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Введення модифікованих генів у геном еукаріотичних організмів відкриває 
нові можливості моделювання та дослідження біологічних процесів. Експресія ге-
нів контролюється специфічними регуляторними ділянками різних розмірів і лока-
лізації, більшість із яких вивчені недостатньо. Зазвичай сконструйований ген вво-
дять разом із коротким промоторним фрагментом. Оскільки у цьому випадку втра-
чаються усі вихідні регуляторні ділянки, рівень експресії гена суттєво відрізняєть-
ся від фізіологічного. Особливо складно досягнути вибіркової експресії введеного 
гена у специфічному типі тканини чи клітин. У статті представлено новий, ефектив-
ний метод генної інженерії in vivo із використанням штучної бактерійної хромосоми 
(BAC; bacterial artificial chromosome). У його основі лежить використання рекомбі-
наційної системи Rаc-профага (Rec/ET) або λ-фага (Redα/Redβ), адаптованої та 
перенесеної у бактеріальну клітину Escherichia coli DH10B. ВАС-рекомбінація дає 
змогу вводити у геном сконструйований ген у складі ВАС разом із усіма необхідни-
ми вихідними регуляторними ділянками. Це забезпечує досягнення практично 
будь-якої бажаної специфічності експресії сконструйованого гена in vivo. 

Ключові слова:	 клонування, ВАС-рекомбінація, експресія генів, модифіка-
ція геному.

ВСТУП 
Проведення досліджень на генетичному рівні, безперечно, вважається одним 

із найперспективніших напрямів сучасної біології. Ефективні технології модифіка-
ції геному відкривають нові можливості для вивчення ролі генів у процесах клітин-
ного поділу, росту і функціонування організму в цілому.

Геном миші за своєю будовою та структурою генів близький до геному людини. 
Зазвичай саме цих тварин використовують як експериментальну модель для прове-
дення генетичних досліджень. Введення генів без відповідних регуляторних ділянок 
не забезпечує експресії на високому рівні або вибірково у потрібному типі тканини. 
Класична генна інженерія є малоефективною для створення плазмід із фрагмента-
ми ДНК великого розміру, якими зазвичай є промоторні ділянки. Для вирішення цієї 
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проблеми був розроблений новий метод інженерії ДНК великих розмірів, що дає 
змогу вводити у геном сконструйований ген разом із усіма необхідними для експре-
сії регуляторними ділянками. 

Штучна бактерійна хромосома (BAC; bacterial artificial chromosome) – це бакте-
рійна плазміда розміром 150–350 тис. п.н., що містить певний фрагмент хромосо-
ми еукаріотичного організму з усіма вихідними генами та регуляторними ділянка-
ми цього фрагмента [7]. Rec/ET-рекомбінацію із використанням ВАС (ВАС рекомбі-
нація) було розроблено у лабораторії Ф. Стюарта (F. Stewart) [10, 11]. У лаборато-
рії Н. Коупеланда (N. Copeland) цей метод було вдосконалено й адаптовано для 
використання у бактеріальних клітинах Escherichia coli DH10B [1]. 

Першим етапом ВАС-рекомбінації є конструювання певного гена (трансгена), 
який планується ввести у геном. Далі, за рахунок Rec/Red-залежної гомологічної 
рекомбінації проводиться його інтеграція у певну ділянку ВАС, що містить потрібні 
регуляторні ділянки. Заключним етапом є мікроін’єкція модифікованої ВАС у про-
нуклеус ооцита [13, 18]. Оскільки трансген перебуває під повним контролем вихід-
ної регуляторної ділянки ВАС, це забезпечує високоспецифічну для цієї зони екс-
пресію. Використання тієї чи іншої ВАС дає змогу досягнути практично будь-якої 
тканинної специфічності та фізіологічного рівня експресії трансгена [14, 15, 21]. 
Метою роботи є детальний опис методу та наведення ключових експерименталь-
них даних застосування ВАС-рекомбінації.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Розробка стратегії ВАС-рекомбінації
Перед початком експериментальної роботи необхідно розробити загальну 

стратегію ВАС-рекомбінації в електронній версії, скласти карту нуклеотидних по-
слідовностей усіх елементів трансгенного фрагмента і відповідної ВАС. Для цього 
зручно використовувати професійні комп’ютерні ДНК-програми (NTI-vector, DNA-
star, Clone manager). Ключовим є підбір сайтів ендонуклеазного розщеплення, 
зручних для клонування, та пошук оптимальних гомологічних послідовностей ВАС.

