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Хрящевая ткань у млекопитающих обладает низким потенциалом к восстановлению, как пра-
вило, место дефекта замещается соединительной тканью. Мышь Acomys cahirinus является од-
ной из сравнительно новых моделей для изучения процессов регенерации тканей, в том числе 
эластического хряща ушной раковины. Для изучения молекулярно-генетических механизмов, 
ответственных за эти процессы, и получения базового представления о клеточном и тканевом 
составе интактной ушной раковины нами был выбран метод секвенирования РНК единичных 
клеток (scRNA-seq). Данный метод позволяет не просто количественно определить уровень экс-
прессии генов в образце в целом, но и смоделировать кластеризацию клеток в зависимости от 
профилей экспрессии, оценив тем самым гетерогенность образца с точки зрения присутствия в 
нем конкретных клеточных популяций. Подобная аннотация клеточных типов, особенно в слу-
чае немодельных организмов, нуждается в поддержке со стороны классических морфологических 
исследований, позволяющих более детально идентифицировать клеточные популяции, например 
разделять кластеры клеток, сгруппированные по статистическому принципу (на основании схо-
жих профилей экспрессии группы генов), на более мелкие субпопуляции. Цель работы – прове-
дение аннотации всех клеточных типов интактной ушной раковины Acomys cahirinus, используя 
комбинацию транскриптомного подхода и классических методов гистологии. В результате ис-
следования, основываясь на известных маркерных генах, а также сопоставляя генетические и 
морфологические данные, были проаннотированы 24 клеточных кластера.

Ключевые слова: секвенирование единичных клеток, Acomys cahirinus, аннотация клеточных типов, 
регенерация.
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Иглистые мыши рода Acomys являются перспек-
тивными модельными организмами для исследова-
ния механизмов регенерации [1]. Они демонстри-
руют уникальные способности к восстановлению 
тканей после повреждения без образования рубца, 
отличающие их от всех известных млекопитающих 
[1].

В своей предыдущей работе мы с помощью 
морфологических методов охарактеризовали спо-
собность иглистых мышей восстанавливать ткани 
ушной раковины после повреждения, а также за-
пускать процессы хондрогенеза, которые ведут к 
полной репарации эластического хряща [2].  

Следующим этапом исследования является из-
учение молекулярно-генетических механизмов 
данного процесса. Для достижения этой цели не-
обходимо максимально полно определить клеточ-
ные популяции ушной раковины с одновременной 
оценкой изменения экспрессии генов, участвую-
щих в процессах воспаления, репарации и хондро-
генеза, на уровне клеточных типов. Для детального 
описания процесса регенерации чрезвычайно важ-
но достоверно определить биологическое проис-
хождение каждого клеточного кластера – другими 
словами, провести аннотацию клеточных типов.
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Для решения поставленной задачи мы приме-
нили метод секвенирования РНК единичных кле-
ток (scRNA-seq), преимуществом которого являет-
ся количественное определение экспрессии генов 
на уровне индивидуальных клеток, а не измерение 
экспрессии генов в биологическом образце, со-
держащем миллионы клеток в совокупности, как 
это делается при массовом РНК-секвенировании 
[3]. Эта улучшенная детализация позволяет обна-
руживать и идентифицировать различные популя-
ции клеток в исследуемых тканях, а также оценить 
разнообразие клеточных типов и уровень экспрес-
сии генов внутри каждого отдельного клеточного 
кластера. 

Классическая гистология, в свою очередь, пре-
доставляет дополнительную возможность изучить 
и оценить клеточный состав и морфологические 
особенности тканей, а также их пространствен-
ную организацию, или гистоархитектонику. Более 
того, данный морфологический метод исследова-
ния позволяет идентифицировать и анализиро-
вать отдельно взятые клетки, основываясь на их 
структурных особенностях, таких как форма, раз-
мер, взаиморасположение, а также реакции при 
использовании стандартных методик гистологиче-
ского окрашивания. Таким образом, полученная с 
помощью гистологии и цитологии информация яв-
ляется ценной в контексте понимания клеточного 
и тканевого состава исследуемого биологического 
материала.

