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

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

��������	 ���+�� 
�	�0 ��������� ���0 ��������	 �	�����	0 ����	
 �	��	������0 �����0 �	���	

�� ������	
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����	
 �	��	������ 
�	�� ������ ��� �����	�� �� 	�	1
����	���� 
�	�� ���� ��� '����� ���������� '����	  	
�!
��������! �������� �	� ������ �"����� �� ��# �22�0 3�� ���
4 5������ �22-�# $��� ���� 	� �	�'	 ����  	����	! ��
����� ���	
 ���������! �	� �	����� ��� ���
�� �� ��
���+�� �� ��������� 
�	�� ���� ������ �	 ��������	�
������ ����� ��������� �������� ������ �	 � ������ ������	
� �	������	�� ������� �2,��# 6	� ��������� ��� ������
�	�� �� �	� ���� �	 ��� 
�	��� �	� �����  �� �	 �	/���
���� �����+����� ����
	�/�� �	� ������� ����� 	��
��	���	�	
 ��� 
�	�# $��! �	 ������/�
�� �	��������! �	
'���� ����� ��� ���� ���7 �	� ���� �����! ��� ������
��� ������� �� �	 �	/��� ���� �� ���  �����# $�� ����
���	 ������� ��� �� ���������� �	 ��� 	����� '��!
'���� �	������ ��	
 ��� �	���� ���7 ���������� �� �
��������  �� ������ �8/����� �� ��# �2,�0 9��������� �� ��#
�222�# $��! � ��� ������ ��� ������/�
��� ��� ���	
��	������ �	�� �	 ���7 ����/�
��� �+
�� ��# 9�	1
��%�	���! ����� 
�	�� ���' ����	
 ���	�������	 �����
���������	! � ��	 ���	
 �	������� �� � �� 2)* � ���
�	�!
������ ���	 ��� "�	�����	 )(*#

:����
�	���� ������ ���' ���� ���� ��� ������������
���������� ���	
 ������� ������� �������! �	� ��%�	��
�	������ �	������� ���� ���� � ����� ���� ��	���	
 ����1��� � ������	� �	� ��� ��������� 	�	1 	����	��
�������� 4 3�� �222�# $���� �� ���� ����	
 �����
�	����
�����	��  �� ��� �����	� ����/�	��� ���	�������	 � 
���� �;�
�	 �� ��# �22)0 ������� 4 3�� �2220
<� ���	� �� ��# �((��# $���� ����������	� ��� �� ���
��	�������	 � � �������� ����� � ��� �������	 '����
�

���� ���� ����/�	��� ���	� �� ���	�� �	������ ����
�� 	�	 ����� ��������	�! �	� ���� ���� ��  ����'�� ��
��� ��������	 �	�����	! ���	 ��
�	������	 �	�! +	����!
����0 ��� ����� ��� ���	 �� �	������� �	�� ���� '���

�	����� ��� ����/�	��� ���	� �� ���	� �������� 4 3��
�222�# =��%�	� ����/�	��� ���	� �� ��� ����' ���� ��
������� ���� �������	��� ���� �� ��� ������	� �	�����	
� 	�' ������� �� ��������	�# >	� �������� ��������	 � 
���� ����� �� ���� � 	�'�� �	������� ��� '��� �	����
������ �� +�����	# &	 ��� ����	�� � �	� ��	��������	

 �����! ��� ���	�������	 ����� ���������	 ���'	 �� �	
��� '��� ���� �� �� �	������	
 �	  ��%�	�� �	 �	
��������� ����� ��������	# ��'����! ���� ��� 	����
���	 ����������� ����	������� �	� ��� �� �����	��� � !
 �� �������! ��� 
�	� �����	������ ������ ���� +�	���#
"�������! ��� ���� ���	
 �%��! ���� ����� 	�� �	������
�	  ��%�	�� �	 � '����� �	���� ��������	 ��	�� 
������
 ��� �	����	��	� ���7 �	� ���� ��	��
�� ��� 	��
���
�� ��
����� �	� ������� 	� ������	���  �� ����1
"�	�����	 �	������	��# ���� ��� �	�� �	������ '����	
�	���� ��������	� � ���� ��	 �� � ��	�+� �� � ����� �� �	
��������� ��
� ���� � ����/�	��� ���	� �� ���'��	
��	��
�� ��	 ���� ��	� ��������  �� ��� ��� ����1
/�	��� ���	� �� ���� �	��������� �	+	���� �������� 4
3�� �2220 <� ���	� �� ��# �((��# :������ ������ �	
����� ���� ���'	 ���� ����� ����� � ���+�� �����	�! �	
��������� ��� � �� ������� �=����� �� ��# �2,,� �	� $��
�����	� �?��� �� ��# �22@�! ��	 �	���� �	������ �	
 ��%�	�� �	 ������� ��������� ��������	� �� 	�� �	
�	���� �	��# 6� ���! ����� ��� 	� ������� ���� ��	���	�	

