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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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Nicked, open circular plasmids
formed by single-strand breaks

Linear molecules
formed by double-strand breaks

Supercoiled plasmids,
native form, covalently closed circles

Slower than supercoiled or linear
DNA of the same mass

Size dependent, with
different mobility

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

B
�� ��� �
������� �
� ���� ���
����� ��� ������)�����
�
 ��
 �� �
��

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

�� ����� ����� ���
 �	����� �
���
�����
�� �� 
�������
 �� $��	��� 2 ������)

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

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

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

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

���
�
�
 ������ �
 

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

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

����� ���
����	%� ��� �������
�����	�

A�� ������
	�
����� �� ���
 �� ��	
����� �

� �� ��� 	���������
� 
� � �	������

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

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

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

+��� ��� ��� ����� 
� ��� ��������������
� ��
 ����� �������� �!��	���� �


	�
���� �
������ ��
� ��� ?@ ��
����
� ��� ���
��� ���� ���
 �
 �� 	������


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


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

��� �
� 
�
���	��	�
��� �#



� ������� ��	 
������ �
�

��� �����	
�	�� 
�����
������

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

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


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

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

� 
����� ��
�� ����	 ���	� �� ���� ���
�	 ! ���� �	���� �� ���� ���
�	 " ����

�	�������	���� �� ����" ��	
���
	 ��� ������ �� ��� ��
�� ���
�	�
 ���� �� ����!�

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

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

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


�	�� ���
���	
��� ���
��� �� ���
��� ��
�� �����	� $������ %�&'� ��� ����

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


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

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


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

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

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

����
 ���� )� ��� �������	� ���
�	 ��������� 
 ����������	*��
����
���	 ������

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

�������	
	�� ���� �� ���� ����

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

��	�� �� 
��� 	�� ��	��
�� �������� ��
���	��� )� �����	���� �������� ��+��	��� �	

��� ��� ��� 
��� 	�� ��� ����� )	���

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


���
	��� ��������� 
� �
� 
� % #�� ������ ���
#�	� ��� ��� ���
	
� ,	�����

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


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

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

-
��	� ��' �������� �
���� ��+��	���


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

���	 �	����� ��� ��� ��� 
� 
 
���	�
 
���
	�� $���
��� �	�� 
 ��� �
���' 
�
�

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


���� ���� 	�� �� ��	��
���
 ��������

From Genes to Genomes: Concepts and Applications of DNA Technology.
Jeremy W Dale and Malcom von Schantz

Copyright  2002 John Wiley & Sons, Ltd.
ISBNs: 0-471-49782-7 (HB); 0-471-49783-5 (PB)



Chromosomal
DNA is protected

by methylation

Phage

Restriction
endonuclease
attacks incoming
DNA

Chromosomal
DNA

Degraded
phage DNA

�	���� ��� .
��������
�� ����������	

����� �����	���
�

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

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

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

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

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

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

��
��� 
	
���)����))� 
	


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

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

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

/��� � 
����� 
�� ����	 �	 .� %�&� �������� ���� ����� �����	����	 ���

+��	��� 
	
 ��� �������	 �� ��� ���� 
� ����� ���� ���
# ��� ���� 0	� �� ���

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

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

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

�
#� ��� �	���� ��
1�� ����� �
� 
 2��
�� �����	����	 ����� 3��!� )� ��


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


�� ������� ��� 	
����� ���



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

,	���� �����	����	

����

������

�� �
���

,	
�

��	��
��


0����	
� ������ �� �	����

����) 3*����! 4 %� ����#� �	��������� ���� �5&1

���6) 3*3��!! 4 %� ����#� ������
	 ��������
�������	 6

���)) �*3��!� 4 %� ����#� ������
	 ��������

�	
) !�3!�*3 4 1� ����#� ����������� 	

��
��

���) !*!!333 4 %� ����#� ���
������	 ���������
�

���) !!!*333 4 ���	� �����
�� �����	���	

��
1� *3��! 2 %� ����#� �
�����������
	 �
��
	 1�

��
) �3*!� 2 ���	� ��
������
�� �

�
	

��
) 3!*33!!3! 7 %� ����#� �������� �
�
���	�������
�

���) �����*��� 7 1� ����#� �	�
������	 ����������	

0	�� �	� ���
	
 �� ��� �����	����	 ���� �� ����	� ���� 
 ��
�� $*' �����	� ��� �������	

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

����	
 ���
	
� ��

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

���� �� ��� �
�� 
� ��
� ����	� ���� ��� ������� ��������	� �� %��3����!�1� ��

��� %��3����!�1� 
	
 ���� ���
	
� 
�� ��� �� ����) ������	 3 
	
 ��


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

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

�	 ���� ��
	�� ��
� ��� 	� � �
�� �� 
	 �8 ��� ��
	�� �� �
��	� ��� ��+��	�� 3�

�� ��� ���
��� �� ��� ���� �� & �	 29 $& �	 &4'� , ��	
�	� ��� 
�����	�� ���

��
	�� �� ��� ��+��	�� 3�� �������	� �� & �	 21� 
	
 ��
� �� ��� 2��
��

��+��	�� 3��! �� & �	 22� �� & �	 9%4� /� ���� �	���� $
	
 
	� ������ ���� 


2��
�� �����	����	 ����' ����
 ��� ��� $�	 ����� 
��������	�' �	 
���
��

����� 22 �
���� 
	
 �� ����
 ��	��
�� 
 ��� �� ��
���	�� ���� 
	 ������� ���� ��

9%4 �
���� ��� 
���
� ����� �� ��� ��
���	�� ���� �� 
���������
 +���� ��
��� �	

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

����) $3����!' ����
 ����� ����� 24 �
��� $�� 2:;4 �
���'� �� ���� ����

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

1:: 
��	� 
��
� 
	
 ����
 ��������� �� ��
�
 ��� �� 
 ��� ��+��	�� �� ;::

�
��� �	 ��	��� $��	���	� ��� �������� �����	�� �� �	���	�'� /� 
 ������
��

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

0	 ��� ����� �
	
 
 �
�����
� ��	��� �� ����
�� 2� &:4 �
��� $2<�' ����


��
 ���������
� ���
��������� ��



�� � �����
 $����	 ��� �
�� 
��������	�' �� �� ��� �	�� 
���� &::: ��
���	��

�� 
	 �	���� ���� 
� ����)�

0� ������ ��� 
��������	� �	 ���� �
����
���	 
�� 	�� 	�����
���� �
��
�

�������� �� 
�����
 
	 �+�
� ���������	 �� 
�� ���� �
���� )� �� ��	��
��

���� ���
	
� �� 
 
���������
	
�
 ���� ��� 	����� �� 3 
	
 ! ����
��� ��

�+�
�� ��	�� ��� ����� 3 �	 �	� ���
	
 ����� �� 
 ! �	 ��� ������ 
	
 ���� ����
�

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

$���� �+�
���� �� 3 
	
 !� 
	
 �� � 
	
 �� 
��� 	�� 
���� �	 ��� �
�� �
� ��

�
�� ���
	
 �
#�	 �	
���
�
��� ( ��� ���� 
�� �	 �
�� ���
��� 	�
��� �
�
	��
�'

