
���������	 ���
���	 
���

���
�� �������� �������	

���������

��� 54 � 1  2023  ���	
���
�
	��
������ ������� � 1970 ���� ���������� �.�. 	���������

������� 6 ��! � ���
ISSN: 0475-1450

������ �	
���
� ��
 ������

����
��
������ ���������
��� ���� ���

������� 	
���
�	
	.�. �����"��

��
�����

�	 �������	:

#.#. 	����$��, %.&. ��������, #.%. �����’�����( )	��. ��. ��
������*, 

.+. ����/��$ )	��. ��. ��
������*, 8.	. ;����, �.
. &"(������,

�.	. 
<���, ;.�. 
������=��, 	.�. 
���������$, 	.;. >���$���$, 
%.	. ?���� )���. 
��������*, 
.@. ?���AB����, ;.+. �����,

�.+. C���$���, �.&. 8!���A�, ;.
. 8��D����,
&.�. 8��D��, C.�. 
���!���, +.�. 
�<���,

8.�. +����, 	.�. �������

��
�����

�� �����:
 

C.	. 	�����������, �.�. �������$, +���� ;��E���,
�.	. ;���B�����, F.�. ;�����(�, +.C. >���(�, #.+. >������,

�.�. #�����, 	.C. ?������, #.�. �(����, 	.�. C�����,
, 8.�. +�������, &.	. +������,

�.+. ����E����, C.�. G��A���, �.@. H����� 
�
��
 ��
�����: 119334 C�����, ��. ��������, 26

E-mail: editorJontogenez.org, ontogenezJlist.ru
https:KKontogenez.org

���. ��
������ L.&. ;�����

	.C. 8��������

' 
����$���( �������( ����, 2023
' 
���������( <������ �8�������!�

)����������"*, 2023

8�������-����� =���������� 888 «#?M «	?	&
C?�#;	»

������
��� «��!�
�
"

�	 ��
����	»



@��=����� � =�B��� 00.00.2023 �. &��� ������ � ���� 00.00.2023 �. ������ 60 × OO1KO G��. =�B. �. 9.04 GB.-�!�. �. 9.25
����< 21 P�!. >��. 49O1 ���=�����

GB��������: 
����$���( �������( ����,
#������� E������� ��!����( ��. �.?. ?��"/��� 
	�

#!�����": 
����$���( �������( ����, 119991 C�����, ��������$ =�., 14
#�=�������" =� ��������� � 4G-F	-130-22 888 «8EQ����R���( �����/�(»,

10902O, �. C�����, @����=������$ =��., �. 5, ��E. 6
8�=�B����� � ��=����T�� «Uook Vet» )#@ ?��(��� 	.�.*,

390005, �. 
(!��", ��. @�’����, 1O, ���. )4912* 466-151
16+

+�������"���� � ��������/�� �������� �������$ ��T����/�� 
@# � �+77-O0515 �� 23 ����� 2021 �., ������ �������"��$ ���<E�$ =� ���!��� � �T��� ��(!�, 

��T����/������ ���������$ � �������� ���������/�$ )
��������!��*



#�$���%�&�

��� 54, 
���� 1, 2023

�’���(
+�������� � ���=�B�B����: �����(/�( T���/�$, �����(/�( ��!����(

!. ". #���������, �. $. %��
������ 3

��&�&�%)*�(� &##)�$�-%�&.
����/����������� (���’������ ������!����� � �����D�� ��/���� ���: 
����!�( ��D�����AD�� =�����������$

�. &. ’���
���, (. ". )�*���, $. �. &������, �. +. $��/��
�����, (. �. &����
��� 1O

@���B���� ��B���������� =��=����� 
�? � �/���� ��T�������� ����� ��( =��������� 
����B��������$ @M
 =�� ��E��� � ����(�� ������ Pinus sylvestris W.

0. 1. #�2��
���, �. �. &�������, #. �. )��3����
���, 4. !. 4��������, 
). #. ��������, �. !. 5���� 27


��" ���=������� ��������B���� �������� � ��TT����/������ P���������"��� =���!������ 
=�A��=�������� ������ B�������

�. �. ��������, (. 6. )�����*���, (. �. �
�
��, $. 6. ’������
���, (. �. !�������� 41

C������������ ��/������!�/�� ������ ������ P��������( ��’� � =������AD�$ 
��=�����/��$ P�E����� in vitro

�. �. &��
�����, �. !. #�������, 1. 7. "	�������, &. �. #�������, (. �. !�������� 59

/�))�/7&. )&�&8 9);�&9������(< #�-�)�-(< /)���/
+�!����� ����� ����/��������� =�A��=�������� ��������� ������ IXYi043-Z 
� =���D"A ��=��������������( �������������� ������ =���T���B����$ ����� =�/����� 
� E���!�"A @���������, ����/���������$ � =�������B����� ��������� p.Y2019S LRRK8

(. !. &���������, $. !. 6������, �. �. #�������, (. $. 9�����, ’. �. $�������, 0. #. #�����, 
". !. #��:����, #. �. ��������, $. �. 6������, $. 6. #�
��
��, $. #. ������ 79

+�!����� ����� ����/��������� =�A��=�������� ��������� ������ IXYi042-Z 
� =���D"A ��=��������������( �������������� ������ =���T���B����$ ����� =�/����� 
� E���!�"A @���������, ����/���������$ � ������B����� ��������� c.;<<<G>A � ���� LRRK8

(. !. &���������, $. !. 6������, �. �. #�������, $. 6. #�
��
��, 0. #. #�����, 
0. !. !�����, (. �. =�������, ’3. �. �	���, 1. !. )��������, $. #. ������ O7

����( ����/��������� =�A��=�������� ��������� ������ IXYi023-Z, =���B����( 
�� =�/����� � =������T�!���� � ����� LRRK8 � PINK;, ����/����������� 
� E���!�"A @���������

�. �. #�������, $. !. 6������, (. !. &���������, $. 6. #�
��
��, 0. #. #�����, 
0. !. !�����, (. �. =�������, ’. �. �	���, 1. !. )��������, $. #. ������ 96

@���B���� ����$ ����/��������� =�A��=�������� ��������� ������ IXYi022-Z-3, 
IXYi022-Z-4 � IXYi022-Z-5 � ��������$ � ��� MYBPC? � =���D"A ������� X[IS\[KXas9 
����/��$ p.Zsn515del

$. !. 6������, 1. 7. 7���������, ). �. 6�������, �. (. 7�������, 
$. #. ������, (. !. ’��������� 105

+�!����� ����$ ����/��������� =�A��=�������� ��������� ������ IXYi044-U � IXYi044-X 
� =���D"A ��=��������������( �������������� ������ =���T���B����$ ����� =�/����� 
� E���!�"A @���������, ����/���������$ � ����/��$ 
.;@D8T>G � ���� GLUF8

’. �. $�������, (. !. &���������, �. �. #�������, $. !. 6������, $. 6. #�
��
��, 0. !. !�����, 
(. �. =�������, ’3. �. �	���, $. #. ������ 114



Contents

Vol= 54, No= 1, 2023

REVIEWS

Serotonin and Zdrenals: [egulation of ]unctions, [egulation of ^evelopment
V. I. Melnikova and N. S. Bondarenko 3

RESEARCH PAPERS
Nucleolus _rganizer [egion ]unctioning in Xhicken Yrowing _ocytes: 
Z [evision of the Lxisting ‘iews

A. G. Favidian, E. I. Koshel, S. A. Galkina, A. H. Saifitdinova, and E. R. Gaginskaya 1O

bigh-juality [NZ Lxtraction and Lvaluation of [eference Yenes for q\X[ Zssay 
of Pinus sylvestris W. {runk {issues

Yu. L. Moshchenskaya, N. A. Galibina, M. A. Korzhenevskiy, T. V. Tarelkina, 
K. M. Nikerova, and O. V. Chirva 27

{he [ole of Lxtracellular |atrix in buman \luripotent Xells ^ifferentiation 
into Lctodermal ^erivatives

A. A. Ognivtsev, E. P. Kalabusheva, E. O. Osidak, S. P. Fomogatsky, and E. A. Vorotelyak 41

|odelling of the ^ecidualization of |ouse Lndometrial Stromal Xells with Su}sequent Lm}ryo 
Implantation in vitro

A. O. Gaidamaka, A. V. Muromtsev, L. S. Izmailova, G. A. Marchenko, and E. A. Vorotelyak 59

PLURIPOTENT STEM CELL COLLECTION
Yeneration of an Induced \luripotent Stem Xell Wine, IXYi043-Z, }y [eprogramming \eripheral Ulood 
|ononuclear Xells from \arkinson�s ^isease \atient with p.Y2019S |utation in LRRK8 Yene

E. V. Grigor�eva, S. V. Pavlova, A. A. Malakhova, E. S. Yarkova, F. A. Sorogina, J. M. Minina, 
I. V. Miliukhina, M. A. Nikolaev, S. N. Pchelina, S. P. Medvedev, and S. M. Zakian 79

Yeneration of an Induced \luripotent Stem Xell Wine, IXYi042-Z, }y [eprogramming \eripheral Ulood 
|ononuclear Xells from \arkinson�s ^isease \atient with c.;<<<G>A mutation in LRRK8 Yene

E. V. Grigor�eva, S. V. Pavlova, A. A. Malakhova, S. P. Medvedev, J. M. Minina, Y. V. Vyatkin, 
E. A. Khabarova, J. A. Rzaev, L. V. Kovalenko, and S. M. Zakian O7

Zn Induced \luripotent Stem Xell Wine )IXYi023-Z* _}tained from a \atient 
with \arkinson�s ^isease Zssociated \olymorphisms in LRRK8 and PINK; Yenes

A. A. Malakhova, S. V. Pavlova, E. V. Grigor�eva, S. P. Medvedev, J. M. Minina, Y. V. Vyatkin, 
E. A. Khabarova, J. A. Rzaev, L. V. Kovalenko, and S. M. Zakian 96

Yeneration of Induced \luripotent Stem Xell Wines IXYi022-Z-3, IXYi022-Z-4, and IXYi022-Z-5 
with p.Zsn515del |utation Introduced in MYBPC? ~sing X[IS\[KXas9

S. V. Pavlova, L. Sh. Shayakhmetova, K. A. Pronyaeva, A. E. Shulgina,
S. M. Zakian, and E. V. Fementyeva 105

Xreation of Induced \luripotent Stem Xells IXYi044-U and IXYi044-X ~sing [eprogramming 
of \eripheral Ulood |ononuclear Xells of a \atient with \arkinson�s ^isease Zssociated 
with c.;@D8T>G |utation in the GLUF8 Yene

F. A. Sorogina, E. V. Grigor�eva, A. A. Malakhova, S. V. Pavlova, S. P. Medvedev, Y. V. Vyatkin, 
E. A. Khabarova, J. A. Rzaev, and S. M. Zakian 114



��4�&(�(�, 8<8?, ��� Q@, W ;, 
. ?�;X

3

#������&� & �%$9�>�>�&/&: ���?).7&. @?�/7&8, 
���?).7&. �%�-&�&.

' 2023 �=   -= &= ���B
�����a, D, �= #= ’�

���
��a

a"�
����� �������� ��	����� ��. �.). )������� ���, ��. !�������, 8[, #�
���, ;;D??@ ��

��
*e-mail\ v_melnikova]mail.ru

@����=��� � �����/�A 10.0O.2022 �.
@���� ����E���� 12.01.2023 �.

@���(�� � =�E����/�� 13.01.2023 �.

+�������� (��(���( �� ���"�� ��$���������������, �� � ��<��� �������"��� �����(����� ��!-
���E��!��� T�!������B����� =��/����� !� =�������� /������"��$ ������$ �������. � =��������
���(������� �����������( ���/�=/�( ��D���������( �����"��� �������������B����� ������ � =�-
��T���B����� �������, ��� ��������� �����!��� ���� ��!��$����� B���! ����������-=����������
������!��. ����� �����"��� ������� �<� �=����� � =��<�����B��$ <���!�, ������, ����B��$
<���!�, ������� ������� ��!��. C� �B�����, B�� =���E��( �����"��( �������������B����( �����-
�� ���������� � ��( ���=�B�B�����. F�� =����� ������ (��(A��( ��AB���� ���=������� P���-
������$ ������� �����=���AD��, �E��=�B���AD�� ���=������A T�!������B����A ����/�A ��
������. ���=�B�B���� �����(� �! ���� ������������� =� =������<����A � T���/�(� ������� � ��-
�� � �������, =�� P��� ��������� ������ ��<��A ���" � �����(/�� �����/�� �������� � �E��� P���
����������. M��" ������� �E!��� � �����! ��������� �����"��$ �������������B����$ ������� �
���=�B�B����, � ���<� �� ���� ��� � �����(/�� T���/�$ ���=�B�B����� � �!������ <�������, ���
� � �� T����������� � P�E�������!�. 8E�ED���� ���AD���( ������ =�!���(�� �������" � ���,
B�� ����B�� �����"��$ �������������B����$ ������� ������ ����� ���=����B���� � ����E���(�
�����( /��������AD��� � ����� ���������� �� ���� P��=�� ��������!�. ����� �E��!��, �����"��(
B���������"����" � ���������� �E��=�B����� ��!��<����" ��������$ �������"��$ ��������/��
T����������( � T���/����������( ��� ���=�B�B�����, ��� � ������ =���T���B����� �������. �
P��� ��=���� ���������( =��(��� ��<����" �����"��� �������������B����� ������ ��( ����/���
� E������� ��!����(.

)�:���^� 
����\ ���=�B�B����, ���������, �����"��( �������������B����( �������, �������, ���-
����, ��!�����, ������������, ���������� �������, ������, ���=�������������( �������
FOI: 10.31O57KS04751450230100O1, EFN: ][�{_L

��
&
�#

+�������� �!������, =��<�� �����, ��� ��$��-

�������� � ��$�������(��� � /������"��$ ����-
��$ �������, ��� �� ������������ ��!��B��� T�-
!������B����� =��/����, ���AB�( ����������,
=�!�����, ���<����, ��!E�<����� � ���������-
��� T���/��. ��� �� �����, =����� �=�������
PTT����� ���������� � ���/� �I�-�� ���� E���
��� =���T���B����� ���(��� �� �����B��-����-
�����A ������� )�eiss, 1O96*. � 1930-� ���� ��
E�� �=����� ������� �! ������ ��’�B����, =��
��!������ P��������, � =�!���� E��� ������T�-
/������� ��� ����B����( ��������� )[apport et
al., 194O*. ���"�� 5� P���������� ���������� �
������!�� �����<���( � /������"��$ ������$ ��-
�����, � 95� ������!����( � =���T���B����� ��-
�����, ���E���� � P����������TT����� �������
<�����B��-��’�B���� ������ )Zmireault et al.,
2013*, B�� ��������"������ � ��<����� ����������

!� =�������� ��!��. �� =���T���� ���������
�B������� � �����(/�� �������$ � �����B��-��-
�������$ ������, ������������(, P�������B����-
�� ����E���!�� � �����/�� ��������, ������ ��<-
��A ���" � �������, <�����B��-��’�B��� ������
� ������ )XôtØ et al., 2003� Zmireault et al., 2013*.
C�<�� =���!��"�( ��������"���, B�� ���� � ��
<� ��D����� �E������ ����� ����B������ ��!��B-
��� T���/�$. F�� ��<�� �EQ(����" ������E��-
!��� �=�/�T�B����� ��/�=����� ����������. �
�����(D�� ����( �!������ 15 ��!��B��� ����� ��-
/�=�����, �EQ��������� � B����� =����=�: htr1K5,
htr2, htr3 � htr4K6K7. >� ����AB����� btr3 ��/�=-
�����, ������� =��������(A� ��E�$ �=����(����
����������� ������ ������, ��� �����"��� (�-
�(A��( ��/�=������, ��(!������ � Y-E������,
�B�����AD��� �� �����������B��$ =�����B� ���-
����� )Zlexander et al., 2013*. ����� �E��!��, ���-
<��������� ��=���� �����(/�� � =�����B� �����-

‘’) QXX.;X;.QjQX[.?8.?[jQX.<Q?jQD;.?j[;8.@Q

�’���(
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��� ����� =���������" ������������ =�� ��(!���-
��� ���������� � ������"���� ��/�=������.

� =�������� ����( =���!�’�� ��������"���
�!������( � ��’�� =�������� ����, ��� ������-
!����� ��E��� ���������� �� =���T����. 
����
=�������, B�� PTT���� ���������� !� =��������
������$ ������� �����!�A��( ������� �E��!��
B���! P���������� ������!��. +��������, �����-
!������$ � P����������TT����� ������� ��’�B-
����, =�=����� � �ED�A /�����(/�A, ��=�������-
�( ����E�/�����, ���=�����(���( � ����"A =� ���-
�� ������!�� � ����� ��E( ��� =��$����=��$
������ )XôtØ et al., 2003� �u et al., 2009*. 8����� �
=�������� ���(������� �� ������ =���T���B�-
���� ������� E��� �E����<��� �����"��� ����-
���������B����� �������, ��� ���������-=����-
/���AD�� � ���������-B���������"��� ������
���=�����A��( � ��=������������$ E��!���� ����
�� �����, E�������( B��� ��������� ��<�� ��$-
�������" ��� ������$ �����(��� ����������-=�-
��������� =����. ? �����(D��� ������� ��-
���"��� �������������B����� ������� � �� ���"
�=����� � =��<�����B��$ <���!�, ������, ��-
��B��$ <���!�, ������� ������� ��!��, =�B���
� �.�. )\aulmann et al., 2009� Zmireault et al., 2013�
��T��/��� � ��., 2017*.

&����$ �E!�� =���(D�� �����!� � �E�ED�-
��A ��D�����AD�� ������ � ���� ���������� �
��E��� � ��!����� ���=�B�B����� � ����� �����-
�����$ ���/�=/�� � �����"��� �������������-
B����� �������� �� =���T����. C� ���<� =��-
���<�����, ��� ���(���( T���/�����"��� !��B�-
��� ���������� �� ��!��� P��=�� ��������!�.

G �����=���AD�� ���=�B�B���� (��(A��(
��AB����� ���=�������� P���������$ �����-
�� � �����(� �! ���� ���T�����B���� � T���/�-
����"�� ��!��B��� �E�����$, � ������ ��!������
��D����� )�������*, �E��!�������� �����TT��-
���� ��������, =����/���AD��� ����������-
��, � ���� )��������*, �E��!������$ ��������-
������� ��������. ���’��$ ���$, ���� ���=�-
B�B�����, ����� ��!�������"��� =������<�����
� �����(�� ���������� ������� )��A����������-
��, ������������������*, ������� �=������A�
���������, �� ������"��� T�!������B����� ��-
��/�� �� ������, � ���<� �B�����A� � �����(/��
�E���� ��D���� � �������� ����/�$. ���������$
��!����$ ���$ ���=�B�B����� (��(���( =���!���-
��� �������� ���E�(, � ����� ��(!�� � =���������-
�������� ���=���B������ ��$������ )bu}er et al.,
2009*. �����TT����� ������ ������� =�� ���-
���(/�� �����(A� ������������ � ��������, =�-
P���� ��!����� ��D����� ���=�B�B����� B����
�����������A� ��� ��$��P���������$ �����
���=���B����$ ������$ �������, ������������$
!� E������ ����/�� ������!�� �� ������ )Uauer,
Xurrie, 2020*. �������( �� ��, B�� ���� � �������
����" ������������ =� =������<����A � T���-

/�(�, ��������� ������ ��<��A ���" � �����(/��
�����/�� �������� =���������� ����������-=�-
��������� ������!��� � �E��� P��� ����������.
����� ����, ��D�����AD�� ������ =�!���(A�
�����<���" � ���, B�� �����"��( �������������-
B����( ������� ���=�B�B����� ��<�� �����" ��-
�������AD�A ���" � ����’���� T���/�$ ���� �
������� ��� /��������� ������.
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+�������� �E����<��� � �����TT�����
������� �D� � O0-� ���� � ���B��� �’�E�B�� =���-
����, B�� �� �����!������( in situ )‘erhofstad, Vons-
son, 19O3*. ������ ��(������", B�� �����TT�����
������ ��’��� ��AB����� �������"-��������A-
D��� T������� �����!� ���������� � ���=��T��-
����������!� )�=;*, �� �����<�� �����$ T��-
���� � �����E������!� �������B����� ��������-
��� )&		* � �=���E�� !���������" ��������� �!
����<�AD��� =����������� E�������( ��������
�����A P��=������ �����=������ ����������
)SL[{* )[itzen et al., 1965� ‘anden}ergh et al., 1991�
Schroeter et al., 1997*. &���!���, B�� �����TT��-
��� ������ ����� �����!������" ��������� �� �!
���=��T���, � �! ��=�������������� =���’�-
��������� � 5-�����������=��T��� )5b{\*, ��-
����$ =����������� � ����� � �������$ <����-
���. ��� �� �����, ����D�A ���" � �=���������
�����( ���������� � ������� ������ ������
SL[{ )Urindley et al., 2016*. @�=���( �����" ����-
��, ��������� ��E� � =���D"A ��!����(�����
�����=������ ���������� )‘|Z{* !���B������(
� ����������� ������� ��������� � �����������
� ��������������, ��E� ����E���!������( ����-
����������!�$ )���. 1*. +����<���� ����������
� �����TT����� ������� ���������"�� ������-
��, �� ��� =��(��� ��<�, B�� ���������� )�in-
kler, �esthead, 19O0� Schroeter et al., 1997*. ��� ��
�����, P���� ����B����� �������B�� ��( ���-
D��������( �����"���� �������( �����/�� ��-
����������� B���! ����������-=���������� ��-
����!��. &�$�������"��, =� ������ ����������
���/�����/�( ���������� � ����������� ��!���-
��� ��<�� ��������" 0.1�1 C )�inkler, �esthead,
19O0� Zl}illos et al., 1997*, � �������� ��’�� ��E-
�������� ���=�E���������� ������, =�� ���-
���(/�� �����TT����� ������ ������� ���-
/�����/�( �����(����� ���������� ��������( �
=������(���� ���=�!���. �� �����TT�����
������� ������� P��=����������( ��/�=��� � ��-
�������� 1� ��=� )btr1a* )���. 1*. ����� �E��!��,
�����TT����� ������ (��(A��( ������������
���������-=����/���AD��� � ���������-B��-
�������"����, B�� ����������( � =�����������(��
� ������� ����������-=���������� ������!��
��$����( ���������� )Urindley et al., 2017*.
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���E���� �!�B����� PTT����� ���������� �
���=�B�B����� (��(���( ��� �=���E����" ������-
�������" ����� ���=�������������$ ������� ��
������. &�$����( B���! btr1a ��/�=����, ������-
��� ����E����� �����/�A ������������� � ��-
����� ���=�B�B����� )Urindley et al., 2016, 2019*
)���. 1*. ������� ��/�=����� btr1a ����"’��� ��-
��B����� ��!����, =�������AD���( P�!�/���!�, �
�� ����( ��� ����B����� )��������$ ��!���* �
�������� �����E�<����( ������������� �� ��-
�(���(. #�������� �������", B�� B���! ��/�=���
btr1a ���D�����(���( =���E��$ ����������-=�-
��������$ �������" �����E�<����( ���������
� � /������"��$ ������$ �������, ������ ����-
�������B��$ =��" =�����B� ������� �� ��/�=����
� �����TT����� ������� � ��$����� ��!��B����(
�������� �E��!��. � ��$����� ������/�( P����
��/�=���� ��(!��� � �!�������� ��!E��������
���E���� � =����/������� ���"/����� � �����-
��� �������, �=������������ Y-E������ )Vewell,
Xurrie, 2013*. � �� <� ����( � �����TT�����
������� ������!� ����E�������( �����/�� ��-
����������� B���! btr1a ��/�=���� �� ���AB���
�����(/�A ���"/����� � �������� ������� �
�����( �����������B���� ���"/�( )Urindley et al.,
2016*. ��<����(D�� �������(���� ��’���
Y-E����� � �����TT����� ������� �D� =������-

�� �=�������", ������ =���=��������(, B�� ����
�! ��!��<��� ������!��� ���AB��� ��(!������
Y��-E���� ��=������������ � E������ SNZ[L,
������� �B�����A� � �������� ���(��( P�!�/���!-
��� =�!��"��� � ���E����$ )Uetke et al., 2012*. Y��
��<�� ������������" � Xa2�-��(!����� ����=��-
��������-1 !� ��(!������ � X-���/�� SNZ\25,
B�� ��<�� ����’��" !�=��� P�!�/���!� )�oon
et al., 2007� �urawski et al., 2016*. &����$ =���=���-
�����$ ��’��"A Y�� ��<�� (��(�"�( �������,
������$ �=���E�� �����������" ��� P�!�/���!,
��� � P���/���! � �����TT����� ������� )Xhan
et al., 2010� Znantharam et al., 2011*.

#!������ ���<� � ��/�=���-��!�������� ��-
����!��� �������������� �������( �����/�� ��-
����������� � ���=�B�B�����, ��=�����, � ����-
�(/�� ����B���������� ��!���� �����B��� ��-
E���$ P�!�/���!� =�������� �B����� SL[{, �� ��
��/�=��� )Uriscoe et al., 200O*. ���<� ��D�����A� ��-
��!����"���� ����, B�� SL[{ ��<�� �����������"
�����(/�A ��������=/�� � ��!����� ��D����� ���-
=�B�B�����. @�� ���(���� ������� ������� =���-
’����( P��=�����( � ���������" ����!����������-
��!�, �������"-��������AD��� T������� �����!�
�������������, B�� �=���E������ ���=������A ��-
!���� ������������� � =����� =���’����$ =�-
���E����� � ��� )Sa}}an et al., 1997� �vetnansky et al.,

���= 1= �����"��( �������������B����( ������� � ������� !����� ���=�B�B�����. G������� �E�!��B���(: 5b{ � ��-
�������, btr1a � ��/�=��� ���������� 1� ��=�, SL[{ � �����=����� ����������, ‘|Z{ � ��!����(���$ �����=�����
����������, Z � ���������, NZ � ������������, &		 � �����E������!� �������B����� �����������, 5b{\ � 5-���-
��������=��T��, =���’��������� ����������.
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2013*. @���=��������(, B�� ��������AD�� ���(���
SL[{ � ��B������ � ���E�� ������!��� ��E���
btr1a ��/�=����� �=���E������ ��B��$ ������$��
�������������B������ ���������� ��( �������(
�����/�� ������������� � =������ ����������$
������(/�� )�.�. �������* )Urindley et al., 2017*.

� ��������� ���AD���( ������ ���E������
�B������", B�� ������� ���=�B�B���� =�������-
�(�� ��E�$ =���T���B����� !���� ���=���������-
����$ �������, � �� ����( ��� ��������� ������-
������ ����� ������!�� �� ������ ��� �� =���T�-
���, ��� � � /������"��� �� ������. #!������, B��
/������"��� �������������B����� ��$���� (���
’�� ��=������������ ���������A� ���=���B�-
���� =��������������� ��$����. @����� =�(-
��$ ��(!�, ��!��<�� ���<� �������������B����(
�����(/�( P��� ������ =���������� ������/��
���=���B����� =���������� ��$�����. #����
�������, � �������� � �=����� ��!�� ��������-
�����B����( ������( =�����B� �=���E�� ������-
�����" /������"��� �������, ��=��������� �
=���T���B����� ������� ���=�������������$
�������. @�� P��� /������"��� � =���T���B�����
������ ����� �!������$����A� � ���D�����(A�
���=������A ��������/�A T�!������B����$ ��-
��/�� ������!�� �� P������B�����, ����E���B�-
���� � P��/�����"��-=��������B����� ���������
=���������� ��E���� ������������� � ��������
)=����E�� ��<�� =��B����" � �E!��� Urindley et al.,
2017*. @�P���� ������� � ������<����"A �����-
=���������" ������, =���B����� � =���D"A ���-
��/������ P��=���������"��� ������$, ��=��-
��� � ��=��"!������� ��’�$, ��������� =� ����
SL[{, ��� � =���������� ����E������ SL[{ �
������������ ��/�=���� btr1a. #!������, ��=��-
���, B�� ������-����/��������( �����/�( ����-
������ =���’����( ��� � <�������, ��� � � B���-
���� �� T��� =��������( ������=��������� �!
���==� ����E������ SL[{, � ���<� � ��’�$
SL[{�K� ){�urmina et al., 2002� Uriscoe et al., 200O�
Sanders et al., 200O*. ���<� =�(��(���( ��� E��"’�
����!����"��� ��(!� ��<�� ����’���(�� ���=�-
������������� ����/�$ � ��=������$, �������$ �
������� !�E�������(��, ��(!������ � ��������-
�����B����$ �������!�/��$ � ��!�� )=����E��� �
�E!��� Urindley et al., 2017*. + ����������"A ��!-
�����B��" /������"��� � =���T���B����� PT-
T���� ���������� � ���=�������������$ �����-
�� =���<�� ������� ��!�����( ����( ��’�$ �
�����"��� �������� ���� SL[{ � ���=�B�B�����
�� T��� ��������$ ��� P��=������ � /������"��$
������$ ������� )Urindley et al., 2019*. G �����
��’�$ E��� �E����<��� ���<���� �� 50� ��-
���<���( ���������� � ���=�B�B�����, =�� P���
������" ���������� � �����, � ���<� ���/�����/�(
������������� � ������� ���������" =��<����.
F�� ������"��( P��=���������"��( �����" �����-
���� E��"’�� =���=������ ��( �����������( ’�-
������ �=����� =��E��� � �E����� ����/���, =�-

����"�� �����E�<����� ������������� �! ���-
��TT����� ������ ���=�B�B����� =�������
�������������" T�!������B����A ����/�A ��
P��/�����"���K=��������B�����, T�!�B����� ���
����E���B����� ���������. � !���������� ��
=������ ��������� ����’����( �����/�( �������-
������ ���=�B�B������ ��<�� �=���E�������"
��!����A ��=�������, �����B��$ ���������B��-
��� � �����E�(�" ��B���� ���E��� 1-�� 2-�� ��=��
)Uedi, Zrora, 2007� �einstein et al., 2010� �ong et al.,
2012� �iegler et al., 2012� \aine et al., 2015*.

�������( �� �������� �!�B���� ���� ������-
���� � ���=�B�B�����, ��������� ��=���� P��$
=��E���� �� ��� =�� ����A��( !� =�������� ��-
������� �B����. F�� �������( � =����A �B����"
��"����������� ������!��� ��$����( ����������,
�� ��(!����� � ��/�=������. � =�������� ���(��-
����( E��� �����������, B�� ���������, =�=���( �
������ � =���D"A SL[{, ��<�� ��$�������" ���
�����������B��$ �������<�� � �B��������" � =�-
��������(/�����$ ����T���/�� E����� )�alther
et al., 2003� |uma, |i, 2015� Uader, 2019*. @�����-
����� T������� ��������������!� 2 ���������
���������� =��������(���( � ������������ �����-
���, B�� =������� � ����������-T���/�����"���
�!������(� � E�����. ��=�����, � P����������
������� =��<�����B��$ <���!� �����������, B��
����������������� ����� ;��-�! �B������� � ��-
���(/�� P�!�/���!� � �����/�� �������� )\aul-
mann et al., 2009*. + E��"’�$ ����(�����"A ��<-
�� =���=���<��", B�� =���E��$ ������!� �����
����� � � ������� ���=�B�B�����. &����( ��=���!�
�������� �! �=���E����� ���������� =���’��"
=����/������" �����/�����(������� ����� � ��!-
��B��� ������� )Z}}ott, 2000� �alther et al., 2007� Wi
et al., 2016*, ����E�(( ����!�A ������ P�������(.

����!�/�( P���� PTT���� ���<� ���AB��� ����-
������������� ����� ;��-�! � T��T���������-
��� E����� �����B��$ ����!�� )Wi et al., 2016*. #!-
������� =����/������� ��=���(��� =����/�-
��"�� ����� E� ���(�" �� �����/�A ��������
���=�B�B����� � ����". #���� �������, PTT��-
���� ����������������( ����� (��(�"�( �����-
��� P�!�/���!� � ����E����� E��"����$ T���/��
P�������( �������, �� ��=��� � ���, �=���E������
�� P�� ����( ������"��( =�������� �����������-
��B������ �������A �����/�� ������������� ���
������ T���/�(� �����TT����� ������, ������-
�( ��������.

?�� ��������"����A� =�������� ���������-
��(, ��������� ������ ��<��A ���" �� ���"�� �
�����(/�� T���/�$ !����� ���=�B�B�����, �� �
� T����������� ������� � P�E�������!�. ���-
��TT����� ������ ��TT����/���A��( �! P�-
E������"��� ���"��=�������� ������ ��$��P�-
��������"���� =������<����( )��� ��!�������
=���’���������� ’���������� ������, @H?*,
������� �������A� =� ������� �������� � ��-
��� ����B����"��$ !������� ���=�B�B����� )Zn-
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derson et al., 1991� bu}er et al., 2009� ]urlan et al.,
2017*. +���������� ��������=������ �������-
��� =�!������ ���������", B�� =������ �� @H? �
�����TT����� ������� =��������� B���! ��-
�����<���D�A =����<���B��A =�=��(/�A ���
��!������� �}ridge cells� )���. 2�* )]urlan et al.,
2017� �astriti et al., 2019*. ?��=������ ���������-
����B����$ ������� =�(��(A��( �� ����� ������
P��=�� ��TT����/������ �����TT����� ������
)�ameneva, |elnikova et al., 2022*. � T������AD��-
�( ���=�B�B�����, � ����B�� �� !�����, ���������-
B���������"���� �������� (��(A��( =���������
�}ridge cells�, � ��� �E����<�� ��/�=��� btr3a
)���. 2E*. 	 ���������-=����/���AD��� (��(-
A��( ������ �����TT����� ������. 8�� �=���E-
�� ����=�����" ��������� � �����(�" ���. G<� ��
14-$ ���" P�E������"���� ��!����( )F14* � ��-
’�$ �� O0� �����TT����� ������ �����<�� ��-
������� )�ameneva, |elnikova et al., 2022*. @�-
��E�� !����� ���=�B�B�����, P�E������"���
�����TT����� ������ �� P��=�������A� �=;, ��
� ��� �E����<��� &		, E�������( B��� ��� �����
�����!������" ��������� �! ��=��������������
=���’���������� 5b{\. #�������� �������",
B�� &		 �����<���( � � �}ridge cells�, �� ���" ��
��<� ��<�� �������" � �����"��� ����B�����
����������. �� ���� ������� P�E������"����
���=�B�B���� P��=����������( ������������-
��!�, ������������( !� �������/�A ����������
)�ameneva, |elnikova et al., 2022*. &����$ ���E��-
����"A P�E������"��� �����TT����� ������
(��(���( ���������� � ��� �����=������ SL[{,
������ �������� ��� P��=�������A� �����=�����
������B����� �������� Slc29a4, ������$ �������
!���B����� � ������ ��������� )�ameneva, |el-
nikova et al., 2022*. � P�E������"��� �����TT�����
������� T���/������A� ��!����(���� �����=����-
�� ‘|Z{1 � ‘|Z{2, ������������� !� ��!����(�-

��� !�=������ ���������� )�ameneva, |elnikova
et al., 2022*. +���������"��, ������ P�E������"-
���� ���=�B�B���� �E����A� ���E������� ��-
�����(���� ������!��� ��( �����=����, �����!�
� �����/�� ���������� )�ameneva, |elnikova et al.,
2022*.

;�����/�( �����TT����� ������ =���������
� ��B���� ������B������ ���������� ���� � P�-
E������"��� ��!�����. G ��’�$ P��� =����� ����-
��������� F11�F14, � ���� �� ���" =�!<�, � � B�����-
�� � O�10 ���. )�ameneva et al., 2021� �ameneva, |el-
nikova et al., 2022*. # ������ � P��� =����� �����=���
��AB���( �����(�����( T�!�, �=�����������( ����-
�������, �� ����( ������$ ��������� ����������
����B����� �E��!�AD���( �����TT����� ������
)���. 3*. ����!������( =�=��(/�( �}ridge-cells�
=����T������� � ��TT����/������( � ���-
��TT����� ������, =� ���� ����=����( ���-
��TT����� ������ ��!������� ������" �����(�-
���� ��� ����������, ������$ ���������� ���$
��/�=��� btr3a �� �}ridge cells�, !�����(( �� ���-
��B��$ /���, � �����������( ������/�A �����
�����TT����� ������, ��� E� =�����( ������
��������B��� =���’����������� )���. 3* )�ame-
neva, |elnikova et al., 2022*. ����� �E��!��,
�}ridge cells�, E���B� B���������"���� � ������-
����, (��(A��( B���"A =���� ����/����"��$ �E-
�����$ ��(!�, �=����(AD�$ ��!����� =�=��(/��
�����TT����� ������ ���=�B�B�����, �����(-
AD�� ���������. #��������, B�� �=������$ ��-
����!� (��(���( ������=���������, ���<����
�����( ���������� � T����������B����( E������
��/�=���� btr3a � =����� �� =�����(� � B��!���-
���� ����� B���� �����TT����� ������. �����
�E��!��, ���������-!�������$ �������" ����-
B����� �����TT����� ������ !�D�D��� �� �!E�-
��B���� ����� ���=�B�B����� �, ����(���, =����-

���= 2= &�TT����/������ �����TT����� ������ ���=�B�B����� � P�E�������!� ��’�, ������ �����!� ��������=-
����� �����"��� ������ �� 13.5 ���" P�E������"���� ��!����(. )�* ?����B��$ ������ T������AD�$�( ������� ���-
=�B�B���� =���������� =���’������������ ’���������� ������, ����!������$ =�=��(/��$ ������ )}ridge cells* �
�E��!�AD����( �����TT������ ��������. &�������� =���!����� �������� ������, ���������� ������� t-^istri}-
uted Stochastic Neigh}or Lm}edding )t-SNL*. 8��������"��� ������(��� ��<�� ���������� ����<��� ��!��B�( � =�����-
��� �����, P��=����������� �������� ��������. )E* F��=�����( ��/�=���� ���������� btr3� )�������� ����B�����
/�����* �E����<��� ������� �E��!�� � ����!������� }ridge cells. 
������ ��=������ =� ���������� ����"� �ame-
neva, |elnikova et al., 2022, � �!������(��.
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/���"���� ��!����( ����� �=�����$, ��� ��$-
��E�������.

����$ ������!� �������( T����������( ���-
��TT����� �����$ ��<�� ����" ��<��� =������-
B�����, P������B����� � P���A/������ ��=����.
�����B����, �� ���"�� �����"��( =���������( ��-
���(/�( � ��!����AD���( ���=�B�B�����, �� �
��������$ ������" ���������� � =���� ��<��
���(�" �� E���D�$ ��!��� ��!������ ��D�����.
&�$�������"��, =����� �����"��� ������ �����-
��, �������� ����B����� ���������� � =���� �
=����� ��������� T����������( ���=�B�B�����
(��(���( =��/����, B�� ��������� =����/��� ��(
��������B������ �������( ��!����( ���=�����-
��������$ ������� � =�������� )Uonin et al., 2011�
�ameneva, |elnikova et al., 2022*. #�������� ��-
�����", B�� T��������, ��������AD��� =����=-
����� ���������� �! =��/���� � =����, �����
E��" ������, ���=������ � �����(��� !�����"(
������ )Yoeden et al., 2016� Xhen et al., 2020�
�ameneva, |elnikova et al., 2022*. @���’���� ��-
�������� � =��/���� � �ED�$ /�����(/�� =����
=������� � ��������B���� ���E�������� ����"-
’���A ��!���� ������� ���=�B�B����� � ���-
<���A �����/�� ���������� � =��������"��� =�-
�����, � ���<� � !��B����"��$ ���=��� ���(�� ��
=�������� =�������� )�ameneva, |elnikova et al.,
2022*. F�� ����<����( � ���<���� �������������
<������� � �!������� =���=�B�����"��$ ����-
����� =���������( ���������$ � =��"!� �������-
���� ��=� =�������( )�ameneva, |elnikova et al.,
2022*. #���������"��� ������ ������������ =�-
������( ��$�������"�� ��(!��� � ���, ��� <����-
��� �������A� �� ’�����$ �=���� P������B�-
���� =��E���. ?���� ����, ������!� =�����B�
��T����/�� �� ������ � =�������� =����������
���������� ��<�� E��" ��<� E���� �B������� �
����$ =�=��(/�� � ������(� �����B������ P��-

����B������ �������. F�� =���=���<���� =���B�-
�� ���� =������<����� � =������ �����������(�
������ ���!����, � ������� =�������" =�=��(/��
=������B���� ��������� ����AB����"��� !��B�-
��$ � ��!����� ��/���"��$ ������ � �����"���
<������� )Wiu et al., 2020� �ameneva, |elnikova
et al., 2022*. F��, ���(�� � ������� T��������, !�-
�����(�� B���" =�=��(/�� ����������" �! =��-
��B���� ������ � ��������" ����� ����������.

�!��/� ��<�� <��������, ����<������� ��-
��������", � ����, ��� �������(, ��<�� E��" ��(-
!��� � =������B����� ��������� ��������, �� ��-
����$ ���(�� ��!��$ ��!��� �����TT����� ��-
�����. &�$�������"��, � �������AD�� <�������
��!��� ������� ���"’�, B�� � ��!��������. F��
!������������" =������<���� ��(!" ��<�� �����-
��� � E��������� ������$, ���/�����/��$ ����-
������ � =��/���� � � =�����, � ��!��"����AD��
��!����� �����TT����� ������� � =��������.
@�-��������, �������(���� ������!��, ���-
�������AD�� ��!��� �����TT����� �����$, ��<-
�� �� ���"�� ��( ������������� ��E���, �� � ��(
��������������. ��=�����, ����� ���ED����",
B�� �����’������� <������� ��=����<�����(
���<����� ��!���� � =���������� T���/�� ���-
=�B�B�����, ������������$ !� ����/�� �� ����� �
������. ;�=�T���/�( ���=�B�B����� � ���<����
�����( �������� ������� ����’� �������������-
�� � �����’������ ����� � E��� P��=������-
���"�� ��!���� ��E���� �� =����B������"
)�ilkins et al., 2014*.

����� �E��!��, �����"��( �������������B�-
���( ������� � ������� ���=�B�B����� ������
��<��A ���" � =��/���� T����������( P��� ��-
����� � =�����, � ���<� � ��� ��!������� =����-
���"��� =��������������� =������B����� =��-
������ � =�������� � =��������"��$ <�!��.

���= 3= +��������-�=�����������$ ������!� �������( �E��!�����( �����TT����� ������ ���=�B�B����� � P�-
E�������!�. ����!������( =�=��(/�( ������-=���’����������� )}ridge cells* ��TT����/������( � �����TT�����
������, ������� �=���E�� �����(�" ���������. @� ���� ����=����( �����TT����� ������, ������" �����(�����
���������� ��!�������, � B���! btr3a ��/�=���� ������ =�=��(/�� }ridge cells ������B����� �E��!������ ����� ���-
��TT����� ������, !�����(( �����B��$ /��� }ridge cells. G������� �E�!��B���(: 5b{ � ���������, btr3a � ��/�=���
���������� 3� ��=�.

��������		
�
�
����

�����
�	��
�
����	���

���
�

5HT 5HT

Htr3a�
����-
����������		���

(bridge cells)



8��8;
�
>  ��� 54  � 1  2023

+

8�8�#� # �	&@8�
��#?# 9

�8?	���	� +

8�8�#�

;#�
+?	� 
+#+�
C	 � ?8

 �	&@8�
��#?8�
C����B�������� ������ ��������"����A� �

���, B�� �����"�� =����/������$ ���������
���D�����(�� �����(/�A �����/�� ����������
�������� � ���� ���=�B�B����� B���! =�������-
��� ������!��. 8�����, ������!�/�( �����"��$
�������������B����$ ������� � ���� !��B����"-
�� ����B����( �� ������$ � �������, ���� ������-
���-=����/���AD�� � ���������-B���������"-
��� ������ ���=�������� ���B� )���. 4*. � ����
���=�B�B����� ����E���� ��!��� ����������
�������� ��!������ ���T�����B���� � T���/��-
���"�� =� !���� � �����������( ��!�������. 8�-
���"�� ������� �������", B�� � ���� ���=�B�B�����
� �(�� ����� =���������A� ��E��"’�� ���AB���(
������(���� �����TT����� ������ )Wefe}vre
et al., 2001*, ������� �����(��( � ������ ��������
�� ��������������� �������� )Uornstein, Lh-
rhart-Uornstein, 1992� Uornstein et al., 1994� Wefe}vre
et al., 2001*. 8�����!�/�( ���� � �����=���AD��
���������!����( !��B����"���� ��<��������
��!��B�(�� )‘inson, 2016*. ;��������B���� � ����
���=�B�B����� �����(A� ��� �������� ���/��-

���B����� !��� � ���E�B����A, T��/����(���A
� ���B���A )Zrnold, 1O66� ‘inson, 2016*. ���E����
����<����� ����B�( � ����������-T���/��-
���"��$ ������!�/�� ���� ����B��� ��<�� =��-
������ � B�������� � ��������� � �����"����
������ �����=���AD�� )Xhen, |iller, 2013� ‘in-
son, 2016*. +����������( �=�B�������, B�� ����
���=�B�B����� =����������" !��B����"��� �!-
������(� � =��/���� P���A/��, =�-��������, �
��(!� � �� ��<��� !��B����� ��( ���=��/�� � ��-
����!�/�� ��/���"��� �!��������’���$.

� ���� ���=�B�B����� ��������� ��<�� ������-
�����" ������������! ��� ��=�(��A, ��� � �=����-
������� )Wouiset et al., 2019*. ����B�� ��/�=����� �
���������� �� P���������� ������� �E��=�B���-
�� ��!��<����" =�(���� ��$����( )Wefe}vre et al.,
1992� Xontesse et al., 1996� Wenglet et al., 2002� Wou-
iset et al., 2019*. � �� <� ����( ���������, �����(-
���$ �������� ��������� ��� ��B���� ������-
�� �E��!� ����������� ������� )binson et al.,
19O9*, ���������� ��������, ������$, � ���A �B�-
���", ���(�� �� �����! ��������� )‘inson et al.,
19O5*.

���= 4= �����"��( �������������B����( ������� � ���� !����� ���=�B�B�����. G������� �E�!��B���(: 5b{ � ������-
���, btr4K7 � ��/�=���� ���������� 4 ��� 7 ��=��, SL[{ � �����=����� ����������, ZM � ��������/����!�, 
?Z �
=����������!� 	, C	8 � ��������������!�, Ys � Y-E����.
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����������A� ���<��������� ����B���� ��-
�������� � ���� ���=�B�B����� )���. 4*. ��=�
������ ����, � ������� �����(� ���������, ����-
B�A��( � ��!��� ����� �����=���AD�� )Wefe}vre
et al., 1992, 199O*. ��=�����, � B������� ������-
��� =����������� ����AB����"�� � ��E��=���(�-
��� ��B��� ������� ���=�B�B�����, � ���� � ��B-
��� ������� � � �����TT����� �������, � � ��’�$
���<� � ������� �������� )‘erhofstad, Vonsson,
19O3� binson et al., 19O9� ]ernÆndez-‘ivero et al.,
1993� Uram et al., 2016� Wouiset et al., 2019*. +�����-
��� ��<�� ��� �����!������"�(, ��� � !������-
���"�( � ������, E�������( P��=������ �����=��-
���� SL[{ )Shanker et al., 2020*. @����$ ���-
=���� T�������� �����!� ���������� �E����<��
����AB����"�� � ��E��=���(���� ��B��� ����-
���, ������� �B���A� !��B���� ����B����� ��-
�������� �� ���"�� ��( ��������, �� � ��( ���-
��TT����� ������ �������. +�E������� P���-
������� ������ ���� � �!�B����� �����
�����=���AD�� �� �����<�� �=; )Xhen, |iller,
2012� Yarcía-Iglesias et al., 2013� Swami, �e}er,
201O*. #��������( ���E������" �E����<��� � B�-
������, ��� P��=�����( �=;2 =�(��(���( � ����
���=�B�B����� =�� =�������B����� �����(��(�.
��=�����, ����������(( ��=��=��!�( ���� =��
=����B��$ =��������$ �!������$ E���!�� ���-
=�B�B����� )We |estre et al., 2019* ��=����<����-
�( =�(������� {=;2, B�� =������� � �E��!���-
��A ���������=�B�B������$ �������������B�-
���$ ���������AD�$ =����, ������������$ !�
��=�������/�A �����!��� )Uram et al., 2016�
We |estre et al., 2019*. � /����, � ����’���� =���-
����$ ���=�B�B����� B�������, ��=����<��A-
D���( ��=�������/��$ ���������, ���ED����" �E
�������� ������/�� ������"���� =��� ��������-
�� )Wacroix et al., 2010� Uram et al., 2016� Wouiset
et al., 2019*. F�� =�!���(�� =���=���<��", B�� ��-
���"��$ �������������B����$ �������" �����-
/�� ��������� ��<�� �����" ��<��A ���" ��� �
�����, ��� � � =�������!� =����B��� !�E�������$
���=�B�B�����.

G ��������� ����� �����=���AD�� ������
�������� P��=�������A� �����$ T������ �����!�
���������� � &		, B�� =�!���(�� �����!������"
��� �! 5b{\, =���������AD��� � E������B�����
<������(� )�ent, Xoupland, 19O4� Uaker et al.,
1991*. @�����"�� P�������$ ������� ���<� ��<��
P��=����������" &		 )[ouzaud-Wa}orde et al.,
2012*, ���"!( ����AB��" ��!��<����" =����=��-
��( ���������� �! ������ P�������( � �B���� E�-
������ ��������E<���( ����� ���=�B�B�����.
&����� =���=���<���� ���E��� P��=���������"-
��� =������<����$. +�������� ���<� ��<�� ��-
���(�"�( �����"�� �! ������� ���������$, ��-
�������AD�� ���=�B�B��� )Urindley et al., 2017*.
+�D������� ������, B�� �������� �����TT��-
��� ������ � ���� ����� ���<��" ��=�������"-

��� ����B����� ���������� E�������( =�����-
����A � ��� SL[{ )Shanker et al., 2020*.

� ����B�� �� �������, P���������� ������ �
���� � ����� P��=�������A� �����=����� ������-
���� SL[{ �� ���$�� ��!��� ������ )Shanker et al.,
2020*. @�� P��� �����B����$ ����E���!�/���-
��$ ������ !��B����"�� ����������� P��=�����A
SL[{ � ���� ���=�B�B����� )Shanker et al., 2020*.
8�����, P��� PTT��� ������B��, =�-��������,
���������� �����TT����� ������, ��<�D��� �
���� )Shanker et al., 2020*.

F��=�����A SL[{ � ��E��=���(���� ��B���
������� ���� ���=�B�B����� �� �!�B���, ������
���A��( ��������( =���=������" ����A ��!��<-
����". ��B��� ������ ����������"���������� ��=�
�=���E�� P��=����������" SL[{, � ����B�� ��
��B��� ������ ����!��"���� ��=� )Saito et al.,
2002*. @�����"�� ��B��� ������ ���� ���=�B�B-
����� B���������"�� � ������/�� ��D������
4OKO0 )binson et al., 19O9*, B�� (��(���( ���������-
�����$ ��B��� ������ ����������"����������
��=� )|etcalfe et al., 1997*, ��<�� =���=���<��",
B�� ��� ����� P��=����������" SL[{. � P������-
��� ���� ���=�B�B����� ��!��� ����� <�������
�E����<���A� !��B����"��� ����B����� ���������
����E����� ���������� � ��������������������$
������� )Wefe}vre et al., 1992, 2001*, � ���<� T��-
���� ����E���!�� ���������� ��������������!�
��=�� 	 � � )[odríguez et al., 2000� Wefe}vre et al.,
2001*.

@������ P��=������ ��/�=����� � ����������
� ���� ���=�B�B����� ���<� ����B����( ����-
<����$ �����=�/�T�B����"A. � B��������, � B�-
������ �������������$ PTT��� ���������� �=�-
�������� ��/�=������ btr4, ����� ��� � ���� �
��"������������ ������ �� ��������� �B�����A�
��/�=���� btr7 )Wefe}vre et al., 1992� Xontesse
et al., 1996� Wenglet et al., 2002� Wouiset et al., 2019*.
G ��’�$ ��=� ��/�=����� ���������� � ����
���=�B�B����� =��� �� ������T�/�������
)Wouiset et al., 2019*. G ���� �!�B����� ����� �E�
��/�=���� btr4 � btr7 � ���=�B�B����� ��(!��� �
��������/����!��� � /	C�-!��������� =����-
������!��� )\�Z* )���. 4*. 	�����/�( �E���
P��� ������"��� =���$ �E��=�B����� =�����
���"/�( B���! ���"/����� ������ �-��=� � =��-
����� � ������(/�� ������������!� )Wenglet et al.,
2002� Wouiset et al., 2017* )���. 4*. G B������� ���=��-
������� ��/�=���� btr4, ������$ � �!�E���� =��-
��������� � ���E�B����$ !��� � ���E� P��=�������-
���( � T��/����(���$ � ���B���$ !����, �EQ(��(��
E���� ������A PTT���������" ���������� ��(
������(/�� ����E���� �������������������,
B�� ��A������������� � ���������� )Wouiset et al.,
2019*. #!E���� ����������� ���������� ��<��
����E���!������"�( C	8 	, =���������AD�� �
/���=��!�� �������������� �����TT����� ���-
��� )Wefe}vre et al., 2001* )���. 4*.
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GB����� ���������� � �����"��$ =���������$
�����(/�� �����/�� ������������������� � ��A-
������������� �������� ���� ���=�B�B����� =�-
����!����� �����=���AD�� =������<���� �����-
B��������� �����������(��. G B������� ��B���
������, �����(�" � ������ �������� � ��"��������-
=����/���AD��� ��������, ��������A� �� ��E�-
�� =���������� ��!��$����( ���������� �� �����-
/�A ��"��������� )Wefe}vre et al., 2001� Wouiset
et al., 2019*. ����� �E��!��, � B������� =���������(
�����(/�( ���������� ������ ���� ���=�B�B�����
� =���D"A ���������� ���AB��� �!������$�����
��<�� ����( ��=��� ������: ��B��� ������ )����B-
��� ����������*, P���������� ������ ���� )����-
�����-B���������"���* � �������������� ���-
��TT����� ������ )������������� !� ����E���!�
����������� ����������* )Wefe}vre et al., 2001*
)���. 4*. � ���A �B����", ���" ��������( =���=�-
�����" ��D���������� ����/����"��$ �E�����$
��(!� � �����(/�� ��������( ���������� ��B��-
�� �������� )Xarvalho et al., 2006� Wouiset et al.,
2019*, ��� �� �����, P�� ��=���!� �D� =��������
=�������". +�������� ��<�� ���<� ���!����"
���(��� �� �����/�A ��������� P�����������
�������� ���=�B�B����� �=����������� B���!
�����(/�A �����/�� /��������, ��=�����, ��-
�����$���� 6, T������ �����!� �=�����, �����-
��$���� 1 )Natara�an et al., 19O9� {ominaga et al.,
1991� [itchie et al., 1996� Wefev}re et al., 199O*.

