  exiguous)、发酵性酵母(Saccharomyces 

fermentati)、脆壁酵母(Saccharomyces  fragilis)、马克思酵母(Saccharomyces 

marxianus)、蜂蜜酵母(Saccharomyces  mellis)、罗斯酵母(Saccharomyces  rosei)、鲁酵
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母(Saccharomyces  rouxii)、葡萄汁酵母、威尔酵母(Saccharomyces  willianus)、路德酵

母路德酵母、Saccharomycopsis  capsularis、扣囊复膜孢酵母(Saccharomycopsis 

fibuligera)、扣囊复膜孢酵母、大麦曲内孢霉(Endomyces  hordei)、Endomycopsis 

fobuligera、Saturnispora  saitoi、八孢裂殖酵母(Schizosaccharomyces  octosporus)、

粟酒裂殖酵母(Schizosaccharomyces  pombe)、西方许旺酵母(Schwanniomyces 

occidentalis)、戴尔有孢圆酵母(Torulaspora  delbrueckii)、戴尔有孢圆酵母、大连酵母

(Saccharomyces  dairensis)、戴尔有孢圆酵母、发酵有孢圆酵母(Torulaspora 

fermentati)、发酵性酵母、戴尔有孢圆酵母、罗斯有孢圆酵母(Torulaspora  rosei)、罗斯

酵母(Saccharomyces  rosei)、戴尔有孢圆酵母、罗斯酵母、戴尔有孢圆酵母、德尔布酵母、

戴尔有孢圆酵母、德尔布酵母、Zygosaccharomyces  mongolicus、(Dorulaspora  globosa)、

球形德巴利酵母(Debaryomyces  globosus)、圆球拟酵母(Torulopsis  globosa)、丝孢酵母

(Trichosporon  cutaneum)、三角酵母(Trigonopsis  variabilis)、加利福尼亚拟威尔酵母

(Williopsis  californica)、拟威尔酵母(Williopsis  saturnus)、二孢接合酵母

(Zygosaccharomyces  bisporus)、二孢接合酵母、(Debaryomyces  disporua)、二孢酵母、二

孢接合酵母、二孢酵母、蜂蜜接合酵母(Zygosaccharomyces  mellis)、Zygosaccharomyces 

priorianus、(Zygosaccharomyces  rouxiim)、鲁接合酵母(Zygosaccharomyces  rouxii)、

(Zygosaccharomyces  barkeri)、鲁酵母、鲁接合酵母、大接合酵母(Zygosaccharomyces 

major)、鲁酵母、异常毕赤酵母、牛肠毕赤酵母、加拿大毕赤酵母、Pichia  carsonii、粉状毕

赤酵母、发酵毕赤酵母、泌液毕赤酵母、膜醭毕赤酵母、假多形毕赤酵母、栎毕赤酵母、

Pichia  robertsii、Pseudozyma  Antarctica、红冬孢酵母、红冬孢酵母、红酵母、贝酵母、贝

酵母、二孢酵母、酿酒酵母、薛瓦酵母、德尔布酵母、发酵性酵母、脆壁酵母、路德酵母、粟酒

裂殖酵母、西方许旺酵母、戴尔有孢圆酵母、Torulaspora  globosa、三角酵母、加利福尼亚

拟威尔酵母、拟威尔酵母、二孢接合酵母、蜂蜜接合酵母、鲁接合酵母或任何其它本领域已

知的或本文描述的真菌(例如，酵母)。示例性低等真核生物还包括曲霉属(Aspergillus)的

多个种，包括但不限于，浅蓝灰曲霉(Aspergillus  caesiellus)、亮白曲霉(Aspergillus 

candidus)、肉色曲霉(Aspergillus  carneus)、棒曲霉(Aspergillus  clavatus)、弯头曲霉

(Aspergillus  deflectus)、黄曲霉(Aspergillus  flavus)、烟曲霉(Aspergillus 

fumigatus)、灰绿曲霉(Aspergillus  glaucus)、构巢曲霉(Aspergillus  nidulans)、黑曲

霉、赭曲霉(Aspergillus  ochraceus)、米曲霉(Aspergillus  oryzae)、寄生曲霉

(Aspergillus  parasiticus)、青霉状曲霉(Aspergillus  penicilloides)、局限曲霉

(Aspergillus  restrictus)、酱油曲霉(Aspergillus  sojae)、聚多曲霉(Aspergillus 

sydowi)、溜曲霉(Aspergillus  tamari)、土曲霉(Aspergillus  terreus)、焦曲霉

(Aspergillus  ustus)或杂色曲霉(Aspergillus  versicolor)。编码具有N-糖基化活性的

蛋白 质的 基因 可以 从中 获 得的 示 例性 原虫 属包括 ，但不限 于 ，芽短 膜虫 属

(Blastocrithidia)、短膜虫属(Crithidia)、肠锥虫属(Endotrypanum)、匐滴虫属

(Herpetomonas)、利什曼原虫属(Leishmania)、细滴虫属(Leptomonas)、植生滴虫属

(Phytomonas)、锥虫属(Trypanosoma) (例如，布氏锥虫(T .bruceii)、冈比亚锥虫

(T.gambiense)、罗德西亚锥虫(T.rhodesiense)和克氏锥虫(T.cruzi))和Wallaceina。

[0143] 应该理解的是，如本文所述，遗传工程化可以用于表达(例如过表达)、引入修饰
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至、或缺失多种基因(例如，编码具有N-糖基化活性的蛋白质的基因)和/或本文所述任何基

因中一种或多种(例如，2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、15或20种或更多种)的任意组合。

[0144] 在一些实施方案中，所述经遗传工程化的细胞缺乏ALG3( 登录号：XM_

503488；Genolevures  Ref:YALI0E03190g)基因或其基因产物(例如，mRNA或蛋白质)。在一

些实施方案中，所述经遗传工程化的细胞表达(例如过表达)ALG6( 登录号：XM_

502922，Genolevures  Ref:YALI0D17028g)蛋白。在一些实施方案中，所述经遗传工程化的

细胞表达MNN4基因( 登录号：XM_503217，Genolevures  Ref：YALI0D24101g)。在

一些实施方案中，所述经遗传工程化的细胞缺乏OCH1和/或MNN9基因或其基因产物(例如，

mRNA或蛋白质)。在一些实施方案中，所述经遗传工程化的细胞不缺乏OCH1基因或其基因产

物(例如，mRNA或蛋白质)。在一些实施方案中，所述经遗传工程化的细胞表达葡糖苷酶II的

α或β亚基(或α和β亚基二者)，所述葡糖苷酶II例如解脂西洋蓍霉或布氏锥虫的葡糖苷酶

II。在一些实施方案中，所述经遗传工程化的细胞表达变聚糖酶(mutantase)，例如哈茨木

霉的变聚糖酶。在一些实施方案中，所述经遗传工程化的细胞可以具有这些修饰的任意组

合。

[0145] 例如，在一些实施方案中，所述经遗传工程化的细胞可以缺乏ALG3(例如，由

登录号:XM_503488,Genolevures  Ref:YALI0E03190g示例的ALG3基因)基因或

其基因产物(例如，mRNA或蛋白质)；可以过表达ALG6(例如，如由 登录号：XM_

502922,Genolevures  Ref:YALI0D17028g示例的ALG6)蛋白；可以过表达葡糖苷酶II(例如

解脂西洋蓍霉、布氏锥虫或任何其它本文所述的物种的葡糖苷酶II)的α和/或β亚基；可以

过表达α-1,2-甘露糖苷酶；并且过表达如下中的一种或多种(和任意组合)：糖苷酶、糖基转

移酶、糖-核苷酸转运蛋白、糖-核苷酸修饰酶。在一些实施方案中，所述经遗传工程化的细

胞不缺乏OCH1基因或其基因产物(例如，mRNA或蛋白质)。

[0146] 在一些实施方案中，所述经遗传工程化的细胞可以含有甘露糖苷酶活性(例如，α-

甘露糖苷酶活性)。所述甘露糖苷酶活性可以靶向内质网。所述甘露糖苷酶可以具有至少

7.5以下的最适pH(例如，至少7.4以下，至少7.3以下，至少7.2以下，至少7.1以下，至少7.0

以下，至少6.9以下，至少6.8以下，至少6.7以下，至少6.6以下，至少6.5以下，至少6.4以下，

至少6.3以下，至少6.2以下，至少6.1以下，至少6.0以下，至少5.9以下，至少5.8以下，至少

5.7以下，至少5.6以下，至少5.5以下，至少5.4以下，至少5.3以下，至少5.2以下，至少5.1以

下，至少5.0以下，至少4.9以下，至少4.8以下或至少4.7以下)。

[0147] 所述甘露糖苷酶可以是MNS1。

[0148] 例如，所述经遗传工程化的细胞可以过表达甘露糖苷酶(例如，α-1,2-甘露糖苷酶

或任何其它本文所述的甘露糖苷酶)，但是不缺乏OCH1基因或其基因产物(例如，mRNA或蛋

白质)。所述甘露糖苷酶可以是所述蛋白质的野生型形式，或者可以是突变形式，例如含有

甘露糖苷酶和HDEL  ER-保留氨基酸序列的融合蛋白(参见实施例)。(应该理解可以将任何

具有N-糖基化活性的蛋白质工程化改造成包含HDEL序列的融合蛋白)。

[0149] 在一些实施方案中，所述经遗传工程化的细胞可以含有能够促进目标分子的改变

的N-糖基化形式进行甘露糖基磷酸化的活性。例如，可以将编码促进N-聚糖进行磷酸化的

活性的核酸(例如MNN4,MNN6,PNO1)引入遗传工程化的细胞，所述细胞能够增加目标分子的
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N-糖基化的磷酸化。

[0150] 在一些实施方案中，所述经遗传工程化的细胞可以含有能够去除甘露糖残基的活

性(例如，甘露糖苷酶，如来自Jack  Bean的甘露糖苷酶)，所述甘露糖残基遮蔽N-糖基化改

变的分子的磷酸化。

[0151] 在一些实施方案中，所述经遗传工程化的细胞能够从Man5GlcNAc2去除葡萄糖残

基。例如，所述经遗传修饰的细胞可以过表达具有α-1,3-葡糖苷酶活性的蛋白质，例如，但

不限于，变聚糖酶或葡糖苷酶II(例如解脂西洋蓍霉、布氏锥虫或本文所述的任何其它真菌

菌种的葡糖苷酶II)的α和/或β亚基。

[0152] 在具有N-糖基化活性的蛋白质源自与表达该蛋白质的细胞不同类型(例如，不同

种)的细胞的实施方案中，可以为了在特定的感兴趣的细胞中表达而对编码所述蛋白质的

核酸进行密码子优化。例如，可以对来自布氏锥虫的编码具有N-糖基化的蛋白质的核酸进

行密码子优化用于在酵母细胞(例如解脂西洋蓍霉)中表达。这种密码子优化可以用于增加

蛋白质在感兴趣的细胞中的表达。用于对编码蛋白质的核酸进行密码子优化的方法是本领

域已知的，并且记载在例如Gao等(Biotechnol .Prog .(2004)20(2):443-448)，Kotula等

(Nat.Biotechn.(1991)9,1386–1389)和Bennetzen等(J.Biol.Chem.(1982)257(6):2036-

3031)中。

[0153] 也可以对细胞进行遗传工程化以主要产生作为哺乳动物(例如，人)糖基化途径的

中间体的N-聚糖。例如，可以将编码具有N-糖基化活性的人的蛋白的一种或多种核酸引入

细胞。在一些实施方案中，可以将人的蛋白引入细胞，并且可以抑制(例如，缺失或突变)一

种或多种具有N-糖基化活性的内源酵母蛋白。用于“人源化”真菌糖基化途径的技术记载

在，例如，Choi等(2003)Proc.Natl.Acad .Sci.USA  100(9):5022-5027；Verveken等(2004)

Appl.Environ.Microb.70(5):2639-2646；和Gerngross(2004)Nature  Biotech.22(11):

1410-1414中，将它们每一篇的公开内容通过所述整体并入本文。

[0154] 在遗传工程化涉及例如改变蛋白质的表达或外源蛋白(包括内源蛋白的突变形

式)的表达的情况下，可以使用多种技术来测定经遗传工程化的细胞是否表达该蛋白质。例

如，编码所述蛋白质的mRNA或蛋白质本身的存在可以如下检测，分别使用例如Northern印

迹或RT-PCR分析或Western印迹分析。具有N-糖基化活性的蛋白质的胞内定位可以通过使

用多种技术来分析，所述技术包括亚细胞分级和免疫荧光。

[0155] 另外的遗传修饰和将它们引入本文描述的任何细胞的方法可以根据例如，美国专

利Nos .7 ,029 ,872；5 ,272 ,070；和6,803 ,225；和美国专利申请公开Nos .20050265988、

20050064539、20050170452和20040018588的公开内容修改适用，将它们每一篇的公开内容

通过所述整体并入本文。

[0156] 尽管在双态性酵母菌种中为了实现体内产生Man5GlcNAc2和Man3GlcNAc2而进行的

工程化步骤可能与在其它酵母菌种中进行的工程化步骤不同，但是本领域技术人员将清楚

在双态性酵母中体内产生经修饰的糖蛋白(具有Man5GlcNAc2和Man3GlcNAc2核心N-聚糖结

构)的工程化技术可以根据常规实验法从包括但不限于美国专利No.7,326,681和美国公开

Nos.20040018590、20060040353和20060286637(将它们每一篇的公开内容通过所述整体并

入本文)中公开方法修改获得。由此可以将经修改的方法用于实现糖蛋白的产生，所述糖蛋

白经修饰而具有人类型杂合和复合的N-聚糖。这些复合N-聚糖可以在上文指定的核心聚糖
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上具有2-5个以GlcNAc残基起始的分支，其可以进一步延伸，例如，用半乳糖、果糖、唾液酸

残基延伸。

[0157] 在一些实施方案中，具有N-糖基化活性的突变蛋白或野生型蛋白可以从经遗传工

程化的细胞中使用标准技术分离。例如，在所述经遗传工程化的细胞中表达突变蛋白或野

生型蛋白之后，可以从该细胞本身或从培养该细胞的培养基分离所述蛋白质。分离蛋白质

的方法是本领域已知的并且包括，例如，液相层析(例如，HPLC)、亲和层析(例如，金属螯合

或免疫亲和层析)、离子交换层析、疏水相互作用层析、沉淀或差示溶解(differential 

solubilization)。

[0158] 在一些实施方案中，可以将具有N-糖基化活性的分离的蛋白质冷冻、冻干或固定，

并且储存在合适条件下，所述条件允许该蛋白质保持活性。

[0159] 本公开还提供本文描述的任何经遗传工程化的细胞的基本上纯的培养物。如用于

本文，经遗传工程化的细胞的“基本上纯的培养物”是这样的细胞培养物，其中所述培养物

中活细胞总数的低于约40％(即，低于约：35％；30％；25％；20％；15％；10％；5％；2％；1％；

0.5％；0.25％；0.1％；0.01％；0.001％；0.0001％；或甚至更低)是除所述经遗传工程化的

细胞之外的活细胞，例如，细菌、真菌(包括酵母)、支原体或原生动物细胞。术语“约”在本文

上下文中指相关的百分比可以比指定百分比高或低所述指定百分比的15％。因此，例如，约

20％可以是17％-23％。这样的经遗传工程化的细胞的培养物包括细胞和培养、储存或转运

培养基。培养基可以是液体、半固体(例如，胶状培养基)或是冷冻的。培养物包括培养在液

体培养基中或培养在半固体培养基中/上的细胞、或储存或转运培养基(包括冷冻储存或转

运培养基)中储存或转运的细胞。培养物可以在培养容器或储存容器或基底(例如，培养皿、

烧瓶或管或储存小瓶或管)中。

[0160] 本文描述的经遗传工程化的细胞可以如下储存，例如，作为冷冻细胞悬液，例如，

在含有冷冻保护剂如甘油或蔗糖的缓冲剂中，作为冻干的细胞。或者，它们可以例如作为干

燥的细胞制备物储存，通过例如流化床干燥或喷雾干燥，或任何其它合适的干燥方法。

[0161] 产生N-糖基化改变的分子的方法

[0162] 本文描述产生目标分子的改变的N-糖基化形式的方法。所述方法通常涉及使目标

分子与来自经遗传工程化的细胞(例如，真菌细胞(例如，解脂西洋蓍霉、Arxula 

adeninivorans或本文所述的任何其它相关的双态性酵母细胞)、植物细胞或动物细胞(例

如，线虫、昆虫、植物、鸟、爬行动物或哺乳动物(例如，小鼠、大鼠、兔、仓鼠、沙鼠、犬、猫、山

羊、猪、牛、马、鲸、猴或人))的一种或多种N-糖基化活性接触。所述方法可以是基于细胞的

或不基于细胞的。

[0163] 基于细胞的方法可以包括向经遗传工程化而具有至少一种经修饰N-糖基化活性

的细胞(例如，真菌细胞(例如，解脂西洋蓍霉、Arxula  adeninivorans或本文所述的任何其

它相关的双态性酵母细胞)中引入编码在该细胞中经历N-糖基化的目标分子的核酸，其中

所述细胞以改变的N-糖基化形式产生所述目标分子。所述目标分子可以是，例如，蛋白质如

任何本文所述的目标蛋白。在目标蛋白是脂质的实施方案中，核酸可以是编码一种或多种

促进脂质合成的酶的核酸。

[0164] 通过对细胞进行遗传工程化来产生的修饰的类型在本文描述(参见随附实施例和

上文的“遗传工程化的细胞”)。
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[0165] 用于引入核酸的方法是本领域已知的并且记载在随附实施例和上文中。

