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αααα-
��²·��®�´¸��µ��}¯�°�¹

º#»7¼¾½u¿AÀ ÁlÂiÃÅÄ>½uÆ0Ç�ÂRÈ7¿NÃÉ»l¼%ÂS½4Â�ÊNËÌÊlÍAÃ�½ Î_Æ7ÇuÇ ÈÏÍ0ÁlÄ>¼
α-
Æ7Ðs½4¿lÊ¾Æ«Î_½ À?Â�½4Â�Ç4ÁAÎ0Ä>ÆAÃ�½ Ñ_¼¸Æ7ÂÒÃÓ»%¼\ÈÔ»lÆ«Ñb¼¾Æ

¿%Á%ÐnÕ0¼%Ä
Í7ÁlÄ�Í7Ê7Â\¼lÂ�Öj×�¼0ÐnÆ7½u¿%Ø�Ù%Ú7Ú7ÚlÛ�ÜÝº#»0¼l½4Äf¿0Á«ÃÓÄj½ Ã�½{Êl¿7Æ7ÇbÑ0Æ7Ç4Á0¼�ÆlÇ{Ç4Ê«Þ`ÂCÃÓ»l¼7ÐßÃÓÊàÕl¼�ÁlÂP¼\À¾½4¿
Æ%¿%½4ÐsÆ7Ç�ËÓ¼7¼NÀ�Â\Á0Í%Í7Ç4¼%Ðn¼7¿AÃ�ÂZÆ%¿\À�Æ%Ç�Â\Ê~Â\Á7Í7Í7Ç4¼%Ðs¼7¿NÃÓÂ�ËÅÊ%Ä »%Á%ÐsÆl¿�ÎbÊ%¿%ÂPÁ7ÐnÍAÃ�½4Ê7¿%Üáº#»%¼AÈCÆlÄ�¼~Æ%Ç4ÂSÊ
Á%ÂP¼«ÀâÆ%ÂÏÎ0»7½4ÄjÆ0Ç~Õ7Á%½4Ç À6½{¿«ãâÕlÇ�ÊAÎ0ä\Âå½4¿æÃÓ»7¼æÎb»7¼7ÐF½ Î_Æ%Ç~ÂRÈ7¿NÃÉ»%¼%ÂP½4ÂåÊAË�Ê«ÃÓ»7¼lÄ'Î_»l¼7Ðs½ Î0Æ7Ç4ÂçÆ0¿«À
ÐsÊ%Çu¼AÎ0Á7Çu¼7ÂCÃÓ»%ÆAÃ�ÆlÄ>¼�Ê«Ë�½uÐsÍ%Ê7Ä�Ã�Æ0¿NÎb¼à½�¿�ÃÓ»7¼�Í0»lÆ7Ä>ÐnÆAÎ0¼lÁAÃ�½ ÎbÆ%Ç�Æl¿\À¾Æ\ã6ÄjÊAÎ_»7¼lÐs½ Î0Æ0Ç#½u¿AÀ ÁlÂiÃÅÄ>½u¼%ÂPØ
Â\ÁAÎ0»�Æ%Â;Õl½�Ê7Ç4Ê«ã ½ Î0Æ7Ç4Ç È�ÆAÎPÃ�½ Ñ0¼ÒÍ7¼%Í«Ã�½ À ¼lÂ;Æ0¿NÀ�»lÊ%Ä�ÐnÊ7¿l¼%ÂPØ�Í0¼%Í«ÃÓ½ À ¼èÀ ¼7Äj½ ÑbÆAÃ�½ Ñ0¼%ÂPØ�ÂP¼lÐs½

-
ÂRÈ7¿«ÃÅ»%¼NÃÅ½ Î

Æ%¿«ÃÓ½4Õ7½�ÊNÃÓ½ Î_Â¸Æ0¿NÀ·Î_»7¼lÐs½ Î_Æ%ÇéÍ0¼lÂiÃÅ½ Î0½ À?¼lÂ­Æ7¿AÀê»0¼%Ä>Õ%½ Î_½ À ¼7Â\ÜìëßËÓ¼AÞí¼«î_Æ0ÐsÍ%Çu¼%Â­ÊNË'½4¿«À Á%ÂKÃ�Äj½4Æ0ÇuÇ È
½4ÐsÍlÊ7Ä�Ã�Æ7¿AÃ?×

-
Æ7¿AÀ'ï

-α-
Æ%Ðs½4¿7ÊFÆ«Î0½ À Â
Æ0¿«ÀnÃÓ»%¼7½4Ä6Á7ÂP¼lÂ`ÆlÄ>¼nÇ4½4ÂKÃÓ¼«À'½4¿fº�Æ7Õ%Ç{¼�ðAÜÓðNÜ

!E3 �E54$'ñlGDñlGsò Ê7Ðs¼F¼Aî_Æ7ÐnÍ7Ç4¼lÂ`ÊNË α-
Æ%Ðs½4¿7ÊFÆAÎ0½ À?Â�Æ%¿\ÀFÃ�»7¼7½uÄ?½4¿«À Á%ÂKÃÓÄj½4Æ7Ç\Æ7Í%Í%Ç{½ Î0ÆAÃ�½�Ê7¿%Â\Ü

óbôöõ{÷Søfó_ùNõ4ú û4÷SúPüSýNþ)ÿ=õ����«ó������{õ�ù���þ)õ{øP÷
Example Reference
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L-phenylalanine ��'�'
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	�� ( � 	��%-��
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,�-
*�� ()�
 
!
#5$ & 1992

L,D-homophenylalanine pharmaceuticals .1'��
,�'�	��
	���'���6�798
inhibitors

enalapril
benzapril

4 ���
,�-
*�� ()�
 
al., 1992

L-valine pharmaceuticals

: � *�� ��� 	
; : � '�.1�<'���� �
��*�	��
(1*�,�,�3=��(��
	���*�(+���
� 	
��3>�
	�(?,�� ��	
��(�*�3@;��
3 �

. � .?� '�(+,�'�3@� 	�6
4 ���
,�-
*�� ()�
 
!
#5$ & 1992

D-citrulline
: � '�� '�;�� .��
� � � ��.��%� �?�
peptide

LH- ACBD��	�����;�'
	�� (1����'�3
��3>�
����� 	�;�(+��E --�'�3=��'
	��
���
,���	��
��	��
��� (+����(+��(

cetrorlix
F 3=��*�G)�
 "!�#�$ &
1991

D-(hydroxy)phenylglycine semi- ( � 	���-������ .
antibiotics

(1� ����.�-���� 	�'�� β- � ��.+�����
antibiotics

(amoxycillin)
ampicillin

H '�*�0I3=� �
3���	��4 	�'
0I� ��(KJ
1997

D-valine pesticide .1'��
,�'�	��
	���'���, � 3=�
��-�3@'�� �
insecticide fluvalinate

F 3=��*�G)J
L"M�M�N

1.1.1. !�"l$n.%p (+/�"7$%. & .'<lB?3?8;&9(6<á3?@%& ds

ë¾¿%ÁlÐsÕ7¼7Ä�ÊAË#Ðs¼«Ã�»7ÊNÀ?Ân»%Æ«Ñ_¼;Õ%¼7¼7¿CÁlÂP¼\ÀÌËÅÊ%Ä_ÃÓ»7¼CÂKÈ7¿«ÃÅ»l¼7ÂP½4ÂFÊNË-Õ%Á%Ç�ä
α-
Æ0Ðs½u¿%Ê;ÆNÎ0½ À Â\ØxÂSÁ«Îb»ÌÆ%Â

¼«îPÃ�ÄjÆAÎ\Ã�½�¿Aã�ÃÓ»7¼%Ð ËÓÄjÊ7Ð Í7Ç4Æ%¿AÃFÆ%¿\À·Æl¿7½4ÐsÆ%Ç?Ã�½�Â\ÂSÁ%¼�»AÈAÀ�Ä>Ê%Ç È0Â\Æ«ÃÅ¼%Â�ÖPO�Ê%ÂPÆRQRQ7Æ7ØFð�STS�U7ÛjØ Ê0Ä�ËÓÄjÊ7Ð
Õ%½uÊ0Ç4ÊAã?½ ÎbÆlÇ_ËÓ¼7ÄjÐn¼%¿«ÃÓÆ«Ã�½{Ê%¿�Á%Â\½4¿\ã�Î0»7¼%Æ0Í�Â\Á7ÕlÂiÃÅÄ>ÆNÃÉ¼lÂÒÂ\Á«Î_»�ÆlÂÒÂ\Á«ã Æ%ÄjÂ�Ê7ÄéÐnÊ%Ç�Æ%Â\ÂP¼lÂ�ÖWVFÊ%Ä>½4¿YX[Z
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a ]_^>` ð�S�S7Ú7ÛjÜ�ëÝ¿lÁ7ÐnÕ7¼lÄ-Ê«Ë�Î_»%¼7Ðn½ Î_Æ%Ç0Í%Ä�Ê«Î0¼7Â\ÂP¼%Âè»7ÆNÑ0¼�Õ7¼%¼0¿nÀ6¼«Ñb¼%Ç4Ê7Í7¼AÀ'ËÓÊ7ÄEÃÓ»%¼�ÂKÈ0¿«ÃÓ»7¼%ÂP½uÂèÊNË
α-
Æ%Ðs½4¿7ÊÔÆ«Î_½ À?Â�ÃÅÊ%ÊlØZÂSÁNÎ0»�Æ%Â�Ã�»7¼àÎ_Æ7Ä>ÕlÊAîPÈ0Ç�ÆNÃÉ½uÊ%¿ÝÊNËC»«ÈAÀ�Æ%¿«ÃÅÊl½�¿%Â�Öba ½4¿7ä\Õ0¼l½�¿7¼%ÄjØÌðKS�c�U%ÛjØ�Ã�»0¼

ò Ã�Äj¼«Î_ä\¼%Ä�ÂKÈ7¿AÃÓ»7¼%ÂS½uÂCÆ7¿AÀ�ÃÅ»%¼èÎ0»0¼%Ðs½ Î0Æ7ÇxÆ7Ç�äKÈ7ÇuÆAÃ�½�Ê7¿�ÊAË�»\ÈAÀ?Æ0¿«Ã�½{Êl¿%Â;Öbd#Æ%ÄjÄ�¼«Ã�Ø�ðRSTefU%ÛjÜgd�ÁAÃ�ÃÓ»7¼%ÂS¼
pr
ÊNÎ0¼7Â\ÂS¼%ÂìÆ%Ä�¼ Î_ÊlÐsÍ7Ç�¼Nî Æ%¿AÀ Äj¼Rh6Á0½4Ä>¼í¼Aî\ÃÓÄ�¼lÐs¼íÄ>¼%ÆAÎ\Ã�½{Ê%¿ Î0Ê7¿AÀ?½ Ã�½�Ê7¿%ÂìÂPÁ«Î0» Æ7Â »l½ ã?»

Ã�¼7ÐnÍ7¼lÄ>ÆAÃ�Á7Ä>¼%Â�Æ7¿«ÀÝ¼Aî\Ã�Ä�¼%Ðs¼�Ífi�Üja?Á%Ä�ÃÓ»7¼7ÄjÐsÊ%Ä>¼7Ø�ÃÓ»l¼�ÂRÈ7¿AÃÓ»7¼7Â\½uÂ�Ê«ËFÆlÐs½4¿%Ê�Æ«Î_½ À Â�Õ\È�ÃÓ»7¼7Â\¼
Î0»7¼lÐs½ Î0Æ0Ç7Ðs¼AÃ�»7ÊAÀ6ÂèÄ�¼�h?Á7½4Ä>¼«À�Ã�»0¼�ÊlÍ«ÃÓ½ Î_Æ7Ç_Äj¼%ÂSÊlÇ�ÁAÃ�½4Ê7¿�Ê«Ë�Ã�»7¼'Æ%Ðs½4¿lÊ�ÆAÎ_½ À�ÍlÄjÊ\À Á«Î\ÃÓÂ~Ê7¿«Îb¼nÃ�»0¼«È
ÞZ¼lÄ>¼æÂKÈ0¿NÃÅ»%¼%Â\½�ÂP¼AÀ
ÖPk�Ã)ÃÅ¼l¿0»%¼«È_Ð Æ7¿AÀmlbÆ%¿7¿7¼7Â\äP¼%¿%ÂPØ�ðRS�n7Ú2o ò Æ7¿%ÊpX2Zrq ]_^>` ð�STnTclÛjÜ º#»7½4ÂÏ½uÂ
Í%Æ7Ä�ÃÓ½ Î_Á%Ç�Æ%Ä>Ç ÈnÃ�Ä�Á%¼'½ Ë ÃÓ»7¼«È�Æ%Ä�¼�ÃÉÊ�Õ7¼'ÁlÂP¼AÀ�½4¿nÃÓ»7¼�ÂRÈ7¿«Ã�»0¼%ÂP½uÂ~Ê«Ë ËÓ½4¿7¼�Î_»7¼7Ðs½ Î0Æ%Ç�Â\Ø Æ7¿«À'Ã�»%½4Â~Ê«ËDÃ�¼7¿
Ç4¼NÀsÃÉÊsÆnÇ4Ê\Þ�ÍlÄ�Ê«À�ÁNÎ\ÃbÈ7½{¼lÇ À Ü ò ÊsÆ7Ç Ã�¼0Äj¿%ÆAÃ�½ Ñb¼nÐs¼AÃ�»%ÊAÀ?Â�ËÅÊ%Ä%Ã�»7¼sÂiÈ0¿«ÃÅ»7¼%Â\½�ÂZÊNË�Æ%Ðs½u¿%ÊsÆAÎ0½ À Â�Þ`¼7Ä>¼»%½ ã�»%Ç È'ÂSÊ7ÁAã?»AÃ-ÆAË9Ã�¼7ÄjØ Æ7¿\À�½4¿nÃÓ»7¼'Ç4ÆNÃÉ¼�ðKS�n%Ú�s�ÂèÆ%¿�ÆAÞ�Æ0Äj¼%¿0¼%ÂPÂ~ÊNË�ÃÓ»7¼'Õ%¼%¿0¼«ËÅ½ Ã�Â~ÊAË�Õl½4Ê«Î_»%¼lÐs½ ÎbÆ%Ç
Í%Ä�ÊNÎ0¼7Â\ÂS¼%Â�Á%Â\½�¿Aã'Õ%½4ÊAÎ_ÆAÃ�Æ%Ç È7ÂiÃÅÂ�À�¼NÑ0¼0Ç4Ê7Í%¼\À6Ü

d#½4ÊNÎ0ÆAÃÓÆ%Ç ÈAÃ�½ Î·ÍlÄ>ÊAÎ_¼7Â\Â\¼%Â�Æ%Ä>¼àÀ ¼AËÓ½4¿l¼\À ÆlÂ�ÃÓ»%¼�Î0ÁlÇ ÃÓ½ Ñ0ÆAÃ�½�Ê7¿ÔÆ7¿NÀ Á%ÂS¼¾Ê«ËCÐs½ Î_ÄjÊlÊ%Ä)ã?Æ7¿%½4ÂPÐnÂ�ÊlÄ
Â\Ê7ÇuÁ7Õ7Ç4¼ÌÊ0Ä�½4ÐsÐnÊ%Õ%½�Çu½4ÂP¼AÀ�¼7¿KQPÈ%Ð~¼lÂá½{¿ÌÐs¼NÀ?½{ÆZÎ_Ê%¿«ÃÓÆ%½�¿%½�¿«ã�Ê%Ä}ã Æ%¿7½ ÎáÎbÊlÐsÍ%Ê7Á%¿«À ÂFÆ7ÂáÂPÁ%Õ%ÂKÃ�Ä>ÆAÃ�¼%ÂPÜ
t)¿nÂ\ÁAÎ_»nÍ%Ä>Ê«Î_¼7Â\Â\¼7Â\Ø0¼%¿RQ\È%Ð~¼lÂ`Æ7Ç Ã�¼%ÄlÃÅ»%¼FÂKÃÓÄ>Á«Î\ÃÓÁ7Ä>¼7Â
ÊAË�Ê%Ä�ã Æ0¿l½ Î~Â\Á0Õ%ÂKÃ�Ä>ÆAÃ�¼7Â�Ã�ÊnÂKÈ0¿«Ã�»0¼%ÂP½uÂP¼n¿7¼AÞ
Î0Ê7ÐsÍlÊ7Á7¿«À?ÂÒÖPO�Ê%ÂSÆ�QuQ7Æ%ØZð�S�S�U0ÛjÜ¾º�ÄjÆ%ÐsÍ%¼7ÄfÖ�ðRSTSfc7Û
»l½ ã »%Ç4½ ã »«ÃÅ¼«À�ÃÅ»%¼àÕ%¼7¿%¼«ËÅ½ Ã�ÂÒÊ«ËZÕl½4Ê«Î_Æ«ÃÅÆ%Ç ÈAÃÅ½ Î
Í%Ä�ÊNÎ0¼7Â\ÂS¼%ÂZ½4¿~Æ7¿~¼«î\ÃÅ¼%¿7Â\½ Ñ_¼~Äj¼«Ñb½u¼AÞ·ÊNËxÃ�»7¼~Á%Â\¼sÊAË�Õl½4ÊAÎ0ÆNÃÅÆ%Ç È7ÂKÃ�Â�ÊNÑ_¼7Ä7Î_»7¼7ÐF½ Î_Æ%ÇUÐs¼NÃÓ»7Ê«À Â\Ø_Æ7¿AÀ
ÆÒËÓ¼AÞ Ê«ËöÃÓ»l¼7Ð Æ%Äj¼�Æ7Â;ËÓÊ7ÇuÇ4ÊAÞ`Â\Ü·º-»l¼�Á%ÂS¼�Ê«Ë�Õ%½�ÊNÎ_ÆAÃ�Æ0Ç È7ÂiÃÓÂ�ÊAË9ÃÅ¼l¿�Ä>¼«À�ÁNÎ_¼%ÂCÃÅ»%¼�¿%Á%ÐsÕ7¼%Ä`ÊNË
Äj¼0ÆNÎ\ÃÅ½uÊ7¿ßÂiÃ�¼0ÍlÂ
½u¿ Ã�»0¼ ÍlÄ>ÊAÎ0¼%ÂPÂ\Ø�Í7Ê%Â\Â\¼7Â\ÂÝË�Æ7ÂiÃ�¼7Ä�Ä�¼%Æ«ÎPÃ�½�Êl¿ Ä�Æ«Ã�¼7Â Æ%¿AÀìÐs½uÇ À?¼7Ä�Ä�¼lÆ«ÎPÃ�½�Ê7¿
Î0Ê7¿«À ½ Ã�½�Êl¿7ÂFÞ�»%½ Î_»ÒÆ7Äj¼èÎ_Ê7¿%ÂP½ À ¼7Ä>¼NÀ�¿lÆAÃÓÁ7Ä>Æ%ÇEÆ7¿NÀ�Ã�»7¼lÄ>¼AËÓÊ7Äj¼�ÐsÊ%Ä�¼wvj¼7¿«Ñ_½�ÄjÊ7¿%Ðs¼%¿AÃ�Æ%Ç{Ç ÈèËÉÄj½u¼7¿\À6Ç È�xjÜ
d#½4ÊNÎ0ÆAÃÓÆ%Ç ÈAÃ�½ Î�Ä>¼7Æ«Î\ÃÓ½�Ê%¿7ÂFÎ0Æl¿�Õ%¼ÒÐsÆ7¿l½{Í%Á7Ç4Æ«ÃÅ¼«À�ÃÅÊ�Äj¼�h�Á%½4Äj¼ÌËÓ¼\Þ
¼0Ä�Æ%¿\À�Î_»7¼7Æ%Í7¼7Ä�Ä�¼%Æ\ã?¼7¿«Ã�ÂPØ�Æ0¿«À
Ê«ËDÃ�¼%¿s»7ÆNÑ_¼s»0½ ã?»0¼%Ä7È7½4¼7Ç À?ÂPÜyVáÊ0Äj¼0ÊNÑ0¼0ÄjØPÃ�»7¼~¼l¿7Æ0¿«ÃÅ½uÊ%ÂPÍ7¼NÎ_½ ËÓ½ Îè¿7Æ«ÃÓÁ%Äj¼~Ê«Ë�Äj¼%Æ«Î\ÃÓ½4Ê7¿%Â�Î0ÆNÃÉÆlÇ È0ÂP¼AÀ�Õ«È
Â\Ê7Ðs¼�Õ%½4ÊAÎ0Æ«ÃÅÆ%Ç È0ÂiÃÓÂèÞ�½uÇ{Ç�Ê«ËDÃ�¼%¿�Ä>¼AÀ ÁNÎ_¼'ÃÓ»%¼�ÍlÄ>Ê\À?Á«Î\ÃÓ½�Ê%¿�ÊAË�Õ«È

-
Í%Ä�ÊAÀ6ÁAÎ\Ã�ÂSØ Ã�»7¼%Ä�¼lÕAÈàÐF½4¿7½4Ðs½uÂ\½{¿«ã

À?ÊAÞ`¿7ÂiÃ�Ä�¼%ÆlÐçÍ%Ä>Ê«Îb¼%ÂPÂ\½4¿\ã'Æ7¿NÀ�Í7Á7Äj½ ËÉ½ Î0ÆAÃ�½4Ê0¿FÊ«Ë0ÃÓ»%¼nÍ%Ä>ÊAÀ?ÁAÎ\Ã�Ü

1.1.2. z�&)<E@7"+$ 8;&D@«365>{��6&)<?5)<Eq?&9@A36563?(+*�$ (+rSp68n3l/�&o@Ì.7p6(%/�"%$%.6&�.�<lB�<E:%/�&)@\365954pÒ3 @A/�&u�7$�3?8;&9(6<
acids.

º#»7¼CÕ%½�Ê«Îb»l¼%Ðs½ Î_Æ%ÇlÍ0ÄjÊAÀ Á\Î\Ã�½�Êl¿%ÂnÊ«Ë�ÆC¿7ÁlÐsÕ7¼7Ä�ÊNË-ÊlÍ«ÃÓ½ Î_Æ7ÇuÇ È;ÆAÎ\Ã�½ Ñ_¼;ÆlÐs½4¿%Ê;Æ«Î_½ À6ÂnÕAÈ�ÆZÑbÆlÄ>½�¼«Ã9È�ÊNË
»\ÈAÀ?ÄjÊ7Ç�ÆlÂS¼%Â�ËÓÄjÊ7Ð Æ�Þ�½ À?¼­ÄjÆ%¿Aã ¼­ÊNË~Ðn½ Î_ÄjÊ%Ê7Ä}ã Æ%¿%½uÂPÐsÂ�»0Æ«Ñ_¼¸Õ%¼0¼%¿�À ¼\Ñ0¼lÇ�Ê7Í7¼«À?Ü}|�Ä�Ê«Ã�¼0Æ%ÂP¼%Â
Â\ÁAÎ0»�Æ%ÂsÎ0»\È%Ð~ÊNÃÅÄ}È7Í7Â\½�¿7Ø-Â\Á7Õ«Ã�½4Ç�½uÂP½4¿�Æ%¿AÀ�Ã�»7¼%ÄjÐsÊ%Ç È0Â\½�¿�Æ7Ä>¼�Á%ÂP¼«À�ËÅÊ%Ä#Ã�»7¼�ÂRÈ7¿«ÃÓ»7¼7Â\½uÂ�Ê«Ë

N-
Æ«ÎSÈ7Ç

Æ%Ðs½u¿7Ê¸Æ«Î_½ À?Â�ËÓÊ7ÄöÃ�»%¼¸ÂKÈ0¿«ÃÓ»0¼lÂP½4Â�ÊAËn¿%Ê7¿
-
¿%ÆNÃÉÁlÄ>Æ7Ç�Í0¼lÍ«Ã�½ À ¼lÂ�Ö%~¾Æ%¿«ãmX2Z
q ]_^>` ð�S�S�n[o�t9ÂP»%½4äPÆAÞ`Æ%Ø

199
S0ÛjÜZë Ðs½ À?ÆlÂP¼%ÂPØbÂPÁNÎb»~Æ%Â�ÃÓ»7¼~Ê0¿%¼�ËÅÄjÊ%Ð��)�u�f�b�T��qf��Z_�W����qf�[Z_���P���2�l»%Æ«Ñ_¼~Õ7¼7¼%¿~Á7ÂP¼AÀ~ËÅÊlÄ0ÃÓ»%¼
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ÂRÈ7¿«Ã�»0¼lÂ\½�Â�Ê«Ë�¿7Æ«ÃÅÁ%Ä>Æ%Ç+Æ7¿AÀÒ¿7Ê7¿
-
¿0Æ«ÃÓÁ7ÄjÆ%ÇlÆ%Ðs½u¿0ÊèÆAÎ_½ À?ÂPØUÞ�»0½ Î0»ÌÆ7Ä>¼èÊ«ËEÎ0Ê%¿7ÂP½ À6¼0ÄjÆ7Õ%Ç�¼è½4ÐsÍ7Ê%Ä�Ã�Æ0¿«Î_¼

½4¿�Íl»0Æ%ÄjÐsÆNÎb¼%ÁAÃ�½ ÎbÆlÇ�Æ7Í7Í7Ç4½ Î_ÆNÃÓ½4Ê7¿%Â�Ö ò Ê7¿%ä\¼�X2Z<q ]�^@` ðKS�S�S0ÛjÜÝë�ÎSÈ7Ç4Æ%ÂP¼7Â\Ø�Â\Á«Î_»�Æ7ÂèÃÉ»l¼�Í0¼%¿%½ Î0½4ÇuÇ4½{¿
a
ÎSÈ7ÇuÆ7ÂP¼ßËÉÄjÊlÐ �gX��f���R� ]_] ����� ½4Â Á0Â\¼\ÀìËÓÊ%ÄàÃÓ»%¼ »AÈ\À6Ä�Ê%Ç È_Â\½uÂ ÊNË·Í%¼%¿%½ Î_½{ÇuÇ4½4¿�� Ê%Ä�� Ã�Ê�c

-Æ%Ðs½u¿7Ê7Í%¼7¿%½ Îb½4Ç4Ç4Æ7¿7½ Î;ÆNÎ0½ À?ØPÞ�»7½ Î0»~½4ÂZÁ7ÂP¼«ÀÒÆ%ÂZÆ7¿~½4ÐsÍ%Ê%Ä}Ã�Æ7¿«Ã�ÂP¼%Ðn½4ÂRÈ7¿«Ã�»0¼«ÃÓ½ ÎCÆl¿7½ Ã�½�Õ%½4Ê«Ã�½ ÎÌÖbd#ÄjÁAã%ã?½�¿%ä
X2Zuq ]�^=` ð�STS�e%Û>Ü�k�î0½ À ÊlÄ>¼\À?Á«Î\ÃÉÆlÂ\¼7ÂZ»7ÆNÑb¼~Õ%¼0¼%¿~Æ0Í%Í%Ç�½4¼AÀ~Ã�Ê�ÃÓ»l¼~ÂRÈ7¿«ÃÅ»7¼7Â\½uÂ�ÊAË�¿lÊ%¿ -

¿7Æ«Ã�Á0ÄjÆ%ÇUÆ7Ðn½�¿%Ê
a
Î_½ À?Ø�ÂPÁ«Î_»�ÆlÂ`Ã�»0¼�ÍlÄ�Ê«À�ÁNÎ\ÃÅ½uÊ7¿'ÊAË�ï

-tert
Ç4¼7Á«Î_½�¿l¼ÒÁ%Â\½u¿\ã�Çu¼0Á«Î0½u¿0¼nÀ�¼%»«È\À Ä�Ê«ã?¼7¿7Æ%ÂP¼�ÖP��Äj½ î�X2ZTq ]�^=`ð�S�S�n0ÛjÜ�d#Á«Ã�Í7Ê%Â\ÂP½4Õ%Ç È7ØxÊ0¿l¼;Ê«ËEÃÅ»l¼ÌÐsÊ7ÂiÃ�ÂPÁ«Î\Î_¼lÂ\ÂKËÅÁ%Ç4Ç ÈÌÆ0ÍlÍ7Ç�½u¼AÀ�Õ%½4ÊAÎ_ÆNÃÅÆ%Ç È0ÂiÃÓÂöËÅÊ%Ä_ÃÓ»l¼CÂKÈ0¿«ÃÓ»7¼%ÂS½uÂ

Ê«Ë�Ê7ÍNÃÓ½ ÎbÆ%Ç4Ç È�Æ«Î\ÃÓ½ Ñ_¼'Æ7Ðs½4¿lÊ�ÆAÎ0½ À Âè½uÂ�ÃÅ»%¼�Á%ÂP¼�Ê«Ë�»\ÈAÀ?Æ7¿«ÃÅÊ%½4¿�»AÈAÀ Ä>Ê7Ç È0Â\½4¿\ã�¼%¿RQ\È7Ðs¼lÂPÜ�º-»%¼\È�Æ%Ä�¼
Á%ÂP¼«À�Ã�ÊÌÎ_Ê7¿«Ñb¼lÄ�Ã#ÃÅ»l¼�Ä�¼%Ç4ÆAÃ�½ Ñ0¼7Ç È;Î0»7¼7Æ7ÍÒÂSÁ%ÕlÂKÃÓÄ�ÆNÃÅ¼�Ê«Ëé×�Ø9ï

-5-
ÐsÊ%¿7Ê%ÂSÁ%ÕlÂKÃÓ½ ÃÅÁNÃÓ¼NÀ�»AÈAÀ�Æ7¿NÃÅÊ%½4¿7Â�ÃÉÊ

Ê%Í«ÃÓ½ ÎbÆ%Ç4Ç ÈCÍ7Á%Äj¼Ì¿%Æ«ÃÓÁ%Ä>Æ7Ç+Ê%Ä Á0¿%¿%ÆAÃ�Á%Ä�Æ%Ç+×
-
Æ7¿\À�ï

-
Æ7Ðs½u¿%Ê~ÆAÎ_½ À Â�Ö ò È%Ç À�ÆNÃÓä�X2Z�q ]_^>` ðRSfS0Ù2ou�#Ê%Ç4äS¼lÇ+Æ%¿\À

~¸ÆAã?¿l¼%Ä>Ø ð�STS�U2o ò Î0»0ÁlÇ Q_¼FÆ0¿NÀ�~ÔÁlÕ7Õ%ÊlÇ Ã�Â\Ø�ðKS�S�S7Û>Ü

1.2.
�`¬ � ��³�³`±j��µ�������´�® ´�¶ � ¬ � ¬�� ¯���®���´���® ���N�j±=��°���®�� ��®�� � ²Ï��° ¶�´�� � ¬ �
° � ®�� ¬ ��°���°�´�¶�´�³����}µ���±j± � ³����N����²æ��®�´­��µ���¯�°�¹

1.2.1. !�"l$ �=¡�p+* 36(l/�<E&)(73%.7$2¢7:?1�<6@N$0.%.?G
k�Í«Ã�½ Î_Æ%ÇuÇ È ÆNÎ\ÃÅ½ Ñ0¼ ÆlÐs½{¿%Ê Æ«Îb½ À?Â Î0Æ%¿ Õ%¼ ÍlÄ�¼%Í0ÆlÄ>¼AÀ ËÓÄjÊ%Ð ÄjÆAÎ0¼7Ðn½ Î Ðn½ îPÃÓÁlÄ�¼lÂ ÊAË}U

-ÐsÊ%¿lÊ7ÂPÁ7ÕlÂiÃÅ½ ÃÅÁNÃÅ¼«ÀÒ»\ÈAÀ�Æ%¿AÃ�Ê%½{¿lÂ�Õ\ÈÌÆèÂP¼Kh?Á0¼%¿NÎb¼èÊAËxÃ9Þ
ÊÌ¼7¿KQ\È7Ðn¼`Î_ÆAÃ�Æ%Ç È7ÂS¼NÀÒÄ>¼7Æ«ÎPÃ�½4Ê0¿%Â\ØbÁAÃ�½4Ç4½uÂP½�¿\ã
»\ÈAÀ?Æ7¿«ÃÓÊ7½4¿è»\ÈAÀ?Ä�ÊlÇ È7ÂS½4¿AãÒ¼%¿KQ\È7Ðs¼%ÂPØxÆlÂZ½4Ç{ÇuÁ%ÂKÃ�Ä>ÆAÃ�¼AÀ�½4¿£a?½ ã�Á%Ä�¼ÒðNÜÓð«Ü�º-»%¼`ËÅ½4ÄjÂKÃ�¼7¿KQPÈ7Ðs¼�Î_Æ«ÃÓÆ%Ç È7Â\¼\À
Äj¼0ÆNÎ\ÃÅ½uÊ7¿Ò½4Â�ÃÓ»7¼Ò»AÈAÀ�Ä>Ê%Ç È0ÂP½4ÂÌÊAËö×�Ø)ï

-5-
ÐsÊ0¿%ÊlÂSÁ7Õ7ÂKÃÓ½ Ã�Á«ÃÓ¼«À�»AÈAÀ Æ7¿AÃ�Ê%½4¿7Â�ÃÓÊèÃÅ»l¼èÎbÊ%Ä>Ä>¼lÂSÍ%Ê7¿«À�½4¿«ã�×

Ê%Ä ï
N-carbamoyl-

Æ7Ðn½{¿lÊ�Æ«Î_½ À Ø-ÕAÈàÆ�×
-
Ê%Ä ï

-
ÂiÃ�¼7Äj¼%Ê7ÂPÍ7¼«Î0½ ËÅ½ Îà»AÈAÀ�Æ%¿NÃÉÊ%½4¿7ÆlÂS¼%Ø�ÊlÄ
ÕAÈ�Æ�¿7Ê7¿

-Â\¼7Çu¼«ÎPÃ�½ Ñ_¼�»\ÈAÀ Æ7¿AÃ�Ê7½u¿0Æ%ÂS¼�Ö ò È7Ç À�Æ«Ã�ä¤X[Zgq ]�^=` ð�S�S0ÚlÆ%ØáðKS�S0ÙlØáð�S�S�S[o�×�ÄjÆ7ÁKQ7ØáðKS�STUIo9k�ã?Æ\Þ�Æ�Æ0¿«À
ò »%½uÐs½ Q0Á7Ø�ðKS�S�n%Û>Üáº�»l¼ÌÂP¼AÎ0Ê0¿NÀ�¼0¿�QPÈ%Ð~¼`Î0ÆAÃÓÆ%Ç È0Â\¼AÀÒÄ>¼0ÆNÎPÃÓ½uÊ7¿Ì½uÂ Ã�»0¼~ÂiÃÅ¼%Ä>¼7Ê%ÂSÍl¼«Îb½ ËÅ½ ÎC»«È\À?Ä>Ê7Ç È0ÂP½uÂÊ«Ë�ÃÓ»%¼'×

-
Ê%Ä-ï

-N
ÎbÆ%Ä>Õ%Æ7ÐsÊ\È%Ç

-
Æ%Ðs½4¿7Ê'Æ«Îb½ À�½4¿«ÃÓ¼7Ä�Ðn¼AÀ6½4ÆAÃÓ¼nÃ�Ê'×

-
Ê7Ä-ï

-
Æ7Ðs½4¿lÊ�ÆAÎ0½ À Â~Õ«È�×

-
Ê7Ä-ï

-ÂiÃÓ¼%Äj¼0ÊlÂPÍ7¼«Î_½ ËÅ½ Î
N-carbamoyl-

ÆlÐs½4¿%Ê ÆNÎ0½ À Æ%Ðs½ À Êl»\ÈAÀ Ä�ÊlÇ�Æ7Â\¼ Ö>×
- ¥ \ ë�ë¦i Ê7Ä ï

- ¥ \ ë�ë¦i�ÛÖ ò È%Ç À?Æ«Ã�ä§X2ZIq ]�^=` ð�STS%Ú%ØéðKS�S%Ù[o6×�Ä>Æ7ÁKQ0Ø ðKS�S�U2oCk�ã ÆAÞ`Æ�Æ%¿AÀ ò »%½4Ðs½ Q0Á%ØéðKS�S�n0ÛjÜ�º�»l½4Â'»%Æ7Â�Õ%¼0¼%¿
Äj¼AËÓ¼%Ä>Ä>¼NÀ¾Ã�Ê¾Æ7Â�Ã�»7¼�¨4»\È\À?Æ7¿AÃ�Ê%½4¿0Æ%ÂP¼�söÍ%Ä>Ê«Î0¼7Â\Â�Ö ò È%Ç À?Æ«ÃÓä©X2Z�q ]_^@` ðRSfS0Ù%Øèð�S�S�S2o�×�Ä>Æ7ÁKQ7ØèðKS�SfU[o
k�ã?Æ\Þ�Æ¸Æ7¿«À ò »7½4Ðs½ Q0Á7ØFð�STSfn%Øªd�Ê7ÐsÐnÆ7Äj½uÁ%Â«X2Z�q ]�^@` ðKS�S�e7ÛjÜ ò ÍlÊ0¿«Ã�Æ0¿l¼0Ê%ÁlÂàÄjÆ«Îb¼%Ðs½uÂPÆ«Ã�½{Ê%¿­ÊlÄ
¼%¿KQ\È7Ðs¼ Î_ÆNÃÅÆ%Ç È7ÂP¼AÀ ÄjÆ\Î0¼%Ðn½�Â\Æ«ÃÓ½4Ê%¿ Ê«Ë�ÃÓ»l¼¬U

-
ÐsÊ%¿7ÊlÂSÁ%Õ%ÂKÃ�½ ÃÓÁ7¼«À »AÈAÀ�Æ7¿NÃÅÊl½�¿7Â Æ%Ç4ÂSÊìÊ«ÎPÎ0Á7ÄjÂ

Ö ò È%Ç À?Æ«Ã�ä�XIZRq ]_^>` ðRS�S%Ú0Æ%Ø ð�STSlÙ%Ø0×�ÄjÆ7ÁRQ7Ø ðKS�S�U2o1~¸Æ«Ã�Æ0Õl¼­X2ZRq ]�^=` ðRSfS7Ù0ÕlØ4Î0ÛjÜ
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º#»7¼�À ½uÂiÎ_ÊAÑ_¼7Ä}È¸Ê«ËfÃ�»7¼
N-carbamoyl-

ÆlÐs½4¿0Ê�Æ«Î_½ À·ÆlÐs½ À Ê%»\ÈAÀ Ä>Ê%Ç4Æ7ÂP¼lÂ�Ö ¥ \ ë#ë�i�ÛZÊ%¿7Ç È�ÎbÆ%Ðs¼
Æ«ËDÃ�¼%ÄlÃÓ»l¼fÀ ½�ÂiÎ0Ê«Ñ_¼7Ä}È~Ê«Ë_Ã>»%¼s»«È\À Æ0¿NÃÓÊ%½�¿%Æ%ÂP¼7Â
Öbk`Çu½ Ñb½4¼lÄ>½RX[ZKq ]�^=` ðRS�n�S7ÛjØ7Æ%¿\À�Á%¿«ÃÓ½4ÇiÃ�»0¼%¿%ØAÎbÆ%Ä�ÕlÆ%ÐsÊ\È7Ç -Æ%Ðs½u¿7Ê�ÆAÎ0½ À Â;Þ`¼7Ä>¼ÒÎ0Ê7¿AÑ_¼%Ä�Ã�¼\À�Ã�ÊÒÃ�»%¼ÒÎbÊ%ÄjÄ�¼lÂSÍ%Ê0¿NÀ?½{¿«ãÔÆ%Ðs½4¿%Ê�ÆAÎ0½ À?Â�Õ«È�Î0»7¼%Ðs½ Î0Æ%Ç�Ðs¼«ÃÓ»7ÊAÀ6Â
Á%¿AÀ?¼0ÄnÎ_Ê7¿AÀ6½ Ã�½�Ê7¿lÂ�Þ`»7¼0Äj¼ÏÎbÊ%ÐsÍlÇ�¼«ÃÓ¼åÄ>¼«ÃÓ¼7¿NÃÅ½4Ê%¿ Ê«ËCÎ0Êl¿AËÓ½ ã?Á%Ä>Æ«ÃÓ½�Ê%¿ÔÞ`Æ%ÂÝÊlÕAÃÓÆ7½�¿l¼\À Ö \ ¼«Îb¼lÄ�¼%Ø
ð�S�n�U0ÛjÜ i�ÊAÞ`¼AÑ_¼lÄnÎb»0¼%Ðs½ Î0Æ7Ç`»AÈAÀ Ä>Ê7Ç È7ÂP½uÂ�ÊNË

N-carbamoyl-
À ¼%Ä>½ Ñ_Æ«Ã�½ Ñ_¼7ÂÔ»7ÆAÀ Æç¿0ÁlÐsÕ%¼0Ä'ÊNË

À?½uÂPÆAÀ7Ñ_Æl¿AÃÓÆAã ¼lÂPØ�Â\Á«Îb»�Æ7ÂFÃÅ»%¼�Ç4Ê%¿\ã�Ä>¼7ÆNÎ\ÃÅ½4Ê7¿CÃÅ½uÐn¼7Ø6Ã�»%¼�»%½ ã?»�Äj¼0Æ«Î\ÃÓ½�Êl¿�ÃÓ¼%ÐsÍl¼%Ä�Æ«Ã�Á0Äj¼�Æ7¿«À�Ã�»0¼
Ç4ÊAÞÝÈ7½�¼%Ç À ÂèÆ7¿AÀ�ÎbÊ%Á%Ç ÀàÊ0¿%Ç ÈÒÕ0¼�Á7ÂP¼\À�Ê0¿

N-carbamoyl-
Æ%Ðs½4¿lÊ�ÆNÎ0½ À?ÂPØbÞ�»7½ Î0»èÀ?½ À�¿7Ê«Ã�Î0Ê0¿«Ã�Æ7½4¿

Ê«î_½ À ½�Â\Æ%Õ7Ç�¼�ã Ä>Ê%Á7Í%Â�ÖPk
Ç{½ Ñ0½u¼7Äj½�X[Z[q ]�^=` ðKSfe�ð«Û>Ü ò Ê0Ø Ã�»7¼�À6½4ÂKÎ_Ê«Ñ_¼%Ä)È�Ê«Ë�ÃÅ»l¼
N-carbamoyl-

Æ7Ðn½�¿%Ê
Æ«Î_½ ÀÒÆ%Ðs½ À Ê7»\ÈAÀ?Ä>Ê%Ç�Æ%ÂP¼7ÂöÎ0»7Æ%¿«ã�¼«À~ÃÅ»l½4ÂPØbÆ%Ç4Ç4Ê\Þ�½�¿AãèËÅÊ%Ä Æ~Í0ÁlÄ>¼%Ç ÈÌÕl½�Ê7¼%¿RQ\È%Ð~Æ\Ã�½ ÎÌÍ7Ä>ÊNÎ_¼%Â\ÂáÖbk�ã�Æ\Þ�Æ
Æ%¿AÀ ò »%½4Ðs½ Q0Á%Ø�ð�STS�S%Û>Ü

® &DqE,61=$·ñ7G9ñ%G O�¼7Æ«Î\ÃÓ½4Ê7¿­ÂiÎ_»l¼%Ðs¼�ËÓÊ%Ä Ã�»7¼¸¼%¿RQ\È_ÐnÆAÃ�½ Î�Î0Çu¼%ÆAÑ_ÆAã?¼­ÊNËs×�Ø)ï
-5-
ÐsÊ0¿%ÊlÂSÁ7Õ7ÂiÃ�½ Ã�Á«Ã�¼\À»\ÈAÀ?Æ7¿«ÃÓÊ7½4¿ À�¼lÄj½ ÑbÆ«ÃÓ½ Ñ_¼%Â Ã�Ê Ã�»%¼ Î_Ê%Ä>Äj¼7ÂPÍ7Ê%¿\À?½4¿Aã ×

-
Ê7Ä ï

-
Æ%Ðs½4¿7Ê Æ«Î0½ À Â\ØåÁ7Â\½4¿Aã ÃÅ»%¼

¨4»AÈAÀ Æ0¿NÃÓÊ%½�¿0ÆlÂ\¼�sPÍ7Ä>ÊNÎ_¼%Â\Â`ÖjÆAÀ Æ7Í«Ã�¼\ÀnËÓÄjÊ7Ð¯d�Ê7ÐFÐsÆ%Ä>½uÁ%Â°X2ZRq ]�^=` 1998).

1.2.2. ±�*?�03?(%/>36q%$%.'<lB6/�"%$�"7pl*?36(%/�<E&)(73l.0$':E1�<6@A$0.l. G
º#»7¼�ÆAÀlÑ_Æ7¿AÃ�Æ\ã6¼%Â�ÊAËáÁlÂ\½4¿Aã�ÃÓ»%¼�»AÈAÀ�Æ7¿NÃÅÊ%½4¿0ÆlÂP¼�Í%Ä>ÊAÎ0¼lÂPÂ;ËÓÊlÄ�Ã�»0¼�ÂKÈ7¿«ÃÅ»7¼%Â\½�Â�ÊAË�Æ%Ðs½4¿%Ê�ÆAÎ0½ À?Â
Ê«Ñ_¼%ÄéÊAÃ�»7¼%ÄéÕl½�ÊAÎ_»%¼%Ðs½ Î0Æ7Ç�Æl¿\À�Î0»7¼lÐs½ Î0Æ0Ç�Ðs¼«Ã�»7Ê«À¸Æ7Ä>¼�¿7Á%Ðs¼%ÄjÊ0Á%Â�Æ7¿NÀ¾»lÆAÑ_¼�Õ0¼l¼0¿�Äj¼AÑ0½�¼AÞ`¼\À
¼«îPÃ�¼0¿lÂ\½ Ñ_¼7Ç È�Ö ò È0Ç À Æ«ÃÓä£X2Z²q ]�^=` ðKS�S7Ú7Æ7Ø�ð�S�S0ÙIo�k�ã?Æ\ÞZÆ'Æ7¿AÀ ò »7½4ÐF½ Q0Á%Ø�ðRSfSTn�³/d#ÊlÐnÐsÆ%Äj½4Á7Â´X2ZTq ]�^=`ð�S�S�e[o ò Î_»7Á7Ç Q0¼µX2ZRq ]�^=` ðRSfSTS2otëöÇ ÃÓ¼%¿0Õ%Á«Î_»7¿%¼7Ä6Ù 001).

¶
·¹¸¹º"»½¼¿¾¹À »2Á�º"Â"Ã"Ä[º"ÅÆÃ¾¹ÇÈ�É ¾¹»½¼¿º"»?Ã"¾ËÊ¹Å É ¶)ÌIÍ
L-Hydantoinase

D-Hydantoinase

L-NCAAH D-NCAAH

R

NH

H

O

O

HN

L-Hydantoin

H

NH

R

O

O

NH

D-Hydantoin

R

H COOH

NH2

O

HN

N- ÎWÏ"Ð%ÑÆÏ+ÒÔÓÆÕ×ÖWØ - Ï"Ò²Ù Ú+Ó²ÏÆÎ×Ù Û

H

R COOH

NH2

O

HN

N- Î×ÏÆÐ%Ñ"Ï"ÒÔÓÆÕ×Ö×Ü - ÏÆÒÔÙ ÚÆÓ²Ï+ÎWÙ Û

C
NH2

H

R

COOH

L- Ý�ÒÔÙ Ú"Ó²Ý�Î×Ù Û

C
NH2

R

H

COOH

D- Ý�Ò²Ù Ú+Ó²Ý�Î×Ù Û

¶
·¹¸¹º"»½¼¿¾¹À »2Á�º"Â"Ã"Ä[º"ÅÆÃ¾¹ÇÈ�É ¾¹»½¼¿º"»?Ã"¾ËÊ¹Å É ¶)ÌIÍ
L-Hydantoinase

D-Hydantoinase

L-NCAAH D-NCAAH

R

NH

H

O

O

HN

L-Hydantoin

H

NH

R

O

O

NH

D-Hydantoin

R

H COOH

NH2

O

HN

N- ÎWÏ"Ð%ÑÆÏ+ÒÔÓÆÕ×ÖWØ - Ï"Ò²Ù Ú+Ó²ÏÆÎ×Ù Û

H

R COOH

NH2

O

HN

N- Î×ÏÆÐ%Ñ"Ï"ÒÔÓÆÕ×Ö×Ü - ÏÆÒÔÙ ÚÆÓ²Ï+ÎWÙ Û

C
NH2

H

R

COOH

L- Ý�ÒÔÙ Ú"Ó²Ý�Î×Ù Û

C
NH2

R

H

COOH

D- Ý�Ò²Ù Ú+Ó²Ý�Î×Ù Û

C
NH2

H

R

COOH
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º#ÊßÕ0¼«ã?½4¿ Þ`½ Ã�»%ØèÃÓ»7¼jU
-
ÐsÊl¿%Ê7ÂPÁ7Õ%ÂKÃ�½ Ã�Á0¼«À »«È\À Æ0¿NÃÓÊ%½�¿%Â Á%¿\À?¼7Ä�ã ÊßÄ>Æ%Í%½ ÀìÆ%¿\ÀìÂ\Í%Ê0¿«ÃÓÆ7¿l¼0Ê%Á%Â

ÄjÆAÎ_¼lÐs½4ÂPÆ«Ã�½4Ê7¿�Á0¿«À ¼%Ä�Îb¼%Ä�ÃÅÆl½�¿'Î0Ê0¿«À?½ Ã�½�Êl¿7ÂÒÖ ò È_Ç À ÆAÃÓä X[Z[q ]�^@` ðKS�S%Ú0Æ%ØfðRS�SlÙ0Û#ÃÓ»7¼%Ä�¼«ËÓÊ7Äj¼�Æ7ÇuÇ�Ê\Þ
½�¿\ã
Ã�»7¼'ÎbÊ%ÐsÍlÇ�¼AÃ�¼'ÎbÊ7¿AÑ0¼7ÄjÂ\½{Êl¿�ÊNË�ÃÓ»%¼àÄjÆ«Îb¼lÐs½ ÎàÂPÁ7Õ0ÂiÃÓÄjÆ«Ã�¼�ÃÓÊ�Ã�»7¼à×

-
ÊlÄ�ï

-
Æ7Ðs½4¿lÊ�ÆNÎ0½ ÀÏÍ7Ä>ÊAÀ?Á«ÎPÃ�Ø

w
»l½ Îb»sã6½ Ñb¼%Â�ÃÓ»7¼�Í%Ä�ÊNÎb¼7ÂPÂèÆnÃÓ»l¼0Ê%Ä�¼NÃÓ½ Î_Æ7ÇSÈ0½4¼7Ç À�ÊAËZðNÚ%ÚKÞ Öbk`Çu½ Ñ0½{¼lÄj½�X[Z�q ]�^=` ðKS�e ðNØ�ï7Ê7ÁAÞ�Ä>½�¼%Ä-Æ0¿«À

�#¿%Ê«Þ`Ç�¼lÂ�ðKS�STnIo ò È%Ç À?ÆAÃ�ä¤XIZgq ]_^>` ðKS�S�S7ÛjÜßa6Á%Ä�ÃÅ»7¼7ÄjÐsÊlÄ>¼7Ø�¼l¿RQ\È0ÐnÆAÃ�½ Î�Ä>ÆAÎ_¼%Ðn½�Â\Æ«ÃÓ½4Ê%¿�Ê«ËöÃÅ»%¼©U
-ÐsÊ%¿lÊ7ÂPÁ7ÕlÂiÃÅ½ ÃÅÁNÃÅ¼«À »AÈ\À Æ7¿«ÃÓÊ7½u¿%Â Õ«È »AÈ\À Æ7¿«Ã�Ê0½4¿ Ä>Æ«Îb¼%ÐsÆlÂP¼7Â Í7ÊlÂ\ÂS¼%ÂPÂ\¼\À Õ\È ÂPÊ%Ðs¼

Ðs½ Î0Ä>ÊlÊ%Ä}ã�Æl¿7½4Â\ÐsÂàÆlÇ4ÂSÊ­ÆAÎ\Ã
Ã�Ê¸ÐsÆ7ä\¼�ÃÅ»%¼­Äj¼0Æ«Î\ÃÅ½uÊ%¿­ÐsÊ%Ä>¼¸¼«Ë9ËÉ½ Î0½�¼%¿NÃ~Ö%~¸Æ«Ã�Æ0Õl¼àX2Z�q ]_^>` ðRSfS7ÙAÎ�o
t)ÂP»%½4äPÆ«Þ`ÆµX2ZRq ]�^=` ðKS�STnIo?~¸½u¼%ÂP¼áXIZRq ]_^>` 2000b).

º#»7¼~ÆAÀlÑ_Æ7¿AÃ�Æ\ã6¼%ÂZÊAË�Á7Â\½{¿NãâU
-
ÐsÊ0¿lÊ%ÂSÁ0ÕlÂiÃÅ½ ÃÓÁNÃÅ¼«À�»\ÈAÀ Æ%¿«ÃÓÊ7½�¿lÂZÆlÂ`ÂSÁ7Õ7ÂiÃ�Ä>Æ«ÃÓ¼7Â�ËÓÊ%Ä%ÃÓ»%¼~Í%Ä>ÊAÀ?ÁAÎ\Ã�½{Ê%¿

Ê«Ë¾ÆlÐs½4¿%Ê Æ«Î_½ À6Â Æ7Ä>¼ Ã)Þ`Ê
-
ËÓÊ7Ç À?Ü aE½�ÄjÂiÃ�Ç È7Ø'ÃÅ»%¼ãU

-monosubstitut
¼\À »AÈAÀ Æ7¿AÃ�Ê%½�¿%ÂåÎ_Æ7¿ Õ7¼

ÂRÈ7¿«Ã�»0¼lÂ\½�Â\¼\À­Äj¼7Ç4Æ«Ã�½ Ñ_¼7Ç È�Î_»l¼7Æ7Í%Ç È�Æ7¿\À¸¼0ÆlÂ\½4Ç È�Õ\È«d
ücherer-

d�¼%Ä�ã?ÂÒÂRÈ7¿NÃÉ»l¼%ÂP½4Â�ÖPd
ü
Î_»l¼0Äj¼0Ä Æ7¿\À

ò Ã�¼%½4¿%Ø`ðRSfäKå ÛfÊ0ÄfÕ\È�ÃÅ»%¼ÒÎ0Ê7¿AÀ6¼0¿%ÂPÆNÃÓ½�Ê7¿àÊ«ËZÆ%Ç À?¼7»\ÈAÀ?¼7ÂÒÖ ò È7Ç À ÆNÃÅäâX[Z�q ]�^=` ð�STS%Ù%Û�Öba6½ ã?Á7Äj¼Ôð«Ü)Ù7ÛjÜ
ò ¼«Î0Ê7¿«À?Ç È7Ø�Ã�»7¼àO -

ã Ä>Ê%Á0Í­Ê«ËZÃ�»%¼àU
-
ÐsÊ7¿%Ê%ÂPÁ7Õ%ÂiÃÉ½ ÃÓÁNÃÅ¼«Àç»AÈ\À?Æ7¿AÃ�Ê%½�¿�Î_Æ7¿­Õ%¼ÏÐsÆ%¿7½4Í0ÁlÇ�ÆAÃ�¼AÀ Æ%¿\À

Î0»7Æ%¿Aã ¼«À Ø�ÐsÆ%äP½4¿«ã�½ ÃöÍ7Ê7Â\Â\½�Õ%Ç4¼ÌÃ�Ê�ÂiÈ_¿NÃÓ»7¼%ÂS½4Â\¼ÌÑ0½4Ä)Ã�Á%Æ7Ç4Ç È�Æ%¿\È�¿0Æ«Ã�Á0ÄjÆlÇ?Ê%Ä�¿%Ê7¿
-
¿7ÆNÃÉÁlÄ>Æ7Ç

α-
ÆlÐs½4¿0Ê

Æ«Î_½ ÀàÖ ò È7Ç À6Æ«Ã�äæX2ZTq ]_^@` ðKS�S7ÙlØ/d#Ê%ÐsÐsÆ%Äj½uÁ7ÂyX2ZTq ]�^=` ð�S�S�elØ�×�Ä>Æ%ÁKQâX2Z�q ]_^@` ðRS�S�n7ÛjØ�½u¿AÎ_Ç�Á«À?½{¿Nã�ÃÅ»%Ê%ÂS¼ÞZ»l½ Îb»fÞ`Ê%Á%Ç À�¿7Ê«Ã�Õ%¼nÍ7Ê0Â\ÂP½uÕ%Ç{¼éÃ�ÊnÂRÈ7¿«ÃÅ»%¼lÂS½4Â\¼sÕ\È
Î_»%¼lÐs½ Î_Æ%Ç\Ðs¼7Æ%¿%Â�Ö ò È7Ç À?Æ«ÃÓäªX2ZKq ]_^@` 1999).

® &DqE,61=$Ïñ7G_ç G \ »7¼7Ðs½ Î0Æ%Ç#ÂRÈ7¿«Ã�»0¼%ÂP½uÂ�ÊNË�U
-
ÐsÊ%¿7Ê%ÂSÁlÕ%ÂKÃ�½ ÃÅÁ«Ã�¼\ÀÏ»\ÈAÀ?Æ0¿«ÃÅÊ%½u¿7Â�Õ\È�d#Á«Îb»%¼%Ä>¼%Ä

-
d#¼%Ä}ã?ÂÂRÈ7¿«Ã�»0¼lÂ\½�Â
Ö�ë Û?Æ%¿\ÀFÎ_Ê7¿NÀ�¼%¿%ÂPÆAÃ�½4Ê0¿nÊ«Ë�Æ7Ç À?¼0»«ÈAÀ�¼nÖPd#ÛEÖ�ë#À?Æ0ÍNÃÓ¼AÀFËÉÄjÊlÐ ò È%Ç À�Æ«Ã�äªX2ZRq ]�^@` ðRSfS0Ù%Û

t)¿CÆAÀlÀ�½ Ã�½4Ê7¿%ØlÃ�»%¼;Á%ÂP¼CÊNË?Ã�»7¼Ì»\ÈAÀ Æ7¿«Ã�Ê7½�¿7Æ%Â\¼;ÍlÄ�Ê«Îb¼%Â\ÂéËÓÊ7Ä_Ã�»7¼CÂKÈ0¿NÃÅ»%¼%ÂS½4ÂáÊAË
α-
Æ%Ðs½u¿0ÊÌÆNÎb½ À ÂF½4ÂFÆ

Õ%½uÊAÎ_ÆAÃ�Æ7Ç È«ÃÅ½ Î'Í%Ä�Ê«Î0¼%Â\Â\Ø?Æ%¿AÀ�½�ÂFÍ7¼%Ä�ËÅÊ%ÄjÐs¼«À�Á7¿AÀ?¼7Ä�Äj¼0ÇuÆ«Ã�½ Ñ_¼7Ç ÈCÐs½4Ç À�Äj¼7ÆAÎ\Ã�½�Ê%¿ZÎbÊ%¿AÀ?½ ÃÓ½�Ê%¿%ÂfÞ`½ ÃÓ»�ËÓ¼\Þ

R CH2 CHO
KCN

(NH4)2CO3 NH NH

O

O

R-H2C

NH NH

O

OH2
R-CHO

NH NH

O

OR-HC

[H]
NH NH

O

OR-H2C

A

B
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ÞZÆlÂiÃÅ¼�Í%Ä�Ê«À?ÁAÎ\Ã�ÂPØ�Æ7¿«À�ÃÅ»%¼0Äj¼NËÉÊlÄj¼à½uÂ~ÎbÊ%¿%ÂP½ À?¼7Ä>¼\Ààvj¼«Î_Ê7Ç�ÊNã�½ Î0ÆlÇ{Ç È'ËÅÄj½4¼0¿«À6Ç È�x�Þ`»7¼%¿'Î0Ê7ÐsÍ7ÆlÄ�¼«À�ÃÓÊ
Ã�»7¼FÆ0Ç ÃÓ¼lÄ�¿7ÆAÃ�½ Ñ0¼fÎb»l¼%Ðs½ ÎbÆlÇ\Ðs¼AÃ�»7ÊAÀ6Â`Ö ò È7Ç À Æ«Ã�ä°X2ZRq ]�^@` 1999).

1.2.3. !�"l$'@l5�3l.7. & B�&)@\3%/�&)<E(�<+B�"%pl*E3�(+/�<E&9(;"7p+*�1�<654p%.6&D(6qF$6(%rPpE8n$7.6G
~¸ÆlÇ�ÇuÆ«Î0»sÆ0¿«À��`Äj½uÂPÊ7Ç4½4ÆsÖ�ðKS�U�n7Û7ÞZ¼lÄ>¼
ÃÓ»7¼
ËÓ½4ÄjÂKÃ_Ã�Ê~Í%Ä�ÊlÍ7Ê7Â\¼�Ã�»0ÆNÃ�»«ÈPÀ?Æ0¿«Ã�Ê7½4¿7Æ%Â\¼%ÂZÆ7Ä>¼s½ À ¼%¿AÃ�½ ÎbÆlÇKÃÉÊ
À?½u»\ÈAÀ�Ä>Ê%Í\È7Äj½�Ðn½ À�½4¿7Æ%Â\¼7Â\Ø_Æ%¿\À�ÆNÎPÎ0Ê0Ä�À?½4¿\ãsÃ�Ê£è \ ¿7ÊlÐs¼7¿«Î0Ç�Æ«Ã�Á0Äj¼~»«ÈPÀ?Æ0¿«Ã�Ê7½4¿7Æ%Â\¼~½4Â`Æ0¿~Æ%Ç ÃÓ¼7Äj¿0Æ«Ã�½ Ñ_¼
¿%Æ%Ðn¼�ËÓÊ%Ä0À�½4»AÈAÀ Ä�Ê%ÍAÈ7Ä>½4Ðs½ À?½�¿%Æ%ÂP¼CÖbè \ ä%Ü@U%Ü)Ù7Ü9Ù%Ü9ÛjØUÞZ»%½ Îb»ÌÆ%Ä�¼è¼%¿RQ\È7Ðs¼7Â ã?Ä�Ê%Á0Íl¼\ÀCÞ
½ Ã�»ZÃ�»0¼`ÎSÈAÎbÇ4½ Î
Æ%Ðs½ À Æ%ÂP¼%ÂFÖbè \ ä%Ü@U%Ü9Ù7ÛjØ%Þ`»l½ Î_»;Æ%Äj¼áÎbÊ%ÐsÍlÄj½4ÂS¼\À�Ê\Ë6ÃÅ»l¼C¼7¿�Q\È0Ðn¼7ÂF½{¿«Ñ_Ê%Ç Ñ_¼«À�½4¿�ÃÅ»%¼;Õ%½{ÊlÂKÈ0¿«ÃÓ»0¼%ÂP½uÂ
Ê%ÄbÀ?¼«ã�ÄjÆ«À Æ«Ã�½{Ê%¿CÊ«Ë#Í7Á%Äj½�¿7¼7ÂáÆl¿\À�ÍAÈ0Ä>½uÐs½ À ½4¿%¼7ÂáÖWVFÆAÈæX2Zfq ]�^=` ð�S�STeNÀ?Ø ò È%Ç À ÆAÃÓäáXIZéq ]_^@` ðKSfS�S7ÛjÜ�d#Á«ÃÃ�»7½4Â�Î_Ç4ÆlÂ\ÂP½ ËÓ½ Î0Æ«ÃÓ½�Êl¿n½4Â`Í%Ä�Ê7ÕlÇ�¼%ÐsÆNÃÓ½ Î`ËÅÊ%Ä+ÃÓ»7¼fËÓÊ7Ç4ÇuÊAÞ`½4¿«ã'Ä>¼0ÆlÂPÊ7¿%ÂPÜ

~¸»l½�Çu¼éÃÓ»%¼FÐsÆ�ê�ÊlÄj½ ÃDÈèÊNË�»«ÈAÀ Æ7¿AÃ�Ê%½4¿0Æ%ÂP¼lÂZÆlÄ�¼éËÉÁl¿«ÎPÃÓ½4Ê7¿%Æ7Ç�Ç ÈsÂP½uÐs½4Ç4ÆlÄ%ÃÓÊfÃ�»0¼éÀ7È0»\ÈAÀ�ÄjÊ%Í\È7Äj½4Ðs½ À ½4¿%Æ7ÂP¼7Â\Ø
Â\Ê7Ðs¼�»«ÈAÀ�Æ7¿NÃÅÊl½�¿0ÆlÂP¼%Â�Æ7Ä>¼�¿%ÊAÃáÆl¿\À�»7ÆNÑb¼�Õ0¼%¼%¿�Î_Ç4ÆlÂPÂP¼AÀÝ½4¿�ÊNÃÅ»%¼%Ä`¼0¿�QPÈ7Ðs¼�ã ÄjÊ0Á%Í7Â�Ê«Ë ÃÅ»%¼
ÎSÈ«Î0Ç4½ Î�Æ%Ðs½ À?Æ%ÂS¼%Â\Ø
ÂPÁAÎ0»­Æ%Â�Æ%Ç{ÇuÆ7¿AÃ�Ê%½�¿7Æ7Â\¼­Öbè \ ä%Ü=U7Ü)Ù%Ü>U%ÛjØ-ÎbÆ%Ä�Õ%ÊAîPÈ%Ð~¼AÃ�»«È_Ç4»AÈ\À Æ7¿«Ã�Ê7½4¿7Æ7Â\¼ÏÖbè \
ä%Ü@U%Ü)Ù7Ü_å?ÛnÆl¿\À

N-
Ðn¼«ÃÅ»«È7Ç{»«È\À Æ%¿AÃÓÊ%½�¿%Æ%ÂP¼¸ÖPè \ ä7Ü=U7Ü9Ù%Ü�ð�å?ÛáÖWVFÆ\ÈàX[Z
q ]_^@` ð�S�S�eAÀ
o ò È7Ç À Æ«Ã�ä«X2Z)q ]�^=`ð�S�S�S0ÛjÜ´VFÊ%Ä>¼0Ê«Ñ0¼%ÄjØPÃ�»7¼7Ä>¼nÆ%Äj¼sÂPÊ%Ðs¼s»«È\À Æ7¿AÃ�Ê%½�¿7Æ7Â\¼%Â�ÃÓ»7Æ«Ã�»lÆ«Ñb¼sÕ%¼7¼7¿fÀ ¼7ÂiÎ_Äj½4Õ0¼NÀ�Õ7ÁAÃ »7Æ«Ñb¼F¿7Ê«Ã

È7¼AÃ Õ0¼%¼%¿fÎ0Ç�Æ%Â\ÂS½ ËÉ½u¼«À?Ø7Â\Á\Î0»nÆ%Â�Î_Æ7Ä>ÕlÊAîPÈ0¼AÃ�»\È7Ç4»\ÈAÀ�Æl¿AÃÓÊ%½�¿%Æ%ÂS¼FÖPi�Æ%Â\Â\¼0Ç\Æ0¿NÀ��`Äj¼l¼0¿7Õ%¼%Ä}ã Ø?ðRS�c�ä7ÛjØ0Æ
D-
»«ÈAÀ�Æ7¿«ÃÓÊ%½�¿7ÆlÂP¼ ½uÂPÊ7Ç�ÆNÃÉ¼NÀ Æ%¿AÀæÎ0»0Æ%Ä�ÆNÎ\ÃÅ¼lÄ>½�Â\¼\À ÕAÈëO�Á7¿lÂP¼7Ä'Æl¿\ÀìVF¼\È0¼7ÄCÖtð�STSfä7Û>ØnÆ7¿¸ë�º�|

-À?¼7Í%¼0¿«À?Æ0¿NÃ�ï
-
»\ÈAÀ Æ7¿AÃ�Ê%½4¿7Æ%ÂS¼�½4ÂPÊ7ÇuÆAÃÓ¼AÀ Õ\ÈîíöÆ%ÐsÆ%ÂP»%½4ÄjÊmX2ZDq ]�^ Ö�ðKS�e�e0ÛCÆl¿AÀïtDÂ\»%½�ä\Æ\Þ�ÆmXIZDq ]�^Ö�ðRSfSTn%ÛÒÆ0¿NÀ Æ
¿lÊ0¿

-
ÂSÍ%¼AÎ0½ ËÅ½ Î »AÈAÀ Æ7¿AÃ�Ê%½�¿%Æ%ÂS¼êÕ«ÈßVnÆ«ÈðXIZµq ]_^ (1

S�S�e7ÆlØoÕlØuÎ_ÛjÜ a6Á7Ä�Ã�»0¼%ÄjÐsÊ%Ä>¼%Ø
Í%»AÈ7Ç�Ê\ã6¼0¿7¼NÃÅ½ ÎæÆ0¿lÆ0Ç È7ÂP½uÂÏÂ\»%Ê\Þ
Â�Ã�»0Æ«ÃFÃ�»%¼lÂS¼æ¼l¿RQ\È%Ð~¼%Â�ËÓÊ7ÄjÐ Â\¼%Í0ÆlÄ�Æ«Ã�¼æÕlÄ�Æ%¿«Îb»l¼7Â�ËÅÄjÊ%Ð Ã�»7¼
»\ÈAÀ?Æ7¿«ÃÓÊ7½4¿%Æ7ÂP¼lÂÝÎ_Ç�Æ%ÂPÂP¼AÀ Þ�½ ÃÉ»l½�¿ Ã�»0¼åÎPÈAÎ_Ç�½ Î Æ7Ðn½ À?ÆlÂP¼%Â\ØCÞZ»%½ Î_»ßÂSÁ\ãlã ¼7ÂiÃ�ÂÝÃÅ»%Æ«Ã�ÃÓ»7¼AÈ Æ7Ä>¼
À?½ ËDËÓ¼7Äj¼%¿«Ã�ËÓÄjÊ7Ð ÃÅ»l¼%ÂP¼�¼7¿KQ\È7Ðs¼7Â\Ø�Õ7ÁNÃ
Ðs½ ã?»AÃ
»%ÆAÑ0¼�¼AÑ_Ê7Ç Ñ0¼\À�ËÅÄ>ÊlÐâÆ�Î0Ê0ÐsÐFÊ7¿�Æ%¿AÎ0¼lÂKÃÅÊlÄ>Ø�Æ7¿\À
Æ%Ä�¼�Í7Ä>ÊlÕ0Æ7ÕlÇ È�Í7Ä>ÊNÀ�Á«ÎPÃ�ÊNË#À?½ Ñ_¼lÄ�ã�¼7¿«Ã�¼«Ñ_Ê%Ç4ÁAÃ�½�Ê7¿ÒÍ7Äj½4Ê7Ä�Ã�ÊÌÃ�»7¼èËÓÊ7ÄjÐsÆ«Ã�½4Ê%¿�Ê«Ë�ë Ä�Î0»7Æ%¼lÆ7Ø<è#Á%äSÆ%Ä)È7Æ
Æ%¿AÀ§d#Æ«ÎPÃ�¼7Ä>½�ÆnÖPVnÆ«È£XIZKq ]_^@` 1998).

ë Ðn½ À6Ê%»\ÈAÀ?Ä�Ê%Ç4ÆlÂS¼%ÂÏÆlÄ�¼æ½4ÐFÍ7Ê%Ä�ÃÓÆ7¿AÃ;½4¿�Ã�»0¼�Ðs½4¿%¼0ÄjÆ7Çu½4ÂPÆAÃ�½�Ê%¿·ÊAË�ÊlÄ}ã Æ0¿l½ Îç¿l½ ÃÓÄ>Ê«ã�¼l¿æ½u¿¸Ã�»0¼�Â\Ê0½4Ç
(Acosta-

VFÆ7Ä�ÃÓ½u¿0¼RQ�Æ%¿\À�º#Æ%Õ0ÆNÃÅÆ%Õ0Æ%½uØ�Ù0Ú0Ú6ðAÛ�Æl¿\À
N-carbamoyl-

ÆlÐs½4¿0Ê�ÆAÎ_½ À�ÆlÐs½ À Ê%»\ÈAÀ�Ä>ÊlÇ4Æ7ÂP¼%Â
Æ%Ä�¼·Ã�»0Ê%Á«ã�»NÃ'Ã�Ê Õ0¼
Â\½�Ðn½�Ç4ÆlÄ;Ã�Ê

β-
Á%Äj¼%½ À Ê7Í7ÄjÊ%Í7½�Êl¿0Æ%ÂP¼ Öbè \ älÜÅðNÜ@U7Ü@clÛ;ËÉÄjÊlÐ Ã�»0¼
ÍAÈ7Ä>½4Ðs½ À6½�¿0¼

À?¼Aã?Ä�Æ«À?ÆAÃ�½ Ñb¼ÌÍlÆAÃÓ»\Þ`ÆAÈ;ÖPV
ö
Ç4Ç{¼lÄ�X[Z�q ]�^=` ð�STe�e2o ò È%Ç À?ÆAÃ�ä�X[Z�q ]�^=` ðKS�S%Ú0Æ%ÛjÜâd�Á«Ã#½ Ã�»%Æ7ÂáÕ7¼%¼0¿ÌÂ\»7ÊAÞ`¿Ã�»7Æ«ÃZ×

-
Æ7¿AÀ�ï

-N-carbamoyl-
Æ%Ðs½4¿7Ê�Æ«Î0½ ÀÔÆlÐs½ À Ê%»AÈAÀ�Ä>Ê%Ç�Æ%ÂP¼lÂ�Æ%Äj¼ÒÑb¼%Ä)È�À ½ Ë)ËÅ¼%Äj¼7¿«ÃöËÓÄjÊ7Ð ¼%Æ«Î0»

Ê«ÃÓ»7¼lÄ>Ø�Æl¿AÀ�½�¿'ÂPÊlÐs¼nÎ_Æ7ÂP¼lÂ~Â\»0Ê«Þ ¿0Ê�Â\½4Ðs½4ÇuÆ0Äj½ ÃDÈ~Ã�ÊnÃ�»0¼
β-
Á%Äj¼l½ À?Ê%Í7Ä>Ê7Í%½4Ê0¿lÆ%ÂS¼%ÂsÖWk�ã?ÆAÞZÆ§X2ZTq ]�^=`ð�S�S�UAÎ�o­k�ã6Æ\Þ`Æ Æ7¿AÀ ò »%½4Ðs½ Q0ÁlØàðKSfSTn%Û>Ü t4Ã�½�Âç½�¿NÃÓ¼lÄ�¼%ÂKÃ�½�¿«ã ÃÓÊ ¿7Ê«ÃÓ¼ ÃÓ»lÆAÃ�Í%ÁAÃ�Æ«Ã�½ Ñ_¼æÎSÈAÎ_Ç4½ Î
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Æ%Ðs½ À Ê7»«È\À Ä�Ê%ÇuÆ%ÂS¼%Â�Æ%Ä�¼�Á%Õ7½ h Á7½ ÃÓÊ7Á%Â\Ç È�À?½uÂKÃÓÄj½�Õ7ÁAÃ�¼«ÀÝ½�¿�Õ%ÊAÃÓ»�¼7Á%äSÆlÄ}È7Ê\Ã�½ ÎÏÆ%¿\ÀÝÍ%Ä>Ê%äSÆlÄ}È7Ê\Ã�½ Î�Î_¼7Ç4ÇuÂ
Öb�#½4ÐëX2ZKq ]�^=` ÙlÚ0Ú%ÚNÎ_ÛjÜ

1.3.
�`¬ � ®����2������±Ô¯
��°��2�U�òñ�������´�® ´�¶ ¬/� ¯���®���´���®���°���° ��®�¯

N-carbamoyl-��² ��®�´���µ��}¯���²·��¯�´ ¬<� ¯���´�±���°���°�¹

º#»7¼~ËÉ½uÄjÂiÃöÄ>¼%Í0ÊlÄ)Ã�Ê«Ë »\ÈAÀ Æ%¿«ÃÓÊ7½4¿�»AÈAÀ Ä>Ê7Ç È7ÂP½uÂC½{¿ÒÊ7Ä}ã6Æ0¿%½uÂPÐnÂFÞ�Æ%Â�ÃÅ»%¼�ÐF¼AÃÓÆ%Õ0ÊlÇ4½�Â\Ð ÊNË »AÈ\À Æ7¿«Ã�Ê7½�¿
À?¼7Äj½ Ñ_Æ«Ã�½ Ñb¼lÂì½4¿ À�Ê«ã?ÂìÖ ò È%Ç À6Æ«ÃÓä e

Z«q ]_^>` ðRS�S7Ú%Æ0ÛjÜ ò ÁlÕ%ÂS¼�h Á7¼7¿NÃçÂiÃÓÁAÀ?½4¼7ÂìÂ\»7ÊAÞ`¼AÀíÃÓ»7Æ«Ã
»\ÈAÀ?Æ7¿«ÃÓÊ7½4¿%Æ7ÂP¼¾ÆAÎ\Ã�½ Ñb½ ÃDÈ�Þ�Æ%Â�Æ%ÇuÂSÊ�ËÓÊ7Á7¿NÀ ½4¿ÔÍ%Ç�Æ%¿«ÃÓÂ�Öbè#ÆAÀ6½{¼óXIZôq ]�^=` ð�SRåIS0Û~Æ7¿«À ½4¿�À ½ ËDËÅ¼%Äj¼l¿AÃ
Ã�½4ÂPÂ\Á7¼lÂèÊ«Ë�Î_¼%Ä�Ã�Æ7½4¿'Æ0¿l½4ÐsÆ%ÇuÂ~Öbd#¼0Äj¿7»%¼7½4Ð Æl¿\ÀYd#¼%Ä�¿%»7¼%½4ÐsØ�ð�S�å[c2o�d#Ä>Ê%Ê%ä\Â´X�Z�q ]_^@` ðKS�e�ä[o ò È0Ç À?ÆAÃ�ä
X2Zrq ]�^@` ðKS�S7Ú%Æ0ÛjÜ VFÊ7Ä>¼æÄj¼AÎ_¼7¿NÃÓÇ È0ØfÃÅ»l¼ »«ÈPÀ?Æ0¿«ÃÅÊl½4¿0ÆlÂP¼¸ËÅÄjÊ%Ð Ñ0Æ7Äj½�Ê7ÁlÂ¾Ç4¼Aã Á7ÐF¼7Â¾»%ÆNÑb¼æÕ%¼0¼%¿
À?½uÂKÎ0ÊAÑ_¼%Ä�¼«ÀÏÖPVnÊ%Äj½{¿lØ�ðRS�S�ä7ÛéÆ0¿«À¾Æ�×

-
»\ÈAÀ�Æ%¿«ÃÓÊ%½�¿%Æ%ÂS¼�»0Æ%Â�Õ0¼%¼7¿�½4ÂSÊlÇ�ÆAÃ�¼\À­Æ%¿AÀ�Îb»%Æ0ÄjÆNÎPÃÅ¼lÄ>½4ÂP¼\À

ËÓÄ>Ê%Ð­ÃÓ»l¼fë#À�Q0Á7ä\½PÕ%¼%Æ0¿nÖ�õé�_ö�����qµqT��ö�� ] q��P��÷ ) Ö�ë Ä�ÎbÁ7Äj½RX2ZKq ]�^=` Ù%Ú0Ú%ÚIoRaEÆ0¿nÆ7¿AÀ'ï7¼7¼%Ø7Ù7Ú%Ú�ð«ÛjÜ

º#»7¼~ÐsÊ%ÂiÃ�ÂiÃÓÁAÀ ½u¼AÀ�»\ÈAÀ?Æ_¿AÃ�Ê%½4¿~»\ÈAÀ�ÄjÊ%Ç È7Â\½�¿«ãÒ¼7¿�Q\È_Ðs¼%ÂZÆ%Ä>¼�ËÓÄjÊ%Ð Õ%ÆNÎPÃÓ¼7Äj½4Æ%ØbÆ7Â�Ã�»%¼\ÈèÍ7Ä>ÊNÑ_½ À ¼�Ã�»0¼
ÐsÊ%ÂKÃ�À6¼%ÂS½4Ä�ÆlÕ%Ç{¼Ò»\ÈAÀ?Æ0¿«ÃÅÊ%½u¿�»AÈAÀ?Ä�Ê%Ç È7ÂS½4¿\ã�Õ7½4Ê«Î_Æ«ÃÅÆ%Ç È7ÂKÃÓÂ�ËÅÊlÄ�ÃÓ»%¼�Í0ÄjÊAÀ?Á«Î\ÃÅ½4Ê%¿�Ê«Ë Ê0ÍNÃÓ½ Î_Æ7Ç4Ç È�ÆAÎ\Ã�½ Ñb¼
α-
Æ%Ðs½4¿7ÊCÆAÎ_½ À ÂFÖbk�ã ÆAÞ`Æ;Æ7¿«À ò »7½uÐs½ Q7Á7Ø�ðKS�STn2o ò È7Ç À6Æ«Ã�ä­X[Zéq ]�^@` ðRS�SlÙ0ÛjÜÌº�»7½uÂFÄ�¼«Ñ_½4¼AÞÏÞ`½uÇ�Ç«ËÅÊ«Î_ÁlÂ

Ê%¿fÃ�»0¼lÂP¼n»\ÈAÀ Æ7¿«Ã�Ê0½4¿s»«ÈPÀ?Ä�Ê%Ç È7ÂP½�¿Aã�Ðs½ Î0Ä>Ê7Ê7Ä}ã?Æ7¿%½uÂ
ms.

1.3.1. !�"l$ *�&u.7/�1�&)�6,l/�&)<E( <+B "%p%*63?(%/�<?&)(+30.%$7. 3?(l* N-carbamoyl-3?8;&9(6< 3?@%&u*3 8C&4*#<E"7p+*-12<?5u3%.7$7.'&)(��+3 @A/>$61�&43
º#»7¼�À?½4ÂiÃ�Ä�½4Õ%ÁAÃ�½4Ê0¿ÌÊ«Ë�»AÈ«À Æ%¿AÃÓÊ%½u¿;Á«ÃÓ½4Çu½4Â\½{¿«ã�¼%¿RQ\È7Ðs¼%ÂF½4Â Þ`½ À ¼7ÂPÍlÄ�¼%Æ\À�½u¿CÕ7ÊNÃÉ»y�`ÄjÆlÐêÍ7Ê%Â\½ Ã�½ Ñ0¼CÆ7¿AÀ
��ÄjÆ%Ð ¿%¼Aã?Æ«Ã�½ Ñb¼~Õ%ÆAÎ\Ã�¼7Ä>½{ÆlÜ�º-»l¼\Èè»7ÆNÑb¼~Õ0¼%¼%¿~Ä�¼7Í%Ê7Ä�ÃÓ¼AÀ�½4¿~Æ~¿7Á%ÐsÕ%¼7Ä�Ê«Ë�Â\Ê7½4ÇUÕ%Æ«ÎPÃ�¼0Äj½�ÆlØbÂPÁ«Î_»~Æ%Â
ø Z �bX���Z ���rùT�uXf÷­ö��b��÷RX���÷nÖP�
Ä�ÆlÐêÍ7Ê7Â\½ ÃÓ½ Ñb¼%Û>Ö�º�Æ7äPÆ7»%Æ7Â\»%½fX2Zéq ]�^=` ðKS�n�e%ÛjØCú����u���Pû���q��u��q ]�] ���TqÌÖb�`Ä>ÆlÐÍ%Ê%Â\½ Ã�½ Ñ_¼%Û�Öb�#ÆlÐsÍ7»7Ál½4ÂüX2Zýq ]�^@` ðKS�SlÙ0ÛjØ·Æ ¿0Á%ÐsÕl¼0ÄåÊAËêÂPÍ7¼AÎ0½4¼7Â ÊAËmþ¦�+Z ���b�T��q���Z X��êÖb�`Ä>Æ%Ð
Í%Ê%Â\½ Ã�½ Ñ_¼%Û�ÖPV­ÿlÇ4Ç{¼lÄ
X2Z²q ]_^@` ð�S�e�e2o���ÄjÊ7Â\Â´X[Z�q ]�^@` ðKS�S%Ú[oT�#Ê7ÇuäP¼7ÇbÆ%¿\À ~¾Æ«ã ¿l¼%Ä>Ø�ðKS�S�U2o ò ½�¼%ÐnÆ7¿7¿�X2Z
q ]_^>` ðKS�STSIoIVFÆ\È X2ZCq ]�^=` ð�S�S�c%Ø�ÙlÚ0Ú0ÚlÛöÆ%¿«À�Æ�¿0Á%ÐsÕ%¼7Ä�Ê«Ë9þ¦ö��b����q��TZ X��P�_�T� ÂSÍ%¼AÎ0½4¼%Â'Öbk
Ç�½ Ñ0½4¼7Äj½IX2Z
q ]_^>` ðRS�e ð�o�VF¼\È7¼7Ä#Æ7¿AÀ O�Á%¿lÂS¼%Ä>Ø-ðRSfSTä2o7ï%Ê7ÁAÞ`Ä>½u¼0Ä�Æ0¿NÀ �#¿7ÊAÞ�Ç�¼%Â\Ø�ð�STS�nIo ¥ Æ%¿7Õ7Æ§XIZ�q ]�^=` ð�STS�elÆ[o
i�ÆlÄ�ÃÓÇ�¼AÈ©X2Zgq ]�^=` ðKS�STe%ÛjÜæë Ç�ÆlÄ�ã?¼�¿0ÁlÐsÕ%¼0Ä
ÊAË�|�Â\¼7ÁAÀ?Ê%ÐsÊ7¿7Æ«À?Â�Öb��Ä>Æ7Ð ¿%¼\ã6ÆAÃ�½ Ñb¼%Û`»%ÆNÑb¼�Æ%Ç4ÂSÊ
Õ%¼7¼%¿�Ä>¼0Í%ÊlÄ}ÃÅ¼AÀ�Ã�Ê�Í%Ê%ÂPÂP¼%Â\Â'»«ÈPÀ?Æ0¿«Ã�Ê7½4¿�»AÈ\À Ä�ÊlÇ È_Â\½4¿Nã­¼l¿KQPÈ7Ðs¼%Â\Ø�ÂPÁNÎ_»�Æ7Â§�g÷uX��fûT�T�µ�f�Tq�÷'ÂPÍ%Ü
� ¥ �çÚ7Ú�ä«ëßÖbt9äP¼%¿%Æ7ä\Æ X�Z9q ]�^@` ð�S�STe%Æ7ÛjØ�� ^ � ] �����PXf÷u�RXT��÷�× ò V e�å�ÖPVnÊ%Ä>½�¿©XIZ�q ]�^=` ðRS�e�c0ÕlÛjØ�� ^
�2�2Z_��û�q \�\ O�O \ ðAÙ�e�UTn�Ö \ »%¼0½u¿ X[Z�q ]_^@` ðRS�S�e%ÛjØ��g÷uXf�Tû����­����q�÷�ÂPÍ«O�� -

�9V�ð�Æ%¿\ÀàO��
-KM3S
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Öbd#Á%Ä�ÃÓÊ7¿ X2ZIq ]�^@` 1
S�S�e2oId�ÁAÎ0»7Æ%¿0Æ%¿¤XIZIq ]�^=` Ù7Ú7Ú ð«ÛöÆ%¿AÀ Commamonas

ÂSÍ7Ü9è�Ù7Ù%ÙAÎ�ÖPk�ã Æ«ÞZÆ X2Z
q ]_^>` 1993).

º#»7¼7Ä>¼�»%ÆNÑb¼�Æ%Ç�ÂPÊ�Õ0¼l¼0¿�Äj¼0Í%ÊlÄ�ÃÅÂ�Ê«Ë�»«ÈAÀ�Æ%¿NÃÉÊl½4¿�»AÈAÀ ÄjÊ%Ç È7ÂS½ ¿\ã�¼0¿KQPÈ%Ð~¼lÂ�½4¿�ÂPÊlÐs¼�¼l¿\À�ÊlÂ\Í0Ê%Ä�¼
-ËÓÊ7ÄjÐs½4¿Nã Õ%Æ«ÎPÃÓ¼lÄ>½�Æ­Öb�
Ä>Æ7Ð Í7ÊlÂ\½ ÃÓ½ Ñ0¼7ÛjÜ ×�Æ«ã0È7Â«X[Z�q ]�^@` Ö�ðKS�S%Ù7ÛáÆ0¿«À ò È%Ç À Æ«ÃÓä«XIZ�q ]�^=` Ö�ð�S�S7Ú7Æ%Û

Äj¼0ÍlÊ%Ä}ÃÓ¼«À Ã�»0¼ Í7Äj¼%ÂS¼0¿NÎ_¼ßÊ«Ë�Æß×
-
»\ÈAÀ�Æ%¿AÃ�Ê7½�¿%Æ0Â\¼ß½4¿��9q��u� ]�] ��÷ ���_�b��� ] q���÷êÆ7¿AÀ�� ] �f÷�Z_�b��û����T�

uracilicum
Äj¼7ÂPÍ7¼«ÎPÃ�½ Ñ0¼7Ç È0Ünº�»7¼7ÄjÐsÊlÍ0»%½uÇ�¼7Âá»0ÆNÑ0¼CÕ%¼7¼%¿ZÃÓ»7¼èÂSÊlÁ%Ä}Î_¼CÊNËEÃ�»7¼%ÄjÐsÊ7ÂiÃ�Æ7Õ%Ç4¼C»AÈAÀ�Æ%¿AÃ�Ê%½{¿

»\ÈAÀ?ÄjÊ7Ç È7ÂS½u¿Aãà¼l¿KQPÈ7Ðs¼%ÂPÜ�ëÝ¿7Á%ÐsÕ%¼%Ä-Ê«Ë�ÂiÃÓÄjÆ%½{¿lÂèÊ\Ë	� ^ ÷TZ�Xfq��P�2Z �TXf�P�­�K�[��� ] ��÷è»0ÆNÑ0¼�Õ0¼l¼0¿'ÂP»%ÊAÞZ¿Ã�ÊèÍ7Ê%ÂPÂP¼lÂPÂöÃÓ»7¼%ÄjÐsÊ%ÂKÃ�Æ0Õ%Ç4¼è×
-
»\ÈAÀ�Æ%¿NÃÅÊ%½�¿%Æ%ÂS¼%Â�Ö�ï7¼l¼yX2Z�q ]�^=` ð�STS�å
oé��½uÐ X2Z�q ]�^=` ð�STSTnIo��#¼l½4Ç�X2Z�q ]�^=`ð�S�S�U0ÛèÆl¿\À¾ÃÅ»l¼7ÄjÐsÊ%ÂKÃÓÆ0ÕlÇ4¼

N-carbamoyl-L-
Æ%Ð~½4¿%Ê�ÆNÎb½ À ÆlÐs½ À�Êl»\ÈAÀ�Ä>ÊlÇ{Æ7ÂP¼lÂ�Öbd�Æ«ÃÓ½4Â\ÂP¼óX2Z�q ]�^=`ð�S�S�n[oéVFÁ7ä\Ê7»%Æ0ÄjÆyXIZfq ]�^=` ð�S�S�ä7ÛjÜnëöÇ�Â\ÊlØlëöÕ7¼%¿\À?ÄjÊ\Ã�»´X[Z�q ]�^ Ö>Ù%Ú7Ú%Ú0ÆlØ9Õ7Û�Ä>¼7Í7Ê7Ä�Ã�¼\À~ÃÅ»l¼C½4ÂSÊlÇ4Æ«ÃÓ½�Ê%¿CÊNËÆfÃ�»%¼0ÄjÐsÊlÂiÃÅÆ%Õ%Ç{¼F×

-
»\ÈAÀ Æ0¿«ÃÓÊ%½�¿%Æ%ÂS¼éËÅÄjÊ%Ð Æ�
f��X��W�µ��÷

species.

aEÁ7Ä�Ã�»0¼%ÄjÐsÊ%Ä>¼%Ø�VFÊ%Ä>½4¿­X2ZRq ]�^ Ö�ðKS�S7Ù%Û?Æ%¿\À§�#Æ%ÐsÍ7»%Á0½4ÂrX[ZKq ]�^ ÖtðKS�S%Ù%Û?Äj¼0Í7Ê%Ä�ÃÓ¼AÀFÃÅ»%¼
À?¼AÃÓ¼«ÎPÃ�½4Ê7¿nÊAË�× -»\ÈAÀ?Æ7¿«ÃÓÊ7½4¿%Æ7ÂP¼�Æ«Î\ÃÓ½ Ñ0½ ÃDÈ�½�¿�Ã�»%¼àÆl¿0Æ7¼%ÄjÊ7Õ7½ Î�Õ%ÆNÎPÃÓ¼0Äj½4Á%Ð �9X���Z����R���R����÷wq��fqTX��W�f���%�f÷ \ O�×�ëðä7ÚTä
Æ%¿AÀ
�rùT�R�T�fq���Z_X��b�����ß÷u�­XTö��áq[Z ��÷ÌÄ�¼%ÂPÍ%¼«ÎPÃ�½ Ñb¼%Ç È_Ü«VFÊ7Ä>¼�Â\Á7ÄjÍ7Äj½�Â\½4¿Aã?Ç È7Ø�ÆÒ×

-
»«ÈAÀ�Æ7¿«ÃÓÊ%½�¿7ÆlÂP¼~Þ`Æ%Â

½4ÂPÊlÇ�ÆAÃ�¼AÀ ËÅÄjÊ%Ð �9÷R�R��X��W�_�R���%q¬��� ] � � ð«Ù Öb��½�Ð X2Z¤q ]�^=` Ù%Ú7Ú7ÚNÎ_Û�ÃÓ»7Æ«Ã¸À6Ê7¼7Â ¿0ÊNÃÝÍ0Ê%ÂPÂ\¼lÂPÂ
»\ÈAÀ?Æ7¿«ÃÓÊ7½4¿%Æ7ÂP¼nÆNÎ\ÃÅ½ Ñ_½ Ã9È%Ü

��¼%¿0¼lÄ>Æ%Ç�Ç È7Ø�»\ÈAÀ�Æ%¿AÃ�Ê%½{¿%Æ0Â\¼%ÂCÆ%¿\À
N-carbamoyl-

Æ7Ðn½�¿lÊÒÆ«Î_½ À�Æ%Ðs½ À6Ê0»\ÈAÀ?Ä�Ê%Ç4ÆlÂS¼%Â;ÆlÄ�¼èÎ_Ç4ÆlÂ\ÂS½ ËÅ½4¼NÀ
Æ«ÎPÎ0Ê7Ä�À?½�¿Aã�Ã�ÊèÃÅ»%¼7½�Ä�ÂPÁ7Õ0ÂiÃÓÄjÆ«Ã�¼�ÂSÍ%¼«Îb½ ËÉ½ Î0½ ÃDÈ�Ê0Ä�ÃÓ»7¼%½4Ä�ÂiÃÉ¼lÄ>¼7Ê%ÂS¼lÇ�¼AÎ\Ã�½ Ñ_½ ÃDÈ�Ö ò È7Ç À ÆNÃÓäPØéð�S�STSlÛjÜóiö¼lÄ>¼%ØÃ�»7¼AÈèÞ`½�Ç4ÇbÕ0¼sÀ�½ Ñ0½ À�¼«À�Á%Í�Æ«Î\Î_ÊlÄ}À ½�¿NãÒÃÓÊèÃ�»%¼ÒÂiÃ�¼7Ä>¼%Ê%ÂP¼7Ç�¼NÎPÃÓ½ Ñ0½ ÃDÈÌÞ`½ ÃÓ»~ÞZ»%½ Îb»~ÃÓ»%¼�Õ0ÆNÎPÃÓ¼lÄ�½4ÆÒÁ«ÃÓ½uÇ4½4ÂS¼
Ã�»7¼ »AÈ\À?Æ0¿«Ã�Ê7½4¿%ÂPØsÃÓ»7Æ«Ã�½�Â\Ø�ï

-
ÂP¼7Ç4¼NÎPÃÓ½ Ñb¼ Õ7Æ«Î\ÃÅ¼%Äj½�Æ%ÇèÂRÈ7ÂiÃÓ¼%ÐsÂåÖ�º-Æ%Õ7Ç4¼âðAÜÓðAÛ�Æl¿\À ×

-
ÂS¼lÇ�¼AÎ\Ã�½ Ñ_¼

Õ%Æ«Î\ÃÉ¼lÄj½�Æ7Ç\ÂRÈ7ÂiÃ�¼7ÐsÂ
Ö�º�Æ7Õ0Çu¼'ð«Ü9Ù
).

