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Аннотация
Ангиогенез необходим при регенерации органов и тканей, поскольку кровеносные сосуды 
обеспечивают снабжение питательными веществами и кислородом. Внеклеточные везику-
лы, секретируемые мезенхимальными стволовыми/стромальными клетками, принимают 
активное участие в стимуляции процессов ангиогенеза счет содержащихся в них проангио-
генных факторов роста и микроРНК. МикроРНК, короткие некодирующие молекулы РНК, 
играют ключевую роль в ангиогенезе, регулируя пролиферацию, дифференцировку, апо-
птоз и миграцию эндотелиальных клеток, а также экспрессию генов на посттранскрипци-
онном уровне. В настоящей работе мы оценили влияние внеклеточных везикул, содержащих 
микроРНК Plaur-miR1-5р, на ранние этапы ангиогенеза, а именно на миграцию/пролифера-
цию сосудистых клеток и формирование капилляроподобных структур. Plaur-miR1-5р была 
открыта нами недавно, она экспрессируется с гена урокиназного рецептора (Plaur), однако 
ее функции остаются не изученными. Мы показали, что Plaur-miR1-5р входит в состав вне-
клеточных везикул и регулирует формирование капилляроподобных структур на модели 
сосудистого колечка в Матригеле. Используя биоинформатический анализ, мы идентифи-
цировали  возможные  гены-мишени  Plaur-miR1-5р,  вовлеченные  в  регуляцию  ангиогене-
за.  Данное  исследование  углубляет  понимание  фундаментальных  процессов  регуляции 
ангио генеза с участием внеклеточных везикул и содержащихся в них микроРНК, а также 
расширяет наши представления о функции гена Plaur.

Ключевые слова: микроРНК, урокиназный рецептор, ангиогенез, uPAR, внеклеточные 
везикулы, мезенхимальные стволовые клетки, Plaur
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Abstract
Angiogenesis plays a crucial role in tissue and organ regeneration by supplying essential nutri-
ents and oxygen through the development of new blood vessels. Mesenchymal stem/stromal cells 
release extracellular vesicles that actively contribute to angiogenesis by carrying pro-angiogenic 
growth factors and microRNAs. MicroRNAs, small non-coding RNA molecules, are central players 
in angiogenesis, affecting endothelial cell proliferation, specialization, migration, apoptosis, and 
post-transcriptional gene expression.
In the present study, we investigated the impact of extracellular vesicles containing Plaur-miR1-
5p microRNAs on angiogenesis, specifically focusing on its initial stages: vascular cell migration 
and the formation of capillary-like structures. Recently we discovered Plaur-miR1-5p, which is 
encoded within the urokinase receptor gene (Plaur). However, the functions of this microRNA 
remain largely unexplored. Using a vascular ring model embedded in Matrigel, we demonstrate 
that Plaur-miR1-5p is encapsulated within extracellular vesicles and plays a  regulatory role in 
capillary-like structure formation. Moreover, applying bioinformatic analysis, we have identified 
potential target genes of Plaur-miR1-5p that participate in the regulation of angiogenesis.
This study advances our comprehension of the fundamental processes governing angiogenesis, 
particularly the involvement of extracellular vesicles and microRNAs. Moreover, it sheds light on 
the functional aspects of the Plaur gene, contributing to a more profound understanding of its role 
in regulation of angiogenesis.

Keywords: microRNA, urokinase receptor, angiogenesis, uPAR, extracellular vesicles, mesen-
chymal stem/stromal cells, Plaur
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Список сокращений:

ЭК — эндотелиальные клетки

ВВ — внеклеточные везикулы

МСК — мезенхимальные стволовые/стромальные клетки

МСК-ЖТ — мезенхимальные стволовые/стромальные клетки из жировой ткани

uPAR — урокиназный рецептор

uPA — урокиназа

ММР-2 — матриксная металлопротеиназа 2

ФБС — фетальная бычья сыворотка

DMEM — Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium

ПЦР-РВ — полимеразная цепная реакция в реальном времени

Введение
Ангиогенез естественным образом происходит 
в организме в эмбриогенезе и во взрослом орга-
низме, а также в ответ на повреждение, требу-
ющее восстановления кровоснабжения тканей 
и  заживления ран. Образование новых крове-
носных сосудов происходит за счет миграции, 
пролиферации и  дифференцировки эндоте-
лиальных клеток (ЭК), а  также последующей 
стабилизации образовавшихся сосудистых от-
ростков с участием перицитов и гладкомышеч-
ных клеток  [1]. Известно, что мезенхимальные 
стволовые/стромальные клетки (МСК) прини-
мают активное участие в процессах ангиогенеза 
посредством продукции целого ряд факторов 
роста, цитокинов и хемокинов в виде раствори-
мых факторов или в  составе внеклеточных ве-
зикул (ВВ) [2]. Локальное и системное введение 
МСК, выделенных из жировой ткани (МСК-ЖТ), 
способствует увеличению количества сосу-
дов в  тканях с  нарушенным кровоснабжением, 
приводит к  улучшению кровотока и  уменьше-
нию или исчезновению симптомов ишемии, 
что было показано на моделях ишемии конеч-
ности и инфаркта миокарда у эксперименталь-
ных животных [3].

Такие эффекты МСК в основном определяются 
их способностью секретировать ВВ. Считается, 
что ВВ являются наиболее важными участни-
ками межклеточной коммуникации: они тран-
спортируют различные биоактивные молеку-
лы, которые далее могут эндоцитироваться 
соседними клетками, что запускает различ-
ные сигнальные каскады в  клетках-реципиен-
тах. Состав ВВ весьма разнообразен и  зависит 
как от состояния клетки-донора, так и от ее ми-
кроокружения. ВВ принимают участие в  фор-

мировании, росте и  созревании сосудистой 
системы, а  их потенциальное терапевтическое 
применение в регенеративной медицине и при 
заболеваниях, связанных с  недостаточным ан-
гиогенезом, вызывает растущий интерес  [4]. 
Так, терапевтическое действие ВВ было проде-
монстрировано на модели инфаркта миокар-
да у крыс: было показано, что ВВ, продуцируе-
мые МСК костного мозга, эндоцитируются ЭК, 
что стимулирует образование капилляропо-
добных структур in vitro и способствует ангио-
генезу in vivo [5]. В основе этих эффектов лежит 
активация (NF)-κB сигнального пути, регули-
рующего транскрипцию генов проангиогенных 
белков  [6]. Для ВВ, полученных из среды куль-
тивирования МСК-ЖТ, также было показано те-
рапевтическое действие. В  состав ВВ МСК-ЖТ 
входят такие факторы роста, как PDGF, FGF, EGF, 
VEGF, SCF и c-kit, которые стимулируют неова-
скуляризацию, что приводит к улучшению фун-
кции сердца после ишемического повреждения 
на модели инфаркта миокарда у крыс [5, 7]. Од-
нако наибольший интерес вызывают малые не-
кодирующие РНК (микроРНК) в составе ВВ, име-
ющие широкий спектр функций в клетке, в том 
числе задействованных в регуляции процессов 
ангиогенеза.

МикроРНК представляют собой небольшие 
некодирующие РНК (~22  нт), которые взаимо-
действуют с  3’-нетранслируемыми концами 
(UTR) мРНК-мишеней, ингибируя трансля-
цию [8]. ВВ, полученные из среды культивиро-
вания МСК-ЖТ, содержат большое разнообра-
зие микроРНК различного спектра действия. 
Так, например, в состав ВВ от МСК-ЖТ входят 
микроРНК-31, которая имеет проангиоген-
ные свойства и  действует путем подавления  
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экспрессии фактора, ингибирующего HIF-1α [9]. 
Другим примером является микроРНК-125, 
участвующая в  спецификации лидирующих 
клеток (tip cell) путем подавления экспрессии 
дельта-подобного белка 4 (Dll4)  — основного 
лиганда Notch-рецепторов и  стимулирующая 
миграции эндотелиальных клеток  [10]. Еще 
одним примером микроРНК, обнаруженной 
во ВВ от МСК-ЖТ и стимулирующей процессы 
ангиогенеза, является микроРНК-126-3p, регу-
лирующая уровень Spred-1 в ЭК и вызывающая 
активацию ERK1/2  [11]. ВВ МСК-ЖТ могут со-
держать микроРНК, ингибирующие ангиогенез 
путем связывания мРНК положительных регу-
ляторов. Так, например, микроРНК-222-3р, ми-
шенью которой является ген STAT5a, вовлече-
на в отрицательное ремоделирование сосудов, 
опосредованное воспалением [12, 13].