[0166] 在遗传工程化的细胞中引入或表达目标分子(例如，目标蛋白)可以导致运输目标

分子通过细胞的内质网和/或高尔基体，由此产生目标分子的改变的N-糖基化形式。

[0167] 在对目标分子进行加工之后(例如，在经遗传修饰的细胞中)，目标分子(例如，目

标蛋白)的改变的N-糖基化形式可以含有一种或多种N-聚糖结构。例如，目标分子的改变形

式可以含有一种或多种特定的N-具体结构如Man 5GlcNAc 2 (结构式I或VII；图4)，

Man8GlcNAc2(结构式I；图4)，Man9GlcNAc2(结构式II；图4)，Man3GlcNAc2(结构式XIV；图4)，

Glc1Man5GlcNAc2(结构式VIII；图4)，或Glc2Man5GlcNAc2(结构式IX；图4)(“Man”是甘露糖；

“Glc”是葡萄糖；而“GlcNAc”是N-乙酰葡糖胺)。

[0168] 产生自经遗传工程化的细胞的N-糖基化改变的目标分子可以是均质的(即，全部

N-糖基化改变的分子含有相同的特定N-聚糖结构)或者可以是基本上均质的。“基本上均

质”是指改变的目标分子是由经遗传工程化的细胞产生的改变N-糖基化的目标分子的至少

约25％(例如，至少约27％，至少约30％，至少约35％，至少约40％，至少约45％，至少约

50％，至少约55％，至少约60％，至少约65％，至少约70％，至少约75％，至少约80％，至少约

85％，至少约90％或至少约95％或至少约99％)。

[0169] 在经遗传工程化的细胞包括一种或多种影响N-聚糖磷酸化的N-糖基化活性的情

况下，目标分子的改变的N-糖基化形式可以具有至少约25％(例如，至少约27％，至少约

30％，至少约35％，至少约40％，至少约45％，至少约50％，至少约55％，至少约60％，至少约

65％，至少约70％，至少约75％或至少约80％)的它的甘露糖基残基是磷酸化的。

[0170] 在遗传工程化的细胞的任何遗传修饰在诱导信号(例如，化学或物理信号)存在下

为诱导型或条件性的情况下，可以任选地将所述遗传工程化的细胞在引入核酸之前、过程

中或之后在诱导剂存在下培养。例如，在引入编码目标蛋白的核酸之后，可以将所述细胞曝

露于化学诱导剂，所述化学诱导剂能够促进一种或多种具有N-糖基化活性的蛋白质的表

达。在多种诱导信号诱导一种或多种具有N-糖基化活性的蛋白质条件性表达的情况下，可

以使细胞与多种诱导信号接触。

[0171] 在通过一种或多种N-糖基化活性加工之后，将改变的目标分子分离。所述改变的

目标分子可以保持在酵母细胞内或在细胞裂解时释放，或者所述改变的目标分子可以经由

编码序列(外源核酸所固有的或工程化至表达载体中的)提供的机制分泌至培养基中，所述

编码序列指导所述分子从细胞分泌。细胞裂解物或培养基中改变的目标分子的存在可以通

过多种用于检测分子存在的标准规程来验证。例如，在改变的目标分子是蛋白质的情况下，

这样的规程可以包括，但不限于，使用对于所述改变的目标蛋白(或目标蛋白本身)特异性

的抗体进行的免疫印迹或放射免疫沉淀，对于所述改变的目标蛋白(或目标蛋白本身)特异

性的配体进行的结合，或测试改变的目标蛋白(或目标蛋白本身)的特异性酶活性。

[0172] 在一些实施方案中，可以将分离的改变的目标分子冷冻、冻干或固定，并且储存在

合适条件下，例如，所述条件允许改变的目标分子保持生物学活性。

[0173] 可以对目标分子的改变的N-糖基化形式进一步进行体内加工(例如，在经遗传工

程化的细胞中)，或者可以在从经遗传工程化的细胞或细胞培养基分离之后进行体外加工。

进一步加工可以包括对改变的目标分子的一种或多种N-聚糖残基的修饰或对改变的目标

分子的N-聚糖残基之外的修饰。改变的目标分子的额外的加工可以包括添加(共价或非共
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价结合)异源模块如聚合物或载体。进一步的加工也可以包括对改变的目标分子进行的酶

或化学处理。酶处理可以包括使改变的目标分子与一种或多种糖苷酶(例如，甘露糖苷酶或

甘露聚糖酶)、磷酸二酯酶、磷脂酶、糖基转移酶或蛋白酶接触足以诱导对所述改变的目标

分子的修饰的时间。酶处理也可以包括使所述改变的目标分子与能够从Man5GlcNAc2去除一

种或多种葡萄糖残基的酶接触，所述酶例如，但不限于，甘露糖苷酶或葡糖苷酶II的α和/或

β亚基。化学处理可以例如包括使改变的目标分子与酸(例如氢氟酸)接触足以诱导对所述

改变的目标分子的修饰的时间。特定条件下的氢氟酸处理特异性地去除与聚糖以磷酸二酯

键连接的甘露糖残基，同时在聚糖上保留磷酸。改变的目标分子可以通过从一个或多个N-

聚糖添加或去除磷酸基团来进一步加工。例如，可以使改变的目标分子与甘露糖基激酶或

甘露糖基磷酸酶接触。

[0174] 在一些实施方案中，任何文描述的改变的目标分子可以在分离之后与异源模块附

接，例如，使用酶或化学方法。“异源模块”是指与改变的目标分子结合(例如，共价或非共

价)的任何成分，所述成分不同于原始存在于所述改变的目标分子之上的成分。异源模块包

括，例如，聚合物、载体、佐剂、免疫毒素或可检测(例如，荧光、发光或放射性)的模块在一些

实施方案中，可以向改变的目标分子添加额外的N-聚糖。

[0175] 应该理解的是，可以，但不需要在遗传工程化的细胞中加工目标分子。例如，本公

开还包括无细胞的产生具有改变的N-糖基化形式的目标分子的方法，所述方法包括使目标

分子在N-糖基化条件下与制备自细胞(例如，真菌细胞(例如，解脂西洋蓍霉、Arxula 

adeninivorans或本文描述的任何其它相关的双态性酵母细胞)、植物细胞或动物细胞(例

如，线虫、昆虫、植物、鸟、爬行动物、或哺乳动物(例如，小鼠、大鼠、兔、仓鼠、沙鼠、犬、猫、山

羊、猪、牛、马、鲸、猴或人))的细胞裂解物接触的步骤，所述细胞经遗传工程化而具有至少

一种经修饰的N-糖基化活性，其中使目标分子与所述细胞裂解物接触产生目标分子的改变

的N-糖基化形式。

[0176] “N-糖基化条件”是指将混合物(例如，目标分子和细胞裂解物的混合物)在允许改

变的N-糖基化的条件下温育(如上所述)。

[0177] 用于获得细胞裂解物(在所述裂解物中保留一种或多种N-糖基化活性的活性或完

整性)的合适方法可以包括使用合适的缓冲液和/或抑制剂，包括核酸酶、蛋白酶和磷酸酶

抑制剂，其保护或最小化细胞裂解物中N-糖基化活性的改变。这些抑制剂包括，例如，螯合

剂如乙二胺四乙酸(EDTA)、乙二醇双(P-氨基乙醚)N,N,N1,Nl-四乙酸(EGTA)，蛋白酶抑制

剂如苯甲基磺酰氟化物(PMSF)、抑肽酶、亮抑肽酶、抗痛素等，和磷酸酶抑制剂如磷酸盐、氟

化钠、钒酸盐等。抑制剂可以这样选择，即它们不干扰或仅最小程度负面影响N-糖基化活性

或感兴趣的活性。用于获得含有酶活性的裂解物的合适的缓冲剂和条件记载在，例如，

Ausubel等Current  Protocols  in  Molecular  Biology(Supplement  47) ,John  Wiley&

Sons,New  York(1999)；Harlow和Lane,Antibodies:A  Laboratory  Manual  Cold  Spring 

Harbor  Laboratory  Press(1988)；Harlow  and  Lane,Using  Antibodies:A  Laboratory 

Manual,Cold  Spring  Harbor  Press(1999)；Tietz  Textbook  of  Clinical  Chemistry,

3rd  ed.Burtis  and  Ashwood,eds.W.B.Saunders,Philadelphia,(1999)中。

[0178] 可以将细胞裂解物进一步加工以使当地消除或最小化干扰物质的存在。如有需

要，可以通过多种本领域技术人员熟知的方法将细胞裂解物分级，所述方法包括亚细胞分
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级和层析技术，如离子交换、疏水和反向、大小排阻、亲和、疏水电荷诱导层析等(参见，例

如，Scopes ,Protein  Purification:Principles  and  Practice ,third  edition ,

Springer-Verlag ,New  York(1993)；Burton和Harding ,J .Chromatogr .A  814:71-81

(1998))。

[0179] 在一些实施方案中，可以制备细胞裂解物，其中全部细胞器保持完整和/或有功

能。例如，裂解物可以含有完整的糙面内质网、完整的光面内质网或完整的高尔基体中的一

种或多种。用于制备含有完整的细胞器的裂解物和测试细胞器的功能性的合适方法记载

在，例如，Moreau等(1991)J .Biol .Chem .266(7) :4329-4333；Moreau等(1991)

J .Biol .Chem .266(7):4322-4328；Rexach等(1991)J .Cell  Biol .114(2):219-229；和

Paulik等(1999)Arch.Biochem.Biophys.367(2):265-273中；将它们每一篇的公开内容通

过所述整体并入本文。

[0180] 本公开还提供产生具有改变的N-糖基化形式的目标分子的方法，其包括使目标分

子在N-糖基化条件下与一种或多种具有N-糖基化活性的分离的蛋白质接触的步骤，其中使

所述目标分子与一种或多种具有N-糖基化活性的蛋白质接触产生目标分子的改变的N-糖

基化形式，并且其中所述一种或多种具有N-糖基化活性的蛋白质制备自经遗传工程化而具

有至少一种经修饰的N-糖基化活性的细胞(例如真菌细胞(例如，解脂西洋蓍霉、Arxula 

adeninivorans或本文描述的任何其它相关的双态性酵母细胞)、植物细胞或动物细胞(例

如，线虫、昆虫、植物、鸟、爬行动物、或哺乳动物(例如，小鼠、大鼠、兔、仓鼠、沙鼠、犬、猫、山

羊、猪、牛、马、鲸、猴或人))。

[0181] 可以使用如上所述的标准技术将一种或多种具有N-糖基化活性的蛋白质纯化。可

以使目标分子与一种或多种蛋白质在合适的缓冲液中接触足以诱导对目标分子的修饰的

时间，如例如，Lee和Park(2002)30(6) :716-720以及Fujita和Takegawa (2001)

Biochem.Biophys.Res.Commun.282(3):678-682中所述，将所述公开内容通过所述完整并

入本文。

[0182] 在一些实施方案中，可以使目标分子仅与一种具有N-糖基化活性的蛋白质接触。

在一些实施方案中，可以使目标分子与超过一种具有N-糖基化活性的蛋白质接触。可以使

目标分子与超过一种蛋白质同时或相继接触。在将目标分子与超过一种具有N-糖基化活性

的蛋白质相继接触的情况下，可以，但不需要，将目标分子在一个或多个步骤之后纯化。即，

可以使目标分子与蛋白活性A接触，然后在将所述分子与蛋白活性B接触之前进行纯化，等

等。

[0183] 在无细胞方法的一些实施方案中，在使目标分子与一种或多种N-糖基化活性接触

之前将目标分子与固相支撑物连接可能是有利的。这样的连接能够使N-糖基化修饰之后的

纯化更简单。合适的固相支撑物包括，但不限于，多孔测定平板、颗粒(例如，磁性或编码颗

粒)、柱或膜。

[0184] 用于检测目标分子的N-糖基化(例如，改变的N-糖基化)的方法包括DNA测序仪辅

助型(DSA)、荧光团辅助型糖电泳(FACE)(如随附实施例中所述)或表面增强型激光解吸/电

离飞行时间质谱(SELDI-TOF  MS)。例如，分析可以利用DSA-FACE，其中，例如，将糖蛋白变

性，其后固定在例如膜上。然后可以将糖蛋白用合适的还原剂如二硫苏糖醇(DTT)或β-巯基

乙醇还原。蛋白质的巯氢基可以使用酸如碘乙酸来羧化。然后，可以使用酶如N-糖苷酶F将
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N-聚糖从蛋白质释放。任选地，N-聚糖可以通过还原性氨基化重建和衍生化。然后可以将衍

生化的N-聚糖浓缩。适合用于N-聚糖分析的仪器包括，例如，ABI 377DNA测序仪

(Applied  Biosystems)。数据分析可以使用例如 3 .1软件(Applied 

Biosystems)进行。任选地，可以将分离的甘露糖蛋白进一步用一种或多种酶处理以确认它

们的N-聚糖状态。示例性的酶包括，例如，α-甘露糖苷酶或α-1,2甘露糖苷酶，如随附实施例

中所述。另外的N-聚糖分析方法包括，例如，质谱(例如，MALDI-TOF-MS)，正相、反相高压液

相层析(HPLC)和离子交换层析(例如，当未标记聚糖时使用脉冲电流计检测，而如果对聚糖

进行了合适的标记则使用UV吸光度或荧光)。还参见Callewaert等(2001)Glycobiology  11

(4):275-281和Freire等(2006)Bioconjug.Chem.17(2):559-564，将它们每一篇的公开内

容通过所述整体并入本文。

[0185] 可由N-糖基化改变的分子处理的病症

[0186] 本文描述的分离的、N-糖基化改变的分子(例如，N-糖基化改变的蛋白质或多萜

醇)可以用于治疗多种疾病，所述疾病可以通过施用一种或多种N-糖基化改变的分子来治

疗(例如，N-糖基化改变的蛋白质)。能够通过施用N-糖基化改变的分子(例如，改变的N-糖

蛋白或改变的N-糖基化的多萜醇)治疗或预防的一些特定医学状况的实例在下节中评述。

[0187] (i)代谢紊乱

[0188] 代谢紊乱是影响个体人(或动物)细胞内能力产生的病症。大多数代谢紊乱是遗传

性的，尽管一些可以因饮食、毒素、感染等而“获得”。遗传性代谢紊乱也称作代谢的先天性

缺陷。概括而言，遗传性代谢紊乱是由遗传缺陷引起的，所述缺陷导致缺失或不正确地构建

细胞代谢过程中的一些步骤所必须的酶。最大几类的代谢紊乱是糖代谢的紊乱、氨基酸代

谢的紊乱、有机酸代谢的紊乱(有机酸尿症(organic  acidurias))，脂肪酸氧化和线粒体代

谢的紊乱，卟啉代谢的紊乱，嘌呤或嘧啶代谢的紊乱，类固醇代谢的紊乱，线粒体功能的紊

乱，过氧化物酶体功能的紊乱和溶酶体贮积病(LSD)。

[0189] 能够通过使用一种或多种本文描述的N-糖基化改变的分子(或其药物组合物)来

治疗的代谢紊乱的实例包括，例如，遗传性血色病(hereditary  hemochromatosis)、眼皮肤

白化病(oculocutaneous  albinism)、蛋白C(protein  C  deficiency)、I型遗传性血管性水

肿(type  I  hereditary  angioedema)、先天性蔗糖酶-异麦芽糖酶缺乏(congenital 

sucrase-isomaltase  deficiency)、克-纳二氏II型(Crigler-Najjar  type  II)、Laron综

合征(Laron  syndrome)、遗传性髓过氧化物酶(hereditary  Myeloperoxidase)、原发性甲

状腺机能减退(primary  hypothyroidism)、先天性长QT综合征(congenital  long  QT 

syndrome)、酪氨酸结合球蛋白缺乏(tyroxine  binding  globulin  deficiency)、家族性高

胆固醇血症(familial  hypercholesterolemia)、家族性乳糜微粒血症(familial 

chylomicronemia)、aβ-脂蛋白血症(aβ-lipoproteinema)、低原生质脂蛋白A水平(low 

plasma  lipoprotein  A  levels)、伴有肝损伤的遗传性气肿(hereditary  emphysema  with 

liver  injury)、先天性甲状腺机能减退(congenital  hypothyroidism)、成骨不全

(o s t e o g e n e s i s  i m p e r f e c t a ) 、遗传性血纤维蛋白原过少(h e r e d i t a r y 

hypofibrinogenemia)、α-1抗胰凝乳蛋白酶缺乏(α-1antichymotrypsin  deficiency)、肾

原性尿崩症(nephrogenic  diabetes  insipidus)、垂体神经部尿崩症(neurohypophyseal 

diabetes  insipidus)、腺苷脱氨酶缺乏(adenosine  deaminase  deficiency)、佩-迈二氏
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病(Pelizaeus  Merzbacher  disease)、IIA型冯维勒布兰德病(von  Willebrand  disease 

type  IIA)、结合性因子V和VIII缺乏(combined  factors  V  and  VIII  deficiency)、迟发

性脊椎骨骺发育不全(spondylo-epiphyseal  dysplasia  ta rda)、无脉络膜

(choroideremia)、I细胞病(I  cell  disease)、白顿氏病(Batten  disease)、共济失调性毛

细血管扩张症(ataxia  telangiectasias)、常染色体显性多囊性肾病(ADPKD-autosomal 

dominant  polycystic  kidney  disease)、微绒毛包含病(microvillus  inclusion 

disease)、结核性硬化(tuberous  sclerosis)、Lowe眼脑肾综合征(oculocerebro-renal 

syndrome  of  Lowe)、肌萎缩性侧索硬化(amyotrophic  lateral  sclerosis)、骨髓增生异

常综合征(myelodysplastic  syndrome)、裸淋巴细胞综合征(Bare  lymphocyte 

syndrome)、丹吉尔病(Tangier  disease)、家族性肝内胆汁郁积(familial  intrahepatic 

cholestasis)、X连锁的脑白质肾上腺萎缩症(X-linked  adreno-leukodystrophy)、Scott

综合征(Scott  syndrome)、1型和2型海-普二氏综合征(Hermansky-Pudlak  syndrome 

types  1and  2)、左尔威格氏综合征(Zellweger  syndrome)、肢根点状软骨发育异常

(rhizomelic  chondrodysplasia  puncta)、常染色体隐性原发性高草酸尿(autosomal 

recessive  primary  hyperoxaluria)、Mohr  Tranebjaer综合征(Mohr  Tranebjaerg 

syndrome)、脊髓延髓肌萎缩(spinal  and  bullar  muscular  atrophy)、原发性睫运动障碍

(primary  ciliary  diskenesia)(卡塔格内氏综合征(Kartagener’s  syndrome))、巨人症

和肢端肥大症(giantism  and  acromegaly)、乳溢(galactorrhea)、艾迪逊氏病(Addison’s 

disease)、肾上腺性男性化(adrenal  virilism)、库兴氏综合征(Cushing’s  syndrome)、酮

酸中毒(ketoacidosis)、原发性或继发性醛固酮增多症(primary  or  secondary 

aldosteronism)、米-迪综合征(Miller  Dieker  syndrome)、无脑回(lissencephaly)、运动

神经元病(motor  neuron  disease)、阿史尔氏综合征(Usher’s  syndrome)、威-阿二氏综合

征(Wiskott-Aldrich  syndrome)、奥佩齐氏综合征(Optiz  syndrome)、亨廷顿氏病

(Huntington’s  disease)、遗传性胰腺炎(hereditary  pancreatitis)、抗磷脂综合征

(anti-phospholipid  syndrome)、重叠结缔组织病(overlap  connective  tissue 

disease)、斯耶格伦氏综合征( syndrome)、僵体综合征(stiff-man  syndrome)、

Brugada综合征(Brugada  syndrome)、芬兰型先天性肾病综合征(congenital  nephritic 

syndrome  of  the  Finnish  type)、杜-约二氏综合征(Dubin-Johnson  syndrome)、X连锁低

磷酸盐血症(X-linked  hypophosphosphatemia)、佩德里得综合征(Pendred  syndrome)、婴

儿期持续性高血胰岛素低血糖(persistent  hyperinsulinemic  hypoglycemia  of 

infancy)、遗传性球形红细胞增多症(hereditary  spherocytosis)、无血浆酮蓝蛋白血症

(aceruloplasminemia)、婴儿神经元蜡样脂褐质沉积症(infantile  neuronal  ceroid 

l i p o f u s c i n o s i s ) 、假 性 软 骨发 育 不 全 和多 发 性 骨 骺 发 育 不良 (不 全 )