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

	����� �� 3�! �
��� �� ��� 	����� �� ��� ����
���� ���� �� �����	��

� ������
 
� ��� �����	�
�� �� $3�!'� �� 3!=� ���� �
�
����� �
	 �
��

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

��� 3! ��	��	� �	 
���
��� %:= � ��� ����� ��������+��	��
 ��	���� �
	�� ����

1>= 3�! $�
����������
	 �
��
	' �� >9= 3�! $�
���
�����	 ����������'� ���


	 ���
	��� ���� 
 ���� ���������	 �� 3�! �
��� �	 ��� ���� ��� ���
����


	����� �� ����) ����� $3����!' ���� �� ����� ��
	 �	 ��� �
����
���	 
�����

������������ ��� ��+��	�� �� �
��� �� 	�� �
	
��8 ��� �
����� ��
��	� ����

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

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

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

�� 
	������

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

��� �� ������
���	 �� ��� ���� ?� �
�� 
���

� ���	 ��
� �
�� ����������	

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

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

������
���	 �� ��� �
�� ��+��	��� )	 


����	� ���� �
���
���� ���
�	� �� ��

���� ��	�
�	 ��� ������������� ��� ��������
	����
��� $������
���'� ��� �
�

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

�	�	� ����
��� �	 ��� ��+��	��

3��!� ����� ��� ��� ������
�� ��
����� ��� �	���	
� ������	� �	 ��� ���

+��	��� !!�33 
	
 !!�33� <�����
���	 
� ����� �������	� �
� �
#�

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

��	�
�	�	� ����� ��+��	��� $��� .� %�&'� <�������
	����
��� 
��� ����� �	

��#
������� ������
��� ��� !�3 ������
�� ����� ��
����� ��� ������	� �	

���� ����� ��	�
�	�	� ��� 
�	�������
� !�3� �������� ����� 
�� 	�� #	��	

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

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

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

$<���� <��.!� <��' ��
� 
��
�# ��� ��
� �� ������
��
 
� !�3 ������ 
	


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


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

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

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

�� ������� ��� 	
����� ���



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

�� �
�� ������ $�� �	 ���� �
��� ���� �
���' ����� 
�� 
��� ������
	� ����� ���

�	����� ��
� ��� ���	 ���� ���+��	���� ���� 
� ��
) 
	
 ���) $��� .� %�&'�

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

$�	 
���
��' ����� 27 �
��� $
���� 4% #�'� ��� ��� ��+��	��� 
�� �
� ����

�
	
�� $���	� �������
 �	������ �� 3�! �� ��� ������������' �� 
 ����	

��� ��+��	�� �
� �� 
�����
 �� ��	�
�	 ���� ��� ����� $�� ���	 	�	� 
� 
��'

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

����� �
���� ��� ����
 ����

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

�	����� �� ��� �������	 �� ��� ��� ���� �����	 ��� �����	����	 ��+��	��� )	 ����

��	�� � �� �����
 �� 	���
 ��
� ���� $��� 	�� 
��' ����������	 �	
�	����
��

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


����
��� � ����
� �
��	
����� ��� � 
���� @�


�A ��

� ��� �
�� ���� ����

�� ����� 
� ���� ����� �� ����� � ����������	 ���� @�
��	
����A� ���� 
� 3����!�

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

 �	 ���

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

�������� 
�������	�� ?��	 �� ����� 3����! �� 
�� ���#�	� 
� ��� ��+��	��

�� ��� @���A ���
	
� ����� ��	� %� �� 1� ���	 ��

 ���� ���� �� ����� ( �� ��

�����
 ����� ��� ��+��	�� 
� %�3����!1�� 0	 ��� @������A $��������	�
��'

���
	
� �� �
�� �� ��

 ���� ����� �� ���� �� ��� ��� %� �� 1� ��+��	��� �����
����
 
��� �� %�3����!1� $��� ������ %�9'�

?����	 ���� ��+��	��� ��� ����������	 �	���� ����) ���� ��� ��� ��� ���

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

���� �
��� �	�
���
 
� ��� %� �	
 $������ %�1'� ����� ���� �
��� $����' 
�� ���

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

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

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

�	
�� )� �����
 �� 	���
 ��
� ��� �
�� �
���	� �����
 ���� 
 ��+��	�� �� ����

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

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

G
G

A
A

A
A
T

T
T

T
C

C

5'

3'

3'

5'

�	���� ��� ��

�	� 
 �
��	
����� ��+��	��

��
 ���������
� ���
��������� ��



AAT TC
G

G
G

A
A

A
A
T

T
T

T
C

C

A A T T C
G

A A T T C
G

AAT TC
G

A A T T C
G

Cut
site

Cut
site

5'

3'

3'

5'

EcoRI cut fragment
from another source

Mix and anneal

Sticky ends
annealed
ready for ligation

�	���� ��� /���#� �	
� ��	��
��
 �� ����)

�������� $��� �����'� ������������� ��� ������
 ��������	��� �� ����� �	
� 
���

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

/��� �	������ ���� 
� �	
)� 
��� ���� �������� �	
�� ��� �� �����	� 
����

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

����#� �	
� ���� �	�
���
 ��	�������
	
 ��+��	��� 
� ��� 1� �	
� �� ��� ��
���	�

$������ %�2'�

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

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

�	�� -��	 �������� ��
���	�� ���� ����
����� �	
�� /� ��� ����) ��
���	��

�
	 �� ���
��
 �� �
�� ������ �� ��� ���6) ��
���	�� �
	 �� -��	�
� ��� ���

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

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

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

�����	��� 
������	� ��+��	��� $��� .� %�&'� ��� ���� ���� ��	��
�� ��� �
��

����#� �	
� $���� �	�
���
 3��! ��+��	���' 
	
 ����� �
	 �� -��	�
�

<��� ��� ������� �
	 �� 
������
 �� ���	� 
	 �	���� ���� 
� ���)� �����

�����	���� ��� �� �
�� ��+��	�� !!!333 
	
 ���� ���������
��� 
� ���

��	��� �������	 $��� ������ %�2'8 �� ��	��
��� ���	� �	
�� ����� 
������� ����

�� ������� ��� 	
����� ���



Pst1 AT CC G
G

5'

3'

3'

5'
3'

5'

G
GA T CC

5'

3'

3'

5'

G
G

A
A
T

T
C

C
C G

CG

5'

3'

3' Sticky ends

Sma1

3'

5'

5'

3'

G
CC
G

C
G

3'

5'

G
C

G
C

5'

3'

G
C

3'

5'

G
G

C
C

C G
CG

5'

3'

GC
G C

Blunt ends

EcoRI

5'

3'

G
A A T T C

3'

5'

3'

5'

AAT TC
G

5'

3'

5'

3'

G
G

A
A

A
A
T

T
T

T
C

C

3'

5'

5' Sticky ends

�	���� ��� ����������	 ��
���	� �	
�

���� �������	��� ���
��
 �
�� ��� 

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

���	���	
�
 ��
���	��

����� ��
�����
����

�	 


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

��
� �����	��� ��� �
�� ��+��	�� �� �
���� ����� 
�� #	��	 
� �	�	���!����	

$3���# �	�� �+�
�8 	 ��!�� �� �����'� )	 �
	� �
���� ������������� 	�� �	�� �
��

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

��+��	��� �������� ���� �
	 �� �� ���� ���� ��� ����	��
� ��
��	� �� 
�	A� 	��


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

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

� 
����� ���4%) 
	
