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Termofiilinen sieniekspressiojdrjestelmd - Termofiliskt

jastexpressionssystem

Keksinndn ala

Keksintd koskee isantésoluja, jotka ovat kadyttdkelpoisia
vyhdistelm&-DNA-proteiinien tuotannossa. Erityisesti keksintd
koskee termofiilisid sieni-isantasoluja, joita voidaan kayt-
tda yhdistelma-DNA-proteiinien, erityisesti entsyymien eks-

pressioon.

Keksinndén tausta

Yhdistelm&-DNA-isdntdsolujen kayttd heterologisten proteii-
nien ekspressiossa on viime vuosina huomattavasti yksinker-
taistanut kaupallisesti arvokkaiden proteiinien suurten
madrien tuotantoa, joita proteiineja on muuten saatavissa
vain puhdistamalla luontaisista l&hteistddn. Nykyisin on
olemassa kirjava valikoima eksgspressiojarjestelmid, joista
voidaan valita mink& hyvédnsd médrédtyn proteiinin tuotantoon,
mukaan lukien prokaryoottiset ja eukaryoottiset isdnnit.
Usein sopivan ekspressiojarjestelmdn valinta ei riipu ainos-
taan isantasolun kyvystd tuottaa riittavédt saannot proteii-
nia aktiivisessa tilassa, vaan siitd voi suuressa madrin

maarata proteiinin ajateltu lopullinen kayttd.

Vaikka nisdkds- ja hiivasolut ovat olleet tavallisimmin
kdytettyja eukaryoottisia isantia, filamenttisienet on nyt
alettu tunnustaa hyvin kdyttdkelpoisiksi isdntdsoluina yh-
distelmd-DNA-proteiinintuotannossa. Maarattyjd Aspergillus-
suvun lajeja on kaytetty tehokkaasti is&ntdsoluina yhdistel-
ma-DNA-proteiinintuotantoa varten. Lisdksi on usein ongel-
mia, jotka liittyvat myseelin liian tiheiden aggregaattien
muodostumiseen ja epdtasaiseen jakautumiseen, mistd on myds
seurauksena ravinteiden loppuun kulumiseen ja epatuottavaan
tilanteeseen. On kuvattu, ettd Aspergillus nidulans-laji on
transformoitu yhdistelmd-DNA-plasmideilla (Ballance, et al.
Biochem. Biophys. Res. Comm. 112: 284-289, 1983), mutta
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transformoinnin havaittiin tapahtuvan melko alhaisella taa-
juudella. Sekd Aspergillus niger ettd Aspergillus oryzae on
myds kuvattu kayttdkelpoisiksi heterologisten proteiinien
yhdistelmd&-DNA-tuotannossa. Vaikka nditd lajeja kaytetdan
nykyisin rutiininomaisesti yhdistelmd-DNA-proteiinintuotan-
nossa, niilld on kuitenkin haittansa. Erityisesti, niiden
kasvumorfologia fermenttoreissa eivit ole optimaalisia fer-
mentointiin, viskositeetin tahtoessa kasvaa liian korkeaksi
biomassan lisddntyessd. kasvanut viskositeetti rajoittaa
fermentointiviljelmédn sekoitusta ja ilmastusta, johtaen
myseelin hapen ja ravinteen puutteeseen, msitd myseelistéd
tulee sen vuoksi ja tuottamaton. Lisdksi on usein ongelmia,
jotka liittyvét myseelin liian tiheiden aggregaattien muo-
dostukseen, ja epatasaiseen jakautumiseen, mikd myds johtaa
ravinteiden loppumiseen. Siksi kaupallisiin tarkoituksiin
tarvitaan edelleen sieni-isdntid, joita voidaan kayttda
yvhdistelmd-DNA-proteiinien ekspressiossa, mutta joilla on
tyydyttadvat kasvuominaispiirteet, kuten nopea kasvu ja al-
hainen viskositeetti, lisdten taten tuottavuutta fermentto-

reissa.

Keksinndén yhteenveto

Keksintd aikaansaa uusia yhdistelma-DNA-sieni-isdntasoluja,
joilla on kasvuominaispiirteet, jotka soveltuvat erityisen
hyvin heterologisten proteiinien tuotantoon fermentoreissa.
Keksinndn mukaiset isdntasolut pystyvadt kasvamaan nopeasti,
niilld on alhainen viskositeetti m&dratyllad biomassakonsent-
raatiolla ja ne antavat tulokseksi tasaisesti jakaantuneen
myseelin, jolla on riitt&van loyhé rakenne salliakseen ra-
vinteiden riittévan diffuusion myseelin kaikkiin osiin. Eri-
tyisesti keksinndén mukaiset isantdsolut ovat termofiilisid
sienid, jotka ekvivalenteissa fermentointiolosuhteissa, esi-
merkiksi, erdfermentoinnissa pH-arvossa 5, suola/hiivauute-
vdliaineessa, joka sisadltda 100 g/l glukoosia, tuottavat
viskositeettiarvot, jotka mitattuna esimerkiksi yksikdssa
pascal ovat alle 80 %, edullisesti alle 50 %, ja edullisim-

min alle 30 % viskositeettiarvoista, jotka saadaan samoissa
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olosuhteissa samalla biomassalla Aspergillus oryzae‘lla;
edulliset sieni-isdnndt tuottavat myseelin homogeenista,
16yh&a rakennetta. Edullisimmin sieni-isant&solut ovat Thie-
lavia sp.:t4, Thermoascus sp.:td, Myceliophthora sp.:t&, tai
Sporotrichum sp.:td. Siksi keksintd aikaansaa edelld mddri-
teltyja yhdistelmd-DNA-isdntasoluja, jotka kasittavat nukle-
iinihappofragmentin, joka koodittaa heterologista proteiinia
(jonka ymmérretddn tdssd kasittavan myds peptidit), jota
proteiinia isd&ntasolu voi ekspressdidd. Edelleen keksintd
aikaansaa tavan tuottaa heterologisia proteiineja, jossa
tavassa kasvatetaan keksinndén mukaista isdntésolua olosuh-
teissa, jotka johtavat kiinnostuksen kohteena olevan hetero-
logisen proteiinin ekspressioon, ja otetaan proteiini tal-

teen viljelmdsta.

Piirrosten lyhyt kuvaus

Kuviossa 1 kuvataan viskositeettia erdfermentoinnissa, mi-
tattuna yksikdssad pascal, ja ekstrapoloituna arvoon 30 g/1,
joukolla termofiilisid sienid, verrattuna viskositeettiin

Aspergillus oryzae’lla.

Kuviossa 2 esitetddn termofiilisten kantojen transformoimat-
tomista kannoista ja ksylanaasitransformanteista eristetyn
kokonais-DNA:n "southern"-hybridisointianalyysi. Koettimena
kdytetddn Humicola insolens-ksylanaasi-cDNA:n 1,2-kb HindII-
I-XhoI-fragmenttia. Linja 1: Myceliophthora thermophila
transformoimaton; Linja 2: Myceliophthora thermophila trans-
formantti #5; Linja 3: Myceliophthora thermophila transfor-
mantti #11; Linja 4: Acremonium alabamense transformoimaton;
Linja 5: Acremonium alabamense transformantti #5; Linja 6:
Acremonium alabamense transformantti #8; Linja 7: Sporot-
richum cellulophilum transformoimaton; Linja 8: Sporotrichum
cellulophilum transformantti #6; Linja 9: Sporotrichum cel-

lulophilum transformantti #7.

Kuviossa 3 kuvataan ajan funktiona biomassan kasvu Thielavia

terrestris 373:1la, ja saman kannan itiéimdttdémalld mutan-
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tilla. Nuoli osoittaa pisteen, jossa 373-kanta alkaa itidi-
da.

Keksinndén yksityiskohtainen kuvaus

Mink& hyvansa yhdistelmd-DNA-proteiinin kaupallinen kayttd
riippuu suuresti kyvystd saavuttaa tehokkaan tuotannon suu-
rimittakaavaisessa fermentoinnissa. Joukko tekijditd rajoit-
taa tuottavuutta sienten teollisissa fermentoinneissa. Ta-
valliset ongelmat liittyvdt suhteellisen suureen viskosi-
teettiin verrattuna yksisoluisiin organismeihin, kuten Sac-
charomyces cerevisiae’en ja Bacillus sp.:hen, ja myseelin
usein hyvin heterogeeniseen jakaumaan tiiviiksi aggregaa-
teiksi, jotka aiheuttavat myseelin padosan nalkiintymisen
johtuen O,:n ja/tai ravinteen kaikkiin soluihin diffundoitu-
misen puutteesta. Suuri viskositeetti fermenttorissa saavu-
tettavaa hapensiirtonopeutta, mikd puolestaan vaikuttaa
haitallisesti kokonaisenergiaan, jonka solut voivat tuottaa,
johtaen t&ten saatavissa olevan tuottavan biomassan alempaan
konsentraatioon ja pienempddn lopullisen tuotteen saantoon
tal pitempiin fermentointiaikoihin. Sen vuoksi voidaan nah-
da, ettd yksinkertaisesti biomassan lisdantyminen ei ole,
ilman oikeaa morfologiaa, joka johtaa alhaisempaan viskosi-
teettiin, joka on riittédvad fermentoinnin saannon kohottami-

seen. Tuottavassa biomassassa on oltava lisdystd jotta saa-

vutettaisiin lainkaan etuja.