ò Ê%Ðs¼ ÊNË�Ã�»%¼ ÕlÆ«ÎPÃ�¼%Ä>½�ÆæÃÅ»lÆ«Ã�ÆlÄ>¼ ï
-
ÂPÍ%¼AÎ0½ ËÅ½ ÎçËÓÊ7Ä�»\ÈAÀ Æ%¿«ÃÓÊ7½4¿ »\ÈAÀ�ÄjÊlÇ È0Â\½4Â Í7ÊlÂPÂP¼7Â\Â Æ%¿ßï

-»\ÈAÀ?Æ7¿«ÃÓÊ7½4¿%Æ7ÂP¼ Æl¿\À Æ%¿ ï
- ¥ \ ë�ë¦i Ö}º�Æ7Õ%Ç4¼ ð«Ü�ðAÛjØ�Þ�»%½4Ç�¼ Â\Ê7Ðs¼ Ê7¿%Ç È Í%Ê%ÂPÂP¼7Â\Â Æ7¿ ï

-»\ÈAÀ?Æ7¿«ÃÓÊ7½4¿%Æ7ÂP¼�Ê0Ä�Æ0¿�ï
- ¥ \ ë#ë¦i Ö�º�Æ7Õ%Ç4¼�ðAÜ�ð«Û>Ü�º-»l¼7Ä>¼�Æ%Ä>¼�Æ%Ç�Â\Ê�Â\Ê%Ðn¼;ÃÅ»%ÆNÃéÍ0Ê%ÂPÂP¼lÂPÂ'Æ�¿7Ê7¿

-Â\Í7¼NÎ0½ ËÓ½ Î�ÊlÄ�Æ0¿�ï
-“prefe

Äj¼0¿«Ã�½�ÆlÇ�x�»«ÈAÀ�Æ7¿«ÃÓÊl½{¿7ÆlÂP¼%Ø�Õ%Á«Ã�Þ�»0¼7¿sÎbÊ%Á7Í%Ç{¼NÀ�Þ
½ ÃÓ»�Æ%¿�ï
- ¥ \ ë�ë¦i�ØxÃ�»%¼AÈÆ%Ä�¼FÂKÃ�½4ÇuÇ\ï

-
ÂSÍ7¼NÎ_½ ËÓ½ ÎsÖbtDÂ\»l½{ä\Æ\Þ
Æ­X2ZRq ]�^=` ðRSfS�ä7Ø?ðRS�SKå?ÛjÜ
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ò ½4¿NÎ0¼ÒÃÉ»%¼�ÂKÈ0¿«ÃÓ»7¼%ÂS½uÂ�Ê«Ëá×
-
Æ%Ðs½4¿%Ê�Æ«Î0½ À6Â�»lÆ7Â�Õ%¼0¼l¿�ËÅÊ%Á%¿\À�ÃÓÊ�Õl¼�ÐsÊ%Ä�¼�Ç�ÁNÎ_Ä>Æ«ÃÓ½ Ñ0¼�Ã�»0Æ%¿�ÃÓ»%¼

ÂRÈ7¿«Ã�»0¼lÂ\½�ÂáÊ«Ë�ï
-
Æ%Ðs½u¿%Ê;Æ«Î_½ À?ÂPØUÃ�»0¼Ì¿%Á7ÐsÕ%¼%Ä�ÊNË-×

-
ÂPÍ%¼«Î_½ ËÅ½ Î�»AÈAÀ�Æ%¿AÃ�Ê0½4¿%Æ7Â\¼;ÂKÈ%ÂKÃ�¼%ÐsÂáÄ�¼«Ñ_¼%Æ%Ç{¼NÀ�½{¿

Õ%Æ«Î\ÃÉ¼lÄj½�ÆsÊ0ÁNÃÓ¿7Á%ÐsÕ%¼7ÄjÂ�Ã�»%Ê%ÂP¼sÊ«Ë_ÃÅ»l¼sï
-
ÂSÍ7¼«Î0½ ËÅ½ ÎèÂKÈ%ÂKÃÓ¼lÐsÂZÖbd#ÊlÐsÐnÆ7Äj½4ÁlÂ�X2Zuq ]�^=` ðKS�S�e7ÛjÜ ò ÊlÐs¼sÊ«ËÃ�»7¼àÕ0ÆNÎ\ÃÅ¼%Äj½�Æ�ÃÓ»7ÆAÃ`Í7Ê%Â\ÂS¼lÂPÂ�×

-
ÂPÍ7¼AÎ0½ ËÉ½ Î�»«ÈAÀ�Æ%¿NÃÉÊl½4¿�ÁAÃ�½4Çu½4ÂP½�¿«ãÔ¼7¿KQPÈ7Ðs¼lÂ�»lÆAÑ_¼�Õ0¼l¼7¿ÒËÅÊ%Á%¿AÀ�ÃÓÊ

Í%Ê%Â\ÂS¼%Â\ÂZÆ~×
-
»AÈ\À?Æ0¿«ÃÓÊ%½4¿0Æ%ÂP¼~Æ%¿\À�Æn×

- ¥ \ ë#ë¦i�ØbÊlÄ�Ê7¿%Ç ÈZÃÓ»7¼~× -
»AÈ\À Æ7¿«Ã�Ê7½�¿lÆ7ÂP¼~Ê7Ä�Æ~×

- ¥ \ ë�ë¦iÖ�º�Æ7Õ7Çu¼nÙ7Ü�ðAÛ>Ü

1.3.2. !�"l$n*#& .7/�1�&9�E,7/�&)<6(;<lB�"%p%*63?(l/�<E&D(C1j3 @A$?8F3%.7$7.'&)('�+3 @N/>$ 1�& 3 G
O�ÆNÎ0¼7Ðn½4ÂSÆNÃÅ½uÊ7¿àÊ«Ë U

-
ÐsÊ0¿lÊ%ÂSÁ%Õ%ÂiÃÓ½ ÃÉÁNÃÅ¼«À¾»AÈAÀ�Æ%¿AÃÓÊ7½�¿lÂ�ÊNÎPÎ_Á7ÄjÂÌÃÓ»%ÄjÊ0Á«ã »àäP¼NÃÓÊ

-
¼7¿%Ê%ÇxÃÓÆ7Á«Ã�Ê7Ðn¼7Ä>½uÂPÐ

Öba6½ ã Á%Ä>¼�ðNÜ@ä7Û�Æ7¿«À�Ã�»0¼ÒÄ�Æ«Ã�¼�Ê«ËéÄjÆAÎ0¼lÐs½4ÂPÆ«Ã�½{Êl¿�½4ÂFã?Ä>¼%Æ«Ã�Ç È�ÆAË9ËÓ¼AÎ\Ã�¼AÀ�Õ\ÈÌÃÅ»%¼�¼%Çu¼AÎ\Ã�Ä�Ê%¿0¼«ã?ÆAÃ�½ Ñ_½ Ã9È�Ê«Ë
Ã�»7¼àÂPÁ7ÕlÂKÃÓ½ ÃÅÁ%¼%¿AÃ�O

-
ã Ä>ÊlÁ0Í%ÜìVáÊ%Ä>¼�¼%Ç4¼NÎPÃÓÄ�Ê%¿%¼\ã?ÆAÃ�½ Ñ_¼�Â\Á%Õ%ÂiÃÓ½ ÃÉÁl¼0¿«Ã�Â�Æ%Â;Þ`¼7ÇuÇ#Æ%Â�Õ7Æ%ÂS½ Î�Ífi
Æ7¿AÀ

½4¿NÎ_Ä>¼7Æ%ÂP½u¿\ãnÃÓ¼%ÐsÍ7¼lÄ>ÆAÃÓÁ%Ä>¼7Â�Â\Í0¼l¼\À'Á7ÍsÄ>ÆNÎ_¼%Ðs½4ÂSÆNÃÓ½4Ê7¿sÄ>ÆNÃÅ¼lÂZÖ ò È7Ç À ÆAÃ�ä°X2ZRq ]�^@` ðKS�S0Ù%Õ%Û>Ü­i�ÈAÀ�Æ%¿AÃÓÊ7½4¿
racemas

¼�¼7¿KQPÈ%Ð~¼%Â�½�¿\Î0Ä>¼%Æ%ÂP¼�Ã�»0¼¾Ä>ÆAÃ�¼�Ê«Ë;ÄjÆAÎ0¼%Ðs½4ÂPÆNÃÓ½uÊ0¿àÎ_Ê0¿%ÂP½ À ¼7Ä>Æ7Õ7Ç È%Ø�Æ%¿AÀ »%ÆAÑ0¼ÝÕ%¼0¼%¿
À?¼«ÃÅ¼NÎPÃÓ¼«À�½u¿�Æ�¿7ÁlÐsÕ0¼%Ä�Ê«ËéÕ%ÆNÎPÃÓ¼lÄ>½�Æ%Ø#ÕlÁAÃö»0Æ«Ñ_¼�Ê7¿lÇ È�Õ%¼0¼%¿�½4ÂSÊlÇ�ÆAÃ�¼«À�Æ%¿AÀ�Î0»lÆ0ÄjÆ«ÎPÃÓ¼7Äj½uÂP¼AÀÒËÉÄjÊlÐ
þ¦�+Z ���P����q��TZ X���q����WX�÷u�uXf�T÷�× ò V äTn�å[n�Ö%~­½�¼%Â\¼ X�ZIq ]�^=` Ù%Ú7Ú%Ú%Û>ØÔþ¦�+Z ���P����q��²Z X��ôq����bX�÷R��X���÷�× ò V
ä�nKå2UàÖ%~­½4Ç4ÐsÂ�X[Z�q ]�^ , Ù7ÚlÚ ðAÛjØ Pseudomonas

ÂPÍlÜ ¥ ò c�n ð�Ö%~¾ÆNÃÓÆlÕ7¼ X[Z/q ]�^=` ðKS�S0Ù%ÆlØoÕlØuÎ_ÛéÆ0¿«À
þ¦ö��b����q���Z_X��P����� ÷?� ^ t@| t - cTn6ðZÖbi�½4ÇuÂáX2Z�q ]�^=` Ù%Ú7Ú�ðNÛ>Ünº�»7¼C»«ÈAÀ�Æ%¿NÃÉÊl½{¿èÄ>ÆNÎb¼0ÐnÆ7Â\¼lÂáÆ7Äj¼�À ½uÂKÎ0Á7Â\ÂS¼«ÀËÓÁ7Ä�Ã�»7¼%ÄE½{¿ ò ¼NÎ\ÃÅ½uÊ7¿'ð«Ü>ä%Ü=ä0Ü

® &DqE,61=$ ñ%G3�?G �#¼NÃÓÊ
-
¼7¿7ÊlÇ�ÃÓÆ7Á«ÃÅÊ%Ðs¼lÄj½4ÂPÐ ÊAË U

-
ÐsÊ7¿7ÊlÂSÁ%Õ7ÂiÃ�½ ÃÅÁ«Ã�¼\À »AÈ\À?Æ0¿NÃÅÊl½�¿âÀ�¼lÄ�½ Ñ0ÆAÃ�½ Ñb¼lÂ

(
ë#À?Æ7Í«Ã�¼\ÀFËÅÄjÊ%Ð ï7¼%¼sÆl¿\À a6Æ%¿7Ø?ðRS�SfS7ÛjÜ
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1.3.3. !�"l$�q+$ (l$7/�&9@�<E1�q+3 (E& .037/�&)<E(�<%B�"7p+*63?(%/�<E&)(�,%/�&)5)&4.6&9(Eq�ql$?(%$%.�&)(¶µ -. :l$�@%&uB�&)@C36(7*¸· -. :+$�@l&uB�&9@F�%3 @A/j$61�&u3?G
��¼%¿0¼�Î0Ç�Á%ÂiÃÓ¼7ÄjÂ�¼7¿«Î0Ê\À6½{¿«ã »AÈAÀ�Æ%¿AÃÓÊ7½�¿­Á«Ã�½4Ç�½uÂ\½�¿\ãçÍ%ÄjÊAÃÓ¼7½u¿%Â�Öb��ù��º¹�»7ÆAÑ0¼ÏÕ%¼0¼l¿Ï½ À ¼%¿AÃ�½ ËÓ½�¼NÀç½�¿Ïï

-Â\Í7¼NÎ0½ ËÓ½ Î Ö�~ÏÆ«ÃÓÆlÕ7¼ X[Zµq ]�^=` ðKS�S0Ù%Æ%Ø�ÕIo¦~­½�¼%Â\¼ïXIZµq ]_^@` Ù7Ú7Ú?ð\Õ%Û�Æ%¿AÀ ×
-
ÂPÍ7¼«Î0½ ËÅ½ Î »AÈAÀ�Æ%¿AÃ�Ê%½{¿

»\ÈAÀ?ÄjÊ7Ç È7ÂS½u¿Aã�Õ%ÆAÎ\ÃÅ¼%Äj½{ÆÌÖP�`Äj½ ËÉÆl¿AÃ�½4¿%½�X2Zfq ]�^=` ð�STS�e[oéi�½4ÇuÂ­XIZ�q ]�^=` Ù%Ú7Ú ðNÛ>ÜÌº-»%¼7Â\¼���ù²�áã ¼7¿%¼�ÎbÇ4ÁlÂKÃÅ¼lÄ>ÂÆ%Ä�¼FÄ>¼%Í%Ä�¼%Â\¼7¿«Ã�¼\ÀnÀ ½uÆ\ã?Ä�Æ%ÐsÐsÆ«Ã�½ Î_Æ%ÇuÇ ÈF½�¿­aE½ ã?Á%Ä>¼'ðAÜ å?Ü

L-.?:%$?@%& B�&9@«$'q%$?(%$�@75),7.%/j$ 1=.6G
t)¿ó�9÷RXT�fûT���­�f�Tq�÷�ÂSÍ%Ü ¥ ò c�n?ðAØ�ÆÔï

-
Â\Í0¼«Î0½ ËÉ½ Î·»\ÈAÀ Æ%¿«ÃÅÊ%½4¿Ý»AÈAÀ ÄjÊ%Ç È7ÂS½u¿Aã Õ0Æ«ÎPÃ�¼%Ä�½uÁ%ÐsØ�ÃÓ»7¼ �KùT�

ã?¼7¿%¼7Â�Þ`¼lÄ�¼F½4ÂSÊ%ÇuÆAÃÓ¼\ÀFËÅÄjÊ%Ð­ÃÅ»l¼s¿7ÆAÃ�½ Ñ_¼�ðRn7Ù%ä\ÕsÍ%Ç{ÆlÂ\Ðs½ À'Ö�~­Æ«ÃÓÆ%Õ%¼­XIZuq ]_^@` ð�STSlÙ7Æ7Ø7Õ7ÛjÖba?½ ã�ÁlÄ>¼�ð«Ü_å?Ø
|#Æ%¿%¼7ÇAë ÛjÜ;º#»7¼nã6¼0¿7¼lÂ~¼7¿«Î_Ê«À�½4¿«ã�Æ%¿�ï

-
v>Í%Ä>¼«ËÅ¼%Äj¼7¿NÃÓ½�Æ%Ç�x�»«È\À Æ0¿NÃÓÊl½{¿7Æ%Â\¼�Öb�KùT��þÝÆ0¿AÀ

hyuB
ÛjØ?Æ�ï

-

¥ \ ë#ë�i Ö
hyuC

ÛjØ�Æ�»AÈAÀ�Æ%¿AÃÓÊ7½u¿�ÄjÆNÎb¼%ÐsÆ%ÂS¼ÒÖ
hyuE

Û�Æ7¿«À�Æ�Í7ÁNÃÅÆNÃÓ½ Ñb¼�Í%¼%Ä�Ðs¼%ÆlÂP¼�ÖbkªOôaCU0Û�Þ�¼0Äj¼
½ À6¼0¿«ÃÓ½ ËÓ½4¼NÀ'Ö�~¾ÆNÃÓÆlÕ7¼áX[ZKq ]�^=` ð�S�S7ÙlÆ7Ø_ÕIo+~­½�¼%Â\¼µXIZRq ]�^>` 2001b).

º#»7¼§��ù²�nã�¼l¿0¼FÎ0Ç4Á7ÂiÃ�¼0Ä6Þ�Æ%Âs½4ÂSÊlÇ{Æ«Ã�¼\ÀCËÉÄjÊlÐëþ��+Z����b�T��q��TZ�Xf��q����PXf÷R��X���÷n× ò Vðä�n�å[n7Ø?Æ7¿%ÊAÃ�»7¼7Ä�ï
-Â\Í7¼NÎ0½ ËÓ½ Î »«È\À Æ7¿«ÃÓÊ%½�¿·»AÈ\À Ä>Ê%Ç È7Â\½{¿«ã Ðs½ Î_Ä>ÊlÊ7Ä}ã�Æl¿0½�Â\ÐsØFÕ«ÈÝÂKÎ0Äj¼0¼%¿%½�¿«ã Æ�ã ¼7¿lÊ7Ðs½ Î·× ¥ ë Çu½{Õ%ÄjÆ7Ä}È

Ö%~­½4¼7Â\¼£XIZ�q ]_` ÙlÚ0Ú ðNÆ0ÛjÖba6½ ã Á%Äj¼ÒðAÜ å?Ø�|#Æ7¿0¼lÇ�ë ÛjÜ�º�»7¼�ã ¼%¿0¼%Â�¼l¿AÎ_Ê\À6½4¿\ãÒÆs»\È\À?Æ7¿«Ã�Ê7½�¿7Æ%Â\¼ÌÖ hyuH
ÛjØ

Æ~ï
- ¥ \ ë�ë¦i�Ö

hyuC
ÛjØ_ÆèÄjÆAÎ_¼7ÐsÆlÂ\¼~Ö

hyuA
Û�Æ%¿AÀÒÆ~Í7Á«Ã�ÆAÃ�½ Ñb¼~Í7¼lÄ>Ðn¼7Æ%ÂS¼sÖ

hyuP
Û0Þ`¼%Ä>¼~½ À�¼%¿AÃ�½ ËÓ½�¼«À

Ö%~­½4¼7Â\¼ X2Z2q ]�^=` Ù7Ú7Ú?ð\ÆlÛjÜ�ë�À7À?½ Ã�½�Ê7¿7Æ%Ç Ê%Í7¼7¿�Ä>¼7ÆAÀ ½4¿«ã�ËÅÄjÆ%Ðs¼%ÂnÞ`¼7Ä>¼;ËÓÊ%Á%¿AÀ�½�¿CÎ_Ç�Ê%ÂP¼�Í7Ä>ÊNî0½4Ðs½ ÃDÈ7Ø
Õ%Á«Ã�½4¿ÒÊ%Í7Í7ÊlÂ\½ ÃÓ¼�Ê7Äj½�¼7¿NÃÉÆ«ÃÓ½uÊ7¿%ÂPØ_Ã�Ê~ÃÅ»%¼

hyu
ã ¼%¿7¼0Â\Ü»��Í%ÂKÃ�Äj¼7Æ7Ð ÊAË

hyuP
Ø_Ã�»7Äj¼%¼ÒÊ%Í0¼%¿ÒÄj¼7ÆAÀ?½4¿\ã

ËÓÄ>Æ%Ðs¼%Â Þ�¼0Äj¼ ËÓÊ7Á7¿AÀ?Øê¼%¿AÎ_ÊNÀ�½4¿Aã Í%ÄjÊAÃÓ¼%½{¿lÂíÞ`½ ÃÅ» Â\½�Ðn½uÇ4Æ0Äj½ ÃoÈ ÃÅÊ Æ ÎPÈAÃÅÊ«Î_»%Ä>Ê7Ðs¼ |Cå2U0Ú
ÐsÊ%¿lÊ0Ê«îSÈAã?¼0¿%Æ%ÂP¼êÖbk�Oôa�ðNØ�½4¿«Î_Ê7ÐnÍ7Çu¼«ÃÅ¼%ÛjØ�ÆêÍ%ÁAÃ�Æ«Ã�½ Ñ_¼êÐs¼%ÐsÕlÄjÆ0¿%¼
ÍlÄ�Ê«Ã�¼7½�¿êÖbk°O�a?Ù%Û�Æ0¿«À Æ
ËÓ¼7ÄjÄjÊAÀ?Ê«î_½�¿ÌÖPk°O�a[älÛjÜ�×�Ê\Þ�¿%ÂiÃÉÄj¼%Æ7Ð
Ê«Ë

hyuC
Ø6Ænã?¼%¿7¼FÃ�»7Æ«Ã�¼%¿AÎ0Ê\À6¼%ÂsÆ�Í%Ä>Ê«Ã�¼0½4¿;Â\½uÐs½4Ç4Æ7ÄbÃÓÊáÃ�»0Æ«Ã

Ê«Ë�Ææï0ÆNÎTt½¼W�
Æ7Ç�OßÃ�Ä�Æ%¿%ÂRÎ0Ä>½uÍ«Ã�½{Ê%¿%Æ7Ç`Äj¼Aã�ÁlÇ4ÆAÃÓÊ7Ä;ÖPk°O�aIe%ÛnÞ`ÆlÂàËÅÊ%Á%¿\À?Ü º�»7¼%Â\¼­ã�¼%¿7¼%ÂÔÆ%Ä>¼ ¿%ÊAÃ
Ã�»7Ê7ÁNã�»«Ã7ÃÓÊnÕ%¼n½�¿«Ñ_ÊlÇ Ñb¼AÀ'½u¿n»AÈAÀ�Æ%¿AÃÓÊ7½4¿s»«ÈAÀ�ÄjÊ0Ç È7Â\½�Â�Ö%~¾½u¼%ÂP¼áX[Z�q ]�^@` ÙlÚ0Ú�ðNÆ7Û>Ü



\ »7Æ7Í«ÃÓ¼%Ä-ð

15

® &DqE,61=$�ñ%G½¾?G º�»l¼Zã ¼7¿%¼«ÃÅ½ ÎÌÊ%Ä)ã?Æ7¿%½uÂSÆ«Ã�½{Ê%¿~Ê«ËEÃ�»%¼£�RùT�`ã�¼%¿7¼`Î0Ç4ÁlÂKÃÓ¼7ÄjÂ�ËÅÄ>ÊlÐ ï
-
ÂSÍ%¼«Î_½ ËÓ½ ÎÌÖP|�Æ0¿7¼%ÇRë ÛÆ%¿AÀí×

-
ÂPÍ%¼«Î_½ ËÓ½ ÎìÖb|#Æ7¿7¼%Çwd�Û¸»«ÈAÀ�Æ7¿«ÃÓÊ%½{¿ »\ÈAÀ Ä>Ê%Ç È%Â\½{¿«ã ÕlÆ«ÎPÃÓ¼%Ä>½�ÆlÜ º�»%¼ ã?¼7¿7¼lÂ Æ7¿«À ÃÓ»%¼0½uÄÃ�ÄjÆ7¿%ÂKÎ_Äj½uÍAÃ�½�Ê0¿lÆ0ÇbÊ%Äj½{¼%¿«ÃÓÆ«ÃÓ½�Ê%¿�Æ7Ä>¼�ÂRÈ%ÐsÕ7Ê7Çu½4ÂS¼AÀ�Õ\È�Æ%ÄjÄ>Ê\Þ�ÂPÜ �
¼7¿%¼%ÂC¼%¿AÎ_ÊAÀ?½4¿AãàÄj¼7Ç4Æ«Ã�¼\ÀàÍ7ÄjÊ«ÃÅ¼%½{¿lÂÆ%Ä�¼ÔÄ>¼7Í7Äj¼%ÂP¼7¿«ÃÓ¼AÀÝÞ`½ ÃÓ»·½ À6¼0¿«Ã�½ Î_ÆlÇ-Î_Ê7Ç4Ê%Á7ÄjÂ\Üöº-»0¼�¿%Á7ÐFÕ0¼%ÄjÂ�Þ�½ Ã�»%½{¿�ÃÓ»7¼ÝÆlÄ>Ä>Ê\Þ�Â�½{¿AÀ6½ Î_ÆAÃ�¼�Ã�»0¼ÐsÊ%Çu¼AÎ0Á7ÇuÆ0Ä#ÐnÆ7Â\ÂsÖj½u¿�äS×�Æ%Û�ÊAË?ÃÓ»%¼FÎ_Ê%ÄjÄ>¼7ÂPÍ7Ê%¿«À�½u¿\ã;À ¼«À�ÁNÎb¼«À�ÍlÄ>ÊAÃ�¼%½{¿lÂ\Ü�Ö>ÆNÀ�Æ%ÍNÃÉ¼«À�ËÅÄjÊ%Ðm~­½�¼lÂA¼

X2ZKq ]�^@` Ù%Ú7Ú ð«Æ2oRi�½�Ç�ÂrX[Z�q ]�^=` 2001).

ë�Î_Ê%ÐsÍlÆ7Ä>½4Â\Ê7¿�ÊNË�Ã�»7¼§��÷RX���û��T�µ����q�÷èÂPÍ%Ü ¥ ò c�n ðnÆ7¿AÀ§þ��+Z �T�b�T��q��TZ X��
q��f�WX�÷u�RXT�f÷è× ò VjäfnKå[n
��ù��`ã?¼7¿7¼
Î0Ç4Á7ÂiÃ�¼0ÄjÂ`ÂS»%Ê«Þ`Â�ÃÅ»7Æ«Ã_Ã�»0¼«ÈèÆ%Äj¼�Ñ_¼7Ä)ÈsÂS½4Ðs½uÇ4Æ7ÄjÜ`º-»l¼£��ù²�`ã?¼%¿0¼%ÂZ½u¿~¼7Æ«Îb»
Î0Ç4Á7ÂiÃ�¼0Ä7Þ`¼7Ä>¼
½4¿ÌÃÓ»7¼�ÂPÆ%Ðs¼�Ê7Äj½{¼l¿«ÃÅÆ«Ã�½�Ê7¿lØ6ÞZ»%½ Îb»�ÂPÁNã0ã?¼%ÂiÃÓÂFÃ�»0Æ\Ã�Ã�»7¼«È�Î0Ê0¿lÂiÃÅ½ ÃÓÁNÃÉ¼�Æ%¿�Ê0Íl¼0ÄjÊ7¿%Ü aEÁ7Ä�ÃÓ»7¼7ÄjÐnÊ%Ä�¼%Ø
Õ%Ê«ÃÅ»FÎ0Ê0¿«Ã�Æ7½4¿'Æ'Í%ÁAÃÓÆAÃ�½ Ñb¼;»\ÈAÀ�Æ%¿AÃ�Ê7½�¿áÃÅÄ>Æl¿7ÂPÍ7Ê%Ä�Ã�Í7Ä>Ê«ÃÓ¼%½4¿7Ø?Æ'»\ÈAÀ?Æ0¿«ÃÅÊ%½u¿0Æ%ÂS¼lØ Æ'ï

- ¥ \ ë�ë¦iÔÆ%¿AÀ�Æ
ÄjÆAÎ_¼lÐsÆ%ÂP¼%Üîd�ÁNÃ�ÃÅ»l¼�ÊlÄ)À?¼0ÄjÂÌÊAË�ÃÓ»%¼

hyu
ã ¼7¿7¼lÂ;½4¿~ÃÅ»%¼%ÂP¼~ÃoÞ
ÊÒÂPÍ%¼AÎ0½�¼%Â�À ½ Ë)ËÓ¼7ÄjÂZÎ_Ê%¿7Â\½ À?¼7ÄjÆ0ÕlÇ È7Ø

Æ%¿AÀ~Þ`»7½uÇ�¼
Ã�»0¼fÃÓÄjÆ7¿7Â\Í7Ê7Ä�Ã�Í%Ä�Ê«Ã�¼7½4¿%ÂPØPÃ�»7¼
N-carbamoyl-L-

Æ%Ðs½4¿%ÊsÆ«Îb½ À�Æ%Ðs½ À?Ê7»\ÈAÀ?Ä>Ê7Ç4Æ7Â\¼sÆ0¿AÀsÃ�»0¼
ÄjÆAÎ_¼lÐsÆ%ÂP¼ÌÆ7Ç4Ç+ÂP»7ÆlÄ>¼CÂ\½ ã ¿%½ ËÅ½ Î0Æ%¿«Ã�½ À�¼%¿«ÃÓ½ ÃÓ½�¼%Âá½�¿èÆ%Ð~½4¿%ÊÌÆ«Îb½ À�ÂP¼Kh�Ál¼0¿«Î0¼%Ø+Ã�»0¼è»\ÈAÀ Æ7¿«Ã�Ê7½�¿7Æ%Â\¼7ÂáÆ7Ä>¼
Ñ0¼7Ä}È�À?½ Ë9ËÓ¼7Äj¼%¿NÃÅÜ�º�»%¼�»\È\À Æ%¿«ÃÓÊ%½�¿7Æ%ÂP¼�Ê«Ër�9÷RXf��û����µ�T��q�÷�Â\Í%Ü ¥ ò cTn?ðnÞ�»%½ Î0»�½4Â'¿7Ê7¿

-
ÂP¼7Ç4¼NÎPÃÓ½ Ñb¼%Ø

hydantoinase
N-carbamoylase
permease ¿/ÀÂÁ�Ã½ÄÂÅÇÆÉÈËÊ Ì�ÍÏÎ ÐÒÑ�ÓÔÎ ÕÖÑ�×ÇØÖÕÚÙ�ÛÝÜÞÌÖßàØD- ÌÚáâÎ Ð�ÑÒÌÖÛàÎ Õ dehydrogenase

ã�ä Õ�Ì�ÐåÜÞÑÖÎ ÐÒ×½Ì�ÛoØ�áæÌ�ßoØ
unknown

transposase
resolvase

1000bp

scale

ç�èºéºêìëìíïîðíìñÂòïè�óïôìõºö�÷�øºùïú

ûýü/þ¡ÿ
hyuA hyuB hyuC

ûýü�þ��
hyuE��� ��� ��� ��� ��	

Arthrobacter
òïê�
Ôé è
�ºéºñìè���÷����ºù
�ºù

ûýü�þ ÿ
hyuAhyuP hyuC

û ü/þ�� ûïü/þ��
hyuH

ûïü�þ��
��	 � ������ ������ 	��

����
Ôí��Âò �
! é

#" êìî$! êìî é&%3ò �
" éºñìè�ö�'�')(+*�úºú-,
.ïú
hyuChyuH��� ���

����
åí��Âò �
!Ýé

/" êìî óïôìõ
02130
-671

ûýü�þ ÿ
hyuAhyuN hyuChyuH

ûýü�þ�4
hyuD

��� ��� 	��	�� ���

A

B

hydantoinase
N-carbamoylase
permease ¿/ÀÂÁ�Ã½ÄÂÅÇÆÉÈËÊ Ì�ÍÏÎ ÐÒÑ�ÓÔÎ ÕÖÑ�×ÇØÖÕÚÙ�ÛÝÜÞÌÖßàØD- ÌÚáâÎ Ð�ÑÒÌÖÛàÎ Õ dehydrogenase

ã�ä Õ�Ì�ÐåÜÞÑÖÎ ÐÒ×½Ì�ÛoØ�áæÌ�ßoØ
unknown

transposase
resolvase

1000bp

scale

hydantoinase
N-carbamoylase
permease ¿/ÀÂÁ�Ã½ÄÂÅÇÆÉÈËÊ Ì�ÍÏÎ ÐÒÑ�ÓÔÎ ÕÖÑ�×ÇØÖÕÚÙ�ÛÝÜÞÌÖßàØD- ÌÚáâÎ Ð�ÑÒÌÖÛàÎ Õ dehydrogenase

ã�ä Õ�Ì�ÐåÜÞÑÖÎ ÐÒ×½Ì�ÛoØ�áæÌ�ßoØ
unknown

transposase
resolvase

1000bp

scale

ç�èºéºêìëìíïîðíìñÂòïè�óïôìõºö�÷�øºùïú

ûýü/þ¡ÿ
hyuA hyuB hyuC

ûýü�þ��
hyuE��� ��� ��� ��� ��	

Arthrobacter
òïê�
Ôé è
�ºéºñìè���÷����ºù
�ºù

ûýü�þ ÿ
hyuAhyuP hyuC

û ü/þ�� ûïü/þ��
hyuH

ûïü�þ��
��	 � ������ ������ 	��

����
Ôí��Âò �
! é

#" êìî$! êìî é&%3ò �
" éºñìè�ö�'�')(+*�úºú-,
.ïú
hyuChyuH��� ���

����
åí��Âò �
!Ýé

/" êìî óïôìõ
02130
-671

ûýü�þ ÿ
hyuAhyuN hyuChyuH

ûýü�þ�4
hyuD

��� ��� 	��	�� ���

A

B
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Õ%Á«Ã�ï
-“preferential”

Î_Ê%¿0Â\½uÂKÃÓÂáÊAËEÃ)ÞZÊáÀ6½ Ë9ËÉ¼lÄj¼7¿«Ã�ÂSÁ%Õ7Á%¿0½ ÃÓÂn¼l¿«ÎbÊ«À ¼AÀ�Õ«ÈFÃ9Þ�Êáã?¼0¿%¼7ÂáÖ�~ÏÆ«Ã�Æ7Õ%¼yX[Z
q ]_^>` 1992a),

Þ
»7½�Çu¼áÃÅ»%¼'ï
-
ÂP¼7Ç4¼NÎ\ÃÅ½ Ñ_¼'»AÈ\À Æ%¿«ÃÅÊ%½4¿7Æ7ÂP¼CÊAË2þ��+Z_���b�T�fq���Z_X���q����PX�÷R�uX��f÷~× ò Vðä�n�å[n'½uÂ

¼%¿«Î_ÊAÀ ¼«ÀçÕ\ÈÔÊ%¿%¼àã ¼%¿0¼¸Ö%~Ô½u¼%ÂP¼àXIZ�q ]�^=` Ù%Ú0Ú?ðAÆ%ÛjÜ�d#Ê«ÃÅ»�ÃÓ»7¼7Â\¼Ï»AÈ\À Æ7¿«Ã�Ê7½�¿lÆ7ÂP¼7Â�»lÆ«Ñb¼�Ñ_¼lÄ)È
À?½ ËDËÓ¼7Äj¼%¿«Ã�Æ%Ðs½4¿lÊ�ÆNÎ0½ ÀàÂ\¼Kh Á%¼7¿AÎ_¼lÂPØbÞ`»%½ Îb»�½4ÂCÂ\Á«ã7ã?¼7ÂiÃÓ¼AÀàÆlÂCÆ7¿�¼Aî_Í7Ç4Æ%¿0ÆNÃÅ½uÊ7¿sËÉÊlÄ ÃÓ»%¼~À?½ Ë9ËÉ¼lÄj½4¿Aã
Â\Á7ÕlÂiÃÅÄ>ÆNÃÅ¼FÂS¼lÇ�¼AÎ\Ã�½ Ñ0½ ÃoÈnÊ«Ë0ÃÓ»%¼%ÂS¼éÃ)ÞZÊnÊ7Ä�ã Æ7¿7½uÂ\ÐsÂ`Ö5~¸½u¼lÂP¼áX[ZKq ]�^=` Ù7Ú%Ú�ð«ÆlÛ>Ü

D-.6:7$6@%&4B�&9@nq+$�(+$�@%59,+.%/�$?1�. G
i�½uÇ4Â§XIZÔq ] Ö�Ù7Ú7Ú?ðAÛ�Ä>¼%Í0Ê%Ä}ÃÓ¼«À�ÃÓ»%¼�½4ÂSÊ%ÇuÆAÃ�½�Ê7¿�ÊNË�ËÅ½ Ñ0¼�»«ÈAÀ�Æ%¿NÃÉÊl½�¿�ÁAÃ�½4Ç4½uÂP½�¿\ã�ã�¼l¿0¼%ÂáÎ0Ç{Á%ÂiÃÓ¼7Äj¼AÀ�Ê%¿�Æ
Äj¼\ã6½4Ê0¿'Ê«Ë�Ã�»7¼�ð�S7Ú7äPÕ�Í7Ç�ÆlÂPÐn½ À�ÊNË[þ�ö��b�T��qf��Z_X��P����� ÂSÍ%Ü[t>| t

-
cfn�ð«Ø Öba6½ ã?Á7Äj¼�ðAÜ å?Ø[|#Æ%¿%¼7Ç�d#ÛjÜ�º�»7¼

À?½ Ñ_¼7Ä}ã ¼%¿AÃ�Ç È Ê7Ä>½4¼7¿«Ã�ÆAÃÓ¼«À ã?¼%¿7¼%Âç¼7¿NÎbÊAÀ ½4¿«ã Æ
×
-
»\ÈAÀ Æ7¿«Ã�Ê0½4¿%Æ7Â\¼ Ö

hyuH
Û�Æ0¿«À Æ
×

- ¥ \ ë�ë¦i
(hyuC

Û ÞZ¼lÄ>¼ ½ À6¼0¿«ÃÓ½ ËÓ½u¼AÀ?Ü ë »AÈ\À?Æ0¿«ÃÓÊ7½u¿ Ä�ÆNÎ0¼7ÐsÆ%ÂS¼ Ö
hyuA

Û Æ7¿AÀ Æ ×
-
ÆlÐs½�¿7Ê Æ«Î_½ À

À?¼7»AÈ\À ÄjÊAã ¼7¿%Æ%ÂS¼èÖ
hyuD

Û_Þ`¼%Äj¼ÌÂ\½ ÃÅÁ%Æ«ÃÅ¼«À�Á0Í%ÂKÃ�Ä>¼7Æ%Ð ÊNË
hyuC

ØbÆ%¿«À�Æ`ã ¼%¿7¼è¼7¿NÎbÊAÀ ½4¿«ãÒÆCÍlÄ>ÊAÃ�¼%½{¿
»%Ê%ÐnÊ7Ç�Ê«ã Ê7Á%ÂèÃ�ÊàÆ ¥ ëé×�ÖP|�Ûbi�ËÓÇ�ÆNÑ0½4¿àÊ«î_½ À?Ê7Ä>¼AÀ ÁAÎ\Ã�Æ7ÂP¼�Ö

hyuN
Û-Þ�Æ7Â�ÂS½ Ã�Á7ÆNÃÅ¼«À�À ÊAÞ`¿%ÂiÃÓÄ>¼0Æ%ÐâÊNË

hyuH.

º#»7½4Â�Þ`Æ%Â�Ã�»7¼àËÅ½uÄ>ÂiÃCÄj¼7Í7Ê7Ä�ÃÌÊ«Ë;Æ¾»AÈAÀ�Æ%¿AÃ�Ê%½{¿¾Ä>Æ\Î0¼lÐsÆ7Â\¼�Õl¼7½�¿Aã ½4Â\Ê7Ç4Æ«ÃÅ¼«ÀÔËÅÄjÊ%Ð Æ¾×
-
Â\Í0¼NÎ0½ ËÓ½ Î

Õ%Æ«Î\ÃÉ¼lÄj½�Á7ÐnØ�Æl¿\À�½ ÃfÂ\»7Æ%Ä�¼«ÀYå�c�Þ ½ À ¼7¿«ÃÓ½ ÃoÈ;Þ`½ ÃÓ»CÃÅ»%¼�Æ%Ðs½4¿7Ê�ÆNÎ0½ À�Â\¼Rh?Á%¼0¿«Î_¼�ÊNË-ÃÓ»7¼�Ä>ÆNÎ_¼%ÐsÆ%ÂS¼
ËÓÄ>Ê%Ð �g÷RX���ûT���á�T�Tqf÷�ÂSÍlÜ ¥ ò cTn6ð�Öbiö½4ÇuÂâX2Z2q ]�^=` 2001).

º�»0¼�×
-
Æ%Ðs½u¿7Ê�Æ«Î0½ À�À?¼0»«ÈPÀ?ÄjÊ\ã?¼7¿7Æ7Â\¼

Öbi�È7Ál×öÛ?ÞZÆlÂèÍ%Ä�ÊlÍ0Ê%ÂS¼NÀ�Ã�Ê'Õ0¼�ÂP½�Ðn½uÇ�Æ%Ä?Ã�ÊnÃÅ»%Ê%ÂP¼�ÊNË	� ^ �R� ] �xÆl¿AÀ65 ] XT�f÷R��X ]_] q�qfXT�b��ö�X��TXf÷PØ0ÞZ»%½ Î0»Æ%Ä�¼�Ä�¼%Â\Í7Ê%¿%ÂS½uÕ%Ç{¼~ËÅÊ%Ä�ÃÓ»7¼èÎ0Æ«ÃÅÆ%Õ0ÊlÇ4½4ÂPÐ Ê«Ë Æ%Ç4Æ7¿%½4¿0¼�½{¿«Ã�Ê�ÍAÈ0ÄjÁ«ÑbÆNÃÅ¼ÒÆ7¿«À�Æ7ÐsÐnÊ7¿%½uÁ7ÐnØ�Æ%¿\À�Ã�»0¼%ÂP¼
¼%¿KQ\È7Ðs¼%Â'Î_Ê0¿«Ã�Æ7½4¿�Æ�ËÓÇ4ÆAÑ0½u¿�Æ\À?¼7¿%½4¿0¼�À?½4¿7ÁAÎ0Ç4¼0Ê«ÃÅ½ À?¼¸Æ7¿NÀæÆ�¿0Êl¿

-
»7¼7Æ%Ðs¼�½uÄ>Ê0¿�½{¿�ÃÓ»%¼7½�Ä�ÆAÎ\Ã�½ Ñ0¼

Î0¼7¿NÃÓÄ�¼lÂFÖ>ï7Ê0ÕlÊ«Î_äPÆ�XIZ�q ]�^@` ðKSfSKå�o�l_Æ%¿%¼7ÂáX[Zéq ]_^@` ðRSfSTe%ÛjÜÌº#»7¼ ¥ ëö×�Öb|#ÛPi�ËÓÇuÆAÑ0½u¿�Ê«î_½ À Ê7Ä>¼«À Á«ÎPÃÓÆ%ÂP¼
Î0ÆAÃ�Æ%Ç È7ÂP¼7Â�ÃÓ»7¼ÏÄ>¼AÀ?ÁAÎ\Ã�½{Ê%¿ÏÊ«Ë`ËÓÇ�Æ«Ñ0½u¿ÏÕ\È ¥ ë ×�Öb|#ÛPi Æ%¿AÀç½uÂ�Õ0¼%Çu½{¼«Ñb¼NÀÏÃÓÊ¾Í%Ä�ÊNÀ�Á«Îb¼îa[V ¥ ËÉÊlÄ
Ç4ÁNÎ_½ ËÓ¼7ÄjÆ%ÂS¼FÖ�ï«È7½PÆ7¿\À�~Ï½4¿lÆ%¿7Â\Ø ðKSTSfS0ÛjÜ

º#»7¼ \
-
ÃÓ¼%Ä>Ðn½4¿7Æ%Ç�ÃÓÄjÁ7¿«ÎbÆ«Ã�¼\À k�O�a�ð Æ0¿«À k O)a2n ËÅÇuÆ%¿%äP½�¿Aã ÃÓ»7¼ ��ù�� ã ¼l¿0¼ Î0Ç4Á7ÂiÃ�¼0Ä Ê«Ë

þ¦ö��b����q���Z_X��P����� ÂSÍ%Üpt@| t
-
c�n6ð ÂS»%Ê«ÞZ¼\À ÂP½4Ðs½4ÇuÆ%Ä>½ Ã9È ÃÅÊ ÃÓÄjÆ7¿%Â\Í0ÊlÂSÆ7ÂP¼%ÂíÆ%¿AÀ Ä>¼%ÂPÊ%Ç Ñ_Æ%ÂP¼%Â

Äj¼7ÂPÍl¼AÎ\Ã�½ Ñb¼%Ç È7Ü º#»0¼AÈ�ÞZ¼lÄ>¼�Ä�¼«Î_ÊAã ¿%½4ÂS¼NÀÝ¿0ÊNÃ Ã�Ê�Õ0¼�ÍlÆ0Ä�ÃáÊNËéÃÓ»%¼ ��ù²��ã�¼%¿7¼�Î0Ç�Á7ÂiÃ�¼7Ä>Ø Õ7ÁNÃFÆ%Ä�¼
Ã�»7Ê7ÁNã�»«Ã7ÃÓÊnÕ%¼nÍ7Æ7Ä�Ã?ÊAË�ÆfÃ�ÄjÆ7¿lÂSÍ7Ê7Â\Ê%¿fÎ0Æ0ÄjÄ)È7½�¿NãnÃÓ»7¼á�Kù��
ã�¼l¿7¼7Â
Öbi�½4Ç4ÂªX2ZRq ]�^>` 2001).

t)¿CÊ«ÃÓ»7¼%Ä�þ¦ö��P����qf�TZ�X��b�%q;Êl¿7Ç È ��ù��¡�àÖ ¥ Æ7¿7Õ%ÆæX[Zéq ]_^ Ø�ðKS�S�e%Æ%ØDÕ2o�i�Â\ÁæX2Zéq ]�^ Ø�ð�STSfS%Ø ò Æ7Ä>¼%¼7¿æX[Zéq ]�^=`Ù%Ú7Ú?ð\ÆlØoÕlÛ#Ê0Ä
hyuC

Æ7¿AÀ
hyuH

Öb��Äj½ ËÓÆ7¿NÃÓ½u¿0½�X2Z�q ]�^=` ð�STSfe%Ø[i�½4Ç4Â£X2Z�q ]_^@` Ù%Ú7Ú ðAÛ�»0Æ«Ñb¼�Õ7¼7¼%¿nËÓÊ7Á7¿«À?Ü
t)¿áÎ0Æ7ÂP¼lÂ
ÞZ»7¼lÄ�¼�Õ%ÊNÃÉ»�ã�¼%¿7¼%ÂsÆ%Ä�¼CÍ7Ä>¼7Â\¼%¿AÃ�Ø%Ã�»7¼AÈ�Æ7Ä>¼�ÆlÇ Þ`Æ«È0ÂnÊ7Ä>½4¼7¿«Ã�ÆAÃÓ¼AÀ;À?½ Ñ_¼7Ä}ã6¼0¿«ÃÓÇ È7Ø?Õ%ÁNÃ Ã�»0¼
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Ç4¼l¿\ã%ÃÓ»ÌÊ«ËxÃÓ»%¼è½4¿AÃ�¼0Ä�ã ¼%¿7½ Î�Äj¼\ã6½4Ê0¿lÂöÑbÆ%Ä}È0ØbÕ7¼7½4¿«ã�å[nlÚ0Õ%ÍÌ½4¿°þDö��b����q��TZ X��P�_�T� ÂPÍ%Ü²t=|�t
-
c�n?ð`Öbiö½uÇ4ÂáX2Z

q ]_^>` Ù0Ú7Ú6ð\ÛfÆ7¿AÀ¾Ù ð1å Õ7Íà½u¿ þ ^ Z_�T�áX �@q��u��X���÷ ¥ OôO�ï«d ð7ð«Ù�S ð�ÖbaE½ ã?Á%Ä>¼ÏðAÜ_å?Ø�|�Æ7¿%¼0Ç/d#ÛjÜ tuÃ�»0ÆlÂ
Õ%¼7¼%¿·Í%ÄjÊ0Í%ÊlÂS¼\ÀÔÃÓ»7Æ«Ãæ�RùT�87ìÆ7¿«À ��ùT�¡� Æ7Äj¼�ÃÓÄ>Æ%¿%ÂiÎbÄj½4Õ0¼«À�ËÅÄjÊ%Ð Æ�Î_Ê7ÐsÐsÊl¿�½�¿NÃÓ¼7Ä

-
Î0½�ÂiÃ�Ä�Ê%¿0½ Î

Í%Ä�ÊlÐsÊ«Ã�¼7Ä-Ä>¼«ã ½4Ê0¿nÃ�»7ÆAÃ�½4Â~Æ%Ä>Ä>Æ%¿Aã?¼\À�½�¿'Ê0Í%Í7Ê%Â\½ Ã�¼�ÊlÄ>½�¼%¿«ÃÅÆNÃÅ½uÊ7¿7ÂèÖb��Äj½ ËÓÆ7¿NÃÓ½�¿%½�X2ZTq ]�^=` ðKS�STe2o�~­½4¼7Â\¼
X2ZKq ]�^@` Ù%Ú7Ú ð«Æ7ÛjÜ

t)¿ þ�ö��P�f�Tq��TZ_X��b�_�T� Â\ÍlÜµ� ¥ �gn ð«ÙlØéÞ`»7½ Î_»ÝÊ%¿7Ç È·»%Æ%Â­ÆÔ×
- ¥ \ ë�ë¦i Ö ¥ Æ7¿7ÕlÆmX2Z¦q ]�^=` ð�STS�e%Æ7ÛjØÄj¼\ã6½4Ê0¿lÂ�ÊAËáÃ�»7¼�Â\¼Kh Á7¼7¿AÎ0¼�À?Ê\Þ�¿%ÂKÃ�Ä>¼0Æ%Ð Ê«ËFÃ�»l¼�ã6¼0¿7¼Ô¼0¿«Î_Ê«À?½{¿Nã�ÃÅ»7¼�×

- ¥ \ ë#ë¦i ÂS»lÊ\Þ Æ
Â\½ ã6¿7½ ËÓ½ Î0Æ%¿«Ã�Ç4¼AÑ_¼lÇEÊNË�ÂP¼�h Á7¼%¿AÎ0¼�½ À�¼l¿AÃ�½ Ã9ÈÌÞ`½ ÃÓ»nÃÓ»%¼Ò¿%Ê7¿

-
ÎbÊ«À ½4¿Aã�ÂP¼Kh Á%¼0¿NÎ0¼ÒÕ%¼NÃoÞ�¼7¼7¿

hyuA
Æ7¿\À

k°O�awnÌÊ«Ë
Agrobacte

�b�%��� ÷¹�Yt=|©t
-
c�n ð«ØlÞ�»0½ Î0»ÌÂSÁ«ã7ã?¼7ÂiÃ�ÂéÃÓ»%ÆAÃ

hyuD
Æ%¿\À

hyuA
Þ
¼0Äj¼áÀ?¼7Ç4¼«ÃÅ¼«À

½4¿óþ�öT�b���Tq���Z X��b����� Â\Í7Ü�� ¥ �9n?ð\ÙåÖbi�½4Ç4ÂmX2Z�q ]�^@` Ù%Ú7Ú?ð\ÛjÜ ¥ Ê�ã?¼%¿0¼lÂ¸ËÓÊ7ÄsÃÓ»%¼ÔÃ�Ä�Æ%¿7Â\Í0ÊlÄ�Ã�Ê«Ë
»\ÈAÀ?Æ7¿«ÃÓÊ7½4¿%Â�»7ÆAÑ0¼sÕl¼0¼7¿nÄj¼7Í%Ê%Ä}ÃÓ¼«À'½4¿Dþ�öT�b�T�fq���Z_X��b�����

spp.

7<ùT�87¾Æ7¿«À
hyuC

Ø6Ê«ËIþ�öf�P����qf�TZ�Xf�b�%���ï÷?�Yt@|©t
-
c�n?ðáÆ%¿«À�þ ^ Z_�f�­Xï�@q�����X���÷ ¥ O�O�ï�d ð0ðNÙ�S�ð�ÞZ¼%Ä�¼Õ%Ê«ÃÅ»¸ËÓÊ7Á%¿«ÀßÊl¿ç¿%ÆAÃ�½ Ñ_¼ Í%Ç�Æ%Â\Ðs½ À?ÂÏÖtð�S0ÚläPÕæÆ0¿AÀ ðRc%Ú7ä\Õ Äj¼%ÂSÍ%¼AÎ\ÃÅ½ Ñ0¼%Ç È7Û'Öbi�½4ÇuÂóX[Zrq ]�^=` Ù%Ú0Ú?ðAÛjÜ

t)¿7Æ«Î\ÃÓ½ Ñ_ÆNÃÅ½uÊ7¿�ÊAË
hyuC

½4¿âþ�ö��b����q���Z X��W������÷Ë� t=|¯t
-
c�n?ðÒÄ>¼7Â\Á%Ç ÃÓ¼AÀÔ½4¿ÒÃ�ÊAÃÓÆ%Ç#ÇuÊ%ÂPÂ�Ê«Ë�×

- ¥ \ ë�ë¦iÆ«ÎPÃ�½ Ñ_½ ÃDÈ%Ø?Â\Á\ã%ã?¼7ÂiÃ�½{¿«ã;Ã�»0ÆAÃ�Ê%¿%Ç È�Ê7¿%¼ ¥ \ ë#ë�i¾¼7¿NÎ_ÊAÀ?½4¿\ã�ã6¼7¿0¼;¼«î0½�ÂiÃ�Ân½�¿
Ag
�P����q���Z X��W����� ÷Ë�Yt@|

I-
c�n ð«Üßi�Ê\Þ�¼AÑ0¼7ÄjØö½4¿7Æ«ÎPÃÅ½ Ñ0Æ«ÃÓ½4Ê7¿�Ê«Ë

hyuH
Ê%¿lÇ È�Äj¼%ÂSÁ%Ç ÃÅ¼«ÀÔ½�¿�Ä>¼AÀ?Á«Îb¼«À�»AÈAÀ�Æ7¿NÃÅÊl½�¿0ÆlÂP¼�Æ«Î\ÃÓ½ Ñ0½ ÃDÈ7Ø

Â\ÁAã%ã ¼%ÂiÃ�½{¿«ãnÃÓ»7¼FÍ7Ä>¼%ÂP¼%¿\Î0¼nÊ«Ë�ÆFÂP¼«Î_Ê7¿NÀ�»\ÈAÀ�Æ%¿«ÃÅÊ%½4¿7Æ%ÂS¼FÖPi�½uÇ4Â°X2ZRq ]�^@` 2001).

!#"%$ (+37/�,E1>365 B�,6(6@A/�&D<E( <+B "lpl*63 (+/�<6&9(%3%.7$%. 3 (+* N-carbamoyl-3 8�&)(E< 3 @7& *
amidohydrolases.

~¸»l½�Çu¼íÃ�»%¼ ¿lÆ«ÃÅÁ%Ä>Æ7Ç�ËÅÁl¿AÎ\Ã�½{Ê%¿ Æ0¿«À ÂSÁ0ÕlÂiÃÅÄjÆNÃÉ¼lÂ Ê«ËåÃÓ»l¼ �KùT� ã ¼7¿7¼%Â Ä�¼%ÐsÆl½4¿7Â ÐsÊlÂiÃÅÇ È
Á%¿AÀ?¼AÃÓ¼%ÄjÐs½u¿0¼AÀ?ØSÃ�»%¼~ÂKÃÓÁ\À%ÈÌÊNËxÃÓ»%¼è¼l¿RQ\È0Ðn¼7Â�Í%Ä>ÊAÀ Á«Î0¼AÀÒ½4¿è»7¼«Ã�¼7Ä>Ê%Ç�Ê«ã�Ê%Á%ÂZ»7ÊlÂiÃÅÂ�Æ%¿AÀ�½�¿�Ã�»0¼�Þ�½�Ç À
Ã9È%Í0¼nÂiÃ�Ä>Æ7½4¿lÂZ»lÆ7Â`»%¼0ÇuÍ7¼\ÀFÃÓÊF¼7Ç4Á«Î_½ À?ÆAÃ�¼fÃÓ»l½4Â`Í7Æ7Ä�ÃÓ½�ÆlÇ4Ç È7Ü

d#Æ%Â\¼AÀ�Ê7¿èÆ~¿7Á%ÐsÕ%¼7Ä Ê«Ë�ÂKÃ�Á«À6½{¼%ÂZÖ�~ÏÆ«Ã�Æ7Õ%¼£X2Z�q ]�^=` ð�STS0ÙNÎ�o�t)ÂP»%½4äSÆ«Þ`Æ´XIZ�q ]_^>` ð�S�S�ä7Ø�ð�STS�c%Ø�ðKS�STnlÛÃ�»7¼'ÍlÄ>Ê«ÃÓ¼%½�¿�Í7Ä>Ê«À Á«ÎPÃ�Â~Ê«Ë Ã�»7¼§�g÷uXf��ûT���­���Tqf÷~ÂSÍ%Ü ¥ ò c�n ð hyu
ã�¼%¿7¼áÎbÇuÁ%ÂRÃ�¼7Ä#Æ7Äj¼�Í7Ä>Ê7Í7Ê%Â\¼\À;ÃÓÊ

Æ«ÎPÃ%ÃÅÊ«ã?¼AÃÓ»%¼7Ä ÆlÂ�ËÓÊ%ÇuÇ{ÊAÞ�ÂPÜs×�Ø7ï
-5-

ÐnÊ7¿%Ê7ÂPÁlÕ7ÂiÃÅ½ ÃÓÁ«ÃÓ¼«À�»AÈ\À?Æ0¿«ÃÓÊ7½u¿%Â`Æ7Ä>¼fÎ_Ê7¿AÑ0¼7Ä�Ã�¼\À'¼Aî\Î_Ç4Á%ÂP½ Ñ_¼%Ç ÈfÃÉÊ
Ã�»7¼�ï

-
ËÅÊ%ÄjÐsÂ'Ê«Ë-ÃÓ»%¼;Î0Ê7Ä>Äj¼7ÂPÍ%Ê7¿AÀ?½4¿\ã

N-carbamoyl-
ÆlÐs½4¿0Ê�ÆAÎ0½ À­Õ«È'Ã�»0¼�»\ÈAÀ?Æ7¿«ÃÓÊ7½u¿7Æ7ÂP¼�Öb��ùT�Kþ

Æ%¿AÀ
hyuB

Û
½4¿�Î_Ê%ÐsÕl½{¿7ÆAÃ�½4Ê%¿ÒÞ`½ ÃÅ»�Ã�»%¼à»«È\À Æ0¿NÃÉÊl½�¿àÄjÆ«Îb¼lÐsÆ%ÂP¼�Ö
hyuE

ÛjÜÝº-»%¼
N-carbamoyl-L-Æ%Ðs½u¿7ÊÔÆNÎ0½ Àå½uÂ�ÃÓ»%¼0¿�Î_Ê7¿«Ñb¼lÄ�ÃÉ¼NÀ¾ÃÓÊ¾ï

-
ÆlÐs½4¿0Ê¾Æ«Î_½ À6Â�Õ\È�ï

- ¥ \ ë#ë¦i Ö
hyuC

ÛjÜ º�»7¼¾Í%Á«ÃÅÆ«Ã�½ Ñ0¼
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Í%¼7ÄjÐs¼%Æ%ÂS¼'Ö
hyuP

Û�½uÂ`Ã�»0Ê%ÁAã?»AÃ�Ã�Ê�ÍlÇ{ÆAÈ�Æ'Ä�Ê%Çu¼�½{¿nÃÓ»%¼nÃÓÄ>Æ%¿%ÂPÍ0Ê%Ä�Ã�ÊAË�Ã�»%¼'ÂSÁ%Õ7ÂiÃ�Ä�Æ«Ã�¼'½{¿«Ã�ÊsÃÓ»7¼FÎb¼%Ç4Ç
Ö%~­½4¼7Â\¼µXIZKq ]_^@` 2001a).

º#»7¼�ÍlÄ�Ê«Ã�¼%½{¿�Í%Ä>Ê\À6ÁAÎ\Ã�Â~Ê\Ë Ã�»%¼
hyu

ã?¼7¿7¼FÎ_Ç4Á%ÂKÃÓ¼%Ä-Ê«Ë�þ��1Z ���b����q���Z X���q����bX�÷R�uX���÷è× ò Vðä�nRåIn�Æ7Ä>¼
Ã�»7Ê7ÁNã�»«Ã?Ã�Ê'Ê%Í7¼%Ä�Æ«Ã�¼'½u¿FÃÓ»7¼�Â\Æ%Ðs¼�ÐsÆ%¿7¿7¼lÄ#Ö�~¾½u¼%Â\¼ XIZTq ]�^=` Ù%Ú0Ú?ð«Æ7ÛjÜ;ë�ÂiÃÅÁ«À0È�ÊNË�Ã�»%¼;½�¿AÀ?ÁAÎ\Ã�½{Ê%¿
Ê«ËEÃ�»%¼

hyu
ã ¼7¿7¼lÂáÊAË

Art
�f�P����q��TZ_X��/qf�T�bX�÷u�uX���÷á× ò V äTn�å2n�Þ
½ ÃÓ»Ì×�Ø)ï

-5-(3-indolymethyl)-3-N-Ðs¼«Ã�»\È7Çu»\ÈAÀ Æ7¿«Ã�Ê0½4¿lØ�Æ�ÂRÈ0¿NÃÅ»%¼AÃ�½ Î'Î0Ê%ÐnÍ7Ê7Á7¿«À Ø�ÂPÁAã7ã?¼%ÂKÃ�ÂnÃ�»7Æ«Ã�Ã�»7¼�¿7ÆNÃÅÁ%Ä>Æ0Ç6ÂPÁ%Õ%ÂKÃ�Ä>ÆAÃ�¼%Â�ÊAË-Ã�»%¼7Â\¼
¼%¿KQ\È7Ðs¼%ÂÏÐsÆ«ÈçÕ0¼ÝÂP½4Ðs½uÇ4Æ%ÄáÎ0Ê7ÐsÍ7ÊlÁ0¿\À6ÂàÞ`»%½ Î0» ¼Nî_½4ÂiÃ�¿%Æ«ÃÅÁlÄ�Æ%Ç4Ç È7ØFÂSÁ«Î_»æÆ%Â�Ã�»0¼ÝÂS¼«Î_Ê%¿\À?Æ%Ä9È
Ðs¼«Ã�Æ7Õ%Ê%Ç�½ ÃÓ¼lÂnÊ«Ë�Í%Ç4Æ0¿NÃÓÂFÊ%Ä�Õ7Æ«ÎPÃÓ¼%Ä>½4Æ%ØlÞ`»7½ Î0»áÞ`Ê7Á%Ç À�ÆNÎ\Ã-ÆlÂFÆÌÂPÊ7Á%Ä�Î_¼CÊAË#¿7½ Ã�ÄjÊAã?¼0¿ÌÖ%~­½4¼%Â\¼yX[Zéq ]�^=`Ù%Ú7Ú?ð\ÆlÛjÜ

i�½uÇ4Â¯X2Z­q ] Ö�Ù7Ú%Ú ðAÛ�Â\Í0¼NÎ0Á7Ç�ÆNÃÅ¼æÃ�»0ÆNÃ'Ã�»0¼ Í%ÄjÊAÃÓ¼7½4¿ Í%Ä>ÊAÀ�ÁNÎ\ÃÅÂ Ê«Ë'ÃÓ»7¼ð��ù�� ã?¼7¿7¼·ÎbÇuÁ%ÂKÃÓ¼7Ä�Ê«Ë
þ¦ö��b����q���Z_X��P����� ÷Ë� t@| t

-
cfn�ð ÆAÎ\Ã�ÃÅÊ«ã ¼«ÃÓ»7¼%Ä­Æ%ÂåËÓÊlÇ�Ç4Ê«Þ�Â:9 Ã�»7¼ ×�ØDï

-5-
ÐsÊ7¿%Ê%ÂSÁ7ÕlÂKÃÓ½ ÃÅÁ«À?¼\À

»\ÈAÀ?Æ7¿«ÃÓÊ7½4¿%Â�Æ%Ä�¼ÒÎ0Ê0¿NÑ0¼0Ä}Ã�¼AÀÔ¼7¿lÆ0¿«ÃÓ½�ÊlÂP¼7Ç4¼«Î\ÃÓ½ Ñb¼%Ç È�½4¿NÃÓÊ�×
-
Æ%Ðs½4¿7ÊàÆAÎ0½ À6Â;Ñ0½4ÆÒÃ�»7¼

N-carbamoyl-Æ%Ðs½u¿7Ê�ÆAÎ0½ À�½�¿NÃÅ¼lÄjÐs¼\À?½4Æ\Ã�¼�Õ«È¤i�È0Á�i Æ%¿\À i�È0Á \ Äj¼7Â\Í%¼AÎ\Ã�½ Ñ_¼7Ç È7Ü�i�È0Á%×¸ÃÓ»7¼%¿CÀ?¼7Æ%Ðs½4¿%ÆAÃ�¼%ÂFÃ�»0¼
Æ%Ðs½u¿7Ê�Æ«Î_½ À?ÂZÃÓÊ�Æ

α-
ä\¼«ÃÅÊ�ÆAÎ_½ À�ÞZ»l½�Ç4¼wi�È7Á ¥ ä\¼7¼%Í%Â�ÃÓ»7¼sËÓÇ4ÆAÑ0½4¿�ÊNËôi�È%Á0×Ý½�¿�Æ�Ä�¼NÀ�Á«Îb¼NÀàÂKÃÓÆ«ÃÓ¼%Ü

\ Êl¿«Ã�½{¿7ÁlÊ0Á%Â`ÄjÆAÎ_¼%Ðn½�Â\Æ«ÃÓ½�Êl¿sÊ«Ë�»AÈAÀ Æ0¿NÃÅÊl½�¿sÕ«Èyi�È0ÁAë�¼0¿%ÂSÁlÄj¼7Â�ÃÅ»%ÆAÃ7Ã�»0¼s»«ÈPÀ?Æ0¿NÃÓÊl½{¿s½4Â�ÎbÊ%ÐnÍ%Ç�¼«ÃÓ¼7Ç È
Î0Ê7¿NÑb¼%Ä�ÃÓ¼AÀç½4¿«ÃÅÊ�ÃÓ»7¼Ïä\¼«ÃÅÊ­Æ«Îb½ À6Ü º-»%¼Ï¿0Æ«Ã�Á7Ä>ÆlÇöÂPÁ%ÕlÂKÃÓÄ>Æ«ÃÓ¼lÂ�Ê«Ë`ÃÅ»l¼¾»AÈ\À?Æ%¿AÃÓÊ7½u¿¾Ðn¼AÃ�Æ0ÕlÊ%Ç{½uÂ\½4¿\ã
¼%¿KQ\È7Ðs¼%Â ÊNË

Agrobac
Z X��b��q Æ7Äj¼ßÃ�»0Ê%Á«ã�»«Ã�Ã�ÊìÕ0¼ìÍ%Ç�Æ%¿«ÃÔÂS¼«Î0Ê7¿AÀ Æ%Ä)È Ðn¼AÃ�Æ%Õ7Ê%Ç4½ ÃÉ¼lÂPØàÂP½�¿AÎ0¼

þ¦ö��b����q���Z_X��P��qn½{¿«Ã�¼7Ä>ÆNÎPÃ ½{¿NÃÓ½uÐsÆAÃ�¼%Ç È
Þ`½ ÃÅ»nÍlÇ�Æ0¿NÃÅÂ
ÖWi�½uÇ4ÂªX2ZRq ]�^@` 2001).

1.4. ; ���������<�
����°Ï��°���¯æ�2´ ��²¸³���´����¸� ¬ �Ï³��N´-¯���µ��������}� � ´�¶`� ¬ � ¬<� ¯���®��2´���®���°��
system.

ë ¿lÁ%ÐsÕ%¼lÄÒÊNË�Ðs¼AÃ�»%ÊAÀ?Â�»%Æ«Ñb¼çÕ%¼0¼%¿ ¼lÐsÍ%Ç�ÊAÈ0¼AÀçÃ�Êå½uÐsÍ%Ä�Ê«Ñb¼ÏÃ�»7¼å»\ÈAÀ?Æ0¿«Ã�Ê7½4¿å»AÈAÀ�Ä>Ê%Ç È7Â\½{¿«ã
Ðs½ Î0Ä>ÊlÊ%Ä}ã�Æl¿7½4Â\ÐsÂ\Ø�Ê%ÄfÃ�»0¼¸»\ÈAÀ�Æ%¿AÃ�Ê%½{¿¸»\ÈAÀ�Ä>ÊlÇ È7Â\½{¿Nãç¼7¿KQ\È7Ðs¼%Â�Á%ÂS¼NÀåÆ7Â�Õl½4Ê«ÎbÆNÃÅÆ%Ç È7ÂKÃÓÂÒËÓÊ%ÄéÃÅ»%¼
Í%Ä�ÊNÀ�Á«Î\Ã�½�Ê%¿sÊ«Ë�ÊlÍAÃ�½ ÎbÆ%ÇuÇ È~Æ«ÎPÃ�½ Ñ_¼

α-
Æ7Ðs½4¿%ÊsÆ«Î_½ À?ÂPÜ�º#»7¼%ÂS¼nÆ%Í7Í%Ä�ÊlÆ\Î0»0¼lÂ�Þ
½�Ç�ÇPÕl¼
À ½4ÂiÎbÁlÂ\ÂS¼«À�½4¿fÃÓ»7½uÂ

section.

1.4.1. �#@%1�$7$ (6&)(?q�B�<?1#(+$8<ê"lp+*?36(%/�<E&)(�"%p%*�1�<E5�pl. &)(6q;8�&)@%1�<E<E1�q+3 (E&�.68F.?G
º#»7¼�ËÅ½4ÄjÂiÃZÄ>Ê%Á«ÃÓ¼à½4ÂÌÃÓÊ�½uÂSÊ%Ç4ÆAÃÓ¼�»«ÈAÀ�Æ%¿AÃÓÊl½{¿�»\ÈAÀ Ä>Ê%Ç È7Â\½�¿«ãÔÐs½ Î0ÄjÊ7Ê%Ä}ã Æ%¿7½4Â\ÐsÂÌÃ�»%ÆAÃ`Í7Ê%Â\ÂS¼%ÂPÂÒÐsÊ7Ä>¼
ÄjÊ0ÕlÁ%ÂKÃ-¼7¿KQPÈ7Ðs¼lÂ\Ø�Æ7¿«À�½4¿'Ê%Ä�À ¼7Ä6Ã�Ê'ÆNÎb»%½4¼NÑb¼FÃÓ»7½4ÂPØ%Ã�»7¼;ÂKÎ0Äj¼0¼7¿%½4¿Aã�Ðs¼«ÃÅ»%Ê\À6Â~Á%ÂP¼AÀ;ËÅÊ%Ä�½4ÂSÊ%Ç�Æ«Ã�½4Ê0¿
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¿%¼7¼«À�ÃÅÊ�Õ0¼�½uÐsÍ%Ä�Ê«Ñ0¼AÀ?Ü VnÆ%¿«È�À ½ Ë9ËÅ¼%Äj¼7¿NÃáÂiÎ_Äj¼0¼l¿%½{¿«ã�Ðs¼«Ã�»0Ê«À6Â�»lÆ«Ñb¼�Õl¼0¼%¿�À?¼«Ñ_¼%Ç4Ê0Í%¼AÀ�Æ7¿\À
app

Ç4½�¼AÀ�ËÅÊlÄ ÃÅ»l¼�½uÂPÊ7Ç4Æ«ÃÓ½4Ê0¿�ÊNËöÂiÃÅÄjÆl½4¿7Â`ÃÓ»7Æ«Ã�Í0Ê%ÂPÂ\¼%ÂPÂÌ»\ÈAÀ?Æ7¿«ÃÓÊ7½4¿�»AÈAÀ�ÄjÊ7Ç È7Â\½{¿«ã�Ðs½ Î_ÄjÊ7Ê%Ä}ã�Æ%¿l½4ÂPÐsÂ\Ü
k�¿%¼­¼«î\Ã�¼7¿%ÂP½ Ñ_¼%Ç È­Á7Â\¼\À·Ðs¼«ÃÓ»%Ê\ÀÝ½4Â'ÃÅ»%¼­Á%ÂP¼�Ê\Ën»«È\À Æ7¿NÃÅÊl½{¿�ÆlÂàÆ�ÂSÊ%Ç{¼�Î_Æ%Ä>Õ7Ê%¿­Ê%ÄF¿%½ ÃÓÄ>Ê«ã�¼%¿
Â\Ê7Á%Ä�Î_¼CÖ�ë ä\Æ7ÐsÆNÃÓÂSÁlØ-ð�S�c7Ú2ofi�ÆlÂPÂPÆ7Ç%Æ7¿AÀY�
Ä>¼7¼l¿0Õ%¼7Ä�ã?Ø�ðKS�c�ä2o ò Æ7¿7ÊæX2Zfq ]�^@` ð�S�n�c[oéVnÊ%Ç4Ç4¼7Ä/X[Zéq ]�^=`
198

e0ÛjÜjk�ÃÓ»7¼%ÄjÂ�ÁlÂP¼�Í�iæÀ ¼%Í0¼%¿AÀ ¼7¿«Ã Î0Ê7Ç4Ê0ÁlÄ�Äj¼7Æ«Î\ÃÓ½�Ê%¿%Â�ÃÓÊ�À ¼«Ã�¼AÎ\Ãá»\È\À?Æ7¿«Ã�Ê7½�¿�»AÈAÀ�Ä>Ê%Ç È7Â\½4Â;ÃÉÊ
ÂiÎ_Äj¼0¼l¿'Ðn½ Î0Ä>Ê%Ê7Ä�ã�Æ%¿7½4Â\ÐsÂ
ã?Ä�ÊAÞ`½4¿«ã�Ê0¿�ÆNã�Æ%Ä�Í7Ç�ÆNÃÅ¼lÂ~ÖPVnÊ%Ä�½4¿§X2Z�q ]�^=` ðKSfeTc0ÆIoT��½uÐìX2Z�q ]_^>` ð�S�S�n0ÆlÛÊ%Ä�½u¿CÐs½ Î_Ä>ÊNÃÅ½ ÃÓÄj¼;Í%Ç{ÆNÃÓ¼7ÂFÖ \ »%½�¼%¿�Æ%¿AÀ¤i�Â\ÁlØ�ð�STS�c7ÛjÜ¤�
Ä>Ê%ÕyX[Zéq ] Ö�ðKS�eTnlÛ�Á7ÂP¼AÀCÃÓ»%¼;Í7ÄjÊ\À6ÁAÎ\Ã�½{Ê%¿;Ê«Ë
‘
Î_Çu¼7Æ7Äà»AÈAÀ Æ0¿NÃÅÊl½�¿ »AÈAÀ Ä�Ê%Ç È0Â\½�¿Aã Q7Ê0¿%¼lÂ�s�ÃÓÊ À ¼NÃÉ¼NÎPÃ�Í7Ê%ÂP½ Ã�½ Ñb¼ ÂKÃÓÄ>Æ%½�¿%ÂPÜ × ¥ ë Í0ÄjÊ7Õ%¼%Â
Æ0¿«À
Í%Ê%Ç ÈAÎbÇ4Ê%¿0Æ%Ç`Æ0¿NÃÓ½uÕ0ÊAÀ?½4¼%ÂÔ»7Æ«Ñb¼ Æ%ÇuÂSÊ Õ7¼7¼%¿çÁ%ÂP¼\À ËÓÊ7Ä'ÂiÎ0Äj¼7¼%¿7½4¿Aã ã�¼%¿7Ê7Ðs½ Îå× ¥ ë Ê%Ä�Í%Ä>Ê«ÃÓ¼7½4¿
¼«îPÃ�ÄjÆAÎ\Ã�ÂàÊ«ËnÐs½ Î_ÄjÊ0ÊlÄ�ã�Æ7¿l½�Â\ÐsÂ'Ã�Ê­½ À ¼7¿AÃ�½ Ë9È­»AÈAÀ�Æ%¿AÃÓÊ7½u¿7Æ7ÂP¼­ÍlÊ%ÂS½ Ã�½ Ñ_¼�ÂKÃÓÄ>Æ%½4¿%ÂàÖ>ïlÆ�|�Ê%½4¿AÃ�¼ýX[Z
q ]�^=`ð�S�S�U[o ò ½{¼%ÐsÆl¿0¿áX[Z�q ]�^=` 1993).

º#»7¼ìÂ\¼Rh Ál¼0¿«Î_¼lÂ ÊAË�Þ�»%Ê0Çu¼ ã ¼7¿7ÊlÐs¼%ÂêÞ`½4Ç4Ç�Õ7¼ìÆ7¿ì½4¿NÎbÄj¼7Æ7Â\½4¿Aã Ç È ½4ÐsÍlÊ%Ä�ÃÅÆ%¿AÃ�Â\Ê%Á7Ä�Îb¼ìÊ«Ë
½4¿NËÉÊlÄjÐsÆ«ÃÓ½4Ê7¿ÌÃ�Ê�ÆlÂPÂ\½4ÂKÃ�ÃÅ»%¼�½4ÂSÊ%Ç4ÆAÃ�½�Ê7¿�ÊAËé¿l¼AÞ ¼7¿KQPÈ%Ð~¼lÂ'Æ%ÂáÀ?½4ÂKÎ_ÊNÑb¼%Ä�¼«À�Õ\È �#½4Ð XIZCq ] Ö>Ù0Ú%Ú%Ú7ÛjØÞZ»lÊÒ½ À?¼7¿«ÃÓ½ ËÉ½u¼«À�Æ�Í7Á«ÃÓÆNÃÅ½ Ñ0¼ÒÆ%Ç4Ç4Æ7¿«Ã�Ê0½4¿7Æ%Â\¼�Æ%¿AÀà»\È\À Æ%¿«ÃÓÊ%½�¿7Æ%Â\¼èã ¼7¿%¼èËÓÄjÊ7ÐåÃÓ»%¼ � ^ �R� ] �+ã�¼%¿7Ê%Ðs¼À?Æ«ÃÅÆlÕ0Æ%ÂS¼lØ\Þ`»l½ Î_»fÃ�»0¼AÈ
Ã�»%¼0¿F½uÂSÊ%Ç�ÆNÃÅ¼«À'Õ\ÈnÍ0Ê%Ç È7Ðs¼7ÄjÆ7ÂP¼fÎ0»7Æ%½4¿sÄj¼7Æ«Î\ÃÓ½�Ê%¿sÆlÐsÍ7Ç4½ ËÅ½ Î_Æ«Ã�½�Ê7¿lØ0Æ0¿NÀ�Æ«Ë9ÃÓ¼%Ä
high-

Çu¼«Ñb¼%Ç�¼Aî0Í%Ä�¼%ÂPÂ\½4Ê7¿'ÞZ¼%Ä>¼�ÆlÕ0Ç4¼�ÃÓÊ�Í%Ä�Ê«Ñ0¼�Ã�»0ÆNÃ�ÃÓ»7¼%ÂP¼�¼7¿KQ\È%Ð~¼7Â�Í%Ê7ÂPÂP¼lÂ\ÂP¼AÀÏÆ%Ç4Ç�Æ%¿«ÃÅÊ%½4¿7Æ%ÂS¼
Æ%¿AÀ »«È\À Æ7¿NÃÉÊl½{¿%ÆlÂS¼âÆ«Î\ÃÅ½ Ñ0½ ÃDÈ7Ü ò ½�¿«Îb¼ � ^ �u� ] ��»%Æ%Â ¿%¼NÑb¼%ÄÏÕl¼0¼7¿ Ä>¼0ÍlÊ0Ä�Ã�¼\À ÃÓÊ Í0Ê%ÂPÂP¼lÂPÂ
»\ÈAÀ?Æ7¿«ÃÓÊ7½4¿%Æ7ÂP¼èÊ7Ä�Æ%Ç�Ç4Æ%¿AÃÓÊ%½u¿0Æ%ÂS¼~Æ«ÎPÃ�½ Ñb½ Ã9È%ØE½ ÃEÞ�Ê0Á%Ç ÀÒ¿7Ê«Ã�»7Æ«Ñ_¼èÕ0¼%¼7¿`Î_Ê7¿%ÂP½ À6¼0Äj¼\ÀÒÆlÂáÆZÎ_Æ7¿AÀ6½ À?ÆAÃÓ¼
ËÓÊ7ÄE½4ÂPÊ%ÇuÆ«ÃÓ½�Ê%¿sÊNË�ÂPÁ«Î0»n¼%¿RQ\È%Ð~¼7Â
Ö}ëöÇ ÃÓ¼7¿7Õ%Á«Îb»l¿0¼%ÄIX[ZKq ]�^@` 2001).

1.4.2. =
3?(6&):?,E5 37/�&)<?(C<%B#8F$l*-&u3n3?(l*�q61�<><á/�"�@%<E(l*�&u/�&)<?(+.?G
ë ¿%Á%ÐnÕ0¼%ÄsÊNËÌÂKÃ�Á«À6½�¼%Â�»lÆAÑ_¼¾ÆlÇ�Â\Ê¾Äj¼7Í7Ê7Ä�Ã�¼\À¸ÃÉ»%¼ÏÊ0ÍNÃÓ½uÐs½4Â\ÆAÃ�½�Ê%¿¾Ê«Ë`Ã�»%¼àã?Ä>Ê\Þ�Ã�»ÏÐs¼«À ½�ÁlÐâËÅÊ%Ä
»\ÈAÀ?Æ7¿«ÃÓÊ7½4¿%Æ7ÂP¼ Í%Ä>ÊAÀ?ÁAÎ0½�¿«ãíÕ7Æ«Î\ÃÓ¼%Ä>½�ÆlØ�Æ7¿«À À?½ ËDË�¼%Ä�¼%¿NÃ¾ÕlÆ«ÎPÃÓ¼%Ä>½�Æ Õ7¼%¿0¼«ËÅ½ Ã�ËÓÄjÊ7Ð Î0ÆlÄjÕ0Ê%¿ Æ7¿AÀ
¿%½ ÃÅÄ>ÊNã�¼%¿�ÂPÊlÁ0Ä�Î_¼%Â�Öj×�¼0¼%Í7Æ X[Z[q ]�^=` ðKS�STä2o�Vn¼\È7¼7ÄfÆ%¿«À�OöÁ%¿lÂS¼%ÄjØ`ðKS�S�ä2o/��½�Ð Æ7¿«À���½uÐsØ�ðKS�S�U2o
��¼%Ê%Ä)ã?¼ X2Z�q ]_^>` ð�S�S�c2o«ë�Î0»lÆ0Ä}È§X2Z�q ]_^>` ð�S�S�n7Û>Ü ò Á7Í%Í7Ç4¼%Ðs¼%¿AÃÓÆ«ÃÓ½4Ê%¿'ÊNË�ÃÓ»%¼FÎ0Á7Ç Ã�Á0Äj¼CÐs¼\À?½4Á7ÐæÞZ½ ÃÓ»
½4¿NÀ�Á«Îb¼lÄjÂ ÊNË�»\ÈAÀ?Æ7¿«ÃÅÊ%½4¿ê»\ÈAÀ Ä>Ê%Ç È0Â\½4¿Aã ¼%¿RQ\È%Ðs¼7Â·»%Æ%Â ÆlÇ4ÂPÊêÕ0¼l¼0¿ ÂS»%ÊAÞ`¿�Ã�Ê
½uÐsÍ%Ä�Ê«Ñ0¼ÝÃ�»0¼
¼«Ë9ËÓ½ Î_½4¼l¿«ÎSÈ;ÊAË6Ã�»7¼C»AÈ\À Æ7¿AÃÓÊl½4¿0ÆlÂP¼CÂRÈ7ÂiÃÅ¼lÐ
Öbk`Çu½ Ñ_½�¼lÄ�½fX2Zfq ]_^>` ð�S�e?ð�ofO�Á7¿%ÂS¼%ÄgXIZ�q ]�^=` ð�STS%Ú%Ø ò È7Ç À?ÆAÃ�ä
X2ZKq ]�^@` ð�S�S7Ú%Õ2ouVF¼AÈ7¼0ÄEÆ0¿AÀ O�Á0¿%ÂP¼%ÄjØ�ðKS�S�ä[o«×�Á7Äj»7Æ7Ð Æ7¿«À�~¾¼%Õl¼7ÄjØ�ð�S�S�U%ÛjÜ
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1.4.3. Immobilis3%/�&)<E(�<+B�<C"x<?5 $'@A$65D5 .'<E1#:6,61�& B�&u$%*�$?(%rPpE8F$0.6G
\ ÊlÐsÍ%Æ7Ä>½uÂPÊ7¿%Â Ê«Ë�ËÉÄj¼l¼êÊ%Ä�½4ÐsÐsÊ%Õ%½4Ç4½uÂS¼«À ÞZ»lÊ%Ç{¼ÝÎ_¼lÇ�Ç4Â ¼«î0Í7Äj¼%ÂPÂP½�¿«ã »\ÈAÀ Æ7¿«Ã�Ê7½�¿
»AÈAÀ Ä�Ê%Ç È0Â\½�¿Aã
¼%¿KQ\È7Ðs¼%ÂFÖ \ »%¼NÑbÆ%Ç�½4¼%Ä�X[Z�q ]_^>` ð�S�e�S[o �#½4Ð Æ7¿«Àw�#½4Ð~Ø�ðKS�STä%Û�Æ0¿NÀ�Í0ÁlÄj½ ËÅ½4¼\ÀÒ»AÈPÀ?Æ7¿«Ã�Ê7½�¿Ì»AÈAÀ�Ä>Ê%Ç È7Â\½{¿«ã
¼%¿KQ\È7Ðs¼%Â`Ö�ï%¼0¼nÆ7¿«À�ï0½u¿%Ø�ð�S�S�c2oPï7¼%¼­X2ZRq ]�^=` ð�S�STc%Æ[o ¥ Æ%¿0Õ%Æ­X2ZRq ]�^@` ðKS�S�e0Õ%Ø�ð�STSfS2oua?Æ%¿sÆ%¿\À�ï%¼7¼%ØÙ%Ú7Ú%Ú[o \ »7¼7Ê7¿ýX2Z�q ]�^=` Ù7Ú%Ú0ÚIo
OöÆNã�¿%½ Ã QîX2Z�q ]�^=` Ù7Ú%Ú�ðNÆ%Ø�Õ%ÛF»%Æ«Ñb¼�ÂS»%Ê\Þ�¿�Ã�»%ÆAÃn½4ÐsÐsÊ%Õ%½4Ç4½uÂSÆ«Ã�½{Ê%¿
½4ÐsÍlÄjÊAÑ_¼7ÂöÃ�»%¼C¼NË9ËÅ½ Î0½u¼7¿«ÎSÈCÊNËxÃÓ»%¼èÕ7½4Ê«Î_Æ«ÃÓÆ%Ç È7ÂKÃ�ØxÆ%ÂéÞ�¼7Ç4ÇlÆlÂöÃÅ»l¼èÄ>¼7Á%ÂSÆ%Õ7½4Çu½ Ã9È;Ê«ËxÃÅ»l¼èÕ%½�ÊNÎ_ÆAÃ�Æ%Ç È7ÂiÃbËÅÊ%Ä
Ã�»7¼FÍ0ÄjÊ«À�Á«ÎPÃ�½4Ê%¿nÊ«Ë�ÆlÐs½4¿0ÊnÆNÎ0½ À?Â\Ü

1.4.4. Mutagene.?&4.F/�<�&)8�:61�<+�7$�"%p%*?3?(l/�<E&D(C"7p+*-12<?5up%.?&9(Eqn$6(%rSpE8n$%.'&)(��l3�@N/>$ 1�& 3 G
\ »l¼%Ðs½ ÎbÆlÇ�ÐnÁ«ÃÓÆ«ã ¼7¿%¼%ÂS½�Â »%Æ7ÂßÕ0¼0¼l¿ ÁlÂP¼AÀâÃÓÊì½�Â\ÊlÇ4ÆAÃÓ¼âÐs½ Î0ÄjÊ0ÊlÄ)ã?Æ0¿l½4ÂSÐnÂ Þ�½ Ã�»ì½4ÐsÍlÄ�Ê«Ñ0¼\À
»\ÈAÀ?Æ7¿«ÃÓÊ7½4¿Ò»AÈAÀ�ÄjÊ%Ç È_Â\½4¿\ãàÆ7Õ%½4Ç�½ Ã�½�¼%Â\Ü t)¿\À�ÁNÎ0¼7Ä�½4¿AÀ ¼7Í%¼0¿NÀ ¼0¿NÃ�ÐsÁNÃÅÆ%¿AÃ�ÂÌ»0ÆNÑb¼ÒÕ7¼%¼0¿�½4ÂSÊlÇ�ÆAÃ�¼AÀ�ËÓÄjÊ7Ð
þ¦�+Z ���P����q��TZ X���ÂiÃ�Ä�Æ%½�¿%Â Æ%¿\À

Agrobacteri
��� Z����­Xï�@q��R�%Xf��÷

RU-
k°O ÖW�`ÄjÊlÂ\Â X[Z�q ]�^@` ðKS�S0Ú2o

ò È%Ç À6ÆAÃ�ä X2Z²q ]�^=` ð�S�S7ÚIoÔiöÆ%Ä�Ã�Ç{¼«È X2ZCq ]�^=` ð�STS�e7Ø�Ù0Ú%Ú?ð\ÛjÜ¤~¾ÆNã?¿7¼lÄ�X2Z²q ]�^=` Ö�ðKS�S�c7Û�Á7Â\¼«À�ÂS¼lÇ�¼AÎ\Ã�½ Ñb¼
Í%Ä�¼lÂ\ÂPÁ%Ä>¼�ÃÓÊ�½4ÂSÊlÇ4ÆAÃÓ¼�ÐsÊ7Ä>¼�Ä>Ê7Õ7Á%ÂiÃFÐsÁ«ÃÓÆ7¿NÃnÂiÃ�Ä�Æ%½u¿�ÊAË

Arthrobacter
ÂPÍ%Üé× ò Vün�ä�ä7Ú�ËÉÊlÄöÃ�»0¼

Í%Ä�ÊNÀ�Á«Î\Ã�½�Ê%¿ÔÊAËÌï
-
Ðs¼NÃÅ»l½�Ê7¿l½�¿0¼lØZÆ%¿AÀ VáÊ0Äj½{¿îX[Zôq ]�^@` Ö�ðKSTSfU0Æ%ÛsÁ%ÂS¼«ÀåÆàÎbÊ%¿NÃÅ½4¿%Á0Ê%Á7Â�Î0Á0Ç ÃÓ½ Ñ0ÆAÃ�½�Ê0¿

ÂRÈ%ÂiÃ�¼7Ð Þ
½ ÃÓ» Â\¼7Ç4¼«ÎPÃ�½ Ñ_¼ Í7Äj¼%ÂPÂPÁ7Ä>¼ ÃÓÊ ½uÂSÊ%Ç�ÆNÃÅ¼ Õl¼«Ã9ÃÓ¼%Ä ×
-
»«ÈAÀ�Æ0¿NÃÓÊl½{¿%ÆlÂS¼ ÍlÄ>ÊAÀ Á«Î0½�¿Aã

microorganisms.

