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 ��� ����	 ��
� 
�� ���� ����� �� ����
���� �����DNA .���� ��  

  

����   

 ��� ����	 �� 
�� �����DNA  ���� �� ���� ������������ 	 ��� ��� !" ���#	� $�%&� �� �' .��)� *'

 +�,-� .�)�/Mannheimia haemolytica  ����	 ���� 0��1 2���  3� 4���5 �� �6DNA  *���#6�

 7��&�8' .2����in vitro  �6�9:�� 4� 0'�; �� ��� !" 3� �� 
�- ���:6�� *�������� +�,-� �� ��� 4�<�

 %,  .�� 6�=) ��>	�" 
����(pEGFP-N1)  ? � ��@�' 6�A �� �-�� *'APC  �� �� B��- *' C9�

) ��� . �)�� ��E��%�' �� �F�' 4G H��'52  *&�60  .���: *' (�J6� �� 0��1 �� ��� 4�<� ����	 7��&�8'

 ���' �� *� �" 4	6� ? � +�,-� �8 �	i.m.  ���� 
���� �6�9:�� 4� �	�; *��6���� 4��� ��� !" 3�

 K���� .1 #���#�����: ���6�) ��&	� 4� 6��'	�"� CMV  ��pCMVβ  K�6��� 	 *&�=  *���� ��� L �"

 M��Ag ��'�6��� )+,CD8+(CD4  �� .,�� �6DNA  ��� N�' 6� O-�" *�BALB/c  .��� *' 3��1

 L �" �#�  �&	��' �� %�� +�,-� #� 
��P� �Th  3� #� *=J�Th1/Th2  ��Q&� 3� �� R�=S'Th2  ��,&�T

 .��� *' 4�U'� 
�- �6�9:6�� *��6��� ��E&�=  �� ���6	 0��� �#�  *����ex vivo  �	�; +�,-� ��

pCMVβ  ��E&�=  �� .��G #� *��; �'� ��� .����: #���#�����:��� M�� ��� L �" �#�  �-	6 �� �F�' %��

 ��� *' �P�� *���� ��� L �" �#�  ��,- 6� �6 *�E' OV� 3� *��6��� 0U- �� *�������� +�,-� �� *'�Q��

 0��1 2���  3�DNA ����	 
#�  �E� �� *�������� +�,-� .��- *' 
��P� � DNA  �� �6APC  W��

 �� 	 ��� *' 0�5 *��,A .������ 3� 0U- �� �� ���� *' 2���) ��X �8� K��Q�  3� �U=� B���� *' 6��X

 0�U< *�������� +�,-� BC��1��� �� .��� *' 3��1 �6 *��6��� ��E&�=  �#��&��) 	 ��'�6�� Y�=� 4G H��'

����" ���� �6 OS����� ���&��U Z��<' �1PJ 3� ��� ����	 ODNA  .���� *' ��'�6��  

!��"�  

 ����	 ��F�� ���� ���� *' �� . � ��)�� 6�E/ ���6�X ���&��U 3� 0U- �� �� � 3�>=��� 4�� ������	

 *��'6� �� 3���!�)	�" ��� 
���� �6�9:�� ��E�� .��- ���� 6�U�Ag  4��� ��� !" 3� �� ����	 ���
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 [�6% �� �'��5 �� 
�- 4�=� *��6����i.m.  %��F *�� �1= � 3� �� 3����&��� *� �" 4�6�,�� [��A #� ��

 .��- *'\]  %�� ��� 2���  K�=  K�>�' ������	 4�� 0��� 6� 4��� 4� �/���' . �. 6�^; N�V� 

*���� 6� DNA �� ��<�� _��S� � #� *���� L �" ��� *' 3��. BK�; ��� �� ����� #� ��	6 N	6 ���  6�

4���� 2� #��� � 6 *�� �`� �� �� . � ��9" 4�U'�. ���5 �� ��  0�&�*��%����� 	 �� �� #��� ���#	� ��� !" 

��� 6����  4�� ������	 ����" *��6�� .�-�� *'DNA  ��� �� 
#���� � 2� . � 0�&� �� ���� *' *��  �����

 �� �-�� .V�V;APC  	 
�<� aX�	 W�� �6�' *J�b��� 6�A ��Ag  K��Q�  3� ���'# 6� 
�- �6�9:��

.. � 
�<� 
��� 0��1 *)�� �8�  

 %�& 4� *A�- 4��� c� ��� �� . � 
#� 
��#��T 4�� ������	 ���&��U Z��<' ��U  3� *�������� +�,-�

 
��<�E  ��)������� #�PhiX174  .. �� *P�' $�: 6��F�' �'� ��� �� 0�U< 0�� 3� 
��69: O-�" #� 

*&�=  ������ )0U- 1D(  �� ��� �� �%� � 6�<) *=��� B��� ����1' 2 !"���  . � 0�� [��A #� )0U- 

����,� �6  1D( _���� �F��� 6� 	 BK�=  O-�" ������ �-�� *' *&��. +�,-� *�������� $�� dP; ��� *:e�	 

*U���&�)6�' B�6����  B	 *��G 4� #� *&�=  
6���� 	 4���5 �� ���� *' �%'�� ����	 ���� ��  *' 
��P� �

��-. B�Q�� N	6 �6 �E�G 4�� *' 3� 4���5 �� 0��1 2���  ���� B�� ��>	�" �� 	� �� 4��� 	 #� 0,X %�& 

�Q�& �� .��" �� 	 4G #� \" ��& ���: 6��X 
��P� �. +�,-� *�������� ��� K�=  ���� *' APC 	 K��=	��� f	�5 

���� 6��X W��. ��%�� .��" . � �U�' K��Q�  3� �8� �#�  K��) [��A #� ��� 
����: �Q&� g�S< 

�h�6� �F��� 6� B$��X� .������ 4���5 �� . � *��,A.  3����	��� 7��@� �'�LPS  4�i 
�<� 
���<' ��#GLPS 

.. � ?,�' +�,-� ��� O-�" ��  

 �' ��&�8' ��� 6� +�,-� .�)�/ *���#6� ��Mannheimia haemolytica  ����	 0��1 2���  0U- ��

 ���DNA  ? � �@�' ����� +�,-� �� B6�� ��&	� ���� B��� *' 4�<� *��Q<��'#G 7��&�8' 6� .2������"

APC . � ��� K�V��� 
�#�� �� �F�' �F��� 6� B��)�:. - 0��1 �8 �	 j,-DNA  L �" #� _��S� � �� �F�'