В нашей лаборатории была идентифицирована 
неизвестная ранее микроРНК — Plaur-miR1, экс-
прессируемая с  гена Plaur  [14], однако ее учас-
тие в процессах ангиогенеза остается неясным. 
Урокиназный рецептор (uPAR), являясь частью 
системы активаторов плазминогена, фокуси-
рует протеолитическую активность урокиназы 
(uPA), активатора плазминогена урокиназного 
типа, на поверхности ЭК, тем самым способ-
ствуя ангиогенезу. uPA при связывании с uPAR 
вызывает превращение плазминогена в  плаз-
мин, который разрушает внеклеточный мат-
рикс, облегчая миграцию ЭК [15]. В литературе 
имеется большое количество публикаций, де-
монстрирующих участие uPAR в регуляции про-
цессов ангиогенеза, включая такие механизмы, 
как индукция экспрессии матриксной метал-
лопротеиназы 2 (ММР-2), активация рецептора 
VEGF 2 (VEGFR2; Flk-1/KDR), стимуляция фор-
мирования ламеллоподий за счет взаимодейст-
вия с витронектином и др. [16].

Также было обнаружено, что в отсутствие uPAR 
процессы ангиогенеза ингибируются. Так, 
в мио карде у мышей C57BL/129 (uPAR-/-) с нока-
утом гена Plaur наблюдаются признаки васку-
лопатии: уменьшение количества капилляров/
артериол, ремоделирование сосудистой стенки 
и  отложение компонентов внеклеточного мат-
рикса. Эти изменения коррелируют с  увеличе-
нием экспрессии урокиназы и  активных форм 
TGF-β1  [17]. Наблюдаемые множественные эф-
фекты нокаута гена Plaur сложно объяснить 
одними лишь белковыми взаимодействиями, 
что позволило нам сделать предположение 

о  том, что эти процессы могут регулироваться 
на уровне экспрессии микроРНК с гена Plaur.

Таким образом, целью данной работы стало ис-
следование влияния микроРНК Plaur-miR1 в со-
ставе ВВ МСК-ЖТ на процесс ангиогенеза. Plaur-
miR1 экспрессируется с интронной области гена 
Plaur и  процессируется с  образованием двух 
зрелых форм микроРНК: Plaur-miR1-5р и Plaur-
miR1-3р  [18]. Ранее нами была обнаружена их 
экспрессия в нейральных клетках и в головном 
мозге мыши [14].

В настоящей работе мы показали, что одна 
из зрелых форм (Plaur-miR1-5р) входит в состав 
ВВ от МСК-ЖТ. На эксплантной модели сосу-
дистого колечка в  Матригеле мы продемон-
стрировали, что ВВ от МСК-ЖТ стимулируют 
миграцию сосудистых клеток, и  этот процесс 
является Plaur-зависимым. ВВ от МСК-ЖТ, вы-
деленных из мышей, нокаутных по гену Plaur-/-, 
стимулируют миграцию сосудистых клеток еще 
сильнее, однако не оказывают стимулирующего 
эффекта на миграцию ЭК и формирование ими 
капилляроподобных структур. Используя in 
silico алгоритм TargetScan для поиска предпола-
гаемых мишеней исследуемой микроРНК (Plaur-
miR1-5р), Нами был предложен ряд генов-кан-
дидатов, регулирующих процессы ангиогенеза. 
Полученные результаты указывают на слож-
ность и  многообразие не только белок-белко-
вых взаимодействий в  процессах ангиогенеза, 
но и на механизмы регуляции генов с участием 
микроРНК.

материалы и методы
1. Работа с животными
В работе использовали самцов мышей в возрасте 
6 недель, лишенных гена Plaur (Plaur-/-) C57Bl6/
SV129, и мышей дикого типа (WT) C57BL/6NTac 
RRID:MGI:5658006. Мышей содержали в виварии 
лаборатории трансляционной медицины ФФМ 
МГУ в соответствии с ГОСТ 33215-2014 «Руковод-
ство по содержанию и уходу за лабораторными 
животными» (Правила оборудования помеще-
ний и  организации процедур). Все манипуля-
ции с  животными проводили в  соответствии 
с  требованиями Приказа № 267  Минздрава РФ 
«Об утверждении правил лабораторной пра-
ктики» от 19 июня 2003 г.,   «Правил проведения 
работ с  использованием экспериментальных 
животных». Мышей использовали для получе-
ния брюшной аорты и  жировой ткани с  после-
дующим выделением мезенхимных стволовых/
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стромальных клеток (МСК) для наработки и вы-
деления внеклеточных везикул.