1.4.5. ¡�$l/>$ 1�<65)<6q6<E,7.n$% ?:61=$0.%. &)<6(;<%B#"%pl*63 (+/�<?&)(�"%p7*�1�<E54pl.?&)(6qF$ (lrPp68F$7.?G
º#»7¼�»0¼NÃÓ¼lÄ�Ê%Ç{ÊNã Ê0ÁlÂ�¼Aî_Í0Äj¼lÂPÂ\½{Ê%¿�Ê«Ën»«È\À Æ7¿NÃÅÊ%½�¿�»AÈ\À ÄjÊ%Ç È_Â\½4¿\ãÝ¼%¿RQ\È%Ð~¼7Â�»7ÆlÂ�Õ7¼7¼7¿�¼%ÐsÍ%Ç�ÊAÈ7¼\À
¼«îPÃ�¼0¿lÂ\½ Ñ_¼7Ç È�Ö�º-Æ%Õ7Ç4¼�ðNÜ ä%ÛjÜmt Ãé»%ÆlÂ'Õ7¼%¼7¿�Á%ÂS¼«À�ÃÓÊCÎ0Ä>¼7ÆAÃ�¼�Ä>¼«ÎbÊ%ÐsÕl½4¿0Æ%¿AÃ � ^ �R� ] ��ÂiÃ�ÄjÆ7½4¿%ÂnÞ`»%½ Îb»Ê«Ñ_¼%ÄjÍ7Ä>Ê\À6Á«Îb¼�ÃÅ»%¼�»\ÈAÀ Æ0¿AÃ�Ê%½�¿Ý»AÈAÀ Ä>Ê7Ç È0Â\½�¿Aã ¼0¿�QPÈ7Ðs¼%Â\Ø ÃÅÊ�Õ7¼�Á7ÂP¼AÀêÆ7Â�Þ`»7ÊlÇ{¼�Õ7½�ÊNÎ_Æ«ÃÓÆ7Ç È7ÂKÃ�Â
Ö \ »%Æ7Ê�XIZTq ]�^=` ðKSTSfS0Æ%Ø)Õ7Ø�ÙlÚ0Ú%Ú7Æ2o�~Ï½uÇ4ÐsÂ´X2Z�q ]�^=` Ù7Ú%Ú ð«Æ%ØDÕ%ÛjÜ©t)¿�ÆAÀ7À ½ ÃÓ½4Ê7¿%Ø�½ Ã�»lÆ%ÂèÕ0¼%¼7¿�Á%ÂP¼AÀ'ËÅÊ%ÄÃ�»7¼ ÊAÑ0¼%Ä�Í%Ä>ÊAÀ?ÁAÎ\Ã�½{Êl¿ ÊAËÒÃÅ»l¼ß¼7¿KQ\È7Ðs¼lÂPØÌÞ`»%½ Îb»åÎ0Æ%¿ßÕ%¼ßÍ7Á7Äj½ ËÉ½u¼«À Æl¿\ÀâÁ7Â\¼«ÀìÆ%Â�ËÓÄ>¼%¼ßÊ%Ä
½4ÐsÐsÊlÕ%½4Çu½�Â\¼\À¸¼%¿KQ\È7Ðs¼�Õ0½4ÊNÎ_Æ«ÃÓÆ7Ç È7ÂKÃ�Â�Ö ¥ Æ0¿%Õ%Æ X2Z2q ]_^>` ð�S�S�e7Õ%Øfð�S�S�SIo2O�Æ\ã?¿%½ Ã@Q XIZ[q ]_^@` Ù7Ú%Ú�ð«Æ%Ø9Õ2o
ò Æ%Äj¼7¼%¿­X2Z�q ]�^=` 2001b).
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º#»7¼�Á7Â\¼�Ê«Ës»l¼«Ã�¼0ÄjÊ7Ç4ÊAã�ÊlÁ7Â�¼«îbÍ%Äj¼7Â\ÂP½�Êl¿�ÂRÈ7ÂKÃÓ¼%ÐsÂ�½�¿«Ã�ÄjÊAÀ ÁNÎ_¼%Â�¿0¼«ÞâÍ%Ä�Ê%ÕlÇ{¼%ÐsÂ\Ø ÂPÁ«Î0»�ÆlÂ'Ã�»0¼
ËÓÊ7ÄjÐsÆ«Ã�½�Êl¿çÊNËÒ½4¿7ÂPÊ%Ç4Á7Õ%Ç�¼çÍ7ÄjÊNÃÉ¼l½�¿ Æ\ã%ã Äj¼Aã�ÆNÃÅ¼lÂ\Ü |#ÄjÊlÕ7Ç�¼lÐsÂÔÆ%ÂPÂ\ÊNÎb½4ÆAÃÓ¼«ÀåÞ�½ ÃÉ» »7¼NÃÅ¼%ÄjÊ7Ç�ÊAã?Ê0ÁlÂ
¼«î_Í%Äj¼7Â\Â\½{Ê%¿ »7ÆAÑ_¼ Õ0¼l¼7¿ Ä>¼AÑ0½u¼\Þ`¼AÀ ¼«î\ÃÓ¼7¿7Â\½ Ñb¼%Ç È0Ø¸Æ7¿AÀ ÂiÃ�ÄjÆAÃÓ¼Aã ½u¼7Â ÃÉÊ ÊAÑ0¼7Ä�Î_Ê7Ðs¼ Ã�»0¼%ÂP¼
Í%Ä�ÊlÕ%Ç{¼lÐsÂ�»%Æ«Ñ_¼çÕ0¼%¼7¿ ÂPÁNã0ã?¼lÂKÃÅ¼NÀ Ü º�»7¼%ÂP¼ç½�¿AÎ0ÇuÁ\À ¼ÏÃÓ»%¼åÁ7Â\¼åÊ«Ë�Æ%Ç Ã�¼%Ä�¿lÆ«Ã�½ Ñ_¼ç¼Aî_Í7Äj¼%ÂPÂ\½4Ê0¿
Ñ0¼AÎ\Ã�Ê7ÄjÂ�Þ`½ ÃÓ»�Ñ0Æ%Ä>½4Ê0ÁlÂÏÍ%Ä�ÊlÐsÊ«Ã�¼7ÄjÂ¸½�¿ÝÆ7Ç ÃÅ¼lÄ�¿%ÆAÃ�½ Ñ_¼�¼«îbÍlÄj¼7Â\ÂS½4Ê%¿·»%Ê7ÂiÃ�ÂPØéÃ�»7¼�Á7ÂP¼ÝÊ«Ë'Äj¼«À Á«Î0¼\À
Ã�¼7ÐnÍ7¼lÄ>ÆAÃ�Á7Ä>¼%Â�ËÓÊ%Ä6¼«îbÍ%Ä�¼%Â\ÂP½4Ê%¿%ØAÃ�»0¼fÎ0Ê

-
¼NîbÍ%Ä>¼7Â\ÂP½4Ê7¿nÊ«Ë0Î0»7Æ%Í%¼7Ä>Ê0¿l¼sÍ%Ä�Ê«Ã�¼7½4¿7Â�Æ%¿\ÀnÃ�»%¼sÁlÂP¼nÊAË

ËÓÁ7Â\½4Ê%¿�Í%Ä�Ê«Ã�¼0½u¿%Â�Ê7Ä�Ã�ÆAã?Â�Öbi�Ê«Î0äP¿7¼AÈ7ØZðKSfSRå
o/i�Æ0¿l¿7½ ã¾Æ%¿\À�VnÆ%ä\Ä�½ À ¼7Â\Ø`ðKS�S�e2oT~­¼%½ Î_ä\¼7Ä�Ã°X[Z�q ]�^=`ð�S�S�c[o�d�Æ0¿0¼«ÈAî_Ø ðKS�STS%ÛjÜ

ò Ê%Ðs¼�Ê«Ë-ÃÓ»%¼%Â\¼�Í%Ä>Ê7Õ%Ç4¼0ÐsÂ'»%ÆAÑ0¼�Õl¼0¼0¿�¼«îbÍl¼7Ä>½�¼l¿AÎ_¼AÀ�Þ�½ Ã�»'ÃÓ»%¼�»%¼«ÃÓ¼%Ä>Ê7Ç4Ê«ã�Ê%Á%Â�¼NîbÍ%Ä�¼%Â\ÂP½uÊ7¿�Ê«Ë
Â\Ê7Ðs¼ »\ÈAÀ?Æ0¿«ÃÓÊ%½4¿ì»AÈAÀ Ä�Ê%Ç È0Â\½�¿Aã ¼%¿KQ\È7Ðs¼%ÂPØ�Í7Æ7Ä�ÃÓ½ Î_Á%Ç�Æ%ÄjÇ È Ã�»0¼

N-carbamoyl-D-
Æ7Ðn½u¿7ÊìÆ«Î_½ À

Æ%Ðs½ À Ê7»«È\À Ä�Ê%ÇuÆ%ÂS¼%ÂCÖbd#Á%ÂSÊ%¿�X[Z²q ]_^@` ð�S�STcIo��`Äj½ ËÅÆl¿\Ã�½4¿%½ÔX2Z²q ]_^@` ðKS�S�elØ \ »7Æ7ÊâX[Z�q ]�^=` Ù0Ú%Ú%Ú0Õ%Û>Ü�º#»0¼
Á%ÂP¼�Ê«Ë�Æ~ËÓ¼«ÞêÊ«Ë�ÃÓ»%¼�Í0Ä>¼AÑ0½uÊ0Á%Â\Ç È�Ð~¼%¿NÃÅ½4Ê%¿0¼«À�ÂKÃ�Ä>ÆAÃ�¼\ã?½u¼%Â;»lÆ«Ñb¼�Õ7¼7¼7¿�¼%ÐsÍlÇ�ÊAÈ7¼AÀ�ÃÅÊ�Ê«Ñ_¼%Ä�ÎbÊ%Ðs¼
Ã�»7¼%ÂS¼CÍ%Ä�Ê%ÕlÇ{¼%ÐsÂ\Ø6Æ7¿«À�Æ0Äj¼áÀ?½4ÂKÎ_Á%Â\Â\¼\À;ËÓÁ%Ä}ÃÓ»%¼7ÄxÞ`½ Ã�»;Ä>¼«ã Æ7Ä}À6ÂfÃÅÊ�ÃÅ»l¼�»0¼NÃÓ¼7Ä>Ê7Ç4Ê«ã�Ê%ÁlÂs¼Aî_Í7Ä>¼lÂPÂ\½�Ê7¿
Ê«Ë

N-carbamoyl-
Æ7Ðs½4¿%ÊsÆ«Î_½ À�ÆlÐs½ À�Êl»AÈ\À Ä�ÊlÇ�Æ7Â\¼lÂ`½4¿ ò ¼AÎ\Ã�½�Ê7¿'ðNÜ>c%Ü

k�¿%¼�Ê«Ë�ÃÓ»%¼�Ðs¼«Ã�»7Ê«À Â�Á%ÂP¼«À�ÞZÊ%Ä�ÃÓ»�Æ�Ðs¼%¿«ÃÓ½�Êl¿�½�ÂsÃ�»%¼�Á7ÂP¼�ÊAËfÍ%ÄjÊAÃ�¼7½u¿'ËÓÁ%ÂP½uÊ7¿7Â'Ê7Ä�ÃÅÆNã7ã ½4¿«ã­Ê«Ë
Í%Ä�ÊNÃÓ¼%½�¿%ÂfÃ�Ê;½uÐnÍ0ÄjÊAÑ_¼C»7¼\Ã�¼%Ä>Ê%Ç4Ê\ã6Ê0Á%Âs¼Nî0Í0Äj¼7Â\Â\½�Ê7¿7Üèº�»%¼�Á%Â\¼;Ê«Ë?ËÓÁ7Â\½4Ê%¿CÍ0Ä>ÊAÃ�¼%½4¿7ÂFÊ0Ä�Æ%Ðn½{¿%Ê;Æ«Î_½ À
Ã�ÆAã?Â�ÞZ¼lÄj¼�Ê7Äj½ ã6½{¿%Æ7Ç4Ç È�ÎbÊl¿%ÂKÃ�Ä>ÁAÎ\Ã�¼\À�Ã�Ê�ËÉÆNÎ0½4Ç�½ ÃÓÆNÃÉ¼�Í%ÄjÊAÃÓ¼7½4¿�Í%Á0Äj½ ËÅ½ Î_Æ«Ã�½�Ê7¿�Æ7¿«À�½4ÐsÐsÊlÕ%½�Ç4½4Â\ÆAÃ�½�Ê7¿�ÊNË
»%¼«ÃÅ¼lÄ�Ê%Ç4ÊAã Ê7ÁlÂ\Ç ÈåÍ%ÄjÊ\À?ÁNÎb¼«À Í7Ä>ÊAÃ�¼7½u¿7ÂÔÖbd#Æ%¿7¼AÈAî_Ø�ð�STS�S%Û>Ø~Æ%¿«À »%Æ%ÂÔÕ7¼%¼0¿·Æ0Í%Í7Ç4½4¼AÀ ËÅÊlÄFÃ�»7¼%ÂS¼
Í%Á7ÄjÍ0Ê%Â\¼lÂfÞ
½ ÃÓ»`Ñ0Æ0Äj½uÊ0Á%Â�×

-
Æ%¿\À�ï

-
ÂPÍ%¼AÎ0½ ËÅ½ ÎÌ»«ÈPÀ?Æ0¿NÃÓÊ7½4¿èÁ«ÃÓ½4Çu½4Â\½{¿«ã�¼0¿�Q\È0Ðn¼7Â�Ö \ »7½u¼0¿´X[ZRq ]_^@` ðKS�S�e2o

|#½4¼NÃ@Q0ÂiÎ_»¤X[Z2q ]�^=` Ù0ÚlÚ0Ú2o�~¸½u¼lÂP¼¤XIZIq ]�^=` Ù%Ú%Ú�ð«Õ[o2i�ÂPÁ¤X2ZIq ]�^=` ð�STS�S7Û ÆlÂ'Ç�½uÂRÃÓ¼NÀ­½u¿Ìº�Æ7Õ%Ç�¼�ðAÜ_å?Ü t9¿
Î0Ê7¿NÃÓÄ�ÆlÂiÃ�½ Ã�»7ÆlÂáÆ%Ç4ÂPÊÌÕ%¼0¼%¿�ËÓÊ7Á%¿\À~Ã�»0ÆNÃbÎ_¼7Ä�Ã�Æ0½u¿�ËÓÁ7Â\½4Ê7¿èÍ7Æ7Ä�Ã�¿0¼lÄjÂ�Æ0¿«À~ÃÅÆAã Â�ã?Ä>¼7Æ«Ã�Ç ÈC½uÐsÍ%Ä>ÊAÑ0¼�ÃÅ»%¼
Â\Ê7ÇuÁ7Õ7½4Ç4½ ÃDÈ�ÊAË?ÃÓ»7¼�Í%Ä�Ê«Ã�¼7½4¿0ÂfÃÓ»%Æ«Ã�Þ`Ê%Á7Ç À�Ê«Ã�»0¼%Ä)Þ�½4ÂP¼'ÆNÎ\ÎbÁ%ÐsÁ%ÇuÆAÃÓ¼nÞ`½ Ã�»%½{¿C½{¿«Î_Ç4Á%ÂP½4Ê%¿'Õ0ÊNÀ�½4¼lÂ~½4¿nÃ�»0¼
Î0¼7ÇuÇ+ÎSÈAÃ�Ê0ÍlÇ�Æ7Â\Ð Öbd#Æ%¿%¼\È\î_Ø�ð�S�S�S%Û�Æ7ÂÌ»%Æ7ÂCÕ7¼7¼7¿ÒÊ7ÕlÂS¼%Ä�Ñb¼«À�Þ`½ ÃÅ»�Æ~ËÉÁlÂP½4Ê7¿ÒÊ«Ë ÐsÆlÇ Ã�Ê7Â\¼�Õl½�¿AÀ?½4¿\ã
Í%Ä�ÊNÃÓ¼%½�¿�ÃÓÊ�ÃÉ»l¼ ¥ -

Ã�¼7Ä>Ðn½�¿lÁ%Â�Ê«Ë�Æl¿�ï
-
»\ÈAÀ?Æ0¿«Ã�Ê7½4¿0Æ%Â\¼�Ö%~­½�¼lÂ\¼�XIZgq ]_^>` Ù0Ú%Ú?ð\Õ%Û>Üïi�Ê\Þ`¼NÑ_¼7Ä>Ø�Ã�»0¼

ÐsÊ%ÂKÃ`½4ÐsÍ%Ê%Ä�ÃÅÆ%¿«ÃáÆ«À7Ñ0Æ0¿«ÃÅÆNã ¼�ÊAË�Á%Â\½u¿\ã�ËÓÁ7Â\½4Ê7¿�Í7ÄjÊAÃ�¼0½u¿%Â�Ê%Ä�ÃÓÆAã?Â�»7Æ%Â�Õ%¼7¼7¿ÒÃÅ»%¼�Í%ÊAÃ�¼0¿«Ã�½4Æ7ÇxÃÅÊ
½4¿NÎ_Ä>¼7Æ%ÂP¼CÃ�»0¼�¼7¿RQ\È%Ð~¼�ÆAÎ\Ã�½ Ñ0½ Ã9È�ÊAË-Ã�»%¼�Í0ÁlÄ>½ ËÅ½4¼«À�¼7¿�QPÈ7Ðs¼%Ø�ÂPÁNÎ_»�ÆlÂnÃ�»0¼�Äj¼7ÐnÆ7ÄjäSÆlÕ7Ç�¼Yc%Ú%Ú

-
ËÓÊ7Ç À

½4¿NÎ_Ä>¼7Æ%ÂP¼'½{¿�Æ«ÎPÃ�½ Ñ_½ Ã9È~Ã�»0Æ«Ã�Þ�Æ%ÂCÊ%ÕNÃÅÆ%½4¿7¼AÀÒÞ
½ ÃÅ»sÃ�»0¼�� ^ �u� ] �²� ðAÙ�× -
Í0»l¼0¿AÈ7Ç�»AÈAÀ�Æl¿AÃÓÊ%½{¿lÆ%ÂS¼~Þ`»7¼7¿

ËÓÁ7Â\¼AÀFÃ�ÊnÐsÆ%Ç ÃÓÊ%ÂP¼nÕ%½{¿«À?½{¿Nã�Í%Ä�Ê«Ã�¼7½4¿FÖP��½4ÐëX[ZKq ]�^=` 2000c).
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ë ¿C½u¿AÃÓ¼%Äj¼7ÂiÃ�½{¿«ã;ËÓÁ7Â\½4Ê7¿áÞZÆlÂfÃÓ»7Æ«Ã#ÊAË6ÃÅ»l¼
D- ¥ \ ë�ë¦i�ËÓÄjÊ7Ðmþ�öf�b����q��TZ X��P�_�T� Z ���µXï�>q��R��X���÷ ¥ O�O�ï

d ð%ð«Ù�S ðèËÓÁ7Â\¼AÀàÃÅÊ�Ã�»0¼�ÃÅ»l¼0ÄjÐsÊ%ÂiÃÓÆ%Õ%Ç�¼�×
-
»«ÈAÀ�Æ7¿«ÃÓÊl½4¿0ÆlÂS¼%ÂCËÅÄ>ÊlÐ �9qf�R� ]�] ��÷Y÷�Z_XfqT�b�[Z_��X��P�µ�K���f� ] �f÷

ò ×`ð�Æl¿\À � ^ Z �TXf�P�­����q2Z�X���� ] qIZ���÷ �°i�Ù7Ü º�»7¼�Äj¼7ÂPÁ%Ç Ã Þ�Æ%ÂCÃÅ»%¼�ËÓÊ7ÄjÐsÆ«Ã�½�Êl¿�Ê«ËáÆ�Õl½ ËÓÁ%¿AÎ\Ã�½{Ê%¿7Æ%Ç
¼%¿KQ\È7Ðs¼`ÃÅ»%Æ«Ã#Í%Ê%ÂPÂP¼%Â\ÂS¼AÀÒÕ7Ê«Ã�»C×

-
»«ÈPÀ?Æ%¿AÃÓÊ7½4¿%Æ7ÂP¼èÆ7¿AÀ�×

- ¥ \ ë#ë�i¸Æ«ÎPÃ�½ Ñb½ Ã9È7ØbÆ7¿AÀ�½4¿`Ã�»0¼`ÎbÆlÂ\¼CÊ«Ë
Ã�»7¼ ¥ O)Oöï´d ð%ðAÙ�S6ð - �°iöÙ�ËÓÁ%ÂP½4Êl¿7ØbÆnÐsÊ7Äj¼~ÂPÊ7ÇuÁ7Õ7Ç4¼~Í%Ä�Ê«Ã�¼7½4¿~Í%Ä�Ê«À?ÁAÎ\ÃbÞZÆ%ÂZÊ7ÕNÃÅÆ%½4¿7¼AÀ�Öb�#½4Ð X[ZRq ]�^=`
2000a,b).

º#»7¼~Á%ÂS¼nÊ«Ë�ÍlÄ>ÊAÃ�¼7½�¿fËÅÁ%ÂP½4Ê%¿7ÂZÊ%Ä%ÃÓÆ«ã ÂZ»%Ê\Þ`¼«Ñ0¼0ÄjØPÎ0Æl¿~Æ7Ç4ÂPÊsÆ«ËDËÓ¼NÎPÃ_Ã�»%¼s»0¼NÃÓ¼7Ä>Ê%Ç�Ê«ã�Ê%ÁlÂSÇ È~Í7Ä>ÊAÀ6ÁAÎ_¼\À
¼%¿KQ\È7Ðs¼�ÆAÀlÑb¼%ÄjÂS¼%Ç È0ØZÆ%Â�½�¿àÃÓ»l¼�ÎbÆ%ÂP¼ÔÊ«ËáÃ�»%¼¾¼\î0Í7Ä>¼lÂPÂ\½4Ê0¿¾Ê«Ë�ÃÅ»l¼Ô»«ÈPÀ?Æ_¿NÃÅÊl½�¿ÔÄ�ÆNÎ0¼7ÐsÆ%ÂS¼¾Ê«Ë
þ¦�+Z ���P����q��TZ X���q��f�PX�÷R��XT��÷~× ò Vðä�nKå[nnÞ�½ ÃÓ»�Æ \

-
Ã�¼%Ä>Ðn½�¿lÆ7ÇTi�½4Â

-
ÃÓÆAã?Ø7ÞZ»%¼%Ä�¼FÃ�»7¼;Ä>ÆAÎ0¼7ÐnÆ%ÂP¼nÞ`Æ%Â

Î0Ê7ÐsÍlÇ4¼«ÃÅ¼%Ç È~½4¿%ÆAÎ\Ã�½ Ñ_ÆNÃÅ¼«À�Ö%~Ï½u¼7Â\¼µX2ZKq ]�^=` 2000).

1.4.6. =s,+/>3?q+$ (l$7.?&4.2{�1j3%/�&9<E(7365·:E1�<l/j$?&9( *?$%.?&9qE( 3 (+* *#&)1j$ @N/�$%* $%� <E5D,+/�&9<6( B�<E1å/�"%$&)8�:61�<+�7$?8F$?(l/�<lB#"7pl*?3?(%/�<E&9(;"%pl*�1�<E5�pl. &)(6q;:?1�<%/j$6&9(%.?G
O�Æl¿AÀ�ÊlÐêÐsÁ«Ã�ÆAã ¼l¿0¼%ÂP½uÂ\Ø?Â\ÆAÃ�Á%ÄjÆAÃÓ¼AÀ�ÐsÁ«ÃÅÆ«ã?¼7¿7¼%Â\½�ÂFÆ%¿AÀ�»7½ ã?»ZÃÅ»%Ä�ÊlÁAã�»lÍ0Á«Ã�ÂiÎ0Ä>¼7¼l¿7½�¿Aã�»0Æ%ÂnÕl¼7¼0¿
Á%ÂP¼«ÀßÃÓÊß½4ÐsÍ%Ä>Ê«Ñ_¼åÃÓ»7¼ßï

-
ÂP¼7Ç�¼NÎPÃÓ½ Ñ_½ Ã9È Ê«Ë�Æ ï

-
»AÈ\À Æ%¿«ÃÅÊ%½4¿7Æ%ÂS¼ Á7ÂP¼AÀ ËÅÊlÄ�Í7Ä>ÊAÀ?Á«ÎPÃ�½�Ê7¿ ÊAË�ï

-Ðs¼«Ã�»7½uÊ7¿7½4¿%¼�ÖWVFÆ\È XIZ9q ]�^@` Ù%Ú0ÚlÚ0ÛjÜ�O�Æ7¿AÀ Ê%Ð ÐnÁ«ÃÓÆAã ¼%¿0¼%Â\½uÂ�Æl¿AÀ�ÂP½ ÃÅ¼
-direc

ÃÓ¼«À�ÐsÁAÃÓÆ«ã�¼l¿0¼%ÂP½uÂ
ÞZÆlÂ�Á%Â\¼AÀæ½uÐsÍ%Ä>ÊAÑ0¼�Ã�»%¼�ÃÅ»%¼7ÄjÐsÊ%ÂiÃÅÆ%Õl½{Ç4½ ÃoÈ¸Æl¿\À·¼%¿KQ\È7Ðs¼¸Æ«Î\Ã�½ Ñ0½ ÃoÈ¸Ê«ËéÃÓ»%¼�×

- ¥ \ ë#ë�içËÓÄjÊ7Ð þ ^
Z �T�áX �@q��u��X���÷ ¥ O�O�ï d ð%ð\ÙfS ð Öbd#Á%ÂPÊ7¿�X[Zyq ]_^@` ð�S�S�c%Û�Æl¿\À�þ�öf�W����qf�TZ�Xf�b�%��� ÂPÍ�� ¥ �9n�ð«ÙÖbt)äP¼%¿0ÆläPÆ X[Z£q ]�^@` ðKS�S�e0ÆlØ9ÕlØàð�S�S�S%ÛjØ'Õ0ÁNÃ'Ã�»0¼%ÂP¼æÞ�¼7Ä>¼·ÎbÆ%ÄjÄj½�¼AÀ Ê7Á«Ã�Þ
½ Ã�»
Ç4½ Ã9Ã�Ç4¼ äP¿7ÊAÞ�Ç�¼«À7ã�¼
regar

À?½4¿\ãFÃÓ»%¼nÂiÃ�Ä�Á«Î\ÃÓÁ7Äj¼sÊAË7ÃÅ»l¼%ÂP¼F¼0¿�QPÈ%Ð~¼%Â\Ü

º#»7¼æÎ0Ä)È7ÂiÃ�Æ0ÇsÂiÃ�Ä�Á«ÎPÃ�Á%Ä�¼7Â ÊAË�Æ·Ã9Þ�Ê ×
-
»«ÈAÀ�Æ7¿«ÃÅÊl½�¿7ÆlÂS¼%ÂåÆ%¿«À
ÃoÞ�Ê
×

- ¥ \ ë#ë¦i�Â »0Æ«Ñ_¼ Õ%¼7¼%¿
À?¼«ÃÅ¼lÄ>Ðn½4¿0¼NÀ�Ö ¥ Æ%ä\Æ7½éX2Zéq ]_^>` Ù%ÚlÚ0Ú2o¹~ÏÆ%¿«ã XIZéq ]�^=` Ù7ÚlÚ�ð�o \ »%¼%Ê0¿è¼AÃ#ÆlÇ4Ü9ØEÙ%Ú7Ú7Ù2o�ë Õl¼%¿\À6Ä>ÊAÃ�»�X2Z�q ]�^=`Ù%Ú7Ú%Ù0Û-Ä>¼NÑ_¼7Æ7Çu½�¿\ã'Ã�»7¼�Ðn¼«Î0»0Æ%¿%½�Â\ÐsÂèÊNË�»\ÈAÀ Æ7¿NÃÅÊl½�¿'Æ0¿«À

N-carbamoyl-
Æ0Ðs½u¿%Ê�ÆNÎb½ À�»«ÈAÀ�ÄjÊ%Ç È7ÂP½�Â\Ü

t)¿AËÓÊ%Ä>ÐnÆAÃ�½4Êl¿­À6¼0Äj½ Ñ_¼«ÀæËÓÄ>Ê%Ð ÃÓ»%¼·¼7Ç4Á«Î_½ À6ÆAÃ�½�Ê7¿æÊ«ËsÃ�»%¼%Â\¼¸Î0Ä}È0ÂiÃÓÆ7ÇfÂKÃ�ÄjÁ«ÎPÃÓÁ0Äj¼%Â­Æ0¿«À·ÃÓ»%¼�Î0Ä)È0ÂKÃÓÆlÇ
ÂiÃÓÄjÁ«ÎPÃ�Á%Ä>¼7Â�Ê«Ë�ÊAÃ�»0¼lÄ�¼%¿RQ\È%Ð~¼7Â\ØSÞZ½uÇ4Ç+Æ%Ç�Ç4ÊAÞ�ËÉÊlÄ�Ä�ÆNÃÓ½4Ê7¿7Æ%Ç+Í%Ä>Ê«ÃÓ¼%½4¿ZÀ ¼lÂP½ ã ¿�ÃÅÊèÕ%¼ÌÁ%Â\¼\ÀsÃÅÊÌ½uÐnÍ7ÄjÊ«Ñb¼
Ã�»7¼%ÂS¼è¼%¿RQ\È7Ðs¼%ÂPÜnëöÇ�ÂPÊlØlÃ�»%¼ZÎ_Ä)È7ÂiÃ�Æ7Ç+ÂiÃÅÄ>ÁNÎPÃÓÁlÄ�¼%Â Þ`½4Ç4Ç+ÐsÆ%äS¼è½ Ã�Í0Ê%ÂPÂ\½4Õ7Ç�¼`ÃÅÊÌÂ\Ê%Ç Ñ_¼ZÃÓ»%¼CÂiÃ�Ä�Á«ÎPÃ�Á%Ä�¼lÂ
Ê«Ë0Î0Ç�Ê%Â\¼lÇ ÈnÄ�¼%Ç4ÆNÃÉ¼NÀ�¼%¿RQ\È_Ðs¼lÂ`Ö ò È%Ç À?ÆAÃ�ärX[Zuq ]�^=` 1999).

×�½uÄj¼«ÎPÃÓ¼«À�¼NÑbÊ%Ç{ÁNÃÓ½uÊ0¿'»%Æ7Â~Æ%ÇuÂSÊ'Õl¼0¼%¿�Á%ÂS¼AÀ;ÃÓÊ�½4ÐsÍ7Ä>ÊNÑ_¼'Æ;¿0Á%ÐsÕl¼7Ä#ÊAË�¼7¿KQ\È%Ð~¼%Â�ÞZ½ ÃÓ»�½4¿AÀ?Á7ÂiÃÓÄ>½4Æ%Ç
Æ%Í7Í%Ç4½ ÎbÆ«Ã�½{Ê%¿lÂsÖ�ë Ä>¿7Ê%Ç À�Æ0¿NÀ VnÊ%Ê%Ä>¼%Ø-ðKS�S�n%Û>Ü tD¿�ÃÅ»l¼FÎ0Æ7ÂP¼;Ê«Ë-»AÈAÀ�Æ%¿AÃ�Ê%½{¿C»\ÈAÀ�ÄjÊlÇ È7ÂP½�¿«ã�¼7¿KQ\È%Ðs¼%ÂPØ
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½ Ã�»7ÆlÂÌÕ0¼l¼7¿�ÁlÂP¼\À'ÃÓÊ'½�Ð~Í%ÄjÊAÑ0¼sÃÅ»%¼�ÊAî0½ À Æ«Ã�½ Ñb¼�Æ7¿AÀ'ÃÅ»%¼%Ä>ÐnÆ7Ç0ÂKÃÓÆ7Õ%½4Ç4½ Ã9È�Ê«Ë�Æ%¿�×
- ¥ \ ë#ë�i�Öbk`» X2Z

q ]_^>` ÙlÚ0Ú%Ù%Æ7Ø)Õ0Û Æ%¿\À�Î0»0Æ%¿Aã ¼NÀ�ÃÓ»%¼�ÂiÃÓ¼7Ä>¼lÊ7ÂP¼7Ç4¼«ÎPÃ�½ Ñ_½ ÃDÈ�ÊAË
Æ�×
-
»«ÈAÀ�Æ0¿NÃÓÊl½{¿%Æ7Â\¼�ÃÅÊ�Æ%¿�ï

-
ÂP¼lÇ�¼AÎ\Ã�½ Ñb¼

¼%¿KQ\È7Ðs¼�ÖPVnÆAÈ�X2Zgq ]�^@` Ù0ÚlÚ0Ú%ÛjÜ a?Á%Ä�ÃÅ»%¼%Ä�ÐFÊ7Äj¼Òã ¼7¿%¼àÂP»0Á«Ë9ËÓÇ4½u¿«ãÔÊAË�ÃÅ»l¼�¿%Ê\Ñ0¼%Ç#Õl½
-functi

Êl¿0Æ%Ç#×
-

hydantoinase-N-carbamoyl-
Æ%Ðs½4¿%ÊCÆ«Î_½ À�Æ7Ðn½ À?Ê%»\ÈAÀ Ä>Ê%Ç{ÆlÂ\¼�Î0Ä>¼7ÆNÃÉ¼NÀ�Õ\È �#½uÐïXIZ�q ]�^@` ÖjÙ0ÚlÚ0Ú%Æ%ØDÕlÛÃ�»7Æ«Ã`Þ�ÆlÂ�Í7Ä>Ê%¿7¼�Ã�Ê�Ã�»%¼�ËÓÊ7ÄjÐsÆNÃÓ½uÊ0¿ÏÊ«Ëè½u¿«Î_Ç4Á%ÂP½4Ê0¿¸Õ0Ê«À ½4¼%Â�Æ%¿AÀåÍ%ÄjÊAÃÓ¼%Ê7Ç È0ÂP½4Â\Ø�Äj¼7Â\Á%Ç ÃÓ¼«À ½�¿�Ã�»0¼

Í%Ä�ÊNÀ�Á«Î\Ã�½�Ê%¿;Ê«Ë#ÆCÐsÊ%Äj¼èÂSÊ%Ç�Á%Õ%Ç{¼lØEÂKÃ�Æ0ÕlÇ�¼C¼%¿RQ\È%Ð~¼áÃ�»%ÆAÃEÀ?½ À�¿7Ê«Ã#Á%¿\À?¼%Ä}ã�ÊÌÍ%Ä>Ê«Ã�¼0Ê%Ç È0Â\½4ÂnÆ%ÂnÄj¼0ÆNÀ ½�Ç È
Öb�#½4ÐëX2ZKq ]�^=` 2000a).

1.5.
�`¬ ��¯
�}°��2�+�5ñ�������´�®���®�¯�³���´�³����N������°�´�¶ ¬<� ¯���®��2´���®­���N�j±j��°���®�����®�� � ²¸��°­��®
Agrobacteria.

º#»7½4ÂèÂKÃ�ÁAÀ7È~Þ`½uÇ4ÇSËÅÊ«Î_ÁlÂÌÊ0¿nÃÓ»l¼Ò»«ÈAÀ�Æ0¿NÃÓÊl½{¿�»«È\À Ä�Ê%Ç È7ÂP½�¿Aã�¼%¿�QPÈ0Ðn¼%ÂCÍ%Ä>¼%Â\¼0¿AÃ�½u¿sÑ_Æ%Äj½�Ê7Á7Â~Â\Í0¼«Î0½�¼lÂ
Ê«Ë

Agrobacteria
Ø�ÐsÊ7Ä>¼�Â\Í%¼«Î0½ ËÅ½ Î0Æ7Ç4Ç ÈCÃ�»7¼Ò×

- ¥ \ ë�ë¦i·Ê«Ë
Agrobacte

�b�_q ^ i�¼%Ä�¼%ØbÃÓ»7¼Ò»AÈAÀ�Æ%¿AÃ�Ê0½4¿»\ÈAÀ?ÄjÊ7Ç È7ÂS½u¿Aã ¼%¿RQ\È%Ð~¼%Â�ÊAË
Agrobacteria

Ø�Æ%Ç�Ç ÊNË�ÞZ»%½ Î_»�Æ%Ä�¼¾×
-
Â\Í0¼NÎ0½ ËÅ½ Î0Ø�Þ`½uÇ�Ç Õl¼�À?½uÂKÎ_Á7Â\Â\¼\À

briefly.

º#»7¼´þDö��W����q��TZ_X��b��qÌÃÅ»%Æ«Ãé»lÆAÑ_¼�Õ0¼7¼l¿�Ä>¼%Í%Ê0Ä�Ã�¼\À�Ã�Ê�ÍlÊ%ÂPÂP¼7Â\Â;»AÈAÀ�Æ%¿AÃÓÊ7½�¿�»AÈPÀ6Ä>Ê7Ç È7ÂP½4¿«ã�¼%¿RQ\È0Ðn¼%Â
Æ%Ä�¼FÇu½�ÂiÃÓ¼AÀ'½�¿fº�Æ7Õ%Ç�¼�ð«Ü=U7Ü�ë�Â�À?½uÂKÎ_Á7Â\ÂP¼«À�Í%Ä�¼«Ñ0½�Ê%Á0Â\Ç È%Ø0ÂPÊ7Ðs¼nÊNË_Ã�»7¼¦þ¦öT�b���Tq���Z X��W�_qsÍ0Ê%ÂPÂ\¼lÂPÂZÆs×

-»\ÈAÀ?Æ7¿«ÃÓÊ7½4¿%Æ7ÂP¼¾Æ0¿«À Æ7¿
N-carbamoyl-

Æ%Ðs½4¿%ÊÝÆ«Î_½ À Æ%Ðn½ À Ê%»AÈ\À Ä�ÊlÇ4Æ%ÂS¼%Ø�Þ`»%½4Ç�¼ÔÊ«Ã�»0¼lÄjÂ¸Í%Ê7Â\ÂS¼lÂ
¼%½ ÃÅ»%¼7Ä Êl¿7¼�Ê0Ä�ÃÓ»%¼�ÊNÃÅ»%¼0ÄjÜ a6Á%Ä�Ã�»0¼lÄjÐsÊ7Ä>¼%ØCþ¦öf�P�T��q��TZ�Xf�b���T� ÂPÍ7Ü9t@| t

-
c�n6ð�ÍlÊ7Â\ÂS¼%Â\ÂP¼lÂnÃÓ»7¼�Ê%¿0Ç È

ÄjÆAÎ_¼lÐsÆ%ÂP¼éÃÓ»7ÆAÃ?»0Æ%Â�Õ7¼l¼0¿n½4Â\ÊlÇ{Æ«Ã�¼\À'½4¿F×
-
ÂSÍ%¼NÎb½ ËÅ½ ÎsÐs½ Î_ÄjÊ%Ê%Ä}ã?Æ0¿l½4ÂPÐnÂ�Öbi�½4ÇuÂ�XIZRq ]_^>` 2001).

º#»7¼ ¿7Á«Î0Ç{¼%ÊAÃ�½ À�¼ Æ0¿NÀ ÍlÄ>¼AÀ?½ ÎPÃÓ¼NÀ Æ%Ðs½u¿7Ê Æ«Îb½ À Â\¼Kh?Á%¼0¿«Î_¼lÂ ÊAË�ÃÓ»%¼ ×
-
»\ÈAÀ?Æ0¿«ÃÓÊ7½u¿0Æ%ÂP¼lÂ Ê«Ë

þ¦ö��b����q���Z_X��P�����ìÂSÍ%Ü�t=|ët
-
cfn ðÒÆ0¿NÀ�þ ^ Z �T�áX �@q��R��X���÷ ¥ O�Oöï�d ð7ð«Ù�S ð�ÂS»%Ê\ÞêÃ�»%ÆAÃ�ÃÅ»%¼\ÈàÂS»7Æ7Äj¼

e�n�Þ ¿lÁ«Î0Ç{¼%ÊAÃ�½ À�¼�Â\¼Kh?Á0¼%¿«Î_¼�½ À ¼%¿AÃ�½ Ã9ÈàÆ%¿«À�S%ÚKÞ Æ%Ðn½�¿%Ê�Æ«Î0½ À¸ÂP¼Kh Á%¼7¿«Îb¼�½ À?¼0¿NÃÅ½ ÃDÈ�Öbi�½�ÇuÂâXIZ[q ]�^=`Ù%Ú7Ú?ð\ÛèÆ%¿\À Õ0Ê«Ã�»Ý»7ÆAÑ0¼�ÆÝÂ\Á7Õ7Á7¿l½ ÃCÂS½ Q7¼ÝÊ«Ë�Æ%Í%Í7Ä>ÊAî0½4ÐnÆ«ÃÅ¼lÇ ÈpU7Ú%äP×�ÆÝÖbOöÁl¿%ÂS¼%ÄæXIZ�q ]�^=` ðKS�S7Ú2o
��Äj½ ËÓÆ7¿«Ã�½4¿%½ÔX2ZÔq ]�^@` ð�STSfe0ÛjÜ�º#»%¼èÎ0»7¼%Ðs½ Î_Æ7ÇUÎ0»0Æ%Ä�ÆNÎSÃÓ¼lÄj½�ÂPÆAÃ�½4Ê%¿�ÊNË Æ%Ç4ÇUÃÓ»%¼�×

-
»\ÈAÀ Æ%¿«ÃÅÊ%½4¿7Æ%ÂS¼%Â�ËÓÄ>Ê%Ð

þ¦ö��b����q���Z_X��P��qàÂP»%Ê\Þ�ÂèÃÓ»0Æ«Ã�ÃÅ»l¼AÈ�Æ%Ä�¼�Æ0ÇuÇ�Â\½uÐs½4Ç�Æ%ÄjØ�Æ%¿AÀ­½4ÂèËÅÁlÄ�ÃÅ»%¼7Ä
¼NÑ_½ À�¼%¿\Î0¼'ÃÓ»7ÆAÃ�ÃÓ»l¼\ÈàÆ7Ä>¼�Æ7ÇuÇ
Äj¼7Ç4Æ«Ã�¼\À¸ÖòíöÆ%Ð~ÆAÀ?Æ X[Z[q ]%^=` ð�STelÚ[o[O�Á0¿%ÂP¼%ÄéÆ7¿AÀ�k`»lÇ4¼\È7¼%ÄjØ`ð�S�S0Ú2o�×�Á0Äj»7Æ7ÐâÆl¿«ÀY~¾¼%Õ7¼lÄjØ
ðKS�S�U2o
d#Á%Ä�Ã�Ê0¿áX2ZKq ]_^@` ðRSTSfe2oR�
Ä>½ ËÓÆ7¿NÃÓ½u¿7½KX[Z�q ]�^=` ð�S�STeIoRi�Æ%Ä}ÃÓÇu¼\ÈµX[ZKq ]�^=` Ù0Ú%Ú ð�oKi�½{ÇuÂªX2ZRq ]_^@` 2001).

º#»7¼ ×
-
»AÈAÀ Æ7¿AÃ�Ê0½u¿7Æ7Â\¼lÂ�ËÅÄjÊ%Ð þ�ö��b���Tqf��Z_Xf�W��qçÆ7Ä>¼ ÂiÃ�Æ0Õ%Çu¼åÆ«Ã~ÃÓ¼lÐsÍ%¼7Ä>ÆNÃÉÁlÄ�¼%Â¾Á%Í­ÃÅÊ n%Ú

°
\ Æ«Ã

Æ%ÇuäPÆ7Ç�½4¿%¼ÌÍ�i�ÖjÍTiýn
-
ð«Ú7ÛjØbÕ%ÁAÃbÃÓ»7¼èÊ7Í«ÃÓ½uÐsÁ%Ð Äj¼%ÆAÎ\Ã�½�Ê%¿`ÎbÊ%¿AÀ?½ Ã�½{Êl¿%ÂFÆ%Ä>¼ÌÁlÂPÁ7Æ7ÇuÇ ÈÌÕ%¼NÃoÞ�¼0¼%¿�å6Ú

°
\ ÃÅÊ
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60°
\ ÆAÃ?Æ~Í�i�Ê«Ë�ðAÚsÖj×�Á0Äj»0ÆlÐçÆ7¿«Àá~¾¼%Õ7¼lÄjØ�ðKS�S�U[o�OöÁ%¿lÂS¼%Ä?Æ7¿AÀ§k`»7Ç4¼AÈ0¼%Ä ` ð�S�S7Ú[o�d#Á7Ä}Ã�Ê7¿­X[ZKq ]�^=`ð�S�S�e7Ø)k
Ç�½ Ñ0½�¼7Äj½/X2Z�q ]_^>` ð�S�e ð«ÛjÜ¾º-»l½4ÂÌÎ0ÊlÄ�Äj¼0Ç4ÆNÃÓ¼7ÂCÞ
½ Ã�»�ÃÓ»%¼�Í�iêÆ%¿\À�Ã�¼7ÐsÍl¼7Ä>Æ«ÃÓÁ7Äj¼àÊlÍ«Ã�½�ÐnÆ�Æ7¿\À

ÂiÃÓÆ%Õ%½uÇ{½ Ã�½4¼lÂÏÊAË�ÊAÃ�»7¼%ÄÌ×
-
»AÈAÀ Æ7¿NÃÉÊl½�¿7ÆlÂP¼7Â\Øn¼«îPÎ0¼%ÍAÃFËÅÊ%ÄCÂ\ÊlÐs¼¸Þ`»l½ Î0»·»7ÆAÑ_¼ÝÂ\Ç4½ ã »«Ã�Ç È·Ç4Ê\Þ�¼0ÄÌÍ�i

Ê%Í«ÃÓ½uÐsÆèÖjï0¼7¼­X2Zéq ]�^=` ð�S�STUIo�|#Æ%Äjä X2Z�q ]_^>` ð�S�S�e7Û>Ü�tD¿èÆNÀ0À?½ ÃÓ½�Ê%¿%ØPÃÉ»l¼AÈÌÆ7Ä>¼èÍ7Æ7Ä}Ã�½ Î0Á7Ç4Æ%Ä>Ç ÈÌÂ\Á%½ ÃÓÆ7Õ7Çu¼`ËÅÊ%Ä½4¿NÀ�Á%ÂKÃ�Äj½�Æ%Ç+Æ7Í7Í%Ç4½ ÎbÆNÃÅ½uÊ7¿èÆ7ÂöÃ�»7¼«ÈÌ¼«îb»%½�Õ%½ Ã�Æè»7½ ã?»ÌÂPÁ7ÕlÂiÃÅÄ>ÆNÃÅ¼~Â\¼7Ç�¼NÎ\ÃÅ½ Ñ0½ ÃDÈZÃÓÊ«ÞZÆ%Ä)À?Â�»AÈAÀ�Æ%¿NÃÉÊl½�¿7ÂöÞZ½ ÃÓ»
5’-
Æ%Ä�Ê%ÐsÆNÃÓ½ Î ÂPÁ%Õ7ÂiÃ�½ ÃÓÁ7¼7¿NÃÓÂ ÂPÁNÎ_» Æ7Â ×�Ø)ï

-5-
»\ÈAÀ ÊAîPÈ7Í0»0¼l¿AÈ0Ç�»«È\À Æ0¿NÃÓÊ%½�¿ Æ%¿\À ×�Ø)ï

-5-Ðs¼«Ã�»\È7Çu»\ÈAÀ Æ7¿«Ã�Ê0½4¿nÖPO�Á7¿7ÂP¼lÄ?Æ%¿\À�Vá¼\È7¼%Ä>Ø ðRS�S�ä2o«×öÁ7Ä>»lÆ7Ð Æ%¿AÀá~Ï¼7Õl¼%ÄjØ�ð�STS�U%ÛjÜ

k�Ë�Æ%Ç�ÇSÃÓ»l¼�×
-N-carbamoyl-

Æ7Ðn½�¿%Ê�ÆAÎ0½ À�ÆlÐs½ À�Ê%»\ÈAÀ�ÄjÊ%Ç4Æ7Â\¼7ÂZÃÓ»7Æ«Ã�»7Æ«Ñ_¼�Õ0¼%¼%¿�Äj¼7Í%Ê0Ä�Ã�¼\À�Ö�º�Æ%Õ7Ç�¼
ð«Ü9Ù%ÛjØ ÃÅ»%¼�ÐsÆ�êoÊ7Äj½ ÃoÈ�»7ÆNÑ_¼�Õ%¼0¼%¿�½uÂ\Ê0Ç4ÆNÃÉ¼NÀ�ËÉÄjÊlÐìþ¦ö��b����q���Z_X��b����� Â\Í0¼«Î_½4¼7Â�Ö}º#Æ7Õ%Ç{¼­ð«Ü@U%ÛjÜ k�Ë9ÃÅ¼l¿
Ã�»7¼AÈ�Æ%Ä>¼�Æ%ÂPÂPÊAÎ0½4ÆAÃ�¼AÀ�ÞZ½ Ã�»�ÆÒ×

-
»\ÈAÀ�Æ%¿«ÃÓÊ7½4¿7Æ%ÂS¼%Üàk�ËöÍlÆ7Ä�ÃÓ½ Î_Á%Ç�Æ%Ä�ÂP½ ã6¿0½ ËÓ½ Î_Æ%¿\Î0¼7Ø�þ ^ Z �T�µXï�@q��u��XT�f÷

RU-
k�OßÞ`Æ%Â�ËÅÊ%Á0¿NÀ Ã�ÊæÍ%Ê7Â\ÂS¼lÂ\Â�ÃDÞ`Ê¸À?½ Ë9ËÓ¼7Äj¼%¿AÃ�×

- ¥ \ ë�ë�i�Â\Ø ¥ ÎbÆfOZð­Æl¿\À ¥ Î0Æ�O�Ù7Ü º�»0¼
¿%Á«Î0Ç�¼0ÊNÃÓ½ À�¼�Æ%¿AÀ�Æ%Ðn½�¿7Ê;Æ«Î_½ À�ÂP¼Kh�Ál¼0¿«Îb¼C»7Æ«Ñb¼CÕ0¼%¼7¿FÀ?¼NÃÉ¼lÄjÐs½4¿0¼«À;ËÓÊ%Ä#Æ�¿l¼0Æ%ÄjÇ È'Æ0Ç4Ç%ÊAË6ÃÅ»l¼%ÂS¼C×

-

N-carbamoyl-
Æ%Ðs½u¿7Ê�Æ«Îb½ À�Æ%Ðs½ À Ê7»\ÈAÀ ÄjÊ%Ç{ÆlÂP¼7ÂÌÖb�`Äj½ ËÓÆ%¿«ÃÓ½u¿%½ÔX2Z�q ]�^=` 1996

o ¥ Æl¿0Õ%Æ�X[Z�q ]�^@` ð�S�S�e7Æ2o
i�Â\ÁYX[ZCq ]�^=` ðRS�S�S[o2i�½�Ç4Â X2Z2q ]�^=` Ù7Ú%Ú?ð�o2i�Æ7Ä�Ã�Ç{¼AÈ7Ø-Ù7Ú7Ú ð«ÛjØ-Æ0¿NÀ­Æ%Ç�Ç Ê«Ë�ÃÓ»%¼lÐ Â\»7Æ%Äj¼�ã Ä>¼7ÆNÃÅ¼%Ä#ÃÓ»%Æ0¿
S%Ú�Þí¿0ÁNÎ0Ç4¼0ÊNÃÅ½ À?¼'Æ0¿«À�Æ0Ðs½4¿lÊ�ÆAÎ0½ À�ÂP¼�h�Á%¼%¿AÎ0¼�½ À ¼7¿NÃÓ½ ÃoÈ�Ö ¥ Æ0¿%Õ7Æ XIZ�q ]�^=` ðKS�S�e%Æ[oTi�Æ7Ä�ÃÓÇu¼\È7Ø�Ù0Ú%Ú ð�o
i�½uÇ4Â�X2Z
q ]�^=` 2001

Û>Ø
¼Aî\Îb¼%ÍNÃ�ËÓÊ7Ä ¥ ÎbÆ�OöÙ�Þ`»7½ Î_»ÏÂP»%Æ%Ä>¼%Â�Õ7¼NÃoÞ
¼0¼7¿îc7ÙKÞ ÃÓÊàc�UKÞ ¿%ÁAÎ0Ç4¼7Ê«Ã�½ À?¼
Â\¼Kh?Á7¼7¿NÎb¼F½ À?¼7¿«Ã�½ ÃDÈèÆl¿AÀ�Õ7¼NÃDÞ`¼%¼0¿£U�n�Þ
ÃÓÊ­UTS�Þ Æ7Ðs½4¿lÊsÆ«Î_½ À�ÂS¼�h Á7¼%¿«Îb¼n½ À6¼0¿«Ã�½ ÃDÈ
Þ`½ ÃÓ»fÃ�»0¼sÊ«Ã�»7¼%Ä
D-N-carbamoyl-

Æ%Ðn½�¿7ÊsÆNÎ_½ À�Æ%Ðs½ À Ê7»«ÈAÀ�Ä>Ê7Ç4Æ%ÂP¼%Â�½�ÂPÊlÇ4Æ«ÃÅ¼«ÀnËÓÄjÊ7Ðîþ�ö��b���Tq���Z X��b��qnÖbiöÆ7Ä�Ã�Ç�¼AÈ%Ø_Ù%Ú%Ú�ð«Û>Ü

ë ¿%ÆlÇ È7Â\½4Â�ÊAË�Ã�»7¼;À ¼NÀ�Á«Îb¼NÀÏÆlÐs½4¿%Ê�Æ«Î0½ À�ÂP¼Kh Á%¼0¿AÎ_¼�ÊNË�ÃÅ»l¼�×
- ¥ \ ë�ë¦i�Ø?ËÓÄjÊ%Ðßþ ^ Z��f�µX �=q��u��X���÷

¥ O)O�ïµd ð7ðAÙ�S�ðNØ7Ä>¼«Ñb¼%Æ%Ç{¼NÀnÃÓ»%¼sÍ7Äj¼%ÂS¼%¿AÎ0¼sÊ«Ë�UéÎPÈ7ÂiÃÅ¼%½4¿0¼nÄ>¼lÂ\½ À Á7¼%Â�Þ�»0½ Î0»
ÞZ¼%Ä>¼fÃ�»7Ê%Á\ã?»NÃ0Ã�ÊsÍ%Ç{Æ«ÈÆ�Ä>Ê%Ç4¼�½{¿sÃÓ»l¼�Æ«ÎPÃ�½ Ñ_½ ÃDÈ�ÊAË�Ã�»7¼�×
-NCAAHs

Æ%¿AÀàÂP½ Ã�¼sÀ ½�Äj¼NÎPÃÅ¼NÀ�ÐsÁNÃÓÆAã?¼0¿%¼0Â\½4ÂèÊAË�¼7Æ«Î0»�Ê«Ë�ÃÓ»%¼%ÂS¼
Â\»7Ê«ÞZ¼AÀ�ÃÓ»%ÆNÃ \ È7Âbð�n�ð;Þ`Æ%Â�ËÅÊ%Á%¿AÀ�ÃÓÊ�Õ%¼�¼7Â\ÂS¼%¿«ÃÓ½4Æ%Ç?ËÅÊ%ÄZ¼%¿RQ\È%Ð~¼�ÆAÎ\Ã�½ Ñ0½ ÃDÈ�Öb�
Ä>½ ËÓÆ7¿NÃÓ½4¿7½�X2Z9q ]�^=`ð�S�S�c0ÛjÜ`ë�ÐsÁlÇ Ã�½�Í%Ç4¼sÆ%Ç{½ ã ¿0Ðs¼l¿«Ã�ÊNËbÃÓ»%¼
À?¼AÀ ÁAÎ0¼«À�Æ0Ðs½u¿%ÊsÆ«Îb½ À�ÂP¼Kh Á7¼%¿«Îb¼lÂZÊAË�Æn¿%Á%ÐsÕ7¼%Ä�ÊNË�ÊNÃÓ»%¼%Ä
D-N-carbamoyl-

Æ%Ðn½�¿7Ê�ÆAÎ0½ À¸ÆlÐs½ À�Êl»\ÈAÀ�Ä>ÊlÇ{Æ%Â\¼%Â�Äj¼«Ñ_¼%Æ7Ç�¼«À c;Î0Ê7¿%ÂS¼%Ä�Ñb¼NÀ¸Æ%Ðn½�¿%Ê�Æ«Î_½ À?ÂnÞ`½ Ã�»7½�¿
Ã�»7½4Â ã ÄjÊ%Á0ÍÌÊNË-¼l¿RQ\È%Ð~¼%ÂPØEÆ7¿«ÀÌÃÓ»%¼\ÈáÞZ¼lÄ>¼��
Ç È ð7ð�e7ØUë Ä�ã�ð«Ù�U7ØEï«È0Â_ðAÙ�clØI�
Ç�Á?ð1å�UlØI�
Ç È ð�U7ÙCÆlÂfÞ�¼7Ç�Ç
Æ%Â�Ã�»7¼nÍ7Ä>¼NÑ_½�Ê%Á%Â\Ç ÈsÐs¼7¿AÃ�½�Êl¿0¼«À \ È7Â_ðRn?ðfÖbt)äS¼%¿7Æ%äSÆ­X2Z�q ]�^=` 1998c).

º#»7¼ Î0Ä}È0ÂiÃ�Æ7Ç­ÂKÃ�ÄjÁAÎ\ÃÓÁ7Äj¼0Â ÊAËæÃÓ»l¼ ×
-N-carbamoyl-

ÆlÐs½4¿7Ê ÆAÎ0½ À ÆlÐ~½ À6Ê7»\ÈAÀ Ä>Ê%Ç�Æ%Â\¼7Â ËÅÄjÊ%Ð
þ¦ö��b����q���Z_X��P�����ìÂSÍ%Ü�� ¥ �9n?ð\ÙàÆ%¿AÀ�þ ^ �Pqfû��%����q���Z_X�� \�\ O \ ð?å2S%ÙRåÔ»%ÆAÑ_¼�Õ%¼7¼7¿ÒÀ ¼NÃÅ¼%ÄjÐs½4¿7¼AÀ?Ø
ÞZ»l½ Îb»èÎ0Ê7¿«ËÅ½4ÄjÐs¼NÀ�Ã�»0ÆNÃ \ È%Âbð�n ðÌ½uÂ�½4¿AÀ?¼0¼«À�½u¿CÃ�»%¼ÌÎ0ÆAÃÓÆ7Ç È\Ã�½ Î;Î0¼0¿«ÃÓÄ>¼�Ê«Ë�Ã>»%¼�¼7¿RQ\È%Ð~¼%ØxÃÅÊNã ¼AÃ�»0¼lÄ
Þ�½ ÃÉ»nï«È7Âbð«ÙTcnÆ%¿AÀ �
Ç�ÁKåIcsÖ ¥ Æ%äSÆl½RX2ZRq ]�^=` Ù%Ú7Ú%Ú[o+~¸Æl¿\ã X[Z�q ]�^=` ÙlÚ7Ú�ðNÛjÜ
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º#»7¼�Ðs¼«Î_»7Æ%¿7½uÂ\Ð ÊNË
N-carbamoyl-D-

Æ%Ðs½4¿%Ê�Æ\Î0½ À6Â�»AÈAÀ Ä>Ê%Ç È7ÂS½4Â�Õ\È�ÃÅ»%¼�Æ7Ðs½u¿%Ê�ÆAÎ0½ À Â�½�¿�ÃÓ»7¼
Î0ÆAÃ�Æ%Ç ÈAÃÓ½ Î;Î_¼0¿NÃÓÄ>¼lØ�Æ7¿AÀÒÃÓ»7¼�½uÐsÍ7Ê%Ä�ÃÅÆ%¿NÎb¼�ÊNËöÊAÃ�»%¼0Ä�Æ7Ðn½�¿%Ê�ÆNÎ_½ À�Äj¼7ÂP½ À Á%¼7ÂC½4¿ÌÃ�»0¼lÂS¼Ò×

- ¥ \ ë#ë�i�ÂÞZ¼lÄ>¼�À?½uÂKÎ_Á7Â\ÂS¼«À Õ7Æ7ÂP¼AÀ Ê0¿�ÃÓ»l¼7ÂP¼�Î0Ä)È7ÂiÃÓÆ%Ç�ÂiÃ�Ä�ÁNÎ\ÃÅÁ%Äj¼7ÂàÖ ¥ Æ7ä\Æ%½�XIZ�q ]_^>` ÙlÚ7Ú7Ú2oI~¾Æ%¿«ãëX[Z�q ]�^=`
2001).

º#»7¼
N-carbamoyl-

Æ%Ðn½�¿%Ê ÆNÎb½ À ÆlÐs½ À Ê7»AÈ\À ÄjÊ%Ç�Æ%ÂP¼lÂ ËÅÄ>ÊlÐ þ�ö��b���Tqf��Z_Xf�b�%q ÆlÄ>¼ ÂiÃÅÆ%Õ%Ç�¼ ÆAÃ
Ã�¼7ÐnÍ7¼lÄ>ÆAÃ�Á7Ä>¼%Â�Á%ÍÌÃÅÊ c0Ú

°
\ ÆAÃöÆ7ÇuäPÆ7Ç4½4¿0¼ÒÍ�i ÖjÍ�i¯n

-
S7ÛjØ�Õ7Á«Ã#Ã�»%¼�Ê0Í«Ã�½4ÐsÁlÐ Äj¼7Æ«Î\ÃÓ½uÊ0¿ÌÎ0Ê0¿AÀ6½ Ã�½4Ê0¿lÂ

Æ%Ä�¼'Á%ÂSÁ%Æ%Ç�Ç È�Æ«Ã�Í�i n�Ê7Ä
e%Ø�Æ7¿AÀ'ÑbÆ%Äj½�¼%Â`ËÅÄjÊ%ÐåÃ�¼%ÐsÍl¼7ÄjÆ«ÃÅÁ%Ä�¼%Â~Ê«Ë/å Ú
°
\ ÃÓÊâc%Ú

°
\ ÖPk
Ç4½ Ñ0½4¼7Äj½�X2ZTq ]�^=`ð�S�e?ð�oéOöÁl¿%ÂS¼%Ä<X2Zéq ]_^@` ð�SfS0Ú2olï%Ê7ÁAÞZÄj½u¼0Ä�Æ0¿NÀ¤�#¿0Ê«Þ�Ç{¼lÂ\Ø-ð�S�S�cIo ¥ Æ0¿%Õ7ÆæX[Zfq ]_^@` ð�S�S�e7Æ2ofd#Á%Ä�ÃÓÊ%¿�X2Z

q ]_^>` ð�S�S�e0ÛjÜ�º�»%½4ÂZÎ_Ê%Ä>Ä>¼lÇ�ÆAÃ�¼%Â�Þ�½ Ã�»èÃ�»0¼�Í�iÝÆ%¿AÀ�Ã�¼7ÐnÍ7¼lÄ>ÆAÃ�Á7Ä>¼�Ê%ÍAÃ�½4ÐsÆ�Æ0¿AÀàÂiÃ�Æ7Õ%½4Ç4½ Ã�½�¼lÂCÊ«ËöÊ«Ã�»7¼lÄ
D- ¥ \ ë�ë¦i�ÂPØ�¼«î\Îb¼%Í«Ã#ËÓÊ7Ä�ÃÅ»lÆ«Ã Ê«Ë9þ ^ Z_���­Xý�@qf����XT��÷ RU-

k�O�Ø6Þ�»0½ Î0»�»%Æ%Â'Õl¼0¼%¿�Äj¼0Í%Ê7Ä�Ã�¼\ÀÒÃÅÊ�Õ0¼
ÂiÃÓÆ%Õ%Ç�¼FÁ0ÍéÃ�ÊnÍTi¾ð0ðfÖbi�Æ0Ä�Ã�Ç�¼AÈ­X2ZRq ]�` 1998).

º#»7¼¸Ä�ÆNÎ_¼7ÐsÆ%Â\¼­Ê«Ë°þ¦öf�b����qf��Z_X��b���T�íÂPÍlÜ°t=| t
-
cTn?ð�½uÂ�ÃÅ»%¼ÏÊ%¿lÇ ÈÏ»\ÈAÀ?Æ0¿«ÃÓÊ%½u¿ÏÄjÆ«Îb¼lÐsÆ%ÂP¼�ÃÅÊ¸Õ0¼

Äj¼0ÍlÊ%Ä}ÃÓ¼«À�½u¿CÆCÕ7Æ«Î\ÃÓ¼7Äj½�Á0ÐêÍlÊ%ÂPÂ\¼7Â\Â\½�¿Aã�×
-
ÂSÍ%¼AÎ_½ ËÅ½ Î�»AÈAÀ Æ7¿«ÃÅÊl½�¿Ì»AÈAÀ�Ä>Ê%Ç È7Â\½{¿AãÒÆAÎ\Ã�½ Ñ0½ ÃDÈCÖPi�½uÇ4ÂµX2Z�q ]�^=`Ù%Ú7Ú?ð\Û-Æl¿AÀ�½ Ã�Â~½4ÂSÊ%Ç4ÆAÃ�½4Ê0¿sÞ�Æ7Â~Â\Á0ÄjÍ7Ä>½uÂ\½�¿Aã�Æ%Â°þ¦öf�W���Tqf�TZ�X��b���T� ÂSÍlÜ�t=| t

-
c�n ð
Þ`Æ%Âè¿7Ê«Ã�ä\¿%Ê\ÞZ¿áÃÉÊ

Í%Ê%Â\ÂS¼%Â\Â�Ä�ÆNÎ0¼7ÐsÆ%ÂS¼�Æ«Î\ÃÅ½ Ñ0½ ÃDÈ7Üpt Ãf»%ÆlÂÒÕ%¼7¼7¿�ÂPÁAã7ã?¼%ÂKÃÓ¼AÀ�ÃÓ»%ÆAÃfÊNÃÅ»%¼7ÄöÕ0Æ«Î\ÃÅ¼%Äj½�Æ'Þ
½ ÃÓ»�×
-
Â\Í0¼«Î0½ ËÅ½ Î

»\ÈAÀ?Æ7¿«ÃÓÊ7½4¿�»«ÈAÀ�ÄjÊ0Ç È7Â\½�¿Aã�Æ«ÎPÃ�½ Ñ_½ ÃDÈÒÐsÆ\È�Í7Ê%ÂPÂ\¼%ÂPÂ�»AÈAÀ�Æl¿AÃÓÊ%½{¿ÒÄjÆAÎ_¼%ÐnÆ7Â\¼7Â\Ø#Õ%Á«Ã�Ã�»0¼�»%½ ã?»�Ä>ÆAÃ�¼�Ê«Ë
Â\Í7Ê%¿AÃ�Æ7¿0¼lÊ0Á%Â�ÄjÆ«Îb¼lÐs½4ÂPÆAÃ�½�Êl¿�Ê«Ëá×�ØDï

-5-
ÐsÊ%¿7Ê%Â\Á0Õ%ÂKÃÓ½ ÃÅÁNÃÓ¼NÀ�»\ÈAÀ�Æl¿«ÃÅÊ%½�¿%Â�Öjï%¼7¼àÆ0¿«À a?Æ%¿7ØZð�S�S�S%Û

ÐsÆAÈÌÐsÆlÂPäfÃÓ»%¼ÌÆAÎ\Ã�½ Ñ_½ ÃDÈ;ÊAËEÃ�»7¼ÌÄ>Æ«Î_¼7ÐnÆ7Â\¼lÂnÖbi�½4ÇuÂ­XIZ�q ]�^=` Ù%Ú0Ú?ð«ÛjÜèº�»7¼Ì»\È\À Æ%¿«ÃÓÊ%½�¿;ÄjÆNÎb¼%ÐsÆ7Â\¼ÌÊAË
þ¦ö��b����q���Z_X��P����� ÂSÍ%Ü t@| t

-
c�n ð ÂP»7ÆlÄ�¼%Â�å2cKÞ Æ%Ðs½4¿%Ê Æ«Î_½ ÀíÂP¼�h Á7¼7¿«Îb¼ ½ À�¼%¿AÃÓ½ Ã9È Þ`½ Ã�»
ÃÅ»%¼

ÄjÆAÎ_¼lÐsÆ%ÂP¼sÊ«Ë[�g÷uX���û����£����q�÷`Â\Í7Ü ¥ ò cTn ðfÖ%~ÏÆAÃ�ÆlÕl¼­X[ZKq ]�^=` 1992b).

1.6.
�`¬ � ¬ ��������´`±�´)��´���° �wv�³�����°�°��}´�® ´�¶

N-carbamoyl-
��² ��®�´ ��µ���¯

��² ��¯�´ ¬/� ¯���´`±���°���°Ï��®yx{zw|w}�~���¹

º#»7¼�»l¼«ÃÓ¼7Ä>Ê7Ç4Ê«ã�Ê%Á7ÂF¼Aî_ÍlÄ�¼%ÂPÂ\½4Ê7¿;ÊAË�×
- ¥ \ ë#ë�iÏ½u¿ � ^ �R� ] �7»7Æ%ÂnÕ7¼l¼0¿;½4¿«Ñ_¼7ÂKÃ�½ ã6ÆAÃÓ¼«À�¼NîPÃÓ¼7¿%Â\½ Ñ_¼lÇ È7Ø

Æ%¿AÀ�¼0Æ%ÄjÇ�½4¼7Ä6ÂiÃ�ÁAÀ ½u¼7Â
ÂS»%Ê\Þ�¼AÀFÃÅ»%ÆAÃ%ÃÓ»7¼%ÂS¼F¼0¿�QPÈ%Ð~¼%Â�Þ�¼0Äj¼sÍlÄ>Ê7¿7¼fÃ�ÊfÃ�»0¼éËÅÊ%ÄjÐsÆ«ÃÓ½4Êl¿sÊ«Ë�½u¿%ÂPÊ%Ç4Á7Õ7Çu¼7Ø
½4¿lÆAÎ\Ã�½ Ñ_¼ÏÍ%ÄjÊAÃÓ¼7½�¿­Æ«ã0ã6Ä>¼\ã?ÆNÃÉ¼lÂ�Öbd#Á%ÂSÊ%¿îX2Z)q ]�^=` ðKS�S�c2o)��Ä>½ ËÅÆl¿AÃ�½�¿7½�X2Z)q ]�^=` ð�STS�eIo \ »0Æ%ÊàX[Z�q ]�^=`ð�S�S�S0ÆlØ�Ù7Ú%Ú%Ú0Æ2o²i�½uÇ4ÂæXIZCq ] ð�S�S�S2o ò Æ7Ä>¼7¼%¿�X[Z�q ]�^=` Ù%Ú0Ú?ðAÕ%ÛjÜ ò ½u¿«Î_¼%Ø�Æ�¿7Á0ÐsÕl¼%Ä�ÊNËöÆ%Í7Í7ÄjÊ%ÆAÎ_»7¼lÂ»%Æ«Ñ_¼nÕ7¼0¼l¿sÁ%ÂP¼AÀnÃ�Ê
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½4ÐsÍlÄjÊAÑ_¼�Ã�»%¼�»7¼«ÃÓ¼%ÄjÊ7Ç�Ê«ã�Ê%ÁlÂ�¼«î_Í%Ä�¼%Â\ÂP½4Ê%¿�ÊAË�ÃÅ»%¼lÂP¼�¼7¿KQPÈ7Ðn¼%Â�ÂSÊ�Ã�»%ÆNÃ�Ã�»7¼AÈ�Æ7Äj¼àÂSÊ%ÇuÁ0Õ%Ç4¼àÆ7¿AÀ
Æ«ÎPÃ�½ Ñ_¼lØ�ÆlÂCÇ4½uÂiÃÅ¼«À�½4¿èº#Æ0Õ%Çu¼�ð«Ü@c%ØbÞ�»7½ Îb»'ÂP»7Ê«ÞZÂ`ÃÓ»7Æ«Ã�ÃÓ»7¼�Æ7Õ7½uÇ�½ ÃoÈ~Ã�Ê�ÆAÎ_»7½4¼AÑ_¼sÃ�»0½uÂè½4Â�À?¼%Í0¼%¿AÀ?Æ0¿«Ã
Ê%¿sÆn¿%Á%ÐsÕ7¼%Ä?ÊNË7ËÅÆ«ÎPÃ�Ê%ÄjÂSÜ

t ÃÏ»lÆ%ÂßÕ%¼%¼0¿êËÉÊlÁ0¿«À ÃÓ»%Æ«Ã�ÃÓ»%¼ Æ«ÎPÎ_Ê7ÐnÍ%Ç4½4ÂS»lÐs¼%¿«ÃÏÊ«ËÏ»l¼«ÃÓ¼7Ä>Ê7ÇuÊAã�ÊlÁ%Â ¼Aî0Í%Ä>¼%Â\ÂP½�Ê7¿
ÎbÆl¿ Õ0¼
À?¼7Í%¼0¿«À?Æ0¿NÃ`Ê7¿�Ã�»7¼à¼«î_Í%Äj¼7Â\ÂP½�Êl¿�Ñ_¼AÎ\Ã�Ê0ÄéÆ0¿AÀ�Ã�»7¼�»7Ê%ÂiÃ�ÂKÃ�ÄjÆ0½4¿�Ê«Ë � ^ �u� ] ��Á7Â\¼\À­Ö \ »7Æ0Ê X[Z�q ]�^=`ð�S�S�S0ÆIo ò Æ%Ä>¼%¼0¿ X2Z�q ]�^=` Ù%Ú7Ú?ð\ÕlÛjÜ�aEÊ%Ä�¼Aî0Æ%ÐsÍ7Ç4¼%Ø¡� ^ �R� ] �Td#ï%Ù?ðFÖj×ôè9ä%Û?ÞZÆ%Â~ÁlÂP¼AÀ�ÂPÁNÎ\Îb¼%ÂPÂiËÓÁ7Ç4Ç È
Æ%ÂnÆ;»7Ê%ÂKÃ#ÂKÃ�ÄjÆ%½{¿ZËÉÊlÄbÃÅ»%¼�¼«î_Í%Äj¼7Â\ÂP½�Ê%¿;Ê«Ë-×

- ¥ \ ë�ë�iÏÁ%ÂP½u¿Aã�ÆC¿0Á%ÐsÕ7¼%Ä�ÊAË6À ½ Ë9ËÅ¼%Äj¼7¿«Ã#¼Aî_Í7Ä>¼lÂPÂ\½4Ê0¿
Ñ0¼AÎ\Ã�Ê7ÄjÂ�Öbd�Á%Â\Ê0¿ X2ZIq ]�^=` ð�S�S�c2o \ »%Æ0ÊwX[ZIq ]�^=` Ù7Ú7ÚlÚ0Æ%Ø9Õ7ÛjØ�ÕlÁAÃ ò Æ%Ä�¼%¼7¿¤X2ZIq ]�^ ÖjÙ0ÚlÚ�ðAÕlÛ�ËÅÆ%½4Çu¼\À�ÃÓÊ
Ê%Õ«ÃÅÆl½�¿nÆ0¿«È~¼NîbÍ%Äj¼7Â\ÂS½uÊ7¿sÊ«Ë�×

- ¥ \ ë�ë¦i�Á%ÂP½4¿«ãnÃÓ»l½�Â�ÂKÃÓÄjÆ%½4¿%Ü

k�¿%¼'ÊNË�Ã�»7¼CÐsÊ%ÂKÃ�½�ÐnÍ7ÊlÄ}ÃÅÆl¿«Ã?ËÓÆAÎ\Ã�Ê7ÄjÂ
Ã�»0Ê%Á«ã�»%Ø?½4Â
Ã�»7¼�ÃÅ¼lÐsÍ7¼%Ä�ÆNÃÓÁ%Ä>¼'Æ«Ã?ÞZ»l½ Î_»áÃÓ»%¼�Äj¼«ÎbÊ%ÐsÕl½{¿%Æ7¿«Ã
� ^ �R� ] �_½4Â�ã6Ä>Ê\ÞZ¿�Æ«ËDÃ�¼%Ä-¼Aî0Í%Ä>¼%Â\ÂP½�Ê7¿�ÊNË�ÃÓ»%¼sã�¼l¿0¼%Âè»7Æ%ÂÌÕ%¼7¼0¿'½�¿«À Á«Îb¼«À6Ü�ï7Ê«ÞZ¼7Ä?ÃÓ¼%ÐsÍ%¼7Ä>Æ«ÃÓÁ%Ä>¼%Â
»%Æ«Ñ_¼ÏÕ%¼7¼7¿�ËÓÊ7Ál¿AÀ­ÃÓÊ�ã ½ Ñ0¼�Î0Ê0¿lÂ\½�ÂiÃÓ¼7¿«Ã�Ç ÈÏÕ7¼«Ã)ÃÅ¼lÄáÄ�¼%ÂSÁ%Ç ÃÅÂ�ËÓÊ7Ä Ã�»0¼­¼«î0Í0Äj¼lÂPÂ\½{Ê%¿­Ê«Ëè×

- ¥ \ ë�ë¦iÖbd#Á%ÂPÊ%¿§X2ZTq ]_^@` ð�S�S�cIoT��Äj½ ËÅÆ%¿NÃÅ½u¿%½�XIZTq ]�^=` ðKSTSfe7Ø \ »7Æ%Ê§X2ZTq ]�^=` ÙlÚ0Ú7ÚlÆ7Ø9Õ[o ò Æ%Ä�¼%¼7¿§XIZ�q ]�^@` ÙlÚ7Ú�ðNÕ0ÛjÜ
t Ã`»%ÆlÂ�Æ%ÇuÂSÊ�Õ7¼7¼%¿�ËÉÊlÁ%¿\À�ÃÓ»7ÆNÃ`ÂPÊ7ÇuÁ7Õ7½uÇ�½ ÃDÈàÆ7¿AÀÏÆAÎPÃ�½ Ñ0½ ÃoÈ�ÊAË�ÃÓ»l¼à»%¼AÃÓ¼7Ä>Ê%Ç�Ê«ã?Ê7Á%ÂPÇ È�¼Aî_Í%Ä>¼%ÂPÂ\¼\ÀÏ×

-

¥ \ ë#ë�i Î0Æ7¿êÕ7¼ê½uÐsÍ%Ä�Ê«Ñ0¼AÀ
Þ�»0¼%¿ÝÎ0Ê
-
¼Aî0Í%Ä�¼lÂSÂ\½4Ê7¿·Þ�½ Ã�» �`ÄjÊfè�ïº¼×è ò Î_»lÆ7Í7¼%ÄjÊ0¿0¼ Í%Ä>Ê«ÃÓ¼%½�¿%Â

Ö \ »%Æ7ÊµX[Z�q ]�^=` Ù7Ú%Ú0Ú%Õ[o ò ÆlÄ>¼7¼7¿µXIZRq ]_^>` 2001b).
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1.7.
� ��°������Nµ ¬�� ��´�³�´�°���±

º#»7¼�ã ¼7¿%¼è¼l¿AÎ_ÊAÀ?½4¿\ã�Æ%¿
N-carbamoyl-

Æ7Ðn½�¿%Ê~Æ\Î0½ À�Æ%Ðs½ À Ê%»\ÈAÀ?Ä�Ê%Ç�Æ%Â\¼è»7Æ7ÂZÕl¼7¼7¿~½uÂPÊ7Ç�ÆNÃÅ¼«À~ËÅÄjÊ%Ð
Æ~ã?¼7¿7ÊlÐn½ ÎÒ× ¥ ë·Ç�½4Õ%Ä�Æ%Ä�ÈÒÊAË�þ¦ö��b����q���Z_X��b���T� Z �T�µX �=q����_XT��÷

RU-
ë¦è#Ú6ð«Ü i�ÈAÀ?Æ7¿AÃ�Ê7½u¿Ò»AÈ\À?Ä>Ê7Ç È0ÂP½uÂ

ã?¼7¿%¼7Â�ÆlÄ>¼¾Æ7Â\Â\Ê«Î_½4ÆAÃÓ¼AÀå½4¿àã6¼0¿%¼�Î0Ç{Á%ÂiÃÓ¼%ÄjÂ�Ê7¿�Ã�»%¼�ã�¼%¿7Ê%Ðs¼%Â�ÊNËCÕ%Æ«Î\ÃÓ¼%Äj½{ÆlÜ º�»%¼lÄ�¼«ËÅÊ%Äj¼àÃ�»0¼
½4ÂPÊlÇ�ÆAÃ�½4Ê%¿êÊ«Ë�Æ Ç4ÆlÄ)ã ¼ê¼%¿7Ê%Á\ã?» × ¥ ëâËÓÄjÆAã?Ðs¼%¿AÃ�Ø;¼7¿NÎ_ÊAÀ ½4¿«ã ÃÓ»7¼

N-carbamoyl-
Æ7Ðn½�¿%ÊêÆ«Î_½ À

Æ%Ðs½ À Ê7»«È\À Ä�Ê%ÇuÆ%ÂS¼%Ø�ËÓÄjÊ7Ð
ã?¼7¿%Ê7Ðn½ Î�× ¥ ëêÇu½�Õ7ÄjÆ7Ä}È�ÊAË
þ ^ Z ���µXï�@q��R��X���÷ RU-
ë¦è�Ú6ð'Á%Â\½{¿«ã¸Æ�× ¥ ëÍ%Ä�ÊlÕ0¼¾Â\»%Ê0Á%Ç À ¼0¿lÆ0Õ%Ç4¼�Ã�»%¼Ï½4ÂSÊ%Ç4ÆAÃ�½4Ê0¿¾Ê«ËZã ¼%¿%¼7Â�¼%¿«Î_ÊAÀ ½u¿\ãåÊ«Ã�»0¼%ÄsÍ%Ä>Ê«ÃÓ¼0½4¿lÂ�½{¿«Ñ_ÊlÇ Ñ_¼AÀç½�¿�ÃÅ»%¼

»\ÈAÀ?ÄjÊ7Ç È7ÂS½uÂ�ÊAË
»AÈ\À Æl¿AÃÓÊ7½�¿lÂPØ�Â\ÁAÎ_»�Æ7ÂsÃÓ»7¼�»\ÈAÀ�Æ%¿«ÃÓÊ%½�¿%Æ%ÂS¼%Ø?ÃÓ»7¼�»\ÈAÀ Æ%¿«ÃÓÊ7½�¿�Ä�Æ«Î_¼lÐsÆ%ÂS¼�Æ7¿AÀ�Ã�»0¼
»\ÈAÀ?Æ7¿«ÃÓÊ7½4¿FÍ0¼%Ä>Ðn¼7Æ%ÂP¼%Ü

þ ^ Z ���µX �=q����_X���÷àO�� -
k°O »0Æ%ÂÏ¿7Ê«Ñ0¼0Ç

N-carbamoyl-
Æ7Ðn½u¿0ÊæÆ«Î0½ À
Æ7Ðs½ À?Ê0»«ÈAÀ�ÄjÊ0ÇuÆ%ÂS¼æÆ«Î\ÃÓ½ Ñ0½ ÃDÈ%Ø

ÞZ»l½ Îb»·ÐsÆ\È Õ%¼ ÆNÎ\ÎbÊ7Á0¿NÃÅ¼«À Õ«ÈÏËÅÊ%ÄFÃ�»%¼æÍ7Ä>¼lÂS¼%¿AÎ_¼æÊ«Ë~Ã)Þ`Ê¸À ½ ËDËÓ¼%Ä>¼l¿«Ã~ã ¼l¿7¼7ÂÏ¼7¿AÎ_ÊNÀ ½�¿Aã ¥ -

carbamoyl-
Æ%Ðs½4¿%Ê'ÆAÎ_½ ÀàÆ%Ðs½ À?Ê0»«ÈAÀ�Ä>Ê7ÇuÆ%ÂS¼%ÂPØ

ncaR1
Æ0¿«À

ncaR2
Ü i�¼NÃÓ¼7ÄjÊ%Ç{ÊNã�Ê7ÁlÂ~¼Aî_Í7Äj¼lÂPÂP½4Ê0¿

Ê«Ë
ncaR1

Æ%¿\À ���uq��w�æÞ�½ ÃÓ» c«î�iö½uÂ­Ã�Æ«ã6Â ½�¿ � ^ �R� ] �fÞZ½4Ç4ÇfËÓÆAÎ0½uÇ4½ ÃÓÆ«ÃÓ¼ÝÃ�»7¼
Í%Ä�ÊNÀ ÁAÎ\Ã�½�Ê%¿
Æ%¿\À
Í%Á7Äj½ ËÅ½ Î0Æ«ÃÓ½4Ê%¿ ÊAË ¥ Î0Æ�O�ð Æ%¿«À ¥ Î_Æ�O�Ù7Ø Ã�Ê Î0»7Æ%ÄjÆAÎ\ÃÅ¼%Äj½4ÂS¼ ¼lÆ«Îb» ¼0¿�Q\È0Ðn¼ ÂP¼%Í0Æ%ÄjÆAÃÓ¼lÇ È7Ü
aEÁ7Ä�Ã�»0¼%ÄjÐsÊ%Ä>¼%Ø�Í0Ê%Ç ÈAÎ_Ç�Ê7¿%Æ%Ç_Æ0¿«Ã�½�Õ%Ê«À�½u¼%ÂÌÄ>Æ%½uÂP¼AÀàÆ«ã?Æ7½4¿%ÂKÃ�¼7Æ«Î0»�Ê«Ë�ÃÓ»%¼lÂS¼�¼0¿�Q\È%Ð~¼7Â�Î_Æ7¿'Õ7¼'Á7ÂP¼AÀ
Ã�Êrh?Á0Æ%¿«ÃÓ½ Ë9È
ÃÓ»%¼s¼Nî_Í7Ä>¼%Â\ÂS½uÊ%¿sÊAË ¼7Æ«Î0»s¼l¿RQ\È0Ðn¼n½�¿sÍlÄ�Ê«Ã�¼7½�¿n¼Nî\ÃÅÄ>ÆNÎPÃ ÊAË�þ ^ Z_�f�µX �=q����_XT��÷ RU-OR.

1.8.
� ��°������Nµ ¬�� ñ��j��µ����}����°

1.
º�ÊÔ½4ÂSÊlÇ�ÆAÃ�¼�ã�¼%¿%¼7Â�Äj¼7ÂPÍ%Ê7¿7Â\½4Õ7Ç�¼àËÓÊ7Äè»\ÈAÀ?Æ7¿«ÃÓÊ7½4¿�»AÈAÀ Ä>Ê%Ç È_Â\½4Â�½{¿«þ ^ Z����­Xï�=q��u��X���÷ RU-ë¦è�Ú ðNÜ

2.
º�Ên¼Aî_Í7Ä>¼lÂPÂ��f��q�����Æ%¿«À����Rq���� ` Ã�»0¼
ã ¼%¿7¼7Â�¼0¿NÎbÊ«À ½4¿AãsÃ9Þ`Ê�À6½ Ë)ËÉ¼lÄj¼0¿«Ã�× - ¥ \ ë#ë�i�Â`½4¿rþ ^
Z �T�áX �@q��R��X���÷

RU-
k�O�Ø0½�¿ � ^ �R� ] � ^

3.
º�Ê Í7Á%Ä>½ Ë9È cAî�i�½uÂ�ÃÓÆAã7ã ¼AÀ ¥ Î0ÆTO`ð�Æ7¿«À ¥ Î0ÆTO�ÙÔËÅÊlÄèÃ�»0¼ Í7Ä>ÊNÀ�Á«ÎPÃ�½4Ê%¿ Ê«Ë�Í%Ê%Ç ÈAÎ_Ç�Ê%¿7Æ%Ç
antibodies.
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strains.

2.1 Introduction

2.1.1. » �#��~Vxiy5}L�|���½¼�¾Xz|�Xzi�Yz#�|¿X�½�À}4��¾8z_�iÁfÂ#ÃÄz]�Å}4�iÆ_�_~jÆPzi�s}4���iÂP�|x#�½y5�_}4���iÂ]��{5��~VÂi�_}V�_Ç

´�È³MsQ]�P�PoCMXQa`]lP^XK�l]Q[k]^'�X^i^]WstXKf^;c%ZUMXo�SUlX^sTRKfMXOjQ[SnT�MXWsM[Z
laeac&QPWaSnMPT�Wsl[eNc#onMPO eXKfTRWa\+^XWadNePgh^XKNq
´�lX^�Z�Tjo�K�SÅTjKsSUlX^É�­���ÊQPgY�POVT Z�T `]QaSnTVMXW�Z�o�MPgËSnlX^Ì\&^iW]MPgYT `1�����ÍtPKpTVWa\Î�Xo�TVgY^Po�K��PQXKf^acÎM]W
�PtX�POVTjKplX^ac
Kf^[�&tP^PWa`b^PK%Ï�Ð�TRO gYK'¤_ À¦PÑV�4ÒY®[ÓPÓ]Ó|ÔÀ��liQ]M�¤| �¦PÑV�4Òh®[ÓPÓXÓXQ_Ô�Õ�KNt�¤# ¯¦PÑR�4Òm®NÓXÓiÓ�QPWNc
��QPo�^X^PWº¤_ �¦PÑV�LÒ ¸ ¬X¬#®[QPÖ*QXW[cºSnl]^�Kf^;`.MPWNc×�X^PT�W[\ºSUli^ºKv`]oC^X^XWiT�W[\ØM;Z�\#^PWPMXgYT `E�����ÙOVTV�ionQPo�T�^iK
Ï�Ð�QaSnQP�P^'¤_ �¦PÑV�4Ò³®[ÓXÓ ¸ Q#Ô�Ú8tiÛfMXlXQPo�Q%¤_ �¦PÑj�¹Ò*®[Ó]Ói·#Ô�ÜiQX�¯MPTjW[S�^s¤_ �¦PÑj�¹Ò�®NÓPÓ[µ�Ô&��lX^]W'QXW[c'´ÀKpQiTV�
®[ÓXÓP¶#ÔÝ��tXKNMXW°¤_ i¦PÑV�LÒ�®aÓ]Ói¶#ÔÝÞ­TRgß¤# Ý¦PÑR�4Ò¯®aÓXÓià]�_Ôi��QPWX�]Qh¤_ P¦iÑV�4ÒÀ®[ÓXÓXáXQP�âJ¹ÛN^iW]QPÛfQ°¤_ i¦PÑV�LÒ¯®;Ó]ÓXáPQ_Ô
r�o�T ZUQXW[SnTVWPTN¤# a¦iÑR�4Ò&®NÓiÓ]á_Ôa�­QXo�Û�¤# a¦PÑV�4Ò ¸ ¬X¬P¬YQPWac�Õ¡QPo�SnOR^ae ¸ ¬P¬#®[Ö�q

�ÉWXtigY�P^Xo¯M;Z&S�^;`]lXWPT �&t]^iKhlXQak]^Å�X^X^XWmc_^[kb^POVM]�]^;cÅZUMXo�Kv`]o�^]^PWXTRW;\�\_^XWXMPgYT `ã���&�ÉOVTR�io�Q]o�TV^iK�Z�MPo
SnlX^mTRKNMiORQaSnTRMPWmMaZ�l[eac&QXW[S�MiTRWmlNeac#oCMPO e]KNTRWa\�^iWNdNeXgh^XKN�XTRW[`bOjtac#TVWa\Y\#o�M[È�SUl
È*T Snlmlaeac#QXWaSUMXTjWPK*QXWac N-

`]QXoC�iQXgmMNeXOVQXgYTVWPM°Qa`]T c|KäQXKÄKNMXOV^°WPT SnoCMa\_^PWåKfMit]o�`.^PKÄÏ�Ð×Q;SnQP�X^h¤_ ½¦iÑV�4Ò�®[ÓXÓ ¸ Q_ÔiÚ8tPÛNM]lPQPoCQ°¤_ p¦XÑV�4Ò
®[ÓXÓP·#ÔÝÞ­TVgæ¤# Ý¦PÑj�¹Ò¯®[ÓXÓPà]�|Ô½��QPWX�PQ�¤_ Ý¦XÑV�4Ò�®NÓPÓXáXQçQiWNcèJ4Ûf^XWPQPÛfQå¤_ i¦PÑj�LÒ¯®aÓXÓPá]QiÖ���Kv`]on^i^XWXTVW[\çÈ³T SUl
���&�é�Po�MP�X^PK�Ïn��lX^PW%QXWacs´�KpQPTj�
®aÓXÓX¶_Ô#r�o�T Z�QPW;S�TjWPT#¤# #¦iÑV�4Ò*®aÓPÓXásQ]W[c+�¯QionÛÅ¤_ #¦PÑV�4Ò ¸ ¬i¬]¬PÖ�Q]W[c
c_^[S�^;`fSUTjM]WçM[Z��iÕ�`]l]QPWa\#^äc#tX^ÄS�M��PoCMac_ta`NSnT�MPW�M[Z N-̀]Qion�XQXgmMaeXOVQXgmTjW]MÅQ;`.T c_KYQXWacsQigYTVW]M�Qa`bT c|K
Ï���QPo�Û8¤| P¦PÑj�LÒ ¸ ¬X¬X¬XÖ�qãJ4WçKNMXgY^*`bQXKN^XK�Snl]^ç^iW[SnT�o�^çKN^;SÀM;ZÀOjTV�PoCQPo�eä`bORMXWP^PK�ÈÄ^ioC^�K�`boC^]^iWX^ac�Z�Mio N-

`]QXoC�iQXgmMNeXO \#O ea`bTVW]^P�[\&O eN`bTjWX^hMPo_QPgYg8MXWPT�tigê�PonMac#t[`NSUTVMXWYTjWYoC^XK�SnTVWN\m`b^iOROVK*MXo|KNM]WiT `.Q[Sn^Nc8`.^iOVO -ZUoC^P^
^[ëfSno�Qa`NSnK�ÏCÜPQX�¯MiTRWaSn^ä¤# a¦XÑR�4Ò�®;ÓXÓaµ¯ÔN��tPKNMXWä¤# f¦iÑV�4Ò�®aÓPÓX¶#Ô[Õ�QXo�SnOR^[eX� ¸ ¬X¬_®NÖ�q



��liQX�aSn^Xo ¸

34

Õ­eac|Q]W[SnM]TjWYlaeac&oCMPO eXKfTRW;\ã^XWadfeXgY^iK³QioC^YMaZLSn^XW�`bORMPKf^PO emORTjWXÛf^acÅMXW�S�li^
\&^PWPMXgY^P�PQ]W[c�T S�lPQPK³�P^P^]W
found S�liQ[S�MXW[`.^ìSnl]^ OVM;`bQ[SnT�MXWíM;ZæMPWP^ílNeNc#QPWaSnMPT�W l[eac&o�MPO eXKfTRWa\ ^XWadfeXgY^ lPQiKî�P^]^PW
^PKvSnQ]�iOVTVKpli^ac#��M[S�lP^]o�KèlPQ[kb^%�X^X^XW%OjMa`bQaSn^Ncï�ae�^[ëbQPgYTVWiQaSUTVM]W'MaZ�M]�P^PW%oC^]Q[c|T�Wa\%ZUo�QXgY^iKðTjWðSnl]^
k]T `]TjWPT SLeðÏñÐ×Q;SnQP�P^ã¤# b¦PÑV�LÒ�®[Ó]Ó ¸ QP�L�#ÔaÐ�TV^XKN^Å¤# .¦iÑV�¹Ò ¸ ¬]¬_®aQ_Ôbr�o�T Z�QPW[SUTRWiT�¤| .¦XÑV�4Ò�®aÓXÓiáèQPWac�Õ�TVOVKå¤_ 
al.,

¸ ¬]¬_®[Ö�qÉJLW�S�li^�`]QPKf^uMaZ¯�¡��  ¢]£ä¤X¥L¦P§f¨j¤X©Xª��¡����Üu�¡®X® ¸ Ó#®çQXWNcè�¡ò]ó�ôXõX¦X§]  ¤XóC¨j¢]£öKf�Xq�JL�ØJ -
¶Pà#®[��SUli^Êl[eac&Q]W;SUMiT�W÷taSnTVOVTjKfTRWN\ø\&^PWX^PKßÈ
^]o�^÷ORM[`]QaSU^acùMPWí®[¶X¬PÛp�÷QPWac ®aÓX¬iÛf�Ê�XOjQPKNgYT c_K
o�^XKf�i^a`NSnT k.^PO eYÏ�Õ�TVOVK
¤_ a¦XÑR�4Ò ¸ ¬P¬&®;Ö�q

��^[k]^PoCQPOp\#^PW]^iK°^]W;`]MNc_TVWa\ N-carbamoyl- QigYTVWXM�Q[`bT c%QPgYT c#M]l[eNc_oCMXOVQPKp^PKålPQ[kb^��P^]^iW�TRKfMiO�Q[Sn^Nc
ZUoCMPgÙSnlP^�\|^]W]MigYT `�OjTV�XoCQioCTR^PKãM[Z���òió�ôXõX¦P§] j¤PóC¨V¢]£øKN�]^;`bTR^PKf��tiKNT�W[\+���­�Î�ioCMP�]^iKãÏ�r�o�T Z�QPW;S�TVWPT#¤# 
al., ®NÓiÓXá#Ôb�­tPKfMXW�¤_ .¦PÑV�¹Ò�®[ÓXÓPú_Ô.��QXWX�XQ�¤_ â¦iÑV�4Ò¡®[Ó]ÓiáXQXÖ�q�Õ�MaÈ³^;k]^]o���W]MãlNeac#QPW[S�MPTVWXQPKp^iKçlPQ[k.^
�P^X^PWsTRKfMPOjQaSU^acsZUo�MXg Agrobacterium TVWçS�lPTVKÅghQXWPWX^Xo�qE´�li^sM]WPO e%lNeac#QXWaSnMPTVWXQPKp^iKYS�lPQ;S
l]Q[kb^
�P^X^PW°TRKfMiOVQaSU^achZ�o�MPgØSnlXTjK�\_^]WPtXK¡È*^XoC^�c#TVK�`bM[k]^XoC^NcãtP�XK�Snon^PQPgæM;Z­���&���¡Õu\_^PW]^PK³ÏCr
o�T ZUQ]W[SnTVWPTÝ¤_ 
al., ®[ÓPÓ]á|Ô
Õ�TROjK×¤_ �¦iÑR�4Ò ¸ ¬]¬_®[ÖCqí´�l]^�c|T ZLZ�T `btPO SnT�^iK×^[ë.�P^Xo�TR^iWa`b^NcêÈ�T S�l�SnlP^1TVKpMPORQ[SnTVM]WêM[ZhSUlP^
lNeac_QXW[SUMXTVWPQXKf^�\&^PWX^�ZUoCMXgû�¡òXó�ôPõX¦P§b  ¤Pó�¨�¢P£ìKf�X^[`]TR^PK�l]QPK��]^i^]WsQPKv`bo�TR�P^NcsSnM�S�lP^'oC^;`bQXO `]T S�oCQXW[S
WPQ[S�tion^ÅM[Z�lP^[SU^ionMPORM[\#MXtiK°^[ëb�ioC^XKNKfTRMiWÅMaZ&SnlP^Å^XWadfePgh^PKYTVW�ü­�#§fôPÑj¨.Ï�r�o�T ZUQXWaSUTVWiT]¤_ X¦iÑV�LÒ�®[ÓPÓ]á�QXWac
��liQXM8¤_ N¦PÑV�LÒ ¸ ¬]¬]¬i�XÖCq

2.1.2. ý�z_�izX�1z_�_¿P�i�¯}L��¾ N-carbamoyl-x#Ã�}¹���
x&¿i}j�éx|Ã�} �À���PÂi�¯{2��~Rxi�]zX�ûþi�PzP�ø}L�
y5��}R�
study.