 #� 
��P� � #� � �'G6�� *���� ���DNA  . � �� *���� L �" #� 4�� �	�' ���k�� ��� *' 
#��� B�����

�� �����	 R�=S' 3� #� 
�'G Th1 / Th2  H&�T L �" ��Q&� 6�Th2  �-�� *'.  �� ���6	 0��� �#�  ����

 3���6��� ��E&�= (DC)  *��Q<��'#� ?���- 6� L �" #� _��S� � 6� ���k�� ��& �	�; ��� !" +�,-� ��
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. � *&�=  	 K�6�'�� *���� M�� *���� ���. 7��&�8' 6� ��� �� 
	!5 in vitro  +�,-� �� ��� 4�<�

 4�- K��) 	 �'G6�� Y�=� l�	� *��������DC  *��,A ��� .������ 0U- �� *�������� +�,-� C��1��� �� . . �

 ���� *' 0�5 ��E����	 ��F�� ���� OS����� ���&��U 3� #� 0U<�' ��DNA .�-�� *'  

�#�	$ 	 %��  

 ����� �$�&'$�� 	 ��(�M. haemolytica  

 %�& ��>	�" 
�- K���� 4��� �� *�������� +�,-�E  6�M. haemolytica  N� A23  6�A �� .����: ��&�

 B�J!�electrocompetent K�=  haemolytica M. �� �- 0��, %�& 2���  �	�; ��� !".  ������

 6� a��' ?�1' 6� H�����28 
�� 6 �E�G � ���- 
��� �-6 ���: *���  ��6� OD600 0.25.  \] 

 6� ��<�� 	 ���- 2��V �� � 	� 6� *�������� m���)28 ° C ) 	 (K����42  2���  n�V&�) ���: *���  ��6�

%�&-E ���- ���U�� (�8 �	.  %�&���: 
#���� ��� ������ OD6000�=1 	 ��%F B FACS ���� ���� 	 B

�- ���: 
��# K�= . +�,-� B�- 0'�� %�& #� \" M. haemolytica ��P�����  ��� .-���� �- ���- B

)5000 ×  6� B$�:4  B���: *���  ��6�15 . � ��<�� 
��P� � � 
�- 
���o 
%�=�)��& 	 B(�V�X�.  +�,-�

�=�)��&) 
%26.2  6� \]  	 ($�: *=�'600 6�- #� ���&	�U�' HEPES-) �- 
��P� �)��100  B6��' *=�'10 

 B2��  7�� � ��' *=�'10 ��' *=�' HEPES BpH  �����7�	�; ) pEGFP ( .� 6�=) ��>	�" O��%)�

%, ) -N1 �� pCMVβ ) 
�Q<��'#G Clontech B��&G �&�" BCA)0�U' #� ��� 	 B CaCl2 (25  B(��' *=�'

 6� �E�G24  7�' �� ���: *���  ��6�30 ���- ���U�� �V�X�. *i���� �� *�	��U&� p�U 	�U�' S-800 

�- ��)�: (�"�� B���� B*i����) *<�	6 *�	��U&� 6�<��� ���'# p�U 	�U�'.  ��E 	 *�������� ��E&�=  .�,q

.����: ���� *=,X +�- ������ �����  

Real-time PCR  

����  B*F�  .��� 7��&�8'real-time PCR  %,  m�6 ��SYBR  �6�9: _6�DNA  ��������" 	(5′-

AATGAGTATTCAACATTTCCGTGTC-3′,5′-

TTACCAATGCTTAATCAGTGAGG-3′)   B�-�� *' ��=�  *]'� 
���� �6�9:�� 4� M�� ��

: ��E ��� !" *&���  ��� .X6 B �6����� � *�1�' 3� H�� ���� .����: ���� ����(10−2 to 10−6).  
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����
���� ����� )*��$+, �$�&-*�.*  

 �� 4�� ���U�� �� +�,-�10 mM sulforhodamine B  H�i�� .����: �6�9Q��<�dsDNA N	6 ? � 

PCR  ��8X 3� #�400  ��) #� .P�φCH1   �:#�TG ��FITC  6����<�5'- 

CGGCAGGTTTCATCCAGGAG-3 '  	5'-TAACAGCACGCCGGAACTGA-3'  $�F��

�-.  �#�  *'�� 	 ���� ��pEGFP-N1   C	�" �� ��6� 4�� ����,�� 6� B*�������� +�,-� 6�CY-3-

 4� .��V ? � 
�'G . � �� H�i��EGFP   #� 
��P� � ��oligonucleotides 5'-

GGTGAGCAAGGGCGAGGAG-3 '  	5'-TTACTTGTACAGCTCGTCCATG-3'  ��

�P� � �� �%�'G m�6 +�,-� #� 
�0.25   $�:	�U�'/  ���& *=�'MitoTracker  %, FM   +�,-� .�- $�F��

 6�1' aA�V' #� 
��P� � �� *����� p�U 	�U�' �� 
�- �6�9:6��z ����� 2��%��' �=J�) 3� �� 0.122 μm  %�&��G

 .����:  

/*01 2�"�*� 3�.���45  

 �����)	���'RAW264.7  .<� ?�1' 6�RPMI 1640   0�U' ��l-glutamine, 10% FBS, and 5 

× 10−5 M 2-ME  .���- .<�PBMC  ��P�����  ? � 2&�  4�:���� ���� #� l�6	� .� #� 
�- ���

 6� 2���RPMI 1640  7�' �� *U�� !" 7�1PJ �� ���,��" �� 
#��� 	 
��P� �2 ���)�: 6��X .5� .  K�= 

 7�' �� 
��,�i ���6 ' 6� #	6 �� 
���� ?�1GM-CSF  	IL-4 )1000 U / ���& *=�'(  ���- 
��� .<�

 #	6 6� .-���� 	7.  	 ����)	���'DC  7�1PJ 6�24  ���- 
��� .<� 2��� 6� ���k�� 	1 × 105 /  C��

 �� 
�- ��& *�������� +�,-� �� 	pEGFP )500  ������/ (K�=   7�' ��2  ��6 +�,-� W9; �� ���- B.5� 

6� 
�-  7�' �� ��<�� 	 B6����U��48 ���- ���U�� .5� .  �� �- ��� BK�=  \] 4٪  	 B.��@ ����&�'�)�6�"