2. Выделение и культивирование первичной 
культуры МСК мышей
Мышей WT и  мышей Plaur-/- летально анесте-
зировали внутрибрюшинным введением авер-
тина и иммобилизовали на столике. Протирали 
кожу и  шерсть животного спиртом, надрезали 
кожу в районе паха и продолжали разрез вдоль 
брюха. Фиксировали кожные лоскуты и собира-
ли жировую ткань в  пробирки объемом 1,5  мл 
с двукратным раствором антибиотика-антими-
котика (HyClone, Новая Зеландия), приготов-
ленном на буфере Хэнкса («ПанЭко», Россия). 
Для получения первичных МСК в  стерильных 
условиях культурального бокса жировую ткань 
мышей фрагментировали до однородной массы 
в  чашке Петри с  небольшим количеством сре-
ды DMEM (Gibco, США), полученную суспензию 
подвергали ферментативной обработке с добав-
лением 200  ед/мл коллагеназы I  типа и  диспа-
зы (40  ед/мл) (Worthington Biochemical, США) 
при 37  °С в  течение 60  минут. Затем образцы 
центрифугировали 10 мин при 200 g, осадок ре-
суспендировали в  среде DMEM c  добавлением 
10% сыворотки, 1-кратного раствора антиби-
отика-антимикотика. Клетки высевали в  оди-
наковом количестве (1×105 мл) в культуральные 
чашки Петри. Среду культивирования меняли 
каждые 3–4  дня. Все эксперименты были вы-
полнены на клетках первых 5 пассажей.

3. Выделение и концентрирование 
внеклеточных везикул
После достижения клетками монослоя (при-
мерно 48  ч  после адгезии) клетки промыва-
ли буфером Хэнкса («ПанЭко», Россия), среду 
культивирования меняли на DMEM, содержа-
щий сыворотку без экзосом (Fetal Bovine Serum, 
exosome-depleted Gibco). Через 48  ч  среду куль-
тивирования собирали для последующего вы-
деления ВВ. Полученную среду центрифугиро-
вали в  течение 10  мин при 300  g  для удаления 
клеточного дебриса. Для отделения и  концен-
трирования фракции ВВ использовали метод 
ультрафильтрации на центриконах Vivaspin 20 
(1000 кДа, Sartorius, Великобритания).

4. Характеристика внеклеточных везикул, 
секретируемых МСК мыши
Определение размера частиц и  концентра-
цию ВВ проводили с  помощью метода анали-
за траектории наночастиц (NTA) и  прибора 

ZetaView (Particle Metrix, Германия). Измере-
ния проводили в  режиме «бокового светорас-
сеяния» при 25 °С. Для измерения использова-
ли лазер с длиной волны 488 нм, объектив 10× 
и  высокочувствительную камеру c  матрицей 
КМОП-типа. Все измерения были выполнены 
в  соответствии с  рекомендациями стандарта 
ASTM E2834-12  с  использованием протокола 
(SOP). Измерения каждого образца проводили 
в  5–10  повторах для достижения суммарного 
количества измеренных траекторий не менее 
2500. Для обработки результатов и построения 
графиков использовали приложение ZetaView 
Analyzer (Particle Metrix, Германия).

5. Выделение брюшной аорты
Мышей дикого типа (WT) летально анестезиро-
вали внутрибрюшинным введением авертина, 
обескровливали путем декапитации и иммоби-
лизовали на столике. Протирали кожу и шерсть 
животного спиртом. Удаляли кожу и  делали 
боковые разрезы в зоне мечевидного отростка, 
стерильными инструментами отделяли аорту 
от соединительной ткани, проксимально от-
секали на уровне аортальной дуги и  дисталь-
но на уровне бифуркации. Выделенную аорту 
помещали в  чашку Петри со стерильным ох-
лажденным буфером Хэнкса, обескровливали 
и очищали от интимы. Все дальнейшие манипу-
ляции осуществлялись в стерильных условиях.