����  ¢X£8¤X¥4¦P§p¨j¤X©Xª RU-��«­¬_®'È�QPKïTjKpMPO�Q;SU^ac
Z�o�M]g KNMPTRO�Q]W[cêÈ�QXK�KpliMNÈ*WESUM1�]MiKNKp^PKfK%\_M]M[c
lNeac_QXW[SUMXTVWålNeac_oCMPO e]KfTjWN\èQa`NSnT kbT S¹ePqÅ��`]on^P^XWPTRWa\ðM[Z�Q³\_^]WiMXgmT `ç������OVTR�PoCQXo�e�tXKNTVWa\è�XlX^XWPMPOPo�^[c°S�M
c_^[S�^;`fS�SnlX^�TjWa`bo�^]QiKp^åTVW��PÕï�io�MNc&t;`]^Ncÿ�aeä`bMPW[kb^XoCKNTjM]WåM;Z N-̀bQXo��]QigYMNeXORQXgmTRWPM°Qa`bT c_K�S�MåQigYTRWXM
Q[`bT c_K oC^XKNtPO Sn^acùTRWûSUlP^ÊTjKfMPORQaSnTVMXWìM[Z%S�li^ÊoC^;`.MPgY�PTjW]Q]W;Sï�XOVQPKfgmT c �Xr�Õ�µ_úìÏ � T \_t]o�^ ¸ qU®aÖ��
`]MXW;S�QiTVWXTjWN\ S�li^ \_^]Wi^ß^XW[`.M;c&TVW[\ Q�� - ��������Õ Ï�Õ¡Qio�on^PoCQX�°tPW]�PtX�XOjTVKflX^[c on^iKNtXO SnKpÖ�q �¯QPo�SnT�QPO
KN^a�_tX^XW;`bTRWN\1MaZh�Xr
Õ�µ&ú�oC^[k.^PQiO�^ac�SUlXQ[S�SUlP^ïú���^XWac MaZ�SnlX^ïlaeac#QXWaSnM]TjWXQXKN^%\#^XWP^�È*QPKºQXORKNM
TVW;`bORtac_^ac�MXWåS�liTVK��POVQPKpgYT cEÏ�tiW]�PtP�XORTjKflX^acÌon^PKftPO SnKfÖ­È�lPT `blÿKNta\P\&^PK�SU^acÿSnlXQ[S¯Snl]^èlNeac#QXWaSnMPTVWXQPKp^
QPWac+� -NCAA Õ M[Z¯����  ¢P£m¤P¥L¦P§N¨�¤i©Pª RU-��«­¬#®8È�^XoC^uQPono�QXW[\#^NcEgYt[`]luOjTRÛN^çSUlPMPKp^çc#^XK�`]oCTV�X^ac
�Pon^;k]TRMXtiKfO eEÏ�r*oCT Z�QiWaSnTVWPT¯¤# ¯¦iÑV�LÒm®[ÓXÓXá�QXW[cÉÕ�TVOVKs¤_ �¦PÑR�4Ò ¸ ¬]¬_®[ÖCqæ´�lP^+�iORQXKNgYT cÉ�Xr
Õ­µ_úP�­���*Ú
Ï � T \#tPoC^ ¸ q ¸ Ö�`.QPoCoCTV^iKçS�lX^ðc|T kb^Xo�\_^XW[SÄ�PonMigYM[Sn^Xo�Z�o�MPgî�ir*Õ&µ#úãZ�OVQPWPÛf^ac �aeÌú��¯o�^a\_TRMPWPKuM[Z¡S�lP^
lNeac_QXW[SUMXTVWPQXKf^ÅQ]W[c N-carbamoyl- QPgYTjW]M�Q;`bT c%QXgmT c_MPlNeac#oCMPOVQXKN^Y\&^iW]^PKp�]È�liT `blYÈ*QPK°TRWPKN^]o�Sn^Nc
TVW;S�MY�ir�«�Ú -́ÿ«�QPK emÏ��]T È³Q
	¹TR�Pt]WP�Pt]�POjTRKflX^[cÅoC^PKftXO S�KNÖ�q
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� }¹¾�þ|{Gz
�#Ç��PÇ �ïc#TVQ[\#oCQ]g M;Z¯SnlP^å\_^XWPMPgYT `u����� TVWXKN^io4S�MaZ��Xr
Õ�µ_úi��KNl]M[È*TRWa\ðSnl]^è�XMXKNT SUTRMPWèM[Z
SnlX^Y\|^]WP^Å^XWa`]Mac_TVWa\%QPWÅ���&���¡Õ QPW[cÅSUlX^�ú��]on^;\&TVMiW�M;Z�SnlP^8\#^]Wi^�^PW[`.Mac|T�W[\'QÅÕ­eac#QXWaSnMPTVW]QPKf^
QPWacéSUlP^êc_T k.^io�\#^XW[S'�PoCMXgYM[Sn^Xo�q���^XWPKp^éÏ��.ÖuQ]W[c÷QXW[SnTVKf^XWiKp^éÏ��âÖÿ�]o�TVgY^PoCKêtPKp^[céZUMXoÿ�­���
QPgY�iORT ZUT `bQ;SUTjM]W8Q]W;cÅKf^N�_tX^PWa`]TVWN\�QXoC^mTVW[c#T `bQaSU^ac_q

� }¹¾�þ|{Gz��#Ç��|Ç � c#TVQ[\&oCQig MaZäSnlX^Ì\&^PWPMXgYT `
�����ÍTjWPKp^Po�S�M;Zç�Xr
Õ�µ&ú ������Ú `bQXoCo�eXTVWa\ÉSUlP^
c_T kb^Xo�\#^PWaS��Po�MXgmMaSU^XoiS�lPQ[S�OVTj^XK³�X^aSLÈ*^P^]W�SUlX^�\#^PW]^iKÄ^iWa`bMac_TVWN\mS�lP^hlaeac#QXWaSUMPTVWXQPKN^hQ]W[c���������Õ
^PWadNeXgY^PKfq
´�l]^8�]o�TjgY^Po�K*����� � Q]W[cÅ��������QXoC^YKNlXM[È³WPq

���× j¢X£ä¤X¥L¦X§N¨j¤]©Pª RU- �
� È*QPK TVKpMPOjQaSU^acÍZ�o�MXg KfMPTjOuQiWNc �XMXKNKN^PKNKp^PK � - K�S�^ioC^]MPKf^iOR^a`NSnT k.^
hydantoin- laeac#o�MPO eXKpTjWa\ïQ[`NSUT k]T S¹e'Ï���tPo�S�MPWs¤# #¦iÑV�LÒ�®;Ó]ÓPá%QiWNc+Õ�QXo�SnO�^[e'¤| &¦XÑV�LÒU®[Ó]Óiá]Ö�qê�â`bo�^P^]WiT�W[\
SnlX^æ\_^PW]MigYT `öOVTV�XoCQPo4eöM;Zÿ�¡�Ì  ¢X£8¤X¥4¦P§f¨R¤P©Xª RU- �*� \#^]Wi^PKé^]W;`]MNc_TRWa\î^iWNdNePgh^XKÉZUMPoãSUlX^
lNeac_o�MXO eXKpTjKäMaZ¯laeac_Q]W;SUMPTRW³Z�QPTjOV^ac°SUM�TjKfMXORQ;S�^åQÄ\_^PWX^�^PW[`.M[c_TVWN\èQålaeac&QPWaSUMXTVWPQXKf^Xq�Õ�MaÈ*^ak]^XobSLÈ³M
KN^X�PQXoCQ[Sn^ä\_^XWX^PK8^XW[`.M[c_T�W;\ N-carbamoyl- QXgYTVWPMçQ[`bT cèQXgmT c&MXlaeac&o�MPOVQXKf^�Ï�©i§f¦_±Ä²¡QXWac ncaR2 Ö
È³^ioC^
c_TVKv`bM[k]^]o�^achÈ�T Snl
c#TRK�SnTVW[`NSb`]lXoCMigYMPKfMPgYQiOpORMa`]Q[SUTVMXWPKN�bWPt;`.OV^]M;SUT c&^
`]MNc_TVWa\ÅKp^;�&tP^XW[`.^PKN�]QPWNc
�Pon^;c_T `NSU^acÅ�Po�TVgYQXo4emQXgmTjW]MmQ[`]T c�Kf^a�&ti^]W[`]^PK�ÏnÕ�Q]o�SnOR^aeP� ¸ ¬]¬_®[ÖCq

���������
�! #"%$�$ �! #"%$ �! #"%$&�! �'($)�* #"%$�$,+�"(-/.0$ 1  32546$

��768&9��7:8 .
CHAOF1 CHOAR1

��;=<�>#? -�@�4BA ?  >#C -�D >  #E <�F�<�>#<

NCAAH

? D G <�HIF�<�>#C���H -�2J- C�<�H

���������
�! #"%$�$ �! #"%$ �! #"%$&�! �'($)�* #"%$�$,+�"(-/.0$ 1  32546$
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��;=<�>#? -�@�4BA ?  >#C -�D >  #E <�F�<�>#<

NCAAH

? D G <�HIF�<�>#C���H -�2J- C�<�H

���������
�! #"%$�$ �! #"%$ �! #"%$&�! �'($)�* #"%$�$,+�"(-/.0$ 1  32546$

��768&9��7:8 .
CHAOF1 CHOAR1

��;=<�>#? -�@�4BA ?  >#C -�D >  #E <�F�<�>#<

NCAAH

? D G <�HIF�<�>#C���H -�2J- C�<�H

��Qa`hJ

����� ������º�

«�`]Mm��K

L0M NPO0Q�RSO�TPUSV�QXW�YZW!U[O�Q

ZUoCQa\�gh^PWaS_M;Z�Õ�eac_QXW[SnMXTjWPQPKf^
\_^iWX^ � onQ;\|g°^XW;S#M[Z&���&����Õã\#^½WP^
��Qa`hJ

����� ������º�

«�`]Mm��K

L0M NPO0Q�RSO�TPUSV�QXW�YZW!U[O�Q

ZUoCQa\�gh^PWaS_M;Z�Õ�eac_QXW[SnMXTjWPQPKf^
\_^iWX^ � onQ;\|g°^XW;S#M[Z&���&����Õã\#^½WP^
��Qa`hJ

����� ������º�

«�`]Mm��K

L0M NPO0Q�RSO�TPUSV�QXW�YZW!U[O�Q

ZUoCQa\�gh^PWaS_M;Z�Õ�eac_QXW[SnMXTjWPQPKf^
\_^iWX^ � onQ;\|g°^XW;S#M[Z&���&����Õã\#^½WP^



��lXQX�[SU^Po ¸

36

´�lX^��PORQPKfgmT cÿ�Pr�µèÏ � T \&tioC^ ¸ q4·]Öb`bMPWPKfTVK�SUKäM[Z¯Qè®aÛN�å������QPgY�PORT ZUT `bQ;SUTjM]Wå�PoCM[c&t;`fS�c_^Xo�T k.^;cåZ�o�Mig
���*  ¢X£ä¤i¥ ¦i§N¨�¤P©iªu��� - �*�
\|^]WPMPgmT `º��������tXKNTVWa\ï�Xo�TVgY^PoCKè��Õ��\� � ®ãQPW[c×��Õ��\�
�³®[��`]ORMiWX^Nc
TVW;S�M%SUlP^�kb^[`NS�MPoY�ir*«¯Ú -́Ù«­QXK�eØÏ���oCMigY^[\&QiÖ�qö´¯lP^×�­���æZ�o�Q[\_gY^XW[S³`]Qio�oCTR^PKèSUlX^ï�PonMPgYM;S�^Po
o�^N\|TVM]WçQXWacç`.Mac#TjWa\sKp^;�#tX^PWa`]^�M[ZÀ©P§p¦_±*²
Ï�Õ¡Qio�S�OV^aeP� ¸ ¬P¬#®[Ö�qs�Xr�µÅÈ*QPKYKplPM[È³W8SUMÅ�iMXKNKp^PKfK N-

carbamoyl- QPgYTVWPMmQ[`.T c�QigYT c#MPlNeac#onMiOVQXKf^mQ;`NS�T kbT S4eYTRWäü��X§fôPÑj¨ (Hartley,
¸ ¬X¬_®NÖ

� }¹¾�þ|{Gz]�|Ç�^_Ç �¡WÅTVOjOVtPKvSnoCQNSnTVMPWÅM[Z��Pr�µ'KNlXMaÈ*TVW[\�S�lP^'®mÛN�������×QXgm�XOVT ZUT `]Q[SUTRMiWÅ�]o�M[c&t[`fS#ZUo�MXg
���
  ¢]£ä¤X¥L¦P§f¨V¤P©Xª RU- ���E\_^PW]MigYT `ÿ�����¡qÿ�ê�iQXo�SnTVQXO.o�^PKvSnoCT `fSnTVM]W�^XWadNePgh^ðgmQX�iKåTRK*\_T k.^iWXqÿ�EZ�tPOVO
o�^XK�Sno�T `NSnTRMPW
^XW[dfeXgY^ÉgYQi�
TjK+QakbQXTjORQX�POV^ÉTRWÌ���P�X^PWac#T ë ¸ `]q ��^iWPKf^ÉÏ��.Ö�QPWacÎQiWaSnTVKp^XWPKN^
Ï��.Ö
�PoCTjgm^Xo�K*QPoC^mTVWac_T `.Q;SU^ac_q

´�lX^º�POVQPKfgYT cØ�i¶P�¯· - ®;QºÏ � T \#tXoC^ ¸ qjµ_Ö�`.MPWaSnQPT�WiKuQ%·Xqjµ|Ûf�`_­¦i¢Ì·a�¡J�\_^]WPMXgmT `º�����1Z�o�Q[\#gm^PW[S
ZUoCMPgæ���¡  ¢X£8¤P¥L¦i§f¨R¤]©iª RU- �*���|È³lPT `.lå`.Qio�onTV^PK8SnlX^ç\_^]Wi^ ncaR2 ��TRWPKp^Po�SU^;cETVWaSnM�SUlX^
a�¦]£ Õ�J
KNT Sn^ºM[ZÄ�P��Þ - ��Ú%K�q1´¯lPo�^X^��XORQiKfgYT c_Kf���X¶P�¯· - ®NQðc�b¡���]¶P��· - ®NQðc_�éQPWNcØ�P¶i�¯· - ®[Qðc#Õ
È*^XoC^
`]oC^XQ;S�^[cã�NeY�]^Po�Z�MPo�gYTjWN\ZcedPôYJ¹�gf­ÑV¦hJbQ]W;cZh�¨�©ji III c#^XOj^aSnTRMXWiKÄM;Z��]¶i�­· - ®NQiq°�]¶i��· - ®NQi�b�]¶i�­· - ®NQ
c�bêQ]WacÌ�P¶i�¯· - ®[Qåc_��È³^Po�^èKplPM[È³WåSUMè�XMiKfKN^XKNK N-carbamoyl- QPgmTRWXMèQa`bT c�QigYT c#MPlaeac&oCMPORQPKf^
Q[`fSnT kbT S¹eðTVWãü­��§fôiÑR¨VÒ�È*lPTVOR^ð�X¶i�¯· - ®[Q°c&Õ�c#T c�WiM[Snqs´�li^°`bMigY�XOV^[S�^�Kp^[�#tX^]W;`b^°Z�MPo_SUlX^°\#^PW]MPgmT `
���&�ßTVWiKp^Po�S�È�QiKðMi�[S�QPT�Wi^acE�NesKf^a�_t]^PWa`]TVWa\EWX^]K�Sn^acuc#^POR^[SnTRMPWPKÅMaZ��P¶i�¯· - ®[Qu�]o�Mac_t[`.^[cEtXKNT�W[\
^[ëbMPWXt[`bOj^]QPKp^mJ4J4JNc_T \&^PK�SUTRMiWXK�MaZ��i¶P��· - ®;Q8T�WPKp^io�S&�����EÏ�Õ�QXo�SnOR^NeX� ¸ ¬X¬_®[ÖCq

ncaR1

kSl3mon:p qSl�r(pqSl#s%p qSl#s%p�putPs(v/w:pxn:y�z#{/p�p�p

SC7
| nB}S~���� | ng}!~�w:�

SC10

ncaR1

kSl3mon:p qSl�r(pqSl#s%p qSl#s%p�putPs(v/w:pxn:y�z#{/p�p�p

SC7
| nB}S~���� | ng}!~�w:�

SC10

ncaR1

kSl3mon:p qSl�r(pqSl#s%p qSl#s%p�putPs(v/w:pxn:y�z#{/p�p�p

SC7
| nB}S~���� | ng}!~�w:�

SC10



��lXQX�[SU^Po ¸

37

� }¹¾�þ|{Gz&�_Ç��_Ç p6B3- ®[Q'QPWNcuSUlP^�c�dXô'J4��f�Ñj¦'JÀQXWac�h�¨V©�isJ4J¹J#c|^PO�^;SUTRMPWPKãMaZ
�P¶P��· - ®[QPq
��QXo�SnT�QPO
o�^XK�Sno�T `NSnTRMPW×^XWadNePgh^ïgYQX�iKºQ]o�^ïKflXMaÈ³Wiq � tXOjO�oC^XK�SnoCT `NSnT�MiW×^XWadNePgY^×gYQX�PK�Q]o�^×Q;k.QPTROVQP�]Oj^×TVW
���P�P^XWac|T ë ¸ `bqî��^PWiKp^ØÏ��.ÖYQPWNc QXWaSnTVKf^PWPKp^ïÏ��âÖY�PoCTjgm^]o�KÌtPKf^[c×Z�MPoYKf^a�_t]^iW[`.TVWa\ßQPWac��­���
QPgY�iORT ZUT `bQ;SUTjM]W8Q]o�^mTVW[c&T `]QNSn^ac_q�� �������¡ÕºQ;`fSUT kbT SLe°QiK�c_^aSn^PoCgmT�Wi^acÅ�NemÕ¡Qio�S�OV^aeYÏ ¸ ¬X¬|®aÖ�q

2.1.3. Objectives.

´�lXTVK
`]lXQX�aSn^Poèc|^XK�`.o�TV�X^PKéQ[SLSn^PgY�[SUK
SnM TVKpMiORQaSn^æ\_^XWX^iKé^]W[`.M;c_T�W[\î^]W[dfePgh^PKéTVW;k.MPO kb^;cîT�W
lNeac_QXW[SUMXTVW�lNeac_onMPO e]KNTjKå�NeãK�`boC^X^PWPTRWa\'Q°\_^PW]MPgmT `ð���&�1OVTV�ionQPo�eèM;Z�����  ¢P£m¤i¥¹¦i§f¨R¤X©iª RU-��«�¬#®[q
� ����� �ionMP�]^ �PoC^P�]Qion^[c Z�o�MPg SnlX^ \#^PW]^ ^PW[`.Mac|TRWa\ S�lP^ N-carbamoyl- QPgYTVWiM Q[`bT c
QPgYT c#MXl[eNc#onMPOjQPKp^ºZ�o�MPgÍ�¡�å  ¢X£ä¤X¥L¦i§f¨R¤P©Pª RU-A «�¬|®èÈ*TjOVO��P^ tPKN^NcØSnM×TRKfMPOjQaSU^ºZ�o�Q[\#gm^PW[SnK�MaZ
\_^XWPMXgmT `s���&�×È³liT `.lh`.MPW[S�QPTjW�Snl]TjK8\_^PW]^P�­QPWNcð`bMPWXKf^a�_tX^XW;SUO eÿQ]W[euM[S�lP^Po�\#^XWP^XK�T�W[k]MPO kb^Nc�T�W
lNeac_QXW[SUMXTVW°lNeac#oCMPO e]KNTVK�È*lXT `]lhgYQNe��X^³`]OVMXKN^PO e�OVTRWXÛN^acåÈ³T SUlhT SnqÅJ4W�QacPc#T SUTVMPWå©P§N¦#±*²�QPWacð©P§f¦_±*�PÒ
SnlX^'S¹È�M'\#^]Wi^PKº^]W;`.M[c&TVW[\ïSnl]^sS¹È�M N-carbamoyl-am TjW]M�Qa`]T c QXg8T c&MPlNeac&o�MPORQPKp^iKN��ZUoCMPgø���
  ¢]£ä¤X¥L¦P§f¨V¤P©Xª RU- �*� Qion^ÊSUM �P^ �XoC^P�XQPon^[cíS�Mì`bMiWXK�Snont[`NS×k.^;`fSUMPoCK ZUMXoêlP^;S�^ioCMXOVM[\&MPtPK
expression.

���������
�������������X�
�X�

ncaR2

�¡  ��¢���£
¤
¥�� £¦¨§ ��© £ £ £
�¡ª � £

ncaR2

�����P����¡ª � £ �¡  �P¢«��£¦¨§ ��© £ £ £

ncaR2

�����P����¬ª � £ �¬  ��¢���£
¤#¥�� £

¦¬§ ��© £ £ £�¡ª � £

ncaR2

����������¡ª � £ �¬  �P¢���£
¤
¥�� £

¤
¥�� £
¦¨§ ��© £ £ £

¦¬§ ��© £ £ £�¬ª � £

pUCF pUCRSC7 ­ �¬® ��� ­ �¨¯

PLASMID °�±(²*³j´gµ ¶¡·
¸#¹»º INSERT·
µ ¼�¸*½�¾¬¿ÁÀ NCAAH
ACTIVITY*

PLASMID °�±(²e³j´Âµ ¶¨·
¸
¹�º DELETION
DETAILS

NCAAH
ACTIVITY*

p6B3-1a

p6B3- Ã�Ä�ÅÁÆ

p6B3- Ã�ÄPÅ�Ç

p6B3- Ã�ÄPÅ�È

3.4 +

É=Ê�Ë�Ë ¿ÁÌgÆ
Í�ÎÂµ
deletion

+

É«Ï�Ë«Ë ¿�ÌÂÇ¡Ð ÄPµ
deletion

+

É Ã�Ñ Ï Kbp È¨Ò Ó�Ågµ µ µ
deletion

-���������
�������������X�
�X�

ncaR2

�¡  ��¢���£
¤
¥�� £¦¨§ ��© £ £ £
�¡ª � £

ncaR2

�����P����¡ª � £ �¡  �P¢«��£¦¨§ ��© £ £ £

ncaR2

�����P����¬ª � £ �¬  ��¢���£
¤#¥�� £

¦¬§ ��© £ £ £�¡ª � £

ncaR2

����������¡ª � £ �¬  �P¢���£
¤
¥�� £

¤
¥�� £
¦¨§ ��© £ £ £

¦¬§ ��© £ £ £�¬ª � £

pUCF pUCRSC7 ­ �¬® ��� ­ �¨¯

PLASMID °�±(²*³j´gµ ¶¡·
¸#¹»º INSERT·
µ ¼�¸*½�¾¬¿ÁÀ NCAAH
ACTIVITY*

PLASMID °�±(²e³j´Âµ ¶¨·
¸
¹�º DELETION
DETAILS

NCAAH
ACTIVITY*

p6B3-1a

p6B3- Ã�Ä�ÅÁÆ

p6B3- Ã�ÄPÅ�Ç

p6B3- Ã�ÄPÅ�È

3.4 +

É=Ê�Ë�Ë ¿ÁÌgÆ
Í�ÎÂµ
deletion

+

É«Ï�Ë«Ë ¿�ÌÂÇ¡Ð ÄPµ
deletion

+

É Ã�Ñ Ï Kbp È¨Ò Ó�Ågµ µ µ
deletion

-
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2.2. Ô ���2"�3½�������'����) Ô "��  ���)��

2.2.1. Õ�x_¿ay�z_{5} x_~N�Py {�x|}¹�½�BÖ�×_~ xX�_Ãç}j�|�mx_�P�ÿ¿Xþ�~Vy5þ�{Cz�¿P�_�i��}jy }4���P�|Ç

��^;`]MXgm�]TjWXQXW;S­�XOjQPKNgYT c|K¡È³^Po�^°lPMPK�S�^[cãT�Wm^]T Snl]^io&ü��b§NôXÑj¨Ý��Õ�ú α MPo#ü­�b§NôXÑV¨#b�Ü���ÜX��Ï�´ÀQP�]Oj^ ¸ q�®[Ö��
È³liT `.lÅÈ�^]o�^Å\_oCMNÈ*WsQ'·Xà ° ��T�WsÜP�ÉMPo�M]WsÜa�æ�PO�Q;SU^PKãÏ����i�]^PW[c#T ë×®aÖ�KNt]�X�POV^PgY^PWaSn^Nc'È�T SUlsQ]W
QPW[SUTV�XTRM;SUT `äSUM*È*lPT `.l�SUlX^°o�^[`.MPgY�iTRWXQXW[S��PORQPKNgYT c°`.MPW[Z�^ioCoC^[cðon^PKfTjK�SUQXW[`.^°Ï5®a¬P¬ µ\�ØngYO½QPgY�iT `bTVOVOVT�WhMPo
úP¬Pg�\�ØngYOXÛfQXWXQPg�e[`]T�WiÖ�q�´�l]^��]OjQPKfgmT c_KYtPKp^[csTRWmSUlPTjK
`blXQX�;S�^Po�QXoC^çORTVK�Sn^NcsTVW8´¯Q]�iOV^ ¸ q ¸ �XÈ³lP^XoC^
SnlX^��PQXoC^PW;S�QiOfk.^;`NS�MPo��]Snl]^ÅMPoCT \|T�WÅM[Z&SUlP^������ÉTRWXKN^Xo�S�QPWNc�SUlP^�QXW[SnT��PTVMaSnT `ðoC^iKNTVKvSUQXW[`.^çgYQXo�Ûf^XoÀTjK
indicated.

Ù xBÚ�~VzÛ�|ÇÜ�iÇ ü­�]§NôXÑj¨³lPMPK S&K�Sno�QXTjWPK*tPKf^acÅTjW�S�liTRK�`blXQX�;S�^Po�qÝßÞ3à
á»â�ã
Strain

Genotype Reference

DH5α F-Φ80dlacZ∆M15∆(lacZYA-argF)U1 ä#å6æ#ç(è�é6êgëìæ#íîé6êBï«ð¨èòñeê�ó (rk
-mk

-)èòæ#ô#ñÛõöï�÷ - ê�ð¨ø�ùjú(û#û λ-üòý ë�égå
ä:ë�æ�þ é6ê
ÿ���������������	�

���

XLOLR ∆(mrcrA) ê���� ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr) ê�ó��:æ
ç#è�é0êgõ�ï«÷ - êgëìæòí é6ê ü(ý ë éSå#äë�æ�þ é0ê�þ �jí ( ����ù�ë�ô=é���þ ��íîþ�� Z∆ � ê����òç3ê�� [Tetr])  �ø -! λr

"$#&% � # ��'�(��
(

Ù xBÚ�~VzÛ�|Ç��|Ç �­ORQPKNgYT c#K
t]KN^ac�TVW�SUlPTVK�`.lPQ]�;S�^Po�q
Plasmid )+*-,/.0,2143656,2107�8
*-9

: 1;9<,2=6,&369>,&?
Resistance Reference

pBK-CMV @�A B ��C ��'ED�( @ # B % kanamycin Stratagene

pGEM- FHG �
IKJ @�A B ��C ��'ED�( @ # B % ampicillin Promega

pGH45
'�(�� B�L C @NMPO�QSR % B�LUTPV - QWGYX 	WC �[Z�\�] -CMV kanamycin

ÿ;� %>% ( % ���
Unpublished

pGH45-PROM
^�C D�( % '�(�� # Z % B�L[B # ( %0% (�'�C B � R�B % O;_�Q`Q ÿ�����^xÿ�J�^���� # B C ����Ia('�(���( R % B�L Z�b�ÿ�c�deC �[Z�b G`f - FgG ��IhJ ampicillin

iaC j���klC��
Unpublished

p6B3-1a
'�(�� B�L C @NMPO�QSR % B�LUTPV -mnT C �[Z�\o] -CMV kanamycin

ÿ;� %># A (
J���p X�X 	
p6B3-

	��e^�ÿ ^�( A ( # C B � B�R 	���q�cer�Z Hind s&s&s�R % ��' L (�� # R % B�L Z�t�\u�
-
	��eC �

pBK-CMV kanamycin
ÿ;� %># A (
J���p X�X 	

p6B3-
	��e^ _

^�( A ( # C B � B�R c�	�t[r�Z Cla s�R % ��' L (�� # R % B�L Z�t�\u�
-
	��[C �[Z�\$]

-
CMV kanamycin

ÿ;� %># A (
J���p X�X 	
p6B3-

	��e^�v ^�( A ( # C B � B�R 	�� X�X r�Z Xho s�R % ��' L (�� # R % B�L Z
t;\u�
-
	��eC �eZ�\$]

-
CMV kanamycin

ÿ;� %># A (
J���p X�X 	
pG4

	�wxrzy _{T � L Z A C R C @ � # C B �[Z % B ^�| @ # R % B�L}T�V -mNT '�(�� B�L C @NM�O;Q|�IhC ��'eZ % C L ( % I _ ÿ Q$mN~ 	�� _ ÿ Q$mNT 	�C �eZ�b G`f - FHG ��IxJ ampicillin
ÿ;� %># A (
J���p X�X 	

p7A9E
'�(�� B�L C @NMPO�QSR % B�LUTPV - QWGYX 	WC �[Z�\�] -CMV kanamycin F ��C I�I # |�^
J

p7A8F
'�(�� B�L C @NMPO�QSR % B�LUTPV - QWGYX 	WC �[Z�\�] -CMV kanamycin F ��C I�I # |�^
JZ�q Q � ~ ∆ Sal s '�(�� B�L C @NMPO�QSR % B�LUTPV - QWGYX 	WC �[Z�\�] -CMV kanamycin F ��C I�I tudyZ�	�\$	 ~4� 	 -30)
'�(�� B�L C @NMPO�QSR % B�LUTPV - QWGYX 	WC �[Z�\�] -CMV kanamycin F ��C I�I # |�^
J
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2.2.2. ��z|¿]��Ã Ú�}¹�½x_�iy������'ynz_¿X���_} ��þPzP�#Ç

J4KfMPOVQ;S�TVMPWÿM[Z�o�^a`bMPgm�XTRWiQ]W[S��PORQPKNgYT cE�����×Z�o�MPg E. §fôPÑV¨_�¡Õ�ú α ZUMPo�c#TRQ[\&WPMiKvSUT `'�]tioC�XMPKp^iKmÈ*QPK
�P^Xo�Z�Mio�gY^[cûtPKfTRW[\ÙQPW ^iQPK e��iOVQXKNgYT c �ion^P�]QioCQNSnTVMXWê�Po�M[S�M;`bMXO�Ï����X�X^PW[c&T ë ¸ Öç�]QPKN^acÙMPW�SnlX^
gY^[SnlXM[c�MaZ���gYQPo�S�Ï5®aÓXÓX·PÖ���È*lPTVOR^�S�lPQ;S*tPKp^;c�ZUMPo�KN^N�|tX^XW;`bTRWa\%È�QPKèTjKNM]OVQaSn^[cïtPKNT�W;\'S�lP^�Õ�T \&l
��tPo�^÷�­ORQXKNgmT cíJ4KNMXOVQ[SnT�MPW÷Þ­T SïÏ��¡M;`]l]^PÖ+MPosSUlP^ QIAp oC^P�ì���iTRWÊÚäTRWPTV�Xo�^X�÷Þ­T S�Ï��*TjQN\_^PWXÖ�q
��^iK�S�o�T `NSUTRMPW QXWPQ]O eXKfTVKuÈ*QPK��]^io�Z�Mio�gY^Ncß�[eÌZ�TVo�K�Säc_T \_^PK�SUTRW[\ØSUlX^Ø�XOVQPKfgYT c_K�Qa`N`bMPo�c#TVW[\ÉSnMºS�lP^
gYQPWitaZUQ[`fSntPon^Po�KèTVWiKvSUont;`NS�TjMPWXKN��Q]W[c�Snl]^%oC^PKptiO SnQ]WaS�o�^PKvSno�T `fSnTRM]WÅZUoCQ[\|gY^]W[SnK�È�^]o�^%Kf^X�PQ]o�Q;S�^;cØ�[e
^POj^a`NS�o�MX�XlPMPon^PKfTjKæMPW QÍ®K� Q[\&QioCMXKf^ \_^XO*`]M]W;SUQPTRWPTRW[\Í¬Pq4ú µ\�ØngYO°^[Snl]T c_T�tig �Po�MXgYT c#^X��QXWNc
k]TRKNtiQ]OVTjKf^ac�tPKNTjWN\mSnlX^mÞ�Mac|QXÛ
���Ä® ¸ ¬�\#^POfTVgYQ[\|T�Wa\ÅKvePKvSU^Xgmq

2.2.3. ���N�ðx|Ã ×|~L} ¼5}L¿[x]y5}4�����i¼ ncaR1 x_�i� ncaR2.

�����ßQPgY�iORT Z�T `]QaSnTVMPW%M[Z ncaR1 QPWac ncaR2 È*QXKh`]QXoCo�Tj^Nc�M]t;S�tXKNTjWN\sS�lP^'�Xo�TVgY^io�Kè����àP���­��á
QPWac���Õ��J�*��®�Ï��¡�]�P^XWac|T ë���·PÖ
Snl]Q[S*È³^ioC^�c#^PKNT \|W]^[cïZ�MPo�S�li^×QPgY�PORT ZUT `bQ;SUTjM]W×M;Z ncaR1 QPWNc
ncaR2 QXK*MPt;S�OVTVW]^[cÅTRW�´¯QX�POV^ ¸ qL·Pqh�����ºQPgY�XOjT ZUT `bQ[SnTRMPW
È*QXK��X^Po�Z�Mio�gY^acmÈ³T SUl�Snl]^8«�ë]�XQXWac�Õ�T \#l
Fidelitem�������|ePKvSU^PgêÏC��Ma`]lP^XÖ|tXKNT�W;\8S�lP^Xo�gYQXOv`fe[`bOjTRWN\��ionMa\#oCQigYgY^�®�Ï����P�]^iWNc_T ë*µ_Ö
Ù xBÚ�~VzZ�_Ç�^#Ç ��o�TjgY^Po�K��­��ài����Õ��\���*®YQ]W[cº�­��á�tXKN^[cðZUMPo&SnlP^������ Q]gm�XOjT ZUT `]Q[SUTVMiWãM[Z�©i§f¦_±Ä²
QPWac ncaR2.

Primer Description Sequence

SC7
Z % C L ( % @�B %<% (�IaZ B ��^
C ��' # B # ��(ed��KIa(���|�(�� @ ( B�Rç#í���ñeê ����^ ncaR2 CATATGACACGTCAGATGATACTTGC

CHAOR1
Z % C L ( % @�B %<% (�IaZ B ��^
C ��' # B # ��(e���KIa(���|�(�� @ ( B�R

ncaR1 CCCAAGCTTTCTCGATCGGATAGG

SC8
Z % C L ( % @�B %<% (�IaZ B ��^
C ��' # B # ��(e���KIa(���|�(�� @ ( B�R

ncaR2 CCCGGGCTACAATTCGGCGATCAGG

´�lX^°������QXgm�]OjT Z�T `]QaSnTVMPW��Po�Mac_ta`NSnK�È*^XoC^hQ]WPQiO eXKf^acè�aeå^POR^;`fSUo�MX�XlXMioC^XKNTVK8MPW°Qè®K�ÍQ[\_QXoCMiKp^*\&^PO
`]MXW;S�QiTVWXTjWN\ ¬XqLú µ\�ØngYOÄ^;SUlPT c_TVtXg �ioCMXgmT c|^P�°QXWacßk]TVKftPQiO�TVKN^ac tPKfTRW[\ßSnlP^ßÞ­Mac|QPÛ ���Ä® ¸ ¬×\#^PO
TVgYQ;\#TRW;\ãK eXK�S�^igYqÄ´¯lX^å�­����QPgY�POjT ZUT `bQ[SnT�MiW°�PonM[c#t[`NSUK¡È*^XoC^hTVWXKf^io4Sn^[cãT�W[S�Mh�POVQXKNgYT chk]^a`NS�MPo�K�Z�MPo
lP^[S�^ionMPOVMa\#MXtiK³�ioCMac#t[`NSUTjM]WmM[Z&��`bQP��®
QXWacÅ�&`.QP� ¸ �]TVW8ü­�X§NôPÑV¨ÝQiK�c|TVKv`btXKNKp^;cÅTRWm��lXQX�aSn^Po_·Pq
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2.2.4. �n�{���|z`��þXz|�_¿i}¹��¾mx|�P���âz$��þPz|�#¿;z��
�Px_~jÂX�_} �#Ç

��t;`]O�^PM;SUT c#^hKf^a�|t]^]W;`]^*È³QiK¡c#^[Sn^]o�gYTVWi^NchZUoCMPg×c#Mit]�POV^hKvSUo�QPWNc_^acã�XOjQXKNgYT cã������tPKNTRWa\hSnl]^����­J
��o�TVKNgÙ�­T \_�­eX^ä´À^Po�gYTVW]Q[S�Mio­�­ea`bOR^ç�­^N�_tX^PWa`bTjWN\s��^XQ[c]e��¡^iQ[`fSnTRM]WçÞ­T S_k&®Nq4¬X�ik ¸ q4¬ÅMXoâkb·PqL¬çÏ���«
���P�iOVT�^[c'��TVMiK eXK�S�^igYKNÖ�q%�­^a�#tP^XWa`]TVWa\%�ioCTRgm^Xo�Kh����� � QXWacs�����×�ÉÏ��¡�]�i^]W[c#T ëã·PÖ_È³^Pon^çtXKf^Nc
ZUMXo¯KN^[�#tP^]W;`]T�Wa\sM[Z&\&^iW]MPgYT `ã����� T�WmSnlX^Å�]lPQa\#^Xg8T cÅkb^;`fSUMioÀ�X�­Þ - �¡Ú%K¯qÅ��cic&T SnTVMXWPQ]Ob�Po�TVgY^ioCK
����úi�.����¶P�.�­�³®X®³QPW[cè�­�³®5µ°S�Mm��� ¸ ¬hÏ����P�X^XW[c_T ë�·iÖ.È�^Xo�^*c#^PKfT \|W]^achZ�MPo#Kp^[�_t]^iWa`bTVWa\ð�]¶P��· -
®[QPq���^[�_t]^PWa`]TVWa\��PonTVgY^io�Kè����� � �����������À���Ä® ¸ Q]W[c��­�³®a·%Ï��¡�X�P^]W[c#T ë�·XÖÀÈ�^]o�^%tPKN^NcsZ�Mio
KN^a�_tX^XW;`bTRWN\8SnlX^8TRWPKp^Po�S#M[Z��ir�µ|q

�­e[`]OV^×Kp^a�_tX^]W;`]TRWa\×È³QXKº�]^Po�Z�MPo�gY^;cæQ[`N`.Mio4c_TRWa\×SnMØgYQiW]t[ZUQa`NSntXoC^ioCK�TVW]K�Sno�ta`NSnTRMPWPKEtPKNTRW[\ØSnl]^
r�^PW]^;�¡gY�Ù����� �|ePK�SU^Pg ÓPàX¬P¬êSUlX^ioCgmQXO*`peN`]OR^io�q ��o�MNc|t[`fSnKßMaZðSUlP^1`pe[`bOR^ÙKp^[�_t]^PW[`]TRWN\
o�^]Q;`NS�TjMXWXKhÈ³^Po�^��it]o�T ZUTR^;c+tPKpTVWa\'SUlX^'�����é��O�^PQ]WsQXWNc+��MPW[`.^PWaSno�QaSUMPo�Þ­T S�Ï��|ePgYM]Ö���QXWac%È*^XoC^
c_oCTV^[cØtPKfTVW[\�kbQa`btPtPg `.^PW[SUoCT Z�t[\|QaSnTRMXWãÈ*T SnlãS�lP^����P^]^;cXkbQa`º�¡MiW[`.^]W;SUo�QaSUMio�Ï��¯Q;kbQXWaSnÖ�qÎ�­^XOVOV^aSnK
È³^ioC^°on^PKNtXKf�P^XWac_^NcðTVW³´¯^PgY�POjQaSU^°��t]�P�PoC^PKNKfTRMXWå��^iQa\&^iWaS­QPWNcðQPWXQXO e]KN^NcðtiKNT�Wa\èQPW*���­J.��o�TVKNg
·_®a¬P¬�r*^PWP^aSnT `Y��WXQiO eXKp^Xo�Ï���«ã���P�XOVTV^Ncÿ��TVMXKveXKvSU^]gYKNÖ�qu��o�^POjTVgYTVWPQPo�e�Q]WiQ]O eXKfTjKhM[Z#SnlP^�^aëNSnonQ;`NS�^[c
KN^a�_tX^XW;`.^�c_QaSnQ�È³QPKÅ�]^Po�Z�MPo�gY^;cïtiKNTRWa\�K�^;`NS�Mio���´�JÀ��^PÜ]t[ë]^ÅkNµ|q¹¬sMPo�kbúPq4¬uÏ�J W;Z�Mio�gYQ[ë�J4W[`bq4Ö�q
��^[�_tX^XW;`b^PKîÈ*T S�l T c#^PWaSnT SLeíS�M ÛfWPM[È³W Kp^;�&tP^XW[`]^XKÍZ�o�MPg WPtPgY^ionMPtXK c|QaSUQX�XQiKf^PKîÈ*QPK
c_^[S�^ioCgmTVW]^;c�tPKpTVWa\8S�li^Y�­QXKNT `°ÜXM;`bQXO���OVT \&WPgm^PWaS#��^PQXo�`bl�´ÀMXMiOfÏ��¯Ü[���â´¯Ö|Ï4�¡O S�K�`]lPtPOf¤_  al., ®;Ó]ÓP¬XÖ
lPMPK�S�^;c �[e Snl]^ �¡Q[SnT�MiWXQXO1��^XW[Snon^ ZUMPo ��TVMNSn^[`blPWPMXOVMN\Xe JLW;Z�Mio�gYQaSnTVM]W Ïn������J¹ÖßÈ*^X�PKpT SU^
Ï�laS4Sn�W� ØìØLÈ�È�È*qLW[`b�PTjq WiOVgYq4WXTRliqV\_M[kbÖ�qÎ�­^N�|t]^PW;`.^ºQPOVT \_WPgY^XW[SnKçÈ
^]o�^ã`bQXo�oCTj^NcØMPt[S³tPKfTVW[\×��ORtiKvSUQPO Ð
Ï�´¯lXMXgm�iKfMXW ¤_  ¦PÑV�4Ò�®aÓXÓ[µ_Ö lPMPK�S�^[c �ae SUlP^ ����Ú �¯^XQPo�`bl ÜiQ]tPW;`.lX^Xo È�^X�PKpT SU^
(http://searchlauncher.bcm.tmc.edu).

2.2.5. ��{GzÂ×Px|{�xXy5}L�����½¼À¾½z&���_Ã�}4¿��n����~L}�Ú|{Gx_{CÂä¼5�|{��&¿i{�zXz|�_}4��¾_Ç

�öOVQigY�[c&Q - �XlXQa\_^ï�PQXKN^Nc1OjT��Po�QXo�e×M[Z�\_^]WiMPgYT `Ø�����ÎZUoCMPg÷�¡�Y j¢i£8¤P¥¹¦P§p¨V¤i©Pª RU-�¡«­¬#®�È³QiK
`]MXWiK�S�oCt;`fSU^[cïtPKfTVWa\'SUlP^������É«�ë]�Po�^PKfK��­oC^ac#T \#^]K�SU^[c K�^[`NS�MPo�Þ�T S�Q]Wac+r*T \#QP�]Q[`bÛ���ORMPW]TjWa\+Þ�T S
Ï���Sno�QaSnQa\#^PW]^PÖ��aeä��«­��J|o�^PKf^XQPo�`.lP^Xo�KäÏnÕ�Qiono�^]o�QP�|tPWP�XtX�PORTVKflP^[cuo�^PKftPO SUKNÖ�qèr
O e[`b^PoCMPOPK�SnMa`]ÛNKmM;Z¯ü��
§NôXÑj¨
b�Ü���ÜX�ÿSno�Q]WPKvZUMPoCg8^ac°È�T S�l�SnlX^hgmQPKfK³^[ëf`]TVKfTVMPWhKptP�X^PoCWXQ;S�QPW[S�M[Z�SnlP^�\|^]WPMPgmT `å������OjTR�XoCQio4e
È³^ioC^�tXKf^ac�ZUMXoÀK�`]oC^P^PW]TVWa\ÅZ�Mio_\&^]Wi^PK�^PW[`bMac_TRW[\�^PWNdNeXgY^iK°T�W;kbMXO k]^ac%TRWãlaeac#QPWaSUMPTRW�l[efc_oCMXO e]KfTjK
TVW��¡�# j¢P£8¤P¥¹¦P§N¨R¤P©Pª*��� -AE01.
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T lX^�Qak]^ionQa\#^³\_^]WiMXgmT `������×TVWiKf^Xo�S¯KNT db^ÄÈ*QiKä^]K�SnTRgmQaSn^[c_���[e�oC^iKvSUo�T `fSUTjM]W�^iWNdNePgh^�QPWXQPO ebKNTVK8M[Z
SnlX^ã�PO�QiKNgYT cº�����1TjKfMXORQ[SU^[cãZUoCMPg ·P¬ðKNTVWN\_Oj^å`]MXORMPWPTR^PK�MX�aSnQPTVWX^acãZUo�MXg�SUlX^°\_O eN`]^PoCMXO.KvSUM;`bÛNKçM[Z
SnlX^h\_^]WPMigYT `ÿ�����1OjTR�PoCQPo�eðMaZ�����  ¢P£m¤P¥4¦X§f¨R¤P©Pª RU-��«­¬#®;qÿ´ÀliTVKäÈ�QPK�WP^a`]^PKfKfQPo�eðT�W�MPo4c_^Po&SUM
eva ORt]Q;SU^�Snl]^�`bOVMPW]QiOfoC^]�Xo�^PKf^XW[SUQaSnTVMXW�È*T SUlXTjW�S�li^
\_^]WiMXgmT `Y���&�EOjTR�XoCQio4eX�]KfM�SnlPQaSPS�li^YWPtXgm�X^Po_M;Z
TVW;c&T kbT c_t]QiOfTRWPKp^io�S -̀bMiWaSUQXTRWiTVWN\m`bMiO�MXWPTV^PK�Snl]Q[S]È*MXtPO cÅlPQ[k.^�S�Mm�X^mKv`]o�^]^PWX^acYSnMmQNc_^[�&tiQaSU^PO e�`.M[kb^Po
SnlX^Ù^]W;SUTjoC^ \#^PWXMXgm^ M[Zã�¡�' V¢i£8¤X¥4¦P§f¨R¤X©Pª RU-�¡«�¬_®ï`]M]tiO cÊ�i^ c#^[S�^Xo�gYTjWX^ac|q ´�lXTVK×È*QPK
determ TVW]^;c�tPKfTRW;\mSUlX^Pg�Z�Mio�gYtPORQ8M;Zb��tPKfti�P^]Oa¤| f¦XÑj�LÒXÏ ®aÓXáP·PÖ��

N=ln(1-P)/ln[1-(l/G)]

Ð+lX^Po�^ l TVK�S�lP^°Qakb^ioCQN\_^åTjWPKp^Po�S�KpT dX^i�{�èSUlX^*\#^XWPMXgm^hKfT d]^°TRW°�PQXKN^å�XQiTRoCKf� P SUlP^°�Xo�MX�XQP�]TjOVT S¹eåM[Z
TVKfMiORQaSnTVW[\ÅQXWmTRW[c_T k.T c#tXQPOfKN^[�&ti^]W[`.^iq

ÚmT `]o�M[SUT S�oC^ð�]OjQ[S�^PK�Ï�ÓP¶ -È³^iOVOVÖ�È³^PoC^ètPKf^[cÿZUMXo&\#o�MaÈ*TVWN\_��o�^P�XOVT `bQaSnTVW[\�QXW[c�K�S�MPo�TVWa\ðS�lP^ÿ�0� -��«­¬&®
\_^XWPMXgmT ` OVT��ioCQXo�e�ZUMXomKv`boC^X^iWXTRWa\_q ���P�PoCMP�Xo�TVQaSU^ºc#TjOVt[SnT�MiWPK�MaZ³SnlP^�\_O e[`.^PoCMPO�KvSnM[`bÛÌM[Z°ü��
§fôPÑj¨
b�Ü��*ÜP� `bMXWaSnQPTVWXTRWa\ SnlX^ ��� -��«�¬|®ì\&^PWXMPghT ` ����� OVTV�Xo�QPo4e È*^XoC^ gmQac|^ Kpt[`blùSnl]Q[S
QP�X�PonM[ë]TjgYQ[SU^XO e ¸ ¬ç`]^XOROjK�lXQPoC�XMPtXo�TRWa\sc|T Z4Z�^io�^]W[S�TVWXKN^Xo�S -̀bMPWaSUQPTVWXTVWN\E�POjQPKfghT c|KYÈ³^ion^sTjWXMa`btPOVQ[S�^[c
TVW;S�Må^XQ[`bläÈ�^XOVOiMaZ�SUlP^ågYT `]oCM;SUT S�oC^å�XOVQ[S�^PKfqY´�l]^PKf^³È³^PoC^Ä\_o�MNÈ�WÄZ�Mio.µ#á�lPM]tPo�K8Q[S�·Xà ° �+TjW ¸ ¬i¬ µ O
M[ZmÜP�×`bMPW;S�QiTRWXTjWa\Éú]¬ µ\�ØUgYOÀÞ­QPWPQPg�eN`]TjWPq r�O ef`]^ionMPOÀKvSnM[`]ÛfKsM[Zm^PQ[`.lÌgYT `]oCM[SnT SUo�^��]OjQ[SU^sÈ�^]o�^
gYQ[c|^X���aeÿSnoCQXWiK�Z�^io�o�T�Wa\ß®;¬]¬ µ O�M[ZÄ^PQa`]lèÈ*^POVO�SnMÌQPWXM[Snl]^Po�gYT `]o�M[SUT SUon^º�iORQNSn^ðSnMðÈ*lXT `blº·]¬ µ O¯M[Z
K�SU^Po�TVOR^³\_O ef`]^XoCMPOaÈ�QXKäQNcPc_^Nc|q°´�lP^XKN^�gmT `]o�MaSnT Snon^��iORQ[SU^XK�È�^Xo�^�Kf^iQ]OV^acèQ]WacðKvSUMion^[cuQ;S -70° ��QiK
\_O ea`]^]o�MXOfK�SnMa`]ÛfKNq
´�lX^�c#tP�XOVT `]QaSU^acÅ�PORQ[SU^PK�È*^PoC^mtXKf^[cmZUMPo|K�`]oC^X^XWPTRW[\_q

� MXo�^XQ[`]lèKN^aS¡MaZ¡�XOjQ[S�^PK��ioC^X�XQPoC^Nc_��QèKNgYQXOjO½k.MiORtXgm^ðM[Z�Qh`.^POVOVKäZUoCMPg QÿgmT `bo�M[SUT Sno�^ÿ�PORQ[Sn^çÈ
^]OVO
`]lXMiKp^PW�Q;S�o�QXW[c&MigêÈ³^ion^ÅK�Sno�^]QPÛf^[c'M]W;SUM�Üa�É�PO�Q[Sn^XK�`]MPWaSnQXTRWiTRWN\sÛNQPW]Qig
ea`bTRW�ÏCúX¬ µ\�ØngYOVÖ��#QPWNc
tP�°SUMÿ·i¬�`]MXOVMXWPTV^PK8È³^PoC^ðKN^]OV^;`fS�^;c#q%´�l]^ãKNT d]^èM[Z�SnlP^ðTRWiKf^Xo�SUK�MaZ­SnlX^ðoC^a`bMPgY�iTVW]QPWaS��PORQPKNgYT c_K
ZUoCMPg�SUli^XKN^YTVKfMiORQaSn^PK�È³^Po�^
c&^[Sn^Xo�gYTjWX^ac��aehQ[\&QioCMXKN^
\&^iOf^XOR^;`fSUoCMP�XlXMPo�^XKfT�K
MaZXS�li^Y�PORQPKNgYT c������
c_T \&^PKvSn^ac%È�T S�luü�§Nô'�³®�QPWac���ª] �J�TjW'MXo�c#^Xo�SnM�^iK�S�QP�PORTjKfl�S�lP^sQakb^XoCQ;\&^'WXtPgY�P^Xo�M[Z�c_T ZLZ�^ioC^PW[S
insert-̀]M]W[S�QPTjW]TVW[\Å�PO�QiKfgYT c#K�SUlPQ[S]È�^]o�^Y�ion^PKN^]W;S�TVWm^PQa`]l
È*^iOROVq
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2.2.6. ��¿P{ zXz#�|}4�_¾ùy5�Pz ¾iz#�|�|Ã�}4¿ �n��� ~L}�Ú|{�x_{�Â �i¼ �¢¡¤£�¥W¦¨§$©�ª`«`¬­§�®W¯ RU-�±°P²g� ÚPÂ
����þPy5�½z#{ �´³­ÂÂÚ|{2}j��}j�Px]y5}L�|�|Ç

Ù �PzÅ} �_��~jxXy5}L�|�ç�i¼¯{Gz#¿P�_Ã Ú|}L�ix_�½y�×|~jxX�|Ã�} ���n�+��x&�½��y5{Gx#�i�i¼nz_{�y5���iÂ_~L����Ã8z|Ã Ú�{�x_�PzP�|Ç
´�lXoC^X^ÎgY^;S�liMNc_K�È³^ioC^étXKN^NcæZ�MPoåSnoCQ]WPKvZU^Xo�o�TVWa\ø�POVQXKNgYT cö�����ÍSUMéWaeXORMXWægY^igY�]o�Q]WP^W��c#M[S
�POjMaS4SUTRW[\_�_`.MiORMXW[e%�POVM[S4SUTRWN\EQXW;c'`bQi�]TVOjO�QPo�eÅSnoCQXWXK�ZU^Xo¡M[Z
�iORQPKNgYT cE�����ÉSnlXQ[S
lPQac+�P^X^XWçc&T \#^XK�Sn^Nc
È�T S�lmoC^iK�S�o�T `NS�TjMXWY^XW[dNePgh^]K�QPWNc�KftP�(	 ^;`NS�^[cmSUMmQ[\#QXo�MPKf^�\#^XON^iO�^[`NSUoCMP�XlXMXoC^iKfTRKfq

��M;S��XOVM;S¹SnTRW[\+TjW[k.MPO k.^[cuSnlX^uTVKNMXOVQ[SUTRMPWuMaZ��iORQXKNgYT c������×Z�o�MigéSnlX^ÿü­�¯§fôXÑV¨X\_oCMaÈ³WÿTRWÿgYT `]onM;SUT S�o�^
�POjQaSU^XKº�NeØQiOVÛpQPOjT�WX^ïO ePKpTRKf��È�liT `.l�È�QXK��i^Xo�ZUMXo�gY^[c TRW�SnlX^�gYT `bo�M[SUT SnoC^×�PORQ[SU^PKÌ�PQXKN^Nc MXW�SnlX^
gY^[SnlXM[c�c#^PK�`]oCTR�P^acs�aeY��tiKNt]�P^iO]¤# i¦XÑj�LÒ#Ï ®[ÓXáP·XÖCq�´¯lP^ç�XOVQPKNgYT cs�����ÌÈ*QPKmQ]�P�XOVTV^acçSUMçÕ­eX�XMXWNc
�nµ°Ï��¡gm^Xo�KNlXQPgYÖ�WNeXOVMXWmgY^Xg8�Xo�QPW]^iK*tiKpTVWa\ÅQ�c_MNS - �PO�M;S]ZUTVO S�o�Q[SnTVMPW8gYQ]WPT ZUMXO c�Ï����P�P^XWac_T ë°úPÖ�q

� MXo&`.MiORMXW[eu�POVMaS4SUTjWN\_�âSnlX^ðgYT `]o�MaSnT Snon^ð�XORQ;S�^iK�M[Z�`]^iOROVKÄÈ³^Pon^ãoC^]�iOVT `bQ;S�^[cÌMPWaSnM�®5µ_gYg Ü[�ê�PO�Q;SU^PK
`]MXW;S�QiTVWXTjWN\×úX¬ µ\�ØngYO�ÛNQ]WiQXg�ea`]TVW��[eèSno�Q]WPKvZU^iono�TVWN\ïú µ O­M[Z�SnlX^�`b^POVOVKhS�lPQaS�È*^Xo�^ã\_oCMaÈ³W'T�WÅSUl]^
gYT `]oCM;SUT SUoC^å�PORQ[SU^PK�È�T SnlçQ�gYtiO SUT È*^POVOi�PTR�X^aS4Sn^Pqh´¯lX^��XOjQ[SU^XK�È³^Po�^Äc#o�TR^[cåZ�MPo�·Äc#Qae³S�Må^XWXKNtion^³Snl]Q[S
SnlX^aeYÈ�MXtXO c'QX�iKfMXoC�8Snl]^�OVT �|t]T cçZUo�MXg1SnlP^8\#o�MaÈ�SUlÅgY^;c#TVtigûTVWÅMio�c#^XoâS�Mç�PoC^[kb^XW[S_SUlP^ä`b^XOVOjK
ZUo�MXg
Q[c�	 Q[`.^iW[S¯È³^iORORK�ontPW]WiTRWN\�TVW;S�MðM]WP^ÿQPW]M[SUlP^PoCq�´¯l]^ÿ�POjQ[S�^PKmÈ�^XoC^èTRWa`bti�]Q[S�^[c�Q[S�·ià ° �êtPW;S�TjOiS�lP^
`]MXOjMXWXTV^PKm\#o�^aÈêS�M ¸ - ·Pghgmq�´�lX^å`bMPOVMXWXTj^XKYÈ�^XoC^�SnonQPWPKvZU^Xo�oC^;cuS�Må`bTVo�`.tPOVQXo¡W[eXO�MXWÿgY^PgY�ionQPW]^iK
ÏCÚ8TVOjOVT��PMPon^PÖ�QiWacuO eXKp^[cstXKNTVWa\åS�li^�gY^aSUlPMac�c_^iKv`bo�T��P^acÿ�Neç�¯QigY�PonMPMiÛm¤_ P¦iÑ��4Ò|Ï5®aÓXáXÓPÖ­Ï��¡�]�P^XWac#T ë
6).

´�lX^°`.QX�XTjOVORQPo�eçSnoCQXWPK�Z�^Po�M[Z��POjQXKNgYT cÌ�����×ZUo�MXgöQiWuQ;\&QPonMiKf^�\#^PO_^POR^[`NSUoCMP�Pl]Mion^PKNTRKÄS�MèÕ­eX�XMXWac
�nµsÏ���gm^Xo�KNliQXgYÖ�WaeXORMXWðgY^PgY�ioCQXWX^iKmÈ�QiK��]^io�Z�Mio�gY^[cÌ�]QPKf^[cÌMXW°SUlX^ègY^[SnlXM[cèc#^iKv`]onTV�X^[cÌ�ae
��QPgY�io�M]MPÛ et.al. Ï ®aÓPá]ÓPÖ��#QXW[csTVKYMXt[SUOjTRW]^;c'TVWä���X�X^PWac#T ëãàXqÿ��OVQiKfgYT c'���­� M[Z��X�­Þ - ��Ú K�Q]W[c
�Pr�Õ�µ_úçÈ�QXKÅQP�P�]OjTV^NcðS�MuQiOVO_M[Z¯Snl]^ðgY^Xgm�PoCQPW]^iKÅQXKçW]^[\#Q[SnT kb^ÿQXWNc��PMiKfT SUT kb^°`.MPWaSUo�MXOjKmZUMXo�Snl]^
��MPt;S�lP^PonW8lNeX�PoCT c_TjKpQ[SUTRMPWPq

��o�MiKNKfORTVWiÛfTRWN\%M[Z­SnlP^ã�XOVQXKNgYT c%�����+SnMhSUli^èW[ebOVMXWãgm^XgY�Po�QPWX^PK�tPKNT�W;\�KplPMXo�S�È³Q[k.^�OV^XWa\XSnlu��K
OVT \&l[S.È³QPKÄ�i^]o�Z�MPo�gY^[cè�[eå�PO�Q;`]T�W[\°SUlX^YgY^PgY�PonQPW]^PK³�¡�&��KNT c#^*c_MNÈ�W°MXWåQ�SnonQPWiKpTVOVORtPgYTVWiQaSUMPo]Z�MPo
úmgmTRWit[SU^XKNq
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����þPy5�½z_{2�¶³­ÂÂÚ_{ }V��} �Xx tion.

´�lX^��PORQPKfgmT cÿ�����×MPW³SUlP^çW[e]ORMPWågY^igY�XoCQPWX^PK�È�T S�l°l]MPgYMiORMa\PeäS�M³SnlX^³\&^PWX^å^]W;`bMac_TVWN\åSUlP^ N-

carbamoyl- QPgYTVWPM�Q;`bT c�QXgYT c#MXl[eac&oCMXOVQPKf^'M]o¯È�T Snlsl]MigYMPORM;\]e�S�M�SUl]^�c&T k]^Xo�\_^XW[S*�io�MPgYMaSU^Po�M[Z
�Pr�Õ�µ_úÄÈ³QiK�c#^aSn^[`fSU^acÿtXKNTVWa\ÿo�QNc_TRMXQa`NSnT kb^iO e�ORQi�]^POjO�^[cÿ�����×�PoCMP�]^iKf�iÈ*lPT `bl³È³^Pon^å�Pon^P�XQPoC^Ncu�[e
�����éQigY�PO�T Z�T `bQ[SnTRMPWiq ��oCMX�X^×®a��È�lXT `blð`.MPWXKNTVKvSUKÿM[Z�SnlX^ð\#^PWX^Ì^XWa`]Mac_TRW[\ÌSUlP^º�¡���­��Õ���È*QiK
�����1QPgY�iOVT ZUTV^;c�Ï�´¯lX^Po�ghQPO|��eN`]OVTVWa\º��o�MN\_onQigYgmgY^ ¸ ���¡�X�P^PWac_T ëÅµ#Ö�tPKfTRW;\��Xo�TVgY^Po�K���Õ��\� � ®
QPWac'��Õ��J�*��®mÏ����X�P^XWac|T ëã·PÖ�q�´�l]^ç�XoCTVgY^ioCKh����� � QXWacs���¡��� Ï��¡�]�i^]W[c|T ëð·PÖ|È�^]o�^ÅtXKN^NcçS�M
QPgY�iORT Z¹eh�­onMP�]^ ¸ �f`.MXWXKNTjK SUTjWa\ðM[Z.SnlX^*c_T k.^Po�\#^XW[S��XonMPgYM;S�^io��pZUo�MXg��Xr
Õ­µ|ú - ������Ú tPKfTRWa\hSUlP^Xo�gYQPO
`pe[`]OVTVWN\ÿ�Xo�MN\_oCQPgmgY^ç·�Ï4�¡�P�X^XW[c_T ëmµ_Ö�qÿúP¬ µ ��TXMaZ α-32P-c_��´¯�ºÏC��«­�ïÜXT Z�^��â`bTV^XW[`]^ç�­onMac|ta`NSnKfÖ
È³QiKhQacXc_^NcÅSnM8SUli^Åon^PQ;`pSUTjMXWP�#QXW[cÅSnlX^�on^PKNtXO SnTVWN\'�ionM[c&t;`NS��it]o�T Z�TV^;c'tPKpTjWN\çS�li^ÅÕ�T \_lÅ��tPo�^Å�����
��o�M[c#t[`NSð��tPoCT Z�T `bQ[SnT�MPW Þ¯T SðÏ���M[`.li^]Ö�q ��MXW - oCQNc_TVMXQ[`NSUT kb^��­���ËoC^PQ[`NSUTRM]WPKÌÈ*^Pon^ï`]Q]o�o�T�^;c MXt[S
`]MXW;`.MPgYT SnQPW[SUO eðQ]W[c�QPWPQ]O ePKp^;cº�aeh\#^PO.^PO�^;`NS�oCMi�]lPMXoC^XKNTVK�S�M8k.^PoCT Z¹eãQPgm�XOVT Z�T `]Q[SUTVMXWÅMaZ�SnlX^Y`bMPo�oC^a`NS
fragment.

Õ­eX�io�T c_TjKpQ[SnTVM]W×M[Z³S�li^×oCQac|TRMXQ[`fSnT k]^ �ioCMX�X^%SUM%S�li^Ø�XOVQPKfgmT c �����ø�]M]tPW[c×S�M�Snl]^�WNeXO�MPWºÈ*QiK
�P^Xo�Z�Mio�gY^[c�QaS�µ ¸ ° �æQXWacïlXT \&lPO e�K�SUo�TRWa\_^]W;S�È*QPKplP^XK°È³^Pon^Å`bQPo�oCTV^Nc�MXt[S�SUM'on^PgYM;kb^�tPWX�]Mit]W[c
QPWac WPM]W - Kp�P^[`.T Z�T `]QPORO e��PMPt]W;c o�QNc_TRMXQa`NSnT kb^iO e�OVQ]�P^XOVOV^ac �Po�M]�P^Pq
´�li^ÌlNeX�bo�T c#TVKfQ[SUTVMXWÌQXW;cÌÈ³QPKpl
K�SU^P�PKÅÈ*^PoC^��X^Po�ZUMPo�gY^[cÉ�]QiKN^NcÉMXWèSUlP^ÌgY^aSUlPMNc|K�c|TVK�`btPKNKp^[c
�aeÿ��tPKptP�P^XO¯¤| j�¹¦PÑj��Ï ®[ÓPá]·iÖÄQPK
MPt[SUOjTRW]^;cETVW����P�P^]W[c#T ë+®a·Xq%´ÀlP^çc_^[SU^[`NSUTRMPWuM[Z��XTRW;c#TRWa\EM;Z�oCQ[c&TjMXQa`NSnT kb^PO euOjQX�X^POROV^acE�ioCMX�X^�È³QiK
c_^[S�^;`fSU^[cÎ�ae
TVWa`btP�XQ[SnT�MPW M[Z8SnlX^ gY^PgY�ioCQXW]^iK�tPW[c#^Xo³ZUTVOjg Ï�Õ­eX�i^]o�ZUTROVg Ú8�­���¡gY^io�KplPQXg MPo
��TVMigYQ[ë�Úä����Þ¯Mac_QPÛfÖ
QNS -70° �
È*T SnlºQXWºTVW[S�^iWXKfT ZLePTRW[\×Kv`]oC^X^XWðZ�MPoÀkbQXoCTVMXtXKðO�^PWa\PSUlXKÿM[Z�SnTVgY^Pq
��SnQPWac_QPo4c
�Pl]M[SUMa\|onQP�]liT `%SU^;`blXWXT �#t]^iK%QXWac
KNMXORt;S�TjMXWXK'Ï�Þ�MNc_QPÛfÖ�È³^ioC^+tPKN^Nc�S�Mÿk]TVKptPQXOVTVKp^uSnlX^
o�QNc|TVM]Q;`NS�T kb^m^[ë.�PMiKptPon^Pq

2.2.7. Õ�}4��¿axXyCx|~VÂPy5}L¿ {�zix&¿[y }4�|�P� ¼ ��{ y �Pz ��z]y�z&¿;y5} ��� �i¼ N-carbamoyl-x#Ãç}L��� x#¿X} �
x#Ã�}V�����XÂ½�À{ �_~jxP�Xz8x&¿[y }jÆ&} yCÂ|Ç

��TVM;`]QaSUQPO eaSnT `
oC^iQa`NSnT�MPWiK+M[Z�o�^XK�SnTRW;\�ü��³§NôPÑR¨¯`]^POjO�K�lPQPoC�]MPtPo�TRWa\�on^[`]MXg8�XTRWXQPW[Så�XOVQPKfgYT c|KuÈ³^Pon^
�P^Xo�Z�Mio�gY^[c Z�MioYSnl]^×c#^[S�^;`NS�TjMXW MaZ N-carbamoyl- QigYTVW]M�Q;`bT c QXgmT c|M]laeac#oCMXOVQiKp^�Q[`fSnT kbT SLeÎQiK
ZUMXOVOjMNÈ�KNqÊ�ÊK�S�Q[SnTVMPWXQXo�eÉ�XlXQiKf^ KvSUQPo�Sn^Xo³`]tiO S�tPon^Ì\_oCMaÈ*W TRWØÜX� `.MiWaSUQPT�WPTVWa\ØSUlX^ÉQP�X�XoCMP�Xo�TVQaSU^
QPW[SUTV�XTRM;SUT `ºÈ³QPKðc|TVO�t;SU^acïSnM �*� 600 · ¬Pq4¬ ¸ TRW�ÜP�
`]MPWaSUQXTVWPTVWa\+S�lP^ïQX�P�Xo�M]�PoCTVQ[S�^+QXW[SnT��PTVMaSnT `]�
QXWNc
\_onM[È*W�Q;S¯·Xà ° �%È
T Snl�Kfl]QiÛfTVWa\èQ[S ¸ ¬X¬Xo��PgÎtXW[SnTVO½K SUQ[SUTjM]WPQPo4eÄ\_onMaÈ�S�l��PlXQXKN^äÈ*QXKäo�^XQ[`.lP^[c#qY´ÀlP^
`]^XOjOVKmÈ
^]o�^ÿlPQPo�kb^iKvS�^[cE�[eå`.^PW[S�o�T Z�t;\#Q[SnT�MPWÿQ;S�àP¬]¬i¬XoC�PgæZ�Mio*®a¬ðgYTVWitaSn^PKÅTjWÿQè�­^a`]ÛfgmQXW �f�Ä®�µ
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o�MaSnQXo�Ï���^[`]ÛfgYQXW � ¸ - ¸ ®[Ö¡QPWNc�o�^PKptiKp�P^]W[c_^NcÿSnMsQ�ZUTRWPQiOX`]MXW[`.^PW;S�o�Q[S�TVMPWuMNZ ¸ ¬ug
\jØUgYOPÈ�^;S¯`b^POVO
gYQPKfK�TjW×¬Xqn®aÚí�XM[SnQXKNKfTRtig �XlXMPKf�XlXQ;S�^ï�XtaZ4ZU^Xo8Ï��XÕ�áXÖ8Ï����X�P^]W[c_T ë�®NÖ�`bMiWaSUQXTVWPTVWN\ ¸ úXghÚ N-

`]QXoC�iQXgmMNeXO \|O eN`]TRWP^Pq

´�lX^Yo�^XQ;`fSUTVMXW
È*QiK�`.QioCoCTR^[c�MXt[S&Q;Sbµ_¬ ° �èÈ
T S�l8KflXQXÛNTjWN\�Q[S ¸ ¬X¬PoC�Pg�Z�Mio_¶YliMXtXo�KN�]Q[Z¹Sn^PoPÈ�lXT `.l�S�lP^
KNQXgY�iOV^PK�È*^Xo�^�gYT `]onM;Z�t;\_^Nc�SnM+�P^POROV^[S�SUlX^è`b^XOVOjK�QiWNc�Snl]^�KftP�X^XoCWPQaSnQ]W[SäQPWXQPO eXKf^[c_qæ��W[e N-

carbamoy OX\_O ea`]T�WX^�`]M]W[kb^Po�SU^acÿSUMç\_O ea`bTRWP^u�ae'�¡�&���¡Õ�È³QPK8�#t]QiWaSnT ZUTR^[cEtPKfTjWa\ÿS�lP^sWiT�WPlaeac#oCTRW
QPKfKNQaehQ;c&Q]�;SU^ac8Z�o�Mig ��O tPgYgY^Po|Ï5®[ÓXà#®aÖ�QPK�ZUMXOVOVMNÈ�Kfq

� MXo�^XQ[`]l�KfQXgm�XOV^P� ¸ ¬ µ OXM[Z|SnlP^�oC^PQa`NSnTRMXW°KptP�]^ionWXQaSnQXW[S|È*QPKäQNcPc#^ac�SnM�ÓXáX¬ µ OX¬Pq�®[ÚÎ�PMaSnQPKfKNTRtPg
�PlXMPKf�XlPQaSn^è�it[Z¹Z�^io�TVW�QåSn^PKvS�SntP�]^iqÿ�êK�SUQPWNc_QPo�cã`]tXo�k.^�M[Z�¬°SnMã¬Xq4úPghÚ�\_O ea`]T�WP^ãTRWãQãon^iQ[`fSnTRM]W
k]MXOjtPgY^ÅM;Z�®;gYOfÈ*QPKh�PoC^P�XQXoC^;cÅZ�o�MPgûQ'®[gmÚéKvSUMa`]ÛhQPKYKpliMaÈ³W�TVWm´ÀQP�iO�^ ¸ q µ_qï®8gmObWiTRWXlaeac#oCTRW
o�^]Q;\&^PW;S�Ï����X�X^PWac#T ë�®NÖ­È*QiKãQ[cPc#^acÿS�MçSnlX^ÿKvSnQXW[c#QXo�cÿ`btXo�k]^uQ]W;c+KfQigh�POV^PKNqE´�l]^åSU^PK�S¯S�tP�]^iK
È³^ioC^°`]QP�]�P^acºQXW[cÌ�iMPT�OV^[c�Z�Mio*®[ú�gYTRWXt;S�^iKNqÿ��Z4S�^io#`]M]MPOjT�Wa\%·XgYOâM[Z¡úP¬
� ^;S�lPQXWXMiOiÈ�QXK�QacPc&^[c
QPWac'S�li^`�
�E¸º¹¼»E½¼¾ÿÈ�QXKðo�^]Q[c�k]^Xo�KNtXK�SnlP^�K�SnQ]W[c#QXo�c%`btio�kb^Xq � oC^XKNl�WPTVWXlaeac&o�TVW�o�^]Qa\_^XWaS
QXWNc
K�SUQPWNc|QXo�cm`.tPo�k.^iK�È
^XoC^Y�Pon^i�XQXoC^;cmZ�Mio|^XQ[`blmQXKNKpQ[ePq

Ù xgÚ|~jz��|Ç��_Ç ��o�^]�PQXo�Q[SnT�MXWmM;Z�QmK�SnQXW[c_Q]o�cm`btXo�k]^mMaZ�¬�SnMm¬Pq4úXgmÚE\_O eN`]TRWX^
_�B � @ (�� #/% � # C B � � LSfW¿ X�À 	 f y m 4

r�| R2R ( % �ÁL[A ¿
	 L�f ' A J @ C ��([C � X�À 	 f

PO4
r�| R&R ( % �ÁL[A ¿

0 1.0 0

0.1 0.9 0.1

0.2 0.8 0.2

0.3 0.7 0.3

0.4 0.6 0.4

0.5 0.5 0.5

��WP^'t]WPT S
MaZ
�������¡ÕßÏî��Ö�Q[`fSnT k.T S¹e�È³QPKh`bQXO `]t]ORQ;S�^[c�QXK µ gmM]O ØUgYO]\#O ea`]T�WP^%�ioCMNc_t;`.^NcsZUo�MXg N-

`]QXoC�iQXgmMNeXO�\_O ef`]TVW]^iq �­�Xo�^XQ[c_KplX^i^aSnK%È�T S�l KvSUQPWNc|Q]o�c
`btio�k.^
oC^;\&o�^PKfKNTVMXW ÏnÚ8T `boCMXKfM;Z Sç«�ëN`b^iOVÖ
È³^ioC^ÉtPKf^ac SnM�`]QXO `]tXOVQ[S�^ÌSnl]^ µ gYMiO ØngYO�QXg8TVW]M Qa`]T cÎ�PonM;c#ta`b^;cÉZUMXoå^PQa`]lÉKfQigY�XOV^P�ÄQ]W[c SUM
`]QXO `]t]OVQ;S�^�Snl]^mQ;kb^Xo�QN\_^PK*QXWacÅ�­«�ÚEkbQXOjtX^XK�Z�MPo½S�lP^�SUo�Tj�]OVT `bQ[SU^moC^XQ[`NSUTRMiWXKNq
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2.3. Results

2.3.1. ��¿P{ zXz#�|}4�_¾Äy5�PzÅ¾iz#����ÃÅ}L¿��n����~4}ìÚ|{ x#{�Â��i¼��g¡�£�¥�¦¶§�©Âª`«$¬<§`®�¯ RU-AE01.

��{GzÂ×Px|{Gx]y5}4�|�ç�i¼Ã��{ �gÚ½zZ��x_�½����{ �gÚ½z��8¼ ��{��­�_þ½y5�iz_{5���XÂÂÚ_{ }j�¯} �XxXy5}4�|�|Ç
��Q;c#TRMPQ[`fSnT k.^PO eãOVQ]�i^]OVOV^ac%Ï α-32P-c#��´���ÖÀ�����
�XoCMX�P^PKf�&�­oCMP�X^�®mQXW;c��­o�M]�i^ ¸ È*^XoC^Å�Pon^X�PQXo�^Nc
�Neã�­���ÉQigY�PORT Z�T `bQ[SnT�MPWmZ�o�Mig�SnlX^ã�POVQXKNgYT c_K��ir*Õ�µ#úãQPWac%�Pr�Õ­µ#ú - �­���*ÚÙo�^XKf�i^a`NSnT kb^XO eX��tPKNTRWa\
SnlX^8�]o�TjgY^Po�K���Õ��\� � ®�Q]W[cÅ��Õ��\�
�Ä®�MXo|����� � QiWNc��������ºQPK�TRW[c#T `]Q[S�^ac�TVW � T \#tPo�^ ¸ q4úXq

� }4¾�þ_{ z&�|Ç2Ä|Ç ´¯lX^ÿ�����êQXgm�POVT ZUT `]Q;S�TjMXWÿM[Z���o�MX�i^+®�QPWac���o�MX�X^ ¸ q �­o�MX�X^�®äÈ³QPK��Pon^P�XQPoC^Nc
ZUoCMPg �Xr
Õ�µ|úïQPKðSn^PgY�iO�Q[Sn^ï��������È�T Snl×�Po�TVgY^PonK���Õ��\� � ®'QPWNcê��Õ������*®%Ï���QPWX^PO��¡ÖmQXWNc
��o�MP�X^ ¸ È³QiK��Xo�^P�]QPoC^acuZ�o�Mig÷�Pr�Õ�µ|ú - �����*ÚöQiKmSU^PgY�POVQaSn^ÿ��������È�T SUlu� r TVgY^Po�KÅ����� � QPWNc
��������qß��\#QPonMiKf^u\#^XOÀ^POV^;`fS�oCMP�Pl]Mion^PKNTRK'M[ZmWPMPW - o�QNc|T�MPQ;`fSUT kb^+�Pon^P�PQXoCQaSnTVMPWXKsM[Zm�­o�MX�X^
®ÿQXWNc
��o�MP�X^ ¸ Q]o�^�KplXMNÈ
WèTjWÿ�­QXWP^PO.�1QiWNc���QPW]^iOâ�
o�^XKf�X^;`NS�T kb^PO eXqEÜPQPgY�ac_Qð������c_T \#^PKvSU^[cèÈ�T S�l
��ª] pJ[È*QPK*tPKp^[c�QPK*QYgYMPOj^[`.tPORQPoXÈ*^XT \#laS#gYQXo�ÛN^]o#Ï�ÚäÖ�q³´�l]^mgYMiOV^a`btPORQPoXÈ³^iT \&l;S�M[ZbSnlX^m�XoCM;c&t[`fSnK
M[Z��­���EQigY�PORT Z�T `bQ[SnTVM]W°Q]o�^°T�W[c_T `]Q;S�^[cèM]W�SUlX^åo�T \#l;S�lPQPWNcðKNT c#^°M[Z�SnlX^³\_^XOV�ÝÈ³liTVO�^�SUlP^ågmMXOR^;`.tPORQPo
È³^iT \#l;SUK�M[Z¯SnlX^ðgYMPOR^;`btXORQio­È³^iT \#l;S�gmQXo�Ûp^Po�QPoC^èTRWac|T `.Q[Sn^Nc�MPWåSUlP^èOR^aZLS�lPQiWNcÌKNT c#^ÿM[Z¯SnlP^å\&^iOVq
Non- KN�X^[`]T Z�T `Y������QXgY�POVT Z�T `]Q[SUTjMPWY�XoCM;c&t[`fSnK
QXoC^mTRW;c#T `.Q;SU^acÅ�NemÏ��5Ö�q
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´�lX^ßQ]WPQXO eXKfTVKÉMaZåS�li^ß����� QXgm�XOjT ZUT `]Q[SUTRMiWXKÉMaZÿ��o�Mi�]^ ® QPWNc ��oCMi�]^ ¸ �NeæQa\#QionMPKf^Ø\&^PO
^POj^a`NS�o�MX�XlPMPon^PKfTjKmÏ � T \#tXon^ ¸ q4úP�_�×QPWacs��Öâkb^ioCT ZUTV^NcåS�lP^�QPgY�iO�T ZUT `bQ;SUTjMXW�M;Z#SnlP^ä`]M]o�oC^a`NS|ZUo�Qa\_gY^PWaSnK
Ï5®]®;àNµ_�P�ÿQPWacºà]ú]¬i�X�XÖ�on^PKN�]^;`fSUT k]^]O e]q+��MPgY^èWPM]W - Kf�P^[`bT ZUT `u�­���1QPgY�POjT ZUT `bQ[SnTVMXWÿ�ioCMac#t;`fSUKçQXWac
tPWPTRW[`.MioC�XMXoCQ;S�^[cÅWXt[`bOV^XMaSnT c|^XK�È*^XoC^mMP�PKp^Po�kb^;cÅTRW
SnlX^8������QigY�]OVT Z�T `]Q[SUTVMXWmoC^PQ[`NSUTRMPWYM;Z���o�MP�P^Å®aq

��¿P{ zXz#��}L�|¾äy5�Pz�¾Pz_�|��ÃÅ}4¿ó�N���ï~4}�Ú_{ x_{CÂç�P¼ �¢¡�£�¥P¦´§�©Âª`«`¬­§`®P¯ RU-AE01

´�lX^
SLeX�]T `bQPO \#^XWXMPgY^YM[Z]���& j¢P£m¤i¥L¦i§p¨V¤]©iªÄTjK³Q]�P�PonM[ëbTVgYQ;SU^iO ehúXqL¶XàmgYTVOjO�TVMPWh�XQPKf^h�PQPTRo�K³ÏñÐ�MXM;cÅ¤_ 
al.,

¸ ¬P¬#®aÖ�qö´�lX^×Q;kb^XoCQa\_^×TVWiKp^Po�ShKfT dX^×M[Z³SUli^����h j¢i£m¤P¥4¦X§f¨V¤X©Pª RU-�¡«�¬_®ã\|^]W]MigYT ` �����
OVTj�XoCQPo4e8È*QPK�ZUMPt]W;cçSUMç�X^�QX�X�Po�MaëbTRgmQ[SU^iO e8µ#àP¬]¬P�P�Xqÿ��MçQ[`N`.MPo4c|TRWa\åS�M³SUlX^ÄZ�MPo�gYtXOjQçMaZ|��tPKfti�]^PO
¤_ 
¦XÑV�4Ò (198 ·iÖ��hTVWêM]o�c&^iomSnMêlXQ[k.^êQêÓXÓu� �PonMP�XQX�iTRORT SLe M[ZãTjKfMXORQ;SUTVWa\êSUlX^ï\|^]WX^êMaZãTjW[Sn^XoC^PKvSn�
QP�X�PonM[ë]TjgYQ[SU^XO eåúP¬P¬]¬°TVWNc_T kbT c#tPQPO½TRWPKN^]o�S -̀bMXW;S�QPTVWXTRW[\è�XOVQPKfgYT c|KÄl]Q[c°S�M°�P^�K�`]oC^X^iW]^[cÿTjWåMXo�c|^Xo]SUM
Q[c#^[�&tPQ[SU^PO e
`bMak]^XoiSnlX^
È�lPM]Oj^��¡�&  ¢]£8¤X¥4¦P§f¨V¤X©Xª RU-�¡«�¬_®�\_^XWXMXgm^Pq

J4W�SUlP^ãZUTjonK�S
o�M]tPWacïMaZ*Kv`]o�^X^PWXTVWa\#�#µ×gmT `boCMaSnT Snon^%�XOVQ;S�^iK�È�^Pon^%�Xo�^P�]QPon^;c%È³lPT `]l�tPW]^[ë]�X^[`fSn^ac#O e
SntXo�WX^acðMPtaS]S�M°lPQakb^hQ]W°Qak]^PoCQa\#^hM[Z¡®�`bMPORMXWaeå�X^Xo]È*^POVOj�½c_^iKp�PT S�^°liQ[k.TVWa\ð�Pon^P�PQXoC^achSUlP^³c_TVOVtaSnTVM]W
M[Z_SnlX^ä\|O ea`.^PoCMPOPK�S�M[`bÛ8Kpt[`blÄS�lPQ[S|SUlX^PoC^8È*MXtXO cs�X^çQP�]�ioCMaë]TVgYQ;S�^PO e ¸ ¬ä`]MXORMiWXTR^iKY�]^Po�È�^]OVOjq�´¯l]^
�POjQXKNgYT cã�����+MaZ.SUli^XKN^hgYT `bo�M;SUT S�o�^h�PORQ[SU^XK�È�QXK³�Xo�^]�iQXoC^NcÅ�Ne°QPOVÛpQiOVT�WP^hO ePKpTRKf�fSno�QPWXK�Z�^Po�o�^achSUM�Snl]^
WNeXOjMXWågm^Xgm�PoCQPW]^iK�È�T Snl�Q*c|MaS­�iORMaS�gYQPWiT Z�MPO c_qÅ�­MXt;S�lP^Xo�W°lae]�XoCT c|TRKfQaSnTRMiW�MaZ.S�li^PKf^°gY^PgY�io�Q]W]^iK
È�T S�lm�­oCMP�X^�®�È*QPK�`bQPo�oCTR^[c�MXt[Sn�]QXW[cÅQmKpQPgY�POV^mMNZXS�li^8oC^PKptPO SUK�Snl]Q[S]È*^XoC^YMi�[S�QPTVWX^acÅTVK�Kfl]M[È*WYTVW� T \#tioC^ ¸ qL¶PqY�¡MYo�^PQa`NSnTRMXWYMi�XKf^Xo�kb^[cÅ�]^[S¹È�^X^XWm�¯o�MP�X^Å®
Q]W;c8S�li^YW]^a\|QaSnT k.^�`.MPW[SUoCMPOV�b�i�­Þ - �¡Ú%K��
QPWac%QÅ�XMXKNT S�T kb^�oC^XQ;`fSUTjM]WÅMP�XKf^Xo�k]^Nc%�i^aSLÈ³^X^iWã�­o�M]�i^%® È*T Snl��ir*Õ�µ&úPqð´¯lP^PoC^hÈ�QXK°KNMXgY^ÅWPM]W -
KN�X^;`]T ZUT `ð�XTVWac#TjWa\�M[Z���o�MP�X^%®
SnMÅgYMXK�S�MaZ�SnlP^hÈ*^XOVOjKN�&�]t[S��]MiKNT SUT kb^m`.MPORMPW]TV^iK°^N�_tXT kbQXOj^XWaS&SnMYS�lP^
KNT \|WXQXOjK³Mi�[S�QPTRWP^acYÈ�T S�l�S�lP^Y�iMXKNT SnT kb^�`bMPW[SnonMPOVK�È³^Po�^mWXMaS_T c&^PWaSnT ZUTR^[c|q
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� }¹¾�þ|{Gzu�#Ç ô_Ç��­MXt;S�li^XoCWðÕ­eP�]o�T c_TRKNQ;S�TVMXWðM[Z��POjQXKfgYT cº�����1�Xo�^X�PQXo�^Nc�TRWðgYT `bo�M;SUT S�o�^ã�]OVQ;S�^PKf��QPWNc
Sno�QXWPKvZU^Po�on^[csSUMuWaeXORMXWugY^PgY�Xo�QPW]^PKYÈ*T SnlsQçc&M[S��POVM[S�gYQXWXT Z�MiO c_q
�­OVQXKNgmT cE�����ßMaZ
�i��Þ - ��Ú K
È³QiK³�POVQa`b^acÅTRW�È�^PO�OjK]® ¸ �EQXW[c%® ¸ ���aÈ³lPTjO�^h�iORQXKfgYT c������EM[Z��Pr�Õ�µ_ú�È�Q]K*�POjQa`b^Nc�TjW�È*^]OjOVK°® ¸ �
QPWacs® ¸ «�q

��W�QiO Sn^Xo�W]Q;S�T k]^çgm^aSnl]M[cçZUMPoâSnlP^äSno�QXWPKvZU^Po­M;Z������ºSnMÄSUlP^çW[eXORM]WågY^Xgm�Xo�QPW]^PK
È
QXK8tXKf^acÿTRWÄSnl]^
KN^a`]MXW[c�onMPt]W[cÌM[Z�Kv`]o�^P^XWXTjWa\ðÈ*l]^ioC^ ¸ Kp^[SnKçM[Z¡gYT `]o�MaSnT Sno�^è�POVQaSn^PK8È*^PoC^ð�Pon^P�PQXoC^acãc&tP^hSUM°Snl]^
OVMaÈ÷TRWXKN^Po�S -̀]MXW[SnQ]TVWiT�Wa\ �XOVQiKfgmT cÉ�]^io¡È³^POVO¯oCQaSnTVM+M[Z�SnlX^ÿZUTRo�K�SäKN^aS8M!Zm�POVQ[Sn^XKNqæ´¯lP^Ì�����æÈ*QPK
Sno�QXWPKvZU^Po�on^[c%SnM'WNeXOVMXW'gY^PgY�io�Q]W]^iKãtXKfTjWN\sSUlX^�SU^a`]l]WiT �#tP^�M;Z�`bMPOjM]Wae%�XOVM[SUKNqï´¯lX^�Z�TVo�KvS
KN^;S�M[Z
�POjQaSU^XKãÏ���^[S���Ö�`]M]WPKfTjK�S�^;cïM[Zh®[¬%�POVQaSn^PKðÏ5® - ®a¬PÖC�#È³liT `.l�`]M]W[SnQ]TjW]^[c�QXW'Qak]^]o�Q[\#^'M[Z�µ+TRWPKN^]o�S -
`]MXW;S�QiTVWXTjWN\Å�XOjQXKNgYT c|K³�i^]o½È³^POjOR�NÈ*lPTVOR^�S�lP^mKN^[`.M]W[cÅKN^[S&M;Z��POjQaSU^PK�Ï���^[S&�­ÖP`]MXWiKNTRK�SU^ac�M[Z&ú8�XOVQ[S�^iK
(1- úiÖ��.È�lPT `.l8`]M]W[SnQXTVW]^[c'QPWÅQak]^]o�Q[\&^ÅM;Z�·X¬�TjWPKp^Po�S -̀bMXW;S�QiTVWXTjWN\%�iORQPKNgYT c&Kh�i^]o_È�^XOVOVqÅ�ESnM[SnQXObM[Z
QP�X�PonM[ë]TjgYQ[SU^XO em·Nµ|¬Y¬P¬]¬mTjWXKN^]o�SnK�È*^XoC^mK�`boC^i^]WP^acÅTRW�SnlX^PKp^8^;ë.�]^Po�TjgY^]W[SnKfq

��o�MP�X^
®uon^XQ;`fSU^ac
�]MiKNT S�T k]^XO e'È*T SUlsSnlP^��iO�QPKNgYT cê������Z�o�MPg÷S4È*MsÈ*^POVOjK�M[ZY�­^aS�� gYT `bo�M[SnT Sno�^
�POjQaSU^XKN�XQXWacYÈ*T S�l�Snl]^m�PORQPKfgYT c������ÿZ�o�MPgêM]WP^
È³^POjOpM[Z��­^[S#�ÿgYT `]o�MaSnT Snon^Y�POVQaSn^PKfqh��^iO�OVK�TVKNMXOVQ[S�^[c
ZUoCMPgÍSUlP^PKf^�È*^XOVOVKÿÈ*^PoC^ �iOVQ[S�^[c�M]W[SnM Ü;�ì�XOVQ[S�^PKè`.MPW;S�QiTVW]TjWa\ßúP¬ µ\�ØngYO�ÛfQXWiQXg�e[`bTRWi�ÄQPWacßQ
o�^]�io�^XKf^]W;SUQ;S�T kb^�W]tPgY�i^Po�M[Z¡`bMiOVMPWXTV^PKèÏ�´ÀQP�XOR^×®;q¹úPÖ�È�^Xo�^º�PT `bÛN^Nc%Z�MPo�Z�tio�SUli^Xo
QXWXQiO eXKNTRKèMaZ�S�li^
o�^a`bMigY�PTRWPQ]W[S_�XORQiKfgYT c_K*lPQXo��]MPtPoC^acÅ�ae
SUlXMPKp^�`b^iOROVKfq
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Ù xBÚ�~VzÛ�|Ç2Ä|Ç�� ��!#"�$ ��!&%('*)+%�"(��������,.-�$/%(�10+2�3��54 6�47!8����49%�,;:
Set: 3;*=<

>(?9@ 9<8
Number

Well
Co-ordinates

ACB#D =68�*$305E 3 ? 3616,28�7 > ,&?(F�8HG
I 8�?�3 D =6,21 @ 169

Plasmid

A 7 9E 5
Z�q Q 
 GS� 	 -8)

A 7 8F 8
Z�q Q � ~4� 	 -8)

B 1 1F 30
Z�	�\`	 ~4� 	 -30)

» �#��~jxPy5}L���mx_�i�çx_�Px_~VÂP�_}V���i¼�×;J �LK�°�x_�i� ×;J �NM �
O ���P����Q�%�RS3�4/,��;,��T��$9��!#R�4 6U!V��WYXTZ�[\	^] - _�`���,�6a��W�Xcb�de	^] - b�`5fg��%�h1�������;�jik4 �l�P��-+m - ���.�n��,o6
��pk0jq�_rik���5�s��,��;$ 2�!#�o6t3�2rh1�;$U�;$9�YQo����%�����%��u�;!#49!v�('w������3���4/,�hs6U4 h���!x���Y6sik4 �y�èü­§fô
����f Nru z
��,Y6 Eco ��z{49,|Q}%�R�3�4/,�����4~%;,eik4 �y� _�¦PÑTzNi&��4 Qg�\!o��%oi���6������Y�S%�,;$ 2�%�,��\49,�!8�;��� -Q}%�,�����49,;4~,�h
��$7��!oR�4 6�i���!����u��!o��,���49,P����Qg��i��;$9$9: O ���P��$/��!#R�4 6���W�XcZ;[|i���!�4/!o%�$/���l��6�'y�5%;R�i&��$7$�Z;[\��,Y6
���Y6���h���,;%�RS4 Q����*X�4/,�!#�;���r%Y'r��������%��}4/R.�Y����$ 2�_�]Y���;3���f���,Y6��������;$9��!oR�4 6���W(XTb�d�i&��!
4/!#%;$9�Y���Y6S'��5%�R\ik�;$~$ob�d���,�6��;�o6r��hU��,�%�R�4 QV���jXa49,�!o�����U%Y'U�����;��%��}4/R��(�l��$ 2{q1b�����3��;:

O ���P����!#"�$ ��!�%('����;����h1���u%;!#��h���$���$/�(Qo�l�u%�����%;�u��!#4/!�%�'¡ü­§fô���z�f+[�§Nô
� ����,o6 _�¦PÑCz+�u��!x���54 Qo��4~%�,
��,Y�o2�R��P6�4 h���!x��!�%Y'k��WYXcZ;[��;,o6n��W(X�b�d�ik��!�"�!o�o6���%e���u%o6="YQ}���u��!����54 Qo��4/%�,���,Y�#2�R���R�����!
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3.1. Introduction.