Клонування трансгенного фрагмента 
Трансгенний фрагмент містить декілька ключових елементів: модифікований ген 

(трансген), репортерні гени, ген-резистентності та послідовності, гомологічні до пев-
них послідовностей штучної бактерійної хромосоми, куди планується ввести даний 
фрагмент. Ендонуклеазне розщеплення та лігування їх у плазміду проводять з вико-
ристанням широкого спектру ензимів і буферних систем (Fermentas, NEB). Для амп-
ліфікації ДНК застосовують високоточну полімеразну систему (high-fidelity PCR kit, 
Fermentas), що виключає можливість помилок у синтезованій нуклеотидній послідов-
ності. Стандартні умови проведення полімеразно-ланцюгової реакції (ПЛР) станов-
лять: +96°С/3 хв, 35 циклів: +94°С/0 40 хв, +45°С...+65°С/0,50 хв, 72°С/1–3 хв. ДНК 
очищають шляхом електрофоретичного розділення у 2% гелі агарози та колонкової 
афінної хроматографії (DNA-Plasmid purification Mini / Maxi kit, Roche). Усі етапи кло-
нування перевіряють секвенуванням. Перед рекомбінацією трансгенного фрагмента 
у ВАС необхідно провести тестування функціональної активності всіх його елементів 
in vitro. Використання тих чи інших методів залежить від включених у плазміду генів. 

Рекомбінація у ВАС
Для рекомбінації використовують штам Е. coli DH10B, що містить необхіду ВАС 

і допоміжну плазміду pR6K.αβγBAD, яка забезпечує експресію рекомбінаційних  
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ензимів. Трансгенний фрагмент вводять у E. coli шляхом електропорації за стан-
дартних умов: 1,35 kV, 25µF, 200Ω, використовуючи електропоратор Eppendorf-2510. 
Для швидкого пошуку модифікованої ВАС застосовують метод ПЛР. Більш деталь-
ний аналіз проводять шляхом ДНК-гібридизації з радіоактивними пробами 
(Southern blot). ВАС лінеаризують за допомогою ендонуклеазного розщеплення із 
Not I, сайти якої вводять у ВАС.

Очищення модифікованої ВАС здійснюють шляхом електрофоретичного роз-
ділення у гелі агарози із низькою температурою плавлення (Sea-Plug Low-melting 
point agarose, Sigma). Оскільки розмір ВАС є достатньо великим (50–250 тис. п.н.), 
використовують електрофоретичну систему типу пульс-електрофорез (Pulse-Field 
Gel Electrophoresis: PFGE) (CHEF-DR® III Pulsed Field (BioRad). Параметри елек-
трофорезу становлять: початковий час = 0,5 sec, кінцевий час = 20 sec, α = 120 C, 
IEI = 6 V/cм, I = 140 mA, загальний час = 12–14 год.

Мікроін’єкцію ВАС у пронуклеус ооцита проводять у Tris-HCl буфері: pH = 7,5, 
10 мM, EDTA pH = 8,0, 0,1 мM, NaCl 100 мM, спермін 30 мM, спермідин 70 мM.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХНЄ ОБГОВОРЕННЯ
Метою ВАС-рекомбінації є досягнення специфічної експресії трансгена у геномі 

еукаріот. Першим кроком є пошук оригінального гена, регуляторні ділянки якого пла-
нується використати. Необхідно визначити хромосомну локалізацію цього гена та 
його структуру. Для прикладу проаналізуємо ген транскрипційного фактора STAT5a 
миші [16]. Задаючи у пошукову систему електронної ДНК-бібліотеки ENSEMBL (www.
ensemble.org) назву гена, ми отримуємо детальне графічне зображення його локалі-
зації у хромосомі та розміщення інших генів у даній ділянціі (рис.1).