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

������ � ��� ������������� �������	� -.�+ 
�	� �'����
�����  �� � ��	�� � ��� ������� 6$: ���� �������
4 $���	�� �22��# >���	�����! �	 �	������	 '����	 -.�+
����� ������� ���  	����	# ��'����! ��� 6$: ���
��	�� �������  ��� -��7 ������� �� 	�� �����������
��	�� -�� ��� 1������� �� ��� ������	 ����� �9��	
 �� ��#
�22@� �� ����� �  	����	���� �	���� ;"6�� �	� ���  ���
-�� ������	 ������ :&1���&0 ��� �����	�� ��� �	�'	 ��
�	���	� �9�����	 4 A���� �22.�# :&1���& ��� �	 �	��1
	������  	����	B �� 	�%��� ����
	�/�� -.�+ �������
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�/ �/ �
�/  
��/ 3 ��((�� 
��! �)�-C�).� �)�- � �((� $�� 5���� 8������
�����)�� �- D	� �((� �������� 2 6
�� �((�

�
� �(#�(2,E����#�((�#�,�(

�6����  �� ��������	��	�� ��#
������F��#��#��#



���� �� 	�� ��	���	 -�� �	� ��� ���� �� ��� ����� ���	�
'���� -�� �� �	������ �	 -��7 ������� ������� 4 G�	

�22@�# $��� ����� �	������� ��� ����H� ������ ����'��! '����
������ �	 ��� ��	������	 � -��� ������� �	�! ���!  �����1
����� -�� H� ����1"�	�����	 �	������	��# G� ���� ���
�������� � ����� ��	���	�	
 ��� ���� ����������  ��
��������	 �	�����	 �� �������	
 -�� H� ���	
� �	
 ��%�	�� ���'��	 ��������	����� �	���� �	� ���������
��������	� � �������
����� ����)�����#

�� ������ �� �������

�� ������� ��� 	�
��������
� 	������
G� ��	������� ���
�	��-��7 �	�-��� �����	� � �/ ����)�����

�� ���	� ����	
 ��� �������� A�,2 .�&� �
 ��0 �	� A�2(
.�&� �
 ��0 �'���� ��� �����	��	�� � ��� '���1���� I))�
'��� ��� I��;"6� ������� ������� 4 $���	�� �22��! '����
��	���	� ��� -��7 ������# $���� �������� '��� ����� �	� ��
����
� �������! '���� ����'�� -�� �� ���� �	�� ��� 
�	����
-��� ������0 ��� ������	
-��7 �����	� A�2� �	� 2) '��� ��1
��%�	��� ���� � ��� �������# $�� �'� ����� � �������� '���
���	 ����� �	 ����� ��  ��� ����/�
�� �������� �A�,2E2(
�	� A� 2�E2)�# $���� '��� ���  ��  �	��	
 ��� ��������	�
���� ��	���	�� ��� -��7 ������ �� �	 �����
�  ��%�	�� � (#��#
���� ��������	 '�� ������� �	�� �'� �	 ����� �� �	������
��������� �	���� �	� ��������� ��	�� ���� ����� ��# $��

��������	� '��� ���	 ������� � 	����
�	 �� �����	
 ���� �	
�* �������� ������� �	� '��� ��� ��������� �� 
� ����
�
������� �	� ������  �� ������� ������ �3��� �� ��# �(((�#
I���� ������ ��� �� �	� � �'� ����	
 �����! ������ � �� � �	�

������ '��� �	�� ���� '��� �	 �������� ����	
 ���� ����
�
�������� ��� ������ ����������� � 	� �������� ����	
 ���� ��
�	��	������ �3��� �� ��# �(((�# $����  �� ����� ������ ���
��	���	�� '����	 �	 ���� ����� �	�! 	��� 	����� ��	�����	�!
'��� 
����	��� '��	 ������ �	 I:A ��* ����� �������! �*
�����	� �	� �* 
������! ���� '��� ����� ���� ����	��� �	�!
����� ���! �	�����# &	 ����� ��  ��������� ��������	
 ���� '���
�����	 ����� �� ����	�
�� ��
�����	 '��� .#. �
 ���� ���������
�8�
�� 	�# 82@�@� �� �( �9 �	� ���	 ������ ��	������ �	 �����
�� ���������� ��� ���� �	� ��	����/� ��� ������  ���# $�� ������
'��� ����'�� �� ���� ��	����� �	� ���	 
��' �� �����	
 ����
�	 I:A  �� ��# �) � �� �( �9 ����� �%���� �� � ������ � �(
������� 
�	������	�� �� ��� ��� 	��� ��	� � ���������	# $��
����� '��� �������  ��� ��� I:A �	� '����� '��� '���� �� ���
�
��	 �����	
 ���� �	 �* �������� �������# 3��� �	���� �	�
��������� ��������� ��������	� ������	����� ������ ����
�
+�� ����� ��������� 
�	������	�# 8�	�� ��� �	�������� '���
����/�
�� �� ��� �����! ��� ������	���  �� -�� �� �������
����1"�	�����	 �	������	�� �	�� ����� �	 
�	������	� �C) �	��
������/�
�� 
�	������ '��� �������#