� �������� �����/�� ��A������������� � B�-
������ �B�����A� ��/�=���� ���������� btr4, � �
<������� � btr7 )Wefe}vre et al., 1992� Xontesse et al.,
1996� Wenglet et al., 2002� Wouiset et al., 2019*. G B�-
������ ��������� ����������� ����E���� �����-
!��� � ���=�B�B����� B���! �����������B���
������"��� =���, ���<� ��(!����� � /	C�K\�Z
)Wefe}vre et al., 1992, 2001� Xontesse et al., 2000*, �
P�� ��$����� ��<�� ��������"�( =�� ���������
=�������(� ���=�B�B�����, ��=����<��AD���(
��=�������!���!��� )Wefe}vre et al., 2015*. 	��-
����B��� ������ =����������� � ��( ������ ��-
��� �����=���AD�� )baning, {ait, 1970� Uar}ieri
et al., 19O4*. ����� �E��!��, B���! ���(��� �� ���-
��/�A ��A������������� ��������� ��<�� ��-
=�(��A �B��������" � �����(/�� ����/�$ ����-
��!�� �� ������, � ���<� � ��$ ��� ���$ ����
�=�����(�" ��� =���������(, � ��� B���� � ��( ��-
��� ���=�B�B�����. #!������, B�� �����B����$
����E���!�/�����$ ������ � ���� !��B����"��
=���’��� P��=�����A ��/�=����� ���������� �
T��/����(���$ !��� ���=�B�B�����, ����������-
��$ !� �����! ��A������������� )Yarcía-Iglesias
et al., 2013*. ��� ��’�=���B�������� ��<�� ����"
!��B���� ��( ���=��/�� ������!�� � ���(AD��-
�( ������(� ����<�AD�$ �����.

#����� � �����(/�� ������ �� ������ ��<��A
���" ������ �!������$����� ��<�� ����$ � ��-
�����$ ���=�B�B�����, � ��������� (��(���(
�B�������� P���� =��/����. ��=�����, ���-

��TT����� ������ �������, ��� � ��B��� ����-
�� ���� )Xarvalho et al., 2006*, P��=�������A� ��-
/�=��� ��������!���, ������" P��=������ ����-
���� �����B������( =�� ������� )Zrmando et al.,
2003*. +���������"��, �����-��������!��-��"-
�����������( ������� ��<�� ��( ��������/��
��E��� �E��� ������� ���=�B�B�����.

�!������(!" ���� � ������� =�����<������(
�� ���"�� � =�����<���� ��������!� � �����(/��
����/�� �� ������ �� �!������ ������!��, �� � �
��!����� ���=�B�B�����. ��=�����, ��A�������-
������� �������, ������������� ����$ ���=�B�B-
�����, �=���E����A� ��TT����/������ ���=���-
����������� =���’����������� � �����TT��-
��� ������ ������� � P�E�������!�, � B��������,
����/���A� P��=�����A T����P��������� N-��-
��������T���!� )T������� �����!� ����������*
)Znderson, 1993� ]inotto et al., 1999*. �������( �� ��,
B�� ���� � ������� ���=�B�B����� ��!����A��( �
T���/������A� � ������ �!������$�����, =�
=������<����A ��� �� (��(A��( ������������.
��B���( � 1930� ����� )�wemer et al., 193O� ‘inson,
2016* =����=���� ����=�������" �������(, �� ��-
������� ������� �����������" �����������
=������������ � ��!����� ���� ���=�B�B�����.
G �����=���AD�� ��� ��!������ �! ����������-
���"���� !�����’�, =�������(D��� �! /�����B�-
����� P=�����( � ��<���<�D�$ =����<���B��$
)��!���T��B����$* ��!������ � ��B���� 4�6-$
������ E����������� � B������� � �� F10 � ��-
’�$ )Ikeda et al., 1994� batano et al., 1996� �ates et al.,
2013*. >���� �������������"��$ !�����’ ������(
�� !�B���� ���=�B�B����� � ����� )Yoto et al.,
2006� �ates et al., 2013*, � ��������� � ����� ����-
B����"��$ !������� �������. ? 9-$ ������ E���-
�������� � B������� )F13 � ��’�* �����" !�B��-
�� ���=�B�B����� =������A� =���’����������
�����TT����� ������, �E��!�( /������"��$
��!����$ ���$. ������ � P��� =��������� �����-
��( ������(��!�/�( !�B���� ������, ��� !�������-
��� � ����=���(/�( )�ing et al., 2015� ‘inson, 2016�
]inko et al., 2019*. + P���� ������� � �� ��<����(
<���!� �����B������( � ��!����� =������� � O�
10 ��! )�ates et al., 2013*, � ����"( ��������"��( !�-
�� � B������� ���������( �T��������$ � 14-��
�����(� E����������� )Yoto et al., 2006� �ates
et al., 2013*.

��B��� ������ � ��E��=���(���$ �E����� ���-
=�B�B����� =���� B������� =�(��(A��( � ��!�����
16�1O-�� �����" )Naccache et al., 2016*. G����B����
=�������� ��B��� ������ ���=�B�B����� =���’�-
������ P��=������ ��"�������������!� =����
)Naccache et al., 2016*. F�� =�!���(�� =���=���<��",
B�� ��B��� ������ ����� �����" !��B����"��A ���"
� ��TT����/������ P���������� ������ ���� �
=�����. ��B��� �����/�� ������������������� �
��A������������� � P�E�������!� ��� �D� �������(
=�������� ��������$ )Yoto et al., 2006� Naccache
et al., 2016*, ��� �� ����� =��(���, B�� � P���� ��-
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����� � ��!����AD�$�( ���� �<� =���������A� ��B-
��� ������ � ������"��$ =��" ����������, B��
��������"������ � =��������������-��������$
������(/�� � P��=������$ �������������� T��-
������.

&� �����(D��� ������� ���" ���������� � ��-
���(/�� ��!����( ���� ���=�B�B����� ��=�����-
������� �� �!�B���. 8����� ��D�����A� �����-
B�������� ��������"����, �������� =������<��-
AD�� ��<����" ���������� � P��� =��/����,
��=�����, �����������( <������� � ���������
��!��B��� ���=������� �������������B����$
������� �����(� � !��B������ �����=������ SL[{.
+����<���� ���������� � ���=�B�B����� ��!��
���<��� � ��’�$ ��� ���� � ��T�/���� SL[{
)Winder et al., 2009� Urindley et al., 2016� Wouiset
et al., 2019*. C�’� � =���������� P��=������
�����=������ ���������� )SL[{�K� � SL[{�K�*
E���� B���������"�� � �������, B�� ��’�
SL[{�K�, � � ��� !��B����"�� ���<��� P��=���-
��( ���� ��/�=���� ��A������������� )Y[*, �
��� B���� � � ���� ���=�B�B����� )Zdamec et al.,
2006� Wi, 2006� Viang et al., 2009*. +�������� ��’�$ �
��������� SL[{ � �=; =�!���(�� !���AB��", B��
�!E���� ���������� ��<�� E��" E���� �����B��
� ��!����� ����, B�� ����������. F�� !��������-
����" =�����<������( �� ���"�� � ����’����
���=�B�B�����, �� ���<� � ������ ������� )Nor-
dquist, _reland, 2010� St-\ierre et al., 2016� �amene-
va, |elnikova et al., 2022*. ��=�����, � ��’�$
SL[{�K� =���’����$ ������" ��������B����
���������� =������� � �(�� ����������� �����-
��$ ��!�� )�alueff et al., 2010*, � �� ����( ��� � ��-
������� =� �=;2 ��������� ��!�� �� ����’���
)Yutknecht et al., 2012*. ?��/�=����"�� �������B-
��� ��!��"���� =���!����� =��������� ��������-
��� ����E������ SL[{ � P�E������"��� ��!�����
��’�$ )Noorlander et al., 200O� St-\ierre et al., 2016*.

?���� ����, ��� �=��������" ��’�, ���������
=���’���� �����( ���������� � =����� � =�����
T����������( ���=�B�B����� =������� � �����-
���B��� �!������(� � =�������� =��������, �
=����A �B����" � ����/�(� �� ������ )�ameneva,
|elnikova et al., 2022*. ���"�� ����(���, B�� P��
�!������( �E��������� ���������(�� � ��!�����
�� ���"�� ������� ���=�B�B�����, �� � ��������, �
���� �����$ �!������(!� P��� ���=��������� � ��-
���(/�� ������ �� ������. @�P���� �����"��� �!�B�-
��� ���� ���������� � ��!����� ���� ���=�B�B��-
��� =��������(���( /������E��!��� � =���=��-
������.

>	?�%�
�#

����� �E��!��, �����! ��D�����AD�� ������

=�!���(�� !���AB��", B�� � ���� � ������� ���=�-
B�B����� =����������� � T���/�������� �����"-
��( �������������B����( �������, ������( ������
��<��A ���" � �����(/�� �����/�� �������� =�-

��������� ����������-=���������� ������!���.
�����"��( �������������B����( ������� ���=�-
B�B����� ��<�� �����" ���<� ���������AD�A
���" � ����’���� T���/����������( ���� � ��-
����� ��� /��������� ������, �������������� !�
���=������A T�!������B����A ����/�A ����-
��!�� �� ������. #����������( =�������� ��� =�-
��!���, B�� �����"��� !��B���� ���������� ��
������B������( ��� �����(������ ���(���� �
!����� ���=�B�B�����, � ���=�������(���( ���<�
�� �������" T����������( P���� ������ � P�E���-
����!�. # ���( =�������� ����!��� � ����’���� ��-
�����, ��D�����A� ������ ��������( =���=������",
B�� �����(�����( ���" ���������� ���=�������(��-
�( ���<� � �� ��!����� ��������. 8����"�� �������
=��B������", B�� ����B�� ���������-B������-
���"��� ������ ������ ����� ���=����B���� �
����E���(� �����( /��������AD��� � ����� ��-
��������, B�� �E��=�B����� ��!��<����" ������-
��$ �������"��$ ��������/�� ��E��� �������. �
����� ��=���� ���������( =��(��� ��<����" ��-
���"��� �������������B����� ������ ��( ����-
/���. #!������, B�� ���/�����/�( ���������� �
=��!�� ����� ��<�� !��B����"�� =���’��"�(,
��=�����, =�� �����B��-���������� !�E�������-
(� )��=������(, ����E�!, �’���B����( E���!�"
����/�, ��T���� ��������*, � ���<� =�� ��=����
)‘ikenes et al., 1999� Urindley et al., 2016*. @����B�-
���"��, B�� ������" ��������B���� ����������
��!������� ���<� =�� ��=��"!������ ������=���-
������ �! ���==� E��������� �����=������ ������-
����, ������� ��� ’��� =�����(A��( � ������$
=�������. ��<��( ���" ���=�B�B����� � =�����<�-
��� ��������!� ���!����� �� ���E��������" �B�-
�����" T�!������B����� �!������$����� ��<�
/��������AD�� ����������� � T���/��$ ���=�-
B�B����� � =�������!� �(�� !�E�������$. 8��E�
������� �������" ��<����" ���������� � =����-
���"��� ��!�����, ��� �� �����=��� ��� ��(!�A-
D�$ T����� ��<�� ����<�AD�$ �����$ � T����-
��AD���( ������!���, � ��<�� �����������"
=��/���� ��!����( � ��������� �!������$ ����-
<�AD�$ �����. F�� ��������� E��"’�$ =����/���
��( ��������B������ �������( ��!����( ��� ���-
=�B�B�����, ��� � ������ =���T���B����� ����-
���, � ������� =���������A� �����"��� ������-
�������B����� �������. #���� �������, T���-
/�( ���������� �� ���� P��=�� ����������"����
��!����( ����� ’���, B�� �� ����� ��E� =���-
������" ������ �������.
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Serotonin and Adrenals: Regulation of Gunctions, Regulation of Fevelopment

V= I= Melnikova1, D and N= S= Jondarenko1

;Koltzov Institute of Fevelo}mental Biology of the Russian Academy of Sciences, ul. Vavilov� 8[, Mosco�, ;;D??@ Russia

�e-mail\ v_melnikova]mail.ru

Serotonin is not only a neurotransmitter, }ut also an important humoral regulator of various physiological
processes outside the central nervous system. In the last decade, the concept of local serotonergic systems in
peripheral organs, where serotonin realizes its effects via autocrineKparacrine mechanisms, has }een devel-
oping. Such local systems have already }een descri}ed in the pancreas, thymus, mammary gland, and }one
marrow. �e consider that a similar local serotonergic system is also characteristic of the adrenal glands. {hese
paired organs are a key component of the mammalian endocrine system, providing a complex physiological
response to stress. {he adrenal glands consist of two parts distinct in origin and function � the cortex and me-
dulla, while serotonin plays an important role in regulation of hormone secretion in }oth of these structures.
{his review is aimed to analyze the structure of the local serotonergic system in the adrenal gland, as well as
its role }oth in the regulation of adrenal functions in adult animals and in the formation of adrenals in em-
}ryogenesis. Znalysis of the availa}le data suggests that local serotonergic systems makes an organ suscepti}le
to fluctuations in the level of serotonin circulating in the }lood at all stages of ontogenesis. {hus, local sensi-
tivity to serotonin provides the possi}ility of systemic humoral coordination of the development and func-
tioning of the adrenal glands and other peripheral organs. ]rom this perspective, the importance of local se-
rotoninergic systems for developmental }iology and medicine gains insight.

Key�ords\ adrenals, serotonin, local serotonergic system, medulla, cortex, ontogenesis, catecholamines, ste-
roid hormones, stress, sympathoadrenal system
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*. 	�����/�(
�8
 =������� � T����������A (���’��.

� �������=� ����’��$ ����/� Gallus gallus do-
mesticus �����������$ �8
 ���=���<�� �� ���-
����������� YYZ16 )Zuer et al., 19O7� |iller et al.,
1996*. � ����B�� �� E��<�$’�� ������������� �
���������� � B���=�� )^avidian et al., 2021*, �
������!� =��/ ��E������� ���� �� ��=��T�/�-
��A��(, ���(, ��� � � E��"’������ =�!����B���,
��� ��������� �������=� =�����(� ��=�B��A
�����A ���=���� D���� )��* � ��=������ =��-
T�!� ��$�!� I � =����� ����� ��/���. @���� ����,
��� ����� ��������( �� �! ��/���� ��T�E�$
)Yall, 1954, 1956� Xallan, 19O6* E�� ���=�������
��( ��������( �� �! ��/���� =��/ )Zhmad,
1970� ?��=�����, ;�������(, 19O4� butchison,
19O7� Solovei et al., 1992, 1993� 1994� Saifitdinova et al.,
2017*, =�����(AD�� E��"’������ �����������$
T���/�����"��$ ���������� �������� � �����-
D�� ��/���� ����/� =�����(� �� ��, �������-

‘’) QX[,QD;.?

��&�&�%)*�(�
&##)�$�-%�&.
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��� ���B��A �! ��/���� ��������� �� 200 ���
)�����( ��!����� ��* �� 1.5�2.0 ��. Solinhac et al.
)2010* =���!���, B�� �� ������ �� � ��/���� ����/�
�8
 �������������. F�� ��E�A����� ����������( �
E���� ������� ��!��"������ ���������B�����
�����������$ ��/���� =��/ );�������(, ;��!���,
1969� ;�������(, 1972a, 1972E* � �������, =���B��-
���� � ��=��"!������� ������ ��E����!�/�� in situ
�� =���T������ ���!�� );�������(, ;��!���,
1975*. 8����������� ��D��������� ������ � ���,
B�� �
�? =����=�A� � ��/�� �! T�������(����
������ � �=�/����!��������� ���������� � ����-
������� )\ress, 1964� Uellairs, 1965� Sch�eide et al.,
1970� Xalle}aut, 1973*. � ��!��"���� ���<����"
���/�=/�(, ������( �������( � ����, B�� � (�B-
����� �!������ =��/ �8
 � ��/���� ����������-
��� �� ���� �����(� ������!�. +B������(, B�� ��-
�������� �����!� �
�? � ����� ��/���� ���=��-
����A� T�������(���� ������ ������B������
=������<����(, ������� ��=���(A� T���/�A
���T�/����, =� ���$��$ ����, � ���E<���� ��/���
�
�? )�E!���: ;�������(, 1975� Yaginskaya et al.,
2009� �oshel et al., 2016� ?��������, ?�������,
2019*. � =�������� =������ P�� ���/�=/�( =��-
���<������( �����������(�� �!����������� �!
��/���� !�����’���� =�!��"��� )(��� �����D���
��/��� � >@* � �� )?��=�����, ;�������(, 19O4�
butchison, 19O7� Solovei et al., 1992, 1994� Saifitdi-
nova et al., 2003, 2017� Yaginskaya et al., 2009�
�rasikova et al., 2012� ?��������, ?�������, 2019*.

� �!������� =��������B�� � =���������$
���/�=/��$ ���������" ������, =���B����� =��
������������ (��� ��/���� � (�B����� ��=���-
��!����� ����� G. g. domesticus )Uram}ell, 1926�
Yreenfield, 1966� Xalle}aut, 196O� �ylie, 1972� ;�-
������(, ���", 19O0� �rasikova et al., 2012*. @���-
B�������� ������ �=��������� �=������� (�-
��’�� � ��/���� ��� �����$ ��=�������$ ������
)�� =���E��!�����( �������� � ��*, ��� � ��
=����� P��=�� ������ ��. �� ������ �� (���’-
�� T�������������( � =������"A ��B�!���. �� ��-
D�����AD�� ������ � (���’��� � ��/���� /�=-
�(� ���� =� ��E� E��� ��<� =��������B���. ���,
?��PE� )Xalle}aut, 196O* �������( �� ���� ����/�-
���"��� ��!��"���� ���AB���( �3-��������, ��-
��� ��� ��$�� )�ylie, 1972* ��(��� �����! &�? �
(���’�� � =��’�� � !���AB���A �E ��=��T���-
/�� �&�? ���������� �����( � ������!� ����/�.
@� ������ ����B���������� �����!� ��/���� ��
=���T������ ���!�� A�����"��� (�B�����, ���"��
=������� ��/���� �����$ ��=������ �E����<���-
�� ���� ��� ��� �������� (���’��, �� ���������
B��� E��� �T������������ ��=���!� � ��D�������-
��� � A�����"��� (�B���� ���� ���T�-T���/��-
���"��� T��� ��/���� �����$ ��=�������$ ���-
���, ������� ��!��B�A��( ��<�� ��E�$ ����B���
��� ����������� (���’�� � (��� )���" � ��.,
1979� ;�������(, ���", 19O0*. +������� P��$ ��-
=���!� ��/��� E�! (���’�� ������(A��( � �����-

(��� =���( �� �����=����( =�����$ !�������
����� � �������(A� ��� ��!���, !� �B�� ��������
�� �!������ (�B���� =������B���� ��!����A��(
!����� ($/�������, �8
 � ��� ������� �� ����-
�������( )�E!���: ;�������(, 1975� �oshel et al.,
2016*. +��"E� �����<�D�� (���’�� ��/���� �
(�B���� /�=����� ��!����� ��=����. 8B�������
=��������B�� ��<�� ������� � T���/��������-
��� �8
 � ��/���� � =�����!����� � ��=�����!��-
��� ����� ���E����� �����������( =��E���� � ��-
=��"!������� ����� =������� )�oshel et al., 2016*.

>���" �� =�E������ ����� ������ � T���/�-
����"��� �����(��� �8
 � ��/���� � =�����!��-
��� ����� � /�=�(� G. g. domesticus, =���B����� �
��=��"!������� T������/�����$ �����������-
����� ��( ��(�����( �=�/�T�B��� E����� (�-
��’�� � T������/�����$ ��E����!�/�� in situ
)]ISb* ��( ��(�����( =��-�
�? ��������=���, �
���<� 3^-����������/�� /����� (�B���� /�=-
����� � =�������� Zmira-6. C� �E����<��� =��-
��� �������� /�������B����$ ������� T���/��-
��������( �8
 �� ����� � ��� <� �����(� ������!�
� /�=����� � �!�����$ ����/�, B�� ������� ����-
�� �EQ(������ =��������B�( � ��D�����AD�� ��
��� =�� =�����������(� )�E!��: �oshel et al., 2016*.

C	�

#	� # C
�8&#?	
������^ �

��
������

� ��B����� �EQ���� �����������( �� ��E����
����’�AA ����/� )Gallus gallus domesticus* =�����
������( E���(. ����� E��� �!(�� � �����! =(�" ���-
E�$ /�=�(� � ��!����� ���(�� ���$ =���� ����=��-
��( � =(�" =�����!����� ���E�$ ���. �������� =�-
��B��� � M����� ������������� =��"!�����( �;�-
����B����( ������/�( ������ � ��B�!�AD�� =����
���� ��������$����� ���B��-������������"�����
��������� �������� � ��!������( �K� <�������
)�. @�’���, ������������( �E�.*. G���D������
<������� =�������� � ������������ � P��B����-
�� ���E�����(�� ���������������� � ��<����-
������� �����( )National [esearch Xouncil, 2011*,
B�� =������<���� !���AB����� F��B����$ ��-
������ +@E;G � 131-03-3 �� 01.06.2017.

6���/����^� 
��	^ ��������
��B���� A�����"��� /�=�(� T����������

����"A ���������� �=���� � �������$ �������
)3 : 1*, =�������� B���! ������� /��������� � ��-
�������� ������ )1 : 1* � !������� � =���T��.
+���$��� ���!� ���D���$ 10 ��� =���B��� ��
������ Weica S|-2010[ )Weica, ;������(* ��� ��-
��/������ ��������� Weica [|-2235 c Xool-
Xlamp )Weica, ;������(*. +��!� (�B���� ����-
’����� �������������P�!���� ��� ���������
!�������=�������� )
���$�, 1954*. C� �� �E-
����<��� =���/�=���"��$ ��!��/� ��<�� P��-
�� �=���E��� ������� ��( ��(�����( (���’��.

gas
Вычеркивание

gas
Вставить текст
ЛЫ

gas
Вычеркивание

gas
Вставить текст
Ы
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&	�#&��� � ��.

������3���^� 
��	^ ��������
��������� (�B����� G. g. domesticus T������-

���� � �������� 4� =���T�����"������ � \US �
��B���� ��B�. @���� T����/�� ����" =��������
\US � =��=������� 30� ������!�$ � ��B���� ��-
B� =�� 4°X. ��������� (�B����� =���D��� �
T����B�� �! T��"�� �� �=�/���"��$ �����$ Sur-
gipathfi ]SX 22fi ]rozen Section Lm}edding |edium
)Weica Uiosystems, +H	*, !�����<����� � =����
<������ �!��� � ������� =�� �O0°X. ?������!�
���D���$ 10 ��� 20 ���, ��������� � =���D"A
�������� Weica X|1O50~‘ )Weica Uiosystems,
+H	*, =���D��� �� =��������� ������ Super-
frost 
lus ){hermo ]isher Scientific, ;������(*. @�-
��� ��=��"!������� �������!� ��’��� �������
2 B =�� ��������$ ���=�������.

"�����/�����
������� ����*������
#�����T������/������ ����’������ =��-

���(�� � �������!�� (�B�����. @����E��E����
=��=������ � =��/����� ��=�(���� ����������-
’�����( =��������, ��� �=����� � ��E��� &���-
�"(� � ��. )^avidian et al., 2017*. � ��E��� ��=��"-
!����� �����AD�� =����B��� ��������: =�����
T�E��������� )a}4566, Z}cam, ������E������(,
��!������� 1 : 500*, =����� ���������� )a}2275O,
Z}cam, ������E������(, ��!������� 1 : 1000*, �
=���������"��( ��������� [2OO =����� pO0 ���-
���� )Zndrade et al., 1991, ��!������� 1 : 2000*.
?������!� (�B����� ����E������� � =����B��-
�� ���������� � ��B���� ��B� =�� 4°X � � ����-
�������AD��� �����B���� ���������� � ��B�-
��� 1 B��� =�� 37°X. ��� �������� ��!������ � \US
� 5� ��’�����$ ���������$ Yi}cofi ){hermo ]isher
Scientific, +H	*. @��=����� ���������������
1 ���K�� ^Z\I � �������� \US � ���/������ �
T���=���������� ^ZUX_.

HISq �� ����
��	��
&�( ��(�����( �������� (���’�� � ��/����

��� E�� =������� ����� T������/�����$ ��E��-
��!�/�� in situ )]ISb* � ������������ � =���������

�?-]ISb. M��"A E��� �����/�( ��������=���
�=�$������ ��$���� ��������� ��E������� ��-
��� � �&�? �8
, B�� =�!���(�� ����������"
�����!��������� =�����������"����� =��-�
�?
� ������� (���’��. ;�E����!�/�����$ !���,
���=����������$ T�������� 134 =.�. ���������-
�� �=�$���� I{S1 ��E������� ����� ����/�, E��
��!��E���� �� E�!� ����� ���’�T�������$ =����-
�������"����� �������� ����� �
�? P���� ����
)^yomin et al., 2016*. +����! !���� ���D�����(��
������� @M
 � =����������"�� =���E�������
=��$������ ]�5�XZYXX{{XXX{{XXX{{X,
[�5�XXX{XY{X{XXX{{X{X{X{ )888 ���-
��"�, 
����(* � ��=��T������� |V |ini )Uio[ad,
+H	*, � ��B����� �����/� ��=��"!����� �����-

��A &�? ����’��$ ����/� =����� ������( E�-
��(. @M
-=������ ������ ��������������.


�?-]ISb =�������� �� ���<�� �������!��
(�B�����. @����E��E���� ���!�� ���AB��� � ��-
E(: =�����E���!�/�A ���E��� ������ 0.1� ���-
������ ������� �100 � ��B���� 20 ��� =�� ���-
�����$ ���=�������, ������� ���������� � \US,
�E��E���� ��������� =�������!� ? )4 ���K��* �
��B���� 15 ��� =�� 4°+. &�( ����E�������( T��-
����� =��=����� T���������� 2� \]Z � ��B����
5 ��� =�� ��������$ ���=������� � !���� =����-
���� � \US. @���� ���������/�� =��=������ � ���-
������ P������ )50��70��96�* �������� =���-
�������"�� ���������������A ��E����!�/���-
��A ����" )������ ��E����!�/�����$ ����� � 2×
SSX: 50 ��K��� !����, 50� T��������, 10� ^SS,
0.5 ���K��� �
�?* � ����E������� � ��B���� ��-
B� =�� 37°+. ����(!��’�$�( !��� �������� �
0.2× SSX =�� 60°+, !���� � 2× SSX =�� 60°+ � �
4× SSX c 0.1� {ween-20 =�� ��������$ ���=���-
����. &�( ����"’���( ���=�/�T�B������ ��(!�-
����( ������� =��=����� ����E������� � 5� ���-
����� ��’�����$ ��������� Yi}cofi ){hermo ]isher
Scientific, +H	* � 4× SSX E�T��� � 0.1� {ween-20
� ��B���� 1 B =�� 37°X. &�( �����/�� !����, ��-
B������ ��������������, ��=��"!����� ������-
��, ���QA���������� � Xy3 )Vackson Immuno[e-
search, +H	*, � ��!������� 1 : 400 � ��B���� 1 B���
=�� 37°X � =������AD��� ��������� � 4× SSX E�-
T��� � 0.1� {ween-20 � 2× SSX. @��=����� ���-
������������ ̂ Z\I, ������������ � 2× SSX, � ��-
E��������� ���/������ � ^ZUX_.

?F-�����	 ������� �^������
&�( �/���� ������’���( � (�B���� ��/����,

�����<�D�� � �� �����<�D�� (���’��, E�� =��-
����� ����� 3^-�����!� E������B����� �EQ�����
� =���D"A =����������� �E��=�B���( Zmira-6
)]LI Xompany, +H	*. 3^-����������/�A ���-
D�����(�� �� ������ T������T�$ ����� =���T�-
����� ���!�� )� ����B����� 130 ’���* (�B����
/�=����� ���(���������� ��!�����. C����T���-
���T�� =���B��� � ��=��"!������� P=�T������-
/������� ��������=� Xarl �eiss Zxio Imager |1
)�LISS, ;������(*, �E������������ ������!�-
�����$ �������$ � /�T����$ ������$ ZxioXam
|[c5. @��������� �!�E��<���( ���!�� =�� ���-
��B���� �EQ������ ×10 =���B��� � ��=��"!�������
=����������� �����( |ozai�, � �!�E��<���( =�
���E��� ���!� � =�� =���D� �����( ��-stack�. @�-
�������� T������T�� ��E����� � ���� � =��-
������ Zmira-6, ��� ���D�����(�� =���������
������� (�B����. + /��"A E���� �����"���� ���-
��!� �������� (��� =�������� �-������������
��<���� ��/��� � ��=��"!������� �EQ������ ×63,
�B�����( (���, ���"�� =������"A =�=���AD�� ��
10 ��� ���!. @�������!������� 2O4 ��/��� �����$
��=�������$ ������ �! �������� =������$ � !����$
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B���� (�B����, �����"�� =���B����� ��/���, ��-
���<�D�� � �� �����<�D�� (���’��. &�������-
����" ��!��"���� �/������� =� ����� P��=������-
�� �������� � ��=��"!������� T���/�� (!��� [
)binom.test � }ro}.test*.

#����
����� � ������ 
 �	����3������

@��=����� ����������� � =���D"A P=�T���-
���/������ ��������=�� Xarl �eiss Zxio Imager
|1 )�LISS, ;������(*, ^|[�Z � ^|4000U
)Weica |icrosystems, ;������(* � �����������A-
D��� =����������� �E��=�B���(��. 8���B�-
���"��� �T�������� ���� �������� =�������� �
��=��"!������� =����������� �E��=�B���( Zdo}e
\hotoshop.
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@������� ��=���!� � ��TT����/���"��$ P��-
=������ ����� �
�? � ��/���� ������ ������
(�B���� � ��=�����!����� ���E�$ =�� =����$ ��
��������/�� � ��/���� =�����!����� ��� E���
��=������ � =���������� ������� ������-
����’�����(, ]ISb, ���="A������� 3^-�����-
!� =���T������ ���!�� /���� (�B����� � P=�T-
������/�����$ ��������=��. C� �����������
�����<���� (��� � ��/���� ���(��������� /�=-
�(� � �!������ ��� �� =�����������"��� �����(�
����� ��/����, ���AB�AD�� �����A �����$ ��-
=������ )������� ��/��� 16�60 ���*, =������-
��A �����A � �� )������� ��/��� 60�120 ���*,
� ���<� �����A �� )������� ��/��� 120�1500 ���*.

+��������������� 9�� � ������� �^������

C� �=������� (�B��� ������� ����=��’���-
�( /�=����� �� ������ 3^-����������/�� � =��-
������ Zmira-6 � �������(���-/�������B������
�����!� =���������( �
�? � ������ ��=�����-
��� ��/���� )���. 1*. @������� �����! ��$�/����
� ��!��� !���� (�B���� ���(���������� /�=���-
�� )���. 1�, 1E*. 
�!��"���� �������A��( � �����
�=�E����������� ������� )bughes, 1963� ���"
� ��., 1979� Yuraya, 19O9� Uernardo et al., 2015� ^a-
vidian et al., 2017* � ���, B�� � (���� ��/���� �� !�-
�������$ � =��������$ �����(� (���’�� �����-
������ )���. 1�*, ���� ��� ��� (���’�� ��<�� ��-
E�A���" � ��/���� �����$ ��=�������$ ������
=��T�!� ��$�!� I )���. 1�*. � =�������� �� ��(�-
�(�� (���’�� �� =���T������ ���!��, ����’��-
��� ���=�/�T�B������ ��������(�� )���. 1��*,
�� �������!�� � =���D"A 
�?-]ISb � !�����
I{S1 ��( ��(�����( =��-�
�? )���. 1��*, � ���<�
� =���D"A ���������������� � ����������
=����� T�E��������� � ���������� )���. 1���*.
3^-����������/�( (�B���� =� ����$��� ���!��
)���. 1�* ������������� =������-!����$ � �=��-

��-E�A’��$ ��������� ��!������( ��/���� �
(�B���� /�=�����.

&�( �/���� ���� ��/����, �����<�D�� (�-
��’��, �� ����������� =������!������ (��� �
2O4-� ��/���� ������ �����$ ��=������ �! ��!-
��� �B������ (�B���� �� =���T������ ���!��,
����’����� ������������-P�!���� ��� ������-
��� !������-=��������. @� ��’�� ������,
O5.5 – 4.2� ��=�������� ��/���� �����<��� �
(��� ����, ��<� ���, (���’��. C� =���=�������,
B�� �����"��� ��/��� E�! (���’�� )14.5 – 4.2�*
�����(��( � ����� ��B��� ��=������, ��E����-
��� ���� � ��� ��������A��(, �� =����/�����
(���’�� �D� �� ��=��� �T���������"�(. C� ��
����AB���, B�� ��B��"��� P��=� T����������(
(���’�� E��� ��!������ �� ���T�����B�����
=��=������ � ����� �����"�( ���B�������.

��’� ��!��"���� ��D�������� ����B�A��( ��
����� �=�E���������� ����� � ���������� )���"
� ��., 1979� ;�������(, ���", 19O0*, �������� ��-
����� � /�=����� (���’�� �E����<����� ���"�� �
50� ��/���� �����$ ��=�������$ ������. 
��-
��<����( ��!��"����� )O6� vs 50�* �� �EQ(��(��
��!��/�$ � �������� �����!�. G��!����� ������
�����!������� ���������B����� ���!� ���D���$
2�4 ���. � �� <� ����( � ������ ��=��������
��/���� (��� ���A� ������� =��(��� 10 ��� =��
(���’�� ����� 2 ���, B�� ����� ���!��"�( ��
�’�E�� =���B����. C� �!����������� ���������-
B����� ���!� ���D���$ 10 ��� � ��=��"!�����
��������!��������$ ��������= � =����������
������� ��-stack�, =�!���(AD�� ��E����" ��(
�����!� ���"�� /���� (��� =� ���E��� ���!�
)���. 1�, 1�*. ����� �E��!�� =���������$ ����
�����! ������ =�� �������� ���<��’���( �����
=������������ �E ������/�� �8
 ���"�� � 50�
��/���� (�B���� /�=����� )�E!��: �oshel et al.,
2016*.

+��������������� 9�� 
� ������� ������	����� �����^

� (�B���� �!�����$ =��/� ��� ��/��� ����-
�(��( �� ��=�������$ ������ =��T�!� ��$�!� I
)Uram}ell, 1926� Yil}ert, 1966� Yuraya, 19O9*. �
=��/���� ����� ��� =�����������"�� =������(� ��
�����$ ��=������ B���! �����A ��������=/���-
�� �������� ���=���� D����, �����������AD�A
=������ /���=��!����B������ ����� ��/���, �
������ ��������/�� � ��������/�� �������� �
=����� �����������!� )?��"/��, 193O� ;�������(,
1972�, 1972E� Yuraya, 19O9� Xalle}aut et al., 1997*. &�-
��������� �=�����( (���’�� � ��/���� =�����!��-
��� =��/ ��� ���!������. ��=�����, �=�������
���$� )Woyez, 1906* (���’�� � ��/���� !(E���� ��
=������ ���!����" /������������ E��������
������ );�������(, ;��!���, 1969, 1975� ;����-
���(, 1972E, 1975� Saifitdinova et al., 2003� �rasikova
et al., 2004*, � �=���������� �. ;��E�� );��E��,
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1977* ������ � (���’���� � (�B���� �����/� ���
������ ��=�������� ��/���, ���( =� �����, E�-
�� �������� �������� ������(. � /����, � ������-
���� ����������" =������������ � ���, B�� �
�!������ =��/ �8
 =������"A ������������� �
��/���� ���� ��!����� � �����$ );�������(, ;��-
!���, 1969, 1975� ;�������(, 1972�, 1972E� ?��=�-
����, ;�������(, 19O4� butchison, 19O7� Yuraya,
19O9� Saifitdinova et al., 2003� Solinhac et al., 2010�
�hodyuchenko et al., 2012� �rasikova et al., 2012� �E-
!���: ;�������(, 1975� Yaginskaya et al., 2009� �o-
shel et al., 2016� �����AE��, 2019� ?��������, ?�-
������, 2019*. � �����(D�$ ��E��� �� �=�����
=���!�����, B��, ��� � � (�B���� /�=�����, �
(�B���� �!�����$ ����/� ��/��� � �����$ ��-

=������ )�50 ���* � � =��������$ ������ � ��
)�60�120 ���* �����<�� � (��� ���� ��� ���
T���/������AD�� (���’�� )���. 2, 3*. + ��-
=��"!������� �����������AD�� ������� � P���
(���’��� �� ��(���� 
�?-=�������!� I
)���. 2a�* � T�E�������� )���. 2a�, 2E�*, � �=����
=� 
�?-]ISb � !����� I{S1 � ��� �E����<��� ���-
<� ��=��/������������ �
�? )���. 2E�*, B�� ���-
�����"������ � ��������=/�����$ ���������� ��-
��� �
�? � P��� =����� ��!����( ��/���.

@� ��’�� ��E�A����(�, �8
 � �!������ ���
�������������( � ��/���� �<� �� �����$-����-
��$ ������ ��, ����� ������ (���’�� � >@
��<�� �����" �������B�������� ��� T������-
��, �����<�D�� T�E�������� � �������� =��-

���= 1= 
��=��������� ��/���� !��������$K=��������$ � �����$ ��=�������$ �����$ ��$�!� � (�B���� ���(������-
���� /�=����� =� ������ �����!� ����$��� ���!�� � 3^-����������/�� � =�������� 	mira-6. )a, E* ��������� =�-
=���B��� ���!�� =������$ )�* � !����$ )E* B����$ (�B����: =�(������"���� �B��B���A� !��� =���B��� ��$�/���� �
��������, B����� � =���E������� ��/���� �� !��������$K=�������$ ������, <����� � =���E������� ��/���� �� ���-
��$ ��=�������$ ������, �����B���� �EQ������ ×10. )�* GB����� �������� �! =������$ B���� (�B����, =���E�������
��/���� �� =��������$ )@* ������ ��$�!� I, �����B���� �EQ������ ×63: )��* =���T�����$ ���!, ������� ���������-
���-P�!��, )��* �������!, ������T������/��/�( ������� =����� T�E��������� )!�����$*, ̂ Z\I )����$*. )�* GB�����
�������� �! !����$ B���� (�B����, =���E������� ��/���� �� �����$ ��=�������$ )
&* ������ ��$�!� I, �����B����
�EQ������ ×63: )��* =���T�����$ ���!, ������� ������������-P�!��, )��* �������!, 
�?-]ISb � !����� I{S1 )����-
��$*, ^Z\I )����$*, )���* �������!, ������T������/��/�( ������� =����� T�E��������� )!�����$*, ����������
)������$*, ^Z\I )����$*. )�* 3^-����������/�( /����� (�B����, =������-!����$ � �=����-E�A’��$ ��������� ��-
!������( ��$�/���� � ��������: ������-!�����$ /��� � ���" (�B��� � =���=��!��B��� ��<���, B����$ /��� � !���
�������� � =���E�������� ��/���� �� �����(� !�������K=�������, <����$ /��� � !��� �������� � =���E��������
��/���� �� ������ �����$ ��=������� B����� ������� � ���!�, =������������� �� )�* � )E*.
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�
�?, � ���<� ���<����� ������ ������, � ����-
��� �� ��(��(�� ���"�� T�E��������
)���. 2���*. ��E�A�����( ������� ������B��
�=��������$ ���� � ��/���� �����������AD��
�����$ � ��=�����!����� ����� )��. ���<� ^a-
vidian et al., 2017*. � E���� ���=��� ��/���� � ��-
��’� ��!������ ��, � ���<� �� =������AD��
�����(� ��������/�� �������� � =����� �����-
������!� (���’�� ��� T�������� (���’�� � >@
�� ��(��(A��( � ��=��"!������� ������� ���-
T�����B������ �����!�, ���������������� ���

�?-]ISb. &������/�( (���’��, �E��������-
��( ��������/��$ ����� �
�?, =��������� �
��/��� �� ����( =������ ��� /���=��!����B�-
����� ����� � T���/����������( ��, =���’�-
����AD��� =������ ����=����( P�!��������
<�����. ��B�� ��=�������" ����( ��������/��
��E������� ����� � ��!������ ��/��� !�������-
���"��, =�����"�� ������������ ���������$ ���-
��� ����� ��/��� ��� ��!����� ��<�� ���"������"
�� ������ � ������ � �� ������!�� � ������!��
);�������(, ���", 19O0� ^avidian et al., 2017*.

� ��E��� ?��������$ � ���������� )�rasikova
et al., 2012* ��(��(�� (���’�� � �����"��� ���-
���-�����<�D�� ���"/� � ��/���� A�����"���
����� ����’��$ ����/� � =���=���, �� �� ���,
�� ������ ����/ �� ��E�A���� � ��/���� =���-
��!����� ����� ��� <� �����. � >@ ��/���� �!
(�B����� �!������ ��� �� �=����� ��E�A����
������, ����/���������$ � (���’����. �� =�-
�������$ � �� ������ ������ ��(��(�� ���
������ (���’��, ��� � � ���� ���=����$ �����<�
(���’�� � ��=������������� � ��� �������� )��
���. 3a��3a�� ������B��� �������*. � (���� ��/�-
���, �����<�D�� ��!����� �� � ���������AD��
(���’��, ������ E�� ��-������!���� � T�E���-
������� �� ���� T��������� ���=���AD����( (�-
��’�� )���. 3E�3E��*. #!������, B�� ������!�/�(
������� ����� (���’�� � �������� E����� ��-
!���� �����B��� ������� �� ������, =�����(D��
� ����AB���A ��������=/�� ����� �
�? � ��-
����B����� ������� )Yilder et al., 2011� Uroom, be-
}ert, 2013� be}ert, 2013� {rinkle-|ulcahy, Sleeman,
2017*. C� ��=������, B�� ������ ��<�� �����"

���= 2= ����’�� � ��/���� �� ������, =��������$ � ��, )a�E* � ��B��� ���=��� (���’�� �� ������ �� )�* � (�B����
=�����!����$ ����/�. )a�a��* &��$��� ����������’������ � =���D"A ������� � 
�?-=�������!� I )a�* � T�E���-
������ )a��*. )E�E��* � )�����* 
�?-]ISb � !����� I{S1 )E�, ��* � =������AD�� ����’������� ���������� � T�E�����-
���� )E��, ���*. �� �������� �����D���( )|erge* ��E����� ����� ^Z\I )����$*. ?������!�, P=�T������/�����( ���-
�����=�(. C��’��E��� ����� � 50 �����������.
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���" � ��������/�� �8
 �� ����( ����� ��/���,
�� ���" �� � ����� �� ������, � � ������������ ����-
��(� ��!����( ($/�������. +������� ���������-
��� =��/����� � (��� �����D��� ��/��� � ��!��"-
������ �=���� �� ���"���� ������, =������’���(
�������, !����<����� ��=�������"���� �!�B���(.

>	?�%�
�#


� ����� =���B����� � �����(D�$ ��E��� ���-
��� �� �B����� ���E������� =����������" ��-
D�����AD�� =�����������( � T���/�����������
�8
 � ��/���� ����’��$ ����/� G. g. domesticus �,
=�-��������, ���ED� =������������$ ������ Zves.
����’�� =����������� �� ���� ��/���� �� ������
�����$ ��=������ � ������(���( T���/�����"��
�������� �=���" �� ������ ��, =���� B��� ���
����������� � =������"A ��B�!��� !������ �� ��-
B��� �����������!� � ��/���. @� ���$ ���������,
T���/�����"��( ���" (���’�� � ������!� =��/
�=�����(���( =����E����(�� ��/��� � =����� /�-
��=��!����B������ �����. � =����� �����������!�
(���’�� � �����D�� ��/��� ������� �� ��(��(-
���". +�D�����A� ��������"���� ����, B�� ����-
����/�( ����� �
�? � (��� ��/��� � =��/ ���-
=���������( ���������"A ������ T�������(�����
P=�����( )\ress, 1964� Sch�eide et al., 1970� Xalle}aut,
1973*. ��<�� =��B������", B�� �������� �����-

������ ��E���� =� �����!� T���/�����"��$
���T������ (������ �������� � ������!� =��/,
T������ ��=��T���/�� ��E������� ����� ��(
������!� =��/ �� ���������� )Yaginskaya et al.,
2009� �oshel et al., 2016� ?��������, ?�������, 2019*.
����� �E��!��, ��<�� ��=��������� ��/�����
� (�B����� ��=�����!����� � �!������ ����� ���
��!��B�$ =� T���/�����"���� �����(��A �8

�� ���������� �����(� ������!�.

��	;8&	
�8+�#

�����(D�� ������������ =���(D����( 100-����A
��!����( =��T������� @.@. #������� ��E����� P�-
E�������� � =���’���������� ��T���� P�E��������
+����-@����E�������� ���������������� ����������-
��. 	����� E��������� 	��������� &����� � 888
�����"� !� ��!��E���� � �����! =��$�����. � ��E���
��=��"!����� �E���������� ���B���� =���� +@E;G
)M?@ ��������*.

�#�	�+#
8�	�#
 
	�8��

#����������� =�����<��� ������� 
����$�����
���B���� T���� � 22-24-0053O.

���= 3= ������!�/�( T�E��������� )!�����( T������/��/�(* � ������� pO0 )������( T������/��/�(* � ��/���� =�-
����!����$ ����/�. )a����* 8�/�� �� ������, =��������$ � ������ ��� ��������� ���E� ���=�����!�����, (���
����’��� ^Z\I )����$*. )������* &�� E��!�� ��<�D�� (���’��, ������ ������ (���’�� � � ���� ���=����$ �����<�
(���’�� )������B��� �������*. )E�E��* 8�/�� �� ������ ��: ��������� ���"�� ���=�����!�����, ���E� ����’���
^Z\I, T�������� (���’�� �����<�� ������. �� �������� �����D���( )|erge* ��E����� ����� ^Z\I. ?������!�,
P=�T������/�����( ��������=�(. C��’��E��� ����� � 50 �����������.
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+8��%&
�#
 F�#�
+?#� +�	�&	
�8�
C���=��(/�� � <�������� =�������� � �������-

����� � P��B������ ���E�����(�� ���������������� �
��<����������� �����(, �!��<������ � 
����������
=� ����� � ��=��"!�����A ��E��������� <�������
)National [esearch Xouncil, 2011*, B�� =������<���� !�-
��AB����� F��B����$ �������� +@E;G � 131-03-3
�� 01.06.2017.

?8���#?� #��


+8�
	����� !�(��(A� �E ���������� ���T����� ���������.

�?�	& 	��8
8�
8=��������� !���B� � 

;� ��=������� P��=���-

������ � 	;&, 
#?, +	;, 	�+� ��=������ ������
����"� � 	;&, 

;� �������������� ������ ����"� �


;, 	;&, +	;� =��������� ���A����/�$ � 	;&. ���
������ �B��������� � �E��<����� ��!��"�����.
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Nucleolus Organizer Region Gunctioning in Chicken Zrowing Oocytes:
A Revision of the Existing Views

A= Z= Favidian1, D, E= I= [oshel2, S= A= Zalkina1, A= G= Saifitdinova3, and E= R= Zaginskaya1

;St Petersburg University, St. Petersburg, ;DD<?@ Russia
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?qerzen State Pedagogical University of Russia, St. Petersburg, ;D;;�[ Russia
�e-mail\ a.davidian]s}bu.ru

It is }elieved that the nucleolus organizer region )N_[* in the ovary of adult }irds is inactivated at all stages
of oocyte growth. bowever, in the ovary of �uvenile chicken )Gallus g. domesticus* one or two nucleoli were
o}served in 50� of early diplotene oocytes. {hese nucleoli were functioning up to the lamp}rush stage. It was
assumed that diplotene oocytes with inactivated N_[ are stored as a pool for development in the ovary of
adult hens. Such a contradiction in the N_[ functional activity in the oocytes of �uvenile and adult hens re-
quired special studies. bere we represent new results of a comparative study of the nucleoli in oocytes of
�uvenile and adult hens. �e show for the first time that in the oocytes of laying hens the nucleolus appears at
the early diplotene stage and the pre-r[NZ synthesis continues up to the lamp}rush stage. Zt the lamp}rush
stage, the N_[ is getting inactivated. {he nucleolus disintegrates into large fragments containing }oth pre-
r[NZ and fi}rillarin. {hen these larger fragments }reak down into small granules that do not contain pre-
r[NZ }ut contain fi}rillarin. {he results resolve the a}ove contradiction and demonstrate a similar pattern
of N_[ functioning in oocytes of adult and �uvenile }irds.
Key�ords\ chicken, oocytes, diplotene, r[NZ genes, nucleolus organizer region )N_[*, nucleolus
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+���� �E���������( )Pinus sylvestris W.* ��������( � ����� ��������� �������$, ��( ������� �����-
����� ����B�� (�����$ ��������� )b�*, T������AD�$�( � ���� �������( !�E����� )S�*. �������-
�( B����$ �����/� ��<�� S� � b� P. sylvestris ��<�� ���<��" �����"��� ��������� ��������� ��(
�!�B���( !�������������$ T����������( b�. � �����(D�� ����( ��( �!�B���( =��/����� T����-
������( �����$ ������ ��������� �������$ ������� =�����(A��( �������(���-������B����� ��-
����. 8��E������"A �����$ ������ ���$��� ��������� �������$ (��(���( �����<���� E��"’���
����B����� �����B��� ����E������, ��!��� �����<���� ����������� ������ � ��!��<��( B����B��(
�������/�( 
�?. � �����$ ��E��� ��������������( ��E�� ���E���� ��=�’���� ������ ��������( ����-
����B���������� =��=����� 
�? ��( =��������( @M
 � ��<��� ����"���� ������� )@M
-
�* � ����(�
������ P. sylvestris =� ������"���� ������� �=�����(D�( T��P��K���E���"��( !��� � ��TT����/�-
��AD�(�( ������� � ���’�(( B���" S� )1�2 ����B��� ���"/�* � ��������(( B���" S� )1�2 ���"/�
=���� ����!����$ !���$ ){�** � {� )2 ���"/� =���� b�*� ��( =���B���( ���=���!������� ������
@M
-
�. �� ���� �=������� ����(� =�������� �/���� ���E��"����� P��=������ ’���� =����/�-
��"��� ��T�������� ����� )Actin;, �-Tubulin, �-Tubulin, Ef;a, GAPFq, UB{*. @���!��� ��!��B�( �
�����(� P��=������ /������ ����� =�� �������!�/�� ������ � ��=��"!������� ��T�������� ��-
��� � ��!��B��$ ���E��"����"A P��=������.

)�:���^� 
����\ Pinus sylvestris, ��������� 
�?, �������!�/�(, @M
-
�, ��T�������� ����, P��-
=�����( �����
FOI: 10.31O57KS0475145023010093, EFN: ][|�Sj

��
&
�#

����=����� E������� � ��������� �������$

=��������� E�������( ��(���"����� �������"��$
��������� � ���E�(. +�������� ������ ���E�(
��A� ��B��� ����(� ���������$ ������� �����-
��$ � �������, ���������AD�$�( �����" �� ���-
E�(, � T��P��, ���������AD�$�( ����<� )]ischer
et al., 2019*. ���P�� (��(���( �������� �����-
=������ ���’����� ��( T����������(���, ���-
���"��� ������� � ��������� �������"��� ��-
D���� =� ����� �������A� ������� �E��=�B�����
�����=��� ���� � ������������ �������"��� ��-
D����, =����D����� ����(��, ��=���(�� ����-

��B����A T���/�A. ?���B��$ P��= ��TT����-
/��/�� =���!������ ���E�( � ������, �������,
�������� ������� � P�� =�������������( ���-
��B��( �����" )@?+*, P�� ����������� P�������
�����(� ���"�� �! �����B��� ������, T������A-
D�� �������A E������� ������ ��������� �����-
��$. � ����B�� �� ���, ���E� ��TT����/������-
��� =���������� ������ ������� ������(A�
=����=����, ��� �B�����A� � �����=����, !�=���-
��� =������"��� ��D����, � ��!��B��� E�����-
����B����� =��/�����. ���’�AA B���" ���������,
�����<�D�A <���� ������ ��B���$ � ������"��$
=��������, ��!���A� !�E������$ ���������$
)sapwood, S�*. @� ���� �������( S� =���������
��E��" ������ =��������, ����=����� � ���
E��"’��� ����B����� �����B��� ����E������ �

1 &�=�������"��( ��T����/�( ��( P��$ ����"� �����=��
=� doi 10.31O57KS0475145023010093 ��( ������!�������
=��"!�������$.

‘’) Q�;.;

��&�&�%)*�(� 
&##)�$�-%�&.
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�E��!������ T�!������B���� ���������$ (���-
��$ ��������� )heartwood, b�*. @��������( !���
)transition zone, {�*, ���=���<����( ��<�� S� �
b�, �������� ������ ����������, ���������!����(
�������$ ��������=/��$ �����, ������AD�� ��!-
��B��� T�������, � ��� B���� �����!� �����B���
����E������, � ���<� ��(!����� � @?+ � �����-
��$ )Wim et al., 2016*. +���� �E���������( )Pinus
sylvestris W.*, E�������( B����$ �����/� ��<�� S�
� b�, ��������( � �����"��� ��������� �����-
��(� ��( �!�B���( !�������������$ T��������-
��( b�.

� �����(D�� ����( ��( �!�B���( =��/�����
T����������( �����$ ������ ��������� �����-
��$ ������� =�����(A��( �������(���-������-
B����� ������, � B��������, ����� =�������!��$
/�=��$ ����/�� )@M
*. C���� @M
 � ��<��� ��-
��"���� ������� )@M
-
�* ’����� ��=��"!����(
��( ����B��������$ �/���� �����( P��=������ ��-
��� � ����� �(� =�����D����: =������� �����!�/��,
������( B���������"����", �=�/�T�B����" � =����-
�(�����". 8����� ��E��� � ���$���� ����������
�������(�� � ��B����� �EQ���� �����������$ ��=�(-
<��� � �(��� ���������$ =�� ��=������� ������-
�(���-������B������ �����!�. ����B�� =��B���
�����B��� �����B��� ������ � ������� �����<�-
��� �����B��� ����E������, B����B��( �������/�(

�? � S� !������(A� =���B���� ������B�����,
/�������� =��=������ �����"��$ 
�?, =�����-
��� ��( ��=��"!�����( � ��B����� �����/� � ��-
��/�� �E�����$ ��������=/�� � ���"��$’���
@M
 �����!�. >��B����"��� �!������( � �����-
��� � ������� �����$ =� ���� =�����<���( �� =�-
��T���� ������ )!��� ���E���"���� �����* � /��-
��� )T������AD�(�( b�* ����<�(A� ��E��
���������"���� P��������� ���� ��( �������!�-
/�� ������ ����B��������$ @M
 �� ���� �!�B��-
��� ����(�. � �����(D�� ����( � ����������
���A��( ������ �E ��=��"!������ Actin, qistone,
u}LOC, PGK; ��( �����!� P��=������ ����� � ��!-
��� ����� ����� � ��B����� �����-�������!���-
��� )Xhen et al., 2016� Wim et al., 2016� |o et al.,
2019*, ������ ��E��� =� �/���� ���E��"�����
P��=������ ��T�������� ����� � ��!��B��� ���-
�(� ������ �!������ �����"�� Pinus sylvestris �����
�� =���������".

� �����(D�� ����( ��D������� �(� =�E����-
/�$, =��������(AD�� ��E�$ =�����B����� ����-
�����/��, ����AD���( ��������( 
�?, =����-
����� ����/�� �E�����$ ��������=/��, =����-
�����, �����!� � =�E����/�� ������ @M
-
�
)Uustin et al., 2009, 2010� {aylor et al., 2010*.