Nyt on keksitty, ettd joukolla termofiilisid sienid on odot-
tamattomasti madratyt kasvuominaispiirteet, jotka tekevat ne
fermenttoreissa kasvatukseen sopiviksi. Yritykset kayttdkel-
poiset kasvuominaispiirteet omaavien sienten tunnistamiseksi
alkavat termofiilisten sienten taksonomisesti heterogeenisen
ryhmadn sattumanvaraisena seulontana erilaisissa kasvatusolo-
suhteissa. Ravistelupulloarvioinnit keskittyvat suureksi
osaksi mddrittamiddn, tuottavatko ehdokaskannat suuret maarit
solunulkoisia proteiineja ja/tai proteaaseja, joista omi-
naispiirteista kumpikin ovat ei-toivottuja solussa, jota on

maara kdyttda yhdistelmd-DNA-proteiinintuotantoon. Tarkkail-
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laan kuitenkin my®s kunkin kannan kasvua ja morfologiaa.
Aluksi, suurta kasvunopeutta, yhdistettynd myseelien irto-
naiseen, homogeeniseen jakaumaan, ilman sekd viljelmdssi
mucodostuneita suuria pellettejd ettd aggregaatteja, pidetdan
hyvé&n ehdokkaan ilmaisijana fermenttorissa kayttdad varten.
Tamén alustavan seulonnan pohjalta valitaan seuraavien laji-
en kantoja fermenttoreissa testaukseen: Thermoascus ther-
mophilus, Mucor pusilus, Myceliophthora thermophila, Thiela-
via terrestris, Acremonium alabamense {(Thielavia terrest-
ris’in epétaydellinen muoto), Talaromyces emersonii ja Spo-

rotrichum cellulophilum.

Ehdokaskannat testataan kuudessa 100-g/l:isessa glukoosierda-
fermentointiajossa, ja analysoidaan viskositeetin suhteen,
Aspergillus oryzae’lla kontrollina. Mucor pusilus tuottaa
suuren myseelikakun, ja Talaromyces-kannat tuottavat suuret
proteaasitasot, ja jatetdd&n sen vuoksi pois lisdtutkimuksis-
ta. Taulukossa 1 esitetyt tiedot lopuille kannoille kuvaa-
vat, ettd testattujen termofiilien viskositeettitasot ovat
oleellisesti (ts. ainakin noin 50 %) alhaisemmat kuin tasot,
jotka havaittiin Aspergillus oryzae’lla yhtasuurilla biomas-
soilla. Kuviossa 1 esitetddn ndiden tietojen ekstrapolaatio,
verraten kantoja biomassatasolla 30 g/l. Perustuen pelkés-
taan viskositeettihavaintoihin, Thielavia terrestris’illa
vaikuttaa olevan edullisin profiili. T&m&n lajin myseelit
ovat homogeenisesti dispergoituneet, muodostuen 1&6yhdn ra-
kenteen tiiviistd, erittdin haaroittuneista myseeleista.
Myceliophthora on samanlainen kuin Thielavia, mutta silld on
pitkdnomainen ja vadhemmdn haaroittunut kasvumuoto, antaen
tulokseksi hieman suuremman viskositeetin kuin Thielavia‘’lla
ndhty. Sekd Thermoascus’illa ettd Sporotrichum’illa on myds

kayttdkelpoinen morfologia ja hyvin alhainen viskositeetti.

Kayttdkelpoisen morfologian omaamisen liséksi ehdokasiséan-
tdsolun on tietysti oltava transformoitavissa ja pystyttava
ekspressdimadn heteroloogista proteiinia. Vaikka termofiili-

sid sienia, esimerkiksi, Humicola grisea var. thermoidea, on
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transformoitu aikaisemmin (Allison et al., Curr. Genet.
21:225-229, 1992), ei heterologisten proteiinien ekspres-
siota yhdistelma-DNA-sienisolussa ole kuvattu. Sen vuoksi
oli aluksi epavarmaa, osoittautuisivatko namé& termofiilit
viimekddessd lainkaan kayttdkelpoisiksi heterologisen yhdis-
telmd-DNA-proteiinin tuotannossa. Kuten alla olevissa esi-
merkeissd esitetddn, standardi-Aspergillus-transformointi-
protokollia (kuten kuvataan esimerkiksi julkaisussa: Chris-
tiansen et al.; Bio/Technol. 6: 1419-1422) voidaan kuitenkin
hdmmastyttdvasti kadyttdd transformoimaan paddosaa testatuista
kannoista. Taten keksinndén mukaiset termofiiliset sienet
aikaansaavat vaadittavat ominaisuudet is&ntdsoluina yhdis-
telmd-DNA-proteiinintuotannossa fermenttoreissa kayttda
varten, sekd transformoitavuuden ettd edullisen morfologian

suhteen.

Samoin termofiilisten sienten kayttd isdntdsoluina antaa
muita etuja. Naiden sienten viljelmlssd havaitun alhaisemman
viskositeetin lisdksi, korkeampi la&mpdtila, jossa niitd kas-
vatetaan, johtaa joillakin lajeilla suurempaan kasvunopeu-
teen kuin ei-termofiileilld ndhdyt nopeudet. Tadmd puolestaan
johtaa nopeampaan biomassan kertymiseen, mistd on seuraukse-
na suhteellisen lyhyt fermentointisykli. My&s, jatkuvatoimi-
sessa fermentoinnissa, korkeampien ldmpdétilojen yhdistelma
alhaisemman pH-arvon kanssa, jota nadmd sienet suosivat,
aikaansaa olosuhteet, joissa kontaminaatiovaara on merkitta-

vasti pienentynyt.

Keksint® ké&sittiai minkd hyvansa termofiilisen sienen, joka
tayttad fermentoinnin aikana edelld mdaritellyt viskositeet-
tivaatimukset. "Termofiiliselld sienelld" tarkoitetaan mita
hyvansa sientd, jolla on optimaalinen kasvu lampdtilassa
ainakin noin 40 °C, edullisesti v&1illa 40 - 50 °C. T&han
luetaan mukaan, mutta ndihin rajoittumatta, termofiiliset
jasenet suvuista Acremonium, Corynascus, Thielavia, Myce-
liophthora, Thermocascus, Sporotrichum, Chaetomium, Ctenomy-

ces, Scytalidium ja Talaromyces. Erdédssd edullisessa suori-
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tusmuodossa termofiili on kantoja Thermoascus thermophilus,
Myceliophthora thermophila, Sporotrichum cellulophilum tai
Thielavia terrestris. Ymmdrretdnn, ettd edelld mainituilla
lajeilla keksintd kasittdad sekd tdydelliset ettd epatdydel-
liset tilat, ja muut taksonomiset ekvivalentit, esimerkiksi
anamorfit, riippumatta lajinimestd, jolla ne tunnetaan.
Esimerkiksi Thielavia terrestris’in epdtédydellinen muoto
tunnetan nimelld Acremonium alabamense, ja Myceliophthora
thermophila on Thielavia heterothallica. Muita esimerkkeja
taksonomisista ekvivalenteista ja muista kayttdkelpoisista
lajeista esitetddn esimerkiksi julkaisuissa: Cannon, Myco-
pathologica 111: 75-83, 1990; Moustafa et al., Persoonia 14:
173-175, 1990; Stalpers, Stud. Mycol. 24, 1984; Upadhyay, et
al., Mycopathologia 87: 71-80, 1984; Subramanian et al.,
Cryptog. Mycol. 1: 175-185, 1980; Guarro et al., Mycotaxon
23: 419-427, 1985; Awao et al., Mycotaxon 16: 436-440, 1983;
vornl Klopotek, Arch. Microbiol. 98:365-369, 1974; ja Long et
al., 1994, ATCC Names of Industrial Fungi, ATCC, Rockville,
Maryland. Ammattimiehet tunnistavat helposti sopivien ekvi-

valenttien identiteetin.

Kuten esimerkeissd esitetut tulokset osoittavat, useilla
isolaateilla kustakin lajista on morfologia, jota vaaditaan
niiden tekemiseksi kayttdkelpoiseksi fermentoinnissa. Osoi-
tetaan my®s, ettd kyky tulla transformoiduksi ei rajoitu
yvhteen ainocaan termofiiliseen lajiin. Taten ymmdrretddn,
ettd kayttdkelpoisuus ei rajoitu yhteen ainocaan isolaattiin
tai kantaan, vaan on paremminkin lajien ryhmé&n ominaispiir-
re. Ammattimiehet ymmartavat, ettd heterologisen ekspression
ekspressiossa voidaan kayttda myds muita ndiden lajien kan-
toja isolaatteja. Kunkin lajin useita kantoja on saatavissa
kokoelmista laitoksista the American Type Culture Collection
(ATCC) 12301 Parklawn Drive, Rockville Maryland 20852; Agri-
cultural Research Service Culture Collection (NRRL) 1815
North University Street, Peoria, Illinois 61604; Fungal
Genetics Stock Center (FGSC), Kansas; Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen (DSM), Mascheroder Weg 1B,
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D-3300 Braunschweig, Saksa; Institute of Applied Microbiolo-
gy (IAM), Tokyo University 1-1,1-Chome, Yayoi, Bunkyo-ku,
Tokyo 113, Japan; Institute for Fermentation (IFO), 17-85
Juso-honmachi 2-chome, Yodogawa-ku, Osaka 532, Japani; ja
Centraal Bureau voor Schimmelcultures (CBS), Oosterstraat 1,
3740 AG Baarn, Hollanti, ja niité on saatavissa myds viljel-
makokoelmasta yhtidstd Novo Nordisk Biotech, Davis, Califor-

nia.