=�� ��� ������� � ���������	 '� ���� ������� ���
 ��%�	�� � -�� �	 ��� ������� ������� �����	
  ��� -��7E
-��� ������/�
����# 8�����  ��� �. ������� '��� ���������!
����'�� ��  ��� ������� ����	��� �	� ���	 ������  �� ���
�����	��E����	�� � -��#

�� ���
��� 	������
$��  ��%�	�� � -�� '�� �������	�� �� 
�	������	� (! �

�	� ) �� � ����	� ���������� ����	 �������	 �:95�# 8������
 ��� ���� ��������	 '��� ������ �� ��' ��	���� �	 I:A �	� 2)
����	��� '��� ��	����� ��������# $�� ������ � ����� �������
'�� �������	�� �� ���	� ����	
 ���� �� ���������	 �����!
'����	
 ) ����! ������	
 ���� �� ����� ������ �5������� �� ��#
�22�� �	� ���	 ������� �����	
 �� I:A# >	�� �������� '��� ��
���� �� ���� ������ ���� ���� ������ ��� ����� �������	�# J���
���	 �* � ��� ������ ����	��� ��� 	�� ��������0 ����� '���
��������� 	����� �������� ������ ��# >��
�	�� ������ ����	1
��� '��� ���	 ����	��� �	 ��:95 ����! �	������ �� 2, �9
 �� ) ��	 �	� ���	 �������� �	� ��	��� 
�� �� �� ((( ���  ��
� ��	# $�	 ����������� � ����	���	� '�� ��� �� � �������� �	 �
:95 �������	 '��� ��� ������� ;"6�() �)�1966�$69$9
966$$9$�69� �	� ;"6�(� �)�16$$996$966�69$$9
$�9�! '���� K�	� ���-�� �	������	 ����# $�� ��/�� � ��� :95
������� �	������� ��� -�� ����� � ���� ����� ����	�B � �����
�������	 �	������� � -��� ������ �,( ���! � ���
� �������	
�	������� � -��7 ������ ��.., ��� �	� �'� �������	� �	�������
� ������/�
���# $�� :95 ������� '��� ���������������
����
� �#)* �
����� �	 ����� �� �������	� ����� ��/�# $�� 2)
:95 �������	�  �� ���� ������ ���	� '��� ��� ����� ��	
 �
2@1'��� �����! '��� ��� 2@�� '��� ��	���	�	
 � �	�'	 -��7E
-��� ������/�
��� �� � �������� ��	����# 8�	��-�� �	�� �����
���	
 ������� �	� 	�� ���	
 ������� ������� 4 $���	��
�22��! '� ��� ���  ��%�	�� � -��7E-��� ������/�
����  ��
��������	
 ��� ��������	
 �L���	��#

�� ���	���

$�� ����	� � �	������	
 �������	��� �� ���� � ���
��������	� '�� �������	�� �� ��������	
 G��
��H�

�)�, "# 5# ������� �	� ������ ��1 ��� ���2�� �����

��
�/ �/ �
�/  
��/ 3 ��((��

HEG recognition site

5' 5'

(a)

homing endonuclease(b)

(c)

(d )

=�
�� �# "���� � M����	
H ��� 
�	� ��	������	 '��� ������
��� �����1����	� ����� ������ �� ��	������1����	��	� ����	�
�		����	
 ����'�� �8/����� �� ��# �2,�0 9��������� �� ��#
�222�0 ��
�� ����� �������	� �	 ���# ��� 5������	� ������
�	� ��	�� ����7� �������# �(� $�� �	��	������ �� ���	�������
�	� ���	������  ��� ��� ���7 ������ �	� ����
	�/�� �	� ���
� �����+� ��%�	�� '����	 ��� ���� ������# $��� ��%�	�� ��
����� �	�� �'� �	�! ����� ���! ��������� �� ��� �	������	 � ���
���# ��� 5����� � ��� ����� ��	
 ��� ���7 ������ �� �
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