� �����$ ��E��� �=����� ����E���� ��!��B���
P��=�� =��������( �����!� P��=������ ����� �
����(� ������ P. sylvestris W. =� ������"���� �����-
��: �=�����(D�( T��P��K���E���"��( !��� �
��TT����/���AD�(�( ������� � ���’�(( B���"
S� )1�2 ���"/�* � ��������(( B���" S� )1�

2 ���"/� =���� {�* � {� )2 ���"/� =���� b�*�
��( =���B���( ���=���!������� ������ @M
-
�.

C	�

#	�� # C
�8&�
��
�������^� �������� � ����� ����	���

8�E�� �E��!/�� ��( �����!� ���E��"����� P��-
=������ ��T�������� ����� =�������� � =�����
��������� ���E���"���� ����� )����/ �A�(* �
��!����!������� )30, 70�O0, 1O0 ���* �����"�� Pi-
nus sylvestris W., =���!�����AD�� � ������$ )!�=�-
������ �?���B�, ���=�E���� ?�����(* � �����-
��$ )?������"���$ ��$��, ?�����(� !�=�������
�@������, @�B������$ ��$�� C��������$ �E��-
���* =��!��� ��$��. &�( ��E��� �����$ � A<��$
������� ������ �� ������ 1.5 � ������ ����’���
� �����(�� ���� �� ���������. +� ������� ����
����"=���� ������� ���$ �����$, ���AB�AD�$
���E���"��A !���, =�����(D�A T��P�� � ��-
E��"’�A =��/�A ��=�����(D�$ T��P�� )T���-
/�( �T��P���*. +� ������� ������ �����E������
���$ ��TT����/���AD�$�( �������, �����<�-
D�$ ������ ������� �� ������ ����(<���( �
T����������( �����B��$ �����B��$ ������
)T���/�( ���������*. &���� � ����’��� ��E�����
�����. ��� ����� ���!� !�����<����� � <�����
�!��� � ������� � ��� �K��� � ��!�����=��������$
����!��"��$ ������ )New Urunswick \remium
�O6°X ]reezers, Lppendorf, ������E������(* ��
=��������( �����!�. � ��E��������� ������(�
����� =�����B����� � ��"���T��������� �����
��( �=��������( �����/� (�����$ ��������� �
��E����� �E��!/� ����!����$ !��� ){�* )2 ��-
��B��� ���"/� �� �����/� � (�����$ �������-
��$*, ���������$ !�E����� )S�int* )2 ����B���
���"/� =���� {�* � ���’��$ !�E����� )S�ext*
)1 ����B��� ���"/� � ������� ����D��� ����*.

!^
������ � ���
��� ���)
+����� P������/������� M�	�-E�T���: 10 �C

{ris-bXl )pb O.0*, 25 �C F&�	, 2 C NaXl, 2�
M�	�, 2� \‘\-40, ������� �� pb 5.0. +����� &&+
E�T���: 10 �C {ris-bXl )pb O*, 1 �C F&�	
)pb O*, 1� S^S, 1 C NaXl, ������� �� pb 5.0.

������� ��������"��$ ����� )200 ��* �������-
�� � <����� �!��� � ��E���(�� 2 �� =����������"-
�� ��!�������� �� 65°+ M�	�-E�T��� � 20 ��� 2�-
�����=��P������, =���B����A ����" ����E���-
���� � ��B���� 15 ��� =�� 65°+ =������B����
����(����(, !���� /�����T��������� =�� 12000 g
)|icrofuge 20[, Ue�kman Xoulter, 
����(* � ���-
�����$ ���=������� � ��B���� 15 ���, ��E�����
��������B��A <������" � ��E���(�� �����$ �EQ-
�� ����� �����T���K�!��������$ �=��� )24 : 1*.
M�����T��������� =�� 12000 g � ��B���� 30 ���
=�� ���=������� 4°+. ? �����$ T�!� ��E���(��
1 ‘ �!�=��=����� � ���<���� � ��B���� 2�3 B =��
�70°+. M�����T��������� =�� 12000 g =�� ������-
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	�	 
�? 29

��$ ���=������� � ��B���� 30 ���, ������ =������-
�� 70� P������� )/�����T���������� =�� 9200 g
2 ��� =�� ��������$ ���=�������*. 8����� ���-
����(�� � ������"��$, ���E����$ �� 
�?�! ����.
@�� ���E���������, ��( ��B’�$ �B����� =��=�-
���� 
�?, ��������� � �����T���-�!��������$
����"A ��=��"!����� T���� )������’���� T�-
��� : �����T��� : �!��������$ �=��� �������(��
25 : 24 : 1*. @�� ��=��"!������ � =�������� ��=��-
�����"��$ P������/�� &&+-E�T���� �!�=��=���-
��$ �=��� ��( ���<����( 
�? =���� =������ P��=�
��������( !����(�� �� 10C ������ ����( )��E��-
�(�� 1K4 �EQ��� WiXl � ���<���� � ��B���� ��B� =��
4°+*. 8����� 
�? =������� �������(�� � 600 ���
&&+-E�T���, ��E���(�� �����T���-�!��������A
����" � ���<���� 
�? �! �����$ T�!� �!�=��=�-
����� �=�����, ��� <� ��� � =����� �������� =��-
������. @���� =������� ��B����� ���������A 
�?
���!� ��=��"!����� � ����/�� �E�����$ ����-
����=/�� ��( =���B���( �&�?.

6�
������� ������� �������� ����
������� 
� ������ ����
��� ���������^� ��
���

@���� =���������� ����/�� �E�����$ ����-
����=/�� =���B����$ =��=���� ����E������� �
&�?�!�$ � ��B���� B��� =�� 37°+. 
���/�A �E���-
��$ ��������=/�� )8�* =�������� � =���D"A ���-
��/������ �{100 {hermal cycler� )�Uio[ad�, +H	*
c ��E���� ��������� ||W‘ [{ )
������, 
��-
��(*. &�( ����/�� 8� � ����/�����A ����" ��-
E���(�� 5 ��� �����/� 
�? )�500 ��*, 1 ���
20 ��C _ligo)d{*15-primer, 1 ��� 20 ��C )[andom
)dN*10-primer, 2 ��� ������!������$ ���E����$
�� ������! ����, !���� =��������� ����" 10 ���
�� 70°+ ��( ��������/�� &�?�!� � ���=�����-
��( �����B��� �������� 
�?. >���� ��E���(��
11 ��� !������ =������������$ ����/�����$
����� )4 ��� 5× E�T��� ��( �����!� =����$ /�=�,
2 ��� ����� dN{\ )10 �C ��<����*, 2 ��� ^{{
)20 �C*, 1 ��� ||W‘ �������!� )100 ��.**, ����-
E������� 50 ��� =�� 37°+, � !���� =���������
����" � ��B���� 10 ��� =�� 70°+ ��( ��������� ��-
��/��. ?�B����� � ����B����� ���������$ 
�? �
�����!��������$ �&�? =�����(�� �=�����T���-
�����B���� )=���’����$ �=�����T������� S\LX-
{[_star NZN_, �U|Y Wa}tech�, ;������(* � =��
=���D� P������T���!� � 1� �����!��� ���� )��-
����� ����!�����"���� ���"-P������T���!� Su}-
Xell Y{ Zgarose Yel, Uio-[ad, +H	*. @���B�����
=��=����� �&�? ���!� ��=��"!����� ��( =����-
����( �����!� ��� ������� =�� �O0°+ �� E����
1 ���. &�( �������( =������ �������$ &�? =��-
������ @M
-
� �� �=�/�T�B������ ��( ��T�-
������� ����� =��$������ � =��=������ �����"-
��$ 
�?, � ���<� � ��=��"!������� � ��B�����
�����/� ����/�����$ ����� ��( �����!� �&�?,
=��’��’�$ ��� ������ ����E�/�� � ��������-
/��, �� E�! ��E������( �E�����$ ��������=��!�.

6��
� ����� � ������ P. sylvestris 
� 
�	��� ��������� 
�� ��
������� 6p�-�!

@���� E����� P. sylvestris, ���������� =����-
/���"���� ��T��������� ������, =�������� �
��=��"!������� E�!� ������ Yymno\WZ�Z
)https:KK}ioinformatics.ps}.ugent.}eKplazaKversionsK
gymno-plazaK*. + P��$ /��"A E��� =���B��� ���-
����������� =�����������"����� ������, ��E�-
���� )�hu et al., 2019*, �E�������� )~Uj* )Xhen
et al., 2016* Pinus massoniana, B����B��� �����-
��������� =�����������"����� NZ^-!�������$
���/����"�����-3-T��T�� �����������!� Pinus
sylvestris W. )accesions ZZW73356.1, ZZW73355.1,
UZb5O0O0.1*, ��=����������� � NXUI � =����-
�������"����� E����� Zctin, {u}ulin, L]1a1-4,
YZ\^b, ~Uj Arabido}sis thaliana �! E�!� ������
~ni\rotKSwiss\rot )https:KKwww.uniprot.org*.

@������!���� ��������� E����� ����� �E��-
�������$ E��� ��=������ � ��=��"!������� ��-
����� National Xenter for Uiotechnology Information
)NXUI* )http:KKwww.nc}i.nlm.nih.govKStructureKcddK
cdd.shtml* )|archler-Uauer, Uryant, 2004* � ��-
��������� Scan\roSite )https:KKprosite.expasy.orgK
scanprositeK* )de Xastro et al., 2006*. ����������-
B����$ �����! =�������� � =���D"A =��������
|LYZ 7 )�umar et al., 2016*. C��<��������� ��-
���������� =����/���"��� E����� ����� �E��-
�������$ � ������ ������!��� E��� ��=������ �
=���D"A Xlustal�. ����������B����� �����"(
E��� =�������� � ��=��"!������� ������ =����-
�������( E��<�$’��� ������ )Neigh}or-Voining
method* �� ������ ������ ������/�� @������� �
1000 =�������� }ootstrap )Saitou, Nei, 19O7*.
8=��������� =��/���� ������B�����K��������
E����� P. sylvestris, P. massoniana � A. thaliana E���
��=������ � L|U_SS Needle )https:KKwww.e}i.ac.ukK
{oolsKpsaKem}oss�needleK*.

6�
������� 6p�-�!

	�=��T���/�A �E��!/�� =�������� � �����-
/������ )��=��T�������* X]�96 )�Uio[ad�, +H	*,
��=��"!�( ��E��� ��( ��=��T���/�� � �������-
����AD�� ���������� S�U[ Yreen )
������,

����(*. @M
-
� =�������� � ����/�����$ ���-
�� �EQ���� 25 ���, �����<�D�$ 5 ��� q\X[mix-
bS S�U[, =� 1 ��� =�(���� � �E������� =��$��-
�� )0.4 ��C* )+�����, 
����(*, 2 ��� �����/�
�&�?, 16 ��� ������!��������$, ���E����$ ��
������! ����. ?���B��� �����<���� �&�? � ��-
��/�����$ ����� ��( ���� �E��!/�� �������(��
�100 ��, �������� ���������/�� =�������� =��-
�!�������(. @M
 =�������� =�� �����AD��
������(�: 95°X � ��B���� 5 ���, !���� 40 /�����:
��������/�( )95°X, 15 �*, ��<�� )53.9�60.9°+, 30 �*,
P�����/�( )72°+, 30 �*. &�( ��<��$ =��� =��$��-
��� =�����(�� ����/����"��$ �������" � =����-
����� @M
 � ���������� �����/� �&�?.
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+=�/�T�B����" =���B����� =�������� @M

�/������� � =���D"A ������ =�������(. 8���-
�����"��$ ������" ��������=��� ����� )[j* ��-
B���(�� =� T������:

� ����<��� � ���������"��� �����/�� )���. ��.*
)\faffl, 2001*. &�( �=��������( PTT����������
)
* @M
-��=��T���/�A =�����(� c ��<��$ =�-
��$ =��$����� �� ����� 10-������� ��!������$
)10�1, 10�2, 10�3, 10�4* �&�?. X =���D"A =��-
��������� �E��=�B���( Lxcel ����(� ���T�� !�-
��������� +t �� Wg ����/�����/�( �&�?� �, ��-
=��"!�( !��B���( ������� �����$ )slope, k*, ��-
B���(A� PTT���������" =� T������ L � 101K�k,
��( ���B��� !��B���( PTT���������� � �, ��-
=��"!����� T������: L � )10�1Kk � 1* × 100 )Xhang
et al., 2012*. ���<� PTT���������" ��=��T���/��
�/������� ����������"�� � ��<��$ ����/�� ��
������ ���E��E������� ������ T������/��/��
��=��T���/�� =�� =���D� =����������� �E��-
=�B���( Win[eg\X[ )[amakers et al., 2003*.

������ 
��������
�� ��/����
�^� �����
&�( ��E��� =�����(D��� ��T��������� ���� �

=���D"A ���� =������ =������� Norm]inder �
Uest�eeper �����!������� ���E��"����" P��=���-
��� ��<���� =���������� �� P�� ���". #�������
!��B���( Xt =��������� � T�����, ���E������$
��( �����!� � Norm]inder. C�������"��$ ������"
P��=������ )������"’�� !��B���� Xt* =��������
������ 1. 8��������"��� ������ P��=������ ���-
�B�������, ��=��"!�( T������: 2��gXt, � ������$
�gXt � P�� ������"’�� !��B���� Xt, ��B������
�! �����������AD��� !��B���( Xt ��( ��<���� ��-
�� � ��<���� �E��!/�. @�� =���D� =��������
Uest�eeper =����/���"��� ��T�������� ����
�����!������� ��=��"!�( ��=���E��!�������
!��B���( +t � !��B���( PTT���������� ��=��-
T���/��.

$����
����
��� ��������� 
���^�
+�������B����( �E��E���� ������ ���D�����(-

���" � ��=��"!������� =������ =������� |iscrosoft
Lxcel 2010 � \ast 4.03. +������ !��B���( =��������
/����� � ���������"��$ P��=������ ����� ����B�-
������ �� ������ 5�6 E������B����� =����������$.
������"����" ���=��������( =�����(�� � ��-
=��"!������� �������( H�=����G����. 
��=��-
������� �� (��(���" ������"���, =�P���� ��(
�/���� ��!��B�$ ��=��"!����� �������$ C��-
���G����. +�������B���� !��B����� �B�����
��!��B�( =�� � � 0.05.

� Xt[j L , ��� L PTT���������" @M
, ��= �

( )
( )

t t

t

X X /������� ����
X ��T��������� ���� ,

� = �
�
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������ 
����� 
�
�^ ��^���������
+������ ��
������ � �/������

@�����"�� ����� �=��E��������� �� ���������
����(� ��E��� ��( ��������( �����"��$ 
�? ��
������ ��������-�!����/������ � {[Izol )Invitro-
gen, +H	*, ������� Lxtract[NZ )
������, 
����(*,
\ure�_W )Uio-[ad, +H	* �� ���� ��!��<�����
��������( �������B���� ����B����� ��B������-
��$ ��������$ 
�?, � �����$ ��E��� �� ��=��"-
!����� ����� ��������( �����"��$ 
�? � =����-
������ M�	�-E�T���, ������$, =� ������ ����-
������, (��(���( E���� ��=�’��� ��( =���B���(
��B��������� =��=������ 
�? �! ��������� ���-
��$, E������ �����B���� ����E������� � =�����-
��������. #�=��"!������ ������� ������ ���� ��-
=����� ��!��"���� =�� ��������� 
�? �! T���/��
���������: ��E�A����( �������B�� ������$ �����

�?, !��B���( ������’���$ 	260KZ2O0, 	260KZ230
)��E�. 1* ��������"�������� �E ���������� =����-
��$ E���� � �����B��� ����E������. � ���B�� ��-
������( �����"��$ 
�? �! T���/�� �T��P���
E�T���� �� ������ M�	� ��E�A���� �������B��
��!��$ ����� 
�? � ��!��� !��B���( ������’�-
��$ 	260KZ2O0, 	260KZ230 )��E�. 1*, ������� ���-
�����"����A� � ����B�� =������$, ��!��� ��B�-
���� =���B����$ 
�? � ��=���������� ��=��"-
!�����( =���B������ =��=����� ��( ���"��$’���
�����!� ������� @M
-
�. � ���"��$’�� =����-
��� P������/�� �����"��$ 
�? E�� ��=�����
=���������� T����� ��( ��B’�$ �B����� �� E��-
��� � P��=�� ��=�������"��$ P������/�� &&+-
E�T����, ��� �=����� � ��E��� +� � �����. )+�
� ��., 2009* � ���������� �!������(�� )��. ��-
������*. ?�B����� =���B����$ 
�? E��� �/���-
�� �=�����T��������B���� � =�� =���D� ������
���"-P������T���!�. F������T���! � 1� �����!-
��� ���� =���!�� B����� ��!������� =���� 2OS �
1OS �
�? )���. 1, ;, 8*, � �=�����T��������B�����
�������������� =��=����� ��������"�������� �E
���������� !���(!����( )��E�. 1*. @�� =���������
@M
-
� �� �=�/�T�B������ ��( ��T�������� ��-
��� =��$������ � ��B����� ����/����"���� ������-
�( ��=��"!����� ����/�����A ����" E�! �����/�,
=��=���� �����"��$ 
�?, � ���<� ����/�����A
����" ��( �����!� �&�?, =��’��’�A ��� ������
����E�/�� � ��������/��, �� E�! ��E������(
T������� ��( �E�����$ ��������=/��. �� � ��-
��� �! ��������� ����/����"���� �������( ��
E��� �E����<��� =�������� ��=��T���/�� =�-
��� 40 /����� ����/��.

����� �E��!��, =��������� ������ ��������(

�? =�� =���D� P������/������� E�T��� �� ��-
���� M�	� � ��=�������"��$ P������/��$ &&+-
E�T���� =�!������ =���B��" =�������� ��(
���"��$’��� @M
 �����!� =��=����� �����"��$

�?.
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���������� 
����
��� � ����	����� 	���

��������� 
�? �! S� � {� E��� ���<� E����
��=�’���, ���� � =�������� =�����(��( T����,
� ���<� ��=��"!������" ��=�������"��( P������/�(
&&+-E�T����. � ������ ���B�� �����B�����( �����

�? � ��E�A�����" E���� ������� !��B���( ����-
��’���$ 	260KZ2O0, 	260KZ230, ��������"����-
AD�� � B������ =���B������ =��=����� )��E�. 1*.
���� ���<� =���!���, B�� � {� ���������, =�
��������A � S�, ��’� �ED�$ ����� 
�?. F���-
���T��������� 
�?, =���B����$ �! {�, =���!�-
���� B����� ��!������� =���� ��EQ�����/ �
�?
)���. 1, ?*.

	����! �=������ =����D���( 
�? =���!��
����� ��������� =����D���( �� 270 �� � =��=�-
�����, =���B����� �! �ED�$ ������� S� )&�=��-
�����"��� ���������, ���. 1�*, B��, ����(���,
��������"������ � !���(!����� �K��� B����B��$
�������/�� 
�? � P��$ �����. 8 �������/�� 
�?
��������"������ ���<� P������T���! =���B������
=��=����� � �����!��� ���� )���. 1, @*. &�( =���B�-
��( ��B���������� =��=����� 
�? � ���"��$’��
�� ��!������ S� �� ��������AA )S�int*, �����AA
� ���’�AA B���� )S�ext*. ���� =���!���, B��
����� ��������� =����D���( ���������� ��( 
�?,
=���B����$ �! ������$ B���� S�, =�P���� ���
E��� ����AB��� �! ���"��$’��� �����������(.

�?, =���B����( �! S�int � S�ext, ����� �����-
��� =����D���( �� 260 �� )&�=�������"��� ����-
�����, ���. 1E, 1�*, � P������T��������� �����-
���"�������� � /���������� =��=����� )���. 1, Q, [*.
+=�����T��������B����� =���!����� ��B����� �
����B����� 
�?, =���B����$ �! S�int � S�ext,
=�������� � ��E�. 1. #�=��"!������ ����/����"-
��� ��������$ =�� =��������� @M
-
� �����-
���"�������� �E ���������� ���������/�� � !�-
��(!����( =��=����� �������$ &�?.

6��
� ��
��
���������
��� 
�����������^� ��/����
�^� �����

� ������ P. sylvestris � 
�	��� ��������� 

�� ��
������� 6p�-�!

&��������
���
-?-/�
/��
���
������	� �GAPFq�

@���� =� ������ ����� �E���������$ ��(���
4 ����, ������AD�� E������� =�����������"��-
���, ��������B��� YZ\^b �����, �=�������
�����. 	����! ��������� E����� =���!��, B�� ���
4 =�����������"����� �����<�� ������, ��=�B���
��( ���/����"�����-3-T��T�������������!. +���-
�����"��$ P���A/�����$ �����! =���!��, B��
1 =����/���"��$ GAPFq ��� ����� �E���������$
)\S�000094O5* ������ � �����, �E��!������A /���-
=��!����B������ ���/����"�����-3-T��T�������-

������� 1= +=�����T��������B����� =���!����� ��B����� � ����B����� 
�?, ���������$ �! �����$ ������ Pinus
sylvestris W. c =���������� M�	�-E�T��� )M�	�* � M�	�-E�T��� � ��=�������"��$ P������/��$ &&+
)M�	�K&&+*. –S^ )N � 15*

����/�(

M�	� M�	�K&&+

����� 
�?, 
���K� ������ 

����
	260K	230 	260K	2O0

����� 
�?, 
���K� ������ 

����
	260K	230 	260K	2O0

����/�( �?������� 130.66 )–12.1* 2.12 )–0.01* 1.O7 )–0.00O* 121.2 )–9.3* 2.01 )–0.009* 1.96 )–0.007*

����/�( ����P��� 55.99 )–3.2* 1.56 )–0.009* 1.32 )–0.00O* 144.25 )–11.4* 2.06 )–0.00O* 1.9O )–0.009*

���’�(( !�E����" )S�ext* 3.65 )–0.09* 1.15 )–0.02* 1.21 )–0.0O* 9.6 )–1.2* 1.93 )–0.009* 1.92 )–0.00O*

��������(( !�E����" )S�int* 4.59 )–0.1* 1.35 )–0.0O* 1.25 )–0.07* 12.35 )–0.9* 1.97 )–0.001* 1.95 )–0.09*

����!����( !��� ){�* 6.O9 )–0.21* 1.25 )–0.02* 1.34 )–0.09* 13.4 )–1.9* 1.99 )–0.006* 1.96 )–0.00O*

���= 1= F������T���! � 1� �����!��� ���� �����"��$

�?, ���������$ �!: T���/�� �T��P��� );*, T���-
/�� ��������� )8*, ����!����$ !��� )?*, ��������$
������� !�E������$ ��������� )S�* )@*, ���������$
)S�int* )Q* � ���’��$ )S�ext* )[* B���� !�E�����
Pinus sylvestris W., � =���������� P������/�������
M�	�-E�T��� � ��=�������"��$ P������/��$ &&+-
E�T����.

1 2 3 4 5 6



32

8��8;
�
>  ��� 54  � 1  2023

C8�
�+?	� � ��.

������!��� ������ ����� )&�=�������"��� ����-
�����, ���. 2�*. &��( ������B��� ����������� �
=�����������"����(� E����� \S�000094O5 � /�-
��=��!����B����� ���/����"�����-3-T��T����-
���������! Arabido}sis thaliana �������� O6.2�.

+�����^ ��������� ;� �EH;a�
@���� =� ������ ����� �E���������$ ��(���

4 ����, ������AD�� E������� =�����������"�����,
��������B��� T������� P�����/�� 1� A. thaliana.
+���������$ �����! E����� =���!��, B�� ��� 4 =�-
����������"����� �����<�� ������, �����������
��( T������� P�����/�� 1�. +��������"��$ P��-
�A/�����$ �����! =���������, B�� ��(�������
=�����������"����� ����� ����(� � ���� ����� �
T�������� P�����/�� 1� A. thaliana )&�=����-
���"��� ���������, ���. 2E*. ��� 4 E���� =����-
������������� �������� � T�������� P�����/�� 1�

A. thaliana )���( ������B��� ����������� � E��-
��� � 70.2�O7.1�*, E��<�$’�� ��������� E�� E�-
���, ���������$ ����� PSY<<<<@8�D.

����� �Actin;�
@���� =� ������ ����� �E���������$ ��(���

6 �����, ������AD�� E������� =�����������"��-
���, ��������B��� ������� Pinus massoniana
Wam}. +���������$ �����! E����� =���!��, B��
��� =�����������"����� �����<�� ������, �����-
������ ��( �������. +��������"��$ P���A/���-
��$ �����! =���!��, B�� E��<�$’�� ���������
Zctin-1 P. massoniana (��(���( =�����������"-
����" \S�00006O52 )&�=�������"��� ���������,
���. 2�*. &����$ E���� ���� ���E���� ������$
=��/��� ������B��� ����������� � =��������-
���"����(�� Zctin-1 A. thaliana � P. massoniana
)95.O � 100.0� ��������������*.

���= 2= >���������" =��������� /���� )+t*, =���B������ � ���� @M
 ��( ��<���� ��T��������� ����, �� ������T��
���/�����/�� &�? �����/� )WogX*. ��B���� �E�!��B��� ������� !��B���( =�������� /����� =� ���� =�������. ��
���T��� =���!��� ��������� !����������, ��PTT�/���� ������(/�� )R2* � PTT���������" ����/�� @M
 )(*.
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4������ �Tubulin�
@���� =� ������ ����� �E���������$ ��(���

10 �����, ������AD�� E������� =�����������"-
�����, ��������B��� ��E����� P. massoniana
Wam}. +���������$ �����! E����� =���!��, B��
��� =�����������"����� �����<�� ������, �����-
������ ��( �- � �-{u}ulin. +��������"��$ P��-
�A/�����$ �����! =���!��, B�� O =�����������"-
�����$ ����� �E���������$ ��������!�A��( �
=�����������"����(�� ����� �-{u}ulin A. thaliana
� P. massoniana � 2 =�����������"����� ������-
��B�� ����� �-{u}ulin )&�=�������"��� �������-
��, ���. 2�*. �����, ���������$ ����� PSY<<<<<Q;?,
���� ���E���� ������$ =��/��� ������B���
����������� � =�����������"����(�� �-{u}ulin-2
A. thaliana � �-{u}ulin P. massoniana )96.7 � 99.6�
��������������*. �����, ���������$ �����
PSY<<<8<?�D, ���� ���E���� ������$ =��/���
������B��� ����������� � =�����������"����(-
�� �-{u}ulin-O A. thaliana � �-{u}ulin P. massoniana
)95.3 � 100.0� ��������������*.

6������������ �UB{�
@���� =� ������ ����� �E���������$ ��(���

13 �����, ������AD�� E������� =�����������"��-
���, ��������B��� ~Uj P. massoniana. +���������$
�����! E����� =���!��, B�� ��� =�����������"�����
�B��" E��!�� =� ��������� � �����<�� ������"��
�E����������� =�������, ���E��"’�� ����B�-
���� ������� �����<�� E����, ���������$ �����
PSY<<<<<8Q?.

�� ������ T���������B������ �����!� �! ��<-
���� ����$���� E��� ��E���� =�����(D�� ����,
� ��������������� �=�/�T�B��� =��� =��$��-
��� ��( ���"��$’�$ =��������� @M
-
� )&�-
=�������"��� ���������, ��E�. 1*.

�//�������
�� � 
����/����
�� �����/������ 
�����������^� ��/����
�^� �����

&� P��=� �/���� ���E��"����� P��=������ =�-
���/���"��� ��T�������� �����, �� �/�������
PTT���������" ����/�� ��=��T���/�� )
* �

�=�/�T�B����" =��������, =���B����� � ����
@M
-
�. ���E���� B���� ��=��"!����� �������
�/���� PTT���������� @M
 (��(���( =�������-
�� ��=��T���/�� �� ����� =�����������"��� ��-
�(��������� ��!E������$ �����/� &�?, ��<���
�! ������� �����!������( � ���� =�������. FT-
T���������" ��=��T���/�� ��( =����/���"���
��T�������� �����, ����B������( �� ������ ��-
��� =�����������"��� ���(��������� ��!����-
��$ � ���=�!��� ���/�����/�$ �� 0.5 �� 500 ��
&�? �� ����/�A, ��������� 2.05�2.11 )105�111�*,
�.�. ��������� �100� ��( ���� ����������� �����
)���. 2*. #�=��"!������ ������ ������ ���B���
PTT���������� @M
 ���� ���"�� ���� ��( ����
��=��"!����� ���/�����/�$ &�? !��B���� PT-
T����������. 8B������, B�� �����$ ����� �/����
PTT���������� (��(���( �=��D����� =�������,
=�����"�� !��B���� 
 !��B����"�� ���"����� =��
�!������� ���/�����/�� &�?, ��=��"!����$ �
����/��. � ��(!� � P���, ��’�� �����AD�� P��-
=�� E��� ����������"��� �!������� PTT�����-
����� � ��=��"!������� �������� ����/�� ������
�E��!/� �� ������ ���E��E������� ������ T���-
���/��/�� ��=��T���/�� =�� =���D� =��-
��������� �E��=�B���( Win[eg\X[ )[amakers et al.,
2003*. +������ =� ���� =������� !��B���( PT-
T���������� @M
 ��( ��<��$ ��B�� ��!������(
=����������� � ��E�. 2. @���!���, B�� =�� ��=��"-
!������ ������� ���/�����/�$ &�? �����/� PT-
T���������" @M
 =���!����� ��!��� !��B���(,
B��, ����(���, ��(!��� � ���(���� ����E������
@M
 � ����E������ �� PTT���� =� ���� ��!E��-
����( �E��!/�. #�=��"!������ !��B���$ Xt, =�-
��B����� =�� ��=��"!������ � @M
 �������
���/�����/�$ �&�?, ���"�� ����<��� ������
����������$ �����$ � =������� � ����<���A
����B������� =� ������ ����������� ��!������$
!��B���$ PTT����������. ����� �E��!��, ��-
=��"!������ ������� ������ ��!��<�� ���"�� �
E���� �!��� ���=�!��� ���/�����/�$ =�� ����A-
B���� ��B��, �����������AD�� ������� ���/��-
���/�(� �&�?.

@��������� @M
 � =�����������"���� ��!��-
����(�� &�? )����( ���������� ��!������$* �

������� 2= FTT���������" ��=��T���/�� =����/���"��� ��T�������� ����� =�� ��=��"!������ ��!��B���
���/�����/�$ �&�?. G��!��� ������� =� ���� =������� !��B���( PTT���������� – S^

;��
?���B����� �&�? )��K����/�A*

500 50 5 0.5

Actin; 1=^4 – 0.005 1=^_ – 0.006 1=^^ – 0.005 1=^_ – 0.005
�-Tubulin 1=^2 – 0.007 1=^‘ – 0.003 1=^^ – 0.004 1=^_ – 0.005
�-Tubulin 1=^2 – 0.006 1=^_ – 0.003 1=^^ – 0.005 1=^_ – 0.005
Ef;a 1=^3 – 0.005 1=^^ – 0 1=^^ – 0.004 1=^_ – 0.003
GAPFq 1=^5 – 0.003 1=^^ – 0 1=^^ – 0.000O 1=^_ – 0.003
UB{ 1=^ – 0.007 1=^2 – 0.004 1=^^ – 0.003 1=^_ – 0.004
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E���� �!��� ���=�!��� ���/�����/�$ )1�100 ��
&�? �� ����/�A, ���=�!�� ���/�����/�$ &�?,
������������$ =��������� =���!�������(* =�-
��!����� E���� ��=�’��� ��!��"����: PTT�����-
����" ��=��T���/�� =�� ����$ =��������� ����-
/�� ��������� �� 1.9O �� 2.0. � ���"��$’�� ��(
���B��� ���������"��$ P��=������ �� ��=��"!�-
���� ������� �� ��=����� !��B���( PTT�����-
�����, ����B������$ ����������"�� � ��<��$ ��-
��/�� =�� =���D� =�������� Win[eg\X[.

8/���� �=�/�T�B����� ��=��T���/�� =�-
���/���"��� ��T�������� ����� =�������� =��
=���D� �����!� ������ =�������( =��������
@M
 � ���"-P������T���!� � O� ������������
����.

@� ������ =�������( =�������� @M
 � ��<-
��$ =���$ =��$����� �� ��(����, B�� � ���B��
��=��"!�����( =��$����� UB{ � ���� @M
 ��=��-
T�/���A��( ���=�/�T�B��� =������� ����/��,
�� ��������� B��� �����$ ��� E�� ����AB�� �!

���"��$’��� �����!�. � ���B�� ����� Actin;, �-Tu-
bulin, �-Tubulin, Ef;a, Ga}Fq E�� ��(���� ����
=�� =�������( � �� �E����<��� ���=�/�T�B�-
���� =�������� ����/�� )���. 3*. � ���� �/����
�=�/�T�B����� @M
 =�� =���D� ���"-P������-
T���!� � O� ������������ ���� ��( ��E������
����� E��� �E����<��� ��=������ �<������$
����� � =���!��� ���������� ������� =��$�����.

������ 
��������
�� ��
���

��
�����������^� ��/����
�^� �����

@���B����� ��( =����/���"��� ��T��������
����� ������� !��B���( =�������� /����� )Xt*
���������" � ���=�!��� �� 26 �� 34 /�����. C����-
���"��� !��B���( P��=������ ��( ���� =����/�-
��"��� ��T�������� ����� =���!��� ��( T��P��,
�������"��� � ��( ����!����$ !���. � /����,
���E���� ������( P��=�����( )�������"���
������� !��B���( Xt* E��� =���!��� ��( ����

���= 3= ;��T�� =���!�����$ �����$ =�������( =�������� @M
 � =����/���"���� ��T��������� ������.
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�-Tubulin, ��<� ����� P��=�����������( ��� �-Tu-
bulin )���. 4*.

	����! =���������� =����/���"��� ��T�-
������� ����� � =���D"A =�������� Uest�eeper
������� �� �/���� ������� !��B���$ Xt � !��B�-
��$ ������������ ���������( )S^*. ;���, ���A-
D�� !��B���( S^ � 1, ����AB�A��( �! ���"��$-
’��� �����!�. 
��<�������� �����, � ������
���B�� =��������� � ������������ � ��PTT�/���-
��� ������(/�� @������ )r*. 
�T�������$ ��� �
������$ ���E��"����"A P��=������ ����� E��!-
��� � 1 !��B���( r.

� ��’�� ������������ �� =�������� �����!
���E��"����� P��=������ ��T�������� ����� �
=������� ����$ ����� � �� �ED�� ������� ���-
���, =���B����� �� ���� ����������� ����(�.

&�( �����!� E��� �!(�� �����: T���/�( �T��P���,
T���/�( ���������, ���’�(( !�E����" )S�ext*,
��������(( !�E����" )S�int*, ����!����( !���
){�*. +������ !��B���( Xt ��( ��T�������� ��-
��� � ��<��$ ����� E��� =���B��� �� ��!����!-
������� �������(� P. sylvestris )30 ���, 70�O0 ���,
1O0 ���*. � ��!��"���� �����!� Uest�eeper E��� =�-
��!���, B�� ��PTT�/���� ������(/�� @������
��( ��!��B��� ����� � �����$ ���"������ �� 0.69
�� 1.0. ���� ��(�����, B�� � ���������, �T��-
P��� � S� ��� ��T�������� ���� ���A� S^ � 1
)��E�. 3*. 8���B����"��$ ���E������"A ����!��-
��$ !��� E��� ��, B�� � �����$ ����� � !��B�-
���"��$ ���=��� �����B������" !��B���( S^ ��(
����� Actin;, �-Tubulin, �-Tubulin, EH;a )���=�!��
!��B���$ �� 1.62 �� 2.O5*. @�� ���B��� =���!���-
��$ ���E��"����� P��=������ �� �ED�$ ������

���= 4= F��=�����( =����/���"��� ��T�������� ����� )����<����( � ���� !��B���$ +t*. ����( � =�(������"����� � ��-
�����. ��B�� � ������� !��B���( =� 6 E������B����� =���������(�. @�(������"������ =���!��� 25-$ � 75-$ =��-
/������. ���� � ��������"��� � �������"��� !��B���(. ������� ���!��� !��B���� ��!��B�( ��<�� ����������-
�� �E��!/���.
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������ )��( ���� ����������� �����$* ���<� E�-
�� =���!���, B�� ��( ��’�=���B�������� �����
!��B���( S^ � 1 )��E�. 3*, B�� ������ �� ��=�����-
���� ��( �������!�/�� ������ @M
. ����� �E-
��!��, E��� =���!���, B�� ������������ �����,
������$ ��<�� ��=��"!����"�( � �������!�/��
������ @M
 (��(���( GAPFq )!��B���( S^ ��(
���� ��������� 0.O7 ��( {� � 0.77 ��( �ED��� ���-
���� ������ =� ���� ����(�, ��PTT�/���� ���-
���(/�� @������ � �E��� ���B�(� �������� 0.97*.

&����( =�������� Norm]inder �/������� ���-
E��"����" P��=������ �� ������ ��������B����$
� ��������B����$ ������, ������( ����B�������
�ED�A �����/�A P��=������ ����� ����������
��( ������T���/�� �=�����"���� ���� �������-
!�/�� )Xhi et al., 2012*. &����( =�������� �� ��-
���� �� ��<- � ���������==���$ �����/�� ���-
�B������� !��B���� ���E��"����� )sta}ility value*,
�� ��������� �������� ���<����� �����������
����. ���E���� ���E��"�� P��=�������AD�$�(
��� ����� �������"��� !��B���� =���!����( ���-
E��"�����. � ��’�� ������������ �� =�������-
!������� ���E��"����" P��=������ =����/���"-
��� ��T�������� ����� � �����"�� P. sylvestris W.
���� ��!������� ���== )30 ���, 70�O0 ���, 1O0 ���*.
?�<��( ���==� ���AB��� � ��E( �E��!/� T���/��
���������, �T��P���, S�int, S�ext, {�. �� ��-
������� �/���� Norm]inder ��� GAPFq ���� ��-
��$ ��!��$ ��PTT�/���� ���E��"����� � E��
�=������� ��� ���E���� ���E��"�� P��=�������-
AD�$�( )���. 5*. ����� �E��!��, �� ���������
������, =���B����� =�� =���D� ���� =������
=�������, ���� ������ ����� � ���, B�� �����B-
’�� ����� ��( �������!�/�� ������ @M
 � ��-
��������� ����(� )T���/�( ���������, T���/�(
�T��P���, S�int, S�ext, {�* P. sylvestris (��(���(
��� GAPFq.

������� 3= @���!����� ���E��"����� P��=������ =����/���"��� ��T�������� �����, ����B������� � =���D"A
=�������� Uest�eeper )\faff l, 2004*

Actin; �-Tubulin �-Tubulin EH;a GAPFq

\hl \earson correlation coefficient )r* 0.99 1.0 0.91 0.96 0.95

}-value 0.001 0.001 0.011 0.002 0.004

Standard deviation )S^* 0.23 0.27 0.26 0.29 0.22

�yl \earson correlation coefficient )r* 0.96 0.OO 0.95 0.97 0.9O

}-value 0.003 0.021 0.003 0.001 0.001

Standard deviation )S^* 0.0O 0.10 0.27 0.05 0.12

S�ext \earson correlation coefficient )r* 0.96 0.99 0.9O 0.96 0.9O

}-value 0.002 0.001 0.001 0.002 0.001

Standard deviation )S^* 0.16 0.15 0.19 0.1O 0.26

S�int \earson correlation coefficient )r* 0.69 0.74 0.91 0.90 0.96

}-value 0.130 0.093 0.011 0.014 0.002

Standard deviation )S^* 0.16 0.09 0.1O 0.30 0.21

{� \earson correlation coefficient )r* 0.75 0.O4 0.O5 0.95 0.97

}-value 0.0O3 0.037 0.034 0.004 0.002

Standard deviation )S^* 2.O0 2.17 1.62 2.O5 0.O7

��� ����� \earson correlation coefficient )r* 0.94 0.96 0.95 0.95 0.97

}-value 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

Standard deviation )S^* 1.O5 1.52 1.12 1.19 0.77

���= 5= 
��<�������� ��T�������� ����� =� ���E��"-
����� P��=������, ��=�������� � =�������� Norm-
]inder.
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 �
����	������� ���� GAPFq

� ����(� ������ ���B�� ���������"���� �����(
P��=������ � ��=��"!������� ��T��������� ����
GAPFq =�������� ��( ����� P�Y � PAL.

;�� P�Y (��(���( �B�������� TFIH�CLE@;-
TFR�P�Y � ������"���� =���, ��������AD��� ��-
����� ���������� ������, ������!�/�A ������� �
��TT����/������ �������. #! ������ ��������-
�� �!������, B�� �������� P��=������ ���� P�Y
� ��������� �������$ � =����� ��������� ���E�-
��"���� ����� =��������( �� ��������A �������
���E���"��$ !���. � ��’�� ������������ E���
=���!��� !��B���� =���E������� �����( P��-
=������ P�Y � ���������, =� ��������A � �T��-
P��$� =�� ��=��"!������ � ��B����� �������!�-
���� ��( ���B��� ���������"��$ P��=������ ����
GAPFq )���. 6�*.

#! ������ ���������� �!������, B�� ����!��-
��( !��� ���������!����( �������$ ��������=-
/��$ �����, ������AD�� T������� �����!� �����B-
��� ����E������ )Wim et al., 2016*. ;�� PAL ��������
T�������������������!� � ��AB���$ T������
E�������!� �����B��� ����E������. @�� ���B��� ��-
�������"��$ P��=������ ���� PAL � ��=��"!�������
� ��B����� ��T��������� ���� GAPFq E��� =���!�-
�� =�B�� ���(��������� �� �����B���� � ����!��-
��$ !��� =� ��������A � S�int )���. 6E*.

8�+G�&
�#

��������B��������( �B�D����( 
�? �����

��’�AD�� !��B���� ��( =���B���( ��B���, ���-
=���!������� ��!��"����� � ���� =��������( ��-
��B��������$ @M
-
�. @�P���� =�� =���������
=��/����� P������/�� �����"��$ 
�? ���E��-
���� =�!�E����"�( � =��������D���� �������/��
=��=����� 
�?�!��� � �������� !���(!�(AD��
��D����. ��������� � �B����� �����"��$ 
�? �!
�����$ ������ Pinus sylvestris ��=�(<��� � �(���
���������$, � B��������, ������� �����<����
�����B��� ����E������ � P��� ����(� !������(��
P������/�A ����������� ������ � ���E��� ��-
=�������"���� P��=� �B����� �� ��!��<��� =��-
����$.

@���E����AD�� B���� ��=��"!����� ��( P��-
����/�� 
�? =��������� =���=�����A� ��=��"!�-
����� � ��B����� ������ �! ���=������� �������
�!��(/�� 
�? ���� ��������� )Wal et al., 2001*,
������� (��(A��( ���"��� E������� ���������-
��� � ����E������ 
�?�!. 8����� �� ������ ��-
��B����� ���������� ���A��( �������( � ���,
B�� =��������� P������/������ �����$ �� ������
����$ ��������� �� PTT������� =�� ��E��� � ���-
�(��, E������� �����B���� ����E������� )Yha-
wana et al., 2007*. ? ���� <�, ��=��"!������ �����-
���� ��<�� �=���E�������" �E��!�����A ���<-
���� ���=�����, ������$ E���� �D� E��"’�

����E������" ��������� 
�? )Yhawana et al.,
2007*. � ��(!� � P���, � ��’�� ������������ ��
��=��"!����� ��( ��������( �����"��$ 
�? P��-
����/�����A ����" �� ������ M�	�-E�T���.
+���������$ =������� ��������( � =��������-
�� M�	�-E�T��� ���!���( ��=�’��� ���"�� �
���B�� =���B���( =��=����� 
�? �! ���������,
P������/�( �! �T��P��� ���!����" ���"�� !�-
���������"��$ )��E�A����( ��!��$ ����� 
�?,
�=�����T��������B����� =���!����� ��������"-
�������� � !���(!����� =��=�����*. � ����� =��-
�������$ ��E��� )Wim et al., 2016* ��( P������/��

�? ������ ���<� ��=��"!����� =������� ����-
����( � ��=��"!������� M�	�-E�T��� )Xhang
et al., 1993*, ������ =�� ��=��"!������ �������
������ ��( E��"’������ �����$ E��� =���!���
��!��� !��B���( ������’���$ 	260KZ2O0 �

���= 6= 
��B�� ���������"��$ P��=������ ��/�=���-
=���E��$ ����!� {^[ )\��* � ����(� ������ ��!��-
��!������� �����"�� Pinus sylvestris )!�=������� �?�-
��B�* )�* � T�������������������!� )\ZW* �� ����-
�����$ !�E����� � ����!����$ !��� 70�O0-������ ��-
���"�� )E* )1 � ?�������, 2 � !�=������� �@������* c
��=��"!������� � ��B����� ��T��������� ���� YZ\-
^b. \hl � T���/�( �T��P���, �yl � T���/�( ������-
���, S�int � ��������(( !�E����", {� � ����!����(
!���. ���� � ����������� ����������, ����B�������
�� ��������� =(�� E������B����� =����������$.
������� ���!��� !��B���� ��!��B�( ��<�� �������-
����� �E��!/���.
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Z260KZ230. 8E��!/� �����$ ������ P. sylvestris ��(
P������/�� ��E����� � =����� ��������� ���E�-
��"���� ����� )�A�"*. 
���� �� �������(� �����
�E���������$ E��� =���!���, B�� � �A�� ��
T��P���$ B���� ���E�(, =� ��������A � ������-
��$, =�B�� � 2 ��!� ��’� �����<���� ������B�-
���� ������ � T����"��� ���������$ )Zntonova,
Stasova, 1997*. #!������, B�� T����� ����� �����(-
A��( � ���E������ ��(!���A��( � ������������
���������, !������(( �� P������/�A )Xhen et al.,
2003*. ���<� =��B���$, ���<�AD�$ PTT�����-
����" P������/�� 
�? �! �T��P���, ��<�� (�-
�(���( !���(!����� =�������������, !������(A-
D�� ���<����� 
�? � ����<�AD�� �=�����T���-
�����B����� �������������� )Xhan et al., 2007*.
@��������� � =�������� P������/�� 
�? ���-
<����( WiXl, ��E������� T����� � ��=�������"-
��( P������/�( &&+-E�T���� =�!������ �����-
B��" ����� �����"��$ 
�? =�� P������/�� �!
�T��P��� � ��E��"�( =���B���( B������ =��=�-
����, =��������� ��( ���"��$’��� ��� ��=��"!�-
����( � �������(���-������B����� �����������(�.
����$ ������� =�������� ��������( 
�? ���-
!���( ���<� E���� ��=�’��� =�� P������/�� �!
{�, S�int, S�ext P. sylvestris. 8��E������"A ���-
��� �����$, =����� �����<���( E��"’��� ����-
B����� �����B��� ����E������ (��(���( ��!���
�����<���� ����������� ������ � ��!��<��( B�-
���B��( �������/�( 
�?. ������� ���/�����-
/�� ������� ����( =�!���(A� �!E������"�� ���-
<���" 
�? �����"�� �� &�?, � ���<� ���<��A�
���"�� =������� ��������=/�� E��"’�$ �����,
B��, ����(���, (��(���( =�A��� =�� ��E��� � B�-
���B�� ���������������� =��=������� 
�?.

+����AD�� ��<��� ’���� � =���B���A ��B-
��� ���=���!������� ������ ����B��������$
@M
 (��(���( ��E�� �=�����"���� ������ ���-
����!�/�� ������. ���E���� B���� ��=��"!��-
��� ������� �������!�/�� ������ =�� =����-
����� @M
 (��(���( ��=��"!������ � ��B�����
�������!����� ������ ��� ������"��� ��T�����-
��� �����. ��E�� =�����(D��� ��T��������� ��-
�� =�� ��E��� � ����(�� ������ ���$��� =����
��������� �������$ !�������� ���"��� �!����-
���� �������(, ������� � T���/�$ �!�B�����
�����$ =� ���� =�����<���( �� =���T���� ������
)��=�����(D�( � =�����(D�( T��P��, ���E���"-
��( !���* � T������AD�$�( (�����$ ���������.

���� �/���� ���E��"����� P��=������ ��!��B-
��� ��T�������� ����� E��� =�������� � ����(�,
������� ���E�(�, ���� � ’�’��� Pinus massoni-
ana, =���!���, B�� ���E���� ���E��"���� ������
� ������ ����(� (��(A��( ACT )Xhen et al., 2016�
|o et al., 2019* � u}LOC )|o et al., 2019*. #������-
���$ ��� PGK; ���E��"�� P��=�����������(
���"�� � ������� ���E�(� )|o et al., 2019*. �� ���-
����(� �!������ �����"�� Pinus sylvestris W. ��( ��-
���������( P��=������ ����� � ����(� ������ �
��B����� �����-�������!������ ��=��"!����� ��-

��, ������AD�� ����� � ������ )Wim et al., 2016*,
=�� P��� �����������$ ���E��"����� P��=������
=����/���"��� ��T�������� ����� � P��� ����(�
����� �� =���������". � ��’�� ������������ ��
��E���� � ��B����� =����/���"��� ��T��������
����� ����� )Actin;*, ��E���� )�-,�-Tubulin* )��-
���(D���( � ���==� ����������� �����*, ���/�-
���"�����-3-T��T�� �����������!� )GAPFq*,
�E������� )UB{* )���� �����(/�� ����E���!��*
� Ef;a )���, �B�����AD�$ � ������(/��* )ban
et al., 2012� Niu et al., 2015*. &�( ��’�=���B�����-
��� ����� E��� =�������� ��E��� =� �/���� �=�-
/�T�B����� � PTT���������� ��=��T���/��.
���� =���!���, B�� =�� ��E��� � �!�B������ ���-
�(�� =��������� @M
 c ������$ ���/�����/��$
�&�? =������� � =���B���A !���’����� !��B�-
��$ PTT���������� @M
, ����B������$ =� ������
����������� ��!������$ )���. 2*. 
��B����( ����B�-
�� PTT���������� ����/�� E���� 100� ��<�� ��-
E�A���"�( =�� ����B�� � ����� @M
 ��!��B���
����E������ )Svec et al., 2015*. ����� �E��!��,
��<� =���B���� /��������� =��=����� 
�? � ���-
E������ !��B���(�� �=�����T��������B�����
=���!�����$, �� ����AB�A� ��!��<����" ����-
B�( ��!��B��� =������$ � ����� @M
, ����<�A-
D�� ��!��"���� �����!�. #�=��"!������ ������
���B��� PTT���������� @M
 ����������"�� �
��<��$ ����/�� )[amakers et al., 2003* � ��E�A��-
��� ������������� ������’���$ ���/�����/��
�&�? � ������ ���=������� ����� =�!���(�� =�-
��B��" �����������, ���=���!������� ������
=�� =���D� @M
-
�.

8/���� ���E��"����� =����/���"��� ��T�-
������� ����� =���!��� ������� ��!��"���� =��
��=��"!������ ���� =������ =������� � Uest-
�eeper � Norm]inder. @�� �����!� Uest�eeper �
��������� � �T��P��� ��� �!�B����� ���� �����
S^ � 1, B�� ������� �E �� ���E��"��$ P��=������
� P��� ����(�. � ���� �����������( E��� =���!�-
��, B�� =� ���� =�����<���( � /����� ������,
���E��"����" P��=������ E��"’������ �!�B��-
��� ��T�������� ����� ���<����(: � S�int ����
Actin;, �-Tubulin, �-Tubulin, Ef;a ����� ��!���
!��B���( r )�� 0.69 �� 0.91* )��E�. 3*, � � {� �����!
Uest�eeper �/���� ��� GAPFq )S^ � 0.O7, r � 0.97*
��� �����������$ ���E��"�� P��=�������AD�$-
�( ���. 
��B�� ���������"��$ P��=������ /������
����� � P�Y � PAL � ����(� ������ ��!����!����-
��� �����"�� P. sylvestris � =���������� � ��B�����
�������!����� ���� GAPFq =���!�� !��B����
��!��B�( ��<�� ����(�� ������ � �����(� ����-
�����"��$ P��=������ )���. 6*.

��	;8&	
�8+�#

#����������( ��=������ �� ���B��� �E�������-
��� M����� ������������� =��"!�����( �������"��-
�� ������������"����� /����� �?����"���$ ���B��$
/���� 
����$���$ �������� �����.
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�E��� ��=������ � ������ ���������������� !���-
��( #������� ���� � �E���E������� =����!������(
�������"���� ���������������� EA�<������ �B��<��-
��( ����� �������"���� ������������"����� /�����
�?����"���$ ���B��$ /���� 
����$���$ ��������
����� � �?��=������� ������������ T������� =��-
����������� ���<��� ������ )2021�2025 ��., ���.
	.C. ?��’��", C���E������ 
�����, 01O5-2021-
001O*, ����� �����������/�� � 1210615000O2-2, =�� B�-
���B��$ T��������$ =�����<�� 
����$����� ���B��-
�� T���� )����� 21-14-00204 )2021�2023 ��., ���.
�.	. ;���E���* � T���������B����$ �����! ��T�-
������� � /������ �����*.
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@�� ��=������� ������� �����������( �A�� �
<������� �� ��=��"!������" � ��B����� �EQ�����.

?8���#?� #��


+8�

	����� !�(��(A� �E ���������� ���T����� ���������.
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Highbjuality RNA Extraction and Evaluation of Reference Zenes
for qPCR Assay of Pinus sylvestris L= Trunk Tissues

{u= L= Moshchenskaya1, D, N= A= Zali|ina1, M= A= [orzhenevskiy1,
T= V= Tarelkina1, [= M= Nikerova1, and O= V= Chirva1

;Horest Research Institute of the Karelian Research Centre of the Russian Academy of Sciences, Petrozavodsk, Russian
�e-mail\ moshchenskaya]krc.karelia.ru

Scots pine )Pinus sylvestris W.* is a species of tree with heartwood )b�*, which is forming during aging of sap-
wood )S�*. ^ue to clear-cut }order }etween S� and b� P. sylvestris should }e used as a model woody plant
for studying patterns of b� formation. Xurrently, molecular genetic methods are used to study the processes
of trunk tissues formation in woody plants often. Z feature of trunk tissues of coniferous trees is a high content
of secondary meta}olites, a low content of nucleic acids, and potential partial degradation of [NZ. In this
work we discuss the choice of most successful method for extraction a high-quality [NZ for real-time \X[
)[{-\X[* in P. sylvestris trunk tissues along the radial vector �conductive phloemKcam}ial zone � differen-
tiating xylem � exterior part of S� )1�2 annual rings* � interior part of S� )1�2 annual rings afore transition
zone ){�** � {� )2 annual rings afore b�*� for reproduci}le [{-\X[ data. {he expression sta}ility of six
potential reference genes )Actin;, �-Tubulin, �-Tubulin, Ef;a, GAPFq, UB{* was assessed in all descri}e tis-
sues. ^ifferences in expression levels of target genes are shown }y data normalization using reference genes
with different sta}ility of expression.