 4��� ����EGFP .)�: 6��X * 6�� �6�' ���'��� �=) N	6 ��.  *���� �%�'� m�6EGFP  #� 
��P� � ��Ab 

 *��� ���EGFP  	 K��=� *=" N�:��IgG  �:	e��� K��=� *=" %� N�:�� *���R-PE .����: ����  

���4 �67�� 3�8(�9�  

 
��' �� ��P� .<� � O- ��� N�'BALB/c (H-2d)  .��- #�Harlan-Winkelmann 

(Borchen, Germany)  	 *=1' B*�� �' ��� *<' ?� [,A �6����� � ?���-  .1 	 ����: �6�����
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 0V��' *=1' f!�� ����� ��� O��'#G ��� .����: dP; �"	6� ������- ����.  7�����; 
	�:(N = 5)   6�

 ���#	61 B21 42   	 B���- ������	 ��=� 0��� �� ? �(ID [�6% B20 HV5 .�  �� ���&	�U�')  �� 	

IM ( #� [�6%20 �  6�Ei �=^5 �� ���&	�U�')  �� 
�- ��& +�,-� �� ���'pCMVβ (109 CFU $�:	�U�' B

210  0'�-5  #� $�:	�U�'DNA BpCMVβ E� *��5 ��=S +�,-� �� 	 B$�:	�U�'. ��� !"pCMVβ 

 4� 0'�-β-#���#�����:- �6�) 0��	� 4� 6��'	�" K���� .1 ��� *' *��,��<"CMV.  6� $�  �����

 ���#	60 B21 B42 	 B52 �- �6	G a��.  ���#	6 6� $�  ��� �����0  	21  	42  	52  .����: �6	� a��

 #	6 6� �E-�'52 	 
�- ��<�  4�<� � �  #� 
������ O��'#� 3� .����: �#�  
���o 	 
�- ��-���� K�1A

.�- 
���  

 :;6�Ab 

 	 #���#�����:��� 6�^; ���� ��P�' ��� N�' ��E'� Ab  .� �� +�,-� M�� ���ELISA  #� 
��P� � ��

 ��� .�="96  O-�" �� *U��i100 μl/well #���#�����: ���(5 μg/ml)  +�,-� ��� 7�%�& ��(1 μg/ml) 

 7����� �)�� 6�0.05 M ��(pH 9.6)  �)�A	� 2��6�Q& 0U- �� *����" R�V� ������ .������: ���: 
#����

 3� �� ����: 4��� .X6 �����OD  6�405  ��'����0.1 U .��� *' . �� �6 *P�' ��E&���� ����V' ����  

<���
0�(	
= ��� �
�' �4��*�  

 ���� �� K�1A �E&�= 1 × 106 cells/ml  0'�� .<� ?�1' 6�RPMI 1640  	 �- 2�`�100 

μl/well  ���	�U�' .�=" 6�96  .����: �6�9: ���� #���#�����:��� �=�S' ��E�`=T 6�^; 6� �E" � *U��i

 �� �E&�=  #	6 �  #� ���H]thymidine31 μCi of [ �� .5�  
�%��- .���- �6�9: \&�" .-���� �E&�=  �

.����: ���: 
#���� 4# 3�<i �Q-6��- 3�6� ������ H��� 	 
�-  

 ��� �
�' �4��*�IFN-γ ELISPOT  

 ��E&�= T +CD8  *��� ��� 
�E' #� 
��P� � �� *P�' 6�A ��CD4  .`=T ���� ���� .����: �#�  *�T

IFN-γ  ��� K�=  j-�CD8 + T BIFN-γ  N�'ELISPOT  .��)BD  B
#�� �  B*���# $�=5(CA 

�- 
��P� �.  ��� K�= )105 × 5 / C��( 16  ���]" 3� 4	�� �� �� .5� )10  $�:	�U�'/ ���&	�U�'( 

 �� R���'immunodominant-LD  �	�1'β- *"� #���#�����:(TPHPARIGL)  ���� M�� �� B. �
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MHC ���- ���U�� �' c!� �h�6�.  #� ���16 -���� �E&�=  B.5�  	 
�- ��IFN-γ  ��&� *���' 6�A ��

 6�U-� *Q�6 ��� �8V� 0U- �� �9T�� \���' 3� �� *��%������� O���	 3� �� K�=  #� [�<' ��P�' 
�-

 .,@ 
�Q� � 3� �� �� ����:ELISPOT .����: N6��-  

 �*��
> �
����� ?�(�*� 	 !�#�DC ���  

DC  ��E-�' #� 4��S� � %r' #� [�<' ��&	�BALB/c  #� 
��P� � ��rGM-CSF .����: ��E - 4�'6� j,-DC 

(106 × 1)  N�' �� #� 
��P� � ��CD32 / 16  7�' �� CG15 �- �V�X�.  �� �� K�=  \] 

monoclonals FITC  c�' ����� 6� 6����<�MHC  c!�I (SF1-1.1)  c!� 	II (AMS-32.1) BCD80 

(16-10A1) BCD86 (GL1) BCD40 (3/23) B �� 	CD54 ) �- �%�'G m�63E2( �� 
���� BABS-PE 

 0��V' H�i��CD11c (HL3) (BD PharMingen).  B*P�' K����FITC- �� ABS  K����isotype PE-

�- 
��P� � _	�%'. 0�=1 	 ��%FFACS 20B000  3� #� 
��P� � �� s���;FACSort  6�%)� $�� 	

CellQuest (BD *���# $�=5)  K�=  6� *��Q��6 ��CD11c �- $�F�� .,q'.  BK���� 7��&�8'DC  ��LPS  #�

t�6�&G ��Q� ) �U����� !���&�  6�		�  !���&� (  6�1  $�:	�U�'/ ���- ���U�� ���& *=�'. 4�%�'IL-1α  	IL-6 

 	IL-12p40  +�,-� �#�  ��,- #� ��� *�	6 ��� 7����' 6�DC  ��ELISA .���'�6� .��� ��  
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�@�1-M���-DNA ��& +�,-� M.haemolytica. *�X�	 4�'# B PCR  3� �� ��F�� �� #�F' 7��&�8'

.`=T ��� *8� *Q��,�� DNA 6��V' 	 j,- �6�9:6�� ���� 
��P� � �6�' DNA  #� \" �6�� ���	

��- .)��#�� �<��-. ��E �S�� 6�Ei 6� ���: 
#���� ? ��' �8V� �� ± SD . �. O��'#G ��  	� 0X��; �6

�- 6��U 6��. B#� 
��P� � �� 
�6�S� . � �� ������ 	 *�������� +�,-� #� �6�9:6�� .�=��X B dsDNA *8� 

FITC ) 6����<�400 �- ����V' (#�� .P�.  7�- ��Q���' 6� ���r �� �F�' [)�' �6�9:6�� K�; 6�

\�� 6�=). C7��&�8' B Colocalization #� dsDNA *8� FITC <�6� 6���� sulforhodamine-B 