³µ´A¶M·�¸º¹]»y¼§½�¾]¿À½ÂÁ�Ã¤Ä�¿�Å&½]¼GÃAÆ�» Çt¿]È É�Ê]¼8¿aÇ¢Ä�½4¼GÃË¼ Á¤½]Ì"ÃËÄ]¿°Í4ÌZ½£Ç+ÊaÎCÃË»y½U¾À½aÁ\Ä4¿MÃ¤¿]Ìr½UÈy½MÏt½]Ê�¼§Í�ÌZ½ÂÃÐ¿]»y¾�¼MÑ
Ò Á�Ã¤Ä�¿ÀÅ&Ó]¾MÉ°¼>É�¼VÃÐ¿]Å&¼@ÓaÔUÓ�»bÈyÓUÕ]Èº¿�ÖA³µ´�¶C·4¸º¹"Ìr¿]Å@Ó]»D¾4¼&½]¾U¿�½aÁtÃËÄ�¿ÀÅ&½]¼GÃ�Ó£Ã[ÃËÌrÓÂÎMÃË» Ô"¿�ÁÐ½]ÌµÓ�¾�Ê]Å&ÕU¿4Ì
½ÂÁ�Ìr¿�Ó]¼8½]¾]¼CÑ�×\Ä�¿�Ï�¿U¾U¿aÃË» Î"¼IÓ]Ìr¿�ÆI¿4ÈºÈ>Î0Ä�Ó4Ì¤ÓÂÎCÃ¤¿]Ì¤»º¼C¿ÂÇØÅ@Ó�ÙM»º¾£ÏØ» Ã�¿]Ó]¼C»º¿]Ì�ÃÐ½fÅ@Ó�¾]»yÍUÊ]ÈºÓ£Ã¤¿�ÁÚÌr½4ÅÛÃÐÄ]¿
¾]ÓÂÃÐÊ4Ì¤Ó]È]Ä]½]¼VÃËÖ�Ó�¾ÂÇÀÃÐÄ]¿UÌr¿ÀÓ�ÌZ¿§Æ�¿�ÈºÈ4ÊU¾£Ç�¿�Ìr¼VÃÐ½�½£Ç2Å&ÊÂÃËÓ]¾ÂÃË¼¦½£Á�³�´�¶M·4¸b¹]Ó]ÈºÌ¤¿�ÓÂÇ�É�ÓÂÔ0Ó4»ºÈbÓ]Õ�Èº¿]ÑØ³µ´A¶M·�¸º¹
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ë@Ó]ÙMÌZ» Ç+¿�¼MÖtåMç]ç�ìtèMé�½£ÎUÙ8¾�¿£É]Öíå£ç]çMî\èvïÜ¿4» Î"ÙM¿]ÌRÃ�ðtñMò]¸b´[óíå£ç4çUô]õrÑ

Ò ¾]¿�½aÁ+Ã¤Ä]¿°Ó£Ç�Ô"Ó]¾ÂÃËÓ£Ï+¿�¼¦½£Á�Ä�¿ÂÃÐ¿]ÌZ½]Èb½ÂÏ+½]Ê�¼@¿Âä"Í�ÌZ¿]¼C¼M»y½U¾�¼>É�¼VÃÐ¿]Å&¼@»y¼ ÃÚÄ4ÓÂÃ\»º¾�¼VÃË¿�ÓÂÇ|½ÂÁ\Ê]¼C»º¾ÂÏ�Ã¤ÄU¿
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3.1.1.
û?>A@CB0DFE �Ww�G?H@q�s�oUx4qJI'q]pZqtsv�Ww¡�LK��?M]xANLOQP�s�q�x�x+u[�WzAR?G4x]prq.H��

×µÄ�¿�×!S|Í]½�È É]Åf¿4Ì¤Ó]¼8¿|¼VÉ�¼GÃË¿4Å Æ�Ó]¼Ø¼8¿4ÈD¿ÂÎMÃË¿ÂÇÞÁË½]Ì ÄU¿ÂÃ¤¿�ÌZ½4ÈD½ÂÏt½UÊ]¼�ÍUÌr½£Ç+ÊMÎMÃ¤»b½4¾Þ½£ÁUT'ÎUÓ:VIå�»b¾|³�´
coli

Ö^Ê4¼M»b¾MÏßÃ¤Ä]¿ß¿Âä0Í4ÌZ¿�¼C¼C»y½]¾ØÔ"¿£ÎMÃ¤½�Ì
Í£×0S
-
Sßá�×�ÓUÕ]½�ÌrÖIåÂç]ì�ö�õrÖ�Æ�Ä�» Î"ÄßÍU½]¼8¼M¿4¼C¼M¿]¼ÀÃËÄ�¿Ý×0SWV	T9X

Í]½]È É�Å&¿�ÌZÓ4¼C¿ØÍ]ÌZ½]Å@½£Ã¤¿]ÌZÑØ×�Ä�¿«Ä�» ÏíÄ4È ÉØÍ4Ì¤½ÂÎ0¿]¼C¼M» Ô0¿&×0SJV	T9X ÍU½4È É�Å&¿]ÌZÓ]¼C¿«»D¼@¼CÊ�Í�Í4Èb»b¿ÂÇÞ»b¾
trans

Ö
ÆIÄ4¿�ÌZ¿&Ã¤Ä�¿�ÄU½]¼GÃtÎ0½4¾£ÃËÓ]»D¾4¼fÓ�Í4Ì¤½�Í�Ä]ÓMÏt¿«á

λ Y	Z ö4õ\¿�¾ÂÎ0½ÂÇt»b¾ÂÏ«ÃËÄ�¿«¿�¾\[MÉ]Åf¿«Ê�¾£Ç+¿]Ì�ÃËÄ�¿§Î0½U¾ÂÃ¤Ìr½�È"½ÂÁÃ¤Ä�¿^]�_W×;`Û»º¾£ÇtÊ£ÎU»bÕ]Èb¿¦¸ºò4¶�Í4Ì¤½]Å&½ÂÃ¤¿�ÌWárã�Ó�¾]¿MÉ£äUÖíåÂç�ç�ç4õZÑ

×µÄ�»º¼À»b¼�ÓØÄU» Ï+Ä]È É2¿ÂÁ�ÁÚ» ÎU»b¿]¾aÃ¨¿ÂäUÍUÌr¿4¼C¼M»D½�¾Ý¼GÉ]¼GÃË¿]Å&Ö�Èº¿]Ó£Çt»º¾£ÏÝÃ¤½2Ó]¾2ÓÂÎCÎUÊ]Å&Ê�ÈºÓÂÃ¤»b½]¾2½aÁ�ÃÐÄ4¿ÀÇ+¿4¼C»ºÌZ¿MÇ
Í]Ì¤½aÃË¿]»b¾�Ê4Í¦Ã¤½¦î.a

- b a�cù½ÂÁtÃË½aÃÐÓ4ÈÂÎ0¿]ÈyÈUÍUÌr½aÃÚ¿4»º¾�árã�Ó]¾�¿£É£ä"Ö�åMç4çUç]õrÑ¢é¨½ÂÆ�¿ÂÔ0¿4ÌZÖt» Ã�Ä�Ó]¼&Ó�¾4Ê]Å&ÕU¿4Ìµ½ÂÁ
Çt»y¼CÓ£Ç�Ô"Ó4¾£ÃËÓ£Ï+¿4¼CÑf×�Ä�¿�Èy¿�Ó�ÙGÉ�¿Âä"Í�ÌZ¿]¼C¼M»y½U¾À½£ÁWÃ¤Ä�¿�×;SdVeT<XÛÍU½4È É]Åf¿]ÌZÓ]¼M¿ÀÅ&ÓMÉ�Ìr¿�¼CÊ4È Ã�»º¾°Í]ÈºÓ�¼MÅ&» Ç
½]Ì^¿Âä"Í]ÌZ¿]¼M¼M»D½�¾2»º¾4¼GÃÐÓ]Õ�»ºÈy» Ã�É®árã�Ó]¾]¿MÉ£ä"Ö¨åMç4çUç]õrÖ�Ó4¾MÇ » Ã¨Ä�Ó4¼«Õ]¿�¿�¾2¼MÄU½£Æ�¾�Ã¤Ä�ÓÂÃ¨½£Ã¤Ä�¿�Ì�¿£ä"Í�Ìr¿4¼C¼C»º½U¾
ÔU¿£ÎMÃ¤½�Ìr¼±Õ]Ó�¼C¿£Ç ½U¾ßÃ¤ÄU¿ ×;SÛÍU½]È É]Åf¿�ÌZÓ]¼C¿Û¼GÉ�¼GÃË¿UÅ Ó]ÌZ¿ÞÃÐ½aäU» Î±ÃË½ßÃ¤Ä�¿ Î0¿]ÈºÈbÖ
¿£Ô"¿�¾ßÆ�Ä�¿]¾ ÃËÄ�¿£É
ÎU½�¾aÃÚÓ4»º¾«¾4½�»º¾4¼8¿]Ì�Ã\áZë¦»bÌr½UÊaä"Ö�å£ç�ç�ô]õrÑf]�¾�ÓaÇUÇt» ÃÐ»º½]¾�Ö4ÃËÄ]¿�¼VÃ¤Ì¤½]¾ÂÏ|Í�ÌZ½4Å&½ÂÃË¿]Ìµ¼GÉ�¼GÃ¤¿]Å Ì¤¿]¼8Ê4È Ã¤¼@»b¾§ÃËÄ�¿
¼>É�¾ÂÃ¤ÄU¿4¼M»b¼ ½aÁÝÍ�Ìr½ÂÃ¤¿U»y¾]¼CÖ�Æ�Ä�» ÎUÄ�Çí½ ¾U½aÃfÁÐ½]È Ç ÎU½�ÌrÌZ¿£ÎMÃ¤È É ÓU¾ÂÇ ÓÂÏ�Ï+ÌZ¿aÏíÓÂÃÐ¿�ÃË½�ÁË½�ÌrÅ »b¾ÂÎUÈyÊ�¼M»º½U¾
Õ]½£Çt»D¿4¼MÑ±×�Ä]»º¼«Í�ÌZ½�Õ]Èº¿�Å Å&Ó£É¢Õ�¿®½£ÔU¿]ÌRÎ"½4Å&¿|Õ£É«Ã¤Ä]¿�Î"½

-expressi
½�¾®½ÂÁ\ÎUÄ�Ó]Í�¿�Ìr½�¾�¿¢Í�ÌZ½ÂÃÐ¿]»y¾�¼MÖ

ÆIÄ4» Î0Ä¦Ó]¼C¼M»y¼GÃ�Ã¤ÄU¿-ÎU½UÌrÌZ¿aÎ8Ã]ÁÐ½]È Çt»b¾ÂÏ�½aÁ"Ã¤Ä�¿]¼C¿¦Í�Ìr½ÂÃÐ¿]»b¾]¼�áDïÜ¿]» ÎUÙC¿]Ì�Ã+ð�ñMò]¸y´¡´�Ö+åÂç�ç�ô]õrÑ

3.1.2. g?M4x�u¡�Wz E sh�4pZq�u�z]x¦o+zK{ D!hih u�z�u pjG û o?K�x¦p �lk)HlPtsh�:m]qAI�q]p¤q�sv��w��LK��?M]xnNoO3PWsrq4x�x+u[�Wz
×µÄ�¿2Ç+¿aÔ0¿]Èb½]Í]Å&¿U¾aÃ�½ÂÁ¨ÃËÄ�¿2Ã¤¿ÂÎ0Ä]¾�½]ÈD½aÏ�É2ÁÚ½]Ì�Ã¤ÄU¿±¿aä"Í�ÌZ¿�¼M¼M»y½U¾±½aÁ ÁËÊ�¼M»º½]¾ Í]Ì¤½ÂÃ¤¿�»º¾]¼®Ó�¾£Ç ÓÂÁ¡ÁÐ»y¾�» Ã�É
Ã¤Ó£Ït¼°Ä]Ó]¼§ÁËÓaÎ"»ºÈº» ÃÐÓaÃË¿£ÇâÄ�» ÏíÄ

-
Èº¿£ÔU¿UÈAÍ]Ì¤½ÂÇ+ÊÂÎMÃË»b½]¾2Ó]¾£ÇâÍ�Ê�ÌZ» ÁÐ» Î"ÓÂÃ¤»º½U¾Ø½£Á¨Ìr¿ÂÎU½]Å&ÕU»y¾]ÓU¾ÂÃ¨Í]Ìr½£ÃË¿]»b¾]¼°»º¾�³µ´

coli.
×µÄU¿ ÓMÇ]Ô"Ó]¾£Ã¤Ó£Ï+¿�¼Û½£Á�¿£äUÍ]ÌZ¿]¼M¼C»º½U¾ ½£Á«Ó
Í]ÌZ½ÂÃË¿�»º¾¬ÁËÊ]¼C¿aÇ Ã¤½ Ó]¾U½ÂÃÐÄ4¿]Ì�Í4Ì¤½ÂÃ¤¿�»b¾4Ö&Í4Ì¤½ÂÃ¤¿U»º¾

ÁËÌZÓÂÏtÅ&¿4¾£Ã�½�Ì\¼8Ä4½UÌ�Ã�Í�½�È ÉUÍ�¿]Í£ÃË» Çí¿@ÃÐÓaÏâÓ]Ìr¿Ý¾�Ê]Å@¿�ÌZ½�Ê4¼MÑ2×\Ä]¿MÉfÎ"Ó4¾Ý»º¾aÎ0Ìr¿UÓ�¼C¿@Ã¤Ä�¿ØÓÂÎMÎ"Ê]Å&Ê]ÈbÓÂÃ¤»D½]¾
½ÂÁtÃ¤Ä�¿�Çt¿�¼M»ºÌ¤¿aÇ|Í]Ì¤½aÃË¿�»º¾�Ó4¾£Ç°Ã¤ÄU¿ÂÉ�½ÂÁ�ÃÐ¿4¾�Í]Ì¤¿aÔU¿U¾ÂÃ\»º¾aÎ"ÈbÊ]¼C»y½�¾�Õ4½MÇ�É¦ÁË½�ÌrÅ&ÓaÃË»º½�¾�ÕÂÉ«»yÅ@Í�ÌZ½£ÔU»º¾£Ï�ÃÐÄ]¿
ÁË½�È Ç�»º¾MÏ¦Î"Ä]Ó�ÌZÓÂÎCÃ¤¿]Ì¤»y¼VÃÐ» ÎU¼I½aÁ"Ã¤Ä�¿¦Í�ÌZ½aÃÐ¿4»b¾@½ÂÁí»º¾ÂÃË¿�Ìr¿]¼GÃíáp`�Ê]ÓU¾§ð�ñMò�¸y´¡ó+å£ç�ç�å�è�q�Ó4Å&» ÃËÓ]¾]»Cð�ñMò]¸y´¡ó+åMç�ç:rUõrÑ
sWÊ�¼M»D½4¾�Í�ÌZ½aÃÐ¿4»b¾�¼§ÍUÌr½aÔU» Ç+¿ÀÓÀÅ&¿]Ó�¾]¼§ÕMÉ§ÆIÄ4» Î0ÄIÃËÄ�¿�Í�ÌZ½£Ã¤¿�»y¾°½ÂÁ�»º¾ÂÃ¤¿�Ìr¿4¼GÃWÎ0Ó]¾ÀÕU¿�Ìr¿UÓMÇ�»ºÈ É�Í]Ê4Ì¤» ÁË»b¿ÂÇ
Ó]¾£Ç|½]Ì�»yÅ&Å&½]Õ�»yÈº»º¼8¿ÂÇ®á Ò ¼VÃÐ¿4ÌrÅ&¿]»º¿�Ì'ð+ñ4ò�¸º´[ó\å£çUç4ôtètst½4ÌrÌ¤¿]Ì�ðtñ]ò]¸y´�ó�å£ç]ç�ì�Ó4¾MÇu_�Ì[É�½4Ì�ðtñ]ò]¸º´[ó�åMç]çvS�õrÑ
×µÄ�¿£ÉÞÓ�Èº¼C½®Í�Ìr½ÂÔ"» Ç�¿ Ó|Å&¿]Ó4¾�¼�ÕMÉ«Æ�Ä]» Î"Ä°Ã¤ÄU¿®¿MäUÍ4Ì¤¿]¼M¼C»º½]¾|½ÂÁ�Ã¤Ä]¿ÞÍ]Ìr½£ÃË¿]»b¾|½aÁ
»º¾ÂÃË¿4Ì¤¿]¼VÃ\Î"Ó�¾®ÕU¿
Çt¿ÂÃÐ¿aÎCÃË¿ÂÇ á Z ÈyÈb¼GÆI½4Ì�ÃÐÄ ðtñ�ò�¸º´[ówrvatata ÓU¾ÂÇ é¨¿4Ì¤¾]ÓU¾ ð�ñ�òU¸º´[ó

2000
õrÑ ]�¾êÓaÇUÇt» ÃË»b½]¾]Ö�ÃËÄ�¿£ÉÜÎUÊUÌrÕ

Í]Ì¤½aÃË¿�½]È É�¼M»y¼�½aÁ"Ã¤Ä]¿@ÍUÌr½aÃÚ¿]»º¾@½ÂÁí»º¾ÂÃË¿]ÌZ¿]¼VÃíáré¨Ó4¾�¾�» Ï«Ó�¾£Ç«ë@Ó4ÙCÌr» Çí¿4¼MÖíå£ç]ç�ì�Ö]é^½£Î"ÙM¾4¿MÉ�ÖíåÂçUçÂîtõZÑ
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XÞÁÐ¿ÂÆ ¿Âä"Ó]Å@Í�Èº¿4¼@½ÂÁ�Æ�» Ç+¿]È É°Ê]¼8¿aÇÀÁÐÊ]¼M»b½]¾ÀÍ�ÌZ½aÃÐ¿4»b¾U¼§Ó]¾ÂÇ®ÓÂÁ[ÁË»b¾]» Ã�ÉIÃ¤Ó£Ït¼§»º¾£ÎUÈºÊ£Ç+¿�Å@Ó]È Ã¤½]¼8¿
-
Õ4»º¾MÇ�»b¾£Ï

Í]Ì¤½aÃË¿]»b¾]¼�áZë¦ãx_µõrÖ�ÏtÌ¤¿�¿]¾�ÁËÈyÊ�½]Ìr¿�¼VÎ0¿4¾ÂÃ Í]ÌZ½ÂÃË¿�»b¾¢áj`UsQ_�õrÖ�Ï�ÈbÊÂÃ¤½ÂÃÐÄ]»º½�¾�¿
-S-
ÃËÌZÓ]¾]¼VÁÐ¿]Ì¤Ó]¼M¿¢áp` ÿ ×�õ¨Ó]¾MÇ

hexa-
é^»y¼GÃË» Ç+»b¾]¿ßÃËÓ£Ï+¼±áZôÂä"é�»b¼Mõ&árÌr¿£ÔU»b¿£Æ�¿£Ç Õ£É­é¨Ó4¾U¾]» Ï Ó�¾ÂÇæë¦Ó4ÙCÌZ» Çí¿4¼CÖÀåaç�ç�ì]õrÑzyµ¿aÎMÃÚ½4Ìr¼2ÁÐ½]Ì

ÎUÌZ¿�ÓaÃÐ»y¾£Ï ÃËÄ]¿4¼8¿ Í]Ì¤½aÃË¿�»º¾ßÁÚÊ4¼M»º½�¾4¼¯Ó�ÌZ¿âÇt¿]¼VÎ0Ìr»DÕ4¿£ÇÜÆI» Ç+¿]È É­»º¾±Ã¤Ä]¿ÜÈº» ÃË¿]Ì¤ÓaÃËÊ]ÌZ¿ árãµ¿ÂÇ+½�Ê�¿4ÈbÈb¿ Ó]¾MÇ
Y Ê4Í�ÈbÓÂÉ�Ö�åÂç�ç�ìtè ÿ Å&» ÃËÄ°Ó�¾£Ç|{0½UÄ4¾]¼8½�¾]Ö\å£ç]ìUì�è�é�½MÎUÄ�Ê4Èb»Uð�ñ�ò4¸b´[ó�å£ç�ìtS]õrÖ+Ó�¾£Ç|Ó]Ì¤¿¦ÁËÌr¿�¿]È É«ÓÂÔ0Ó4»DÈºÓ]Õ�Èb¿ÎU½�Å&Å@¿4ÌRÎU»ºÓ�ÈyÈ É�Ñ

3.1.3. }�~u���i�����§qvO.PWsZq]x�xtu[��z@xtG4xUprq.H§x+�
×µÄ�¿uV¨Ó]Í4» Ç®×�ÌrÓU¾]¼CÈºÓÂÃË»º½�¾ ÿ É]¼GÃ¤¿]Å÷ájV'× ÿ õ ájV^½aÎ0Ä�¿�õ »º¼«Ó�¾|¹����V¹¡ñ��Z·ÞÍ�Ìr½ÂÃÐ¿]»º¾®¼>É�¾ÂÃÐÄ�¿�¼M»y¼�¼>É�¼GÃË¿]Å&Ö
ÆIÄ4¿�ÌZ¿fÃ¤ÌrÓU¾4¼VÎ"Ìr»bÍ£Ã¤»b½]¾ØÓ]¾MÇ�Ã¤Ì¤Ó4¾]¼CÈbÓ£Ã¤»º½]¾fÃËÓ]ÙC¿�ÍUÈyÓÂÎ0¿�¼M»yÅ&Ê]È ÃËÓ]¾�¿]½UÊ4¼MÈ ÉÝ»y¾ØÓU¾ Z ´í¶M·]¸b¹"éx� Î0¿4ÈºÈ

-
ÁËÌZ¿]¿

È É]¼8ÓaÃÐ¿4Ö Í]Ì¤½aÇ+Ê£ÎU»º¾£Ï±ÁËÊ�¾ÂÎ8Ã¤»º½4¾UÓ]ÈyÈ É¯ÓÂÎMÃË» ÔU¿ Í]ÌZ½ÂÃË¿�»º¾]Ñ ×�Ä]¿2Ô0¿ÂÎMÃË½]Ìr¼°ÃÐÄ]ÓÂÃ§Ó�ÌZ¿±Í4Ì¤½ÂÔ"» Çt¿£Ç ÆI» ÃËÄ2Ã¤ÄU»y¼
¼>É]¼VÃ¤¿�ÅàÓ�Ìr¿2Çí¿4¼C» Ï+¾�¿ÂÇ±ÁÐ½]Ì�Ä]» Ï+Ä

-
ÈD¿aÔ"¿�È�¿£ä"Í]ÌZ¿]¼C¼M»D½4¾±½ÂÁ�é^»º¼

-
Ã¤Ó£Ï]Ïí¿ÂÇ­Í4Ì¤½ÂÃÐ¿]»º¾4¼Þ»y¾ØÃÚÄ4¿ÝÎ0¿]ÈºÈWÁËÌr¿U¿

V'× ÿ ³�´U¶M·�¸y¹C¼>É]¼VÃÚ¿4Å&Ñ-×tÆ�½-Ã�É�Í]¿�¼
½£ÁUÃËÄ]¿-ÔU¿aÎCÃÐ½4ÌZ¼I¼MÊ4ÍUÍ]Èy»D¿ÂÇ&Æ�» Ã¤Ä-ÃËÄ�¿^V'× ÿ ÖU»º¾aÃÐÌr½ÂÇ+ÊÂÎ0¿¦¿�» Ã¤ÄU¿]ÌtÓ]¾
amino-

½]ÌâÓêÎ"Ó]Ì¤Õ]½aä8É
-
ÃÐ¿4ÌrÅ&»º¾UÓ4È°ápT

-
ÃË¿]ÌZÅ@»y¾UÓ]È°½]Ì =

-
ÃË¿�ÌrÅ@»y¾UÓ]ÈyõßÄU¿Âä0Ó

-
ÄU»º¼VÃË» Ç�»b¾�¿êÃÐÓÂÏ+ÖÀÆ�Ä]» Î0Ä

Í]Ì¤½aÔU» Ç+¿4¼�Ó&ÌrÓ]Í�» Ç«Å&¿aÃËÄ�½£Ç@ÁË½�ÌKÇt¿£ÃË¿£ÎMÃ¤»º½�¾¦ÓU¾MÇ�Í�Ê]Ìr» ÁË» Î"ÓaÃË»y½�¾]Ö]ÕMÉ&¾�» ÎUÙC¿]ÈCÓÂÁ�ÁÐ»º¾]» Ã�É Î"Ä�Ìr½�Å&ÓaÃË½£ÏtÌZÓ�Í]ÄMÉ�Ö
½ÂÁUÃËÄ]¿¦ÍUÌr½ÂÃÐ¿]»º¾@½ÂÁ�»y¾ÂÃÐ¿]Ìr¿U¼VÃËÑ-×�Ä]¿-ÃËÓ�ÌRÏt¿ÂÃUÏ+¿]¾U¿¦»b¼�Í]ÈºÓÂÎ0¿ÂÇ«Ê�¾MÇ�¿UÌKÃËÄ�¿ Î0½]¾£Ã¤ÌZ½�ÈC½ÂÁUÃËÄ]¿-×0S&Í�ÌZ½]Å&½aÃË¿�Ì
Èº½aÎ"ÓÂÃÐ¿ÂÇ&Ç+½£Æ�¾]¼GÃ¤ÌZ¿UÓ4Åê½ÂÁ+Ó@Ìr»ºÕ�½]¼8½]Å&Ó4ÈMÕ�»b¾£Çt»º¾£Ï�¼8¿#�íÊ4¿U¾ÂÎ0¿4Ñ

×µÄ�¿AVí× ÿ å�ava°¼GÉ�¼GÃË¿�Å Ä4Ó]¼&Ó�¾4Ê]Å&ÕU¿4Ìµ½ÂÁ\ÓÂÇ]Ô0Ó]¾£Ã¤ÓMÏt¿4¼-ÁÐ½]Ì0ÃÐÄ]¿°¿£äUÍ�Ìr¿]¼C¼C»º½]¾°½£Á
ncaR1

Ñ�]ºÃµ»º¼&Ó
ÌrÓUÍ4» Ç®Í]Ìr½£ÃË¿]»b¾�¼GÉU¾aÃÐÄ]¿]¼8»y¼&¼VÉ�¼GÃË¿�Å­ÃËÄ]ÓaÃ�Î"Ó�¾�¿�Ó4¼M»DÈ É°Õ�¿À½UÍaÃË»yÅ&»º¼C¿£Ç�Ñ�×�ÄU¿IÎ0¿4ÈºÈÂÁËÌr¿U¿À¾�ÓÂÃËÊ�ÌZ¿�½£ÁWÃÐÄ]¿
Ìr¿UÓaÎMÃÐ»y½�¾�Ó]ÈbÈº½£Æ�¼�ÁÐ½]ÌtÃ¤Ä�¿�¿Âä"Í4ÌZ¿�¼M¼C»b½4¾Ý½ÂÁ�Ã¤½£äU» Î�Ïí¿]¾�¿�Í]ÌZ½£Ç+ÊÂÎMÃ¤¼CÖ"ÆIÄ4» Î0Ä«»º¼À½£Á�Í4Ó]ÌRÃ¤» ÎUÊ�ÈºÓ]Ì�Ê]¼M¿@ÁÐ½]Ì
Ã¤Ä�¿ ¿ÂäUÍ�ÌZ¿4¼C¼M»b½U¾ ½ÂÁ

ncaR1
ÖâÓ]¼ø» ÃÜÄ�Ó]¼øÕ�¿�¿�¾ ¼8ÊÂÏ�Ï+¿�¼VÃ¤¿£Ç Ã¤Ä]Ó£Ã­Í]Ìr¿£ÔU»b½]Ê]¼ ÓaÃ¡Ã¤¿]Å&ÍaÃÐ¼ ÓÂÃ

Ä]¿ÂÃÐ¿4Ì¤½]Èº½£Ï+½�Ê4¼ ¿£ä"Í�ÌZ¿4¼8¼M»b½]¾ Ó]¾MÇ »º¼C½]ÈºÓ£Ã¤»b½�¾ ½£Á ½ÂÃ¤Ä�¿]Ì T
-carbamoyl-

Ó4Å&»º¾]½ ÓÂÎ"» Ç
Ó]Å&» Ç+½�ÄÂÉMÇ+Ì¤½]ÈyÓ]¼8¿]¼IÄ�Ó4¼�Õ�¿�¿�¾@ÊU¾]¼CÊaÎMÎ0¿]¼C¼VÁÐÊ]È>Ç+Ê�¿-ÃÐ½
ÃËÄ4¿
ÃÚ½aäU» Î"» Ã�É�½ÂÁ0ÃËÄ]¿&Í]Ì¤½ÂÃ¤¿�»º¾�Æ�Ä�» Î"Ä&ÈD¿]ÓÂÇ+¼�ÃË½
Ã¤Ä�¿IÁË½�ÌrÅ&ÓaÃË»y½U¾�½£Áµ»º¾]¼M½]ÈDÊ]Õ�Èº¿ÀÓMÏ]Ï+Ìr¿£ÏíÓaÃÐ¿4¼§árã�Ê�¼M½U¾�ðtñ4ò4¸º´[ó�åaçUç�ô�è = ÄUÓ�½�ðtñKò�¸º´[óµåMç]ç�ç�Ó+è8`�Ìr» ÁËÓ�¾ÂÃ¤»b¾�»
ðtñKò]¸º´[ó�å£çUç4ìtèmé^»bÈy¼§ðtñ4ò]¸º´[óQrva�atåaÖ ÿ Ó4Ìr¿U¿�¾fð+ñKò�¸º´[óLr�ava+åÂÕUõrÑJ]�¾�ÓÂÇUÇ�» Ã¤»D½]¾4Ö4Ã¤Ä�¿�Ìr¿UÓÂÎMÃË»º½]¾�ÎU½U¾£Ç�» Ã¤»º½U¾4¼½ÂÁ-Ã¤Ä]¿ »����V¹�ñ��Z·¯¼VÉ"¼VÃ¤¿�ÅúÓ]Ìr¿¯¿�Ó]¼M»bÈ É¯Ó]È ÃÚ¿4Ìr¿MÇ Ã¤½¬½ÂÔ"¿]Ì�Î"½]Å&¿ »b¾4¼C½]ÈDÊ]Õ]»bÈy» Ã�É¬½�Ì^ÁÐ½]È Çt»º¾£Ï
Í�Ìr½]Õ�Èb¿4Å&¼
ÎU½�Å&Å@½4¾�È ÉÝÓ�¼M¼C½ÂÎ0»yÓÂÃË¿£ÇÝÆ�» ÃËÄ2Õ4Ó£ÎMÃË¿�Ìr»bÓ]ÈW¼>É�¼VÃ¤¿�Å&¼MÑ�s�Ê�Ì�ÃËÄ�¿4ÌrÅ&½�ÌZ¿]Ö0Ã¤Ä�¿Ý¿Âä0Í4ÌZ¿�¼M¼C»º½]¾2½aÁ Í4ÌZ½£Ã¤¿]»D¾4¼
Æ�» ÃÚÄ-Ã¤Ó£Ï�¼�½4ÌtÌZ¿�Í]½UÌ�Ã¤¿�Ì4Ïí¿4¾U¿]¼�ÁËÓÂÎ"»ºÈy» Ã¤Ó£ÃË¿�¼
¿UÓ]¼>É@ÍUÊ4Ìr» ÁÐ» ÎUÓ£Ã¤»º½�¾¦ÓU¾£Ç@Çt¿£Ã¤¿ÂÎCÃ¤»b½U¾4Ñ
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3.1.4. Objectives.

×µÄ�¿ ÌZ¿]¼C¿�Ó]Ì�Î0Ä ÍU¿]ÌRÁË½]Ì¤Å&¿aÇ »D¾ÜÃËÄ]»º¼ Î"Ä�ÓUÍaÃÐ¿4Ì�Çt¿]¼VÎ0Ìr»ºÕ�¿]¼¯ÃËÄ]¿æÍ4Ì¤½£Ç+ÊaÎMÃÚ»y½]¾æ½ÂÁfT�Î"ÓvVIå­Ê]¼M»b¾£Ï
Ìr¿£Î"½4Å&Õ]»b¾]ÓU¾ÂÃ Y T9X�Ã¤¿ÂÎ0Ä]¾�½]ÈD½aÏ�ÉUÑ¢×�ÆI½ØÓ�Í�Í]ÌZ½]ÓMÎUÄ]¿]¼§Æ�¿]Ì¤¿ØÊ]¼C¿£ÇØÁÐ½4ÌíÃ[Æ�½fÇt» Á¡ÁË¿]ÌZ¿]¾ÂÃ¨Í4Ê]Ì¤Í�½]¼M¿]¼CÑ
×µÄ�¿�ÁÐ»ºÌr¼VÃ�Ó]Í4ÍUÌr½UÓaÎ0Ä�ÆIÓ]¼-ÃË½§Ç�¿ÂÃË¿�ÌrÅ&»º¾]¿�» Á\» Ã�Æ�Ó4¼&Í]½�¼M¼C»ºÕ]Èº¿�ÃË½°Ä]¿ÂÃÐ¿]Ì¤½4Èº½MÏt½UÊ]¼MÈ É°¿Âä0Í]Ì¤¿4¼M¼

ncaR1»º¾¦³�´�¶M·]¸b¹Cã0�vríå á YCZ ö]õ]Ã¤½¦Í�ÌZ½£ÇtÊÂÎ0¿�TíÎ0ÓvVIå-Ê]¼M»b¾MÏ@Ã¤Ä�¿-×0S�V	T9X¬Í4½�È É]Å&¿]Ì¤Ó]¼C¿@Í�ÌZ½4Å&½£Ã¤¿]Ì�¼GÉ�¼GÃË¿�Å
á�×�Ó�Õ�½]ÌrÖ�åaçUì]ö�õrÑÝ×�Ä]¿�¼C¿ÂÎU½U¾ÂÇ�ÆIÓ]¼�ÃËÄ]¿«¹����G¹¡ñ �¤·Ý¼>É]¾aÃÐÄ]¿]¼8»º¼�½aÁ	T'ÎUÓtV�å�ÆI» ÃËÄ«Ó =

-
ÃÚ¿4ÌrÅ&»º¾UÓ4È0é^»y¼

-Ã¤Ó£Ï«ájT�Î0Ó:V�å
-
ôaä0é^»º¼MõtÊ]¼C»º¾ÂÏ&Ã¤ÄU¿^V'× ÿ -

å\a:a¦³�´U¶8·]¸y¹mé<�±¼>É�¼VÃ¤¿�Å ápV¨½ÂÎUÄ�¿]õrÑI×µÄ]¿&é^»y¼
-
ÃÚÓaÏ�ÍUÌr½ÂÔ0» Ç+¿£Ç

Ó®Å&¿]ÓU¾4¼&Ã¤½|ÍUÊ]ÌZ» Á�É°ÃËÄ�¿|Í]Ì¤½ÂÃ¤¿�»º¾ÞÊ]¼M»b¾£Ï¬é�»b¼
-
Ã¤ÓMÏ¬Ó£Á[ÁÐ»y¾�» Ã�É�Î"½]ÈbÊ�Å¦¾�¼�ápT^»

-
T�×LX õ Ó4¾MÇ¬Ó]ÈyÈD½£Æ�¿ÂÇ|ÁÚ½4Ì

¼M»bÅ@Í]Èº» ÁË»º¿ÂÇ�Ç+¿aÃÐ¿ÂÎMÃË»y½U¾À½£Á0T'ÎUÓ:V�å
-
ôaä"é�»º¼CÑ&×\Ä]¿°Í]ÊUÌr» ÁË»b¿aÇ�T'Î"ÓtV�å

-
ôÂä0é�»º¼-ÆI½]Ê]È ÇÀÃËÄ�¿]¾°Õ4¿°Ê]¼8¿aÇÀÁÚ½4Ì

Ã¤Ä�¿æ¼>É�¾MÃ¤Ä�¿]¼M»º¼ ½£ÁÞÓ4¾ÂÃ¤»
-NcaR1-

ôaä"é�»º¼ ÓU¾aÃÐ»yÕ�½£Çt»b¿�¼MÖ¦Æ�ÄU» ÎUÄ Æ�½�Ê]È Ç Í]Ì¤½ÂÔ"» Çt¿ Ó
Ã¤½�½]È-ÁË½�ÌÀÃËÄ]¿
Çt¿ÂÃÐ¿aÎCÃË»y½U¾ ½ÂÁ�T'ÎUÓ:V�å�»D¾��¨´Øñ ���§ðt��ò�¶M¹ºðt�v�

RU-
Ò V�ÖfÓ]¾MÇ Ã¤½ Ó4¼C¼M¿�¼M¼âÃÐÄ4¿êÈº¿£ÔU¿UÈ�½£Á�TíÎ"ÓvV�å

¿Âä"Í]Ìr¿�¼M¼M»D½]¾2»y¾d�¨´¨ñ �t�¦ðv�¡ò]¶M¹yð��v�
RU-

Ò V Ó]¾MÇØÔ"Ó�Ìr»y½UÊ]¼�ÌZ¿£Ï+Ê4ÈDÓÂÃ¤½�ÌRÉÝÅ&ÊÂÃÐÓ]¾MÃ¤¼°½aÁ�VC�
-
Ò V Ê4¾MÇt¿�Ì

Çt» Á¡ÁË¿�Ìr¿]¾ÂÃUÏ�Ì¤½£Æ�Ã¤Ä Î0½]¾£Çt» ÃË»b½4¾�¼MÑ
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3.2. � %<�v���K��%e�R�Þ%���( � �<������(��< 

3.2.1. ¡'o?¢Mprqtshubo�wMx]p srotu[z]x?£�PWwºo]xQH�u {�x¦oízK{u¢tMWw p(Mts�qn¢]�tz]{µu p u¡�WzKx+�
V^¿aÎU½�Å@ÕU»y¾�Ó�¾aÃ�Í4ÈDÓ]¼MÅ&» Ç+¼�Æ�¿4Ì¤¿«Ä]½�¼VÃË¿£Ç|»º¾°³�´t¶M·U¸º¹ Y é b α

Ö+Ó]¾ÂÇÞÄ�¿ÂÃ¤¿UÌr½�Èº½£Ïí½4Ê�¼f¿Âä0Í4ÌZ¿�¼M¼M»D½4¾@ÆIÓ4¼
ÎUÓ�ÌrÌr»º¿MÇ­½]ÊaÃ§»D¾â³�´¨¶C·]¸y¹\ãx�tr+å2á YeZ ö]õ�á�×�Ó4ÕUÈº¿±ö4Ñ)r�õrÑ¤`
Ìr½MÆ�Ã¤Ä±½£Á�³�´ ¶C·4¸º¹tÆ�Ó]¼�Î"Ó]ÌrÌr»b¿MÇ­½4Ê£Ã§Ó4¼
Çt¿]¼VÎ0Ìr»ºÕ�¿£Ç¯»y¾®¼C¿ÂÎMÃË»y½U¾fr�Ñ)r]Ñ¤å£Ñâ×�Ä]¿|Í4ÈbÓ�¼MÅ&» Çt¼«Ê�¼M¿£Ç±»D¾�ÃËÄ4»º¼@Î"Ä]ÓUÍaÃË¿�Ì^Ó�ÌZ¿¢Èº»y¼GÃË¿ÂÇ¯»y¾°×\Ó]Õ�Èº¿®ö]Ñ�ö]Ö
ÆIÄ4¿�ÌZ¿ ÃËÄ�¿&Í]Ó]ÌZ¿�¾£Ã¤Ó]ÈGÔ"¿aÎ8ÃË½]Ì�Ó�¾ÂÇ@ÃËÄ]¿&½�Ìr» Ït»D¾¦½ÂÁUÃËÄ]¿ Y T9X¯»y¾]¼C¿�Ì�Ãt»b¼
»D¾ÂÇ�» Î0ÓÂÃÐ¿ÂÇ�Ñ

û o+üWwºq@ý���¥�� ³�´U¶M·�¸y¹CÄU½]¼GÃ+¼GÃËÌrÓ4»b¾]¼�Ê]¼C¿ÂÇ«»b¾-Ã¤Ä]»º¼�ÎUÄUÓ4Í£ÃË¿]ÌZÑ
Strain Genotype Reference

DH5α F-Φ80dlacZ∆M15∆(lacZYA-argF) ¦;§©¨
ª!«
¬
­(®;§.¯)«
°i®!§.±(²#­
³0§�´
(rk

-mk
-) ­
«
µ
³�¶�±(· - §v²�¸�¹vº�»�» λ-¼�½ ¯ ®Qª
¨�¯)«(¾ ®!§ ¿8�
���#

���*�#À�Á
Â
Ã

Ä:Å(Æ*À�Ç�ÈLÉ�Ã
Ê
F- ­�°�ËÌµ�ËQ¹LÍ<±$²#­�Î (rB

- mB
-) ¼�Ï ¾ λ[DE3]

Ð �6����� �
�Ñ�����UÒQ�����7�
�4�
1986

û o+üWwºq@ý��ºý�� _�ÈbÓ]¼MÅ&» Ç+¼
ÊU¼M¿£Ç�»º¾-ÃËÄ]»º¼�Î0Ä]ÓUÍaÃÐ¿]ÌrÑ
Plasmid Ó<ÔÖÕ�×�Õ6ØCÙÑÚÑÛ�ØÑÜ�Ý�ÔÖÞ Reference

pGEM-
�ßÉ#��%�, �� ���
� �
�!"$�#�(�6���

Promega

pT7-à �
&�'����#%�%�� ����"���������� �\��5��
�i��À(Á�Â
Ã
':� á3É#âtÆ8ã ÃäÒQå Ð �
&�'����#%�%�� ����"����������

Roche

pRD106
�
&�'����#%�%�� ����"����������i�(������� "(�����7��� 2 '�� à -7

� �
� �(�# � «�¶ Ï ¾7æ ç Æ�è
è�Æ
pGFP

���
�
�6��� �
%9��

�!�
�
�
�������$�
�#� ���!�9�)���
�êé- �
�
�)�
%��������:���/���7��� �êÇ��Cé���Êi�� ��'*� áQÉ�â �#�)��%1

��� «
¶ Ï ¾ëæ ç
1992

pG4
À
À à Á�5
'ä�#åxìä� 2 '� � ��� �(�
�6� ���!'��)�
�
���������/� 2 ìLí

- î ìä���
��� 2 � �eÈLï:ð�
%1� �
�!'
��� 2 �
�)%<åx¿8ð î é�À.ñUå�¿8ð î ìLÀ.� �!' GEM-
�ßÉ#��%-, ¿8�����6 �#,
�(Æ�è
è*À

pB+M
Á
Á�Ã�5�'ê�#å;ìò� 2 '� � ��� �����7� �
�!'
���������$�
���)� 2 ìLí

-î ìò�#�
��� 2 � �eÈLï:ð�
%1� �
�!'
��� 2 �
�)%<åx¿ à ñóåx¿:ð î ìLÀQ� �!'
�	É�Ò -
�ôÉ��#%1, �\
�� %9%������#,

pBM
Á
Â�õ�5
'òö ­�« � – ÷:·7¬
­ �����(���/��� 2 �
�
�
�6��� 2 '*Ä#øtÒw� �!'�� à -7

�\
�� %9%������#,
pT7G4

À
À à À.5
'äù Ï Ë ¿o� – ÷:·�¬�­ �������6���
� 2 �#���
����� 2 '��9ú!� ��'#� à -7
�\
�� %9%������#,

pT7G4-CDS
À�Á�û�5�'êö ­�« � - Î Ï ° �����)�
� 2 �������6��� 2 '*ÄvÒ�À.� �
%��
�������!� ���6�!'�� à �9ú�� �
pT7-7

�\
�� %9%������#,
pT7G4-∆CDS

ú
Æ�Ã�5�'
Eco

ìL�
– Sal

�(���/��� 2 �
�
�
���
 �
���
�!���/� 2 � �#%$���/�
�
�
'
� à �9ú -åxÈ Ð � ��'�� à -7
�\
�� %9%������#,

pG4-7/10
Á
Æ�è�5
'ê��åxìä� 2 '
 � �6� �$����� �
�!'��)�
�
���1�
����� 2 ìoí

-î ìê������� 2 � �eÈoï*ð�
%1� �
�!'
��� 2 �
�)% Ð å à ñ Ð åxÀ(è!� ��'
�CÉtÒ -
�ßÉ#��%1, �\
�� %9%������#,

pG4-7/10a
Á
Æ:ÀQ5
'ê��åxìä� 2 '
 � �6� �$����� �
�!'��)�
�
���1�
����� 2 ìoí

-î ìê������� 2 � �eÈoï*ð�
%1� �
�!'
��� 2 �
�)% Ð å à ñ Ð åxÀ(è
��� �!'
�	ÉtÒ -
�ôÉ���%-, �\
�� %9%������#,

pIVEXG4-CDS-N
Á*À(û�5�'êö ­�« I– Î�Ë Ï �����)��� 2 �
�
�
����� 2 '
�9ú -à
ü À�è!� ��':� á3É#âtÆ:ã ÃêÒ.å S

�\
�� %9%������#,
pIVEXG4-CDS à Æ:ÀQ5
' Î Ï ° I- Î�Ë Ï �(���)�
� 2 �
�
�����)� 2 '��9ú -à
ü À�è
�!� ��%������7�
�!� �
���

pIVEXG4-CDS-
ïä� �!'*� á3É#â�Æ8ã ÃêÒQå Ð �\
�� %9%������#,
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3.2.2.
@ qQ¢]�?H°ü�u�z4o+zKp�ý B0D prq.¢]}�z�u þ;M4q�xt�

V^¿aÎU½�Å@ÕU»y¾�Ó�¾aÃ�Í4ÈºÓ�¼MÅ&» Ç Y T9X ÁËÌr½�Å ³�´
¶M·]¸y¹'Æ�Ó]¼ß»y¼C½]ÈDÓaÃË¿£Ç Ó]¼ÝÇ�¿�¼VÎ0Ìr»bÕ]¿£Ç »y¾ ÿ ¿ÂÎCÃ¤»b½�¾�r�Ñ¤åÂÑ/r]Ñ
V^¿4¼VÃÐÌr» ÎMÃË»b½]¾fÓU¾4Ó�È É�¼M»y¼§½aÁ'Í4ÈºÓ�¼MÅ&» Ç Y T<X|ÆIÓ4¼IÍ]¿UÌ�Á¤½�ÌrÅ&¿ÂÇ�Ó]¼^Çí¿]¼GÎUÌr»ºÕ�¿£Ç�»º¾ ÿ ¿ÂÎCÃ¤»º½�¾�r�ÑËå£Ñ�r]Ñ Y T9XÅ&½ÂÇ�» Á¡É]»º¾MÏ ¿4¾�[CÉ�Å&¿]¼¢á�X Í]Í�¿]¾MÇ�» ä ç]õ�Æ�¿�ÌZ¿âÊ4¼C¿£Ç Ó]¼2ÌZ¿£ÎU½]Å&Å@¿]¾MÇt¿£ÇÜÕMÉ2Ã¤Ä]¿ßÅ&Ó�¾�ÊaÁËÓ£ÎMÃËÊ]ÌZ¿]ÌZ¼MÑ
Y T3X
Æ�Ó4¼fÎ0½4¾£Î"¿�¾aÃÐÌZÓaÃÐ¿£Ç�Ó4¾MÇ¬ÍUÊ4Ìr» ÁÐ»º¿ÂÇÛÕÂÉ Í�Ä]¿U¾]½4È'¿ÂäMÃÐÌrÓaÎMÃÐ»º½U¾|Ó]¾£Ç�¿aÃÐÄ]Ó]¾U½4ÈíÍ�ÌZ¿ÂÎ"»ºÍ]» ÃËÓÂÃË»º½]¾ Ó4¼
Çt¿]¼VÎ0Ìr»ºÕ�¿£ÇêÕ£É ÿ Ó4Å&Õ]ÌZ½U½4Ù et

ò�¸^á åÂç]ìUç4õ&½]Ì&Ê�¼M»º¾£Ï�ÃÐÄ]¿ Y T<X = ÈD¿]Ó�¾ÜÓ�¾aÇ = ½]¾£ÎU¿U¾aÃËÌ¤ÓaÃË½]Ì�qµ» Ã
(Zymo).

3.2.3.
E0ÿ	@ o?HAP�w�u h u)¢ÂoUp u[�Wz�� h ~�������� otz4{ ncaR1-6xHis.

_ = V
Ó]Å&Í4Èº» ÁÐ» ÎUÓÂÃË»y½U¾Ý½£Á
ncaR1

Ó]¾ÂÇ
ncaR1-

ôÂä"é�»b¼§Æ�Ó�¼�Î0Ó4ÌrÌr»D¿£Çâ½�ÊÂÃ¨Ê�¼M»º¾£ÏÝÃ¤ÄU¿ØÍUÌr»ºÅ&¿4ÌZ¼ = éeS�Ö
ÿ = S4Ö = é3X Ò V�åÂÖ ÿ = å#aÀÓ]¾ÂÇ ÿ = å�a�ÓIÃ¤Ä�ÓÂÃAÆ�¿�ÌZ¿�Ç+¿4¼M» Ï+¾4¿MÇ�ÁË½�ÌUÃ¤Ä]¿ÀÓ4Å&Í]Èb» ÁÐ» ÎUÓ£Ã¤»º½U¾�½aÁx�]¶Mò	��
^Ó]¼½]ÊÂÃËÈy»b¾U¿aÇ
»D¾®×�Ó�Õ4ÈD¿¯ö4Ñbî�Ñ _ = V Ó�Å&Í]Èy» ÁÐ» ÎUÓ£Ã¤»º½4¾ÞÆ�Ó�¼ÞÍ�¿]Ì�ÁÐ½]ÌrÅ&¿ÂÇ¬Æ�» ÃËÄ®×\Ó#��V	T9X Í�½]È É�Å&¿UÌrÓ]¼8¿
ápV^½aÎ0Ä]¿�õ ½�ÌµÆ�» Ã¤Ä�ÃËÄ�¿ Z äUÍ]ÓU¾aÇÛé�» ÏíÄ sW» Ç�¿UÈº» Ã¡Éu_ = V ÿ É�¼VÃ¤¿�Å÷ápV^½ÂÎ"Ä�¿]õ Ê]¼C»º¾ÂÏ|ÃËÄ�¿�ÌrÅ&Ó4È"ÎMÉCÎUÈy»D¾ÂÏ
Í]Ì¤½aÏtÌ¤Ó]Å&Å&¿ å á�X Í�Í�¿]¾MÇt» ä îtõrÑ ×\Ä]¿¤_ = V Ó]Å&Í�Èº» ÁÐ» Î"ÓÂÃ¤»b½]¾ Í�ÌZ½MÇ�ÊÂÎCÃ¤¼ Æ�¿�ÌZ¿ Ó4¾UÓ]È ÉU¼C¿£Ç Ó]¼
de
¼VÎ0Ìr»ºÕ�¿£Ç�Í�ÌZ¿£ÔU»º½�Ê]¼8È É&á ÿ ¿ÂÎMÃË»y½U¾�r]Ñ¤å£Ñ�ö]õZÑ

û o+üWwºq@ý��
��� _�ÌZ»ºÅ&¿]Ìr¼�Ê]¼8¿aÇ@ÁÐ½4Ì]Ã¤ÄU¿^_ = VâÓ�Å@Í�Èy» ÁË» ÎUÓÂÃË»º½]¾@½ÂÁ3�4¶Mò���
\Ó�¾£Ç ncaR1-6xHis.

Primer Description Primer

CH7

'���� 2 �
�8�(�����)�
%�'��
�
��� ���!�����6

�!û��%$�������
�
�������
ncaR1

�$� �
���4���
���$��%�
�êö ­�« ������%����)� �(�7� �
�!�
���1, 2 �!%$� �7� GGAATCCCATATGACACGTCAGATGATACTTGCTGTCG

SC7

'���� 2 �
�8�(�����)�
%�'��
�
��� ���!�����6

�!û��%$�������
�
�������
ncaR1

�$� �
���4���
���$��%�
�êö ­�« ������%����)� �(�7� �
�!�
���1, 2 �!%$� �7� CATATGACACGTCAGATGATACTTGC

CHAOR1

'���� 2 �
�8�(�����)�
%�'��
�
��� ���!�����6

�!Ã��%$�������
�
�������
ncaR1

�$� �
���4���
���$��%�êù Ï Ë ¿o�(�/��%$���/� �1��� �
��������, 2 �
site

CCCAAGCTTTCTCGATCGGATAGG

SC10

'���� 2 �
�8�(�����)�
%�'��
�
��� ���!�����6

�!Ã��%$�������
�
�������
ncaR1

�$� �
���4���
���$��%� Î�Ë Ï �(����%����4� ���6� ����������, 2 �e%$� �7� CCCGGGAATTCCGCGATCAGACC

SC10a

'���� 2 �
�8�(�����)�
%�'��
�
��� ���!�����6

�!Ã��%$�������
�
�������
ncaR1

�$� �
���4���
���$��%� Î�Ë Ï �(����%����4� ���6� ����������, 2 �e%$� �7��
��� �
-
����� 2 �����#%$� �����7�ê¿*� % - �������������������5#,.':� áQÉ�âv�xú

-CDS

CCCGGGGAATTCCGCGATCAGACC
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3.2.4. ý BxD xUqvþ0M4q+z?¢]u[zQK¦otz4{«x]q:þ�M4q+z?¢£q&o�z4otw�G4x+uyx+�

Y T3X¯¼M¿��íÊ]¿�¾ÂÎ"»b¾aÏ�ÓU¾ÂÇ«¼C¿��íÊ]¿�¾ÂÎ0¿¦ÓU¾4ÓUÈ É�¼C»y¼^Æ
Ó]¼�Î"Ó]ÌrÌr»D¿ÂÇ«½�Ê£ÃtÓ]¼�Çí¿]¼VÎ"Ìr»ºÕU¿£Ç«»y¾ ÿ ¿£ÎMÃ¤»D½�¾�r4ÑËåÂÑ¡ô4Ñ�^¾4Èb¿�¼M¼�½£ÃËÄ�¿�Ì[Æ
»º¼8¿Ý¼GÃËÓaÃÚ¿aÇ¢ÃËÄ�¿2Í�Ìr»yÅ&¿�ÌZ¼°Ê]¼C¿MÇÝÁÐ½4Ì^¼C¿��tÊ]¿U¾aÎU»D¾£Ï±½ÂÁ Ìr¿ÂÎU½UÅ@Õ�»y¾]ÓU¾aÃË¼°½ÂÁ Ít` Z ë -
×

Z Ó]¼>É§Æ�¿�ÌZ¿�Í:� = s¢Ó]¾£Ç|Ív� = V^ÖKÃ¤ÄU½]¼8¿IÁÚ½4Ì'¼C¿��+Ê]¿�¾ÂÎU»b¾£Ï®ÌZ¿ÂÎ"½4Å&Õ]»º¾UÓ]¾£Ã¤¼-ÁË½]ÌµÍÂ×;S -
S�ÆI¿]Ì¤¿I×!S

-
Sts

Ó]¾£Ç�×0S
-
StV�ÖtÓ�¾ÂÇ�Ã¤ÄU½4¼8¿@ÁË½]Ìµ¼M¿#�tÊU¿]¾ÂÎ"»b¾aÏ|Ì¤¿ÂÎ0½4Å&Õ]»º¾�Ó�¾£Ã¤¼&½ÂÁ�Ív]�y Z�� r]Ñ[ö«ë = ÿ ÆI¿]Ì¤¿�×�S -

Svs®Ó]¾MÇ
T7-

Vâá�X Í]Í]¿U¾ÂÇt» ä�ö]õrÑ

3.2.5.
ÿ �Wz4x]p s(M?¢£p u[�Wz�� h m]q.¢£p~�Wsrx h �Wsµ}KqUprqtsh�tw[�?K��?M4x&qvO.PWsZq4x�x+u[�Wz�� h ncaR1.

X å4å�S+åÂÕ]Í���òv� éC]
– � ¹�����]�])]0ÁËÌZÓÂÏ�Å&¿U¾ÂÃ¤Ö"Î"Ó]ÌrÌ[É�»b¾£Ï�ÃÚÄ4¿ÝÍ]ÌZ½]Å&½ÂÃË¿]Ì�Ó�¾ÂÇ�Î0½ÂÇ+»º¾MÏ ¼M¿\�+Ê]¿�¾£ÎU¿&ÁÚ½4Ì

ncaR1
Ö�Æ�Ó�¼«¿aäMÎ"»º¼C¿MÇ2ÁËÌr½�Å Í:`�î ápsW» Ï+Ê4ÌZ¿®ö4ÑÐåÂÖ ÿ Ã¤¿�Í�])][õ¨Ó]¾ÂÇ »º¾�¼C¿4ÌRÃÐ¿aÇ�Õ4¿ÂÃ¡Æ�¿�¿]¾�ÃËÄU¿��µò�� éC]

Ó]¾£Ç
Hind

]�])]-Ìr¿]¼GÃ¤ÌZ» ÎCÃ¤»º½�¾¯¿U¾#[MÉUÅ@¿¬¼M» ÃÐ¿]¼ ½ÂÁ-ÃËÄ�¿¬Å@Ê�È ÃË»ºÍ�Èº¿®Î"Èº½�¾]»b¾ÂÏ ¼M» ÃË¿¬á¤ë = ÿ õ¦½ÂÁ@Í£×0S -
S�ÕÂÉ

Èº» ÏíÓÂÃ¤»b½]¾¦Æ�» ÃÚÄI×+î Y T9X ��» ÏtÓ�¼M¿°áp_�Ì¤½]Å&¿ÂÏ+Ó�õ�ápsW» Ï�ÊUÌr¿�ö]Ñ¤å£Ö ÿ ÃË¿�Íl]WÓU¾aÇ ]�])][õZÑ�V^¿ÂÎ0½4Å&Õ]»b¾]ÓU¾ÂÃ¤¼
Æ�» ÃÐÄÃ¤Ä�¿@ÎU½]ÌrÌ¤¿ÂÎCÃ\»b¾]¼8¿4Ì�ÃíÆI¿]ÌZ¿«¼C¿]Èº¿ÂÎMÃÚ¿aÇ ÕÂÉ�Ì¤¿]¼VÃËÌr» ÎMÃË»º½�¾«¿�¾�[CÉ]Åf¿°Å&Ó�Í�Í4»D¾ÂÏ�Ñ Y T9X ¼C¿��íÊ]¿]¾£ÎU»D¾aÏ�ÆI» ÃËÄ
Í]ÌZ»yÅ@¿�Ìr¼
×;S

-
Sts¢Ó�¾ÂÇ°×;S

-
SvV ÆIÓ]¼
ÎUÓ�ÌrÌr»D¿ÂÇ®½�Ê£ÃWÃË½¦Î"½]¾aÁÚ»yÌrÅ
ÃËÄ4¿�ÍUÌr¿4¼8¿�¾£ÎU¿�½ÂÁtÃËÄ]¿�Î0½]Ì¤Ìr¿aÎMÃ�»y¾�¼C¿�Ì�Ã¤Ñ

×µÄ�¿±Ìr¿]¼8Ê4È Ã¤»D¾ÂÏ­Í4ÈDÓ]¼CÅ@» Ç+Ö Ía×�S:`^îâÎUÓ]ÌZÌr»b¿£ÇßÃÐÄ]¿
ncaR1

Ï+¿�¾]¿±Ó]¾MÇ » ÃË¼®¿�¾ÂÇt½MÏ�¿U¾�½]Ê]¼®Í]Ì¤½]Å&½aÃÐ¿]Ì
Çt½£Æ�¾�¼VÃ¤Ì¤¿]Ó4Åê½ÂÁUÃËÄ]¿-×0S&Í]½�È É�Å&¿�ÌZÓ]¼8¿¦Í�Ìr½]Å&½ÂÃÐ¿]ÌtÓ]¾£Ç�Ìr»DÕ]½4¼8½]Å&Ó]È8Õ4»º¾MÇ�»D¾ÂÏ�¼M» ÃÐ¿4Ñ

×µÄ�¿IÎ"½ÂÇt»D¾ÂÏÝ¼C¿��+Ê]¿U¾ÂÎU¿�½ÂÁ
ncaR1

Æ�Ó�¼§Ó4Å&Í]Èb» ÁÐ»y¿MÇ�ÁËÌZ½]ÅæÍv`�î¢ÕÂÉ|_ = V¬ÓUÅ&Í4Èº» ÁÐ» ÎUÓaÃÐ»y½]¾§Æ
» Ã¤Ä = éCS
Ó]¾£Ç = é9X Ò VIå�ápst» ÏtÊUÌr¿Àö]Ñ)r4Ö ÿ Ã¤¿UÍ ]�õrÖ"Ê]¼8»º¾£Ïf×\Ó�� Y T3X�Í�½�È É�Å@¿�ÌrÓ]¼8¿�ápV^½MÎUÄ]¿�õrÖ0Ó]¼ Çt¿]¼GÎUÌ¤»ºÕ]¿£ÇÝ»º¾
ÿ ¿ÂÎMÃË»º½]¾�ö]Ñ�r�Ñ[ö]Ñ�×\Ä]¿|å#a�a]ö�Õ]ÍA_ = VÜÓ]Å&Í4Èb» ÁË» Î"ÓaÃË»b½�¾�Í4Ì¤½ÂÇíÊaÎMÃËÖ4ÎUÓUÌrÌRÉU»º¾£Ï

ncaR1
Æ�Ó�¼¦Èb» Ï+ÓÂÃË¿ÂÇ®»b¾ÂÃË½

pGEM-
× Z Ó4¼>É = Èb½�¾4»b¾MÏ y�¿ÂÎMÃÚ½4Ì�áps�» ÏtÊ]Ì¤¿±ö4Ñ)r�Ö ÿ Ã¤¿�Í ]�]�õrÖ'ÃË½2Ï+¿]¾U¿4ÌZÓ£Ã¤¿±Í]ã��0ë§Ñ ×�Ä�¿ßÍUÌr»ºÅ&¿4ÌZ¼

= éeSÛÓ�¾£Ç = é3X Ò V�åÞ»D¾aÃËÌZ½ÂÇíÊÂÎU¿£Ç �!��ð ]�Ó]¾MÇ
Hind

]�])]�Ìr¿]¼GÃ¤Ìr» ÎCÃ¤»º½�¾�¿U¾#[CÉ�Å&¿Û¼M» Ã¤¿�¼ÝÁËÈºÓ�¾4ÙM»D¾ÂÏ
ncaR1

ÖKÆIÄ]» Î0Ä§Æ�¿4Ì¤¿ÀÊ�¼C¿aÇ�ÃË½°¿ÂäCÎU»y¼M¿°Ó°ç]ì]ôUÕ]Í
Nde

]
-Hind

]/]�]KÁÐÌrÓÂÏ�Å&¿�¾ÂÃAÁÐÌr½]Å Í]ã��0ë ájs�» ÏíÊ]Ì¤¿
ö]Ñ)r]Ö ÿ ÃË¿4Í�])])][õ4ÃËÄ�ÓaÃ"Æ�Ó4¼�Èº» Ï+ÓaÃÐ¿ÂÇ�»D¾ÂÃ¤½-ÃËÄ�¿"�#�]ð ] – � ¹��$��]�]/]]Ìr¿�¼VÃ¤Ìr» ÎMÃ¤»D½]¾&¿4¾\[MÉUÅ&¿@¼M» ÃË¿]¼�½ÂÁíÍvV Y å\a]ôáps�» Ï+Ê]ÌZ¿Ûö]Ñ�r�Ñ ÿ Ã¤¿�ÍF]�y Ó�¾£Ç y�õrÑ ×�Ä�¿�Í]Ì¤¿]¼8¿4¾ÂÎ0¿Û½aÁ�Ã¤Ä]¿|Î"½�ÌrÌZ¿£ÎMÃ@»D¾]¼C¿]ÌRÃ
Æ�Ó�¼�Î0½U¾aÁË»ºÌZÅ@¿£Ç Õ£É
Ìr¿�¼VÃ¤Ìr» ÎMÃ¤»b½]¾fÅ@ÓUÍUÍ4»º¾MÏ�Ö0Ó]¾MÇfÃ¤ÄU¿fÌr¿]¼CÊ]È ÃÐÓ]¾ÂÃ"Î0½]¾4¼GÃËÌ¤ÊÂÎMÃ'Í�ã�ë«åaÖmÆ
Ó�¼I¼C¿\�tÊ�¿]¾£Î"¿aÇ2Ê]¼M»b¾ÂÏf×�S

-
Sts«Ó�¾MÇ

T7-
StV�á�X Í�Í�¿�¾ÂÇt» äØöUõWÃ¤½@ÎU½�¾aÁË»ºÌZÅ Ã¤Ä]¿«Ó�Õ]¼C¿�¾aÎ0¿«½ÂÁ�Í�½4»b¾£Ã�Å&ÊÂÃ¤Ó£Ã¤»º½�¾]¼f»y¾A�U¶Mò��%
�Ã¤ÄUÓaÃ�Å@Ó£É�ÄUÓÂÔ0¿

Ó]ÌZ»y¼C¿�¾-Ç+Ê]Ìr»D¾ÂÏ@Ã¤Ä�¿�_ = V±Ó]Å&Í�Èy» ÁË» Î
ation.

X å£ç b ÕUÍ&�!��ð�]
- ' ò�¶u]�ÁÚÌrÓaÏtÅ&¿U¾aÃ ÆIÓ4¼|¿£äMÎU»D¼M¿aÇ¯ÁÐÌr½]ÅùÍ4ã�ë«å2áps�» Ï+Ê4Ì¤¿ ö]Ñ�ö]Ö ÿ ÃË¿4Í�]/][õIÓ]¾MÇ

»º¾4¼C¿�ÌRÃ¤¿£ÇØ»D¾aÃË½
ÃÚÄ4¿�Î"½�ÌrÌZ¿U¼MÍ]½�¾£Çt»º¾MÏ(�!��ðd]
– Sac

]8ÎU½�Ä�¿4¼C» Ô0¿&¿U¾ÂÇ+¼I½ÂÁ'Í£×;S�`�îØájs�» Ï+Ê�ÌZ¿fö]Ñ[ö�Ö ÿ Ã¤¿UÍ
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]"Ó4¾ÂÇJ]�]/][õrÑ�×�Ä]¿&»y¾]¼8¿]Ì�ÃË»b½]¾&½£Á0Ã¤Ä]¿
ÎU½]ÌrÌZ¿£ÎMÃ�»y¾]¼C¿�Ì�ÃUÆIÓ]¼�ÎU½�¾ÂÁË»bÌrÅ@¿£Ç�ÕÂÉ�Ìr¿4¼GÃËÌZ» ÎCÃË»y½�¾@Å&ÓUÍ4Í]»D¾ÂÏ+Ñ Y T9X¼M¿��tÊ�¿�¾aÎ"»b¾MÏ�Æ�Ó�¼¨ÎUÓUÌrÌr»º¿MÇÝ½�ÊÂÃ�Ê4¼C»º¾MÏf×;S
-
StsÝÓ4¾MÇÀ×0S

-
S:V¬áp_µÌr»ºÅ&¿]Ìr¼¦ö4õ"ÁË½�ÌUÁ¤Ê]ÌRÃ¤Ä�¿]Ì"ÎU½�¾ÂÁË»bÌrÅ&ÓaÃË»y½U¾]Ñ

×µÄ�¿ÀÌ¤¿]¼MÊ4È ÃËÓ]¾£ÃAÎU½U¾4¼GÃËÌrÊaÎ8ÃËÖ0Í£×0St`�î
-
= Y^ÿ ÖKÆ�Ó�¼§Ê�¼C¿aÇ�ÁË½�Ìí¿Âä0Í]ÌZ¿4¼C¼M»D½]¾�½£Á ncaR1

»b¾�³�´0¶C·�¸y¹4ã0�tríå
(DE3).

X¢ÎU½�¾]¼VÃ¤Ì¤ÊÂÎCÃ]ÁÚ½4Ì4ÃËÄ�¿&¿aä"Í�Ìr¿�¼M¼C»º½]¾&½ÂÁíÓ-ÃËÌrÊ�¾ÂÎ0ÓÂÃ¤¿£Ç
ncaR1

ÆIÓ]¼�Ï+¿4¾U¿]Ì¤ÓaÃË¿£Ç�Õ£É
Ç+¿�Èº¿ÂÃ¤»D¾ÂÏ�Ó
î?rUö@Õ�Í
Eco

VC]
– Sal

]CÁËÌZÓÂÏtÅ&¿�¾£Ã0ÁÐÌr½4Å­Ã¤Ä]¿�Î"½aÇ+»b¾ÂÏØ¼M¿\�tÊU¿]¾ÂÎ"¿�½£Á
ncaR1

»b¾�ÍÂ×�Sv`�î
-
= Y^ÿ ápst» Ï+Ê]ÌZ¿fö]Ñ¡ö]Ö

ÿ Ã¤¿]Í�]�y�õrÑ®×µÄ]»y¼§ÆIÓ]¼�Ó£Î"Ä�»y¿ÂÔ0¿£Ç ÕMÉÀÇt» Ït¿]¼VÃË»b¾ÂÏßÍM×0St`�î -
= Y�ÿ Æ�» ÃÐÄ Eco

V	]�Ó]¾MÇ
Sal

]¡Ö"ÁË»ºÈyÈb»º¾aÏ±»º¾
Ã¤Ä�¿ b�) ½ÂÔ"¿�ÌZÄ4ÓU¾MÏ�¼&Æ�» ÃÐÄ q�Èy¿�¾�½£Æ á Y T9X _µ½4È É]Åf¿]ÌZÓ]¼M¿ ];�]Ó]Ì[Ït¿ s�ÌrÓ£ÏtÅ@¿U¾ÂÃËõ^Ó]¾£Ç¢Ç3T�×;_�¼CÑ±×µÄ�¿
Í]ÈyÓ�¼MÅ&» Ç Æ�Ó]¼Ý¼C¿]È Á�Èy» ÏíÓaÃÚ¿aÇßÎUÓ]Ê�¼M»º¾£Ï�Ì¤¿

-
Î"»ºÌ�Î0Ê4ÈbÓ�Ìr»º¼MÓ£Ã¤»º½U¾Þ½aÁ�Ã¤Ä]¿ r�ç�ç]ì]ÕUÍ�ÁÐÌrÓ£ÏtÅ@¿�¾ÂÃ�Ï�¿�¾U¿4Ì¤ÓÂÃ¤»º¾MÏ

pT7G4-∆CDS.
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gWu/KLM�s�q¦ý+�[þ]� X¢ÁËÈb½ÂÆßÇt»ºÓMÏ�ÌZÓ�Å ¼MÄ�½£Æ
»D¾£Ï@Ã¤Ä�¿@Ó]Í�Í�ÌZ½4Ó£Î"Ä@Ê]¼8¿ÂÇ@ÁÐ½4Ì]Ã¤Ä�¿ Î"½]¾]¼>Ã¤ÌrÊ£ÎMÃ¤»b½�¾@½aÁ�ÍÂ×;Sv`�îtÑ

II
*�+-,/. 02143252687:9$;
<�=->@?BA

- C�DFE$G III
fragment

*�+2,$. 021H727JI87:9�;
Bam

?�A
- Hind III

fragment

I

III
LIGATE

pG4K�L�M�NPO�Q NCAAH

RTS�UWV

XZY\[]V_^

`�a Rb[cXdY

U\e ` X

U\e ` V

`�a Rb[cV_Y

BamfWgdh ijiZk l

Hin mng g gdhFk opk qjl

Nde gdhFkrojsjtul

Sac gdh tjqZk l

Sac gdhvk ojwuxjl

Sac g gdh ijqjoyl

Sac g gdhvk zuqjqjl
Sal gdhFkjkukjk l

Sal gdhvk ojsZk l

Eco{]gdh iuqj|jl

Eco {}gdhFk suzjijl

Eco {}g~hjk ojzpk l

pT7-7L�K���� O�Q

AmpR

ori

MCS

T7-7F

T7-7R

�Z�2�y� ��S���� ���

RBS

BamfWgdh sjoyijl

Cla gdh ojxZk l

Eco {]gdh sjsjxul

Hin mng g gdh su|Zk l

Nde g~h sjiZk l

Sal gdh suwjojl

Sma gdh suoZk l

pT7G4NB�WN�L O�Q

ncaR1

RbS�UWV

ori

�����������������~�����y�bV_Y_U�� ��S���� ���
T7-7R

T7-7F�Z���y� ��S���� ���
RBS

Bam f2g~h |jzjxjl

Cla gdh qTkjkjk l
Hin m�g g gdh qZkrxZk l

Nde gdh |uxjwjl

Sac gdhFk zZk xjl

Sac g gdhvk tpkjk l
Sal gdhFk ouxjxjl

Sma gdh |uqjwjl
Eco {]gdh |Zk ojl

Eco {}gdh qjxuqjzjl

II
*�+-,/. 02143252687:9$;
<�=->@?BA

- C�DFE$G III
fragment

*�+2,$. 021H727JI87:9�;
Bam

?�A
- Hind III

fragment

I

III
LIGATE

II
*�+-,/. 02143252687:9$;
<�=->@?BA

- C�DFE$G III
fragment

*�+2,$. 021H727JI87:9�;
Bam

?�A
- Hind III

fragment

I

III
LIGATE

II
*�+-,/. 02143252687:9$;
<�=->@?BA

- C�DFE$G III
fragment

*�+2,$. 021H727JI87:9�;
Bam

?�A
- Hind III

fragment

I

III

II
*�+-,/. 02143252687:9$;
<�=->@?BA

- C�DFE$G III
fragment

*�+2,$. 021H727JI87:9�;
Bam

?�A
- Hind III

fragment

I

III

*�+-,/. 02143252687:9$;
<�=->@?BA

- C�DFE$G III
fragment

*�+2,$. 021H727JI87:9�;
Bam

?�A
- Hind III

fragment

I

III
LIGATE

pG4K�L�M�NPO�Q NCAAH

RTS�UWV

XZY\[]V_^

`�a Rb[cXdY

U\e ` X

U\e ` V

`�a Rb[cV_Y

BamfWgdh ijiZk l

Hin mng g gdhFk opk qjl

Nde gdhFkrojsjtul

Sac gdh tjqZk l

Sac gdhvk ojwuxjl

Sac g gdh ijqjoyl

Sac g gdhvk zuqjqjl
Sal gdhFkjkukjk l

Sal gdhvk ojsZk l

Eco{]gdh iuqj|jl

Eco {}gdhFk suzjijl

Eco {}g~hjk ojzpk l

pG4K�L�M�NPO�Q NCAAH

RTS�UWV

XZY\[]V_^

`�a Rb[cXdY

U\e ` X

U\e ` V

`�a Rb[cV_Y

BamfWgdh ijiZk l

Hin mng g gdhFk opk qjl

Nde gdhFkrojsjtul

Sac gdh tjqZk l

Sac gdhvk ojwuxjl

Sac g gdh ijqjoyl

Sac g gdhvk zuqjqjl
Sal gdhFkjkukjk l

Sal gdhvk ojsZk l

Eco{]gdh iuqj|jl

Eco {}gdhFk suzjijl

Eco {}g~hjk ojzpk l

pT7-7L�K���� O�Q

AmpR

ori

MCS

T7-7F

T7-7R

�Z�2�y� ��S���� ���

RBS

BamfWgdh sjoyijl

Cla gdh ojxZk l

Eco {]gdh sjsjxul

Hin mng g gdh su|Zk l

Nde g~h sjiZk l

Sal gdh suwjojl

Sma gdh suoZk lpT7-7L�K���� O�Q

AmpR

ori

MCS

T7-7F

T7-7R

�Z�2�y� ��S���� ���

RBS

BamfWgdh sjoyijl

Cla gdh ojxZk l

Eco {]gdh sjsjxul

Hin mng g gdh su|Zk l

Nde g~h sjiZk l

Sal gdh suwjojl

Sma gdh suoZk l

pT7G4NB�WN�L O�Q

ncaR1

RbS�UWV

ori

�����������������~�����y�bV_Y_U�� ��S���� ���
T7-7R

T7-7F�Z���y� ��S���� ���
RBS

Bam f2g~h |jzjxjl

Cla gdh qTkjkjk l
Hin m�g g gdh qZkrxZk l

Nde gdh |uxjwjl

Sac gdhFk zZk xjl

Sac g gdhvk tpkjk l
Sal gdhFk ouxjxjl

Sma gdh |uqjwjl
Eco {]gdh |Zk ojl

Eco {}gdh qjxuqjzjl

pT7G4NB�WN�L O�Q

ncaR1

RbS�UWV

ori

�����������������~�����y�bV_Y_U�� ��S���� ���
T7-7R

T7-7F�Z���y� ��S���� ���
RBS

Bam f2g~h |jzjxjl

Cla gdh qTkjkjk l
Hin m�g g gdh qZkrxZk l

Nde gdh |uxjwjl

Sac gdhFk zZk xjl

Sac g gdhvk tpkjk l
Sal gdhFk ouxjxjl

Sma gdh |uqjwjl
Eco {]gdh |Zk ojl

Eco {}gdh qjxuqjzjl
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gWu/KLM�s�q¦ý+� ¥t� X¢ÁËÈb½ÂÆßÇt»ºÓMÏ�ÌZÓ�Å ¼MÄ�½£Æ
»D¾£Ï@Ã¤Ä�¿@Ó]Í�Í�ÌZ½4Ó£Î"Ä-ÁË½�ÌKÃËÄ4¿-Î0½]¾]¼GÃ¤ÌZÊ£ÎMÃ¤»D½4¾&½ÂÁ�Í4ãµë°å£Ñ

pG4����������� NCAAH

�d�����

 \¡£¢_�¥¤

¦p§ �£¢- \¡

�j¨ ¦  

�u¨ ¦ �

¦T§ �d¢W�¥¡

Bam©�ªu« ¬­¬~® ¯

Hin °Tª ª ªy«­® ±~® ²­¯

Nde ªu«­® ±´³Fµ­¯

Sac ª�« µ´²d® ¯

Sac ª�«­® ±F¶­·F¯

Sac ª ªy« ¬F²´±F¯

Sac ª ª�«´® ¸F²F²´¯Sal ªy«´®F®­®F® ¯

Sal ª�«­® ±F³d® ¯

Eco¹ºªy« ¬F²­»F¯

Eco ¹Jªy«´® ³F¸´¬F¯

Eco ¹ºª�«´® ±F¸~® ¯

¼�½�¾À¿�Á#Â-Ã­Ä´ÅuÄ­Æ�¿�ÇuÄ´È2ÉËÊÌÄ­ÇjÍ
Â2ÎdÄ´Á#Ï�ÎdÐÑ½�Ò�ÓÑ¿�É2ÔË½�Ò�ÕÌÖ×¾WØ

I

pGEM- Ù�Ú-Û¥Ü_Ý/Þ2ß¥à\árâ¥ã����ä�å����
amp

 \¡Z¢_��¤

MCS

�j¨ ¦ �

�j¨ ¦  

p lac

Nde ªy« ±F¶d® ¯
Sac ªy« ±Fµ­¸F¯

Sac ª ªy« ±F²F¸´¯

Sal ª�« ±­±F¬F¯

Eco ¹Jª�« ±­²F±F¯
Eco ¹Jªy« ±F¬F¬­¯

G4-CH7/CHOAR1æ�æ¥çéè�ê

ncaR1

ëíìíîJï�ð£ñ
CH7

Eco ò-ó~ô õpöuö ÷
Hinø�ó ó ó�ô õuùuõu÷Nde ó~ô úu÷ Sac ó~ôFö õuùy÷ Sacó ó~ô ûuõuõu÷Saló~ô üuùuùu÷

pB+Mý�þJÿ�� è�ê ncaR1
�������

	�

�����

CH7

��� ������


��� � 	

��� � �
p lac

Hin ��� � ��� � � � � �

Nde ��� ! " # �

Nde ��� � !$� % �

Sac ��� # "�� �

Sac ��� � ! !$� �

Sac � ��� � & # �

Sac � ��� � � " � �Sal ��� & �'� �

Sal ��� � !$� " �

Eco ()��� � & � �

Eco (*��� � ��� !$�

Eco (���� � !�� " �

LIGATE

II

pG4����������� NCAAH

�d�����

 \¡£¢_�¥¤

¦p§ �£¢- \¡

�j¨ ¦  

�u¨ ¦ �

¦T§ �d¢W�¥¡

Bam©�ªu« ¬­¬~® ¯

Hin °Tª ª ªy«­® ±~® ²­¯

Nde ªu«­® ±´³Fµ­¯

Sac ª�« µ´²d® ¯

Sac ª�«­® ±F¶­·F¯

Sac ª ªy« ¬F²´±F¯

Sac ª ª�«´® ¸F²F²´¯Sal ªy«´®F®­®F® ¯

Sal ª�«­® ±F³d® ¯

Eco¹ºªy« ¬F²­»F¯

Eco ¹Jªy«´® ³F¸´¬F¯

Eco ¹ºª�«´® ±F¸~® ¯

pG4����������� NCAAH

�d�����

 \¡£¢_�¥¤

¦p§ �£¢- \¡

�j¨ ¦  

�u¨ ¦ �

¦T§ �d¢W�¥¡

Bam©�ªu« ¬­¬~® ¯

Hin °Tª ª ªy«­® ±~® ²­¯

Nde ªu«­® ±´³Fµ­¯

Sac ª�« µ´²d® ¯

Sac ª�«­® ±F¶­·F¯

Sac ª ªy« ¬F²´±F¯

Sac ª ª�«´® ¸F²F²´¯Sal ªy«´®F®­®F® ¯

Sal ª�«­® ±F³d® ¯

Eco¹ºªy« ¬F²­»F¯

Eco ¹Jªy«´® ³F¸´¬F¯

Eco ¹ºª�«´® ±F¸~® ¯

¼�½�¾À¿�Á#Â-Ã­Ä´ÅuÄ­Æ�¿�ÇuÄ´È2ÉËÊÌÄ­ÇjÍ
Â2ÎdÄ´Á#Ï�ÎdÐÑ½�Ò�ÓÑ¿�É2ÔË½�Ò�ÕÌÖ×¾WØ

I
¼�½�¾À¿�Á#Â-Ã­Ä´ÅuÄ­Æ�¿�ÇuÄ´È2ÉËÊÌÄ­ÇjÍ
Â2ÎdÄ´Á#Ï�ÎdÐÑ½�Ò�ÓÑ¿�É2ÔË½�Ò�ÕÌÖ×¾WØ

I

pGEM- Ù�Ú-Û¥Ü_Ý/Þ2ß¥à\árâ¥ã����ä�å����
amp

 \¡Z¢_��¤

MCS

�j¨ ¦ �

�j¨ ¦  

p lac

Nde ªy« ±F¶d® ¯
Sac ªy« ±Fµ­¸F¯

Sac ª ªy« ±F²F¸´¯

Sal ª�« ±­±F¬F¯

Eco ¹Jª�« ±­²F±F¯
Eco ¹Jªy« ±F¬F¬­¯pGEM- Ù�Ú-Û¥Ü_Ý/Þ2ß¥à\árâ¥ã����ä�å����

amp

 \¡Z¢_��¤

MCS

�j¨ ¦ �

�j¨ ¦  

p lac

Nde ªy« ±F¶d® ¯
Sac ªy« ±Fµ­¸F¯

Sac ª ªy« ±F²F¸´¯

Sal ª�« ±­±F¬F¯

Eco ¹Jª�« ±­²F±F¯
Eco ¹Jªy« ±F¬F¬­¯

G4-CH7/CHOAR1æ�æ¥çéè�ê

ncaR1

ëíìíîJï�ð£ñ
CH7

Eco ò-ó~ô õpöuö ÷
Hinø�ó ó ó�ô õuùuõu÷Nde ó~ô úu÷ Sac ó~ôFö õuùy÷ Sacó ó~ô ûuõuõu÷Saló~ô üuùuùu÷

G4-CH7/CHOAR1æ�æ¥çéè�ê

ncaR1

ëíìíîJï�ð£ñ
CH7

Eco ò-ó~ô õpöuö ÷
Hinø�ó ó ó�ô õuùuõu÷Nde ó~ô úu÷ Sac ó~ôFö õuùy÷ Sacó ó~ô ûuõuõu÷Saló~ô üuùuùu÷

ncaR1

ëíìíîJï�ð£ñ
CH7

Eco ò-ó~ô õpöuö ÷
Hinø�ó ó ó�ô õuùuõu÷Nde ó~ô úu÷ Sac ó~ôFö õuùy÷ Sacó ó~ô ûuõuõu÷Saló~ô üuùuùu÷

pB+Mý�þJÿ�� è�ê ncaR1
�������

	�

�����

CH7

��� ������


��� � 	

��� � �
p lac

Hin ��� � ��� � � � � �

Nde ��� ! " # �

Nde ��� � !$� % �

Sac ��� # "�� �

Sac ��� � ! !$� �

Sac � ��� � & # �

Sac � ��� � � " � �Sal ��� & �'� �

Sal ��� � !$� " �

Eco ()��� � & � �

Eco (*��� � ��� !$�

Eco (���� � !�� " �

pB+Mý�þJÿ�� è�ê ncaR1
�������

	�

�����

CH7

��� ������


��� � 	

��� � �
p lac

Hin ��� � ��� � � � � �

Nde ��� ! " # �

Nde ��� � !$� % �

Sac ��� # "�� �

Sac ��� � ! !$� �

Sac � ��� � & # �

Sac � ��� � � " � �Sal ��� & �'� �

Sal ��� � !$� " �

Eco ()��� � & � �

Eco (*��� � ��� !$�

Eco (���� � !�� " �

LIGATE

II

LIGATE

II
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gWu/KLM�s�q¦ý+� ¥J¢]��zKpr{\� X2ÁÐÈy½£ÆßÇ�»DÓ£Ï�Ì¤Ó]Å ¼CÄ]½MÆ
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pRD106+-,.+-,0/-1

2�35476

ori

RBS

T7-7F

T7-7R

8:97;=< >
3?>
@ A
<

BamBDCFE G=H=I�J

ClaCFE G=K�L=J
HinM.C C C�E G�I=L�J

Nde C�E N�I=G=J
SalC�E GPO Q�J

RTSVUXW Y[Z]\7^[_a`cb
dfe�gch0i�i�i

- j hck
I

fragment

III

LIGATE

IV

V

RlS[UmW YVZon[pVq[^r`Db
dfe�gDhai�i�i

- j hck
I

fragment

pBM1s-t5u?vxw5y

z?{�|~}

ncaR1

ori

T7-7R

T7-7F�-���
RBS

Cla�.� �'�*�����
Eco�c�.� �
�������

Hin��� � �.� ���
�����

Nde �.� �*���'�
Sac �.� �*�����

Sac � ��� �������
�
Sal�.� �������

pB+M�7�[�V���V�
ncaR1

�
���)�

���*�P�:�

CH7

 �¡ �P�.���

��¢   �

��¢   �
p lac

Hin £�¤ ¤ ¤�¥ ¦'§$¨�©'ª

Nde ¤�¥ «�¬'­�ª

Nde ¤®¥ ¦�«'§'¯�ª

Sac ¤�¥ ­'¬�¦'ª

Sac ¤®¥ ¦�«'«'¨�ª

Sac ¤ ¤�¥ §�°'­�ª

Sac ¤ ¤�¥ ¦'¦�¬$©'ª
Sal ¤�¥ °$¨�¦'ª

Sal ¤�¥ ¦�«'§$¬�ª

Eco ±�¤®¥ §'°�¨'ª

Eco ±�¤�¥ ¦$§�¦'«�ª

Eco ±�¤�¥ ¦'«'¦'¬'ª

pRD106+-,.+-,0/-1

2�35476

ori

RBS

T7-7F

T7-7R

8:97;=< >
3?>
@ A
<

BamBDCFE G=H=I�J

ClaCFE G=K�L=J
HinM.C C C�E G�I=L�J

Nde C�E N�I=G=J
SalC�E GPO Q�J

RTSVUXW Y[Z]\7^[_a`cb
dfe�gch0i�i�i

- j hck
I

fragment

III

LIGATE

IV

V

RlS[UmW YVZon[pVq[^r`Db
dfe�gDhai�i�i

- j hck
I

fragment

RTSVUXW Y[Z]\7^[_a`cb
dfe�gch0i�i�i

- j hck
I

fragment

III

LIGATE

IV

V

RlS[UmW YVZon[pVq[^r`Db
dfe�gDhai�i�i

- j hck
I

fragment

pBM1s-t5u?vxw5y

z?{�|~}

ncaR1

ori

T7-7R

T7-7F�-���
RBS

Cla�.� �'�*�����
Eco�c�.� �
�������

Hin��� � �.� ���
�����

Nde �.� �*���'�
Sac �.� �*�����

Sac � ��� �������
�
Sal�.� �������

pB+M�7�[�V���V�
ncaR1

�
���)�

���*�P�:�

CH7

 �¡ �P�.���

��¢   �

��¢   �
p lac

Hin £�¤ ¤ ¤�¥ ¦'§$¨�©'ª

Nde ¤�¥ «�¬'­�ª

Nde ¤®¥ ¦�«'§'¯�ª

Sac ¤�¥ ­'¬�¦'ª

Sac ¤®¥ ¦�«'«'¨�ª

Sac ¤ ¤�¥ §�°'­�ª

Sac ¤ ¤�¥ ¦'¦�¬$©'ª
Sal ¤�¥ °$¨�¦'ª

Sal ¤�¥ ¦�«'§$¬�ª

Eco ±�¤®¥ §'°�¨'ª

Eco ±�¤�¥ ¦$§�¦'«�ª

Eco ±�¤�¥ ¦'«'¦'¬'ª

pB+M�7�[�V���V�
ncaR1

�
���)�

���*�P�:�

CH7

 �¡ �P�.���

��¢   �

��¢   �
p lac

Hin £�¤ ¤ ¤�¥ ¦'§$¨�©'ª

Nde ¤�¥ «�¬'­�ª

Nde ¤®¥ ¦�«'§'¯�ª

Sac ¤�¥ ­'¬�¦'ª

Sac ¤®¥ ¦�«'«'¨�ª

Sac ¤ ¤�¥ §�°'­�ª

Sac ¤ ¤�¥ ¦'¦�¬$©'ª
Sal ¤�¥ °$¨�¦'ª

Sal ¤�¥ ¦�«'§$¬�ª

Eco ±�¤®¥ §'°�¨'ª

Eco ±�¤�¥ ¦$§�¦'«�ª

Eco ±�¤�¥ ¦'«'¦'¬'ª
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gWu/KLM�s�q�ýt�ºý�� XâÁËÈb½aÆÛÇt»ºÓMÏtÌ¤Ó4Å ¼MÄ�½£Æ�»º¾£Ï°Ã¤Ä�¿�ÓUÍ]ÍUÌr½UÓaÎUÄ�Ê]¼C¿ÂÇ°ÁË½]ÌAÃËÄ�¿�Î"½�¾�¼VÃ¤Ì¤ÊaÎMÃÐ»y½�¾�½aÁ\ÍÂ×�S:`�î
-= Y�ÿ Ó4¾MÇ�Í£×;St`�î -∆CDS.

pT7G4-CDS²*³�´)µ·¶�¸

¹�º)»�¼

ori

T7-7F

T7-7R

½�¾
¿

ncaR1

Cla À�Á Â$Ã�Â$Ä�Å
EcoÆ~À�Á$Â Ç=È�Â$Å

HinÉ)À À À�Á Â$Ã®ÊÌË�Å

Nde À�Á Ã�Í�È�Å
Sac À�Á Î�Â'Ï®Å

Sac À À�Á$Â$Í�Â$Ë�Å
Sal À�Á Â Ê�Ê=Ï®Å

pT7G4-deltaCDSÐ:Ñ�Ñ�ÒÔÓ�Õ

ÖÌ×�Ø:Ù

ori

Ú�Û:Ü�Ý Þ'×
Þ ß à'Ý

á â ã ÙÌä�å à'æ à ß ç Þ á

Cla è�é ê ë ì í î
Hin ï�è è è�é ê ë ì ë î

Nde è'é ð ñ$ò î
Sac è'é í�ê ó î

Stu è'é ì$ò ô î

Xba è'é õ�ó ò î

Bgl è è'é ê í$ò î

Hind è è'é ô�ê ì î

Hind è è�é ê í'ó'ê î

pT7G4ö-÷Fö�øaù�ú

ncaR1

û.ü�ý[þ

ori

ÿ���������ÿ�������	
����
 þ��*ý�� � ü ��� ÿ �
T7-7R

T7-7F������� � ü ��� ÿ �
RBS

Bam����� ���! �"

Cla��� #%$�$�$&"
Hin'(� � �)� #%$* )$&"

Nde��� �� �+�"

Sac�)��$,�-$& �"

Sac� ����$/.�$�$,"
Sal�)��$&0� � �"

Sma�)� ��#�+�"
Eco12��� �%$&0�"

Eco12�)� #! �#��!"

pBM1354�6�798�:

;%<>=@?

ncaR1

ori

T7-7R

T7-7FACB�D
RBS

Cla E�FHG I�J*I!K
EcoLME�FHG�N�O�P�K

HinQ>E E E�F�G I/R,I!K

Nde ESF I�J�J,K
Sac ESF P/J,N�K

Sac E E�FHG�G�J*I!K
Sal E�F O,R/N�K

II

TVU(WYX�ZY[]\Y^(^`_ba
c
d�egf]h

- iVj`k hYl�m�n`o
pq[Yrgs

TVU(WYX�ZY[]t(_`uba
c
d�egfbh

- iVj(k hl�m�nYo
pv[(rgs
I

III
LIGATE

wxX�o
[YZ(sgyzX�s�{}| k(~}� hYnYrM� Sal I�
X����`X�rvuY�Y�
�([Ym�{gnYr
o
Z�y�X�s�{v�x��[`r
�
y
� [(�Yc
�
m�X�l!��^Y_(_Y�]a
c}l�m�nYo
p}[(r
s

SELF-LIGATE

IV

V

pT7G4-CDS354)���98�:

;%<�=C?

ori

T7-7F

T7-7R

ACB�D

ncaR1

Cla E�FHG���G�P�K
EcoLMESF�G I!N�G�K

HinQ�E E E�FHG��,�/O�K

Nde E�F ����N�K
Sac ESF RSG�J,K

Sac E ESF�G���G�O�K
Sal E�FHGH���!J,K

pT7G4-deltaCDSÐ:Ñ�Ñ�ÒÔÓ�Õ

ÖÌ×�Ø:Ù

ori

Ú�Û:Ü�Ý Þ'×
Þ ß à'Ý

á â ã ÙÌä�å à'æ à ß ç Þ á

Cla è�é ê ë ì í î
Hin ï�è è è�é ê ë ì ë î

Nde è'é ð ñ$ò î
Sac è'é í�ê ó î

Stu è'é ì$ò ô î

Xba è'é õ�ó ò î

Bgl è è'é ê í$ò î

Hind è è'é ô�ê ì î

Hind è è�é ê í'ó'ê î

pT7G4ö-÷Fö�øaù�ú

ncaR1

û.ü�ý[þ

ori

ÿ���������ÿ�������	
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T7-7R
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Bam����� ���! �"

Cla��� #%$�$�$&"
Hin'(� � �)� #%$* )$&"

Nde��� �� �+�"

Sac�)��$,�-$& �"

Sac� ����$/.�$�$,"
Sal�)��$&0� � �"

Sma�)� ��#�+�"
Eco12��� �%$&0�"

Eco12�)� #! �#��!"

pBM1354�6�798�:

;%<>=@?

ncaR1
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T7-7FACB�D
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Cla E�FHG I�J*I!K
EcoLME�FHG�N�O�P�K

HinQ>E E E�F�G I/R,I!K

Nde ESF I�J�J,K
Sac ESF P/J,N�K

Sac E E�FHG�G�J*I!K
Sal E�F O,R/N�K

II

TVU(WYX�ZY[]\Y^(^`_ba
c
d�egf]h

- iVj`k hYl�m�n`o
pq[Yrgs

TVU(WYX�ZY[]t(_`uba
c
d�egfbh

- iVj(k hl�m�nYo
pv[(rgs
I

III
LIGATE

II

TVU(WYX�ZY[]\Y^(^`_ba
c
d�egf]h

- iVj`k hYl�m�n`o
pq[Yrgs

TVU(WYX�ZY[]t(_`uba
c
d�egfbh

- iVj(k hl�m�nYo
pv[(rgs
I

III
LIGATE

wxX�o
[YZ(sgyzX�s�{}| k(~}� hYnYrM� Sal I�
X����`X�rvuY�Y�
�([Ym�{gnYr
o
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y
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s
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wxX�o
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3.2.6.
ÿ �Wz4x]p s(M?¢£p u[�Wz�� h;ÿ -pZq+s(H°u�z4otwtI�u x -t o.KLK]q]{ B ¢Mo @ þòmUqQ¢£p �tsh�

×µÄ�¿�Î0½£Çt»b¾ÂÏ¬¼8¿��tÊ�¿�¾aÎ"¿ ½ÂÁ
ncaR1

Æ�Ó]¼ÝÓ�Å¦Í�Èº» ÁË»y¿£Ç�ÕMÉ�_ = VÜÁÚÌr½4Å Í:`^îÛápsW» Ï+Ê]Ì¤¿Þö]ÑyîtÖ ÿ Ã¤¿UÍu][õ
Ê]¼C»y¾£Ï®ÃÐÄ]¿ Z äUÍ]ÓU¾ÂÇ�é�» ÏíÄ sW» Ç+¿4Èb» Ã�Éu_ = V ÿ É]¼GÃÐ¿�Å÷ápV�½ÂÎ"Ä]¿�õµÆ�» ÃËÄ|Í�Ìr»yÅ&¿]Ì¤¼ ÿ = S®Ó]¾MÇ ÿ = å#aÞÓ4¼Çt¿]¼VÎ0Ìr»ºÕ�¿£Çâ»y¾ ÿ ¿ÂÎMÃË»º½]¾2ö]Ñ/r4Ñ�ö4ÑÞ×µÄ�¿Ýçtrta]Õ�Í�_ = V Ó4Å&Í]Èº» ÁÚ» ÎUÓ£Ã¤»º½]¾2Í]Ì¤½aÇíÊÂÎMÃ�ÎUÓ4ÌZÌRÉ�»D¾£ÏÝÃ¤Ä]¿�TíÎ0ÓvV�å
ÎU½£Ç�»b¾MÏ�¼C¿��íÊU¿4¾ÂÎ0¿
ÁËÈºÓ�¾4ÙC¿£ÇØÕÂÉ

Nde
]"Ó�¾£Ç

Sma
]CÆ�Ó�¼IÈy» ÏtÓÂÃÐ¿aÇØ»º¾£ÃË½
Ã¤ÄU¿fÍv` Z ë -

× Z Ó]¼>É
Î"Èb½U¾4»º¾MÏÔU¿£ÎMÃ¤½�Ì�ápsW» ÏtÊ�Ìr¿Àö�ÑyîtÖ ÿ Ã¤¿UÍw]�]¡õrÖ0ÌZ¿�¼MÊ]È Ã¤»º¾MÏØ»b¾ÀÍt`�î -
S
� å�a�Ñ ÿ ¿\�+Ê4¿U¾ÂÎ"»º¾ÂÏ¢½ÂÁ�Í�`�î -