 "��) ���� �����	��� ��� ��+��	�� 33��!! $������

%�%'� ��� ��� �� 
� 
 
������	� ��
��� ���� ��������� ��	��
�� 
������	� ����#�

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

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

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


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

��
 ���������
� ���
��������� ��



Xma1

Kpn1

Acc651

Sma1

3'

5'

5'

3'

G
CC
G

C
G

3'

5'

5'

3'

G
C

G
C

G
C

5'

5'

3'

3'

3'

5'

5'

3'

GC
C

G GC

3'

5'

5'

3'

G
GCC A T

5'

5'

3'

3'

G
C

CGG C

C
GG CT A

3'

5'

5'

3'

G
C

C GA T

5'

3'

G C
G

CT A

3'

5'

5'

3'

G
G

C
C G

G C
C

T A
A T

3'

5'

3'

5'

5'

3'

G
G

C
C G

G C
C

T A
A T

3'

5'

5'

3'

G
G

C
C

C G
CG

GC
G C

3'

5'

5'

3'

G
G

C
C

C G
CG

GC
G C

�	���� ��� )������������

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

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


��� ��+��	���� $5�� ����
 ��-��� ��
� ����� �	����� 
�� 	�� �����
��� @�
���

�������A� ����� �� ���� �� ��� ���# 
� ��� 
���
� ���� ����� ��� ���
# �� �

��

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

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

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


������	��'

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

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

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

�� ������� ��� 	
����� ���



���� 
	
 ��� 
�����
 ��
���	� � ����
 
	
 �������
 $��� !�
���� 2'� �����	
�

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


������
 ��� ��� ���
�����	 �� 
 ����
�� $��� !�
���� >'� �� �� 	���
��� ��������	�

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

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

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

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

B
��� �	 ���� ��
���� �� ���� ���# 
� �
�� �	 ����� ��� �	
� �� ���

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

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

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

�	�
���
 �	
� �� �� 
������	� 
�
� ��� ��	�������
	
�
 �����	�� ?� ���� 
���

��	��
�� ��� ��� �� ��	#��� 
	
 


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




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

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

?� 
��� 	��
 �� �� 
�
�� ��
� ��� ��
���	�� ��� ���
���	 �
	 �� ��	��
��


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

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


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

�	�� ��� $��� !�
���� >' �� ��� ������ �������� 
�������
���	 �� 
 �����	 �����

�� ��� �� C!� $!�
���� ;' 
	
 ��� ��� �� ��	������ ��� $!�
���� &%'�

��� �	���	��

�� �����	�
 �	 !�
���� 1� ��� 	� � ��
�� �	 ���	�	� 
 ��	� �� �� -��	 ��� ���

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

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

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

��� 	
���
� ���� �� ��� ���
�� �� �� ���
�� ��	�������
	
 ���
#� $	��#�' �	 ���

���
�(������
�� �
�#��	� �� 
 
���������
	
�
 ��� ��������� ���� 
� �
�

����� ������� 

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

�
��'� 
� ����


� ��� -��	�	� �� ��� ����� ��
���	�� ���
���
 
� 
 ��	��+��	�� �� ������
���	 ��

��� @�
���	� ���
	
A 
���	� ��� ������
���	� ��� 
����	 �� ��� ���
�� ��+�����

��
� ��� 	��# �����
 � ���� 
 1��06 ����� 
	
 
 %��������
�� $������ %�4'�

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

��� ������
�� �	 ��� %� �������	 �� ��� 
�� �������� ��� �	��
��� �
���	� �� ���
����������	 ��
���	�� ���� ����
����� ����#� �	
� �
	 ��������� �� ��	��
���
 
�


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

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

/��� ��� ���
���� ���� 
� �2 ��� ���
�� $�	��
�
 �� ��� �
��������
��

�2'� 
�� 
��� �
�
��� �� ���
��	� ���	���	
�
 ��
���	��� 
����� ���� ����

��� ������
� ��



Ligase ATP

PPi

AMP

Nick

P

P P PP

PP

P
OH

P P P

P

P

PP
5'

3'

AMP

P
OH

P P P

P

P

PP

P

Ligase-AMP

Nicked DNA

Nicked DNA is joined

�	���� ��� �����	 �� �2 ��� ���
��

�������	���� ����� ������ $	��
��� ��� �� ���� ��� ���
��' 
�� 	��8 ���� ��+����

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


����	 �� �2 ��� ���
��� ����� �� �� �
� ��� ���� � ��	������ ���
 �	�� ?� ����

����� �� ���� �	���� 
� �2 ���
�� $�� -��� @���
��A' 
������� ����� �� 
��� 
 $����

���� �����	�� ���
' �2 ��� ���
���

��� �2 ���
�� ��+����� ��C 
� 
 ���������
��� )	 ��� ����� ����� ��� ���
�� ��
���

���� ��C �� ���� 
 ���
��	� �	������<C ������ � ����� �	 ���	 ��
��� ����

��� %��������
�� �	 �	� ��
� �� ��� 	��#� ��
	������	� ��� �<C �� ��� ������
��

������ ��� ��	
� ��
�� �� ��� 
��
�# �� ��� 1��06 ������ �����	� 
 	�� ���
��	�

�������
������ ��	
 $���� �������	� ��� �	������� �� ��� ���
�(������
�� �
�#�

��	�' 
	
 ����
��	� �<C� ��� 
������� ��+������	� ��� ��� %��������
�� ��

� ������� ������
	�8 �� ������	� ��� %��������
�� �� �
	 �����	� ��� ������

��	�� �� �	�
	��
 ���
���	 $��� �����'�

�� ������� ��� 	
����� ���



����� "�
������! ��!�
�
� �
���
�
��

B��
���	 �
	 �� �	� �� ��� ���� �	���
���
��� $
	
 ����	 ������
��	�' ����� �	

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

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


���	� 
	
 
���


���	 �� ��� �	���� �� ��� ��� $�	���
�	� ���� �� ��� %��
������
��'� )	 


����	� ��� ��	
����	� 	��
 �� �� 

-����
 ��������� �� 
������

��� ������� ������� 0	� �� ��� ���� ��	��������
� �� ����� ��	
����	� ��

������
����� 0����	
���� �� �
� ��	��
���
 ��
� ��	�� ���
���	 �
� �	 ������ 


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

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

&:�! $�� ���	 2�! '� ����� 	��
� ��	� �	���
���	 ��	�� ��� �	���� 
������� ��

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

��	
 &4�!� ��� ���� �� �	��	��	��	� �	���� ��� �
�� 
 �����
 �
��� �
�� ��

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

�

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

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

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

��� $��
���������
� ���
���	'� �� ����
 � ���� �� �� �� � ������� ��	������

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

���8 ��� ����� ��� �����	�	�D ?� �
�� ��� �����	�	��E ��� ������ 
	


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


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

��
����	� ��
� �
	 ����� $������ %�>'� 
	
 �� 

-����	� ��� ���
���� 
���	�� ��

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

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

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

�
�� �������� -��	�	� $
	 ��
���������
� ��
����	'� ��	�� ��� �
�� �� 
 ��
����	

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


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

�� ��� ��� ��	��	��
���	�� $0� ��� 
 ��
����	 �	�����	� ��� ��������� �� ���

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

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


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


�	A� �
	�' ��
	 �	 ��� ���
�����	 �� ��� �������	
	� ������(�	���� ���
����

!�	�������� �	���
��	� �	���� ��	��	��
���	 ���� ���� �	���
��
 ������ �� �	����(