H�i�� M. +�,-� M.haemolytica (�� ��� 4�<� (*��X�) 0��" DNA  +�,-� #� B6�<� 0��� �� (%, ) ��&

��� 
���� (%'�X) *��������. +�,-� H�i�� 4	�� B��� �� 
	!5 haemolytica M. �� pEGFP-N1 ( .��X

. � ��)�: 6��X (����".  ��� !"pEGFP-N1 � ? �C	�" �� ��6� 4�� ����,�� 6 CY-3- (%'�X) H�i��

 ���� M��EGFP �� j,- ����<T 	 B�- 
��� g�S< MitoTracker %,  FM (�- �%�'G m�6 (%, . 
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photomicrographs *�������� +�,-� [��A #� a8V' 
���� 4�<� \�� 6�=). D . 6� 6�<��� ��� +��	 B

��>	�" �U � *�	��U&� p�U 	�U�' E-lysed *P�' $�: ��� ������.  #� 4���� ��� *' 4�<� O=)

[��A u	�- %�& 4�'# �8V� 6� ������ 2 !"��� -E %�& 0�� M��.  

 /*01 2�"�*� 3�8(�9�Ex vivo DC  

DC  
�- �6�9:6�� +�,-� �� 2� �� 4��S� � %r' #� [�<' ��&	�pCMVβ ) ����: ���U��DC .,�� :

+�,-�1:10 6� ()237°C (5% CO  ����16  .����: ���U�� .5� \]   DC��P�����  ? � �- %����' B

 B
�- ���-
��P� 6� 0��� � PBS B	 [�6% ���6	 0��� ���' �� �6 N�' BALB / c 
��' )1 × 106 DC  6�

�� B*����; N = 3(. #	6 6� *'�  ��� �����11  #	6 	 
�- ��-���� �� K�1A 	 ����: �6	� a��20  � 	�"

.����:  

�$��5 ��+��  

 �)�A 	� .�6���' W��1�� 	 �� ��Q���' #� 
	�: 	� ��� 7	�P �6�'G �6�� *��'t student  ��� 
��� �	6

 ��)�� 0U-���r)10(log  �� 
	�: 	� #� O�� ��� 	ANOVA �� �E	�P .����: ���� �)�8U� �>  p

0.05.�- ��)�: �`�6� 6�� *��'��T  

B���*  

 �����M. haemolytica  �� ����$�� $C !� �*�� ��DNA .�*� �$�&'$�� ��7�D=  

 +�,-�M. haemolytica  ��� !" ��pEGFP-N1  �	�; 4� 3� �	�; �� 
����: �6�9:6��egfp  .1

 6��'	�" K����CMV  *8� *Q��,�� .�-�� *'��� .`=T DNA 	 ��- *' 
��P� � 6��V' pEGFP ��,E� #� 

+�,-� *�������� ) *Q��,�� H���= 0.934( 
�	�1' 6� .`=T DNA (0.033-16.5 $�: *=�' /  *=�'

���&) 6��X O��'#G �6�' )0U-( A1 �- 
���<'.  ���� *����� ���'���  %�&��� �� 
�Q�� *�������� +�,-� ����

 �,��V) j,- 6� ��� !" �S�� ? ��' ����2000  �� [,8�' ������: ���� (�S��5 μg  #�pEGFP/mg 

.. � *�������� ��>	�"  

 ��� �U��� 
6��6� [�V1 ����DNA  .�)�/ �' B��� �� �-�� *' +�,-� *�6�� �� *=��� j8  �� ?,�' ��� !"

 +�,-�M. haemolytica  K�' �� �6�9:6�� ���� �6Escherichia coli  %�&�P�& 	 %�&�P�&��T K��)��T 
��#
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 B6�`�' ��� ���� .2���� ����V'FITC  6����<�dsDNA ) *8�400 #�� .P�)(  �6�9:6�� ����) 0U-1B  (

.)�: 6��X 
��P� � �6�'. +�,-� K���� �� ����V' 6� ��& +�,-� #� \�� 6�=) 7�- ��Q���' 6� gS<' ���r

�- 
���<' *&��. �� K�=  \�� 6�=) B0��V' 6� E. coli  
�6�S� . �) 0U-1B �<� +!J�  (.  \] 

sulforhodamine-B  +�,-� H�i��M. haemolytica  �� 
�- ��&dsDNA FITC  ? � 
�- 6����<�

.)�: 6��X 0�=1 	 ��%F �6�' K���P��� p�U 	�U�'.dsDNA FITC (%, ) 6����<�  *�������� +�,-� 6�

(%'�X)  #� O�	6 4���5 �� B�- aX�	microphotographs #� \�� 6�=)  OS�Z- +�,-� [��A #� �U �

 0U-) *��������1C( �- 
��� 4�<�.  K�b� 0��� 6� 
#� 6�h�=) #� 
�V&�� ��@� 4��� �6 ����DNA  +�,-� ��

 �� H�i�� 4	�� +�,-� B*��������pEGFP-N1 �- ��&. 6� \�� 6�=) ? � �,X���' ��& ����� !"

 C	�" #� 
��P� � �� ��6� 4�� ����,��CY-3-��H�i-EGFP  n�<T �� *&�; 6� B�- 
��� g�S< M��

 �� j,-MitoTracker  %, FM �- �%�'G m�6.  �U � ��E<S�z  �� ��� 6�U-�pEGFP-N1  (%'�X)

 ���b) _6�� �� �� �'� 
��� (%, ) +�,-� 0��� �� 
����1C #� 
�'G . �� l���� 
���� ���� 4G H��' �� �� (

dsDNA  4�<� �� *8�FITC .�-�� *'  

 	 ��E�,	
��� ����� !9��	 �� /*01 2�"�*�DC  ���$�� <��� !� 
;6�EGFP .%%
' ��  

 �� 
�- �6�9:6�� *�������� +�,-� �� �� ��)	���'pEGFP-N1  ����2  ���� #�� 	 ���- B ���U�� .5� 48  .5� 

 *]���) 4��� 4�U'� � ���- ���U��EGFP �<' \�� 6�=) ���r .����� �6 ���'���� �=) 
��1.6 ± 51.5٪  #�

 ����)	���') 0U-2(  #� �'G6�� 4���EGFP . � 
��� 4�<�.  #� �� �' *&���;� 7�5��b' ���: �F��� ����

 B��- *' *-�� ��)	���' \�� 6�=)��EGFP  #� 
��P� � �� %��Abs  �� ��&	�EGFP  	Ab �� �����@ ���IgG 

