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����� ��� ������ ����& �� �� ���� ������ �� ������ # � ������ 	���� � �����

�������� ����� �� � ���������� ������� ��� ������� �� ��� ����& �� ��� ������ ��

������������� �� ���� � ��� ���� �� ��&��
 ������� ��� ������ �� ������� ����

���� ��� ����� �� ������������
 �� ���� ����� ��� ������ �� ����� �����.

������ '�� ������� ����� ������ �� ���+ ����  ��������� ����� �� ���

����� ��� �������� �� � �� ���� �� ��� ���� ���� ������� �� ���� ���� ���

�������� ������ ��� ����� ��� ���� ��� ���� ��� ��� ������������ �� ��� ����

��� ���
 �� ��� ���	 ���� �������
 ��� ���� ��� ��� ��� ��������� �� ��� �������

�� ��� ���� ������� � �� ������� ������������

��� �� ���� �� ����������8 ��� ���� �� ��� ���� �� ������ ���� �� ����

��������� ���� �� ������� ��� ���������� ���� � '����+ ������� ��������

��� ��� ������ �� ������� �� ������������ ' �������� 	���� � ��� �������

���	��+ �� ��������� ��&��
 �� ����� �� ������ ������� ���	��� ��� �� ���

������� �� �����
 ����� �� ��!���� 	���� � �������������� '���������

��� �����+ ��� �� 1��� ���3 ���� ���	 ��� ��� ������
 �� ���� �� ������

����� ��� ���� �� ����� ����� ���� ����� ��� ������ �� ������� �� ��� ����&

�� ���� ������ ��� ������������ �� ��� ���� ������������� ��� ��� �

��������� ��� �� ��� ��������
 ����� �� ���� �������� �� ,����� $�

�� ��� ������� ��� �� ���� �� ��������� �� ��� ������ �� ���� ���� ��

������� ����������� ���� ���� �� ������� ���� ��� ����� 9������
 �� ��� ��

��� ������ �� ���	�� � �� �����
 ��� ��� �� ���� ���� �� ����� � ��� �����

�� �� ��������� ���& ����  ���.����������� ����
 ���� ��� ������������ 7

���� �� ��� ����&� ���� �� 	���� � � ���� �������� ���� '�� ������� �� ���

���������� �����
 �������� ���� �� ��� ����� ������+� ��� ������ ���� ��� ��

��  ���&�� ���� ���� ��������� ��  ������� ��� �������
 �� ����� �����.

������� �������� �� ��� ������� �� ��� ���	� �� ��� ���
 �� ��� ���

������ ��� ������������ �� ��� ��������8 ��� ���� ��� ����� ����� �� �� ����

���������� ����  ������� ����� ���� �� ��� ���������� �� ��� ���������

������
 ���� � ��� ����������� ������ �� ��� �������� �� � ����� ���


�� ��������� ��� ��� ��� � ����� �� ��� ����� ������ ������� ���� 

������� �����

��� �
��	�� ���� ���
��
�	 ��



��� ���� ������� ��� �����	��	��

��� ���������� ��  /����0 �� ����� ���������� ��� ������� �� ��	 �� ��� ����

��� �� ��������
 ���� �� ����� �� ���� �� ��������� ��� ���� �� ���������� ��

� ��������� ������������ ' ���������+� �� ��� ����� �� �������� ����������


�� ����� �������� �� ��� ��� ���� ���� � ������  ��� �� ����� ������

���  �������� �����������
 ������� ���� ������� ����� /�����0 ��� ���� ���

2�� ��������� ���� � �������� 2�� �� ������� 2��
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Aqueous layer (DNA and RNA)

Phenol layer

Protein precipitate

Neutral pH

Aqueous layer (RNA)

Phenol layer (DNA)

Protein precipitate

Acidic pH
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DNA
solution

Add
ethanol and
salt solution

Centrifuge
and remove
liquid

DNA
precipitate

�
���� ��� .����
� 	����	�����
�

������������
� �"����� 5�2�� /
�� 
� ��� ���� ���� 	����	����� �� ���� �� ��

���
�� �� ������� ���� 89: �����
��

��� ������ 
� ���
�
� 	����	�����
� 	�
������ ���� ���
���� �
 ��� ������


� ��� ������� ���* �
� ����	�� �
� �
������� ������ ��� �� ���� ����

������ 	����	������ ���� �� �
� � ��-
� ����
� �� ��� 	���������
� 
� ���

��
� ���� �������� ��� 
�� ��� �
 �� �
������ �� ����� ������ ���� �� ����

	�������� ����� ��������� 
� ����

���� !���	�
� ��
��	�����	�


$�����������
� �� �
����� �	��� �� ���!������ ��� �� ��� 	���������
� �
�

��� ��	�����
� 
� 	���������� ������ ��
� � �
����
� ������� �� �� ��� ���
���


� �������� ����� 
� ��� ���
���� 
� 	����	����� ������� ����� (� �� ���


���!������ ��	�
�� �� ����
�� �
���� 	���������
� ����
� ���� ���
���

�	��� ��
� ����� ����
� �� 
� ����
 �
� ��	������� ������� ���� 
�

���� ��� ��	� 
� ����
�
������ �� �
 ���-��� ���� �
 ����
����������� ��

� ������ �������� ���� ������� ��� ��� 
� ������� ���� �������� ������� ����

��� ����
� 
� ������� ��
��� �
� ��� ��	�����
� 
� 	����� ��� ��
�

��������� ���
��� ��� 
� 
� ��� ��
� ���� (� ����
� ����
�� ��������

��� �� ��� �
� ��� ��&�)�������
� 
� ����� ��� ��������� ���� �
���������� �

���
��� �������� (� ����� ������� ��� �
������� ��� ��	����� ������� 
�

���������� �� ��&� ��;
� �
���������
� ����� ��	���
��� ������ �������� �����

����
� ��� ����� �� ��� ��� ���� �
 � ����� ������ ���� ��	���� �� ��� ������

�� ���� �������
�� ����
�* ������
�� �� ���� �
� �
����� ���� �� �����

�����

����" �����	
� ��
������	�


���� �� � ����� ��� 	�
����� �
� ��	������� 	������ ��
� ���
�
�
���

��� �� ��������� ���� ��������� (� � ��������� ���� ������� ���
�
�
��� ���

�� ����������	
 �
� �������	
 	� 
����� �����



Denaturation Renaturation

Denatured plasmid
DNA strands remain
interlocked; linear
chromosomal fragments
dissociate