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

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

/� �� 	��
 	�� �	�� �� #��� ��� ����
�� ��� ��	��	��
���	 ����� ��� 
��� ��

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

��
� �
��� �����
 �� ��� �����
��� �� ����
 �
	�� ���� 1E& �� &E1� ���� ��
� �����


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


��� ������
� ��



InsertVector

Circular
monomers

Linear
dimers
(or higher
multimers)

Circular
dimers

Recombinant plasmid

�	���� ��� B��
���	 ( ���� �� ��� ����	��
� ���
����8 �	�� ��� ��

�
 ������� 
��

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

��� �	����� ��� � 
����� �� ��� ������ �� % #� 
	
 ��� �	���� �� %:: �
���� ���	 


&E& ���
� �
��� ����
 �	����� &: ����� 
� ���� ������� �� ������� 
� �	���� $����

%:: 	� �� ������ 
	
 %: 	� �� �	����'� !�	�������� ��� ��� �
�� % #� ������

��� 
	 �	���� ���� �� %: #�� �� ��� ���
 %:: 	� �� ������ ��� ����
 	��
 %��

�� �	���� �� 
������ 
 &E& ���
� �
���� )	 ��	��
�� �� ��	���� ��� 
���	� ��

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


���
� ��� 
���	� ���
 $�� ������' �� ��� ���� �� ��� ���� ����� ��$F 
	
$)


�� ��� ������� ���
 �� ������ 
	
 �	���� ��� ������������� 
	
 �F� �) 
�� ���

����� �� ������ 
	
 �	���� $���� �	 #����
���'� ���	 ��� ������E�	���� �
��� ��

$F��F�$)��)�

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

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


��	� ����
�� $��� !�
���� >'� B�

�	� ���� �	���� ��� �	�� ��� ���
���	

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

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

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

 �� ���������

�����

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


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

/� 

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

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

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

�� ������� ��� 	
����� ���



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

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

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

�� 
� 	�� �
�� �� ���� �	������ �	 

-����	� ��� ������ �� ��� �	 ��
�� ��

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


�#
��	� ������
�
�� �� ������ %��������
�� ������ $���� �����	��	� ����

����� �� ���
���	'� 
	
 �	 !�
���� 4 �� ���� ��	��
�� 
����	� �� ������ ��
� 
����

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

��� �����	�� � ��! �����

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


 %��������
�� 
� ��� 	��# ����� )� ���� ������
�� ����� �� ������
� ��
� ����

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

#	��	 
� 
�#
��	� ������
�
�� $���
��� �� ��� ������� �6' ( ��� ����

�����	�� ���
 �	���� �� �
�� �	�����	
� ������
�
�� $!)C'� ���
���	� �� ���

������ �������� ���� !)C ������ ���
���	 ���� ������ ��� %��������
���� 
	
 ��

�
#� �� ���������� ��� ��������
���	 �� ��� ������ $������ �	��
�������
� ��

�	����������
�' �� ������ B��
���	 �� ������ �� �	���� �
	 ������ �������� 
�

��� �	���� ����� �
� ��� %��������
���� )� �� �� ������ ������
	� �� ������ ��� !)C

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

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


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

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


����
��� 
� !)C ���
���	� �� 	�� �	������ ����
���� 
	
 
 ���# ����
�
���	 ��


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

� ���
 ������������ �� 
 ��	��
���


��� 
���� �	 �����+��	� � ������	��� )� ��� 
�� ���	� 
 ��
	

�
 ������� ���

�
	 ��� ��

���

� 
	
 �����
 
�����������
��
 �������

6������� ������� �	�������	 �� ��� ����
���	 $������ %�7' ���� ����
� ��
� �� ��

	�� +���� ��
� ������� �� �
�� -�	����	 ������	 ��� ��� ��
���	�� ����� 
��


%� 	��#� ��
� 	��
 ���
���	�� �� �	� �� ������ ��� %��������
�� �� �������
 ��

��� �	����� 
	
 ��
� �
	 �� ���
��
 	���
���� 6������� 
� ��� ����� 	��#� �����

�����
 �� 
 %��������
�� �	 ��� ���
��� 
	
 ��
� �
� ���	 ������
� /� ���

����	
 	��# �
		�� �� ��	
�
� 6�� �
	 �� 
�
� ���� ���� ����
���	D

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

�	���
���
 	��#� �	 ��� $������
�' ��� $�	� 
� �
�� �	
 �� ��� �	�����
 ��
��

��	�' ( ��� �� ���� ���
 �������� ���� ��
��� �� ������ �� ��� �
�� �
���	� 
��


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

�
��� ���
�	� ��� ��� ���
	
� ��������� )� ���� �� �
�	�
�	�
 ��
��� 
� 1>�!� 
� 


���������
	
�
 ���������

?��	 ���� 	��#�
 �������� �� �	���
���
 �	�� 
 �
�����
� ���� �� ��
	������


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


�	�

��� �������� ��
�������� ��



P OH

PHO

Phosphate group
removed

Dephosphorylated 
vector

Insert

Vector Insert

Ligation

Ligation G
AAT TC

A A T T C
G

OHHO

Nick
unligated

G
AAT TC

A A T T C
G

G
AAT TC

A A T T C
G

PHO

OHHO

G
AAT TC

A A T T C
G

�	���� ��� B��
���	 ( ������ �� 
�����������
���	 �� ������

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

������
��
 ������� 
	� 
����������

C���	��
��� ���� �� ��� ����� �������� ����� ���
�	� ?� ����
 ����� ��� �	����


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

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

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

,��	 ��� �� �� 
�� �
#�	� 
 ��	� ����
��� ���	 ��� ����������� �� ��������

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

��� ��

� C�����
�
�� ���
���	� �� ��� �	���� �
���� ��
	 ��� ������ ���� �����	�

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

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

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

�	�����
 ��� ��
���	� $��� !�
���� 4'�

��� "��#�� "	�����

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

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

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


����	� ��� ��+����
 ���	��

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

�	 ���� ��� �� 

�
�� ��� ��� ���'� )� ��� 
�� ������ ����	� �� �
#� 
 ��������

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


�� ������� ��� 	
����� ���



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

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

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

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

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

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


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

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

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

���� ��������
��
 ������� $��� !�
���� 4'�

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


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

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

��
��	� 
	��
�� <��� ��
��	 ������� �
�� �������� ���	�	� ����� $��� !�
����

4' �� ��� �
	 ��� ��� ������ ����� ��� � 
����� ����) 
	
 ���6)� C����
�


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

��
���	� ������	 ��� ��� �����'� ���	 ������ ������
���	 ���� �� ����������� )�

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

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

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

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

������ �
���

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


��	
����	� ��
� 
���� ���� �	����� �� ���#� /��������A �
�
������ ����	 ��	�

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

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

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

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

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

��
�	� ���� ���������A �
�
������ �����
� �
���� ��
� 
���� ��� �� 
������	� ��

���� �� 
 �������� 6������� ���	 �� ��� 
� ��������	� �� ��� ���#� ��� �
�

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

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

��� $��	%	
��	�� �% �����	
�	�� ����&��� 
���

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

��� ���
��
�

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


	����� ��
���	� ���� ����
����� �	
�� /� 
	 ����) ��
���	� �
	 �� ���
��


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

��� ���� ��� 

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

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

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



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


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

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

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

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

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

����� #������! ��� 	�����!