Muiden termofiilisten sieni-isdntien fermenttoreissa kayt-
tdédn soveltuvuus voidaan madrittdd helposti seuraavissa
esimerkeissd kuvatuilla menetelmilld. Lyhyesti, ehdokassie-
nid viljelldan standardikasvatusvaliaineella, kuten suolat/-
hiivauute, soija, perunaproteiini, tai milld hyvansd viliai-
neella, jota on tdydennetty glukoosilla tai muulla sopivalla
hiilil&hteelld. Fermentointi suoritetaan pH-arvossa noin 4 -
7 ja lampdtilassa noin 37 - 50 °C, edullisesti noin 42 - 46
°C:ssa. Ymmdrretdan tietysti, ettd kontrollifermentoinnin
lampdtilan pitdisi olla kontrollikannalle optimaalinen; A.
oryzae’lle tamd on noin 32 - 36 °C. On mahdollista tunnistaa
fermentointiin kdyttdkelpoiset kannat kvalitatiivisesti
myseelin morfologian ulkondkddn perustuvalla tarkastuksella
ravistelupulloissa; kayttdkelpoisilla kannoilla nahd&an
myseelin 1&yhd, homogeeninen jarjestdytyminen useilla haa-
roittumispisteilld. Kayttdkelpoisuuden varmistus madritetddn
parhaiten fermenttoreissa arvioimalla kasvatusvéliaineen
todellisen viskositeetin fermentoinnin eri ajankohtina. Vis-
kositeetin mdaritys voidaan tehdd milld hyvans& tekniikan
alalla tunnetulla tavalla, esimerkiksi Brookfield-rotaatio-
viskometrialla (madrdtty tai rajoittamaton leikkauset&isyys
ja mik& hyvénsa akselikonfiguraatiotyyppi), kinemaattisilla
viskositeettiputkilla (lépivirtausputket), laskukuulavisko-
metrialla tai kuppityyppiselld viskometrialla. Edullisesti
arviointiin otetaan mukaan A. oryzae-kanta kontrolliksi,
jonka kanssa ehdokaskannan viskositeettia verrataan. Edulli-
silla isdntdsoluilla on noin 80 % tai alle A. oryzae-kannan

identtisissad fermentointiolosuhteissa tuottamasta viskosi-
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teettitasosta, edullisesti noin 50 % tai alle, ja edullisim-

-]

min noin 30 % tai alle.

Ammattimies ymmartdad, ettd tdssad kuvatun isdntdlajin menes-
tyksekds transformointi ei rajoitu erityisesti esimerkkeind
esitettyjen vektorien, promoottorien ja valintamarkkerien
kayttddn. Yleisessd mielessd, ne tekniikat, jotka ovat kayt-
tdékelpoisia A. oryzae’'n, A. niger’in ja A. nidulans’in
transformoinnissa, ovat kayttdkelpoisia myds keksinndén mu-
kaisilla isdntdsoluilla. Esimerkiksi, wvaikka amdS-valinta-
markkerit ovat edullisia, muita kayttdkelpoisia valintamark-
kereita ovat mm., mutta ndihin rajoittumatta, argB (A. nidu-
lans tai A. niger), trpC (A. niger tai A. nidulans), pyrG
(A. niger tai A. nidulans), sC(selenaattiresistanssi) tai
glufosinaattiresistanssi (A. oryzae) -markkerit, tai niiden
muista lajeista olevat ekvivalentit. Promoottori voi olla
mikd hyvansd DNA-sekvenssi, jolla ndhdddn nédissd lajeissa
voimakas transkriptioaktiivisuus, ja se voi olla perédisin
geeneista, jotka koodittavat sekd solunulkoisia ettd solun-
sisdisia proteiineja, kuten amylaaseja, ksylanaaseja, gluko-
amylaaseja, proteaaseja, lipaaseja, sellulaaseja ja glyko-
lyyttisid entsyymejd. Sellaiset sopivat promoottorit voivat
olla perdisin A. oryzae-TAKA-amylaasin, Rhizomucor miehei-
asparagiinihappoproteinaasin, A. niger-glukoamylaasin, A.
niger’in neutraalin o-amylaasin, A. niger’in happostabiilin
a-amylaasin, ja Rhizomucor miehei’n lipaasin geeneista.
Esimerkkejé& promoottoreista, jotka ovat glykolyyttisten
entsyymien geeneistd&, ovat TPI, ADH, ja PGK. Promoottori voi
mydés olla homologinen promoottori, ts. promoottori geenille,
joka on luontainen kaytetylle is&ntdkannalle. Erds keksinndn
mukainen kayttdkelpoinen promoottori on A. oryzae’n TAKA-
amylaasipromoottori. TAKA-amylaasi on erds hyvin tunnettu o-
amylaasi (Toda et al., Proc. Japan Acad. 58 Ser. B.: 208-
212, 1982). Promoottorisekvenssi voidaan myds varustaa link-
kereilld erityisten restriktiokohtien lisdd&miseksi, jotka
helpottavat promoottorisekvenssin liittdmist& valitun geenin

kanssa tai valitun signaalipeptidin tai esialueen kanssa.
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Terminaattorit ja polyadenylointisekvenssit voivat myds olla
perdisin samoista lahteistd kuin promoottorit. Konstruktioon
voidaan sisallyttdd myds enhancersekvensseja. Jotta valtet-
tdisiin solun rikkomisen valttamattdmyys ekspressdisyn tuot-
teen saamiseksi, ja ekspressdidyn tuotteen mahdollisen hajo-
amisen mddrdn minimoimiseksi solun sisdllé&, on edullista,
ettd tuote erittyy solun ulkopuoclelle. Téahédn tarkoitukseen
kiinnostuksen kohteena oleva geeni on erddssd edullisessa
suoritusmuodossa liitetty esialueeseen, kuten signaali- tai
johtopeptidiin, joka voi ohjata ekspressdidyn tuotteen solun
eritysreitille. Esialue voi olla perdisin mistd hyvansa
organismista eritetyn proteiinin geeneistd, tai se voi olla
luonnollinen esialue. Sellaisen esialueen kdyttdkelpoisia
ladhteitd ovat mm. glukoamylaasi- tai amylaasigeeni Aspergil-
lus-lajista, amylaasigeeni Bacillus-lajista, lipaasi- tai
proteinaasigeeni Rhizomucor miehei’ista, «o-faktorin geeni
Saccharomyces cerevisiae’sta, tail vasikan prokymosiinigeeni.
Edullisimmin esialue on johdettu A. oryzae’'n TAKA-amylaasin,
A. niger’in neutraalin ao-amylaasin, A. niger’in happostabii-
lin o-amylaasin, B. licheniformis’in a-amylaasin, Bacillus
NCIB 11837:std olevan maltogeenisen amylaasin, B. stearot-
hermophilus’in a-amylaasin tai B. licheniformis’in subti-
lisiinin geenista. Erds tehokas signaalisekvenssi on A.
oryzae'n TAKA-amylaasin signaali, Rhizomucor miehei’n aspa-
ragiinihappoproteinaasin signaali ja Rhizomucor miehei’n
lipaasisignaali. Er&and vaihtoehtona voidaan myds kayttaa

ekspressdidylle geenille luonnollista esialuetta.

Halutun tuotteen geeni liitettynd toimintakykyisesti pro-
moottori- ja terminaattorisekvensseihin voidaan sisdllyttdaa
vektoriin, joka sisdlt&d& valintamarkkerin, tai se voiidaan
sijoittaa erilliseen vektoriin tai plasmidiin, joka pystyy
integroitumaan isdntédkannan genomiin. Vektorijarjestelmd voi
olla yksinkertainen vektori tai plasmidi tai kaksi tai
useampia vektoreita tai plasmideja, jotka yhdessd sisdltéavat
genomiin integroitavan kokonais-DNA:n. Vektorit tai plasmi-

dit voivat olla lineaarisia tai suljettuja rengasmaisia mo-



10

15

20

25

30

35

11

lekyyleja. Keksinndn erddn edullisen suoritusmuodon mukaan
isdntéd transformoidaan kahdella vektorilla, joista toinen
sisa&ltdd valintamarkkerin ja toinen kasittadad loput sisdlly-
tettavastd heterologisesta DNA:sta, mukaan lukien promootto-
rin, halutun proteiinin geenin, ja transkription terminaat-

torin ja polyadenylointisekvenssit.