Несмотря на значительный вклад классических 
методов гистологии в понимание клеточного со-
става и морфологии тканей, технология секвени-
рования РНК единичных клеток (scRNA-seq) уни-
кальна по своей возможности обнаруживать даже 
редкие и недифференцируемые клеточные попу-
ляции, а также отслеживать динамику клеточных 
процессов, используя в качестве дифференциру-
ющего фактора комплексный анализ экспрессии 
генов. Недостатком классического, “линейного” 
метода scRNA-seq является отсутствие простран-
ственной информации, что создает проблему при 
сопоставлении выявленных в результате секве-
нирования клеточных типов с их реальной мор-
фологией. Эта проблема решается на следующей 
стадии развития технологии секвенирования РНК 
единичных клеток – с помощью пространственной 
транскриптомики.

Интеграция методов классической гистологии 
и анализа данных scRNA-seq представляет собой 
перспективный подход к решению задачи аннота-
ции клеточных типов. Сопоставляя гистологиче-
скую картину с профилями экспрессии РНК кле-
точных кластеров, мы способны, с одной стороны, 
провести корректную идентификацию групп кле-
ток, имеющих схожую экспрессию, с другой сторо-
ны, дополнить гистологическую картину новыми 

клеточными фенотипами со своей специфической 
молекулярной сигнатурой.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Основной идеей будущего эксперимента явля-
ется изучение возможностей и механизмов репара-
тивного хондрогенеза путем травматизации ушной 
раковины: при помощи панч-биопсии и частичной 
ампутации. 

В течение эксперимента животные содержались 
в стандартных условиях вивария в соответствии с 
ГОСТ 33216-2014 “Руководство по содержанию и 
уходу за лабораторными животными. Правила со-
держания и ухода за лабораторными грызунами и 
кроликами”, ГОСТ 33215-2014 “Руководство по со-
держанию и уходу за лабораторными животными. 
Правила оборудования помещений и организации 
процедур”. В опыте использовались конвенциаль-
ные животные. Эксперименты проводили в соот-
ветствии с приказом Минздрава России № 199н от 
01.04.2016 “Об утверждении Правил надлежащей 
лабораторной практики”.

Экспериментальные процедуры были одобрены 
локальным этическим комитетом Института фун-
даментальной медицины и биологии Казанского 
(Приволжского) федерального университета (вы-
писка № 40 от 9 марта 2023 года).

Забор тканей для секвенирования РНК единич-
ных клеток (scRNA-seq), а также для гистологиче-
ского анализа проводили путем полной ампута-
ции ушной раковины в условиях общего наркоза 
с использованием “Zoletil 100” в расчете 7 мг на 
1 кг массы тела. После хирургических процедур 
осуществлялась антисептическая обработка опе-
рационной раны. Для гистологического анализа 
полученные фрагменты фиксировали в 10%-ном 
нейтральном формалине на 0,2 М фосфатном бу-
фере (рН = 7,4) в течение 24 ч. Гистологическая 
проводка, заливка и микротомия (толщина срезов 
4 мкм) осуществлялись по стандартной методике. 
Препараты окрашивали обзорными красителя-
ми: гематоксилин и эозин (ЭргоПродакшн, Био-
витрум, Россия) и по Маллори (ЭргоПродакшн, 
Биовитрум, Россия). Цифровые гистотопограммы 
получали при помощи сканера гистологических 
препаратов NanoZoomer S60 Digital slidescanner 
(Hamamatsu, Япония) и анализировали при помо-
щи программы NDP.view2 (Hamamatsu).

Пробоподготовка и секвенирование 
единичных клеток

Ушные раковины после забора материала из-
мельчали в капле охлажденного на льду PBS 1X 
в течение 5 мин и гомогенизировали в смеси 
коллагеназы II 10 мг/мл, проназы 5 мг/мл и 0,4 
мг/мл ДНКазы I с использованием программы 
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Рис. 1. Ушная раковина Acomys. 1 – эпидермис, 2 – дерма, 3 – волосяной фолликул, 4 – сальные железы, 5 – белые 
адипоциты, 6 – поперечно-полосатые скелетные миоциты, 7 – эластический хрящ, 8 – кровеносный сосуд, 9 – 
фиброзный слой надхрящницы, 10 – хондрогенный слой надхрящницы. Окраска по Маллори. Ув. х200 (а), х500 (б). 