(pseudoachondroplasia  and  multiple  epiphyseal)、Stargardt样黄斑发育不良

(Stargardt-like  macular  dystrophy)、X连锁夏-马-图三氏病(X-linked  Charcot-

Marie-Tooth  disease)、常染色体显性视网膜色素变性(autosomal  dominant  retinitis 

pigmentosa)、Wolcott-Rallison综合征(Wolcott-Rallison  syndrome)、库兴氏病

(Cushing’s  disease)、肢带肌营养不良(limb-girdle  muscular  dystrophy)、IV型粘多糖

贮积病(mucoploy-saccharidosis  type  IV)、芬兰遗传性家族性淀粉样变性(hereditary 
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familial  amyloidosis  of  Finish)、安德森氏病(Anderson  disease)、肉瘤(sarcoma)、慢

性髓单核细胞性白血病(chronic  myelomonocytic  leukemia)、心肌病(cardiomyopathy)、

面生殖发育异常(faciogenital  dysplasia)、Torsion病(Torsion  disease)、亨廷顿和脊

髓小脑萎缩(Hun ting ton  a nd  s pino ce re be lla r  a ta xia s)、hered i ta ry 

hyperhomosyteinemia、多神经病(polyneuropathy)、下运动神经元病(lower  motor 

neuron  disease)、色素性视网膜炎(pigmented  retinitis)、血清阴性多关节炎

(seronegative  polyarthritis)、间质肺纤维化(interstitial  pulmonary  fibrosis)、雷

诺氏现象(Raynaud’s  phenomenon)、韦格纳氏肉芽肿病(Wegner’s  granulomatosis)、蛋白

尿(preoteinuria)、CDG-Ia、CDG-Ib、CDG-Ic、CDG-Id、CDG-Ie、CDG-If、CDG-IIa、CDG-IIb、

CDG-IIc、CDG-IId、埃-当二氏综合征(Ehlers-Danlos  syndrome)、多发性外生骨疣

(multiple  exostoses)、格里斯塞利氏综合征(Griscelli  syndrome)(1型或2型)或X连锁

性非特异性脑力发育迟缓(X-linked  non-specific  mental  retardation)。此外，代谢紊

乱还可包括溶酶体贮积病例如，但不限于，法布里氏病、法勃氏病(Farber  disease)、高歇

尔氏病、GM1神经节糖苷沉积症(GM1-gangliosidosis)、泰-沙二氏病、桑德霍夫氏病

(Sandhoff  disease)、GM2激活病(GM2activator  disease)、克腊伯氏病(Krabbe  disease)、

异染性脑白质营养不良(metachromatic  leukodystrophy)、尼-皮二氏病(Niemann-Pick 

disease)(A、B和C型)、赫勒氏病(Hurler  disease)、沙伊氏病(Scheie  disease)、Hunter病

(Hunter  disease)、桑菲列普氏病(Sanfilippo  disease)、莫尔基奥氏病(Morquio 

disease)、马-垃病(Maroteaux-Lamy  disease)、透明质酸酶缺乏(hyaluronidase 

deficiency)、天门冬酰氨酸葡萄糖胺尿症(aspartylglucosaminuria)、岩藻糖苷贮积病

(fucosidosis)、甘露糖苷过多症(mannosidosis)、谢尔德氏病(Schindler  disease)、1型

唾液酸缺乏病(sialidosis  type  1)、旁姆普氏病、致密性成骨不全(Pycnodysostosis)、蜡

样脂褐质沉积症(ceroid  lipofuscinosis)、胆固醇酯沉积病(cholesterol  ester 

storage  disease)、乌尔曼氏病(Wolman  disease)、多发性硫酸酯酶缺乏(Multiple 

sulfatase  deficiency)、乳液唾液异常增多(galactosialidosis)、粘脂贮积病

(mucolipidosis)(II、III和IV型)、胱氨酸病(cystinosis)、唾液酸贮积病(sialic  acid 

storage  disorder)、伴有马-斯二氏综合征的乳糜微粒留滞病(chylomicron  retention 

disease  withMarinesco- syndrome)、海-普二氏综合征(Hermansky-Pudlak 

syndrome)、切-希二氏综合征(Chediak-Higashi  syndrome)、Danon病(Danon  disease)或

Geleophysic发育不良(Geleophysic  dysplasia)。

[0190] 代谢紊乱的症状多种多样，并且可以包括如下的一种或多种，例如，贫血、疲劳、容

易挫伤(bruising  easily)、血小板低、肝增大、脾增大、骨骼脆弱(skeletal  weakening)、

肺损伤、感染(例如，胸部感染或肺炎)、肾损伤、进行性脑损伤、发作、胎粪过厚、咳嗽、哮鸣、

唾液或粘液过量产生、气短(shortness  of  breath)、腹痛、肠或消化道闭塞(occluded 

bowel  or  gut)、生育力问题、鼻内息肉、杵状指/趾甲和皮肤(clubbing  of  the  finger/

toe  nails  and  skin)、手或脚疼痛(pain  in  the  hands  or  feet)、血管角质瘤

(angiokeratoma)、排汗减少、角膜和晶状体混浊(corneal  and  lenticular  opacities)、

白内障(cataracts)、二尖瓣脱垂和/或回流(mitral  valve  prolapse  and/or 

regurgitation)、心脏肥大(cardiomegaly)、温度不耐受、行走困难、吞咽困难、进行性视力
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丧失、进行性听力丧失、张力减退、巨舌、反射消失、下腰痛、睡眠呼吸暂停、端坐呼吸、嗜睡、

脊柱前凸或脊柱侧凸。应理解的是，由于缺陷或缺乏蛋白质和所导致疾病表型(例如，代谢

紊乱的症状显现)的不同性质，给定病症将通常仅出现对于特定病症为特征性的症状。例

如，患有法博氏病的患者可以出现上述症状中的特定亚组，例如，但不限于，温度不耐受、角

膜眩晕(cornealwhirling)、疼痛、皮疹、恶心或腹泻。患有高歇尔氏综合征(Gaucher 

syndrome)的患者可以出现脾大、肝硬变、惊厥、张力过高、呼吸暂停、骨质疏松或皮肤变色。

[0191] 除了施用本文描述的一种或多种N-糖基化改变的分子，代谢紊乱也可以通过适当

的营养和维生素(例如，辅因子疗法)、物理疗法和疼痛药物疗法来治疗。

[0192] 依赖于给定代谢紊乱的特定性质，患者可以在任何年龄出现这些症状。在许多情

况下，症状可以在儿童期或成人期早期出现。例如，法博氏病的症状可以在年轻时(early 

age)出现，在10或11周岁的年龄。

[0193] 如用于本文，“有风险发展出代谢紊乱”(例如本文所述的代谢紊乱)的受试者是具

有发展出紊乱的倾向(predisposition)的受试者，即，由于酶中的突变而产生的发展出代

谢紊乱的遗传倾向，所述酶例如α-L-艾杜糖苷酸酶、β-D-半乳糖苷酶、β-葡糖苷酶、β-己糖

胺酶、β-D-甘露糖苷酶、α-L-岩藻糖苷酶、芳基硫酸酯酶B、芳基硫酸酯酶A、α-N-乙酰半乳糖

胺酶、天冬氨酰葡糖胺酶、艾杜糖醛酸-2-硫酸酯酶、α-氨基葡糖苷-N-乙酰转移酶、β-D-葡

糖醛酸酶、透明质酸酶、α-L-甘露糖苷酶、α-神经氨酸酶、磷酸转移酶、酸性脂肪酶、酸性神

经酰胺酶、鞘磷脂酶、硫酯酶、组织蛋白酶K或脂蛋白脂肪酶。显然，“有风险发展出代谢紊

乱”的受试者不是感兴趣的物种中的全部受试者。

[0194] “疑似患有病症”的受试者是具有病症(例如，代谢紊乱或任何其它本文所述的病

症)的一种或多种症状(例如，任何本文所述的那些症状)的受试者。

[0195] (ii)癌症

[0196] 癌症是一类这样的疾病或病症，其特征在于细胞不受控制的分裂和这些细胞扩散

的能力，所述扩散或者通过侵入直接生长进入相邻组织或者通过转移植入远距离位点(其

中癌细胞经过血流或淋巴系统转运)。癌症可以侵袭各个年龄的人，但是风险有随年龄增加

的趋势。癌症的类型可以包括，例如，肺癌、乳腺癌、结肠癌、胰腺癌、肾癌、胃癌、肝癌、骨癌、

血液癌(hematological  cancer)、神经组织癌(neural  tissue  cancer)、黑素瘤、甲状腺

癌、卵巢癌、睾丸癌、前列腺癌、宫颈癌、阴道癌或膀胱癌。

[0197] 如用于本文，“有风险发展出癌症”的受试者是具有发展出癌症的倾向的受试者，

即，发展出癌症的遗传倾向，例如，肿瘤抑制基因中的突变(例如，BRCA1、p53、RB或APC中的

突变)或已经曝露于能够导致癌症的条件。因此，当受试者已经曝露于诱变或致癌水平的特

定化合物(例如，香烟烟雾中的致癌化合物例如丙烯醛、砷、苯、苯并蒽(Benz{a}

anthracene)、苯并芘(Benzo{a}pyrene)、钋-210(氡)、氨基甲酸酯(Urethane)或氯乙烯)

时，所述受试者也可以是“有风险发展出癌症”的受试者。此外，当受试者已经曝露于例如大

剂量的紫外线或X线辐射或曝露于(例如感染)引起肿瘤/与肿瘤相关的病毒如乳头状瘤病

毒、EB病毒(Epstein-Barr  virus)、乙型肝炎病毒或人T-细胞白血病-淋巴瘤病毒时，所述

受试者可以是“有风险发展出癌症”的受试者。从上文可以清楚的是“有风险发展出癌症”的

受试者不是感兴趣的物种中的全部受试者。

[0198] “疑似患有癌症”的受试者是具有癌症的一种或多种症状的受试者。癌症的症状是

说　明　书 31/61 页

36

CN 104480140 B

37



本领域技术人员熟知的并且包括，但不限于，乳腺肿块、乳头变化、乳腺囊中、乳腺疼痛、体

重减轻、虚弱、过度疲劳、进食困难、食欲丧失、久咳、恶化的呼吸急促(worsening 

breathlessness)、咳血、血尿、血便、恶心、呕吐、肝转移、肺转移、骨转移、腹胀、气胀、腹膜

腔积液(fluid  in  peritoneal  cavity)、阴道出血、便秘、腹胀、结肠穿孔、急性腹膜炎(感

染、发热、疼痛)、疼痛、吐血、大量出汗(heavy  sweating)、发热、高血压、贫血、腹泻、黄疸、

眩晕、寒战、肌肉痉挛、结肠转移、肺转移、膀胱转移、肝转移、骨转移、肾转移和胰腺转移、吞

咽困难等。

[0199] 除了施用一种或多种本文所述的N-糖基化改变的分子，也可以通过化疗剂、电离

辐射、免疫治疗剂或超高温治疗剂来治疗癌症。化疗剂包括，例如，顺铂(cisplatin)、卡铂

(carboplatin)、丙卡巴肼(procarbazine)、氮芥(mechlorethamine)、环磷酰胺

(cyclophosphamide)、喜树碱(camptothecin)、阿霉素(adriamycin)、异环磷酰胺

(ifosfamide)、美法仑(melphalan)、苯丁酸氮芥(chlorambucil)、白消安、亚硝基脲、放线

菌素D(dactinomycin)、柔红霉素(daunorubicin)、多柔比星(doxorubicin)、博来霉素

(bleomycin)、普卡霉素、丝裂霉素(mitomycin)、依托泊苷(etoposide)、verampil、鬼臼毒

素(podophyllotoxin)、他莫昔芬(tamoxifen)、紫杉醇(taxol)、(transplatinum)、5-氟尿

嘧啶(5-flurouracil)、长春新碱(vincristin)、长春碱(vinblastin)和甲氨蝶呤

(methotrexate)。

[0200] (iii)炎性病症

[0201] 如用于本文，“炎性病症”是指其中一种或多种物质(例如，非天然存在于受试者中

的物质)，藉由白细胞(例如，B细胞、T细胞、巨噬细胞、单核细胞或树突细胞)的作用，不适当

地引发病理学应答(例如，病理学免疫应答)的过程。因此，所述炎性应答中涉及的这些细胞

称作“炎性细胞”。不适当地引发的炎性应答可以是其中没有外源物质(例如，抗原、病毒、细

菌、真菌)存在于受试者中或受试者上的应答。不适当地引发的应答可以是其中自身成分

(例如，自体抗原)被炎性细胞靶向的应答(例如，自身免疫病如多发性硬化)。不适当地引发

的应答也可以是在程度或持续时间方面不适当的应答，例如，过敏反应。因此，不适当地引

发的应答的原因可以是存在微生物感染(例如，病毒、细菌或真菌的)。炎性病症的类型(例

如，自身免疫病)可以包括，但不限于，骨关节炎、类风湿性关节炎(rheumatoid  arthritis

(RA))、脊椎关节病(spondyloarthropathies)、POEMS综合征(POEMS  syndrome)、克朗氏病

(Crohn’s  disease)、多中心性卡斯尔氏病(multicentric  Castleman’s  disease)、系统性

红斑狼疮(systemic  lupus  erythematosus(SLE))、多发性硬化(MS)、肌营养不良

(muscular  dystrophy(MD))、胰岛素依赖性糖尿病(insulin-dependent  diabetes 

mellitus(IDDM))、皮肌炎(dermatomyositis)、多肌炎(polymyositis)、炎性神经病

(inflammatory  neuropathies)例如归伯二氏综合征(Guillain  Barre  syndrome)、脉管炎

(vasculitis)例如韦格纳肉芽肿病(Wegener’s  granulomatosus)、结节性多动脉炎

(polyarteritis  nodosa)、风湿性多肌痛(polymyalgia  rheumatica)、颞动脉炎(temporal 

arteritis)、舍格伦综合征(Sjogren’s  syndrome)、贝赛特氏病(Bechet’s  disease)、丘-

施二氏综合征(Churg-Strauss  syndrome)或高安氏动脉炎(Takayasu’s  arteritis)。炎性

病症还包括特定类型的变态反应例如鼻炎(rhinitis)、鼻窦炎(sinusitis)、荨麻疹

(urticaria)、寻麻疹(hives)、血管性水肿(angioedema)、特应性皮炎(atopic 
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dermatitis)、食物变态反应(food  allergies)(例如，(坚果变态反应(nut  allergy))、药

物变态反应(drug  allergies)(例如，青霉素)、昆虫变态反应(insect  allergies)(例如，

针对蜂螯的变态反应)或肥大细胞病(mastocytosis)。炎性病症也可包括溃疡性结肠炎

(ulcerative  colitis)和哮喘(asthma)。

[0202] “有风险患上炎性病症”的受试者是指具有一种或多种炎性病症的家族史(例如，

一种或多种炎性病症的遗传倾向)的患者或曝露于一种或多种炎症诱导条件的受试者。例

如，受试者可能已经曝露于病毒或细菌超抗原，例如，但不限于，葡萄球菌肠毒素

(staphylococcal  enterotoxins)(SEs)、酿脓链球菌外毒素(streptococcus  pyogenes 

exotoxin)(SPE)、金黄色葡萄球菌中毒性休克-综合征毒素(staphylococcus  aureus 

toxic  shock-syndrome  toxin)(TSST-1)、链球菌促有丝分裂外毒素(streptococcal 

mitogenic  exotoxin)(SME)和链球菌超抗原(streptococcal  superantigen)(SSA)。从上

文可以清楚的是“有风险发展出炎性病症”的受试者不是感兴趣的物种中的全部受试者。

[0203] “疑似患有炎性病症”的受试者是出现炎性病症的一种或多种症状的受试者。炎性

病症的症状是本领域熟知的并且包括，但不限于，发红、肿胀(例如，关节肿胀)、触碰发热的

关节(joints  that  are  warm  to  the  touch)、关节痛、僵硬、关节功能丧失、发热、寒战、疲

劳、精力丧失(loss  of  energy)、头痛、食欲丧失、肌肉僵硬、失眠、瘙痒、鼻塞、喷嚏、咳嗽、

一种或多种神经学症状如眩晕、发作或疼痛。

[0204] 除了施用一种或多种本文所述的N-糖基化改变的分子之外，炎性病症也可以通过

非类固醇抗炎药(NSAID)、缓解病情的抗风湿药(DMARD)、生物反应调节剂或皮质类固醇来

治疗。生物反应调节剂包括，例如，抗TNF剂(例如，可溶性TNF受体或对TNF特异性的抗体如

adulimumab、英夫利昔单抗(infliximab)或依那西普(etanercept)

[0205] 使用N-糖基化改变的分子(或其药物组合物)、适用于治疗(例如，预防或改善其一

种或多种症状)任何本文所述的病症的方法在下节中陈述。

[0206] 药物组合物和治疗方法

[0207] N-糖基化改变的分子(例如，目标分子如目标蛋白的改变的N-糖基化形式)可以并

入药物组合物，所述药物组合物含有治疗有效量的所述分子和一种或多种佐剂、赋形剂、载

体和/或稀释剂。可接受的稀释剂、载体和赋形剂通常不负面影响受体的体内稳态(例如电

解质平衡)。可接受的载体包括生物相容性、惰性或生物可吸收的盐、缓冲剂、寡糖或多糖、

聚合物、粘度改善剂(viscosity-improving  agent)、防腐剂等。一种示例性载体是生理盐

水(0.15M  NaCl，pH  7.0-7.4)。另一种示例性载体是50mM磷酸钠、100mM氯化钠。关于配制和

施用药物组合物的技术的进一步细节可以在例如Remington’s  Pharmaceutical  Sciences

(Maa ck  Pu blishing  Co .,Easton ,Pa .)中找到。也可以将辅助性活性化合物

(supplementary  active  compound)并入组合物中。

[0208] 含有N-糖基化改变的分子的药物组合物的施用可以是系统的或局部的。可以将药

物组合物这样配制，即令它们适用于胃肠外和/或非胃肠外施用。具体使用方式

(administration  modality)包括皮下、静脉内、肌肉内、腹膜内、经皮、鞘内、口服、直肠、口

腔、局部、鼻、眼、关节内、动脉内、蛛网膜下、支气管、淋巴、阴道和子宫内施用。

[0209] 施用可以通过定期注射所述药物组合物的推注(bolus)，或者可以是不间断或连

续地通过从外部储器(reservoir)(例如，IV包)或内部储器(例如，生物可腐蚀性植入物
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(bioerodable  implant)、生物人工器官(bioartificial  organ)或植入的产生N-糖基化改

