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Модели с генетическими манипуляциями животных получили широкое приме-
нение в разных областях медицины и биологических исследованиях. В послед-
ние десятилетия были созданы тысячи генетически модифицированных транс-
генных моделей мышей, и их производство ускоряется. Поэтому важной пробле-
мой является поддержание и контроль генетической чистоты линий. В наших
исследованиях используются линии трансгенных мышей, экспрессирующих в
нейронах генетически кодируемые зонды для неинвазивной регистрации ионов
хлора (“Cl-Sensor”) и одновременной регистрации хлора и водорода (“ClopHen-
sor”). Для поддержания чистоты этих линий нами разработана тест-система для
генотипирования трансгенных мышей. Подход характеризуется высокой досто-
верностью результатов и может быть использован для проведения дальнейшего
контроля за генетической чистотой этих линий, а также контроля линий живот-
ных с незначительно различающимися участками аминокислотных последова-
тельностей.
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В последние десятилетия в рамках исследований в области фотофармакологии и
оптосенсорики все шире применяются модели на основе генетически модифици-
рованных линий млекопитающих, в частности лабораторных мышей [1–3]. При
этом важной проблемой является поддержание и контроль генетической чистоты
линий, так как на нее могут влиять ряд факторов [4]. Генетически модифициро-
ванные мыши могут изменять функцию гена путем сверхэкспрессии, элиминации
или модификации генного продукта [5, 6]. В частности, было показано, что мута-
ционный процесс в отдельных линиях мышей может приводить к делециям, ин-
серциям или локальным мутациям, вследствие чего аллели могут не только утра-
тить свои функции, но и приобрести гипоморфный или гиперморфный характер [7].
Также нельзя исключать вероятность случайного скрещивания особей, содержа-
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щих различные гены, вследствие чего перед проведением исследований необходи-
мо убедиться в чистоте популяции [4, 8, 9]. Кроме того, необходимо учитывать че-
ловеческий фактор при поддержании линий лабораторных животных, который
может приводить к смешению линий и появлению гибридного потомства [10]. По-
этому в лабораторной практике применяется ряд методов генотипирования особей
поддерживаемых линий [11, 12]. Так, для идентификации и контроля генетической
чистоты линий мышей предложены методы ПЦР-анализа и секвенирования ко-
ротких тандемных повторяющихся последовательностей [4, 9], ПЦР-анализа и Са-
узерн-блоттинга геномной ДНК [6, 13], флуоресцентной микроскопии [14].

Таким образом, постоянный контроль генетической чистоты является необхо-
димой процедурой при проведении исследований с использованием трансгенных
линий мышей [4, 6]. В наших исследованиях используются созданные ранее линии
трансгенных мышей, экспрессирующих в нейронах генетически кодируемые зон-
ды для неинвазивной регистрации ионов хлора (“Cl-Sensor”) [15, 20, 22, 23] и одно-
временной регистрации хлора и водорода (“ClopHensor”) [15, 16]. Эти зонды созда-
ны на базе производных зеленого флуоресцентного белка и имеют пересекающие-
ся спектральные характеристики, а также незначительно различающиеся участки
аминокислотных последовательностей [17]. В процессе работы произошло смеши-
вание этих линий и возникла задача их надежного разделения. Поэтому целью ис-
следования была разработка тест-системы для генотипирования используемых ли-
ний, обеспечивающей высокую достоверность результатов. Поскольку до настоя-
щего времени тест-системы для генотипирования данных линий разработаны не
были, наша тест-система является первой, предназначенной для решения постав-
ленной задачи, что придает исследованию особую ценность.