Рис. 1.	 Визначення хромосомної локалізації та структури гена транскрипційного фактора STAT5a миші 
шляхом використання комп’ютерної ДНК-бібліотеки ENSEMBL. Ген STAT5a міститься у кінцевій 
ділянці хромосоми 11 в оточенні генів HCRT, GHDC, STAT5b та STAT3, PTRF із 5′- та 3′-сторін, 
відповідно

Fig. 1.	 Identification of chromosomal localization and gene structure of murine transcription factor STAT5a 
using online DNA library „ENSEMBLE”. Gene of STAT5a is located on chromosome 11 and bordering 
genes HCRT, GHDC, STAT5b and STAT3, PTRF from 5′- and 3′-sides, respectively
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Наступним завданням є пошук ВАС, що містить у своєму складі даний фраг-
мент хромосоми. Для цього зручно використовувати електронну бібліотеку NCBI 
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Функція „МарViewer” дає змогу одержати детальну інфор-
мацію про наявність потрібних ВАС. 

Оптимальна ВАС повинна містити потрібний ген у своїй центральній частині, 
оскільки тоді більшість регуляторних ділянок, особливо промоторна частина, буде 
також збережена. Наступним етапом є заміщення оригінального гена на новий 
штучно сконструйований трансгенний фрагмент із усіма необхідними елементами.

Рекомбінація у ВАС відбувається через гомологічні послідовності (ГП), розмі-
щення яких визначає точне місце рекомбінації [9, 22]. Схематично процес ВАС-
рекомбінації можна зобразити так (рис. 2).

При клонуванні трансгена, перед його СТАРТ-кодоном (ATG) вводять 5′-UTR 
послідовність β-глобінового гена (GACTCACAACCCCAGAAACA) та оптимальну 
послідовність KOZAK (ССАСС). Це сприяє ефективній транскрипції, зв’язуванню 
мРНК із рибосомою і трансляції трансгена [4]. 

Для визначення рівня та локалізації експресії введеного трансгена у тканинах 
чи клітинах можна використати репортерні гени. Широковживаними тут є гени флуо-
ресцентних протеїнів (GFP/YFP – green/yellow fluorescent proteins, dsRED – red 

Рис. 2.	 Загальний принцип рекомбінації у штучну бактеріальну хромосому (ВАС). Трансгенний фрагмент 
містить кілька елементів: 5′-гомологічну послідовність (1), трансген зі старт-кодоном ATG (2), сайт 
зв’язування із рибосомою-IRES (3), репортерний ген (4), ген-резистентності (5) та 3′-гомологічну 
послідовність (6). Гомологічні послідовності забезпечують заміщення трансгенним фрагментом 
частини вихідного гена при повному збереженні промоторної ділянки. Це дає змогу отримати ви-
соку специфічність експресії трансгенного фрагмента відповідно до використаного промотора

Fig. 2.	 General principle of bacterial artificial chromosome (BAC) recombination. Transgenic construct con-
tains several elements: 5′-homology arms (1), transgene with START-codon ATG (2), internal ribo-
some entry site – IRES (3), marker-gene (4), gene of resistance (5) and 3′-homology arms. Homolo
gy arms mediate replacement of some part of the original gene by transgenic construct but leave the 
promoters region. Promoter provides a high specificity of transgene expression



33МОДИФІКАЦІЯ ГЕНОМУ ЕУКАРІОТ ШЛЯХОМ ВАС-РЕКОМБІНАЦІЇ

ISSN 1996-4536 • Біологічні Студії / Studia Biologica • 2009 • Том 3/№3 • С. 29–38

fluorescent protein із Discosoma sp.) та гени поверхневих маркерів клітин (CD2, CD4, 
CD5 та інші). Оскільки ген-маркер вводять у 3′-кінець трансгена, що містить СТОП-
кодон, включення IRES (іnternal ribosome entry site) послідовності є важливим для 
ініціації трансляції цього елемента [3]. 

До складу трансгенного фрагмента також повинен входити ген резистентності 
до певного антибіотика (канаміцину, хлорамфеніколу, тетрацикліну, ампіциліну), що 
необхідно для селекції модифікованої ВАС у бактерійних і ембріональних клітинах. 