变的分子的细胞集落)进行静脉内或腹膜内施用。参见，例如，美国专利Nos.4,407,957、5,

798,113和5,800,828，将它们通过所述整体并入本文。药物组合物的施用可以使用合适的

递送手段(delivery  means)来实现，所述递送手段例如：泵(参见，例如，Annals  of 

Pharmacotherapy ,27:912(1993)；Cancer ,41:1270(1993)；Cancer  Research ,44:1698

(1984)，通过所述整体并入本文)；微囊化(参见，例如，美国专利Nos .4 ,352 ,883；4,353 ,

888；和5,084,350，通过所述整体并入本文)；连续释放聚合物植入物(continuous  release 

polymer  implant)(参见，例如，Sabel,美国专利No.4,883,666，通过所述整体并入本文)；

大囊化(macroencapsulation)(参见，例如，美国专利Nos.5,284,761、5,158,881、4,976,

859和4,968,733，和公开的PCT专利申请WO92/19195、WO  95/05452，将它们每一篇的公开内

容通过所述整体并入本文)；皮下、静脉内、动脉内、肌肉内注射或注射至其它合适部位；或

在胶囊、液体、片剂、丸剂(pill)或延长释放制剂(prolonged  release  formulation)中口

服施用。

[0210] 胃肠外递送系统的实例包括乙烯-乙酸乙烯共聚物颗粒、渗透泵(osmotic  pump)、

可植入输注系统(implantable  infusion  system)、泵递送(pump  delivery)、囊化细胞递

送(encapsulated  cell  delivery)、脂质体递送(liposomal  delivery)、针递送注射

(needle-delivered  injection)、无针注射(needle-less  injection)、喷雾器

(nebulizer)、雾化器(aerosolizer)、电穿孔和经皮贴片(transdermal  patch)。

[0211] 适合于胃肠外施用的制剂通常含有N-糖基化改变的分子的无菌含水制备物，其优

选与受体的血液等渗(例如，生理盐水溶液)。制剂可以以单位剂量或多剂量形式存在。

[0212] 适合于口服施用的制剂可以作为离散单位如胶囊、扁囊剂(cachet)、片剂或锭剂

(lozenges)存在，其各自含有预定量的N-糖基化改变的分子；或含水液体中或非水液体中

的悬液，如糖浆、酏剂、乳剂或饮剂(draught)。

[0213] 可以将适合于局部施用的N糖基化改变的分子(例如，目标分子例如目标蛋白的改

变的N-糖基化形式)向哺乳动物(例如，人患者)作为例如乳膏(cream)、喷雾、泡沫、凝胶、软

膏(ointment)、油膏(salve)或干燥摩擦剂(dry  rub)施用。干燥摩擦剂可以在施用部位再

水合。N-糖基化改变的分子也可以直接注入(例如，浸入并干燥)其后可以进行局部应用的

绷带、纱布或贴片。也可以将N-糖基化改变的分子以半液态、凝胶(gelled)态或完全液态保

持在用于局部施用的绷带、纱布或贴片中(参见，例如，美国专利No.4,307,717，将其内容通

过所述整体并入本文)。

[0214] 可以向需要的受试者以本领域技术人员可以确定的给药方案施用治疗有效量的

药物组合物。例如，可以向受试者施用组合物，例如，以每剂0.01μg/kg-10,000μg/kg受试者

体重的剂量系统性施用。在另一实例中，剂量是每剂1μg/kg-100μg/kg受试者体重。在另一

实例中，剂量是每剂1μg/kg-30μg/kg受试者体重，例如，每剂3μg/kg-10μg/kg受试者体重。

[0215] 为了优化治疗效力，可以首先以不同的给药方案施用N-糖基化改变的分子。单位

剂量和方案依赖于多种因素，包括，例如，哺乳动物的种类、其免疫状态、哺乳动物的体重。

通常，组织中N-糖基化改变的分子的水平可以使用适合的、作为临床测试流程一部分的筛

查测定法监测，例如，来测定给定治疗方案的效力。

[0216] N-糖基化改变的分子的给药频率在医疗工作者(medical  practitioner)(例如，
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医生或护士)的技术和临床判断范围之内。通常，施用方案通过临床试验建立，所述试验可

以建立最适施用参数。然而，从业者可以根据受试者的年龄、健康、重量、性别和医疗状态改

变这些治疗方案。给药频率可以依赖于治疗是预防性还是治疗性的而变化。

[0217] 这些N-糖基化改变的分子(例如，目标分子例如目标蛋白的改变的N-糖基化形式)

或其药物组合物的毒性和治疗效力可以通过已知的药学方法在例如细胞培养物或实验动

物中测定。这些方法可以用于例如测定LD50(对群体的50％致死的剂量)和ED50(在群体的

50％中治疗有效的剂量)。毒性和治疗效果的剂量比是治疗指数并且可以表示为LD50/ED50

的比例。展现高治疗指数的药物组合物是优选的。尽管可以使用展现毒性副作用的药物组

合物，应该注意设计使这些化合物靶向患病组织的部位以尽量减小对正常细胞的损害(例

如，非靶细胞)，并且由此降低副作用。

[0218] 从细胞培养测定法和动物研究获得的数据可以用于配制用于适当受试者(例如，

人患者)中的剂量范围。这些药物组合物的剂量通常在如下循环浓度的范围内，所述浓度包

括ED50且几乎无毒或无毒。剂量可以在这个范围内依赖于采用的剂量形式和使用的施用途

径而变化。对于如本文所述使用的药物组合物(例如，用于治疗受试者中的代谢紊乱)，最初

可以从细胞培养测定法估计治疗有效剂量。可以在动物模型中配制剂量以实现包括在细胞

培养物中测定的IC50(即，实现对症状的最大抑制的一半的药物组合物浓度)的循环血浆浓

度范围。这种信息可以用于更精确地测定在人中有用的剂量。血浆中的水平可以例如通过

高效液相层析测量。

[0219] 如本文所定义的，“治疗有效量”的N-糖基化改变的分子是能够在受治疗的受试者

中产生期望的医学结果的分子的量(例如，改善代谢紊乱的一种或多种症状或减少癌细胞

增殖)。N-糖基化改变的分子的治疗有效量(即，有效剂量)包括毫克或微克量的所述化合物

每千克受试者或样品重量(例如，约1微克每千克至约500毫克每千克，约100微克每千克至

约5毫克每千克，或约1微克每千克至约50微克每千克)。

[0220] 受试者可以是任何哺乳动物，例如，人(例如，人患者)或非人灵长类(例如，黑猩猩

(chimpanzee)、狒狒(baboon)或猴(monkey))、小鼠、大鼠、兔、豚鼠、沙鼠、仓鼠、马、牲畜类

型(例如，牛、猪、绵羊或山羊)、犬、猫或鲸。

[0221] 可以将本文描述的N-糖基化改变的分子或其药物组合物与另一治疗作为联合疗

法向受试者施用，所述另一治疗例如用于代谢紊乱(例如，溶酶体贮积病)的治疗。例如，联

合疗法可以包括向受试者(例如，人患者)施用一种或多种额外的为受试者提供治疗益处的

剂(agent)，所述受试者患有或有风险发展出(或疑似患有)代谢紊乱(例如，溶酶体贮积

病)。由此，化合物或药物组合物和所述一种或多种额外的剂同时施用。或者，可以首先及时

(in  time)施用N-糖基化改变的分子(例如，蛋白质或多萜醇)，并其次及时施用所述一种或

两种额外的剂。可以首先及时施用所述一种或两种额外的剂，并其次及时施用N-糖基化改

变的分子(例如，蛋白质或多萜醇)。N-糖基化改变的分子可以替代或加强先前施用或当前

施用的疗法。例如，当用本发明的N-糖基化改变的分子治疗时，一种或多种额外的剂的施用

可以停止或减少，例如，以较低水平施用。也可以保持先前疗法的施用。在一些情况下，可以

将先前疗法保持到N-糖基化改变的分子的水平(例如，剂量或进度(schedule))达到足以提

供治疗效果的水平。可以联合施用两种疗法。

[0222] 应该理解的是在先前治疗有特定毒性的情况(例如，具有显著副作用谱的用于代
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谢紊乱的治疗)下，N-糖基化改变的分子(例如，蛋白质或多萜醇)的施用可以用于将先前治

疗的量抵消和/或减少到足以给出相同或改进的治疗益处、但是没有毒性的水平。

[0223] 在一些情况下，当向受试者施用本发明的N-糖基化改变的分子(例如，蛋白质、多

萜醇或与多萜醇连接的脂质)或药物组合物时，将第一种疗法中断。可以监测受试者的第一

种预先选择的结果，例如，代谢紊乱的一种或多种症状的改善，例如任何本文所述的那些

(见上文)。在一些情况下，在观察到第一种预先选择的结果的情况下，减少或中断使用N-糖

基化改变的分子(例如，N-糖基化改变的蛋白质或N-糖基化改变的多萜醇)的治疗。然后在

使用N-糖基化改变的分子(例如，蛋白质或多萜醇)的治疗之后，可以监测受试者第二种预

先选择的结果，例如，代谢紊乱的症状的恶化。当观察到所述第二种预先选定的结果时，可

以恢复或增加向受试者施用N-糖基化改变的分子(例如，蛋白质或多萜醇)，或恢复所述第

一种治疗的施用，或对受试者施用N-糖基化改变的分子(例如，蛋白质、多萜醇或与多萜醇

连接的脂质)和第一种治疗二者或量增加的N-糖基化改变的分子(例如，蛋白质或多萜醇)

和所述第一种治疗方案。

[0224] N-糖基化改变的分子(例如，蛋白质或多萜醇)也可以与用于疾病(例如，代谢紊

乱)的一种或多种症状的治疗一起施用。例如，N-糖基化改变的分子(例如，蛋白质、多萜醇

或与多萜醇连接的脂质)可以与例如疼痛用药(pain  medication)共同施用(例如，同时或

通过上述联合方案)。

[0225] 应该理解的是在一些实施方案中，N-糖基化改变的分子是其中改变的糖基化使所

述分子产生医学相关产物的能力增加的分子。例如，N-糖基化改变的分子可以是能够产生

治疗性产物(例如，小分子或治疗性肽)的酶，所述酶的活性通过糖基化增加或优化。这些产

物和使用所述产物的方法在本公开的范围之内。

[0226] 本文所述的任何药物组合物可以与施用说明书一起包括在容器、包装或散发器

(dispenser)中。

[0227] 本申请具体涉及如下项：

[0228] 1.产生目标蛋白的改变的N-糖基化形式的方法，所述方法包括：

[0229] 提供解脂西洋蓍霉或Arxula  adeninivorans细胞，所述细胞经遗传工程化而包含

至少一种经修饰的N-糖基化活性；和

[0230] 向细胞中引入编码目标蛋白的核酸，其中所述细胞以改变的糖基化形式产生所述

目标蛋白。

[0231] 2.项1的方法，还包括分离所述目标蛋白的改变的N-糖基化形式。

[0232] 3.项1或2的方法，其中所述目标蛋白是外源蛋白。

[0233] 4.项1-3中任一项的方法，其中所述目标蛋白是内源蛋白。

[0234] 5.项1-4中任一项的方法，其中所述目标蛋白是哺乳动物蛋白。

[0235] 6.项5的方法，其中所述目标蛋白是人蛋白。

[0236] 7.项1-6中任一项的方法，其中所述目标蛋白是病原体蛋白、溶酶体蛋白、生长因

子、细胞因子、趋化因子、抗体或其抗原结合片段，或融合蛋白。

[0237] 8.项7的方法，其中所述融合蛋白是病原体蛋白、溶酶体蛋白、生长因子、细胞因子

或趋化因子与抗体或其抗原结合片段的融合物。

[0238] 9.项1-8中任一项的方法，其中所述目标蛋白是与溶酶体贮积病(LSD)相关的蛋白
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质。

[0239] 10 .项1-9中任一项的方法，其中所述目标蛋白是葡糖脑苷酯酶或半乳糖脑苷酯

酶。

[0240] 11.项1-9中任一项的方法，其中所述目标蛋白选自下组：α-L-艾杜糖苷酸酶、β-D-

半乳糖苷酶、β-葡糖苷酶、β-己糖胺酶、β-D-甘露糖苷酶、α-L-岩藻糖苷酶、芳基硫酸酯酶B、

芳基硫酸酯酶A、α-N-乙酰半乳糖胺酶、天冬氨酰葡糖胺酶、艾杜糖醛酸-2-硫酸酯酶、α-氨

基葡糖苷-N-乙酰转移酶、β-D-葡糖醛酸酶、透明质酸酶、α-L-甘露糖苷酶、α-神经氨酸酶、

磷酸转移酶、酸性脂肪酶、酸性神经酰胺酶、鞘磷脂酶、硫酯酶、组织蛋白酶K和脂蛋白脂肪

酶。

[0241] 12.项1-11中任一项的方法，其中所述改变的N-糖基化形式包括一种或多种N-聚

糖结构。

[0242] 13.项12的方法，其中所述一种或多种N-聚糖是Man5GlcNAc2。

[0243] 14.项12的方法，其中所述一种或多种N-聚糖是Man8GlcNAc2。

[0244] 15.项12的方法，其中所述一种或多种N-聚糖是Man9GlcNAc2。

[0245] 16.项12的方法，其中所述一种或多种N-聚糖是Man3GlcNAc2。

[0246] 17.项12的方法，其中所述一种或多种N-聚糖是Glc1Man5GlcNAc2。

[0247] 18.项12的方法，其中所述一种或多种N-聚糖是Glc2Man5GlcNAc2。

[0248] 19 .项12-18中任一项的方法，其中所述目标蛋白的改变的N-糖基化形式是均质

的。

[0249] 20.项12-18中任一项的方法，其中所述目标蛋白的改变的N-糖基化形式基本上是

均质的。

[0250] 21.项20的方法，其中含有改变的糖基化的改变的目标分子之部分是至少约20％。

[0251] 22.项20的方法，其中含有改变的糖基化的改变的目标分子之部分是至少约30％。

[0252] 23.项20的方法，其中含有改变的糖基化的改变的目标分子之部分是至少约40％。

[0253] 24.项19-23中任一项的方法，其中所述改变的糖基化是Man5GlcNAc2。

[0254] 25.项19-23中任一项的方法，其中所述改变的糖基化是Man8GlcNAc2。

[0255] 26.项19-23中任一项的方法，其中所述改变的糖基化是Man9GlcNAc2。

[0256] 27.项19-23中任一项的方法，其中所述改变的糖基化是Man3GlcNAc2。

[0257] 28.项19-23中任一项的方法，其中所述改变的糖基化是Glc1Man5GlcNAc2。

[0258] 29.项19-23中任一项的方法，其中所述改变的糖基化是Glc2Man5GlcNAc2。

[0259] 30.项1-29中任一项的方法，其中所述细胞经遗传工程化而缺乏至少一种N-糖基

化活性。

[0260] 31.项30的方法，其中N-糖基化活性是ALG3活性。

[0261] 32.项30的方法，其中N-糖基化活性是OCH1活性。

[0262] 33.项30的方法，其中N-糖基化活性是MNS1活性。

[0263] 34.项30的方法，其中N-糖基化活性是MNN9活性。

[0264] 35.项1-34中任一项的方法，其中所述至少一种修饰包含缺失编码具有N-糖基化

活性的蛋白质的基因。

[0265] 36.项1-35中任一项的方法，其中所述至少一种修饰包含表达具有N-糖基化活性
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的蛋白质的突变形式。

[0266] 37.项1-36中任一项的方法，其中所述至少一种修饰包含引入或表达RNA分子，所

述RNA分子干扰具有N-糖基化活性的蛋白质的功能性表达。

[0267] 38.项1-37中任一项的方法，其中所述至少一种修饰包含表达具有N-糖基化活性

的蛋白质。

[0268] 39.项38的方法，其中所述表达的蛋白质是由细胞中的外源核酸编码的蛋白质。

[0269] 40.项38的方法，其中所述N-糖基化活性是葡萄糖基转移酶活性。

[0270] 41.项38-40中任一项的方法，其中所述具有N-糖基化活性的蛋白质是ALG6。

[0271] 42.项38的方法，其中所述具有N-糖基化活性的蛋白质是α-甘露糖苷酶。

[0272] 43.项38的方法，其中所述α-甘露糖苷酶靶向内质网。

[0273] 44.项42或43的方法，其中所述具有N-糖基化活性的蛋白质是融合蛋白，所述融合

蛋白包含α-甘露糖苷酶多肽和HDEL内质网保留肽。

[0274] 45.项42的方法，其中所述α-甘露糖苷酶具有5.1以下的最适pH。

[0275] 46.项38的方法，其中所述具有N-糖基化活性的蛋白质是能够从Man5GlcNAc2去除

葡萄糖残基的蛋白质。

[0276] 47.项38或46的方法，其中所述具有N-糖基化活性的蛋白质是具有α-1 ,3-葡糖苷

酶活性的蛋白质。

[0277] 48.项46或47的方法，其中所述蛋白质是葡糖苷酶II。

[0278] 49.项46-48中任一项的方法，其中所述蛋白质包含葡糖苷酶II的α和/或β亚基。

[0279] 50.项46的方法，其中所述蛋白质是变聚糖酶。

[0280] 51.项1的方法，其中所述细胞经遗传工程化而包含至少两种经修饰的N-糖基化活

性。

[0281] 52.项51的方法，其中所述至少两种经修饰的N-糖基化活性包含ALG3活性的缺乏

和升高的ALG6活性水平。

[0282] 53.项1的方法，其中所述细胞经遗传工程化而包含至少三种经修饰的N-糖基化活

性。

[0283] 54.项51的方法，其中所述至少三种经修饰的N-糖基化活性包含ALG3活性的缺乏；

升高的ALG6活性水平；和升高的葡糖苷酶II活性水平。

[0284] 55.项38-54中任一项的方法，其中所述具有N-糖基化活性的蛋白质是外源蛋白。

[0285] 56.项38-54中任一项的方法，其中所述具有N-糖基化活性的蛋白质是哺乳动物蛋

白。

[0286] 57.项56的方法，其中所述具有N-糖基化活性的蛋白质是人蛋白。

[0287] 58.项38-54中任一项的方法，其中所述具有N-糖基化活性的蛋白质是低等真核生

物蛋白。

[0288] 59.项45的方法，其中所述低等真核生物是真菌、锥虫或原生动物。

[0289] 60.项58的方法，其中所述低等真核生物选自下组布氏锥虫、哈茨木霉和曲霉属。

[0290] 61 .项1-60中任一项的方法，其中修饰包含表达能够影响目标蛋白的甘露糖基磷

酸化的蛋白质或其生物学活性变体。

[0291] 62.项61的方法，其中所述能够影响甘露糖基磷酸化的蛋白质或其生物学活性变
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体是MNN4。