Keksinnén mukaista isantdsolulajia voidaan kayttdad ekspres-
s6éimdan mitd hyvansd kiinnostuksen kohteena olevaa prokary-
oottista tai eukaryoottista heterologista peptidid tai pro-
teiinia, ja edullisesti sit& kaytetddn ekspressdimiddn euka-
ryoottisia peptidejd tai proteiineja. Thielavia terrestris-
laji on erityisen kayttdkelpoinen siind, ettd se tunnetaan
turvallisen taustan omaavana. Erityisen kiinnostuksen koh-
teena nailld lajeilla on niiden k&yttd heterologisten prote-
iinien, erityisesti sienientsyymien ekspressiossa. Uusia
ekspressiojarjestelmid voidaan kayttdd ekspressdimdan ent-
syymeja kuten katalaasi, lakkaasi, fenolioksidaasi, oksidaa-
si, oksidoreduktaasit, sellulaasi, ksylanaasi, peroksidaasi,
lipaasi, hydrolaasi, esteraasi, kutinaasi, proteaasi ja muut
proteolyyttiset entsyymit, aminopeptidaasi, karboksipepti-
daasi, fytaasi, lyaasi, pektinaasi ja muut pektinolyyttiset
entsyymit, amylaasi, glukoamylaasi, ao-galaktosidaasi, R-
galaktosidaasi, «o-glukosidaasi, R-glukosidaasi, mannosidaa-
si, isomeraasi, invertaasi, transferaasi, ribonukleaasi,
kitinaasi, mutanaasi ja deoksiribonukleaasi. Ammattimiehet
ymmartavat, ettd kasitteeseen "sienientsyymit" luetaan mu-
kaan paitsi luontaiset sienientsyymit, my®s ne sienientsyy-
mit, joita on modifioitu aminohapposubstituutioilla, -delee-
tioilla, -additioilla, tai muilla modifikaatioilla, joita
voidaan tehda aktiivisuuden, lampdstabiiliuden, pH-sietoky-

vyn ja vastaavien ominaisuuksien parantamiseksi.

Keksinnén mukaisia isdntdsoluja voidaan kayttad myds isdn-
tdsoluille luontaisten proteiinien yhdistelm&-DNA-tuotan-
toon. Esimerkkejd sellaisesta kaytdstd ovat mm., mutta nai-

hin rajoittumatta, termofiilin luontaisen proteiinin sijoit-
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taminen eri promoottorin kontrollin alaiseksi proteiinin
ekspression lisdamiseksi, kiinnostuksen kohteena olevan
luontaisen proteiinin solun ulkopuolelle kuljetuksen joudut-
taminen kayttamdlla signaalisekvenssid, tai kohdeisantésolu-
jen normaalisti tuottaman proteiinin kopioluvun suurentami-
nen. Taten keksintd kasittdd kdsitteen "heterologinen prote-
iini" puitteissa homologisten proteiinien sellaisen yhdis-
telma-DNA-tuotannon, sellaisessa laajuudessa, ettad sellai-
seen ekspressioon liittyy geenielemttien kayttd, jotka eivat
ole isdntasolulle luontaisia, tai luontaisten elementtien
kayttd, jotka on kasitelty toimimaan tavalla, jota ei nor-

maalistd ndhdd isantésolussa.

Kuten edelld mainittiin, Thielavia terrestris on, erinomai-
sesta morfologiastaan johtuen, yhdistelm&-DNA-proteiinin-
tuotantoon kaytettdvien edullisten lajien joukossa. Myés
tdalla lajilla tapahtuu kuitenkin submerssiviljelmdssé& kasvua
rajoittavissa oloissa (joko glukoosia tai happea) biomassan
menetystd, joka johtuu itidimisesta. Erityisesti, fermen-
toinnin varhaisvaiheiden aikana tuotettujen myseelien suuret
mddrat voivat kadota nopeasti, ja voi ilmaantua suuret maa-
rat itiditd. Koske myseelit ovat yhdistelmd-DNA-proteiinien
tuotannon lahde, itidimisen valttadminen viljelmdssd on toi-
vottavaa. Tahan tarkoitukseen eristetddn itidimatdn Thiela-
via-mutantti. Itiditd altistetaan UV-valolle, ja kasvatetaan
5 padivan ajan. Sitten myseelit levitetddn levyille, ja inku-
boidaan 24 tunnin ajan. Valitaan 8 suurinta koloniaa, olet-
taen, ettd myseelifragmentit kasvavat nopeammin kuin itidt,
joiden on idettdvad ensin, ja testataan ravistelupulloissa.
Kahdessa koloniassa kahdeksasta ei ndhda itidéintid submers-
siviljelmdssa, mik& osoittaa, ettd tamd on kayttdkelpoinen
ldhestymistapa itidéimdttdmien kantojen tuottamiseen, mikali
tarvetta syntyy.

Keksintdd kuvataan edelleen seuraavilla ei-rajoittavilla

esimerkeillsd.
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I. Termofiilien ravistelupulloarviointi
Ravistelupulloissa kaytetddn ASPO4-valiainetta, jolla on

seuraava koostumus, vaihtelevalla hiilil&hteelld:

Hiivauute 2 g/l
MgSo, - 7H,0 1 g/l
CaCl, 1 g/l
KH,PO, 5 g/1
Sitruunahappo 2 g/l

Hivenmetallits* 0,5 ml/1

Urea 1 g/l
(NH,) ,S0O, 2 g/l

* gisdltaa 14,3 g/l ZnSo,-7H,0, CuSO,-5H,0, 0,5 g/l
NiCl,-6H,0, 13,8 g/l FeSO,-7H,0, 8,5 g/1 MnSO,-H,0, ja 3 g/1
sitruunahappoa

Kaytetdan valiseindttdémid propyleeniravistelupulloja (100-

tai 500-ml), joita ravistellaan nopeudella 200 r/min lampd-
tilassa 42 - 44 °C, pH 4,5.

Joukko termofiilisi& kantoja seulotaan ravistelupulloissa
seuraavien ominaispiirteiden suhteen: (1) kasvun kiivaus;

(2) proteaasintuotanto; (3) erittyneet proteiinit; ja (4)
myseelin morfologia. Proteaasiaktiivisuuden mddrittamiseksi
kustakin kasvatusliemestd olevaa supernatanttia sentrifugoi-
daan 5 min ajan nopeudella 2500 r/min, ja k&ytetddn kaseii-
nikirkastuslevymadrityksessd, jossa maddritetddn yhdistelma-
DNA-proteiiniekspression mahdollisina ehdokkaina arvioitujen

eri sienilajien tuottamien proteaasien tasot.

Kaseiinilevykirkastusmddritys suoritetaan seuraavalla taval-
la. Levyvdliaine koostuu madrastd 20 g/l kuorittua maitoa,
20 g/l agaroosia ja 0,2 M sitraatti/fosfaatti-puskuria tes-
tejd varten, jotka ajetaan pH-arvossa 5 ja pH-arvossa 7, ja
glysiini/NaOH-puskuria testejd varten, jotka ajetaan pH-

arvossa 9. Maitojauhe sekoitetaan 100 ml:n kanssa puskuria,
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ja pidetddn 60 °C:ssa. Agaroosis sekoitetaan 400 ml:n kanssa
puskuria, ja autoklavoidaan 5 min ajan. Hieman jddhtymisen
jalkeen lisdtddn lammin maitoseos, ja seos kdannetddn varo-
vastli 2 - 3 kertaa sekoittamiseksi. VAliaine kaadetaan 150-
mm:isille levyille kayttden 50 - 70 ml/levy, ja s&ilytet&dn

kdyttddn asti 5 °C:ssa.

Juuri ennen kayttdd, agariin tehddan 12 reikdad/levy. Kunkin
pH-arvon omaavaan yhteen levyyn lisaté&&n 25 ul supernatant-
tia kunkin kannan fermentoinnista, ja inkuboidaan yén yli 37
°C:ssa. Levyille, joilla pH-arvo on 9, lisdtdan 0,5 M jaa-
etikkaa kaseiinin saostamiseksi ja kunkin kirkkaan vydhyk-
keen visualisoinnin sallimiseksi. Sitten kukin levy arvioid-
saan kirkkaan vydhykkeen koon suhteen (ts. vydhykkeen puut-
tumisesta halkaisijaan >2 cm) ja vydhyketyypin suhteen (ts.

kirkas, samea tai molempia tyyppejéd).

Kunkin kannan supernatantteja kdytetdadn myds kantojen so-
lunulkoisen proteiinintuotannon arvioimiseen. Proteiinipro-
fiilin mdaritykseen kaytetddn Novex 8- - 16-% SDS-polyakryy-
liamidigradienttigeeleja, jotka on valmistettu valmistajan
ohjeiden mukaan. 40-pl:inen (48 tuntia) kasvatussupernatan-
tin ndyte sekoitetaan 10 ul:n kanssa 5X liuotuspuskuria
(liuotuspuskuri = 4 ml 1 M Tris-HCl, pH 6,8, 1 g SDS, 617 mg
ditiotreitolia, ja steriilid tislattua vettd 10 ml:aan), ja
glyseroli/bromifenolisinisen kanssa (10 - 20 mg lisdttynd
noin 10 ml:aan 80- - 90-%:ista glyserolia, ja lisatty kiehu-
vaan veteen 1 - 2 tunniksi liuottamiseksi), keitet&&n 5 min
ajan, j&&dhdytetddn, lisatdan ja ajetaan jénnitteelld 120 V,
kunnes bromifenolisininen jéalkienseurausvari saavuttaa gee-
lin pohjan. Geelit vAarjataan Coomasie-kirkkaansiniselld.
Niitd isolaatteja, joilla n&hdd&n suuret joukot vydhykkeits,

pidetddn vdhemmdn sopivina mahdollisina uusina isé&ntind.

Kasvu arvioidaan kvalitatiivisesti, asteikolla + - +++.
Morfologia arvostellaan seuraavasti: 1 - pitkid tiiviita

vuorovaikutuksessa olevia hyyfeja, joissa on hyvin vahén
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haaroittumista; 2 - useita konidioitidita, hyvin selvalléa
haaroittumisella; 3 - ohuita, pitkid, suoria hyyfeja, joilla
on jonkin verran haaroittumista; 4 - paksuja, lyhyita, epa-
sdanndllisia hyyfeja, joissa on runsaasti haatoitusta; 5 -
léyhaa myseelia, jossa on hyvin selvadd@ haaroitusta; 6 - 16y-
haa haaroittunutta myseelid, jolla on hyvin homogeeninen my-
seelin jakautuminen; 7 - pitkid tiiviisti vuorovaikutuksessa
olevia hyyfejd, joissa on jonkin verran haaroitusta. Morfo-

logioita 5 ja 6 pidetddn toivottavimpina.

