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Резюме 
Ключевым этапом, определяющим течение регенеративных процессов в постинфарктном сердце, 

является формирование новой сосудистой сети. Известно, что рецептор активатора плазминогена 
урокиназного типа (uPAR) играет важную роль в регуляции функций эндотелиальных клеток и про-
цессах постнатального ангиогенеза. При этом его участие в регуляции свойств сосудистых клеток-
предшественниц остается не изученным. 

Цель исследования. Оценить экспрессию uPAR на поверхности резидентных кардиальных васку-
логенных клеток-предшественников (ркВКП) и его влияние на ангиогенные свойства клеток in vitro, 
а также — постинфарктную васкуляризацию сердца. 

Материалы и методы. В работе использовали модель инфаркта миокарда у мыши, иммунофлу-
оресцентные методы исследования криосрезов для проведения характеристики сосудов и ркВКП, 
оценку ангиогенных свойств васкулогенных клеток предшественников методом «tube assay» и индук-
ции дифференцировки в специализированной среде.  

Результаты. Обнаружили, что большинство Sca-1+ ркВКП экспрессируют на своей поверхности 
урокиназный рецептор и маркеры эндотелиальных клеток, способны к пролиферации и интеграции 
в состав новообразованных сосудов в зоне повреждения, что указывает на возможное их участие в 
процессе васкуляризации после инфаркта. После острого ишемического повреждения в миокарде 
uPAR-/- животных наблюдали нарушение аккумуляции васкулогенных прогениторных клеток (8+2 и 
27+7 клеток в поле зрения, соответственно; p=0,032) и процессов васкуляризации (85+11 и 166+25 ка-
пилляров в поле зрения, соответственно; p=0,033), в сравнении с животными дикого типа. Проведен-
ные исследования показали, что Sca-1+ ркВКП, полученные из сердец uPAR-/-мышей демонстриро-
вали сниженную способность к формированию капилляроподобных структур и эндотелиальной 
дифференцировке, в сравнении с Sca-1+ ркВКП из сердец мышей дикого типа.  

Заключение. Таким образом, дефицит uPAR может приводить к нарушению васкулогенных 
свойств Sca-1+ ркВКП, что, вероятно, связано с потерей регуляторного влияния специфических ли-
гандов и способностью взаимодействовать с сигнальными медиаторами, такими как интегрины. С 
позиции регенеративной медицины модуляция активности uPAR может рассматриваться как потен-
циальная мишень для направленной регуляции свойств васкулогенных клеток-предшественниц и 
процессов постнатального ангиогенеза. 

ХАЙЛАЙТ 
Рецептор активатора плазминогена урокиназного типа вовлечен в регуляцию ангиогенных 

свойств Sca1+ васкулогенных клеток-предшественниц. 
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Summary 
Neoangiogenesis is the key process determining myocardial regeneration after infarction. The urokinase-

type plasminogen activator receptor (uPAR) is known to play an important role in the regulation of endothelial 
cell function and postnatal angiogenesis. However, uPAR its involvement in the regulation of the properties of 
vascular progenitor cells remains poorly studied. 

Aim: to evaluate uPAR expression on the surface of resident cardiac vascular progenitor cells (rcVPCs) and 
its impact on angiogenic cell properties in vitro as well as postinfarction cardiac vascularization. 

Materials and Methods. We used immunofluorescent analysis of cryosections of a murine myocardial in-
farction model to characterize vessels and rcVPCs, and evaluatedв the angiogenic properties potential of vascu-
logenic progenitor cells using the «tube assay» and induction ofinducing differentiation in a specialized medium.  