Interlocked plasmid
strands snap together;
chromosomal fragments
aggregate

Chromosomal DNA as
linear fragments;
plasmid as covalently
closed circular DNA
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bla = beta-lactamase (ampicillin resistance); selective marker
ori = origin of replication
lacZ' = beta-galactosidase (partial gene)
lacI = repressor of lac promoter
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The lacZ gene has been disrupted by insertion of a DNA fragment,
resulting in white colonies on X-gal plates

bla = beta-lactamase (ampicillin resistance); selective marker
ori = origin of replication
lacZ' = beta-galactosidase (partial gene)
lacI = repressor of lac promoter
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Cohesive ends:
annealing produces a
circular structure
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DNA  nicks  sealed
in  vivo  by  ligase

Linear  DNA,  with  sticky  ends,  in  phage  particle

Injection  into
cell  followed
by circularization

Theta  replication

coscoscos

Length  of  DNA  packaged

Rolling-circle  replication

Multiple-length  linear  DNA
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Genomic DNA

Fragmented  DNA

Determine  the size 
(complexity) of the library
Each  colony  is  an 
independent  clone

Amplified  library
Each  clone  is  represented
by  millions of bacteria
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Vector

Insert BamHI
BamHI

23.1
9.6
6.6
4.4

2.3
2.0

0.56

M 1 2 3 4 5 6

Vector

Inserts

Inserts

Plasmid  preparation
from individual clones

BamHI digest

Agarose gel

Library  of  BamHI fragments
in a plasmid vector

Recombinant plasmid
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mRNA
DNA

oligo-dT  primer

Reverse  transcriptase

mRNA

Removal of  mRNA
(alkaline degradation
or RNaseH))

Double-strand
cDNA

DNA  polymerase
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M = marker
V = vector only
C = clone tested
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signal

Blot and
probe

Cut band from
gel and ligate to
a suitable vector

Digest DNA from the
recombinant clone and run
part on an agarose gel

Run the rest of
the digest on a 
second gel
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and  detected  by  autoradiography
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Trusted matches - domains scoring higher than the gathering threshold

Matches to Pfam-B

Start End Bits Evalue AlignmentDomain

20 289 116.40 5.3e-3.1 Align

360 544 179.10 7.2e-50 AlignABC_tran

627 898 67.90 2.2e-16 AlignABC_membrane

969 1153 183.50 3.4e-51 AlignABC_tran

ABC_membrane

Start End Evalue AlignmentDomain

317 348 7.3e-12 Align

926 954 1.8e-10 AlignPfam-B_16

Pfam-B_16

ABC_membrane 20-289 ABC_tran 360-544 ABC_membrane 627-898 ABC_tran 969-1153

ABC_membrane ABC_tran ABC_membrane ABC_tran
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6 :;JD*/@�:559>GA �:559>GA C	��	
 �
����� ��
�
�
�� �� ���	
� >>AF 8�4��G8 6