6. Эксплантная модель ex vivo сосудистого 
колечка в Матригеле
Укомплектованную среду культивирования, 
содержащую однократный раствор антибиоти-
ка-антимикотика и  EGMTM-2  BulletKitTM, на-
гревали на водяной бане до температуры +37 °С. 
Размороженный Матригель (BD Matrigel™ 
Basement Membrane Matrix, США) помещали 
на подложку со льдом. Одноразовым стериль-
ным скальпелем разрезали аорту на 7–8 частей 
для получения сосудистых колечек. В  лунки 
8-луночных культуральных планшетов Nunc® 
Lab-Tek® Chambered Coverglass помещали каплю 
Матригеля объемом 100  мкл, смешанную в  со-
отношении 1:1 с ВВ, полученными от МСК мы-
шей дикого типа (Везикулы WT), либо с ВВ, по-
лученными от МСК мышей с нокаутом гена Plaur 
(Везикулы Plaur-/-), либо со средой DMEM в ка-
честве контроля. Далее стерильным пинцетом 
в каплю Матригеля помещали по одному сосуди-
стому колечку так, чтобы эксплант располагал-
ся в  середине объема капли. Планшет инкуби-
ровали 30 минут при +37 °С для полимеризации 
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Матригеля, затем вносили по 400 мкл предвари-
тельно нагретой укомплектованной среды и по-
мещали в инкубатор. Культивировали в течение 
5 суток.

7. Визуализация при помощи  
фазово-контрастной микроскопии
Изображения получали с  помощью фазово-
контрастного светового микроскопа Leica DMI 
6000B, оснащенного цифровой камерой DFC 
7000T и программой для анализа изображений 
LAS X (Leica Microsystems, Германия). Съемку 
проводили при увеличении 10×, масштабный 
отрезок — 750 нм.

8. Иммунофлуоресцентное окрашивание
Для предотвращения деполимеризации Мат-
ригеля все процедуры проводили при темпе-
ратуре 37 °C. Для иммунофлуоресцентного 
окрашивания экспланты промывали теплым 
фосфатно-солевым буфером («ПанЭко», Рос-
сия). Все растворы готовили на фосфатно-соле-
вом буфере. Экспланты фиксировали в 4%-ном 
формальдегиде в течение 12 ч. После фиксации 
промывали буфером в течение 12 ч, затем пер-
меабилизировали 0,2%-ным Тритоном Х-100 
(Triton®X-100, Peroxide Free, Panreac, Испания) 
в  течение 12  ч  и повторяли промывку в  буфе-
ре в  течение 12  ч. Далее образцы обрабатыва-
ли 5%-ным BSA (Sigmaaldrich), содержащим 
0,2% Тритона Х-100, в течение 12 ч для блоки-
рования неспецифического связывания. Затем 
образцы инкубировали в  растворе первич-
ных антител против VE-кадгерина (ID sc-9989, 
1:500, SantaCruz, США) в  течение 12  ч. После 
этого образцы промывали в  буфере в  течение 
12 ч, инкубировали в растворе вторых антител 
AlexaFluor®488 (1:500, Molecular Probes, США). 
Ядра окрашивали DAPI (Sigma, США, 1:10 000). 
Для предотвращения контаминации образцы 
хранили в  буфере, содержащем 0,001% азида 
натрия NaN3. Количество мигрирующих клеток 
оценивали с  помощью конфокальной микро-
скопии с  последующим анализом с  помощью 
программы для анализа изображений (ImageJ, 
США).

9. Визуализация при помощи конфокальнй 
микроскопии
Изображения получали методом конфокальной 
лазерной сканирующей микроскопии с помощью 
системы (TCS SP5, Leica, Германия), оснащенной 
объективом Plan-Apo ×20. DAPI и AlexaFluor®488, 
последовательно возбуждая лазерами с  длиной 

волны 405 и 488 нм соответственно. Все изображе-
ния были получены при одинаковых настройках 
конфокального усиления и смещения. Изображе-
ния (1024×1024 пикселя) сохраняли в формате TIFF 
в программе LeicaLAS. Изображения представле-
ны в  виде наложения зеленой и  синей флуорес-
ценции.