Results. We have found that the majority of Sca-1+ rcVPCs express the urokinase receptor and endothelial 
cell markers on their surface and are capable of proliferation and integration into the newly formed vessels in 
the injured area, indicating their possible involvement in thecontribution to vascularization process after in-
farction. After acute ischemic injury, the accumulation of vasculogenic progenitor cells (8+2 and 27+7 cells per 
visual field, respectively; P=0.032) and vascularization processes (85+11 and 166+25 capillaries per visual field, 
respectively; P=0.033) were observed in myocardium of uPAR-/- animals, compared with wild-type animals. 
Our studies demonstrated that Sca-1+ rcVCPs derived from uPAR-/- murine hearts demonstrated a reduced 
ability to form capillary-like structures and endothelial differentiation compared with Sca-1+ rcVCPs from 
hearts of wild-type mice.  

Conclusion. Thus, uPAR deficiency may lead to impaired vasculogenic properties of Sca-1+ rcVCPs, which 
is likely due to the loss of regulatory influence of specific ligands and the ability to interact with signaling me-
diators such as integrins. From the viewpoint of regenerative medicine, the modulation of uPAR activity can 
be considered as a potential targetpromising approach for targeted regulation of vasculogenic progenitor cells 
properties and postnatal angiogenesis. 

HIGHLIGHT 
The urokinase-type plasminogen activator receptor is involved in the regulation of the angiogenic proper-

ties of Sca1+ vasculogenic progenitor cells. 
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Введение 
Инфаркт миокарда характеризуется мас-

сивной гибелью клеток миокарда и сопро-
вождается выраженными изменениями на ге-
нетическом, молекулярном и клеточном уров-

нях, которые приводят к изменению архитек-
тоники, размеров и постепенной потере функ-
ции сердца  [1–3]. Острое ишемической по-
вреждение сердечной мышцы сопровождается 
запуском репаративной реакции, неотъемле-

Экспериментальные исследования
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мым компонентом которой является образо-
вание новой сосудистой сети и восстановление 
тканевой перфузии. Оказалось, что класси-
ческий механизм васкулогенеза, т. е. форми-
рование новых сосудов за счет циркулирующих 
эндотелиальных клеток-предшественников 
из костного мозга, вносит минимальный вклад 
в реваскуляризацию поврежденного сердца [4, 
5]. Формирование новых сосудов происходит 
исключительно за счет эндогенного пула кле-
ток эндотелия и резидентных кардиальных 
васкулогенных клеток–предшественников 
(ркВКП), присутствующих в миокарде [4]. Ряд 
исследовательских групп выделили и охарак-
теризовали ркВКП, полученные из сердца, на 
основе экспрессии поверхностного маркера 
Sca-1. Эта популяция кардиальных клеток ха-
рактеризуется отсутствием экспрессии эндо-
телиальных (CD31) и гемопоэтических мар-
керов (CD45), они демонстрируют профиль 
поверхностных маркеров мезенхимальных 
клеток (CD34-, CD29+, CD90+, CD105+ и CD44+) 
и, как сообщается, способны дифференциро-
ваться в направлении эндотелиальных и глад-
комышечных клеток [6–8]. Несмотря на дли-
тельную историю изучения этих клеток, точ-
ные механизмы, контролирующие васкуло-
генное поведение ркВКП, остаются малоиз-
ученными.  

В рамках данного исследования было сде-
лано предположение, что в регуляции состояния 
ркВКП может принимать участие рецептор ак-
тиватора плазминогена урокиназного типа 
(uPAR). uPAR закреплен в мембране через ГФИ-
якорь, что позволяет ему быть подвижным в 
мембранном бислое и локально концентриро-
вать протеолитическую активность урокиназы 
в направлении движения клетки. Запускаемый 
урокиназой каскад протеолитических реакций, 
включающих локальное образование плазмина 
и активацию матриксных металлопротеиназ, 
способствует разрушению внеклеточного мат-
рикса на пути движущейся клетки, активации 
факторов роста и высвобождению факторов 
роста, секвестрированных в матриксе  [9–11]. 
Однако, помимо активации внеклеточного про-
теолиза большинство клеточных ответов, мо-
дулированных урокиназной системой, требует 
трансмембранной сигнализации, которая опо-
средуется взаимодействием uPAR с белками-
посредниками, обеспечивающими передачу 
сигналов на внутриклеточные пути, регули-
рующие состояние клеток. 