> :;JD*/@�:55A5A9 �:55A5A9 D���������� ����
	�� D;75 ���	
� 46 >6>> >�>��FF 6

4 :;JD*/@��4>7>9 04>7>9 ����
��	��� 	������1�� *� ���	
� 4G 6GGA 6�6��F> 6

9 :;JD*/@�:5597F4 �:5597F4 D����
�
��� �����	�
�� D�56� ���	
� 6F>9 4�9��7G >

8 :;JD*/@�:55>9A> �:55>9A> ��	����	� ���	��	�	�	� ���
��
�� < � � � 676A G�G��7> >

A :;JD*/@�:554F74 �:554F74 B������ ����	�	
�� G�8� ���	
� 6G � � � 6874 6�8��A4 6

7 :;JC�@,C>7A98 0>7A98 ,������ �	��� 6 �
�� 4<A69� 6>>F 9�A��9F 6

F :;JD*/@<,DE �645G8 <� �����
�����
��	��� ��
���
����
$	� 6>6A 6�8��97 6

G :;JD*/@�:558GA> �:558GA> "���
����� �������� ���	
� >FF � � � 66A9 8�5��98 6

65 :;JD*/@;,�F>7 �F7F>7 ;�����
��	�	���� ��� ���� �
� ������ � � � 6656 >�5��94 6

66 :;JD*/@�:55F4>6 �:55F4>6 ���
�����	�� ������	��� ����	� "8F � � � 665A >�>��9> 6

6> :;JD*/@�D55455> �D55455> ;��
��	1
�	�� �
�	 ���� 
������ � � � 65GF 8�F��9> 6

64 :;JD*/@,D8G>4A 08G>4A ,����

�� D""7G9> �	�
�
��� ��
 65FF 6�>��96 6

69 :;JD=@�<5>G88A �<5>G88A D	��� ���	��� �� �*�� �
� ���� � � � 6547 G�>��95 6

68 :;JD*/@�D556867 �D556867 <�	���� ���
������ ���
�	 ��� � � � 6545 A�G��4G 6

6A :;JD*/@�D554649 �D554649 ,������

�� ������ ������ ������ � � � GFF 8�9��47 6

67 :;JD*/@�:556G75 �:556G75 ��	�

�� ���	
������ *6 ���	
� � � � G7> >�A��4A 6

6F :;JD=@�.6A868G �.6A868G !��	�� ��' ���
'�� ����������� � � � G8F 9�>��4A 6

6G :;JD=@�.58AGAG �.58AGAG ����	�
��	� ����	��� ���
'������������� G98 >�5��48 6

>5 :;J/*@"�DDD04FF 04FF59 D
������ �������� ��
�
������ 
���� � � � G>5 A�9��49 6

>6 :;JD*/@�:55AA54 �:55AA54 ,�����

�� ��
����� ;6 !�, ����	� � � � G59 >�G��44 6

>> :;JD*/@"K666AFB> �=64G578 "�����
�����  � ��	 �"#"666AF � � � G5> 9�>��44 6

>4 :;JD*/@�:55A466 �:55A466 =��

�� ���	� ���������	� �= 6954 � � � F98 6�9��45 6

>9 :;JD*/@�:557489 �:557489 ,�����

�� �����
�	�� ���	
� � � � F98 6�9��45 6

>8 :;JD*/@�:5569F9 �:5569F9 ���	
����� ���
�	 ����	� KGG � � � F4G >�8��45 6

>A :;JD*/@�:55>4>> �:55>4>> "������	� ���	������ ���	
� 84 � � � 7FF 8�4��>F 6

>7 :;JD*/@�:556A>9 �:556A>9 "������	� �����
�	�� ���	
� 95 � � � 7F8 7�4��>F 6

>F :;J/*@"��,D,�" P44F79 ���	�����	
� ���� ��
�
����� ���" � � � 76A 8�7��>8 6

>G :;JD*/@,#D/=4� ;>A59A ,�����	���	�� ��� �
�������� ��� � � � 9GA 7�5��64 6

45 :;JD*/@:"=DB� ;6G449 :����	�	� 
�	 �	�	� � �	
�������	 � � � 455 5�55>A 6

46 :;JD*/@�%5498G7 �%5498G7 <�	���� ������	�� �����	�� �� � � � >47 5�FF 6
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�����	�	�� � AG>?GA4 (76�)� D
�	�	��� � AG>?GA4 (76�)� ,����� � ;	��� ? D���

Query:   954 GTAACCGTAGCTCATCAGGCGCTGATAACGACGATTTTTTAAATCTTCAGTGCTTAACA- 896
             |||||||||| ||||||  || ||||| || || |     || | ||| ||| |  |   
Sbjct:  2836 GTAACCGTAGTTCATCAAACGTTGATAGCGGCGCTCCAGCAAGTTTTC-GTGATCCAGTG 2894

Query:   895 CGTCGAGATCGGCCAGATC-CGCCAGCAGT-TGCGCTTTCAACGATGC-CGCCA-TCGCT 840
             | || ||||||||||  |  ||| || ||  || ||||| | | || | |  || ||  |
Sbjct:  2895 CATCCAGATCGGCCAACTGACGC-AGTAGCGTG-GCTTTTA-C-ATTCTCTGCAGTCTGT 2950

Query:   839 TCCGGGTTACGGTGAGCACCACCCAGTGGTTCCGGGATGATGGAGTCGATCAGTTTCAGT 780
             |   | | ||| || ||||| |||||||| ||    |||||   ||| ||||  | ||| 
Sbjct:  2951 TTGTGATCACGATGCGCACCGCCCAGTGGCTCTTCAATGATTTCGTCAATCAACTCCAGC 3010

Query:   779 TCTTTCAGACGCGGAGCAATGATACCCATCGCTTCAGCCGCCAGCGGCGCTTTGTCGGCG 720
             ||||||| ||| |||||||| | |||||||||||| |||||  | |||||||| || |  
Sbjct:  3011 TCTTTCAAACGTGGAGCAATCAGACCCATCGCTTCTGCCGCTTGTGGCGCTTTATCAGAA 3070

Query:   719 CTCTT-CCACAGAATGGACGCACAACCTTCCGGCGAGATAACGGAATAGGTGCTGTATTG 661
              ||   ||||||||| |||||||||||||| || || || || || |||||   ||||||
Sbjct:  3071 -TCACGCCACAGAATCGACGCACAACCTTCTGGTGAAATCACTGAGTAGGTTGAGTATTG 3129

Query:   660 CAGCATATTCACTTTATCGCCCACGCCAATCGCCAGCGCACCGCCAGAACCACCTTCACC 601
             |||||| ||||| |  || || || |||||||||| |||||| ||||| |||||||| ||
Sbjct:  3130 CAGCATGTTCACATAGTCACCGACACCAATCGCCAACGCACCACCAGAGCCACCTTCGCC 3189

Query:   600 GATAACCGTACAAACTACCGGTACGCCGAGGCGAGACATTTCACGCAGGTTGCGTGCAAT 541
              |  ||  |||| |  || || ||    ||||  |||||  |    |||||    || ||
Sbjct:  3190 CACCACGTTACATATGACTGGCACCTTCAGGCCTGACATCACTTTAAGGTTTTTGGCGAT 3249

Query:   540 GGCTTCAGACTGACCACGCTCTTCTGCGCCCACGCCAGGATAAGCCCCCGGGGTGTCGAT 481
              ||||| |||||||| |||||||| || ||||| || || || || |||| ||| || ||
Sbjct:  3250 CGCTTCCGACTGACCGCGCTCTTCAGCACCCACACCTGGGTATGCGCCCGCGGTATCAAT 3309
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S 0 2
T −2 1 3
P −3 1 0 6
A −2 1 1 1 2
G −3 1 0 −1 1 5
N −4 1 0 −1 0 0 2
D −5 0 0 −1 0 1 2 4
E −5 0 0 −1 0 0 1 3 4
Q −5 −1 −1 0 0 −1 1 2 2 4
H −3 −1 −1 0 −1 −2 2 1 1 3 6
R −4 0 −1 0 −2 −3 0 −1 −1 1 2 6
K −5 0 0 −1 −1 −2 1 0 0 1 0 3 5
M −5 −2 −1 −2 −1 −3 −2 −3 −2 −1 −2 0 0 6
I −2 −1 0 −2 −1 −3 −2 −2 −2 −2 −2 −2 −2 2 5

L −6 −3 −2 −3 −2 −4 −3 −4 −3 −2 −2 −3 −3 4 2 6
V −2 −1 0 −1 0 −1 −2 −2 −2 −2 −2 −2 −2 2 4 2 4
F −4 −3 −3 −5 −4 −5 −4 −6 −5 −5 −2 −4 −5 0 1 2 −1 9
Y 0 −3 −3 −5 −3 −5 −2 −4 −4 −4 0 −4 −4 −2 −1 −1 −2 7 10
W −8 −2 −5 −6 −6 −7 −4 −7 −7 −5 −3 2 −3 −4 −5 −2 −6 0 0 17
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site
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Pool of recombinant plasmids

Integration by homologous recombination

Salmonella chromosome
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Integrated genes
transcribed from
Salmonella promoter

Selection of purA+ clones in mice

Test expression of lacZ in vitro with selected clones
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(c) Presence of GAL4 AD/DNA-binding protein fusion: expression of reporter