[0292] 63.项61的方法，其中所述能够影响甘露糖基磷酸化的蛋白质或其生物学活性变

体是PNO1。

[0293] 64.项61的方法，其中所述能够影响甘露糖基磷酸化的蛋白质或其生物学活性变

体是MNN6。

[0294] 65 .项61-64中任一项的方法，其中糖蛋白中至少约30％的甘露糖残基是磷酸化

的。

[0295] 66.项1-65中任一项的方法，其中所述细胞未经遗传工程化而成为OCH1活性缺陷

的。

[0296] 67.项1-66中任一项的方法，还包括对糖蛋白的额外加工。

[0297] 68.项67的方法，其中所述额外加工发生在体外。

[0298] 69.项67的方法，其中所述额外加工发生在体内。

[0299] 70.项67-69中任一项的方法，其中所述额外加工包括向修饰的糖蛋白添加异源模

块。

[0300] 71.项55的方法，其中所述异源模块是聚合物或载体。

[0301] 72.项67-71中任一项的方法，其中所述额外加工包括对所述目标蛋白的改变的N-

糖基化形式进行酶处理或化学处理。

[0302] 73.项67的方法，其中所述额外加工包括用甘露糖苷酶、甘露聚糖酶、磷酸二酯酶、

葡糖苷酶或糖基转移酶处理所述目标蛋白的改变的N-糖基化形式。

[0303] 74.项72的方法，其中所述额外加工包括用氢氟酸处理所述目标蛋白的改变的N-

糖基化形式。

[0304] 75.项67-74中任一项的方法，其中所述额外加工包括将所述目标蛋白的改变的N-

糖基化形式磷酸化。

[0305] 76.具有改变的N-糖基化的分离的蛋白质，其中所述蛋白质是通过项1-75中任一

项的方法产生的。

[0306] 77.分离的解脂西洋蓍霉或Arxula  adeninivorans细胞，所述细胞经遗传工程化

而包含至少一种经修饰的N-糖基化活性。

[0307] 78.项77的分离的细胞，其中N-糖基化活性是ALG3活性。

[0308] 79.项77或78的分离的细胞，其中N-糖基化活性是OCH1活性。

[0309] 80.项77-79中任一项的分离的细胞，其中N-糖基化活性是MNS1活性。

[0310] 81.项77-79中任一项的分离的细胞，其中N-糖基化活性是MNN9活性。

[0311] 82.项77-79中任一项的分离的细胞，其中所述修饰包含缺失编码具有N-糖基化活

性的蛋白质的基因。

[0312] 83.项77-79中任一项的分离的细胞，其中所述修饰包含表达具有N-糖基化活性的

蛋白质的突变形式。

[0313] 84.项77-83中任一项的分离的细胞，其中所述修饰包含引入或表达RNA分子，所述

RNA分子干扰具有N-糖基化活性的蛋白质的功能性表达。

[0314] 85.项77-83中任一项的分离的细胞，其中所述修饰包含表达具有N-糖基化活性的

蛋白质。
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[0315] 86.项85的分离的细胞，其中所述N-糖基化活性是葡萄糖基转移酶活性。

[0316] 87.项85或86的分离的细胞，其中所述具有N-糖基化活性的蛋白质是ALG6。

[0317] 88.项85的分离的细胞，其中所述具有N-糖基化活性的蛋白质是α-甘露糖苷酶。

[0318] 89.项88的分离的细胞，其中所述α-甘露糖苷酶靶向内质网。

[0319] 90.项88或89的分离的细胞，其中所述具有N-糖基化活性的蛋白质是融合蛋白，所

述融合蛋白包含α-甘露糖苷酶多肽和HDEL内质网保留肽。

[0320] 91 .项85的分离的细胞，其中所述具有N-糖基化活性的蛋白质是能够从

Man5GlcNAc2去除葡萄糖残基的蛋白质。

[0321] 92.项85或91的分离的细胞，其中所述具有N-糖基化活性的蛋白质是具有α-1 ,3-

葡糖苷酶活性的蛋白质。

[0322] 93.项91或92的分离的细胞，其中所述蛋白质是葡糖苷酶II。

[0323] 94.项91-93中任一项的分离的细胞，其中所述蛋白质包含葡糖苷酶II的α和/或β

亚基。

[0324] 95.项91的分离的细胞，其中所述蛋白质是变聚糖酶。

[0325] 96.项77-95中任一项的分离的细胞，其中所述细胞经遗传工程化而包含至少两种

经修饰的N-糖基化活性。

[0326] 97.项96的分离的细胞，其中所述至少两种经修饰的N-糖基化活性包含ALG3活性

的缺乏和升高的ALG6活性水平。

[0327] 98.项77-97中任一项的分离的细胞，其中所述细胞经遗传工程化而包含至少三种

经修饰的N-糖基化活性。

[0328] 99.项98的分离的细胞，其中至少三种经修饰的N-糖基化活性包含ALG3活性的缺

乏；升高的ALG6活性水平；和升高的葡糖苷酶II活性水平。

[0329] 100.利要求77-99中任一项的分离的细胞，其中所述细胞未经遗传工程化而成为

OCH1活性缺陷的。

[0330] 101.项85-100中任一项的分离的细胞，其中所述具有N-糖基化活性的蛋白质是人

蛋白。

[0331] 102.项77-101中任一项的分离的细胞，其中所述修饰包含表达能够促进经修饰的

糖蛋白的甘露糖基磷酸化的蛋白质或其生物学活性变体。

[0332] 103.项102的分离的细胞，其中所述能够影响甘露糖基磷酸化的蛋白质或其生物

学活性变体是MNN4。

[0333] 104.项103的分离的细胞，其中所述影响甘露糖基磷酸化的蛋白质或其生物学活

性变体是PNO1。

[0334] 105.一种治疗病症的方法，所述病症可以通过施用具有改变的N-糖基化的蛋白质

来治疗，所述方法包括：

[0335] 向受试者施用项76的蛋白质，

[0336] 其中所述受试者是患有或疑似患有可以通过施用具有改变的N-糖基化的蛋白质

来治疗的受试者。

[0337] 106.项105的方法，其中所述病症是代谢紊乱。

[0338] 107.项106的方法，其中所述代谢紊乱是溶酶体贮积病(LSD)。
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[0339] 108.项107的方法，其中溶酶体贮积病是高歇尔氏病、泰-沙二氏病、旁姆普氏病、

尼-皮二氏病或法布里氏病。

[0340] 109.项105-108中任一项的方法，其中所述蛋白质是与LSD相关的蛋白质。

[0341] 110.项109的方法，其中所述蛋白质是葡糖脑苷酯酶或α-半乳糖苷酶。

[0342] 111.项109的方法，其中所述蛋白质选自下组：α-L-艾杜糖苷酸酶、β-D-半乳糖苷

酶、β-葡糖苷酶、β-己糖胺酶、β-D-甘露糖苷酶、α-L-岩藻糖苷酶、芳基硫酸酯酶B、芳基硫酸

酯酶A、α-N-乙酰半乳糖胺酶、天冬氨酰葡糖胺酶、艾杜糖醛酸-2-硫酸酯酶、α-氨基葡糖苷-

N-乙酰转移酶、β-D-葡糖醛酸酶、透明质酸酶、α-L-甘露糖苷酶、α-神经氨酸酶、磷酸转移

酶、酸性脂肪酶、酸性神经酰胺酶、鞘磷脂酶、硫酯酶、组织蛋白酶K和脂蛋白脂肪酶。

[0343] 112.项105-111中任一项的方法，其还包括确定所述受试者是否患有可以通过施

用具有改变的N-糖基化的蛋白质来治疗的疾病。

[0344] 113.项105-112中任一项的方法，其中所述受试者是人。

[0345] 114.产生目标蛋白的改变的N-糖基化形式的方法，所述方法包括使目标蛋白与制

备自解脂西洋蓍霉或Arxula  adeninivorans细胞的细胞裂解物接触，所述细胞经遗传工程

化而包含至少一种经修饰的N-糖基化活性，其中使所述目标蛋白与所述细胞裂解物接触导

致该目标蛋白的改变的N-糖基化形式。

[0346] 115.产生目标蛋白的改变的N-糖基化形式的方法，所述方法包括使目标蛋白与一

种或多种具有N-糖基化活性的蛋白质接触，其中所述一种或多种具有N-糖基化活性的蛋白

质获得自解脂西洋蓍霉或Arxula  adeninivorans细胞，所述细胞经遗传工程化而包含至少

一种经修饰的N-糖基化活性，并且其中使所述目标分子与所述一种或多种具有N-糖基化活

性的蛋白质接触导致该目标蛋白的改变的N-糖基化形式。

[0347] 116.解脂西洋蓍霉或Arxula  adeninivorans细胞的基本上纯的培养物，所述培养

物中的大量经遗传工程化而包含至少一种经修饰的N-糖基化活性。

[0348] 117.项87的基本上纯的细胞培养物，其中所述细胞培养物含有一种或多种细胞亚

群，每个亚群包含不同的经修饰的糖基化活性。

[0349] 118.分离的核苷酸序列，其包含SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID  NO:2。

[0350] 119.分离的核苷酸序列，其包含与SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID  NO:2至少80％相同的序

列。

[0351] 120.由项118或119的分离的核苷酸序列编码的多肽。

[0352] 121.分离的核酸，其包含：

[0353] (a)核苷酸序列，其在高严紧条件下与SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID  NO:2的补体杂交；或

[0354] (b)所述核苷酸序列的补体。

[0355] 122.包含项118-121中任一项的核酸序列的载体。

[0356] 123.包含项118-121中任一项的核酸序列的表达载体。

[0357] 124.包含项123的表达载体的培养的细胞或所述细胞的子代，其中所述细胞表达

所述多肽。

[0358] 125.产生蛋白质的方法，所述方法包括在允许表达所述多肽的条件下培养项124

的细胞。

[0359] 126.项125的方法，其还包括在培养细胞之后，从细胞或培养细胞的培养基分离多
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肽。

[0360] 以下是本发明的实践的实施例。不应将它们理解为以任何方式对本发明范围的限

制。

实施例

[0361] 实施例1.质粒、引物和菌株

[0362] 表1含有在本文所述实验中所用载体(例如，表达载体)和缺失盒的构建中使用的

全部质粒的列表。在所述实验中使用了解脂西洋蓍霉的MTLY60菌株。

[0363] 表2含有在以下实施例中使用的引物(引物的名称)和引物应用的列表。

[0364] 表1

[0365] 质粒:

JMP62

pYLTsA

pYLHmL

pYLHmA

JMP113

JMP114

pRRQ2

JME  507

JME  509

JME  461

KS-LPR-URA3

KS-LPR-LEU2

Cre  ARS68LEU2

[0366] 表2.

[0367]
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[0368]
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[0369]
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[0370]

[0371] 实施例2.解脂西洋蓍霉OCH1和MNN9的破坏

[0372] 敲除解脂西洋蓍霉中OCH1( 登录号:AJ563920)和MNN9 登

录号:AF441127)两种基因的策略如Fickers等((2003)J  Microbiol  Methods.55(3):727-

37)中所述用于LIP2基因的来制定。OCH1基因所遵循的基因构建策略示于图5。

[0373] 将OCH1KO片段通过限制消化并通过PCR自质粒YlOCH1PUT  TOPO分离，并且转化至

解脂西洋蓍霉菌株MTLY60。获得了20株尿嘧啶原养型菌株，并使用引物Yloch1prom  fw(SEQ 

ID  NO:18)和Yloch1ter  rev(SEQ  ID  NO:19)通过对基因组DNA(gDNA)进行PCR筛选来分析

所述质粒的基因组整合。在测试的20个克隆的2个中扩增到了正确大小的片段(即，2618bp 

vs.野生型中的1894bp)。数个克隆含有随机整合的构建体拷贝并因此扩增到了所述两种片

段。

[0374] 为了去除URA3基因，将两个阳性克隆用附加型质粒pRRQ2转化，所述质粒pRRQ2含

有Cre重组酶的表达盒。通过对gDNA使用引物Yloch1  prom  fw和Yloch1  ter  rev(见上文)

进行PCR来筛选URA3基因的去除。在所述阳性克隆中缺失2328bp片段(包括URA3)而存在

1075bp的1075bp(不含URA3)片段。

[0375] 对2个阳性克隆进行了Southern印迹分析以检查是否发生了异常DNA整合。将基因

组DNA(gDNA)用EcoRV/HindIII双重消化，进行琼脂糖凝胶电泳，再转移至硝酸纤维素膜。将

所述膜用来自质粒YlOCH1  PT  TOPO的500bp  SpeI/I-SceI片段探查(probe)。Δoch1  PUT中

存在1456bp的片段，而Δoch1  PT中存在2066bp的片段且野生型菌株中存在2893bp的片段。

[0376] 制定使MNN9失活的构建策略并示于图6。

[0377] 通过NotI/PacI双重消化将破坏片段从质粒YlMNN9PUT  TOPO切下并转化至MTLY60

和Δoch1PT克隆9。对于两种菌株获得了数个URA3阳性克隆，在分离了单克隆之后通过对

gDNA进行PCR来筛选它们中构建体的正确整合。使用引物YlMNN9P  fw和YlMNN9T  rv.(表2)

在破坏体(disruptant)菌株中扩增了2349bp的片段，而在非转化体中扩增了2056bp的片

段。

[0378] 为了分析通过突变菌株合成的N-聚糖结构，对从甘露糖蛋白衍生的聚糖进行了

DSA-FACE(图7)。野生型(MTLY60)菌株作为主要核心类型聚糖结构主要具有Man8GlcNAc2(结

构式I；图4)和大量的Man9GlcNAc2(结构式II；图4)，后者最可能含有因Och1p活性产生的额

外的甘露糖。另外，可以观察到一些较大的结构。Δoch1菌株主要具有Man8GlcNAc2(结构式

I)和小部分的Man9GlcNAc2(结构式II；图4)，其二者均对α-1,2-甘露糖苷酶处理敏感(表明

Δoch1α-1,2-man)，导致剪切(trimming)成Man5GlcNAc2(结构式IV；图4)。Δmnn9菌株积累
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比Δoch1菌株更多的Man9GlcNAc2(结构式II；图4)，这表明Mnn9p涉及接着Och1p活性发生的

聚糖结构的延伸。双突变Δoch1Δmnn9展现了一种类似Δoch1菌株的糖基化表型。

[0379] 实施例3.MNS1的诱变

[0380] MNS1(ERα-1,2-甘露糖苷酶)涉及将Man9GlcNAc2剪切Man8GlcNAc2并且具有严格的

底物特异性，因为它仅能剪切与中央臂的α-1,3-甘露糖连接的α-1,2-甘露糖(图2)。为了测

定能够在何处诱变MNS1基因从而使其底物特异性转换成高尔基型α-1,2-甘露糖苷酶，将几

种ER型甘露糖苷酶的初级序列与高尔基型甘露糖苷酶进行了比较。鉴定了一个在所述两类

之间不同的区域。此外，还分析了在高尔基型甘露糖苷酶的催化位点中结晶的寡糖进入酵

母MNS1(an  oligosaccharide  that  was  crystallised  in  the  catalytic  site  of  the 

Golgi  type  mannosidase  into  the  yeast  MNS1)以鉴定可能的糖和蛋白质之间的相互作

用。令人惊讶的是，使用两种方法鉴定了相同的位点。

[0381] 将来自酿酒酵母( 登录号：Z49631，sgd:YJR131W)的MNS1基因突变从

而改变其底物特异性。在相同区域内制造了三种突变版本：两种具有一个突变(R273L和

R273G)，和一种具有3个突变(R269S/S272G/R273L)：

[0382] A)R273L(精氨酸273成为亮氨酸)

[0383] B)R273G(精氨酸273成为甘氨酸)

[0384] C)R269S/S272G/R273L(精氨酸269成为丝氨酸/丝氨酸272成为甘氨酸/精氨酸273

成为亮氨酸)。

[0385] 全部突变使用Quick  Change(Stratagene)诱变试剂盒制造。

[0386] 使构建体在强组成型TPI1启动子调控下表达3种不同的突变基因。使用寡核苷酸

CGACTATCCGGTTCGGATCATTGGGTGATTCTTTTTATGAG(SEQ  ID  NO:40)和CTCATAAAAAGAATCACCC

AATGATCCGAACCGGATAGTCG(SEQ  ID  NO:41)来生成突变R273L，并使用寡核苷酸CGACTATCCG

GTTCGGATCAGGTGGTGATTCTTTTTATGAG(SEQ  ID  NO:42)和CTCATAAAAAGAATCACCACCTGATCCGA

ACCGGATAGTCG(SEQ  ID  NO:43)使用野生型基因作为模板来生成突变R273G。使用寡核苷酸

GGTGCTTCGACTATCAGTTTCGGAGGATTGGGTGATTCTTTTTATG(SEQ  ID  NO:44)和CATAAAAAGAATCA

CCCAATCCTCCGAAACTGATAGTCGAAGCACC(SEQ  ID  NO:45)施用突变R273L作为模板DNA来获得

突变R269S/S272G/R273L。通过使用寡核苷酸CCCGATATCGGATCCATGAAGAACTCTGTCGGTATTTC

(SEQ  ID  NO:46)和GGGAAGCTTAACGCGGTTCCAGCGGGTCCGGATACGGCACCGGCGCACCCAACGACCAAC

CTGTGGTCAG(SEQ  ID  NO:47)的PCR反应，在突变体和野生型MNS1开放阅读框的3’端添加E-

标记物的编码序列从而允许在表达之后的蛋白检测。对构建策略的概括示于图8。

[0387] 将三种构建体以及未突变的基因(作为阴性对照)转化至酿酒酵母菌株XW27(MATα 

leu2  ura3  trp1  his3  ade2  lys2  och1::LEU2  mnn1::URA3mnn6::ADE2)，使用TRP1作为选

择标记，在用XbaI消化质粒之后将构建体引导至酿酒酵母基因组中的TRP1基因座。在后菌

株能够合成统一的Man8GlcNAc2(在其糖蛋白上)。如果经突变的酶是活性的，那么这种

Man8GlcNAc2(结构式I；图4)应该被剪切成Man5GlcNAc2(结构式IV；图4)、Man6GlcNAc2(结构

式V；图4)和/或Man7GlcNAc2(结构式VI；图4)。

[0388] 分离了色氨酸原养型菌株，培养在液体SDC-trp培养基中，并制备了甘露糖蛋白。

通过DSA-FACE分析源自甘露糖蛋白的N-聚糖。能够从图9看出，来自含有R273G和R269S/

S272G/R273L突变的菌株的小量Man8GlcNAc2(结构式I；图4)被转化成Man5GlcNAc2(结构式
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IV；图4)、Man6GlcNAc2(结构式V；图4)和Man7GlcNAc2(结构式VI；图4)。其它突变体或野生型