Key�ords\ Pinus sylvestris, [NZ extraction, normalization, [{-\X[, reference genes, gene expression
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8���� �! ��<��$’�� ��E���$ P�E������"���� ��!����( �����=���AD�� (��(���( ��!������� P�-
������� �� =�������A � ��$��P��������. +�����"��� �������, ����/������� T�������� ����� �
/���������, �����B������ � P�� =��/����, �����"�� �!�B�A��( =�������� ���(������(. � �� <�
����( ����� ���=������� ��������B���� �������� )�?C* � P�� ��=�������( ��TT����/������
�������( ���!������� ��( �����=���AD��, � �� ����( ��� ��<��$’�( ���" �?C � P��� =��/����
=���!��� �� ������ �����"��� ������!���. &�( �/���� ���(��( ���=������� �?C �� T��������-
��� P���������"��� =���!������ �� ������������ ��$���"��A � P=�������"��A ��TT����/�-
����� ����/��������� =�A��=�������� ��������� ������ )#@+?* B������� � ��=��"!�������
��E�������, �����(D�� �! ��!��B��� ���=������� �?C, � ���<� ����������� �����B������" � =��-
/���� ��TT����/������ ������ �! /������"��� !���"�� ������"��� �������� �?C, ��������=/�-
������ ������������ �Z\1. ��’� ��!��"���� ��(���� ���������AD�$ PTT��� �������� 332 ��
������ P��=� P=�������"��$ ��TT����/������ � ���������� I � III ��=�� �� ��������� �����"��-
�� ��=�������( =�!���$ ��$���"��$ ��TT����/������.

)�:���^� 
����\ P=�������"��( ��TT����/������, ��$���"��( ��TT����/������, #@+?, ����-
���, ��������, �Z\1
FOI: 10.31O57KS047514502301010�, EFN: ][_NjI

��
&
�#

�?C (��(���( ��<��$’�� ���=������� ����-

����$ ��’�. � ��� �����B�������� T���/��
������ =�����<���� ���������� �����(��(, ���-
���(/�( � ��E�� ��=�������( ��TT����/������
)Urafman et al., 2013� Wong et al., 2016*, �������"
=����T���/�� )Soulintzi, �agris, 2007� ]ord-\er-
riss et al., 2003* � �E��=�B���� <�!���=���E�����
������ )Xostell et al., 1999*. 8������A ���" �� ��-
���� � P�E�������!� �� ������ P��=�� �������(-
/�� � ��$���(/�� )�alma, �amada, 2020*. +����
�������", B�� ���" ���=������� �?C �� P���
P��=�� P�E�������!� ���E���� �!�B��� �� ������-
��� )|eyer et al., 2014*, ��E�� )Zraya et al., 2016*,
��T�E�(� )]eledy et al., 1999� Winker et al., 2009* �
=��/�� )Wiem et al., 1995� �agris et al., 2011*. &��-
��� � ���� �?C � ��TT����/������ P��������

�����=���AD�� �� ��$���"��A � =�������A
����� B��!��B�$�� ����, ��������� ������ �E-
!����� �����$ ��=�(��A ����B�A� =��E�� � P��$
�E����� )Wong, buttner, 2019*. � �� <� ����( ���-
��$ ��=��� �������� ��� ��( �����������$ T��-
��������"��� =��/����� =��������( P�E�����-
��!� �����=���AD��, ��� � � ��������� �!�B���(
=�������$ P�E����� B������� � ��!��E���� ����-
������ �� ������ ��TT����/������ #@+? ��(
T����������B����� �����������$.

#�=��"!������ P�E������"��� � ����/������-
��� @+? B������� ��( =���B���( ��TT����/���-
������ ���"��� ��$���"���, P=�������"���, ��-
!�������� � ������ ������ (��(���( ����� �! �����
����������� �=���E�� ������������( =��/�����
���T�- � ����������!� B������� )[ust et al., 2006�
jiao et al., 2012� Urafman et al., 2013� �armflash et al.,

‘’) QX.<�Q.8?�QX.<?8

��&�&�%)*�(�
&##)�$�-%�&.
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2014� Yomez et al., 2019*. F��� =����� � ��B������
� ���������(�� �������������( �����B��� ���-
��� P�E������ ��’� )|ohammed et al., 2017� \i-
�uan-Sala et al., 2019*, =�!���(�� �=�������" ��A-
B���� T������, ����������AD�� =��/���� ��-
���- � ����������!� � P�E������"��� ��!�����
�����=���AD��. 8������� =������ =�� ��!��E��-
�� =��������� ��TT����/������ ���������A��( ��
������, ����E������� =�� �!�B���� ������!���
��TT����/������ in vivo � P�E�������!� �����"-
��� ������!���. � B��������, =�������� �����/��
��$���"��$ � P=�������"��$ ��TT����/������
E��� ��!��E����� =� =���<��� =����. 8��������
�������� ��$���"��$ �����/�� (��(A��( =���B�-
��� ��$���T�� � ���$��� S|Z^-����E��������
)�attanapanitch et al., 2014� \auly et al., 201O*. @�-
��B���� ��$���T�� �! P�E�������� ����/ ���-
������ =��/��� T����������( ������$ ���E�� �
P�E�������!� )�hang et al., 2001*. � ������ ������
���$���� S|Z^-����E�������( ��<�� �����-
/�( ��������( ��$��P�������� � =��/���� ��T-
T����/������ =� ����B���A =���� ��E������(
����E������ ������"��� �������� U|\ � {Y]�
)_zair et al., 2013*. F=�������"��A ���"E� P���-
������"��� ������ P�E����� ��’� =���E����-
A� �� 
7.0, B�� E��� =���!��� �� P��=������ P=�-
E����� )Wi et al., 2013*. F=�������"��( �����/�(
���E��� ��E������( T������ U|\4, � ���<� ����-
�����$ �������, ���E������$ ��( ��!������( ��-
������/���� )Itoh et al., 2011� Itoh et al., 2013� �o-
gut et al., 2014*. � �� ����( ��� ���E������� T��-
���� ����� ��� !����(AD�� �� ����B�����
���������( ������(A��( � �AE�� ����T���/�(�
=��������� ��TT����/������, ���=������ ���-
�����B���� ��������, ��=��"!����� � ��B�����
��E������� ��( ���"����������(, ��!��B�A��(. �
��B����� ������B������ ��E������ ��=��"!�A�
��������" � =������ �����B��$ ����� �������
��’�, =� ������� ������$ � E�!��"��$ ���E��-
��$. &����$ ��E����� =������� ��( ���"��������-
��( � =�����<���( ���"���� @+?, =�P���� B����
��=��"!����( =�� �����/�� ��TT����/������.
@�������� ��TT����/������ ��������/����
���<� ���AB�A� � ��E( ��������� I � I‘ ��=��
)Itoh et al., 2011� �im et al., 201O� ^omingues et al.,
2022*, � �� ����( ��� =�������� ��$���"��$ ��T-
T����/������ ���AB�A� T�E�������� � ����-
��� )|a et al., 200O*. ��� �� �����, ������� ���-
��(, ������ ��� � ���B�� =��������( ��������(
��( ���"���� @+?, � �������������$ ���.

��������B��$ ������� ���!����� ���=����-
��� ��!��$����� �� ������: ������/�( ������-��-
/�=������ ������"��� =���$ !� �B�� ��(!�����(
E����� T����"��� ��������� � =�����������
)|a et al., 200O� Urafman et al., 2013*, =�����B� ��-
����B����� �������� ���������<���( � <���-
����" �������� ���!����� ���(��� �� �����B��$
/���������, B�� � ���A �B����" ���������� ����-
�������B��� ������"��� ������� )Lvans et al.,

2009*, �����(/�( ������"��� ������� � ��B�����
��T������� )Win et al., 2021*, � �.�. ��� P�� �����-
�� �������A��(, ���!���( ��!��"����AD�� ��!-
��$����� �� ��������=�����$ =��T��" ������, �,
����������"��, � �� ��E�� �A �=����������� ��-
=�������( ��TT����/������. 8���� �! /������"-
��� !���"�� ���������� PTT���� �� ���� =������-
��� �?C (��(���( ������"��$ =��" E���� �Z\1
)bao et al., 2014� Nardone et al., 2017� Xai et al.,
2021*. � ��’�� ������������ �� �����!�������
���(��� ���=������� �?C �� PTT���������"
��$���"��$ � P=�������"��$ ��TT����/������
#@+?, � ���<� �����B������" ������"���� ���-
���� �Z\1 � P��� =��/���.

C	�

#	�� # C
�8&�

)�������������� � 
�//����������� "6$)

#@+? B������� ����� ��yoto�, =���B�����
�! �����B��$ ������/�� Z{XX )��� � Z{XXfi

ZXS-1023*, ���"���������� � ����� m{eS[1
)StemXell {echnologies* � �����T��� 5� 82,
5� +82 =�� ���=������� 37°+ � �<�������$ ���-
��$ �����. @����������� =�������� ���������
[eWeS[ )StemXell {echnologies* �������� ����-
�����/�(� =���!�������(. @�� =�����������
��E���(�� [_X�-����E���� �-27632 )StemXell
{echnologies* � ���/�����/�� 10 ��C �� 1 ���.

&�TT����/������ � P=�������"��� ��=���-
����� ������������� ��E�������� 1 ��C ����-
�����$ ������� )Sigma Zldrich* � 25 ��K�� �C
4
)Sigma Zldrich* �� ����� ̂ �-S]| )Invitrogen* � ��-
B���� 4-� �����. &���� ���"���� ���� � �����T���
21� 82, 5� +82 =�� ���=������� 37°+ �� �����
^�-S]| � !�����$ ����� B���! ���".

&�( �����/�� ��$���"��$ ��TT����/������
#@+? �����/�������� ������!�$ )StemXell
{echnologies*, ���=��!�A =���D��� � ��!������-
!����� =���’��� )Xorning* � ����� Neuro}asal
medium )Yi}co*, � ��E�������� 50× Neural Induc-
tion Supplement )Yi}co*, 200 �| Ylutamax )Yi}co*
� =���/������K����=����/��� )Yi}co* � ���-
/�����/�(� 0.25 � 10 ���K�� ��( T����������(
��$���T��, ������� ���"���������� � �����T���
5� 82, 5� +82 =�� ���=������� 37°+ � �<�����-
��$ �����$ 1K2 �����. &�( �/���� PTT�������-
��� �����$ ��TT����/������ ��$���T��� ����-
<����� �� ��E������ �� 5 ��� =���� T��������-
��( ��$���T��, ��( =��������( ��E��, ��(!�����
� =�!����� P��=��� ��TT����/������ � ��
21 ���. @���� =�����=����( � �������� ��( ���"-
����������( ��=��"!����� ����� ^|L|K]12
)@��F��*, � ��E�������� 50× U-27 Supplement
)Yi}co*, 100× N-2 Supplement )Yi}co*, 200 �|
Ylutamax � =���/������K����=����/��� � ���-
/�����/�(� 0.25 � 10 ���K�� ��������������.
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F��=�������� =� �����!� ���(��( ���=����-
��� �?C �� =��������� ������ P��=�� ��$���"-
��$ � P=�������"��$ ��TT����/������ =����-
���� � 6 ��!�������� E������B����� =�������,
��( =�!���� P��=�� ��$���"��$ ��TT����/����-
�� ��=��"!����� 3 ��!�������� E������B�����
=������.

!^
������ � ��������������� 
�������^� �������������

���=���� ��<� !������� �!������ �������,
=���B����� =�� �����������B����� �=���/�(�
�! C�#8# ��. @.	. ;��/��� � ��T���������-
���� �������( =�/������, =�������� ���������
�P���� )@��F��* � ��E�������� 3 ��K�� �������-
/���. � ��E��� ��=��"!���� E���������� �� �������
<������� =��� � ��!����� 27, 35 � 37 ���. &���� �����-
��B���� ����(�� ����� � =���D��� � 0.2� �������
���=�!� )Yi}co* � ����E������� � ��B���� ��B� =��
4°X. F=������� �����(�� ������B���� � �����/��-
������ � �������� 0.25� ���=���� )Yi}co*KT��-
T������ �������� E�T��� )@��F��* 1 : 1 � ��B����
30 ���. +��=��!�A ��������/���� =��������
T��T����� ������� E�T���� � ���"����������
�� ����� Xn{-07 )Xelln{ec* � �����T��� 21� 82,
5� +82 =�� ���=������� 37°+.

$����������� ����������� !)#
� P��=��������� ��=��"!����� ���=������

�?C B������� =���!������� E�����������B����$
T���� �#C�
?� )
����(*: �������� I )�+11, =��-
/���� B�������*, �������� III )�+33, =��/���� B�-
������*, ������� 332 )b‘ne-X, =��/���� B�������*.
?��=������ �?C ���E������� � ���/�����/��
12 ���K��. C�������" )Xorning* ���E������� �
���/�����/�� 100 ���K��.

&�( ���"����������( ��$���T�� ��=��"!���-
�� ��������", ������$ =�������!����� ��������
�������/�� =���!�������(, � �������� I ��=�. ?
�������� ��������� I ��=� ��E���(�� P�E������"-

��A ���(B"A ��������� )byXlone*, ����� |199
);G@ =� =���!������� E������$��� � ��������
=��=������ #@�F ��. C.@. ��������* � Ylutamax
)Yi}co*, ����� ��( =�������!�/�� ��$�����!�����
��E�������� 0.34 C Na_b )�� ����*, E����E�����
�����( )@��F��* � bL\LS )Sigma Zldrich*.

)�����
�����^� 6p�-�����	


�? �!��������� ��������� [NZzolfi[{
)|olecular[esearchXenter* =� =��������, ����-
������������ =���!���������. G������� �����-
��$ &�? � �E�����A ��������=/�A =�������� �
��=��"!������� �juanti{ectfi[everse{ranscrip-
tion�it� )jiagen* =� �������/�� =���!�������(.
&�( =��������( �E�����$ ��������=/�� ��=��"-
!����� 1 ��� 
�?. &�( =��������( 8�-@M
 ��-
=��"!����� ��E�� �q\X[mix-bS S�U[ � Wow-
[_�� )
������*. ?���B��������$ @M
 �����!
=�������� =�� =���D� ��=��T������� WightXy-
cler96 )[oche*. #�=��"!����� �����AD�A =��-
������: 10 ��� =�� 95°+, 45 /�����, ��<��$ �!
������� ���AB�� � ��E(: 20 � =�� 95°+, 20 � =��
60°+ � 30 � =�� 72°+. ��� P��=�������� ��=������
� ������������ �����B������ � E������B������
=��������. +����<���� =�������� � ��<��$ =��E�
�=�����(�� ������� 2���Xq, ��!��"���� �������-
���� �� P��=�����A YZ\^b � b\[{. �� =����-
������ � ��E��� ���������� =����������� ��-
!��"���� �����!� P��=������, ������������� ��
YZ\^b. #�=��"!������� =��$���� =���������-
�� � ��E�. 1.

&����� �� ���T���� =����������� � ����
�������� ���T����B������ � ��!E����� � ����
�’�E�� ��������. &�( ��������B������ �����!�
��=��"!����� =���������� �E��=�B���� Yraph-
\Z^ \rism O.0.1. +�������B����A !��B�����" �/�-
������ ������� ����T��������� ���=����������
�����!�, =����� ��������( =�������� �������
H�����.

������� 1= @��$���� ��( ����B���������� @M
-�����!� P��=������ ����� B�������

��!����� 
���� @�����������"����" =�(���� =��$���� @�����������"����" �E������� =��$����

X{Y] 5�YZYZXYZZXY{XXZ{YX{Y3� 5�{Y{YXZXXYXXZZZYZ{Y3�
X�[61 5�YYYX{YXZ{{XX{X{Y{Y{3� 5�ZZYYZYYXXY{XX{YY{X3�
Y]Z\ 5�XX{XYXXX{X{ZYXZYX{{X3� 5�YYYZYYXYYXXZY{{Z{XZ3�
�Z\1 5�ZYZYZZ{XZY{XZYZY{YX{XXZ3� 5�{{XZYXXYXZYXX{X{XX3�
S_�2 5�XXXX{Y{YY{{ZXX{X{{XX{XX3� 5�Y{YXXY{{ZZ{YYXXY{YXX3�
\Z�6 5�XZYYYXZZ{XYY{YY{ZY{ZZZ3� 5�{ZXYX{{YY{Z{Y{{Z{XY{{YY{3�
YZ\^b 5�XXZ{Y{{XY{XZ{YYY{Y{Y3� 5�YY{YX{ZZYXZY{{YY{YY{Y3�
b\[{ 5�ZXXZYY{{Z{YZXX{{YZ{{3� 5�ZZY{{YYXX{ZY{{{Z{Y{{3�
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"��������������
?��"���� T���������� 4� ��������� =���-

T�����"������ )Sigma-Zldrich* � ��B���� 15 ��-
���. &���� ������� � ����� =����B��� ��������
)��E�. 2*, ��!�������� � T��T����� E�T��� � ��-
E�������� 2.5� E�B"��� ��������B���� ��"E���-
�� )������*, 1� {riton �-100 )ZppliXhem* � 1�
{ween20 )ZppliXhem*. #���E������� =�� 4°+ �
��B���� ��B�.

&���� =��=����� =�������� T��T����� E�-
T���� � ������� ������� �����B��� �������
)��E�. 3*, ���QA���������� � T�A���T�����.
���� �����’����� ^Z\I )Invitrogen* � ���/��-
���/�� 1 ��K��. ���������� ���"���� !���AB���
� =�����D����$ ������� T�����!�.

&�( ����’�����( ���������� /����������
������ ��=��"!����� Zlexa]luor 4OOfi phalloidin
){hermofisher*.

#����
�����
�������T�� ���"��� � T�!���� ��������� =�-

��B��� �� ��������������� ��������=� _lympus
I�73, ����D������ ������$ _lympus ~-{‘0.63�X.
&�( =���B���( /�T����� �!�E��<���$ ��=��"!�-
���� =���������� �E��=�B���� _lympus cellSens
^imension.

�������/�����A ��������=�A ������ =����-
���� =�� =���D� ���������������� ��������=�
_lympus I�73, ����D������ ������$ _lympus

~-{‘0.63�X. &�( =���B���( /�T����� �!�E��<�-
��$ ��=��"!����� =���������� �E��=�B����
_lympus cellSens ^imension.

?��T����"��A ��������=�A ������ =����-
���� =�� =���D� ��������=� �eiss WS| OO0. &�(
=���B���( /�T����� �!�E��<���$ ��=��"!�����
=���������� �E��=�B���� �eiss �en Ulack. 8E��-
E���� =���B����� �!�E��<���$ ���D�����(��
=�� =���D� =����������� �E��=�B���( ImageV.

�����	 /������/�� �������^� �������
@�� �����!� ��=��"!����� =���������� �E��-

=�B���� Xell\rofiler. &��A ��������B���� =���B�-
������ =���<����"��� =� �=�/����!���������
�������� (��� ����B������� ���������"�� T���-
���T�$, ����’����� ^Z\I. @���!����" ����"��$
=��D��� ���������� /���������� )=��D��" ����-
��* =���B��� =���� ������( �ED�$ =��D���, !�-
�������$ ��������� /�����������, �� ����B�-
���� (��� )���2*. @���!����" ����"��$ =��D���
T����"��� ��������� )=��D��" T����"��� ���-
������* =���B��� =���� ������( �ED�$ =��D���,
!��������$ T����"���� ����������, �� ����B�-
���� (��� )���2*. @�� =��������� ����B������-
���� �����!� �� ��<��$ E������B����$ P��=���-
���� ������ 3 �����B����� =������, � ��<���� �!
������� =���B��� �� ����� 10 �������. &�����
�� ���T���� =����������� � ���� �������� ���T-
����B������ � ��!E����� � ���� �’�E�� ��������.
&�( ��������B������ �����!� ��=��"!����� =��-

������� 2= #�=��"!������� � ��E��� =����B��� ��������

	������ ?�����<��$ 
����� @���!�������" 
�!������� @����=

�-{u}ulin III |ZU-1637 Sigma-Zldrich 1 : 200 C���������"��� IgY1 ��’�, ���� {~-20
\63 Z}735 Z}cam 1 : 50 C���������"��� IgY2a �������, ���� 4Z4
NeuN Z}104225 Z}cam 1 : 200 @���������"��� IgY �������
�eratin 14 Z}1O1595 Z}cam 1 : 500 C���������"��� IgY �������, ���� L\[17350
‘inculin Z}129002 Z}cam 1 : 250 C���������"��� IgY �������, ���� L\[O1O5
�Z\1 Z}52771 Z}cam 1 : 100 C���������"��� IgY �������, ���� L\1674�
Sox2 Z}92494 Z}cam 1 : 100 C���������"��� IgY �������, ���� L\[3131
Y]Z\ |a}562O Xhemicon 1 : 200 C���������"��� IgY2a ��’�
�eratin 1O Z}66O Z}cam 1 : 100 C���������"��� IgY1 ��’�, ���� X-04

������� 3= #�=��"!������� � ��E��� �����B��� ��������

	������, =����= ��A���T�� ?�����<��$ 
����� @���!�������" 
�!�������

Yoat anti-ra}}it IgY )b � W* Secondary Znti}ody Zlexa]luor 4OO Z-1100O Invitrogen 1 : 500
^onkey anti-ra}}it IgY )b � W* Secondary Znti}ody Zlexa]luor 546 Z-10040 Invitrogen 1 : 500
^onkey anti-mouse IgY )b � W* Secondary Znti}ody Zlexa]luor 546 Z-10036 Invitrogen 1 : 500
Yoat anti-mouse IgY )b � W* Secondary Znti}ody Zlexa]luor 4OO Z-32723 Invitrogen 1 : 500
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�������� �E��=�B���� Yraph\Z^ \rism O.0.1.
+�������B����A !��B�����" �/������� �������
����T��������� ���=���������� �����!�, =��-
��� ��������( =�������� ������� H�����.



>G���	�� # 8�+G�&
�#

!������ ����������� !)# �� ��
����: 
������ ���
��������� 
�//�����������

� ��E��� �� ������������� ���(��� ��������
332 � ��������� I ��=� �� �����/�A P=�������"-
��$ ��TT����/������. ������� 332 (��(���(
����� �! ���=������� E�!��"��$ ���E����, ���
=��������� ��( ���"����������( � ���� ��E����-
�� )�ariya et al., 2012* ��� ������(/�( ��� =�����-
/�� =���� ������B����$ ����T���/�� )^e [osa
et al., 2019* � =����B��� P=�������"��� ������-
��/���� =�!���(�� ��������" =�� ��������� ���-
���. ?������� I ��=� ��������( � ��������/���"-
��� ����������, �� ��=��"!����( �� ������ =��-
������� � ��B����� ��=�������"���� ���������
P=�������"��$ ��TT����/������ )Itoh et al., 2011�
�im et al., 201O*. � ��B����� ��=�������"���� ��E-
������ ��������( �� ��=��"!����� �������� III
��=�, ������$ ���<� ��������( � ��������/���"-
��� ����������, ������ =�� P��� �� ��=��"!����(
� �����/�� P=�������"��$ ��TT����/������. �
��B����� �������( �� ��=��"!����� ��������".
&�TT����/������ ����/������� ���������
U|\4 � ���������$ �������.

FTT���������" ��TT����/������ �� �/���-
���� �� ��������� �������� P��=������ �=�/��-
��!��������� ��������. �� ��<��� �! ��������-
��� ��E������� �� ��E�A���� ��B�!�������
S_�2, ��AB����� T������ =�A��=���������� �
��$���"��$ ��TT����/������, =�����������"-
��� =�(������ ��������� 1O � 14, ��!����������
P��=������ ��AB����� �����(���� P=�������"-
��$ ��TT����/������ 
63 )���. 1�*. ��!���"��
������ P��=������ 
63 � �������� 14 �� ��!��B�-
���" ��<�� ���==���. � �������� � �� ��E������
�! ��������� III ��=� ��E�A���� �����B��� ����-
��� 1O � =���<����"��� ������, B�� ��������"-
�������� � !����<�� ��TT����/������. ?���B�-
������� �/����� ���A 
63-=���<����"��� (���
��TT����/���AD���( ��������/���� �� ��!���
��E������� )���. 1E*. 
�!��"���� =���!���A�, B��
������� 332 ��������B���� !��B��� =���’���
PTT���������" ��TT����/������, � �� ����(
��� ��������� ���<�A� =��/������ �����<����

63� ������.

� ������(� ���"����������( ���=������
�?C ����������A� =��/���� �����B��$ ��TT�-
���/������ !� �B�� ������(/�� �����B��$ ����-
!�� � T����������( �=�/����!��������� ���-
������. C� �/����� �!������( =��D��� ������
� =��D��� T����"��� ��������� =�� �����/��
P=�������"��$ ��TT����/������ =�� ���"������-

����� �� ��!��B��� ��E������� �! ���E���������
���=������� �?C � /��"A =����� �!������(!�
��<�� ������������ =���������� � PTT�����-
����"A ��TT����/������. @��D��" ������ �
=��D��" T����"��� ��������� �!���(�� � ��-
=��"!������� =����������� �E��=�B���( Xell
\rofiler �� ������ T������T�$ ���������������-
B������ ��(�����( ������ � ��������� )���. 2�*.
��’� ��!��"���� =���!��� ������/�A � �����B�-
��A =��D��� ������ � ���"����� �� ���E������-
��� ���������� I � III ��=�, =��D��" T����"���
��������� =�� P��� =��=��/�����"�� � �����-
���B���� !��B��� ��!������� )���. 2E*. #������-
��, B�� � �����B����� =��D��� ������ � =��D���
T����"��� ��������� ���<����" PTT���������"
P=�������"��$ ��TT����/������.

@�����"�� �Z\1 (��(���( ����� �! /������"-
��� !���"�� ������"��� �������� �?C, � ��� ��-
�������" �����B���� ��<�� ��( ��<�����( ����-
����/���� �� ������ P��=�� ��TT����/������
P=�������� ��’� )�hang et al., 2011*, �� �/���-
�� P��=�����A � ������!�/�A E���� �Z\1 � ��T-
T����/���AD���( ��������/����. �� ���� ��-
��������� ���"����� ��(���� P��=�����A �Z\1,
������ ������������" ������� �������������-
��B������ ��(�����( � ���"����� �� ����������
E��� !��B����"�� ��<� � ��������� � ���������
)���. 3�*. 
�!��B����" ���( ������ � �������$
T����$ �Z\1: �� ���E��������� ���������
I ��=� ���( �Z\1� (��� E��� !��B����"�� ���<���
� ��������� � �����"���� ��E�������� )���. 3E*.

��� �� �����, �� ��������� =���B����� ���-
��� �� ��<�� �������" � E���� PTT��������
=��������� ������ P��=�� P=�������"��$ ��T-
T����/������ �� ��E������ �! �������� 332, � ��
����( ��� ��������� I � III ��=�� ���<��� PT-
T���������" ��TT����/������. ��’� ������
=���!���A�, B�� PTT���������" ��TT����/����-
�� �� !������ �� ���������� �Z\1. ���( �� ��-
E�A���� ���<���� ���� 
63-=���<����"��� �
�Z\1-=���<����"��� (��� � ���"���� �� �������-
�� I ��=�, �� �� ����B��� =���E��� ������(/�$
�� �����"��� ����������� ��E�������. ��!�����-
����" =��������( ������ P��=�� ��TT����/����-
�� � P���������"��� ��=�������� �� ������/��
�Z\1 ����B�A� � ������ ������������� )\agliari
et al., 2021*. #��������, B�� ���<���� PTT�������-
��� P=�������"��$ ��TT����/������ �����������
� �����B����� =��D��� ������ � T����"��� ���-
������. &����$ PTT��� ��<�� E��" ��(!�� �� ���-
���(/��$ ��TT����/������ � ��"�����������
��=�������(� =�� ��!��$������ ���������� )[as-
mussen, et al., 2015� _zasa et al., 2021*.
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��3���� �������^ �������^� 

���
�������^� ������������� ��������
&���� �� �������� ���(��� ����������� ��E-

������� �� ������ ������ �����/�� P=�������"��$
��TT����/������ � PTT������, ���!�������� ��
�<� ��TT����/��������� ������. @����B��� ��-
������/��� ���"���������� �� ��’��=�������
��E�������. �� ���� �����!������� ������(� 100�
������ E��� =���<����"�� =� �������� 14 � \63

��!������� �� ��=��"!������ ��E������ )������
�� =��������*. ��(������ �Z\1 =���!���, B��,
��!������� �� ��=��"!������ ��=� �?C, � ��!-
��$ =�������� ��������/��� ���A� (�����A ��-
����!�/�A �Z\1, ������( =� ���� T����������(
���T��P������ �������( ���������( /���=��!-
����B����$ )���. 4�*.

@�����"�� ����������� ���� ��E������ ��
���!����� !��B����"���� ���(��( �� P��=�����A
� ������!�/�A �Z\1, �� ���"���������� =��-

���= 1= FTT���������" P=�������"��$ ��TT����/������ #@+? �� ���E��������� ���=������� �?C. )�* #�����-
���������B����� ��(������ �������� P=�������"��$ ��TT����/������. �������/�����( ��������=�(. C��’��E-
��$ ����!�� 200 ���. )E* &��( 
63-=���<����"��� ������ � ��TT����/���AD���( ���"�����. �����"��� ����B�����
������ �� �!�E��<���� E��� =��B����� �� ��������� ����’�����( ̂ Z\I. �� � ��������B���� !��B���� ��!��B�� =��
� � 0.01, ���� � ��������B���� !��B���� ��!��B�� =�� � � 0.0001, ���� H����� ��( ���<��������� ��������$.
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���= 2= @��D��" ������ � T����"��� ��������� � ��TT����/���AD���( ���"����� ��������/���� �� ���E���������
���=������� �?C. )�* #��������������B����� ��(������ ������ � ���������. �������/�����( ��������=�(.
C��’��E��$ ����!�� 200 ���. )E* ?���B��������$ �E�B�� =��D��� ������ � T����"��� ���������. �����"��� ����-
B����� ������ �� �!�E��<���� E��� =��B����� �� ��������� ����’�����( ̂ Z\I. �� � ��������B���� !��B���� ��!��-
B�� =�� � � 0.01, ���� H����� ��( ���<��������� ��������$.
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��B��� ��������/��� � =���������� [_X�- �
S[X-����E������ ��( �����������( PTT�����
���=������� �?C =�� ������������� ������"-

���� =��� �Z\1. &�E������� S[X-����E�����
=�������� � ��E��� �����B��� ���"��� ��� � ���-
���, ��� � � =������AD�� P��=���������, � ��
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� � ��.

����( ��� ��E������� [_X�-����E����� �����-
B����� �������" ����� ��������/����. #�����-
���������B����� ��(������ =���!��� �������-
��� ������/�� /���=��!����B����$ ������!�/��
�Z\1 =�� T����������� ���T��P������ ����-
���( )���. 4E*. #!������� =��D��� ������ � T�-
���"��� ��������� ���<� �� ��(���� !��B����
����B�$ ��<�� ��!���� ��E��������, ������ ����-
!��� �����B���� =�������� �����B��$ ���"����,
����/���������� � �����B����� =����T���/��
=�� ��!��$������ [_X�-����E����� )���. 4�*.

@�����"�� �� �� �E����<��� ��!��/� � ����-
��/�� �Z\1 � ���"����� ������� �������������-
��B������ ��(�����(, ����� �/����� P��=���-
��A � ����������� ���"����� ������ �Z\1 � ���
��’���$ � X{Y] � X�[61 )���. 5*. C� �� �E��-

��<��� ��������B���� !��B���$ ��!��/� ��<��
P��=������$ P��� T������� � ���"����� �� ��E-
������� �! ��!��B��� ���=������� �?C, ������
[_X�-����E���� !��B����"�� =�����(� P��-
=�����A ��� �Z\1, ��� � ��� ��’���$. 
�!��"����
@M
-�����!� �������� ���!���A� �� ��, B��, ��-
=�����, [_X�-����E���� ��$�������"�� =����-
�(�� ������"��$ ������ �Z\1 � ���"���� =����B-
��� ��������/����, �, ��-������, B�� ��E����� ��
���!����� ���(��( �� ��� ������/�A � P��� �������.

8. !������ ����������� !)# �� �//�������
�� 
���������� 
�//�����������

��$���T��� ���"���������� � ��B���� 5 �
21 �����, =���� B��� ����<����� �� ��E������ ��(

���= 3= F��=�����( � ������/�( �Z\1 � ��TT����/���AD���( ��������/���� �� ���E��������� ���=������� �?C.
)�* #��������������B����� ��(������ �Z\1. C��’��E��$ ����!�� 100 ���. )E* &��( ������ � (�����$ ������!�/��$
�Z\1. �����"��� ����B����� ������ �� �!�E��<���� E��� =��B����� �� ��������� ����’�����( ^Z\I. ��� � �����-
���B���� !��B���� ��!��B�� =�� � � 0.001, ���� H����� ��( ���<��������� ��������$.
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���= 4= #��������������B����� ��(������ �Z\1 � ���"����� =����B��� ��������/���� �� ���E��������� ���=�-
������ �?C. )�* ?������". )E* ?��"���� � ��E�������� [_X�-����E�����. �������/�����( ��������=�(. C��-
’��E��$ ����!�� 50 ���. )�* ?���B��������$ �E�B�� =��D��� ������ � T����"��� ���������. �����"��� ����B�����
������ �� �!�E��<���� E��� =��B����� �� ��������� ����’�����( ^Z\I. ���� � ��������B���� !��B���� ����B�� ��
�������"��$ ���==� =�� � � 0.0001, ��� � ��������B���� !��B���� ����B�� �� ���==� E�! ��E������( [_X�-����E�-
���� =�� � � 0.001, ���� � ��������B���� !��B���� ����B�� �� ���==� E�! ��E������( [_X�-����E����� =�� � �
0.0001, ���� H����� ��( ���<��������� ��������$.
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�����!� ���(��( =�������� �� ������ � =�!����
P��=� ��$���"��$ ��TT����/������, �������-
�������. FTT���������" ��$���"��$ ��TT����-

/������ �� �/������� �� ��������� P��=������
�=�/����!��������� �������� � �3-��E�����,
Y]Z\ � S_�2.

���= 5= F��=�����( �Z\1 � ��� ��’���$ � ���"���� =����B��� ��������/���� �� ��E������� �! ���E��������� ���-
=������� �?C. ?���B��������$ @M
-�����!. 
�!��"���� �������!����� �� ������" P��=������ YZ\^b. � � ���-
�����B���� !��B���� ����B�� =�� � � 0.05, �� � =�� � � 0.01, ��� � =�� � � 0.001, ���� � =�� � � 0.0001 �� �������"��$
���==�. �� � ��������B���� !��B���� ����B�� =�� � � 0.01, ���� � =�� � � 0.0001 �� ���==� E�! ��E������( [_X�-
����E�����, ���� H����� ��( ���<��������� ��������$.
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@���� 5 ��� ���"����������(, ��$���T���
��������� PTT������� ����!������� � ���E���-
������ ���=������� �?C, ��$���"��� ������
����������� �! ��$���T�� =� ��E������ )���. 6�*.
��$���"��� =������������ ������ E��� =���-
<����"�� =� S_�2 � �3-��E�����, ������ �� ��
��E�A���� P��=������ Y]Z\ )���. 6E*. ����� �E-
��!��, ���=������ �?C �� ���!����� ���(��(
�� ������������" ��TT����/������ �� ������
P��=�.

��� ���"���� E��� =���<����"�� =� �Z\1, �
����B�� �� �����/�� P=�������"��$ ��TT����-
/������ ��� ������!�/�( E��� =�����D��������
/���=��!����B����$ )���. 6�*. 8�����, ������(
=�������" ������ �� =�!������ ��� =������� ��-
��B��������� �E�B���. 	������B��� !�������-
��( ��!����� =�� =���B��� ��!���� =��D���
������ � T����"��� ���������, =�P���� P��� ���-
��! �� ����AB���. &�E������� [_X�-����E�-
���� �� ���!����� ���(��( �� P��=�����A �=�/�-
���!��������� �������� )������ �� =��������*.
��� �� �����, �� =�������� ���������" ������"-
���� =��� �Z\1 ������� ����B���������� @M
-
�����!� )���. 6�*. [_X�-����E���� =�����(�
P��=�����A �Z\1 � ��� ��’���$ �� ���� ��E����-
���, !� ����AB����� ��������� I ��=�. F��=���-
��( ������ �Z\1 �� !������� �� ��=� ��E������.
�� ��������� I ��=� =���’����" P��=�����( �E�-
�� ��’���$ �Z\1, B�� ��������"�������� �E ��-
����/�� ��� ������"���� =���. #��������, B��
��� �����!������� ��E������ ���(A� � ��!��B-
��$ ���� �� P��=�����A ����������� B����� ���-
���� �Z\1, ���( P�� � �� =������� � ����$-��E�
��!��/� � P��=������ ��$���"��� ��������. ��-
��(���, ������ ��!��$����� ���!������( �� E����
=�!���� P��=�� ��TT����/������.

�?C ���!���� !��B����"��� ���(��� �� =�!�-
��� P��=� ��TT����/������. C����/�( �! ��$-
���T�� �� ��E������� �! ���������� =��������
!��B����"�� ����� PTT������� � ��������� �
��������� �� ��������� � �������� )���. 7�*. �
�� ����( ��� �� �������"��� ��E������ � ������-
�� � 5� ������ ���"����������( T����������(
���T��P����$ �������$, �� ���������� ��$��-
�T��� ���������" � ���� �����"��� ��������, ��-
���� ���������" �������� ��$���"��� ������.
��� ����������� ���"���� �����<��� �3-��E����,
NeuN � S_�2 � =���<����"��� ������ )���. 7E*.
?���B��������( �/���� =���!��� ���<���� ����
NeuN� ������ �� ��E������ �! ��������� III ��=�
� ������/�A � ���<���A ����B����� S_�2� ������
�� ��E������� �! ���������� �E��� ��=�� )���. 7�*.

#��������� ��!��"���� �� �E����<��� =��
�����/�� �����"���� ������� Y]Z\ )���. O*.
Y]Z\-=���<����"��� ������ =�(��(���" ���"��
=�� ���"����������� �� ��E������� �! �������-
��� I � III ��=��, �� �� �� ��������� ��� ��������.
&�E������� [_X�-����E����� =�������� � ��-

B�!������A P���� ������� �� ��E������� �! ���-
�������, �� ������������� ��� =�(������ � ���"-
���� �� ��������� )���. O�, OE*. &�=�������"��
�/����� P��=�����A P���� ������� ������� ��-
��B���������� @M
-�����!� )���. O�*. 
�!��"��-
�� �����!� =���������� =���’���� P��=������
Y]Z\ �� ���������� I � III ��=� � �������� � ��
��������� =�� ��E������� [_X�-����E�����.
#��������, B�� ��������B���� !��B���� =���’�-
��� P��=������ �������� � ���"����� �� ����������
I � III ��=� � =���������� [_X�-����E�����, ���(
���������������B���� �� �� ��(��(�� �����$
������ � ���"����. C� =���=�������, B�� � ������
���B�� =�����/�( Y]Z\ �����������( ������� �E-
��!�� �� =�����������=/������ ������.

@�����<���� � ������(/�( ��TT����/����-
�� � ��$�����"��� ��=�������� �� ��E������ �!
�������� � �������-�����<�D�� ��������� E�-
�� �=����� � ����� )]lanagan et al., 2006� |a et al.,
200O*. @�� P��� ������(/�( �����"��$ ��TT����-
/������ =�� ��!��$������ ��E������� �! ���������
����� E��� =���!��� ���"�� ��( =��������"���
��$���"��� =������������ ������ ������� )[a-
ghavan et al., 2013*. #��������$ PTT��� ������(/��
�����"��$ ��TT����/������ =�� ��!��$������
[_X�-����E����� ���E��� ���"��$’��� �������-
����(. 8���$ �! =��B�� ������ (�����( ��<��
E��" ������(/�( =����$ ��$���"��$ ��TT����-
/������, ���AB�AD�$ � ��E( ��� ��$�����"��A,
��� � �����"��A, =�� ��!��$������ �����$ ����$
��������. @���E��$ PTT��� ��E�A���� � �����-
������� �� ���"���� ��$���"��� ��������� ���-
��� ��’�, =��B�� PTT��� [_X�-����E�����
E�� �=��������� B����B��$ ������/��$ �����-
����� �Z\1 )Via et al., 2016*.

?���B��������$ @M
-�����! =���!�� �����-
B���� P��=������ �Z\1 � ��� ��’���$ =�� ���"-
����������� �� ���������� I � III ��=��. ����(���,
������"��$ =��" �Z\ ������ ����� � ��!�������-
��� �����"��� ������ �� ��’����!����� ��E-
������� )���. 9*. 8�����, [_X�-����E����, ��� �
� =������D�� P��=���������, ���<�� P��=���-
��A �B�������� P���� ������"���� =���. +����-
�(/�( �����"��$ ��TT����/������ � ����D��
P��=��������, =�-��������, �=���������� ��!-
��B���� ������!����.

&���� �� �����������, ������(���( �� =���E-
��� ������’���� ��TT����/���AD���( ��$��-
��� � �����"��� ������ � ���������� ������(�.
&�( P���� =�������� ��$���T��� � ���������$
���", �����(D�$ �! ��������( � ��������� I ��=�.
#��������, B�� � ���������� ������(� ���"����-
������( �� �� ��E�A���� ��!���������( ���-
��"��� ������ �� �� ����� �! ��E�������, =��
P��� ��E������� [_X�-����E����� ���<� ��
=�������� � =�(�����A Y]Z\-P��=�������A-
D�� ������ )���. 10*. @������ �����B��� �!��,
�E��!������� �����B���� (�����, =���<����"-
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���= 6= 
���(( ��$���"��( ��TT����/������. )�* 	���!�( ��$���T�� � �����/�( ������ �� ���E��������� ���=�-
������ �?C. ��!���$ ��������. C��’��E��$ ����!�� 200 ���. )E* F��=�����( �������� ��$���"��$ ��TT����/�-
�����. �������/�����( ��������=�(. C��’��E��$ ����!�� 50 ���. )�* F��=�����( �Z\1 �� ������ P��=�� ��$���"-
��$ ��TT����/������. �������/�����( ��������=�(. C��’��E��$ ����!�� 50 ���. )�* F��=�����( �Z\1 � ��� ��-
’���$ � ���"���� ��TT����/���AD���( ��$���"��� =������������ ������ �� ��E������� �! ���E���������
���=������� �?C. ?���B��������$ @M
-�����!. 
�!��"���� �������!����� �� ������" P��=������ YZ\^b. � � ���-
�����B���� !��B���� ����B�� =�� � � 0.05, �� � =�� � � 0.01, ��� � =�� � � 0.001, ���� � =�� � � 0.0001 �� �������"��$
���==�. � � ��������B���� !��B���� ����B�� =�� � � 0.01, �� � =�� � � 0.01, ��� � =�� � � 0.001, ���� � =�� � � 0.0001
�� ���==� E�! ��E������( [_X�-����E�����, ���� H����� ��( ���<��������� ��������$.
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���= ‘= @�!��(( ��$���"��( ��TT����/������. )�* 	���!�( ��$���T�� � �����/�( ������ �� ���E��������� ���=�-
������ �?C. ��!���$ ��������. C��’��E��$ ����!�� 200 ���. )E* F��=�����( �������� ��$���"��$ ��TT����/�-
�����. �������/�����( ��������=�(. C��’��E��$ ����!�� 50 ���. )�* &��( S_�2 � NeuN =���<����"��� ������ �
���"�����. �����"��� ����B����� ������ �� �!�E��<���� E��� =��B����� �� ��������� ����’�����( ^Z\I. � � ���-
�����B���� !��B���� ��!��B�� =�� � � 0.05, ���� H����� ��( ���<��������� ��������$.
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���= _= #��������������B����� ��(������ Y]Z\ � ���"����� =�!���$ ��$���"��$ ��TT����/������ �� ���E���-
������ ���=������� �?C. )�* ?������". )E* ?��"���� � ��E�������� [_X�-����E�����. �������/�����( �����-
���=�(. C��’��E��$ ����!�� 50 ���. )�* F��=�����( Y]Z\ � ���"����� =�!���$ ��$���"��$ ��TT����/������ ��
��E������� �! ���E��������� ���=������� �?C. ?���B��������$ @M
-�����!. 
�!��"���� �������!����� �� ���-
���" P��=������ YZ\^b. �� � ��������B���� !��B���� ����B�� �� �������"��$ ���==� =�� � � 0.01, ��� � ��������-
B���� !��B���� ����B�� �� ���==� E�! ��E������( [_X�-����E����� =�� � � 0.001, ���� H����� ��( ���<���������
��������$.
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���= ^= F��=�����( �Z\1 � ��� ��’���$ � ���"���� =�!���$ ��$���"��$ ��TT����/������ �� ��E������� �! ���E���-
������ ���=������� �?C. 
�!��"���� �������!����� �� ������" P��=������ YZ\^b. ��� � ��������B���� !��B�-
��� ����B�� =�� � � 0.001, ���� � =�� � � 0.0001 �� �������"��$ ���==�. �� � ��������B���� !��B���� ����B�� �� ���=-
=� E�! ��E������( [_X�-����E����� =�� � � 0.01, ���� H����� ��( ���<��������� ��������$.
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���� =� S_�2 � �Z\1 ������ =���(<����� ������-
�� � ���D� ���(, ��<�� ���������� ���=��������"
(��� �������AD�� ������. C�������" E���� �=�-
��E������� �����B��$ �����/�� �! ��$���T��,
������ P�� �� ���!������" �� P��=������ �����-
!������� ��������. ���������� ������( ���"��-
��������( ���!���A� !��B����"��� ���(��� ��
�����B��A T�!������A. &�( ��TT����/���A-
D���( ��$���"��� =������������ ������ ����-
������ ������( ���"����������( �=���E����A�
��TT����/������ � ��$�����"��� ��=��������,
� ���<� ��<��������� � �����/�� ������ )�aiser
et al., 2019*. @�� P��� �����$ PTT��� =���!�� ���
��( ��������(, ��� � ��( ������������� ���(.

>	?�%�
�#

� ���� ��E��� �� ��(����, B�� ������� �����-

������ ������ P��=� P=�������"��$ ��TT����/�-
����� � ����B�� �� ��E������� �! ���������� I � III
��=�. &����$ ��!��"��� ���"�� ��������, =�����"-
�� � ����������� =��������� P���������"��$
��TT����/������ #@+? ���������A� ��=��"-
!������ ���������� )Itoh et al., 2011� �ogut et al.,
2014� �im et al., 201O� [uiz-{orres et al., 2021*, �� ��
��������. ���<� �� =���!��� ���������AD�$
PTT��� ���������� I � III ��=� �� �����"��A ��T-
T����/������. #!�B���� ������!��� �����"��$
��TT����/������ ��<�� ��( =�������( �����
=�������!� ��$���������������� !�E�������$,
��!����( ������$ ����� � ��!��E���� �=�/����!�-
�������� ��������$ ��( ����=�� =�� ���E������-
��� ������(/�� ��������/�� ������$ �����. ���(
�� �������� ���<���� �����/�� �����"��$ ��T-
T����/������ � ���������� ������(�, ����(���
�������� � �E’����$ =��D��"A =����������,
��B���AD�� � ��E� ���$���� ��� ���������, ��� �
���������� ������$ ���"����������(, =�!���(�
��!��E����" ���E���� �������� ������( ��( ���-
���(/�� ���E�������� ��!����( ������$ �����.

��’� ��!��"���� =���!���, B�� =��/��� ��-
���/�� �����$ ��$���"��$ � P=�������"��$
��TT����/������ ��=�(��A �� ����������� �
������� P��=������ �Z\1. ��� �� �����, �����
�������" ���������� ��E�A�����, � ������ �
=�����D�������� (�����A ������!�/�A �������
E���� � ���� �����$ P=�������"��$ ��TT����-
/������ � =�����D�������� /���=��!����B�-
���A ������!�/�A ��( �����$ ��$���"��$ ��T-
T����/������. G�����( ���"����������( ��’"
��B���� ���E��<�A� =��/����, =�������(D��
in vivo, ������ �����$ T������ ��<�� ��=�����"
����������� =�������� ���T�����!� P������-
���"��� ���������.

��	;8&	
�8+�#

	����� ����<�A� E�����������" M?@ #�
 
	� �
G�G �?�����/�( �����B��� ���"���� #�
 
	�.

�#�	�+#
8�	�#
 
	�8��
#����������� ���(��( ���=������� �?C �� PT-

T���������" P=�������"��$ � ��$���"��$ ��TT����-
/������ =�������� � ������ ��=������( �������-
��������� !�����( � 00OO-2021-0016. #�����������
���� ������"���� ������� �Z\1 � ��E�����-�=������-
�����$ �����/�� P=�������"��$ � ��$���"��$ ��T-
T����/������ =�������� � =�����<��$ ������ 
��
� 21-74-30015.

+8��%&
�#
 F�#�
+?#� +�	�&	
�8�
@�� ��=������� ������� �����������( ��E���-

������ <������� �� ��=��"!������" � ��B����� �EQ��-
���. ��� =��������� ��<����������, ��/�����"���
� �������/�����"��� =���/�=� ��=��"!�����( =��-
��B���� ��������� �����$ B������� � P��=��������� �
������( ����� !� ���� E��� ��E�A����.

?8���#?� #��


+8�

.8. 8����� � +.@. &���������$ (��(A��( ������-

������ 888 T���� �#C�F?�, � ������$ E��� =��-
�!������ ���=������ ��������B���� ��������, ��-
=��"!����� � ��E���. 8����"��� ������ ���T������
�������� �� ���A�.

#��8
C	M#� 8 �?�	&
 	��8
8�
	.	. 8����/�� =������� ��E��� =� ���"��������-

��A �����B��� ����$ � �����/�� ��TT����/������,
� ���<� ����B�� !� =��������� ���������������B�-
���$ �����/�� � =������AD�$ �E��E����$ =���B��-
��� T������T�$ � ����B��������$ @M
-�����!.

.8. 8����� � +.@. &���������$ =�������� ��������-
B����� �E�B��� =���B����� ��!��"�����. 
.@. ?���E�-
’��� ����B��� !� ��������� =����B���� ��������� �
��������=�A. 	.	. 8����/��, 
.@. ?���E�’��� �

.	. �������(� ��!��E������� ��!�$� �����������(.
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_ne of the most important events in the em}ryonic development of mammals is the division of the ectoderm
into integumentary and neuroectoderm. Signaling cascades induced }y growth factors and cytokines involved
in these processes have }een studied in detail in recent decades. Zt the same time, the contri}ution of extra-
cellular matrix )LX|* to these differentiation lineages remains unknown for mammals, while the signifi-
cance of LX| in this process has }een shown in other model organisms. {o assess the effect of LX| on the
formation of ectodermal derivatives, we modeled the neural and epidermal differentiation of human induced
pluripotent stem cells )i\SXs* using su}strates consisting of various LX| molecules� and also studied the in-
volvement of one of the central links of the LX| signaling cascades, a transcriptional coactivator �Z\1 in
differentiation processes. _ur results revealed the stimulatory effect of laminin 332 on the early stages of epi-
dermal differentiation and of type I and III collagens on the inducing of the glial fate of late neural differen-
tiation.

Key�ords\ epidermal differentiation, neural differentiation, i\SX, laminin, collagen, �Z\1
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&�/������!�/�( ������ ������ � ��AB���$ P��= =���E������( ��/�=�������� P��������( � P�-
E�����. F��� =��/��� �����������( =������� ����������� ���������, � � ��’� ��=�������"��
����/������( =�����=������ P�E�����. � �����(D�� ����( ��D������� ���<����� =��������� ��-
���/�� ��/������!�/�� ������ in vitro, ������ E��"’������ �! ��� ���E��� =������� �����������(
=��/�����, =�������(D�� � ���"���� ������, ������� � <���� ������!��. F�� ��E��� =���(D���
�!�B���A ���T������ ������ ������ � P��=���������$ ���������� �����, ������������� !� =��-
������������� ��/������!�/�� � 2^ ���"���� � =������AD�� =�����=������ P�E�����. ���<� ��-
��������� /������E��!����" ��=��"!�����( ������"��� ��������� =��������� �����/�� ��/����-
��!�/�� � ��!��<����" =��������( ������ ������ =���� ������������/��.

)�:���^� 
����\ P��������$, ������, ��/������!�/�(, ��=�����/�( in vitro, =������ ����������
�������
FOI: 10.31O57KS0475145023010044, EFN: ]j\S{I

��
&
�#

8���� �! ��<��$’�� ��B��"��� P��=�� E���-

�������� (��(���( ��=�����/�( � =��/��� =��-
���=����( P�E����� � P��������A �����. G�=�’-
����" ��=�����/�� !������ �� �����������( ���-
<����� P����������, =���������� �������� �
���������� �!������$����$ ��<�� �������� P�-
E�����, � P��������( �����. GB����� /����� �(��
T������� � P��� =��/���� �E��=�B����� ������$
=��������������-��������$ �������" =����<-
����( ��=�����/�� ��� �� ������� P��������(,
��� � �� ������� P�E�����.

����’���( � ���� ��=�����/�� (��(A��(
���E���� B������ =��B����� =��������( E���-
�������� �� ������ ������: �������( �� ��!�����
��=��������"��� ��=����������� ���������$, PT-
T���������" =����<����( E����������� �� P��=�
��=�����/�� ��<� � ��=��"!������� P�E������
�������� ��B����� �������( ��!��$ )Warsen et al.,
2013*. � ��(!� � P��� �!�B���� ��=�����/�� ������-
�( ������"��$ !���B�$. 8����� ��D������� ������"-

�� ������B���$, =��=(�����AD�� =���B���A E�-
��� ���E����� =�������( =��/���� ��=�����/��.
��=�����, P��B����� ������B���( �� =�!���(A�
����������" ��=�����/�A B������� in vivo, � ��-
������ E��=��$ �� ������ �����=�� ��( ��������-
����( ��=�����/�� in vitro � !�B����A �� ���������
=� ��!����� ������� � T�!� /����. @�P���� ��(
�!�B���( ��=�����/�� in vitro B���� ��=��"!�A�
������ �� ������ ������ P��������( ��’�, =�-
����"�� ��( ��’� � B������� �E����<��� ���-
<����� �ED�� �������(���� ������!���, !���$-
���������� � ��=�����/��.

@��������� P��������( � ��=�����/�� =��-
������� !� �B�� =�����������"���� ��$����( ����
��������: P��������� )L2* � =����������� )\4*.
L2 �E��=�B����� =����T���/�A ������ ������ �
P=�����( P��������(, � ��$����� \4 ��=�������
�� �� =������AD�A ��TT����/������. F�� ���E-
������ ��( =���E������( P���������� ��/�=���-
�����, �� ���" �=���E����� ���=���(�" P�E���� ��
����( ��=�����/�� )�hang et al., 2013*.

@��/���, ���AB�AD�$ ��������"��A ��TT�-
���/������ ������ ������ P��������(, ����/����-
�����A � ��/�=�������"A, ��!������( ��/������!�-
/��$. &�TT����/������ !���AB����( � =���E��-

1 &�=�������"��( ��T����/�( ��( P��$ ����"� �����=��
=� doi 10.31O57KS0475145023010044 ��( ������!�������
=��"!�������$.
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����� �������� P=������=���E��$ ���T������,
=���=�����!�/�� � �!������� ����E���!��. &�-
/������!�/�( ������ B������� =��������� �
��<��� ���������"��� /���� �� ����( ��������-
��$ T�!� � !������ �� =������ ���������� ���-
�����. � �� <� ����(, � ��’� ��/������!�/�(
��B������( � ����� �� ������� ��=�������AD�$�(
E�����/����, �����, ��� �������$���-1� )IW-1�* �
beparin-}inding LY]-like growth factor )bU-LY]*,
������ ��TT����/������ ������ ������ ���<�
��������( =�� ��������� L2 � \4 )_�osnegros et al.,
2021*.