 �:	e���PE  ���b)2 �,��V �� ����: ���� 4G H��' �� �� ���- *�� ��- (60.1 ± 2.4%  \��� �E&�=  #�

.���- 4��� *��  
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 ���b2-  4���EGFP  ����)	���' ? �RAW264.7 � #� W�b' #� \",- +�M. haemolytica  �� 
�- ��&

pEGFP )~2600  ����� !"/ j,-(. 4�<� $��:����� 6����� #� O-�" 6� gS<' ���r 3� ��� *'

� �� 4�'6� .1 ��E&�=  \�� 6�=),- +�pEGFP  ��&) �" B��������"�(  .1 ��� K�=  �� ����V' 6�

� �� 4�'6�,- *��E� �� *�������� +�)
�<� �" B2S ��P  	 
�� ( \�� 6�=) 	� �� #� �F��� 3� 4���5 �� B

EGFP )��� ��� 0��"( ���-������ g�S< �� 	 #� *��EGFP �� ABS  	 K���=� *=" N�:��R-PE- _	�%'

N�:�� �� 2U-.  ��� K�=  #� �J6� ��� *' 4�<� ���5�EGFP- �8V� +�A 0�=1 	 ��%F ? � 
�- 4���

.)�: 6��X * 6��. . � 
�- 
��� 4�<� l�" 
������ O��'#G 3�.  

 
�- �6�9:6�� +�,-� .�)�/ �#�  �bS<' ���� *)��� 7��&�8'DNA  .��P5 K�V��� ����DC  ��&	� *�����

 .����: ���� ��)	���' �� 
�- 0��1
�'G . � �� l���� �� ��� 4�<� +�,-� *�������� ����� �@�' �� DC  ��)�:


�- 4�'6� .1 .,�� �� 100 +�,-�: DC 0U-) 3(. #� \" 10 �V�X� B87 #� �J6� DC 0'�- +�,-� 

*�������� �� B7!) #� ��� 20 �V�X� )≥92٪(. � 
�� 6. DC  ��� 4� \��� �@�' 4��� �� 6��X %�� *��P5 K�V���

 ���b) . � *����� ���'���  ��3.(  
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�@�3 -  4���� #� [�<' ��)	���' .� ���'DC  #� 
��P� � �� �@�' �����pEGFP  +�,-� ��&M. 

haemolytica K�V���. A � ����� +�,-� B92  #� �J6�DC  ��)�: 7�' �� �� *��'# 
�-2  3� 6� .5� 

4�'6� j,-:  .,��DC  #�100: 1. B � B52٪  ���; #�DC  #���� �� 6��X ��E 6�EGFP N	6 4���5 �� B

�- ���� *���� �%�'G m�6 #� \" ���'���� �=).  #� ��� K�=  #� 
��P� � �� �� B�  #� 
������ O��'#G 3�

�<� B�- $�F�� �=�S' 4�:���� ����. � 
�- 
��� 4.  

 4�� ������	DNA .��- *' �'�6�� *���� ��� L �" �#�  �-	6 3��1 x5�� +�,-� ��: *F���' ��  

 0��1 2���  0U- �� *�������� +�,-� *��6�� �#�  *��	6 ����DNA ����) �� N�' ��� 
	�: B5 ���' �� (

i.m.  ��i.d.  �� ��5 μg  ��� !"pCMVβ  B #���#�����:��� 
���� �6�9:�� 4� �	�; �� ���- 4�� ������	

 �� 
�- �6�9:6�� +�,-� �� B*��E� �� +�,-� ���5 μg  #�pCMVβ  ���#	6 6�1  	21  	42  .�-�� *'

 �� ���� *�� 4�<� 
���<' 4�'# *A �6 ��; ���� �� ��; .��  #� *�h!5 ���: t�� +�,-� �� ������	 7�����;

' ��.���- *' 0�1 *��� �� *�������� +�,-� �� ��� *' 4�<� 4G H��  

 ��� L �"Ab  .����: 3��1 *��# *���� ���' #� 0V��' K���� y�1& #� ������	 7�����;6� �'�6�� *'� 

3� 0X��; 6�� � ��� ���� 6�X �� β- #���#�����:6� 7�����; .)��6� +�,-�-DNA ��& 4���" 6� 0U	�" 

 �����#�  �� ��� �� 7�����;-DNA ����	 ����� )P <0.05 B 0U-4a( �- 
���<'. #� 
��P� � +�,-� 

*���� ��ES �" #� \" *�; �;�	 #	� 3� 3��1 �� *&�; 6� B3� 0X��; O��%)� *)��� �� *��'# 7�����; �� 
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DNA ����� ���- ������	 ��� $#�. - j,-M�� 2U- %�� 6� 7�����; .)��6� 4�� ��'�) �� *��,' +	6 

�� ? � ID �- 
���<' �� 	 i.m. ���' 0U-) 4B(.  4�� ������	 .)���6 �� ��� *' ���� �'� ���DNA 

 
�- ��F�� ��E�6���� ��=5 ./�P; �� 6��X *��)�/��i ��� ����	 � ���: * 6�� ���� *' +�,-� �� *��,'

-� ��&� ���� ��)6 6�U� 2����:6�	�U�' ? �.��-�� +�,  

  

 ���b4- N�' 6� �'G6�� K�6�'�� *���� L �" BALB / c  3��1(N = 5) �� 4�� ������	 #� \"-DNA  ��&

 +�,-�M. haemolytica. A Bβ- 	 #���#�����:B L �" BIgG ���- ������	 N�' $�  6� M�� j,- ��. 

 �� l����log2  4��� * ��� 4���" �8V� ��� ��Q���' #� 0��V�'. � 
�-. SEM  4�<� ����5 R�8� ? �

���. C 0�)	�" BIsotype #�-β- 2U- M�� #���#�����:IgG ���- ������	 N�' $�  6� ���; K�; 6�.  l����

�S�� �  ����� #� ? ��' 6�A �� 
�'G . � ��.  