10. Обработка микрофотографий сосудистого 
колечка
Анализ изображений проводили в  програм-
ме ImageJ. Миграцию сосудистых клеток оце-
нивали с  использованием двух показателей: 
площади, занимаемой мигрирующими/про-
лиферирующими клетками, и количества миг-
рирующих клеток из эксплантов в Матригель. 
На изображениях, полученных на фазово-кон-
трастном микроскопе, оценивали площадь 
эксплантов и  общую площадь с  включением 
всех  мигрирующих/пролиферирующих кле-
ток. Пло щадь рассчитывали как разницу 
между двумя этими переменными. Оценку 
количества ЭК проводили посредством под-
счета флуоресцирующих клеток, положитель-
но окрашенных антителами на VE-cadherin 
и DAPI, на изображениях, полученных с помо-
щью конфокального микроскопа.

11. Полиаденилирование
Для проведения реакции обратной транскрип-
ции и  последующего ПЦР в  реальном времени 
выделенные микроРНК полиаденилировали. 
Для полиаденилирования использовали набор 
Poly(A) Polymerase NEB# M0276 (New England Bio-
Labs, США) в соответствии с протоколом произ-
водителя. 5  мкг микроРНК ресуспендировали 
в  15  мкл воды свободной от нуклеаз, добавля-
ли 2  мкл буфера для полимеразной реакции, 
2 мкл АТФ и 1 мкл полимеразы. Инкубировали 
при 37 °C в течение 30 минут. Реакцию останав-
ливали добавлением ЭДТА до конечной концен-
трации 10 мМ.

12. Выделение микроРНК, обратная 
транскрипция и полимеразная цепная 
реакция в реальном времени (ПЦР-РВ)
Короткие РНК (малые РНК размером менее 
200 нт, включая при-микроРНК, пре-микроРНК 
и  зрелые микроРНК) выделяли из фракции ВВ 
коммерческим набором mirVana miRNA Iso-
lation Kit (AM1560, Ambicon, Carlsbad, США) 
согласно протоколу производителя. Обрат-
ную транскрипцию выполняли с  использо-
ванием набора MMLV RT («Евроген», Россия) 
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в  соответствии с  протоколом производителя. 
Синтез кДНК проводили из 500  мкг РНК с  ис-
пользованием праймеров oligo-dT и random-dT. 
ПЦР в  реальном времени проводили с  исполь-
зованием набора qPCRmix-HS SYBR («Евроген», 
Россия) и  системы детекции CFX96 (BioRAD) 
при следующих параметрах программы: на-
чальная денатурация при 95 °C в течение 5 ми-
нут с последующими 40 циклами при 95 °C в те-
чение 15 с, полимеризации праймеров при 57 °C 
30 с и элонгации продукта при 72 °С в течение 
10 с. Snord95 использовали в качестве референ-
сного гена. Относительную экспрессию рассчи-
тывали при помощи метода ΔΔCt. Нормализа-
цию проводили, принимая за единицу средний 
уровень транскрипта в  контроле. Использо-
вали следующие последовательности прямых 
праймеров: TGGTGATTGGCTGCCAGGTTC 
для Plaur-miR1-5p, AGAACCTGGCCGCCAACA 
для Plaur-miR1-3p, AACACGTGCCAACAGTGAT-
GAC для Snord95. В качестве обратного праймера 
использовали oligo-dT праймер.

13. Статистический анализ
Статистическую обработку результатов прово-
дили в программе SigmaPlot версии 11.0. Срав-
нение между группами проводили при помощи 
One-Way ANOVA с последующим post hoc тестом 
Тьюки для множественных сравнений. Парные 
сравнения проводили с помощью Т-теста Стью-
дента. Статистически достоверными считались 
отличия при p < 0,05.