Важливими проблемами є дизайн і клонування гомологічних послідовностей. 
Оптимальним розміром ГП прийнято вважати 200–400 п.н. 5′-ГП розміщується без-
посередньо перед СТАРТ-кодоном оригінального гена. Вона містить у своєму скла-
ді частину промотора. 3′-ГП може бути вибрана на віддалі 100–1500 п.н. від 5′-ГП.  
У більшості випадків це забезпечує сплайсингове видалення усього першого екзону 
вихідного гена. 

Зазвичай експресія трансгеного фрагмента є бажаною лише на постнатально-
му етапі розвитку організму. Цього можна досягнути, використавши рекомбінаційну 
систему CRE/lохР [5, 20]. CRE (Сyclization REcombination) є білком бактеріофага Р1, 
що має рекомбінаційну активність і здатний каталізувати рекомбінацію фрагмента 
ДНК між двома сайтами LoxP (locus of X-over of P1). Сайти LoxP – послідовності ДНК 
довжиною 34 п.н. що містять два інвертованих повтори (13 п.н.), які обмежують цен-
тральний район (8 п.н.). Залежно від орієнтації та розміщення LoxР сайтів, рекомбі-
наза CRE може каталізувати інверсію, ексцизію або транслокацію ДНК [16]. 

Клонування трансгенного фрагмента у протилежному напрямку до напрямку 
транскрипції певного промотора та введення у його 5′-/3′-кінці конвергентно роз
ташованих loxP сайтів дає змогу отримати плазміду із CRE-залежною експресією 
фрагмента (рис. 3). 

Сконструйовану плазміду з інвертованим фрагментом можна протестувати, 
вводячи її у штам E. сoli, що експресує CRE-рекомбіназу. Оскільки у бактеріальній 
клітині міститься багато копій плазміди, а CRE-рекомбіназа експресується консти-
тутивно, створюється суміш плазмід із прямонаправленими й інвертованими транс
генними фрагментами у співвідношенні 1:1. Виділення плазмідної ДНК і трансфор-
мація цією ДНК звичайного штаму E. сoli забезпечує виникнення окремих бактері-
альних колоній, кожна з яких містить плазміду із трансгенним фрагментом лише 
того чи іншого напрямку (рис. 4).

Рис. 3.	 Плазміда із CRE-залежною експресією трансгенно-
го фрагмента. Трансгенний фрагмент, який містить 
loxР сайти на своїх 5′/3′-кінцях, вводять у зворотно-
му напрямку до напрямку промотора. CRE-реком
біназа каталізує інверсію фрагмента між двома 
loxР сайтами, що забезпечує його експресію

Fig. 3.	 Рlasmid with CRE-inducible expression of transgenic 
construct. Transgenic construct introduced in inversed 
orientation to the promoter and contains lохP sites on 
5′/3′-ends. CRE-recombinase mediates inversion of 
the construct between two lохP sites which leads to 
activation of transgenic construct expression
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Створений трансгенний фрагмент вирізають ендонуклеазами з плазміди, очи-
щають і використовують для рекомбінації у ВАС.

Рекомбінація у ВАС
Рекомбінація каталізується парами ензимів RecE/RecT Rac-профага або Redα/

Redβ λ-фага. Ці пари є функціонально еквівалентними. RecE і Redα є 5′->3′ екзону-
клеазами, тоді як RecT і Redβ є білками, що забезпечують рекомбінацію. Взаємодія 
та функціонування RecE і RecT чи Redα і Redβ забезпечує рекомбінацію гомологіч-
них послідовностей ДНК. Тому бактеріальна клітина повинна містити, крім ВАС, та-
кож pR6K.αβγBAD – плазміду, що експресує одну із цих пар ензимів [8,12].

Після електропорації трансгенного фрагмента у ВАС/pR6K.αβγBAD+ E.coli та 
його рекомбінації у ВАС одержані колонії необхідно протестувати. Виявити моди-
фіковану ВАС можна за допомогою методу ПЛР. Для ампліфікації використовують 
праймери, один із яких є специфічним до включеного фрагмента, а інший – до 
ВАС, або праймери, специфічні до ВАС ділянок, які межують із рекомбінованим 
фрагментом із обох боків. У цьому випадку продукт визначеного розміру ампліфі-
кується, лише якщо використана ВАС містить трансгенний фрагмент.