Современные технологии генной инженерии позволяют манипулировать гено-
мами животных, обеспечивая платформу для создания все более сложных способов
моделирования болезней, а также биосенсорных систем для контроля многих био-
логических компонент. За последние десятилетия были созданы тысячи генетиче-
ски модифицированных трансгенных линий мышей [8]. Этот процесс требует все
более тщательного контроля поддержания чистоты создаваемых линий животных.
Предлагаемая нами тест-система является одним из простых и эффективных под-
ходов которые могут быть использованы для поддержания линий трансгенных жи-
вотных экспрессирующих генетически кодируемые биосенсоры.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Трансгенные линии мышей, экспрессирующих “Cl-Sensor” и “ClopHensor”
Биологическим материалом для ПЦР-исследования служили трансгенные мы-

ши в возрасте от 2 мес. до 1 года линий “Cl-Sensor” и “ClopHensor”, различающие-
ся последовательностью конструкта, встроенного в локус ROSA26 6-й хромосомы
мышиного генома [42] и экспрессирующегося в нейронах (рис. 1).

Cl–-Sensor – это генетически сконструированный белок, состоящий из циано-
вого флуоресцентного белка (CFP) и желтого флуоресцентного белка (YFP), со-
единенных гибким линкером из 20 аминокислот (рис. 1a). CFP является референт-
ным белком, а YFP – сенсором хлора, флуоресценция которого уменьшается при
повышении концентрации этого аниона. Три мутации в последовательности YFP
придают ему высокую чувствительность к хлору (IC50 ≈ 30 мМ), что позволяет
проводить измерения в физиологическом диапазоне внутриклеточных концентра-
ций аниона [20].

ClopHensor состоит из модифицированного зеленого флуоресцентного белка
E2GFP и красного флуоресцентного белка DsRed-m, соединенных гибким линке-
ром, отличающимся по аминокислотному составу от используемого в Cl–-Sensor
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(рис. 1b). В данной конструкции E2GFP является сенсором хлора, а DsRed-m – ре-
ферентным белком, применяемым для ратиометрических измерений pH и концен-
трации ионов хлора в цитоплазме [17, 21].

Регистрация хлор-специфичного сигнала осуществляется путем расчета отно-
шения интенсивности эмиссии при облучении сенсора светом с длиной волны 458 нм
(изобестическая точка, в которой пересекаются спектры возбуждения при различ-
ных значениях рН) к интенсивности эмиссии при облучении светом с длиной вол-
ны более 560 нм (референтному диапазону красного флуоресцентного белка). На-
личие изобестической точки рН при 458 нм обеспечивает одновременную реги-
страцию двух ионов (Cl– и H+).

Спектр возбуждения ClopHensor имеет два заметных пика с максимумами около
515 и 560 нм, соответствующие E2GFP и DsRed-m [17]. В целом, спектральные из-
менения ClopHensor идеально подходят для ратиометрической работы в трех диа-
пазонах длин волн возбуждения: ≈458, 490–510 и 560–590 нм.

Линии мышей были получены с использованием нейронального промотора
Thy1, который стимулирует устойчивую экспрессию в различных типах нейронов
центральной нервной системы [24–26], следуя процедурам, которые описаны ра-
нее [15, 16]. Для получения линий мышей, экспрессирующих Cl-Sensor и ClopHen-
sor использовали штамм лабораторных мышей C57BL/6.

Все процедуры с животными одобрены локальным этическим комитетом Казан-
ского государственного медицинского университета (№ 10; 20.12.2016). Животные

Рис. 1. Схема генетических конструктов экспрессированных в нейронах трансгенных мышей: a – Cl-
Sensor; b – ClopHensor. Стрелками указана локализация сайтов отжига праймеров (без соблюдения мас-
штаба). Последовательности сайтов отжига обратных праймеров выделены красным шрифтом.
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содержались при естественном освещении и температуре воздуха 22 ± 2°C с посто-
янным доступом к комбинированному корму и воде.

ПЦР анализ смешанной популяции трансгенных мышей
Для выделения ДНК использовали фрагменты ушей и хвостов длиной 3–5 мм,

которые хранили при температуре –20°С. Выделение общей ДНК проводили с ис-
пользованием набора реагентов “QIAamp DNA MiniKit” (Qiagen, Германия) со-
гласно рекомендациям производителя. Определение концентрации выделенной
ДНК проводили с помощью бескюветного спектрофотометра NanoDropND-1000
(ThermoFisherScientific, США).