 .������# �U��� *���#6� ����Th � #���#�����:��� 
�6��# a�#� B��� �� . � 
�- 3��1 M�IgG Abs 

 .����: *���#6�
�'G . � �� l���� �� ��� 4�<� 	� �� 1IgG 	 IgG2a Abs 6� ������	 7�����; (0U- 4C) 



13 

3��1 �-. BK�; ��� �� #� *E��<' +�8  	� �� isotypes N�' 6� ������	 �� DNA ����� ( R�=S' �����	

�� Th1 ��Q&� / Th2 6�) �- 
���<' �� *&�; 6� B(P <0.05) O��%)� 6� *E�� 0��X K���=����' IgG1 

�� 
���� O��� 6� IgG3 6� 7�����;- j,-������	 �- 
��� g�S<.  �� .V�V; ��� 2T6 *=5 BC��1��� ��

 ��%��Th1  	Th2  L �" ��Q&� 3� .�  �� ���r 3� B��6�� ���	 #���Th2  �� +�,-� #� 
��P� � �� �#6��

 0��1 2���  3� 0U-DNA  *=J� L �" �#�  �&	��' �� .��G #� *��; �� �'G . ��Th  #� 
��P� � ��

.�-�� *' ��9]��U'� .)���6 ���  

 4�� ������	 �� 
�- 3��1 *&�=  *���� ��� L �" *��6�� *���#6� ����DNA  .�)�/ B+�,-� ��Q�F���' ��

#�����:���6�^; 6� ��F' 3��1 #� ��� K�1A ��E&�=  4�� ��P�&	�" .����: *���#6� #���L �" ����P�&	�" 

�'G6�� ?V) N�' 6� ������	 ? � ID �- 
���<' ���' 0U-) 5A(. �i �:� 
�- 
���<' 7	�P  �`� #�

�6�'G ��,� 6�� *��' (P> 0.05) Bg��- 3��1 ��E� *�� 6� 7�����; .)��6� �#�  
��'G j,-  
���<'

�-.  +�,-� �� *��,' .)���6 #� 
��P� � �� ���� *' �'�6�� *&�=  ��� L �" %�� �� ��� 4�<� �� 
��� ���

.���: 3��1  
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�@�5- �� 4�� ������	 #� \" N�' 6� *&�=  *���� ��� L �"-DNA  +�,-� ��&M. haemolytica 

3��1. #� ��� ��� +!  N���: B4 ��F' 3��1 #� #	6 �E&�=  6� �=�S' ��� .`=T 6�^; 6� K�1A �β-

 R!��� ���: 
#���� �� B#���#�����:[3H] thymidine .)�: 6��X * 6�� �6�'.  ��) N#6� ��� .,�� �� l����

(6��U �  #� ? ��' 6�A  	 3��1 ����� #�nonstimulated (3��1 g��-) . � 
�- 4���. SEM  ����

 #�10٪ ���. B BCD8 + T  K�1A ��� K�=  #� *�T K�=  �#�  
��'G)105 × 5 / C��( 7�' ��16  .5� 

 c!� 3� 0'�- ���]" 3� 6�^; 6�MHC I- ���� 	 B���- ���U�� *"� �	�1'IFN-γ- gS<' K�=  ��&�

 ? � �-ELISPOT. ��� K�=  #� 
�'G . � �� 4G #� 2� 6��U �  #� *���; 6�%�� N#6�nonstimulated 

�����. � ��� *' 4�<� ����5 R�8SEM.  

 0��1 ? � 
�- 3��1 *&�=  *���� ��� L �" ��&�8' 0��U ����DNA  �� %�� B+�,-� ��: �8 �	 ��

 .�)�/ *���#6�CD8+ T  ��&� ���� �� 0 IFN-γ  3� 
����-�" ���]" 3� �� 3��1 �� L �"6�MHC  
�6I 

���#�����: ��� #� �6 �	�1' *����#6�� p���"� 
���� j-� ��E&�=  ��� ���� .2���� *���#6� #IFN-γ  
��P� � ��

 ��E&�=  #�T  #� *�TCD8+  
�- �6�9:6�� +�,-� �� ������	 7�����; #� 
�- *���#��pCMVβ  .� �� .,��

T  �� ������	 N�' #� �� 0 pCMVβ  ���b) ����: *�� ��- �����5B.(  

 �����M. haemolytica  �4��(�8, 	 F+� ��66� ��
��DC <�G��� ?H�4� I�.� ���  

 ��� ����	 0��1 #� ��� ��)����,E� *���� ��� L �" �#�  �-	6DNA  �&	��' 	 B*�������� +�,-� ? �

 ��)�� ���r L �" ��Q&� *���) 
�- 
���<' 4���Th � 	�" �� ���� *' +�,-� ��%�� �� .��� #� Z�; (

 �#� Ag ��@� .�-�� ��-��F�G #� DC ����� APC B��� ��X �� 2��b �' �@� * 6�� +�,-� M. 

haemolytica�� 	 Y�=� 4�- K��) N�' 4��S� � %r' [�<' DC. gX�� 	 $�� DC *��Q<��'#G ?���- 6�  ��

 7�'16 .5�  �� �� +�,-� �� 	 B4���5 �� .,q' K���� B�� LPS 3��1 �-. \]  �Q��<� j8  6� CD11c 

.,q' 6��6� DC ? � ���'��� �=) .)�: 6��X * 6��. +�,-� �� 4�� ���U�� O�" )50 j,- / DC( �� �F�' 

4��� O��%)� MHC c!� I 	 II K�U&�' �� B�� ��,- ��� ��� 
���<' #� 
��P� � �� 1 $�:	�U�' / ���& *=�' 

LPS )0U- (6. 4��� K�U&�'y CD80  	 4�'%�� 3��1 CD86 ���k�� 	 B4���5 �� �� K�U&�' #� 
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*:��,�i CD40 	 CD54 %�� ��� 4�'6� #� \" j,- � ��- *' 2�`�.  #� 
��P� � �� *E��<' l����25  ��

10 /+�,-�DC .(
�<� 
��� 4�<� l����) �'G . ��  

  

 ���b6 -  4���� 0�=1 	 ��%Fcytometric  #�DC  +�,-� �� 3��1 #� \"M. haemolytica  %r'

 N�' 
�- [�<' 4��S� �DC  ��LPS 1  $�:	�U�'/ ���& *=�')  +�,-� �� 	25  +�,-�/ K�= (  7�' ��18 

4�'%�� ���U�� .5�  .)�: 6��X 0�=1 	 ��%F �6�' ���'���� �=) N	6 	. CD11c + -gated DC  4���

 j,- #� \" �=�S' j8  ����Q��<� O��%)�)�" ?�(  �� 	LPS )��i �8V� ?�(  �� ����V' 6� 4�'6�DC ( 

��� 4�<�6�� ���  �V8�' 3��1 4	��.  