Більш детальну оцінку модифікованої ВАС проводять за допомогою методу 
ДНК-гібридизації з радіоактивними пробами (Southern blot). Рекомбінований транс
генний фрагмент вносить у ВАС додаткові сайти ендонуклеазного розщеплення. 
Тому при розщепленні модифікованої ВАС певною ендонуклеазою будуть утворю-
ватися нові ВАС фрагменти, неспецифічні для оригінальної ДНК (рис. 5).

Рис. 4.	 Аналіз СRE/loxP інверсії трансгенного фрагмента. Введений у E. сoli ген СRE-рекомбінази конс-
титутивно експресується, що забезпечує інверсію трансгенного фрагмента, створюючи у бак-
теріальній клітині суміш плазмід із трансгенними фрагментами у різній орієнтації щодо промото-
ра (а). Виділення і трансформація цією ДНК звичайних бактеріальних клітин дає змогу отримати 
окремі колонії, що містять плазміди лише із трансгенним фрагментом того чи іншого напрямку 
(б). Визначення напрямку трансгенного фрагмента у плазміді проводиться за розмірами фраг-
ментів ДНК, що утворюються при розщепленні з певною ендонуклеазою (у використаній моделі 
розміри фрагментів ДНК при прямонаправленому (1, 2) та інвертованому (3) напрямках транс-
генного фрагмента становлять: 5250, 3100, 2300 та 7300, 3100, 250 п.н., відповідно)

Fig. 4.	 Analysis of СRE/loxP mediated inversion of the transgenic construct. Gene of CRE-recombinase is 
introduced into E. сoli and constitutively expressed, which mediates inversion of the transgenic con-
struct and forms in bacterial cells a mix of the plasmids with forward and reverse orientation of the 
construct. Extraction and transformation of this bacterial DNA into CRE-negative bacterial cells allows 
to obtain colonies which have plasmids with only one type of transgenic construct orientation. Detec-
tion of construct orientation in the plasmids is performed by control digest with appropriate endonu-
clase (In presented transgenic model, the size of DNA fragments which correspond to the forward (1, 
2) and reverse (3) oriented construct are: 5,250, 3,100, 2,300 and 7,300, 3,100, 250 b.p., respectively)
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Проінкубувавши модифіковану ВАС із ендонуклеазою, проводять електрофо-
ретичне розділення розщепленої ДНК у гелі агарози. Фрагменти ВАС переносять 
на нітроцелюлозну мембрану та гібридизують зі специфічними радіоактивними 
пробами. Як правило, використовують два типи проб: специфічну до трансгенного 
фрагмента і специфічну до ВАС (рис. 6).

Рис. 5.	 Зміни розміру штучної бактеріальної 
хромосоми (ВАС) і фрагментів її ендо
нуклеазного розщеплення після реком
бінації трансгенного фрагмента. Реком-
бінований трансгенний фрагмент вно-
сить у ВАС нові сайти ендонуклеазного 
розщеплення та змінює розмір ВАС. Різ-
ниця у розмірах фрагментів ДНК роз
щепленої оригінальної та модифікова-
ної ВАС (фрагменти А, Б, В) дає змогу 
виявити ВАС, що містить рекомбінант-
ний трансгенний фрагмент

Fig. 5.	 Changes of the bacterial artificial chromo-
some (BAC) size and restriction fragment 
pattern after recombination of the trans-
genic construct. The recombined transge
nic construct in the BAC brings new restric-
tion sites into the BAC and changes the 
size of the BAC. The size difference be-
tween digested original and modified BACs 
(fragments A, Б, В) can be used for detec-
tion of transgenic construct in the BAC
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Рис. 6.	 Ідентифікація штучної бактеріальної хромосоми (ВАС), що містить рекомбінований трансгенний 
фрагмент шляхом ДНК-гібридизації (Southern blot). Першим етапом є ендонуклеазне розщеп-
лення вихідної (контрольної) ВАС (К) і модифікованих ВАС (1, 2). Далі ДНК фрагменти розділя-
ють шляхом електрофорезу у гелі агарози (а) та переносять на нітроцелюлозну мембрану. За-
ключним етапом є гібридизація зі специфічними пробами. Зазвичай використовують два типи 
проб: інтернальну – специфічну до рекомбінованого фрагмента (б) та екстернальну – спе-
цифічну до ВАС у зоні, близькій до трансгенного фрагмента (в) 