Suoritetaan ravistelupulloissa viisi koetta, joissa vaihdel-
laan hiilildhteen identiteettid ja wméd&drad seuraavalla taval-
la: (1) maltodekstriinia 10 g/l; (2) glukoosia 10 g/l; (3)
maltodekstriinia 20 g/1; (4) 10 g/l Avicell’ia + 1 g/1 glu-
koosia [sellulaasien indusoimiseksi]; (5) 30 g/l maltodekst-
riinia + 10 g/l glukoosia. Testattujen lajien isolaatit,
yhdessa tai useassa kokeessa, ovat: Talaromyces emersonii,
T. byssochlamydoides, Thielavia terrestris, Thermocascus
thermophilus, T. aurantiacus, Malbranchea sulfurea, Melano-
carpus albomyces, Sporotrichum cellulophilum, Acremonium
alabamense, Humicola grisea var. thermoidea, Mucor pusilus,
Myceliophthora thermophila, ja Scytalidium thermophilum.
Useilla naistd kannoista on kayttdkelpoinen morfologia ja
voimakas kasvu yhdessd tai useassa edelld madritellyista
koeolosuhteista. Testatuissa oloissa, mik&&n testatuista
kannoista ei eritd korkeita (>1 g/l) tasoja mitd&n proteii-
nia, ja niillé& katsotaan olevan puhdas proteiinitausta.
Useilla kannoista ndhddan korkea proteaasiaktiivisuus (esi-
merkiksi, Talaromyces emersonii, Talaromyces byssochlamy-
doides) ja jotkin kasvavat hyvin huonosti testatuissa kas-
vuolosuhteissa (esimerkiksi, Malbranchea sulfurea). Mit&é&n

ndistd kannoista el testattu edelleen.

Arvioinnin kuluessa mddritetddn itidinnin laajuus submerssi-
viljelmdsséd ja levyilla. Kyky itididéd levyilld on kayt&nnodl-
lisesti katsoen valttamatdntad kayttdkelpoisessa isdntésolus-

sa. Kiinnostavista lajeista kummallakaan Thielavia terrest-
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ris’ista tai Myceliophthora thermophila‘’sta ei ndhda lain-
kaan itiéitd normaaleilla sieniagarlevyilld. Sitten ndille
kahdelle lajille kehitetddn itidénmuodostusmenetelmid. Myce-
liophthora’a varten myseelid kasvatetaan ensin perunadeks-
troosiagar (PDA; Difco) -levyilld 37 °C:ssa 48 tuntia, sitten
kasvatetaan yoén yli 50 °C:ssa, sitten lasvatetaan vield 24 -
48 tuntia 37 °C:ssa. Lampdtilastressi ilmeisesti laukaisee

itidinnin tassd lajissa.

Thielavia‘’lla itidinti levyillad voidaan indusoida inkuboi-
malla myseelid ensin PDA-levyilld 3 paivan ajan 37 °C:ssa
inkubointihuoneen normaalissa ilmakehdssa. Sitten viljelmi
sijoitetaan 1-1:iseen Pyrex®-astiaan, jota huuhdotaan N,-
kaasulla, suljettuna muovikdareelld, ja palautetaan 48 tun-
niksi huoneeseen, jonka ldmpdtila on 37 °C. Levy poistetaan
astiasta huoneen normaaliin ilmakehd&n ja jatetd&n inkuboi-
tumaan 1 viikoksi. Levyllad kehittyy esi- ja jalki-N,-kasit-
telykasvun valilld likaisenvalkoisten itididen rengas. Il-

meisesti tdmédn itidinnin laukaisee happistressi.

Happirajoitus, samoin kuin glukoosirajoitus, laukaisee myds
Thielavia’n itidinnin submerssiviljelmdssd. Itse asiassa
sellaista itidintid tapahtuu spontaanisti 3 - 4 paivan ku-
luttua ASPO4-valiaineessa, jossa on 20 g/l glukoosia. Fer-
mentointioloissa tédmd itidinti on kuitenkin ei-toivottavaa,
koska myseelin biomassa katoaa nopeasti ja korvautuu itidil-
14, alentaen taten tuottavuutta. Taman ongelman voittamisek-
si, Thielavia terrestris E373:sta luodaan itidimatdn kanta.
Ravistelupulloa, jossa on 10° UV:1le altistettua (30-s al-
tistuksen johtaessa 40-%:iseen kuolemaan) itidt&d/ml vali-
ainetta (ASPO4, jossa on 2 g/l glukoosi) kasvatetaan 5 pai-
van ajan 42 °C:ssa. Tamdn viljelmdn myseelid laimennetaan
0,1-%:iseen Tween-liuokseen, joka on levitetty PDA-levyille,
ja inkuboidaan 24 tunnin ajan 42 °C:ssa. 8 suurinta Poimi-
taan 8 suurinta koloniaa, olettaen, ettd myseelifragmentit
kasvavat nopeammin kuin itidét, joiden on ensin idettava.

Valitut koloniat siirretdan ravistelupulloihin; valituista
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kahdeksasta koloniasta kaksi ei itiodi lainkaan ndissd sub-
merssiviljelmissd, kun taas kuudella muulla n&dhddadn jonkin

asteista itidintid.

Alustavaan tutkimukseen tankkifermentoinnissa valitaan Thie-
lavia terrestris (kannat E373 ja ATCC 20627), Myceliophthora
thermophila (kanta A421), Sporotrichum cellulophilum (kanta
ATCC 20493) ja Thermoascus thermophilus (kannat 2050 ja CBS
759.71), Mucor pusilus (kanta A209), Acremonium alabamense
(A2082), Talaromyces emersonii (kanta A577). Kannat, jotka
on merkitty kirjaimella "A", ovat saatavissa viljelmdkokoel-
masta yhtidéstd Novo Nordisk A/S, Bagsverd, Tanska; kannat,
jotka on merkitty kirjaimella "E", ovat saatavissa viljelma-
kokoelmasta yhtidéstd Novo Nordisk Entotech, Davis, Califor-

nia.

II. Fermenttoriarviointi

Tankkifermentoinnissa kdytetty vdliaine on seuraava:

Era
MgsSo, - 7H,0 2 g/l
KH,PO, 5 g/1
Sitruunahappo-1H,0 4 g/l
Hiivauute 10 g/1
NH,sulfaatti 10 g/1
CaCl, 2 g/1
AMG-hivenainemetallit* 0,5 ml/1
Pluronic 1 ml/1

*sisdlt44 2ZnSO,-7H,0 14,3 g/l; CuSO,-5H,0 2,5 g/l; NiCl,-6H,0
0,5 g/l; FeSO,-7H,0 13,8 g/l; MnSO,-H,0 8,5 g/l; sitruunahap-
po 3,0 g/1

Kaytetdan vesijohtovettd, ja pH sdddetddn happamaan pH-ar-

voon 6 ennen autoklavointia.

Hiilildhde: 50 % glukoosia lis&t&adn tasolle 100 g/l alkupe-

radisen tilavuuden (2 1) perusteella



10

15

20

25

30

35

18

Fermentointi suoritetaan 42 - 46 °C:ssa, pH-arvossa 5,0, =+
0,1, sdddettyna H,PO,:114 tai NaOH:1lla. Kaytetdadn Applicon-
fermenttoreita, joilla on kasvatettu siipirataskoko. Liuen-
neen hapen (DOT) konsentraatio pidetdédn tasolla >20 % kyl-
léstyskonsentraatiosta ilmastusnopeudella 1 tilavuus/tila-

vuus/min ja sekoitusnopeudella valilld 800 - 1400 r/min.

Biomassakonsentraatio arvioidaan kuivana solupainona. 20 ml
viljelmid suodatetaan ennalta punnitteujen 20-um:isten mem-
braanien lapi. Suodatinkakut pest&dn kahdesti H,0:1la, kui-
vataan 48 tuntia 96 °C:ssa, ja punnitaan. Viskositeetti méaa-
ritetd&n Bohlin Reologi, Inc. "Visco 88"-laitteella, joka on
varustettu "Cl4" kuppi-ja sylinteri-jdrjestelmdlla. Jarjes-
telmd asetetaan asemaan "1", ja nopeus asetetaan arvoon "8".
Taméd pyodrittédd sylinterid kupin sisalld nopeudella 1000
r/min ja saadaan leikkausnopeus 1222/s. Koko kasvatusndyt-
teet poistetaan fermenttoreista, ja mitatan 2 min sisdlléa
huoneenldmpdtilassa olevalla laitteistolla. Noin 10 ml ndy-
tettd pannaan kuppiin, joka puolestaan on kiinnitetty Visco
88:aan, jonka sylinteri on taysin upoksissa. Merkitddn muis-
tiin alkuperdinen viskositeettilukema, joka saadaan sekun-

tien sisdlld sylinterin pydrimisen alusta.