&�( =��������������( ��/������!�/�� ���E�-
���( ������-�=�����������( ������/�( E����� �
���=������� ������"��� =���$ � T������� ����-
����=/��, ����B�AD�� !� =���E������� ��������
������ �����������AD��� T�����=�. ���E����
�!�������� �������"���� �����(������ ��/����-
��!�/�� � =�����<���( ��/�=�������� P��������(
(��(A��( b_�Z10K11, U|\2, bZN^2, ]_�_1Z,
XKLU\� � �N{4 )[amathal et al., 2010*. &�����
T������ ����B�A� �� ���"�� !� ��TT����/������
������, �� � !� ���=������� �!������$�����
��<�� ����� ���=���������� P��������(, ���A-
B�( �A�����"��$ � <���!����$ P=�����$, ���-
�������� ������ � �������� ������.

��������������( ��� ������"��( ��/������-
!�/�( ������ ������ ��<�� (��(�"�( =��B���$
�!��’��$ ������������� P��������(, B�� =�������
� ���������A ��=�����/�� ��� =���’����$ ��-
/�=��������, B�� ��(!��� � ��=�����/��$ =����-
/���"�� ��<�!���=���E��� P�E������ )|acklon,
Urosens, 2014*. � ��(!� �� ���<����(�� �!�B���(
��/������!�/�� in vivo, ���E������ ��!��E����"
����������A �����" ��/������!�/�� ������ �
=������AD�$ ��=�����/��$ P�E����� in vitro ��(
�����������( =�������B����� �����(��$ P���-
�����(. �� �����(D�$ ������ ������������(��
=�����(���( ������"�� ��������� =���������
�����/�� ��/������!�/�� in vitro, ������ �� ��-
D������� �ED�=��!������� ���������, ������$ �
������$ ��B����"A ����<�� E� ��TT����/����-
�� ������ �� ����( E����������� )^e Xlercq et al.,
2017� bisamatsu et al., 2021� �u et al., 2022*.

M��"A P��$ ��E��� ����� �!�B���� ���� ����-
��$ ��/������!�/�� ������ P��������( ��’� � 2^
���"����, ���������� �� ��$����� ��������=��-
��������� )|\Z* ��������� � L2 � �� ��$����� \4
� L2. ���<� E��� ������� �����"��� ��������
��������A =���B����� ������$ =�� ��=�����-
/�� P�E����� in vitro. � ��=������� � P���� E���
=���B��� ������ � /������E��!����� ��=��"!�-
����( ������ ������ =���� ������������/�� ��(
���"��$’�$ �����/�� ��/������!�/�� in vitro.

C	�

#	�� # C
�8&�
������^�


�E��� E��� =�������� �� ��’�� ����� Ual}KX
��!������ �� 12 �� 15 �����". C�’�$ �����<��� �
����������� ������(� ������( #�
 
	� � ����-
��� =� 4�6 ���E�$ � ��������B����� �����=�� �
���� � �����. ��� ����=��(/�� � <�������� E���
���E���� P��B����$ ��������$ #�
 
	� )@��-
����� � 40 �� 17.09.2021*.

@���� ���������� ������ ������ P��������(
=� ������������ =�������� ������ ������E�A-
’���� ������� L2 )Sigma-Zldrich, +H	* ��( ���-
�����!�/�� <������� � T�!� P������ )^e Xlercq
et al., 2017*.

6�������� �������^ ������ 

����^ ��
�������

?����� ������ �����(�� =� =��������, �=����-
���� ����� )Izmaylova et al., 2021*. +���� ��������
�! P��=�������� =���� /�������"��$ �������/��.
&���� �!��������� �����, ��!��!��� ���� �����
=�����"�� � =�������� ��������� ������
)@��F��, 
����(*, �����<�D�� 4� �������/���.
@���� =���B����� ������ ������ T����������-
��� �=���E�� ����(�� P=�����$: ����� =���D�-
�� � 0.1� ������� ���=�!� )Yi}co, #������(* �
����� &C
C )@��F��, 
����(* �� 12 B =�� 4°X.
�� �����AD�$ ���" ����� � �������� ���=�!� ��-
��E������� � ��B���� 20 ����� =�� 37°X � =����-
��AD�� ����������� ����(�������� �� ��������.
@���� P���� ����(�� ����� � �������’����( P=�-
������"���� =�������. &���� �!���"B��� �����-
’�A�( ����" �� T��������� 1�2 �� � =���D��� �
0.2� ������� ���������!� II )Yi}co, #������(* �
����� &C
C �� 5 B =�� 37°X. @� ����B���� ���-
���� ��=�������� � �������� ������ ��E�����,
/�����T���������, � ������ ������ �������� ��
T�������. ?����� =��������� � ���"�����"��$
T����� � ���"���������� � ���"����!���� ����-
E����� )5� +82 � 5� 82* � =����$ ����� &C
C,
�����<�D�$ 10� P�E������"��$ ���(B"�$ ����-
����� )F�+*, 1� Ylutamax )Yi}co, #������(*, 1�
\enStrep )Yi}co, #������(*. @���� =����� =��-
��<�� ������ ���"���������� ������� 3 ��(.

"�
����� 
������������ � 
���� � ��������� 

����������� ���������
��

@������� ����B���� �� 7 ���$. � 1 ���" � 13�15 B
=��������( ������E�A’����( ��Q��/�( ����-
�����=���� ������� ��������� <���E�� ��E��
);+�?* � T�!������B����� �������� � ��!����
5 C
 �� ���E". �� 3 ���" � 13�15 B =��������(
��Q��/�( �������B������ ���������=��� B���-
���� � T�!������B����� �������� � ��!���� 5 |L
�� ���E" )Sigma-Zldrich, +H	*. @���� ��Q��/��
=���!������( ������ ����� � ���/���. �� 4 ���"
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� O ���� =���!������( �������������� �������"-
��� =��E��. F��� ������ =������������( � 0.5 ���
P�E������"���� ��!����( )L0.5*. ����! 3 ��( P�-
E����� �������A� ��!����� 3.5 ���$ )L3.5* � ����-
�� � ��������A �! �����.

!^
������ ��������� �^*�
�� 
��
�� ���
����
�^

��������� E�����/��� =��������� �� ������
L3.5. C�’�$ �������� �! P��=��������, �����
�!��������� � =���D��� � ����� |2 )Yi}co, #�-
�����(*. C���� =�������� � =���D��� �� B���-
��� ������. H=��/, ��=�������$ �����$ |2, =�-
��D��� � ’�$�� ����� � ������� =��B������ =�
1�2 �� ����� � ��<��$ ��� ��( ��������( P�-
E������ �! =������ �����. >���� =��������� P�-
E����� =�� =���D� ���<����( ��=���(��� Strip-
per �! B������� ������ � 4-����B��$ =���’�� ��
�����$ |2 ��( �� ������� � ���"��$’��� ��-
=��"!�����(.

’���
����	���� in vitro
� ��E��� ��=��"!����� 2 ���E���� ���=������-

������ �������� =��������� ��/������!�/��: L2
)10 �C* � \4 )1 ��C*, � ���<� L2 )10 �C* � 1 ��|
)|\Z* )_kado et al., 1999� Uerkhout et al., 201O*. �
=����A ����� &C
C ��E���(�� �������, ��!��-
������ � ����������"T������ )^|S_� SigmaZl-
drich, +H	*. ?��/�����/�( ^|S_ � ����� ��-
�����(�� 0.01�. ����( ���/�����/�( �E������ ��-
�����"��$ �����B����"A ��( ������ )Yalvao
et al., 2014*. ;�������"��� ��!��$����� !���AB�-
���" ��E� � !����� ����������$ ����� &C
C ��
����� � ��E�������� ��������, ��E� =��������-
��� ������ � ����� � ���������. � =����� ���B��
���"����������� ���E������ =�������" 3-� ���
��( ��/������!�/�� in vitro, �� ������ ���B�� �
3.5 ���.

)������
������� ������ 
����^ ��
�������
?����� ������� � ���"�����"���� T������ =�-

����������"��$ �E��E����$ ��������� �������
)@��F��, 
����(* � 0.5� ��������� ���=����
)Yi}co, #������(*, =���� P���� ������ /�����-
T��������� � =��������� � ����=��E����, ��-
���<�D�� ����� &C
C c 20� ]US � 10� ^|S_.
?���=��E���� =���D��� � �!�=��=���� � �����-
�� �� ��B" �� �70°X, =���� B��� =��������� � =�-
�� <������ �!���. 
�!����<������ =��������
E������ �=���E��, �������( ������ ��=��� ���.

6�������� ���������� 
 ��	����	�����
�� ��������� ��������� AMNIS

?����� ������ P��������( )�� 4 =����<�* ��-
<��� � ���"�����"��$ T����� � =��������� ��!-

��B��� ��������� ��!��$����$: �������" E�!
��������, L2 � \4, L2 � |\Z. &�/������!�/�(
in vitro =���������" ������� =����������( ���-
��� � ����� � ���������. @� ����B���� ���"��-
��������( ������ ������� � ���"�����"��� T��-
����� =�� =���D� �������� ������� � 0.5� ���=-
����, /�����T��������� 5 ����� =�� 1200 g �
�������� 3 ��!� ̂ \US )@��F��, 
����(* � =����-
��AD�� /�����T�����������. @���� �������
=���!�������" T����/�( � 4� �������� =���T��-
���"������ )Sigma-Zldrich, +H	* � ��B����
15 ��� =�� ��������$ ���=������� � =������A-
D�� /�����T����������� � 2 ��������� �
^\US. � ���/� �E��!/� ����’����� ^Z\I )Sig-
ma-Zldrich, +H	* � �������� ^\US 1 ��!. @���-
B����A ���=��!�A ������ �����!�������, ��=��"-
!�( =����B��$ /������� � ��!����!�/��$ Zmnis
ImageStream� |ark II, Wuminex. 	����! =���!��-
����( �� =��E��� ImageStreamfi� |arkII =�� =�-
��D� =����������� �E��=�B���( I^LZS )Zmnis,
+H	* ������ 6.2.1O7.0. � ��<��� �E��!/� ��E�����
=� 5000 ������ /������� ���=�!���: =��D��" ������
� T�!���� ���������: �� 147.44 �� 1073.94, ����’�-
��� �����-’�����: �� 1.03O �� 0.749 )���. 1*.

@�����������"����" �E��E���� =���B�����
������ E��� ���������$ ��( ���� �E��!/��, ��<�
=���������������� =��/��� �����!� �� =������
������ �! �E��!/�� )���. 2*.

�� ��B��"��� P��=� ��E���A��( ������, =�=��-
’�� � T���� ������ =��E��� )���. 2�* � !���� � ���-
=�!�� =��D��� � ������’���( ������ )���. 2E*, B��
=�!���(�� ��T��"������" �����B��$ ��E��� � ��-
��/���� ������. ;���������� ���=��������( ��-
����������� =�!���(�� �=�������" ��������� ��E-
=�=��(/�$ ������, ��� =�� ������������� �2n�
������������� ��=������� �������, �4n� � ���-
��=�������, �xn� � =���=������� )���. 2�*.
&��"��$’�$ �����! ��T��"��������� ��T����-
�������� (��� ������, ������(( ���"�� ��������
(��� )���. 2�*. @���B����� ����� �E��!�� ���-
��� ��=��"!����� ��( =��������( ����������
�������� �����(��( � ����������� =��D��" (���
� ������������" ������� � ������ ̂ Z\I, ��� ���B-
��A ����(�� ��=�������� ��( �����!� ������.

"

��
������ ������� ��	����^� ������������ 
E8 � P@ �� 
��
�:: ���2�
� �
��

� 96 ����B��$ =���’�� ������� =� 30000 ���-
��� �� �����. � ��B����� ����������� �������(
E���� �E��!/� E�! ��������"���� ��!��$����(,
=���<����"��$ �������" ��������� �E��!/� �
���/�����/��$ �������� 10 �C L2 � 1 ��C \4.
8����"��� �E��!/� =����������" ��!��$����A
�������� L2 � \4, ����B�AD���( � 0.25 )2.5 �C
L2 � 0.25 ��C \4*, 0.5 )5 �C L2 � 0.5 ��C \4*, 1.5
)15 �C L2 � 1.5 ��C \4* � 2 )20 �C L2 � 2 ��C \4*
��! �� =���<����"���� �������(. ;�������"���
��!��$����� =���������" � ��B���� 3 ���$ � ����-
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�������� � =��������� ��/������!�/��. �� ���-
��$ ���" (��� ������ ����’����� boechst 33342
)Invitrogen, +H	*. >���� ������ T������T�����-
�� �� T������/������ ��������=� _lympus I�73.
�������T�� E��� �E��E����� � =�������� Xell
\rofiler v.4.2 )Xell\rofiler, +H	*. @���� =���B���
!��B���$ =��D���$ � �� ���������� =� ��!�����-
��A E��� ��E���� 1000 ���E��"’�� !��B���$,
������� �����������A� ����� ���=��� (����.

)�������������� 
����^ 
 ����������
+����� E��� ��!������ �� 3 ���==�: E�! ��!-

��$����( ��������, =�� ��!��$������ L2 � \4,
=�� ��!��$������ L2 � |\Z. ?�<��( ���==� E���
=����������� 3 E������B������ =��������. ��
�=����� �E��!/�� ������ =�������� 3-� ����-
��$ =������� ��/������!�/��. >���� � �E��!/�
=��������� ���<����������� P�E����� ��’�
)=� 6 ’��� �� ����� 12 ����B���� =���’���* ��
������ E�����/����, !������ =�� P��� ����� ��(
��/������!�/�� �� =����A ����� &C
C. @����

=�������� P�E����� =���D����" � �����, �����-
<�D�A T������/�����$ ��������" Xalcein ){her-
mo]isher Scientific, +H	*. @�����=����� � =��-
D��" ����!�� P�E������ =�����(�� ��<��� 24 B.
@� =��’������ 96 B ����������� ���"��������-
��( �E��!/� ��!������� =�� =���D� {rizol [e-
agent ){hermo]isher Scientific, +H	* ��( =������-
AD��� �����!� P��=������ �����.

6p� � �������� �������
#!������� P��=������ =���������" ��( ���-

��AD�� �����: Prl )=��������*, Bm}8, qand8,
qoxa;;, Rac;, RhoA, Mm}8. � ��B����� ��T�����-
��� ����� ��=��"!����� Actb � Tb}. @��$���� ��(
���!����� ����� =��E����� � =���D"A =�������
\rimerUlast )NXUI*, \rimerSelect )�^NZS{Z[�,
+H	* � ����$� ������� _ligoanalyzer. @��$����
E��� �����!������� � ���=���� �
�������
)
����(*. @�����������"����� =��$����� =���-
�������� � ��E�. 1. ��������� �����"��$ 
�? �!
������ ������ =��������, ��=��"!�( ������B�-

���= 1= +�������� ������������� ��E=�=��(/�$ � �������"��� �E��!/�� =�� ��!��$������ �������� )E�! ��=����-
���"��� ������$ ���"����������(*. ?������" � E�! �E��E���� ���������, \L � L2 � \4, |\Z � L2 � |\Z. )�* @��-
D��" ������, )E* =��D��" (���, )�* ������������" T������/��/�� ̂ Z\IK1000 )�� �!��B��"��� !��B���$, ��( ���E����
��!����!�/��*, )�* (�����-/���=��!����B����� ����’����. �� ��<��� ���T��� 2n � ��=������( ��E=�=��(/�(, 4n �
�����=������( ��E=�=��(/�(, xn � =���=������( ��E=�=��(/�(.

* � p < 0.05; ** � p < 0.01; *** � p < 0.001; **** � p < 0.0001; ns � ���������
���
Anova + Tukey
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���$ =������� ��( {rizol [eagent ){hermofisher,
+H	*. >���� =�������� �E��E���� �E��!/��
&�?�!�$ I ){hermofisher, +H	* � =������AD��
=������<������ 
�? � O | �������� WiXl. 8E���-
��A ��������=/�A =�������� ������B����� ��-
E���� ���=���� �
������� ||W‘ [{ �it. 
���-
/�A @M
 =�������� �� ��=��T������� [oche
WightXycler 96 S� 1.1� ��=��"!������� ��E��� ���-
=���� �
������� q\X[mix-bS S�U[ � Wow[ox.

$����
����
��� ��������� ��	��������
8/���� ������$ =��D��� (���: T������T��

�E��E������� � =�������� Xell \rofiler v.4.2. � ��-
!��"���� E��� =���B��� !��B���( =��D���$ (���
��<��$ ����������"��$ ������. 
�!��"���� E�-
�� �E��E����� =�� =���D� ���=���������� ���-
��!� � =������AD�� =���-��� ������ =� ������
�"A��.

	����! ��!��"����� @M
 � ����"��� �������:
!��B���( +t E��� =���E��!����� � dXt =� ��T�-
������� �����. C�<�� ��!���� ���==��� )��-

������( ������, ������ =���� ������������/��,
������ =���� ���"����������( � P�E�������* �
��!��$����(�� )E�! ��������, ��!��$����� L2 � \4,
��!��$����� L2 � |\Z* =���������" =�=�����
��������( � =���D"A ���=���������� �����!� �
=������AD�� =��� ��� ������ =� ������ �"A��.
� �(�� ���B��� =�� ����’���� ������$ ���=����-
������ �����!� =�����(��( �������$ ?��������
G������ � =������AD�� =��� ��� ������ =� ����-
�� dunn )� =�=�����$ ���T������*. ��!����!�-
/�( ��!��"����� =���������" � !��B���(� 2 )-dct*
��( E���� �����$ B��������� ���T����.

8E��E���� ������ =����B���� /�������� � ��-
!����!�/��$ Zmnis: !��B���( �������������$
T������/��/�� ^Z\I, =��D���$ ������ � (���
��( ��<���� �E��!/� E��� P��=���������� � ����
.txt T�$��� � =���������� ����������� �����!�
������� k�������� � ����� =��������������(
python 3.O.12 )numpy: 1.21.0, pandas: 1.4.1, scikit-
learn: 1.0.2*. ?�������!�/�( =���������" � =���-
=���<���� ��D���������( 3 ��E=�=��(/�$, � ��-

���= 2= �������������� ��E=�=��(/�$ � �������"��� �E��!/�� =�� ��!��$������ �������� )E�! ��=�������"��� ����-
��$ ���"����������(*. ?������" � E�! �E��E���� ���������, \L � L2 � \4, |\Z � L2 � |\Z. )�* @��D��" ������
��E=�=��(/�� =���=������� ������, )E* =��D��" (��� ��E=�=��(/�� =���=������� ������, )�* =��D��" ������ ��E-
=�=��(/�� �����=������� ������, )�* =��D��" (��� ��E=�=��(/�� �����=������� ������.

* � p < 0.05; ** � p < 0.01; *** � p < 0.001; **** � p < 0.0001; ns � ���������
���
Anova + Tukey
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B����� ������� ��������!�/�� ��=��"!�����( ��-
��P�. ��B����" ��������!�/�� ��������� 0.71�
0.75. @���B����� ��E=�=��(/�� E��� =��������-
�� ���=���������� �����!� � =������AD��
���������� ���== =� ������ �"A��.



>G���	��
!������ 
�	^ �������� �� ���2�
� �
�� 

�/�����
������� �����
������
�� =����� P��=� ��E��� E��� ����������� ��-

���" ��/������!�/�� ������, ��� � ��B����� ��-
�������� �����=�A� =������ ���������� �����-
��, �B�����AD�� � ��TT����/������ �������"-
��� ������ in vivo. ?����� �E��E������� L2 � \4 �
������"��� ��������� ��!������, =�� P��� ��-
����(( ���� � �� <� ������’���� ���/�����/�$
��������: \4KL2 � 100. +�����’���� E��� �!(��
�! ��E��� 8���� � ����������, ��� E�� =�����<��
=������� ������������( ��/������!�/�� � ��-
=��"!������� \4 � ���/�����/�� 1 ��C � L2 � �
10 �C )_kada et al., 1999*. &����$ =������� ’�-
���� ��=��"!����( � �����(D�� ����(, =�P����
�� ��’��� ��(����", ����� �E��!�� E���� ���-
(�" ������ �!�������� ���/�����/�� ��������
�� =��/��� ��/������!�/�� )��. ��������� � ��-
����*.

?����� ������ � ���� ��/������!�/�� ������(�-
�( =���=��������. @�P���� ��( ��B��������$
�/���� ������ ������ ������ �� ��������"��� ��!-

��$����� E��� ��=��"!����� ���T�����B����( ��-
������������ � =��D��" (���, ����<�AD�( �����-
B���� �����<���( &�? � ������ )Yregory, 2001*.
?��/�����/�( �! ��E��� 8���� E��� =���(�� ��-
�� !� �������A ��B�� )���==� 1*, � �� ����( ���
�����"��� ���/�����/�� ����B����" � 0.25, 0.5,
1.5 � 2 ��! �� ���==� 1.

���� � ���==� 1 � ������� ���A� !��B���
E��"’�A =��D��" =� ��������A � �����"����
���==���, ���==� 0.25 !��B��� ����B����( ��
���== 0.5 � 2 � E��"’�A ������� )���. 3*. � ����-
�������� � P��� ��!��"����� �� �!(�� ���/�����-
/�� �������� �! ���==� 1 ��( �E��E���� ������
� =������AD�� P��=���������.

����
������ 
���������������� 
�
���� 
������ 
����^ ��
�������

?����� ������ ��� E�! �E��E���� ���������,
��� � =��� �E��E���� L2 � \4 ��� L2 � |\Z T��-
����A� 3 ��E=�=��(/��, �����������AD�� ��-
=������� )2n*, �����=������� )4n* � =���=��-
����� ������� )xn* )���. 4*.

��(������� ��E=�=��(/�� � �������"��$
���==� !��B��� ����B�A��( ���� �� ����� =� !��-
B���(� =��D���$ ������ � (���, �������������
T������/��/�� ^Z\I � (�����-/���=��!����B�-
����� ����’���A. @�� P��� � �����=������$
=�=��(/�� )4n* � ������� !��B���( ���� ���!��-
��� =���!�����$ E��"’� ���������"�� ��=����-

������� 1= @�����������"����� =��$�����
��!����� ����, =�(��$
��� �E�����$ =��$��� @�����������"����" @���!�������", ������

Prl, fw ZYXX{X{YXXZZ{X{Y{{XX


������, 
����(

Prl, rv Z{XXXZ{{{XX{{{YYX{{XZ
Bm}8, fw XYYYZZXZYZ{ZXZYYZZYX
Bm}8, rv YX{Y{{{Y{Y{{{YYX{{YZ
qand8, fw XXYZXZXXZZZX{X{XXZZY
qand8, rv {X{{Y{XY{{YX{YX{XZX{
qoxa;;, fw XYYXXZXZX{YZYYZXZZYYX
qoxa;;, rv YZXYX{YZZYZZYZZX{X{XYX
Rac;, fw Z{YXZYYXXZ{XZZY{Y{Y
Rac;, rv {ZYYZYZYYYYZXYXZZ{X{
RhoA, fw {YZZYXZYYZYXXYY{ZZZ
RhoA, rv XZZZZYXYXXZZ{XX{Y{{{
�-actin, fw XY{YXY{YZXZ{XZZZYZYZZ
�-actin, rv YYXXZ{X{XX{YX{XYZZ
Tb}, fw X{ZXXY{YZZ{X{{YYX{Y{ZZZX
Tb}, rv ZZ{XZZXYXZY{{Y{XXY{YYX
Mm}8, fw XZZYYZ{YYZX{XX{YYXZXZ{
Mm}8, rv {ZX{XYXXZ{XZYXY{{XXXZ{
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��$ =�=��(/��, �� ���"’�, B�� � =���=������$
)��. ��=�������"��� ���������, ���. 1, 2*. 8E-
��!/� �������"��� ������, =������’���( ��!-
��$����(� �������� ��( ��/������!�/�� in vitro
)L2 � \4 � L2 � |\Z* �����������A� �������B-
��� �������A ���=��������� ���� =���!�����$
��<�� ��E=�=��(/�(��.

�����=������� ������ �����������A� ����"-
’���� (�����-/���=��!����B������ ����’���(
� �E��E������� ��������� �E��!/�� =� ��������A
� ��������� E�! �E��E����. � �� <� ����( (�����-
/���=��!����B����� ����’���� =���=�������
������ =�� ��!��$����� L2 � \4 !��B��� E��"’�,
B�� � ��������, �E��!/� L2 � \4 � L2 � |\Z ���<�
!��B��� ����B�A��( ���� �� �����. � ���==� L2 � \4
�� ������ ������/�� ������ =��D��" (��� =� ����-
����A � ���������, � ���==� L2 � |\Z =��D��"
(��� !��B��� E��"’�, B�� � �������� � L2 � \4 )��.
��=�������"��� ���������, ���. 1, 2*.

��
���

�� ����� 
���
����	���� 
� ������� 
����^ � ��	����^� �
������

&�( ���� B��E� ��(����", ����� �E��!�� ���-
(A� ��!��B��� �=���E� �E��E���� ��������� ��
��TT����/������ ������ ������, E�� =�������
�����! P��=������ �����, ����/���������� � ��-
/������!�/��$. ?���� ����, E��� �����������
���" P�E����� � =��/���� ��/������!�/�� in vitro,
� ���<� �=���E����" ������ ����B��" �� �����-
���"��� ��!��$����( � P�E���� =���� �������-
�����/��. 

6�������� �Prl�
@�� �AE�� ��=� ��������"���� ��!��$����(

������" P��=������ Prl, ������AD��� ������ =��-
������, ���������� ������ ���������"�� ������ E�!
�E��E���� ��������� )EK�*. ����( !���������" ��-
E�A�����( ��( ���� �����(��$ ������, ��� ��( ��-
������$, ��� � =������’�$�( ������������/�� �
���"����������A � P�E������ )���. 6��6�*.

@���� ������������/�� ������ =���������
!��B���� �����B���� P��=������ Prl =� ������-
��A � ��������$ ������$ ��( ���� ��=�� �����-
���"��� ��!��$����$ )���. 6��6�*. 	������B���
PTT���� ��!����� ���(��� P�E����� � ���==�
�E��!/�� E�! �E��E���� )���. 6�* � �E��!/�� =��
��!��$������ L2 � \4 )���. 6�*, ������ � �����-
���"��� ��<��� L2 � |\Z )���. 6�* ���(��� P�-
E����� �� ��!����� !��B����� =���’���( P��-
=������ Prl.

Bm}8
��� !���������� �� ��=� ��������"���� ��!-

��$����( ������" P��=������ Bone Mor}hogenetic
Protein 8 )Bm}8* � /���� ����"’���( ���������"��
�������( E�! �E��E���� ��������� )���. 7��7�*.
8�����, ����� �������", B�� ��������"��� ��!-
��$����� L2 � \4 ���(�� ��!��B��� � ���B�� ���"-
����������( ������ � P�E������ )���. 7�*.

?�����������/�( ������ ���������� =����-
��� � ���<���A P��=������ Bm}8 =� ��������A �
��������$ ������$ � ���"������������ ���-
������ � P�E������ ��( ���� ��=�� ��������"-

���= 3= #!������� =��D��� (��� � ��� � !���������� �� ��!� �������� 
2 � \4. @� ��� x ����<��� !��B���(, �������
���E��<�A�, �� ����"�� ��! � ��<��$ P��=���������"��$ ���==� ���/�����/�� �������� ����B�A��( �� ����������$
���/�����/��: 1 � 1 ��C \4 � 10 �C L2, 0.5 � 0.5 ��C \4 � 5 �C L2, 0.25 � 0.25 ��C \4 � 2.5 �C L2, 1.5 � 1.5 ��C \4
� 15 �C L2, 2 � 2 ��C \4 � 20 �C L2.
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��� ��!��$����$ )���. 7��7�*. @���������� P�-
E����� �� ���(�� �� P��=�����A Bm}8 � ������ =�
��������A � ��������$ ������$ ��( ���� ��=��
��<���� ���"����������( )���. 7��7�*.

qand8

@�� ���� ��=�� ��������"��� ��!��$����$
P��=�����( qeart- and neural crest derivatives-ex-
}ressed }rotein 8 )qand8* !��B��� �����B������( =�

��������A � ��������� E�! �������� ��( �AE��
�����(��$ ������ )���. O��O�*.

?�����������/�( ������ �� ���!����� ���(��(
�� P��=�����A qand8 =� ��������A � ��������$
������$ � ���B�� ���������( ��������"���� ��!-
��$����( )���. O�* � �E��E���� L2 � \4 )���. O�*,
������ !��B��� ���<��� P��=�����A qand8 =�
��������A � ��������$ ������$ � ���B�� �����-
���"���� ��!��$����( L2 � |\Z )���. O�*. ?��"-
����������� ������ � P�E������ ����������
=���’��� P��=�����A qand8 =� ��������A � ��-

���= 4= 
��=��������� ������ =� =��D��� (��� � ������������� ������� )���������( �����������*. )�* ?������"���
�E��!/�, E�! �E��E���� ��������� )9416 ������*, )E* �E��E���� ��������� 1 ��C \4 � 10 �C L2 )4366 ������*, )�* �E-
��E���� ��������� 10 �C L2 � 1 ��C |\Z )3795 ������*. �� ��<��� ���T��� 2n � ��=������� ������, 4n � �����=-
������� ������, xn � =���=������� ������. )�* #!�E��<���� ������, �����(D���( � =������������� ��E=�=��(/�-
(�, \hX � T�!���$ ��������, |ask � ������������ �B�����, �����������AD��� (��� ������.
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���= 5= ������-/���=��!����B����� ����’���� ������ � !���������� �� ��=� ��������"���� ��!��$����( )E�! �E��-
E���� � �������", L2 � \4 � \L, L2 � |\Z � |\Z*. )�* �����=������� ������, )E* =���=������� ������.
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* � p < 0.05; ** � p < 0.01; *** � p < 0.001; **** � p < 0.0001
Anova + Tukey
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(�) (�)

4n xn

���= 6= F��=�����( ���� =��������� )Prl*. rj � ������" P��=������ Prl ���������"�� ���� ����’���� ��!($���� Actb.
)�, E, �* ���(��� ��������"��� ��!��$����$ )EK� � ������ E�! ��������"���� ��!��$����(, \L � ��������"��� ��!-
��$����� L2 � \4, |\Z � ��������"��� ��!��$����� L2 � |\Z* �� ��������A ������ )�*, ������ =���� ����������-
��/�� )E*, ������ =���� ���"����������( � P�E������ )�*� )�, �, �* ���(��� �����(��( ������ )�������" � ��������(
������, ������������/�( � ������ =���� ������������/��, P�E���� � ���"����������� ������ � P�E������* ��
�������"��� �E��!/� E�! ��������"���� ��!��$����( )�*, �E��!/� =�� ��������"��� ��!��$����� L2 � \4 )�*, �E��!-
/� =�� ��������"��� ��!��$����� L2 � |\Z )�*.
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������$ ������$ ��( ���� ��<���� ���"��������-
��( )���. O��O�*.

qoxa;;
;�������"��� ��!��$����� )L2 � \4 � L2 � |\Z*

���������� �����B����� ������" P��=������ qoxa;;
���������"�� ��������$ ������ )���. 9�* � ����-
�� =���� ������������/�� )���. 9E*, �� �� ���-
!����� ���(��( �� P��=�����A qoxa;; � ���B��
���"����������( ��������� P�E������� )���. 9�*.

?�����������/�( � =���������� P�E����� �
���"���� ������ ������ !��B��� ����"’��� P��-
=�����A qoxa;; =� ��������A � ��������$ ����-
��$ ��( ���� ��=�� ��������"��$ �E��E����
)���. 9��9�*. 8����� ���(��� P�E����� ���!�-
���" ��!��B���� ���"�� � ���B�� ���������( ���-
�����"���� ��!��$����( )���. 9�*.

Rac;
@�� ���� ��=�� ��������"���� ��!��$����(

P��=�����( Rac; �����B������( =� ��������A �
��������� E�! �E��E���� ��� ��( ��������$ ������

)���. 10�*, ��� � ��( ������ =���� ���"����������(
� P�E������� )���. 10�*, ������ �� �!���(���(
��( ������ =���� ������������/�� )���. 10E*.

?�����������/�( ������ �� !��B��� ���(��
�� P��=�����A Rac; =� ��������A � ��������$
������$ E�! �E��E���� ��������� )���. 10�* �
��������"���� ��!��$����( L2 � \4 )���. 10�*,
������ !��B��� ����"’��� P��=�����A Rac; ��(
��!��$����( L2 � |\Z )���. 10�*. ��!��$�����
P�E������ !��B��� =���’��� P��=�����A Rac;
��( ���� ��<����.

RhoA

��!��$����� L2 � \4 �� ���!����� ���(��( ��
P��=�����A RhoA =� ��������A � ��������� )E�!
��������"���� ��!��$����(* � ���B�� ��������$
������ )���. 11�* � ������ =���� ������������/��
)���. 11E*, ������ !��B��� =���’��� P��=�����A
RhoA � ���B�� ���"����������( ������ � P�E���-
���� )���. 11�*. ;�������"��� ��!��$����� ��
������ L2 � |\Z �� �!���(�� ������" P��=���-
��� RhoA ���������"�� ��<��� ���"����������(

���= ‘= F��=�����( Bm}8. rj � ������" P��=������ Bm}8 ���������"�� ���� ����’���� ��!($���� Actb. )�, E, �* ���(-
��� ��������"��� ��!��$����$ )EK� � ������ E�! ��������"���� ��!��$����(, \L � ��������"��� ��!��$����� L2 � \4,
|\Z � ��������"��� ��!��$����� L2 � |\Z* �� ��������A ������ )�*, ������ =���� ������������/�� )E*, ������ =�-
��� ���"����������( � P�E������ )�*� )�, �, �* ���(��� �����(��( ������ )�������" � ��������( ������, ����������-
��/�( � ������ =���� ������������/��, P�E���� � ���"����������� ������ � P�E������* �� �������"��� �E��!/�
E�! ��������"���� ��!��$����( )�*, �E��!/� =�� ��������"��� ��!��$����� L2 � \4 )�*, �E��!/� =�� ��������"���
��!��$����� L2 � |\Z )�*.
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E�! �������� � ���B�� ��������$ ������ )���. 11�*,
�� !��B��� ���<��� P��=�����A =���� �������-
�����/�� )���. 11E* � !��B��� �����B����� �� =��
���"����������� ������ � P�E������� )���. 11�*.

@���� ������������/�� ������ �� ��E�A��-
���( �!������$ � ������ P��=������ RhoA =�
��������A � ��������$ ������$ � ���B�� �����-
����( ��������"���� ��!��$����( )���. 11�*, ������
������� ������������/�� ���������� ���<��� P��-
=�����A RhoA =�� ���� ��=�� ��������"���� ��!-
��$����( )���. 11�, 11�*. ��!��$����� P�E�����
!��B��� ���<��� P��=�����A RhoA ���������"��
��������$ ������ ���"�� � ���B�� ��<��� ���"��-
��������( E�! �������� )���. 11�*, � �� ����( ��� �
���B�� ��������"��� ��!��$����$ )���. 11�, 11�*
������" P��=������ RhoA �����B������( � ����
������/��.

Mm}8
;�������"��� ��!��$����� L2 � \4 �� ���!���-

�� ���(��( �� P��=�����A Matrix Metallo}e}tidase 8

)Mm}8* ���������"�� ������ E�! �E��E���� ���-
������ � ���B�� ��������$ ������ )���. 12�* �
������ =���� ������������/�� )���. 12E*, ��
!��B��� =���’��� P��=�����A Mm}8 =�� ���"-
����������� ��������� � P�E������� )���. 12�*.
;�������"��� ��!��$����� L2 � |\Z ����������
=���’��� P��=�����A Mm}8 =� ��������A ��
������$ E�! ��������"���� ��!��$����( � ���B��
��������$ ������ )���. 12�* � ������, ���"����-
�������$ � P�E������� )���. 12�*, �� �� ���!�-
���� ���(��( �� P��=�����A Mm}8 � ������ =����
������������/�� )���. 12E*.

?�����������/�( ������ ��!����� =���’����
�����( P��=������ Mm}8 =� ��������A ��������$
������$ � ���������� ��������"���� ��!��$����(
)���. 12�*, �� ���!����� ���(��( �� P��=�����A
Mm}8 � ���B�� ��������"���� ��!��$����( L2 � \4
)���. 12�* � ���<��� P��=�����A Mm}8 =�� ��!-
��$����� L2 � |\Z. @���������� P�E������ !��-
B��� =���’��� P��=�����A Mm}8 =� ��������A
� ��������$ ������$ � ���B�� ���������( �����-
���"���� ��!��$����( )���. 12�* � ���"��������-

���= _= F��=�����( qand8. rj � ������" P��=������ qand8 ���������"�� ���� ����’���� ��!($���� Actb. )�, E, �* ���-
(��� ��������"��� ��!��$����$ )EK� � ������ E�! ��������"���� ��!��$����(, \L � ��������"��� ��!��$����� L2 � \4,
|\Z � ��������"��� ��!��$����� L2 � |\Z* �� ��������A ������ )�*, ������ =���� ������������/�� )E*, ������ =�-
��� ���"����������( � P�E������ )�*� )�, �, �* ���(��� �����(��( ������ )�������" � ��������( ������, ����������-
��/�( � ������ =���� ������������/��, P�E���� � ���"����������� ������ � P�E������* �� �������"��� �E��!/�
E�! ��������"���� ��!��$����( )�*, �E��!/� =�� ��������"��� ��!��$����� L2 � \4 )�*, �E��!/� =�� ��������"���
��!��$����� L2 � |\Z )�*.
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��( � ������(� L2 � \4 )���. 12�*, � ���<� ���<���
P��=�����A Mm}8 � ���B�� ��!��$����( L2 � |\Z
)���. 12�*.

"���	�� ���������

����! 72 B =���� ��B��� ���"����������(
������ � P�E������� =��D��" ���=���������(
P�E������ =�� ��������"��� ��!��$����� L2 � \4
!��B��� �����B������( =� ��������A �� ����-
��$ E�! �E��E���� ��������� � ��!��$������
L2 � |\Z, !��B���� ����B�$ ��<�� ���==��� E�!
�E��E���� ��������� � L2 � |\Z ��� )���. 13�*.
����! 96 B =���� ��B��� ���"����������( ���==�
�� ����B�A��( ��<�� ��E�$ )���. 13E*, =�� P���
���E������ �������", B�� � ���==� |\Z E��"’�(
B���" P�E������ �������������� )n � 2*. ����-
���T�� ���=���������( P�E������ =�� ��!��B-
��� ��<���� ���"����������( =����������� ��
���. 14.

8�+G�&
�#

�������( �� ��, B�� ������ ��=�����/�� P�-

E����� in vitro �� ����� � =����$ ���=��� ����!��"
=��/����, =�������(D�� �� ������ P��=� E���-
��������, ��� ’����� ��=��"!�A��(, =�����"��
=�!���(A� ��E�A���" �!������$����� ������ ��-
���������� ������!�� � P�E����� ��=�(��A.
?���� ����, ����� ������ ���$�� ���E�� � ���"�-
������� ������$ ��=�����/��, ��=�����, � /�-
�"A ��(����" =��B��� ��!���������( ���� ���
����� ����’���(. 8E�B�� �������� =���E���
����T���/�$ ��!����� �����B����� ���<�����
=�� �!�B���� ��=�����/�� in vivo, B�� ������ ��-
����� ���"����������( ��!�������� ������-
������ ��( ���’�����( =�������( ������!���,
�E��=�B���AD�� =��������� ������� =��/���� �
����� � =��������. � ��(!� � P��� ���E������
��!�����" ��D�����AD�� ������ ��( ����, B��E�
� E��"’�$ ��B����"A �����=���������" =���B��-
��� ��!��"����. M��"A P��$ ��E��� E��� �!�B����
�!������� � ’����� =�����(���� =��������� ��-
/������!�/�� ������ ������ � ������(� 2^ ���"��-

���= ̂ = F��=�����( qoxa;;. rj � ������" P��=������ qoxa;; ���������"�� ���� ����’���� ��!($���� Actb. )�, E, �* ���-
(��� ��������"��� ��!��$����$ )EK� � ������ E�! ��������"���� ��!��$����(, \L � ��������"��� ��!��$����� L2 � \4,
|\Z � ��������"��� ��!��$����� L2 � |\Z* �� ��������A ������ )�*, ������ =���� ������������/�� )E*, ������ =�-
��� ���"����������( � P�E������ )�*� )�, �, �* ���(��� �����(��( ������ )�������" � ��������( ������, ����������-
��/�( � ������ =���� ������������/��, P�E���� � ���"����������� ������ � P�E������* �� �������"��� �E��!/�
E�! ��������"���� ��!��$����( )�*, �E��!/� =�� ��������"��� ��!��$����� L2 � \4 )�*, �E��!/� =�� ��������"���
��!��$����� L2 � |\Z )�*.
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�� ��( �/���� �� �����������( =��/���� ��/����-
��!�/�� � =������AD�$ ��=�����/��$ in vitro.

�� �����(D�$ ������ �!������ /���� ���<�-
���� =��������� ��/������!�/�� ������ ������.
��������� �! ��� ���AB�A� �������B�� ���<��$
������ �������� ��( ������(/�� ��TT����/����-
�� ������, ��=�����, ���������!��, 5�-���������-
���������, 17�-��������=����������, O-Ur-cZ|\
� ��. )Irwin et al., 19O9� Nakamoto et al., 2005*. &��-
��� =�������� E���� =������: ������ ������
=�������A��( ����AB����"�� �E��E���� \4 )�aria
et al., 1991� ^as et al., 2012*. 8����� �����/�( ���-
��!� =���������, �������� ������� ��/������!�-
/��, !������ �� L2 )[andolph et al., 1990*. @�P��-
�� � E��"’������ ����������� �����������$ ��(
!�=���� ��TT����/������ �������"��� ������
��=��"!�A� L2 � ��B������ � \4 ��� |\Z, ����-
���, � ���A �B����", ���E������ ��( =�����<�-
��( ��/������!���������� T�����=� ������
)buang et al., 19O7� �ang et al., 2017� Uerkhout et al.,
201O*.

�� ������ ��E����, =���(D����� �=����!�-
/�� =��������� ��/������!�/��, ���"���A� ��!-
��B���� ���������� ��������"��� �E��E����,
=�� P��� ��T����/�( � ��B��$ ���/�����/��
��������, ������( =���������( !� �=�����"��A
��( ��TT����/������, T����B���� �����������.

#!������, B�� � ���� ��/������!�/�� ����-
���"��� ������ =���E����A� P=������=���E��A
���T�����A � =�������A��( =���=�����!�/��.
G����B���� =��������� B���� =������� � �����-
B���A =��D��� (��� � ��(!� � ������ �����<���(
&�? )Yregory, 2001*. @�P���� �� =������ �/����
����$ ���T�����B����$ ��������������, ��� =��-
D��" (��� ������, ��( �!�B���( ���(��( ��!��B-
��� ���/�����/�$ L2 � \4 �� ��TT����/������
������. 	����! ��!��"����� =���!��, B�� ���-
E��"’�� �����B���� =��D��� (��� ��E�A�����( �
�������, �E��E������� \4 � ���/�����/�� 1 ��C �
L2 � � 10 �C. ?���� ����, ���� E��� ��(����� ���-
��B���� =��D��� (��� =�� ��!��$����� 0.25 ��C
\4 � 2.5 �C L2. C� =���=�������, B�� ������
���/�����/�� ����� E��" E��!�� T�!������B�-

���= 10= F��=�����( Rac;. rj � ������" P��=������ Rac; ���������"�� ���� ����’���� ��!($���� Actb. )�, E, �* ���(���
��������"��� ��!��$����$ )EK� � ������ E�! ��������"���� ��!��$����(, \L � ��������"��� ��!��$����� L2 � \4,
|\Z � ��������"��� ��!��$����� L2 � |\Z* �� ��������A ������ )�*, ������ =���� ������������/�� )E*, ������ =�-
��� ���"����������( � P�E������ )�*� )�, �, �* ���(��� �����(��( ������ )�������" � ��������( ������, ����������-
��/�( � ������ =���� ������������/��, P�E���� � ���"����������� ������ � P�E������* �� �������"��� �E��!/�
E�! ��������"���� ��!��$����( )�*, �E��!/� =�� ��������"��� ��!��$����� L2 � \4 )�*, �E��!/� =�� ��������"���
��!��$����� L2 � |\Z )�*.
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���$ ���/�����/�� �������� =�� ��/������!�-
/�� �� ����( E�����������, ������ P�� =���=�-
��<���� ���E��� ���"��$’�$ =�������.

|\Z (��(���( ��������� ��/�=����� � =����-
�������, �� ���<� ��(!������( � ��A���������-
����� ��/�=����� )Zndraschko et al., 2022*. +�-
D�����A� ������ � ���, B�� ��A��������������
� P����������� ��/�=���� ����� ���D�����(�"
���������A �����(/�A P��=������ �����, ����-
��AD�� ��������=/������ T������, � P������-
���. ;�A������������ ���!���A� ���(��� ��
��/������!�/�A ������ ������ � ���� �������-
��"���� /���� B������� )�hirledge et al., 2017*.
#����( �! P��� ������, �� =���=�������, B�� |\Z
��<�� ���!����" ���=�/�T�B����� ��$����� ��
������ ������ � ���� ��/������!�/�� in vitro. @�-
P���� �� !������" ��=����� � ��D���������� ��!-
��B�$ � �����/�� ��/������!�/�� ��<�� =������-
����, � ������� ��=��"!����( |\Z ��� \4 � ��B�-
����� � L2.

@����B��( /��������( � ��!����!�/��$ =�!-
������ �=�������" ��E=�=��(/�����A ���������
������ ������ P��������( =�� ��!��B��� ��<�-

��� ���"����������(: ��� !���������� �� �����-
���"���� ��!��$����( ��(��(A��( ��E=�=��(/��
��=�������, �����=������� � =���=�������
������. ����� ��E��"’��� ����B����� �E��!/��
�� �� ��<�� ������" ����!��B��� ������ �E �!-
������� ������’���( ��E=�=��(/�$ =�� �����-
���"��� ��!��$����(, ������ �� =�������, B��
����B����� =���=������� ������ ���<�� �����-
B����"�(.

;�������"��� ��!��$����� L2 � \4 � L2 � |\Z
=������� � �����B���A (�����-/���=��!����-
B������ ������’���( =���=������� ������.
��!��<��, P�� =��������� !� �B�� �����B���(
=��D��� (���, =�����"�� � P��=�������� � ���"�-
�������� ��!������ �������� ���<� ��(��(���(
�����B���� =��D��� (��� =�� �E��E���� �����-
��B���� ���/�����/�(�� L2 � \4.

&���� �� ����������� P��=�����A �����, =��-
����� ������� ��(!��� � =��/����� ��/������!�-
/�� ������. &�( E���� ����(���$ ���������/��
������=����� �!������$ � ������� ������ =�� �A-
E�� ��!��$����� ��B��������� �!������( P��=���-

���= 11= F��=�����( RhoA. rj � ������" P��=������ RhoA ���������"�� ���� ����’���� ��!($���� Actb. )�, E, �* ���(-
��� ��������"��� ��!��$����$ )EK� � ������ E�! ��������"���� ��!��$����(, \L � ��������"��� ��!��$����� L2 � \4,
|\Z � ��������"��� ��!��$����� L2 � |\Z* �� ��������A ������ )�*, ������ =���� ������������/�� )E*, ������ =�-
��� ���"����������( � P�E������ )�*� )�, �, �* ���(��� �����(��( ������ )�������" � ��������( ������, ����������-
��/�( � ������ =���� ������������/��, P�E���� � ���"����������� ������ � P�E������* �� �������"��� �E��!/�
E�! ��������"���� ��!��$����( )�*, �E��!/� =�� ��������"��� ��!��$����� L2 � \4 )�*, �E��!/� =�� ��������"���
��!��$����� L2 � |\Z )�*.

* � p < 0.05; ** � p < 0.01; *** � p < 0.001; **** � p < 0.0001; ns � ���������
���
Anova + Tukey
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���= 12= F��=�����( Mm}2. rj � ������" P��=������ Mm}8 ���������"�� ���� ����’���� ��!($���� Actb. )�, E, �* ���-
(��� ��������"��� ��!��$����$ )EK� � ������ E�! ��������"���� ��!��$����(, \L � ��������"��� ��!��$����� L2 � \4,
|\Z � ��������"��� ��!��$����� L2 � |\Z* �� ��������A ������ )�*, ������ =���� ������������/�� )E*, ������ =�-
��� ���"����������( � P�E������ )�*� )�, �, �* ���(��� �����(��( ������ )�������" � ��������( ������, ����������-
��/�( � ������ =���� ������������/��, P�E���� � ���"����������� ������ � P�E������* �� �������"��� �E��!/�
E�! ��������"���� ��!��$����( )�*, �E��!/� =�� ��������"��� ��!��$����� L2 � \4 )�*, �E��!/� =�� ��������"���
��!��$����� L2 � |\Z )�*.

$��	���

MPA

* � p < 0.05; ** � p < 0.01; *** � p < 0.001; **** � p < 0.0001; ns � ���������
���
Anova + Tukey
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��!��$����� L2 � |\Z. )�* ����! 72 B =���� ��B��� ����������� ���"����������( �� ������$ )24 B =���� =�����=��-
��( P�E������*, )E* B���! 96 B =���� ����������� ���"����������( �� ������$ )4O B =���� =�����=����( P�E������*.
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��� ����� =����������� � ���� �������AD�� ���-
T���� )���. 15*.

��= ��!��$����( ���!�� � !�������� ���T����,
�!������� P��=������ ���!������( ���������"��
�E��!/�, � ������� ������ ��!��$����� �� =���!-
�������".

@� ��� �E�/��� ����<��� ����������� ����,
=� ��� ������� � ��B��������� �!������� P��=���-
��� ����� =� ��������A � ����������� ��!��$����(.
1 � =���’���� P��=������ ����, �1 � ���<����
P��=������ ����, 0 � P��=�����( ���� !��B��� ��
���(���(. @�� ��<��� ���� =����������� !��B�-
��( ��=�������"��� ��!��$����$. &�=�������"-
��� ��!��$����� =���’��� )������� �����* ���
���<��� )������� ���!* P��=�����A ����, ����
=�������" !� �������" ���!����� � !��������
��!��$�����.

F��=�����( Prl, ������AD��� =��������, ���-
��B������( ��� � ����� �� ��������"��� ��!��$-
����( )L2 � \4 � L2 � |\Z*, ��� � �� =����������
P�E����� )���. 15�, 15�*. F�� ����������( � E����
������� ��E�����, � ������� �!�B����" ��!��$-
����( =������ ���������� �������� �� =��/���
��/������!�/�� ������ )buang et al., 19O7� �ang
et al., 2017*. +��������� ���"����������� ������
� P�E������ ���<� =������� � �����B���A P��-
=������ Prl, =��B�� ��<� E�! =����������"��$
�����/�� ��/������!�/�� ������. C� =���=�-
������, B�� P�� ��<�� E��" ��(!��� � �����/��$
P�E������ T�������, =��������� ��$����AD��
�� ������ ������. 8���� �! ����� T������� (�-
�(���( �������B����$ ���������=�� )�;*. #!-
������, B�� ��� �����/�( ��!����� ����E����

/����B������ 	C� )/	C�* � ������, ������$ �
���A �B����" ���������� ��������=/�A �����,
����B�AD�� !� �����! =��������� )|akieva et al.,
201O*. ?���� ����, =���������� P�E������ �����-
���� PTT��� ��������"��� ��!��$����$, B�� ��-
<�� E��" ��!��"����� �������� P�E������"���
T������� � �������� )���. 15�*. G����B���� �����(
P��=������ Prl ������$ =���� ������������/�� �
����� �� ������� ���������"�� ��������� ������
)���. 15�* =��������B�� �������B��$ ��E��� ��
������� B������� )Uochev et al., 2016*. 
����<��-
��� � ��!��"����� ��<�� E��" �EQ(����� ��!��B-
���� ����B������ ������, =�����"�� � ������
������������ �����! P��=������ =��������( ��
������� ��’�.

F��=�����( Bm}8, �������������� !� =������-
��������� ��/������!�/��, ���<����" =�����B�-
��� �� ���� �E��!/�� � ����B�� �� ������ E�! ��-
E������( �������� )���. 15�, 15E, 15�*. >��B����
�!������$ � P��=������ Bm}8 �� ��(��(���"
���"�� � �E��!/�� ������ =���� ���"����������(
� P�E������� )���. 15�*. +B������(, B�� �����!
U|\2 � �������"��� ���=�������� !������ ��
�����������( ������� ��<�� ������$ � �A��-
���"��� P=������� P��������( B���! E���� Indian
bedgehog )Ibb* )|akieva et al., 201O*. F��� ��<��
E��" �EQ(����� ����"’���� �����( P��=������
Ump2 � ��’�� P��=��������, =�����"�� �� ��
��=��"!����� ������ P=�����( ��( ���"������-
����( �� ������$.

+������"��$ ��������=/�����$ T�����
bZN^2 �B������� � ����E�������� �����!� T��-
����� ����� T�E��E������ )]i}ro}last growth fac-

���= 14= ��!���$ ��������. 
��=���������� P�E������ =���� 72 � 96 B ���"����������( �� ������$. EK� � ��! �����-
���"���� ��!��$����(, \L � ��!��$����� L2 � \4, |\Z � ��!��$����� L2 � |\Z.
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tors� ]gfs* � ������, ������� ����B�A� !� =�����-
<���� L2-!�������$ =����T���/�� P=�����(
P��������(. F��=�����( ����, ������AD��� P���
T�����, =���’����( � ����� �� �E� �������� ���-
�����"��� ��!��$����$ )���. 15�, 15E*, B�� ����-
������( � ������� ���������� �E �����/��
bZN^2 =������������ )|akieva et al., 201O*.
?��"����������� ������ � P�E������� ��=��-
�����"�� �����B����� ������" P��=������ qand8
)���. 15�*, B�� ������� � =��"!� ��!��<���� =���-
�������� ���(��( P�E������"��� T������� ��
������.

����� b_�Z11 E��!�� =� ����$ T���/�� E����
�!�������� � ��������� ��/������!�/�� ������
b_�Z10 )[amathal et al., 2010*. b_�Z10 �����

E��"’�� !��B���� � ���� =��������� � ��=�����-
/��, =�����"�� ���E����� ��( =���=�����!�/��
������ ������, P��=������ �������� ��/������-
!�/�� � ���������� �� =���������� =����������
P=�����( )�hu et al., 2014� |akieva et al., 201O�
|assimiani et al., 2019*. � ��’�$ ��E��� P��=���-
��( qoxa;; �����B������( � ����� �� ��� ��=� ���-
�����"��� ��<���� ���"����������( ������,
B�� ����������( � ������� ���������� �E �����-
B���� ��� P��=������ �� ����( ��/������!�/��.
@�� ��=�������"��� ��!��$����� P�E����� P��-
=�����( qoxa;; !��B����"�� ���<����(, B�� ���!�-
���� �� =����/���"��A ���" P�E����� � =��/����
�����(/�� �����B���� /���� ������ ������.