(a) Absence of transcription factor: no expression of reporter

Reporter

Reporter

Bait DNA sequence

Reporter

Transcription
factor

GAL4 AD
DNA-binding 

protein

(b) Presence of transcription factor: expression of reporter
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1 2

Protein

labelDNA

DNase digestion

Protected
region

1 = Control; no protein

2 = Test

Footprint

Gel electrophoresis
and autoradiography
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Increasing amounts of protein
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1 2 3 4 5 M 1 2 3 4 5 M

SDS-PAGE gel
Electrophoretic transfer

Specific
antibody

Labelled
second
antibdy

1 2 3 4 5 M

M = Standard marker proteins
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��	� �� �� +,� �� �����	 ��� ������	 ��	 ��� �������� ���� ���� �� � ���

�� ���	 �� �������� 	����� �����	� ��� 	��� ���
��	 ���������� ,����)

�		� ����	������� ��� ��� �� 	�� ��	����	� ���	 �	 ������ �� ����	� ��� �	 ��

�
����	 ��	� ���� �� ��	������� �� � ������� �� ����	 � ������� �����

��	 ������� �� �� ���� �� ����	�� ��	���

$� ������ ������-����� �� �� ����	�� ���� ��	� ����� ��	 ��� �� ���	)

	���� $��	 �	 
���	 ��� �� ����)	��� ������� �������	 �� �� ������)

	��	 # �� ��������� 	���������� �� ����	�� ��� ��� 
 �������� ��

��	 ���		����

* ��	� �� �� ���	��� �� ��������� �� �� ���		��� �� �� ��	���

����	��� �� &����� '8� � ��	��		� �� ���		��� �� ����� ��	 ��

��������� ���	 �� ������� �� ���� ������� �� ����	�	 ��	 �� �������	

���� �� ���	��������� ������ �� ����� 
 ����� �� ��� ��� 
� ������� ��

������ ���������	� ,���� �������� �	 ����� 	����
� ��� � ����	���� �������

��� � ����� �������� ���� �� ����� �� ���		��� �� 	������ ��		�	�

��� 	�� �����		� �� ���� �
����� ����� 
 �� �������� �� �����

����	�������� ���� ���� � ������ ���� ����	 ��� $��	 ����� �"��� � �����

	"��� ������� �� ���� �� ��� ��	 �		������ ��������	� ���������

��������� 	"���	 ��� ������� ����	 �	 ��� �	 �� ������	 ��� ���	�

$� ����������� 	����	�� ��� ���� �����
�� ����� �� ���	�������� 	��� �

����	�� ������	 �� ���� ������ �������� �� ��	� ���������� ������	��

��� ���������	�



�9�& �����	� �	 �	���
� �� &����� .� %��� �� �������� ��	 ��� ������
�

��� ��	 �����	 �� ���	� �	�� 
�� ��� ���	�����	 �� ��������� ������ ��

���	 	���������

!� ��������� �	 �� ��� ��� ����� ������� ��� ������ 	"���	� $�

���		� �� � 9�& ����	�� ����� 
 �� ���
�� � ������ ���� ��

�� ������� ����� �� �� ����� �� ���� � �+,� ���� �� �� 	�� ���

$� �
	�� �� ������	 ��� ��� 	�� ����� 
�� ��� �� �������� ��� �� ���

��� 	�������� ��� ��������� �� ���		��� # 	�� ��������� ��	 ��

��� ��� ��� �� �� ���	� ����� *��� ��� ��� ��� �� � �������� ������

�	 �� �������� 9�� ����� �������� ��� ��������� �� �	��� ������ ��

���	�����	 
��� 	������ � ����� ������ �� ��������� � ����	���� �����)

�	�� 5����� �� ���������	 �� �� ��� ��� ��� ���	 ��	 ��� �� ���

��		����� ����� �� �� ���������	 �� �� ����� ���	� ������� ��� ���


 ��������� ����	 # ��	���� �� ������ # ���� �� ������ 	�� ���	���)

�
� ��	���� ���� ���� �� ����	�������� 	���� 	���

����� ���� ���
����� � �+,� ���� ��	 ��� �������� ��� �� ����

������� ��� ���������� ���
�������	 ���� ��� 
 # ��� ��� 
� # ����

���� �� �
���� ��		�)	������ ���		��� �� �� ����	�� �� �� ������� ��

��		�	 �� ��� ���	 �� ����� ���� �� ����� ��������� 
 ���		�� ���� ��

��	 �����	 �� ����� �� �����	 ���� ��� 
� ��	��		� �� ����� ������	

�� ������� �� �� ������������ �� ���������� �����������	�	 �� �� ��� ���	 ��

������� 5� �� � �� �����	�

�' �� �� ������� ����� �� �� �� ��� ���� ��	 ��� 
� ���������-�� �

�+,� ���� �� ���� �� ��� 
 ���
��� ���� � ������� ������� ���� ��	

�� 	�� ��� �� ��		� 	����������

�: �� ���� �� ���	����� �� ���� ���1��		� 	��������� �� � �������� �� ��	

�������� ���� ������� ���������	� �� ��� 
 ���
��� ���� � ������ ��

	��� �	 ���� ������ �	 �	� �� ���� ��	����������� �� �������	 ������ �	 �	�

�� ���� 
	 �
�� � %������ �����������	 �� ������ ��	 ��� ���������� ���	 ��

������ �� �	���
� �� &����� ';�

�; � ������� ��� 
 ���
��� ���� � ��� 	��� �	 �� �� ��� �� �

	�
���� �� ��������� ����� �+$� ����� ���� 	���������� ����� ��� ��� ���

�� ����� �� �	 ���		�� �$� ��	��� �� ��	 ��� ������ ���� ���� �� ��

������ �� 7 	�
����� ���� �	 ��� ��� ��� ����� 	� �� ���� ���� ����� �� ���	 ��

����� �� �	 ���		�� 

�( � ������� ��� 
 ���
��� ���� � �� ���� ���	 � ���������� ����)

��������� �� � ���������� ��� ���� � ������ ������� �� ���	 �	 �� �	�� �� �

��		�� ������ ������� 
� ����������� �� ����)��� ��� ����� ����

������ ������	�� ����� �� �� ������� �� �� ��� $��	 ��� �
����	�� 



�� ������ ������������ ��� ��� �����	������ ���



3'
5'

3'
5'

5'
5'

Gene transcribed in
reverse orientation*

Gene transcribed in
native orientation

Antisense mRNA

Sense mRNA
Hybridization of sense and
antisense RNA reduces
translation

Promoter

5'

5'

Failure of
ribosome
binding?