37_multi_E гомогенизатора gentleMACS. Получен-
ную суспензию пропускали через клеточное сито 
70 мкм, двукратно отмывали в PBS c добавлением 
10% FBS, ресуспендировали в нем же и пропуска-
ли через клеточное сито 30 мкм. Клетки фиксиро-
вали в метаноле и впоследствии регидрировали по 
протоколу 10Х Genomics. Из регидратированной 
суспензии выделяли ДНК-позитивные (Hoechst+) 
клетки с помощью проточного цитофлуориме-
тра-сортера BD FACSAria III Cell Sorter, отсеи-
вая дебрис по интенсивности сигнала FSC-A. Из 
полученной суспензии готовили библиотеки для 
секвенирования РНК единичных клеток с исполь-
зованием набора Chromium Next GEM Single Cell 
5’ (10Х Genomics) по стандартному протоколу. По-
лученные библиотеки секвенировали на платфор-
ме HiSeq2500 (Illumina). В результате секвенирова-
ния было получено 285 млн пар чтений в режиме 
120 + 72 пн.

Биоинформатическая обработка 
результатов секвенирования

Чтения были закартированы на геном и аннота-
цию A. cahirinus [4] с использованием программы 
cellranger count (версия 7.1.0), запущенной с пара-
метрами по умолчанию. В результате было детек-
тировано 6484 клетки с медианным количеством 
генов 2628 и средним числом чтений около 44 тыс. 
на клетку. Общая доля закартированных на геном 
чтений составила порядка 82%.

Предварительная обработка данных осущест-
влялась при помощи функций пакетов DropletUtils 
[5] и Scrublet [6].

Дальнейшая обработка данных проводилась 
с использованием функций пакета Seurat [7]. В 
ходе предварительной фильтрации из рассмотре-
ния были удалены гены, экспрессированные ме-
нее чем в трех разных клетках. Минимальный и 
максимальный пороги на количество молекул, 

детектированных в клетке (nFeature_RNA), соста-
вили 200 и 5000 соответственно; кроме того, клетка 
не должна была быть определена как дублет. В ре-
зультате в финальный набор данных вошла инфор-
мация об экспрессии генов в 5563 клетках. 

Для визуализации клеток в двумерном про-
странстве (построения кластерограмм) исполь-
зовался общепринятый в обработке результатов 
секвенирования единичных клеток подход к умень-
шению размерности UMAP (Uniform Manifold 
Approximation and Projection). Нормировка экс-
прессии осуществлялась методом SCTransform по 
5000 наиболее вариабельных генов; для линейного 
(RunPCA) и нелинейного (RunUMAP) уменьше-
ния размерности и поиска соседей (FindNeighbors) 
было использовано 30 главных компонент. Класте-
ры клеток определялись с разрешением 0.7. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Гистологический анализ

Снаружи ушная раковина покрыта эпидерми-
сом – многослойным плоским ороговевающим 
эпителием. Под эпителием ушной раковины рас-
полагается дерма – плотная соединительная ткань, 
в которой обнаруживаются волосяные фолликулы 
и сальные железы (рис. 1).

Слой, располагающийся под дермой, является 
гиподермой, представленной белыми адипоцитами 
и рыхлой соединительной тканью. Также в соста-
ве ткани ушной раковины присутствуют попереч-
но-полосатые скелетные миоциты, отвечающие за 
произвольные движения ушами (рис. 1).

В состав ушной раковины также входит пла-
стинка эластического хряща, покрытого надхрящ-
ницей. Надхрящница имеет два слоя – внутренний, 
или хондрогенный, состоящий из хондробластов, 
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Рис. 2. Кластеризация и аннотация клеточных типов по данным scRNA-Seq. а – кластерограмма (кластеры 1–24) 
клеток ушной раковины Acomys cahirinus, построенная методом UMAP (Uniform Manifold Approximationand 
Projection); б – визуализация усредненной экспрессии ряда маркерных генов, характерных для различных клеточ-
ных типов.

и наружный – фиброзный слой, представляющий 
собой волокна коллагена I типа (рис. 1) [8, 9]. 

Таким образом, ушная раковина является слож-
ной гетерогенной структурой, состоящей из клеток 
разного происхождения (эктодерма, мезодерма и 
энтодерма). 

Эти базовые наблюдения, полученные по ре-
зультатам гистологического анализа, будут учтены 
при определении клеточных популяций на основе 
профилей экспрессии РНК единичных клеток.

Кластеризация и аннотация клеточных типов

В результате анализа данных scRNA-Seq было 
идентифицировано 24 клеточных кластера, кото-
рые в дальнейшем были проаннотированы при по-
мощи известных из литературы маркерных генов 
(рис. 2). Более конкретно, оценивалась относи-
тельная выраженность экспрессии набора генов, 
характерных для того или иного клеточного типа, 
по сравнению с клетками, не входящими в рассма-
триваемый кластер. 