���= 15= ;��T��� ��B���������� �!������( P��=������ �����, ����/���������� � ��/������!�/��$ ��( ������:
)�* �E��E������$ L2 � \4, )E* �E��E������$ L2 � |\Z, )�* =������’�$�( ������������/��, )�* ���"�����������$
��������� � P�E�������. Lm � ���(��� ���"����������( � P�E������, ]r � ��!��$����� ������������/��, \L � ��!-
��$����� L2 � \4, |\Z � ��!��$����� L2 � |\Z.
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+������� �����������(� in vitro, �����/�(
�������"��� ������ � =��/���� ��=�����/�� P�-
E����� ��<�� �E���B��" ��� ����!�A, � ���<�
�B��������" � �����/�� <�!���=���E��� P�E���-
��� ){eklen}urg et al., 2010� Uerkhout et al., 201O*.
8�������� �����(������ �����/�� ������ (�-
�(A��( [ho ;���!� � [ac1 � [hoZ, ������� ��-
��B�A� !� ������B����� �����B��� =��/����,
��������( �������� ������ � ��������E�B��,
���������" ���!��� � �����B��A ����!�A. 
����
E��� ��(�����, B�� ���������" [ac1 �����B���-
���( � ��/������!��������$ ������ � ����� ��
=�����=��’�$�( P�E����, � [hoZ � ����"’���-
�( )Yrewal et al., 200O*. C� ���<� =���!���, B��
P�E���� � ������(� ��/������!�/�� =���’���
P��=�����A Rac; � ���<��� RhoA � ������� ����-
��, B�� =����/���"�� �=���E������ ��� ����!��
!� �B�� ��������$ �����/�����$ �=���E�����
������. ��<�� �������", B�� ��������"��� ��!-
��$����� ���� =� ��E� �� ���!����� ������ ���(-
��( �� P��=�����A E�����, ����/���������� �
����������� =����/����� ������.

������/, P��=�����( Mm}8 � ����� �� ��!��$-
����� L2 � \4 �����B������( �� ������ ������/��.
8����� � ������ ������(� �� P��=�����A �����-
����� =���’��� =���������� P�E�����, B�� =���-
=���<����"�� �=���E�� �E���B��" ����!�A !�
�B�� ��������������( ��<�����B���� ��������.
F�� ��=���!� =������<�����( T���/�����"���
������ =� �!������A =��D���$ ����!�� P�E���-
���, ��� ��� ����B�� P�E����� ��������� � ���-
�����"��� ��!��$������ L2 � \4 ���� �����B-
’�$ ��!��"��� ����!�� )���. 13*.

F��=�����( Mm}8 �����B������( =�� ��E����-
��� L2 � |\Z, ������ ��!��$����� P�E����� ��
!��B����"�� =�����(��. ;������ ����B�� ��!��$-
����( L2 � |\Z �� L2 � \4 ������� � ���, B�� =��
��=�������"��� ��!��$����� P�E����� � ���B��
L2 � \4 P��=�����( Mm}8 =���’����(, � � ���B��
L2 � |\Z, ���E����, =���<����(. ��!��<��, P��
��(!��� � ���=�/�T�B����� ��$������ |\Z, B��
���<� (��(���( =��B���$ ���������( ���=�����-
����( P�E������ � ������ ������(� � �� �������-
/�� =���� 96 B ���"����������( )���. 13*.

?�����������/�(, =�-��������, ����<���
T�����=�B����� =���E��!������ ������ ������
=���� ��E������( ��������, B�� ����<����( �
���<���� P��=������ qand8, qoxa;; � �����-
����� =���’���( P��=������ Rac; � Mm}8 � ��-
��� �� �������.

>	?�%�
�#

+������( =���B����� ������, ��<�� ������"

����� � ���, B�� ������ ��/������!�/�� � ��-
=�����/�� in vitro ���E�A� ���"��$’�$ ����E����,
=�����"�� ��� �� ����� ���" =�����"���� =���-

��������( � =��/���� �!������$����( P�E�����
� P��������(. ���, =�������!������ ������ ��-
��!�� P�E������ � P��=������ �����, ����/����-
������ � ��/������!�/��$, �� �����, B�� �����-
������ ������ �� ����� � =����$ ���� ����!��"
=��/���� in vivo. � �� <� ����(, �� =���!���, B��
�����", � ������$ ��=��"!�A��( =������ �����-
����� ������� L2 � \4, (��(���( E���� ��������-
��$, B�� � ��E�������� |\Z. +�D�����AD�� =��-
������ �����/�� ��TT����/������ ������ ����-
�� �� ����� �B����"�( �=�����"����, =�����"��
!�B����A ��� ���AB�A� ����� ���������(, ���
|\Z, ���AD�� ��=�������"��� ��=������!��-
��� PTT���� �� �������"��� ������ � P�E����.
� ��=������� � P���� �� =��’�� � !���AB���A,
B�� ���"����������� ������ =���� ����������-
��/�� (��(���( ��/������E��!���, =�����"��
���<�� ����� ������ ������ �� ��������"���
��!��$�����.

C� =�������, B�� ��!����� 2^ ������$ ��-
=�����/�� P�E������ �� ������ ������ ���<��
���� � ��=�������� �����/�� ��/������!�/��
���������, ������������� ��( ������ P������-
��(. ?���� ����, ���E������ ����T���/�( ��-
����� ���"����������( ������ ������: ��( =��-
��/����$ ��TT����/������ ��<�� �B������"
��!��$����� P=�����( P��������(.

��	;8&	
�8+�#

�E��� ��=������ � ��=��"!������� �E���������(

/����� ������������� =��"!�����( )M?@* #�
 ��.
�.?. ?��"/��� 
	�.

�#�	�+#
8�	�#
 
	�8��

�E��� ��=������ !� �B�� ������ 
����$����� ��-

�B���� ����� )=����� � 21-74-30015*.

+8��%&
�#
 F�#�
+?#� +�	�&	
�8�
��� =��������� ��<����������, ��/�����"���

�K��� �������/�����"��� =���/�=� ��=��"!�����(
<������� � P��=��������� � ������( ����� !� ����
E��� ��E�A����. �A�� � ������ ������������ ��
�B��������� � ��B����� �EQ�����.

?8���#?� #��


+8�
	����� !�(��(A�, B�� ���T���� ��������� �����-

������.

#��8
C	M#� 8 �?�	&
 	��8
8�
	���� C����/�� ��=����� P��=�������� � ��=�-

��� ����� ����"�, 	��� ;�$������ ��=����� ����� ���-
�"�, �AE��" #!��$���� =���������� P��=�������� �
=������� � �����!� ��!��"����� =����B���� /��������



8��8;
�
>  ��� 54  � 1  2023

C8&
�#
8�	�#
 &
M#&G	�#>	M## ?�
�8? +�
8C� 77

Zmnis, 
�������� �������(� =���������� ��E��� � ��-
������������� �����, ;������$ C��B���� =�������
������������ ���=��!�� ������ ������ �� Zmnis.
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Modelling of the Fecidualization of Mouse Endometrial Stromal Cells
with Su|sequent Em|ryo Implantation in vitro

A= O= Zaidamaka1, D, A= V= Muromtsev1, L= S= Izmailova1, Z= A= Marchenko2, and E= A= Vorotelyak1

;Koltzov Institute of Fevelo}mental Biology of the Russian Academy of Sciences, ul. Vavilova 8[, Mosco�, ;;D??@ Russia
8Luminex cor}oration, qet Zuiderkruis, ; �s-qertogenbosch, The Netherlands, Q8;Q MV

�e-mail\ stadtrand]yandex.ru

{he decidualization of stromal cells is a key step in acquiring endometrial receptivity to the em}ryo. {his pro-
cess is regulated }y sex steroid hormones, and in the mouse is additionally induced }y em}ryo attachment.
{here are many protocols for the induction decidualization of stroma in vitro, }ut most of them require ver-
ification of the compliance of the processes occurring in cell culture with those in a living organism. {his work
focuses on the morphology of stromal cells and the expression activity of genes responsi}le for the progression
of decidualization in 2^ culture with su}sequent em}ryo attachment. {he feasi}ility of using several variants
of protocols for the induction of decidualization and the possi}ility of using stromal cells after cryopreserva-
tion were also investigated.

Key�ords\ endometrium, stroma, decidualization, implantation in vitro, sex steroid hormones
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@�������B����$ ������� p.Y2019S � ���� LRRK8 =������� � ��!���������A �������������$ T��-
�� E���!�� @��������� )�@* � �����B����( � 7� =�/������ � ����$��$ T����$ �����$ =��������,
������ =��� �� ���/� �� (��� ������!��, !�=����AD�� ��$���������������� =��/����. #! ����-
���������� ������ =���T���B����$ ����� =�/����� � �������������$ T����$ �@, ����/�������-
��$ � ������B����� ��������� c.[<QQG>A )p.Y2019S, rs346375O4* � ���� LRRK8 ���� E��� =���B���
#@+? )����( iXYi043-Z* � ��=��"!������� �����T��/�� P=�������� ���������. &����� #@+?
���������� =����T�����A� =������� �������$���� ������(�� ������, (��(A��( =�!��������
�� P��������A D���B��A T��T���!�, ���A� ������"��$ �������= )46,��*, P��=�������A� �����-
�� =�A��=���������� )_X{4, S_�2, NZN_Y, {[Z-1-60, SSLZ-4* � �=���E�� ��TT����/������"-
�( � ��� !�����’���� ������ )P���-, P���- � ��!������*, B�� =������<���� �� =�A��=�������$ ���-
���. &��"��$’�( ��=��������( ��TT����/������ =���B����� #@+? � ��T��������B����� ��$-
���� =�!����� ��!���" in vitro �����B��A �����" �@, ����/���������A � =�������B�����
��������� c.[<QQG>A � ���� LRRK8 � ������ ����� � =�������� =�������!� �@.

)�:���^� 
����\ E���!�" @���������, ����/��������� =�A��=�������� ��������� ������, ���
LRRK8, ��=���������������
FOI: 10.31O57KS0475145023010056, EFN: ]jjLU�

��
&
�#

����’���( ��������� ���� �E���D����$ ��$-

/������� =�������� ����!� 2 )LRRK8* (��(A�-
�( ���E���� B������ =��B����� ��!����( ��-
������������ T��� E���!�� @��������� )�@*. �
�� <� ����(, ��B��� ������!�� �B����( ��������
LRRK8 � =�������!� �@ =��� �� ��(�����. �������

p.Y2019S, �������AD�$ ����!��A ���������" T��-
�����, �����B����( � 7� =�/������ � ����$��$ T��-
��$ �@ )@B����� � ��., 2011*. 
�=���������������
������B����� ������ � =�A��=��������� �����(-
��A (��(���( �����A/�����$ ����������$ � =�!��-
�(�� =���B��" =�/����-�=�/�T�B��� ����/������-
��� =�A��=�������� ��������� ������ )#@+?*
�=���E��� ��������B���� =�����<����"�( �
���"���� � ��TT����/������"�( � �AE�$ ��= ���-� 
����$ ����� �������.

‘’) QX[.Q�QXX.8

/�))�/7&. )&�&8
9);�&9������(< #�-�)�-(< /)���/
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#;8
�
�	 � ��.

���. &����( ������"��( ��!��<����" =�!���(��
��!�����" in vitro �����B��� ������, ��=��"!�����
��( =����� ��������� !�E�������( � �����������(
����� ������������� =��=������. 8� =�/����� �
�@, ����/���������$ � =��������� ���������
c.[<QQG>A )p.Y2019S, rs346375O4* � ���� LRRK8 ����
E��� =���B��� #@+?, ����B�AD�� ���� ���E���-
��(� =�A��=�������� ������. ?����� P��=�����-
��A� ������� =�A��=���������� )T������ ����-
����=/�� S_�2, _X{4 � NZN_Y, � ���<� =�����-
������� �������� {[Z-1-60 � SSLZ-4*, ���A�
������"��$ �������= )46,��*, �=���E�� ��TT�-
���/������"�( �� ��� ��� ��=� ������ P�E�����
)P���-, P���- � ��!������*. +�!����� �����B��$
������ �����$ T���� !�E�������( �� ������
#@+? ������ ����� � �!�B���� �������(����
������!���, ��<�D�� � ������ W[[�2-!�����-
���� =�������!� �@.

C	�

#	�� # C
�8&�
6�������� "6$) � �
����� ���������������

1 × 106 C�? �����T�/������� ��E���� P=�-
������ ��������, ������AD�� _X{4, �W]4,
W-|�X, S_�2, WIN2O � mp53^^ )=� 0.5 ��� ��<��-
��* )Zddgene I^ � 41O55�5O, 41O13�14* � ��=��"-
!������� Neon {ransfection System ){hermo ]isher
Scientific*, =��������: 1650 �, 10 ��, 3 ��!� � ���"��-
��������, ��� �=����� � �������/�� � ��E��� Lpi5¡
Lpisomal i\SX [eprogramming �it ){hermo ]isher Sci-
entific* )https:KKwww.thermofisher.comKdocument-con-
nectKdocument-connect.html�url� https:KKassets.ther-
mofisher.comK{]S-Zssets�2]WSY�2 ]manuals�2]e-
pi5�episomal�ipsc�reprogramming� man.pdf*. ��
9 ���" =���� �����T��/�� ������ =��������� ��
�����, �����<�D�A O5� �nock_ut ^|L|, 15�
�nock_ut Serum [eplacement, 0.1 �C NLZZ, 0.1 �C
2-�����=��P�����, 1� =���/�����-����=����/��,
Yluta|Z�-I )��� {hermo ]isher Scientific* � 10 ��K��
}]Y] )SXI Store*. @����B��� ������� #@+? ��-
E����� ���B��A � �������� � ����������"��� ���-
�� 4O-(B��B���� =���’��� � =����������"�� =���-
<������ ������B���� ����������������� P�-
E������"���� T�E��E������� ��’�. #@+?
=���������� 2 ��!� � �����A � ������’���� 1 : 10 �
��E�������� [_X� ����E����� � 2 ���K�� {hiazo-
vivin )Sigma*. &����/��/�A ������$ #@+? ���-
D�����(�� ��������� {rypWL ){hermo ]isher Sci-
entific*. ?����� ���"���������� =�� 37°X �
5� X_2.

!^
������ �������� ’�) � ��)
;������A &�? �����(�� �! C�? � #@+? �

��=��"!������� ��E��� ��( �B����� �������$ &�?
�izardfi Yenomic ^NZ \urification �it )\romega*.

�? �����(�� � ��=��"!������� {rizol ){hermo
]isher Scientific* =� =�������� =���!�������(.

&�������
��� �����	
@�/���� � =��������� ��������� Y2019S � ��-

�� LRRK8 E�� ��(���� � ��!��"���� ���������
�����$ !����� � ���==� =�/������ � �@ � ��-
=��"!������� @M
-�������/������� �����!�
)\chelina et al., 2006*. ����B�� ��������
c.[<QQG>A � ���� LRRK8 =������<���� �������-
�������� =� +P�����, =��$���� =�������� �
��E�. 1. 
���/�� =�������� �� ��=��T�������
{100 {hermal Xycler )Uio-[ad* � ��=��"!�������
Uio|aster bS-{aq \X[-Xolor )2×* )Uiola}mix* �
�����AD�$ =��������: 95°+ � 3 ���� 35 /�����:
95°+ � ��B���� 30 �� 6O°+ � ��B���� 30 �� 72°+ � ��-
B���� 30 �� � 72°+ � ��B���� 5 ���. 
���/�� �����-
��������( =� +P����� =�������� � =���D"A Uig
^ye {erminator ‘. 3.1 Xycle Sequencing �it )Zpplied
Uiosystems* � �����!������� �� ������B����� ���-
��!����� ZUI 3130�W � M?@ �;�������� +8 
	�
)http:KK www.ni}och.nsc.ruKdoku.phpKcorefacility*.

!^������� �������	�^ � ���
��
&����/�A ���������/�� ����=��!�� � ����-

B�( =�����������"�����$ P=���� � ������� =��-
������ � =���D"A @M
 )95°+ 5 ���� 35 /�����:
95°+ 15 �, 60°+ 15 �, 72°+ 20 �* �� ��=��T�������
S1000 {hermal Xycler )Uio-[ad* )Xhoppa et al., 199O�
_kita et al., 2013*. @��$���� =���B������ � ��E�. 1.

�����	 ���������
?������=�������� =��������, ��� �=�����

����� )Yrigor�eva et al., 2020*.

$��������� 
�//����������� in vitro
@����/��� ��TT����/������ in vitro �����!�-

������ � =���D"A T����������( P�E��������
����/, ��� �=����� ����� )Yrigor�eva et al., 2020*.

"�����/�����
������� ����*������
?����� T���������� � 4� =���T�����"������

)10 ���, =�� ��������$ ���=������� )?�**, =��-
���E���!������� 0.5� ������-�100 )30 ���,
?�*, ����E������� � 1� �+	 )30 ���, ?�*. @��-
��B��� �������� ����E������� � ��B���� ��B�
=�� 4°+, �����B��� �������� ��E���(�� �� 1.5�2 B
=�� ��������$ ���=������� )��E�. 1*. ���� ������-
��������� ^Z\I. C����T������T�� E��� �������
� ��=��"!������� ��������=� Nikon Lclipse {i-L �
=����������� �E��=�B���( NIS Llements.

)�����
������� �4-6p�
8E�����A ��������=/�A 1 ��� 
�? =������-

�� � =���D"A �������!� |-|uW‘ )Uiola}mix*.
?���B��������A @M
 =�������� �� =��E���
WightXycler 4O0 [eal-{ime \X[ System )[oche* �
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8�	���� @�%
#@8�
�����... O1

������� 1= 	������� � ���������������, ��=��"!������� � ������������
	�������, ��=��"!������� � ������������

	������� 
�!������� @���!�������", ���. � [[I^
C������
=�A��=����������

[a}}it IgY anti-_X{4 1 : 200 Z}cam, a}1O976 [[I^:ZU�444714
[a}}it IgY anti-S_�2 1 : 500 Xell Signaling, 3579 [[I^:ZU�2195767
|ouse IgY3 anti-SSLZ4 1 : 200 Z}cam, a}162O7 [[I^:ZU�77O073
|ouse Ig| anti-{[Z-1-60 1 : 200 Z}cam, a}162OO [[I^:ZU�77O563

C������ ��TT����-
/���������
=���!������

|ouse IgY2a anti-aS|Z 1 : 100 ^ako, |0O51 [[I^:ZU�2223500
|ouse IgY1 anti-human X^90 1 : 100 eUioscience, 140909O2 [[I^:ZU�763535
[a}}it IgY anti-Y]Z\ 1 : 500 ^ako Xat � �0334 [[I^:ZU�100133O2
|ouse IgY2a anti-{u}ulin � 3 
){~UU3*KXlone: {~V1

1 : 1000 UioWegend, O01201 [[I^:ZU�2313773

|ouse IgY1 anti-Xytokeratin 1O 
)�[{1O*

1 : 100 Z}cam, a}66O [[I^:ZU�305647

|ouse IgY3 anti-S_�17 1 : 600 [�^ systems Xat 
� |ZU1924

[[I^:ZU�2195646

�����B��� �������� Yoat anti-|ouse IgY )b � W* 
Secondary Znti}ody, Zlexa ]luor 
56O

1 : 400 {hermo ]isher Scientific, 
Z11031

[[I^:ZU�144696

Yoat anti-|ouse IgY2a Xross-
Zdsor}ed Secondary Znti}ody, 
Zlexa ]luor 56O

1 : 400 {hermo ]isher Scientific, 
Z21134

[[I^:ZU�2535773

Yoat anti-|ouse IgY3 Xross-
Zdsor}ed Secondary Znti}ody, 
Zlexa ]luor 4OO

1 : 400 {hermo ]isher Scientific, 
Z21151

[[I^:ZU�25357O4

Yoat anti-|ouse Ig| beavy 
Xhain Xross-Zdsor}ed Secondary 
Znti}ody, Zlexa
]luor 56O

1 : 400 {hermo ]isher Scientific, 
Z21043

[[I^:ZU�2535712

Yoat anti-[a}}it IgY )b � W* 
bighly Xross-Zdsor}ed Secondary 
Znti}ody, Zlexa ]luor 4OO

1 : 400 {hermo ]isher Scientific, 
Z1100O

[[I^:ZU�143165

Yoat anti-[a}}it IgY )b � W* 
Zlexa ]luor 56O

1 : 400 {hermo ]isher Scientific, 
Z11011

[[I^:ZU�143157

8��������������

;��K����� 
�!��� 
=������� @�(��$K�E�����$ =��$��� )5¢-3¢*

&����/�( P=������� 
��������

ori\ 544 =� {{XXZXYZYYY{ZY{YZZXXK
{XYYYYY{Y{{ZYZYZXZZX


�T�������$ ��� 
)����B. 8�-@M
*

����-2-��������E���� 2O0 =� {ZYX{Y{YX{XYXYX{ZX{K
{X{X{YX{YYZ{YZXY{YZY

C������ =�A��=�-
��������� 
)����B. 8�-@M
*

NZN_Y 391 =� XZYXXXXYZ{{X{{XXZXXZY{XXXK
XYYZZYZ{{XXXZY{XYYY{{XZXX

_X{4 94 =� X{{X{YX{{XZYYZYX{{YYK
YZZYYZYZZYX{YYZYXZZZ

S_�2 100 =� YX{{ZYXX{XY{XYZ{YZZXK
ZZXXXXZZYZ{YXZXZZX{X

&����/�( 
����=��!��

;�� ��E������"��$ 16S 
�? 2O0 =� YYYZYXZZZXZYYZ{{ZYZ{ZXXX{K
{YXZXXZ{X{Y{XZX{X{Y{{ZZXX{X

@������<�����
������B������ 
��������

LRRK8:c.[<QQG>A 51O =� YYXZYZ{ZXX{XXZX{XZYXK
{{YZ{{{YXX{XZXZZY{YX
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������� 2= @��=��� �����B��$ ����� #@+? B������� IXYi042-Z

@�������� 8=������

G�����"��$ ������T������ IXYi043-Z

	�"����������� ��!����� ����� W[-21
GB��<����� �;��G �������"��$ ������������"���$ /���� 

�#������� /�������� � �������� +8 
	��, ������E����, 
����(
8��E����� P��B������ �������� #����������� ���E���� P��B����$ ��������$ �;��G #������� 

��!�� B������� ��. �.@. ���������$ 
����$���$ �������� ����, 
=������� � 1 �� 26.11.2020

��= ������ #@+?
��� ������!�� �������
&�=�������"��( ��T����/�( � =������<��-
��� �����B��$ �����

��!����: 74
@��: �
F���B����( =�������<����": ����=������( ����

#������$ ��= ������ C������������� ������ =���T���B����$ �����
&��� !�E��� E����������� 2020 ���
+=���E ��=��������������( �����������AD���( P=������� =��!������ �������

�=����������AD�� T������ _X{4, �W]4, W-|�X, S_�2, WIN2O � p53 sh[NZ
?�����"����" ?�����"���
;�����B����( ����T���/�( ���
��� ������B����$ ����T���/�� ���
@������<����� P������/��K!��������( 
��=����������AD�� ����������

@M
, �� ���������A��(

>�E�������� ����!�" @���������
;��K����� LRRK8:c.[<QQG>A )p.Y2019S, rs346375O4*
C��T�����( C������$��� �������, =���E��� =�A��=�������� �������

B�������
@�A��=���������" @������<���� � ������ �� T����������� P�E�������� ����/
?������= 46,��
@������� ���������/�� ��������, ���E� � ����=��!�� �� �E����<���
8E����" =��������( In vitro �����" �@
+=���E ���"����������( �� =���AD�� ���� ������B���� ���������������� P�E������"��� 

T�E��E������ ��’�
+���� ���"����������( O5� �nock_ut ^|L|, 15� �nock_ut Serum [eplacement, 0.1 �C 

NLZZ, 0.1 �C 2-�����=��P�����, 1� =���/�����-����=����/��, 
Yluta|Z�-I )��e {hermo ]isher Scientific*, 10 ��K�� }]Y] )SXI Store*

���=�������, °X 37
?��/�����/�( X_2, � 5

?��/�����/�( _2, � 20

+=���E =������� F�!�����B����$, {ripWL ){hermo ]isher Scientific*
?�������" =������� 1 : O�1 : 10
?�����������/�( 90� ]US, 10� ^|S_
G�����( �������( �����$ �!��
GB����( !�=��" � ������� https:KKhpscreg.euKcell-lineKIXYi043-Z
&��� =��=����!�/��K��=���������( 05K12K2022
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8�	���� @�%
#@8�
�����... O3

������� 3= �������������� ����� #@+? B������� IXYi043-Z

@�������� C���� 
�!��"��� &�����

C��T�����( C����T������T�( � T�!���� 
���������

����������( ��( =�A��=�-
������� ������ B�������


��. 1�

������= ?�B��������$ �����!
����*������ �� 2������: 
/�
/���	�

@���<����"��$ 
��. 1E

?�B��������$ �����!
"�����/�����
������� 
����*������

@���<����"��� ����’������ 
�� ������� =�A��=�������-
���: _X{4, NZN_Y, S_�2, 
{[Z-1-60


��. 1�

?���B��������$ �����!
6p� � �������� �������

@���’���� �����( P��=���-
��� �������� =�A��=�������-
���: NZN_Y, _X{4, S_�2


��. 1�

;�����= ?������=�������� 46,��

�!��’���� 450�500


��. 1�

#�����T���/�( S{[ �����! 25 �! 25 =������T��� ������� 
���=���A� � C�?

&����� �����=�� 
=� !�=���� � �������

;�����=�������� @M
-�������/�����$ �����! LRRK8\c.[<QQG>A, rs346375O4 &����� �����=��
=� !�=���� � �������

+������������� =� +P����� @������<���� =���������� 
������B������ ��������
� ������!������� �����(���


��. 1<

?��������/�( C���=��!�� 8���������� 
��. 1!

@����/��� 
��TT����/������

������������ P�E�������� 
����/, ������T������/������ 
����’������

@���<����"��� ����’������ 
�� ������� ���� !�����’���� 
�������: £S|Z � X^90 
)��!������*� Y]Z\ � {~UU3 
)P��������*� S_�17 � �[{1O 
)P��������*


��. 1�

#�T��/�� ������ �#�, ��=���� �, ��=���� + ��� ������ ��� ������

&�=�������"��( 
��T����/�( � ������=�

;��==� ����� ��� ������ ��� ������

bWZ-��=�������� ��� ������ ��� ������

��E���� Uio|aster bS-q\X[ S�U[ Ulue 2× )Uio-
la}mix* � ��=��"!������� =��������: 95°X 5 ����
40 /�����: 95°+ 10 �, 60°+ 1 ���. >��B���( X{
�������!����� � E���-2-��������E����� � ��-
=��"!������� ��X{-������.

STR �����	

	������T���/�A ����� #@+? ���D�����(��
���=���( �;������������� )https:KKwww.genoan-
alytica.ru* � ��=��"!������� ��E���� Zmp]lS{[
Identifiler )Zpplied Uiosystems* � Investigator b^plex
)jIZYLN*, �� =��E��� 3130 Yenetic Znalyzer )Zp-
plied Uiosystems, Vapan*.

@8�G�
�#
 # �	
	?�

#+�#?	 
?�
�8��8� �#�##

@��=��� �����B��$ ����� #@+? IXYi043-Z
=���������� � ��E�. 2, =����( ��������������
P��$ ����� =�������� �� ���. 1 � � ��E�. 3.

;�����=�������� 74-�����$ =�/������ � �@
��(��� =�������B����$ ������� LRRK8\c.[<QQG>A
)p.Y2019S*. C������������� ������ )C�?* =���-
T���B����$ ����� =�/������ E��� ��=��������-
������ � =�A��=�������� �����(��A � =���D"A
�����������AD���( P=������� ��������, P��=���-
����AD�� T������ ��=��������������(: _X{4,
�W]4, W-|�X, S_�2, WIN2O � p53 sh[NZ )_kita
et al., 2013*. @���B����( ����( #@+? )IXYi043-Z*
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���= 1= �������������� ����� #@+? B������� IXYi043-Z. )�, E* ?����� ����� IXYi043-Z, �����D�� �� ���� ����-
��B���� ���������������� P�E������"��� T�E��E������ ��’�� )�* ���T�����( ������� )E* ���������B����� ��-
(������ D���B��$ T��T���!�� )�* ������T������/�����( ������� �� ������� =�A��=����������: _X{4 )������$*,
S_�2 )!�����$*, SSLZ4 )!�����$*, {[Z-1-60 )������$* �� 16-� =����<�� )�* @M
 � ����"��� ������� �������� =�A-
��=���������� )_X{4, NZN_Y, S_�2* ����� #@+? IXYi043-Z �� 16-� =����<�, C�? =�/����� � ����� F+ ������
b~LS9� )�* Y-EP����� ����� IXYi043-Z �� 5 =����<� =���!�� ������"��$ �������= )46,��*� )�* ������T������-
/�����( ������� �� ������� ���� !�����’���� ������� P�������� )��E���� �3 ){~UU3K{~V1*, �����"��$ T�E���-
�(���$ �����$ E���� )Y]Z\**, ��!������ )�-����� ������� ��’/ )�S|Z*, =�����������$ ������ X^90*, P������-
�� )S_�17, ������� 1O )�[{1O**� )<* ������������� �B������ ���� LRRK8 C�? =�/����� c �@, ����� #@+? IXYi043-Z
� !�������� ������ )����$ ��=*� )!, �* ��!��"���� @M
 �����!�� )!* P=������� ������� P������������ � #@+? ��
15 =����<�� )�* �� 17 =����<� �� E��� ��(����� ���������/�� ����� ����=��!����. 8E�!��B���(: C�? � ���������-
����� ������ =���T���B����$ �����, b~LS9 � ����( P�E������"��� ��������� ������ B�������, ���<��’�( =���-
<����"��� ��������� P��=������ �������� =�A��=����������, �� � D���B��( T��T���!�. ��� ���’��E��� ��-
��$�� � 100 ���.
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E��� =����E�� ����������!�����. ?������ ������
����� �� =���AD�� ���� ������B���� ����������-
������ P�E������"��� T�E��E������ ��’�, ��-
������������� ��=�B��A ���T�����A =�A��=�-
������� ��������� ������ B������� )���. 1�*, ��-
�������� =����T��������� � ���������������
���������" D���B��$ T��T���!� )���. 1E*. #�-
����T������/������ ����’������ ������ =���-
!��� P��=�����A T������� ��������=/�� S_�2 �
_X{4, =������������ ��������� {[Z-1-60 �
SSLZ-4 �� 16 =����<� )���. 1�*. ?���B��������$
�����! � =���D"A @M
 � ����"��� ������� ��-
(��� =���’���� �����( P��=������ ��������
=�A��=���������� _X{4, NZN_Y � S_�2 �� 16
=����<� )���. 1�*. ����( P�E������"���
��������� ������ B������� b~LS9 )b‘[^e009-Z*
���<��� =���<����"��� ��������� P��=������
�������� =�A��=����������. Y-EP����� �����
IXYi043-Z �� 5 =����<� =���!�� ������"��$ ��-
�����= )46,��* )E��� =�������!������� 100 ����-
T�!��� =��������� ���. 1�*. ����B�� =������T�!-
�� � ���� LRRK8 � ����� IXYi043-Z E�� =������-
<��� ��������������� =� +P����� � ��=�������� �
=������T�!��� � &�? C�? )���. 1<*. +=���E-
����" =���B����$ �����B��$ ����� IXYi043-Z
��TT����/������"�( � ��� !�����’���� ������
E��� =������<���� �=�������$ ��TT����/����-
��$ in vitro =���������� �E��!�����( P�E�����-
��� ����/. #�����T������/������ ����’���-
��� ��TT����/��������� ������ ��(���� P��-
=�����A �������� P�������� )��E����� �3
){~UU3K{~V1*, �����"��$ T�E����(���$ ���-

��$ E���� )Y]Z\**, ��!������ )�-����� �������
��’/ )�S|Z*, =�����������$ ������ X^90*,
P�������� )S_�17, ������� 1O )�[{1O** )���. 1�*.
F=������� ������� P������������ � #@+?
�� 15 =����<� )���. 1!*. @M
-���� ����� #@+?
IXYi043-Z �� ��(��� ���������/�� ����=��!-
���� �� 17 =����<� )���. 1�*. 	����! �������� ���-
������ =������� )S{[* ����� #@+? IXYi043-Z
�� 10 =����<� =���������������� ������B����"
C�? =� 25 =������T��� ������� )������ ��-
���=�� =� !�=���� � �������*.

��	;8&	
�8+�#


�=��������������� �������������� ������ =�-
��T���B����$ ����� � �������������� #@+? E���
��=������ � �;��G �������"��$ ������������"-
���$ /���� �#������� /�������� � �������� +8

	��. �������B����$ �������� )=���T���B����(
����"* =�/������ � =�������B����� ��������� LR-
RK8\c.[<QQG>A )p.Y2019S* E�� =����������� �;��G
#������� ��!�� B������� ��. �.@. ���������$ 
	�.
��������� �������������� ������ � ������=�����-
��� E��� ���D�������� � @����� +����-@����E���-
���� ��������������� ����/������ ������������ ��.
����. #.@. @������. #�����T������/�����A ��!��-
��!�/�A =�������� � ��=��"!������� �������� M��-
��� ������������� =��"!�����( ��������=�B������
�����!� E������B����� �EQ����� #M; +8 
	�
)https:KKckp.icgen.ruKckpma}oK*, =�����<������ �A�-
<����� =������� #M�; +8 
	� ]�N[-2022-0015.

���= 1= 8���B����.

LRRK2LRRK2LRRK2 (�)(Z) (�)
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	�8��
#����������� ��=������ =�� T��������$ =��-

���<�� 
����$����� ���B���� �����, =����� � 19-
75-20063.

+8��%&
�#
 F�#�
+?#� +�	�&	
�8�
#����������� ���E���� P��B����$ ��������$

�;��G #������� ��!�� B������� ��. �.@. ���������$

����$���$ �������� ����, =������� � 1 ��
26.11.2020. @�/����� E��� =������������ ��( ��T��-
��/�( � �����(D�� ������������ � �� ��E�������-
��B�� =��=����� ��T������������ �������� � ��-
T����/�����$ ����.

?8���#?� #��


+8�
	����� !�(��(A�, B�� ����$-��E� ���T���� ����-

����� �����������.

�?�	& 	��8
8�

.�. ;�����"���, +.�. @������ � 	.	. C�������

������ �����$ ����� � ��E��� � ��=���(�� ���"��-
���"��A � �������(���-������B����A B���" ��E���, �
������, ��=��������������� �������������� ���-
���, =���B���� ����������"��� ������ #@+? � ��-
���"��( �� ��������������. ������� ����������"���
������ #@+? � �@M
 E��� ��=������ 
.+. ������$
� &.	. +�������$. +.@. C������� ��=����� �������-
������� =� +������ ��( =������<����( ����B�( =���-
���T�!��� � =���B����� #@+?. %.C. C����� ��=��-
���� �������=�������� =���B����$ ����� #@+?. C�-

��/������ ��=����<����� =�/����� � =�������������
�������������� ������ ���D�������� #.�. C��A��-
��$. C.	. �������� � +.�. @B����� =������ ����-
���� =�/������ � �@ � ��������� Y2019S � ���� LRRK8.

.�. ;�����"���, +.�. @������, 	.	. C������� �
+.C. >���(� ��!��E����� ��!�$� P��=��������, =��-
���� �����! =���B����� ������ � �B��������� � ��=�-
����� ����"�.

+@#+8? �#�

	�G
�
6������ $.�., "������ �.�., (�������� �.)., 9�����-


��� �.+. ?����B����� ��B���� W[[�2-����/��-
�������$ E���!�� @��������� KK ����. �������-
��� � =���������. 2011. �. 12. +. 56�62.

Cho}}a P.C., Vowdani A., Tagle C. et al. |ultiplex \X[ for
the detection of Myco}lasma fermentans, M. hominis and
M. }enetrans in cell cultures and }lood samples of pa-
tients with chronic fatigue syndrome KK |ol. Xell
\ro}es. 199O. ‘. 12. � 5. \. 301�30O.

Grigor�eva E.V., Malankhanova T.B., Surumbayeva A. et al.
Yeneration of YZUZergic striatal neurons }y a novel
i\SX differentiation protocol ena}ling scala}ility and
cryopreservation of progenitor cells KK Xytotechnology.
2020. ‘. 72. � 5. \. 649�663.

Okita K., Yamaka�a T., Matsumura Y. et al. Zn efficient
nonviral method to generate integration-free human-in-
duced pluripotent stem cells from cord }lood and pe-
ripheral }lood cells KK Stem Xells. 2013. ‘. 31. � 3.
\. 45O�466.

Pchelina S.N., Yakimovskii A.H., Ivanova O.N., Emelianov A.K.,
Zakharchuk A.q., Sch�arzman A.L. Y2019S W[[�2
mutation in familial and sporadic \arkinson�s disease in
[ussia KK |ov. ^isord. 2006. ‘. 21. � 12. \. 2234�
2236.

Zeneration of an Induced Pluripotent Stem Cell Line, ICZi043bA,
|y Reprogramming Peripheral Jlood Mononuclear Cells

from Parkinson�s Fisease Patient with p=Z201^S Mutation in LRRK2 Zene
E= V= Zrigor�eva1, D, S= V= Pavlova1, A= A= Malakhova1, E= S= {arkova1, F= A= Sorogina1, �= M= Minina1, 

I= V= Miliukhina2, M= A= Nikolaev3, S= N= Pchelina3, S= P= Medvedev1, and S= M= �akian1

;Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences,
}ros}. acad. Lavrentieva, ;<, Novosibirsk, [?<<D< Russia

8Behtereva Institute of the quman Brain of the Russian Academy of Sciences, 
ul. Akademika Pavlova, D, Saint Petersburg, ;DX?X[ Russia

?Pavlov Hirst Saint Petersburg State Medical University, ul. L�va Tolstogo, [��, Saint Petersburg, ;DX<88 Russia
�e-mail\ evlena]bionet.nsc.ru

{he pathological variant p.Y2019S in the LRRK8 gene leads to the occurrence of a hereditary form of \ar-
kinson�s disease )\^* and affects 7� of patients with a familial form of the disease. bowever, the mechanisms
that trigger pathological events during the development of the disease are not yet fully understood. �e o}-
tained i\SXs )IXYi043-Z line* from peripheral }lood mononuclear cells of a patient with a hereditary form
of \^ associated with the genetic variant c.[<QQG>A )p.Y2019S, rs346375O4* in the LRRK8 gene using trans-
fection with episomal vectors. i\SXs rapidly proliferate in dense monolayer cell colonies, are positive for en-
dogenous alkaline phosphatase, have a normal karyotype )46,��*, express pluripotency markers )_X{4,
S_�2, NZN_Y, {[Z-1-60, SSLZ-4* and are a}le to differentiate into three germ layers )ecto-, endo- and
mesoderm*, which confirms their pluripotent status. ]uture directed differentiation of the o}tained i\SXs
into dopaminergic neurons will allow the creation of an in vitro cell model of \^ associated with the patho-
logical variant c.[<QQG>A in the LRRK8 gene, and contri}ute to understanding the pathogenesis of \^.
Key�ords\ \arkinson�s disease, induced pluripotent stem cells, polymorphisms, reprogramming
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#�-�)�-(< /)���/ ICZi042bA # 9���Q*; 
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*e-mail\ evlena]bionet.nsc.ru
@����=��� � �����/�A 20.09.2022 �.

@���� ����E���� 0O.10.2022 �.
@���(�� � =�E����/�� 10.10.2022 �.

@���� ����� =������T�!���, ��(!����� � ��������������� !�E�������(��, ��<�� ��( ������-
����� � �!�B���( =�������� ��!����( E���!��. C� =�������!������� �����B����$ P�!�� =�/���-
�� � E���!�"A @��������� � ��(���� =������T�!�� � ����� LRRK8 )c.;<<<G>A, c.8;[XA>G* �
PINK; )c.;Q[8A>C*. ;�����B����$ ������� LRRK8\c.;<<<G>A ����� ���=���������� �����B�����
!��B���� � =��������(�� ������� ��( ���"��$’��� �!�B���(. C� ��!���� ����/��������� =�A��-
=�������� ��������� ������ )#@+?* �! �������������� ������ =���T���B����$ ����� =�/�����
� =���D"A �����������AD���( P=������� ��������. #@+? )����( IXYi042-Z* �����������A�
��=�B��A ���T�����A � ������"��$ �������= )46,��*, P��=�������A� ������� =�A��=�������-
��� )_X{4, S_�2, NZN_Y, SSLZ4, {[Z-1-60* � �=���E�� =����/������" =���!������ ���� !���-
��’���� �������.

)�:���^� 
����\ E���!�" @���������, ����/��������� =�A��=�������� ��������� ������, =���-
���T�!��, ��=���������������
FOI: 10.31O57KS047514502301006O, EFN: ][]N‘Y

��
&
�#

����!�" @��������� ��!���� ��E��"A ��T���-

�����B����� ��$����� B����$ ��E����/��. ��’"
5� ���� ���B��� E���!�� ���A� ������B����A

�E������������". &�( ����������� � �!�B���(
=�������� ��!����( E���!�� ��<�� =���� �����
=������T�!���, ����/���������� � �����������-
���� T������ !�E�������(. @���� �����!� �����-
B������ P�!��� 7O-������� =�/����� � E���!�"A
@��������� ���� E��� ��(����� =������T�!��� 
����$ ����� �������.

‘’) QX[.Q�QXX.8

/�))�/7&. )&�&8 
9);�&9������(< #�-�)�-(< /)���/
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� ����� LRRK8 � PINK;. G�����"��( ���������( ��-
��/��������$ =�A��=���������� =�!���(�� ��-
!�����" =�/����-�=�/�T�B��� �����B��� ������
����D�� ������B����� �����/�� )����/��, =���-
���T�!��*, ����/���������� � ���������������
!�E�������(��. @�����D������ ������ ������$
(��(���( �=���E����" ��=�������� ��TT����/�-
�����" =���B����� ����/��������� =�A��=�-
������� ��������� ������ )#@+?* � �!��-�=�/�-
���!��������$ ��= ������, ������AD�$ =��
�=���������� =�������(� � �!�B��" �� ��TT�-
���/��������� ������� �������(���-������B�-
���� ������!�� !�E�������( in vitro, � ���<� ��-
��������" =����/���"��� T���=��=�����. @���-
B����� � ������ ������������ #@+? )����(
IXYi042-Z* � �� ��$���"��� =���!������ =���-
�����(A� ��E�$ ������"��A �����B��A �����" in
vitro ��( �!�B���( ������ ������������ �����/�$
� ����� LRRK8 � PINK; � =�������! E���!�� @��-
�������.

C	�

#	�� # C
�8&�
6�������� "6$) � �
����� ���������������
C������������� ������ =���T���B����$ ���-

��, 1 × 106 C�?, �����T�/������� ��E���� P=�-
������ �������� )=� 0.5 ��� ��<����*, ������AD��
_X{4, �W]4, W-|�X, S_�2, WIN2O � mp53^^
)Zddgene I^ � 41O55�5O, 41O13�14* � ��=��"!���-
���� Neon {ransfection System ){hermo ]isher Sci-
entific ��� {]Scientific*, =��������: 1650 �, 10 ��,
3 ��!� � ���"����������, ��� �=����� �����
)Yrigor�eva et al., 2023*.

@����B��� ������� #@+? ��E����� ���B��A �
�������� �� B�’�� � =������� ��������B��� ���-
������ |atrigel )Xorning* � ����� Lssential O ){]Sci-
entific* � 1� =���/�������-����=����/����. &�(
=����������( #@+? �����/�������� � =���-
D"A 0.5 �C F&�	 ){hermo ]isher Scientific* �
=���������� � ������’���� 1 : O�1 : 10 � 2 ��C
���!�������� )S{L|XLWW {echnologies* ��<���
4�5 ���$. ?����� ���"���������� =�� 37°X �
5� X_2.

!^
������ �������� ’�) � ��)
;������A &�? �����(�� �! C�? � #@+? �

��=��"!������� ��E��� ��( �B����� �������$ &�?
�izardfi Yenomic ^NZ \urification �it )\romega*.

�? �����(�� � ��=��"!������� {rizol ){hermo
]isher Scientific* =� =�������� =���!�������(.

&�������
��� �����	
+������������� �����B������ P�!��� =����-

���� � ��=��"!������� �E��!/� &�? �! =�/����-
�=�/�T�B��� C�? � ���=���� �;������� )https:KK
www.genotek.ru*. ��E������� E��� ��!���� � ��-

=��"!������� ��E��� ��( =��������� E�E�������
&�? NLUNext ~ltra )New Lngland Uiola}s* ��( Illu-
mina =���� ���$���� ’����-����������( � =���-
D"A NLUNext |ultiplex _ligos ��( Illumina )New
Lngland Uiola}s*, �������" ��B����� =�������� �
=���D"A Zgilent Uioanalyzer 2100. &�( �E���D���(
E�E������� ��=��"!����� SureSelect�{ {arget
Lnrichment System )Zgilent {echnologies*, �����-
��������� � ��<��� [apid [un |ode. ���E��E�-
������ �B�������(, =���B����� � Illumina biS-
eq 2500, !����<��� � E�!� ������ S[Z )=�����
\[VNZ563295, �E��!�/ SZ|N14446263, https:KK
www.nc}i.nlm.nih.govK}iosampleK14446263*.

@������T�!�� E��� =������<���� �������-
�������� =� +P�����, =��$���� /������� ��$���
=�������� � ��E�. 1. 
���/�� =�������� �� ��-
=��T������� {100 {hermal Xycler )Uio-[ad* � ��-
=��"!������� Uio|aster bS-{aq \X[-Xolor )2×*
)Uiola}mix* � �����AD�$ =��������: 95°+ � 3 ����
35 /�����: 95°+ � ��B���� 30 �� 60°+ � ��B���� 30 ��
72°+ � ��B���� 30 �� � 72°+ � ��B���� 5 ���. 
���-
/�� �������������( =� +P����� =�������� � =�-
��D"A Uig ^ye {erminator ‘. 3.1 Xycle Sequencing
�it )Zpplied Uiosystems* � �����!������� �� ������-
B����� �����!����� ZUI 3130�W � M?@ �;��������
+8 
	� )http:KKwww.ni}och.nsc.ruKdoku.phpKcorefa-
cility*.

!^������� �������	�^ � ���
��
&����/�A ���������/�� ����=��!�� � ����-

B�( =�����������"�����$ P=���� � ������� =��-
������ � =���D"A @M
 )95°+ 5 ���� 35 /�����:
95°+ 15 �, 60°+ 15 �, 72°+ 20 �* �� ��=��T�������
S1000 {hermal Xycler )Uio-[ad* )Xhoppa et al.,
199O� _kita et al., 2013*. @��$���� =���B������ �
��E�. 1.

�����	 ���������
?������=�������� =��������, ��� �=�����

����� )Yrigor�eva et al., 2020*.

$��������� 
�//����������� in vitro
@����/��� ��TT����/������ in vitro �����!�-

������ � =���D"A T����������( P�E��������
���, ��� �=����� ����� )Yrigor�eva et al., 2020*.

"�����/�����
������� ����*������
?����� T���������� � 4� =���T�����"������

)10 ���, =�� ��������$ ���=������� )?�**, =��-
���E���!������� 0.5� ������-�100 )30 ���,
?�*, ����E������� � 1� �+	 )30 ���, ?�*. @��-
��B��� �������� ����E������� � ��B���� ��B�
=�� 4°+, �����B��� �������� ��E���(�� �� 1.5�2 B
=�� ��������$ ���=������� )��E�. 1*. ���� ���-
������������ ^Z\I. C����T������T�� E��� ���-
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������� 1= 	������� � ���������������, ��=��"!������� � ������������

	�������, ��=��"!������� � ������������

	������� 
�!������� @���!�������", ���. � [[I^

C������ 
=�A��=����������

[a}}it IgY anti-_X{4 1 : 200 Z}cam, a}1O976 [[I^:ZU�444714

[a}}it IgY anti-S_�2 1 : 500 Xell Signaling, 3579 [[I^:ZU�2195767

|ouse IgY3 anti-SSLZ4 1 : 200 Z}cam, a}162O7 [[I^:ZU�77O073

|ouse Ig| anti-{[Z-1-60 1 : 200 Z}cam, a}162OO [[I^:ZU�77O563

C������ 
��TT����/��������� 
=���!������

|ouse IgY2a anti-aS|Z 1 : 100 ^ako, |0O51 [[I^:ZU�2223500

|ouse IgY1 anti-Xollagen I‘ 1 : 100 WifeSpan Uiosciences, 
WS-X79603

[[I^:ZU�221O107

[a}}it IgY anti-N]200 1 : 1000 Sigma, N4142 [[I^:ZU�477272

|ouse IgY2a anti-{u}ulin � 3 
){~UU3*KXlone: {~V1

1 : 1000 UioWegend, O01201 [[I^:ZU�2313773

|ouse IgY1 anti-Xytokeratin 1O 1 : 100 Z}cam, a}66O [[I^:ZU�305647

[a}}it IgY anti-YZ{Z6 1 : 50 Xell Signaling {echnology, 
5O51

[[I^:ZU�10705521

�����B��� �������� Yoat anti-|ouse IgY )b � W* 
Secondary Znti}ody, Zlexa 
]luor 56O

1 : 400 {hermo ]isher Scientific, 
Z11031

[[I^:ZU�144696

Yoat anti-|ouse IgY1 Zlexa 
]luor 56O

1 : 400 {hermo ]isher Scientific, 
Z21124

[[I^:ZU�2535766

Yoat anti-|ouse IgY2a 
Xross-Zdsor}ed Secondary 
Znti}ody, Zlexa ]luor 56O

1 : 400 {hermo ]isher Scientific, 
Z21134

[[I^:ZU�2535773

Yoat anti-|ouse IgY3 Xross-
Zdsor}ed Secondary Znti}ody, 
Zlexa ]luor 4OO

1 : 400 {hermo ]isher Scientific, 
Z21151

[[I^:ZU�25357O4

Yoat anti-|ouse Ig| beavy 
Xhain Xross-Zdsor}ed
Secondary Znti}ody, Zlexa
]luor 56O

1 : 400 {hermo ]isher Scientific, 
Z21043

[[I^:ZU�2535712

Yoat anti-[a}}it IgY )b � W* 
bighly Xross-Zdsor}ed Second-
ary Znti}ody, Zlexa ]luor 4OO

1 : 400 {hermo ]isher Scientific, 
Z1100O

[[I^:ZU�143165

Yoat anti-[a}}it IgY )b � W* 
Zlexa ]luor 56O

1 : 400 {hermo ]isher Scientific, 
Z11011

[[I^:ZU�143157
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;��K����� 
�!��� 
=������� @�(��$K�E�����$ =��$��� )5¢�3¢*

&����/�( P=������� 
��������

ori\ 544 =� {{XXZXYZYYY{ZY{YZZXXK
{XYYYYY{Y{{ZYZYZXZZX


�T�������$ ��� 
)����B. 8�-@M
*

����-2-��������E���� 2O0 =� {ZYX{Y{YX{XYXYX{ZX{K
{X{X{YX{YYZ{YZXY{YZY

C������
=�A��=���������� 
)����B. 8�-@M
*

NZN_Y 391 =� XZYXXXXYZ{{X{{XXZXXZY{XXXK
XYYZZYZ{{XXXZY{XYYY{{XZXX

_X{4 94 =� X{{X{YX{{XZYYZYX{{YYK
YZZYYZYZZYX{YYZYXZZZ

S_�2 100 =� YX{{ZYXX{XY{XYZ{YZZXK
ZZXXXXZZYZ{YXZXZZX{X

&����/�( ����=��!�� ;�� ��E������"��$ 16S 
�? 2O0 =� YYYZYXZZZXZYYZ{{ZYZ{ZXXX{K
{YXZXXZ{X{Y{XZX{X{Y{{ZZXX{X

@������<�����
������B������
��������

LRRK8\c.;<<<G>A 564 =� Z{ZZ{XX{XX{X{XY{X{Z{{ZYY{K 
YXXZ{X{{XZ{X{XXZZ{X{{X{X

LRRK8\c.8;[XA>G 491 =� X{YZX{X{ZZ{{X{XZ{{{XXZX{XK 
YZYZX{ZZY{{Y{ZYZYZ{YXX{

PINK;\c.;Q[8A>C 466 =� YZZYYYXZ{XZY{ZYYZYZ{ZYYK 
XZ{{XZXZYZXXZ{XZXYZXZXZY

������� 1= 8���B����

���� � ��=��"!������� ��������=� Nikon Lclipse
{i-L � =����������� �E��=�B���( NIS Llements.

)�����
������� �4-6p�

8E�����A ��������=/�A 1 ��� 
�? =��������
� =���D"A �������!� |-|uW‘ )Uiola}mix*. ?���-
B��������A @M
 =�������� �� =��E��� WightXycler
4O0 [eal-{ime \X[ System )[oche* � ��E���� Uio-
|aster bS-q\X[ S�U[ Ulue 2× )Uiola}mix* � ��-
=��"!������� =��������: 95°X 5 ���� 40 /�����:
95°+ 10 �, 60°+ 1 ���. >��B���( X{ �������!���-
�� � E���-2-��������E����� � ��=��"!�������
��X{-������.

STR �����	

	������T���/�A ����� #@+? ���D�����(��
���=���( �;������������� )https:KKwww.genoan-
alytica.ru* � ��=��"!������� ��E���� Zmp]lS{[
Identifiler )Zpplied Uiosystems* � Investigator b^plex
)jIZYLN*, �� =��E��� 3130 Yenetic Znalyzer )Zp-
plied Uiosystems, Vapan*.

@8�G�
�#
 # �	
	?�

#+�#?	 
?�
�8��8� �#�##

@��=��� �����B��$ ����� #@+? IXYi042-Z
=���������� � ��E�. 2, =����( �������������� P��$
����� =�������� �� ���. 1 � � ��E�. 3.