Kuusi kantojen T. terrestris E373 ja ATCC 20627, M. ther-
mophila 421, S. cellulophilum ATCC 20493, T. thermophilus
A2050 ja A. oryzae Al560 (kontrolli) fermentointiajoa ana-
lysoidaan viskositeetin suhteen. Kaikki ajot ovat erdfermen-
tointwja, joissa on 100 g/l glukoosia pH-arvossa 5 ja sekoi-
tusnopeudella 1100 r/min. Termofiilisid kantoja kasvatetaan
42 °C:ssa, ja A. oryzae’ta kasvatetaan 37 °C:ssa. Tiedot
esitetddn taulukossa 1, jossa esitetddn viskositeettiarvot
vksikdssa Pa; mitd alhaisempi viskositeetti Pascal-yksikdssa
on, sitd vdhemmdn viskoosi viljelmd on. Mitatut viskositeet-
tiarvot ovat tuoreille ndytteille, jotka on mitattu reomet-
rissd ensimmdisten testaussekuntien aikana. Ekstrapoloidut
viskositeettiarvot, joissa verrataan kantoja tasolla 30 g/1

biomassaa, esitetdan kuviossa 1.
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Taulukko 1. Termofiilien wviskositeettien vertailu

Kanta Aika Biomassa Vis-
(tuntia) (g/1) kositeetti
(Pascal)
Aspergillus oryzae, | 24 34,1 0,473
Al1560 43,5 36,9 0,399
51,5 27,6 0,217
Thielavia ter- 24 28,2 0,028
restris, E373 43,5 33,5 0,013
Myceliophthora 24 20,8 0,045
thermophila, A421 43,5 30,3 0,094
51,5 27,8 0,035
Sporotrichum 17,5 22,2 0,065
cellulophilum, 24 30,0 0,096
ATCC 20493 40 46,8 0,144
47 52,9 0,178
Thielavia 24 6,1 0,018
terrestris, ATCC 40 51,1 0,016
20627
Thermoascus 40 17,4 0,025
thermophilus, A2050 [ 47 22,4 0,037
71,5 31,6 0,042
112 36,6 0,053

Kuten tiedot osoittavat,
oryzae-kontrollikanta. VAhiten viskooseja kantoja ovat kaksi
Thielavia-kantaa. Nama kannat havaitaan helposti sekoitetta-
viksi ja ilmastettaviksi fermenttoreissa,

hyvin homogeenisesti dispergoitu myseeli,

selvasti viskoosein kanta on A.

ja niilld na&hdaan

joka muodostaa

16yhadd rakennetta tiiviisti assosioituneista, hyvin haaroit-

tuneista myseeleista,

jotka katkeavat jatkuvasti kasvun

aikana. Ei muodostu suuria pellettejd eikd aggregaatteja.
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Myceliophthora-kanta on hyvin samanlainen kuin Thielavia,
mutta silld saadaan pitkdnomainen ja vahemmdn haaroittunut
kasvumuoto, antaen tulokseksi hieman suuremman viskositee-
tin. Mittauksia Acremonium’illa ei saada, mutta ulkondkddn
perustuva tarkastus osoittaa, ettd silld on samanlainen
morfologia ja viskositeetti kuin Thielavia’lla. Myds Thermo-
ascus’illa ndhddan hyvad morfologia, samanlainen kuin Thiela-
via’lla. Mydés Sporotrichum on morfologisesti hyva, mutta se
tuottaa suuret mddrat vihredd pigmenttid ja alkaa liueta
naissad fermentointiolosuhteissa. Mucor pusilus tuottaa opti-
maalista morfologiaa huonomman morfologian, yhdelld suurella
myseelikakulla, eikd sitd analysoida edelleen. Mybskaén
Talaromyces’'td ei tutkita edelleen, koska se tuottaa suurem-
mat madrat proteaasiaktiivisuutta kuin muut kannat. Taulu-
kossa 2 esitetddn fermenttorissa testatuille kannoille tie-
dot kasvunopeuksista, jotka on mitattu biomassakonsentraati-
oilla 2 - 15 g/l, ja proteaasituotannosta. Kasvunopeus arvi-
oidaan kasvukdyrastd, jossa nahddadn ladhes lineaarinen bio-
massan lisdys 2 - 15 g/l kuivaa biomassakonsentraatiota
(biomassa madritetddn suodattamalla, kuivaamalla ja punnit-

semalla suodattimelle jdljelle jadvan myseelin.

Taulukko 2. Kasvunopeus ja proteaasinmuodostus glukoosierd-

fermentoinneissa pH-arvossa 5 ja 42 °C:ssa

Kanta Kasvunopeus suhteessa A. Proteaasintuotanto
oryzae'’en

Thermoascus thermophilus 1X alhainen proteaasi

Mucor pusilus 2,5X hyvin runsas proteaasi (kaikki)
Myceliophthora thermophila 1X hyvin runsas alkalinen proteaasi
Thielavia terreseris 3X runsas hapan proteaasi
Acremonium alabamense 3X runsas hapan proteaasi
Talaromyces emersonii 1X hyvin runsas proteaasi

(paddasiassa hapan)

Sporoerichum cellulophilum 2X hieman proteaasia (pddasiassa hapanta)

Erds toinen menetelmd sienimorfologian arviointiin ja sen
maddrittdmiseen, kuinka sovelias se on submerssitankkifermen-

tointiin, on yrittdd saada hyvin suuren biomassakonsentraa-
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tion. Yksisoluisilla organismeilla, kuten E. colilla ja S.
cerevisiae’lla on mahdollista saavuttaa biomassakonsentraa-
tio lahes 100 g/l, mutta sienilld on hyvin vaikeaa saavuttaa
taso yli 75 g/l. Ylaraja (joka johtuu suuresta viskositee-
tista ja hapenkuljetuksen puutteesta) A. oryzae’lla ja A.
niger’illd on noin 50 - 60 g/l. Thielavia terrestris E373 ja
edellad kuvattu itidimatdn mutantti testataan submerssivil-
jelmdssa. Fermentointi suoritetaan happamassa pH-arvossa 5,
42 °C:ssa ja valaineessa, jolla on kaksinkertainen vahvuus
verrattuna aikaisemmin kuvattuun erdvdliaineeseen (200 g/1
glukoosia). Itidéimdtdn mutantti saavuttaa biomassan noin 90
g/l 140 tunnin jalkeen (kuvio 3). Tamd on epdtavallisen
korkea biomassakonsentraatio sienifermentoinnissa, ja osoit-
taa selvasti té&man tyyppisen morfologian omaavien kantojen

ylivoimaisuuden.

II. Heterologisten geenien ekspressio termofiileissa

A. Valittavissa olevat markkerivektorit. Kaytetddn isé&n-
tdsolujen transformointiin vektoria pJalL77, jolla on hygro-
mysiini B-resistanssi-valittava markkeri. Tamd& markkeri
perustuu E. coli-hygromysiini B-fosfotransferaasigeeniin,
joka on TAKA-promoottorin kontrollin alainen. Lyhyesti,
vektori konstruoidaan seuraavalla tavalla. Hygromysiini B-
resistenssin antava geeni ostetaan yhtidéstd Boehringer Mann-
heim plasmidina pHph-1. Tdma geeni varustetaan PCR:11& ATG-
kodonilla samoin kuin sopivilla restriktiokohdilla amino- ja
karboksiterminaalisessa paassa, kayttden alukkeita: 5’-GCT
CAG AAGCTT CCATCC TAC ACC TCA GCA ATG TCG CCT GAA CTC ACC
GCG ACG TCT-3' (N-terminaalinen) ja 3'-CGT CCG AGG GCA AAG
GAA TAG CTCCAG AGATCT CAT GCT-5’ (C-terminaalinen). PCR-
fragmentti katkaistaan restriktioentsyymeilld BamHI ja XhoI,
ja kloonataan Aspergillus-ekspressiovektorissa pToCé68 (joka
kuvataan julkaisussa WO 91/17243) oleviin vastaaviin koh-

tiin, jolloin muodostuu pJaL77.

Plasmidi pToC90, joka sisdltédd amdS-markkerin, konstruoidaan

kloonaamalla 2,7-ke XbaI-fragmentin p3SR2:sta (Hynes et al.
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Mol. Cell. Biol. 3(8): 1430-1439, 1983) Xbal:1lla katkaistuun
ja defosforyloituun pUCl9-plasmidiin.