基因的表达引起改变的N-糖基化表型。为了评估全部突变体是否同样表达良好，使用对E-

标记物(添加至MNS1蛋白的13个氨基酸的表位)特异性的抗体进行了Western印迹分析。全

部突变蛋白以及野生型MNS1蛋白等均同样表达良好。

[0389] 实施例4.增加磷酸化

[0390] 解脂西洋蓍霉MNN4的表达

[0391] 为了增加Man8GlcNAc2的磷酸化，将解脂西洋蓍霉MNN4(巴斯德毕赤酵母PNO1的同

源物)在解脂西洋蓍霉中过表达以促进N-聚糖的核心型磷酸化。

[0392] 使用引物GGCGGATCCATGGTGCTGCACCCGTTTC(YlMNN4  BamHI  fw；SEQ  ID  NO:34)和

GGCCCTAGGCTACTCAAACTCCTCGCGAATC(YlMNN4AvrII  rv；SEQ  ID  NO:35)扩增了解脂西洋蓍

霉MNN4(XM_503217 ,YALI0D24101g)基因的编码序列。将此开放阅读框(ORF)使用BamHI和

AvrII位点克隆至质粒中，其将所述ORF置于质粒pYlHURA3的hp4d启动子调控下，所述质粒

pYlHURA3含有作为选择标记的URA3d1基因和用于改善随机整合的zeta序列(图10)。

[0393] 在转化入MTLY60Δoch1菌株之前，用Eco47III(用于整合入URA3基因座)、PvuI(用

于整合入MNN4基因座)或RsrII/BstBI(用于随机整合)消化含有MNN4表达盒的质粒。通过

PCR使用hp4d启动子中的引物和一个LIP2终止子中的引物分析了靶向URA3和MNN4基因座的

转化体。通过Southern印迹分析评估了随机整合了构建体的转化体。

[0394] 为了评估甘露糖磷酸化是否增加，我们在YPD培养基中的48小时培养之后通过

DSA-FACE毛细管电泳分析了自分泌的糖蛋白衍生的N-聚糖(图11)。Man8GlcNAc2(结构式I)

的量剧烈降低有利于(in  favour  of)两种结构，所述两种结构迁移更快(与Man8GlcNAc2(结

构式I；图4)相比)并且很有可能分别含有单(P)(结构式X或XI；图4)和双(PP)(结构式XII；

图4)(图11)。因此，可以总结随机整合的表达盒按顺序比整合入URA3基因座或MNN4基因座

的表达盒表现更好。MZ2展现了最高的磷酸化水平。

[0395] 假设两个峰均衍生自Man8GlcNAc2(结构式I；图4)峰，测定了转化成磷酸化聚糖的

Man8GlcNAc2的量(表3)。

[0396] 表3

[0397]
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[0398]

[0399]

[0400] 表3图例：高度和面积是指从电泳图谱测定的峰的高度和峰的面积。“％信号”是指

每种聚糖在N-聚糖混合物中的比例。由星号表示的数显示磷酸化的Man8Gn2的比例(顶部)和

非磷酸化的Man8Gn2的比例(底部)。

[0401] 这些结果表明在过表达YlMNN4基因的菌株中多于80％的存在于亲本Δoch1中的

Man8GlcNAc2(结构式I；图4)是磷酸化的。

[0402] 实施例5.通过在内质网中与脂质连接的寡糖修饰修饰糖基化

[0403] 材料和方法

[0404] 菌株、培养条件和试剂。将大肠杆菌菌株MC1061或TOP10或DH5α用于重组质粒DNA

的扩增并且在37℃在补充有100μg/ml羧苄青霉素或50μg/ml卡那霉素(根据使用的质粒)的

Luria-Broth(LB)培养基中在热振荡器(thermal  shaker)中培养

[0405] 使用解脂西洋蓍霉MTLY60(ura3leu2)菌株作为亲本菌株。将全部酵母培养在28℃

保温箱中。将它们在YPD培养基(2％葡萄糖，2％细菌蛋白胨和1％酵母提取物)或合成葡萄

糖完全(SDC)培养基(0.17％w/o氨基酸且不含硫酸铵的YNB，1％葡萄糖，0.5％NH4Cl，50mM 

K/Na磷酸盐缓冲液pH  6.8和0.077％完全补充混合物(Qbiogene  Inc,Morgan  Irvine,CA))

上。为了选择Ura+和Leu+转化体，分别加入0.077％CSM–ura或CSM–leu。

[0406] 标准遗传技术。解脂西洋蓍霉的转化用感受态细胞如Boisrame等(1996)

J.Biol.Chem.271(20):11668-75所述制备，将其公开内容通过所述整体并入本文。使用公

开的规程(Epicenter试剂盒目录号：MPY80200；Epicenter  Biotechnologies,Madison,WI)

分离全部酵母菌株的基因组DNA。所述规程涉及在65℃的非酶促细胞溶解，其后通过沉淀去

除蛋白质，并进行核酸沉淀和重悬。PCR扩增在50μl终体积中进行，其中含有5μl  10x缓冲液

(200mM  Tris-HCl  pH8.4和500mM  KCl)，可变量的MgCl2，2.5μM  dNTP，50ng模板，50pmol的

正确引物和2.5单位的Taq或Pfu  DNA聚合酶。使用的循环条件如下：94℃变性10分钟，其后

是热启动和30个循环的94℃45秒、在合适的退火温度进行45秒和在72℃每kb延伸1分钟，其

后是在72℃延伸10分钟。使用NucleoSpinextract  II(Macherey-Nagel)纯化从凝胶回收的

DNA片段(PCR产物或片段)。通过VIB  Genetic  Service  Facility(Antwerp,Belgium)进行

DNA测序。
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[0407] 载体构建

[0408] (i)ALG3基因的敲除(基因替代)。将ALG3基因( 登录号:XM_503488，

Genolevures：YALI0E03190g)的启动子片段(P)从解脂西洋蓍霉MTLY60菌株的基因组DNA通

过PCR扩增，所述PCR使用5’CAGTGCGGCCGCACTCCCTCTTTTCACTCACTATTG3’(SEQ  ID  NO:48)和

5’CATTACCCTGTTATCCCTACGCTCAGATCCAATTGTTTTGGTGGTC3’(SEQ  ID  NO:49)分别作为正向

和反向引物，使用Taq聚合酶(Invitrogen)。用T4DNA聚合酶(Fermentas,Ontario,Canada)

去除突出的(overhanging)A核苷酸。通过PCR从解脂西洋蓍霉MTLY60菌株扩增ALG3基因的

终止子片段(T)，所述PCR使用

[0409] 5’GTAGGGATAACAGGGTAATGCTCTCAAGGACGGACCAGATGAGACTGTTATCG3’(SEQ  ID  NO:

50)和

[0410] 5’GACTTTAATTAAACCCTATGTGGCACCTCAACCCACATCTCCCGTC3’(SEQ  ID  NO:51)分别

作为正向和反向引物，使用校正读码Pfu  DNA聚合酶(Fermentas)。由于含有ISceI限制位点

的重叠的引物序列，可以通过PCR将两个片段连接，所述PCR使用P-正向引物和T-反向引物。

然后将这种共扩增子(co-amplicon)亚克隆至pCR-2.1TOPO  TA(Invitrogen)载体中，并且

通过测序确认所述共扩增子的序列正确性。然后将共扩增子使用NotI-PacI位点克隆入中

间载体(intermediate  vector)。

[0411] (ii)ALG6基因的过表达。将ALG6ORF(1725bp)连同ALG6基因( 登录号：

XM_502922，Genolevures:YALI0D17028g)的终止子(415bp下游)从解脂西洋蓍霉MTLY60菌

株的基因组DNA通过PCR克隆，所述PCR使用5’CAGTGGATCCATGAACTCTCCTATTTTCACTACCG3’

(SEQ  ID  NO:52)和5’GACTCCTAGGAAGCTTCCAGGTTACAAGTTGTTAC3’(SEQ  ID  NO:53)分别作为

正向和反向引物，使用校正读码Pfu  DNA聚合酶(Fermentas)。将所述序列克隆至pCR-Blunt 

II-TOPO(Invitrogen)中并且通过测序确认ALG6ORF序列的正确性(如上)。然后，将ALG6ORF

通过BamHI和AvrII克隆至含有hp4d启动子的载体(pYLHmA)中，然后再通过ALG3的终止子片

段中存在的独特的限制位点ClaI和HindIII克隆至中间载体中。

[0412] (iii)选择标记盒。为了从宿主基因组DNA去除可选择的标记URA3，使用了Cre-lox

重组系统，例如，如Fickers等所述((2003)J.Microbiol.Methods55(3):727-737所述，将其

公开内容通过所述整体并入本文)。在从质粒pRRQ2(hp4d-cre，LEU2) (来自Institut 

National  de  Recherche  Agronomique(INRA)的馈赠)表达Cre重组酶时，通过两个lox位点

之间的重组将标记切除。在两种具有和不具有ALG6过表达盒的构建体中，将由lox位点侧接

的URA3选择标记插入在载体的P和T片段之间引入的I-SceI位点，产生“PUT”构建体。

[0413] 甘露糖蛋白的制备。将酵母菌株在28℃保温箱中以250rpm旋转在50ml  Falcon管

中的10ml标准YPD培养基中过夜培养。然后通过在4℃以4000rpm离心使细胞沉淀。去除上清

液，并且将细胞首先用2ml  0.9％NaCl溶液清洗，其后用2ml水清洗两次，再重悬在微量离心

管中1.5ml  0.02M柠檬酸钠pH  7中。在将管在121℃高压灭菌90分钟之后，涡旋振荡所述管

并且通过离心使细胞碎片沉淀。收集上清液并且用4倍体积的甲醇在4℃以旋转运动过夜沉

淀。然后通过离心所述用醇沉淀的材料获得沉淀物。使粒状沉淀(pellet)干燥并溶解在50μ

l水中。

[0414] 糖分析。使用ABI  3130DNA测序仪如Callewaert等(2001；见上文)所述进行了DNA
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测序仪辅助型(DSA)、荧光团辅助型糖电泳(FACE)。简言之，将糖蛋白在RCM缓冲液(8M尿素，

360mM  Tris  pH  8.6和3.2mM  EDTA)中在50℃变性1小时，其后固定在含15μl  RCM的IP平板

的预润湿PVDF膜上。膜的预润湿用300μl  MeOH进行，用300μl水和50μl  RCM清洗3次，然后真

空去除。用50μl  0.1M二硫苏糖醇将糖蛋白还原1小时，再用300μl水清洗3次。在黑暗中与50

μl  0.1M碘乙酸一起温育30分钟，用于将SH基团羧甲基化，其后用300μl水清洗3次。然后将

平板与100μl  1％聚乙烯吡咯烷酮360温育1小时以饱和膜上未被占据的结合位点，再用300

μl水清洗3次。接下来，通过用50μl  10mM  Tris-乙酸pH  8.3中的肽:N-糖苷酶F(PNGase  F)x 

U处理3小时来释放N-聚糖。回收N-聚糖并且用荧光团8-氨基芘-1 ,3 ,6-三磺酸酯(8-

aminopyrene-1,3,6-trisulfonate)(APTS)通过还原性氨基化来衍生化。这通过在37℃与

1.2M柠檬酸中20mM  APTS和DMSO中1M  NaCNBH3的1μl  1:1混合物过夜(ON)温育并通过加入4

μl水猝灭来实现。通过在Sephadex  G-10树脂上进行大小分级来去除过量的标记。然后将余

下的标记的N-聚糖通过蒸发进行浓缩。包括RNA酶B的N-聚糖和寡麦芽糖梯子作为大小标志

物。使用 软件(Applied  Biosystems)进行数据分析。对标记的糖的糖苷酶

消化在37℃在100mM  NH4AC  pH5中过夜进行。在过夜消化之后加入额外的Jack  bean(JB)甘

露糖苷酶并且再在37℃放置24小时。

[0415] 解脂西洋蓍霉中ALG3基因的破坏

[0416] 为了破坏ALG3基因，生成包括ALG3的终止子和启动子的部分并且具有URA3选择标

记盒的载体，并命名为pYLalg3PUT。整合NotI和PacI位点以线性化所述载体并由此去除与

大肠杆菌相关的DNA元件。使用在启动子和终止子位点的双同源重组来用URA3可选择的标

记替代ALG3，这产生了alg3::URA3突变菌株。应用的敲除策略由Fickers等(2003；见上文)

描述并且利用Cre-lox重组系统，其促进有效的标记拯救(marker  rescue)。当整合入基因

组ALG3重叠群(contig)时，Alg3pα-1,6-甘露糖基转移酶活性应该丧失。这通过分析几个转

化体的甘露糖蛋白的糖基化型来监测。将源自甘露糖蛋白的N-聚糖通过DSA-FACE(毛细管

电泳)分析并且用选择的外切糖苷酶进行处理以揭示结构。24个转化体中的7个在糖基化谱

中给出了变化(将其中三个示于图13)。在全部7个转化体中，能够通过PCR确认敲除盒在基

因组中的正确整合。通过分析所述谱发现了三种主要的聚糖结构：(i)一种(结构式VII；图

4)与RNA酶B的Man5GlcNAc2结构(后者为结构式IV；图4)运行在同样大小；(ii)一种距离一个

额外的葡萄糖单位；和(iii)一种距离两个额外的葡萄糖单位。(图13)这些结果表明将这些

细胞中的ALG3破坏。

[0417] α-1,6-甘露糖基转移酶Alg6p的过表达

[0418] 开发了一种策略，其中将用于第一葡萄糖基转移酶(即Alg6p)的组成性活性过表

达盒并入alg3基因替代载体。将这种载体命名为pYLalg3PUT-ALG6。将这种载体的NotI/

PacI片段转化入解脂西洋蓍霉MTLY60菌株。以这种方法，实现对ALG3的破坏和ALG6在hp4d

启动子调控下的过表达。再次通过PCR确认了基因组中的正确整合。对源自甘露糖蛋白的N-

聚糖进行的DSA-FACE分析显示半数的转化体，即，24个中的12个，与WT菌株相比展现出糖基

化型的变化。ALG6的过表达导致了轻度克隆变异(图13)。

[0419] N-聚糖结构的鉴定

[0420] 为了进一步揭示来自上述实验的聚糖结构的性质，用选择的外切糖苷酶对源自甘

露糖蛋白的聚糖(如上)进行了体外消化。用以下酶分析甘露糖蛋白聚糖：α-1 ,2-甘露糖苷
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酶；α-甘露糖苷酶(JB)和葡糖苷酶II。三种观察到的聚糖结构为Man5GlcNAc2(结构式VII；

图4)、GlcMan5GlcNAc2(结构式VIII；图4)和Glc2Man5GlcNAc2(结构式IX；图4)(图14)。这些结

果表明由α-1,6-甘露糖基转移酶(例如，Och1p)进行的甘露糖延伸非常少甚至没有。

[0421] 为了测定ALG6过表达对于促进N-糖基化位点占据是否是必须的，在三种不同的菌

株(西洋蓍霉:MTLY60，MTLY60Δalg3和MTLY60Δalg3ALG6)中表达了来自解脂西洋蓍霉的

脂肪酶2(LIP2)。从INRA获得了在TEF组成型启动子调控下的用于解脂西洋蓍霉LIP2的构建

体。将所述表达盒转化至上述菌株并且通过对制备自经转化细胞的上清液进行SDS-PAGE分

析(图28)来验证蛋白质的表达。Lip2p蛋白具有2个糖基化位点。将源自alg3-缺陷型(“敲

除”)酵母菌株的Lip2p蛋白通过SDS-PAGE解析成三条不同的条带，使用考马斯蓝染色凝胶

使所述条带可见(图28)。为了确认凝胶中蛋白质的三种形式是Lip2p蛋白的不同糖基化形

式，对获得自alg3缺陷型(“敲除”)酵母菌株的Lip2p蛋白进行用PNGase  F(从糖蛋白去除寡

糖残基的酶)的处理，然后再进行SDS-PAGE分析，如上所述。用PNGase  F处理Lip2p蛋白在考

马斯蓝染色后的凝胶上产生了单一条带，表明先前观察到的全部三种形式的蛋白质是相同

的Lip2p分子的不同糖基化形式。对于源自alg3ALG6菌株的Lip2p也是如此。然而，还原性糖

基化形式的蛋白质量降低。因此，可以总结出ALG6的过表达能够(至少部分)恢复在alg3敲

除的突变酵母菌株中减少的N-糖基化位点的占据。

[0422] 去除加帽的葡萄糖结构

[0423] 接下来，为了体内去除单葡萄糖基化的(结构式VIII；图4)和双葡萄糖基化的(结

构式IX；图4)Man5GlcNAc2(结构式VII；图4)结构，将细胞遗传工程化以过表达葡糖苷酶II的

α-亚基。西洋蓍霉的葡糖苷酶II( 登录号:XM_500574)的α亚基和布氏锥虫的葡

糖苷酶II( 登录号:AJ865333)的α亚基作为两种策略独立地克隆以过表达所述

蛋白质。选择布氏锥虫葡糖苷酶II的α亚基的原因是它的天然底物是GlcMan5GlcNAc2(结构

式VIII；图4)。将两种基因克隆在组成型hp4d启动子的调控下，并且它们的质粒含有URA3标

记。将这些构建体转化入带有和不带有ALG6过表达的alg3突变酵母菌株。

[0424] 从源自含有所述构建体的经培养细胞的分泌蛋白制备寡糖并且通过DSA-FACE分

析测定寡糖谱。全部转化体给出相同的DSA-FACE谱，将每种葡糖苷酶IIα的两个不同的克隆

示于图29。从这些结果总结出西洋蓍霉或锥虫葡糖苷酶IIα亚基的过表达对单葡萄糖基化

的(结构式VIII；图4)和双葡萄糖基化的(结构式IX；图4)Man5GlcNAc2(结构式VII；图4)结构

仅具有较小的作用。

[0425] 用HDEL序列标记的解脂西洋蓍霉和布氏锥虫葡糖苷酶IIα-亚基的表达

[0426] 为了改进西洋蓍霉或锥虫葡糖苷酶IIα亚基的表达对从Man5GlcNAc2体内去除葡萄

糖残基的作用，使用分子生物学技术将编码HDEL标记的核酸符合读框地添加至编码所述两

种GlsIIα酶中每一种的核酸的3’端。HDEL标记意欲充当从高尔基到ER的恢复机制

(retrieval  mechanism)。将编码在hp4d启动子调控下的、HDEL标记的来自解脂西洋蓍霉

(Y.l.)和布氏锥虫(T.b.)的葡糖苷酶II序列的质粒转化至过表达或不过表达ALG6基因的

alg3KO菌株。如图30中可见，解脂西洋蓍霉葡糖苷酶IIα亚基的过表达对葡萄糖基化结构的

量仅具有较小的作用。相反，过表达带有额外的HDEL标记的布氏锥虫α-葡糖苷酶II的α亚基

导致单葡萄糖峰的降低(参见图31)。
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[0427] 用变聚糖酶处理葡萄糖基化聚糖