?����B����� P�!����� �������������� �E��!/�
&�? 7O-������� ��<B���, E��"���� E���!�"A @��-
�������, ��(���� �����/�� � �����, ����/�������-
��� � E���!�"A @���������, LRRK8\c.;<<<G>A,
LRRK8\c.8;[XA>G � PINK;\c.;Q[8A>C. @������-
T�!� LRRK8\c.;<<<G>A =������� � �����������-
��$ !����� )p.Ylu334Wys* � ���(�� �� ���������
������ �! T���/�����"��� ������� E�����$ ��$-
/���� =�����(AD�$�( ����!� 2 )LRRK8*. C���-
���������� ������ )C�?* =���T���B����$ ���-
�� =�/����� �����T�/������� �����������AD�-
���( P=�������� =��!������� ���������,
P��=�������AD��� T������ ��=������������-
��(: _X{4, �W]4, W-|�X, S_�2, WIN2O � p53
sh[NZ )_kita et al., 2013*. @���B����( ����(
#@+? )IXYi042-Z* E��� =����E�� ����������!�-
����. ?������ ������ ����� �� =�������, �E��E�-
������ E������ P����������B���� ��������
)|atrigel*, ��������������� ��=�B��A ���T���-
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������� 2= @��=��� �����B��$ ����� #@+? B������� IXYi042-Z

@�������� 8=������

G�����"��$ ������T������ IXYi042-Z

	�"����������� ��!����� ����� \^12-4Wm
GB��<����� �;�G� �������"��$ ������������"���$ /����

�#������� /�������� � �������� +8 
	��, ������E����, 
����(
8��E����� P��B������ �������� #����������� ���E���� P��B����$ ��������$ �;�G 

��������"��$ /���� ��$����������� C����������� 
!�������������( 
����$���$ ������/��, ������E����, 
=������� � 1 �� 14.03.2017

��= ������ #@+?
��� ������!�� �������
&�=�������"��( ��T����/�( 
� =������<����� �����B��$ �����

��!����: 7O
@��: |
F���B����( =�������<����": ����=������( ����

#������$ ��= ������ C������������� ������ =���T���B����$ �����
&��� !�E��� E����������� 2015 ���
+=���E ��=��������������( �����������AD���( P=������� =��!������ �������

�=����������AD�� T������ _X{4, �W]4, W-|�X, S_�2, WIN2O � p53 sh[NZ
?�����"����" ?�����"���
;�����B����( ����T���/�( ���
��� ������B����$ ����T���/�� ���
@������<����� P������/��K!��������( 
��=����������AD�� ����������

@M
, �� ���������A��(

>�E�������� ����!�" @���������
;��K����� LRRK8\c.;<<<G>A, rs7O501232

LRRK8\c.8;[XA>G, rs10O7O307
PINK;\c.;Q[8A>C, rs1043424

C��T�����( C������$��� �������, =���E��� =�A��=�������� ������� 
B�������

@�A��=���������" @������<���� � ������ �� T����������� P�E�������� ����/
?������= 46,��
@������� ���������/�� ��������, ���E� � ����=��!�� �� �E����<���
8E����" =��������( In vitro �����" E���!�� @���������
+=���E ���"����������( C������$��$ �� =�������, =������� ��������B��� ��������� 

|atrigel )Xorning*
+���� ���"����������( Lssential O medium ){hermo]isherScientific*
���=�������, °X 37
?��/�����/�( X_2, � 5

?��/�����/�( _2, � 20

+=���E =������� F&�	 0.5 �C
?�������" =������� 1 : O�1 : 10
?�����������/�( 90� ]US, 10� ^|S_
G�����( �������( �����$ �!��
GB����( !�=��" � ������� https:KKhpscreg.euKcell-lineKIXYi0042-Z
&��� =��=����!�/��K��=���������( 24K0OK2022



92

8��8;
�
>  ��� 54  � 1  2023

;
#;8
�
�	 � ��.

100 �m

100 �m

1 2 3

6 7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 X Y

4 5

OCT3/4SSEA4

DAPI

DAPI

TRA-1-60SOX2

100 �m100 �m

100 �m100 �m

100 �m100 �m

100 �m100 �m

100 �m100 �m100 �m100 �m100 �m100 �m

100 �m100 �m

100 �m100 �m

100 �m100 �m

100 �m100 �m

(�)(�)

(�)

(
)

CK18/GATA6/DAPITVWW3/NF200/DAPIaSMA/COL4/DAPI

������	�� $�����	�� $�����	��

(�)

0.1

10

1

100

1000

10 000

SOX2NANOGOCT4

#
��

��
��

�

��

!
@

�	
��

��
� 

%�
��

	�
��

��

ICGi042-AICGi042-AICGi042-A UVES9MUK

46,XY(�)

[�
�
�. �

���	
.

[�
�
�. �

���	
.

����
�. �

���	
.

����
�. �

���	
.

IC
Gi042-A

IC
Gi042-A

[�
�
�. �

���	
.

[�
�
�. �

���	
.

����
�. �

���	
.

����
�. �

���	
.

IC
Gi042-A

IC
Gi042-A

280280280

544544544

LRRK2:c.2167A>G LRRK2:c.2167A>G PINK1:c.1562A>C
rs78501232 rs10878307 rs1043424

(Z)

ICGi042-AICGi042-AICGi042-A

�[��[��[�

\���@
���

B���������

B���������

(�)

(�)



8��8;
�
>  ��� 54  � 1  2023

+8>&	�#
 �#�## #�&GM#
8�	���� @�%
#@8�
�����... 93

������� 3= �������������� ����� #@+? B������� IXYi042-Z

@�������� C���� 
�!��"��� &�����

C��T�����( C����T������T�( 
� T�!���� ���������

����������( ��( =�A��=�������� 
������ B�������


��. 1�

������= ?�B��������$ �����!
����*������ �� 2������: 
/�
/���	�

@���<����"��$ 
��. 1E

?�B��������$ �����!
"�����/�����
������� 
����*������

@���<����"��� ����’������ �� 
������� =�A��=����������: _X{4, 
NZN_Y, S_�2, {[Z-1-60


��. 1�

?���B��������$ �����!
6p� � �������� �������

@���’���� �����( P��=������ ���-
����� =�A��=����������: NZN_Y, 
_X{4, S_�2


��. 1�

;�����= ?������=�������� 46,��

�!��’���� 450�500


��. 1�

#�����T���/�( S{[ �����! 26 �! 26 =������T��� ������� 
���=���A� � C�?

&����� �����=�� 
=� !�=���� � �������

;�����=�������� +������������� 
�����B������ P�!���

LRRK8:c.;<<<G>A, rs7O501232
LRRK2\c.8;[XA>G, rs10O7O307
PINK1\c.;Q[8A>C, rs1043424

&����� �����������-
��( !����<��� � E�!� 
������ S[Z 
)SZ|N14446263*

+������������� =� +P����� @������<���� =����������
������B������ �������� 
� ������!������� �����(���


��. 1�

?��������/�( C���=��!�� 8���������� 
��. 1�

@����/��� 
��TT����/������

������������ P�E�������� 
����/, ������T������/���-
��� ����’������

@���<����"��� ����’������ �� 
������� ���� !�����’���� 
�������: £S|Z � X_W4 )��!������*� 
N]200 � {~UU3K{~V1 )P��������*� 
YZ{Z6 � X�1O )P��������*


��. 1<

#�T��/�� ������ �#�, ��=���� �, ��=���� + ��� ������ ��� ������

&�=�������"��( 
��T����/�(
� ������=�

;��==� ����� ��� ������ ��� ������

bWZ-��=�������� ��� ������ ��� ������

���= 1= �������������� ����� #@+? B������� IXYi042-Z. )�, E* ?������ ������ ����� IXYi042-Z, �����D�� �� =��-
�����, �E��E������� E������ ��������B���� ��������� )�* ���T�����( ������� )E* ���������B����� ��(������ D�-
��B��$ T��T���!�� )�* ������T������/�����( ������� �� ������� =�A��=����������: _X{4 )������$*, S_�2 )!�-
����$*, SSLZ4 )!�����$*, {[Z-1-60 )������$* �� 1O-� =����<�� )�* @M
 � ����"��� ������� �������� =�A��=�����-
����� )_X{4, NZN_Y, S_�2* ����� #@+? IXYi042-Z �� 20-� =����<�, C�? =�/����� � ����� F+ ������ b~LS9�
)�* Y-EP����� ����� IXYi042-Z �� 16 =����<� =���!�� ������"��$ �������= )46,��*� )�* ������������� �B������ ��-
��� LRRK8\c.;<<<G>A, LRRK8\c.8;[XA>G � PINK;\c.;Q[8A>C C�? =�/����� c �@, ����� #@+? IXYi042-Z � !����-
���� ������ )����$ ��=*� )<* ������T������/�����( ������� �� ������� ���� !�����’���� �������: P�������� )��-
E���� �3 ){~UU3K{~V1*, ��$��T������� 200 )N]200**, ��!������ )�-����� ������� ��’/ )�S|Z*, �������� I‘ ��=�
)X_W4**, P�������� )YZ{Z6, ������� 1O )+?1O**� )!, �* ��!��"���� @M
 �����!�� )!* P=������� ������� P��������-
���� � #@+? �� 15 =����<�� )�* �� 19-� =����<� �� E��� ��(����� ���������/�� ����� ����=��!����. 8E�!��B�-
��(: C�? � �������������� ������ =���T���B����$ �����, b~LS9 � ����( P�E������"��� ��������� ������ B�-
������, ���<��’�( =���<����"��� ��������� P��=������ �������� =�A��=����������. ��� ���’��E��� ����$�� �
100 ���.



94

8��8;
�
>  ��� 54  � 1  2023

;
#;8
�
�	 � ��.

��A =�A��=�������� ��������� ������ B�������
)���. 1�*, E��� =���<����"���� =� ����������
D���B��$ T��T���!� )���. 1E* � ���������� =��-
��T���������. #�����T������/������ ����’�-
����� ������ =���!��� P��=�����A T�������
��������=/�� S_�2 � _X{4, =������������ ��-
������� {[Z-1-60 � SSLZ-4 �� 1O =����<�
)���. 1�*. ?���B��������$ �����! � =���D"A
@M
 � ����"��� ������� ��(��� =���’����
�����( P��=������ �������� =�A��=����������
_X{4, NZN_Y � S_�2 �� 20 =����<� )���. 1�*.
����( P�E������"��� ��������� ������ B�����-
�� b~LS9 )b‘[^e009-Z* ���<��� =���<����"-
��� ��������� )Xowan et al., 2004*. Y-EP�����
����� IXYi042-Z �� 16 =����<� =���!�� ������"-
��$ �������= )46,��* )E��� =�������!�������
100 ����T�!��� =��������� ���. 1�*. @������-
T�!�� � ����� LRRK8\c.;<<<G>A, LRRK8\c.8;[XA>G
� PINK;\c.;Q[8A>C E��� =������<���� �������-
�������� =� +P����� � ����� IXYi042-Z � ��=�-
�������� � =������T�!���� � &�? C�?
)���. 1�*.

+=���E����" =���B����$ �����B��$ �����
IXYi042-Z ��TT����/������"�( � ��� !�����’�-
��� ������ E��� =������<���� �=�������$ ��TT�-
���/������$ in vitro =���������� �E��!�����( P�-
E�������� ����/. #�����T������/������ ����-
’������ ��TT����/��������� ������ ��(����
P��=�����A �������� P�������� )��E����� �3
){~UU3K{~V1*, ��$��T�������� 200 )N]200**,
��!������ )�-����� ������� ��’/ )�S|Z*, ���-
����� I‘ ��=� )X_W4**, P�������� )YZ{Z6, ����-
��� 1O )+?1O** )���. 1<*. F=������� �������
P�������������" � #@+? �� 15 =����<� )���. 1!*.
@M
-���� ����� #@+? IXYi042-Z �� ��(���
���������/�� ����=��!���� �� 19 =����<�
)���. 1�*. 	����! �������� ��������� =�������
)S{[* ����� #@+? IXYi042-Z �� 16 =����<�
=���������������� ������B����" C�? =� 26
=������T��� ������� )������ �����=�� =� !�-
=���� � �������*.

��	;8&	
�8+�#

#�����T������/�����A ��!����!�/�A =��������
� ��=��"!������� �������� M����� �������������
=��"!�����( ��������=�B������ �����!� E������B�-
���� �EQ����� #M; +8 
	� )https:KKckp.icgen.ruKck-
pma}oK*, =�����<������ �A�<����� =������� #M�;
+8 
	� ]�N[-2022-0015.

�#�	�+#
8�	�#
 
	�8��

#����������� ��=������ =�� T��������$ =��-
���<�� ����� ���B��-�����B������ ��!����( %��� �
������������ � =������� �����������( � 2022-05-
03K2022.

+8��%&
�#
 F�#�
+?#� +�	�&	
�8�
#����������� ���E���� P��B����$ ��������$ �;�G

��������"��$ /���� ��$����������� C�����������
!�������������( 
����$���$ ������/��, ������-
E����, =������� � 1 �� 14.03.2017. @�/����� E���
=������������ ��( ��T����/�( � �����(D�� �������-
����� � �� ��E���������B�� =��=����� ��T������-
������ �������� � ��T����/�����$ ����.

?8���#?� #��


+8�
	����� !�(��(A�, B�� ����$-��E� ���T���� ����-

����� �����������.

�?�	& 	��8
8�

.�. ;�����"���, +.�. @������ � 	.	. C�������

������ �����$ ����� � ��E��� � ��=���(�� ��A ���"-
�����"��A � �������(���-������B����A B���" ��E���,
� ������, ��=��������������� �������������� ���-
���, =���B���� ����������"��� ������ #@+? � ��-
���"��( �� ��������������. +.@. C������� ��=�����
�������������� =� +������ ��( =������<����( ����-
B�( =������T�!��� � =���B����� #@+?. %.C. C�-
���� ��=������ �������=�������� =���B����$ ��-
��� #@+?. 	����! ������ P�!������ �����������-
��( E�� ��=����� %.�. �(������. C���/������
��=����<����� =�/����� � =������������� ����-
���������� ������ ���D�������� 
.	. ��E�����$ �
&<.	. 
!�����. 
.�. ;�����"���, +.�. @������,
	.	. C�������, �.�. ?�������� � +.C. >���(� ��!��-
E����� ��!�$� P��=��������, =������ �����! =���-
B����� ������ � �B��������� � ��=������ ����"�.
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Zeneration of an Induced Pluripotent Stem Cell Line, ICZi042bA,
|y Reprogramming Peripheral Jlood Mononuclear Cells from Parkinson�s Fisease 

Patient with c.1000G>A Mutation in LRRK2 Zene
E= V= Zrigor�eva1, 2, 3, D, S= V= Pavlova1, 2, 3, A= A= Malakhova1, 2, 3, S= P= Medvedev1, 2, 3, �= M= Minina1,

{= V= Vyatkin4, E= A= [ha|arova1, 5, �= A= Rzaev5, L= V= [ovalenko6, and S= M= �akian1, 2, 3

;Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences,
}ros}. acad. Lavrentieva, ;<, Novosibirsk, [?<<D< Russia

8Meshalkin National Medical Research Center, Ministry of qealth of the Russian Hederation, 
ul. Rechkunovskaya, ;Q, Novosibirsk, [?<<QQ Russia

?Institute of Chemical Biology and Hundamental Medicine, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences,
}ros}. acad. Lavrentieva, �, Novosibirsk, [?<<D< Russia

@Novosibirsk State University, ul. Pirogova, 8, Novosibirsk, [?<<D< Russia
QHSBI Hederal Neurosurgical Center, ul. Nemirovicha-Fanchenko, ;?8�;, Novosibirsk, [?<<�X Russia

[Khanty-Mansiysk Autonomous Okrug � Ugra �Surgut State University�, }ros}. Lenina, ;, Surgut, [8�@<? Russia
�e-mail\ evlena]bionet.nsc.ru

{he search for new polymorphisms associated with hereditary diseases is important for diagnostics and the
study of the disease development pathology. �e have analyzed clinical exome of a \arkinson�s disease patient
and identified single-nucleotide variations in the LRRK8 )c.;<<<G>A, c.8;[XA>G* and PINK; )c.;Q[8A>C*
genes. {he LRRK8\c.;<<<G>A mutation has uncertain clinical significance, and is interesting for further in-
vestigation. �e generated induced pluripotent stem cells )I\SXs* from \U|Xs of the patient }y a non-inte-
grating episomal vectors. I\SXs demonstrate typical morphology and normal karyotype )46,��*, express
pluripotency markers )_X{4, S_�2, NZN_Y, SSLZ4, {[Z-1-60*, and are a}le to produce derivatives of
three germ layers.

Key�ords\ \arkinson�s disease, induced pluripotent stem cells, polymorphisms, reprogramming
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' 2023 �=   %= %= ��������a, b, c, D, �, #= -= 9������a, b, c, �, �= -= ������B���a, b, c, �,
#= 9= ��
��
��a, b, c, ;= �= ��
�
�a, ;= -= -	���
d, �= %= <�������a, e, $= %= �����e,

)= -= /�����
�� f, #= �= ����	
a, b, c

a+&%�‘ +�
������^� �

��
�������
��� ����� �"�
����� ��������� � �������� 
$����
���� ��
������ ��

��
��� ���
���� �����, ���
�. ���
. 1����������, ;<, ����
����
�, [?<<D< ��

��

b+&%‘ ����������^� ��
����
��� �

��
�������
��� ����� ����� ���
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*e-mail\ amal]bionet.nsc.ru
@����=��� � �����/�A 21.09.2022 �.

@���� ����E���� 07.10.2022 �.
@���(�� � =�E����/�� 10.10.2022 �.

����!�" @��������� � P�� ��$���������������� !�E��������, ��’" � 5� ���B��� ���AD�� �!����-
��A ������B����A �E������������". 	����! �����B������ P�!��� =�/����� �� ���B�(�� =�������-
��!�� � ����$��� ������!� ��(��� =������T�!�� � ����� LRRK8 � PINK;. C������������� ����-
�� ����� =�/����� ��=�������������� � =�A��=��������� �����(��A � =���D"A P=�������
��������, P��=�������AD�� T������ =�A��=����������. ����( ����/��������� =�A��=�����-
��� ��������� ������ )#@+?* ��������������� ��=�B��A ���T�����A =�A��=�������� ������
B�������, ����� ������"��$ �������=, P��=����������� _X{4, NZN_Y, S_�2 � {[Z-1-60 � ����-
�� =���!������ ���� !�����’���� ������� =�� �=�������$ ��TT����/������ in vitro. @���B����(
����( #@+? (��(���( /����� ������������ ��( �!�B���( ������ =������T��� ��������� �����
LRRK8 � PINK; � =�������! E���!�� @���������.

)�:���^� 
����\ ����/��������� =�A��=�������� ��������� ������, ��=���������������, E�-
��!�" @���������
FOI: 10.31O57KS047514502301007�, EFN: ][�|{X

��
&
�#

����!�" @��������� )�@* (��(���( ����� �!

����� ���=������������ ��$����������������
!�E�������$. 
�!����� =�������� �E���������
��E��"A ��$����� B����$ ��E����/�� ���������
��!��, =����/���AD�� ��$���������� ��T����.
+��<���� �����( ��T����� ��!����� /���$ ��E��
�(<���� ���=�����, ����� ��� E��������!�(, ��-

�������" ��’/ � ������. ���"’������ ���B��� !�-
E�������( ��!������ � ��!����� 60�70 ���, ������ �
10�15� ���B��� E���!�" @��������� ��EA������
� ��!����� �� 45 ���. @����� ����=���B����$
T���� �@, ������(, ��� =������, ����� =�!����
��B���, ��D������� �������������( T���� �@,
��( ������$ �!������ ���B�� � ������ ��B����.
�� ������(’��$ ���" �!������ E���� 25 ������-
B����� �������, ����/���������� � �@, ����/��
� ������� �EQ(��(A� 3�5� ���B��� ��!���������(� 
����$ ����� �������.

‘’) QX[.Q�QXX.8

/�))�/7&. )&�&8
9);�&9������(< #�-�)�-(< /)���/
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!�E�������( )Uloem et al., 2021*. ���E���� B���� ��-
������������ T���� �@ �E��������� =�������-
B������ ���������� ����� SNCA, GBA � LRRK8,
���������!�AD����( ���������-�����������
��=�� �����������(, � ���<� ����� Parkin, PINK;,
FJ-; � ATP;?A8, �������AD����( =� ���������-
��/��������� ��=�. ����� �E��!��, ��( �@ �����-
����� ��D��������( ������B����( �������������".
?�� �����B����(, ��� � ������B����( ���������-
����" =�����(� � E��"’�� ��������(� =�� ��!��-
E���� ����� ������� ����������� � ��B���( �@.
+�!����� �����B��� ������$ !�E�������$ B�����-
�� ����� ��<��� !��B���� ��( �!�B���( ������!���
��!����( =�������� � =��������( T����������B�-
���� �����������$. @���B���� ���"��� ��$�����
�������� ��!�� =�/������ =���� E��=��� ����!-
��<��. 
�’��" =��E���� =�!���(�� ��=��"!���-
��� ���������� ����/��������$ =�A��=�����-
�����. &�TT����/��������� =���!������ =�-
/����-�=�/�T�B��� #@+? ���=���!���(�
T�����=�B����� ���E������� =��(�����( E���!-
�� � ���������� =�/������ � ����� ���<��" ��-
���(�� ��( ��!����( � �����������( ����� ��-
����������� �������. � �����(D�$ ��E��� �=���-
�� =���B���� � �����"��( �������������� ����$
����� #@+? IXYi023-Z, =���B����$ =���� ��-
=��������������( �������������� ������ ���-
�� =�/����� � �@, ����D��� ������B����� ����-
���� LRRK8\c.;[Q?C>G, LRRK8\c.@;D?G>A,
PINK;\c.;<;�G>A, PINK;\c.;Q[8A>C.

C	�

#	�� # C
�8&�

6�������� "6$) � �
����� ���������������

5 × 105 C�? �����T�/������� ��E���� P=�-
������ �������� )=� 500 �� ��<����*, ������A-
D�� _X{4, �W]4, W-|�X, S_�2, WIN2O �
mp53^^ )Zddgene � 41O55-5O, 41O13-14* � =���-
D"A Neon {ransfection System ){hermo ]isher Sci-
entific*. &��"��$’�� ���"����������� ������
=�������� =� =�������� =���B���( T����-��!�-
������� #@+?, ��� �=����� � �������/�� ��(
=��"!�������$ Lpi5¡ Lpisomal i\SX [eprogram-
ming �it ){hermo ]isher Scientific* )https:KK
www.thermofisher.comKdocument-connectKdocument-
connect.html�url�https:KKassets.thermofisher.comK
{]S-Zssets�2]WSY�2]manuals�2]epi5�episomal�
ipsc�reprogramming�man.pdf*. @����B��� ����-
��� #@+? ��E����� �������=���(��� � =���-
D��� � ����� 4-(B��B��� =���’����, �E��E����-
��� ���������� )|atrigel matrix, Xorning* � �����
Lssential O ){hermo ]isher Scientific* � ��E������-
�� 100 ��.K�� =���/������-����=����/���. &�(
=������� ��=��"!����� 0.5 �C F&�	 � E�T���
\US, ������ �����<����� � ������’���� 1 : 10
��<��� 4�5 ���$, � �������A ����� =�� =��������
��E���(�� 2 ��C ���!������� )S{L|XLWW {ech-
nologies*. ?��"����������� ������ =��������
=�� 37°X � �����T��� 5� X_2.

!^
������ �������� ’�) � ��)
;������A &�? �! ������ �����(�� ��E����

�izardfi Yenomic ^NZ \urification �it )\romega*.

�? �����(�� � ��=��"!������� {rizol ){hermo
]isher Scientific* =� =�������� =���!�������(.

$������������� �������
���� ��	���
&�( =�����������( E�E������ &�? ��( P�!��-

���� �������������( ��=��"!����� ��E�� NLU-
Next ~ltra ^NZ Wi}rary \rep �it )New Lngland Ui-
ola}s*, ���$��� E������������� =�������� � =�-
��D"A ��E��� NLUNext |ultiplex _ligos for Illu-
mina )New Lngland Uiola}s*. &�( �E���D���(
E�E������� ��=��"!����� SureSelect�{ {arget Ln-
richment System )Zgilent {echnologies*, �����������-
��� � ��<��� [apid [un |ode. +���� ������ � Illu-
mina biSeq 2500 �����=�� � E�!� ������ S[Z )=��-
��� \[VNZ563295, �E��!�/ SZ|N14446264,
https:KKwww.nc}i.nlm.nih.govK}iosampleK14446264*.

$������������� �� $������
����T���/�A ����/�$ � ������ #@+? =��-

������ ��������������� =� +P�����. M�����$
��$�� ���� ��=��T�/������� � ��=��"!�������
=��$�����, =���������� � ��E�. 1. @������ @M

�B�D��� ���������� �! �����!���� ���(. +����-
����AD�� ����/�� ������� � ��=��"!�������
Uig ^ye {erminator ‘ersion 3.1 Xycle Sequencing �it
)Zpplied Uiosystems* � =��$�����, ��=��"!�����
��( @M
. 	����! ������������ =�����������"-
�����$ =�������� �� =��E��� ZUI 3130xl Yenetic
Znalyzer � M?@ �;�������� +8 
	� )http:KK
www.ni}och.nsc.ruKdoku.phpKcorefacility*.

)�����
������� �4-6p�
&�( �����!� �&�? �! 1 ��� 
�? ��=��"!�����

�������!� |�|uW‘ )Uiola}mix*. 
���/�� ����B�-
�������$ @M
 =�������� �� =��E��� WightXycler
4O0 [eal-{ime \X[ System )[oche* � ��E���� Uio-
|aster bS-q\X[ S�U[ Ulue 2× )Uiola}mix*. 
�-
!��"���� �������!����� �� }eta-2-microglo}ulin
��=��"!�( ����� ��X{.

)���������������
?������= ������ �����!������� �� 1O =����<�

=� =��������, �=�������� �����, ��=��"!�( ^Z\I-
EP����� )Yrigor�eva et al., 2020*.

’������� �������	�^ � ���
��
&����/�A ���������/�� ����=��!��$ � ��-

��B�( =�����������"�����$ P=���� � �������
=�������� � =���D"A @M
, ��� �=����� �����
)Xhoppa et al., 199O� _kita et al., 2013*. @��������-
���"����� =��$����� =�������� � ��E�. 1.
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C	�	�8�	 � ��.

������� 1= 	������� � =��$����, ��=��"!������� � ������������

	�������, ��=��"!������� � ������������

	������� 
�!������� @���!�������", ���. � [[I^

C������
=�A��=����������

|ouse IgY1 anti-_X{3K4 1 : 200 U^ {ransduction 
Wa}oratories, 611202

[[I^: ZU�39O736

[a}}it IgY anti-S_�2 1 : 500 Xell Signaling, 3579 [[I^: ZU�2195767

[a}}it IgY anti-NZN_Y 1 : 200 Z}cam, a}62734 [[I^: ZU�956161

|ouse Ig| anti-{[Z-1-60 1 : 200 Z}cam, a}162OO [[I^: ZU�77O563

C������ 
��TT����/������-
��� =���!������

|ouse IgY2a anti-aS|Z 1 : 100 ^ako, |0O51 [[I^: ZU�2223500

|ouse IgY1 anti-Xollagen I‘ 1 : 100 WifeSpan Uiosciences, 
WS-X79603

[[I^: ZU�221O107

[a}}it IgY anti-N]200 1 : 1000 Sigma, N4142 [[I^: ZU�477272

|ouse IgY2a anti-{u}ulin � 3 
){~UU3*KXlone: {~V1

1 : 1000 UioWegend, O01201 [[I^: ZU�2313773

|ouse IgY1 anti-Xytokeratin 1O 1 : 100 Z}cam, a}66O [[I^: ZU�305647

[a}}it Znti-bN]-4-alpha 1 : 100 Z}cam, a}231167 [[I^:ZU�2O95610

�����B��� 
��������

Yoat anti-|ouse IgY )b � W* 
Secondary Znti}ody, Zlexa ]luor 
4OO

1 : 400 {hermo ]isher 
Scientific, Z11029

[[I^: ZU�25340OO

Yoat anti-|ouse IgY )b � W* 
Secondary Znti}ody, Zlexa 
]luor 56O

1 : 400 {hermo ]isher 
Scientific, Z11031

[[I^: ZU�144696

Yoat anti-[a}}it IgY )b � W* 
bighly Xross-Zdsor}ed Secondary 
Znti}ody, Zlexa ]luor 4OO

1 : 400 {hermo ]isher 
Scientific, Z1100O

[[I^: ZU�143165

Yoat anti-[a}}it IgY )b � W* 
Zlexa ]luor 56O

1 : 400 {hermo ]isher 
Scientific, Z11011

[[I^: ZU�143157

Yoat anti-|ouse IgY1 Zlexa 
]luor 56O

1 : 400 {hermo ]isher 
Scientific, Z21124

[[I^: ZU�2535766

Yoat anti-|ouse IgY2a Zlexa 
]luor 4OO

1 : 400 {hermo ]isher 
Scientific, Z21131

[[I^: ZU�2535771
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$��������� 
�//����������� in vitro
+=�������A ��TT����/������ #@+? =������-

�� � =���D"A T����������( P�E�������� ����/ �
��B���� 14 ���$, ��� �=����� ����� )Yrigor�eva et al.,
2020*. &�( �����������( �=����� ��TT����/������-
��� =���!������ P�E�������� ���"/� �����<�����
�� O-����B��� =���’��� ��( ����<���� Xham}ered
Xoverglass plates ){hermo ]isher Scientific*, �E��E����-
��� E������ ��������B���� �������� |atrigel
)Xorning*, � ���"���������� 7�9 ���$.

"�����/�����
������� ����*������
?����� T���������� 4� =���T�����"�������

)10 ��� =�� ��������$ ���=�������*, �E��E���-
���� 0.5� {riton-�100 )30 ���, ����. t*, !���� 1�

�+	 )30 ���, ����. t*. + =����B���� ����������
����E������� =�� 4°X � ��B���� ��B�, ��������
\US 2 ��!� =� 15 ���, ������ �������� ��E���(��
�� 1.5�2 B )����. t*. +=���� ������� =������� �
��E�. 1. ���� ����’����� ^Z\I. @��=����� ���-
��!������� �� ��������=� Nikon Lclipse {i-L,
�����T������T�� �E��E������� � ��=��"!���-
���� =����������� �E��=�B���( NIS Llements.

STR �����	
;�����=�������� �E��!/�� &�? =��������

������� T����������� �����!� =� =������T���
��������, ����(D�� � ��E��� Zmp]lS{[ Identifiler
)Zpplied Uiosystems* � Investigatorb^plex )jIZYLN*,
�� =��E��� 3130 Yenetic Znalyzer )Zpplied Uiosyste-

@��$����

;��K ����� 
�!��� 
=������� @�(��$K�E�����$ =��$��� )5¢�3¢*

&����/�( P=������� 
��������

oriP 544 =� {{XXZXYZYYY{ZY{YZZXXK
{XYYYYY{Y{{ZYZYZXZZX


�T�������$ ��� 
)����B. 8�-@M
*

Beta-8-Microglobulin 2O0 =� {ZYX{Y{YX{XYXYX{ZX{K
{X{X{YX{YYZ{YZXY{YZY

C����� 
=�A��=���������� 
)����B. 8�-@M
*

NANOG 391 =� XZYXXXXYZ{{X{{XXZXXZY{XXXK
XYYZZYZ{{XXXZY{XYYY{{XZXX

C����� 
=�A��=���������� 
)����B. 8�-@M
*

OCT@ 94 =� X{{X{YX{{XZYYZYX{{YYK
YZZYYZYZZYX{YYZYXZZZ

C�����
=�A��=���������� 
)����B. 8�-@M
*

SO�8 100 =� YX{{ZYXX{XY{XYZ{YZZXK
ZZXXXXZZYZ{YXZXZZX{X

&����/�( 
����=��!��

;�� ��E������"��$ 16S 
�? 2O0 =� YYYZYXZZZXZYYZ{{ZYZ{ZXXX{K
{YXZXXZ{X{Y{XZX{X{Y{{ZZXX{X

����T���/�(
����/��

LRRK8\c.;[Q?C>G 533 =� ZZYXZXZYXX{ZX{XZXZXK
XX{Z{XZ{ZYXZZZXYYZYZZXZY

����T���/�(
����/��

LRRK8\c.@;D?G>A 436 =� Z{XYY{{YX{YZXZZZ{Z{YX{K
ZZZYZYZX{YZZYXZZ{{Y{{{YXX

����T���/�(
����/��

PINK;\c.;<;�G>A 426 =� XY{Z{{YYYZY{XY{XYZ{Y{YK
ZZYYZZX{{YYYZZY{YX{Y{X{X

����T���/�(
����/��

PINK;\c.;Q[8A>C 466 =� YZZYYYXZ{XZY{ZYYZYZ{ZYYK
XZ{{XZXZYZXXZ{XZXYZXZXZY

������� 1= 8���B����
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C	�	�8�	 � ��.

������� 2= @��=��� �����B��$ ����� #@+? B������� IXYi023-Z
@������� 8=������

G�����"��$ ������T������ IXYi023-Z
	�"����������� ��!����� ����� \^45-6-1Wm
GB��<����� �������"��� ��������������� EA�<����� ���B��� 

�B��<����� �������"��$ ������������"���$ /���� �#����-
��� /�������� � �������� +�E������� ��������( 
����$���$ 
�������� �����, ������E����, 
����(

8��E����� P��B������ �������� #����������� ���E���� P��B����$ ��������$ �;�G �����-
���"��$ /���� ��$����������� C�����������
!�������������( 
����$���$ ������/��, ������E����, 
=������� � 1 �� 14.03.2017

��= ������ #@+?
��� ������!�� �������
&�=�������"��( ��T����/�( � =������<����� 
�����B��$ �����

��!����: 45 
@��: |
F���B����( =�������<����": ����=������( ����

#������$ ��= ������ C������������� ������ =���T���B����$ �����
&��� !�E��� E����������� 2016 �.
+=���E ��=��������������( �����������AD���( P=������� =��!������ �������

�=����������AD�� T������ _X{4, �W]4, W-|�X, S_�2, WIN2O � p53 sh[NZ
?�����"����" ?�����"���
;�����B����( ����T���/�( ���
��� ������B����$ ����T���/�� ���
@������<����� P������/��K!��������(
��=����������AD�� ������B����� ��������/�$

@M
, �� ���������A��(

>�E�������� ����!�" @���������
;��K����� LRRK8\c.;[Q?C>G, rs730O720

LRRK8\c.@;D?G>A, rs7133914
PINK;\c.;<;�G>A, rs373O136
PINK;\c.;Q[8A>C, rs1043424

C��T�����( C������$��� �������, =���E��� =�A��=�������� 
������� B�������

@�A��=���������" @������<���� � ����� �� T����������� P�E�������� ����/
?������= 46,��
@������� ���������/�� ��������, ���E� � ����=��!�� �� �E����<���
8E����" =��������( In vitro �����" E���!�� @���������
+=���E ���"����������( C������$��$ �� =�������, =������� ��������B��� 

��������� |atrigel )Xorning*
+���� ���"����������( Lssential O ){hermo]isher Scientific*
���=�������, °X 37
?��/�����/�( X_2, � 5
?��/�����/�( _2, � 20
+=���E =������� 0.5 �C F&�	
?�������" =������� 1 : O�1 : 10
?�����������/�( 90� ]US, 10� ^|S_
G�����( �������( �����$ �!��
GB����( !�=��" � ������� https:KKhpscreg.euKcell-lineKIXYi023-Z
&��� =��=����!�/��K��=���������( 14K04K2022

ms, Vapan* ���=����$ �;������������� )https:KK
www.genoanalytica.ru*.



>G���	��
6�������� � ���������
���� ��������� �����

����( #@+? IXYi023-Z =���B��� =���� ��=��-
������������( �������������� ������ )C�?* =�-

��T���B����$ ����� 45-������� ��<B���, � ����$-
��� ������!� �������� �=����� ���B�� =�������-
��!��. @��=��� �����B��$ ����� =������� � ��E�. 2.
+������������� �����B������ P�!��� ��(���� =�-
�����T��� �������� �����, ����/����������
� E���!�"A @���������: LRRK8\c.;[Q?C>G,
LRRK8\c.@;D?G>A, PINK;\c.;<;�G>A,
PINK;\c.;Q[8A>C. @�������� �����T��/�( C�?
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�����������AD����( P=�������� ���������,
������AD��� T������ =�A��=���������� _X{4,
S_�2, �W]4, W-|�X, WIN2O � p53 sh[NZ )_kita
et al., 2013*. @���B����( ����( IXYi023-Z �����
��=�B��A ���T�����A =�A��=�������� ������-
��� ������ � ��������������� ���������" D�-
��B��$ T��T���!� )���. 1�, 1E*. �� 12 =����<�
������ P��=����������� ��������=/������ T��-
���� _X{4, NZN_Y � S_�2 � =�����������$
������ {[Z-1-60 )���. 1�*, � ���<� �����������-
���� =���’���� �����( P��=������ OCT@, NANOG,
SO�8 =� ��������A � ��������� C�? )���. 1�*.

� ��B����� =���<����"���� �������( =�� �/����
P��=������ ��=��"!����� ����A P�E������"���
��������� ������ B������� b~LS9 )b‘[^e009-Z*
)Xowan et al., 2004*. F������/�A P=�������
�������� =�����(�� � =���D"A @M
 )���. 1<*.
@������T�!�� � ����� LRRK8 � PINK; =������-
<���� � =���D"A �������������( =� +P�����
)���. 1�*. +=���E����" =���B����$ ����� #@+?
��TT����/������"�( � =���!������ ���� !���-
��’���� ������� =����������������� =����
�=�������$ ��TT����/������ � P�E��������
���"/��. #�����T������/������ ����’������

������� 3= �������������� ����� #@+? B������� IXYI023-Z

@������� C���� 
�!��"��� &�����

C��T�����( C����T������T�(
� T�!���� ���������

��=�B��( ��( =�A��=�������� 
������


��. 1�

������= ?�B��������$ �����!
����
�� �� 2������:
/�
/���	�

@���<����"��$ 
��. 1E

?�B��������$ �����!
"�����/�����
������� 
����*������

��(��(A��( ������� =�A��=�-
��������� _X{4, NZN_Y, 
S_�2, {[Z-1-60


��. 1�

?���B��������$ �����!
)�����
������� �4-6p�

@���’���� �����( P��=������ 
�������� =�A��=���������� 
NANOG, OCT@, SO�8


��. 1�

;�����= ?������=�������� 46,��

�!��’���� 450�500


��. 1!

#�����T���/�( S{[ �����! 26 �! 26 =������T��� ������� 
���=���A� � C�?

&����=�� =� !�=����
� �������

;�����=�������� +�������������
�����B������ P�!���

LRRK8\c.;[Q?C>G, rs730O720
LRRK2\c.@;D?G>A, rs7133914
PINK;\c.;<;�G>A, rs373O136
PINK1\c.;Q[8A>C, rs1043424

&����� !����<��� 
� E�!� ������ S[Z 
)SZ|N14446264*

+������������� 
=� +P�����

@������<���� =���������� 
����/�$ � ������!������ 
�����(���


��. 1�

?��������/�( C���=��!�� 8���������� 
��. 1�

@����/���
��TT����/������

������������
P�E�������� ����/, 
������T������/������ 
����’������

��(����� ������� ���� 
!�����’���� �������: £S|Z
� X_W4 )��!������*� N]200
� {~UU3K{~V1 )P��������*� 
bN]4a � X�1O )P��������*


��. 1�

#�T��/�� ������ �#�, ��=���� U, ��=���� + ��� ������ ��� ������

&�=�������"��(
��T����/�( � ������=�

;��==� ����� ��� ������ ��� ������

bWZ-��=�������� ��� ������ ��� ������
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���= 1= �������������� ����� #@+? IXYi023-Z. )�* C��T�����( ������ ����� IXYi023-Z� )E* �����������/�( ��-
�������� D���B��$ T��T���!� � ������� ����� IXYi023-Z� )�* P��=�����( ��������=/������ T������� _X{4,
NZN_Y � S_�2, � ���<� =������������� ������� {[Z-1-60 �� 12 =����<�� )�* ������ @M
 � ����"��� �������, =�-
��’���� �����( P��=������ �������� =�A��=���������� OCT@, NANOG, SO�8 =� ��������A � ��������� C�?�
)�* =������T�!�� � ����� LRRK8 � PINK; =������<���� � =���D"A �������������( =� +P������ )�* @M
 ���� �� ��-
(��� ���������/�� ����� ����=��!����� )<* @M
 ���� =���!�� P������/�A P=������� ��������� )!* �� 1O-� =��-
��<� ������ ����� ����� ������"��$ �������= )46,��*� )�* =������<����� �=�������$ ��TT����/������ ������
����� IXYi023-Z � ��� !�����’���� ������ =�� T����������� P�E�������� ����/� P��=�����( �������� =���!���-
��� P�������� )��$��T������� 200 )N]200* � ��E���� �3 ){~UU3**, ��!������ )��������’�B��$ ����� � )£S|Z*
� �������� ‘I ��=� )X_W4** � P�������� )��������=/�����$ T����� ��=���/���� bN]4a � ������� 1O )X�1O**. 8E�-
!��B���(: C�? � �������������� ������ =���T���B����$ �����, b~LS9 � ����( P�E������"��� ��������� ���-
��� B�������, ���<��’�( =���<����"��� ��������� P��=������ �������� =�A��=����������. ��� ���’��E��� ��-
��$�� � 100 ���.

��(���� =���!������ P�������� )��$��T���-
���� 200 )N]200* � ��E���� �3 ){~UU3**, ��!�-
����� )��������’�B��$ ����� � )£S|Z* �
�������� ‘I ��=� )X_W4** � P�������� )����-
����=/�����$ T����� ��=���/���� bN]4a �
������� 1O )X�1O** ����� ��TT����/������-
��� ������ )���. 1�*. 	����! S{[ =���!�� ����-
��B����" ����� IXYi023-Z � ��������� C�?
=� 26 =������T��� ������� )������ �����=��
=� !�=���� � �������*. �� 1O =����<� ����(
#@+? ����� ������"��$ �������= 46,��
)���. 1!*. ����( ���E���� �� ���������/�� ��-
��=��!��$ )���. 1�*. @����( ��������������
=�������� � ��E�. 3.

��	;8&	
�8+�#

��!����!�/�A ��!��"����� ������T������/���-
���� ����’�����( ������ =�������� � ��=��"!�����-
�� �������� M����� ������������� =��"!�����( ���-
�����=�B������ �����!� E������B����� �EQ����� #M;
+8 
	� )https:KKckp.icgen.ruKckpma}oK*, =�����<��-
���� �A�<����� =������� #M�; +8 
	� ]�N[-
2022-0015.

�#�	�+#
8�	�#
 
	�8��


�E��� ��=������ =�� T��������$ =�����<��
����� ���B��-�����B������ ��!����( %��� � ����-
�������� � =������� � 2022-05-03K2022.

+8��%&
�#
 F�#�
+?#� +�	�&	
�8�

#����������� ���E���� P��B����$ ��������$ �;�G
��������"��$ /���� ��$����������� C�����������
!�������������( 
����$���$ ������/��, ������-
E����, =������� � 1 �� 14.03.2017. @�/������ E���
��E���������B�� =��=����� ��E�����"��� ��T����-
�������� ��������.

?8���#?� #��


+8�

	����� !�(��(A� �E ���������� ���T����� ����-
�����.

�?�	& 	��8
8�

	.	. C�������, +.�. @������ � 
.�. ;�����"���
������ �����$ ����� � ��E���, ��� =�������� ��=��-
������������� �������������� ������ �����, =���B�-
��� ����������"��� ������ #@+? � �����"��( �����-
��������� ����� IXYi023-Z. +.@. C������� ��=�����
�������������� =� +������ ��( =������<����( ����-
B�( =������T�!��� � =���B����� #@+?. %.C. C�-
���� ��=������ �������=�������� =���B����$ ��-
��� #@+?. 	����! ������ P�!������ �����������-
��( E�� ��=����� %.�. �(������. C���/������
��=����<����� =�/����� � =������������� ����-
���������� ������ ����� ���D�������� 
.	. ��E���-
��$ � &<.	. 
!�����. 	.	. C�������, +.�. @������,

.�. ;�����"���, �.�. ?�������� � +.C. >���(� ��!��-
E����� ��!�$� P��=��������, =������ �����! =���-
B����� ������ � �B��������� � ��=������ ����"�.
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An Induced Pluripotent Stem Cell Line �ICZi023bA� O|tained from a Patient
with Parkinson�s Fisease Associated Polymorphisms in LRRK2 and PINK1 Zenes

A= A= Malakhova1, 2, 3, D, S= V= Pavlova1, 2, 3, E= V= Zrigor�eva1, 2, 3, S= P= Medvedev1, 2, 3, �= M= Minina1,
{= V= Vyatkin4, E= A= [ha|arova1, 5, �= A= Rzaev5, L= V= [ovalenko6, and S= M= �akian1, 2, 3

;Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, 
}ros}. acad. Lavrentieva, ;<, Novosibirsk, [?<<D< Russia

8Meshalkin National Medical Research Center, Ministry of qealth of the Russian Hederation, 
ul. Rechkunovskaya, ;Q, Novosibirsk, [?<<QQ Russia

?Institute of Chemical Biology and Hundamental Medicine, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences,
}ros}. acad. Lavrentieva, �, Novosibirsk, [?<<D< Russia

@Novosibirsk State University, ul. Pirogova, 8, Novosibirsk, [?<<D< Russia
QHSBI Hederal Neurosurgical Center, ul. Nemirovicha-Fanchenko, ;?8�;, Novosibirsk, [?<<�X Russia

[Surgut State University, }ros}. Lenina, ;, Surgut, [8�@<? Russia
�e-mail\ amal]bionet.nsc.ru

\arkinson�s disease is a neurodegenerative disorder with a range of causes, only 5� of which can }e explained
}y known genetic variants. �e revealed polymorphisms in LRRK8 and PINK; genes of a person with parkin-
sonism cases in family anamnesis. \U|Xs of the patient were reprogrammed with a non-integrating episo-
mal vectors to generate an induced pluripotent stem cell )i\SX* line. {he i\SX line showed typical morphol-
ogy and normal karyotype, expressed pluripotency markers, and was capa}le to differentiate into three germ
layers. {he i\SXs represent a valua}le tool for investigating a potential implication of the genetic variants into
the \arkinson�s disease pathogenesis.

Key�ords\ induced pluripotent stem cells, reprogramming, \arkinson�s disease
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#&#���( CRISPR�Cas^ �?�%7&�8 p=Asn515del

' 2023 �=   #= -= 9�������, )= K= K�	��������, /= %= 9��
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�B����, D
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*e-mail\ dementyeva]bionet.nsc.ru
@����=��� � �����/�A 30.11.2022 �.

@���� ����E���� 0O.12.2022 �.
@���(�� � =�E����/�� 10.12.2022 �.

&� 60� ���B��� ��=�����T�B����$ ���������=���� �E��������� ����/�(�� � �����, ����B�AD��
!� T���/����������� ����������. 8����� �� ��( ���� ���������, �E����<����� � ����/�������-
��� � ��=�����T�B����$ ���������=����$ �����, � �����(D�� ����( �!������ �� �����B����� !��-
B����. ����� ��!��<����� ��( ��(�����( �����B������ !��B���( ������B����� ��������� �����-
���� ��=��"!������ ������� �������������( ������������ =�����������"�����$. �������������-
��( ����/�( c.1543�1545delZZX )p.Zsn515del* � ��(���� �����B����� !��B����� E��� ������� � ���
MYBPC? ����/��������� =�A��=�������� ��������� ������ )#@+?* !�������� ������ � =���D"A
������� X[IS\[KXas9. � ��!��"���� E��� =���B��� ��� ����� #@+? )IXYi022-Z-3, IXYi022-Z-4 �
IXYi022-Z-5*, ����!������� =� �����$ ����/��. ����� #@+? � ��������$ ����/��$ ����� �����-
�����A ��( =�A��=�������� ������ B������� ���T�����A, ������"��$ �������= )46,��*, P��-
=����������� ������� =�A��=��������� �����(��( )_X{4, NZN_Y, {[Z-1-60, SSLZ-4* � E���
�=���E�� �����" =���!������ ���� !�����’���� ������� =�� �=�������$ ��TT����/������. #�-
���������� ���$��� ���������/����, =���B����� =�� ��=��������$ ��TT����/������ ����$
#@+? IXYi022-Z-3, IXYi022-Z-4 � IXYi022-Z-5, =�!����� ���������" =���������B����$ ����� ��-
������ p.Zsn515del � ���� MYBPC? � ��!����� ��=�����T�B����$ ���������=����.

)�:���^� 
����\ ��=�����T�B����( ���������=���(, ������B����� �������� � ��(���� �����B�-
���� !��B�����, ����/��������� =�A��=�������� ��������� ������, ������� X[IS\[KXas9
FOI: 10.31O57KS0475145023010111, EFN: ][~_IN

��
&
�#

� ���� ������B������ �����!� =�/������ � ��-

=�����T�B����$ ���������=����$ ���� E�� ��-
(���� =�/����, ���AD�$ ������� p.Zsn515del
)c.1543�1545delZZX* � 17-� P�!��� ���� MYBPC?
)&�����"��� � ��., 2020*. &����$ ������� =���-
�����(�� ��E�$ ����/�A ����$ ������������ �
=��<�� �<� �E����<�����( � =�/������ � ��=��-
���T�B����$ )@��(� � ��., 2016* � ������/���-
��$ )�aldmüller et al., 2011* ���������=���(��,
������ ��� �����B����� !��B���� �������( ��(�-
���. @�����"�� E��"’�� =���=������ ��( �!�B�-
��( �����B������ !��B���( ������B����� ������-
��� ��������� =���B���� �!������� ����$ ����-
/��������� =�A��=�������� ��������� ������,
���AD�� ���������$ ������B����$ T�� � ��!-
��B�AD���( ��’" =����������� ����$ ����/��,

E��� ��’��� ������ ������� p.Zsn515del � ���
MYBPC? ����/��������� =�A��=��������
��������� ������ )#@+?* !�������� ������
IXYi022-Z )|alakhova et al., 2020*.

C	�

#	�� # C
�8&�
!��
���� ������� }.AsnQ;Qdel 

� ��� MYBPC? "6$) 	
������� 
�����
��=����(AD�A 
�? � �������$ ��������-

������ ��E����� � =���D"A �������� Uenchling
)https:KKwww.}enchling.comK* � I^{ )https:KK
www.idtdna.comK* )��E�. 1*. 20 =���" E����
Xas9�NWS )NLU* � 100 =���" ��=����(AD�$ 
�?
)Synthego* ����E������� 20 ��� =�� ��������$
���=�������. @���B����� ��E�������=�������-
��� ���=����� ������ � 300 �� ����/�=�B�B����

‘’) QX[.Q�QXX.8

/�))�/7&. )&�&8
9);�&9������(< #�-�)�-(< /)���/
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��������� ��������������� )Uiolegio* �������(-
�� � 1 × 105 #@+? ����� IXYi022-Z � =���D"A
P������=���/�� �� =��E��� Neon {ransfection
System ){hermo]isher Scientific* )=��������: 1100 �,
30 ��, 1 ��=��"�*. @���� P������=���/�� ������
=��������� �� ���$ ������B���� ����������-
������ T�E��E������ ��’� )T�����* � ����� E�!
����E������ � ��E�������� 10 ��K�� �-27632
)Sigma-Zldrich*. ����! 4O B ������ ��E���������-
�� � 96-����B��� =���’���. ?���� #@+? ���"-
���������� =�� 37°X � 5� X_2 � ����� �nock_ut
^|L|, �����<��’�$ 15� �nock_ut Serum [e-
placement, 0.1 �C NLZZ, 1× =�/�/�����-����=-
����/��, 1 �C Yluta|Z� )��� �������� � {her-
mo]isher Scientific*, 0.05 �C 2-�����=��P�����
)Zmresco* � 10 ��K�� }]Y] )SXI-store*. #@+?
=���������� � ������’���� 1 : 10 � ��=��"!���-
���� {rypWL¡ Lxpress Lnzyme ){hermo]isher Sci-
entific* ��<��� 4�5 ���$.

!^
������ �������� ’�)

;������A &�? �����(�� �! #@+? � ��=��"-
!������� ��E��� �izardfi Yenomic ^NZ \urifica-
tion �it )\romega*.

�����	 ���
���^� ������� 
� ��������� �������
�� 
�
���^ CRISPR�CasD

&����/�A ����B�( ����/�� p.Zsn515del � ���-
��� #@+?, ��=��T���/�A �B������ �������$
&�?, �����<�D�� 17-$ P�!�� ���� MYBPC? ���
=������!����� ��$�� ��/�����$ ���������� ��-
����� X[IS\[KXas9, =�������� � =���D"A @M

�� =��E��� {100 {hermal Xycler )Uio-[ad* � ��E�-
��� Uio|aster bS-{aq \X[-Xolor )2×* )Uiola}-
mix*. @��������: 95°+ � 3 ���� 35 /�����: 95°+ �
10 �, 5O°+ � 15 �, 72°+ � 15 �� 72°+ � 5 ��� )�����!
����/�$* � 95°+ � 3 ���� 35 /�����: 95°+ � 30 �,
60°+ � 30 �, 72°+ � 30 �� 72°+ � 5 ��� )�����! ��-
/�����$ ����������*. #�=��"!������� =��$����
=�������� � ��E�. 1. 
���/�� �������������( =�
+P����� ��=���(�� � ��=��"!������� Uig ^ye
{erminator ‘. 3.1 Xycle Sequencing �it )Zpplied Uio-
systems* � �����!������� � M?@ �;��������
+8 
	� �� ������B����� �����!����� ZUI
3130�W.

!^������� �������	�^ � ���
��

&����/�A ���������/�� ����=��!���� � ��-
��B�( P=���� � ����(� #@+? =�������� � =���-
D"A @M
. @��������: 95°X � 3 ���� 35 /�����:
95°X � 15 �, 67°X � 15 �, 72°X � 20 �� 72°X � 5 ���
)����=��!��* � 95°X � 5 ���� 35 /�����: 95°X �
15 �, 62°X � 15 �, 72°X � 15 �� 72°X � 5 ��� )P=���-
��*. @��$���� ���!��� � ��E�. 1.

�����	 ���������
?������=�������� E��� ��=������ � �������

�#CM �������� C�<���������$ ������� /�����-
����B����$ ������������ �������� B�������.

$��������� 
�//����������� in vitro
+=�������A ��TT����/������ #@+? =�����-

����� T����������( P�E�������� ����/ ��=��-
�(��, ��� �=����� ����� )^ementyeva et al., 2021*.

"�����/�����
������� ����*������
?����� T���������� � 4� =���T�����"������

10 ���, =�����E���!������� � 0.4� ������-�100
20 ���, ����E������� � 1� �+	 30 ��� )��� =��/�-
���� ��=���(���" =�� ��������$ ���=�������*. +
=����B���� ���������� ������ ����E������� �
��B���� ��B� =�� 4°+, � �� �����B���� ��������-
�� � 1 B =�� ��������$ ���=�������. #�=��"!�-
������ �������� =���B������ � ��E�. 1. 8������
�� ����(!��’���( ������� =�������� � \US 2 ��!�
=� 15 ���. ���� ��������������� � ��=��"!�������
^Z\I )Sigma-Zldrich*. C����T������T�� E��� =�-
��B��� � =���D"A ��������=� Nikon Lclipse {i-L �
=����������� �E��=�B���( NIS Llements.

)�����
������� �4-6p�

�? �����(�� � =���D"A {[Izol [eagent

){hermo]isher Scientific* �������� =�������� =��-
�!�������(. 8E�����A ��������=/�A 1�2 ���

�? =�������� � ��=��"!������� �������!�
|-|uW‘ )Uiola}mix*. ?���B��������A 8�-@M

��=���(�� �� =��E��� WightXycler 4O0 System
)[oche* � ��E���� Uio|aster bS-q\X[ S�U[ Ulue
2× )Uiola}mix*. @��������: 95°X � 5 ���� 40 /��-
���: 95°+ � 10 �, 60°+ � 1 ���. >��B���( X{ �����-
��!����� � E���-������ � =���D"A ��X{-������.

STR �����	
	������T���/�A ����$ #@+? ���D�����(��

���=���( �;������������� )https:KKwww.genoana-
lytica.ru* � =���D"A ��E���� Zmp]lS{[ Identifiler
^irect \X[ Zmplification �it )Zpplied Uiosystems* �
Investigator b^plex )jIZYLN* � =��E��� 3130 Ye-
netic Znalyzer )bI{ZXbI, Zpplied Uiosystems*.