Для проведения генотипирования особей был использован метод ПЦР с элек-
трофоретической детекцией продуктов амплификации. В качестве прямого прай-
мера был использован праймер o3391-mGFPF [16] и рассчитаны последовательно-
сти обратных праймеров для ПЦР, соответствующие линкерным участкам генети-
ческих конструктов (табл. 1).

ПЦР проводили с использованием реакционной смеси “ScreenMix” (Евроген,
Россия) на термоциклере С1000 (Bio-Rad, США). Для проведения ПЦР готовили
реакционную смесь объемом 10 мкл состава: 5× ScreenMix – 2.0 мкл, прямой прай-
мер (20 мкМ) – 0.1 мкл; обратный праймер (20 мкМ) – 0.1 мкл, препарат ДНК (7–
20 нг) – 0.3 мкл; H2O – 7.5 мкл.

После ряда этапов оптимизации ПЦР-амплификацию проводили по следующей
программе: 1) 94°С – 2 мин; 2) 35 циклов: 94°С – 30 с; 55°С – 30 с; 72°С – 45 с;
3) 72°С – 5 мин; 4) 10°С – ∞.

Продукты ПЦР-амплификации разделяли методом гель-электрофореза в
1.0%-ном агарозном геле с использованием электрофорезной горизонтальной си-
стемы Sub-Cell GT Cell (Bio-Rad, США) и документировали с помощью системы
мультиплексной визуализации GelDoc XR+ (Bio-Rad, США).

Приготовление переживающих срезов мозга и их визуализация
Анестезированных изофлураном мышей декапитировали, головной мозг извле-

кали и помещали в ледяной раствор с высоким содержанием калия следующего со-
става: 120 мM K-глюконат, 10 мM HEPES-acid, 15 мM Na-глюконат, 0.2 мM EGTA
и 4 мM NaCl (pH 7.2, 290–300 мОсм/л). По истечении одной минуты выделяли
большие полушария головного мозга и монтировали для приготовления сагитталь-
ных срезов (350 мкм) на моторизованном виброслайсере NVSLM (World Precision
Instruments, США). Приготовление срезов осуществляли в ледяном растворе с вы-
соким содержанием калия. Готовые срезы помещали на 20 мин в инкубационную
камеру с раствором искусственной цереброспинальной жидкости (ACSF) с повы-
шенным содержанием магния (в мМ): NaCl – 126; KCl 3.5; NaH2PO4 – 1.2; глюкоза
10; NaHCO3 – 25; MgCl2 – 10; CaCl2 – 0.5 (pH 7.3–7.4 при постоянной оксигенации
карбогеном; 290–300 мОсм/л, комнатная температура), после чего в течение как

Таблица 1. Последовательности праймеров для проведения генотипирования трансгенных
мышей линий “Cl-Sensor” и “ClopHensor” методом ПЦР

Шифр праймера Нуклеотидная последовательность, 5' → 3' Длина, нуклеотиды

o3391-mGFPF ccctgaagttcatctgcacc 20
Cl-Sensor-Reverse gcctccgctgccgcctccttggaagtacaaattctcaccact 42
ClopHensor-Reverse ggcagatccacgtggaactagaccaccaccaccaccagacgc 42
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минимум часа инкубировали в нормальном ACSF (в мМ): NaCl – 126; KCl – 3.5;
NaH2PO4 – 1.2; глюкоза – 10; NaHCO3 – 25; MgCl2 – 1.3; CaCl2 – 2 (pH 7.3–7.4 при
постоянной оксигенации карбогеном; 290–300 мОсм/л, комнатная температура).

Срезы визуализировали при помощи прямого флуоресцентного микроскопа
Olympus BX51WI, оборудованного водно-иммерсионными объективами ×10 и ×60,
видеокамерой iXon Life 897 EMCCD (Andor, Oxford Instruments, Великобритания),
четырехканальным светодиодным источником света (LED4D001, Thorlabs, США),
4-канальным драйвером для светодиодов (DC4100, Thorlabs, США) и набором че-
тырехполосных фильтров (Chroma, Foothill Ranch, США). Управление компонен-
тами установки осуществляли при помощи программного обеспечения Micro-
Manager [18] или DriverLed (Казанский государственный медицинский универси-
тет, Казань). Эмиссию флуоресцентных белков в составе сенсоров индуцировали
путем облучения светом с длинами волн 455, 505 и 590 нм. Экспозиция съемки при
получении изображений составляла от 30 до 500 мс.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Разделение линий с помощью ПЦР-анализа
Всего были выделены ДНК от 227 особей трансгенных мышей. Концентрация

выделенной ДНК составила 25–77 нг/мкл. Для всех выделенных ДНК была прове-
дена ПЦР-амплификация целевого участка генома с целью генотипирования осо-
бей трансгенных мышей.