0	� ���
���� ��
� �	
���� 
 ���� ��� ���� ��� �� ����������	 ��
���	�� �� ��

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

���
	
� �� �� ������	� �
�# ��� �	�
���
 ��+��	�� $��� ������ %�;'� )� ���

����������	 ��
���	� �
� 
 %� �����
	� $���� 
� ����� ��	��
��
 �� ����)'� ���

1� 06 ����� �����
�� 
 ������ ���� ��
� �
	 �� � ��	
�
 �� ��� �������
����

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

���� ��� �������
��� $���� 
� �� ���� ��� �������
�� )' 
��� �
�� %�(1�

� �	����
�� 
�������� ����� ����
 ������ ��� %� �����
	� $
	
 �
��� ����'8

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

��� ����
 ��� 
	 �	���� �
�#�	� ���� %�(1� � �	����
�� 
������� ���� 
� ���

"��	�� ��
���	� �� �� ������� �������
�� ) $
 ����������� ���
��� �� �� ����

��� �������
�� ) �	 ����� ��� �����	 �����	����� ��� ��� %�( 1� � �	����
��

������� �
� ���	 ������
'�

EcoRI 
sticky end

Extension by addition of
nucleotides to 3'-OH

a) Filling in
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G A
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T
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5'

5'3'

G
AT TC

OH 3'

Pst1 
sticky end

b) Trimming back

Removal of unpaired
bases by 3'-5' exonuclease
action C

G

5' 3'

3' 5'

G
ATC CG

3'5'
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Self-complementary
oligonucleotide

Anneal

Ligate

Cut with BamH1

Fragment with sticky ends

Blunt-ended (Sma1) fragment

G AT C

5'3'

G GC G CC

GA TC

3'5'

C CG C GG

5'3'

G AT CG GC G CC

3'5'

GA TC C CG C GG

3'

5'

5'

3'

C CC
G GG

5'

3'5'

3'

C C GC CC
G ATG GCCG GG

5'

3'5'

3'

GA TC C CG C GGC CC
G AT CG GC G CCG GG
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Anneal

Ligate

Two synthetic, partly
complementary, oligonucleotides

Fragment with EcoR1
compatible ends
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G A ATTCG G CC
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GA T C C C C G GG
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G A ATTCG G CC

3'5'

GA T C C C C G GG

5'

G A ATTCG G CC

3'

GA T C C C C G GG

5'

3'

G
AC TC G

Fragment with
BamH1 sticky ends

3'

5'

5'
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AC
G

TC G
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dGTP

Terminal
transferase

3'OH

5'
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3'
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5'

5'

3'

G G G GG G G
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3'
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Vector Insert

GGGGGG
GGGG

CCCCCC
CCCCC

GGGG
CCCCCC

GGGGGG
CCCCC

Mix and
anneal

Terminal
transferase

Terminal
transferase

dCTPdGTP
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A
A

T
T

T
T A
A

PCR product with 3' A overhang

Prepared cloning vector

Recombinant plasmid
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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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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

Resuspend  colonies
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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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incomplete products

(b) Random primers:
enrich for 5' ends

(c) Tailing enhances
representation
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First-strand
synthesis

RT
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RT
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Inserts

Inserts

M V C

M V C

M = marker
V = vector only
C = clone tested

Positive
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

M V C
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�	���� ���� /��� ����	�� ������ - �	����� 
� 

�	�� ������
��+ ��	��� �	����� ��
�

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

��� �������� �� �	
�	��	 
���



������ �����
����� ����	��
��

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


���  
	��� 	��
 �� �*�� �
��
��� (.	���� 66�4)� #�	� 	� �
� � 

��	�����	
�

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

(�����) 	� �
 ��
����	��� ���� 	� 	� ���	$��� �
 �� ����������� 	� � 
��� �	�����

- �
� 
�� ���� 

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

�
� �	
$ 	� ���	��� ��
� ��

����� �*��� #���� ��� ����
� �
� /*.� 	�

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

����	���

�'
���	
�� ���� ��
� �����
�	��	
� ��	� 	� ������ ���	������ - �
� $�
� �
� �	��

�
������ (	� �
� ������) �	�� 
�� /*. 	� ��� �������� ��� �
� $�
� ���� ����

��� �	$��� �
 �� 

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

������)�

!��
�	
 ��� ������
�� ���� 
� 

����� � �	������� ������� �� 
�� 
���

����� ��	�$	�� 
� ����	
�	�� ��� /*. 	� �� 
�� ����	
� ��� �*�� ������
��

=�
$	��� �� 
��� ����� 	���
�?�'
� �
�����	�� ��� ����
����� �� �
��

��
������ �
�	�� (�� 	����� �
� �
��� �'��
�� �� 	� ������ �
 ����
� ���� ���

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

��	�	
�)� #�� �
�� 
��	
��

��� 

������� 
� ����� 	� ��� !0-�! �
�	�� ;
�� 	���
�� ���	� �	�� !0

DNA

(a)  Bacterial  gene

(b) Eukaryotic  gene

hnRNA 5' 3'

Gene 

Protein

N C

Stop
codon

3'   mRNA5'

Start
codon

DNA
Gene 

Exon 1

Intron

Exon  2

Intron

Exon 3

Mature mRNA

Removal  of  introns
(splicing)

Protein

N C

Stop
codon

Start
codon

Intron Intron

�	���� ���� ����
�� ��� �'
��

���� �������� ��
 ���������� ���



(��

��� �� !# 	� ��� ����� ������ 
� ��� ���) ��� �	�	�� �	�� �!� /��	�


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

��	���	
�� 
� ��
 ����� �	��

���
���	
���� 


�� �	�� � �������
� 
� 6@6A� �
 � �
����� �
�� ���	�����

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

������ ���
�	����

���� �	�� �
���� ��� ���
�	
 ��� ������
�� �
� ����� ��� ����	
� ��� 	���
�?