S��>å�a§Æ�Ó4¼-ÎUÓ�ÌrÌr»D¿ÂÇ
½]ÊÂÃ§Æ
» ÃÐÄ Í]Ìr»bÅ@¿�Ìr¼¯Ív� = sêÓ4¾MÇ Ív� = V á�X Í]Í]¿�¾£Çt» ä
ö�õ
ÃË½ßÎ"½U¾ÂÁÐ»ºÌrÅ ÃZÄ]¿ Ó�Õ]¼M¿U¾ÂÎ"¿ ½ÂÁ°Í]½]»b¾ÂÃ
Å&ÊÂÃ¤Ó£Ã¤»º½]¾�¼�»º¾

ncaR1
ÖtÆ�Ä�» ÎUÄ®Å&ÓÂÉ|Ä�ÓÂÔU¿¢ÕU¿]¿�¾®»º¾ÂÃ¤ÌZ½£ÇíÊaÎU¿MÇ Õ£É _ = V Ó4Å&Í�Èº» ÁÐ» Î"ÓÂÃ¤»b½�¾4ÑLX ç+å b Õ]Í

Nde
]

-Sma
]�ÁËÌrÓ£Ï�Å&¿�¾MÃ�Æ�Ó�¼�¿aäMÎ"»º¼M¿MÇ¢ÁËÌr½�Å Í�`�î

-
SM�Gå#a®ápsW» ÏtÊ�Ìr¿|ö4Ñbî�Ö ÿ Ã¤¿]Íf])])][õ¨Ó�¾£Ç¯»º¾]¼C¿�Ì�ÃË¿ÂÇ

Õ]¿ÂÃ¡Æ�¿]¿�¾ÞÃÚÄ4¿ �!��ð ]
– ' �¦ò ]�ÌZ¿�¼VÃ¤Ìr» ÎMÃ¤»D½4¾Ü¿�¾�[MÉ]Åf¿Û¼M» ÃË¿]¼â½aÁIÃ¤Ä�¿|Ô0¿ÂÎ8Ã¤½�Ì¦Ít]�y Z�� r]Ñ�öÜë = ÿ

(Figure
ö�Ñyî+Ñ ÿ Ã¤¿]ÍF]�y Ó]¾MÇ�yµõrÑ ×µÄ�¿|ÁÐÊ]¼M»y½U¾�½aÁ

ncaR1
Æ�» ÃÐÄ¬Ó =

-
ÃÚ¿4Ì¤Å@»b¾]Ó4È�é�»y¼

-
ÃÐÓÂÏ »D¾|Ã¤ÄU¿

Ìr¿�¼CÊ4È Ã¤»º¾£Ï±Î0½]¾�¼VÃ¤ÌZÊÂÎMÃËÖ Í:])y Z�� `�î
-CDS-

T�Ö\Æ�Ó]¼«Ç+¿aÃÐ¿]ÌrÅ@»º¾U¿ÂÇ­ÕCÉ ¼M¿\�+Ê4¿U¾ÂÎ"»y¾£Ï¯Æ�» Ã¤Ä®×;S _µÌZ½4Å
Ó]¾£Ç¦×�S ×\¿]ÌZÅ á�X¨Í�Í]¿U¾ÂÇ+» äfö]õrÑ

X ¾
¿�ÌrÌZ½�Ì�»D¾¯ÃÐÄ4¿ÛÇ�¿�¼M» Ït¾ ½aÁfÃÐÄ4¿ Í4Ìr»ºÅ&¿�Ì ÿ = å�a4Ö
ÆIÄ]» Î0Ä »y¾ÂÃ¤Ì¤½£Ç+ÊaÎ"¿£Ç Ó�ÁËÌrÓ�Å¦¿ ¼CÄ]» Á¡Ã«»b¾¯ÃÐÄ4¿
¼M¿��tÊ�¿�¾aÎ0¿|¿4¾£Î"½£Çt»º¾MÏ¢ÃËÄU¿2é^»y¼

-
ÃËÓ£Ï¯Ó]¾MÇ±Ì¤¿]¼8Ê]È ÃÐ¿ÂÇ¯»º¾�ÃÚÄ4¿|»y¾ÂÎ0½]Ì¤Ìr¿aÎMÃ�ÁÐÊ]¼M»D½]¾®½aÁ

ncaR1
Æ
» ÃËÄ�ÃÐÄ]¿

His-
ÃÐÓÂÏtÖ]Æ�Ó�¼-Çt»º¼VÎ0½ÂÔ0¿4Ìr¿MÇtÑ ÿ = å#a¦Æ�Ó]¼@ÌZ¿ÂÇí¿4¼C» Ï+¾�¿ÂÇ°Ã¤½§Î"½]Ì¤Ìr¿aÎCÃ�Ã¤ÄU»y¼-ÁËÌZÓ]Å@¿°¼MÄ�» Á¡ÃËÖWÓ]¾£Ç ÿ = å#a]Ó�ÖÆIÓ4¼ÝÊ�¼M¿ÂÇÛ»º¾«Î"½]Å&Õ]»b¾�ÓaÃÚ»y½]¾ØÆ�» ÃËÄ ÿ = S�Ã¤½ÞÌ¤¿]Í�¿�ÓMÃ�Ã¤Ä�¿�_ = V Ó�Å&Í]Èº» ÁÐ» ÎUÓ£Ã¤»º½]¾ß½aÁ

ncaR1
ápst» ÏtÊ�ÌZ¿

ö]Ñ b Ö ÿ ÃË¿4Í�]�õtÓ]¼�Çí¿4¼VÎ"Ìr»bÕU¿aÇ�Í]Ì¤¿ÂÔU»y½UÊ]¼CÈ É�Ñ
×�Ä4¿&çvríåaÕUÍ^_ = VâÓ4Å&ÍUÈº» ÁÐ» Î"ÓÂÃ¤»b½�¾@Í4ÌZ½£Ç+ÊÂÎMÃ"Æ�Ó4¼�»º¾�¼C¿�Ì�Ã¤¿MÇ»º¾aÃÐ½±ÃÐÄ]¿ Í:` Z ë -
× Z Ó4¼>É¯Î"Èb½4¾U»º¾£Ï Ô"¿ÂÎMÃÐ½]Ì�ájs�» ÏíÊ]Ì¤¿­ö�Ñ b Ö ÿ Ã¤¿UÍ ]/][õrÖ§ÌZ¿]¼8Ê4È Ã¤»º¾MÏæ»D¾­Ít`�î

-
S
� å�a]Ó]Ñ

ÿ ¿#�tÊ�¿�¾aÎ"»b¾£ÏÝ½ÂÁ�Í:`^î -
S
� å#aUÓ�ÆIÓ]¼ ÎUÓ]ÌZÌr»b¿£Ç2½]Ê£ÃAÆI» Ã¤Ä�Í�Ìr»ºÅ&¿]ÌZ¼§Ít� = sÝÓ�¾MÇ2Í:� = V á�X Í]ÍU¿]¾£Çt» ä�ö]õ

Ã¤½�Î"½]¾ÂÁÐ»ºÌrÅÜÃËÄ]¿fÓ]Õ�¼C¿�¾aÎ0¿�½ÂÁ'Í�½]»y¾ÂÃ'Å&ÊaÃÐÓaÃË»b½]¾]¼I»b¾
ncaR1

Ö8ÆIÄ]» ÎUÄfÅ&ÓMÉ�Ä�Ó£ÔU¿fÓ]ÌZ»º¼C¿]¾�ÇtÊUÌr»y¾MÏÌ_ = V
Ó]Å&Í4Èb» ÁË» Î"ÓaÃË»y½U¾]Ñ�×�Ä�¿ Str+å�Õ4Í ' ò]¶ ] – Sma

]£ÁÚÌrÓaÏíÅ&¿]¾aÃÐÖ£Î"Ó]ÌrÌ[É�»b¾£Ï@ÃËÄ�¿&¼M¿\�tÊ�¿�¾ÂÎU¿
ÁÐ½]Ì]ÃËÄ�¿
ÎU½�ÌrÌZ¿£ÎMÃ
ÁËÊ�¼M»º½]¾ØÕ]¿aÃ�Æ�¿U¿]¾J�]¶8ò���
IÓ4¾MÇ«ÃÐÄ4¿Ýé�»y¼

-
ÃËÓ£ÏtÖ"ÆIÓ4¼�¿ÂäMÎ"»º¼M¿£Ç�ÁËÌr½�Å Ít`�î

-
SM�Gå�a]ÓØáps�» ÏtÊ�Ìr¿Øö]Ñ b Ö ÿ ÃË¿�Í]�]/][õíÓ]¾£ÇÝ»º¾]¼8¿4Ì�ÃÚ¿aÇÝ»D¾aÃË½�ÃÐÄ�¿ ' ò]¶^] – Sma

]W¼M» ÃË¿]¼¦½£ÁµÍ:]/y Z�� `�î -CDS-
T�Ö8ÃÐ½�Ìr¿�Í�ÈyÓ£Î"¿�ÃËÄ�¿wStrtaÀÕ]Í

' ò]¶ô] – Sma
]8ÁÐÌZÓÂÏtÅ&¿�¾ÂÃAÆ�» ÃËÄ�ÃÐÄ]¿�ÁÐÌrÓ]Å&¿�¼8Ä]» Á¡Ã�Å¦Ê£Ã¤ÓÂÃË»b½4¾�Ï+¿4¾U¿]Ì¤ÓaÃË¿£Ç2ÕMÉ�Í�ÌZ»yÅ@¿�Ì ÿ = å�a�ápst» ÏtÊ�ÌZ¿ö]Ñ b Ö ÿ ÃË¿�Ín]�y Ó�¾ÂÇ yµõrÑ Y T<X ¼M¿\��ÊU¿]¾aÎ0»º¾MÏ«Æ�» ÃÚÄ«Í]Ìr»bÅ@¿]Ìr¼�×;S

-
SvsÞÓ�¾aÇØ×0SJVÜá�X ÍUÍ]¿]¾MÇt» ä2ö]õtÆIÓ4¼

ÎUÓ�ÌrÌr»º¿MÇ�½]ÊaÃUÃË½-Ô"¿�Ìr» Á�É ÃËÄ�¿
ÎU½]ÌZÌZ¿ÂÎCÃ]ÁÐÊ]¼M»b½�¾@½ÂÁ9TíÎ"ÓvV�å�Æ
» ÃÐÄ@Ó =
-
ÃË¿]ÌZÅ@»b¾]Ó]È8é^»y¼

-
ÃÐÓaÏ�»º¾
Ã¤ÄU¿¦Ì¤¿]¼MÊ�È Ã¤»º¾MÏ

ÎU½�¾4¼VÃÐÌZÊaÎCÃËÖ�Ít]�y Z�� `�î
-
= Y^ÿ Ñ Ív]�y Z�� `�î

-
= Y�ÿ Æ�Ó�¼ÀÊ�¼C¿aÇÝÁË½]Ì�¹6�W�G¹�ñ��r·2¿ÂäUÍ�Ìr¿]¼C¼M»D½]¾Ø½ÂÁ

ncaR1Ê]¼C»y¾£Ï«ÃËÄ�¿lV�× ÿ å�ata°³�´+¶M·�¸º¹"é<� qµ» Ã¤ÖtÓ�¾£ÇÞÓ]Èy¼8½¦ÁË½]Ì�ÄU¿aÃË¿]ÌZ½]ÈD½aÏ+½UÊ4¼f¿£äUÍ]Ì¤¿]¼C¼M»º½�¾«½ÂÁ
ncaR1

»y¾�³�´
coli

ã0�tr+åÂá YCZ öUõKÎ"¿]ÈyÈº¼CÑ
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gWu/KLM�s�q¦ý+� �t� = ½]¾�¼VÃ¤Ì¤ÊÂÎMÃË»b½4¾&½ÂÁ�Í:]/y Z�� -G4-CDS-N.
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Nde :<;>=FD�D�G�C
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gWu/KLM�s�q¦ý+� �J¢]��zKpr{\� = ½U¾]¼GÃ¤ÌrÊÂÎCÃ¤»b½�¾¦½£Á�Í:])y Z�� -G4-CDS-N.

n6o p�q�rts2u6vJwyxyz�vJ{
|
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�

���X���

�@�F� �S�S�<� � �F���>���J� ��� � �@��� �

ori

�&� �<� �F� ���J���F�!� � � �
�

RBS

���X����� ��� �@� � �!�
���,�

T7-7F���,��� �!�X�>� ���

Bam���%� �J�F ! !¡

Cla �&� ¢F£�¤!�F¡

Nde�&� ��¥!¥@¡
Sac �%�  �¥F¦!¡

Sac � �&� �J¢!¥>§�¡
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III

LIGATE

IV

V

%'&)(+* ,)-/.103254#6
Sma 7 - Nde 7
fragment

%'&)(1* ,)-98:2);�<=4#6
Nde 7 - >@?BA I
fragment

C�D EGFIHKJ'L�M�NPOPQIM�RSTS�UTVXWTY
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g!k�g i!\ a i�l!i `

ori
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Sma 7 - Nde 7
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amp ¹]ºB»=¼5½�¾,¿ ÀuÁ�¹]Â�ÃBÀ Â=Ä�ºBÂ�Å�Â=¹

ori Ä�ÆPÇÉÈ

Ä�ÆPÇÉ¼
Ê�Ë »�º

SmaÌFÍqÎnÏ�ÐnÑ?Ò

Nde ÌFÍ ÓnÔ?ÕnÒ

Nde ÌFÍqÎ�Ó?ÏnÏnÒ

SacÌFÍqÕ�Ô?ÎnÒ

SacÌFÍqÎ�ÓnÓnÖ?Ò

SacÌqÌFÍ Ó?Õ�Ñ?Ò

SacÌqÌFÍqÎnÎ�ÔnÑ?Ò

SalÌFÍ Ð?ÕnÎnÒ

SalÌFÍqÎ�ÓnÑ?ÕnÒ

Eco×ØÌFÍ Ó?Õ�Ö?Ò

Eco×ØÌFÍqÎnÏnÙ�Ó?Ò

Eco×ØÌFÍqÎ�ÓnÚ?ÕnÒ
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III

LIGATE
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V
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fragment
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ori
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Ä�ÆPÇÉ¼
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SmaÌFÍqÎnÏ�ÐnÑ?Ò

Nde ÌFÍ ÓnÔ?ÕnÒ

Nde ÌFÍqÎ�Ó?ÏnÏnÒ

SacÌFÍqÕ�Ô?ÎnÒ

SacÌFÍqÎ�ÓnÓnÖ?Ò

SacÌqÌFÍ Ó?Õ�Ñ?Ò
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ý�ö ûPþ óuÿ ù]ú¥÷hù���� � ó î��

RBS

þ��Dþ���� î(ö ñuó ÷ ù��þ��?ð

T7-7Fþ��	�
� ù�îDùu÷ ���

Bam�
�
� � �������
Cla�
� ���������

Nde��� �������
Sac��� �������
Sac� ��� � �������
Sal ��� � �������

Sma��� ���������

Hin��� � ��� ����� �

Hin��� � ��� ���������

Eco !��� � �������
Eco !��� ���������

Eco !��� ���������

III

LIGATE

IV

V

"$#&%(' )(*,+(-&.,/10
Sma 2 - Sac 2
fragment

"3#4%(' )(*,5(+&.768/10
9;:=< 2 - Sac I
fragment

III

LIGATE

IV

V

"$#&%(' )(*,+(-&.,/10
Sma 2 - Sac 2
fragment

"3#4%(' )(*,5(+&.768/10
9;:=< 2 - Sac I
fragment

>@? A1B
CED&FHG�IKJMLNHNHOMPRQTS

UTV
W
X

ncaR1

ori

RBS

Y[Z
Y[\^] VH_ `�acb d^]

egfih	j k b acl

T7-7F

Y[ZmX

Y[Zonp] d^V^dcb \^]

Bamqsritvu�wpx�y
z

Clar{t |pu�}g}gz

Nder{t wgy
ygz
Sacr{tvx�y
~gz

Sacr r{tvu��
yg�
zSal r{tvugu
x�~gz
Smaritvu�wpu��gz

Hin�Hr r rit ~
�g|
z

Hin�Tr r rit |pu�}
�gz

Eco��r{tvu�w
�g}gz
Eco��r{tvu�w
�px�z

Eco��rit |
|g�pu�z



°²±1³1´)µ�¶+·¹¸

84

3.2.7. � À ®dÀÃ¿?«&�S«K½­«¼¾�� À��4�K¿nÀ����Ã»S«­¬ »�¬
E �����1�v�����(�4�R�[��� Á��3Â

� ±1¶ ·¯¶PÉ Å��R�1Ê�Æ1³ ÆPµ ´���³ËÇ@�ÌÊ �¹Ç � ¶+·¯¶ ÍT·$¶ËÇ�±�� ¡ µ�·$³1Æ+Ç�ÍTÅË·¢�Ì¶£� Ê�Æ:µ�Å¥¤§¦v¨ª©�«�¬®­§¯(°²±´³[µ²Ð ¸�¶=Í�Å+·=µ¯±1¶
±+¶)µ�¶Ë·¯Å���Å¸·ÃÅ1ÈËÇ ¶7¹ ´1·$¶1Ç�Ç�Ê�Å+Æ Å:Í»º�¨M¼¾½®¿ ³+ÆM�

ncaR1-6xHis À � ±+¶ É ¶�����ÇÁ�ú¶Ë·$¶Â·Ã·dÅM� Æ ³1Æ¸�
Ê�Æ7� È)É@¶7� Í�Å1·�¶¸¹ ´Ë·d¶+Ç�Ç'Ê�Å1Æ ³1ÇÃ�¹¶+ÇIÉ ·$Ê��+¶¸� Ê
ÆÅÄ ´ ´Ë¶1Æ¸�¹Ê ¹Æ±MÇ(È�� ±+Ê É ± Ê�Ç ³1Æ ³£� ³+´:µ¯³)µ�Ê�Å+Æ Å:Í µ�±Ë¶
�Ì¶)µ¯±1Å£�É�Ã¶ËÇIÉ ·¯Ê��+¶¸�Ê�M¡ÆÄ È+Ç�È(� ¶��ÌË¾ÍÌ¼�«�¦vÎ»³Ï±£Ð�Ñ+¸�¶ À Ð$¹ ´+·$¶ËÇ�Ç�Ê
Å Æ ¶¸¹ ´ ¶Ë·$Ê�� ¶ ÆPµ�ÇÒ�=Ê µ¯± É ¶�����Ç
±+³1·¢� Å+È+·$Ê�Æ£· µ¯±1¶ ´��
³+ÇM�ÌÊ �ÃÇ ´ �ÔÓ

-
Ó ³+Æ£� ´+Î�Ï�Ð¼ÒÕ° À ¸×Ö °ÙØÚ�ú¶+·¯¶ É ³+·d·dÊ�¶¸� Å+È:µ Ê�Æ ´+³+·d³�����¶�� ³+Ç

Æ+¶¸·¹³:µ¯Ê Û ¶ É@ÅËÆ:µ¯·dÅ���Ç Í�Å1·²µ�±+¶ ¶¸¹ ´1·$¶+Ç�Ç�Ê�Å1Æ Å)ÍÜº�¨M¼²½®¿ ³ Æ¸�
ncaR1-6xHis.

Ä µ ±ËÅ+È1·[� ¡ Ê�Æ:µ�¶1·�Û ³���Ç
³)Í�µ¯¶+· Ê�ÆM�¹ÈPÉ�µ�Ê�Å1Æ8�úÊ µ�± ÎvÝ �ÔÞ ³Ï±£�ßÖR¶¢È¹µ¯± ¶áàâµ

600
Å)ÍXµ�±+¶ É È�� µ�È+·¯¶8� ³1Çã�Ì¶1³1Ç�È+·d¶¸� À Ø ³��Ì´(��¶ Å)Í

±£�ß�5Å:Í µ�±+¶ É È�� µ¯È ·$¶¥�=¶Ë·¯¶ É Å�����¶:É�µ¯¶M� Ê�Æ ³Æ� Ê É ·$Å)Í�È7· ¶ µ�È(�1¶ ³1Æ¸�Æ�=¶1·d¶ É ¶ ÆPµ�·$Ê Í�È£·Ã¶M� Ê�Æ ³
�ÌÊ É ·dÅPÍ�È7·Ã¶Ì³)µÔ±:¸�Ç�Ç�Ç ·$´�� Í�Å+·K¸,�ÌÊ�ÆËÈ:µ¯¶+Ç À � ±1¶ ´1¶(���
¶Pµ�Ç��ú¶Ë·d¶ ·d¶+Ç�È+Ç'´Ë¶ Æ¸�K¶M� Ê
ÆRÇ À ±¸Ö ´+Å)µ�³+Ç�Ç�Ê
È(�
´+±1Å+Ç�´1±+³:µ¯¶8�+ÈPÍ�Í�¶1·�´(äÙÑ À Ç=³�Ä ´1´+¶ Æ£�¹Ê ¹Å±£¶;� ³+Ç'¶7� Å+Æ µ�±Ë¶åàâµ

600
³)µ¹µ¯±1¶5µ�Ê��Ì¶ Å:Í ±1³Ë·�Û ¶1Ç�µ{È��=±1¶1·$¶

±æ�R��Å)Í É ¶�����Çç�=Ê µ¯± ³1ÆRàâµ
600 è ±é�ú¶+·¯¶�·¯¶ËÇ�È1Ç�´ ¶+Æ¸�Ã¶£� Ê
ÆR°�ê�Ç

µ
��ÅPÍK�+ÈPÍ�Í�¶+· À Ä Æ ¶£ë È+³(�!Û Å���È��Ì¶ ÅPÍ

2xSDS-
Ý1Ä Þ Ð Ç�³��Ì´(�
¶ì�+ÈPÍ�Í�¶Ë·²³�Ä ´Ë´1¶1Æ£�ÃÊ ¹í±¸¶�� ³ Çú³£���¹¶M�4È ³+ÆM� µ�±+¶ Ç�³��Ì´���¶1ÇÕ�=¶1·d¶ÌÇ�µ�ÅË·d¶¸� ³)µ

-

20°
° È1ÆPµ�Ê���³1Æ1³�� ¡ Ç�Ê�Ç®�¸¡ìØîµ�Ø

-
Ý1Ä Þ Ð Å+·@ï ¶+Ç�µ�¶+·$Æ,­î��Å:µ�µ¯Ê�ÆM·ß� ³+Ç²É ³1·d·$Ê�¶¸� Å+È)µ À

ð Å1·�µ�±1¶å��³+·v·¹¶
-
Ç�É ³���¶ ´1·dÅ¸�KÈ:É�µ¯Ê�Å+Æ Å)ÍÔñ�É ³�òó±

- ô ¹3ä²Ê
ÇªÈ#µ�±Ë¶ ´���³+Çª�ÌÊ � ´+Î�Ï Ð�Ò Þ�õ
-
°Ùµ�Ø»� ³+Ç Í�·$¶1Ç�±�� ¡

µ¯·$³1Æ+ÇIÍ�Å+·¢�Ì¶¸� Ê�Æ)µ�Å=¤§¦&¨M©�«�¬�­î¯�°&±ö³[µ/ÐÑ¸�¶ À � ± ¶úÉ ¶�����Çæ�=¶1·d¶Ü·¹·dÅM� Æ ³1Æ£� Ê�Æ£�¹È:É ¶¸� Í�Å+·�¶¸¹ ´1·d¶ËÇ�Ç�Ê
Å1Æ
³+Ç,� ¶+ÇIÉ ·$Ê��1¶¸� Ê�Æ=Ä ´+´1¶1Æ¸�KÊ ¹Á±£ê À Ä Í�µ¯¶1· ô ±+Å1È1·dÇ Å)ÍýÊ�Æ¸�¹ÈPÉ�µ�Ê�Å+Æ�ÈKµ¯±1¶ É ¶����
ÇR�=¶+·$¶ ±1³1·�Û ¶ËÇIµ�¶7�Á�£¡
É ¶1ÆPµ�·¯Ê Í�È7·Ã³)µ¯Ê�ÅËÆß³ Ó Ç�Ç(ÇÌ·¯´�� ÍTÅË·é±¸Ç,�ÌÊ�Æ1È)µ�¶ËÇ=Ê�ÆÌ³E÷@ÄÜ± õ ·¯ÅPµ�³1·¹È+Ç�Ê�ÆM· ³,­ ¶PÉ�ø@�Ì³+Ææ÷�°

-
°4±¸¶K³ Æ£�Ìµ¯± ¶

´+¶�����¶Pµ�Çç�ú¶Ë·¯¶�ÇIµ�ÅË·¯¶£� ³)µ
-70°

° È1Æ)µ¯Ê���´+È1·$Ê Í�Ê É ³Pµ�Ê�Å1Æù�ú³ËÇ9É ³1·$·$Ê
¶¸� Å+È)µ À

3.2.8. ú � ®3»vû » ��ü ®3»�« ¬ «(ý&ü�¬ ��þáÿ£�����^� ���(�*®$À4ûÂý=«K¿ ®��ËÀß���"¬�®��+À��Ã»�� «mýÔ�¼¿=«�®dÀÃ»S¬¼Â

� ±1¶ ´��
³ËÇM�ÌÊ � ´1Î�ÏÑÐ¼Ò
-
Þâð ÝîÈ®� ±+Ê É@± É ³1·d·$Ê�¶1Ç µ�±1¶ ·¹¶1Æ+¶ µ�±+³)µØ¶1Æ)É ÅM�¹¶ Ç ³Á·Ã·d¶Ë¶ Æ Íi��Å1·$¶+ÇIÉ ¶1Æ)µ

´+·¯ÅPµ�¶+Ê
ÆÌ³ Þ®ð ÝîÈ$° Ó øªµ/³�¶@Í�È+Ç�¶7� µ�Å ³ ä/Ê�Ç µ�³£·&È(� ³ Ç5´+·¯Å£Û Ê �¹¶¸� �=Ê µ�±=µ�±1¶ ò � Ø ±7Ç�Ç Ð;¦3¨ª©�«�¬mä
	�� Ê µ
³¢ò/ÅPÉ@±+¶�¶ À � ±+¶í¬�º�
!¬�Í��[© ÇT¡1Æ)µ�±1¶ËÇ�Ê�Ç ÅPÍ µ�±+¶íä9Ê�Ç

-
µ�³M·�·¹¶¸� Þ®ð Ý ³ Þùð Ý

- ô ¹�ä/Ê�Çª¶�Í�·$Å�� ´1Î�Ï�Ð¼Ò
-
Þùð Ý

�ú³ËÇ5ÈËÇ'¶¸� µ¯Å Å+´Pµ�Ê�� Ê
Ç�¶ µ¯±1¶ ¶7¹ ´1¶1·dÊ��Ì¶+Æ:µ�³���É Å+ÆM�¹Ê µ�Ê
Å+Æ+Ç/Í�Å+·1µ�±1Ê�ÇúÇ!¡ Ç�µ¯¶��RÈ@�ú±+Ê É ±â�ú¶+·$¶ ³1´1´��
Ê�¶¸� µ�Å
µ¯±1¶ ÇT¡1Æ)µ�±+¶+Ç�Ê�Ç Å)ÍEñ É ³�òó±

- ô ¹�ä/Ê�Ç�Í�·$Å�� ´ËÎ�Ï Ð¼Ò Þçõ
-
°�µ�Ø À � ±1¶Ãä/Ê · ±ÃÝ È+·¯¶ÃÝî��³+Çª�ÌÊ � Î�Ç�Å��
³)µ¯Ê�Å Æ

� Ê µ�³¢ò9Å)É ± ¶�¶X³ Æ£�Øµ�±+¶��=Î Ä ´1·$¶+´ÃØÑ´1Ê�ÆíÖ Ê�Æ1Ê
´Ë·¯¶+´�� Ê µ�³�� Ê�³¸·Ã¶ËÆ�¶²�=¶+·¯¶ È+Ç'¶¸�ØÍ�Å+· µ¯±+¶ Ê�Ç�Å���³)µ¯Ê�Å+Æ Å)Í

pIVEX-
Þ®ð Ý µ�ñKÄ ÍT·$Å(�Æ¤§¦1¨M©�«�¬

DH5α
Èm�=±+Ê É@±â�ú³+Ç�È+Ç�¶¸� ³+Ç µ�¶��Ì´(�
³)µ�¶ µÙñKÄ ÍTÅË· µ�±+¶ ·d¶1³)É�µ¯Ê
ÅËÆ À� ±1¶ µ�ñKÄ °ç��¶ ³+Æ ³ËÆ¸� °²Å1Æ)É@¶+Æ)µ�·$³)µ�Å+·�� Ê µ�³��4¡�� Å�¶BÅ1·X´1±1¶+Æ Å(��¶7¹�µ�·d³)É�µ�Ê�Å Æ Å:Í�µ�±Ë¶ ´���³1ÇM�ÌÊ � µÙñ²Ä
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³¢Ø ³��ß�Ë·$Å Å�øóË¾Íª¼�«�¦vÎ;±MÐ�Ñ�Ð�¶��ú³+Ç5ÈËÇ�¶¸� µ�Å ´+È1·$Ê Íg¡ µ�±1¶ ´(��³+Çª� Ê � µÕñ²Ä µ¯Åì�+¶ È Ç�¶¸� ³ËÇ/µ�±+¶ µ�¶�� ´��
³Pµ�¶

f
Å1·$¬�º�
 ¬
Í��¢© ¶¸¹ ´+·d¶+Ç�Ç�Ê�ÅËÆ�Ê Í

ncaR1-6xHis À

3.2.9. � þ ÿ¸�����	� À��¾�¼¿dÀ����¹»S«­¬ «(ý�� ©£ü�� � -6xHis.

� ±1¶ ´���³+ÇM�ÌÊ � ´+Î�Ï Ð�Ò ÞÙõ
-
°Ùµ�Ø �=³+Ç È+Ç'¶£� Í�ÅË·@µ¯±1¶ß¬�º�
 ¬�Í��[© ¶7¹ ´1·d¶+Ç�Ç�Ê�Å Æ ÅPÍ

NcaR1-6xHis
È+Ç�Ê�ÆM·

� ±1¶ ò9³+´1Ê � � ·¯³1ÆËÇª��³)µ�Ê
Å+Æ Ø&¡+Ç�µ�¶(���Kò � Ø ±MÇ�Ç�È
E.coli

ä 	!�ÑÊ µâ³¢ò Å)É ±+¶�¶ý³ ÇÌ�Ã¶+Ç�É@·$Ê��1¶¸�Ò�¸¡ µ¯± ¶

manufacturers À � ±+¶ ´(��³+Çª� Ê �áµÙñKÄ µ¯±1³)µ4�=³1Ç�È Ç�¶7� ³1Ç µ¯± ¶úµ�¶(�Ì´���³)µ�¶5Í�ÅË·�µ�±Ë¶ ÇT¡1Æ:µ�±1¶ËÇ�Ê�Çù�=³+Ç
¶+Ê µ�±+¶1·ýµ�±+³)µ ´1·$Å7Û@Ê � ¶£� � Ê µT± ø�Ê µiÈ Å1· ´+·¯¶+´+³ ·$¶¸� È+Ç�Ê�Æ¸· µ¯± ¶ ä9Ê · ± Ý ÈË·d¶ÒÝî��³ËÇª�ÌÊ � Î�Ç�Å���³)µ�Ê
Å+Æ"� Ê µ
³¢ò/ÅPÉ@±+¶�¶[ÈK³1Æ£� ´+È1·$Ê Í�Ê
¶£� È+Ç�Ê�Æ£· µ¯± ¶=µ�ñKÄ °Ù��¶1³1Æ ³+ÆM� °/Å ÆPÉ ¶ Æ)µ¯·¯³)µ¯Å1·
� Ê µé³#�&¡��ÌÅ�¶ À � ±1¶ ·¯¶Ë³)É�µ¯Ê
Å Æ
�ú³ËÇ9É ³+·$·dÊ
¶£� ÅËÈ:µ�³PµÃ¸�Ç

°
° Í�Å+·&Ñ�±1Å1È+·$Ç À

3.2.10. $ ¾K¿u» ý_»U©7ü�®3»S«­¬ «�ý%��©£ü&� � -' � � »��áü­¬�¯ ®��#À´�K¿?«�¯ ¾ ©�®_»S«"¬ «�ýÕü­¬�®_»
-NcaR1- ' � � »��

antibodies.

Ý È+·$Ê ÍTÊ É ³)µ�Ê�Å1Æ Å:Íæñ É ³�òÜ±
- ô ¹�ä/Ê�Ç Í�·$Å�� ¤§¦é¨ª©�«�¬��ú³+Ç ´+¶1· Í�Å1·¢�Ì¶£� È1Æ¸�¹¶ ·9Æ ³)µ�Ê Û ¶ É Å1Æ¸�¹Ê µ¯Ê�ÅËÆ+Ç È1Ç�Ê�Æ£·

µ¯±1¶Ìñ Ê
-
ñ � ÄÁØ ´1Ê�Æ(� Ê µ ³ËÆ¸� °9Å���È(�ÌÆ+Ç,³)�=Ê�³¸·Ã¶+Æ�¶ ³1Ç5Å+È)µ{��Ê�Æ+¶¸�í�¸¡úµ�±+¶Ì� ³ Æ1È:Í�³PÉ�µ�ÈË·d¶+·$ÇÜ³�Ä ´1´1¶1Æ£�ÃÊ ¹

±�±¸¶ À Ý Å�� ¡)É3��Å Æ+³�� ³1Æ)µ�Ê
-NcaR1- ô ¹�ä²Ê
Ç ³ ÆPµ�Ê��1Å¸�¹Ê
¶+Ç¥� ¶1·$¶ ·¯³+Ê�Ç'¶£� Ê�Æ ·d³����+Ê µ¯Ç �¸¡ Ý ·dÅ:Í À µ+*­ ¶�����ÇIµ¯¶¸�1µ²³[µ/¶1´+³1· µ{�Ì¶1Æ:µ�Å)Í;­ Ê�Å)É ±Ë¶��ÌÊ�ÇIµ¯·�¡�È�* Æ1Ê Û ¶ ·$Ç�Ê µ�¡ Å)Í;Ø¼µ�¶(���
¶+Æ�� ÅËÇ'±�¶ À Ø ¶Ë·$È��Ò�ú³+Ç/É Å�����¶:É�µ�¶£�

Í�·dÅ�� µ¯±+¶ ·$³����1Ê µ;� ¶PÍ�Å+·$¶ Ê�Æ+ÅPÉ@È���³:µ�Ê�Å ÆÌ³[µ9³¸¡åÇ�¶�³ Æ7� Å1Æ=µ�±1¶Ì°�Ñ th � ³¸¡=³[µ9³¸¡å°�Ñ�¶ ³PÍ�µ¯¶+· Ê�ÆËÅ)É@È��
³)µ¯Ê�Å+Æ
� Ê µT± ´ËÈ ·$Ê Í�Ê�¶7�Ãñ�É ³�òâ±

- ô ¹3ä9Ê
Ç À Î�Æ ³£���ÃÊ µ�Ê�Å1Æ�È@Å+Æ µ�±1¶ì°�Ñ th È@¸�Ç th ³1Æ£� ¸�° nd �Ã³M¡�È3� Å1ÅËÇIµ�ÇúÅPÍ ´1ÈË·dÊ Í�Ê�¶¸�
NcaR1- ô ¹�ä/Ê�Ç �ú¶Ë·¯¶ ³£�¾�ÌÊ�Æ+Ê�ÇIµ�¶Ë·¯¶£� ³1Æ£� Í�È+· µ�±+¶1·�Ç�¶+·dÈ��¥�ú³ËÇ É@Å(���
¶)É�µ�¶¸� Í�·dÅ�� µ¯±+¶ ·$³����1Ê µ�Å Æ=µ¯± ¶

39th �¹³M¡ì³[µ/³¸¡ ¸�Ð�¶ À � Å É ³���Ê��+·$³:µ¯¶ µ�±+¶ Ç�¶ ·$³�ÈK±,�s±MÇ�Ç�Ç�Ç�Ç�Ç�ÈK±-�@ê�Ç(Ç�Ç�Ç�Ç�ÈK±,��±¸Ç�Ç�Ç�Ç�Ç ³ËÆM� ±,� ê�Ç�Ç�Ç�Ç
�¹Ê���È)µ¯Ê
Å+Æ+Ç Å:Í¹µ�±+¶ Ç�¶1·$³ã³[µ9³¸¡ Ç�È&µ ³£¡ °�Ñ ³+ÆM�áµ/³M¡ ¸�Ð�¶&�ú¶+·$¶ ´ ·$¶+´1³1·$¶¸� ³+Æ¸� ÈËÇ�¶M� Í�Å1·3ï ¶+Ç�µ�¶+·dÆ
����Å:µX³1Æ1³(� ¡1Ç'Ê�Ç ÅPÍÃµ�±1¶,� ±+Å���¶�É ¶������ ¡1Ç'³)µ¯¶1Ç ÅPÍ ¤§¦4¨M©�«�¬�.�´+Î�Ï Ð¼ÒÙ° À ¸ãÖ °ÙØ0/²³ËÆM�á¤§¦4¨M©�«�¬

[pIVEXG4-

CDS].

3.2.11. 1 ¬(ü²�����K»��ßü­¬�¯ ¯¹À�®dÀ"©,®_»U« ¬ «mý2� ©Mü3� � ü"¬�¯4�$©7ü&� � -' � � »��65,�67
DS- $81%9 � ü�¬�¯: À�� ®dÀK¿?¬ � ��«�®3Â

Ý ·$Å)µ¯¶1Ê�Æ Ç�³(�Ì´���¶ËÇR�ú¶+·$¶ ·$¶+Ç�Å�� Û ¶¸� �£¡áØ§µÙØ
-
Ý$Ä Þ Ð È+Ç�Ê�ÆM· ±£° À ê<; ØîµçØ

-
´1Å�� ¡1³:É ·v¡��
³(�ÌÊ �Ã¶=·Ã¶(�
Ç ÀÝ ·$¶��ÌÊ ¹ ¶¸�áÝ ·dÅ)µ�¶ËÊ�ÆåÖ Å(��¶:É È(��³ ·sï ¶1Ê ·¹±)µÔÖ ³+·¢ø'¶Ë·$Çß³d´1±1Å+Ç�´ ±1ÅË·v¡��
³1Ç�¶å­=��Ð Ó À õ øMµ/³(È¾�ËÅ£Û@Ê�Æ+¶ Ç'¶+·$È��

³���� È��ÌÊ�Æ3� ô�ô�À ° øªµKÄ ÈãÄ � �ÃÅ(�
³1Ç�¶3� ¸�Ð À ° øªµ9³�È µ¯·dÊ�Å+Ç'¶ ´1±+Å+Ç'´+±1³)µ¯¶ Ê�Ç'Å��Ì¶+·$³1Ç�¶8� °¾± À ê øMµ/³�È
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¯M¡1Ç�ÅËÇT¡��Ì¶3� ± õ À õ øMµ ³�È �Ì³ËÆ+È:Í�³:É�µ¯È1·d¶7� �¸¡ ò ÅPÉ ± ¶�¶ � ¶1·d¶ È+Ç'¶£� Í�Å1·Á�ÌÅ(�
¶)É È��
³+·Å�ú¶+Ê ·Ã±)µ
¶+ÇIµ¯Ê��Ì³Pµ�Ê�Å Æ ÅPÍé�+³+ÆM�¹Ç Û Ê�Ç�È1³���Ê
Ç�¶M� Å+Æö·¹¶���Ç À Ð§��¶)É�µ�·$ÅË´ ±1Å+·$¶+Ç'Ê�ÇE�ú³ËÇ É ³ ·$·$Ê
¶¸� Å ÈPµBÈËÇ�Ê�ÆM· µT±Ë¶åÖ�Ê�Æ Ê

-Ýîò�à � Ð1ÄÕñ ¸ Ðî��¶)É�µ¯·dÅ ´+±1Å1·$¶+Ç�Ê�ÇåØ&¡+Ç�µ�¶�� ³[­ÑÊ�Å�ò/³£�²¶¾� Ê µ�± �+³:µ�±í�ËÈ)Í�Í�¶1·X³)µ ³+´+´ ·$Å7¹ Ê��Ì³)µ�¶�� ¡ ±¸Ç(Ç1Ï

unt
Ê�� µ¯± ¶å�¹¶ËÇ�Ê
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3.3. Results.

3.3.1. ú � ®3»vû » ��ü ®3»�« ¬ «mý ®��ËÀ » þ ÿ£���D�	� À��&�¹¿nÀ����K»U« ¬ �B����®$À4û ü�¬�¯ �
þ ÿ¸�����	� ���­¬ ®��#À��¹» � «mý
NcaR1-6xHis.
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µ¯±1¶úµ¯¶�� ´���³)µ¯¶=µÕñ²Ä ´+·d¶ ´Ë³ ·$¶M� � Ê µ¯±úµ�±+¶ËÇ'¶úµ
� Å ø'Ê µ¯Çæ¡+Ê
¶�� �¹¶¸� Æ Å ·d¶+Ç�È�� µ¯Ç Í�Å+· µ¯± ¶ µ�ñKÄ ´ ·$¶1´+³1·$¶M�
� Ê µT±ýµ¯±1¶Rä²Ê ·¹±RÝÑÈ1·$¶,Ýî�
³ ÇM�ÌÊ � Î�Ç�Å(��³)µ�Ê
Å+ÆI� Ê µ¾³ ð Ê ·ÃÈ1·$¶ ¸ À
ô È�¯1³+Æ1¶,ê�¶¢È��+È:µÃÊ��Ì´+·¯Å£Û ¶£� µ�±+¶ ÇT¡1Æ)µ�±+¶+Ç�Ê�Ç
Å)Í Þâð Ý

- ô ¹sä²Ê�Ç ÍTÅË·9µ¯±+¶´µ�ñKÄ ´1·d¶1´+³+·¯¶£�´�=Ê µ¯± µ�± ¶e� Î�Ä ´Ë·d¶1´ ØÑ´ Ê�Æ´Ö Ê�Æ1Ê�´ ·$¶ ´e�ÑÊ µÜ³ ð Ê ·ÃÈ+·d¶ ¸ À�ô È¯+³1Æ+¶ ô ¶Xµ¯Å ��¶£Û@¶���Ç É Å�� ´1³1·d³Pµ�Ê Û@¶ µ�Å µ�±+³PµúÅ��)µ�³+Ê
Æ1¶7� �ú±+¶1Æ È+Ç�Ê
Æ¸· µ�±Ë¶ ´ Þ®ð Ý
- ô ¹sä²Ê�Ç ´+·¯Å£Û Ê �Ã¶¸�

� Ê µT± µ�±1¶ßø�Ê µ À � ±+¶ÌÇT¡1Æ�µ¯±1¶1Ç�Ê�ÇúÅ:Í Þùð Ý
- ô ¹�ä/Ê�Ç Í�·dÅ�� ´ Þùð Ý

- ô ¹�ä/Ê�Çú´1·$¶ ´+³1·d¶¸�Ì� Ê µ�±ýµ�±+¶ìä/Ê ·¹±ìÝ È+·¯¶
Ýî��³ËÇM�ÌÊ � Î�Ç�Å(��³)µ¯Ê�ÅËÆf�ÑÊ µ{ÈX³+ÆM� µ¯± ¶+Æ ´1È+·$Ê Í�Ê�¶¸� � Ê µ�± µ�±+¶ µ�ñ;Ä É��
¶1³1Æ ³+ÆM� É Å1ÆPÉ@¶+Æ)µ�·$³)µ�Å+·Õø�Ê µ{ÈX³��
Ç�Å
¡1Ê�¶(� �Ã¶£� ·$¶1Ç�È�� µ�Ç É@Å(�Ì´+³ ·$³Pµ�Ê Û ¶ µ�Å ��¶¸Û ¶���Ç Å��)µ¯³1Ê�Æ ¶7� �=±1¶1Æ È+Ç�Ê�Æ¸· µ�±+¶ ´ Þâð Ý

- ô ¹�ä²Ê
Ç ´+·¯Å£Û Ê �¹¶M�
� Ê µT±úµT±Ë¶8ø�Ê µé³ ð Ê ·ÃÈ+·d¶ ¸ Àvô È1¯1³+Æ ¶ Ó ¶ À � ± Ê�ÇR� ¶:µ¯± Å¸�å�=³1Ç É@±+Å1Ç�¶ Æ ³1Ç µ�±+¶ ´+·$¶:Í�¶1·$·d¶¸�»�Ì¶)µ�±1Å¸� Í�Å+·
µ¯¶�� ´���³)µ�¶Åµçñ;Ä ´+·¯¶+´1³+·d³�µ¯Ê�Å+Æ Í�Å1·�Í�È)µ¯È1·d¶»¬�ºg
 ¬
Í �{©

s
¡1Æ)µ¯± ¶+Ç�Ê�Ç ·d¶ ³PÉ�µ�Ê�Å1Æ1Ç Àih ºg
!¬
Í �[© Ç!¡1Æ)µ�±Ë¶1Ç�Ê
Ç Å)Í

´+·¯ÅPµ�¶+Ê
Æ Í�·$Å�� ´ËÎ�ÏÑÐ¼Ò Þ�õ
-
°çµÙØ �=³+Ç ´ ¶Ë· ÍTÅË·¢�Ì¶M�4Èâ�1È)µ ³ ´1·$Å:µ�¶ËÊ�Æ É Å+·d·d¶ Ç�´+Å1Æ£� Ê�Æ¸· µ�Å ñ É@³�òó±

-

ô ¹sä²Ê�Ç��ú³+Ç Æ1ÅPµ Å��ËÇ�¶1·�Û ¶M�ã³��¹³:µ¯³ÌÆ+Å)µÃÇ�±1Å¸�=Æ�¶ À

3.3.2. � À ®dÀÃ¿?«&�S«K½­«¼¾�� À��4�K¿nÀ����Ã»S«­¬ «�ý þ1��j,kml ü"¬�¯ NcaR1-6xHis.

� ±1¶ ±Ë¶)µ�¶+·¯Å���ÅM·ÃÅËÈ1Ç ¶£¹ ´+·¯¶+Ç�Ç�Ê�Å+Æ Å)Íçº(¨M¼¾½Ü¿ Å ·
ncaR1-6xHis

� ³1Ç É ³Ë·d·dÊ�¶M� Å+È:µBÊ�Æ8¤î¦¾¨M©�«�¬�­î¯�°4±
³¢µ/ÐÑ¸�¶4� Ê µ�± µ�±+¶�É Å Æ+ÇIµ¯·dÈ:É�µ�Ç ´ �éÓ(Þ�õ

-
°�µÙØ ³ËÆM� ´+Î�ÏÑÐ¼Ò Þçõ

-
°çµ�Ø ·$¶+Ç�´1¶:É�µ¯Ê Û ¶(� ¡ À � ±Ë¶ ´ ·$¶£�ÃÊ É�µ�¶£�

�ÌÅ���¶:É È���³ ·4� ³1Ç�Ç=Å)ÍKñ�É ³�ò®± Ê�Çú¸ õ À °�øMµ/³ ³+ÆM� Å)Í;ñ É ³�òÜ±
- ô ¹�ä/Ê�ÇúÊ�Çú¸�ê À õ ø@µ²³Ì·¯¶+Ç'´+¶PÉ�µ�Ê Û@¶�� ¡ À � ± ¶

±+¶)µ�¶Ë·¯Å���Å¸·ÃÅ1ÈËÇ ¶7¹ ´1·$¶+Ç�Ç�Ê
Å+Æ ÅPÍ ³ µ¯·$È ÆPÉ ³:µ�¶¸� ñ�É ³�òó± É@³(���
¶£�
∆
ñ�É ³�òó±£ÈÃ³�� Ê µ¯± ³ ´1·d¶£�¹Ê É�µ�¶¸�

�ÌÅ���¶:É È���³ ·1�Ì³1Ç�Ç Å)ÍK°(°�øªµ9³�¶��=³+Ç²É ³1·d·$Ê�¶7� Å+È)µ�� Ê µ�±ýµ¯±+¶ýÉ Å1ÆËÇ�µT·$ÈPÉ�µÃÅ:ÍÃ´ �îÓ�Þ õ
-∆CDS.

� ±1¶ ±1¶)µ�¶1·dÅ(�
Å¸·ÃÅ+È+Ç ¶7¹ ´1·d¶+Ç�Ç�Ê�Å+Æ Å)Í8º�¨ª¼&½ó¿ Ê�Æ ¤î¦ö¨M©�«�¬
(pT7G4-

°ÙµÙØî¶ Ê�Æ£�ÃÈ)É@¶£�Â� Ê µ�± Î
Ý �éÞ
³Ï±¸�ìÖö¶ý³:µ=¸�Ç

°
° ³ Æ£� ¸ Ó

°
°Â� ³+Ç É ³ ·$·$Ê�¶7� Å+È:µ À ä9¶:µ¯¶+·dÅ��
Å¸·¹Å ÈËÇ ¶£¹ ´1·d¶1Ç�Ç�Ê�Å+Æ Å)Í

∆ncaR1
�ú³ËÇ

´+¶1· ÍTÅË·¢�Ì¶£� Ç�Ê�� È�� µ¯³ Æ1¶ËÅ È+Çª� ¡ µ¯Å ³1Ç�É ¶1· µ�³1Ê�Æ»�=±1¶:µ¯±+¶1·/µ¯±+¶ �ÔÓ òçñ;Ä ´1Å�� ¡��Ì¶1·$³+Ç�¶ Ç!¡1ÇIµ�¶�� � ³+Ç
Í�È1Æ)É�µ¯Ê�ÅËÆ ³�� À Øîµ�Ø -

Ý1Ä Þ Ð ³ËÆ ³�� ¡1Ç�Ê�Ç=Å)Í µ�±1¶ ´1·$Å)µ�¶+Ê�ÆÌ¶¸¹�µ¯·$³:É�µ¯Ç9Í�·dÅ��×¤î¦�¨ª©�«�¬
(pT7G4-

°çµÙØ§¶4�+¶:Í�Å1·d¶
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p
·¯ÅPµ�¶+Ê
Æ´�ÌÊ ·K·$³:µ¯Ê
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´+·¯ÅPµ�¶+Ê
ÆÜ�=³+Ç ³��1Ç�¶ Æ)µ�Í�·dÅ�� µ�±Ë¶ ´1·$ÅPµT¶ËÊ
Æ ¶7¹�µ�·$³PÉ�µ�Ç ÅPÍé¤§¦$¨ª©�«�¬
(pT7-

Ó ¶K³ ð Ê ·¹È ·$¶ ¸ À Ó È&¯1³+Æ ¶ËÇ8± ³+ÆM�
Ñ�¶ À � ±+¶ ´1·$¶+Ç'¶+Æ:É ¶ Å:Í ³ ´+·¯Å)µ¯¶1Ê�Æ �ÌÊ ·Ã·d³Pµ�Ê�ÆM· ³:µØ³+´+´ ·$Å£¹ Ê��Ì³)µ�¶�� ¡ µ¯± ¶ �ÌÅ���¶)É È���³+·ã�Ì³+Ç�Ç ÅPÍ

∆NcaR1
Ê�Æ µ¯±1¶ É ¶����ú¶M¹�µ¯·d³)É�µ�Ç Å)Í ¤î¦ß¨M©(«�¬

(pT7G4-∆
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Å+Æ+³��M³ ð Ê · ÈË·$¶Ì¸ À Ó È�¯Ë³+Æ ¶ Ó ¶ À
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º¼»�½¼¾K¿nÀÌÁ¹Â nÃÂRØîµçØ
-
Ý1Ä Þ Ð ³+Æ1³�� ¡1Ç�Ê�ÇúÅPÍ�´1·dÅPµ�¶+Ê�Æ1Ç ´1·$Å£� È)É ¶£� �¸¡R¤§¦�¨@©(«�¬ª­é¯�°&±ù³¢µ/ÐÑ¸�¶K±1³+·¢� Å+È1·$Ê
Æ¸·
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°
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7°
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ñ�É ³(òÜ± ³ Æ7�

∆
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°
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°
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°Õ¶mÛ ¶+·$Ç'È+Çâ¯+³1Æ+¶ßÐ,³¯¸ Ó

°C)).

� ±1¶ ±+¶PµT¶Ë·$Å���Å£· Å+È+Ç ´+·$ÅM�¹ÈPÉ�µ�Ê�Å1Æ Å)Í
ncaR1- o@p�q ¬sr Ê�Æ ¤§¦Õ¨ª©(«�¬
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°
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-
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³)Í�µ¯¶+· ô ±1Å+È ·$Ç�Å)ÍBÊ�Æ¸�ÃÈ)É�µ�Ê
Å+Æå³ ð Ê ·¹È+·¯¶ ¸ À Ñ�È¼¸�Ç
°
°%��¯Ë³1Æ1¶=ê�¶$�ú±+Ê���¶ ³:µ ¸ Ó

°
° µ�±+¶,·K·d¶1³)µ¯¶1Ç�µB³��ÌÅ+È1Æ)µ

Å)Í²ñ�É ³�òâ±
- ô ¹�ä9Ê�Ç��=³1Ç ´ ·dÅ7� È)É ¶£� ³)Í�µ�¶Ë·¹¸ ±ËÅ1È1·$Ç®³ ð Ê ·ÃÈË·d¶ ¸ À Ñ�È ¸ Ó

°
°%�¸¯ ³+Æ1¶Rê�¶ À

º¼»�½¼¾K¿nÀÌÁ¹Â �ÃÂ ØîµçØ
-
Ý1Ä Þ Ð ³+Æ1³�� ¡1Ç�Ê�ÇúÅPÍ�´1·dÅPµ�¶+Ê�Æ1Ç ´1·$Å£� È)É ¶£� �¸¡R¤§¦�¨@©(«�¬

BL2
±ù³¢µ/ÐÑ¸�¶K±1³+·¢� Å+È1·$Ê
Æ¸·

´+Î�ÏÑÐ¼Ò ° À ¸´Ö�°�ØîÈ ´ËÎ�Ï Ð¼Ò Þçõ
-
°�µ�Ø ³1ÆM� ´ � Ó�Þ�õ

-
°ÙµÙØ ³)µú¸�Ç

°
° Å1· ¸ Ó

°
° À � ±1¶ Ç�Ê G1¶1Ç ³1Æ¸�

´+Å+Ç�Ê µ¯Ê�Å1ÆËÇ�Å)Í¹µ¯±+¶ � Å��
¶PÉ@È��
³+·3�ú¶+Ê · ±)µî� ³1·¢ø'¶Ë·$Ç ³+·d¶ Ê�Æ£�ÃÊ É@³Pµ�¶£� Å1Æúµ�±+¶=�
¶PÍ�µ�±+³ Æ7� Ç�Ê �Ã¶ Å:Í¼µ¯±1¶Ü·Ã¶(��È�ú±ËÊ��
¶ýµ¯± ¶�´1Å+Ç�Ê µ¯Ê
ÅËÆÌÅ:Í²ñ É ³�òó±
- ô ¹3ä9Ê�Ç=Ê�Ç=Ê�Æ¸�ÃÊ É ³:µ¯¶M� Å Æ µ�±+¶Ì·$Ê ·Ã±:µ¹± ³+Æ¸� Ç�Ê � ¶�ÅPÍ µ¯±1¶E· ¶(� À

Ä ´1·$Å)µ¯¶1Ê�Æ´�ÌÊ ·¹·¯³Pµ�Ê�ÆM· ³)µ ³1´Ë´1·dÅ£¹@Ê�� ³:µ¯¶�� ¡ µ¯±1¶ Ç�³��Ì¶ �ÌÅ���¶PÉ È���³+·â�Ì³ËÇ�Ç Å:Íöñ�É ³(òó±
- ô ¹�ä/Ê�Ç8�ú³ËÇ

´+·¯¶ËÇ�¶ Æ)µ�Ê�Æì¤§¦3¨@©�«�¬�³d´+Î�ÏÑÐ¼ÒÙ° À ¸=Ö�°�Øî¶K³ ð Ê ·ÃÈ+·d¶ ¸ À Ñ�È@¸�Ç
°
°m�o¯1³+Æ1¶1Çå±)³1Æ¸� ô È�¸ Ó

°
°��o¯1³1Æ1¶ËÇå±5³1ÆM�

Ó ¶[È@�=±1Ê É ± Ç'±1ÅËÈ�� � Æ1Å)µ�´1·dÅ£�ÃÈ)É ¶Ìñ�É@³(òÜ±
- ô ¹�ä/Ê�Ç À ä/ÅM� ¶£Û ¶1·[È ³=É@Å��Ì´Ë³1·dÊ�Ç�Å+Æ Å:Í@µ�±Ë¶ É@¶����+¶£¹�µ�·$³)É�µ¯Ç

Å)Íù¤§¦é¨M©�«�¬²³$´+Î�Ï Ð¼ÒÙ° À ¸ Ö�°ÙØî¶Ù� ¶)Í�Å+·$¶ Ê�Æ7� È)É�µ�Ê�Å+Æ ³ ð Ê ·ÃÈ+·¯¶ ¸ À Ñ�È²¸(Ç
°
°��¾¯1³+Æ1¶ ±£ÈB¸ Ó

°
°��4¯ ³+Æ+¶Á±7¶

³+Æ¸�Ø´+Å1Ç�µÃÊ�Æ£�ÃÈ)É�µ�Ê
Å+Æß³ ð Ê · È+·¯¶ ¸ À Ñ(È ¸�Ç
°
°%�M¯1³1Æ+¶ ô È ¸ Ó

°
°%�ª¯ ³+Æ+¶ Ó ¶(� Ê �ØÆ+Å:µ�Ç�±+ÅM� ³+ÆÌÊ�Æ)É ·¯¶Ë³+Ç'¶ÌÊ
Æ

µ¯±1¶ ´+·dÅ£�ÃÈ:É�µ¯Ê
Å+Æ Å:Í�µ¯±1Ê�Ç5´+·¯ÅPµ�¶+Ê
Æ�È@³1Ç �ú³ËÇ Å��+Ç'¶Ë·�Û ¶£� Ê�Æ µ�±+¶=É@¶����#¶£¹�µ�·$³)É�µ¯Ç Å:Í§¤î¦3¨M©�«�¬
(pIVEXG4-

°ÙµçØî¶¢È Ç�È£·�·Ã¶+Ç�µ�Ê�ÆM· µ¯±1³)µ²Ê µXÊ�Ç ³1Æ8¤§¦¾¨M©�«�¬@´+·¯Å)µ¯¶1Ê�Æ À � ±1¶ã� Ê ·¹·$³)µ�Ê
Å+Æ Å)Í�ñ É ³�òó±
- ô ¹�ä/Ê�Ç ´+·¯Å£�ÃÈ)É@¶£�

Ê�Æ»¤î¦Ô¨M©�«�¬
(pIVEXG4-

°ÕµÙØ§¶ÑÉ Å+·d·d¶+Ç�´1Å1Æ¸�¹ÇÌµ�Å µ�± ¶á� Ê ·¹·d³)µ�Ê�Å1Æ Å)Íùñ�É ³�òó± ´1·dÅ7� È)É ¶£� Ê�Æ»¤§¦Ô¨ª©�«�¬
(pT7G4-

°çµÙØ§¶&³ ð Ê ·¹È ·$¶Ì¸ À Ñ�È1¸�Ç
°
°%�¸¯1³1Æ+¶ßêEÛ ¶+·$Ç'È+Ç®Ñ3�:¸ Ó

°
°m�¸¯1³+Æ ¶ ô Û ¶+·dÇ�È1ÇùÐ�¶ À

3.3.3. Th
ÀRü�ý¢ý3»�¬¼»q®��å�¹¾¼¿_» ý_»U©£ü*®_»S« ¬ «(ý�� ©¸ü�� � -6xHis.

� ±1¶ ±1¶:µ¯¶+·¯Å(�
Å¸·¹Å È+Ç ¶£¹@´1·d¶ËÇ�Ç�Ê
Å+Æ ÇT¡1Ç�µ�¶�� �ú³+Ç È Ç�¶¸� Í�Å+·Ñµ¯±1¶ ´Ë·dÅ¸�ÃÈ)É�µ�Ê�Å Æ Å)Íæñ�É ³�òâ±
- ô ¹sä9Ê�Ç Í�Å+·

´+È1·$Ê Í�Ê É ³)µ�Ê�Å+Æ À Ý È+·$Ê Í�Ê É ³:µ�Ê�Å Æ Å:Íçñ�É ³�òó±
- ô ¹�ä9Ê�Çâ�ú³ËÇ=É ³+·$·$Ê
¶¸� Å+È:µXÈ1Æ¸�¹¶+·BÆ1³)µ¯Ê Û ¶ É Å+Æ£� Ê µ�Ê�Å Æ+Ç È+Ç�Ê�ÆM·

Ni-
ñ � Ä Ç�´1Ê�Æ É@Å(�
È�� Æ+ÇMÈo�ú±ËÊ É@± ´+Å1Ç�Ç'¶+Ç�ÇúÆ Ê µ�·dÊ��
Å)µ�·$Ê
³PÉ ¶)µ¯Ê É ³)É Ê �ÌÉ ± ·$Å��Ì³PµT³7· ·d³+´1±¸¡Ì�Ì³)µ�·$Ê É@¶+Ç �ú±+Ê É ±

±+³£Û ¶ ³1Æ ³)Í�Í�Ê�Æ1Ê µ
¡ Í�Å+· ô ¹�ä Ê�Ç9µ¯³¸·KÇ À
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º¼»�½¼¾K¿nÀ Á¹Â��¹Â Øîµ�Ø
-
Ý1Ä Þ Ð ³+Æ+³�� ¡1Ç�Ê
ÇØÅPÍ9µ¯±+¶ Í�·$³)É�µ¯Ê�Å1Æ+ÇØÅ��Pµ�³+Ê�Æ1¶¸� ³)µ ¶1³PÉ@± ÇIµ�¶Ë´ ÅPÍ²µ�±+¶ Æ1³)µ¯Ê Û@¶

´+È1·$Ê Í�Ê É ³)µ�Ê�Å+Æ Å)ÍÙñ�É ³�òâ±
- ô ¹sä9Ê�ÇªÈ3� ±1Ê É ± � ³+Ç ¶¸¹ ´Ë·¯¶+Ç�Ç�¶¸�ØÍ�·$Å�� ´1Î�ÏÑÐ¼Ò Þçõ

-
°ÙµçØ Ê�Æ

E.coli
­î¯�°²±³¢µ/ÐÑ¸�¶ À � ±1¶ ´1Å+Ç'Ê µ�Ê�Å Æ+Ç ³+ÆM� Ç�Ê G ¶ËÇ Å)Í µ¯±1¶Ã�ÌÅ��
¶:É È���³ ·;�=¶+Ê ·Ã±)µ � ³1·¢ø'¶Ë·$Ç ³+·¯¶ Ê
Æ£�¹Ê É ³Pµ�¶£� Å+Æ µ¯± ¶

��¶PÍ�µ¹±1³+Æ£� Ç�Ê �Ã¶ÌÅPÍ µ¯±1¶E· ¶���È¸�=±+Ê���¶ýµ�±1¶Ì´1ÅËÇ�Ê µ¯Ê�Å+ÆÌÅPÍKñ�É ³(òÜ±
- ô ¹�ä/Ê�Ç Ê
Ç Ê
Æ£�¹Ê É ³PµT¶7� Å Æ µ¯± ¶ ·dÊ ·Ã±)µ ±+³ Æ£�

Ç�Ê �K¶ÌÅ)Í µ¯±+¶æ·K¶�� À
� ±1¶ É���¶1³1·d¶¸�×� ¡1Ç�³)µ�¶ Å)Íì¤§¦ù¨M©�«�¬

(pIVEXG4-
°Ùµ�Øî¶ �ú³+Ç ´+³1Ç�Ç�¶M� µ�±+·$Å ÈM·K± µ�±+¶ ñ/Ê

-
ñ � Ä Ç�´1Ê
Æ

É Å���È��ÌÆ+Ç µ¯ÅØ³(���
Å¸�Ú�+Ê�ÆM�KÊ�Æ£· Å)Íçñ�É ³�òâ±
- ô ¹sä²Ê�Ç µ�ÅÌµ¯±+¶8�Ì³)µ�·$Ê ¹ À � ±+¶ É Å���È�� Æ,�=³1Ç µ¯±1¶+Æß� ³1Ç�± ¶£�

� Ê µT± ³¥�1È)Í�ÍT¶Ë· É Å1Æ)µ�³+Ê�Æ1Ê
Æ7· ³ �
ÅM� É Å Æ)É@¶ËÆ)µ¯·¯³)µ¯Ê�Å1Æ Ê�� Ê � ³�G1Å(�
¶Ò³{°�Ç��RÖ,¶ µ�Å ·¯¶(�ÌÅ£Û ¶ µ¯± ¶ Æ+Å1Æ
-

Ç�´1¶PÉ Ê Í�Ê É ³���� ¡í�+Å+È Æ£� ´+·¯ÅPµ�¶ËÊ
Æ+Ç=ÍT·$Å(� µ�±+¶ �Ì³Pµ�·dÊ ¹ À ñ�É ³�òâ±
- ô ¹sä²Ê�Çö� ³1Ç ¶��
È)µ�¶¸� ÍT·$Å(� µ¯±+¶ É Å(��È��ÌÆ

wit
±Ì³ß�ËÈ)Í�ÍT¶Ë·+É ÅËÆ:µ�³1Ê
ÆËÊ�Æ¸· ³Ì±+Ê ·Ã± É@Å1Æ:É ¶1Æ)µ¯·¯³)µ¯Ê�Å ÆÌÅPÍ�Ê��ÌÊ �¹³�G1Å���¶ß³¢°�ê�Ç��ßÖ,¶ À ØîµÙØ -

Ý ³7· ¶Ì³+Æ+³�� ¡ Ç�Ê�Ç
Å)ÍKµ¯±+¶ ´1·$Å)µ�¶+Ê�Æ ¶���È)µ�¶£� ÍT·$Å(� µ�±Ë¶=ñ/Ê

-
ñ � Ä É Å��
È���Æ ³)Í�µ�¶Ë·�¶1³)É@± ´ È+·$Ê ÍTÊ É ³:µ¯Ê�Å Æ Ç�µ�¶+´ Ç'±+Å¸�=¶M� µ�±1³PµB³

´+·¯ÅPµ�¶+Ê
Æ É Å+·¯·$¶ËÇ'´1Å1Æ£�¹Ê�Æ7· µ�Åýµ¯±+¶R�ÌÅ(�
¶:É È���³1·&�Ì³+Ç�Ç Å)Í²ñ�É ³�òâ±
- ô ¹�ä9Ê�Ç��=³1Ç ´ ÈË·$Ê Í�Ê�¶£�ã³ ð Ê ·¹È1·d¶ ¸ À Ð�¶ .

Ä Æ+È��ß�Ë¶ ·ýÅPÍú´+È+·$Ê Í�Ê É ³)µ�Ê
ÅËÆ1Ç Å:Íâñ�É ³�òó±
- ô ¹�ä/Ê�Ç �=¶+·d¶ É ³1·d·$Ê
¶7� Å+È:µ{È²³ Æ£� µ�±Ë¶ Í�Ê�·dÇ�µ ³1Æ£� Ç�¶PÉ@Å+ÆM�

¶���È:µ¯Ê
Å Æ ³$Ðî��È)µ�Ê�Å1Æ ±Ì³ Æ7� Ðî��ÈPµ�Ê�Å1Æ °�¶²Å)Í ¶Ë³:É ± ´ È+·¯Ê ÍTÊ É ³)µ�Ê�Å+ÆÌ� ¶+·$¶ ´+Å1Å���¶7�Øµ�Å£·¹¶:µ¯± ¶+· À Î�Æ Å+·v�Ã¶Ë· µ�Å
É Å1ÆPÍTÊ�·¢� µ�±Ë³:µ¼µ�±1¶ ´1·dÅPµT¶ËÊ�Æ=�1¶+Ê
Æ£· ´1È+·$Ê Í�Ê�¶¸�=�ú³+ÇRñ�É ³�òó±

- ô ¹sä/Ê�ÇMÈ&Ø§µÙØ
-
Ý$Ä Þ Ð ³1Æ7� ï ¶+ÇIµ¯¶+·$Æå­î��Å)µ

³+Æ1³�� ¡1Ç�Ê�Çæ�=³1Ç�´1¶+· Í�Å+·¢�Ì¶£�»³ ð Ê ·¹È1·$¶ ¸ À ±7Ç�¶ À ØîµçØ -
Ý1Ä Þ Ð ³+Æ1³�� ¡1Ç�Ê�Ç Ç'±1Å¸� ¶M� µ�±1³)µ§� Å)µ�± Ðî�
ÈPµ�Ê�Å1Æá±

³+Æ¸� Ð§�
È:µ¯Ê�Å1Æ ° É@Å+Æ:µ�³1Ê�Æ+¶M� Ç�Å(�Ì¶ É Å Æ)µ�³��ÌÊ�Æ+³:µ�Ê�Æ£· ´1·$Å:µ�¶+Ê�Æ1Ç Ê
Æ ³M���¹Ê µ¯Ê
ÅËÆ µTÅ ñ É@³�òó±
- ô ¹�ä/Ê�Ç

³ ð Ê ·ÃÈ+·d¶Ø¸ À ±¸ÇìÄ��s¯1³+Æ1¶+Çå° ³+Æ¸� ¸�¶[ÈK�+È:µ�µ¯±+¶1Ç�¶ É Å+Æ:É ¶+Æ)µ�·d³)µ¯Ê
Å1ÆËÇö�=¶Ë·¯¶ ��Å¸� �=±+¶ ÆÌÉ Å��Ì´+³+·¯¶£� µ�Å
µ¯±1¶ýÉ@Å+ÆPÉ@¶+Æ:µ�·$³:µ¯Ê
Å+Æ Å)ÍKñ�É ³�òâ±

- ô ¹sä9Ê�Ç À � ± ¶ ï ¶+Çìµ¯¶1·$Æß­§�
Å)µ�³+Æ+³�� ¡1Ç�Ê�ÇMÈ ÈËÇ�Ê
ÆM· ³+Æ)µ�Ê
-
ä Ê�Çú³+Æ:µ¯Ê�� Å£�¹Ê
¶ËÇ

� �¡¢�£¤
£¢¢�¥

¦¢�£§
¨£©¢�ª
¥§« £

¬¢ ¡
­«  ¨¡
®¯ 

� §¥ ° � §¥  ± ²¢ ®«³ ¡
´° ²¢ ®«³ ¡

´± ²¢ ®«³ ¡
´µ

pT
7G

4-

¦¶·
M
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26.6

21.5

kDa
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³+Ç ´Ë·dÊ��Ì³+·v¡ ³1Æ:µ¯Ê��+ÅM��¡�Ès�Ã¶)µ�¶PÉ�µ�¶£� ñ É@³�òó±
- ô ¹sä/Ê�ÇÌ³ ð Ê · È+·$¶ ¸ À ±¸Ç À ­îÈ²¯+³+Æ1¶+ÇÌ°Ø³1Æ7� ¸�¶¢È ³1Æ£� Þ®ð Ý

-

ô ¹sä²Ê�Ç®³ ð Ê ·ÃÈ1·d¶ ¸ À ±¸Ç À ­îÈ�¯1³ËÆ ¶ã±¸¶ À

º¼»�½¼¾K¿nÀ Á¹Â �¹¸ Â»Ø;µÙØ
-
Ý1Ä Þ Ð ³�ÄÕ¶Ñ³ËÆ¸�Ìï ¶+Çìµ¯¶1·$Æ ­î��Å:µî³¢­î¶�³1Æ+³�� ¡1Ç�Ê�Çù�úÊ µ¯± ³+Æ�µ¯Ê

-
ä/Ê�Ç ³+Æ)µ�Ê��1Å£�ÃÊ�¶+Ç ÍTÅË·

µ¯±1¶ �K¶:µ�¶)É�µ¯Ê�Å Æ Å)Í ´+È1·$Ê Í�Ê
¶7� ñ�É ³�òó±
- ô ¹sä9Ê
Ç À � �=Å ´+·$¶ ´+³1·d³)µ�Ê�Å+Æ1Ç ÅPÍ ´ËÈ ·$Ê Í�Ê
¶7� °

-
µ�¶+·¢�ÌÊ
Æ+³��æä/Ê�Ç

-µ¯³¸·�·K¶M�8ñ�É@³(òâ±ýÐî�
ÈPµ�Ê�Å1Æ ±æ³¢°�¶K³1Æ£� Ðî�
È:µ¯Ê�Å+Æß°R³$¸�¶K³1·d¶ Ç�± Å£� Æ�È Þâð Ý
- ô ¹�ä²Ê
Ç ¶¸¹ ´1·d¶ËÇ�Ç�¶¸� Ê�Æö¤î¦�¨ª©�«�¬­î¯�°4±=³¢µ9Ð ¸�¶ Ê�Ç ³���Ç�Å Ç�±+ÅM� Æ»³ ±¸¶9³1Ç ³ É@Å+Æ)µ�·$Å�� À � ±+¶ ´ËÅ1Ç�Ê µ¯Ê�Å+Æ+Ç ³+Æ¸� Ç�Ê G ¶+Ç Å:Í µ�±+¶í� Å��
¶PÉ È��
³+·

�ú¶ËÊ ·Ã±Pµâ�Ì³+·[ø�¶Ë·dÇ ³1·$¶ Ê�ÆM�KÊ É ³:µ�¶¸� Å1Æ µ�±+¶ ��¶)Í�µ=±1³ËÆ£� Ç�Ê �K¶ Å)Í5¶Ë³)É ±Ã·¹¶���ÈK�=±+Ê���¶ µ¯±1¶ ´+Å+Ç�Ê µ¯Ê�Å1Æ Å)Í
NcaR1- ô ¹�ä/Ê�Ç ³1Æ¸� Þâð Ý

- ô ¹�ä²Ê
Ç ³1·d¶ Ê�Æ£�ÃÊ É@³Pµ�¶¸� Å Æ µ¯±+¶ ·$Ê ·¹±)µ�±Ë³1Æ¸� Ç�Ê � ¶�Å:ÍÃ¶1³)É@±E·Ã¶�� À

3.3.4. º À��*®_»S¬¼½,ü�¬�¯ ©7ü¾��»�5K¿ ü�®3»�« ¬ «(ý1ü"¬ ®_»�5­«�¯B»�À�� ¿¢ü¹» � À�¯åü¹½�ü¹»S¬���®2� ©Mü3� � -6xHis.

Ä ´+´Ë·¯Å£¹ Ê��Ì³Pµ�¶�� ¡á±ö�æ· Å)ÍB´Ë·$Å:µ¯¶1Ê
Æó� ¶+·dÊ Û ¶¸� Í�·dÅ�� µd±+¶ ³)Í�Í�Ê�Æ1Ê µ�¡ ´ ÈË·$Ê Í�Ê É ³:µ¯Ê�Å1Æ Å:Íéñ�É ³�òâ±
- ô ¹sä9Ê�Çù�=³ËÇ

È+Ç�¶£� µ¯Å Ê��ß� È+Æ1Ê�Ç�¶ ³ ·¯³����1Ê µ µ¯Å ·$³1Ê�Ç�¶ ³ Æ)µ¯Ê��+ÅM�¹Ê�¶1Ç ³£·Ã³+Ê�ÆËÇIµçñ É@³�òó±
- ô ¹�ä/Ê�Ç À ØÑ¶1·$È�� � ³1Ç µ¯³�ø�¶+Æ
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Å+Æ+Ç,�ú¶+·¯¶ ³M�&�ÌÊ�Æ+Ê�ÇIµ�¶1·$¶¸� Å1Æ �Ã³¸¡á°�Ñ�È ¸(Ç ³ËÆM� ¸�° µ�Å»�1ÅËÅ1Ç�µ ³+Æ)µ�Ê��1Å¸��¡ ´1·dÅ7� È)É�µ¯Ê�Å1Æ�È
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³Pµ�¶£� À
� ±1¶ Ç�¶+·d³ Í�·dÅ�� µ9³M¡Â°�Ñ ³ ÆM� µ/³¸¡ ¸�Ð �=¶1·d¶ µ¯¶+ÇIµ¯¶£� Í�ÅË·úµ�±+¶ ´+·d¶+Ç'¶+Æ:É ¶ ÅPÍãñ�É ³�òó±

- ô ¹�ä/Ê�Ç
³+Æ)µ�Ê��1Å¸�KÊ�¶+Ç®�¸¡Eï ¶+ÇIµ¯¶+·$ÆR­î��ÅPµ ³+Æ+³�� ¡1Ç�Ê�ÇúÅPÍ É ¶�����¶£¹�µ�·$³:É�µ¯Ç9Í�·$Å�� Ð§¦�¨ª©(«�¬ª³d´+Î�Ï Ð�ÒÕ° À ¸RÖ�°�Øî¶¼³ Æ£�
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¤î¦�¨ª©(«�¬
(pIVEXG4-

°ÕµçØî¶¾³ ð Ê ·¹È+·¯¶Ì¸ À ±�±ùÝ�³+Æ ¶���° µ�Åßäç¶ À � ±Ë¶ÌÇ�¶+·dÈ�� Í�·$Å�� µ/³£¡ÌÇù� ³+Ç=È1Ç�¶¸� ³+Ç
³ Æ1¶¸·K³:µ¯Ê Û@¶ É Å ÆPµ�·dÅ�� Í�Å1·îï ¶ËÇIµ¯¶+·$Æá­î��Å:µý³1Æ1³(� ¡1Ç'Ê�ÇªÈ¹µ¯Å Ç�±1Å£� µ�±1³PµBµ�±+¶ Ê��ß�ÌÈ+Æ1Å���Å7·ÃÊ É ³(��·¯¶Ë³)É�µ¯Ê
Å1Æ
Å��+Ç�¶1·�Û ¶¸�á�=Ê µ�± µ�±1¶ Ç�¶ ·d³ Ê�Ç�Å���³:µ�¶¸� ³)Í�µ�¶+· Ê��ß� È1Æ+Ê�Ç�³)µ¯Ê�Å Æå�=³+Ç Æ+Å)µ ³1Ç ³ ·d¶ËÇ�È�� µýÅPÍý´1·$¶

-
¶7¹ Ê
Ç�µ¯Ê�Æ£·

³+Æ)µ�Ê��1Å¸�KÊ�¶+Ç Ê�Æ5µ�±1¶ Ç!¡ Ç�µ�¶�� Å)Í�µ¯±1¶ ·d³��(�1Ê µ§³ ð Ê · ÈË·$¶ ¸ À ±�±óÝ ³ËÆ1¶��
Ä ³+Æ¸�Ã­î¶ À Î�µ$� ³ËÇ�Æ1¶:É ¶+Ç�Ç�³ ·�¡úµ�Å
�¹¶)µ�¶Ë·[� Ê�Æ ¶ µ¯± ¶ Å+´)µ�Ê��Ì³��T�¹Ê���È:µ¯Ê�Å ÆËÇ5ÅPÍ@µ�±+¶ÌÇ�¶+·d³ µ�Åì�+¶ È+Ç'¶7� Í�ÅË·(ï ¶1Ç�µ¯¶1·$Æß­;��Å:µÃ³ Æ ³(� ¡1Ç�Ê�Ç À Î�Æ+Ê µ�Ê�³���� ¡
±,�=± Ç(Ç�Ç Ç�Ç�Ç ³ Æ¸� ±,�öê�Ç�Ç Ç(Ç�Ç¥�¹Ê���È)µ¯Ê�ÅËÆ+Ç �ú¶+·¯¶ È1Ç�¶£� Í�Å+· ¶Ë³:É ± Å)Í µ¯±1¶ Ç�¶Ë·d³�È=�ËÈ:µ Æ Å
Ê��ß�ÌÈËÆ+Å���Å£·ÃÊ É ³��'·¯¶1³)É�µ�Ê�Å Æâ� ³1ÇÕ� ¶)µ¯¶:É�µ¯¶M� À °/Å+Æ+Ç'¶£ë¹È1¶1Æ)µi� ¡»±-�3±¸Ç�ÇÌÇ�Ç�Ç ³ Æ7� ±B�@ê�ÇìÇ�Ç�Ç®�ÃÊ���È)µ�Ê
Å ÆËÇ
Å)Í µ�±+¶ Ç�¶Ë·d³ß� ¶1·d¶ ÈËÇ'¶£� À � ±+¶ ±,��ê�ÇãÇ�Ç�ÇR�ÃÊ���È:µ�Ê�Å ÆR� ³+Ç Í�Å+ÈËÆM� µ¯Åã�+¶ Å1´)µ¯Ê��Ì³���³ ð Ê · È+·¯¶ ¸ À ±�± À ­îÈµ/³£¡ì°�Ñ3�MÝÑ³+Æ1¶��MµÃÛ ¶+·$Ç�È Ç®ÝÑ³1Æ+¶�� Þ È�µ/³¸¡Ì¸�Ð8�MÝ ³+ÆË¶���Ð=Û ¶ ·$Ç�È1ÇùÝ ³1Æ1¶��ªä�¶ À
Ä ±,�;ê�Ç Ç�Ç�Ç �¹Ê���È)µ¯Ê
Å+Æ Å:Í/µ¯±+¶ Ç�¶1·$È�� Í�·$Å(� µ/³£¡´Ç �KÊ � Æ ÅPµ ·¯¶1³)É�µ Ê��R�ÌÈËÆ1Å���ÅM·¹Ê É ³���� ¡Ã�úÊ µ�±Øµ¯± ¶
´+·¯ÅPµ�¶+Ê
Æ ¶£¹�µ¯·$³:É�µ¯Ç Å:ÍÜ¤§¦ ¨ª©�«�¬ ³$´1Î�Ï Ð�Ò ° À ¸ Ö�°�Øî¶úÅ+·â¤î¦ ¨M©(«�¬

(pIVEXG4-
°çµÙØ§¶â³ ð Ê · È+·d¶ ¸ À ±(±¸ÈÝ ³+Æ+¶��²­§È ¯1³+Æ ¶+Ç ± ³+ÆM�Á°(¶ À � ± Ê�Ç É Å1ÆPÍ�Ê�·¢�Ì¶£� µ¯±+³:µXµ¯±+¶ Ê��R�ÌÈ1Æ1Å(��Å£·KÊ É ³���·$¶+³:É�µ¯Ê
Å1ÆËÇ Å��+Ç�¶1·�Û ¶¸�

� Ê µT± µ�±+¶Ãµ/³M¡í°�Ñ ³ËÆM� µ/³M¡ ¸�Ð Ç�¶+·d³=� ¶+·¯¶Ø³1Ç ³ ·$¶+Ç'È�� µ Å)Í ³+ÆPµ�Ê��1Å¸�¹Ê�¶1Ç ´1·dÅ£�ÃÈ)É ¶¸� ³¸·K³ Ê�ÆËÇIµ�µ�±+¶
´+·¯ÅPµ�¶+Ê
Æ�´1·d¶1´+³ ·$³Pµ�Ê
Å1Æ Å)Í¾ñ�É ³�òó±

- ô ¹�ä9Ê�Ç È1Ç�¶M� Í�Å+·Ëµ¯±+¶ Ê��ß�ÌÈËÆ+Ê�Ç'³Pµ�Ê�Å1Æ À
� ±1¶ Ç�¶+·¯³=�¹·d³M� Æ Í�·$Å�� µ/³£¡ °�Ñ ³1Æ7� µ/³M¡ ¸�Ð ´+·$ÅM�¹È)É ¶¸� ³+Æ Ê��ß� È+Æ1Å���Å¸·ÃÊ É ³��K·d¶1³:É�µ¯Ê�ÅËÆ8� Ê µ�± ³
´+·¯ÅPµ�¶+Ê
Æ Ê�Æ ¤î¦ù¨ª©(«�¬

(pIVEXG4-
°Ùµ�Øî¶ É Å+·$·¯¶+Ç�´+Å Æ£�KÊ�Æ£· Ê�Æ �ÌÅ(��¶:É È��
³+·,�Ì³ËÇ�ÇØµ�ÅÁñ É ³�òÜ±

- ô ¹�ä/Ê�Ç
³ ð Ê ·ÃÈ+·d¶Ø¸ À ±�±£È²ÝÑ³ Æ1¶��3µ�È�ÐîÈ Þ ³ Æ7� äçÈ;¯+³1Æ ¶ °�¶ À ä9ÅM� ¶7Û@¶+·X³1ÆØÊ��ß�ÌÈËÆ1Å���Å¸·ÃÊ É ³�� ·d¶1³)É�µ¯Ê
Å1Æì�úÊ µ�±
µ¯±1¶ Ç�³���¶ ´ ·$Å:µ�¶+Ê
Æ Ê
Æì¤î¦3¨M©�«�¬(³d´1Î�ÏÑÐ¼Ò ° À ¸=Ö�°ÙØ§¶²³ ð Ê ·ÃÈ+·$¶ ¸ À ±�±7È$Ý ³+Æ ¶��oµÙÈ¼ÐîÈ Þ ³+Æ¸�íä�È$¯+³ Æ+¶»±7¶
Ç�È¸·�·Ã¶+Ç�µ�¶¸� µ¯± ³Pµ1µ�±1Ê�Ç Ê��ß�ÌÈËÆ+Å���ÅM·¹Ê É ³���·¯¶1³)É�µ�Ê�Å Æù�=³+Ç Æ1Å)µ��ÃÈ1¶ µ�Å ³1ÆPµ�Ê��1Å¸�¹Ê�¶ Ç Ç�´1¶)É Ê Í�Ê É µ�Å,ñ�É ³�òÜ±

-

ô ¹sä²Ê�ÇªÈ1³ËÇ®¤î¦�¨ª©�«�¬@³d´ËÎ�ÏÑÐ¼ÒÙ° À ¸ßÖ °�Ø§¶��¹Å ¶+Ç Æ1Å)µÃ¶M¹ ´Ë·¯¶+Ç�Çùñ�É ³�òó±
- ô ¹sä²Ê�Ç À
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º¼»�½¼¾K¿nÀ Á¹Â ��� Â ° ¶(��� ¶£¹�µ�·$³:É�µ¯Ç ÍT·$Å(� ¤§¦ ¨ª©�«�¬Ô³$´+Î�ÏÑÐ¼ÒÙ° À ¸ Ö °�Øî¶=³1Æ¸� ¤î¦E¨ª©�«�¬
(pIvexG4-

°ÙµçØî¶�ú¶Ë·d¶ ³1Æ+³�� ¡1Ç'¶7�á�¸¡åØ§µ Ð Ý$Ä Þ Ð ³¢Ý ³+ÆË¶��7Ä È�° ³ Æ7� ð ¶�³ ÆM�í�£¡óï ¶ËÇ�µ�¶Ë·$Æå­§�
ÅPµ&� Ê µ¯± Ç'¶+·¯³ó�Ã·$³¸�úÆ
Å+Æ´µ/³M¡´Ç´³¢Ý ³ Æ+¶��é­î¶¢È µ²³M¡ °�Ñ´³[ÝÑ³1Æ+¶��îµ ³ËÆ¸� Ð§¶=³+Æ¸� µ ³M¡ ¸�Ð´³¢Ý ³+Æ ¶�� Þ ³1Æ£�¥äÙ¶9Í�ÅË·9µ�±+¶
�¹¶)µ�¶PÉ�µ�Ê�Å Æ�Å:Í¾ñ�É ³�òâ±

- ô ¹3ä²Ê
Ç À � Å Å1´:µ¯Ê��ÌÊ�Ç�¶ýµ�±1¶ É@Å+Æ:É ¶+Æ)µ�·d³)µ¯Ê
Å1ÆÌÅPÍ µ¯±+¶ ³1Æ)µ�Ê��1Å¸�KÊ�¶+Ç Ê�Æýµ�±+¶ Ç�¶1·d³ýµ¯Å
´+·¯Å7Û Ê �Ã¶ ³+Æ Ê��R�ÌÈ1ÆËÅ��
Å£·¹Ê É ³(� ·¯¶+Ç'´ËÅ1Æ1Ç�¶(ÈÙ±-�²±£Ç�ÇãÇ�Ç�Ç Å+·æ±-�3ê�ÇãÇ�Ç�Çß�KÊ���ÈPµ�Ê�Å Æ+Ç Å)Í µ�±+¶ Ç�¶1·d³ Í�·$Å��
µ/³£¡Ì°�ÑÌ³+ÆM� µ²³M¡Ì¸�Ð®� ¶ ·$¶ÌÈ+Ç'¶7�ÌÍ�ÅË·mï ¶1Ç�µ¯¶1·$Æ,­î��Å:µ ³+Æ1³�� ¡1Ç�Ê�Ç À � ±1¶Ì´+Å+Ç�Ê µ¯Ê�ÅËÆ+Ç=³ Æ¸� Ç�Ê G ¶+Ç=Å)Í µ¯±1¶
�ÌÅ���¶:É È���³ ·�� ¶ Ê · ±)µK�Ì³+·¢ø'¶Ë·$Ç�³Ë·d¶ Ê�Æ¸�¹Ê É@³Pµ�¶£� Å1Æ µ�± ¶ì��¶)Í�µ�±Ë³+ÆM�ØÇ�Ê �Ã¶ Å)Í�¶1³PÉ ±®· ¶���È'µ�±1¶ ´+Å+Ç'Ê µ¯Ê�Å1Æ Å)Í
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ÇÉÈÉÊÌËÎÍÐÏÒÑÔÓ ÕÒÖ
ÖÎÖÐÖÇ0ÈBÊØ×ÎÙÒÏÐÑÔÓ ÕÒÖ
ÖÒÖÎÖ

ÚÜÛÎÝÒÞDÛÒßáà+â�ãsä�Þ�ÈBà@åÒãçæèÝÒé�Ýê ä@ä@ëìåÒÝÎÝÐé�Û
íîÞDåÒé�à

Ç0È�ÊïËÎÍðÑÔÓ ÑÒÖÒÖ
ÖÎÖÐÖ

NcaR1-6xHis

M ñòóô
õö�÷øù
úû

pI
V

E
X

G
4-

C
D

S

97.4

66.2

39.2

26.6

kDa

M 1 2

Ç0ÈBÊïÖÒÏðÑüÓ�ÕÒÖ
ÖÒÖÎÖ

M ñòóô
õö�÷øù
úû

pI
V

E
X

G
4-

C
D

S

97.4

66.2

39.2

26.6

kDa

M 1 2

M ñòóô
õö ÷øù
úû

pI
V

E
X

G
4-

C
D

S

kDa

97.4
66.2

39.2

26.6

NcaR1-6xHis

M 1 2

Ç0ÈBÊï×ÒÙ
ÑüÓ ÑÐÖÎÖðÖÎÖÒÖ

M ñòóô
õö ÷øù
úû

pI
V

E
X

G
4-

C
D

S

97.4
66.2

39.2

26.6

kDa

M 1 2

NcaR1-6xHis NcaR1-6xHis

M ñòóô
õö ÷øù
úû

pI
V

E
X

G
4-

C
D

S

97.4
66.2

39.2

26.6

kDa

M 1 2

M ñòóõö ÷
øùúû

pI
V

E
X

G
4-

C
D

S

97.4

66.2

39.2

26.6

kDa

M 1 2

M ñòóô
õö ÷øù
úû

pI
V

E
X

G
4-

C
D

S

97.4

66.2

39.2

26.6

kDa

M 1 2

A B

C D E

F G H

NcaR1-6xHis

M ñòóô
õö ÷øù
úû

pI
V

E
X

G
4-

C
D

S

97.4

66.2

39.2

26.6

kDa

M 1 2

NcaR1-6xHis NcaR1-6xHis

ÇÉÈÉÊÌËÎÍÐÏÒÑÔÓ ÕÒÖ
ÖÎÖÐÖÇ0ÈBÊØ×ÎÙÒÏÐÑÔÓ ÕÒÖ
ÖÒÖÎÖ

ÚÜÛÎÝÒÞDÛÒßáà+â�ãsä�Þ�ÈBà@åÒãçæèÝÒé�Ýê ä@ä@ëìåÒÝÎÝÐé�Û
íîÞDåÒé�à

Ç0È�ÊïËÎÍðÑÔÓ ÑÒÖÒÖ
ÖÎÖÐÖ

NcaR1-6xHis

M ñòóô
õö�÷øù
úû

pI
V

E
X

G
4-

C
D

S

97.4

66.2

39.2

26.6

kDa

M 1 2

Ç0ÈBÊïÖÒÏðÑüÓ�ÕÒÖ
ÖÒÖÎÖ

M ñòóô
õö�÷øù
úû

pI
V

E
X

G
4-

C
D

S

97.4

66.2

39.2

26.6

kDa

M 1 2

M ñòóô
õö ÷øù
úû

pI
V

E
X

G
4-

C
D

S

kDa

97.4
66.2

39.2

26.6

NcaR1-6xHis

M 1 2

Ç0ÈBÊï×ÒÙ
ÑüÓ ÑÐÖÎÖðÖÎÖÒÖ

M ñòóô
õö ÷øù
úû

pI
V

E
X

G
4-

C
D

S

97.4
66.2

39.2

26.6

kDa

M 1 2

NcaR1-6xHis NcaR1-6xHis

M ñòóô
õö ÷øù
úû

pI
V

E
X

G
4-

C
D

S

97.4
66.2

39.2

26.6

kDa

M 1 2

M ñòóõö ÷
øùúû

pI
V

E
X

G
4-

C
D

S

97.4

66.2

39.2

26.6

kDa

M 1 2

M ñòóô
õö ÷øù
úû

pI
V

E
X

G
4-

C
D

S

97.4

66.2

39.2

26.6

kDa

M 1 2

A B

C D E

F G H

NcaR1-6xHis

M ñòóô
õö ÷øù
úû

pI
V

E
X

G
4-

C
D

S

97.4

66.2

39.2

26.6

kDa

M 1 2

NcaR1-6xHis NcaR1-6xHis



°²±1³1´)µ�¶+·¹¸

95

3.3.5. � À ®dÀ�©�®3»S« ¬ «mý2�+À�®dÀ¹¿?«1�U«K½­«K¾(�4����À��&�¹¿�À����+À ¯f��©Mü3� � ü"¬ ¯ý� ©¸ü3� � -' � � »���5,�þ: À�� ®dÀK¿=¬5&��«�®&ü"¬(ü4�����¹»�� ÿ »q®��Üü�¬�®_»
-NcaR1- ' � � »��R�1ÀÃ¿]¾4û Â

µ/ÈË¶úµ�Åúµ�±Ë¶ Ê��ß�ÌÈËÆ1Å���Å£·ÃÊ É ³��Ë·$¶1³)É�µ�Ê
Å+Æ5µ¯± ³Pµ ÅPÉ�É È1·$·d¶¸� �=Ê µ�±úµ�±1¶ ÆË¶¸· ³Pµ�Ê Û ¶úÉ@Å+Æ)µ�·dÅ��PÉ ¶����Ë¶£¹�µ¯·d³:É�µÑÅ:Í
¤î¦K¨M©�«�¬&³$´+Î�ÏÑÐ¼ÒÕ° À ¸íÖ °ÕØ§¶[È�³ Æ+È��ß�1¶+·²Å)ÍÑÉ ¶(����¶M¹�µ¯·$³:É�µ¯Ç Å)ÍÑµ¯±+¶ Æ+¶M·¹³)µ�Ê Û ¶ É Å Æ)µ¯·$Å���´1·$¶+´ ³+·¯¶7� Å Æ
�¹Ê Í�Í�¶1·$¶+Æ)µ�ÅPÉ�É ³1Ç�Ê�Å1Æ+ÇÙ�=¶1·$¶ µ¯¶1Ç�µ¯¶M�&È Ê�Æ Å+·v�¹¶1·+µ�Å ¶���Ê��ÌÊ�ÆË³:µ¯¶ µ�±Ë¶Ì´ Å+Ç�Ç�Ê��1Ê���Ê µ
¡ýµT±Ë³)µ µ¯± ¶Ì´Ë·d¶¸Û Ê
Å+È+Ç9É ¶����
¶£¹�µ¯·$³:É�µKÍ�·$Å�� ¤§¦4¨M©�«�¬�³$´1Î�Ï Ð�ÒÕ° À ¸ãÖ °ÙØ§¶1� ³1ÇýÉ@Å+Æ:µ¯³��ÌÊ�Æ1³)µ¯¶M�ã� Ê µ�±åñ�É ³�òÜ±

- ô ¹�ä/Ê�Ç À Î�Æ ³¸���ÃÊ µ¯Ê
Å+Æ�È
µ¯±1¶ É@¶���� ¶£¹�µ�·d³)É�µ¯Ç ÅPÍó¤§¦Ù¨M©�«�¬

(pT7-
Ó ¶[È ¤î¦Ù¨ª©�«�¬

(pT7G4-
°ÙµçØ§¶=³1Æ¸� ¤§¦Ù¨M©�«�¬î³d´+Î�Ï Ð�Ò Þ õ

-
°ÙµçØî¶

�ú¶Ë·d¶ µ�¶ËÇ�µ�¶£� µ�ÅÂ�¹¶)µ�¶+·{� Ê�Æ1¶ �=±+¶)µ�±1¶1· µ¯±1¶ É ·$Å1Ç�Ç ·$¶1³)É�µ¯Ê�Å1Æ � ³+Ç Ç�´ ¶)É Ê ÍTÊ É µ�Å µ¯±+¶ ¤§¦ã¨ª©�«�¬
³$´1Î�ÏÑÐ¼ÒÙ° À ¸�Ö °çØî¶+É ¶(����¶¸¹�µ¯·d³)É�µ�Ç Å1·KÆ1Å)µ À

º¼»�½¼¾K¿nÀ Á¹Â �7� Â»Ø;µÙØ
-
Ý1Ä Þ Ð ³�Ä ¶�³1Æ¸� ï ¶ËÇIµ�¶Ë·dÆ=­î��ÅPµÔ³¢­î¶Ñ³ËÆ ³�� ¡ Ç�Ê�ÇýÍ�Å1·@µ�±1¶,�¹¶Pµ�¶)É�µ�Ê�Å1Æ Å)ÍÔñ�É ³�òó±

³+Æ¸� ñ�É ³(òó±
- ô ¹sä/Ê�Ç ±1¶:µ�¶+·$Å���Å¸·ÃÅ+È1ÇM� ¡ ¶¸¹ ´ ·$¶ËÇ�Ç�¶M� Ê�Æ ¤î¦á¨M©�«�¬

(pT7G4-
°çµÙØ§¶ ³ Æ7� ¤î¦á¨M©�«�¬

(pIVEXG4-CDS)
�úÊ µ�± Ç�¶Ë·¯³8�¹·$³M�úÆ Å+Æ µ9³¸¡ ¸�Ðá³ ±B�4ê�ÇÅÇ(Ç�Ç8�ÃÊ���È:µ¯Ê�Å Æ(¶ ³+Ç ´ ·$Ê��Ì³+·v¡ ³+Æ:µ¯Ê�� Å7��¡ À� ±1¶ ´+Å+Ç�Ê µ¯Ê�ÅËÆ+Ç ³ Æ7� Ç�Ê G ¶+ÇÌÅ:Í¹µ�±+¶8�ÌÅ(�
¶:É È��
³1·&� ¶1Ê ·K±:µé�Ì³1·¢ø�¶1·$Ç ³+·$¶ Ê�ÆM�¹Ê É@³�µ¯¶£� ÅËÆ µ�±1¶8��¶:Í�µB±+³+ÆM�

Ç�Ê �K¶ Å)Í ¶1³PÉ ±ö· ¶���È¹³+ÆM� µ¯±1¶ ´1Å+Ç�Ê µ�Ê�Å Æ Å)ÍÔñ�É ³�òâ±
- ô ¹sä9Ê�Ç Ê�Ç Ê
Æ7�¹Ê É ³Pµ�¶£� Å1Æ5µ�±Ë¶ ·$Ê ·¹±)µB±Ë³ Æ£� Ç�Ê � ¶ Å:Í

¶+³)É ±æ·Ã¶�� À
ï ¶ËÇIµ¯¶+·$Æ ­§��Å:µ ³ Æ+³�� ¡1Ç�Ê�Ç Å)Í�µ¯±+¶1Ç�¶ Ç'³��Ì´(��¶+Ç Ç�±+ÅM� ¶¸� µ�±+³Pµ µ�±1¶ Ç'¶+·¯È(� �¹·¯³£� Æ Å+Æ µ9³M¡ ¸�Ð
·$¶ ³PÉ�µ�¶£� Ç�Ê�� Ê��
³1·¢� ¡ì� Ê µ�± ³�����µ�±+¶ É ¶����@¶7¹�µ�·d³PÉ�µ�ÇMÈ¾³ ð Ê ·ÃÈ+·$¶ ¸ À ±7° À ­§È²¯1³+Æ ¶ËÇÃ±

- ô ¶&�Ã¶+Ç'´+Ê µ�¶ãñ�É@³(òâ± Å+·

NcaR1- ô ¹�ä/Ê�Ç ÅËÆ�� ¡ �Ë¶ Ê
Æ7· ´1·d¶ËÇ�¶1Æ:µ Ê�Æ µ�±1¶�É ¶(��� ¶£¹�µ�·d³PÉ�µ�Ç ÅPÍ ¤§¦4¨M©�«�¬
(pT7G4-

°çµÙØî¶ ³1Æ£�á¤î¦&¨ª©�«�¬
(pIVEXG4-

°�µ�Ø§¶é³ ð Ê · È1·$¶ ¸ À ±£° À ­îÈ4¯ ³ËÆ ¶+Çì°(È õ ³1Æ£� ô ¶ À � ± Ê�Ç É Å Æ)Í�Ê�·¢�Ì¶7� µ¯±1³)µÃµ¯± ¶ ³+Æ:µ¯Ê�� Å£�¹Ê
¶+Ç
´+·¯Å7� È)É ¶¸�ì�=¶ ·$¶ Æ+Å:µÃÇ'´+¶�É Ê ÍTÊ Éúµ¯Åßñ�É ³�òó±

- ô ¹�ä Ê�ÇªÈ�� ÈPµ�Ê
Æ+Ç�µ�¶1³£� µ¯Å ³ ÆR¤§¦�¨ª©�«�¬#´+·¯Å)µ¯¶1Ê�Æ�È@�=±+Ê É@±ß� ³¸¡
±+³£Û ¶ýÉ Å

-
´1È+·$Ê Í�Ê
¶¸�ß� Ê µ�±,ñÑÉ ³�ò®±

-6xHis.
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3.4. Discussion.