@8�G�
�#
 # �	
	?�

#+�#?	 
?�
�8���� �#�#�

&�( �������������( �������$ &�? #@+?
!�������� ������ E��� ��=��"!����� �������
X[IS\[KXas9, �����(D�( �! E���� Xas9 � ��=���-
�(AD�$ 
�?, ���AB�AD�$ =�����������"����"
)�=�$���*, ���=����������A �B����� 17-�� P�!�-
�� ���� MYBPC? )=�����=�$����*. ?��=����� �!
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������� 1= 	������� � ���������������, ��=��"!������� � ������������

	�������

	������� 
�!������� @���!�������", ���. � [[I^

C����� 
=�A��=����������

|ouse IgY2} anti-_X{3K4 1 : 50 Santa Xruz Uiotechnology, 
sc-5279

[[I^: ZU�62O051

[a}}it IgY anti-NZN_Y 1 : 200 [eproXLWW, [XZU003\ [[I^: ZU�2714012

|ouse IgY3 anti-SSLZ4 1 : 200 Z}cam, a}162O7 [[I^:ZU�77O073

|ouse Ig| anti-{[Z-1-60 1 : 200 Z}cam, a}162OO [[I^:ZU�77O563

C������
��TT����/������-
��� =���!������

|ouse IgY2a anti-{~UU3 1 : 500 UioWegend, O01201 [[I^:ZU�2313773

Xhicken IgY anti-|Z\2 1 : 1000 Z}cam, �}5392 [[I^:ZU�213O153

|ouse IgY2a anti-�S|Z 1 : 100 ^ako, |0O51 [[I^:ZU�2223500

[a}}it IgY anti-Nkx-2.5 
)b-114*

1 : 100 Santa Xruz Uiotechnology, 
sc-14033

[[I^:ZU�6502O1

|ouse IgY1 anti-X�1O 1 : 100 Z}cam, a}66O [[I^:ZU�305647

|ouse IgY1 anti-bN]3� 1 : 100 Santa Xruz Uiotechnology, 
sc-374376

[[I^: ZU�109O9742

�����B��� 
��������

Yoat anti-|ouse IgY
)b � W* Secondary Znti-
}ody, Zlexa ]luor 56O

1 : 400 {hermo]isher Scientific, 
Z11031

[[I^:ZU�144696

Yoat anti-|ouse IgY3 
Xross-Zdsor}ed Secondary 
Znti}ody, Zlexa ]luor 4OO

1 : 400 {hermo]isher Scientific, 
Z21151

[[I^:ZU�25357O4

Yoat anti-|ouse Ig| 
beavy Xhain Xross-
Zdsor}ed Secondary Znti-
}ody, Zlexa ]luor 56O

1 : 400 {hermo]isher Scientific, 
Z21043

[[I^:ZU�2535712

Yoat anti-[a}}it IgY 
)b � W* bighly Xross-
Zdsor}ed Secondary 
Znti}ody, Zlexa ]luor 4OO

1 : 400 {hermo]isher Scientific, 
Z1100O

[[I^:ZU�143165

Yoat anti-|ouse IgY 
)b � W* bighly Xross-
Zdsor}ed Secondary
Znti}ody, Zlexa ]luor 4OO

1 : 400 {hermo]isher Scientific, 
Z1107O

[[I^: ZU�2534122

Yoat Znti-Xhicken Ig� 
b�W, Zlexa ]luor 4OO

1 : 400 Z}cam, a}150173 [[I^:ZU�2O27653
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��=����(AD�$ 
�? � E���� Xas9 ������ � ����-
/�=�B�B��� �������� ����������������, ���-
=����������� �B����� 17-�� P�!��� ���� MYBPC?
� �����<�D�� ���������������A ����/�A ZZX
)p.Zsn515del*, E��� ���������� � ������ �����

IXYi022-Z � =���D"A P������=���/��. @���-
B����� =���� P������=���/�� ����� #@+? E���
=�������!������� =���������� @M
 � ��=��"!�-
������ =��� =��$�����, ������( =�!���(�� �����-
�������" =���������� �������� p.Zsn515del. � ��-

8��������������

;��K����� 
�!��� 
=������� @�(��$K�E�����$ =��$��� )5¢�3¢*

&����/�( P=������� 
��������

ori\ 544 =� {{XXZXYZYYY{ZY{YZZXXK
{XYYYYY{Y{{ZYZYZXZZX

C����� =�A��=�-
��������� )����B. 
8�-@M
*

OCT@ 94 =� X{{X{YX{{XZYYZYX{{YYK
YZZYYZYZZYX{YYZYXZZZ

NANOG 391 =� XZYXXXXYZ{{X{{XXZXXZY{XXXK
XYYZZYZ{{XXXZY{XYYY{{XZXX

SO�8 100 =� YX{{ZYXX{XY{XYZ{YZZXK
ZZXXXXZZYZ{YXZXZZX{X


�T�������$ ��� 
)����B. 8�-@M
*

ACTB 93 =� YXZXZYZYXX{XYXX{{K
Y{{Y{XYZXYZXYZYXY

&����/�( ����-
=��!��

;�� ��E������"��$ 16S 

�?

2O0 =� YYYZYXZZZXZYYZ{{ZYZ{ZXXX{K
{YXZXXZ{X{Y{XZX{X{Y{{ZZXX{X

&����/�( �������( 
����/�� p.Zsn515del

MYBPC?, P�!�� 17 253 =� XZYZYZXZXXZXX{ZZ{XZ{ZYK
YZYZ{YZYZZYYZ{YZYY{{{ZYY

	����! ���� ������-
��� ����/�$

MYBPC?, P�!�� 17 40O =� XZZZ{YY{YZY{{XXZYZZYXK
YZYZ{YZYZZYYZ{YZYY{{{ZYY

@�����������"����" 
=�����=�$���� ��( 
��=����(AD�$ 
�?

MYBPC?, P�!�� 17 20 �. ZXZXXZXX{YZ{XZ{XZZXY

@�����������"����" 
��������� ��������-
�������

MYBPC?, P�!�� 17 90 �. XYX{ZY{YXZXZY{YXZ{ZY{YXXXXYXY{-
XX{XXZYXZ{YYXX{XYZ{YZ{{ZYY{YY{-
Y{X{X{YXXXY{XX{{X{{YZZXXYY{Z{{

	����! =������!��-
��� ��$��� ��/���-
��$ ���������� 
������� 
X[IS\[KXas9

chr14:5640O346-5640O720 375 =� ZXZYXXZXZYXZZ{XX{ZZYK
YZXZYYYXXX{{{ZXZYZZ{ZY

SLCDA�, ������ 14 536 =� XYY{YYZY{XX{ZYX{ZZ{ZYZK
{XZYXX{XXYZY{YZZYZZ

RTL�B, P�!�� 1 511 =� ZYYZYYXZXZZZYXXZZ{{ZK
{{X{Y{XXXZYZ{Y{{YZZ{XX

SLC@@A;, P�!�� 16 344 =� {{YYYZZ{ZZ{{YYYXZYZ{ZYZK
XZ{{ZZYYXZZXZXZYXZYZZY

������� 1= 8���B����
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ICGi022-A

ICGi022-A-3

ICGi022-A-4

ICGi022-A-5
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OCT4
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0
100
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104
105
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NANOG
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SOX2

TRA-1-60 SSEA4

OCT4 NANOG TRA-1-60 SSEA4

OCT4 NANOG TRA-1-60 SSEA4

200 �m200 �m

100 �m100 �m

100 �m100 �m

100 �m100 �m 100 �m100 �m

100 �m100 �m

100 �m100 �m
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13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 X Y

4 5 1 2 3

6 7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 X Y

4 5 1 2 3

6 7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 X Y
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G

i0
22
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TVWW3 MAP2 NKX2-5 CK18 UNF3��SMA

TVWW3 MAP2 NKX2-5 CK18 UNF3��SMA

TVWW3 MAP2 NKX2-5 CK18 UNF3��SMA

100 �m100 �m 100 �m100 �m 100 �m100 �m 100 �m100 �m 100 �m100 �m 100 �m100 �m
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������	��$�����	�� $�����	��(�)

(
)

IC
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Gi022-A

-3

IC
Gi022-A

-4

IC
Gi022-A

-5
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���= 1= �������������� ����$ #@+? IXYi022-Z-3, IXYi022-Z-4, IXYi022-Z-5 � ��������$ � ��� MYBPC? ����/��$
p.Zsn515del. )�* � ���� ����(� #@+?, =���B����� � ��!��"���� �������������( ���� MYBPC? ����� #@+? IXYi022-Z,
��(����� ����!������( ����/�( p.Zsn515del. )E* C��T�����( ����$ #@+? IXYi022-Z-3, IXYi022-Z-4 � IXYi022-Z-5.
C��’��E��( ����$�� � 200 ���. )�* F��=�����( ��������=/������ T������� _X{4 � NZN_Y � =������������ ���������
{[Z-1-60 � SSLZ4 � =���B����� ����(� #@+?. C��’��E��( ����$�� � 100 ���. )�* 	����! P��=������ ����� OCT@, NANOG,
SO�8 ������� @M
 � ����"��� ������� � ����(� #@+? IXYi022-Z-3, IXYi022-Z-4 � IXYi022-Z-5. ����( P�E������"���
��������� ������ B������� b~LS9 E��� ��=��"!����� � ��B����� �������(. )�* ?������= =���B����� ����$ #@+?. )�* @��-
����<����� �=���E����� ����$ #@+? IXYi022-Z-3, IXYi022-Z-4 � IXYi022-Z-5 ��TT����/������"�( � =���!������ ����
!�����’���� �������. C��’��E��( ����$�� � 100 ���. )<* @M
-���� =���!�� ���������� � =���B����� ����(� #@+? P=�-
������ ��������. )!* @M
-���� =���!�� ���������� ���������/�� ����$ #@+? ����=��!����. )�* 8��������� ��/�����$
���������� ������� X[IS\[KXas9 � ����(� #@+? IXYi022-Z-3, IXYi022-Z-4 � IXYi022-Z-5 � =������!����� ��$�� ��/���-
��$ ���������� chr14:5640O506-5640O525 .

ICGi022-A

ICGi022-A-3

ICGi022-A-4

ICGi022-A-5

(�) ]�
���@ ��@�

�	���������!@ ��@� ����
���@ ����������
chr14:56408506�56408525

MYBPC3, %����  17, chr11:47342656�47342675

!��"���� E��� ���E���� 12 =�!������� �� ����-
B�� �������� p.Zsn515del ������. &�( P��� ������
E��� =�������� �������������� 17-�� P�!��� ��-
�� MYBPC?. ��� ����� ���!����" ����!��������
=� ���������������$ ����/�� � ���� MYBPC?
)���. 1�*. 8����"��� ����� � ����� ������ �����
������� p.Zsn515del, � �� ������ � ��!��B��� ��-
������ ����/�$ � �����/�$. ��� ����� #@+?,
����!������� =� �������� p.Zsn515del, IXYi022-
Z-3, IXYi022-Z-4, IXYi022-Z-5, E��� ��E����
��( ���"��$’�$ ��E��� � �����"�� ����������!���-
��. ����� #@+? ��������������� ����������A
��( =�A��=�������� ��������� ������ B�������
���T�����A )���. 1E* � P��=����������� �������
=�A��=��������� �����(��(: ��������=/������
T������ _X{4, NZN_Y � =������������ ����-
���� {[Z-1-60 � SSLZ4 )���. 1�*. ?���B������-
��$ �����! � =���D"A @M
 � ����"��� �������
=���!��, B�� ������" P��=������ ����� =�A��=�-
��������� OCT@, NANOG � SO�8 � P��� ����(�
��=������� � ������� �� P��=������ � ����� P�-
E������"��� ��������� ������ B������� b~LS9
)���. 1�*. Y-EP����� ����$ IXYi022-Z-3,
IXYi022-Z-4 � IXYi022-Z-5 �� O�12 =����<�� =�-
��!��, B�� ������ ������(�� ������"��$ �������=
� 46,�� )���. 1�*. +=���E����" ����$ #@+? ��-
���" =���!������ ���� !�����’���� �������
�/��������" =���������� �=�������$ ��TT����-

/������ � P�E�������� ���"/��. #�����T���-
���/������ ����’������ ��TT����/���������
������ ��(���� P��=�����A �������� P��������
)�3-��E����� ){~UU3* � |Z\2*, ��!������
)��������’�B���� �-������ )�S|Z* � ����-
����=/������� T������ N��2-5*, P��������
)(������� T������ ��=���/���� bN]3� � /�����-
������ 1O )+?1O** )���. 1�*. � =���B����� ����(�
#@+?, ��� � � �������$ ����� IXYi022-Z, ��-
����������� P=������� ������� )���. 1<*, � ���-
<� ���������/�( ����=��!���� )���. 1!*. 	��-
��! �������� ��������� =������� )S{[* � ����-
(� IXYi022-Z-3, IXYi022-Z-4 � IXYi022-Z-5
=��������� �� ������B����" �������$ �����
#@+? IXYi022-Z =� 26 =������T��� �������
)������ �����=�� =� !�=���� � �������*. + =���-
D"A �������������( =� +P����� � =���B�����
����(� #@+? E��� =����������������� �����-
����� ��/�����$ ���������� ������� X[IS\[KXas9
� 4 =������!����� � =���D"A ������� Uenchling
)https:KKwww.}enchling.comK* ��$���. @����� ���-
��!� ������ �! =������!����� ��$��� ��/�����$
���������� ������� X[IS\[KXas9 =����������
�� ���. 1�.

@��=��� ����$ #@+? IXYi022-Z-3, IXYi022-
Z-4 � IXYi022-Z-5 =���������� � ��E�. 2, =����(
�������������� P��� ����$ =�������� � ��E�. 3.
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������� 2= @��=��� ����$ #@+? B������� IXYi022-Z-3, IXYi022-Z-4 � IXYi022-Z-5
@������� 8=������

G�����"��$ ������T������ IXYi022-Z-3
IXYi022-Z-4
IXYi022-Z-5

	�"����������� ��!����� ����� �7-|�U\X3-N515del-1
�7-|�U\X3-N515del-2
�7-|�U\X3-N515del-3

GB��<����� �������"��� ��������������� EA�<����� ���B��� �B��<����� 
��������"��$ ������������"���$ /���� #������� /�������� 
� �������� +�E������� ��������( 
����$���$ �������� �����, 
������E����, 
����(

��= ������ #@+?
��� ������!�� �������
&�=�������"��( ��T����/�(
� =������<����� �����B��$ �����

��!����: 42
@��: �
F���B����( =�������<����": ����=������( ����

#������$ ��= ������ C������������� ������ =���T���B����$ �����
+=���E ��=��������������( �����������AD���( P=������� =��!������ �������

�=����������AD�� T������ _X{4, �W]4, W-|�X, S_�2, WIN2O � p53 sh[NZ
?�����"����" ?�����"���
@������<����� P������/�� 
��=����������AD�� ����������

@M
, �� ���������A��(

;�����B����( ����T���/�( &�
��� ������B����$ ����T���/�� ��������( ����/�( ���� �����������
>�E�������� ;�=�����T�B����( ���������=���(
;��K����� MYBPC?:c.1543�1545delZZX )p.Zsn515del*, rs730OO0643
C���� �������( ����T���/��K��=��"!����( 
��$�-�=�/�T�B����( ������!�

+������ X[IS\[KXas9

+=���E �������� ��$�-�=�/�T�B����$ 
������!�

F������=���/�( [N\ )��E�������=����������� 
���=�������*

��������$ � ������ ������B����$ �������� &������$ ��������������, �����<�D�$ ����/�A 
c.1543�1545delZZX )p.Zsn515del*

C���� �����!� ��������$ ����T���/�� @M
 � =������AD�� ��������������� =� +P����� 17-�� P�!��� 
���� MYBPC?

+=���E �/���� ��/�����$ ���������� +������������� =� +P����� @M
-=��������, �����<�D�� 
=������!����� ��$�� ��/�����$ ���������� ������� 
X[IS\[KXas9

C��T�����( C������$��� �������, =���E��� =�A��=�������� ������� 
B�������

@�A��=���������" @������<���� � ������ �� T����������� P�E�������� ����/
?������= 46,��
@������� ���������/�� ��������, ���E� � ����=��!�� �� �E����<���
8E����" =��������( #!�B���� =���������B������ ������ �������� 

c.1543�1545delZZX )p.Zsn515del* � ���� MYBPC? � ��!����� 
��=�����T�B����$ ���������=����

+=���E ���"����������( �� ���� ������B���� ���������������� T�E��E������ ��’� 
)T�����*

+���� ���"����������( �nock_ut ^|L| ){hermo]isher Scientific*
���=�������, °X 37
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@	��8�	 � ��.

?��/�����/�( X_2, � 5
?��/�����/�( _2, � 20
+=���E =������� {rypWL¡ Lxpress Lnzyme ){hermo]isher Scientific*
?�������" =������� 1 : 10
?�����������/�( 90� ]US, 10� ^|S_
G�����( �������( �����$ �!��
GB����( !�=��" � ������� https:KKhpscreg.euKcell-lineKIXYi022-Z-3

https:KKhpscreg.euKcell-lineKIXYi022-Z-4
https:KKhpscreg.euKcell-lineKIXYi022-Z-5

&��� =��=����!�/��K��=���������( 19K0OK2022

@������� 8=������

������� 3= �������������� ����$ #@+? B������� IXYi022-Z-3, IXYi022-Z-4 � IXYi022-Z-5

@�������� C���� 
�!��"��� &�����

C��T�����( C����T������T�( 
� T�!���� ���������

����������( ��( =�A��=�������� 
������ B������� ���T�����(


��. 1E

������= ?�B��������$ �����!
"�����/�����
������� 
����*������

@���<����"��� ����’������
�� ������� =�A��=����������: 
_X{4, NZN_Y, {[Z-1-60, 
SSLZ4


��. 1�

?���B��������$ �����!
�4-6p� � �������� 
�������

F��=�����( �������� =�A��=�-
���������: OCT@, NANOG, SO�8


��. 1�

;�����= ?������=�������� 46,��

�!��’���� 450�500


��. 1�

#�����T���/�( S{[ �����! 26 �! 26 =������T��� ������� 
���=���A� � �������$ �����$ 
IXYi022-Z

&����� �����=�� 
=� !�=���� � �������

	����! ��������$
������B����$ 
����T���/��

@M
 � =������AD�� 
��������������� 
=� +P�����

;���!������( ����/�( 
c.1543�1545del )p.Zsn515del* � 
���� MYBPC?


��. 1�

	����! ��/�����$ 
����������

@M
 � =������AD�� 
���������������
=� +P�����

8��������� ��/�����$ �������-
��� ������� X[IS\[KXas9 
� 4 =������!����� ��$���


��. 1�

?��������/�( C���=��!�� 8���������� 
��. 1!

@����/��� ��TT����/�-
�����

������������ 
P�E�������� ����/, 
������T������/������ 
����’������

@���<����"��� ����’������ �� 
������� ���� !�����’���� 
�������: {~UU3 � |Z\2
)P��������*� £S|Z � N��2-5 
)��!������*� X�1O � bN]3� 
)P��������*


��. 1�

#�T��/�� ������ �#�, ��=���� �, ��=���� + ��� ������ ��� ������

&�=�������"��( 
��T����/�( � ������=�

;��==� ����� ��� ������ ��� ������

bWZ-��=�������� ��� ������ ��� ������

������� 2= 8���B����
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��	;8&	
�8+�#
	����! ������T������/������� ����’�����(

=�������� � ��=��"!������� �������� M?@ �����-
���=�B������ �����!� E������B����� �EQ����� #M�;
+8 
	�, =�����<������ �A�<����� =������� #M�;
+8 
	� ]�N[-2022-0015.

�#�	�+#
8�	�#
 
	�8��
#����������� ��=������ =�� T��������$ =��-

���<�� 
����$����� ���B���� T���� )=����� � 22-15-
00271*.

+8��%&
�#
 F�#�
+?#� +�	�&	
�8�
#����������� ���E���� P��B����$ ��������$ �;�G

��������"��$ /���� ��$����������� C�����������
!�������������( 
����$���$ ������/��, ������-
E����, =������� � 1 �� 14.03.2017. @�/������ E���
���� ��E�����"��� ��T������������ ��������.

&�( =���B���( T����� ��� =��������� ��<����-
������, ��/�����"��� �K��� �������/�����"���
=���/�=� ��=��"!�����( <������� � P��=���������
� ������( ����� !� ���� E��� ��E�A����.

?8���#?� #��


+8�
	����� !�(��(A�, B�� ����$-��E� ���T���� ����-

����� �����������.

#��8
C	M#� 8 �?�	&
 	��8
8�
+.�. @������, 
.�. &�����"��� � +.C. >���(� ��!��-

E����� ��!�$� P��=��������, =������ �����! =���B��-

��� ������ � �B��������� � ��=������ ����"�. +.�. @��-
���� � �.H. H�(������� ���D������� =��E�� ��=����(-
AD�$ 
�? � ��������� ��������������� ��( �������(
����/�� � =���D"A ������� X[IS\[KXas9. +.�. @����-
�� =������ P��=�������� =� �������������A ������
#@+?. 
.�. &�����"���, ?.	. @���(��� � 	.
. H��"��-
�� ����������!����� =���B����� � ��!��"���� �����-
��������( ����� #@+?.

+@#+8? �#�

	�G
�
’��������� (.!., !����� 0.!., )����� (.". � 
�. ;���-

��B����$ �����! =�/������ � ��=�����T�B����$
���������=����$ KK ;��� � ?�����. 2020. �. �‘.
� 3. +. 6O�73.

6���� #.(., =����^� �.%., %������ �.�. � 
�. +=���� ��-
��/�$ � ���� |�U\X3 � =�/������ � ��=�����T�B�-
���$ ���������=����$ KK C���/�����( ��������.
2016. �. 15. � O. +. 26�29.

Fementyeva E.V., Pavlova S.V., Chernyavsky A.M., Zakian S.M.
Yeneration of an induced pluripotent stem cell line,
IXYi029-Z, }y reprogramming peripheral }lood mono-
nuclear cells of a patient suffering from hypertrophic
cardiomyopathy and carrying a heterozygous p.N515del
mutation in |�U\X3 KK Stem Xell [es. 2021. ‘. 53.
102344.

Malakhova A.A., Grigor�eva E.V., Pavlova S.V. et al. Yenera-
tion of induced pluripotent stem cell lines IXYi021-Z and
IXYi022-Z from peripheral }lood mononuclear cells of
two healthy individuals from Si}erian population KK Stem
Xell [es. 2020. ‘. 4O. 101952.

|aldmüller S., Erdmann J., Binner P. et al. Novel correla-
tions }etween the genotype and the phenotype of hyper-
trophic and dilated cardiomyopathy: results from the
Yerman Xompetence Network beart ]ailure KK Lur. V.
beart ]ail. 2011. ‘. 13. � 11. \. 11O5�1192.

Zeneration of Induced Pluripotent Stem Cell Lines ICZi022bAb3, ICZi022bAb4,
and ICZi022bAb5 with p=Asn515del Mutation Introduced in MYBPC3

Using CRISPR�Cas^
S= V= Pavlova1, L= Sh= Shayakhmetova1, [= A= Pronyaeva1, A= E= Shulgina1,

S= M= �akian1, and E= V= Fementyeva1, D
;Hederal Research Center Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences,

}ros}ekt Lavrentyeva ;<, Novosibirsk, [?<<D< Russia
�e-mail\ dementyeva]bionet.nsc.ru

~p to 60� of hypertrophic cardiomyopathy cases are due to mutations responsi}le for sarcomere functioning.
bowever, clinical significance is known not for all variants found in hypertrophic cardiomyopathy-associated
genes. ~sing methods of nucleotide sequence editing opens new prospects for clarifying clinical significance
of the variants. Z trinucleotide deletion c.1543�1545delZZX )p.Zsn515del* with uncertain significance was
introduced in MYBPC? of induced pluripotent stem cells )i\SXs* of a healthy donor }y X[IS\[KXas9.
{hree i\SX lines )IXYi022-Z-3, IXYi022-Z-4, and IXYi022-Z-5* homozygous at the mutation were gen-
erated. {he i\SX lines with the introduced deletion demonstrated morphology characteristic of human plu-
ripotent cells, normal karyotype )46,��*, expressed markers of the pluripotent state )_X{4, NZN_Y,
{[Z-1-60, SSLZ-4*, and were a}le to give rise to derivatives of three germ layers during spontaneous differ-
entiation. Studying properties of cardiomyocytes o}tained under directed differentiation of the IXYi022-Z-3,
IXYi022-Z-4, and IXYi022-Z-5 i\SX lines allows esta}lishing pathogenetic contri}ution of the p.Zsn515del
variant in MYBPC? to hypertrophic cardiomyopathy development.
Key�ords\ hypertrophic cardiomyopathy, variants of unknown significance, induced pluripotent stem cells,
X[IS\[KXas9
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#��$%�&� )&�&8 &�$?7&��-%��(< 9);�&9������(< 
#�-�)�-(< /)���/ ICZi044bJ & ICZi044bC # 9���Q*; 

��9����%��&��-%�&. �����?/)�%��(< /)���/ 
9��&@��&>�#/�8 /��-& 9%7&���% # ’�)���*; 9%�/&�#��%, 

%##�7&&��-%���8 # �?�%7&�8 �.1492T>G - ���� GLUD2
' 2023 �=   $= %= #�����
�a, b, �= -= ������B���a, D, %= %= ��������a, #= -= 9������a,

#= 9= ��
��
��a, ;= -= -	���
b, �= %= <�������a, c, $]= %= �����c, #= �= ����	
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. 1����������, ;<, ����
����
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��� ����������^� �

��
�������
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�
��
�����^� ������
����,
��. 6�������, 8, ����
����
�, [?<<D< ��

��

c+&%‘ +�
������^� ����� ������������� #���
���
��� 	
������������� ��

��
��� +�
������,
��. ����������-’�������, ;?8�;, ����
����
�, [?<<�X ��
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*e-mail\ evlena]bionet.nsc.ru
@����=��� � �����/�A 0O.12.2022 �.

@���� ����E���� 25.12.2022 �.
@���(�� � =�E����/�� 2O.12.2022 �.

����!�" @��������� � ���"��T��������"��� !�E��������, � ��� P�������A ����(� ����� ��� ����-
��B����( =������=���<������" )5� ���� ���B���*, ��� � T������ ����<�AD�$ �����, � ��!�������
�!������( � �������� ��!�� � ������ �������� ������!��. &�( ����������� � �!�B���( =��������
��!����( E���!�� ��<�� =���� ����� =������T�!���, ����/���������� � ��������������� T��-
���� !�E�������(. C� =�������!������� �����B����$ P�!�� 55-������� =�/����� � E���!�"A
@��������� � ��(���� =������T�!� � ���� GLUF8 )c.;@D8T>G*. &����$ =������T�!� (��(���(
=��������� =� E�!� ������ Xlin‘ar, ������ ������!� =�������!� �� ��� =�� �������( ���� �!�B��-
���. ?���� ����, � �����(D�� ����( ��� ����������� ������$ �� ������ ������ B�������, B�� ��-
!����� E��"’�$ �������. C� ��!���� ����/��������� =�A��=�������� ��������� ������
)#@+?* �! �������������� ������ =���T���B����$ ����� =�/����� � =���D"A �����������A-
D���( P=������� �������� )_X{4, �W]4, W-|�X, S_�2, WIN2O � p53 sh[NZ*. @���B����� �����
#@+? )IXYi044-U � IXYi044-X* �����������A� ��=�B��A F+?-=���E��A ���T�����A, ���-
���"��$ �������= )46,��*, P��=�������A� ������� =�A��=���������� )_X{4, S_�2, NZN_Y,
SSLZ4, {[Z-1-60* � �=���E�� �����" =���!������ ���� !�����’���� �������. ����� #@+?
IXYi044-U � IXYi044-X, � ���<� �� ��$���"��� =���!������ =��������(A� ��E�$ ������"��A ���-
��B��A �����" in vitro ��( �!�B���( =���������B����� ������!��� ��!����( E���!�� @���������,
����/���������$ � ����/��$ c.;@D8T>G � ���� GLUF8.

)�:���^� 
����\ ��=���������������, ����/��������� =�A��=�������� ��������� ������, E�-
��!�" @���������, =������T�!��
FOI: 10.31O57KS0475145023010123, EFN: ][‘^�S

��
&
�#


@�/����-�=�/�T�B��� �����B��� ������ ��
������ ����/��������� =�A��=�������� ������-
��� ������ )#@+?* =�!���(A� �!�B��" ������!��
��!����( ��!��B��� �������������� !�E�������$
E�! �������B������ ���’����"���� � ������!� B���-
����. F�� ���E���� =���!�� ��( �!�B���( ��$����-

������������ !�E�������$, ���AB�( E���!�"
@���������.

�������������( T���� E���!�" @���������
��<�� E��" ��!���� ����/�(�� � ��!��B��� ��-
���, ����� �! ������� (��(���( ��� GLUF8. F���
��� ���=���<�� �� �-��������� � �� ����� �����-
���. GLUF8 �������� ������������"��$ T������
�������������������!� 2, ������$ �B������� � ����-

‘’) QX[.Q�QXX.8

/�))�/7&. )&�&8
9);�&9������(< #�-�)�-(< /)���/
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����� ��������� �� �-�������������. GLUF8 P��-
=����������( ���"�� � ������� +������, �����/�-
��� � ��$�����.

C���/�( c.;@D8T>G � ���� GLUF8 =������� �
!����� Ser445Zla � T�������, B�� (��(���( =��B�-
��$ �������( �� ����������. #!-!� =���’����$
���=��� T������������$ ���������� =���������
����’���� ��E��� ��T��������B����� ��$��-
���, B�� ����� � ��!����A E���!�" @���������. G
��<B��, ����!������� =� P��$ ����/��, ��E�A-
�����( ������ ��B��� !�E�������(.

@���B����� � ������ ������������ �����
#@+? IXYi044-U � IXYi044-X, � ���<� �� ��$-
���"��� =���!������ =��������(A� ��E�$ ���-
���"��A �����B��A �����" in vitro ��( �!�B���( =�-
��������B����� ������!��� ��!����( E���!�� @��-
�������, ����/���������$ � ����/��$ c.;@D8T>G �
���� GLUF8.

C	�

#	�� # C
�8&�
6�������� "6$) � �
����� ���������������
1 × 106 �������������� ������ )C�?* =���-

T���B����$ ����� �����T�/������� ��E����
P=������� �������� )=� 0.5 ��� ��<����*, ����-
��AD�� _X{4, �W]4, W-|�X, S_�2, WIN2O �
mp53^^ )Zddgene I^ � 41O55�5O, 41O13�14* � ��-
=��"!������� Neon {ransfection System ){hermo
]isher Scientific*, =��������: 1650 �, 10 ��, 3 ��!�
� ���"����������, ��� �=����� )Yrigor�eva et al.,
2023*. @����B��� ������� #@+? ��E�����
���B��A � �������� �� B�’�� � ������B����
����������������� P�E������"���� T�E��E-
������� ��’� � �����, �����<�D�A O5� �nock-
_ut ^|L|, 15� �nock_ut Serum [eplacement,
0.1 �C NLZZ, 0.1 �C 2-�����=��P�����, 1� =���-
/�����-����=����/��, Yluta|Z�-I )��� {hermo
]isher Scientific* � 10 ��K�� }]Y] )SXI Store*. &�(
=����������( #@+? �����/�������� � =���-
D"A {rypWL ){hermo ]isher Scientific* � �����-
<����� � ������’���� 1 : O�1 : 10 � 2 ��C ���-
!�������� )S{L|XLWW {echnologies* ��<��� 4�
5 ���$. ?����� ���"���������� =�� 37°X �
5� X_2.

!^
������ �������� ’�) � ��)
;������A &�? �����(�� �! C�? � #@+? �

��=��"!������� ��E��� ��( �B����� �������$ &�?
�izardfi Yenomic ^NZ \urification �it )\romega*.

�? �����(�� � ��=��"!������� {rizol ){hermo
]isher Scientific* =� =�������� =���!�������(.

&�������
��� �����	
+������������� �����B������ P�!��� �E��!/�

&�? �! =�/����-�=�/�T�B��� C�? =�������� �
���=���� �;������� )https:KKwww.genotek.ru*. ��E-

������� E��� ��!���� � ��=��"!������� ��E���
��( =��������� E�E������� &�? NLUNext ~ltra
)New Lngland Uiola}s* ��( Illumina =���� ���$��-
�� ’����-����������( � =���D"A NLUNext
|ultiplex _ligos ��( Illumina )New Lngland Uio-
la}s*, �������" ��B����� =�������� � =���D"A
Zgilent Uioanalyzer 2100. &�( �E���D���( E�E�����-
�� ��=��"!����� SureSelect�{ {arget Lnrichment
System )Zgilent {echnologies*, �������������� � ��-
<��� [apid [un |ode. ���E��E������� �B�����-
��(, =���B����� � Illumina biSeq 2500, !����<��� �
E�!� ������ S[Z )=����� \[VNZ563295, �E��!�/
SZ|N227OO975, https:KK www.nc}i.nlm.nih.govK}io-
sampleK227OO975*.

@������<����� ����B�( ����/�� GLUF8
c.;@D8 T>G � #@+? =�������� ���������������
=� +P�����, =��$���� =�������� � ��E�. 1. 
���-
/�� =�������� �� ��=��T������� {100 {hermal
Xycler )Uio-[ad* � ��=��"!������� Uio|aster bS-
{aq \X[-Xolor )2×* )Uiola}mix* � �����AD�$
=��������: 95°+ � 3 ���� 35 /�����: 95°+ � 30 ��
65°+ � 30 �� 72°+ � 15 �� � 72°+ � 5 ���. 
���/��
�������������( =� +P����� =�������� � =���-
D"A Uig ^ye {erminator ‘. 3.1 Xycle Sequencing �it
)Zpplied Uiosystems* � �����!������� �� ������-
B����� �����!����� ZUI 3130�W � M?@ �;��������
+8 
	� )http:KKwww.ni}och.nsc.ruKdoku.phpKcorefa-
cility*.

!^������� �������	�^ � ���
��
&����/�A ���������/�� ����=��!�� � ����-

B�( =�����������"�����$ P=���� � ������� =��-
������ � =���D"A @M
 )95°+ � 5 ���� 35 /��-
���: 95°+ � 15 �, 60°+ � 15 �, 72°+ � 20 �* �� ��-
=��T������� S1000 {hermal Xycler )Uio-[ad*
)Xhoppa et al., 199O� _kita et al., 2013*. @��$����
=���B������ � ��E�. 1.

�����	 ���������
&�( �������=�������( ������ �����<����� ��

4 ����� 12-����B���� =���’��� � ���B����, B��-
E� B���! 2 ��� �������$ ������ �������� O0�90�
���T�AP�������. >� 2.5 B �� T����/�� ����� ��-
�(�� �� ���<�A � ��E�������� 25�50 ��K�� ���-
/�����. ?����� ��!������������ 200 ��� {rypWL,
� ���=��!�� �������� 3 �� 0.2O� �Xl � ����E�����-
�� 20 ��� =�� 37°+, !���� � ���=��!�� ������<��
��E���(�� 1�2 ��=�� T�������� ?����� )��������
�������( ������� 3 : 1*. ?����� ��������� ���=����-
������ � =��������� � /�����T�<��A =��E����.
M�����T��������� 5 ��� =�� 1300 �E.K��� )300 g*,
��=�������� �������, � ������ ������<�� ��E��-
�(�� 1 �� ����<������� �� �"�� T��������, �� =�-
����’���( ������(�� =��E���� �� 20 ��� �� �"��.
>���� ������ ��������� =�=��������� � /�����T�-
�������� 5 ��� =�� 1300 �E.K��� )300 g*. 8����� ��-
���=���������� � ���<�� ����<������ T������-
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������� 1= 	������� � =��$����, ��=��"!������� � ������������

	�������, ��=��"!������� � ������������

	������� 
�!������� @���!�������", ���. � [[I^

C������
=�A��=����������

[a}}it IgY anti-_X{4 1 : 200 Z}cam, a}1O976 [[I^:ZU�444714

[a}}it IgY anti-NZN_Y 1 : 500 Z}cam, a}62734 [[I^:ZU�956161

|ouse IgY3 anti-SSLZ4 1 : 200 Z}cam, a}162O7 [[I^:ZU�77O073

|ouse Ig| anti-{[Z-1-60 1 : 200 Z}cam, a}162OO [[I^:ZU�77O563

C������
��TT����/������-
��� =���!������

|ouse IgY2a anti-aS|Z 1 : 100 ^ako, |0O51 [[I^:ZU�2223500

[a}}it IgY anti-N��2.5 )b-114* 1 : 100 Santa Xruz Uiotechnology, 
sc-14033

[[I^:ZU�6502O1

[a}}it IgY anti-N]200 1 : 1000 Sigma, N4142 [[I^:ZU�477272

|ouse IgY2a anti-{u}ulin � 3 
){~UU3*KXlone: {~V1

1 : 1000 UioWegend, O01201 [[I^:ZU�2313773

|ouse IgY1 anti-bN]3} 
)]_�Z2*

1 : 50 Santa Xruz Uiotechnology, 
sc-374, 376

[[I^:ZU�109O9742

|ouse IgY2a anti-Z]\ 1 : 250 Sigma, ZO452 [[I^:ZU�25O392

�����B��� 
��������

Yoat anti-|ouse IgY )b � W* 
Secondary Znti}ody, Zlexa
]luor 56O

1 : 400 {hermo ]isher Scientific, 
Z11031

[[I^:ZU�144696

Yoat anti-|ouse IgY1 Zlexa 
]luor 56O

1 : 400 {hermo ]isher Scientific, 
Z21124

[[I^:ZU�2535766

Yoat anti-|ouse IgY2a
Xross-Zdsor}ed Secondary 
Znti}ody, Zlexa ]luor 56O

1 : 400 {hermo ]isher Scientific, 
Z21134

[[I^:ZU�2535773

Yoat anti-|ouse IgY3 Xross-
Zdsor}ed Secondary Znti}ody, 
Zlexa ]luor 4OO

1 : 400 {hermo ]isher Scientific, 
Z21151

[[I^:ZU�25357O4

Yoat anti-|ouse Ig| beavy 
Xhain Xross-Zdsor}ed Secondary 
Znti}ody, Zlexa ]luor 56O

1 : 400 {hermo ]isher Scientific, 
Z21043

[[I^:ZU�2535712

Yoat anti-[a}}it IgY )b � W* 
bighly Xross-Zdsor}ed Secondary 
Znti}ody, Zlexa ]luor 4OO

1 : 400 {hermo ]isher Scientific, 
Z1100O

[[I^:ZU�143165

Yoat anti-[a}}it IgY )b � W* 
Zlexa ]luor 56O

1 : 400 {hermo ]isher Scientific, 
Z11011

[[I^:ZU�143157
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�� � =��������� � 1.5 �� =��E���� ��( �������(
� �����=���������. +��=��!�� T������������
������ =��������� � �������-���������B����A
��E�������A ������B����$ ������� �## ����-
/�����$ �������� �������� �#CM ��( �����!�
�������=�.

$��������� 
�//����������� in vitro

@����/��� ��TT����/������ in vitro �����!�-
������ � =���D"A T����������( P�E��������
����/, ��� �=����� ����� )Yrigor�eva et al., 2020*.

"�����/�����
������� ����*������

?����� T���������� � 4� =���T�����"������
)10 ���, =�� ��������$ ���=������� )?�**, =��-
���E���!������� 0.5� ������-�100 )30 ���,
?�*, ����E������� � 1� �+	 )30 ���, ?�*. @��-
��B��� �������� ����E������� � ��B���� ��B�
=�� 4°+, �����B��� �������� ��E���(�� �� 1.5�2 B
=�� ��������$ ���=������� )��E�. 1*. ���� ���-
������������ ^Z\I. C����T������T�� E���
������� � ��=��"!������� ��������=� Nikon
Lclipse {i-L � =����������� �E��=�B���( NIS Ll-
ements.

)�����
������� �4-6p�

8E�����A ��������=/�A 1 ��� 
�? =������-
�� � =���D"A �E�����$ ��������=��!� |-|uW‘
)Uiola}mix*. ?���B��������A @M
 =�������� ��
=��E��� WightXycler 4O0 [eal-{ime \X[ System
)[oche* � Uio|aster bS-q\X[ S�U[ Ulue 2× )Uio-
la}mix* � ��=��"!������� =��������: 95°X � 5 ����
40 /�����: 95°+ � 10 �, 60°+ � 1 ���. >��B���( X{
�������!����� � E���-2-��������E����� � ��-
=��"!������� ��X{-������.

STR �����	

	������T���/�A ����� #@+? ���D�����(��
���=���( �;������������� )https:KKwww.genoan-
alytica.ru* � ��=��"!������� ��E���� Zmp]lS{[
Identifiler )Zpplied Uiosystems* � Investigator b^plex
)jIZYLN*, �� =��E��� 3130 Yenetic Znalyzer )Zp-
plied Uiosystems, Vapan*.

@8�G�
�#
 # �	
	?�

#+�#?	 
?�
�8���� �#�#�

@��=��� �����B��� ����$ #@+? IXYi044-U �
IXYi044-X =���������� � ��E�. 2, =����( ���������-
����� P��� ����$ =����������� �� ���. 1 � � ��E�. 3.

8��������������

;��K����� 
�!��� 
=������� @�(��$K�E�����$ =��$��� )5¢�3¢*

&����/�(
P=�������
��������

ori\ 544 =� {{XXZXYZYYY{ZY{YZZXXK
{XYYYYY{Y{{ZYZYZXZZX


�T�������$ ��� 
)����B. 8�-@M
*

����-2-��������E���� 2O0 =� {ZYX{Y{YX{XYXYX{ZX{K
{X{X{YX{YYZ{YZXY{YZY

C������ 
=�A��=���������� 
)����B. 8�-@M
*

NZN_Y 391 =� XZYXXXXYZ{{X{{XXZXXZY{XXXK
XYYZZYZ{{XXXZY{XYYY{{XZXX

_X{4 94 =� X{{X{YX{{XZYYZYX{{YYK
YZZYYZYZZYX{YYZYXZZZ

S_�2 100 =� YX{{ZYXX{XY{XYZ{YZZXK
ZZXXXXZZYZ{YXZXZZX{X

&����/�( 
����=��!��

;�� ��E������"��$ 16S 
�? 2O0 =� YYYZYXZZZXZYYZ{{ZYZ{ZXXX{K
{YXZXXZ{X{Y{XZX{X{Y{{ZZXX{X

@������<����� 
����/��

GLUF8: c.;@D8 T>G 21O =� X{ZZX{ZXXZX{{YX{XX{Y{XK
XZYY{XXZZ{XXXZYY{{Z{ZX

������� 1= 8���B����
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������� 2= @��=��� �����B��� ����$ IXYi044-U � IXYi044-+
@�������� 8=������

G�����"��$ ������T������ IXYi044-U
IXYi044-+

	�"����������� ��!����� ����� \^40-O
\^40-13

GB��<����� �;��G �������"��$ ������������"���$ /���� �#������� 
/�������� � �������� +8 
	��, ������E����, 
����(

8��E����� P��B������ �������� #����������� ���E���� P��B����$ ��������$ �;�G 
��������"��$ /���� ��$����������� C����������� 
!�������������( 
����$���$ ������/��, ������E����, 
=������� � 1 �� 14.03.2017

��= ������ #@+?
��� ������!�� �������
&�=�������"��( ��T����/�( � =������<����� 
�����B��$ �����

��!����: 55
@��: |
F���B����( =�������<����": ����=������( ����

#������$ ��= ������ C������������� ������ =���T���B����$ �����
&��� !�E��� E����������� 2017 ���
+=���E ��=��������������( �����������AD���( P=������� =��!������ �������

�=����������AD�� T������ _X{4, �W]4, W-|�X, S_�2, WIN2O � p53 sh[NZ
?�����"����" ?�����"���
;�����B����( ����T���/�( ���
��� ������B����$ ����T���/�� ���
@������<����� P������/��K!��������( 
��=����������AD�� ����������

@M
, �� ���������A��(

>�E�������� ����!�" @���������
;��K����� GLUF8 c.;@D8 T>G, rs96979O3
C��T�����( C������$��� �������, =���E��� =�A��=��������

������� B�������
@�A��=���������" @������<���� � ������ �� T����������� P�E�������� ����/
?������= 46,��
@������� ���������/�� ��������, ���E� � ����=��!�� �� �E����<���
8E����" =��������( In vitro �����" E���!�� @���������
+=���E ���"����������( C������$��$ �� =�������, =������� P�E������"���� 

T�E��E������� ��’�
+���� ���"����������( O5� �nock_ut ^|L|, 15� �nock_ut Serum [eplacement, 

0.1 �C NLZZ, 0,1 �C 2-�����=��P�����, 1� =���/�����-
����=����/��, Yluta|Z�-I )��� {hermo ]isher Scientific*,
10 ��K�� }]Y] )SXI Store*

���=�������, °X 37
?��/�����/�( X_2, � 5
?��/�����/�( _2, � 20
+=���E =������� F�!�����B����$, {rypWL ){hermo ]isher Scientific*
?�������" =������� 1 : O�1 : 10
?�����������/�( 90� ]US, 10� ^|S_
G�����( �������( �����$ �!��
GB����( !�=��" � ������� https:KKhpscreg.euKcell-lineKIXYi044-U

https:KKhpscreg.euKcell-lineKIXYi044-X
&��� =��=����!�/��K��=���������( 07K11K2022
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@�� �����!� �����B������ P�!������ �����-
��������( �E��!/� &�? 55-������� ��<B��� �
E���!�"A @���������, E�� ��(���� =��������$
������B����$ ������� c.;@D8 T>G ���� GLUF8
)Xlin‘ar: ‘X‘000029936.3*, ����/���������$ �
E���!�"A @���������. &����$ =������T�!�
=������� � !����� � �������������$ =��������-
���"����� )p.S445Z* ������������"���� T�������
�������������������!� 2 � =���’��� �� ���������".
C� �����T�/������� C�? =���T���B����$ �����
=�/����� �����������AD����( P=�������� =��!-
������� ���������, P��=�������AD��� T������
=�A��=����������, =�����(D�� � ��=����������-
����A ������B����� ������: _X{4, �W]4, W-|�X,
S_�2, WIN2O � p53 sh[NZ )_kita et al., 2013*. @�-
��B����� ����� #@+? )IXYi044-U � IXYi044-+*
E��� =����E�� ����������!�����. ?������ ���-
��� ����� �� =�������, =������� P�E������"��-
�� T�E��E������� ��’�, �E��E�������� ����-
��/���� + )Sigma*, ��������������� ��=�B��A
���T�����A =�A��=�������� ��������� ������
B������� )���. 1�*, E��� =���<����"���� =� ��-
�������� D���B��$ T��T���!� )���. 1E* � �����-
����� =����T���������. #�����T������/���-
��� ����’������ ������ =���!��� P��=�����A
T������� ��������=/�� NZN_Y � _X{4, =�-
����������� ��������� {[Z-1-60 � SSLZ-4 ��
1O =����<� )���. 1�*. ?���B��������$ �����! �

=���D"A @M
 � ����"��� ������� ��(��� =�-
��’���� �����( P��=������ �������� =�A��=�-
��������� OCT@, NANOG � SO�8 �� 20 =����<�
)���. 1�*. ����( P�E������"��� ��������� ���-
��� B������� b~LS9 )b‘[^e009-Z* ���<��� =�-
��<����"��� ��������� )Xowan et al., 2004*.
Y-EP����� ����� IXYi044-U �� 2O =����<� � ��-
��� IXYi044-X �� 27 =����<� =���!�� ������"-
��$ �������= )46,��* )���. 1�*. @������T�!�
c.;@D8 T>G � ���� GLUF8 E�� =������<��� �����-
���������� =� +P����� � ����(� IXYi044-U �
IXYi044-X � ��=�������� � =������T�!���� �
&�? C�? )���. 1�*. +=���E����" =���B�����
�����B��� ����$ ��TT����/������"�( � ��� !���-
��’���� ������ E��� =������<���� �=�������$
��TT����/������$ in vitro =���������� �E��!���-
��( P�E�������� ����/. #�����T������/������
����’������ ��TT����/��������� ������ ��(��-
�� P��=�����A �������� P�������� )��E����� �3
){~UU3K{~V1*, ��$��T�������� 200 )N]200**, ��-
!������ )�-����� ������� ��’/ )�S|Z*, �����-
E�����$ E���� N��2.5*, P�������� )(�����$
T����� ��=���/���� )]_�Z2*, �-T���=������
)Z]\** )���. 1<*. F=������� ������� P������-
�������" � #@+? �� 20 =����<� )���. 1!*. @M
-
���� ����$ #@+? IXYi044-U � IXYi044-X �� ��-
(��� ���������/�� ����=��!���� �� 20 =����<�
)���. 1�*. 	����! �������� ��������� =�������

���= 1= �������������� ����$ #@+? B������� IXYi044-U � IXYi044-X. )�, E* ?������ ������ IXYi044-U � IXYi044-+,
�����D�� �� =�������, =������� P�E������"���� T�E��E������� ��’�� )�* ���T�����( ������� )E* ���������B�-
���� ��(������ D���B��$ T��T���!�� )�* ������T������/�����( ������� �� ������� =�A��=����������: _X{4
)������$*, NZN_Y )!�����$*, SSLZ4 )!�����$*, {[Z-1-60 )������$* �� 1O =����<�� )�* ����B��������$ �����! � =�-
��D"A @M
 � ����"��� ������� ��(��� =���’���� �����( P��=������ �������� =�A��=���������� OCT@, NANOG
� SO�8 �� 20-� =����<�� )�* Y-EP����� ����� IXYi044-U �� 2O =����<� � ����� IXYi044-X �� 27 =����<� =���!�� ���-
���"��$ �������= )46,��*� )�* ������������� �B������ ���� GLUF8 C�? =�/����� c �@, ����$ #@+? IXYi044-U �
IXYi044-X � !�������� ������ )����$ ��=*� )<* ������T������/�����( ������� �� ������� ���� !�����’���� ����-
��� P�������� )��E����� �3 ){~UU3K{~V1*, ��$��T�������� 200 )N]200**, ��!������ )�-����� ������� ��’/
)�S|Z*, �����E�����$ E���� N��2.5*, P�������� )(�����$ T����� ��=���/���� )]_�Z2*, �-T���=������ )Z]\**�
)!, �* ��!��"���� @M
 ������� )!* P=������� ������� P�������������" � #@+? �� 20-� =����<�� )�* ���������/�(
����$ ����=��!���� �� 20-� =����<� �� ��(�����. 8E�!��B���(: C�? � �������������� ������ =���T���B����$
�����, b~LS9 � ����( P�E������"��� ��������� ������ B�������, ���<��’�( =���<����"��� ��������� P��=���-
��� �������� =�A��=����������. ��� ���’��E��� ����$�� � 100 ���.
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)S{[* ����$ #@+? IXYi044-U � IXYi044-X ��
17 =����<� =���������������� ������B����" C�?
=� 26 =������T��� ������� )������ �����=��
=� !�=���� � �������*.

��	;8&	
�8+�#

#�����T������/�����A ��!����!�/�A =��������
� ��=��"!������� �������� M����� �������������
=��"!�����( ��������=�B������ �����!� E������B�-
���� �EQ����� #M; +8 
	� )https:KKckp.icgen.ruKck-
pma}oK*, =�����<������ �A�<����� =������� #M�;
+8 
	� ]�N[-2022-0015. C�? E��� =������������
�;�G ��������"��$ /���� ��$����������� C���-
�������� !�������������( 
����$���$ ������/��.

?����B����� P�!����� �������������� E��� ��=��-
���� � ������E������ ��/�����"��� ������������"-
���� ��������������� ������������.

�#�	�+#
8�	�#
 
	�8��
#����������� ��=������ =�� T��������$ =��-

���<�� 
����$����� ���B���� �����, =����� � 19-
75-20063.

+8��%&
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 F�#�
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�������� !�������������( 
����$���$ ������/��,
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������E����, =������� � 1 �� 14.03.2017. @�/�����
E��� =������������ ��( ��T����/�( � �����(D�� ��-
���������� � �� ��E���������B�� =��=����� ��T��-
���������� �������� � ��T����/�����$ ����.

?8���#?� #��


+8�

	����� !�(��(A�, B�� ����$-��E� ���T���� ����-
����� �����������.

�?�	& 	��8
8�


.�. ;�����"���, +.�. @������, 	.	. C������� �
+.C. >���(� ��!��E����� ��!�$� P��=��������, =����-
�� �����! =���B����� ������ � �B��������� � ��=���-
��� ����"�. &.	. +������� � 
.�. ;�����"��� ��=��-
������������ �������������� ������ =�/�����. ��(
���"�����"��( � �������(���-������B����( ��E���
E��� =�������� &.	. +�������$, � ������ =���B����
����������"��� ������ #@+? � �����"��( �� �����-
���������. +.@. C������� ��=����� ��������������
=� +������ ��( =������<����( ����B�( =������T�!-
��� � =���B����� #@+?. 	����! ������ P�!������
�������������( E�� ��=����� %.�. �(������. C�-
��/������ ��=����<����� =�/����� � =�������������
�������������� ������ E��� ���D�������� 
.	. ��-
E�����$ � &<.	. 
!�����.

+@#+8? �#�
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F= A= Sorogina1, 2, E= V= Zrigor�eva1, D, A= A= Malakhova1, S= V= Pavlova1, S= P= Medvedev1, {= V= Vyatkin2, 
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}ros}. acad. Lavrentieva, ;<, Novosibirsk, [?<<D< Russia
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?HSBI Hederal Neurosurgical Center, ul. Nemirovicha-Fanchenko, ;?8�;, Novosibirsk, [?<<�X Russia
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\arkinson�s disease is a multifactorial disease� }oth genetic predisposition )5� of all cases*, environmental
factors and age-related changes in the }rain and other }ody systems contri}ute to its etiology. ]or the diag-
nosis and study of the pathology of the development of the disease, it is important to search for new polymor-
phisms associated with hereditary forms of the disease. �e analyzed the clinical exome of a 55-year-old pa-
tient with \arkinson�s disease and identified a single nucleotide polymorphism in the GLUF8 gene
)c.;@D8T>G*. {his genetic variant is pathogenic according to the Xlin‘ar data}ase, }ut the mechanism of
pathogenesis is still poorly understood. In addition, there are currently no relevant models }ased on human
cells, which is of great interest. �e generated induced pluripotent stem cells )i\SXs* from patient peripheral
}lood mononuclear cells using non-integrating episomal vectors expressing _X{4, �W]4, W-|�X, S_�2,
WIN2O, and p53 sh[NZ. {he o}tained i\SX lines )IXYi044-U and IXYi044-X* demonstrate typical LSX-
like morphology, normal karyotype )46,��*, express pluripotency markers )_X{4, S_�2, NZN_Y,
SSLZ4, {[Z-1-60* and are a}le to give derivatives of three germ layers. {he i\SX lines IXYi044-U and
IXYi044-X, as well as their neural derivatives, represent an unique in vitro cell model for studying the patho-
genetic mechanisms of the development of \arkinson�s disease associated with the c.;@D8T>G mutation in
the GLUF8 gene.
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