В результате ПЦР-амплификации были получены продукты длиной приблизи-
тельно 650–700 пар нуклеотидов (пн), что близко к ожидаемой длине 644 и 638 пн
для “Cl-Sensor” и “ClopHensor” соответственно. Примеры результатов разделения
продуктов ПЦР-амплификации участков ДНК некоторых особей трансгенных мы-
шей представлены на рис. 2 и 3.

ПЦР-продукт, соответствующий ожидаемому для генетически чистой линии
“ClopHensor”, образовался у образцов а-2, а-4, а-7, а-8, а-9. У образцов а-41, а-42,
а-43, а-44, а-24 образовались ПЦР-продукты, соответствующие линиям “ClopHen-
sor” и “Cl-Sensor”, т.е. эти особи являются носителями гибридных геномов (рис. 2).

ПЦР-продукт, соответствующий ожидаемому для генетически чистой линии
“Cl-Sensor”, образовался у образцов а-100, а-105 – а-109, а-112, а-113, а-115. У об-
разцов а-96, а-95 – а-99, а-114, а-116 образовались ПЦР-продукты, соответствую-
щие линиям “ClopHensor” и “Cl-Sensor”, т.е. эти особи являются носителями ги-
бридных геномов (рис. 3).

Проверка надежности разделения линий трансгенных мышей
Для дополнительной проверки надежности результатов генотипирования линий

было использовано два подхода: (i) рандомное секвенирование ПЦР-продуктов и
(ii) визуализация флуоресцентных сигналов в срезах мозга.

Для валидации результатов генотипирования в Междисциплинарном центре
протеомных исследований КФУ на секвенаторе ABI PRISM 310 с использованием
набора реагентов “Big Dye Terminator 3.1 sequencing kit” (ABI, США) было проведено
рандомное секвенирование по Сэнгеру ПЦР-продуктов, полученных от 6 особей,
идентифицированных, как относящихся к линиям “Cl-Sensor” и “ClopHensor”.
Для секвенирования были использованы праймеры o3391-mGFPF и o3392-mGFPR
[16]. Результаты, полученные методом секвенирования, во всех случаях совпали с
результатами генотипирования методом ПЦР-анализа (рис. 4).

Также с применением методов флуоресцентной микроскопии была проведена
визуализация экспрессии сенсоров в нейронах срезов гиппокампа мышей геноти-
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пированных особей. Принципиальным отличием линий мышей, экспрессирую-
щих “ClopHensor”, является наличие белка DsRed-m, светящегося в красном диа-
пазоне длин волн, в то время как при более коротких длинах волн флуоресцентные
сигналы пересекаются. Поэтому проводилась регистрация хлор- и pH-специфич-
ных сигналов, появляющихся при последовательном облучении срезов возбужда-
ющим светом со следующими длинами волны: 590, 505 и 455 нм [19]. На рис. 5
представлены микрофотографии переживающих срезов мозга мыши линии
“ClopHensor” на уровне CA1 зоны гиппокампа. Сенсор визуализируется на всех
трех каналах.