Таким образом, были определены следующие 
типы клеток ушной раковины: клетки хрящевой 
ткани, эпидермис и его производные, эндотелий, 
фибробласты, клетки иммунной системы, нейро-
глия, скелетные миоциты и адипоциты. Кластеры 
2 и 10 остались неаннотированными ввиду слабого 
пересечения списка генов-«маркеров» с литератур-
ными данными (рис. 2).  

Клетки хрящевой ткани были определены по 
специфичной экспрессии следующих генов: гена 
Sox9 (SRY-Box Transcription Factor 9), белок кото-
рого является ключевым фактором транскрипции 
в развивающемся и взрослом хряще [10], гена Acan 
(Agrecan), кодирующего хрящевой специфичный 
протеогликановый ядерный белок [11], гена Chad 
(Chondroadherin), который кодирует белок матрик-
са хряща, опосредующий адгезию изолированных 
хондроцитов [12], гена Mfap4 (Microfibril associated 
protein 4), который кодирует матричный белок, 
способствующий развитию и стабильности эла-
стичных волокон [13]. 

Фибробласты были определены по экспрес-
сии генов, кодирующих белки внеклеточного ма-
трикса, – Сol1a1 (Collagen, type I, alpha 1) и Dcn 
(Decorin) [14, 15]. Экспрессия этих же генов обна-
руживается в кластере № 3, который объединен с 
кластером № 1 – хрящевой тканью. Таким обра-
зом, можно сделать вывод о том, что объединенные 
кластеры № 1 и № 3 содержат в себе клетки хряще-
вой ткани – хондробласты – и клетки фиброзного 
слоя надхрящницы – фибробласты, что непосред-
ственно подтверждается морфологическим анали-
зом при визуальном наблюдении с использованием 
световой микроскопии (рис. 1).

Кератиноциты и производные кожи были раз-
делены на кластеры недифференцированных ке-
ратиноцитов, или базальных кератиноцитов, диф-
ференцированных кератиноцитов (шиповатый 
и гранулярный слои), сальных желез, волосяных 
фолликулов.
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Базальные кератиноциты были идентифициро-
ваны по экспрессии генов Aspm (Assembly factor for 
spindle microtubules) и Mki67 (Marker of proliferation 
Ki-67), белки которых участвуют в митотическом 
делении, гена Top2a (DNA topoisomerase II alpha), 
кодирующего ДНК-топоизомеразу – фермент, ко-
торый контролирует и изменяет топологические 
состояния ДНК во время транскрипции, а также 
гена Krt14 (Keratin 14) [16].

Для кластера, представляющего дифференци-
рованные кератиноциты, характерна экспрессия 
таких генов как Krt1 (Keratin 1), Krtdap (Keratinocyte 
differentiation associated protein), кодирующего бе-
лок, участвующий в регуляции дифференцировки 
кератиноцитов, Sbsn (Suprabasin), молекулярная 
функция которого на данный момент до конца не-
известна, но по литературным данным представ-
ленный ген является маркером дифференцирован-
ных кератиноцитов, а также гена Dsc1 (Desmocollin 
1), кодирующего белок, который является компо-
нентом межклеточных десмосомных соединений 
[17].

Адипоциты отличались специфической экс-
прессией гена Fa2h (Fatty acid 2-hydroxylase), про-
дукт которого участвует в биосинтезе жирных кис-
лот [18], а также гена Soat1 (Sterol O-acyltransferase 
1), кодирующего ключевой фермент биосинте-
за холестерина [19]. Данный кластер клеток рас-
полагается в непосредственной близости с кла-
стером сальных желез, идентифицированных по 
экспрессии генов Acsl1 (Acyl-CoA synthetase long 
chain family member 1), Acsbg1 (Acyl-CoA synthetase 
bubblegum family member 1), Acadm (Acyl-CoA 
dehydrogenase medium chain), Aco1 (Aconitase 1). 
Белки, кодируемые генами Acsl1 и Acsbg1, ката-
лизируют превращение жирных кислот в Ацил-
КоА; Acadm кодирует ацил-КоА-дегидрогеназу – 
оксиредуктазу, катализирующую первую стадию 
β-окисления [20]. Заметим, что адипоциты также 
экспрессируют гены Aco1, Acadm и Acsbg1, так как 
вместе с клетками сальных желез участвуют в ме-
таболизме жирных кислот, поэтому знание морфо-
логической структуры исследуемой ткани является 
ценным подспорьем в процессе обработки транс-
криптомных данных, позволяя подтвердить нали-
чие двух разных кластеров клеток, пусть даже экс-
прессирующих схожие наборы генов.