Ribonuclease
degradation?

��	��
 ���� ����	�	 3,�

��������	�� ���� � 9�& ���� �	 ��� �	 ��	� �� ��	��		��� �� �������)

������ �� &����� '( �

�8 ������������ ��� ��� ������ � ���	����� ���� ������� �������������

���� �� ��� ��� �� ������� �	 ���		�� $��	 ��� 
 ��� �� � ���
� ��

���	� 9�� ��� ���� �� �+,� �� �� ���	� ��������� 	� ���� �� ������	 ��

�	�
��	�� �3,�� ����� ���� 
��� �� �� ����� 	���	 ��� ���� ��	 ����	��)

���� ������ '0�: � $� ��	��	 ��� ���	 ���� �� ��� ����� ����	����� 
�� �� �	

������� ���� ���� ��
�	��	 �� ���
� �� 
��� �� �� ��
��� 3,�� �� ����

�� ���
�)	������ 3,� �	 ������ 
� ��
������		� * ���� ���	��� ��

����������� �� ���	 �������� �� �� 	����� �� ����	���� �����	� ���� �� ���	

�������

������ �������� 
�	���	�� �	�������

$��	 ���������� �������� ���� ������
� �� ���� �	 
�	� ��� �� �� ������)

������ �� ���������� ������-� ��	 �� �
���	� 
�� �� ���	 ���� ��� 
 �����

�� ������� %�� ���	 �� ���	 ���� ���� �� ����� ������ ��� 
 ����� ��

������� ��� � 	���� ���� �� 	�� ��		� ��	 ��� ��� ��	 �� 	��
��	�� ���� �
	��

����� ��� 
 ��������� ���������� ������� 	���� 	�
������� ������������

�� ������ ���	 �� ������ ��	 ���	���� �� ������	 ������	 �	 ���	����
��

�	�� ���� ����������� ��	 ���� � ������-� ��� 5����� �� �������������

�� 	��� ���	 �	 ��� �	����� ���	�
�/ ��� ������ 
 �	� �� ������ � ����

������� $��	 �	 � ����� ������	� �� �� 	�������� �� ���� �����	� ��� ���	

���� ������	 ����	 �� �� ������ �������� ������������ �� 	���� ����
� ��

��������� ���� �����	/ 	��� ���	 �� 	��� �� 
 ���
����	�� $��	 �	 ��� �� �	 	�

��� ���������	�



�	� �� �������� ���� �����	 �	������� ��� 
� ������ �������	� �� �� 
�

	������� ���� 
	 �
��� ��� ������	� �� �	 ��	� ��� ��� ��	 	� ���� �������

��� +���� �� 	��� ����� ��	 � ����	������� ���� �� 
� �������� ��		�
��

������� 	�� �������� �����"�	� �� ���	 �� ������������� �� 	�� ���	

���� �� ����� �������

!
����	��� ���	 �� �� ���� 	��� �� ������������ ���
��� 	���� ��� ��

�������� �� ����� ���� ���� ���	 �� ��� �� �� ����� ���	/ ��	 �� �����

�	 ������	
� ���� ����� �6% ���	 � �� ���	 �� ��������� ��
��	����	� 	���� ���

���
 ����� �� ������ ��� � ������ ����� �� ���/ �� 	��
��	��6% ��� ���	 ��

�	� �� �	 ��� ��		��� �� ����	� ���	 ���� �
���	� $� ������
����� �� ���	 ��

������� ����� ��� �� ��	� 6% ���	 �� � ��� ���� ���	 ���� ���� �� ��

�����"�	 �	���
� �� ����� ������	 ��� 
 ������ # �� ����������� ��

���	������� ��� ������ 	����
� �����	 �� �� ���	������ $�	 ����� �	�	�)

��� �� ����� ��������	 ���� �� ��� ���� �� �� ������ ������ $��	 �	

	������ �� ����
����� 	������ ��� ���	���	 �� 
������< ���� ���	 ���� ���

	���		����� �������� �� ����	�� ���� 	������ $�	 	���� ���	 �� ���

������ ���� 
��	����	�	 ��� �������� ���� � 	������� ����� ������ '0�; �

Chimaeric, heterozygous mice

Homozygous mutant mice

Fertilized
mouse egg

Blastocyst

Mouse ES cells in culture

Mutated ES cells

Foreign
DNA

Implantation in surrogate mother

��	��
 ���� 6�
������ 	��)��� ���������


�� ������ ������������ ��� ��� �����	������ ���



$� ������ ���� 
 ��������� 	��� �� 
��	����	� ���� 	���� ������� 	�� ��

�� ���)���������� ���	� ��� ����-����	� 	��� �������� ���� �� �� ��

������	��	 ���� 
 ������ %�
	"��� 
����� ��� 	������ �� �� ������

���� ��� ��	 �� 	��
� ����-����	 ������ ����

� ������ �������� �� 6% ��������� �	 ���� �� �����	 �� ������������ ��

�� ���	����� �� �� ������ 	������ 	�� �� �� ��	� ����� $��	 �	 ��� 
�

��������� ��� 	"���	 ���� �� �������� �� ��� ���������� ������� �����	 ��

� ��	� ������	��� =�	� �	 �� ������ ���	�	� ����
������� �� ��	 	��	

���� ����� ���� � ������ ��"����� ������ �� �� 	������ ��	����� �� ��

����	�� ������ �� �� �	��� ���� # � ����		 ����� �	 ���������� ������

�
	��
�	 ������ '0�( � $� ��	�� �� ����� �������� 
 ���������� 
� �

	����
� ����� ��� 	� ���� � ��� 	��� �� ���	 �� ����� �� ��	��

��	 
��� �������� ���� �� ������	��� 5����� �� ��	 �� 
 ���)