Цель исследования — оценить экспрес-
сию uPAR на поверхности ркВКП и его влия-
ние на ангиогенные свойства клеток in vitro, 
а также — постинфарктную васкуляризацию 
сердца. 

Материал и методы 

Животные. В работе использовали самцов мы-
шей линии C57BL/129 (дикого типа) и нокаутных по 
гену uPAR (uPAR-/- мыши) [12], предоставленные на 
безвозмездной основе факультетом фундаментальной 
медицины Московского государственного универ-
ситета им. М. В. Ломоносова. Генотипирование жи-
вотных проводилось методом ПЦР в соответствии с 
протоколом компании-разработчика. Эксперименты 
были одобрены этическим комитетом ФГБУ НМИЦ 
кардиологии.  

Моделирование инфаркта миокарда. Экспе-
риментальный инфаркт миокарда выполнили в со-
ответствии с протоколом, описанным ранее  [13]. В 
каждой группе (C57BL/129 (дикого типа) и нокаутных 
по гену uPAR (uPAR-/- мыши)) было по 15 мышей.  

Детекция сосудов в сердце мыши. Криосрезы 
сердец фиксировали в 4% растворе парафармаль-
дегида, отмывали в растворе фосфатно-солевого бу-
фера, окрашивали антителами к фактору фон Вил-
лебранда (vW) («BD», США), в течение 1 ч, затем про-
мывали и окрашивали антителами, конъюгирован-
ными с Alexa Fluor 594 («Invitrogen», США). Для де-
текции гладкомышечного альфа-актина проводили 
дополнительное окрашивание антителами, конъю-
гированным с красителем FITC (Sigma). Характери-
стику Sca-1+ ркВКП проводили путем окрашивания 
ткани антителами к маркерам Sca1 («Biolegend», США), 
uPAR («Santa Cruz», США), CD34 («Abcam», США), CD34 
(«Abcam», США) в течение 1 ч, затем промывали и 
окрашивали антителами, конъюгированными с Alexa 
Fluor 488, 594 («Invitrogen», США). Ядра клеток окра-
шивали с помощью DAPI («Sigma», США). Морфомет-
рический анализ сосудов проводили путем подсчета 
числа vW+ капилляров и vW+Sca1+ сосудов в поле 
зрения с помощью программы Image J («NIH», США). 

Получение культуры Sca-1+ ркВКП. Для полу-
чения Sca-1+ ркВКП сердца мышей (Wt и uPAR-/-) 
извлекали из грудной полости, промывали в растворе 
Кребса-Рингера с гепарином, переносили в фермен-
тативный раствор (коллагеназа А («Roche»), рабочая 
концентрация 1 мг/мл) и инкубировали 2 раза по 30 
минут при 37°С в термошейкере Hybaid («Thermo Sci-
entific», США). После этого извлекали сердца, к по-
лученной суспензии клеток добавляли 5 мл среды 
для инактивации фермента и центрифугировали 
при 300 g в течение 10 минут. Осадок ресуспендиро-
вали в среде: IMDM, содержащая 2% фетальной сы-
воротки теленка, добавку B27, 20 ng/ml EGF и 40 ng/ml 
bFGF, и переносили в чашки, покрытые желатином. 
На следующий день полученную культуру клеток 
использовали для проведения иммуномагнитной 
селекции с использованием коммерческих наборов 
и MS колонок для селекции компании Miltenyi biotec. 
На первом этапе выполняли деплецию клеток гема-
топоэического ряда с помощью «Lineage Cell Depletion 
Kit», а далее позитивную селекцию Sca-1+ ркВКП с 
помощью набора «Cardiac Progenitor Cell Isolation Kit 



(Sca-1)». Иммуномагнитную селекцию проводили 
строго в соответствии с рекомендациями компании-
изготовителя наборов реагентов. 