Рис. 2. Электрофореграмма результатов разделения с использованием детекции ПЦР-продуктов мето-
дом гель-электрофореза: а-2–а-24 – номера образцов, C+ – положительный контроль, C– – отрица-
тельный контроль, М – маркер длин фрагментов ДНК (GeneRuler 1 kb DNA Ladder (“Thermo Fisher Sci-
entific”, США)).
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Рис. 3. Электрофореграмма результатов разделения с использованием детекции ПЦР-продуктов мето-
дом гель-электрофореза: а-93–а-116 – номера образцов, C+ – положительный контроль, C– – отрица-
тельный контроль, М – маркер длин фрагментов ДНК (GeneRuler 1 kb DNA Ladder (“Thermo Fisher Sci-
entific”, США)).
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Поскольку Cl-Sensor, состоящий из цианового флуоресцентного белка и моди-
фицированного желтого флуоресцентного белка, не обладает эмиссией в красной
области спектра, чистота трансгенной линии “Cl-Sensor” была подтверждена от-
сутствием флуоресцентного сигнала при возбуждении волнами света длиной 590 нм и
одновременным наличием флуоресценции на каналах 505 и 455 нм (рис. 5).

Следовательно, мыши, идентифицированные по результатам генотипирования
как относящиеся к линиям “Cl-Sensor” или “ClopHensor”, продемонстрировали
соответствующие спектры флуоресценции в нейронах головного мозга.

Рис. 4. Нуклеотидные последовательности секвенированного участка генома мышей линий “Cl-Sensor”
и “ClopHensor” и соответствующих генетических конструктов: a-17, a-20, a-47, a-48, a-49, a-50 – образцы.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Главной платформой для моделирования заболеваний человека в биомедицин-
ских исследованиях являются грызуны, прежде всего трансгенные мыши [28, 30,
32]. Благодаря секвенированию генома этого вида животных, появилась возмож-
ность создавать линии трансгенных мышей со встроенными или удаленными гене-
тически белками, или другими генетически кодируемыми молекулами [2, 27, 31].
Были созданы тысячи генетически модифицированных трансгенных линий мы-
шей, в частности экспрессирующих конструкции, основанные на разных вариан-
тах зеленого флуоресцентного белка [29, 36–38] и биосенсоры [15, 16, 33, 34].

Разведение и содержание генетически модифицированных мышей требует точ-
ного и тщательного контроля генетической чистоты линий. Особые условия содер-
жания могут быть важны, в зависимости от характера мутаций. Например, мышей
с ослабленным иммунитетом необходимо содержать в строгих условиях, свобод-
ных от специфических патогенов, предпочтительно в барьерном помещении [39].
Неожиданные проблемы с разведением и поддержанием чистоты линий животных
могут возникнуть несмотря на все усилия по созданию подходящих и специфич-
ных условий разведения и содержания. Диагностировать проблему сложно, так как
она, вероятно, является результатом сочетания ряда факторов, таких как мутаци-
онные/трансгенные эффекты, факторы окружающей среды, острые или хрониче-
ские заболевания [40].

Часто генетическим фоном выбора для содержания генетически модифицирован-
ных мышей является C57BL/6. Тем не менее, может быть необходимо или даже пред-
почтительно поддерживать трансгенную линию на другом гибридном фоне, чтобы об-
легчить проблемы размножения или справиться с поддержанием популяции.

Как указывалось, ряд спонтанных процессов в геноме трансгенных особей, а
также обстоятельства, связанные с человеческим фактором, могут приводить к по-
явлению в популяции особей с геномом, отличающимся от гомозиготного генома
исходных линий. Поэтому постоянный контроль за генетической чистотой линий
является абсолютно необходимым. Проведение такого контроля представляется

Рис. 5. Микрофотографии переживающих срезов мозга на уровне CA1 зоны гиппокампа, полученных
от мыши, экспрессирующей ClopHensor (возраст – 6 дней) и мыши, экспрессирующей Cl-Sensor (воз-
раст – 5 мес.). Эмиссию регистрировали при облучении препаратов возбуждающим светом со следую-
щими длинами волны: 455, 505 и 590 нм. У мышей, экспрессирующих Cl-Sensor, отсутствует специфич-
ная для ClopHensor эмиссия в красной части спектра. Масштабная линейка – 25 мкм.
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особенно важным в случае одновременного поддержания линий, содержащими
близкие генетические конструкции. Поэтому важной задачей является выбор ме-
тода генотипирования, позволяющего быстро и надежно различать особей с близ-
кими, но разными генотипами. При этом желательно также, чтобы метод отличал-
ся простотой и дешевизной.