Fig. 6.	 Identification of transgene-containing bacterial artificial chromosome using DNA-hybridization 
(Southern blot). The first step is restriction digest of original (control) BAC (K) and modified BACs (1, 
2). DNA fragments are separated by electrophoresis in agarose gel (а) and transfered on nitrocellu-
lose membrane. In final step, DNA fragments are hybridized with specific probes. Usually, two types 
of probes are used: internal – specific to transgenic construct (б) and external – specific to BAC re-
gion closed to the transgenic construct (в)
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Модифіковану ВАС лінеаризують, використовуючи ендонуклеазу Not I, сайт 
розщеплення якої штучно вводять у ВАС. ВАС очищають шляхом електрофорезу 
в системі PFGE (Puls Field Gel Electrophoresis) (рис. 7) і використовують для мікро
ін’єкції у пронуклеус ооцита [2, 19].

Мікроін’єкцію ВАС у пронуклеус ооцита проводять у Tris-HCl буфері із викорис-
танням мікроголки, що забезпечує ефективність введення та інтеграції ВАС у ге-
ном ооцита.
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GENOMIC MODIFICATION OF EUKARYOTES USING BAC RECOMBINEERING 

А. О. Tsyrulnyk1, V. V. Snitynsky1, R. S. Stoika2 
1Lviv National Agricultural University, 1, V. Velykyi St., 1, Lviv-Dubljany 80381, Ukraine
2Institute of Cell Biology, NAS of Ukraine, 14–16, Drahomanov St., Lviv 79005, Ukraine

Introduction of modified genes into eukaryotic genome gives new opportunities for 
investigations of biological processes. Gene expression is controlled by specific regula-
tor regions of different size and localization in genome. Most of them are poorly studied. 
Thus, a transgene construct is usually introduced together with a short ubiquity pro-
moter region. Since all original regulator regions are lost, it makes difficulties to get a 
high level of expression and particularly a tissue-specific expression of transgene. This 
article describes a new method of genome modification using bacterial artificial chromo-
some (BAC). Method is based on recombination system of Rаc-prophage (Rec/ET) or 
λ-phage (Redα/Redβ) transferred into Escherichia coli DH10B cells. In case of BAC 
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recombination, all known regulatory regions essential for desired transgene expression 
can be included. This method is used for generation of transgenic animals that allows 
more physiological or tissue-specific expression of transgene in vivo.

Key words:	 cloning, BAC recombineering, gene expression, genomic modifica-
tion.

МОДИФИКАЦИЯ ГЕНОМА ЭУКАРИОТ МЕТОДОМ ВАС-РЕКОМБИНАЦИИ

А. О. Цирульник1, В. В. Снитинский1, Р. С. Стойка2

1Львовский Национальный Аграрный Университет
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Введение модифицированных генов в геном еукариотических организмов от-
крывает новые возможности моделирования и исследования биологических про-
цессов. Экспрессия генов контролируется специфическими регуляторными зона-
ми. Большинство этих зон исследовано недостаточно. Поэтому обычно сконструи-
рованный ген вводят вместе с коротким промоторным фрагментом. В этом случае 
уровень экспрессии достаточно отличается от физиологического. Особенно слож-
но получить специфическую экспрессию введенного гена в определенном типе 
ткани или клеток. В статье рассмотрены теоретические принципы нового метода 
генной модификации с использованием искусственной бактериальной хромосомы 
(BAC; bacterial artificial chromosome). В основе метода лежит использование ре-
комбинационной системы Rаc-профага (Rec/ET) или λ-фага (Redα/Redβ), адапти-
рованной и перенесенной в бактериальную клетку Escherichia coli DH10B. ВАС-
рекомбинация обеспечивает введение в геном сконструированного гена в составе 
ВАС вместе со всеми необходимыми оригинальными регуляторными зонами. Это 
способствует достижению практически любой желаемой специфичности экспрес-
сии сконструированного гена in vivo. 

Ключевые слова:	 клонирование, ВАС-рекомбинация, экспрессия генов, мо-
дификация генома.
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