[0428] 上述结果示范了一种减少Man5GlcNAc2的单葡萄糖基化形式的示例性方法。为了从

糖蛋白降低Man5GlcNAc2的双葡萄糖基化形式，作为一种潜在解决方法研究了哈茨木霉的变

聚糖酶。从Novozymes(Novozyme  234；Bagsvaerd ,Denmark)获得酶制备物并用于体外消化

寡糖。即，将不同浓度的变聚糖酶添加至源自alg3ALG6菌株的寡糖(聚糖：Man5GlcNAc2、

GlcMan5GlcNAc2和Glc2Man5GlcNAc2)。如图32的DSA-FACE谱中所示，将在寡糖中观察到的双

葡萄糖峰有效降低。

[0429] 接下来，体内过表达哈茨木霉的变聚糖酶。按照为了在解脂西洋蓍霉中表达经密

码子优化的cDNA合成了含有HDEL序列的变聚糖酶。将成熟蛋白符合读框地与LIP2前信号序

列一起克隆在TEF1启动子的调控下(图33)。将这种构建体转化入过表达和不过表达ALG6的

alg3突变酵母菌株。从含有所述构建体的经培养细胞制备了寡糖并且通过DSA-FACE分析测

定寡糖谱。预期DSA-FACE谱将显示在所述寡糖中观察到的双葡萄糖峰的降低。从这些结果

将总结出变聚糖酶的体内过表达在与不过表达变聚糖酶的细胞相比降低寡糖中观察到的

双葡萄糖峰方面有效。

[0430] Yl  GlsIIα亚基和β亚基的共表达

[0431] 已知葡糖苷酶II的α亚基和β亚基形成异源二聚体复合物，其中β-亚基负责将所述

复合体恢复到ER并且也涉及底物识别，而α-亚基含有催化活性。由于仅过表达葡糖苷酶II

的α-亚基对双葡萄糖寡糖结构具有的效果小，所以共表达α-和β-亚基。

[0432] 从基因组DNA扩增了β-亚基(YALI0B03652g)的开放阅读框，所述基因组DNA使用

PCR分离自MTLY60菌株，并且将所述开放阅读框克隆在TEF1和hp4d启动子的调控下。将构建

体制成具有LEU2作为选择标记并具有在TEF1和hp4d启动子调控下的葡糖苷酶IIβ-亚基。将

这些转化至过表达和不过表达ALG6、且过表达带有和不带有HDEL序列标记的解脂西洋蓍霉

葡糖苷酶IIα亚基的alg3敲除菌株。从分泌自细胞的蛋白质制备N-聚糖，并且将所述N-聚糖

的DSA-FACE谱示于图33和图34(alg3敲除且过表达ALG6)。从这些谱可以总结，过表达来自

解脂西洋蓍霉的葡糖苷酶IIβ亚基对剪切葡萄糖基化的糖确实具有正面效果。概括而言，当

在TEF1启动子下表达时葡糖苷酶II的β亚基的效力得到改善。当解脂西洋蓍霉葡糖苷酶IIα

亚基含有HDEL标记时，葡萄糖基化结构的降低甚至更大(图33和34)。

[0433] 对于不过表达ALG6的alg3缺陷型细胞，对于不同的细胞群体观察到了有关葡萄糖

基化结构降低的相似结果(图35)。

[0434] 曲霉GlsII  a和b亚基的表达

[0435] 为了从alg3-缺陷型背景中存在的含有葡萄糖的结构去除葡萄糖残基，按照为了

在解脂西洋蓍霉中表达经密码子优化的cDNA合成了黑曲霉成熟(缺乏信号肽)葡糖苷酶IIα

和β(α-亚基(SEQ  ID  NO:7；图36A-36B)β-亚基：(SEQ  ID  NO:8；图37)。将黑曲霉(An)葡糖苷

酶α亚基克隆在组成型TEF1和hp4d启动子的调控下，并且具有URA3基因作为选择标记。将所

述表达盒(在TEF1和hp4d调控下的ORF)转化至解脂西洋蓍霉alg3ALG6菌株。将转化体候选

培养在YPD中，并且通过DSA-FACE分析了来自分泌蛋白的聚糖。从图38能够推导出与非转化

体(alg3ALG6)相比在转化体菌株中两种葡萄糖基化结构较不丰富。

[0436] 为了进一步降低葡萄糖基化聚糖结构，制备了具有在TEF1启动子或hp4d启动子调

控下的黑曲霉葡糖苷酶IIβ-亚基和作为选择标记的LEU2的构建体。将这种构建体转化至表
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达An葡糖苷酶IIα-亚基的解脂西洋蓍霉alg3ALG6菌株。预期黑曲霉葡糖苷酶IIβ-亚基的表

达将导致解脂西洋蓍霉细胞中葡萄糖基化结构的减少。

[0437] 实施例6.鉴定HAC内含子以及克隆和分离HAC1基因

[0438] 解脂西洋蓍霉HAC1剪接位点。基于解脂西洋蓍霉和真菌里氏木霉以及构巢曲霉中

HAC1内含子区之间的序列同源性，鉴定了解脂西洋蓍霉HAC1(Genbank:XM_500811 ,

Genolevures:Yali0B12716g)的潜在剪接位点。预期5’和3’剪接位点定位在特征性环结构

中并且计算内含子为29bp长。

[0439] 在所述剪接位点周围开发了引物从而鉴定所述内含子。使用基因特异性引物，从

来自UPR(未折叠蛋白质应答)诱导型(通过在二硫苏糖醇(DTT)中培养)和非诱导型培养物

(阴性对照)的分离的mRNA合成了第一链cDNA。然后对第一链使用引物HAC1FW06-003和

HAC1Rv06-001进行了PCR。在1.5％琼脂糖凝胶上分析了扩增产物。

[0440] 预期对于非诱导型细胞将扩增+/-400bp的片段，预期对于诱导型细胞将扩增29bp

的较小的片段。从非诱导型和UPR诱导型细胞获得了正确大小的片段。对于UPR诱导型培养

物获得了额外两种扩增产物。中部的片段与获得自非诱导型培养物的条带大小相同，并且

被理解为未剪接的HAC1。将底部的最突出的条带从凝胶纯化并且克隆入测序载体。在测序

所述构建体之后，进行了序列比对以鉴定剪接位点(图15)。从所述序列比对能够看出，剪接

位点位于从解脂西洋蓍霉和(里氏木霉和构巢曲霉)HAC1序列的比较中预测的位置。所述剪

接位点为29bp长。

[0441] 为了分离活性全长HAC1序列，将引物工程化为具有适合于克隆至表达载体中的限

制为点。引物序列如下：Hac1ylRv07-018:CCT  AGG  TCA  CTC  CAA  TCC  CCC  AAA  CAG  GTT 

GCT  GAC  GCT  CGA  CTC  ATA  GTG  AGC  TAG  ATC  AGC  AAT  AAA  GTC  G(SEQ  ID  NO:54)和

HAC1Fw06-002:GGA  TCC  ATG  TCT  ATC  AAG  CGA  GAA  GAG  TCC(SEQ  ID  NO:55)。将10ml酵母

细胞培养物在5mM  DTT存在下温育1.5小时以诱导UPR应答。温育之后，从经DTT处理的细胞

分离了RNA并且从所述分离的RNA使用逆转录酶制备了第一链cDNA，并且PCR使用所述cDNA

作为模板和上述引物。所述PCR扩增的序列含有经剪接的HAC1，将所述序列使用标准分子生

物学技术插入pCR-blunt-TOPO克隆载体并测序。

[0442] 巴斯德毕赤酵母HAC1剪接位点。基于巴斯德毕赤酵母和酿酒酵母HAC1基因的内含

子区的序列同源性，在巴斯德毕赤酵母HAC1基因中鉴定了潜在的剪接位点(图16)。预期所

述5’和3’剪接位点定位在特征性环结构中并且计算所述内含子长度为322bp。

[0443] 在预期的剪接位点周围开发了引物(HAC1Fw06-004和HAC1Rv06-005)以鉴定所述

内含子(参见表4)。当内含子被去除时预期将扩增257个核苷酸的片段，若内含子仍然存在

则预期扩增579bp片段。从来自UPR诱导型和非诱导型培养物的分离的mRNA合成了第一链

cDNA。UPR通过向10ml指数生长的细胞培养物加入5mM  DTT来诱导。将所述细胞在DTT存在下

培养1.5小时。通过1.5％琼脂糖凝胶电泳分析所述扩增产物。从来自非诱导型和诱导型细

胞二者的cDNA获得了约257bp的片段。

[0444] 表4.引物
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[0445]

[0446]

[0447] 为了验证未剪接的巴斯德毕赤酵母HAC1基因的长度，使用引物HAC1-Karl和

HAC1Rv06-005对基因组DNA进行了PCR。将获得的片段的长度与从来自诱导型细胞培养物的

cDNA获得的PCR产物的长度比较。从基因组DNA扩增的片段比使用相同引物源自cDNA的扩增

子长约300bp，这表明内含子存在于基因组DNA序列而从经剪接的mRNA中缺失。

[0448] 从凝胶分离了257bp的cDNA片段并且克隆至测序载体中。对所述片段进行测序并

且进行了比对以鉴定剪接位点(图17)。为了分离并克隆经剪接的巴斯德毕赤酵母HAC1基

因，开发了具有用于克隆入表达载体的限制酶位点的PCR引物(HAC1-Karl和HAC1Rv06-

009)。将10ml培养物用5mM  DTT进行1.5小时的UPR诱导。使用逆转录酶从分离的RNA制备了

第一链cDNA，然后再使用上述引物对所述cDNA模板DNA进行了PCR。分离了经剪接的HAC1并

克隆至pCR-blunt-TOPO克隆载体中用于测序。将经剪接的基因也克隆至表达载体pBLHIS 
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IX中在甲醇诱导型AOX1启动子的调控下，以获得载体pBLHIS  IX  ppHAC1spliced。HAC1基因

向表达载体中的正确插入使用PCR和限制酶分析来确认。

[0449] 在酿酒酵母中，在剪接时，将未剪接mRNA中C-末端10个氨基酸的编码序列用18个

氨基酸的编码序列替代。同样(in  accordance)，在巴斯德毕赤酵母中揭示了未剪接HAC1中

C-末端45个氨基酸在剪接时也由18个氨基酸的编码序列替代，所述18个氨基酸与来自酿酒

酵母序列的同源(图18)。

[0450] 实施例7.经剪接HAC1基因向解脂西洋蓍霉中的转化和诱导

[0451] 将解脂西洋蓍霉细胞(MTLY60菌株)用载体“PYHMAXHAC1ylspliced”转化，所述载

体含有在hp4d启动子的表达调控下的经剪接的HAC1cDNA(上文)和作为选择标记的URA3基

因。所述载体向酵母基因组中的整合使用PCR验证。将用PYHMAXHAC1ylspliced转化的

MTLY60菌株在2ml在YPG中的培养物中在28℃培养24小时。将培养的细胞用YNB清洗两次，然

后稀释至OD6000.6，再在用50mM磷酸盐缓冲液pH:6.8缓冲的YTG中培养24小时。然后将所述

细胞稀释至OD6000.2并且再培养3代从而收获中指数期(mid-exponential  phase)的细胞。

向细胞的粒状沉淀加入1ml  RNApureTM溶液连同1g玻璃珠。通过剧烈振荡破坏细胞。通过加

入150μl氯仿并用异丙醇使RNA沉淀来从破碎的细胞提取RNA。将提取的RNA也用DNA酶处理

以去除任何共沉淀的DNA杂质。

[0452] 使用iScriptTMcDNA  Synthesis  Kit(Bio-Rad  Laboratories,Hercules,CA)在20

μl总体积的反应中从800ng的RNA制备第一链cDNA。将20ng  RNA当量用于实时PCR分析以测

定细胞中HAC1mRNA的量。使用 绿( green)作为检测试剂(荧光的)

(Eurogentec)运行实时PCR。除了设计用于检测细胞中HAC1mRNA的量的引物，还设计了对作

为对照用于所述实时PCR的ACT1(持家基因)和KAR2(UPR应答基因)基因进行定量的引物。使

用肌动蛋白(持家基因)作为表达对照从比较性阈循环值计算细胞中各种基因的相对量。通

过测量UPR的表达确认了所述细胞对UPR应答的诱导。在组成型启动子调控下表达HAC1的菌

株中的KAR2以及HAC1的表达水平比野生型菌株MTLY60高(图39)。

[0453] 实施例8.经剪接的HAC1基因向巴斯德毕赤酵母中的转化和诱导

[0454] 培养基：对于以下实验，使用了三种类型的培养基：BMY(用于酵母的缓冲型培养

基：100mM磷酸钾pH:6.0/1.34％无氨基酸的YNB/1％酵母提取物/2％蛋白胨)；BGMY(用于酵

母的缓冲型甘油-复合培养基：100mM磷酸钾pH:6.0/1 .34％无氨基酸的YNB/1％酵母提取

物/2％蛋白胨/1％甘油)；和

[0455] BMMY(用于酵母的缓冲型甲醇-复合培养基：100mM磷酸钾pH:6.0/1.34％无氨基酸

的YNB/1％酵母提取物/2％蛋白胨/0,5％甘油)。

[0456] 按照来自毕赤酵母表达试剂盒(Invitrogen目录号K1710-01)的电穿孔规程转化

了巴斯德毕赤酵母细胞。将载体pBLHIS  IX  ppHAC1spliced在HIS4基因线性化以使所述构

建体靶向HIS4基因组进行整合。将10微克的DNA转化入酵母细胞。在分离单菌落之后，使用

对基因组DNA进行的PCR(引物HAC1-Karl和HAC1Rv06-005)验证了构建体的正确整合。从获

得自所述经转化细胞的DNA扩增了915kb和1237kb的片段，而在非转化体中(未整合所述构

建体的细胞)扩增了1237kb的片段。将由此鉴定为质粒整合阳性的克隆在诱导之前在10ml 

BMGY培养基中培养24小时。用BMY将细胞清洗一次。向非诱导型培养物加入BMGY，而向诱导

型培养物加入BMY。每12小时，为诱导型培养物补料0.5％甲醇(终浓度)。将诱导进行24小
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时，之后通过离心收获细胞。为了制备RNA，将细胞与1ml  RNApure T M (Genhunter 

Corporation,Nashville,NY)和1g玻璃珠组合，并且通过剧烈振荡裂解。通过加入150μl氯

仿并用异丙醇沉淀来提取RNA。对提取并沉淀的RNA进行DNA酶处理，使用获得自Qiagen的不

含RNA酶的DNA酶(目录号79254)。使用寡dT引物和Superscript  II逆转录酶(Invitrogen,

目录号18064-014)对400ng的总RNA进行逆转录反应。在实时PCR反应中使用20ng  RNA当量。

通过Primer  Express软件(Applied  Biosystems)设计了引物序列(序列参见引物表)。利用

SYBR绿色荧光试剂(Eurogentec)的实时PCR在来自BioRad的iCycler仪器中运行。使用持家

基因肌动蛋白作为对照从比较性阈循环值计算mRNA的相对量。对UPR的定量通过对UPR-靶

基因KAR2的表达分析来进行。当将未经诱导的克隆与用甲醇诱导的相同克隆比较时，获得

了高3-7倍的KAR2表达(图19)。

[0457] 通过定量PCR测定了来自另外两个克隆6和克隆8的HAC1mRNA的相对量，并且与

Kar2的mRNA的相对量进行了比较。在两个克隆中均观察到了对HAC1的强诱导。KAR2mRNA的

相对量似乎与HAC1mRNA的相对量相关，较高的HAC1表达水平导致较高的KAR2表达水平(图

20)。

[0458] 使用荧光流式细胞仪(FFC)进行经甲醇诱导的培养物的细胞凋亡研究，并且与未

经诱导的培养物的细胞凋亡比较。每次分析测量了数万细胞。在12、36和48小时的诱导之

后，在FACScaliburTM(Becton  Dickinson)上分析细胞。GlycoSwitchM5(GSM5)菌株具有主要

为Man5GlcNAc2(结构式IV；图4)的主要核心型聚糖结构。为了检查对Hac1p的诱导是否对N-

聚糖结构有影响，对1ml培养基进行了DSA-FACE分析。在对经剪接Hac1p进行48小时诱导之

后获得的聚糖谱与亲本GSM5菌株的谱相似。

[0459] 制作了生长曲线以检查Hac1p诱导是否损害了巴斯德毕赤酵母的生长。与用空载

体转化的菌株相比在Hac1p诱导菌株中未见生长缺陷(图22)。

[0460] 实施例9.Y1MNN6的表达

[0461] 在酿酒酵母中，MNN6将磷酸甘露糖残基转移至N-聚糖。因此，解脂西洋蓍霉中

YlMNN6的过表达能够导致磷酸化的增加。此外，对解脂西洋蓍霉磷酸化的额外作用通过过

表达YlMNN4和YlMNN6获得。将YlMNN6编码区( 登录号XM_499811 ,Genolevures 

Ref:YALI0A06589g)使用PCR引物YlMNN6BamHI  fw(GCGGGATCCATGCACAACGTGCACGAAGC(SEQ 

ID  NO:34))和YlMNN6AvrII  rv(GCGCCTAGGCTACCAGTCACTATAGTTCTCC(SEQ  ID  NO:35))从基

因组以PCR扩增，并克隆入pYHmAX表达载体中用于在hp4d启动子调控下的表达。将质粒使用

zeta序列转化至解脂西洋蓍霉菌株MTLY60以改善随机整合。从培养在无尿嘧啶的培养基上

的细胞克隆收集分泌的糖蛋白，并且使用DSA-FACE分析合成所述糖蛋白的聚糖组成。然而，

未观察到磷酸化的增加(图22)。

[0462] 实施例10.Hac1p表达的效果

[0463] 对 异源蛋白 分 泌评 估 H a c 1 p 过 表达 。将含 有 在诱 导型 A O X 1 启动子

(pPIChygppHAC1spliced)调控下或在组成型GAP启动子调控下(pGAPhygHAC1ppspliced)的

潮霉素抗性标记和经剪接的HAC1cDNA的载体转化至表达在诱导型AOX1启动子调控下的

mIL-10蛋白的GS115菌株。将巴斯德毕赤酵母细胞按照来自毕赤酵母表达试剂盒

(Invitrogen目录号K1710-01,Invitrogen,Carlsbad ,CA)的电穿孔规程转化。将所述载体

在AOX1或GAP启动子中线性化以使Hac1p基因的整合分别靶向AOX1或GAP基因座。使用PCR确
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认了所述质粒向宿主基因组中的整合。