�'
� �
�����	�� �	��	� ��	� ������
�� #���� ���
�	���� ��� ���
	�	
 �
� ��
�


����	��� ��� ��� ����� 
� $�
������ 
� ��
������ 
� 	���
�?�'
� �
�����	��

������	��� �� 

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

�� ��	� ���� ��� 

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

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


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

��
�
���	�� ��	���
��

.
���������� ��
� ��	���
� 	� 
���� �� ����� #�� �
�� 
��	
�� ��	�� �
 �
 	�

�
 ����
� !��<��$ �
� ���
�	�� ����������� 
��� ������
��� ��
� ��� ����

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

�
����	�� �������$� 
� �����

�� 
������� ���
 (:,#�) (��� "������ 64)�

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

#�� ����
�� ���
�	��� ��
�� �	�� ���� �
 � ��
�	�	
��� ���	������ 
� /*.�� 
�



�	�� ������
��� 	� 
�� 
�
��� ��� ��������� #�� ��'� �����	
� 	� ���

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

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

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

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

��	��	�� �� 
���� ������ �� ���

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

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

�
������ 	� �� ��� ����	�� �	�� �� ��$�
�� �����
� 
� ��� (��� ����
	����

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


���

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

��� �
�� �� ��	� 
���� ��

���� �
 ���
�� �
 

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

��
��	� ������
�� ���� 	� ��� �������$�� (#�� ����
�� �
� �
	�� ��	� ���

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

����	�

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

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

���

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

�
 � �����
����
���	1�� ��
��	� ��
� ��
���� �
��
� (
� ���� ������� �
 �

������ 
� ��
� �����
����
���	1�� ��
��	��)� �� ��	� 
���� �� ��� 
� ����
�����

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

#���� 	� � ����� ;��� ��
��	�� 	� ��� �������$�� ����
	���� ��
�� ����	
���

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

��� �������� �� �	
�	��	 
���



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

�� ������	���� ���
�	
�� 0����� �� �

$ 
�������� �� ��� ��	���
� �
� ���

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

�	�	���	�	��� ��

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

���
�� 	� 	����	�	�� �� 

�	�� �
� ��1��� B� #��� ���� <� 	� � ��

�� ���
���

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

�	�� �
�

��1��� B� �� � ��	�� ���
�� �� �	�� � ���� ���� 	� �	�	��� �
 <� �
 ��	� 	� ���


�������� �� 

�	�� �
� ��1��� B� ��� �
 
�� �� ��� ��� �� �	�� � ���� ���� 	�


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

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

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

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


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

�
� �'������ 2��
����� �������� ��
��	�3� 
� 2�
��	��� 
'	�
����
����3� /�� 	�

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


��� 	� ��� �
 �� �������� �� 2��$�
�� ���
�	
�3� #�	� ����	�� �
 � ��������	��

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

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

�	
��� ��
��	��) 	� ��� ��������� ����� ��
��	�� ��� ������� �������� �� 2���

$�
�� ���
�	
�3+ �
� 
�� ��� 
�� �'����� (	����	�	�� �� *�678>) 	� .	����

66�>)�

�
����� �

� ����� ����	
�	
�� �

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

���� �	��
� �'���	������ ��	���
� �
 ��
�� ����� #�	� 	�
����� �
� 
���

���	�	
��	
� 
� ��� �	

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


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

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

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

� 	��� ����� �


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

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

$ �� 

��	���

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

��	1��	
� 
�

��� �����
�	�� ("������ 64)� �	�$	�� �����	
 ��� ����	
�� ���� ("������ 69)�

��� ��
��
�	
� ��� ������	� 
� 	�� ��
��	� ��
��
� ("������ 68)� ��� ���

����� 
� ���� ������� 	� ��� 
����	�� 
����'������� 
� ��
$� ��� ����

("������ 67)�

�� ��� 

���� 
� ����� ������
� 

����	�
��� �� ��� ���
 

�� �
�
��

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

���	�� �
 2����3 ������ 	��� �
 ��� ������
�� ���� ��� $�
�� 
� ���	���� �




�� �
� ��
��	��� ��� ��� �����
����� 

���	� 
������ 	� ��� ������
� ����

��$� 	� ���	$��� �
 �� ���
�	
���� #�� �	������ ���� 
� 
����� 	� 
�� ���� ����

� ��
� 

�
� (
� ������� ��
� 

�
��) �	��	� ���� ��
��� �� ��� 

�	��

������
�� ,
�� �����
����� ��� �� �����
�	��� 	��
 �*�� (����
������

�
��������
)� ��� ����� �*�� �
��
���� 
���
� �� ���������� 	��
 ���
�	
���

��
��	���

���� �������� ��
 ���������� ���



������ �������
�� �
�����

�� /*. 	� 
� �
 �	��	�	
��
� ������ ���� ���	
� 
� ��� ��� 	� �����
�	��� (���

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

��	��� ���� 
�� ����	
�	
� 
�

��
��	� 

�	�� ������
�� 

��� �� ���� �
�� ���
	�� �� 	�

��
���	�� ���

����
�	
� 
� �����
�	��	
� ����� (��� ��
�) �	���� 0��
���������� 	� 	� �
� ��	��

���� �	����� .
� �'������ 	� �
�� ��
���	� � �	�� ��
�
��	
� 
� ����� ���

�����
�	��� �� *�� �
�������� ��

��	1	�� ��
�
��� �	��� ��	
� ���� ��


�����	���� 

������� 

������� ���	
��@ ��� �48 ���	
� (	��� � ���	
� 
������ ��

48 ����� ���
�� ��� ����� 
� �����
�	��	
�) ��� � �65 ���	
�� #�� 

�������

������
�� �
� ����� ��
 ���	
�� ��� ##!�"� ��� #�#��# �����
�	���� (���

"������ >)+ ��� ����� 
��� ��������� � 

�������� C��� ��� ��
�
���� ����

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

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

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

��� �
� ����	�� ��
�
����� #�� �	��	�� 
� *�� �
�������� 	� ����
��� �
 �

������ �'���� �� ��� ������
� 
� � ������ ���	
�� �'����	�� 
��� ������� 75

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

	�	�� 
� ���� ���	
� 
� ���


��
�
�
���

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

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

��	1� ��
�
���� �	��

� ���$���� �	������� ����
����� �� 
����	��� ���� ��� ���� ���� 
����
���	1��

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

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

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

���	
����� #�� �	��	��


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

�	�	���	�� 
� ����
����� 	�
���	�� ��� #�#���
'� !"��
'� ��� "��#��
'�

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

��	������ ;
��
����

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

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



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

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

#���� ��$� ���������� 
� ������ ����
�$� ���� ��	�	1� 	��
����	
� ��
� $�
��

��
�
���� 	� ��� ���� 
����	���

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

����	
�	�� 

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

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

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

�	�� ���	
��� �� 

���

��$� ���
	�	
 /*.� ��� �

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

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

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

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

��� �������� �� �	
�	��	 
���





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

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

��
�� ���� ���� ���� ���� ������	���� �� �	��
� �'���	������ ��	���
� (���

"������ 64)�

�� ���	�	
� �
 ����
�	�� �
� �
��	��� ��
�
���� (	��� �	��� �� ��	
� *��

�
�������� �	�� �	��) �� 
�� �

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

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

���� ��	�� ���� 

�������� ��� 
����
���	1��� ��

��	�	
� ������
��� 
����

$�
�� �� 2�
'��3� .
� �'������ 	� �
�� ��
���	� 	�
� ����$� 	� ��������� ��

��
��	�� ���
��	�� �
 
�� 
� ��
 ���	�	��� ������� �
 �	���� .�� (��� .���	


0���$� *������
� ��
��	� 
� �� ����) 
� ��'* (��� �	������	� �
'	� �������
� 
�

 �������������	 �����������)� #���� ��
��	��� 	� ��� ������
� 
� .�>�� �	�� �


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

�	
� 
� � �	�� ��
� �� ��� �
�
����� 2.�� �
'3� �
 ��	
� .�� �	���� ������
��

��
�	��� �� 	��	
��	
� ���� ��� ���

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


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

���� ��� �� 

���
��� �	�� 	�
� ����$�� #���� ��� � ������ 
� 
���� $�
��

2�
'��3� �
 ��	
� �	������� �������
�� ��
��	�� �	�� �	��� 	� �
�� ��
$���
���

��� ��$���
���+ �
� �'������ ��� :��
' (�
� �����
��) ��� ���� ���

	���� �	��

�� �'�����	
� ������� �
��
�	�� � 
	�
��	�� (>9 �
��) ������� �� 	� �
��	��� �


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

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

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

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

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

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

������ ����	
�	
�� ��� �	��
�

��	���
��

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

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

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

��� ���� 

��
�	�	
� 
� ��� ���� 	��� ��� ���	
 ������� !�" ��� ��# ������

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

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

������� ���� ������� 
����	��� (�
���	��� �� �
� �� 45 ��� 
��� !�" 
� ��

�	�� �� 75 ��� 
���)� <��� 

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


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

�	��	� ��
���	�� ���
���� ��� ���� 

��
�	�	
� ����� �
 �� ����
�����

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

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

��
�	�	
� 
� A8

��� 
���� � ��
�� 
� ����� �	�� � ��
� �
��� !�" 

����� - ��� 98 ��� 
����

���� �������� ��
 ���������� ���



0������ ����� 	� ��	�� � ������ 
����� 	� ���� 

��
�	�	
� �� ��
� ��� 
� ��	�

���	
�� ��	
� 	� $�
�� �� �� �
����� ;��� 
� ��� �'������ ���� ���� ����

����	�� 

�
��� ��
��� 
� ����� ���� ��� 

���
��� �	�� ��
���	�� ����
���	�


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

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

	������&

D�

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

�������	
� 
� ����� ��

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

��
��

	�	
� 
� ��� ���� #�����
�� 
��� �� �'������ ��
���	
���� ���	
�� ���

��1���� 	��
���� 	� ����� ��

������ ��� ��� 

��
�	�	
� 
� ��� ���� ����

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

�
�

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

��
�	�	
� - �
 �� ���



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

���
����� ��	� �	��

���
 �� �����
��� 	� ��� ���� 

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

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

��
�	�	
�� ��� �����	���� ��
���

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

�
�	1
���� ���� �������� ��
� � �	������� ���
	��� #�	� 	������
� ��� ����

��������	���� 	� �
�� 
���� �� �	��
� ��	���
�� .
� �'������ ��� ���
�� 
�

"����� �������� 

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

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

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

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

��

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

;�����	�� ��� ���
 

���	�� 2	������3 �	�� � �	������� ���� 

��
�	�	
�

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


��
�� #�� �	��
��
�	�� "! (������� ��	���� �� "�! �
 ������	1� ���� �� ���

������	�� �
 

���
��	�� ����� 
� 
�� ������) 


��� ��
� ���� 

��
��� ����

�
��� �� �'��
��� ��
� � ����
� �	���	���	
� 
� ������ %�� 	� �
�� ���	
���

��� �������
� 
� ��	� �
����� 	� ���� ��
� �	����� �
��	�� ���	
�� ("�!��	
�

	������) �� �
 > $� 	� ������� �	�� � ��
� �	���� !�" 