B. Ekspressiovektori. Vektori pHD414 on plasmidin p775 (EP
238 023) johdannainen. Vastakohtana tdlle plasmidille,
pHD414 :ssd& on ainutlaatuisten restriktiokohtien ketju TAKA-
promoottorin ja AMG-terminaattorin valissa. Plasmidi konst-
ruoidaan poistamalla noin 200 emdsparia pitkdn fragmentin
(joka sisdltaa ei-toivottuja RE-kohtia) terminaattorin 3'-
paadastad, ja poistamalla seuraavaksi noin 250 emdsparia pit-
kdn fragmentin promoottorin 5’-padstd, joka myds sisaltda
ei-toivottuja kohtia. 200 emdsparin alue poistetaan kat-
kaisemalla NarI:114 (sijaitsee pUC-vektorissa) ja XbaI:1lla
(juuri 3’-suuntaan terminaattorista), tdyttdmdlld muodostu-
neet padt seuraavaksi Klenow-DNA-polymeraasilla + dNTP:114,
puhdistamalla vektorifragmentin geelilld, ja liitt&mdlla
vektorifragmentin uudelleen. Tatad plasmidia kutsutaan nimel-
132 pHD413. pHD413 katkaistaan Stul:1l& (sijaitsee promootto-
rin 5’-pddssd) ja PvuIl:lla (pUC-vektorissa), fraktiooidaan
geelilld ja liitetddn uudelleen, jolloin saadaan tulokseksi
pHD414. E. coli-kanta, joka sisdltdd noin 1 100 emdsparin
ksylanaasi-HindII/Xbal-cDNA-fragmentin pYES:iss&, on talle-
tettu kansainvédliseen talletuslaitokseen DSM tulonumerolla
DSM 6995. Ksylanaasi-cDNA-fragmentti eristetd&an klooneista
yhdestd katkaisemalla HindIII/XbalI:1l&. Fragmentti puhdiste-
taan agaroosigeelielektroforeesilla, elektroeluoidaan, ja
tehdddn valmiiksi liitosreaktioita varten. cDNA-fragmentti
liitet&an pHD414:84n, jolloin muodostuu pAXX40-1-1, joka on
talletettu kansainvadliseen talletuslaitokseen Agricultural
Research Service Culture Collection tulonumerolla NRRL B-
21164 . Ksylanaasigeeni on talletettu tulonumerolla DSM
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH) 6995.
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IITI. Termofiilisten isédntien transformointi

Kaikkien testattujen kantojen transformointiin kdyteté&an
seuraavia yleismenettelytapoja, mainiten poikkeukset nimen-
omaisesti:

100 ml MY51l-valiainetta (maltodekstriini, 30 g/1;

MgsSo,-7H,0, 2 g/l; K,pPO,, 10 g/l, K,80,, 2 g/l; sitruunahap-
poa, 2 g/l; hiivauute, 10 g/l; AMG-hivenainemetalleja, 0,5
ml; ureaa 1 g/l; (NH,)SO,, 2 g/l, pH 6,0) siirrostetaan
transformoitavan kannan myseelipaloilla (2 cm halkaisija),
ja inkuboidaan ravistellen 42 °C:ssa 14 tunnin ajan. Myseeli
kerdtaan suodattamalla "miracloth"-suodattimen l&pi, ja
pestaan 200 ml:1la 0,6 M MgSO,:8a. Myseeli suspendoidaan 15
ml:aan 1,2 M MgSO,:44, 10 mM NaH,PO,, pH = 5,8. Suspensio
jadhdytetaén jailla, ja lisdtdé&n 1 ml puskuria, joka sis&l-
td3 120 mg Novozyme® 234:84. 5 min kuluttua lisdt&3n 1 ml 12
mg/ml BSA:ta (Sigma-tyyppi H25), ja inkubointia varovasti
sekoittaen jatketaan 1 - 3 tunnin ajan, riippuen kannasta,
30 °C:ssa, kunnes suuri joukko protoplasteja on on nakyvissa
naytteessd, jota tarkastellaan mikroskoopin alla. Acre-
monium’illa ja Thielavia‘’lla, protoplastinmuodostustehokkuus
on suhteellisen alhainen, ja ndmd kannat vaativat pitemmat
inkubointiajanjaksot (2 - 3 tuntia), kunnes saadaan trans-

formointiin riittavasti protoplasteja.

Suspensio suodatetaan "miracloth"-suodattimen 1l4pi, suodos
siirretddn steriiliin putkeen, ja pdallystetddn 5 ml:lla 0,6
M sorbitolia, 100 mM Tris-HCl, pH = 7,0. Sentrifugoidaan 15
min ajan nopeudella 2500 r/min, ja protoplastit keratdéan
MgSO,-kerroksen paalta. Protoplastisuspensioon lisdtdan kak-
si tilavuutta STC:td (1,2 M sorbitolia, 10 mM Tris-HCl, pH =
7,5, 10 mM CaCl,), ja seosta sentrifugoidaan 5 min ajan no-
peudella 2500 r/min. Protoplastipelletti suspendoidaan uu-
delleen 3 ml:aan STC:td, ja pelletdidddn uudelleen. Tama
toistetaan, ja sitten protoplastit suspendoidaan uudelleen
0,2 - 1 ml:aan STC:téa.
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100 pul protoplastisuspensiota sekoitetaan 5 - 25 ug:n kanssa
sopivaa DNA:ta 10 ul:ssa STC:ta. Kukin kanta kotransformoi-
daan pAXX40-1-1:114 ja plasmidilla, joka sisaltaa valitta-
vissa olevan markkerin. Plasmidi pToC90 sisdltda A. nidu-
lans-amdS-geenin, ja sitd kaytetddn transformointiin ja
kasvun suhteen valintaan asetamidilla ainoana typpilahteena.
Plasmidia pJdaL77 kaytetdan transformointiin ja hygromysiini

B-resistenssin (150 pug/ml) suhteen valintaan.

Seosten annetaan seistd huoneenlampdtilassa 25 min ajan.
Lisadtiin 0,2 ml 60-%:ista PEG 4000:tta (BDH 29576), 10 mM
CaCl,:ta ja 10 mM Tris-HCl:84, pH = 7,5, ja sekoitetaan va-
rovasti kahdesti, ja lis&tdan lopulta 0,85 ml samaa liuosta,
ja sekoitetaan varovasti. Seoksen annetaan seistd huoneen-
lampdétilassa 25 min ajan, sentrifugoidaan 2500 X g:11a 15
min ajan, ja pelletti suspendoidaan uudelleen 2 ml:aan 1,2 M
sorbitolia. Vield yhden sedimentoinnin jdlkeen protoplastit
levitetdan sopiville levyille. Protoplastit levitetddn mini-
maalisille levyille (Cove, Biochem. Biophys. Acta 113: 51-
56, 1966), jotka sisdltavat 1,0 M sakkaroosia, pH = 7,0, 10
mM asetamidia typpildhteend (kun amdS on valintamarkkeri) ja
20 mM CsCl taustakasvun estdmiseksi. Valiaine poikkeaa hygB
on valintamarkkeri siind, ettd kaytetddn 10 mM natriumnit-
raattia typpildhteend, ja lasnéd on 150 ug/ml hygromysiini
B:tad. Valintalevyja inkuboidaan 42 °C:gssa 5 paivan ajan.
Kaikki transformantit, jotka kasvavat COVE-valintavaliai-
neella, siirretdan COVE II(COVE-vdlaine ilman kalsiumklori-
dia ja sakkaroosikonsentraatiolla 30 g/l)-levyille, jotka
sisaltavat AZCL-ksylaania (0,2 %) ja vastaavaa valinta-ai-
netta. Kotransformantit tunnistetaan sinisen ympardéivan
renkaan nopealla muodostuksella sienikoloniassa ja sen ympa-
rille. Transformointikoekiden tulokset ja tunnistettujen

kotransformanttien lukumdlrit esitet&in taulukossa 3.
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Taulukko 3. Termofiilien transformoinnin tulokset

Kanta Valinta Transformanttien Kotransformanttien
lukumdara lukumddra
Myceliophthora amdS 42 18
HygB 0 0
Sporotrichum amds 35 15
HygB 0 Q
Thielavia amds 18 4
HygB Q
Acremonium amds 23 10
HygB "] 0

Hygromysiinivalinta ei onnistu missddn tutkituista termofii-
lisistd sienistd johtuewn luultavasti siitd, ettei promoot-
tori ole tehokas n&isséd kannoissa. amdS-valinnalla transfor-
mantteja saadaan kuitenkin kaikilla kannoilla paitsi Thermo-
ascus’illa. Kotransformointitaajuus on valilla 20 - 40 %.

D. Ksylanaasiekspression arviointi transformanteissa
Kaikki ksylanaasilevymddrityksilld tunnistetut kotransfor-
mantit alistetaan ravistelupulloarvioinnille ksylanaasituot-
tavuuden suhteen. Kdytetddn M40l-valiainetta, jolla on seu-
raava koostumus (g/l): maltodekstriini, 50,0; MgSO,-7H,0,
2,0; KH,PO,, 2,0; sitruunahappo, 4,0; hiivauute, 8,0; AMG-
hivenmetalliliuosta, 0,5 ml; ammoniumsulfaatti, 2,0; urea,
1,0. Viljelmia kasvatetaan 42 °C:ssa ja ksylanaasiaktiivi-
suus mitataan paivittain alkaen 24 tunnista. Ksylanaasiak-
tiivisuus kasvatusliemissd mddritetddn kayttamallad 0,2 %
AZCL-ksylaania (Megazyme Co. Australia) suspendoituna sit-
raatti/fosfaatti-puskuriin, pH 6,5. Kasvatusneste laimenne-
taan, tavallisesti 100-kertaisesti, ja 10 pul laimennettua
kasvatusnestetta sekoitetaan 1 ml:n kanssa 0,2 % AZCL-ksy-
laanisubstraattia. Seosta inkuboidaan 42 °C:ssa 30 min ajan.
Reaktioseos sekoitetaan hyvin joka 5. min. Inkuboinnin lo-
pussa sulamaton substraatti saostetaan sentrifugoimalla
nopeudella 10 000 r/min 5 min ajan. Tastad substaatista va-
pautunut sininen vari kvantisoidaan absorbanssilla 595
nm:114, ja kasvatusliemissd oleva entsyymiaktiivisuusmdara

lasketaan standardista, joka on tehty entsyymivalmisteesta,
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jolla on tunnettu aktiivisuus. Endoksylanaasiyksikkd (EXU)
madritetddn suhteessa entsyymistandardiin, joka on valmis-
tettu identtisissd@ oloissa. Myds transformoimattomia kantoja
kasvatetaan identtisissd oloissa, ja verrataan transformant-

tien kanssa.