Формирование капилляроподобных структур 
Sca-1+ ркВКП на поверхности Matrigel. Оценку спо-
собности Sca-1+ ркВКП к «эндотелиоподобному» по-
ведению проводили с использованием модели фор-
мирования капилляроподобных структур на поверх-
ности МатригеляTM. Охлажденный MatrigelTM («BD 
Bioscience», США) наносили по 350 мкл на 24-луноч-
ный культуральный планшет и инкубировали в ин-
кубаторе 1 час при 37°С, до полной полимеризации 
до консистенции геля. Клетки снимали с культу-
ральных чашек раствором AccutaseTM и ресуспен-
дировали в среде EGM-2 Endothelial Cell Growth Medi-
um-2, дополненной VEGF (10 нг/мл). В качестве по-
ложительного контроля использовали клетки эн-
дотелия, культивированные в EGM-2 Endothelial Cell 
Growth Medium-2, дополненной VEGF (10 нг/мл). 
Клетки высаживали в лунки с МаригелемTM в ко-
личестве 80 000 на лунку. По истечении 5 часов клетки 
фиксировали 1% раствором формалина. Микрофо-

тографии 5 случайно выбранных 
полей в каждой лунке получали с 
помощью инвертированного мик-
роскопа Axiovert200 М («Zeiss», Гер-
мания). Обсчет проводили в про-
грамме Imaje J («NIH», США). 

Дифференцировка Sca-1+ 
ркВКП в эндотелиальном направ-
лении. Для индукции дифферен-
цировки клеток в сосудистом на-
правлении использовали диффе-
ренцировочную среду, описанную 
ранее [14], (DMEM/F12, дополнен-
ная 10% фетальной сывороткой 
теленка, инсулин-трансферрин-
селенитом, и 10 нг /мл VEGF). За-
мену дифференцировочной среды 
проводили каждые 24 часа. Клетки 
культивировали в течение 14 дней. 
Эндотелиальную дифференциров-
ку тестировали путем иммуноф-
луоресцентного окрашивания кле-
ток антителами фактору фон Вил-
лебранда («DAKO», США) и вто-
ричных антител, конъюгирован-
ных с флуоресцентной меткой. Ко-
личественный обсчет клеток, диф-
ференцированных в эндотелиаль-
ном направлении, проводили с 
помощью программы Image J 
(«NIH», США). 

Микроскопия и анализ изоб-
ражений. Анализ клеток и криос-
резов миокарда проводили с ис-
пользованием флюоресцентного 
микроскопа Axiovert  200  M («Carl 
Zeiss», Германия) и программного 

обеспечения AxioVision 3.1 («Carl Zeiss», Германия). 
Статистический анализ. Оценку «нормально-

сти» распределения проводили с помощью критерия 
Колмогорова–Смирнова. Статистическую значимость 
различий между выборками оценивали с помощью 
U-критерия Манна–Уитни. Статистическую обработку 
результатов проводили с помощью программы Sta-
tistica 8.0 (StatSoft, Inc.). Данные представили в виде 
среднего значения±стандартное отклонение (М±SD). 

Результаты 
На 5-й день после инфаркта миокарда от-

метили двукратное снижение общего числа ка-
пилляров у uPAR-/- животных в зоне некроза 
(рис. 1, с), в сравнении с животными дикого 
типа (85+11 и 166+25 капилляров в поле зрения, 
соответственно; p=0,033), что указывает на на-
рушение процесса васкуляризации миокарда 
после острого ишемического повреждения.  