Ä ´+·$Å:µ�¶ËÊ
Æ=�1³+Æ¸� É ÅË·d·d¶+Ç'´+Å1Æ£� Ê�Æ¸· µ¯Åúµ�±+¶ ´+·d¶M�KÊ É�µ�¶¸�í�ÌÅ���¶:É È(�
³1·K�Ì³1Ç�Ç Å)Íéñ�É ³�òÜ±Õ�=³1Ç Å��ËÇ�¶ ·�Û ¶M�
Ê�Æ ØîµÙØ

-
Ý1Ä Þ Ð ³ Æ+³�� ¡1Ç'Ê
Ç Å:Í²É ¶(����¶¸¹�µ¯·¯³)É�µ�ÇÌÍ�·dÅ(� ¤§¦ ¨ª©(«�¬

(pT7G4-
°ÙµçØî¶Ô·K·¯Å¸�úÆ ³)µ ¸�Ç

°
° ³1ÆM�

37°
°ÙÈ;�+È:µ/Æ1Å)µ/Ê�Æ É ¶�����Ç ±+³ ·¢�+Å1È1·$Ê
Æ£·Øµ�±+¶ÌÛ ¶:É�µ¯Å1·²´��
³ËÇM�ÌÊ � ´ �îÓ

-
Ó À ¯ËÅM� ��¶£Û ¶(��Ç ÅPÍÙñ�É ³�òâ±ó�ú³ËÇ

�¹¶)µ�¶PÉ�µ�¶£� Ê�Æ5µ�±+¶ É ¶����+¶¸¹�µ¯·d³)É�µ�Ç�Å:Íî¤î¦1¨ª©(«�¬
(pT7G4-

°Ùµ�Øî¶;�1¶)Í�Å1·$¶ Ê�Æ£� ÈPÉ�µ�Ê�Å1Æ�È¼³1Æ¸� É Å È�� �á�+¶ö�¹È ¶
µ¯Å µ¯±1¶ Ç@��Ê ·Ã±:µ{� ¡��[��¶ ³(øT¡��/·d¶£·ÃÈ���³Pµ�Ê�Å Æ Å)Í µ¯±+¶Ã«�¼�¨ ´1·dÅ�� Å)µ�¶Ë·Õ³ � ³��+Å1·¢È ±¸Ð�Ñ+¸�¶ À ÄÑµ ¶ËÊ ·Ã±PµT¶+¶+Æ ±1Å1ÈË·dÇ
´+Å+Ç�µ/Ê�Æ£�¹È:É�µ¯Ê
Å1Æ(È¼µ¯±1¶ ³�� Å+È1Æ:µ/ÅPÍ ñ�É ³�òâ± ·¯¶(�Ì³+Ê
Æ1Ê�Æ£· Ê
Æ µ�±+¶ É ¶(����ÇÜ·Ã·dÅM� Æ ³Pµ/¸�Ç

°
° � ³+Ç ± Ê ·Ã± ¶Ë·

µ¯±1³1Æ Ê�Æ µ¯± ¶ É ¶�����ÇÙ· ·$Å£�úÆ ³:µ ¸ Ó
°
° À � ± ¶ ¶£¹ ´1·d¶ËÇ�Ç'Ê�Å+Æ ÅPÍ

∆
ñ�É ³�òâ±²Í�·$Å��Ú¤§¦s¨M©�«�¬m³d´ �ÔÓ�Þçõ

-∆
°ÙµçØî¶

´+·¯Å7Û Ê �Ã¶£� ³ËÆ ¶¸¹�É ¶�����¶1Æ:µ µ¯Å1Å�� Í�Å+· µ¯¶+ÇIµ¯Ê�Æ7· µ¯± ¶ ¶)Í�ÍTÊ É Ê
¶+ÆPÉ@¡ Å:Í µ�±+¶ ¤§¦ ¨M©�«�¬Ã­î¯�°4± ³¢µ/Ð ¸�¶
±+¶)µ�¶Ë·¯Å���Å¸·ÃÅ1ÈËÇ ¶7¹@´+·¯¶+Ç�Ç�Ê�Å1Æ Ç!¡1ÇIµ�¶�� À Ä ´1·$ÅPµT¶ËÊ
Æ É ÅË·$·¯¶+Ç'´+Å+Æ¸�ÃÊ�ÆM· µ¯Å µ�±1¶ �ÌÅ���¶:É È���³1·â�Ì³+Ç�Ç Å)Í

NcaR1- ô ¹�ä/Ê�Ç��=³+Ç ´+·dÅM�ÃÈPÉ ¶¸� Ê�Æ,¤§¦�¨M©�«�¬ª³d´ËÎ�Ï Ð�Ò Þçõ
-
°�µ�Øî¶K³:µÃ¸(Ç

°
° ³1Æ£� ¸ Ó

°C.

� ±1¶ È+Ç'¶ ÅPÍ ³ËÆ ¬�º 
!¬
Í��[© Ç!¡+ÇIµ�¶�� Í�Å1· µ�±Ë¶ ´+·dÅ¸�¹È:É�µ¯Ê�Å Æ ÅPÍ ³ËÆ
N-carbamoyl-

³��ÌÊ�Æ1Å ³)É Ê �
³��ÌÊ �ÃÅ1±£¡M�Ã·¯Å���³+Ç'¶Ì±1³+ÇúÆ+Å)µ²�+¶ ¶+ÆÌ·$¶1´1Å1· µ¯¶¸�ã� ¶)Í�Å+·$¶ À Î�Æ+Ê µ�Ê�³��M¬�º6
!¬
Í �{©Ì¶¸¹ ´1·$¶+Ç�Ç�Ê�Å1ÆÌ¶7¹ ´ ¶+·dÊ�� ¶ Æ)µ�ÇXÍTÅË·
µ¯±1¶ Ç!¡ Æ)µ�±1¶+Ç�Ê
Ç Å)Í�ñ�É@³(òÜ±

- ô ¹�ä/Ê�Çó�=¶1·$¶ØÈ1Æ1Ç�ÈPÉ�É ¶ Ç�ÇIÍ�È��@³+Æ¸� ÍT³ËÊ��
¶£�Øµ¯Å ´+·$ÅM�¹ÈPÉ@¶Ø³1Æ¸¡ �¹¶PµT¶PÉ�µ�³����
¶
´+·¯ÅPµ�¶+Ê
ÆÅ³�� ³)µ�³ Æ1ÅPµ Ç'±+Å¸�=Æ�¶ À � ±+Ê�Ç Æ+¶PÉ@¶+Ç�Ç�Ê µ�³)µ�¶M� Ç�Å(�Ì¶ Å ´)µ¯Ê��ÌÊ�Ç�³)µ¯Ê�Å+Æ ÇGµ¯È¸�¹Ê�¶1ÇÌ�=Ê µ¯± µ�±+¶ ò � Ø
±£Ç�Ç ÇT¡1Ç�µ�¶��ßÈæ�ú±+Ê É ± �=¶+·¯¶ ´1¶1· Í�Å1·¢�Ì¶£� �=Ê µ�± µT±Ë¶ É@Å+Æ:µ¯·$Å��ú´���³ËÇª� Ê � ³

pGFP- ô ¹�ä/Ê�ÇM¶ Í�Å+· µ�±+¶
´+·¯Å7� È)É�µ¯Ê
Å+Æ Å:Í Þâð Ý

- ô ¹sä²Ê�ÇªÈ@³+ÆM�Ì·¹³¸Û ¶=µ¯± ¶=Í�Å�����ÅM� Ê
ÆM·Ø·$¶1Ç�È�� µ�Ç À � ±Ë¶ ·d¶:É Å��R� ¶1Æ£�Ã¶£�Ã�Ì¶)µ�±+Å£� Å)Í
µÙñ²Ä ´ ·$¶ ´Ë³1·d³)µ¯Ê�Å+Æ ³{ä²Ê · ±ãÝÑÈ ·$¶ Ýî��³1ÇM�ÌÊ � Î�Ç�Å���³:µ¯Ê
Å1Æ�� Ê µ{¶X³1Æ£� ³1ÆØ¶£ëÃÈ+Ê Û@³(��¶+ÆPµ�µÙñ;Ä ´Ë·¯¶+´ ³Ë·d³:µ¯Ê�Å Æ
ø�Ê µö³)�=Î Ä ´1·$¶Ë´ Ø ´+Ê�Æ Ö Ê�Æ1Ê�´1·d¶+´g�ÑÊ µ�¶Ù�KÊ � Æ ÅPµ�´+·dÅM�¹ÈPÉ@¶ ³+Ç �ÌÈ:É ± ´1·$Å)µ�¶+Ê�Æ ³ËÇ µ�±+¶ ´ Þ®ð ÝÆµçñ;Ä
´+·¯Å7Û Ê �Ã¶£�ã�úÊ µ�±�µ�±+¶ãø�Ê µ À � ±1¶ ´Ë·$Å:µ�¶1Ê
Æ ´+·¯Å£�¹È:É ¶£� �=³+Ç Ê��Ì´+·dÅ7Û ¶¸�Å�¸¡ÌÍ�È+·!µ¯±1¶1· ´+È+·dÊ Í�Ê É ³Pµ�Ê
Å+Æ ÅPÍ µ�±+¶
µÙñ²Ä �¸¡ ´ ±+¶1Æ1Å��#¶£¹�µ�·d³)É�µ�Ê�Å1Æ Å1·�È+Ç�Ê�Æ£· µ¯± ¶ µçñ;Ä °���¶ ³+Æ ³+ÆM� °/Å+Æ)É ¶1Æ:µ¯·$³:µ�Å+· �ÑÊ µ À � ±+¶+Ç'¶ ·d¶1Ç�È(� µ¯Ç
É Å1È(� � � ¶ � È ¶ µ�Å µ�±+¶ Ê��Ì´+·dÅ£Û ¶¸� ´+È1·dÊ µ
¡ Å)ÍBµ�±Ë¶áµ�ñKÄ È ÅË· ³�� µ�¶1·$Æ1³:µ¯Ê Û@¶(� ¡ã�¹È1¶ µ�Å µ¯± ¶ Ê�Æ)É@·$¶1³+Ç�¶M�
É Å1ÆPÉ@¶+Æ)µ�·$³)µ¯Ê�ÅËÆ Å)ÍXµ¯± ¶áµÙñ;Ä È1�ú±+Ê É@± ·¯¶ËÇ�È�� µ¯¶M� Ê�Æ µ�±+¶ ³¸���¹Ê µ�Ê�Å1Æ Å)Í ³ Çª� ³�����¶1·îÛ Å���È(�Ì¶ Å)Í®µ�ñKÄ
µ¯±1¶+·d¶��¸¡Ì·$¶¸� ÈPÉ Ê�Æ¸· µ¯± ¶�³��ÌÅ+È+Æ)µÃÅ:ÍÃÊ�Æ1±+Ê��1Ê µ�Å+·$Ç=Ç�ÈPÉ@± ³+Ç Ç�³�� µ¯Ç À

NcaR1- ô ¹�ä/Ê�ÇÙ�ú³ËÇúÆ+Å:µ ´+·dÅ£� ÈPÉ ¶¸�ÌÍ�·dÅ�� ´1Î�ÏÑÐ¼Ò Þçõ
-
°�µ�Ø ÈËÇ�Ê
Æ¸·Ìµ¯± ¶ßò � Ø ±7Ç�ÇÌÇT¡1Ç�µ�¶��ßÈs�ËÈ)µ µ¯±1¶

ÇT¡1Æ)µ¯± ¶ËÇ�Ê
Ç ´1ÅËÇ�Ç�Ê���� ¡ ·d¶Më¹È+Ê
·$¶1Ç Í�È+·!µ¯±1¶+· Å+´)µ�Ê���Ê
Ç�³:µ¯Ê�Å+Æ À Ø Ê�Æ)É ¶ µ�±+¶ ± ¶PµT¶Ë·dÅ���Å£· Å+ÈËÇ ¶£¹ ´1·$¶+Ç�Ç�Ê�Å+Æ
ÇT¡+Ç�µ¯¶�� ´Ë·dÅM�¹È)É ¶M� ñ�É ³�òâ±

- ô ¹�ä9Ê�ÇMÈé�
³+·�·¹¶
-
Ç�É@³(��¶ ´+·dÅ£�ÃÈ:É�µ¯Ê�Å1Æ ÅPÍæñ�É ³�òó±

- ô ¹�ä9Ê�Ç Í�Å1·9´ È+·dÊ Í�Ê É ³)µ¯Ê�Å Æ
�ú³ËÇ É ³+·d·$Ê
¶¸� Å ÈPµ ÈËÇ�Ê�ÆM· µ�±ËÊ�Ç �Ì¶)µ¯± Å7� À ÝÑÈ1·$Ê Í�Ê É ³Pµ�Ê�Å1Æ Å)ÍÌñ�É ³�òâ±

- ô ¹sä/Ê�Ç È1Ç�Ê�Æ7·Úñ9Ê
-
ñ � Ä Ç�´1Ê
Æ

É Å���È��ÌÆ+ÇÌÈËÆM�¹¶1·�Æ+³:µ¯Ê Û@¶ ´1È1·dÊ Í�Ê É ³)µ¯Ê�Å ÆúÉ Å+ÆM�¹Ê µ�Ê�Å+Æ1Ç ·d¶ËÇ�È�� µ¯¶M� Ê
Æ µ¯± ¶ ´+È ·$Ê ÍTÊ É ³:µ¯Ê�Å+Æ Å)Í ³ ´1·$Å)µ�¶ËÊ
Æö�úÊ µ�±
³ �ÌÅ���¶PÉ È��
³Ë· � ¶ Ê ·¹±:µ É Å1·$·d¶+Ç�´ Å1Æ7� Ê�Æ¸· µ�ÅÆñ�É ³�òó±

- ô ¹�ä/Ê�Ç À ä/Å£�ú¶£Û@¶Ë·ØÇ�Å(�Ì¶ É Å+Æ)µ�³��ÌÊ
ÆË³:µ¯Ê
Æ¸·
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´+·¯ÅPµ�¶+Ê
Æ+Ç=�ú¶Ë·d¶ ´1·d¶+Ç'¶ËÆ)µ{È§�Ã¶ËÇ�´1Ê µ�¶Øµ¯± ¶ È1Ç�¶ ÅPÍ5³ �=³1Ç�± �+È:Í�Í�¶1·XÉ Å+Æ)µ�³+Ê
Æ+Ê
Æ£·Ò°�Ç��ìÖ Ê��ÌÊ �¹³�G1Å��
¶�È
�ú±ËÊ É@±�Ê�Æ1±+Ê��+Ê µ¯Ç9µ¯± ¶,�ËÊ�Æ£�ÃÊ
Æ£· ÅPÍ�Æ1ÅËÆ

-
Ç'´ ¶PÉ Ê Í�Ê É ´+·$Å:µ�¶+Ê�Æ1Ç À

Ö ³1Æ¸¡ ´+·¯ÅPµ�¶+Ê
Æ+Ç ¶£¹ Ê�Ç�µÑµ�± ³Pµ/´ Å+Ç�Ç�¶+Ç�Ç Æ+³:µ�ÈË·¯³���� ¡ Å�É�É È+·d·$Ê�ÆM· ±1Ê�Ç�µ�Ê �¹Ê�Æ1¶
-
·$Ê É@± ·$¶M·¹Ê�Å Æ+Ç Å+·;�¹Å��Ì³+Ê�Æ1ÇMÈ

µ¯±1¶ ´+È1·$´ ÅËÇ�¶1ÇÌÅ)Í4�=±ËÊ É ± ³Ë·d¶ Æ È(�Ì¶+·dÅ1È+Ç À Ø Å��Ì¶ ³)É�µ ³+Çß�+Ê�ÆM�¹Ê�ÆM·å�¹Å��Ì³1Ê�Æ1ÇýÍ�Å1·�´1·$ÅPµT¶ËÊ�Æ
-
´+·$Å:µ�¶1Ê
Æ

Ê�ÆPµ�¶+·$³:É�µ¯Ê�Å+ÆËÇ»³$Ï ³+ÆM·¹ÈË·¯Ê�¶:µ ³�� À Èç°�Ç�Ç�Ç�¶¢È;� ±1Ê���¶ Å)µ�±1¶1·dÇØ³)É�µ=³ËÇí�Ì¶PµT³(�;�1Ê
Æ£�ÃÊ�Æ£· � Å��Ì³ËÊ�Æ1Ç Í�Å+·Bµ�±1¶
�+Ê�ÆM�¹Ê
Æ¸· Å)Í²� ¶:µ¯³��IÉ Å:Í�³:É�µ¯Å1·$Ç ·¯¶¸ë¹È1Ê�·d¶£� �¸¡ É ¶1· µ�³1Ê�Æ ¶+Æ�Gª¡��Ì¶+Çâ³ ð ÈÌ¶)µ¹³�� À ÈK±£Ð�Ð�ê3�Mä/ÅPµ�µ¯¶1Æ+·dÅ)µ�µÃ¶:µÃ³�� À È±£Ð�Ð Ó �MØ È@G È�ø�Ê�³ Æ£�ØÐ Æ£� Å�È�°�Ç�Ç(°�¶ À ­ ÈPµK�ÌÅ+ÇIµ1É@Å��ß�ÌÅËÆ�� ¡�È�µ�±Ë¶M¡ ³)É�µ�³1Çó� ¶:µ¯³��o� Ê�Æ¸�ÃÊ�Æ£·ì�ÃÅ��Ì³+Ê
Æ+Ç
Í�Å1· ´Ë·$Å:µ¯¶1Ê�Æ+Ç Ê�Æ£Û Å�� Û ¶¸� Ê�Æ µ�±Ë¶ µ�·d³ËÆ1Ç�´ ÅË· µýÅ:Íù�Ì¶Pµ¯³��¹Ê�Å Æ+Çã³ Þ È1¶+·dÊ
Æ+Å)µiÈÔ°�Ç�Ç�Ç3�¹°9±1¶1Æ ³1Æ¸� Ö Å+·$Ç�¶�È
°�Ç�Ç4±¸È�ÐÑÆ¸· ¶)µ/³(� À ÈÕ±7Ð�Ð�Ñ�¶ À ÝÑ·dÅ)µ¯¶1Ê�Æ+Ç Ç�È)É@± ³+Ç5µ¯± ¶ËÇ�¶Ã� ³¸¡ ±+³¸Û ¶ � ¶Ë¶ Æ � Å+È+Æ¸�Øµ¯Å µ�±+¶Ãñ9Ê

-
ñ � Ä

É Å���È��ÌÆ�È ³+ÆM��µ�±1ÈËÇ9É Å
-
´ È+·$Ê ÍTÊ�¶£�ß�úÊ µ�±Rñ É@³�òó±

-6xHis.

� ±1¶ µ ³¸¡»°�Ñ ³+ÆM� µ/³¸¡ ¸�Ð Ç�¶1·d³�ÈÑÊ�Ç�Å��
³Pµ�¶£� Í�·$Å�� µ¯±+¶ ·d³����+Ê µ ³PÍ�µ�¶+·XÊ��ß�ÌÈ+Æ+Ê�Ç�³:µ¯Ê
Å1Æ � Ê µ¯± ´+È1·$Ê Í�Ê
¶£�
NcaR1- ô ¹�ä/Ê�ÇMÈ3�=¶Ë·¯¶ÌÍ�Å1ÈËÆM� µ¯Å ´ ·$ÅM�KÈ)É@¶Ø³1Æ Ê��ß� È1Æ+Å(��Å¸·¹Ê É ³�� ·¯¶+Ç�´+Å Æ+Ç�¶Ì� Ê µ�± ³Ø´1·$ÅPµT¶ËÊ
Æì� Ê µ�±Ø³
�ÌÅ���¶:É È���³ ·Õ�Ì³ËÇ�Ç É Å+·d·d¶+Ç�´1Å1Æ£�ÃÊ�Æ¸· µ¯Å»ñ�É@³(òÜ±

- ô ¹3ä9Ê�Ç Ê�Æ µT±Ë¶=ï ¶+ÇIµ¯¶+·dÆí����Å)µ ³1Æ+³�� ¡ Ç�Ê
Ç ÅPÍE¤§¦é¨ª©�«�¬
(pIVEXG4-

°�µ�Ø§¶ É@¶(���9¶7¹�µ�·$³PÉ�µ�Ç À ä/ÅM� ¶£Û@¶+·[È µ�±+¶ Ç�³�� ¶ ·¯¶+³:É�µ¯Ê�ÅËÆ �ú³ Ç Å��1Ç�¶ ·�Û ¶¸� Ê
Æ´¤î¦ ¨@©�«�¬
³$´1Î�ÏÑÐ¼ÒÙ° À ¸´Ö °ÙØî¶XÉ ¶���� ¶£¹�µ¯·$³)É�µ¯Ç µ¯± ³PµÕ�¹Ê � Æ1Å)µ/É Å1Æ)µ�³1Ê�Æ ñ�É@³�òó±ØÅ1·ùñ�É@³�òâ±

- ô ¹�ä9Ê�ÇMÈ Ê�ÆM�¹Ê É@³)µ¯Ê�Æ£·
µ¯±1³)µ+µ�±+¶ ³1Æ:µ¯Ê��+ÅM�¹Ê�¶1Ç Ê�Æ µ�±+¶ Ç�¶1·d³ù� ¶ ·$¶ÌÆ+ÅPµ Ç�´ ¶PÉ Ê Í�Ê É µ�Å,ñ�É ³�òó±

-6xHis.

Ä Ç µ�±+¶ Ç�¶1·dÈ(� Ê�Ç�Å���³:µ�¶£� �1¶PÍ�Å+·d¶ µ¯± ¶ ·¯³����1Ê µé� ³1Ç Ê�Æ+Å)É@È(��³)µ¯¶M�í�=Ê µ�± µ¯± ¶ÃñÑÉ ³�ò®±
- ô ¹sä9Ê�Ç8³¢µ9³M¡ Ç(¶

�¹Ê � Æ1Å)µ Ç'±1Å¸� ³1Æ Ê��ß�ÌÈ+Æ1Å(��ÅM·KÊ É@³�� ·$¶+³:É�µ¯Ê�Å+Æ � Ê µ�± ñ�É ³(òÜ±
- ô ¹�ä/Ê�ÇªÈ ´+·¯¶

-
¶¸¹ Ê�ÇIµ¯Ê
Æ£· ·¯³����ËÊ µ

³+Æ)µ�Ê��1Å¸�KÊ�¶+Ç/É@Å+È(� �Ã�Ë¶ ¶���Ê��ÌÊ�Æ+³)µ�¶£�Ø³1Ç µ¯± ¶ É ³ ÈËÇ�¶ Å)Í@µ�±+¶ ·$¶+Ç'È(� µ¯Ç�Å(�)µ�³+Ê
Æ+¶¸�Ì�=Ê µ�± µ�±+¶ìµ ³£¡ °�Ñ ³+ÆM�
µ/³£¡ ¸�Ð Ç�¶+·d³ À Î�µ Ê�ÇÌ´ Å+Ç'Ç�Ê����
¶ µ�±+³:µKµ�±+¶ ·d¶1³PÉ�µ�Ê�Å Æö�ú³+Ç®�¹È1¶�µ¯Å ³+Æ:µ¯Ê�� Å7� Ê�¶ËÇ µ�±+³)µ¾�=¶1·d¶ ´1·dÅ¸�ÃÈ)É ¶M�
³£·Ã³+Ê�ÆËÇ�µ¼µ�±1¶ Æ+Å Æ

-
Ç�´+¶)É Ê Í�Ê É ´Ë·¯Å)µ¯¶1Ê
ÆËÇ µ�±+³:µ1�ú¶+·¯¶ ¶(��È)µ¯¶¸� ÍT·$Å(� µ�±Ë¶=ñ9Ê

-
ñ � Ä É Å���È���Æö�úÊ µ¯±åñ É ³�òÜ±

-

ô ¹sä²Ê�Ç À ä Å¸�=¶¸Û ¶+· µ¯±1Ê�Ç Ê�Ç Æ1ÅPµ ³ Ç'È+Ê µ¯³����
¶ ¶£¹@´(��³ Æ+³)µ�Ê�Å1Æ(È ³+Ç µ�±1¶ ´+·dÅ:µ�¶ËÊ
Æ+Ç µ�Å �=±1Ê É ± µ�±1¶
³+Æ)µ�Ê��1Å¸�KÊ�¶+Ç ³+·$¶ ·$¶ ³)É�µ�Ê Û ¶ �¹Å Æ1Å)µØÉ@ÅË·$·d¶1Ç�´1Å+ÆM� µ¯Å µ¯± ¶ �ÌÅ���¶:É È��
³+· �Ì³ËÇ�Ç�¶+Ç Å)ÍØµ�±Ë¶ Æ1Å1Æ

-
Ç�´1¶PÉ Ê Í�Ê É ³���� ¡Ì´1È1·$Ê ÍTÊ�¶£� ´+·¯Å)µ�¶+Ê�Æ À
Ø Ê�ÆPÉ ¶ Æ+³:µ¯Ê Û@¶ ´ËÈ ·$Ê Í�Ê É ³)µ�Ê�Å Æ É Å1Æ¸�¹Ê µ¯Ê
Å ÆËÇö�=¶+·d¶ ÈËÇ�¶M�ØÍTÅË·�µ¯±+¶ ´ËÈ1·dÊ Í�Ê É ³Pµ�Ê�Å ÆØÅ�ÍÙñ�É ³�òâ±

- ô ¹sä9Ê�ÇªÈ�Ê µ Ê�Ç
´+Å+Ç�Ç�Ê�����¶ µ¯± ³Pµ ´ ·$Å)µ�¶+Ê�Æ Çå�1Å1È1Æ£� µ�Åáñ�É ³�òâ±

- ô ¹sä Ê
ÇMÈ Ç�ÈPÉ ± ³+Ç�É ±+³1´1¶Ë·¯Å1Æ1¶ ´+·¯ÅPµ�¶ËÊ�Æ+Ç Ê
Æ¸Û Å(� Û ¶M� Ê
Æ
´+·¯ÅPµ�¶+Ê
Æ�Í�Å�� �ÃÊ
Æ7·¾È��=¶1·d¶ É Å

-
´+ÈË·¯Ê Í�Ê
¶£�8� Ê µ�±8ñ É ³�òÜ±

- ô ¹�ä/Ê�Ç À Ä Æ£� Ê µ Ê�Ç ´1Å+Ç�Ç�Ê�����¶5µT±Ë³:µ Ê µBÊ�Ç µ¯Å�µ¯± ¶+Ç'¶

protei
Æ+Ç²µ¯± ³)µ¹³1Æ)µ¯Ê��+Å¸�¹Ê�¶ Ç Ê
Æ µ¯±1¶Ì·$³����1Ê µ��=¶1·d¶ýÍ�Å1·¢�Ì¶7� À
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Î�Æ É Å1ÆPÉs�
È+Ç�Ê�Å1Æ�Èú´+·¯ÅPµ�¶ËÊ�Æ1Ç É Å+·$·¯¶+Ç'´ËÅ1Æ¸�¹Ê�ÆM· µ�Å µ�±+¶ Ç�Ê G ¶ Å)Í ñ�É ³(òÜ± ³+Æ¸�Æñ�É ³�òó±
- ô ¹sä9Ê�Çá�=¶1·d¶

´+·¯Å7� È)É ¶¸�4È$�1È)µ@µ�±+¶ ³1Æ:µ¯Ê��1Å¸�ÃÊ�¶+Ç µ�±+³)µ1�=¶Ë·¯¶ ·$³1Ê�Ç�¶¸� ³£·Ã³+Ê�ÆËÇ�µ�µ¯±1¶ ´Ë·¯Å)µ¯¶1Ê
Æ ´1·$¶ ´+³Ë·¯³)µ¯Ê�Å+Æ Å:Í§ñ�É ³�òâ±
-

ô ¹sä²Ê�ÇÅ�=¶+·d¶ Æ+Å)µ Ç'´+¶:É Ê Í�Ê É µ¯Å ñ�É ³(òÜ± Å+·Ìñ�É@³�òó±
- ô ¹�ä/Ê�Ç À � ±+Ê�Ç ´+·dÅ����
¶�� �Ì³M¡ ±Ë³MÛ ¶¥�1¶1¶1Æ

Å£Û ¶+· É Å��Ì¶ Ê Í µ��=Å É Å1È+·dÇ�¶1Ç Å)Í²³:É�µ¯Ê�Å+Æ ±1³¸�Å�Ë¶1¶ Æ�Í�Å�����Å£�=¶¸� À � ±1¶�Í�Ê�·$ÇIµXÊ�Æ£Û Å(� Û ¶1Ç µ¯± ¶ É Å1ÆM�KÊ µ�Ê�Å1Æ+Ç
È+Æ¸�¹¶ ·é�=±1Ê É ± µ�±+¶Åñ�É@³�òâ±

- ô ¹�ä9Ê�Ç � ³+Ç ´1È1·$Ê ÍTÊ�¶¸� À Î Í®ñ�É ³�òâ±
- ô ¹�ä/Ê�Ç ±1³¸�Á�Ë¶ ¶1Æ ´ËÈ+·¯Ê Í�Ê
¶7� È+Æ¸� ¶Ë·

�¹¶1Æ+³:µ�È+·$Ê
Æ¸· É Å+Æ¸�ÃÊ µ�Ê�Å1Æ1Ç Ê
ÆËÇ�µ�¶+³£� ÅPÍ ÆË³)µ�Ê Û ¶ É Å Æ£�ÃÊ µ¯Ê�Å1Æ+ÇMÈBµ�±+¶ ��Ê�ø�¶���Ê�±1Å1Å¸� Å)Í É Å
-
´+È1·$Ê Í�Ê É ³)µ�Ê�Å+Æ Å)Í

NcaR1- ô ¹�ä/Ê�Çó�=Ê µ¯± ÅPµ�±1¶+·X´1·$Å)µ�¶1Ê�Æ1Ç Ç�È:É ±Ø³+ÇúÉ ±1³+´1¶1·dÅËÆ ¶ ´+·¯Å)µ¯¶ Ê�Æ+Ç Å+·X´1·dÅ)µ�¶+Ê�Æ1Çó� Ê µ¯±ØÆ ³Pµ�È1·$³���� ¡
Å)É�É È1·$·$Ê
Æ¸·íä Ê�Ç

-
·dÊ É ± ·d¶M·KÊ�Å+ÆËÇªÈ&�Ì³£¡ ±1³¸Û ¶=�1¶ ¶ËÆ ·d¶¸�¹È)É ¶¸� µ¯± ÈËÇ�·¯¶¸�ÃÈPÉ Ê�Æ£· µ¯±1¶ ´1·$¶+Ç�¶1Æ:É ¶ Å)ÍBÆ+Å Æ

-
Ç�´1¶PÉ Ê Í�Ê É ³ËÆ:µ¯Ê�� Å7�ÃÊ
¶ËÇ Ê
Æ µ¯±+¶ Ç'¶+·dÈ(� À � ±+¶ Ç'¶)É Å+ÆM� Ê�Æ£Û Å�� Û@¶ËÇÌµ¯±1¶ ´+·¯¶

-
³¸�¹Ç'Å+·d´)µ�Ê�Å Æ Å)ÍXµ¯±1¶ ³1Æ)µ�Ê

-

NcaR1- ô ¹�ä/Ê�Ç Ç'¶Ë·$È��Ú�úÊ µ�±å¤§¦¾¨ª©�«�¬�É ¶������ ¡1Ç�³)µ�¶�µ�Å ¶���Ê��ÌÊ�Æ ³Pµ�¶�µ�±1¶ Æ+Å Æ
-
Ç'´Ë¶�É Ê Í�Ê ÉØ³ËÆ:µ¯Ê�� Å7�¹Ê�¶ËÇ µ�±1³)µ

�ú¶Ë·d¶ Ê�Æ)µ�¶+·d³)É�µ�Ê�ÆM·ß� Ê µT±ö¤î¦�¨ª©�«�¬'´Ë·dÅ:µ¯¶ Ê�ÆËÇ À
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ncaR1-6xHis )�* � *,+ ��-���.���/�� *�0 � +�* ����������1

4.1. Introduction.

���m�O�M�������M ¢¡�£5£�¤¦¥9§� h¨$©� d d£ª¥¬«�­7£ª®$§?¯�©5 O° ±��5 ²¯�¤5£³¯s´¶µ·��£¹¸�¯� ]µmº�§ ¥=£5° ±³©� d£ª¥»��¯5 hµ· ¼´½¯5­�µ¾�5£
�5£�µ½£M­·¯5°�¯ª¿=¯�©M À«�­Z¯d¥J©�¨Oµ·§o¯�¤Á¯�´�«M­Z¯�µ¾£�§o¤M OÂÄÃÅ¯�º�£�®$£5­7Æ
§ µ@§? Ç�� e±� ]µ½£M¸Èµ¾�M�ªµ@§? ¹¤�¯ªµ�º�§ µ½�5¯�©�µ�§ µ· 
¥9§? O�ª¥�®$�M¤ªµ¾�ª¿=£M OÆ$µ·��£É¸�¯� hµ,¨�¯5¸@¸�¯5¤�«�­7¯�¡5°�£�¸Ê¡�£5§�¤ª¿�µ¾����µ,µ¾��£�«5­·¯�µ·£�§?¤5 Ë£sÌ�«�­7£� d `£s¥¹§�¤����,�O�5���
��¨O¨�©M¸�©5°[�sµ¾£Í§o¤�µ¾­Z��¨$£5°�°o©5°o�5­7° ±¦§[¤�µ·��£�´�¯M­7¸Î¯�´�§o¤M d¯�°�©5¡�°o£MÆ�¡M§o¯5°o¯�¿,§ ¨��5°[° ±¦§�¤��ª¨Oµ·§ ®$£�§�¤�¨$°�©5 O§o¯�¤Í¡5¯ª¥9§[£M 
Ï7Ãm¯s¨�Ð`¤5£d±ÒÑdÓ5Ó�Ô=ÆJÕÒ£�§ ¨�Ðd£�­�µ
ÖJ×,Ø5���ÚÙ�ÑsÓ�Ó�ÛMÜ� O¯À��£sµ½£M­Z¯�°o¯s¿,¯�©M Í£sÌS«5­·£5 d O§�¯�¤D¯�´Ýµ·£5¤À¤�£�£�¥9 'µ½¯D¡�£
¯5«�µ¾§?¸�§� d£d¥JÂßÞp�5£à§�¤5 `¯M°[©5¡M°[£
¤���µ½©5­Z£
¯�´���£�µ·£�­Z¯�°?¯�¿,¯5©5 O° ±á«5­Z¯ª¥9©ª¨�£d¥ãâ

- ä�å�æ�æ Ã� ç�5�� »¡5£5£�¤­7£�«M¯5­�µ¾£�¥À«�­7£�®S§�¯�©5 d° ±�Ï7è�©5 d¯�¤�Ö9×�Ø����ÚÙ�ÑdÓ5Ó5Û=é�ê�­Z§ ´¾��¤�µ·§[¤M§$ÖJ×$ØM���ëÙ�Ñ�Ó�Ó5ì9é å ���M¯ÉÖ9×�Ø5���ÚÙmÑsÓ�Ó�ÓM¡9é�Ãm§?°� Ö9×dØ5�o�$í�î5î=Ñ5édï���­7£�£M¤�Ö9×`ØM�o�ÚÙSí5î5î,Ñ�¡�Ü=�5¤d¥Í�'¤M©5¸'¡�£5­9¯�´�¸�£sµ¾�M¯d¥9 ����s®S£'¡�£M£�¤'©5 O£�¥�µ�¯@¯�«�µ·§o¸@§o d£
µ·��£���£sµ¾£�­7¯�°o¯�¿9¯�©M !«5­Z¯ª¥,©s¨dµ½§?¯�¤@¯�´ ämå�æ�æ Ã�Â

ð��5­7§?¯�©5 ñ hµ¾©�¥=§�£5 �����®�£ò `�5¯ªº!¤�µ¾�5�ªµSµ¾��£ò d¯�°�©�¡M§�°o§ µU±ò�5¤ª¥ó�ª¨dµ·§ ®$§ µÝ±¼¯�´Hµ·��£òâ
- ä�å�æ�æ Ã�«�­Z¯d¥J©�¨S£�¥²§? ¥9£�«5£�¤�¥9��¤sµ�¯�¤óµ¾�5£ô«5­·¯�¸�¯sµ½£M­�©5 `£�¥
Ï å ���5¯�Ö9×�ØM�o�ÚÙ�í5î�î�î��Jé�õ��M­7ÐÀÖJ×�ØM���ÝÙ 2000; ö §�¸÷Ö9×�Ø����ëÆ

í5î�î5î��MÜ7ÆSµ¾�5£Í£ªÌ$«5­Z£5 O d§[¯5¤'®$£s¨dµ½¯5­�©� O£ª¥ÀÏ å �5��¯�Ö,×$Ø5�o�ÚÙ�í5î�î5î��MÜ���¤�¥Íµ¾�5£� eµ¾­7�5§o¤�¯ª´������d�����k©5 O£�¥Ï å �5��¯�Ö9×`Ø��?�ëÙkí5î�î5î��9é`ï��5­·£M£�¤�Ö9×`Ø5�?�ÝÙkí�î5î=Ñd¡MÜ7ÂÉøÚ¤ò d¯5¸�£!¨$�M O£� dÆb¨$¯ - £ªÌ�«�­Z£M O d§�¯�¤'¯�´H¨��5��«5£�­7¯�¤5£«5­·¯sµ¾£5§o¤5 Åº!§ µ½��â
- ämå,æ�æ Ãô���� ñ¡M£�£5¤� O�5¯dº!¤�µ·¯¼¡M­7§[¤�¿Í��¡5¯5©ªµ��M¤�§�¤ª¨�­·£5�5 `£'§�¤�µ½�5£�«�­Z¯s¥,©�¨Oµ·§o¯M¤ò¯�´µ·��£Í£M¤dùd±�¸�£�§�¤¦�É O¯�°�©5¡�°?£5Æ,�ª¨dµ·§ ®$£@´�¯M­7¸úÏ å �5��¯�ÖJ×$Ø5���ÚÙ�í�î�î5î��9é�ï��M­7£�£�¤ÉÖ9×�Ø����ÚÙ�í�î5î,Ñ�¡5ÜZÂ³û�¯� ]µ¨�¯�¸�¸@¯M¤�° ±5Æ�µ¾�5£¹�5«�«�­Z¯5�d¨��ü©� O£ª¥üµ½¯ü§?¸�«5­·¯�®S£Éµ·��£ü O¯5°�©�¡5§?°�§ µÝ±¹��¤ª¥»�s¨dµ½§ ®�§ µÝ±Ç¯�´!��£�µ·£�­Z¯M°[¯�¿9¯�©5 O° ±

«5­·¯s¥,©�¨�£ª¥ãâ
- ämå�æ�æ Ãý§� üµ·¯þ°o¯ªº!£M­�µ·��£³µ½£M¸�«�£�­7�sµ½©5­7£
��µ@º���§ ¨���µ·��£ÿ��¯� ]µ� ]µ·­7��§�¤þ§o D¿=­7¯ªº�¤

Ï7è�©5 O¯5¤ Ö=×ªØ����ÚÙ�Ñ�Ó�Ó�Û=é�ê!­7§ ´��M¤�µ·§o¤5§ªÖ9×dØ��?�ÝÆ=Ñ�Ó�Ó5ì9é å ���5¯@ÖJ×dØ5�?�ÝÙ�í�î5î5î��9éªï���­7£�£5¤�Ö9×dØM���ÚÙ 2001b).
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4.1.1.
����� 6��ª4 : ��65>9I

Þ���£þ�M§o¸ ¯�´ µ·�5£»­7£� d£��5­�¨$�Ç¥9£� ]¨$­7§o¡�£�¥ §�¤³µ·�5§� ¢¨��5��«�µ¾£5­�º!�� ²µ·¯Ç¥=£�µ½£5­Z¸�§?¤�£¬§ ´ ä ¨��
	�Ñ¹��¤�¥
NcaR1-

ÛsÌ�Ãm§� ¹�5£sµ½£5­Z¯�°�¯d¿9¯5©� d° ±ç«5­·¯s¥,©�¨S£s¥à§o¤³�����d���?��«�¯M d `£5 d `£�¥
N-carbamoyl-

�5¸�§�¤5¯ç��¨$§ ¥
�5¸�§ ¥=¯���±d¥=­·¯5°?�5 `£ ��¨dµ¾§ ®�§ µÝ±�Â ï�©5¡� O£��9©�£M¤�µ¾° ± § µÿº!�5 ß§?¤�®$£� ]µ·§ ¿J��µ½£�¥ § ´þµ¾�5£ ��£sµ½£5­7¯�°�¯ª¿9¯�©M 
«5­·¯s¥,©�¨dµ·§o¯5¤ó¯s´ ä ¨��
	!Ñò�5¤ª¥ ä ¨���	!Ñ

-
Û�Ì$ÃÅ§? ñ¨$¯�©M° ¥¹¡�£¦¯�«�µ·§o¸@§? O£�¥9ÂçøÚ¤ó¯5­Ú¥9£5­�µ·¯ó��¨���§o£s®$£�µ¾��§� ¼§ µ

º��M Ç¤�£�¨$£M d `�5­Ú±Àµ¾¯¹¥9£sµ�£M­7¸�§�¤�£Àº��5§ ¨S�À¨�¯�¤s¥,§ µ·§�¯�¤5 ¦º!£�­7£À¨�¯�¤�¥9©ª¨�§ ®$£Àµ·¯ ä ¨$�
	!Ñ¹¯5­ ä ¨ aR1-Û�Ì$Ã�§� Ë�5£ªµ·£�­Z¯5°�¯d¿9¯�©5 Ë«5­Z¯�¥=©ª¨dµ·§�¯�¤5ÆHº���§�°�£ó��µ�µ¾�5£ó d�5¸�£�µ·§�¸�£¦£M¤� O©�­7§�¤ª¿Íµ¾����µ�µ·�5£¦ d¯5°[©5¡�§�°�§ µë±²��¤d¥
N-carbamoyl-

�5¸�§?¤�¯¢�ª¨$§ ¥ô�5¸@§ ¥9¯��ª±d¥=­7¯�°��5 `£¢��¨Oµ·§ ®$§ µÝ±D¯ª´ ä ¨��
	!ÑË��¤�¥ ä ¨S�
	�Ñ
-
ÛªÌ$Ã�§� 'º!�5 �¤�¯�µ

©5¤ª¥9£�­7¸�§?¤�£ª¥JÂÍõ��5­7�5¸@£ªµ¾£�­7   O©�¨S���5 zµ¾�5£¼¯5«sµ½§?¸�©�¸ã«5£5­7§�¯d¥ó¯s´p§?¤�¥9©�¨dµ¾§o¯�¤¼�M¤ª¥¼µ·�5£ñµ·£5¸�«�£5­Z�ªµ·©�­7£
u
 O£�¥@´½¯M­5¿J­·¯ªº�µ·����´ëµ¾£5­H§o¤ª¥J©ª¨dµ·§[¯5¤
º�£�­Z£@§o¤s®$£5 hµ·§ ¿,�sµ¾£�¥9Â
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4.2. � ��� *�+ ����-��ü����( � * � ) ��(���1

4.2.1. ��3��d47698X:o3J<d>54 8739:ÚA5>����H<�35>���: BJ>�3,ACB��
�H< 4��98�6��5G9A5B�: 4 :ÝGHAC>=I
Ãm£sµ¾£�­7¯5°o¯ª¿9¯�©M �£ªÌ$«�­Z£M O d§o¯�¤�º��M !¨���­Z­7§o£�¥À¯�©�µ�§�¤É�����O�M���kè��Mí9Ñ@Ï7â����5ÜpÏ � - dcm ompT

�M h¥=ï"!ë­
B

-

mB
-# gal λ

!Úâ$��� # Ü!¨�¯�¤�µ¾��§�¤5§o¤�¿þµ½�5£ÿ­7£�¨S¯5¸�¡M§[¤5�5¤ªµ¼«5°[�M d¸�§ ¥ã¯�´Ë§o¤�µ·£�­7£M hµ½Â&%m¤5°�£� d ç¯�µ·��£M­Úº!§� O£
 ]µ¾��µ·£ª¥9Æk¿9­Z¯dº�µ¾�¦¯�´Å�����d�����Mº��M  ¨$��­Z­7§?£d¥Ç¯�©�µ¶�M �«5­·£s®�§�¯�©M O° ±¼¥=£5 h¨�­7§[¡M£ª¥³ÏZï�£�¨Oµ·§�¯�¤Íí�Âëí5Â¾Ñ�Ü7ÂÀÞ���£
«5°?�� d¸�§ ¥J @©5 `£d¥ó§�¤ µ¾��§? �¨$�5��«sµ¾£�­���­7£Ë°�§� ]µ¾£ª¥¢§�¤ Þ���¡5°�£�Ô9Â¾Ñ�Æ5º!�M£�­7£ µ¾�5£Ë«���­7£�¤�µ·��°�®S£s¨dµ½¯5­���¤ª¥¼µ½�5£
¯5­Z§ ¿9§[¤�¯s´$µ·��£�â ä,æ §?¤� O£�­�µ9§o 
§�¤ª¥J§ ¨S��µ·£d¥JÂ
' 3 � <�6)(JI+*MI õ�°o�5 d¸�§ ¥= 
©� d£ª¥�§�¤�µ¾�5§� �¨S�5��«sµ½£5­7Â

Plasmid ,.-0/213/547638:9;4:<>=?-0@ Reference

pGEM- ACBED?FHG IKJ L?M>N M?OQP
R?SHT5L>U Promega

pT7-V B�WYX>UZR>FHF[N L>M\P
R?SYT2L>U A]D?^?L_Ua`>b�c?d_e
X�f PgBEh
ikj eml�IKn B�WYX>UZR>FHF[N L>M\P
R?SYT2L>U Roche

X?o.p b>b�V_c?^>XmqEI"rmD>sQX?J N t5N S�D>T2N L?M\X_UZL>u>v?SHT_t;U+L?swryx - z$rmO_R>M?L>sQN S{K|�} v?F[N M_O\X>U~N sQR_U+F.I"� } z$�kb��mIQ� } z$ryb�N MQX_o$B�l -ACB�D_F�G �kD?U~T5J REG>`�i?�_��b
pT7G4-CDS b�c?�_^?X��K�?�Qf - �?�
�gf�t5UZD>O>sQR?M?T_t2U~L_s�X��
lQb�N M>FHR>U~T5R?u\N M_T2L

pT7G4 A]�?N F.FHT2v>uEG
pT7G4-∆CDS

p>i?e_^?X Eco ryf – Sal f�t;U+D_O?s\R>M>T>u?R>J R>T5R>u\t;U+L_s�N MEFYR_U+T>L>t
pT7G4-CDS

A]�?N F.FHT2v>uEG
pIVEXG4-CDS

V>i�b�^>X������ I- ������f�t;UZD>O?sQR>M>T?t;UZL>s�X?o.p -V>��b��>D\N M?FHR_U~T�R>u\N M>T5L
pIVEXG4-CDS-N A]�?N F.FHT2v>uEG

4.2.2. ��6M4Z6=8;GJ<ÚG��JGy��>@6
���J8�6�>5>=:ÚGJAËG
������3���*�3JA5B�����3���* - 
����:?>�:ÚA E.coli �$¡�¢�*)£ ¤�¥K¦�§FI
Ãm£sµ¾£�­7¯5°o¯ª¿9¯�©M ¹«5­Z¯d¥J©ª¨dµ·§[¯5¤ç¯s´ ä ¨��
	ñÑ¢�5¤d¥ ä ¨S�
	�Ñ

-
ÛªÌ$Ã�§� Íº!�5 Í¨���­7­7§o£d¥
¯�©�µ��5 Ç¯M©�µ¾°o§�¤�£�¥á§o¤

æ «5«5£�¤ª¥J§ ÌþÑdî5ÂáÞ��5£¦¨$£5°�°� ¼º�£M­Z£Ç���5­�®$£M ]µ�£s¥þ¡d±²¨�£5¤ªµ·­7§ ´½©�¿=��µ·§�¯�¤Ç�sµC¨�îMî�î5­·«M¸ §�¤Ç�Çè�£�¨�ÐO¸��5¤
© æ ÑFÔó­Z¯sµ¾�5­�Ï7è�£�¨�ÐO¸��5¤�©$í

-
í=Ñ�Ü�´½¯5­�Ñ�îò¸@§o¤�©sµ½£M  ��¤ª¥ó­Z£M O©5 `«5£5¤d¥9£ª¥�µ·¯ò�ñ´¾§�¤��M°�¨�¯�¤s¨$£�¤ªµ·­Z�ªµ·§�¯5¤ò¯�´

Ô9îú¸
¿
ª·¸�° º!£ªµ¦¨$£�°?°�¸��5 O  §?¤Îî�Â¾Ñdû «�¯�µ·�� O O§�©M¸ «���¯5 O«5���sµ½£ú¡�©�´Ý´·£5­¹ÏZ«�Ã�ì�Ü7Â �H¯�°�°�¯dº�§�¤d¿
­7£� O©M O«�£�¤M O§o¯�¤MÆ,��´½­7��¨Oµ¾§?¯�¤Ë¯ª´,¨�£�°�°? !º�£�­Z£� d£ªµ��5 O§ ¥9£@´½¯5­9º
��¯5°�£@¨$£5°�°$Ï[Õ å Ü�¡5§�¯�¨S�sµ¾�5° ±ªµ·§ ¨¦�5 O d��±� �5¤ª¥ÿ«5­·¯�µ·£�§�¤��5¤��5° ±� d§� ü¡�±ôï�â�ï

-
õ æ ê���Â Þ��5£�­7£5¸���§�¤�¥,£M­Åº�£�­7£³ `¯M¤�§ ¨$��µ¾£�¥³´�¯M­��óµ½¯sµ¾�M°p¯ª´�Ñ

¸�§�¤M©ªµ·£Á¯�¤ô§ ¨S£ôÏ7 O§ Ì Ñªî
-
 O£�¨S¯5¤ª¥
«�©M°� `£5 Íº�§ µ¾�àÑªî

-
 `£s¨�¯�¤�¥�¨S¯5¯�°?§�¤d¿
«5£�­Z§�¯ª¥9 À§o¤M¡�£�µÝº!£M£�¤5ÜZÂ æ´¾­Z��¨dµ¾§�¯5¤�¯s´�µ·�5£³ O¯5¤5§ ¨��sµ�£s¥³¨S£5°�°? ÀÏ7ï"« ä Ümº
£�­Z£� d£ªµ��� d§ ¥J£ó´½¯M­ SDS-

õ æ ê¬� �5¤�¥ÿ¡�§�¯�¨$��µ¾��° ±ªµ½§ ¨
�5 O d�ª±� ¦��¤�¥üµ½�5£D­·£5¸��5§o¤�¥,£M­pº�£5­7£ü O£�«5��­7��µ½£�¥ç§[¤sµ¾¯Éµ¾�5£ü O¯5°o©�¡�°?£ü��¤�¥ç§o¤5 d¯�°�©5¡�°o£�´½­7��¨Oµ·§�¯�¤5 ó�M 
´¾¯�°�°?¯dº� dÂ æ ÐO¤�¯dº
¤!®S¯5°[©5¸�£�¯ª´� d¯�¤5§ ¨��ªµ¾£d¥�¨�£5°o°� zº�£5­·£!¨�£�¤sµ¾­Z§ ´½©s¿,£�¥ó��µ�ì�î�îMî�­7«�¸ §�¤ò��è�£ª¨�ÐO¸@��¤
© æ í5îò­Z¯sµ¾��­�´½¯5­�Ñªîò¸@§o¤5©dµ·£5 ñÏZè�£ª¨�Ðd¸���¤�©$í

-
í=Ñ�Ü7Â�Þ��5£ò d©�«�£M­·¤5��µ½�5¤sµJº��� �«�¯�©M­·£�¥²¯s´Ý´��5¤s¥²©5 `£�¥

�5 zµ·�5£¼ O¯M°[©5¡M°[£�´½­7��¨Oµ·§�¯5¤¼Ï7ï�«m��Ü$´¾¯�­�¡5§�¯�¨$�ªµ·��° ±�µ¾§ ¨��M d O�ª±� �¯5­�ï�âmï
-
õ æ êm�À�5¤��5° ±� d§? dÂ�Þ���£ò«�£5°�°�£ªµ
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º��M É­Z£� d©M `«�£�¤�¥9£d¥�§o¤¢��¤¢£E�9©�§ ®���°�£�¤�µ�®�¯�°�©5¸�£¢¯d´�îMÂ¾ÑsûÄ«5¯sµ��M d O§o©5¸Ä«5��¯5 d«�����µ¾£¢¡5©�´Ý´½£M­ÅÏ7«5Ãmì5Ü
�5¤ª¥¬º��M ô©5 d£d¥ �5 óµ·��£»§�¤� d¯5°o©�¡M°o£¹´¾­7�ª¨dµ·§�¯�¤»Ï7ø ä ï�Üz´½¯5­�¡5§?¯�¨S��µ¾��° ±�µ�§ ¨þ�5 O O�d±� ³¯M­�ï�â�ï

-
õ æ êm�

�5¤��5° ±� d§? dÂ

4.2.3. �m:ÚGy�ª3�4Z3J<;­54 :Z�@8�6�3��s4F:ëGHA5>)� GJ8H4 E56�BJ654·6��s4F:ëGHA�G�����®�¯\¯m�²3��s4 :5�J:?4a­HI
è�§�¯s¨��ªµ¾�5° ±ªµ·§ ¨ ­7£���¨dµ¾§o¯5¤5  ´½¯5­Dµ·�5£ ¥9£�µ½£�¨Oµ·§o¯M¤ ¯ª´ ämå�æ�æ Ã ��¨Oµ·§ ®�§ µë±ý©5 d§o¤ª¿Äµ½�5£Êº���¯�°?£ ¨$£�°?°�Æ
 d¯�¤M§ ¨S��µ·£d¥JÆ� d¯�°o©M¡�°�£²��¤ª¥ô§�¤5 O¯5°�©�¡�°?£Ë´½­7�s¨Oµ¾§?¯�¤5 �¯�´z­7£ª¨$¯M¸�¡�§�¤5��¤�µÅ�����d�����M¨S£�°o°? @º!£M­·£¢«M£�­�´¾¯�­7¸�£�¥
��¨O¨�¯�­�¥9§o¤ª¿üµ½¯Éµ·��£ü¸�£�µ¾��¯s¥»¯�´�Ã���­�µ·°�£d±üÖ=×�ØM�o�ÚÙ�Ï ÑªÓ5Ó�ì�Ü7Â æ ®$¯5°�©M¸�£¹¯s´�£5�s¨S�ü¯ª´�µ·��£É´½­7��¨Oµ·§�¯�¤M 
Ï7¯�­7§ ¿9§[¤5��µ¾§�¤ª¿ò´¾­7¯�¸ ��¨$£5°�°C O©M d«�£5¤M `§�¯�¤'¯�´JÔJî5¸
¿
ª¾¸@°oÜ�º�£5­·£��ª¥5¥=£d¥'µ¾¯���¤�£E�=©5��°�®$¯M°[©5¸�£'¯�´�î5Â·Ñªû
«5¯�µ½�M O d§�©�¸ «���¯5 d«�����µ¾£ ¡5©ª´Ú´¾£�­ÁÏ7«5Ãmì�Ü¢¨$¯�¤ªµ·�5§�¤�§�¤�¿ í�°M¸�û

N-̈
$�M­Z¡���¸@¯ª±5°�¿=° ±ª¨$§�¤5£Êµ·¯Êµ·��£

equiv
�M°o£�¤sµ
¯ª´
�Ë´¾§�¤��5°�¨S¯5¤�¨S£M¤ªµ¾­7�ªµ·§o¯�¤D¯�´�í�î¢¸
¿
ª·¸�°�º�£�µp¨�£�°�°=¸@�� d OÂ å ¯�¤sµ¾­·¯M°� �¨$¯�¤� d§? ]µ½§�¤�¿ç¯�´¨�£�°?°�  Ï7­Z£5 d©5 `«5£�¤ª¥=£�¥ µ¾¯ÊÔ=î5¸
¿
ª·¸�°�Üç��¥�¥9£ª¥Èµ�¯ �5¤ £]�J©���°�®$¯5°�©�¸@£ ¯ª´»î�Â·Ñdû «5¯�µ¾�5 d O§o©M¸

«5��¯5 O«��5�ªµ·£Ë¡5©s´U´¾£�­�Ï7«5Ãmì�Ü�Ï�¨�£�°?°M¡�°?��¤�ÐdÜ�¯M­� `©5¡5 hµ¾­·��µ·£¼ÏZí
°¼¸@û
N-̈
$��­7¡5��¸�¯ª±�°�¿9° ±d¨�§�¤�£�Ü��ª¥5¥,£�¥¼µ¾¯

�5¤¼£?�,©5�5°�®$¯5°�©�¸@£ò¯�´�î�Â·Ñ�û «5¯sµ��M d O§�©5¸ «5��¯5 `«M����µ¾£ò¡5©�´ë´½£M­�ÏZ«MÃ�ì�Ü,Ï7 O©5¡5 hµ·­Z�dµ·£�¡�°o�M¤�ÐdÜ$º�£M­·£��5°� `¯
«5­·£M«��5­Z£s¥=Â�Þp�5£Ë¡5§o¯�¨��ªµ¾��° ±ªµ·§ ¨�­7£���¨Oµ·§o¯�¤ñº��5 �¨��M­·­7§o£ª¥ó¯�©�µ���µHÔ,î

° å º
§ µ·�Ë d���MÐd§o¤ª¿²��µ�í�î5î�­7«5¸
´½¯5­
Û¢µ¾¯àÑdìô�5¯�©M­7 OÆ
��´Ýµ·£�­Åº��M§ ¨S�¢µ·��£� `�5¸�«5°�£� �º�£5­·£�¸�§ ¨�­Z¯�´¾©ª¿9£�¥çµ·¯ç«5£�°�°�£�µ
µ·��£²¨$£�°�°? ¹�5¤d¥ôµ¾��£
 d©�«5£�­Z¤5�sµ��M¤ªµÅ��¤5��° ±� O£�¥9Â æ ¤s± N-̈

$�M­·¡���¸�¯�±�°5¿J° ±O¨�§�¤5£ò¨S¯M¤ª®$£5­�µ¾£�¥óµ·¯¼¿9° ±ª¨$§[¤M£²¡�± ä�å�æ�æ Ãçº!�M 
�9©��5¤ªµ·§ ´¾§�£ª¥¦©5 `§�¤ª¿�µ·��£ò¤M§[¤5��±d¥=­7§[¤ò�M O d�d±¼�5 z¥J£5 h¨$­Z§�¡5£ª¥ó§�¤'ï�£�¨Oµ·§�¯�¤�íMÂ�ÑsÂZ¨MÂ�«
¤�£ò©M¤�§ µ�¯�´ ä�å�æ�æ ÃÏ %mÜH�ª¨dµ·§ ®$§ µÝ±�º!�5 �¨$�5° ¨$©5°��dµ·£ª¥��� 

µ
¸'¯M° ª¾¸@°h¿9° ±ª¨�§�¤�£�«5­Z¯�¥=©ª¨�£�¥@´¾­·¯M¸

N-̈
��5­·¡��5¸@¯d±�°h¿9° ±ª¨S§�¤�£MÂ

4.2.4. ¤�6M4Z6��ª4F:ÚGHA�G��Q�±�d3���*�3=AMB²���s3g�$* - �����:�> � ­�³"¤�³ -PAGE.

õ�­7¯�µ·£�§�¤Ê `�5¸�«M°o£5 
º�£�­Z£ú��¤��5° ±� d£ª¥ ¡d±úï�â�ï
-
õ æ ê¬� §?¤ Ñ�í5Â+°E´ «�¯5° ±$��¨�­Ú±�°o�5¸@§ ¥=£ ¿=£�°?  �M 

¥9£5 ]¨S­7§�¡�£ª¥�§o¤�ï�£�¨Oµ·§o¯�¤µ��Âëí5Â¾Ñ�ÑªÂ
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4.3. Results.

4.3.1. ¶�8�6J<Ý:~��:ÚAC3=8 ­�3JA�3J<5­M>9: >�G
������3��$*
3JA5B����ª3���* - 
����:�>�6=A�·:­���6@3��ª4 : �9:?4¸­JI
Þ���£ äÅå,æ�æ Ã¹�ª¨dµ·§ ®�§ µÝ±@¯�¡ªµ·��§?¤�£ª¥�´½­7¯5¸ ä ¨��
	�Ñ
��¤�¥ ä ¨$�
	!Ñ

-
ÛªÌ�Ãm§� 
��£�µ¾£5­Z¯5°o¯�¿=¯5©� O° ±'«5­Z¯ª¥=©s¨$£d¥É§�¤

�����O�M���OÏ7«ªÞ�¨�ê�Ô
- å â�ï�ÜH��¤�¥������d�����`ÏZ«Møëð��K¹Åê�Ô

- å â�ï�ÜH�ª´ëµ½£M­J§?¤ª¥=©s¨Oµ¾§�¯�¤���µ���¨
° å ´½¯M­5ÔÉ�5¯5©�­7 �º��5 ¥9£�µ½£M­Z¸@§�¤�£s¥ÉÏ¸�9§ ¿=©�­Z£�ÔJÂ�Ñ�ÂëÜZÂ

-4
-2
0
2
4
6
8

10
12
14
16
18

º�»½¼�¾¿¼QÀ2Á�Â½Ã pT7G4-CDS
(4h)

pIVEX2.3Ä�Å
Æ À2Á�Â�Ã pIVEXG4-CDS
(4h)

ÇÈ
ÉÉÊ
É ËÌÍ Î
Í Ì Ï
ÐÑÒ

Ó :+�y�J8�6Ô(=IZ*�I ä�å�æ�æ Ã ��¨Oµ·§ ®�§ µë± Ï %�Ü�¯ª´ ä ¨��
	�ÑÁ«�­7¯ª¥=©�¨$£�¥ §o¤ÿ���@�O���?�
(pT7G4- å âmï�ÜË��¤ª¥

NcaR1-
ÛsÌ�Ãm§� �«M­·¯�¥,©s¨S£ª¥D§o¤����=�d�����

(pIVEXG4- å âmï�Ü���µ±��¨
° å Æ�Ôü��¯5©5­· '��´Ýµ·£5­�§�¤ª¥=©ª¨dµ·§�¯�¤�º�§ µ¾�øÚõHÞ�êÒÏ Ñª¸@û�Ü7Â

Þ���£Ä¤�£�¿=��µ¾§ ®S£ã¨�¯�¤sµ¾­Z¯5°o OÆ²���¢�O�5���
(pT7-

¨�Ü³��¤ª¥ ���ü�O�M���¦Ï7«Møëð��y¹mí5Â+� û å ï�Ü³ O�5¯ªº�£�¥÷¤�¯
¥9£�µ½£s¨Oµ¾�5¡�°o£ ämå,æ�æ Ã ��¨`µ·§ ®$§ µë±5Â ämå�æ�æ Ã ��¨dµ¾§ ®$§ µë±¦º!�5 �¥J£ªµ¾£�¨Oµ·£d¥Á§o¤�¨$£5°�°o '¨�¯�¤�µ½�5§�¤�§�¤�¿Ò«�ÞQ¨Mê�Ô

-

å â�ï¢Ï7ÛMÂÝÛµ%mÜ�º��5£�­Z£��5 �µ¾�M£�¨$£�°�°? �¨$¯5¤�µ¾��§o¤M§o¤ª¿�«MøÝð"�y¹mê�Ô
- å â�ï² O�5¯dº�£d¥�¤�¯
¥J£�µ½£�¨dµ¾��¡�°?£ ämå�æ�æ Ã��¨Oµ·§ ®$§ µÝ±5Â Þp�5£
®$§? d©��5°?§� `��µ¾§�¯5¤ ¯ª´ ä ¨��
	!Ñ

-
Û�ÌSÃm§?  ¯5¤ãï�â�ï

-
õ æ ê¬�Î¿J£5°o áÏ�¥=��µ¾� ¤5¯ªµD d�5¯dº�¤MÜ

§�¤s¥,§ ¨$�sµ½£s¥¹µ��M��µmµ¾��£¹«5­Z¯�µ½£5§�¤óº��5 ²«5­·¯ª¥J©ª¨$£d¥JÆm d¯Ç§ µ�º!�� �¨S¯5¤�¨$°�©d¥J£ª¥¹µ¾���ªµ�µ¾�M£Ç«�­Z£5 O£5¤ª¨�£Ç¯�´ñ�
Û�Ì$Ã�§� �µ¾�ª¿��ªµ�µ·��£ å -t

£M­Z¸�§�¤��M°d¯ª´$µ·�5£ ä ¨S�
	�Ñ
«M­Z¯dµ·£5§o¤�§�¤���§?¡�§ µ·£d¥ ä ¨��
	�Ñ���¨Oµ¾§ ®$§ µë±5Â

4.3.2. ¯
A53,<Õ­5>9:?>�3JA5B � �C4F:~��: >�3�4 :ÚGJAËG�������3g�±*
6=A�·:­���6�3���4 : �=: 4¸­=I

i) ¥y� �76g�s4pG��H>,GHA9:~�d3M4 :ÝGHAHI
Þ�¯
¥,£�µ½£5­7¸�§?¤�£�º��M£ªµ¾�5£�­ ä�å�æ�æ Ã³��¨Oµ·§ ®$§ µÝ±�¨$¯�©5° ¥Í¡�£�§�¸�«5­7¯s®S£ª¥Í¡d±'©5 `§?¤ª¿'¨$£M°�°e´¾­7£�£�£�Ìdµ¾­Z��¨Oµ· dÆOµ·��£
ämå,æ�æ Ã �ª¨dµ·§ ®$§ µë±�¯ª´¶º!��¯M°�£ó¨S£5°?°� Éº!�� Ë¨$¯M¸�«��5­Z£ª¥Çµ¾¯óµ¾���sµ�¯�´  O¯5¤M§ ¨���µ½£ª¥³¨$£M°o°o ¢Ï �H§ ¿9©5­Z£²Ô9ÂÚí�Ü7Â
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å £M°�°� ñµ¾�5�ªµ����ª¥¹¡�£5£�¤� O©�¡EÖÝ£ª¨dµ·£d¥Íµ½¯� `¯5¤5§ ¨���µ¾§o¯5¤¦ d��¯�º!£ª¥Ç�5¤Í§[¤�¨�­Z£5�5 `£�§[¤ ä�å�æ�æ Ã
��¨Oµ·§ ®�§ µë±ó¡ª±
¸�¯5­7£Dµ¾�M��¤Á�×�5î�´ Ï�´¾­7¯�¸ Û5ÂÚÛ
% §o¤üº���¯5°?£ü¨�£�°�°� �µ¾¯Áì5ÂÚÓ
%ú§?¤Á O¯�¤5§ ¨S��µ·£d¥ô¨$£5°�°o dÆØ�J§ ¿,©M­7£üÔ9Âëí�Ü7Â
�H©�­�µ·��£5­ ämå�æ�æ ÃÈ�ª¨dµ·§ ®�§ µÝ±ÿ§�¤
 d©�¡5 `£E�9©�£�¤�µ�£ªÌ�«�£M­Z§?¸�£�¤sµ¾ Àº
�5 À¥=£�µ·£�­7¸�§o¤M£d¥ã©� d§�¤ª¿ÿ¨S£M°�°�´¾­7£�£
£�ÌOµ·­7�ª¨dµ· 
�����d���?�h¨S£5°�°? ��M mµ¾�5£@§?¤�¨S­7£��5 O£@§�¤���¨Oµ·§ ®�§ µU±�º!�M ! O§ ¿=¤5§ ´�§ ¨���¤�µ·Â
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Ó :+�y�J8�6µ(=IÕ¢=I æ ¨$¯5¸�«M�5­Z§o d¯5¤@¯ª´ ä�å�æ�æ ÃÇ��¨dµ¾§ ®�§ µU±@¯ª´9�����O�5�?� (pT7-
¨�ÜH��¤s¥É�����d���?�

(pT7G4- å â�ï�Üº��M¯�°o£z¨S£M°�°� �Ï Õ å ÜH��¤�¥É O¯M¤�§ ¨S�sµ¾£ª¥�Ï7ï�« ä Ü5¨$£5°�°� dÂ

ii)
' EM6 'yå ���æ¯ç�JGJ<Õ­��@69873�>56@>
­�>5476��è�FGH8H4 E56�G
��6J8�6����J8�6�>�>J:ëGJA�G�� ncaR1.

Þ���£²£�´ë´�§ ¨�§�£�¤s¨`±²¯ª´¶��¨dµ¾§ ®$£ ä ¨���	�Ñò«�­Z¯s¥,©�¨S£s¥²´¾­Z¯�¸ «�ê�Ô¢º
��  ¨S¯M¸�«5��­7£ª¥¢µ·¯�µ½�M£¢£s´U´¾§ ¨$§�£5¤ª¨d±¢¯�´
��¨Oµ·§ ®$£ ä ¨S�
	!Ñ'«5­Z¯ª¥,©s¨�£d¥À§�¤¦«sÞ\¨Mê�Ô

- å âmï�Â ämå�æ�æ Ã¬��¨Oµ·§ ®�§ µÝ±¦¯�´ ä ¨��
	ñÑ�«5­·¯�¥9©ª¨$£�¥¹§o¤����,�`�5���
Ï7«�ê�Ô,Ü��5¤d¥ �����O�5���

(pT7G4- å â�ï�Ü�¡d± §�¤d¥9©s¨S§o¤ª¿ º
§ µ·� øÚõHÞ�ê ´¾¯�­�Ô �M¯�©�­7 þ�ªµ��
¨
° å º!�5 

¥9£�µ½£M­Z¸@§�¤�£s¥=Â ��� �d�5�o�
(pT7G4-∆ å â�ï�Ü�«5­·¯�¥=©�¨S§�¤s¿ ∆ ä ¨���	ñÑ�Æñ�³¥=£�°�£�µ·§[¯5¤ÿ¯�´êé��dØ�ëíì¼º��5§ ¨��

µ·­7©�¤�¨S�sµ¾£M Éµ¾�5£ô«M­Z¯ªµ·£5§[¤³¡ª±ÿÑdÛ5î��M¸�§�¤�¯Ç��¨$§ ¥J OÆ�º!�M ü�5°� O¯²¿9­7¯ªº!¤��5¤ª¥ÿ�� d O��±�£d¥³´¾¯�­ ämå�æ�æ Ã��¨Oµ·§ ®$§ µÝ±�Ï �9§ ¿=©5­Z£!Ô=Â~�5Â æ Ü7Â�ï�â�ï -
õ æ ê��D�5¤5�5° ±� O§? ñ¯ª´kµ·��£'«5­Z¯ªµ·£5§�¤'§[¤�µ¾��£' O¯�¤5§ ¨$�sµ½£�¥�¨�£�°�°? dÆS�5 ¶º�£5°�°

�5 �§�¤�µ·��£@ d¯�°�©�¡M°o£@��¤�¥�§[¤� O¯M°�©�¡M°o£�´¾­7�ª¨dµ·§o¯�¤M mº��5 !��°o d¯�¨��5­Z­7§o£�¥�¯M©ªµ=Ï¸�J§ ¿=©5­·£zÔ=Â~�5ÂÚè�Ü7Â

Þ���£ ä�å�æ�æ Ã»�s¨dµ½§ ®�§ µÝ±�¯ª´ ä ¨���	�Ñ�«�­7¯�¥=©�¨S£�¥¢§o¤����9�d�M�o�
(pT7G4- å â�ï�Ükº!�� @Û�î?´ ¿9­·£M��µ½£5­kµ¾�5��¤

ämå,æ�æ Ãú��¨dµ¾§ ®�§ µÝ±ç¯ª´ ä ¨���	�ÑD«�­7¯d¥=©s¨$£ª¥à§o¤³�����`�M���mÏ7«5ê�Ô=Ü Ï7ÛMÂUÓ�% ®$£�­7 O©� üí�ÂÚì
%ú­Z£� d«�£�¨dµ¾§ ®$£�° ±
�H§ ¿=©M­Z£ÿÔ=ÂZ��Â æ ÜZÂ ∆ ä ¨���	�Ñ
«M­Z¯ª¥=©s¨$£ª¥Ä§o¤ ���Ë�O�����

(pT7G4-∆ å âmï�Ü�¥=§ ¥ ¤5¯ªµü«M¯5 O O£� d á�5¤ª±
¥9£�µ½£s¨Oµ¾�5¡�°o£ ä�å�æ�æ ÃÇ��¨Oµ·§ ®$§ µÝ±
º!�M£�¤
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Ó :+�y�J8�6�(9I ¦ Âþõ��M¤�£�° æ Â æ ¨$¯5¸�«M��­7§� d¯�¤¢¯s´ ämå�æ�æ Ãá�ª¨dµ·§ ®�§ µë±¢§�¤¼¨$£�°�°5´¾­7£�£ó£ªÌdµ·­·��¨Oµ· É¯s´z�����O�5���
(pGEM-

Þî���5 h±�ÜZÆS���S�O�5�[�
(pT7-

¨�Ü7Æ$���k�d�M�o�MÏ7«5ê�ÔJÜ·ÆS���S�O�5���
(pT7G4- å âmï�Ü��M¤d¥Í���S�O�5��� (pT7G4-

∆ å âmï�Ü9��µg�
¨
° å �ª´ëµ·£�­MÔ��5¯�©M­7  ¯s´�§?¤�¥=©�¨dµ¾§o¯5¤�Â�õ��M¤5£�°Oè�Â�ï�â�ï -

õ æ êm�ü�M¤5��° ±� O§? �¯�´Sµ·¯ªµ·�5°`«M­Z¯ªµ·£5§[¤Ï�Þ�Ü� d¯�°�©5¡�°?£¦«�­7¯sµ�£M§�¤¦Ï7ï�Ü���¤s¥Ç§o¤5 d¯�°?©�¡5°�£ó«5­7¯ªµ¾£M§[¤¦ÏZøëÜ�§�¤�¨�£�°�°b´¾­7£�£¦£�Ìdµ¾­·�s¨dµ½ ¼¯ª´������d���?�
(pGEM-

Þ
Easy)

�����d���?�
(pT7-

¨�Ü7Æ������O�5�?��ÏZ«5ê�Ô9Ü7Æ������O�5���
(pT7G4- å âmï�Ü���¤�¥Ò�����d�M��� (pT7G4-∆ å â�ï�Ü¿9­·¯�º!¤Ç�ªµ���¨

° å ´½¯5­�Ô¬��¯�©�­7 Ëº�§ µ½�¹§[¤�¥=©�¨dµ¾§�¯�¤5ÂáÞp�M£Ç d§ ù$£5 ²��¤ª¥¬«�¯� d§ µ¾§o¯5¤5 ¢¯ª´Åµ·�5£Ç¸�¯5°?£ª¨$©�°��5­º�£M§ ¿=�sµ�¸��M­ZÐO£5­7  ÏZû@Ü��5­·£� O��¯�º�¤ò¯�¤!µ¾��£ò°�£ª´ëµ����5¤�¥² d§ ¥=£ò¯�´Hµ·�5£ ¿J£5°o dÂ@Þ��M£ò«�¯M O§ µ·§o¯�¤�¯�´ ä ¨S�
	�Ñ
�5¤ª¥

∆ ä ¨$�
	ñÑ��M­Z£@§�¤d¥J§ ¨S�ªµ·£ª¥�¡ª±� `�M¯dº!¤�¯M¤�µ��M£�­Z§ ¿9��µ=���5¤ª¥� d§ ¥9£�Â

SDS-
õ æ ê¬�þ�5¤��5° ±� d§� � `�5¯dº�£d¥Dµ·����µ ä ¨$�
	ñÑ�¨�¯�©5° ¥Ò¤5¯sµ!¡5£É¥=£sµ½£�¨dµ¾£ª¥üº��5£�¤ü«5­Z¯ª¥=©s¨$£d¥Á§�¤D���

�d���?��Ï7«�ê�Ô=Ü�Ï �J§ ¿=©M­Z£ Ô9Â~��Âëè�ÆK�5��¤M£� µ° µ·¯ËÛ5Ü7Â æ «�­Z¯sµ½£M§o¤ñ¨$¯5­7­Z£5 `«5¯�¤ª¥=§?¤ª¿¼µ¾¯ µ·�5£¼¸�¯5°�£ª¨�©5°[�M­�¸��M O ¯�´ ä ¨��
	!Ñ
º��5 �¥=£�µ·£ª¨dµ¾£d¥ü§�¤����=�d���?�
(pT7G4-CDS
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º��M �¥=£sµ¾£ª¨dµ¾£ª¥Á§o¤D�����O���?��Ï·«�Þ�¨5ê�Ô
-∆ å â�ï�Ü¶Ï �9§ ¿=©�­7£ÉÔ9Â+�MÂÝè�ÆQ���5¤�£5 ³Ñsíü��¤�¥ ÑE°ü­·£M `«5£�¨Oµ·§ ®S£M° ±�Ü7Â

ÕÁ�M§o°?£Ë¸�¯5 hµ�¯ª´=µ·�5£ ä ¨$�
	�Ñzº!�� z¥=§� ]µ¾­Z§�¡�©�µ·£d¥D§�¤�µ·�5£�§�¤� O¯�°?©�¡5°o£Ë«�­7¯sµ�£M§[¤ ´½­���¨Oµ·§�¯5¤�Ï �J§ ¿,©M­Z£�Ô=Â~�5ÂÚè�Æ
�5��¤5£� ËÑE�!®$£�­Z d©5 �ÑFÔ=Ü7ÆH¸@¯5 hµ�¯s´Hµ¾�5£

∆ ä ¨$��	�Ñmº��� Å¥9§o ]µ¾­Z§�¡5©ªµ·£ª¥¦§o¤!µ¾��£� O¯�°?©5¡�°?£ò«�­Z¯sµ½£M§o¤�´¾­7�ª¨dµ·§�¯�¤
Ï �J§ ¿=©5­Z£zÔ=ÂZ��ÂÚè�Æ��5��¤5£� 'ÑdÛ�®�£M­7 `©5 'Ñ]¨5Ü7Â
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iii)
' EM6@6
� �Z6��ª4�G
��:ÚAMB�����4 :ëGJA�GHA�4 EM6�>=GH<+� � :Ý<Ú: 4a­ËG
�����s3g�$*MI

ämå,æ�æ Ã �ª¨dµ·§ ®�§ µÝ±Á¯�´ ä ¨��
	�ÑD«5­Z¯ª¥9©ª¨$£ª¥ÿ§o¤
un
§[¤�¥9©ª¨$£�¥
��¤�¥ÿ§�¤d¥9©ª¨�£d¥þ�����d�5�?�

(pT7G4- å âmï�Ü¿9­·¯�º!¤¦��µ7�
¨
° å º��5 �¥9£dµ·£5­Z¸@§?¤�£ª¥ÇÏ¸�9§ ¿=©�­Z£òÔ9Â Ô æ Ü·ÂôøÝ¤Í�d¥M¥9§ µ·§[¯5¤�Æ SDS-

õ æ ê¬�Ò�M¤5��° ±� O§� �¯s´�µ½�M£
«5­·¯sµ¾£5§o¤�¯�´Sº!�5¯�°o£�¨S£M°�°� ñ�5¤ª¥'µ·��£' `¯5°�©�¡�°?£���¤s¥¦§o¤� O¯M°�©�¡M°o£�«5­Z¯�µ·£�§o¤�´½­7��¨Oµ·§�¯5¤� �¯�´S¨$£5°�°e´�­7£M£�£ªÌdµ·­·��¨dµ¾ 
º��M !«5£5­�´½¯5­7¸�£ª¥ÉÏ¸�H§ ¿=©5­Z£
Ô=Â Ô9è�Ü
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Ó :+�y�J8�6û(9I (=I õ��5¤�£�° æ Â ä�å�æ�æ Ã³�s¨Oµ¾§ ®$§ µë±'§�¤@���$�O�M��� (pT7G4- å âmï�Ü9§�¤d¥J©�¨S£�¥'º
§ µ¾��øëõHÞ�ê»Ï Ñª¸�û Ü´¾¯�­òÑ²��¤�¥ôÔ
��¯M©�­7 dÆ�¨S¯5¸�«��5­7£ª¥�µ¾¯ ämå�æ�æ Ã �ª¨Oµ·§ ®�§ µÝ±³§[¤ô©M¤�§�¤�¥=©�¨S£�¥þ���z�O�M���
(pT7G4- å â�ï�Ü7Âõ��5¤5£�°Oè�Â�ï�â�ï

-
õ æ ê��D�5¤��5° ±� d§? ñ¯�´ ä ¨���	�Ñ�«M­Z¯d¥9©s¨S£�¥Í§[¤�§[¤ª¥J©ª¨$£ª¥ÍÏ üSøÚõHÞ�ê�Ü9��¤ª¥Í©5¤5§[¤s¥,©�¨S£s¥ÍÏ

-øÚõHÞ�ê�Üp�����d���?�HÏ7«sÞQ¨5ê�Ô
- å âmï�Ü� d�M¸�«5°[£s¥³�sµ�î5ÆmÑ��M¤d¥�ÔÇ��¯5©�­7 ò«�¯5 hµ�§�¤d¥9©�¨Oµ·§�¯�¤5Â²Þ�¯�µ·��°k«M­·¯�µ·£�§o¤´¾­Z¯5¸ÿµ·�5£Ë d¯�¤5§ ¨S�sµ¾£ª¥¼¨$£5°�°o �Ï�ÞpÜ��5 �º!£5°�°��5 �µ·��£ò d¯�°�©M¡�°�£¼Ï7ï�Ü��5¤d¥ó§�¤� O¯5°o©5¡�°�£�Ï7øÚÜ�«5­7¯ªµ¾£5§o¤ñ´½­7��¨Oµ·§�¯5¤5 ¯�´pµ¾�5£¼¨�£�°?°� @º!£�­Z£¢��¤5�5° ±� `£s¥9Â�Þ���£¢«M¯5 O§ µ·§[¯5¤5 É��¤�¥� `§ ù�£� �¯ª´pµ·�5£²¸�¯5°o£�¨S©5°?��­�º�£5§ ¿J��µz¸��5­ZÐO£M­Z ÏZû�Ü,�5­·£� O�5¯dº!¤ò¯M¤�µ¾��£'°o£s´Uµ��5��¤�¥Í d§ ¥J£�¯ª´Sµ¾�M£!¿,£�°? dÂ Þ���£'«5¯5 O§ µ·§o¯�¤'¯�´ ä ¨$�
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æ µ�ÑÍ�M¯5©�­
«�¯5 ]µ!§�¤d¥9©�¨Oµ·§o¯�¤MÆ�µ·��£¹§�¤ª¥9©�¨S£s¥Ò���m�d���?� (pT7G4- å â�ï�Ü
«�¯5 O d£� d d£�¥»��«�«�­7¯�Ì$§�¸���µ·£�° ±Ô9îE´ ¸�¯M­Z£ ämå�æ�æ Ã ��¨`µ·§ ®$§ µÝ±Ëµ¾����¤Ëµ¾�5£D©�¤5§?¤d¥=©�¨$£ª¥¢¨$£�°�°? �Ï �9§ ¿9©�­Z£ËÔ9Â�Ô æ ÆQ�MÂZ°
%»®S£M­7 `©5 �íMÂ½ÑE%mÜ7Â
SDS-

õ æ ê¬�ó��¤5�M° ±� d§o �¯ª´5µ½�M£�«�­7¯ªµ¾£5§o¤�§�¤�µ¾��£5 `£z¨$£5°�°o 
 O��¯ªº�£ª¥@µ·���sµ ä ¨$�
	�Ñpº��M !¯s®S£5­9«5­·¯�¥9©ª¨$£ª¥
§�¤�µ·��£�§�¤d¥9©s¨S£d¥�¨$£�°?°� �Ï �=§ ¿=©�­7£
ÔJÂ�ÔJè�Æ����5¤�£µ¨�Ü7Â�ÃÅ¯ªº
£ª®$£�­7Æ�§�¤zµ½�5£�§�¤�¥,©�¨$£�¥�¨�£�°�°? dÆdµ¾��£�¸��]Öë¯�­Z§ µë±�¯�´
µ·��£ ä ¨$��	�Ñ
«5­·¯s¥=©ª¨$£�¥@º��5 �§�¤�µ·��£�§�¤� d¯�°?©�¡�°�£�´½­7��¨dµ¾§?¯�¤�Ï �H§ ¿,©M­Z£�Ô9Â�Ô9è�Æ
�5��¤�£

8
®�£5­7 O©� m����¤M£

9).

æ µkÔó��¯5©M­7 @«5¯� ]µ�§�¤ª¥=©ª¨dµ·§[¯M¤5ÆMµ·�5£ñµ¾¯sµ½�M° ämå,æ�æ Ãç�d¨dµ·§ ®$§ µÝ± º��M @�5°�¸�¯M hµHµ·��£¼ O�M¸�£ò§�¤!µ½�5£¼§�¤�¥=©�¨S£�¥�5¤ª¥ ©�¤M§[¤�¥9©ª¨�£d¥Ê¨$£�°o°?  Ï �J§ ¿9©5­Z£ ÔJÂ?ÔJÂ æ ÆóÛ5ÂëÓ
% �5¤d¥ Û5ÂÚÓ
% ­·£M `«5£�¨Oµ·§ ®S£M° ±�ÜÀ��¤�¥ ï�â�ï
-
õ æ ê¬�

�5¤��5° ±� d§? ¢ `�5¯dº�£�¥Çµ½�5��µ ä ¨��
	�Ñ�º��5 ²¯�®S£5­!«M­·¯�¥,©s¨�£d¥¬§o¤Ç¡5¯ªµ·�¦µ½�M£Ç§[¤ª¥J©d¨�£ª¥þ�M¤d¥þ©5¤M§[¤ª¥J©ª¨$£d¥
¨�£�°?°� �Ï �J§ ¿9©�­7£�Ô=Â?ÔJÂÝè�Æ����5¤5£� ¦Ñ�îÍ�5¤�¥»ÑE�5ÜZÂ

SDS-
õ æ ê¬����¤M��° ±$ d§? ' `��¯ªº! �µ¾�5��µ,µ¾��£�¸��EÖ|¯M­7§ µÝ±Í¯�´

µ·��£ ä ¨S��	ñÑó«5­Z¯�¥=©ª¨$£s¥þ§[ ¢§�¤M O¯5°o©�¡5°[£³§?¤óµ¾�5£³§[¤s¥,©�¨�£ª¥³¨�£�°�°? DÏ �J§ ¿J©�­7£²Ô=Â Ô9ÂÝè�Æ��5��¤5£þÑ
4
®�£�­7 O©5 

�5��¤5£�Ñ
5
ÜJ��¤�¥@µ¾�5£�©�¤5§�¤d¥J©�¨S£�¥@¨S£M°�°� �Ï¸�J§ ¿=©5­Z£�Ô9Â?Ô,ÂÚè�Æ
���M¤�£�Ñ�Ñ�®$£M­7 `©5 ¬����¤M£�Ñ�í

).

Þ���£5 `£¦­7£� O©5° µ· �§�¤�¥=§ ¨S�sµ¾£¼µ·����µ�º��5£�¤ ä ¨$�
	�Ñ�§� 
overproduced

µ·��£¦¸���ÖU¯M­7§ µë±¢§� ¼§o¤5 `¯M°�©�¡M°o£ó��¤ª¥
§�¤M�ª¨dµ·§ ®$£5Â æ ­7£d¥J©�¨Oµ·§o¯�¤@§�¤ ä ¨���	�Ñ
«�­Z¯�¥=©�¨Oµ·§o¯�¤�º!�5 �¯�¡� d£�­�®�£d¥@º��M£�¤ ���Ú�O�5���

(pT7G4- å âmï�Ü5º��5 ¤5¯�µ�§o¤�¥=©�¨�£d¥Dº!§ µ¾�DøÚõHÞ�ê!Æp¡M©ªµpµ·�5£¢ `¯5°?©�¡5§?°[§ µë±ü�5¤ª¥ ämå,æ�æ Ã �s¨dµ½§ ®�§ µÝ±D¯�´ ä ¨��
	!Ñ@º!�5 �­·£sµ¾�M§[¤5£ª¥9Â
Ãm¯�º�£�®�£�­5µ¾��§? mº��5 �¯�¤M° ±�¯�¡5 O£5­�®$£ª¥Í£��5­7° ±'§o¤'¸@§ ¥

-
°�¯�¿�¿9­7¯dº�µ��@«��5�5 O£�Â «�¤ª¨$£�µ¾��£�¨$£M°o°� !­·£��s¨$��£ª¥

 ]µ¾��µ·§�¯�¤M��­�±À«��5�5 `£MÆ� O§�¸�§?°��5­¶­·£5 O©5° µ¾ �º!£5­Z£ü¯�¡�µ·��§�¤�£�¥üº!§ µ½��¨$£5°�°o �µ¾�M�ªµ�º!£5­Z£ü§�¤ª¥9©�¨S£ª¥Á��¤�¥D¨S£5°o°? 
µ·����µ�º�£�­Z£@¤5¯�µ,§�¤�¥,©s¨S£�¥�º�§ µ���øëõkÞ�ê�Â
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iv)
' EM6@6
� �Z6��ª4�G
�J476�� �56987354��98|6ÉGJA 4 E�6@>JGJ<Z� � :Ú<Ú:?4a­�G������ª3���*)�H8;GMB\�y�d6MBD:ÚA6587:9�;=<?> .