 ������  j-� 3��1 ���� *�������� +�,-� *����� 
�Q��DC  .����: *���#6�#� \" 3��1 B+�,-� �� ��&� 

DC #� IL-1α 2.4 ����� �� ����V' 6�  3��1 4	��DC )296 PG / ���& *=�'( ��� ��)�� O��%)�. j-�IL-6 

�� %�� 615 ����� )153 $�:���� / ���& *=�'(�� .,�� 
�<� 4�'6� DC )0.25 $�:���� / ���& *=�'(  ��)�� O��%)�

���. B.��E� 6� ����1' IL-12p40 6� 7����' *�	6 #� j,- �� 4�'6� .1 DC 194 ����� )69 $�:���� /  *=�'

���&( O��%)� �� ����V' 6� ��� K�=  *U��1��T )0.35 $�:���� / ���& *=�'( ���.  *' 4�<� 
�'G . �� l����

 4�� ���U�� O�" �� ���DC  *1��� 4G H��' �� 	 ��- *' *&�=  Y�=� 	 �#��&��) �� �F�' +�,-� �� {&����
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 ����	 ���� 0��1 2���  4���5 �� *�������� +�,-� #� 
��P� � �� �� ��)�� ��,E� *���� ��� L �" �� . �

 ���DNA '.�-�� *  

 �� ���4 �67��DC  ��� !� !�ex vivo  ����� 4� �%�0��� ��M. haemolytica  ��� �$�&'$��

pCMVβ .�6� �� ��
�� �$ 4���4��J�' ��� K�L �67�� ��� M��=  

 OV� �� �6 *<��� � ����: $�F�� ���<�� 7��&�8'DC  �� +�,-� #� 
��P� � �� 
�- 3��1 *���� ��� L �" 6�

 0��1 2���  0U-DNA  .��� H��N�' ��� i.v. ������	 ���- ���' �� 1 106 × 4��S� � %r' [�<' 

DC �� BK�V��� ��� 
�- 
��� *��Q<��'#� ?���- 6� �� 6���� pCMVβ ? � ���U�� �� �6 �E�G ��� !" ��& +�,-� 

M. haemolytica. L �" CG �� β- #���#�����:6� �� N�' $�� ������	 )0U- 7A �- 
���<'(.  �� 
	!5

B��� 6� O��%)� ����-γ- ��&�IFN ��� K�=  K�1A 6� 7�����; ������	 B�� ��F' 3��1 �� 

restimulation �� ���]" 3� 0'�- c!� MHC I- �	�1'*"� *��# *���� #� β- #���#�����:)0U- 7B  (


���<' L �" 6� �-.  �� .��� #� *��; l���� ���DC  *���� ��� L �" �#�  �-	6 6� �6 *�E' OV� 3�

 ��� ����	 0��1 ���� ���&��U Z��<' ��U  3� 0U- �� *�������� +�,-� �� *'�Q�� ��� *' �#��

DNA .���- *' 
��P� �  
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 ���b7 -  ? � 
�- 3��1 *���� ��� L �"DC  �� *��Q<��'#� ?���- 6�pCMVβ � ��&,- +�M. 

haemolytica K�V���. L �" Bβ- M�� #���#�����:IgG  $� 11 4�� ������	 #� \" #	6. B ��� K�=  B

)105 × 5 / C��( 7�' ��16  c!� 3� 0'�- ���]" 3� 6�^; 6� .5� MHC I- ���� 	 Bp� *"� �	�1'

IFN-γ- ��� K�=  ��&�ELISPOT  gS<'���- ���U�� �-. . � �� 4G #� 2� 6��U �  #� *���; 6�%�� N#6�

��� K�=  #� 
�'G 
�- 3��1��T  �����.  ��� *' 4�<� ����5 R�8�SEM  

N��  

 #� 
��P� � $�EP'DNA  .�6�� * ��- ����	 
#�; 6� *:6%� OV� *��# *���� W���� ���� �������U�	6 ��� 

���� x5�� ���� *' *;��A �� ����	 	� �� ���Q<�" 	 4�'6� ����� 6� #� �� 
����: ��A  ��� �6����

*��P5 	 *��P5��T. BK�; ��� �� ����� 6� *��� �� � ���'# ��� ? � *��%����� ��V) B*=� 6�A ��  �F�' ��

�� �� #��� ���#	� ��� !" ��� 0�S'. ��� 2� �6	 
�E� �� 4�� *' �6 �� . � .��X�	 ��� AGS  ���6�9: 

M�� 6�A �� ����� �� APC 6��X W�� �6 *�� ��� j���. j,- #� 
��P� � �� *�������� 4���5 ��  2��� 

0��1 DNA 0U<' ��� ���� *' ��� 0; �6.  7��&�8'in vitro  +�,-� �� 
��� 4�<� �'M. haemolytica 

 	 ����)	���' ? � ��@�' 6�A ��DC  4G H��' �� 	 
�- ��)�: ��&	� *' *���� *��# .��P5 7!��� �� �F�'

) ��-52  �60 .(�J6�  

 �� .V�V; ���Ag  ���� ��# *���� 6� ���� *' ���- *�� 0��1 ���E� �8� K��Q�  3� ���'# 6� ��

 ��� ����	DNA  .�-�� ��-�� OV�BaX�	 6� 4�� *���� 2���  . � ��)�� 0'�U �����- .�� 6 �� 

.�����' H� G x5��  ����� 4G *�6�� . �. B�������� APC ���� *' �E� *� 6� �� 6�^; 6� ��� K��Q�  

K��) #� 
�- .)��6� ��� K�=  ���&��" ���r *���) 
��&G �� 	 #	�U�( B#� �� �'� 2&�  ��� K�=  �� 	 

#��"�"G. �h�6�AGS ? �  DC )K�q' 4���5 �� K��)��T B�� 4�'%�� 3��1 4	�� costimulation(  *�;

. � �U�' l�	� 0�1 �F��� 6� B�� �F�' 6��) ��- *' 4�� *����.  *��'# 
e��� *�����U' �������	6 ���

 �� ��� �� . � ?,�'Ag .(4�A�  *"������� K�q' ����) ��- ��)�:�`�6� ��)�� ���r ����  

 0��1 2���  3� 0U- �� *�������� +�,-� *�X	DNA ��� *' B���� *' 6��)6 .������ 3� 0U- �� ��

 #� ��� 
�- 
���<' ��)�� ��,E� *���� ��� L �" �	6 #� ����- �� ��� O-�" ��%�� 6�^; 0�&� �� *��,A
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 .���� 0�5 +�,-� c� ��� ���������� �� 4�� ������	BaX�	 6� 7��&�8' in vitro 6� #� 
��P� � ��&	� DC  4�<�

�� ��� +�,-� M. haemolytica l�	� �=�Y DC 	 �#�  K��) ��- *' $�F��. ��� ��U=�5 ���� *'  ��,E�

��)�� #� ����	 �� *��,' +	6 ��� j��� �6. B0��V' 6� 
�V&�� 0U<' 3� �� R�,6� 6� #� 
��P� � 2���  3� 

0��1 #� 
�'G . � �� *P�' $�: ��� ������ 6�^; LPS K�q' 4���5 ��) B�����	��� ( �� R�,6� 6�  O-�"

*&�=  . �. BK�; ��� �� *=,X 7��&�8' �� ��� 4�<� #	� +�,-� *�������� #��� �6�' ��F�� ���� *���� L �" 

�'G6�� 4	�� 4�� *' �� �F�' �� *,��� |6��5 �� R���' �����	��� ��- *' 
6���. 	� 0X��; �,�' .`=T 

LPS ���� 0�1 �� *��'# LPS �� +�,-� *�������� #� �� *��'# �6 4G 6� $�) 3� ��#G . � . � 
����.  ��

 ����1' BC��1���LPS  0��1 2���  0U- �� �6 �E�� 
��P� � *�������� +�,-�DNA .. � 
��U� �	�1'  

 3��1 *���� L �" u�� ���� ���� 2E' ��'�6�" 3� %�� �#��&��) � 	�" *A 
�- ��#G ��� ������  .���'

� *' 4�<� �' 7�5!A .. � 
�-j-� 6� O��%)� 3� �� �� IL-12 ? � DC  *�������� +�,-� 6�^; 6�

�6�� ���	. �� �����	 ��������  ��� Th1-6� m� 2�`� �� �� B����� �� *=J� +�A 
%�6!" DC . � 6��X.  ��

��&� �� *���� �@� 3� �E� BK�; ��� IL-1α4���5 �� �� B IL-12 �� �����	 �� � ���� 6����)�� Th1  N�' 6�

�- 
���<' 0�5. 6� O��%)� �� 
���� B��� IL-6 R�=S' #� L �" 2�6� H&�T 6� ���r �� ��� *' j��� B

�� �����	 Th1 / Th2 N�' 6� 7�����; 6� -��Q&� 3� �� ����	 j,- Th2 �� ����	 H&�T 6� DNA  B�����

 *���� L �" C�� �1& �� N	6 ��� ���'��  4��� 4�<� �F��� 6�. � ��S�Q���� �6 4��.  B. � ��� H&��

K�=  ���� 6� O��%)� %�� �'-β-M�� #���#�����: IFN-γ- ��&�CD8 + T 7�����; 6� - 
���<' B����	 j,-

�� ��F' 3��1 �� L �" 6� restimulation c!� 0'�- ���]" 3� �� MHC  I-*"� �	�1'.  4�� *' �6 ���

.�)�/ 6� APC 6� 	 N#���" ���� ���; K�; MHC c!� I-�	�1' AGS  B*<S� 6� 0X��; B��� j���

+�,-� �� �����	 ��,E� ? �. 4��� 6� 2�`� �' BaX�	 6� MHC c!� I K�U&�' 	 4�'6� 6� 4�'%�� 3��1 ��-

j,- DC . � 
�- 
���<'. �� �����	 ��� K�=  B���� *' O��� �i �:� B��� �� 
	!5 Th1  
���' *X��

' ���k����� *' 3�� *=� L �" �� ����� *. K�V��� $�F�� *��Q<��'#� ?���- �� �#�  ���� 7��&�8' DC 

 3� 4���5 �� *�������� +�,-� $�Q�� 6� *���� L �" 3��1 6� *�E' OV� �� K�=  ��� �� ��� *' 4�<�

0��1 2���  DNA �#�� 6��X 
��P� � �6�'. ��E�&� O�" �8 �	 n�V&� j,- �� �����	 ��F�� . � �U�' %�� *
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 �h�6� �� ��� 6 *=1' ?�1' 3�Ag *���� R�,6� �F��� 6� B*�o *���� �-6� * ��-6�� $��S� � aP� �� �� B

 *V�,8 	 *�o��U�' 0�E� �6.  3��1 7��@� 2��"	���=" 	 *:��k�" 
���� �-	6 
�'G . �� l���� 0� 6�

�� L �" 3��1 *A ������ +�,-� ? � 
�-.�-�� *' ���6�:#�  *���� �  

 *���� ��� L �" 3��1 ���� �@�' ����	 0��1 2���  3� *�������� +�,-� �� 
��� 4�<� *=,X 7��&�8'

 �� +�,-� ��� ��=5 ��X *&�=  *���� 	 K�6���Ag  .�-�� *' C�S' ���B�������� ��6�� +�,-� DNA ���k�� 

4���5 �� ���� *' ����	  ����� 6���� �6���� #� *-�� �� 2����:6�	�U�' �#�  
��'G ���� j,- C�S���  
��P� �

���: 6��X. #� 
��P� � ��� ������ 
��# 4���5 �� 0'�; ���� 
#�  ����	 DNA �&%�' �� ��%Q��� 3� �,��' 

 .�-�� *'BK�; ��� �� #� 
��P� � ��6���� 
��# �� . � �U�' *���� ��� *���Q� B. � 
���� �� �� *��'# M�b� 

���#G ?���- .1 
��P� � �� O-�" 4	�� ���)� ���� *���� gV� 6�i� 
�- ��)�: �`� 6�   \U5�� .. �

.���: [�6% *���� ��� *���Q� 4	�� ��� ���#	� 6� ���� *' 
��#��T *�������� +�,-�  

 �� �� ��- *' 
��� 0��1 W�� ��E&�=  �� �@�' 6�A �� #���#�����:��� 
���� �6�9:�� ��� !" B4���" 6�

 ��>	�" .��- *' ���� 	 �6���� �S�� *, ��' 6�A%��  �� 6��X 3��1 K�6�'�� �'G6�� 	 *���� ��� L �" 

*&�=  ���. B�������� +�,-� *�������� 0�U< ���&��U 3� ����OS� �� � ���� ����	 DNA  �6 � �'G6��

.���� *'  2F; 6� *����� ��� .�%' 
���� 0�U< *�������� +�,-� *&�5 *���� 	 2� ��&� ���%� B4� � ��&�

.. � a� 	  
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