В настоящее время для генотипирования однонуклеотидных полиморфизмов
широко используется метод аллель-специфичной ПЦР (АС-ПЦР), позволяющий
различать аллели гена, отличающиеся на один нуклеотид, и дающий возможность
легкого определения гомо- и гетерозигот. Ранее этот метод был использован нами
для определения генотипа по мутации 1911A > G в гене TRPV1 человека [41]. По-
скольку основной сложностью задачи нашего исследования было различение го-
мо- и гетерозиготных особей, то для генотипирования особей линий “Cl-Sensor” и
“ClopHensor” был выбран метод ПЦР в его модификации, аналогичной АС-ПЦР.
Выбор метода был связан, в первую очередь, с его эффективностью и достоверно-
стью результатов генотипирования. Немаловажными преимуществами выбранно-
го метода является также относительная дешевизна реагентов и оборудования, до-
статочно высокая производительность, быстрота определения и отсутствие необ-
ходимости в высокой квалификации персонала.

Для проведения ПЦР нами были рассчитаны последовательности обратных
праймеров, соответствующие нуклеотидной последовательности линкерных участ-
ков генетических конструктов “Cl-Sensor” и “ClopHensor” (рис. 1 и табл. 1). Значе-
ние идентичности нуклеотидной последовательности линкеров этих конструктов
составило 56%, что позволило достичь достаточной специфичности при проведе-
нии ПЦР, подтвержденной результатами секвенирования (рис. 4).

Основным недостатком выбранного метода является возможное получение
ложноположительных результатов ПЦР. Для уменьшения их количества и дости-
жения в перспективе 100%-ной специфичности ПЦР было проведено несколько
этапов оптимизации реакции, в ходе которых были подобраны оптимальные тем-
пература отжига и количество циклов амплификации, позволяющие достичь до-
статочной достоверности результатов. Тем не менее, в ходе дальнейшей оптимиза-
ции мы планируем достичь полного исключения ложноположительных результа-
тов тестирования.

Таким образом, разработанная тест-система обеспечила достаточную достовер-
ность результатов генотипирования и может быть использована как для разделе-
ния особей трансгенных мышей линий “Cl-Sensor” и “ClopHensor” и их гибридов,
так и для проведения генетического контроля при поддержании этих линий. Веро-
ятно, аналоги разработанной тест-системы могут быть использованы и для выпол-
нения таких же задач для других линий трансгенных мышей с малоразличающими-
ся по нуклеотидной последовательности генетическими конструктами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработанная тест-система для генотипирования трансгенных мышей линий
“Cl-Sensor” и “ClopHensor” характеризуется высокой достоверностью результатов
и может быть использована для проведения дальнейшего контроля за генетической
чистотой линий, а также контроля линий животных с участками, незначительно
различающимися по нуклеотидной последовательности.
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Y. N. Davidyuka, *, A. Kh. Yusupovab, E. O. Petukhovaa, b, and P. D. Bregestovskib, c, **

aInstitute of Fundamental Medicine and Biology, Kazan Federal University, Kazan, Russia
bInstitute of Neurosciences, Kazan State Medical University, Kazan, Russia

c Institut de Neurosciences des Systemes, Aix-Marseille University, INSERM, INS, Marseille, France
*e-mail: davi.djuk@mail.ru

**e-mail: pbreges@gmail.com

Models with genetic manipulation of animals have been widely used in various fields of
medicine and biological research. Thousands of genetically modified transgenic mouse
models have been created in recent decades and their production is accelerating. There-
fore, an urgent problem is the maintenance and control of the genetic purity of the trans-
genic mice lines. Our research uses lines of transgenic mice expressing genetically en-
coded probes in neurons for noninvasive monitoring of chloride ions (“Cl-Sensor”) and
simultaneous registration of chloride and hydrogen (“ClopHensor”). To maintain the
purity of these lines, we have developed a test system for genotyping transgenic mice.
The approach is characterized by high reliability of the results and can be used for further
control of the genetic purity of these lines, as well as control of animal lines with slightly
different parts of amino acid sequences.

Keywords: transgenic lines, chloride and hydrogen sensors, genetic control, PCR
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