����� ���� ���� 
� ���

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

�������� ���

	��	
� 
� "�! 	������ �	�� ��
�
��� ���	
�� ����� ���� ���

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

	�	�	��	
� ���	
��

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

������

������	�� �� 
�� �	���� 
�� ��� 


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

	��
����� �
 �� 
���� ��
�� ��� ����	�� 
� �� 2	������� ������3+ �	�
� ���

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

�� 	������� ������ 
� ��� "�# 	� ��� #�" ��� �#! (��� .	���� 66�9)� � ��	� 
�

	������� �������� 	� 
�
�� ��

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



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

��������� �� � ��� ������ � 
��	#���� ����
���� (.	���� 66�8)� � �����$�
��

�'����� 
� ��
� � ����
���� 	� ��� �*�� �
��
���� *	�
�
��� *�� ���
 �'	���

��� �������� �� �	
�	��	 
���



Tandem direct repeats

Direct repeats

Inverted repeats

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

Inverted repeatInverted repeat

�	���� ���� .
����	
� 
� ������

� ����
����

	� � �	���� �
���� 

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

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

��
� 	� �	�������������

��
��	
 �
	�� (��	��� *��)� ���� 
�� ���
 �	�� �	�� �
 �

��	1�� ������	�	1��	
�


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

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

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

�

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

	��	
� 
� ��� ���
��� �*��

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

#�	� 
����� ��� *�� �
�������� �
 ������ ��� ���	������ ��
� �����
�	��	
��

���� �������� ��
 ���������� ��




*������
�� ��
��	�� 
���� �	�� �
 	������� �������� ;��� ��
� ��
��	�� ���

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

�� 
� ��� 	������� ������� ��� ���


���� �����	� �
 ��� ��

�� 

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

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

	�����
�	
��

*������� ������
�� ��� ���
 � �������� 
���� 
� ���	��	
� (��� "������ 6>)�

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

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

��	���	
� �������

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



������� ��

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

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

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


�����
�


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

�����
��

#����� �	��
� ������� (���� 	�� �	��
� ������� �	�� �
 	�������	�� ���	
�) ���



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

��������� ��

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


��	
�����)  ���

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

�	�� 
� ���

�������� ������
�� /�� �'����� 
� ��	� 	� �
��� 	� ����	���
�3� �	������

����� � "�! ������ 	� � ���� 
����� ����	���	� ��� � ������
� �
 ��	� ���

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

��� �
������������ �����
� 	� ���

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

<�
���� ��� ������ 
� 

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

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


� �
��
���� ���	�� (��� "������� 6> ��� 6A)�

������  ����
� ���������

���	�� 	����	�	�� �� /*.� ��� ���� ��� 

������ �
 ��������� 	� 	��
 � ��
��	�

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

(����� ���
����	
��) ��
��	�� #�	� 	� 
��	
���� ����	
������ 	��
����� �����

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

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

��	�����	
� 
� ��� ���

�
��	�	�	�	�� 	� ���
�� ��� �

�� 
� ��	� �

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


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

����� �� �
 	�� �
��	��� ���
�	
��

.
� �'������ 	� �� �

$ �� ��� ��	�
 �
	� 

��
�	�	
� 
� ��� ��
��	�� ���

����
	���� �� ��� 


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


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


�� � �������� ��
��	�� D�
��	�� ���� ��� �������� 	� � �������� �	��

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

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

��� �������� �� �	
�	��	 
���





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

$�� ���� ��	���� ��
��

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

$ �
�� 
�
���� ��

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

��	���	
� �	�� ����	�� �
� ���
	�	


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

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

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

��
��� ���

	���� �	�� ����

����� ��
��	��� �� �� �'������ .	���� 66�A ��
� � ����
��
�	
	�� ��
� �
� ���

����� ��
�
��	� ��
��	�� #�	� ��
�� ����� ���	
�� 
� ���$�� ����
��
�	�


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


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

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

��	�� �� ��� 
���� ��� ��� ��
��	� ��
������ 	��
 ��� �'������ ���	�
������ #�	�

	� � 

��
��� 


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

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

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

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


���)�

D�
��	��� 
� 

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

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

��
����	
�� ������� �� �
��� �	$� �


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

��
�� ��

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

��

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

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

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

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

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

Hydrophobic

Hydrophilic

0 100 200 300

Transmembrane  regions

Amino  acid  residues

�	���� ���� ����
��
�	
	�� ��
�@ ��� 	��������	
� ��
�� � E���-�

�	���� ����
�����

��
� �
� ����� ��
�
��	� (,�	���D�
� D5F655)+ ��� ����
��
�	
 ���	
�� ��������� ������

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

�����	
 ��� �'������ ����
�����

���� �������� ��
 ���������� ���



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


��$�
�� ��
��	� (����
��� 	� ��� �� �
��	��� �
 	����	�� �	$��� ���	
�� 
�

���
	�	
 ��

����� ����
����� ��
� �� ����� ���	
��)� .
� ��	�� 	� ��	�� 
� ���

���� 	�
����� 	� 

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


������� 
� ��� ���� ��
��	� �
� B���� 
�������
�������

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

��

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

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

����
�������� <� ��	��	�� ��� ������
��� �� 
�� ������
�� ��$� ��
� �
��

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

��
����	
� 
� 
�� ��$�
�� ��
��	��

�����!  ����
� 
��
�� ��	 	�
�
��

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


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

$ �
�� 
�
����� ���� 	� 

���	��

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


���� ��
��	��� #���� 

������� ���	
�� ��� $�
�� �� 	����
� #�� ��

��	�	
�


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

����
�� 
� 	�� ����
�����

,
�� �
�	�� 


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

��� ��
����	��� ��� ��� ��� ���� ���������� .
� �'������ ����� 	� � �	�� �����


� ��1���� ���� ���� �#D �� � ���������� �� ���� 
����� ��� ���	
� 
� ���

��1��� ���� �	��� ��� �#D ��� � �	�	��� ����
���� - ����
��� ��� ����	���� 
�

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

��	1� ��� ������
� 
� �

�����	�� �#D��	��	�� �	�� 	� 
�� ��
��	�� ���� �� 
�� 	���� ���� 	� 	� ��
�����

�� ��1��� ���� ���� �#D �� � ����������

#�� 
������ ���
�	
� 
�������� �� �
�� ��1���� 	� �
������ � ���	�� 
�

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

������ .
� �'������ �
�����"
� 
���
'����� (
������	�� ��� �	��� ���� 	� �����

�
	� �������	�) ��� 
�� 

��
���� �	�� � 

�������� ����
��� �	
�	�� � ��

��



��
���� �	�� (�
�

������) �	��	�� �	��� �
� �#D ��� "/> ��	
� 
���
'�

������ ��� �	
�	�� ��� � ��	�� 

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

��	
� ��������� ��� 
���
'�� �
	��� ��
� ��� �	
�	� �
 ��� �
�����"
�� �� ��

���� ����� 

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

	��� �	��


�� ��
���� �
 �
�� ��� 

������ �
�
��1���� /� ��� 
���� ����� 	� ������

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

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

��	���
� �� 	� �
� ��

��
� �
 �	�� ��1���� ���� 

��	�� 
� ������� �����	�� 	�


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

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

(��� "������ 6>)� �
��	�� 
���� �
�� �
�� 
� ���� ����
��������	����������

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

��� �������� �� �	
�	��	 
���



��

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

�
��	��� 
���� ���� � ���'	��� �

� 

���
�	�� ����� %
� 
�� �	����	1� ��
� �

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

���
��� �� �	�� 
� ���	���

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

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

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

����������� 
� 	� ��� 
��� 
�

�������
�� ��
��	��� �
� ��� �	��	��� #���� ��� �	����	�� 
� $�
�� �
�	��

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

����� �
�	��� /�� 
� ��� �
������������	���� �	����	�� 
� �������� 	� D*/,�#:�

.	���� 66�7 ��
�� ��� 
����� ��
� � ��������� ����
� �
� �
�	�� ������� 	�

��
��	� *�56G9 (� ��
��	� ��
� �� ���������
�
 ��	
� 	� 	����	�	�� �� �

��
����� ������
���� ��
��	�+ ,�	��D�
� �

���	
� ������ /84A98)� ���

���
�������� ��� ������
� 
� ��
 �#D��	��	�� �
�	��� ��� � �	�������

:�	��� 
�����@

H6I D�/"55556 D,55556 �����������������

�����

�����	
� �	��

������ 
� ���
���@ >

6 7G5-7G4 ��#%

> 657G-65F> �=,�

�� � � � � � � � � � � � �

H8I D�/"55557 D,55557 ����������������

#��
�	�� $	���� ��
���
�����	
� �	��

655F-6568 *:.�C�!%

��� � � � � � � � � � � �

H7I D�/"55567 D,55567 ���������

�#D?!#D��	��	�� �	�� �
�	� � (D��

�)

������ 
� ���
���@ >

6 4A7-479 ��������

> G7A-GF4 ��������

HFI D�/"555>G D,555>G �������� �����

=��
	�� 1	���� �������

6>9-698 ���	����
�	��	�
�	����

HGI D�/"556F8 D,55>66 �!�������������

�<" ������
����� ���	�� �	�������

976-9F8 �����
�
����
��

�	���� ���
 ,
��D�
�	�� - ��
��	� ���	��� D*/,�#:@ ��� ����� ��
��	� ��� � ��
�����

�<" (�#D��	��	�� 
�������) ������
���� ��
��	� ��
� �� ���������
�
 (,��,,D*/#

584A98)+ ��� ������	� ��� �
�� ��	�� ,
��D�
�	�� �� ����$%%�������
�����%����
%

���� �������� ��
 ���������� ���



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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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
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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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(c) Presence of GAL4 AD/DNA-binding protein fusion: expression of reporter

(a) Absence of transcription factor: no expression of reporter
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DNA-binding 
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(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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Intramolecular
ligation
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flanking regions 
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primers
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Subunit vaccines Expression of recombinant genes

Specific mutagenesis

Gene replacement

Insert foreign genes

Other
technologies

Cloned DNA

Gene technology

���
�	 ���� 3������


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



������ ������	 
�����
�

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


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

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


��	� �
��
 �� �����

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

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

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

	���	
 �� �����

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

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

��� ���������� �����

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

��	����
 �� � ���
����
 �����
���

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

��� ����	��
"� �
 ��� ����	������ �� � ������� �
���
� ��� ��������
 ' ����
�

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


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

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

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

��	��  3������


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

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

��
��
�
 �
 ������
"� 4������� �� #��� ���� ��� ����
 �������� ��� 
������

����
��  4��.
� 
�� -�
��� !1�%" �
 ��	� �� ������ ����������� 
� ��� �����

���

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

�������� 4������� ���� ���
 
��� ��
 �����

�� �� �� ����� �� ��
 ����� ���� ���

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

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

����� ��� ������� ������������� 4������� �� ��
 ����� ���� ��� �����

��� ��

���
 
��� �� ��� ���
� ������������
 ������
��� ��� 
��� ��
� �� 4��.
 ���� �

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

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

HBsAg: surface antigen
HBcAg: core antigen
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