�� ���� �� ������ ���	 ������ ���������� �� ����	������ +,� �����	 "���

��"������ 	� �� ��� 
 ��		��� �� 	��� � ���
� �� ����	 �� ���� ��

���� �� ���� ��	 �� ��	�� �� �� ����� ����� $��	 ��� 
 ��� �	��


� ��������� � 	���� ����� �� �� �� ���	������ ���	�� �� ����� ������


� �� ���������	 	"���	� 3����� ���������� �� �� ����	������

+,� ����� ��� �� ���������� �� �� ���� ���	������ ���� ����������


� ���������	 ����
������� ���� ���� ��	�� �� ����� 
��� ��

��� ����
������� 	��	 �	 ����� '0�( � $� ���	 � �� ������� ��� ����

������ ���� �� 	���� ����� ���� �� ���	������ ��� ��� ���	 
 �	���

���������

Homologous
recombination

Insert  integrated at the chosen site-
second marker is absent

Sequences homologous to chromosome

InsertSecond
marker

Chromosome

Recombinant
DNA construct

Second
marker

Non-specific
integration

InsertSecond
marker

Non-specific integration

��	��
 ���� >� ��	����� �� � 	������ 	��

��� ���������	�



������ �		 ��������


6% ��� ��������� ���� ���������	 ����
������� ��	� ���	 �� ��		�
� ��

��� ���� ��� � ��� 
�� ��	� �� ������ ��� ���
�� �� ��	���� ��� �� �� �
��

�	�������� �� ����������� � ����	�� ���� � 	������ 	��� ��� ����� �� ���)

������	 	"���	 ����� 
 �	���� 	� ���� ���������� ���� ��� ���� �� �

���� �� �� ���� ���� �����	 �� �� �� 
 ���� ���		� ������� ��	����)

��� ��� ���� ��	� 5����� ��	������� �� �� ��� 
 ������ ���� �

���� �� ��� ��� � ��� ����� �� �� � ��� 	������ ���� � ����	���� ���	�����

�	 ������� ���� �������	 �	�	���� �����	� ��� � ���� �� �� �� � ��	� ��

��������� ���� � 	������ ������������ ���� $��	 ����� 
 �� ��	������� ��

�� �������� �� ������������ �� � 	��� ����� ���� �� �� �� ������ ������ ��

�� ������ �� ���� �� �� ��� �� �� ��	��� 	���� �� ����� '0�8� �� �����

�� �	 ��	����� 
� �� ������������� �� � 	�� ��� �$��	 �� ��	 ��	 ���


���	 �� ���	 
������ �	�	���� �� �������� 
�� �� ������ ���	 ������

����������	�� ����
������ ����� �	 >('4 �� >������� �	 �	�� $� �	������

���	����� ���� ������ ��� ���		 �� ����� �� # � ��� ����� � �	����

��� ������ $��	 ������� �	 
�	������ �� 	�� �	 ���� �	���
� �� &����� '(

��� ������ �������� �� 
������� ?����)��� ��� ��� 
� �
	������

������� �� ���������� �� ���� �������� �� ���� ��	� $� ����� �	 ���

������� ��	 �������	� ������ $� �
	�� �� �� �� ��� 
 ����� �� ��

�
���� ������������ ������		��� �� ���� ��	 ��� �����	�� ��� ��

�
	�� �� �� ������)��� ��� ���	 �
	������ �� ��������

Chromosome

Chromosome

Homologous
recombination

Recombinant
DNA construct

Mutated portions of the target gene

neo

Disrupted target gene

Select for G418 resistance

��	��
 ���� >� �����)���	< 	�� ���	 ��� �� ����������	�� ���	�������	���	 ����

���	 �	�	���� �� ������� ��� �� >('4 �>������ 


�� ������ ������������ ��� ��� �����	������ ���



�	 �� ��������� 	������� � ��� ����� �	�
��	�� ����	������ �� �����

���		��� �� �� ���	 �������� �� �� �3,� ������	 ���� ������

����	������� $��	 �	����� ����	� ����� ���� �������	� �� 	����	�	 �� ��

������ ������� ��� ��	 � �������� ��� �� �� ������ �	 &����� '. �

���� ���	 �	�������� �� �� �������	 ���� ��� 
 �	�� �� 	����� 
 ����

���� ����	���� ��������� �	 ������ �����
� ��� �	���� ���� �� ��� ���

��������� �� 	������ �� �������	 �� �� �������� ��� ���������	���	 �� �

������ �� ������	� ��������� ������������ ���� ���	� ��	����� ��� -
����	��

* ��� ���� �� ���� �� �� ��������� �����������	� ��� ��� ��������� �� ��	

�����"�	�

������ �		 ������ �	�������

��	� ��	�		 �� ��� ���	� 
� �� ������ ��	������� �� �� ��������� 
��


� ��������	 ���� ���� �� ���� �� ����� $��	 �	 ��� ���� 
���	 � 	�����

�������� �	 	����	������� ��� ����� �� ����� ���� � 
���� ��� 
�� ��	�


���	 ��	 ����	 �� ��� ����� �� 
 	�
�� ��� �		 ����� �� 
 ������

%��� ��������	 ��� 
 ��������� 
� �	����
	 ���������� ��� �� ��

��� ���	 �� ������ ���� �� ����� ��� ����� ��������� ������ ����	

�� ��	�	 �	 ��� �� ���� ��������� ����������� �� ���	 ���������� �� ��

��		����� �� ��	� ��������� ��� $� ������ �	 ��������� �� ��� 	��������

��� � �� ��� ���� �� ��	 � �� ��������� 	� �����)��� ��������� �	 ���

����������� 
�� ����� � ���� �� �������� 	������ �����	 ���� ���� ���

!� ��������� ����� �� �� ����������� �� �����)�� ��������� �	 ��

���������� �� ���	 	�����	 �� ����� �������� �������	 �� 	���������� ��	

��� 
� ������ ����� �� ������ �� 
 ��� 	������ ��� ���� �����

"�������	� $� �������� ���� �� 	��� 	�����	� ��� ����� �� �� �	���� ��

�� �������� ���1�� ������ �� �� ����	� �	 �
����	�

$� ������� ��� ��������� �����)�� ��� �	 ��� 	������ �� ���� �	���
�

�
�� ��� �� �����)���	� �� �� �� ������� �� &����� '( ��� ������

�������� �� 
������� $� �	���
� ���������	 �	 ��������� ����

�� ����	 �� "�	����� �	��� 	��)������ ������	�	 �� ���� �������	

�	���
� �� &����� '8� ��� � 	����
� ����� 	��� �	 �� 	�� �� �	

�
�� �	 ��	��� ���� �� ��������� ������� 5��������	 ����
������� ����

��� �	��� �� �� �������� �� �� ������	���� �� ���� �� �������

	"����

������ ����������
 �� ���
�	�� �����


������ ����������� ���� �	 �� ��	� �	 ��������	��� �	 �� ������ �	 �� �	 ��

����	���� ��������� ��� ����������� ��������� ������	 	��� �	 ����� ���

��� ���������	�



	��� $��	 	����� 
 ��� �� ��	������ &���������� �������	 �� ����

������	� 	��� �	 ���� ��� �� ������ �� ���� ����������� ��� 
� ������)