Клеточный кластер, клетки которого относятся 
к волосяному фолликулу, был идентифицирован 
по специфичной экспрессии гена Lgr5 (Leucine rich 
repeat containing G protein-coupledreceptor 5), коди-
рующего R-спондиновый рецептор, потенцирую-
щий канонический сигнальный путь Wnt и являю-
щийся маркером стволовых клеток всех областей 
волосяного фолликула [21].

Специфичными по уровню экспрессии генами 
для эндотелиальных клеток были Pecam (Platelet/

endothelial cell adhesion molecule 1), который коди-
рует один из основных белков межклеточных кон-
тактов эндотелиальных клеток [22], Eng (Endoglin), 
белок которого является основным гликопротеи-
ном клеточной мембраны эндотелия сосудов [23], 
Esam (Endothelial cell adhesion molecule), кодирую-
щий молекулу адгезии к эндотелиальным клеткам 
[24], а также Cldn5 (Claudin 5), основной белок ко-
торого обеспечивает адгезию эндотелиальных кле-
ток и формирование плотных контактов [25]. При 
этом мы обнаружили три клеточных кластера, экс-
прессирующих эти гены, – это кластеры 4, 12, 17. 
Опираясь на знания классической гистологии, мы 
предполагаем, что это обусловлено наличием эн-
дотелиоцитов в трех разных типах сосудов – венах, 
артериях и лимфатических сосудах [26].

Клетки иммунной системы, такие как макро-
фаги, отличались специфичной экспрессией ге-
нов гистосовместимости – Cd74 (HLA class II 
histocompatibility antigen gamma chain) и H2-Ab1 
(Histocompatibility 2, class II antigen A), а также 
маркера активации иммунных клеток – гена Cd44 
[27–29]. T-лимфоциты были идентифицированы 
по экспрессии генов поверхностных кластеров 
дифференциации Cd247, Cd226 и гену Ets1 (ETS 
proto-oncogene 1, transcription factor), белок которо-
го является транскрипционным фактором, непо-
средственно контролирующим экспрессию генов 
цитокинов и хемокинов и может контролировать 
дифференцировку, выживание и пролиферацию 
лимфоидных клеток [30, 31].

Гены, кодирующие различные подтипы белка 
миелина (Myelin protein zero, Myelin basic protein, 
Myelin proteolipid protein), были специфичны по 
своей экспрессии для клеток нейроглии [32–34]. 

Клетки, которые были определены как ске-
летные миоциты, экспрессировали ген Myh11 
(Myosin-11), белок которого участвует в сокраще-
нии мышечной ткани, преобразуя химическую 
энергию в механическую посредством гидроли-
за АТФ [35]. Как уже было описано выше, ушная 
раковина мышей имеет в своем составе попереч-
но-полосатую мускулатуру, которая визуализиру-
ется при морфологическом анализе (рис. 1).

Идентификация клеточного кластера № 19 была 
затруднена в связи с отсутствием четкой связи ли-
тературных данных с экспрессируемыми в этом 
кластере генами. Но на основании близкого взаи-
морасположения к кластерам кератиноцитов и экс-
прессии такого гена как Mitf (Melanocyte inducing 
transcription factor) мы предположительно иденти-
фицировали данный кластер клеток как меланоци-
ты. Белок, кодируемый данным геном, регулирует 
развитие меланоцитов и отвечает за специфичную 
для пигментных клеток транскрипцию фермен-
тов меланогенеза [36]. Косвенно наше предполо-
жение может подтверждаться экспрессией генов, 
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характерных для нервной ткани, так как меланоци-
ты являются производными нервного гребня [37]. 
Подобными генами являются Nlgn1 (Neuroligin 1), 
продукт которого является членом семейства бел-
ков поверхности нейрональных клеток и может 
участвовать в формировании и ремоделировании 
синапсов, а также Nrtn (Neurturin), функция белка 
которого заключается в поддержании выживания 
симпатических нейронов [38, 39].