Kuviossa 2 esitetyt tiedot (perustuvat aktiivisuushuippuun)
osoittavat, ettd kaikki transformoimattomat kannat tuottavat
ksylanaasiaktiivisuutta hyvin alhaisilla tasoilla, kun taas
jotkin transformanteista tuottavat jopa 5- - 10-kertaisesti
suuremman aktiivisuuden kuin transformoimattomat kannat.
Kaytetyn kasvatusvdliaineen SDS-PAGE-analyysi paljastaa 22-
kD Humicola-ksylanaasiproteiinivydhykkeen l&sndolon vain
transformanteissa, vaikkakin hyvin alhaisilla tasoilla. T&mi
kuvaa heterologisten geenien ekspression potentiaalia termo-
fiilisissd sienissad. Ksylanaasintuotto on samaa luokkaa kuin

Myceliophthora-Sporotrichum-Acremonium-Thielavia-suvuilla.

E. Transformoinnin ja ekspressiovektoreiden integroitumisen
varmistus

Jotta osoitettaisiin kiistattomasti ekspressiovektoreiden
transformointi ja integroituminen, suoritetaan "southern"-
hybridisointianalyysejéd kayttamalld kokonais-DNA:ta, joka on
eristetty kustakin transformoimattomasta kannasta ja kunkin
kannan valituista transformanteista. Kunkin kannan kaksi
parasta transformanttia valitaan "southern"-hybridisoin-
tianalyyseihin. Naist& kannoista eristetty kokonais-geeni-
DNA sulatetaan EcoRI:114, DNA-fragmentit erotetaan 1-%:isen
agaroosigeelin lapi, ja siirretddn téplat. Koska Thielavia
ja Acremonium edustavat saman kanssa tdydellist& ja epatéy-
dellistd vaihetta, vain Acremonium’ista olevaa DNA:ta kayte-
taan hybridisointikokeisiin. Ensin, t&pld kokeillaan Asper-
gillus nidulans-amdS-geenill&, transformointiin kiytetylla
valintamarkkerilla. Tulokset osoittavat amdS-geenin l&sna-
olon vain transformanteissa, mutteivit transformoimattomissa
negatiivisissa kontrolleissa. Saman tdplan uudelleen koetus,

amdS-koettimen poistamisen jalkeen, Humicola insolens-ksyla-
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naasi-cDNA:n 1,2 kiloemdksen HindIII- ja XhoI-fragmentilla
antaa seuraavat tulokset: Vain Acremonium-transformantit,
muttel mikdan transformoimaton kanta, osoittavat H. inso-
lens-cDNA-hybridisoivien vydhykkeiden lasndolon. Transfor-
moimattomat Myceliophthora ja Sporotrichum samoin kuin nii-
den transformantit osoittavat koettimeen hybridisoituvan
noin 2 kiloemdksen vydhykkeen lasndolon probe (osoittaen
mahdollisesti H. insolens-ksylanaasigeenin kanssa homologiaa
omaavien DNA-sekvenssien l&asndoclon ndissd kannoissa), kun
taas transformanteilla nahdaédn lisdksi suurimolekyylimassai-

set vydhykkeet, jotka hybridisoituvat tahdn koettimeen.
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A
Patenttivaatimukset

1. Termofiilinen yhdistelmd&-DNA-sieni-isd&ntédsolu, t un -
nettu siitd, ettd se on suvun Tkielavia, Acremonium,
Hyceliopbehora tai Sporoerichum jasen, joka kdsittad nuk-
leiinihapposekvenssin, joka koodittaa heterologista proteii-

nia.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen solu, tunnet¢tt¢tu
siitd, ettd sekvenssi on toimintakykyisesti liittynyt pro-

moottoriin.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen solu, t unnet¢tau

siitd, ettd proteiini on sieniproteiini.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen soclu, tunnet¢tu

siitd, ettd promoottori on sienipromoottori.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen solu, tunnettnu
siitd, ettd promoottori on promoottoreita, joka on A. ory-
zae’'n TAKA-amylaasista, Rhizomucor miehei’n asparagiinihap-
poproteinaasista, A. niger’in glukoamylaasista, A. niger’in
neutraalista o-amylaasista, A. niger’in happostabiliista o-

amylaasista, taili Rhizomucor miehei’n lipaasista.

6. Patenttivaatimuksen 3 mukainen is&ntédsclu, t unne t -

t u siitd, ettd proteiini on sienientsyymi.

7. Patenttivaatimuksen 5 mukainen isdntdsolu, t unnet -
t u siitd, ettd entsyymi on katalaasi, lakkaasi, fenoliok-
sidaasi, oksidaasi, oksidoreduktaaseja, sellulaasi, ksyla-
naasi, peroksidaasi, lipaasi, hydrolaasi, esteraasi, kuti-
naasi, proteolyyttisid entsyymej&, aminopeptidaasi, karbok-
sipeptidaasi, fytaasi, lyaasi, pektinolyyttisid entsyymeja,
amylaasi, glukoamylaasi, o-galaktosidaasi, f-galaktosidaasi,
a-glukosidaasi, R-glukosidaasi, mannosidaasi, isomeraasi,
invertaasi, transferaasi, ribonukleaasi, kitinaasi, mutanaa-

si tai deocksiribonukleaasi.
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8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen solu, t unnet=¢tu

siitd, ettd se kasittdd myds valittavissa olevan markkerin.

9. Patenttivaatimuksen 7 mukainen solu, t unne¢t tu
siitd, ettd markkeri on argB, trpC, pyrG, amdS, hygB, sC,
tai glufosinaattiresistenssi.

10. Menetelmd kiinnostuksen kohteena olevan proteiinin tuot-
tamiseksi, t unnet tu siitd, ettd kasvatetaan termo-
fiilistd yhdistelméd-DNA-isdntasolua, joka on suvun Thiela-
via, Acremonium, Myceliophthora tai Sporotrichum jasen, joka
kasittd& heterologista proteiinia koodittavan nukleiinihap-
posekvenssin liittyneend toimintakykyisesti promoottoriin,
oloissa, jotka sallivat proteiinin ekspression, ja otetaan
proteiini talteen viljelmésta.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmd, t un -

nettu siitd, ettd proteiini on sieniproteiini.

12. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmd, t un -

nettu siitd, ettd promoottori on sienipromoottori.

13. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelm&, t un -

nettu siitd, ettd proteiini on sienientsyymi.

14. Patenttivaatimuksen 13 mukainen menetelm&, t u n -
nettu siitd, ettd entsyymi on katalaasi, lakkaasi,
fenolioksidaasi, oksidaasi, oksidoreduktaaseja, sellulaasi,
ksylanaasi, peroksidaasi, lipaasi, hydrolaasi, esteraasi,
kutinaasi, proteolyyttisid entsyymejd, aminopeptidaasi, kar-
boksipeptidaasi, fytaasi, lyaasi, pektinolyyttisi&d entsyyme-
ja, amylaasi, glukoamylaasi, ao-galaktosidaasi, R-galaktosi-
daasi, a-glukosidaasi, fB-glukosidaasi, mannosidaasi, isome-
raasi, invertaasi, transferaasi, ribonukleaasi, kitinaasi,

mutanaasi tai deoksiribonukleaasi.

15. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelm&, t un -
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nettu siitd, ettd solu sislltdd myds valittavissa ole-

van markkerin.

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmd, t un -
nettu siitd, ettd markkeri on argB, trpC, pyrG, amds,
hygB, sC tai glufosinaattiresistanssi.

17. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmd, t un -
nettu siitd, ettd promoottori on promoottoreita, joka
on A. oryzae’n TAKA-amylaasista, Rhizomucor miehei’n aspara-
giinihappoproteinaasista, A. niger’in glukoamylaasista, A,
niger’in neutraalista o-amylaasista, A. niger’in happostabi-

liista a-amylaasista tai Rhizomucor miehei’n lipaasista.

18. Patenttivaatimuksen 13 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd isadntédsolu saadaan Thielavia terrest-
ris’istd, Acremonium alabamense’sta, Myceliophthora ther-

mophilum’ista tai Sporotrichilum cellulophilum’ista.

19. Patenttivaatimuksen 1 mukainen solu, t unne¢ttu
siitd, ettd se on saatu Thielavia terrestris’ista, Acremo-
nium alabamense’sta, Myceliophthora thermophilum’ista tai
Sporotrichum cellulophilum’ista.

20. Patenttivaatimuksen 1 mukainen solu, t unnet¢tu

siitd, ettd se on saatu Thielavia terrestris’isté.

21. Patenttivaatimuksen 1 mukainen solu, tunnettu
siitd, ettd se on saatu Thielavia terrestris’in 1tidimdttd-

mastd mutantista.



140

120 -

Viskositeetti (pas)

100
90 -
80 -
70
60
50—
40
30~
20 -

10+

Biomassa (g/l)

100

80 -

60 -

—

1/2

IIIII - .

ASPERGILLUS ~ SPOROTRICHUM  MYCELIOPHTHORA  THIELAVIA

FIG. 1

—e— THIELAVA t. 373
—0— MUTANTTI // 2

i {

T T T
40 60 80 100 120 140

Aika (tuntia)

FIG.3



2/2

t 2 3 456 78 8




	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - CLAIMS
	Page 30 - CLAIMS
	Page 31 - CLAIMS
	Page 32 - DRAWINGS
	Page 33 - DRAWINGS