Þ���£¼£�´ë´¾£ª¨dµ�¯ª´kµ¾�M£ñµ·£5¸�«�£M­Z�ªµ·©5­·£ò©5 `£s¥¼´¾¯5­�§�¤�¥,©�¨Oµ·§�¯M¤Ë¯5¤ñµ·��£� O¯�°o©5¡5§o°�§ µë±Ë�5¤d¥ ä ¨$�
	ñÑ!«�­7¯d¥J©�¨Oµ·§o¯�¤
º��M �§o¤�®$£M ]µ½§ ¿9�ªµ¾£d¥JÂ ä�å�æ�æ ÃÒ�ª¨dµ·§ ®$§ µë±É¯�´ ä ¨���	�Ñ@«M­7¯d¥,©s¨�£d¥¢§o¤¼���9�d�5�o�

(pT7G4- å â�ï�Ü�§[¤�¥=©�¨�£d¥º�§ µ��²øÚõkÞpêà´½¯5­mî5Æ�Ñ¼��¤ª¥¢Ôô�5¯�©�­7 ��ªµ���î
° å ��¤ª¥ �
¨

° å º!�M @¨S¯5¸�«5��­7£d¥ôÏ �H§ ¿,©M­·£ËÔ9Â~° æ Ü7Â�Þ���£¥9§? hµ¾­7§o¡5©�µ·§[¯5¤ç¯�´�µ·��£ ämå�æ�æ Ãú�ª¨dµ·§ ®�§ µU±ç§�¤üµ·��£Á `¯M°�©�¡M°o£Ò�M¤d¥à§o¤5 `¯5°�©�¡5°�£ü´¾­7�ª¨dµ·§[¯5¤� ¹¯�´�µ¾�5£¢¨S£5°o°? 
�5��­�®�£� ]µ¾£ª¥ ¡M£�´½¯5­·£ú§?¤d¥,©s¨dµ½§?¯�¤ÎÏZîÎ��¯5©�­7 dÜÇ�M¤d¥ �sµÿÑ ��¤ª¥úÔ �5¯�©5­7  «�¯M ]µ�§�¤ª¥=©ª¨dµ·§o¯5¤ º��M 
§�¤s®$£5 hµ·§ ¿,�sµ¾£ª¥9Æ���¤s¥ô­Z£M°o�ªµ¾£�¥óµ¾¯¼µ·��£ó�5¸�¯5©�¤�µz¯s´ ä ¨$�
	!ÑË¯5¡5 O£�­�®$£�¥�§�¤²£5�ª¨$�ó¯�´�µ·��£5 O£ò´½­7��¨Oµ·§�¯�¤M 
º��M£�¤@��¤��5° ±� O£�¥É¡d±�ï�âÅï

-
õ æ êm�¢Ï �J§ ¿J©�­7£
Ô9Â~°�è�Ü7Â

è�£�´¾¯�­7£²§�¤�¥=©�¨dµ¾§o¯5¤�ÆJ¨�£5°?°�´·­Z£�£²£�ÌOµ·­7�ª¨dµ· É¯s´z���Ú�O�5���
(pT7G4- å â�ï�Ü¶«M¯� d `£5 d `£s¥
ÑsÂ ¨�% ¯�´ ä�å�æ�æ Ã��¨Oµ·§ ®$§ µÝ±¼Ï �J§ ¿J©�­7£ñÔ9ÂZ° æ Ü��5¤�¥¢�ò«5­Z¯�µ¾£5§o¤�¨�¯�­7­Z£� d«5¯�¤d¥J§�¤d¿�µ¾¯!µ½�5£ò¸�¯�°�£s¨S©5°���­�¸��5 O  ¯�´ ä ¨$��	�Ñmº��M 

¥9£�µ½£s¨Oµ¾£�¥üÏ¸�J§ ¿,©M­·£�ÔJÂZ°5è�Æ.���5¤�£MÜ7Â æ ´Uµ·£�­¶Ñ@��¯M©�­p¯ª´�§?¤ª¥9©ª¨dµ·§�¯�¤�º
§ µ½�ÉøÚõHÞ�ê�Æ�µ·�5£ ä�å�æ�æ Ã¬��¨Oµ·§ ®$§ µë±¯�´Hµ·�5£!¨$£�°?°� z¿9­·¯�º�¤¼��µ"��î
° å º!�5 z¿9­Z£��sµ�£M­�µ½�5��¤ñ¨�£M°�°o ¶¿9­·¯�º�¤��sµ��
¨

° å Ï �9§ ¿=©�­7£ñÔJÂZ° æ ÆMÔJÂZ°�%ç��¤�¥
�5ÂZ°
%Ç­Z£M `«5£ª¨dµ·§ ®S£M° ±�Ü7Â

æ ´Ýµ¾£M­�ÔÍ��¯5©M­Z  ¯s´�§?¤d¥9©�¨dµ¾§o¯5¤!º�§ µ¾�'øÝõkÞ�ê
Æ`µ·��£ äÅå,æ�æ Ã��ª¨dµ·§ ®�§ µÝ±ò¯ª´Sµ·�5£�¨S£5°?°o Å¿9­·¯�º�¤ò��µæ�5î
° å º!�5 ¿9­·£M��µ½£5­,µ¾����¤�µ·��£ ämå�æ�æ Ãà��¨dµ¾§ ®�§ µÝ±ó¯�´�¨�£�°?°� �¿J­Z¯dº�¤ó��µ7�

7° å Ï �H§ ¿=©5­7£¼Ô9ÂZ° æ ÆÅÑ�í5ÂÝÓ
%à�5¤d¥³Û5ÂÚÓ
%

respectively).

�H¯�­¦¡�¯�µ¾� ¯�´�µ·��£M `£¬µ½§?¸@£ §�¤ªµ·£5­�®S�M°� OÆñµ¾��£ ¸��EÖÝ¯�­7§ µë±ã¯�´�µ·�5£ ä ¨S�
	ñÑþ¡5£�§�¤�¿Ä«M­·¯�¥,©s¨�£d¥ãº!�5 
§�¤M O¯�°o©5¡5°[£É��µ$��î

° å Ï¸�J§ ¿=©�­Z£@Ô=ÂZ° æ Æg�5��¤�£�°�®�£�­7 O©5  ����¤M£¦Û��5¤d¥w�5��¤5£Íì'®�£5­Z O©M  ����¤M£ÍÓ5Ü���¤ª¥
37° å Ï¸�H§ ¿,©M­Z£
Ô9Â+° æ Æ
����¤5£ÍÑ5Ñ�®$£�­7 `©M í�M��¤�£�Ñ�í���¤�¥ ����¤5£�Ñ Ô�®$£�­7 O©M C�M��¤5£�Ñ�°�Ü7Â «
¤�° ±�§o¤�¨$£�°o°? 
¿9­·¯�º!¤ ��µ��5î

° å ´¾¯�­@ÔÎ�5¯5©�­7 ¬ d��¯dº
£ª¥ú��¤ §o¤�¨�­Z£��� d£ §�¤¬µ·�5£ ��¸�¯5©5¤ªµ¦¯�´ó d¯5°?©�¡5°?£ ä ¨S�
	ñÑ
«5­·¯s¥,©�¨�£ª¥�Ï �9§ ¿,©5­·£zÔJÂ+°Mè�Æ����5¤�£@ì�Ü7Â
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Ó :+�y�J8�6 (9I�@9I õ���¤5£M° æ Â ä�å�æ�æ Ã��ª¨dµ·§ ®$§ µÝ±ò§?¤����S�`�M��� (pT7G4- å âmï�Ü�¿=­7¯ªº!¤ò��µ.��î
° å ¨�¯5¸�«��5­Z£ª¥µ·¯ ä�å�æ�æ Ãý��¨dµ¾§ ®$§ µë±
§o¤¬���ñ�O�5���

(pT7G4- å â�ï�Ü�¿=­Z¯ªº!¤¬�ªµ ��¨
°C.

õ��5¤�£5°zè�Â ï�â�ï
-
õ æ êm�

�5¤��5° ±� d§? @¯s´�«5­7¯�µ½£5§o¤ò«5­Z¯d¥J©ª¨$£ª¥¦§o¤ò���k�O�5���
(pT7G4- å â�ï�Ü���µ��Mî

° å ��¤d¥��
¨
° å ¡�£�´½¯M­Z£ò§�¤d¥9©ª¨dµ·§�¯�¤�5¤ª¥¹Ñ!�5¤ª¥'Ô¦�5¯�©M­7 ñ«�¯5 eµ�§�¤�¥=©�¨dµ¾§�¯�¤5Â`Þ�¯�µ½�5°b«5­Z¯�µ¾£�§o¤�´½­7¯5¸¬µ·�5£�¨�£5°�°Y´¾­7£�£�£sÌdµ�­7�s¨Oµ¾ �Ï�Þ�Ü7ÆS�M zº�£5°[°b�M µ·��£D O¯�°�©5¡�°o£üÏZï�Ü¶��¤�¥Ò§�¤� O¯5°?©�¡5°�£üÏ7ø ä ï�Ü
«5­7¯ªµ·£�§o¤�´¾­7�ª¨dµ·§[¯5¤M ó¯s´�µ¾�5£�¨S£5°�°? òº�£5­Z£ü��¤��M° ±� d£d¥JÂÒÞp�5£«5¯5 d§ µ·§[¯�¤M ���¤�¥� d§ ù�£M �¯�´SµZ�5£�¸�¯M°o£ª¨�©M°[�5­�º!£5§ ¿9��µ,¸���­7ÐO£5­7 �ÏZû Ü=��­Z£@ d�5¯dº�¤@¯�¤
µ·��£�°�£�´Ýµ,�5��¤�¥� d§ ¥,£¯�´�µ¾�5£z¿9£�°? dÂ
Þ��M£�«5¯� d§ µ¾§o¯5¤�¯�´ ä ¨$�
	!Ñz§� � d��¯dº�¤�¯5¤�µ·��£�­7§ ¿9��µ,�M��¤ª¥É d§ ¥,£�¯�´�µ·�5£�¿9£�°? dÂ
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4.4. Discussion.

Þ���£ò­·£5 d£���­�¨$��¥=§� ]¨$©5 d `£�¥²§�¤!µ½�5§� z¨����M«�µ½£5­� O£�µ�¯�©�µkµ¾¯�¥,£�µ·£5­Z¸@§?¤�£ò§ ´ ä ¨$�
	�Ñ!��¤�¥ ä ¨$�
	ñÑ
-
ÛªÌ�Ãm§? 

«5­·¯s¥,©�¨�£ª¥ú§?¤ �����d���o�
(pT7G4- å âmï�ÜÍ�5¤d¥ �����O�5�?�

(pIVEXG4- å âmï�Ü�«5¯� d `£M d O£ª¥ ämå�æ�æ Ã��¨Oµ·§ ®$§ µÝ±5Â �9©5­�µ½�5£5­Z¸@¯�­Z£MÆ
¯5«sµ½§?¸�§� O�ªµ·§�¯�¤ô¯�´ ä ¨$�
	�Ñ¢��¤ª¥ ä ¨S�
	!Ñ
-
ÛªÌ$Ã�§� ü«�­7¯ª¥9©�¨Oµ·§o¯5¤ô§�¤³���¶�`�5���

(pT7G4- å âmï�ÜJ��¤ª¥Ë���5�`�5�o� (pIVEXG4- å âmï�ÜMº!�� �µ·¯@¡5£�¯5«sµ½§?¸@§o d£d¥JÂ

4.4.1. ��®"¯±¯m�²3���4 :;�9: 4a­ËG
��EM6�476=8XG9<ÚGy�9Gy�5>9<;­ �98XGMB����ª6�B²�$�ª3���*
39ACB��$�ª3��$* -6xHis.

øÚ¤ µ·�5§o � ]µ¾©�¥5±$Æ ä ¨��
	!Ñ�«5­Z¯ª¥=©s¨$£ª¥²§o¤ò���H�O�5���
(pT7G4- å â�ï�Ü� O��¯dº�£ª¥ ämå�æ�æ ÃÒ�s¨dµ½§ ®�§ µÝ±5ÆJ¡M©ªµJµ¾�5£��¥�¥9§ µ¾§o¯M¤�¯ª´�� å -

µ·£�­7¸�§�¤5��°$Ã�§� 
-
µ·�d¿ü­7£M `©5° µ½£�¥D§o¤�µ��M£É°o¯5 d �¯ª´ ämå,æ�æ Ã¬��¨Oµ·§ ®�§ µU±5Âüøë¤É O¯M¸�£@¨$�5 `£M µ·��£È©� O£ ¯s´¬«5­7¯ªµ¾£�§�¤Êµ·��¿J  ����®$£ý¡�£M£�¤ ´�¯M©�¤ª¥ýµ·¯ §?¤�µ½£5­�´¾£�­7£úº
§ µ½�Êµ·�5£ ´¾©�¤�¨dµ¾§o¯M¤ ¯s´Çµ½�5£

hete
­·¯5°�¯ª¿=¯�©M d° ± £�ÌS«5­Z£5 O O£�¥È«�­7¯sµ�£M§�¤� dÂ �9¯5­D£�Ì$�5¸�«5°?£�Æ�� �ª±ª¥,�5¤ªµ·¯�§�¤ ­7�s¨S£5¸��� d£à´½­7¯5¸ iÅ�

Økjml7ÖknO�OÖ
é�n@â�ï�û �
¨dÔ�¨¼«5­·¯s¥=©ª¨�£ª¥òº�§ µ·�ò� å -
µ¾£�­·¸@§o¤M�5°MÃ�§� 

-
µ¾��¿²­7£5 `©M° µ½£�¥ó§?¤¼�!¨S¯5¸�«M°�£ªµ¾£�°�¯� d �¯�´

­7�ª¨$£M¸��5 O£���¨dµ¾§ ®$§ µU±'ÏoÕÒ§�£5 O£@ÖJ×OØ5�?�ÝÆ�í�îMî�î�Ü7Â!Þ���£�«5©�­7§ ´½§ ¨��sµ½§?¯�¤�¯�´����5£�µ½£M­·¯5°[¯�¿9¯�©M O° ±'«�­7¯d¥9©ª¨�£d¥�â
-

ämå,æ�æ Ã º�§ µ¾� �5¤ ä -
µ¾£5­Z¸@§o¤5�M°!Ãm§� 

-
µ·�ª¿ ���M ¬¡�£M£�¤á«�£�­�´¾¯�­7¸�£s¥ ¡�£ª´¾¯�­7£ Ï7Ãm d©àÖ=×�ØM���ÚÙ¦ÑdÓ5Ó�Ó9é

ï��5­7£�£5¤þÖ9×¶Ø5�o�ÚÙ�í�îMî,Ñ��5Ü¼��¤ª¥ÿº!�M ç¤�¯sµ�­Z£�«5¯�­�µ·£d¥¬µ·¯
��´ë´½£�¨dµ ä�å�æ�æ ÃÈ�ª¨dµ½§ ®�§ µÝ±�¥=£ªµ·­7§�¸@£5¤ªµ¾��°�° ±
Ï7ï��5­·£M£�¤�Ö9×ªØ����ëÙ

2001a).

Þ���£�­Z£ó��­7£²¤�¯²­7£�«M¯�­�µ· É¯ª´�µ½�5£²�5£ªµ·£5­·¯5°�¯ª¿=¯�©5 É«M­·¯�¥,©s¨dµ½§?¯�¤²¯�´z�²â
- ä�å�æ�æ ÃÒº
§ µ·�D� å -ter

¸�§?¤��5°
His-

µ½��¿9Æ9��¯dº
£ª®$£�­7Æ=�Ë hµ·©�¥�±�º!��£M­7£É��â
-
�ª±d¥=��¤�µ¾¯�§�¤5�� O£�º!�5 
´¾©5 O£�¥�µ·¯�µ·��£ å -

µ½£5­7¸�§�¤��5°�¯�´���â
-

ämå,æ�æ Ã¢µ¾¯!´½¯5­7¸ �ò¡5§
-́
½©5¤s¨Oµ¾§?¯�¤5��°C£�¤ªùd±�¸�£!¥=§ ¥¦¤�¯�µ�­7£� O©�° µ�§�¤!µ·��£�°o¯5 d  ¯ª´ ä�å�æ�æ ÃÁ�s¨dµ½§ ®�§ µÝ±¼Ï ö §?¸Ö9×MØ5�?�=í5î5î�îM��Æë¡5ÜZÆMº!��§ ¨$�Ë O©�¿�¿9£5 hµ· �µ¾�5�ªµHµ½�M£ñ´½©5 O§�¯5¤Ë¯�´p�¼Ã�§� 

-
µ¾��¿Ëµ·¯ñµ½�5£ å -

µ·£5­7¸�§�¤��5°�£�¤ª¥¼º�¯5©�° ¥
¤5¯�µ=�ª´ë´¾£ª¨dµ ä�å�æ�æ ÃÇ��¨dµ¾§ ®�§ µU±�£�§ µ¾�5£�­7Â

4.4.2.
� �M4F:~��: >53M4F:ëGHA�G���E�6M4Z6=8 GJ<ÚG��HGy�5>��H8;GMB����s4 :ÝGHAÉG����$�d3���*5I

Þ���£ò¯�«sµ¾§?¸�§� `��µ·§�¯�¤�¯�´�«5­Z¯�¥=©ª¨dµ·§�¯�¤ò¯ª´�£5¤dùd±5¸'�sµ½§ ¨$��°�° ±¼�ª¨dµ·§ ®�£ò��¤�¥¦ `¯5°?©�¡5°�£ ä ¨$�
	�Ñmº!�M  «�©5­7 `©M£d¥9Â
ø µ����M ñ¡5£�£5¤' O©ª¿�¿J£5 hµ¾£ª¥òµ·���sµ

N-carbamoyl-
�5¸�§?¤�¯'�s¨$§ ¥9 dÆOµ��M£' O©�¡M hµ¾­7�ªµ¾£�¯s´ ä�å�æ�æ Ã� OÆ$�5��®S£'�°�¯ªºá«�£5­7¸�£5��¡M§�°o§ µÝ±�µ¾�5­·¯M©d¿9��¨S£5°o°M¸�£5¸�¡�­Z�5¤5£� �Ï «
°[§ ®�§�£�­Z§CÖ=×MØ����ëÆ�ÑdÓ5ì=Ñ5é
�5£�£òÖ=×MØ5���ÚÙ�Ñ�Ó�Ó5ÓJé5õ���­7Ð�Ö9×

Ø5�?�ÝÙ9í�îMî�î5Ü7Æ�º��M§ ¨S�Ä­7£M `©�° µ¾ �§?¤�°o¯�º ämå,æ�æ Ã»��¨dµ¾§ ®$§ µU±5Æ=�5 
µ·��£¼ `©5¡� ]µ·­·�sµ¾£�§� '¤�¯sµ=´¾­7£�£M° ±��ª®��5§o°��5¡�°o£µ·¯�µ¾�5£�£�¤ªùO±5¸'£MÂÇï�¯�µ¾��£@´�§?­7 ]µ�¨�¯M©�­7 O£Í¯�´��ª¨dµ·§�¯�¤�µ·¯�§o¤s¨$­Z£��5 O£@µ¾��£��s¨Oµ¾§ ®�§ µë±¦¯ª´ ä ¨$��	�Ñ
º!�� !µ·��£
©5 O£¼¯ª´� O¯5¤5§ ¨S��µ¾§�¯�¤ñµ¾¯Ë° ±$ d£ µ·��£ñ¨�£�°�°? @§o¤�º
��§ ¨�� µ¾�M£�£�¤�ùd±$¸@£ º��5 �«M­Z¯ª¥=©ª¨�£ª¥9ÆCµ¾��£�­Z£5¡d±Ë��°�°�¯dº�§�¤d¿
µ·��£ÿ£�¤ªùO±5¸'£�µ·¯Á¨S¯5¸@£á§?¤�µ½¯�¨$¯�¤sµ��s¨Oµ�º�§ µ·�ôµ¾��£á d©M¡� ]µ·­·��µ·£à¸�¯M­Z£à­Z£5�ª¥,§?° ±5ÂßÞp�5§? Ò��«5«5­Z¯��ª¨��
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­7£� O©M° µ·£ª¥�§o¤'�5¤'§�¤s¨S­7£��� O£'§?¤ ämå�æ�æ ÃÇ��¨dµ¾§ ®�§ µÝ±�¯�´�¸�¯M­7£
µ¾����¤'�
µ·��§�­�¥�º!��£�¤�¨$¯5¸�«��M­Z£d¥�µ·¯
µ¾�5�ªµ�¯�´º��M¯�°o£z¨S£M°�°� �Ï �9§ ¿=©5­Z£�Ô9Âëí�Ü7Â

æ ¤5¯sµ½�5£5­�´¾�s¨Oµ¾¯M­�µ½�5�ªµ�º!�� �µ½�M¯�©ª¿9�ªµ�µ¾¯À��´Ú´½£�¨dµ�µ·�5£ ä�å�æ�æ Ã �d¨dµ·§ ®$§ µë±Ç¯s´�µ¾�5£ ä ¨$�
	�Ñ�«5­·¯�¥9©ª¨$£ª¥
º��M !µ¾�5£� O¯M°o©�¡M§o°o§ µU±Í¯s´�µ¾�C£Í«5­Z¯�µ¾£M§[¤5Æ,�5 �µ½�M£�§[¤M d¯�°o©M¡�°o£É¤��sµ¾©�­7£�¯�´m�M£�µ½£5­7¯�°�¯�¿,¯5©M `° ±Í«5­Z¯�¥,©s¨S£�¥Àâ

-

ämå,æ�æ Ãpo� 
���M �¡M£�£5¤�­·£5«5¯�­�µ·£d¥É§�¤zµ½�5£�«5�� ]µ,Ï7è�©5 `¯M¤@Ö9×OØM���ÚÙ�ÑªÓ�Ó5Û=é�ê!­7§ ´��M¤�µ·§[¤5§OÖJ×dØ5�?�ëÙ�ÑdÓ5Ó5ì=é å �5��¯Ö9×MØ��?�ÝÙ�ÑdÓMÓ�Ó=éCÃÅ§?°� @Ö9×5Ø5�?�,íMî�î9Ñ5é5ï��M­·£�£�¤òÖ=×MØ����ÚÙ=í�î�î9Ñ���Ü7Â�Õç§ µ·�Ë�5£sµ½£5­7¯�°�¯ª¿=¯�©M �£�ÌS«5­Z£5 d d§[¯5¤MÆ=§ µp§? 
¡5£5°o§�£s®S£ª¥Ëµ·���sµ9µ·�5£Ë­7��µ½£�¯�´p£�Ì�«5­Z£5 O d§�¯�¤��5¤�¥D«�­7¯sµ�£M§�¤�«M­Z¯d¥9©s¨Oµ¾§�¯�¤�«M°o�d±� ��¼­Z¯5°o£¼§o¤ µ·��£C�=©��M°o§ µë±�¯�´
µ·��£À«�­Z¯sµ¾£�§�¤¹«�­7¯ª¥9©ª¨dµ��5¤d¥ç§ µ!§� Í `©5 O«�£s¨Oµ¾£ª¥Àµ½�M��µñ§ ´mµ·�5£À«�­7¯ªµ¾£5§o¤ü§� ó«�­Z¯ª¥J©d¨�£ª¥Àµ¾¯�¯À­Z�5«�§ ¥9° ±Íµ·��£
¨����5¤ª¨�£5 ¼¯s´�«5­·¯�µ·£�§�¤�¸�§� 

-́
¾¯5° ¥9§�¤ª¿¹�M¤d¥�¨$¯5¤5 `£E�=©�£�¤sµ¾° ±'µ¾�5£'´½¯M­7¸��ªµ·§�¯�¤É¯�´�§[¤M d¯�°o©5¡�°o£É�d¿�¿9­Z£�¿,�sµ½£M 

�5­·£�§?¤ª¨�­Z£��M O£ª¥ÉÏ7ÃÅ¯s¨�Ð`¤5£d±�Æ=ÑªÓ�Ó�Ô9ÜZÂ

øÚ¤ µ·�5§o   ]µ¾©ª¥�±�Æ'µ¾��£ Þ�¨ 	 ä,æ «5¯�° ±�¸�£�­Z�5 `£Ê«�­Z¯5¸�¯sµ½£M­�º��5 ã©� d£�¥ú´¾¯�­Éµ·��£Î�5£sµ�£M­7¯�°�¯�¿,¯5©5 
£�Ì$«5­7£� d d§[¯5¤á¯s´ é��dØgë¬ì � ø µ�§� À¨$¯5¸�¸�¯5¤M° ±áÐO¤�¯dº
¤Òµ¾���sµ�µ¾�5£á�?Ø5�þ«5­Z¯�¸@¯ªµ·£5­Ë­Z£ª¿=©5°o��µ¾§�¤�¿áµ·��£
£�Ì$«5­7£� d d§[¯5¤Ë¯�´9µ·�5£ Þ�¨ 	 ä,æ «5¯�° ±�¸�£5­·�5 `£ò§� rq7°�£��5Ðe±ms�­7£� O©5° µ·§o¤d¿ó§�¤Ë°?¯dº

-
°o£ª®$£5°5£�Ì$«�­Z£5 O d§?¯�¤¼¯�´9µ¾�5£

¿9£�¤5£¬¯s´Ë§?¤�µ·£�­Z£5 hµò¡5£s´½¯5­·£¹µ·��£Ò£ªÌ$«�­Z£M O d§o¯�¤»¯�´�ÞQ¨ç	 ä�æ «5¯�° ±�¸�£�­Z�5 `£ç§[ ³§�¤s¥,©�¨S£s¥ Ï7è��5¤�£ª±dÌ�Æ
Ñ�Ó�Ó5Ó�Ü7ÂÒÃm£�­Z£ó§ µpº
�� É¯5¡5 O£�­�®�£�¥²µ½�5�sµ�µ¾��§� �º!��  µ½�M£¼¨$�5 O£¼´¾¯�­,µ¾��£¢£sÌ�«�­7£� d O§?¯5¤²¯�´

ncaR1
��¤d¥

º��M �­Z£�«5¯5­�µ½£�¥'´½¯5­9�5¤5¯ªµ¾��£M­=â
- ä�å�æ�æ Ã³¡5£�§o¤ª¿É£ªÌ$«�­7£5 O d£d¥Í©M¤ª¥=£5­�µ·��£
¨$¯M¤dµ·­7¯�°b¯s´��
Þ�¨'«5­·¯5¸�¯sµ½£M­

Ï7ï��5­·£M£�¤çÖJ×�Ø5�?�ÝÙ�í�î�î=Ñ�¡�Ü7ÂúÞp¯Á§�¸�«�­7¯s®S£üµ¾�5£Ò O¯5°�©�¡�§�°�§ µU±Ò¯ª´�µ¾�5£ ä ¨$�
	�Ñ¹¡5£5§o¤�¿ «5­·¯�¥9©ª¨�£d¥ ¡�±
decr

£��5 O§�¤�¿Éµ·��£�­7��µ½£É��µ=º���§ ¨S�êé��OØ�ë¬ì�º��M '¡�£5§?¤d¿D£�Ì�«�­7£� d d£d¥9Æ�µ·��£tq7°�£5��Ðh±:sp¤M��µ½©5­7£É¯ª´,µ¾�M£���Ø5�
«5­·¯M¸�¯�µ·£�­5¨S¯�¤�µ·­7¯�°?°�§[¤s¿'µ¾��£�Þ�¨ 	 ä,æ «M¯�° ±�¸�£5­Z�5 `£!º��� mµ¾�MÐ`£�¤'�ª¥5®S�5¤�µ½�s¿,£�¯�´½Æ���¤�¥'µ½�5£�°?¯dº -

°�£�®$£�°
£�Ì$«5­7£� d d§[¯5¤ç¯�´ûé5�OØ�ëíìÉ§�¤Á©�¤�§�¤�¥,©s¨$£ª¥ç¨�£�°�°� ¦º
�� �¨$¯5¸�«5�M­·£�¥çµ¾¯üµ·�5£ç¤5¯�­7¸��M°�£ªÌ�«�­7£M O O§�¯�¤Á¯ª´
é5�OØ�ëCìp§[¤�§?¤d¥=©�¨�£d¥�¨$£5°�°� `Â

ø µSº!�M Å´¾¯M©�¤ª¥'µ¾���sµ ä ¨��
	�Ñ�«5­Z¯d¥9©s¨S£�¥¦¡�£s´�¯M­Z£'§�¤d¥9©ª¨dµ·§o¯5¤'«�¯5 d O£M d `£ª¥ ämå,æ�æ Ã���¨Oµ·§ ®$§ µÝ±5Æ$¡�©�µ�¯�¤�° ±��µpí5îE´ß¯�´=µ·����µp¯5¡sµ½�5§�¤�£�¥D��´Ýµ·£5­HÔ¢��¯�©5­7 �º!§ µ·��§�¤d¥9©s¨Oµ¾§�¯�¤5Â æ µ�Ñ��5¯�©5­7Æ=�5¤É§?¤ª¨�­7£��M `£�§�¤ ämå�æ�æ Ã��¨Oµ·§ ®$§ µÝ±Éº��5 É¯�¡M O£�­�®�£d¥D´½¯5­Å¡5¯ªµ·��µ¾��£D§�¤ª¥=©s¨$£ª¥ç��¤s¥Ò©5¤�§�¤�¥,©�¨�£ª¥¢¨$£�°�°? Í��¤�¥D®$£5­Ú±ü°?§ µÚµ¾°o£ ä ¨S�
	�Ñ
º��M !¯5¡5 O£�­�®$£�¥É§o¤�µ·�5£@ `¯�°?©�¡�°?£�´½­Z�s¨dµ½§?¯�¤� �¨$¯5¸�«5��­Z£�¥@µ·¯�µ¾��¯5 O£@§?¤�µ½�M£@§o¤� O¯5°o©5¡5°o£�´¾­7�ª¨dµ·§�¯�¤M OÂ

æ µÉ´¾¯5©5­²��¯�©�­7  «�¯5 ]µü§o¤�¥,©s¨dµ½§?¯�¤�Æ µ��M£àµ½¯sµ��M° äÅå,æ�æ Ã �ª¨dµ·§ ®$§ µë±à´�¯M­D¡�¯ªµ·�
µ¾��£ §o¤�¥9©ª¨$£ª¥È�5¤d¥
©5¤5§o¤d¥J©�¨S£ª¥�¨�£5°�°� mº��M � d§�¸�§�°?��­7Â�è�¯�µ·��«�¯M d `£5 O O£ª¥Í�M§ ¿,�M£�­ ä�å�æ�æ ÃÇ��¨Oµ·§ ®$§ µë±!µ¾�5�5¤'��µ�Ñ
��¯�©M­=«5¯� ]µ
induction

�5¤ª¥
SDS-

õ æ ê��Á�5¤5��° ±� O§� � `�5¯dº�£d¥Íµ½�M��µ�µ��M£ó�M¸�¯5©�¤sµm¯ª´ ä ¨��
	!Ñ�«5­7¯ª¥,©s¨$£ª¥À§[¤'µ·��£
§�¤s¥,©�¨S£s¥
��¤ª¥þ©�¤5§o¤�¥,©s¨�£d¥�¨�£�°?°� Éº��5 ü d§?¸�§�°��M­ZÆ�µ·��£�¸��?ÖÝ¯5­·§ µÝ±ô¯ª´zº���§ ¨$�Dº!�M À§?¤²µ·��£�§�¤M `¯5°[©M¡�°�£
´¾­Z��¨dµ¾§�¯5¤MÆdµ·��©5 �§ µ9��«�«�£5��­Z£s¥@µ¾����µ,§?¤ª¥,©s¨dµ½§?¯�¤
º!§ µ½�@øÚõHÞ�ê»¸�§ ¿J��µ,¡M£@©�¤�¤M£ª¨$£� O O�M­�±�Â
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Þ���£¦ `¯5°[©M¡�§o°?§ µë±¢��¤ª¥��s¨dµ½§ ®�§ µÝ±²¯ª´z�M£�µ·£�­Z¯�°�¯�¿,¯5©� d° ±¢«5­·¯�¥=©�¨�£d¥ ä ¨S��	ñÑ�º��5 �§�¸�«�­7¯s®S£�¥ó´½©M­�µ¾�5£�­Å¡�±
°�¯ªº!£�­7§�¤�¿�µ¾��£ñµ�£M¸�«5£�­Z�sµ�©M­·£Ë©� O£�¥Ë´½¯5­Hµ·��£ñ¿=­Z¯dº�µ¾�Ë¯�´=µ½�M£�¨�£5°�°o dÂ¢âm£�¨�­·£5�� d§�¤�¿Ëµ½�5£�µ¾£�¸�«�£5­·��µ·©�­7£
�5�5 Á¡�£5£5¤à£M¸�«�°�¯�±�£d¥ ­·£�¿,©M°o��­7° ±Áµ¾¯þ­·£�¥=©�¨S£³µ¾��£ÿ«5­Z¯�¥,©s¨dµ½§�¯5¤
¯s´É§�¤5 O¯5°[©5¡M°[£þ«�­7¯�µ½£5§?¤5 À¥=©5­7§�¤d¿
�5£�µ½£M­·¯5°�¯ª¿=¯�©M þ«�­7¯�¥,©�¨Oµ·§o¯M¤ Ï7ï�©�­7£5Ð¬Ö9×�Ø5�?�ÝÙ¦ÑsÓ�Ó=ÑMé�è��5¤�£�±ªÌ Ö9×
Ø5���ëÙ¦ÑªÓ�Ó9Ñ5é�Ãm¯�¨$Ðd¤�£�±�ÆÍÑªÓ�ÓªÔpé
ä ±ª¿J���5­�¥9ÆÀíMî�î,ÑsÜô��¤�¥ § µÁ�5�� Ê¡�£5£�¤  `�5¯dº�¤ µ·¯È¡5£È d©ª¨d¨S£M d h´¾©�°'º���£�¤È�5«�«M°�§[£�¥Äµ¾¯ µ·��£
�5£�µ½£M­·¯5°�¯ª¿=¯�©M ò«�­Z¯�¥=©�¨Oµ·§o¯�¤�¯�´ ä�å�æ�æ Ãuo? �ÏZè�©� O¯�¤�Ö9×$Ø��?�ëÙmÑ�Ó�Ó5Û=é�ê!­7§ ´¾��¤sµ¾§o¤5§$Ö9×�Ø����ÚÙmÑªÓ5Ó�ì9é å �5§�£�¤Ö9×�Ø5�?�ÝÙ'ÑªÓ5Ó�ì9é å ���5¯ÒÖJ×�Ø5�?�ÝÆ�í5î�î�î9é�ï���­7£�£�¤çÖ9×�Ø5���ÚÙ�íMî�î9ÑªÜ7Â øÚ¤Àµ·��§? ¹ hµ¾©s¥�±¹¥=£s¨$­Z£��5 O§?¤ª¿Òµ·��£
µ·£�¸@«�£M­Z�ªµ·©�­Z£�´½­7¯5¸ �
¨

° å µ½¯w��î
° å ­Z£M `©5° µ¾£ª¥»§�¤Ç�5¤Ç�5°?¸�¯� ]µ!�Íµëº�¯

-́
¾¯M° ¥¬§�¤ª¨�­·£M�5 `£Ç¯�´ ä�å�æ�æ Ã

activity
��¤s¥��5¤@§o¤�¨�­Z£��5 `£�§?¤@ `¯5°�©�¡5§o°?§ µë±'¯s´ ä ¨$��	!Ñ�º��M !¯5¡� d£�­�®�£�¥É¡d±@ï�â�ï

-
õ æ ê¬�¢�M¤��5° ±� O§� dÂ
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i >64jEF4'"%46('E�9�>k;l4'"m9�EK,Gn64A;o,).p*f>',D"q*C>648"r,)"s0t$+97c6"B4B;o$7.u*f>74v,)"%$'&)(A*f,)$7.j(6.A;w4+`:b'EF46"B"%,)$'.x$+0
>B@A;<(6.1*C$6,).y>B@A;lEK$'& @6"%,D.B2z48.AH%@6I�4'"{0CEK$6IpLNM|O)P8QdR6T#U6WBX)R6Y'Z RU-}N_�~3�^(8.B;yLNM|ODP6Q[R'T�U6WBX)R6Y'Z RU-

OR.

5.1. � ������������� � �����������|�����������
����� ���3����� ������� ���3���������l������� �������l���3�
������� �/���������������� F�3¡ ¢

RU-AE01.

! *£>'(6"yn74648.¤"r>8$B¥�.¦*C>6(A*�*f>'4¦234'.'46"�4'.19:$1;l,).12z*C>'4¤>A@B;<('.A*C$',G.§>A@A;3EF$'& @6"%,G.12¤2l4'.646"y$A0£"%$'I�4
n'(19B*t48EK,G(¨(7EK4¨(6"B"%$197,G(1*C4B;©,D.^2<47.'4�9�&)c8"ª*t48EK"[$'.�*->'4^2546.7$8I�4¨«=¬­(1*C(8n64¨R<O®U'¯DM�°|�A±'±6²6(8³Vn5´m¬­,G48"A4
R<O®U'¯)M#°5²6~7~5�A(6³#n<´®µ¶,D&G"SRlO·U'¯DM¸³�²6~6~<�A¹Kh�º�EF41»�,G$8c6"B& @6³®*f>64^2<46.74¦4'.A97$A;<,G.A2§(7. N-carbamoyl- (8I�,).7$
(19�, ;¼(6Id, ;5$6>B@A;lEF$'&G(8"%4½¥�('"j,D"%$'&G(1*C41;¾0CEK$6I (½2l4'.6$6Id, 9w¿�À�} &),Gn'EF(6E�@¾$A0/L£Á'ÂFÃ6Ä'U6W7O R7ÂKX)P6Q
O P7QSR6T�U'W%X)R'Y6Z RU-}£_�~l�^«Kµ�(7EKEf48EF(6³ac'.6b6c6n'&),D"r>'4B;§EF4'"rc'& *C"%¹Kh�À¶c+97&=46$1*C, ;34¦"r4+Ålc64'.A9�4Æ(8.7('& @6"%,)"d$10
*f>64jEf412<,)$7.xc'b8"m*-EK46('I $A0Æ*C>'4 N-carbamoyl- (6Id,G.'$x(197, ;w('I�, ;l$'>B@A;<Ef$'&)('"%4x$10�*f>6,D"
"m*fEK(6,).
EK4A»�48(6&G41;Ç(d0-EK(A2<I�4'.1*�$10�(6.�$8b74'.�EF46(A;<,).A2�0CEK(7I�4d*C>8(A*397$7EKEF46"Bb'$6.A;<"�*C$�*C>64/È6É�EK412l,G$8.©$+0�*->'4
2<46.'4�47.+97$B;<,).A2/(d¿ - >1@%;<(7.+*C$',G.7(8"B4d«Fµ¶(6E�*f&)41@7³6c7.8b7c'n'&G,)"%>'4A;/EK4'"rc8& *f"%¹Kh
Ê ,).+974Æ*->'4Æ2<46.646"�46.A97$1;l,).12¤*->'4?>A@A;l(7.+*-$8,G.6(8"%4Ë(8.A;ÌÀ¶Í�}�}NµÎ$A0�LNMÏODP'Q[R6T#U'WrX)R'Y6Z RU-AE ~l�
('Ef4�&),G.'ÐB4B;Ñ$6.¨*C>64¦2<47.'$6Id46³:*f>74�Ef4 - ,G"%$8&=(1*f,G$'.¤$10�*C>84§À�Í�}|}£µ
$6.©(§&D(7E�2l4©47.8$7c12l>¨0-EK(A2lI[46.1*
0CEF$'Iv*f>'4d2<47.'$6I�, 9©¿�À�}
&D,Gn'EF('E�@J9:$'c'& ;Ç>8(A»�4©(8&G&)$A¥�4A;/0C$6E5*C>64/"%,)I�c'& *t(8.646$'c6"¨,)"r$8&G(A*f,)$'.�$+0�*f>64
>B@A;<(6.1*C$6,).'(6"%48hye5c6E�*f>74'EfId$'EK4'³:$+*->'46E'234'.64'"Ò46.197$A;<,=.12�b'Ef$+*C48,=.'"�,G.1»�$6& »�4A;�,G.
*C>64J>1@A;3EF$6& @6"B,G"Ò$10
>B@A;<(6.1*C$6,).'"%³£"Bc+9�>s('"Æ*C>64s>A@B;<(7.1*C$6,D.sEF(A9�46Id('"%4s(6.A;Ñ*C>64s>A@A;3('.A*f$',=.sb847EKI�4'(8"r4sI�(A@s(6&G"B$
>'(1»�4?n64646.z,)"B$6&G(+*-41;<h i $z(19:>8,G4A»74Æ*->',)"%³�(�2<47.'4z&),Gn6EK(6E�@Ó$10 LNMÏODP'Q[R6T#U'W%X)R'Y6Z RU-}£_|~l�[¥Ò(8"
"ª9�EK4748.64A;Ç¥�, *C>Ç(Ñ¿�À�}Ôb'EK$7n84�97$7.'"B,D"m*C,).B2u$10¶*f>84�2l47.84Ó47.19:$+;l,G.12Ç*C>'4 N-carbamoyl- (8I�,).7$
(19�, ;�('I�, ;<$6>A@A;lEF$6&G(8"%4Ï0tEK$8I­*C>',D"�"ª*fEF(',).6h

À¶c+97&=4'$+*C, ;l4?"%4AÅlc'47.19�4/¥�(6"�2346.847EK(A*C41;Ë0CEK$6IÕ*->84ÓÈ'É�('.B;�Ö'É�Ef4+2<,=$'.6"�$10�*#¥�$�2<46.'$'I�, 9Ñ¿�À�}
,).8"%46E�*f"Ï*->8(1*<¥�47EK4Æ"B>'$B¥�.S*C$yb'$6"B"r48"B"d>6$6I�$8&G$A2'@S*-$Ò*->'4Æ¿�À3}kb6EK$6n64'h§À�cA97&)46$1*f, ;<4Æ"B4AÅlc64'.19:4
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('.6('& @6"B,D"w"%>6$1¥Ò4A;×*C>'(1*kn'$+*->¼$10Ñ*f>'4'"B4¾2l4'.6$6Id, 9Ø¿¶À3} 0CEK(A2<I�4'.A*f"w"B>6('EK4A; .8c19:&)4'$A*f, ;34
"B4AÅ<c646.+9:4 >7$8I�$'&G$126@ *C$�*f>'4 "%(8I�4 Ef412l,G$8. $10½*f>64ÙLNMÔODP6Q[R'T�U6WBXDR7Y'Z Í¶È7Ú�97,DE�9:c'&G('E
97>6EF$8I�$'"%$'I�48h½µ¶$B¥�4+»:4'EF³ ('.7('& @7"B,)"§$+0�*C>'4Ë$6b'46.ËEK47(A;<,).A2?0-EK('I�48"§$10�*C>8,)"�EF4123,D$7.Ë$10�*f>'4�LNM
O P7QSR6T�U'W%X)R'Y6ZÇÍ¶È6ÚË97,GE�9�c'&)(6EÏ97>6EK$'I�$'"r$8I�4Ë;l, ;½.'$1*�Ef4+»�46('&�(7.B@Ë234'.'46"Ñ48.19:$1;l,).A2Î4'.BHB@7Id4'"
,).+»�$6& »741;Û,=.x*C>84Ü>A@B;<EF$6& @7"%,D"Õ$10�>A@A;l(6.A*f$',G.'"Bh e5c'E�*->'46E Ê $'cA*f>74'EF.Ýµ|@6n6EK, ;l,)"%(1*C,D$7.Þ$+0Ë*C>'4
EK4A9�$8I�n',G.'(7.1*©b8&=('"%Id, ;l"s9�('EKE#@6,G.+2j*C>648"%4v¿�À�}�,G.'"B4'E�*C"%³¨('.B;¾(­*C>',GE�;w"B41*§$+0§EK4A97$6I[n6,).'(7.1*
2<46.'$6Id, 9�¿¶À�}p&D,=n'EF('E�@�b6&G(8"BI�, ;l"d«�*C>'(1*ß(6&)"B$�"%>'$B¥�41;Ë>6$'I�$'&D$B26@d*f$[*C>64�¿�À�}pb8EF$6n64'¹a¥�, *C>[*f>74
¿¶À3}jb6EK$'n74Æ¥�('"/b646E�0C$'EFI[4A;<h i >8,)"/"r>8$B¥�4A;z*f>'(+*à*->'4z¿�À�}vb'Ef$6n84Ëc8"%4A;¤0-$8EN"m97EK474'.6,).12z*f>74
2<46.'$6Id, 9©¿¶À�}p&),Gn8Ef('E#@¨¥�('"¨n',).A;l,G.12/*C$d*C>64d»�419r*f$'Eà¿¶À�}á,).J¥�>8, 9�>d*->'4�2l4'.'$6I�, 9©¿�À�}á&D,=n'EK(6E�@
¥Ò(8"Ó,G.'"B46E�*f4A;<h i >64�EK4'(6"B$7.¤0t$8EN*C>',)"�¥Ò('"Óc'.B;<4+*t48EKI�,).74+;<³
('"�*C>'4B@�"r>'(6EK4A;â.'$�"%4AÅlc847.19:4
>'$'Id$6&G$127@'hoµ¶$A¥�4A»746E�*->84s,)I�b'&G, 97(A*f,G$6.'"�¥�46EK4§*->'(+*£*C>',D"Ë¿�À�}¾b6EF$6n'4¤¥Ò('"z.6$1*S"Bc', *C(6n'&)4§0t$8E
"ª9�EK4748.',G.A2J*C>84Ò2l48.7$'I�, 9y¿�À�}�&),)n8Ef('E�@7h^}£"Ò(JEK48"rc'& *C³:,D"B$'&=(+*C,)$6.¨$+0�*C>'4J>1@%;<(6.1*C$6,D.6(6"%4
234'.64J(6.B;
$1*C>648E<4'.BHB@'IJ46"
,=.+»7$6& »�4A;�,G.Ï*f>74d>A@A;lEF$6& @6"%,D"Ò$+0�>1@A;l(6.A*f$',).
¥Ò('"�.6$+*3(19:>8,)4B»741;<h

5.2.
	�ã�ä������������ ������¡�����å�æ¨��� �

ncaR2.

!#.yn6(+9%*C4'EF,G('³ N-carbamoyl- ('I�,D.6$y(19:, ;¤(6I�, ;l$7>1@A;3EF$6&D('"r4y(+9%*C, »�, *�@�,)"[c6"Bc6('&)& @�46.A97$A;l4A;§nB@Æ$7.'4
4'.AHB@6I�4¤«=¬­,)4'"B4§R5OaU'¯)M#°à²'~'~l�B(8³�n<´r¬u(�*C(8n64�RlOaU6¯D°£�A±6±6²'(6³�n<´aµ�,)&G"¦RlO�U6¯)°�²6~'~3�+¹Khuµ¶$1¥Ò41»:48E�LNM
tumefaciens g�ç - è�gp>'(6"¨n'464'.�"%>'$B¥�.[*f$�b6$8"r"B46"B"�*V¥�$[2l47.846"B³lY'WrU<\Ò]�(8.B;ËY8W%Ul\�é8°:¥�>', 9:>
4'.19�$A;l4�*¸¥
$ N-carbamoyl-am ,).'$y(197, ;§('I�, ;3$'>A@A;lEf$'&D(6"%46"Ï¥�, *->¦c6.6, Å3c'4^;<4B;5c19:4A;§('I�,).'$y(19�, ;
"B4AÅ<c646.+9:4'"á«Kµ�(6E�*f&=4A@6³¦²'~7~5�A¹©(8.B;ob'Ef$8n7('n'& @j>'(A»�4k;<,D"m*C,).19%*©À¶Í3}�}NµÙ(19%*f, »7, *�@6h i >8,)"áI�(1@
(19%97$6c'.1*­0t$8E�*f>64êc'.6c7"Bc8(6& N-carbamoyl- ('I�,D.'$ê(A97, ; ('I�, ;l$'>B@A;3EK$'&=(8"B4 (19B*C, »�, *�@ $10­LNM
O P7QSR6T�U'W%X)R'Y6Z RU- è�gÑ«fµ�('E�*f&G4B@[RlO1U7¯)M#°��+±6±6Ú'¹Kh

O .'4¦$A0�*f>'4y$8n1ë�4+9B*-, »�46"S$A0�*C>8,G"^"ª*fcA;6@S¥�(8"Ï*C$¨4A`�b6EF48"%" ncaR1 (6.A; ncaR2 "r4'b7(8Ef(1*f46& @6³�(7.+;¨*t$
97$6I�b8('EF4Þ*C>64 N-carbamoyl- ('I�,).'$Ù(197, ; (6I�, ;l$'>1@B;lEf$'&)('"%4Û(A9B*f, »7, *V@Û$10Î4'(+9:>ì$A0�*C>'4'"r4
4'.AHB@6I�4'"%hzµN$A¥
4A»�46E�*->64Æb'&=(8"BI�, ;�9�$'.1*-(',).6,).12�*->'4d2547.6$'Id, 9�¿¶À3}p,).6"%4'E�*l*f>'(1*<9�(8EFEF,)4'" ncaR2

¥Ò(8"¶0C$6c'.1;J*f$Jb6$'"%"B4'"%"Ò(
;l, 0�0C4'EF4'.+*�.6c197&G46$+*-, ;<4J"r4+Å3c'46.19:4
¥Ò>847.
9�$6I[b6(6Ef4+;�*-$
*f>74J.'cA97&)46$1*f, ;<4
"B4AÅ<c646.+9:4Æ*f>7(+*ß¥�(6"/$'EK, 2l,).7(8&G& @?$7n+*C(',G.74+;q«Fµ�('E�*f&=4A@'³ß²6~'~3�+¹K³à(6.B;¤*f>74§$7b'46.¤EF47(1;<,G.A2¤0CEF('I�4¤$10
ncaR2 9�$6c'& ;w.'$A*§n84k0-$8c6.1;lh i >64vb'>646.6$8IJ4'.7$8.x$+0§b6&D('"BI�, ;wEK47(8EFEK(7.12l4'I�4'.1*C"B³J$7E�*f>74í &D$7$'b6,).A2Ø$'cA*fÉ�$+0qb8$A*C47.1*f,)('&G& @x*f$A`�, 9î2l46.846"î,).ÝEK4+9:$'I�n6,).'(7.+*qb8&)(6"BI�, ;<"ïI�(B@Ýb'EF$1»�, ;<4Ý(7.
41`�b8&G(7.8(1*C,G$7.Ï0-$'E®*C>'4d&)$8"r"�$10 ncaR2 0CEK$6I�*C>84db'&=(8"BI�, ;/$6.
¥
>7, 97>d, *�¥�('"�4'.19:$1;<4B;<h
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µ¶,D&)"�R<O6U'¯DM�«K²6~6~l�1¹à"B>7$1¥Ò41;�*->'(1*l*->84�>1@B;l(7.+*C$',G.�c+*-,D&),)"%,).A2/2547.74S9�&)c'"m*C48Eà$B0<LNÁ6ÂKÃ'Ä6U'W7ODR6ÂKX=P'QÕ"%b'h
!#ºk! - ð'ñl�^¥Ò(8"d0-&)('.8Ðr41;qnB@z(?b8c1*-(1*f, »74y*CEf(8.'"rb6$'"%(6"B4z('.B;Ì(zb'c+*t(+*C, »�4?EK46"B$'& »7(8"r4'³<¥Ò>8, 9�>Æ¥�46EF4
"BcA2'2l4'"ª*-4A;¨*-$¦n84yb6('E�*�$A0�(Ò*CEK('.8"%b6$6"%$'.Ò97(7EKE#@6,).B2¦*f>64¦>1@B;l(7.+*-$',).yc1*C,D&),)"%,).B2¦2547.64'"Bh�! 0ß(¨"%,DId,G&D('E
"ª9�4'.6('EK,G$©41`�,)"ª*f"y,).�L£M�O)P6QdR8T�U'WBXGR6Y8Z RU- è�g�³|, *¶,)"yb'$'"%"B,=n8&G4J*C>6(+*N(J*fEf('.6"Bb'$6"B, *-,)$6.©41»�46.+*NI�(1@
>'(1»�4ÌEf4'"rc'& *C4A;á,G.z*f>64s&=$'"%"?$10 ncaR2 0-EK$'Iò*f>74§L£MSODP'QdR'T#U6WBX=R'Y'Z RU- è�gÎ2547.7$8I�4'³ß¥�>6, 9�>
¥Ò$8c6& ;/4+`:b'&=(8,G.
¥Ò>1@Jº|Í¶gÑ('I�b'&G, 0C, 9�(1*f,G$8.�$10 ncaR2 0tEK$8I­*C>64ÏLNMlODP'QdR'TVU6W%X)R8Y6Z RU- è�g§2<4'.6$'I�4
c'"%,D.A2Ëb8EF,)I�4'EK"�"rb'419�, 0C, 9d0-$'E�*C>',D"
2l4'.74S0-(',D&)4B;z«KµN('E�*f&=41@'³3c6.'b6c'n6&),D"%>64B;zEF4'"rc'& *-"B¹KhzÍ¶$'.6"%4AÅ<c74'.+*-& @
*f>64[4A`�b8Ef4'"B"%,G$8.�$A0lY'WBU<\|é
97$6c'& ;�.'$A*ln'4db646E�0C$'EFId41;�,=.Ï*f>6,)"
"m*fcB;6@6h
i >64Ì2<46.'4á4'.+9:$B;<,D.B2 ncaR1 ¥Ò(8"q4A`�b6EF48"%"B4B;x,).pó|MSWBÃ8¯)Xß¥�, *C>Ì*f>64 i ñkg¶À3}ôb'$7& @'I�47EK('"r4
b'Ef$8I�$1*f46E¶('.A;Ì(¤b'EK$A*C46,G.¦97$7EKEK48"rb6$6.1;l,G.+2¤*C$¦*C>64¤4+`�b6419%*C41;sI�$6&D4A9�c6&)('ENId('"B"�$A0NÀ�97(6g��^¥Ò(8"
b'Ef$+;3c1974A;<h�e5c6E�*f>748EFId$'Ef4'³�(¨*CEfc8.19:(1*f,=$8.¤$+0 ncaR1 ¥�('"S97$'.6"ª*fEfc19B*C4A;l³�('.A;Ìc8"%4A;�*t$�b7EK$1;lc19:4
*f>64yb8EF$1*C46,G. ∆ À�97(8gÒ�1h©_|.AHB@6I�4¦(A9B*f, »7, *V@y('"%"%(B@7"[$+059�48&)&+0-EK4'4y4+`B*-EF(+9%*C"S$A0àEF4+97$6Idn6,D.6(6.+*|ó�M�W%Ã'¯)X
b'Ef$+;3c197,).A2�À�9:(8g^��('.A; ∆ À�9�('g���"%>6$B¥�4A;J*C>6(+*|À�97(8g^��b'$6"B"B46"B"r41; N-carbamoyl- ('I�,).6$J(19:, ;
('I�, ;l$6>1@B;lEf$'&D('"r4Ë(A9B*f, »7, *V@6³3¥�>',)&)4 ∆ À�97(6gÒ��;<, ;­.'$A*fh i >8,)"�b6EF$1»:4+;Ç*f>7(+* *f>64ËÀ¶Í�}|}Nµx(+9B*-, »�, *�@
¥Ò(8"�(8"Ò([EK4'"%c6& *<$A07*C>'4�b8EF$A;lc19B*C,D$7.d$103À�9�('gÒ�1h
i >64/$'b1*C,)I�,)"B(+*-,)$'./$103*f>'4/4A`7b8Ef4'"B"%,G$6.Æ$A0 ncaR1 ¥�('"Jb64'E�0-$'EKI�41;lh Ê *fc1;l,)4'"J>8(A»�4�"r>8$B¥�.[*C>6(1*
&)$A¥�46EK,).12¤*C>64y*C4'I�b847EK(A*Cc'Ef4¤c'"B4A;¤0C$'E�*C>74y2<EF$B¥ *t>¤$10à*f>'4¦9�46&D&)"�b8EF$A;3c+97,=.A2§*f>74 N-carbamoyl-

('I�,D.6$�(+9�, ;Î('I�, ;3$'>B@A;<Ef$'&D('"r4'"ÇEF41;lcA9�48"�*C>64�b6EF$+;3c19%*f,)$6.�$A0�,).'"B$'&=c8n'&=4­b8EF$A*f4',=.q(B2625EF4A23(+*C4'"
('.A;�,G.A97EF48(6"%46"¶*f>74¨(8I�$6c6.+*|$+0�(19B*C, »74J46.AH%@'IJ4J,).�*C>64�9747&D&)"Ò«Kõàc'"B$7.dR<O·U'¯GM#°|�+±6±6ðl´%ö
EK, 0C('.A*f,G.',·R<O
al., �A±'±6Ú<´�Í¶>',)46.§R5O�U6¯Gh#³N�1±'±7Ú'¹Fhq!�.¦*f>6,)"y"m*Cc+;7@6³a;<4A97EF46('"%,).12§*C>'4¦*f46Idb748Ef(1*fc6EF4J0tEK$8IÝÖ7ñ ° ÍÌ*-$
30° Íu,DI�b'EK$A»�4A;y*C>64Æ"B$6&Gc'n',G&), *¸@Æ$+0 À�97('g^�+³<('.A;?EF48"%c'& *-41;z,).Æ('&)I�$'"ª*à(^*V¥�$ -0-$'& ;¤,G.197Ef46('"B4Æ,G. N-

carbamoyl- ('I�,).'$d(19:, ;�(8I�, ;l$'>B@A;lEf$8&)(6"%4 activity.

5.3.
	�ã�ä������������ ��������ä ���·������������������� �

ncaR1-6xHis.

i >64/4+`�b6EF46"B"B,G$'./$+0 ncaR1-6xHis ,).Æó�MlWBÃ'¯GXB*-$Æb6EF$A;<c19�4/À39:('gÒ� - ðA`�µ¶,D"B³�¥�>', 9:>�b6$6"B"B4'"B"r4A;?(
C-*f4'EFId,D.7('& ð1`7µ¶,)"�*f(B2q¥�('"?b748E�0-$8EKI�4B;Ì*f$¤0-(197,G&D, *f(1*-4§*->'4qb'c7EK, 0C, 97(1*C,)$'.�$10[À�97(6g��+hÝ_�.BHB@'IJ4
(19%*f, »�, *V@v('"%"B(B@6"k"r>'$A¥�4B;½*f>6(1*©À�97(7g�� - ð1`�µ¶,D"Ì;5, ;w.'$1*§b'$'"%"%48"%" N-cabamoyl- ('I�,D.6$v(19:, ;
('I�, ;l$6>1@B;lEf$'&D('"r4¦(A9B*f, »7, *�@�³�('.A;©,)"Ï*f>6$6c123>+*�*f$yn64¦('"S(¦EF4'"rc8& *|$A0a*f>64¨(1;7;5, *f,)$'.y$+0a*C>'4¨ðA`7µN,D"£*f(B2
$'.{*f>74[Í -*-4'EKI�,).6c'"�$107*C>'4db'EF$1*C4',G.'h
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NcaR1- ð+`7µ¶,)"�¥�('"�b6c'Ef, 0f,)4+;�c7.1;l4'E<.'(1*C, »�4{9:$8.A;l, *-,D$6.'"�c'"%,).12�À¶, - À i }�(+0V0C,).8, *�@{9:>8EK$6I�(1*C$A2<EK(7b7>1@
"Bb6,D./9�$'&)c'I�.8"%³ (7.+;Ó¥�(6"/c6"%4A;?*f$?EK(6,)"r4?b6$'& @A9�&G$8.7('&3(6.1*f,)n7$1;l,)4'"�,=.?(zEF(6n'n6, *fhâµ�$B¥�4A»�46EK³<*f>74
"B46EFc8Ix,D"B$6&)(+*t4+;J0CEK$6Iu*->84JEK(7n6n8, *3(A0�*-48E3,DI�Idc6.',D"%(A*f,G$'.�¥Ò('"Ò"B>7$1¥Ò.�*f$Jb7$8"%"%4'"%"Ò(6.A*f,)n'$A;l,D46"¶*C>6(1*
¥Ò48EF4¾.'$1*Ó"%b64197, 0-, 9½0t$8EzÀ�9�('gÒ�Î$6E?À�9:('g�� - ðA`�µ�,)"½b7EK$A;lc19�41;Ü,=.îó�M�WBÃ6¯)X)h Ê ,G.+9�4Ô.7(1*f, »�4
b'c6EK, 0-, 97(1*C,)$'.Ñ9�$6.A;<, *C,)$'.6"z¥�46EF4ác8"B4B;k*f$kb7c'EF, 0¸@pÀ�97(6gÒ� - ð1`�µ�,D"%³Ò, *¦,)"qb6$6"%"B,)n6&)4Ñ*f>7(+*yb6EK$1*-4',=.8"
n'$6c'.B;á*f$âÀ�97(6g�� - ð+`:µ�,G"B³d"Bc19�>â(8"Ó97>7(8b646EF$8.74
b'EF$A*f4',G.'"B³
¥�46EK4�97$ - b6c6EK, 0-,D41;â¥�, *->âÀ397(6g^� -
6̀�µ�,)"%³6(6.1;�, *<,G" *-$Ï*f>648"r4[b6EF$1*C46,D.6" *->'(1*3('.A*f,)n7$1;l,G48"�,D.{*C>'4dEF(6n6n8, *7¥�4'Ef4Ï0-$'EKI�41;<h
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I- ð6ñl�§Ef48"Bc6& *C4A;p,).s(§*C$A*f('&à&)$8"%"Ë$+0dÀ�Í�}|}£µÕ(19%*f, »�, *V@'³Nb7EK$1»:,D.A2s*f>7(1*^À¶Í�}�}£µÕ(19%*f, »7, *�@s,)"z$6.6& @
4'.19�$A;l41;½nB@­$'.64­4'.BHB@�I�4�,D.Ë*C>6,)"Ó"m*CEK(6,G.8h¼!V.Ë*C>'4Ë97('"r4­$+0�LNM�O P6Q[R6T�U'WBXDR7Y'Z RU- è�g�³ *->'4
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>7, 9�>/(6EK4/b7EK$7b'$6"B4B;/*C$
n'4×.7$1»746&)³Ë$A0­À�97(7g�²×,).î*t>84¼('n6"%46.+9:4×$10uÀ�97(6gÒ�1h !�.¼(A;';<, *f,G$6.'³/*C>64Ü,)"%$6&)(1*C,)$6.×(7.1;
>'41*-48Ef$'&)$A2l$6c8"^4+`:b'EK46"B"r,)$'.J$A03Y'WBU<\�é�0-$'E'*C>'4�b7c'EK, 0C, 9�(1*f,)$6.�$10�À39�('gN²�,D"Ò"ª*C,D&G&%$A03,G.1*f46EF48"m*C³7"B$
*C>6(1*
*f>64[47.1HB@'IJ4{97>7('Ef(+9B*-4'EK,="ª*f, 97"�97('.dn74Ï9�$8I�b6(6EF41;�*-$[À�97('g^�+h

eac6E�*f>74'EKI�$'EF4'³'*->84/,G"%$8&=(1*f,G$8./$10l*f>74�>A@A;3('.A*f$',=.8('"r4d2547.64�$'E52l4'.74'"�4'.A9�$A;<,).A2Ë$1*C>648Eà46.BHB@'IJ4'"
,).+»�$6& »741;�,D./*f>'4?>A@A;3EF$'& @6"B,)"�$+0
>B@A;<(6.1*C$6,).Æ9:$8c'& ;q"ª*f,)&G&<n64?b8c7EK"Bc74+;<h i >6,D"�¥�$'c6& ;�EF41Ålc6,DEF4�*f>74
;<41»�46&G$8b'I�47.+*p$10p(¼.74A¥ ¿NÀ3} b6EK$6n'4o0t$8Eu"ª9�EK4748.',=.12ô*f>74o2l48.7$'I�, 9ì¿¶À3} &=,Dn'Ef('E�@7³s$8E
('& *-4'EK.7(1*f, »74'& @J*f>74�(6b6b'&), 9�(+*-,D$6.�$'El;34+»:4'&)$6b'I�46.1*�$10�(J9�$8I�b'&G4+*-4'& @©.64A¥ïId41*C>8$B;/0-$'Eß"ª97Ef4646.',).B2
*f>64Ñ2547.6$8I�, 9p¿¶À3}Ü&G,)n'Ef('E�@7h Ê 97EK474'.6,).12vI�41*C>6$+;l"§*C>6(1*¦>'(+»:4kn8474'.uc6"B4B;½n64A0C$'EF4u,).19:&DcA;l4
"ª9�EK4748.',G.A2Î*f>'4�2l4'.7$'I�, 9v¿¶À3}Û&),Dn6EF(6E�@�0-$8E�46.1HB@'IJ4Î(19B*C, »�, *�@6³�$7E[0C$'ES*C>'4Î('n',G&), *�@�*f$½c1*C,D&),)"r4
>B@A;<(6.1*C$6,).[(6"�(["%$'&G4d.8, *-EK$B2<4'.d"B$7c'E�9�48h

O .1974�Y8WBU3\�]�(6.+; ncaR2 >'(A»�4�n'4'47.�,D"r$'&)(1*-4+;3³7;<,DEf419%*f4A;Ñ4+»7$6&Gc+*-,)$'.d9:$6c6& ;Çn74�b'46E�0t$8EKI�41;Ñn1@
"B>6c+0¸0C&),D.12×*f>648"%4Ô2<47.'46"B³�*C$î2l46.'46EK(A*C4Ü(Õ234'.64Ü46.19:$1;<,).A2�(6.ÜÀ¶Í�}|}£µ ¥
, *f>×,)I�b'EK$A»�4A;
97>6('EK(A9B*C46EK,)"m*f, 97"%³l"Bc19:>�(6"J4'.'>7('.19�4A;?47.AH%@'IJ4�(A9%*f, »7, *�@/(6.+;Ë,DI�b'Ef$1»:4+;Ó$B`7, ;l(1*f, »:4�"ª*-('n',G&D, *�@�(7.1;
thermostabilit@6h i >7,)"£¥�$'c7& ;§EK46"%c6& *|,).y('.¦46.AH%@'IJ4�*f>7(+*a¥�$'c7& ;©>7(1»74¦,GI�b'EK$1»74B;§b'46E�0C$6EKI�('.A974
('"�(dn6,D$19:(1*C(6& @7"ª*70C$'E8*C>84�b6EK$A;lc19%*f,)$7.[$+0�(6Id,D.6$�(A9�, ;<"Bh
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¬�, *f>/EF4125('E#;<"�*f$/b6EF$A;<cB9B*f,)$6./$10�(6.1*f,)n6$1;3,D4'"�*f$�À397(6g^�+³7*f>'4�,)"r$'&)(A*f,)$6./$A0�À�97(8gÒ� - ð+`7µN,)"Jc6.1;348E
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$10àÀ�9�(8g�� - ð+`�µ�,G"[(7.+*C,Dn7$1;l,)4'"%h�¿N4'.6(1*Cc6EK,).A2¦9:$'.1;l, *C,D$6.'"{¥�,)&G&84'.'"rc'EF4Ò*C>6(1*�*->847EK4y('EF4¦.7$¦b6EK$1*-4',).'"
n'$6c'.B;©*f$¤À�97(7g�� - ð1`�µ¶,G"B³�('.1;¤¥Ò$8c'& ;Ñ46&),)I�,).8(A*C4Æ*f>64¨9�$ - b8c6EK, 0C, 9�(+*C,D$7.©$A0N$A*f>74'E�b6EF$A*f46,D.6"Bh i >'4
,)"%$8&G(A*f,)$'.Ó$10ÒÀ�9�(8g���(6.1*-,Dn6$A;5,=4'"¦¥�,D&)&|b'EK$A»�, ;34Ë(Çc'"%4+0tc8&:*f$6$'&�0t$8Eß*C>'4/;l4+*t4+9B*-,D$6.Ó$10�À�97(6g���$'E
$1*C>648E N-9:(8EFn6('I�$1@7&�('I�,).8$Ç(+9�, ;�(6Id, ;3$'>A@A;3EF$'&G(6"%4'"Bh i >'4B@/9�$6c8& ;�n74?c7"B4+;Ó*f$/Ålc'(7.1*f, 0�@/*C>64
41`�b'EK46"B"B,=$'.J$A0�À�9�('gÒ��,G.
L£M3O)P'Q[R'T�U6WBX=R8Y'Z^gNç - è�g�hye5c8E�*C>'46EKI�$'EF4'³:('.1*C,Gn'$A;<,=48"^EF(',)"B4B;�(123(',).6"ª*
À�97(8g^�©Id(B@s('&D"r$ÇEf46(A9%*Ò,)I�I�c8.'$A2l4'.6, 9�(8&G& @z¥�, *C>ÑÀ�97(7g�²6³N('.A;kI�(A@sb7EF$+»�, ;l4s(©*f$7$8&a0C$6E *->'4
;<41*-4+9%*C,D$7./$+03*f>',D"J46.1H%@7I�4[*f$'$6h?! * I�, 2l>A*à(7&D"B$�n'4/$10 ,).+*t48EF46"ª*<*C$�b'Ef$1;<cB974ÆÀ�9�(6g��{¥Ò, *C>�(7.ÆÀ -

*f46EKI�,).8(6&%ð1`�µ�,)"�*C(12<³�(8.B;d;l4+*C46EKI�,).'4�, 0�, *l"ª*C,D&G&Bb'$'"B"B46"B"%4A;/À�Í�}|}£µÑ(19B*C, »7, *¸@6h
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�����������)���������Q�
�V���������������9�h�<���
���Q�(���
��k�=�7��[%��87\*��(�
S�=�%����� E7U�8�N7��Q��>-7
S�=/0T��J1+
�R���
�����<7D*
��mH��	 7@C<��`

2
;��������
����7�*8>(+Y��pP���R��*���"�kR,�	�����7@�� -F

 �*���m(���!	9����=#���!�#�-S�=/��=U�������� H�-���#���R7@*<7@C�����a�*8pP��a�����*��!�R����7D*�>P+6�8pP	6��=�F
����7D	�a�	6*�7D	 >( 1�����Q�����(�����
nQ	 �#����>(�� - -�(�[%(o����¡7@��������7@*�>(+��8p?	��-=
F

¢�£�¤�¥�¦V���Q��§(§
�¡��¨©¦�����§
ª����(�Q«��1��¬Q¬!«
�
�R��­B�� E7@*�>(­N H*��#k�F5"(�®�(*�7D�� - N	���,�C-%��U�Q*8�(	 �#�RnQ¯�;H`To������/k�F�"��°��*�7D�� N N	Y��,{�
	6C�%��#�!*�=#���
*��[7DC�*���C(*� -�(C���7@�RnQ¯V`

2PO4
oQF���	 �H7�*��D��c#��	��Q�-�/��`1F

± ¢(²©�H³(�µ´
¶���¨�� ��«/·����#³�¸
:�b�¹©�V>(�5%�+6��,�	 �#�
"�¹º��	9 

-Acrylamide

»2«�§#�
¶9¼
�¡����½I«#¶
:�F�"�,�+EG#k8¹©�V>P�[%�+Y��,�	 �U�R f7D*�>P­
:�F�"�,�+E���87@���
:�F�Z�S�,�+(�-�iLq�Q	9 AnD��`Wb�F5Z(o

100µ
+P��k�¹º_�.1_

100µ
+P��k�¹©��'V_

��k
µ
+EL�$���$V.

·��Q��³�¸��5���¾½
el

��F�:�,�+EG�k�¹©�V>P�[%�+6��,�	 �#�� f7D*�>P­
Z�F�"�S�,�+E����7@���
��F�:�,�+(���¿Lq�!	� �nQ�(`ÀX�F�b�o

100µ
+P��k�¹º_�.1_

50µ
+(�-k8¹©�W'�_

10µ
+EL�$q�Á$�.
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1ml β-mercaptoethanol
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+ %�>P���Q*�+
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�R��­B�����<7@*/��k�,�+E��	 7@CH�
`

2O

Â�É4�2�������1��¬Q¬D«���¬�����·VÄT·
-PAGE

S�Z�F¡X8=�=�+ %�>(	6���
��"�=�L��Q	9 An!��`Êb�F5:�o
G�=/_�.)_
�R���
�����<7D*�"�mH��	 7@C<��`

2O

Ë��Q����§�¬Q«
���T��¬Q¬D«��
:�F�k�:8=RLq�D	9 
�ÌG�F�G�=/ÍA+ %�>(	Y���
"�k�k�,�+-,���7@C�����*�+N	9�
��m
�R��­B�^���Q�� -CR������>?C�	9+6+
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��k�k�,�+(�-�4Lq�Q	� A��`WZ�F¡S
:�k�,R+NS��Î0W��JT+
��,�+fL?ÏÐ$2$�0

-20
�R���
�����<7D*
��mH��	 7@C<��`

2O

Ñ ����¨��(§�§���«�·��Q�����
.T	9 - -*�+ pP�R"�=/JW*�*�,��� - -	Y��	9��"�k�k�,�+N.1�� E7D�(	9��3¡���(���/ E7D	6�
*�p(���Q�(	 =#C�7

Filter

Ä2«�§��!���5��Ò
S�k�¹Ó����7DC��(��*�+
��k�¹ºÍ�+���>(	���+-��>P��7D	 >h��>(	 �
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1.
�4 E7����Q	�+6��,�	 >(�!*��@�-=��R	9 1�@	�+9+6�����H	 7@CR����*�p(���Q�(	 =�C�7�>P��+ 7D�(�Q��*��#ãVä�å-æ�ç9èB������>?����7D�Q	 ����=U�8�R��*��
:R,�	�����7��� ���7)��:�k�k�k��!��,

2.
LqC��R N�������D����7@����7#	9 A��*(�(�Q���/*��¡�#���8���D�� N�� B�����-������	Y��S�k

µ
+-_�,R���y7U�V���5�@���Q���\*�+�+6*����-�/a�%

�R:�kR,�	9����7@�R	��8>?��a(�87@	�*�����7�:�Z
°C.

3.
��*�	9+f��*���*��(��,�	�����7@����7@C����R	6��>(��a���7D��*��R	 >P�<��*��
SR,R	9����7��� -F

4.
_���	9�<��*��q��k�,�	����87��� ���7)��:�k�k�kR�!��,�FHL�C�����+6�� B,�	 ��.T0U�i	9 A	9�<7@C��� N�������Q�(��7D�(�87�F

·�¥��<»OËé�1ê1ë
ë
ÅV»
��k�,h�iLqK135_��(��`1b
��,��Î$V.2L��
��S�¹º_V��>?�Q*� N�
��k�k

µ
=�ìD,�+-��_l�

"�k�k
µ
=�ìD,�+-+ %� B*� &%�,h�
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rRs1sItVuIv�wyx�í1|�î�Ûµwyï�Ù)u1�)ð1Û[tOÙ)áâw[v)tO���)�OtUv�wyuÐá�ñ�wy���2á��)vT×#ò

�Hª�ª�«#�����9ÃRó��qô�¦ Ñ »õ�A¨öª
¶5�9¬Ì�5³����Ì������¦�����¨Á«��Q§

Primer Gene Location
Sense/

Anti-Sense
Sequence

÷�ølù
úÁû�ü
ncaR1 1-24 S CGGGATCCTTGACCCTGGTCCTTG

÷�ølù
úÁý#ü
ncaR1 1159-1182 A CCCAAGCTTTCTCGATCGGATAGG

SC7 ncaR1 190-212 S CATATGACACGTCAGATGATACTTGC

SC8 ncaR2 190-212 S CTACAATTCGGCGATCAGG

SC10 ncaR1 1084-1101 A CCCGGGAATTCCGCGATCAGACC

SC10a ncaR1 1084-1101 A CCCGGGGAATTCCGCGATCAGACC

CH7 ncaR1 190-217 S GGAATCCCATATGACACGTCAGATGATACTTGCTGTCG

�Hª�ª�«#�����9ÃRó�þ�ô�·
«�ÿ���«
�#³��¡����¦V�Ú��¨Á«��µ§

Primer Vector Sense/Anti-Sense Sequence

��� ÷Hû pGEM- �����	��

�
�	������� S CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC

��� ÷Hý pGEM- �����	��
 Vector A TCACACAGGAAACAGCTATGAC

T7-7F pT7- ��� ��� �
������� � � ÷"! S GGGAGACCACAACGGTTTCCC

T7-7R pT7-7 A CGCTGAGATAGGTGCCTCAC

T7-R ��� �
�������#�$� ÷"! A GCTAGTTATTGCTCAGCGG

SC5 p6B3-1a S AAGTCTCCGTTCCGGTGATT

SC6 p6B3-1a A GAAATACTGCCACCAGTGCG

SC11 p6B3-1a S TACTGGCGGTCCACACGGTT

SC12 pG4 S CTCGGCTTCCCGGTCTATG

SC13 pG4 A GACGACGAGTTCGGCGTAG

SC14 p6B3-1a S TTGAGTGTATCGTGATCCGC

SC20 p6B3-1a S CCTGGCAACCTGCTCTAGCG
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'��Q*�=#�Q��,�,������

1× 94°
JM��*���"R,R	9�

25×
94°

JM��*���G�SR -��>
54°

JM��*���G�SR -��>
72°

JM��*����<,R	9�
1× 72°

JM��*���G/,R	9�

'��Q*�=#�Q��,�,���"#�

1× 94°
JM��*���"R,R	9�

25×
94°

JM��*���G�SR -��>
56°

JM��*���G�SR -��>
72°

JM��*����<,R	9�
1× 72°

JM��*���G/,R	9�

'��Q*�=#�Q��,�,���:#�

1× 94°
JM��*���e�kR -��>

25×
94°

JM��*���G�SR -��>
60°

JM��*���X�kR -��>
72°

JM��*���X�kR -��>
1× 72°

JM��*���"R,R	9�
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HIL�GIG�HILIG�GOJMGNL�GILIL�LIHKJMHOJ-GNHIHIG�GIH�GIGIHKJIJSGIL�GIH�HIHOJ-LIG�HTH�GIL�LIGOJ�JMLIG�LNHIHIH�GILKJMGIH�GIGNYIX�R
_ [ ` ^ h d L J J d ^ H ] H h f ^ H l J mIa
HOJ�JMG�LIGIH�LIGIHNL�GIHOJ�JMH�HIGIH�HNGIHIL�GOJ�JMHIG�HILNGIH�GIL�LIGOJ�JMGKJbG�HIL�GIGOJ-LILIG�LNHIHIL�HIHKJMLOJ�JMHNjIY�R
d ^ _ _ d H H _ n [ [ h f L g ] ^ _ e n VIV�a
LIGKJMH�HIGOJ�JMHOJSL�GIHIL�GIH�HIGOJ�JSHILOJ-LIG�HILOJ�JMHUJML�GIGKJMLIL�LIH�GTG�HIH�HILIGKJMGOJ�JSHIHOJ-HILKJMGIHKJMHNQIR�R
g H n ] _ H n l [ n ] k ^ ` H k n d l d VIc�a
HIG�GILKJMGIG�HIHIGNG�HILIL�GIGKJMHIGKJSLIGIL�LIHKJIJIJ�JMHNGIH�LILKJMLIL�LIG�HPJ-HIG�GIHIH�HIGIHKJSLIGIL�GIH�HIGIL�LIGNQIQ�R
J l [ ` h \ k ^ d n [ l h d ` H e ^ H h VIj�a
GIG�HIH�LIGILKJMLIHUJ-GIHIL�GIHKJMGIH�GNGIHIG�HOJ�JIJIJ-LIHNHIH�HOJ-LIHIL�LIGKJbL�GIL�HIGOJ�JMGIHKJSLIGIH�GIG�HIGIL�HIHNaIW�R
` _ l e _ e J J n Z H Z h ] G f e [ [ i VIa�a
GIG�LIHKJIJIJ-GIHILNH�HIGIH�HIH�LIHOJ-LNHIHIHKJMG�LILOJ�JMHNHIH�GIH�GIGIHKJMHKJbL�GOJ-LIGIL�HIGIH�HNGIHIH�GILKJMGOJ�JMGNaIX�R
` d L i [ _ Z H ^ n H J d ] ] G H H l f VIm�a
JMG�HIG�GIHOJ-GIGIGUJ-GOJIJ-LIG�GIGIG�GNGIHIL�LIG�GIGIGKJMHNGOJ-GIHKJMGIGKJML�GTL�HOJ-GIHIL�GIGIL�LNGIGOJ-GIGKJMGIG�LILNXIY�R
L ` L k f ` ` _ ` \ k e k ^ L g h k k ^ WIV�a
GIL�HIL�GIHOJ-LIHIGUJ-HIHIG�GIH�HIHIL�GNHILOJ-GIGKJIJIJ�JMGNHIH�GIH�GIGIL�HIH�LTG�GIH�GIHIH�GIHIH�GNGIHIH�GOJ�JMHIH�LIGNmIR�R
^ g Z \ J H g l \ f H J i g J J J H n _ WIc�a
HIH�GOJ-LIHIHKJMHIHUJ-HIHIH�HIL�HIGOJ-LNHIGIL�HIG�LIGIH�HIGNGOJ-LIL�GIHIL�HIGKJbL�GIH�LIHIH�GIHIG�GNHOJMG�GIH�HIGIHKJIJSmIQ�R
H Z d d H G Z ^ ^ H k g G ] _ J ` L H d WIj�a
JML�GIH�LILIH�GIGIGNL�HOJMG�GOJ-GIHOJ-GNHILIL�HIHKJIJMHKJMGNHOJ-HIH�LIHOJ-LIGKJbG�GIH�GIGIH�GIGIH�LNGIHOJ-LIG�LIGIHKJMGNVIR�WIV
] _ J ^ L L L ^ d e d _ ] L J J _ e ^ e WIa�a
GIH�GIL�HIGIG�HIHIHUJ�JMGIL�HIG�HIGIHKJNJMGOJ-GOJ-LIGIL�LIGUJIJ-LIL�LIGOJ�JIJ-HTG�GIGKJMLIG�HILIGKJSHIGIGKJMGKJMHIGKJMGNVIR�XIV
[ G [ d ^ [ d k ] h f h n J k [ \ ` \ k WIm�a
TACGGTC

LIHOJSL�GIHIG�HIHKJIJML�LNGILIHKJIJ-HIHIL�GOJSHIH�GIGKJIJIJ�JIJ�JTJ-GIH�HOJML�HIHIH�HNGILIH�HIH�HOJMG�HILNVIV�YIR
l H ^ ] J d h o cIR�Y
GIHKJIJ-HIGIH�HIGOJSH�GIHIL�LOJ-GIHIG�GNLOJML�GIG�HOJML�GIHUJMHKJIJ�JMHIG�LIL�HTH�H VIV�XIW
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�Hª�ª�«#�����9ÃRó�þ�ô^Ëq��«/�
��³�¶9«����Ì� �#«�§�«�ÿ���«
��³�«/��¬
����«qpA»1ëÁ«#�
³������¡���
ncaR1

ª�½ ± �
¶��5�
��«��
r � ���Á����«��j«�¼�� §(«���§(«�ÿq��«��
³�«/��¬qª
½ ± �Q·�� Ñ ��£

GIs k V
ATGACACGTCAGATGATACTTGCTGTCGGACAGCAAGGCCCCATCGCGCGAGCGGAGACAgOJ-G V
ATGACACGTCAGATGATACTTGCTGTCGGACAGCAAGGCCCCATCGCGCGAGCGGAGACA

GIs k QIV
CGCGAACAGGTGGTTGGCCGCCTCCTCGACATGTTGACGAACGCAGCCAGCCGGGGCGTGgOJ-G QIV
CGCGAACAGGTGGTTGGCCGCCTCCTCGACATGTTGACGAACGCAGCCAGCCGGGGCGTG

GIs k VIWIV
AACTTCATCGTCTTTCCCGAGCTTGCGCTCACGACCTTCTTCCCGCGCTGGCATTTCACCgOJ-GNVIWIV
AACTTCATCGTCTTTCCCGAGCTTGCGCTCACGACCTTCTTCCCGCGCTGGCATTTCACC

GIs k VIXIV
GACGAGGCCGAGCTCGATAGCTTCTATGAGACCGAAATGCCCGGCCCGGTGGTCCGTCCAgOJ-GNVIXIV
GACGAGGCCGAGCTCGATAGCTTCTATGAGACCGAAATGCCCGGCCCGGTGGTCCGTCCA

GIs k WIYIV
CTCTTTGAGACGGCCGCCGAACTCGGGATCGGGTTCAATCTGGGCTACGCCGAACTCGTCgOJ-GNWIYIV
CTCTTTGAGACGGCCGCCGAACTCGGGATCGGCTTCAATCTGGGCTACGCCGAACTCGTC

GIs k cIRIV
GTCAGCGGGGGTGTCAAGCGCAGGTTCAACACGTCCATTTTGGTGGATAAGTCAGGCAAGgOJ-GNcIRIV
GTCGAAGGCGGCGTCAAGCGTCGCTTCAACACGTCCATTCTGGTGGATAAGTCAGGCAAG

GIs k cIQIV
ATCGTCGGCAAGTGTAGAAAGATCCATTTGCCGGGTCACAAGGAGTACGAAGCCTACCGGgOJ-GNcIQIV
ATCGTCGGCAAGTATCGTAAGATCCATTTGCCGGGTCACAAGGAGTACGAGGCCTACCGG

GIs k YIWIV
CCGTTCCAGCTT-TTAAAAAGG--TATTTCGAGCCGGGCGATTTGGGCTTTCCCGTTTATgOJ-GNYIWIV
CCGTTCCAGCATCTTGAAAAGCGTTATTTCGAGCCGGGCGATCTCGGCTTCCCGGTCTAT

GIs k YIaIX
AACGTCGACGCCGCGAAAATGGGAATGTTCATTTGCAACGATCGCCGCTGGCCTGAAACGgOJ-GNYIXIV
GACGTCGACGCCGCGAAAATGGGGATGTTCATCTGCAACGATCGCCGCTGGCCTGAAACG

GIs k jIcIX
TGGCGGGTGATGGGACTTAAGGGCGCCGAGATCATCTGCGGCGGTTACAACACGCCGACCgOJ-GNjIYIV
TGGCGGGTGATGGGACTTAAGGGCGCCGAGATCATCTGCGGCGGCTACAACACGCCGACC

GIs k jImIX
CACAATCCCCCCGTTCCCCAGCACGACCATCTGACGTCCTTCCACCACCTCCTGTCGATGgOJ-GNQIRIV
CACAATCCCCCCGTTCCCCAGCACGACCATCTGACGTCCTTCCACCACCTTCTGTCGATG

GIs k QIjIX
CAGGCCGGGTCGTACCAAAACGGCGCCTGGTCCGCGGCGGCCGGCAAGGTCGGCATGGAGgOJ-GNQIQIV
CAGGCCGGGTCGTACCAAAACGGCGCCTGGTCCGCGGCGGCCGGCAAGGTCGGCATGGAG

GIs k aIVIX
GAGGGGTGCATGTTGCTCGGCCATTCGTGCATCGTGGCGCCGACCGGCGAAATCGTTGCCgOJ-GNaIWIV
GAGGGGTGCATGCTGCTCGGCCATTCGTGCATCGTGGCGCCGACCGGCGAAATCGTTGCC

GIs k aIaIX
CTGACCACGACGTTGGAAGACGAGGTGATCACCGCCGCCGTCGATCTCGACCGCTGCCGGgOJ-GNaIXIV
CTGACCACGACGTTGGAAGACGAGGTGATCACCGCCGCCGTCGATCTCGACCGCTGCCGG

GIs k XIcIX
GAACTGCGCGAACACATCTTCAATTTCAAAGCCCATCGTCAGCCACAGCACTACGGTCTGgOJ-GNXIYIV
GAACTGCGCGAACACATCTTCAATTTCAAAGCCCATCGTCAGCCACAGCACTACGGTCTG

GIs k XImIX
ATCAAGGAATTCTAAgOJ-GNmIRIV
ATCGCGGAATTCTGA
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rRs1sItVuIv�wyx&t1|u)HtO�Uá���wyðOáâwyÙ1u¿t2uwvl×#Ü¿tO��~Ou)v�Ý�Þ�r Ü¿Ù)v�w[��×Iwyu1ïÐt2u0v?×UÜitV�

Name SourceKT�� E7��Q	 >-7@	6*��R$��-g-%�,��� KT*8>PC��RnQ_
A)'��Q*�,R��=#�Rnx3T_l��o

��,����Q NC���,��M3)_��Ænx3)_��To
0T��� $���=#+����-����	9*�+Y��a� �ny3T_��Wo

L�G/.T0O�4m�	 =U�� N� '��Q*�,R��=#�Rnx3T_l��o
$��(�������/`1	 =UCR �	 �U��+�	 7¡%R'qJTKÀ_
%� f7D��, KT*8>PC��RnQ_��Wo
Klenow

��,����Q NC���,��M3)_��Ænx3)_��To
L���c�.W0U�i'�*�+ %�,h���Q�� B� '��Q*�,R��=#�Rnx3T_l��o

rRs1sItVuIv�wyx{z-z1|{?HtOáÚtU��Ù�ÛyÙ1ïIÙ)�1�ÐÖ)xOs)��t2�2�)w�Ù)uÎw[u
E.coli

�}|#Õ1z8~&Ý�Ö1í
)

1.
�4 -	6��=
+Y�^>P*�+�*(��%�*������Q�� -C�+ %<7D�!���� E�@*��Q,��8�

E.coli
��m�"��<nQ.T$V:(o�C(���Qa(*����Q	6�-=�7@C��

�Q��>P*�,Ra�	����(��7#��+Y�� -,�	 ������ A	9��*�>(��+6��7@����	6��7D*��<7@�� &7�7D��a���*8�OS�,�mRm��ö>(*���7D�(	���	Y��=

100µ
=�ì@,�+-��,���	 >(	9+Y+�	9��FHL�C��<>P��+ 7@���!�� 1�A���!�<=
�!*-����*8p?���D��	 =UC�7���7#:�Z

°
JÇ*����� NC���­-���!F

2.
LqC��R;H.

600
*8�P7DC���*�p(���Q��	 =
C�7(>P��+ 7D�(�Q�H�A�� A,����� N�(�Q���#�����-���A�� ��� N����	 7�7@*�	9��*�>P��+6��7@�

��k�k�,�+Nm��¾>(*(�87@��	6��	6��=���k�k
µ
=�ì�,R+N��,���	 >?	9+�+�	6��nQ	Y����S�k�k�,�+f>(*���	 >P��+E��+��� N­-o�7@*��<�@	�����+

OD600
*8�Ok�F5k�S�FH�W+ 7@���Q�(�87\	 p(��+ %����<,�+-*��(7@C��R*8pP���!��	 =�C�7�>(�(+ 7D���!�H���� H�� N����7�*�	���*�>P��+9��7@�

7DC���,�����	���F

3.
LqC��<>P��+ 7@���!�� 1�A���!�<=��Q*-�����87U:(Z

°
J �A	 7�CR -C���­N	6��=/nQ"(k�k��!��,�o
����7D	6+-,�	 �

-
+�*�=R=��D*��I7\C

��C��� N��nQ;H.0�	�	�(a(��7¡��������k�F G/�(���/k�F5b(o��A�� A�Q�(�8>(C(���
F�$��(���!�� N -	�*��H�A�� 17DC(���R	6������>?���
�A	 7�C<7DC(�������U	 7@	9*(��*��#3¡'lLVÍ n[�@	�����+E>P*��8>?����7D�Q��7D	6*���*��)�8,���o�7D*<7DC(�^>P��+ 7\���!��FH�2��7����
	����#��>-7D	Y*����-7DC(�^>P��+ 7D���!�� )�����D�^=#�!*-���R��7O:�Z

°
JÊ*��#"�b

°
J)F
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rRs1sItVuIv�wyx{zOzO|TÞH~Oáâw��UtÐØ1�I��wy�&w[ðO~OáâwyÙ1u¿Ù)��ÞHðO~�)�z
-His.

1.
LqC�������+6+��87(�@�Q*�, ��k(k�,�+-*��P>P��+�+� )�A�� )7@C����A���/*��R	 >(�R���8�/�!�� N�� -�������#���/	6�R:�,�+N+ %� N	6 

buffer.

2.
�V��7@����7DC��������#	 7@	9*(�R*��I��,H=�ìD,�+-+ %� N*� &%�,h�H���� -��7\C��<>P��+�+9 T�����!�R	��8>?��a��87�����*(�R	 >(�<�@*���:(k

minutes.

3.
LqC��^>?��+9+N+ %� B��7@�<���� A -*���	 >P�87\�8�
*��R	 >(�<�@*����<,�	�����7����-��C(���!�RX<7D���

-
 N��>(*(�8�
a��(�Q E7@ I�����D�

��+ 7@���Q�(��7@�����H	 7@CRX<7@���
-
 B��>P*�����>?*�*�+�	6�8=
�����Q	9*-�� NF

4.
LqC��^>?��+9+&���(a��Q	6 )���� � -�(���(�Q��7����R�@�Q*�,Ð7DC��R -�(���(�!���87�����7#a�%H>?����7@�Q	 ����=#�87@	�*(�<�@*��
"�kR,�	�����7D�� 
��7�e�k(k�k��!��,�	6�����-��"�kRn!����>P­-,������("

-
"#��oQFHL�C(�� -���(���D����7@����7(�A�� H N�������D��7D�-�����Q*�,Ð7@C��

����+6+��87����(�����H�� A�� -�-�R�@*���7DC��������!	 ��	 >(��7D	�*���*��U0O>(��KA�
-His.

5.
������*��Q�R�� N�<7@C���0W	

-
0OL
�i N��	9�<>P*�+���,��� 1�����D����c#��	9+�	6a��D��7D�-����	 7@C�X�k(k

µ
+N+ %( N	� �a��8�¡�����!�

��*�+�+9*-�����/a-%<>?����7@�!	 ����=
��7D	6*���	��R�R,R	 >(�!*��@��=
����7U"�k�k�k��D��,{�@*���"R,�	�����7@�� -F

6. 600µ
+N*8�P7DC��R -�(���(�Q����7@����7����Q*�,�_l7D���<G��A�� �������+9	6����7D*<7@C��� B��	��<>(*�+���,������\*�+�+�*����-�/a�%

>P���87@�D	 ����=���7@	6*��R	6�R��,�	 >P�!*8�\�8=#�R��7�"�k�k�k��Q��,Ð��*��
"R,�	9����7��� -FHLqC��<�@+�*��
-
7�C��Q*(�8=UCH���� 

>P*�+9+6��>-7D�-�������/ E7�*��Q�-���� A �+�*��
-
L�C��D*���=UCR	�����,�	 >(�!*��@��=#�<7D��a���F

7.
LqC���0W	

-
02L��Æ>P*�+���,��<�A�� 1���� NC����R7��A	 >P�H�H	 7DC�X�k�k

µ
+f���� -C�a����������Q������>(CH�A�� -C<�@*�+6+�*������

a-%^>P�(�87��Q	 ����=#��7D	�*��R	�����,�	 >(�Q*����8=#����7�"�k�k�k��!��,{��*���"�,�	9����7D�� NF<LqC��<�@+6*8�
-
7DC��D*���=UCR*��U����>?C

���� 1>(*�+Y+��8>-7\�8�
���-�/ E7D*��!�8�
�� �Ï{�� NC��<���-�dÏ �� -CR"R	���,�	 >P�Q*�����=��<7@��a��( -F

8.
LqC������!*�7@��	Y�<���� A��+Y��7D�-���@�Q*�,i7@C��R01	

-
02L��Æ>?*�+��(,��^��	 7@C<7@C������(��+�	 >P�87�	�*���*��#"�k�k

µ
+N��+���7D	6*��

a��8�¡����� ��*�+�+9*-�A���/a-%<>P����7@�Q	 �@��=���7D	Y*��R	����R,�	 >(�D*�����=��R��7U"�k�k�kR�!��, �@*��
"�,�	9����7@�� -FHL�C��
��+9���(�87����� 1>?*�+�+6��>-7@�����(���/ E7@*��Q����	Y���R,�	 >(�!*8����=#�R�� �$V+���7@	�*(����FHL�C�	9 A f7@���H�A�� ��!���(����7@���
���^7D*�:<7D	�,��� N�����-�/����>?CR -�(a� -�-c#������7���+Y���(��7(�A�� H f7D*��!���
�� A$V+9��7D	6*��R"���:��

etc.

��´�§���§��T��¬Q¬D«�� �M�(§��ö�1��¬Q¬!«#�
S�kR,h�®0T��`

2PO4
S�kR,h�®0T��`

2PO4
:�k�k�,��°01��J1+ :�k�kR,��Î0T��JT+
��kR,h�®	6,R	 �#��gP*�+6������`Êb "�kR,h�®	�,�	 ���-g(*�+6������`Êb

Å�¶5���Ì�5�����1��¬Q¬Q«#�
S�kR,h�®0T��`

2PO4
:�k�k�,��°01��J1+
"�S�k�,��°	9,�	 �#��g(*�+����P��`Êb
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