Неидентифицированные клетки были охаракте-
ризованы экспрессией различных генов, кодирую-
щих белки рибосомы (Rpl41, Rps19, Rpl32). Появле-
ние этого кластера клеток, вероятнее всего, явля-
ется техническим артефактом, что подтверждается 
довольно заметными уровнями экспрессии в нем 
и других генов (рис. 3, кластер 2). Таким образом, 
образование данного кластера было обусловле-
но повышенным (относительно других клеток) 
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Рис. 3. Экспрессия маркерных генов и финальная аннотация клеточных типов. а – тепловая карта, демонстриру-
ющая наиболее специфично экспрессируемые гены в каждом кластере клеток (1–15); б – кластерограмма клеток 
ушной раковины Acomys cahirinus с аннотацией клеточных типов, построенная методом UMAP.
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уровнем экспрессии генов белков рибосомы, ко-
торые сами по себе ничего не говорят о биологи-
ческой природе клеток, но, давая сильный сигнал, 
мешают корректной оценке общего профиля экс-
прессии генов и влекут мнимое выделение клеток 
в отдельный кластер из более крупного.  

Итак, в результате аннотации выявленные алго-
ритмически кластеры №№ 1 и 3; 8 и 14; 5 и 23; 9 и 
20; 4, 12 и 17; 6, 11 и 16; 2 и 10 были объединены в 
кластеры более высокого порядка, поскольку об-
ладают сходным профилем экспрессии маркерных 
генов.

Присвоение выявленным программным обра-
зом кластерам клеток конкретных клеточных ти-
пов дает хорошие перспективы для последующего 
детального анализа полученных данных (рис. 3). 
Большинство аннотированных клеточных класте-
ров сходится с гистологической картиной ушной 
раковины Acomys cahirinus.

Таким образом, аннотация клеточных кластеров 
с помощью оценки уровней экспрессии извест-
ных маркерных генов может быть дополнена ме-
тодами классического морфологического анализа 
с использованием световой микроскопии. Благо-
даря такой интеграции мы получаем всесторон-
нее и многомерное представление об архитектуре 
тканей, позволяющее точно идентифицировать и 
охарактеризовать различные клеточные популя-
ции в их пространственном расположении, как в 
статичном состоянии, так и в динамике в экспе-
рименте. Гистологическая оценка способна рас-
ширить представление о клеточных популяциях, 
сгруппированных на основании интенсивности 
экспрессии генов, и разделить такие кластеры на 
отдельные морфологические единицы. 

Развитие технологий секвенирования РНК еди-
ничных клеток в будущем, очевидно, приведет к 
еще более полной интеграции наблюдений, полу-
ченных при анализе профилей экспрессии генов и 
морфологическом исследовании тканей, ведь ин-
формация о взаимном расположении клеток отно-
сительно друг друга фиксируется уже в рамках про-
боподготовки образца для секвенирования.

Однако метод пространственной транскрипто-
мики единичных клеток на сегодняшний день не 
обладает достаточной разрешающей способностью 
в контексте поиска отдельных уникальных клеточ-
ных типов в большом массиве тканевых элементов. 
В связи с этим комбинация картины классической 
гистологии и профиля экспрессии РНК единичных 
клеток является оптимальным методом в решении 
биомедицинских задач. 

Дальнейшие исследования с использованием 
результатов аннотации клеточных типов помогут 
открыть молекулярно-клеточные механизмы ка-
чественной регенерации тканей иглистых мышей.
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Combination of Histological and Transcriptomic Approaches for Cell Types 
Annotation in Non-Model Organisms by Example of Spiny Mice Acomys cahirinus
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In mammals, cartilage tissue has a low potential for regeneration. Typically, the defect site is replaced 
by connective tissue. The Acomys cahirinus mouse is a relatively new model for studying tissue 
regeneration processes, specifically the elastic cartilage of the auricle. To investigate the molecular 
genetic mechanisms responsible for these processes and gain insight into the cellular and tissue 
composition of the intact auricle, we utilized the method of single-cell RNA sequencing (scRNA-seq). 
This method enables quantification of gene expression in the sample and modeling of cell clustering 
based on expression profiles. This allows for assessment of sample heterogeneity in terms of specific 
cell populations. Annotation of cell types, particularly in non-model organisms, should be supported 
by classical morphological studies to allow for more detailed identification of cell populations. This is 
necessary to separate clusters of cells that are grouped statistically based on similar expression profiles 
of a group of genes into smaller subpopulations. The objective of this study was to annotate all cell types 
present in the intact Acomys cahirinus auricle using a combination of transcriptomic approaches and 
classical histology methods. The study resulted in the annotation of 24 cell clusters based on known 
marker genes and by comparing genetic and morphological data.

Keywords: single cell sequencing, Acomys cahirinus, cell types annotation, regeneration.