14. Биоинформатический поиск мишеней 
микроРНК
Для нуклеотидной последовательности ми-
кроРНК Plaur-miR1-5р 5’-UGGUGAUUGGCUGC-
CAGGUUC-3’ (идентифицирована ранее  [14]) 
был проведен поиск мишеней с помощью базы 
данных TargetScan (Release 8.0)  [19]. Алгоритм 
TargetScan идентифицирует в  UTR-области 
сегменты, идеально комплементарные основа-
ниям 2-8 микроРНК; далее расширяет каждую 
затравку дополнительными парами основа-
ний и  оптимизирует сопряжение оставшейся 
3′ части микроРНК с 35 основаниями UTR; при-
сваивает свободную энергию сворачивания 
G каждому такому взаимодействию микроРНК 
с  целевым сайтом; сортирует UTR по Z-баллу 
и присваивает каждому из них ранг Ri; повторя-
ет этот процесс для набора UTR; предсказывает 
в качестве мишеней те гены, для которых Zi ≥ 
ZC и Ri ≤ RC для ортологичной последователь-
ности UTR, где ZC и  RC  — заранее выбранные 

значения Z-балла и ранга. Из всех параметров 
алгоритма TargetScan 2 использовался показа-
тель контекста (Context++ score)  [20], учитыва-
ющий дополнительные 14 характеристик фак-
торов микроокружения. Таким образом, было 
найдено 7620 потенциальных мишеней, из ко-
торых для дальнейшего анализа была исполь-
зована 761 мишень с величиной Context++ score 
выше 90.

После этого была проведена кластеризация ал-
горитмом K-means 3 (алгоритм k-средних)  [21]. 
761  гена-мишени было выявлено с  помощью 
базы данных STRING 4 [22].

При запуске алгоритма использовали различ-
ные значения k, однако при его значении, рав-
ном 3, в  одном из трех полученных кластеров 
(226  генов) были сконцентрированы гены, от-
носящиеся к  GO:0072577 (Endothelial cell apop-
totic process) (3 из 10 генов термина), GO:1905562 
(Regulation of vascular endothelial cell prolifera-
tion) (5 из 31 генов термина), GO:0001525 (Angio-
genesis) (12  из 346  генов термина), GO:0048514 
(Blood vessel morphogenesis) (14 из 461 гена тер-
мина) и  GO:0001568 (Blood vessel development) 
(17 из 568 генов термина).

Результаты
1. Везикулы, полученные от клеток  
с нокаутом гена Plaur, стимулируют 
образование капилляроподобных структур
Влияние ВВ на рост и регенерацию сосудов оце-
нивали на модели сосудистого колечка в Матри-
геле. Аорту мышей дикого типа культивирова-
ли в Матригеле с добавлением ВВ, полученных 
от клеток МСК-ЖТ, выделенных из мышей WT 
или Plaur-/-, в  течение 5  дней. Далее проводи-
ли съемку на фазово-контрастном микроскопе 
для оценки формирования капилляроподобных 
структур. Рассчитывали площадь зоны мигра-
ции сосудистых клеток из эксплантов в Матри-
гель относительно общей площади экспланта. 
При анализе оказалось, что ВВ WT достоверно 
стимулируют миграцию сосудистых клеток 
по сравнению с контролем (среда без везикул). 
При этом площадь миграции клеток после до-
бавления ВВ от МСК-ЖТ из Plaur-/- мышей была 
максимальной по сравнению с контролем (среда 
без везикул) и с ВВ от МСК мышей WT. Эти дан-
ные свидетельствуют о  том, что в  отсутствие 
гена Plaur наблюдается максимальная мигра-
ция сосудистых клеток на модели сосудистого 
колечка (рис. 1).



60–75

67Tissue and organ regeneration. 2023;1(2) | 

ORIGINAL ARTICLES
Klimovich P.S., Reutov A.V., Shchipova A.A., Sysoeva V.Yu., Arbatsky M.S., Rubina K.A., Semina E.V.

The role of Plaur-miR1-5p encoded within the urokinase receptor gene (Plaur) in angiogenesis

2. Везикулы от мышей дикого типа, 
но не Plaur-/-, стимулируют миграцию 
эндотелиальных клеток
Далее полученные экспланты сосудистого ко-
лечка окрашивали антителами к VE-кадгерину 
для иммунофлуоресцентного анализа мигра-
ции/пролиферации ЭК. Оценивали количество 
VE-кадгеринпозитивных клеток относитель-
но общего числа клеток (рис. 2). Оказалось, 
что ВВ от МСК-ЖТ WT мышей достоверно сти-
мулировали миграцию/пролиферацию VE-кад - 
геринпозитивных ЭК по сравнению с контроль-
ной средой, в отличие от ВВ Plaur-/-, которые та-
ким действием не обладали. Однако при подсче-
те общего числа клеток оказалось, что данный 
показатель выше в группе ВВ Plaur-/- по сравне-
нию с ВВ WT и контрольной средой.