Учитывая выявленные различия в фор-
мировании сосудов выполнили анализ содер-
жания васкулогенных прогениторных клеток, 
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Рис. 1. Sca1+ резидентные кардиальные васкулогенные клетки-предше-
ственники экспрессируют фактор фон Виллебранда (vW) и урокиназный ре-
цептор (uPAR). 
Примечание. a — vW (красный), Sca1 (зеленый). b — uPAR (красный), Sca1 (зе-
леный). Желтое окрашивание указывает на солокализацию сигналов. c — дан-
ные количественной оценки содержания капилляров в зоне постинфарктного 
некроза (5-й день после инфаркта миокарда) у животных дикого типа и uPAR-/- 
мышей. d — данные количественной оценки содержания Sca1+vW+ капилля-
ров в зоне постинфарктного некроза (5-й день после инфаркта миокарда) у 
животных дикого типа и uPAR-/- мышей. Для рис. 1–3 данные представили в 
виде среднего значения±стандартное отклонение (М±SD). * — p<0,05. 



которые могут участво-
вать в их образовании. 
В сравнении с мышами 
дикого типа у uPAR-/- 
животных наблюдали 
3-кратное снижение 
числа Sca-1+ прогени-
торных клеток (рис. 1, 
a, d) (27+7 и 8+2 клеток 
в поле зрения, соответ-
ственно; p=0,032), ко-
торые способны диф-
ференцироваться в со-
судистом направлении 
и секретировать про-
ангиогенные факторы 
роста [6]. Большинство 
Sca-1+ ркВКП экспрес-
сировали на своей по-
верхности урокиназ-
ный рецептор (рис. 1, 
с) и характеризовались 
отсутствием маркеров 
клеток гематопоэтиче-
ского ряда (CD34 и 
CD45), что исключает 
их костномозговое про-
исхождение. Обнару-
жили, что часть Sca-1+ 
ркВКП солокализуется 
с маркерами эндотели-
альных клеток (CD31, vW) и входят в состав но-
вообразованных сосудов как в зоне некроза, 
так и в периинфарктной области.  

Учитывая выявленные признаки снижения 
васкуляризации зоны повреждения у uPAR-/- 
животных провели эксперименты по оценке ан-
гиогенных свойств этих клеток in vitro (рис. 2).  

Проведенные исследования показали, что 
Sca-1+ ркВКП, полученные из сердец uPAR-/-
мышей, демонстрировали сниженную способ-
ность к формированию капилляроподобных 
структур, в сравнении с Sca-1+ ркВКП из сердец 
мышей дикого типа (рис. 2, a, b). Морфометри-
ческие обсчеты показали (рис. 2, с, d), что общая 
длина сосудистых структур (57969+6998 
(Sca1+uPAR-) и 83302+6464 (Sca1+Wt) относи-
тельных единиц; p=0,037) и их способность к 
ветвлению (1900+397 (Sca1+uPAR-) и 3322+501 
(Sca1+Wt); p=0,036) была снижена в Sca-1+ ркВКП 
в сравнении с контрольными клетками. Нару-
шения эндотелиоподобного поведения соче-
тались с нарушением способности Sca-1+ 
ркВКП к эндотелиальной дифференцировке, 
индуцированной специализированной средой 
(рис. 3). Культивирование Sca-1+ ркВКП (из 
сердец uPAR-/- и мышей дикого типа) способ-
ствовало формированию капилляроподобных 

структур. При этом способность Sca-1+ ркВКП, 
полученные из сердец uPAR-/-, к формированию 
vWF+ сосудистых структур был в 5 раз меньше, 
в сравнении с клетками из сердец животных 
дикого типа (7+4 (Sca1+uPAR-) и 33+17 (Sca1+Wt) 
фон Виллебранд+ клеточных структур в поле 
зрения; p=0,01) (рис. 3).  