���� 
� 	���� 
����� ��� ����	���	 �� ���	� �	������ �� �� 	������-�


��	 ���� � 	 ����� ���� 
�� ����� �	�
���� �� ���� �������� ���	���	�

�����	� ���	 
���������� �� ���� �	��� �� ����	���� ��������� �	 ��

�
����� �� �������� ���������� ��	� ���� ���� 	����	� $��	 ���	 ���� ��

������	 ��� 
 �	� �	 � 	���� �� � ������ �� �	��� �������	�

!� �������� ���� �	 
��� 	����� �� ���������� ������	 ��������� ��

������ ��	 �� � ������� ���� ���� 
 ����� �� ������� ��		�� 	��� �	

�� ��	�� �� 
��)��������
���� �������	� &��	"������ �� ������ ���)

���� ���� 
 ������� �� ���� "�������	 �� ����� $��	 ���	 �� ���� ���

���� ��� �������� �� ���� ��	�� ���� ������	 ������	� 
�� ��	� ��� �� �	 ��

����� �� 	�� �	 
��������	 ��� ��������� ���� ������	 �� ������	 ����

������	 �		� $� ���������� �� ��������������� �	��� ������	 
� ����

������	 ��	 
� ���� @��������A� $��	 ��� ���� 	�
	������� ��������	

��� �� �	 �� ����
����� 
������� ������	� �� �� ���	� ����� �� �����	 ��

�� �� 
���� ��� ��� ���	�� ����	�����)	��� ������	� �� ��������� �	���

������ ��	�	 ���	 ���� �� ������� �	 ����� �� ��� �� ���������� ��	�)

����	�������� ������������	� ����� �	 ���� ��� �� ��	 ��� �������	 �
�����

���� 
�������

3���
����� �����	 ��	� ���� ���	����
� �������� �� ���	 ���� �	 �)

	���
� �� �� ��������� 	������

���� �����	
��� ������ ��� � 
�� ������������

2�������� ����	���� �����	 �	 � ���� 	����� ������� �	 ����� ���	� �����

������ ���	� �� ����
����	�� �� ���� ��		� ����� ���	 ��� 
 ����� �� �������

��� ����������� ��� ���� �����	 ������� ���� ��	 ���������� ���	 #

�������� ���	 �	 ��� �	 �	� ��� ������������	 �����	 ��� ���			 � ����� �	

���������� �	 ���	 ������	 ���� �� �� ����� ���� ����	� $�� �	 � ������ ��

���	 �� ����������� +,� ���� ����� ���	� ��������� ��������	� ����	����)

�����1�������������� �������������� 
����	���	� ��� ����	�� ���� �����������


�� �������
�	��

��� ��������	� ����	���������� �� ����� ��� ���� �	 ���	�� ���� 	����
�

�-��	 �� �
���� ��������	�	� $�	 ���� ��� �� +,� "��� ������� ��� ��

�������� ��� 
 ������� 
� �� �	 �� ������������� �	 &����� . � �� 
�

��	��� ���� +,�)���������� ����	��	� ������������� ������	 �� �����

�������� �� +,� ���� �� �����	 �� �� ����� ���� �� ���� �� 	�� ��� �	

��	 �	���
� �
�� ��� ������ ���	�

7����	���	 ������	 ������� ���� 
��	 �� ���� ���� +,� ��� 
��
������ ��

����� ���	 �� ���� �������/ ���	 �����"� ��	 ��	� 
� �	� ���� ���� ���	 ��

��� �	 ��	� �� ��	��		��� �� +,� ������	 �� &����� '. � ��� �����	 �� ��	


��� ���������	 ������ ��� ����� �����	������ ���



�� �������� �� 
��� ��	� �������
� �� �
������ �����	� ��� 	� �����	 ��

���������� �� ��������� 	�� ���	 �� �����	 ���� ���������� ���	�

6��� �� �� �
�� �����	 ��	 
� �������� �	��� �� ���	 
���� ��

������� �� ������� ���	 �� ���	� $� ��	� ��	����� ��� �� ������ ������

+,� ���� � ����� ��� ������	 �� 
������� ����������
�� �������
�	�� ��

������ ���	 ���		 � ��� �� ����� ������ ����� �	 � ����	 ����� $� �����)

���� �
����� �� ��	 
������ �	 �		������ ���� �� ��	�� �� � ��� ��

���	���� ����� �	 � �������
	���
	� �$� ���	���� $� ������ �	 �������


� �� ����	�� �� ���	��� +,� ��� ��� 	���������� � :; �
 ������� �� ��

���	���� ����� �	 $)+,� ���� �� 
������� �� �� ����� ���	� ��� ��


���	 �������� ���� �� ����� ������	���� +,�� $��	 ��� 
 �������


� ������� ������ ��	 �� �� �� ���	��� �� 	��� � ��� ���� �� ��	

������� �� ��	� ����	���� ���� �� ����� ���	�

$��	 �	 �������� ��� ��������� ���� �� 	����	� $� ������� $� ���	���	 ��

��� ���� ���� :BB �
 � ��� 	� �� �	 ��� ��		�
� �� ���� ��	 ������� ����

���� !� 	������ ��� ��������� ���	 �	 ����	����� �� ����� '0�. � �� ���	

�������� �� ������� ���	����� �� � ���
 �	 ��� �� �� 
	������
��� �������

����� �	 � 	���� ���	��� ���������� � ���� �� �� $)+,� ������� ���� � $�

���	���� $� ����
����� ��������� ����� ��� 
 ����	���� �� � �����

���
�	� 
� ������������ *����� �� � �������
�	� ���� � 	���� ����
�������

��� 
��� �� ���������	 $)+,� 	"���	 �� �� ��������� �����

Cloning
site

Insert

Intermediate
vector Ti plasmid

In vivo
recombination

Co-integrate
Ti plasmid

E. coli A. tumefaciens

T

T T

T

Tbla

neo

Insert

neo

bla

T

��	��
 ���� 	�� � ������� ���	�������	���	� 	������ ��� �	�	���� �� >('4 ��

����� ���	/ ��� � 
��)�������	� 	������ ��� ���������� �	�	���� �� � ���
/ $ � $)+,�

������� ����	����� �� ����� ���	

��� ���������	�



��� �� �	���� $� ���	��� ���� �	��� �� �� ������������� �� �� ���� ����)

����� ����� ���	��� ���� ��$)+,�������� ��$� ���	����$� �������)

�� ���	��� �	 ��� �
� �� ������� �� � �������
�	�� 	� 	������ ��� ����
�����

�	�	���� ���� ��
� ������ �� �� 
������� ���	 �������� �� ��)�������

���	���� �������� �� � ��������� ��� �	��� �� �� ����	��		��� �� �� ��	 ����

�� ��������� ����� ���������� �� ����� ��	�� ���� �� ����� ���	 �����

���� �� $)+,��

3���� ���� �������� �� ������ ������ � �������
�	� ��� 
 �	� �� �����

����� ���	 �� ������ ��� ����	�������	 ��� 
 �	����� �� � 	����� ������

��� ���	 �� � ����� ������� ���� � ����	����� ��� ���� ������� �� �����

��� ��� 	� �� �� ���� 
 ������� �� �� 	�
	"��� ������ �� ���� ������

5����� ����� ���	 ������ ���� � ����)��� $� ���	��� ���� ��� ������

�������� 
���	 �� �� �������� ����	 �� �� $)+,�/ 
�� ���� 	����

	"���	 �� �� ��	 �� �� $)+,� ����� �� ��		��� ��� ����	��		��� ��

�� ����� ���	� $� �������� ��	 
��� ��	 	"���	 ��� 
 ������

�	������ �� �
������ $� ���	���	� ��� +,� ���� �	 ��	��� 
��� ��	 ���

	"���	� �� ���� �� �� ������ �������� ��	� ���� 
 ����	����� �� ��

����� ���	 ���� �� �� �
	�� �� �� ������	� �� ����� ���	 ��� 
 ����)

��� ���� ����� �����	 �������� �� ������ +,��

=�	� �	 �� ������ ����	��	�	� � 	����
� ���
������� �� ������� ��� ��

�	 ���	� �� ���		 �� �� �� �� �	��� �������� ��� "�������� !� ���)

���� ���� �	 �	� ��� ���	 �����	 �	 ����� ���� �� ���������� ��	��� ����	�

&������ ��������� ��������� ������� �>� �����	 �	 ���� 	����� ���� >�

������	 ���� ��	�����	������ �� ��������� ����������� �� ���	 ���� ��	 ���

���� ������� ��� �	 ������ � �������

!� �� �� �����������	 ���� ��	 ����� � ��� �� ��
������ �	 �� ����������

�� �����	 ���� �� �	�	���� �� ��	�� ������� $��	 ��	� �������� ������	 ��

��	����� �� � �� ���� �� 
������� !��
���� ����
	�
�	�
� ������ ��� ��

��	�������� ����� ����� �	 ������ ���	����	 �� ������ �����	 �� ��	��	� 6�)

��		��� �� ���	 �� 
� � ����� ���	 �� �	�	���� �� ��	�� ������� ��� ���	

	�
	��������� ����	 �� �� ��� 	������� �� ���� ���� ��	������	�

$� 	���� ����� ��
����-� ����������� �	 ���� �� �	�	���� �� ��
����	

������������ ������	�� � $��	 �	 ���� �����	� ���� ��	������ �	�	����� 
��

�� ��		 �� "��� �������� 6���		��� �� � ��
����)�	�	���� �� �� � ����

����� ��
�	 �� ����� �� 	���� �� ���� ���� � 
����)	������ ��
���� ��

������� ��	�

������ �		 
���������

�� �������� �� ������ ��	 �� �����	� �� �	 ��		�
� �� ��������� 	������ �����

��	� �� ������ ���	 ������	 �� �	 �� ����)	�	 3,� �	 ����� '0�' 

����� ���� �� �����)���	� $� �������� �� ����	�	 ���������� �	


��� ���������	 ������ ��� ����� �����	������ ���



�	���
� ����� �� ���	 ������� �	 ���� �� ���������� �� �� ���	 �����)

��� �� �� �3,� ������	 ���� �� ���������� �� �� ����	������� ���)

����

!� ����������� �� ���	 �	 �� ������� �� �������� ��� 	������� �� ������	�

�� �� ���� 	���	 �� �������� �� �-�� ����������������	 �	 �������� $��	

�-�� 
���	 ���� ���������������� ���� �� �� ��� ����	 �� �� ������ ���

���	 	����	 �� ������� %������� �	 �	���
�� 
�� �� �� ��	 ��� ���� ��� �� �

	������ 	"��	�� ������� ������������ �� ���� �� �� ���������������	 ���

���� �� ������� �� � ���������� ��	��� ����	 ����� 
�� �� �� @�����A

����������� ������	 �� ����	�	 3,� ����� 
���	 �� �� ������ ������)

���������	 �3,� ��� ������ ����	 �� �-�� ���	 �� �� ������ 6�����

�-�� �	 ��� �� ����� � ������� 	�������� 
�� �� ����� ��� 
 	���� ��� �

���� ����� ����� 
��� �� 	����	�

$�� �	 �� ������ ��� ������ �� ���� ������������	 ���� ��� 
�

���� ��� �� ��	� ���� ���� ��� �������� $��	 ������	 ��	 ���� �����

������� �� ����������� ������	 	��� �	 ���� �� 	���� �� ��	 ������ ��	��
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