[0464] 将来自鉴定为阳性的克隆的预培养物(5ml)在YPD中培养24小时。测量了培养物中

细胞在600nm(OD600)波长的浓度(OD)并且将培养物在24孔平板的各个孔中的2ml  BMGY培养

基中稀释至OD600为1。将培养物在BMGY中培养48小时，用BMY清洗两次，然后在BMMY中诱导24

小时。每8-12小时，为培养物再次补料含1％甲醇(终浓度)的培养基。诱导之后，收获细胞的

上清液并且使用三氯乙酸(TCA)从1ml上清液沉淀蛋白质。对沉淀的蛋白质进行15％SDS-

PAGE。

[0465] 从SDS-PAGE，在不同的克隆之间观察到在至少一种蛋白质(mIL-10)的表达方面的

克隆变异。例如，对于组成型(在GAP启动子调控下)表达Hac1p蛋白的克隆，未观察到表达水

平的改进，而对于诱导型(AOX1启动子)表达Hac1p的克隆，可以鉴定出两个克隆展现了更高

的mIL-10蛋白的表达水平(图40和图41)。将各个克隆的mIL-10表达与由表达mIL-10的参照

GS115菌株产生的mIL-10表达比较。

[0466] 对于这些克隆进行了新的诱导。将培养24小时的预培养物在带挡板的摇瓶中的

20ml  BMGY中稀释至OD  1。将细胞在BMGY中培养48小时，清洗两次，然后在BMMY中诱导。每8-

12小时为培养物再次补料含1％甲醇的培养基。诱导之后，收获细胞的上清液并且使用TCA

从1ml的所述上清液沉淀蛋白质。在对沉淀的蛋白质进行15％SDS-PAGE之前，用PNGase  F处

理所述蛋白质(或不处理)以去除全部糖基化(图41)。SDS-PAGE解析出来自表达Hac1p的菌

株的上清液的蛋白质含有75kDa的显著条带，该条带在参照菌株中不存在。通过质谱的方法

鉴定了这个条带为Kar2p，其是最主要的UPR靶基因。使用细胞因子珠测定法(cytokine 

bead  array)(CBA)能够证明Hac1p和mIL-10蛋白的同时诱导型表达能够导致2倍高的mIL-

10蛋白表达(克隆1，图41)。CBA是对经endoH处理的mIL-10蛋白进行的。

[0467] 对异源蛋白的表面表达评估Hac1p过表达。将含有在诱导型AOX1启动子调控下

(pPIChygppHAC1spliced)或在组成型GAP启动子调控下(pGAPhygHAC1ppspliced)的潮霉素

抗性标记和经剪接的HAC1cDNA的载体转化至分别在诱导型AOX1启动子调控下表达成熟人

干扰素-β/α-凝集素融合蛋白、成熟小鼠干扰素γ/α-凝集素融合蛋白、成熟人促红细胞生

成素/α-凝集素融合蛋白或α-凝集素和小鼠凝血调节蛋白的凝集素样结构域(lectin-like 

domain  of  mouse  thrombomodulin)的融合蛋白的GlycoswitchMan5菌株中。按照来自毕赤

酵母表达试剂盒(Invitrogen目录号K1710-01)的电穿孔规程转化了巴斯德毕赤酵母细胞。

将所述载体在AOX1或GAP启动子中线性化以使Hac1p基因分别靶向AOX1或GAP基因座进行整

合。使用PCR确认了所述质粒向宿主基因组中的整合。

[0468] 将来自鉴定为阳性的克隆的预培养物(5ml)在YPD中培养24小时。测量了OD600并且

将培养物在24孔平板的各个孔中的2ml  BMGY培养基中稀释至OD600为1。将培养物在BMGY中

培养24小时，用去离子水清洗两次，然后在BMMY中诱导(使用含1％甲醇的培养基)24小时。

通过直接使用对V5表位特异性的抗体进行免疫染色证明表面表达，所述抗体与VHH编码序

列在C-末端融合。诱导之后，将在补充有0.1％牛血清清蛋白的1ml  PBS(pH7.2)(PBS/BSA)

中的107细胞与1μl/ml所述抗V5抗体(1μg/μl；Invitrogen)一起温育，用PBS/BSA清洗，并且

与1μl/ml  Alexa  fluor  488标记的羊抗小鼠IgG(1μg/μl；分子探针)一起温育。在用PBS/

BSA清洗两次之后，通过流式细胞仪分析细胞(表5)。

[0469] 表5.通过流式细胞仪测定的MFI值
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[0470]

[0471] MFI＝从流式细胞仪分析获得的平均荧光强度。

[0472] 对于组成型表达Hac1p蛋白的菌株，与仅表达表面蛋白的参照菌株相比，对于全部

四种蛋白在表面表达水平方面没有观察到改进或观察到非常小的差异。在表达人干扰素-β

的细胞中，观察到了表面表达水平的显著降低。对于过表达诱导型Hac1p(表5)的菌株，可以

观察到如下：1)在人干扰素-γ表面表达菌株中，与仅表达人干扰素-βa-凝集素融合物的参

照菌株相比能够观察到表面表达水平1.8倍的降低；2)对于表面表达人促红细胞生成素a-

凝集素融合蛋白的菌株，与参照菌株相比能够观察到表面表达水平1.3倍的降低；3)在表面

表达人干扰素-β的菌株中，与参照菌株相比没有观察到表面表达水平的差异；和4)在表面

表达小鼠凝血调节蛋白凝集素样结构域的菌株中，与参照菌株相比能够观察到表面表达水

平1.9倍的增加。

[0473] Hac1p的过表达对磷脂合成的影响。为了测定Hac1p产物的过表达(自经剪接的

HAC1cDNA产生)是否对巴斯德毕赤酵母中的脂质代谢有影响，用上述经剪接的HAC1cDNA转

化细胞并且通过电子显微镜分析测定Hac1p对细胞中脂质代谢的影响。将细胞在BMGY上培

养48小时，用PBS清洗一次，然后在BMMY上再培养48小时。每8-12小时将细胞再次培养(next 

culture)在含有1％甲醇的培养基中。然后按照Baharaeen的方法(Baharaeen等(2004)

Mycopathologia)制备用于电子显微镜的细胞。简言之，使含有戊二醛(3％)和低聚甲醛

(para-formaldehyde)(1.5％，在pH  7.2的0.05M二甲胂酸钠中缓冲)的初期固定剂与所述

细胞在冰上接触2小时。然后将细胞用0.05M二甲胂酸钠清洗三次20分钟。清洗之后，将细胞

与6％高锰酸钾溶液在室温接触1小时，然后用0.05M二甲胂酸钠清洗三次20分钟。将实验结

果示于图54。巴斯德毕赤酵母中Hac1p产物(自经剪接的HAC1cDNA产生)的过表达导致离散

的膜堆叠的区域，如示于图54的电子显微照片(EM)中所示。这些结果证明Hac1p的过表达通

过其对脂质代谢中涉及的基因的转录激活而确实对巴斯德毕赤酵母中的脂质代谢有强烈

效果。

[0474] 实施例11.ManHDEL的表达

[0475] 对于与由Δoch1菌株表达的糖蛋白结合的Man5GlcNAc2，可以表达α-1,2-甘露糖苷

酶以将Man8GlcNAc2切割成Man5GlcNAc2(即，高尔基型α-1,2-甘露糖苷酶活性)。这种甘露糖

苷酶应该靶向分泌系统。与酿酒酵母前原交配因子(prepro  mating  factor)融合并且用

HDEL序列标记的里氏木霉α-1,2-甘露糖苷酶( 登录号.AF212153)能够在巴斯德

毕赤酵母中以及在里氏木霉和黑曲霉中将Man8GlcNAc2体内剪切成Man5GlcNAc2。制备了在

解脂西洋蓍霉中在组成型hp4d启动子调控下过表达MFManHDEL(与里氏木霉α-1,2-甘露糖

苷酶融合的用HDEL序列标记的酿酒酵母前原α-交配因子)的表达构建体(图23)。在用限制
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酶NotI消化质粒pYHmAXManHDEL之后，将所述表达盒转化入细胞，其后使用琼脂糖凝胶电泳

分离期望的片段。

[0476] 使用DSA-FACE分析从来自经转化细胞的甘露糖蛋白衍生的聚糖。仅一小部分

Man8GlcNAc2被转化成Man5GlcNAc2(图24)。Man8GlcNAc2向Man5GlcNAc2的不完全转化可能是

因为非最适的分泌信号。因此，将所述酿酒酵母分泌信号用源自良好表达的解脂西洋蓍霉

LIP2(LIP2pre)的分泌信号替代。LIP2pre序列通过将合成寡核苷酸LIP2pre  fw  GATCCATG

AAGCTTTCCACCATCCTCTTCACAGCCTGCGCTACCCTGGCCGCGGTAC(SEQ  ID  NO:66)和Lip2prepro 

rv  GTACCGGCCGGCCGCTTCTGGAGAACTGCGGCCTCAGAAGGAGTGATGGGGGAAGGGAGGGCGGC(SEQ  ID 

NO:67)杂交来制备并将所述DNA克隆入pYLHmA载体(在BamHI/AvrII位点)，产生以下构建

体：pYLHUdL2pre。使用寡核苷酸ManHDEL  Eco47III  fw(GGCAGCGCTACAAAACGTGGATCTCCCAAC

(SEQ  ID  NO:68))和ManHDEL  AvrII  rv(GGCCCTAGGTTACAACTCGTCGTGAGCAAG(SEQ  ID  NO:

69))从pGAPZMFManHDEL  PCR扩增了ManHDEL编码序列，并将该序列克隆入pYLHUdL2pre。所

述构建策略示于图25。在用NotI消化质粒并分离正确片段(见上)之后将所述表达盒(具有

在组成型启动子hp4d调控下的L2preManHDEL)转化至解脂西洋蓍霉Δoch1菌株。经由DSA 

FACE分析从分泌蛋白衍生的聚糖。发生了一些Man8GlcNAc2向Man5GlcNAc2的转化，但是所述

反应是不完全的(存在Man8GlcNAc2以及中间产物Man7GlcNAc2和Man6GlcNAc2；图26)。

[0477] 为了进一步改进将Man8GlcNAc2、Man7GlcNAc2和Man6GlcNAc2剪切成Man5GlcNAc2，将

所述里氏木霉α-1 ,2甘露糖苷酶针对在解脂西洋蓍霉中的表达进行密码子优化(SEQ  ID 

NO:9；图42)并与LIP2前信号序列融合。将这种融合构建体在4中不同的启动子调控下表达：

(i)hp4d，(ii)GAP(SEQ  ID  NO:10；图43)，(iii)POX2，和(iv)TEF1。将最终的表达质粒命名

为pYLHUXdL2preManHDEL(SEQ  ID  NO:11；图44A-C)pYLGUXdL2preManHDEL(SEQ  ID  NO:12；

图45A-)pYLPUXdL2preManHDEL(SEQ  ID  NO:13；图46A-C)pYLTUXdL2preManHDEL(SEQ  ID 

NO:14；图47A-C)。在用NotI切割质粒并分离含有ManHDEL表达盒的片段之后，将全部4种质

粒转化至解脂西洋蓍霉MTLY60Δoch1菌株(在实施例2中描述)。将具有在hp4d、GAP和TEF启

动子调控下的ManHDEL (质粒pYLHUXdL2preManHDEL、pYLGUXdL2preManHDEL和

pYLTUXdL2preManHDEL)的转化菌株培养在YPD中。

[0478] 通过DSA  FACE分析从转化菌株的分泌蛋白原生的聚糖。结果示于图48。或者，将转

化体(包括整合了pYLPUXdL2preManHDEL质粒的转化体)培养在含有油酸的培养基中(蛋白

质产生条件)，并通过DSA-FACE分析聚糖。有关所述载体之一pYLTUXdL2preManHDEL的数据

示于图49。从所述数据中能够总结出，通过48小时的培养，几乎全部聚糖转化成

Man5GlcNAc2。

[0479] 实施例12.用于受POX2启动子调控的基因表达的培养条件

[0480] 培养始于新鲜平板的单菌落，并且在50mL管中的10mL  YPD中于28℃在定轨摇床上

以250rpm过夜培养。然后，用所述预培养物以0.2的最终OD600接种含有22mL生产培养基

(production  medium)(包括2.5mL油酸乳剂)的250mL摇瓶。将这种培养物在28℃在定轨摇

床上以250rpm温育。在96小时过程中在不同时间点取培养物的样品。

[0481] 油酸乳剂(20％)按照如下方法制备：

[0482] 向无菌50ml容器加入：

[0483] 20ml无菌水；
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[0484] 5ml油酸；和

[0485] 125μl  Tween  40。

[0486] 导致乳剂形成的超声处理在75Hz进行1分钟。

[0487] 生产培养基由如下组成：

[0488] 1％酵母提取物；

[0489] 2％胰蛋白胨；

[0490] 1％葡萄糖；和

[0491] 50mM磷酸盐pH  6.8。

[0492] 实施例13：人葡糖脑苷酯酶的表达：

[0493] 按照为了在解脂西洋蓍霉中的表达而经密码子优化的cDNA(SEQ  ID  NO:15；图50)

以化学方法合成了人葡糖脑苷酯酶(GLCM,Swiss  Prot条目号：P04062)。

[0494] 将成熟蛋白的编码序列融合至LIP2前信号序列的编码序列。将这种融合构建体克

隆在油酸诱导型POX2启动子的调控下。将所得质粒命名为pYLPUXL2preGLCM(＝pRAN21))。

在转化之前，将质粒用NotI消化并且将含有所述表达盒的片段分离并转化至解脂西洋蓍霉

菌株MTLY60、MTLY60Δoch1(上文实施例2中描述)，和MTLY60Δoch1ManHDEL(实施例11中描

述)。将在这三种菌株中获得的转化体如实施例12中所述培养。如上所述将蛋白质从上清液

沉淀，进行SDS-PAGE并使用大鼠单克隆抗葡糖脑苷酯酶抗体进行免疫印迹(Alessandrini

等(2004)J.Invest.Dermatol23(6):1030-6)。示例性免疫一进分析示于图51。从图51可以

认识到在破坏了och1的菌株中没有出现拖尾(泳道1、2和3)，而在WT细胞中作为拖尾观察到

了蛋白质的异质性(泳道4和6)。在获得自表达ManHDEL的酵母菌株的蛋白质中没有观察到

蛋白质拖尾。这些结果证明使用遗传工程化的解脂西洋蓍霉细胞MTLY60Δoch1和MTLY60Δ

och1ManHDEL能够获得更均质的目标蛋白群体。

[0495] 实施例14：人促红细胞生成素的表达

[0496] 以化学方法合成针对在解脂西洋蓍霉中表达而经密码子优化的编码人促红细胞

生成素(Epo,Swiss  Prot条目号：P01588)的cDNA(SEQ  ID  NO:16；图52)。将所述成熟蛋白的

cDNA编码序列与LIP2前信号序列的编码序列融合。将这种融合构建体克隆在油酸诱导型

POX2启动子的调控下。将所得质粒命名为pYLPUXL2prehuEPO。在转化之前将质粒用NotI切

割并将含有表达盒的片段分离并转化至解脂西洋蓍霉菌株MTLY60Δoch1(在实施例2中描

述)。将转化体候选如实施例12中所述培养，并通在使用来自R&D系统的单克隆小鼠抗人Epo

抗体(克隆AE7A5)进行SDS  PAGE之后通过Western印迹分析分泌的蛋白质。获得自所述细胞

的EPO产物展现了非常均质的糖基化。

[0497] 实施例15：人的α-半乳糖苷酶A的表达：

[0498] 按照为了在解脂西洋蓍霉中表达而经密码子优化的cDNA(SEQ  ID  NO:17；图53)以

化学方法合成了人α-半乳糖苷酶A(AGAL,Swiss  Prot条目号：P06280)编码cDNA。

[0499] 将成熟蛋白的cDNA编码序列与LIP2前信号序列的编码序列融合。将这种融合构建

体克隆在油酸诱导型POX2启动子的调控下。将所得质粒命名为pYLPUXL2preaGalase。在转

化之前将所述质粒用NotI切割并且将含有所述表达盒的片段分离并转化至解脂西洋蓍霉

菌株MTLY60和MTLY60Δoch1MNN4(在实施例4中描述)。将在这两种菌株中获得的转化体如

实施例12中所述培养。在SDS-PAGE分析之后通过免疫印迹分析获得自转化体的胞外蛋白。
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使用对α-半乳糖苷酶A特异性的抗体(获得自Abcam的鸡多克隆抗体(ab28962)和获得自

Santa  Cruz  Biotechnology的兔多克隆抗体(sc-25823))检测表达的人α-半乳糖苷酶A蛋

白。

[0500] 实施例16.甘露糖苷酶在WT解脂西洋蓍霉中的表达

[0501] 为了测定单独的甘露糖苷酶HDEL的表达是否能够导致对真菌细胞表达的蛋白质

更均质的糖基化，将含有编码甘露糖苷酶HDEL的核酸的表达盒(参见实施例11)转化入野生

型解脂西洋蓍霉po1d细胞。通过DSA-FACE分析从获得自所述细胞的分泌蛋白衍生的聚糖

(图55)。经分析的聚糖主要由Man5GlcNAc2和小部分的Man6GlcNAc2组成。这些结果证明，在

缺乏对OCH1基因的任何破坏的条件下，单独的甘露糖苷酶HDEL的表达导致对解脂西洋蓍霉

表达的蛋白质更均质的糖基化。

[0502] 其它实施方案

[0503] 尽管以结合本发明的详述描述了本发明，但前文所述意在进行示例说明而非对本

发明的范围进行限制，本发明的范围由随附权利要求的范围限定。其它方面、优势和修饰形

式在随附权利要求的范围之内。
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