Обсуждение 
Проведенные исследования показали, что 

часть Sca-1+ ркВКП экспрессируют на своей 
поверхности маркеры эндотелиальных клеток, 
способны к пролиферации и интеграции в со-
став новообразованных сосудов в зоне повреж-
дения, что указывает на возможное их участие 
в процессе васкуляризации после инфаркта. 
Показали, что на поверхности большинства 
Sca-1+ ркВКП локализуется урокиназный ре-
цептор, который может участвовать в регуляции 
функций ркВКП, за счет взаимодействия уро-
киназой и/или витронектином  [15, 16]. При 
взаимодействии uPAR со специфическими ли-
гандами [17–19] происходит активация внутри-
клеточных сигнальных каскадов, способствую-
щих адгезии, распластыванию клеток, диффе-
ренцировке в сосудистом направлении [20–22]. 
Следовательно, можно предположить, что та-
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Рис. 2. Репрезентация способности Sca-1+ ркВКП, выделеленных из сердец мышей ди-
кого типа (a) и uPAR-/- (b), к формированию капилляроподобных структур in vitro.  
Примечание. c, d — данные количественной оценки общей длины сосудистых структур, 
образованных Sca-1+ ркВКП из сердец мышей uPAR-/- и дикого типа, и их способности 
к ветвлению.* — p<0,05. 
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кого рода взаимодействие служит потенциаль-
ным стимулом для регуляции функций ркВКП. 
Действительно, в сердце uPAR-/- животных 
после острого ишемического повреждения на-
блюдали сниженную аккумуляцию Sca-1+ васку-
логенных прогениторных клеток и нарушение 
процессов постинфарктной васкуляризации, в 
сравнении с животными дикого типа. Кроме того, 
Sca-1+ ркВКП, полученные из сердец uPAR-/- мы-
шей, демонстрировали сниженную способность 
к эндотелиоподобному поведению (формиро-
ванию капилляроподобных структур) и ангио-
генной дифференцировке in vitro, в сравнении 
с Sca-1+ ркВКП из сердец мышей дикого типа. 
Нарушение взаимодействий между uPAR и ин-
тегринами ведет к подавлению активности ма-
лых Rho GTPases Rac и Cdc42, тем самым инги-
бируя их участие в перестройке цитоскелета и 
подвижности клеток что приводит к потере 
способности клеток к интеграции в формирую-
щиеся сосуды и способности участвовать в вас-
кулогенезе [23]. Выявленные изменения имеют 
сходные черты с васкулопатией, наблюдаемой 
у пациентов с системной склеродермией, у ко-
торых наблюдается расщепление uPAR между 
первым и вторым доменами с помощью 
ММП12 [24, 25]. Избыточная продукция MMP12 
в клетках эндотелия и нарушение функции 
uPAR приводило к подавлению uPA-индуциро-

ванной миграции, инвазии, пролиферации со-
судистых клеток и процессов формирования 
капилляроподобных структур на поверхности 
матригеля  [26, 27]. При этом обработка анти-
ММП-12 моноклональными антителами спо-
собствовало восстановлению ангиогенной ак-
тивности клеток эндотелия, включая их спо-
собности к миграции, инвазии и формированию 
сосудистых структур  [24, 27]. Кроме того, тем 
же коллективом авторов было показано, что в 
расщепление uPAR в эндотелиальных клетках 
при системной склеродермии приводит к потере 
интегрин-опосредованной связи uPAR с акти-
новым цитоскелетом  [28–30], что является 
ключевым этапом формирования сосудистых 
отростков.  

Заключение 
Таким образом, дефицит uPAR ведет к на-

рушению васкулогенных свойств Sca-1+ ркВКП, 
что, вероятно, связано с потерей регуляторного 
влияния специфических лигандов и способ-
ностью взаимодействовать с сигнальными ме-
диаторами, такими как интегрины. С позиции 
регенеративной медицины модуляция актив-
ности uPAR может рассматриваться как потен-
циальная мишень для направленной регуляции 
свойств васкулогенных клеток-предшественниц 
и процессов постнатального ангиогенеза.

Рис. 3. Репрезентация дифференцировочной способности Sca-1+ ркВКП, выделенных из сердец мышей uPAR-/- и ди-
кого типа.  
Примечание. a, b — окрашивание Sca-1+ ркВКП антителами к маркеру эндотелиальных клеток — фактору фон Вилле-
бранда (vWF) (зеленый) после культивирования в дифференцировочной среде. c — данные количественной оценки 
числа vWF+ структур после культивирования в дифференцировочной среде. * — p<0,05. 
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