Возможным объяснением данного феномена 
может являться то, что в  выбранной экспери-
ментальной модели помимо ЭК из эксплантов 
также мигрируют гладкомышечные клетки, 
перициты и МСК. Вероятно, нокаут гена Plaur-/- 
приводит к изменению состава ВВ таким обра-
зом, что они теряют способность стимулиро-
вать образование капилляроподобных структур 
ЭК, но приобретают способность стимулировать 
миграцию/пролиферацию остальных клеток. 
Такое разнонаправленное действие ВВ может 

объясняться изменением в  составе микроРНК, 
являющихся их важным компонентом.

3. Идентификация микроРНК Plaur-
mir1-5p и Plaur-mir1-3p в составе везикул, 
секретируемых МСК-ЖТ
Обнаружив различия в действии ВВ, полученных 
из МСК-ЖТ мышей дикого типа (WT) и нокаут-
ных по гену урокиназного рецептора (Plaur-/-), 
мы предположили, что это может быть связано 
с  изменением состава микроРНК в  самих ВВ. 
Ранее в  клетках нейрального происхождения 
Neuro2A и  головном мозге мыши нами была 
идентифицирована при-микроРНК Plaur-mir1, 
экспрессируемая с  гена урокиназного рецеп-
тора Plaur  [14] и процессируемая с образовани-
ем двух зрелых форм: микроРНК Plaur-mir1-5p 
и Plaur-mir1-3p. Чтобы проверить это предполо-
жение, мы выделили фракцию микроРНК из ВВ 
от МСК из мышей WT и Plaur-/- и проанализиро-
вали в ней экспрессию Plaur-mir1-5p и Plaur-mir1-
3p методом ПЦР-РВ. Plaur-mir1-5p была обнару-
жена в ВВ WT, но не Plaur-/-, что дополнительно 
подтверждает зависимость ее экспрессии от на-
личия гена урокиназного рецептора и позволя-
ет предположить ее роль в регуляции миграции 
сосудистых клеток (рис. 3). Plaur-mir1-3p в ВВ об-
наружена не была, что позволяет предположить 
только ее внутриклеточную функцию.

Рис. 1. Везикулы, полученные от клеток с нокаутом гена 
Plaur, стимулируют образование капилляроподобных 
структур: А  — микрофотографии сосудистого колечка 
в Матригеле на 5-й день культивирования. К эксплантам 
аорты в Матригель добавляли ВВ от МСК-ЖТ мышей ди-
кого типа (WT) или от нокаутных по гену урокиназного 
рецептора (Plaur-/-). В  качестве контроля использовали 
стандартную среду культивирования; б — подсчет пло-
щади миграции сосудистых клеток их эксплантов в Ма-
тригель относительно общей площади экспланта, отн. ед. 
Данные представлены как среднее ± стандартное откло-
нение, p < 0,05, n = 4–6, one way ANOVA
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3. Биоинформатический поиск мишеней 
микроРНК Plaur-mir1-5p, ассоциированных 
с ангиогенезом
Предположив, что Plaur-mir1-5p может быть ре-
гулятором миграции и/или пролиферации со-
судистых и, в частности, ЭК, мы провели биоин-
форматический поиск возможных генов-мишей 
изучаемой микроРНК. Для поиска мишеней ис-
пользовали онлайн-сервис TargetScan, который 
идентифицировал 7621  мишень. Для дальней-
шего процессирования были выбраны мишени 
с показателем связывания не менее 0,9 (допол-
нительные материалы, табл. 1). Далее была про-
ведена кластеризация алгоритмом K-means  1 
(алгоритм k-средних) 761 гена-мишени в 3 кла-
стера с помощью базы данных STRING. В первом 
кластере сконцентрировались гены, регулирую-
щие синаптическую пластичность, во втором — 
метаболизм, в  третье кластере сосредоточи-
лись гены (22  гена), относящиеся к  GO:0072577 
(Endothelial cell apoptotic process), GO:1905562 

Рис. 2. Везикулы WT, но не Plaur-/-, стимулируют миграцию и(или) пролиферацию эндотелиальных клеток: А — им-
мунофлуоресцентное окрашивание эксплантов сосудистого колечка в Матригеле антителами к VE-кадгерину (зеле-
ная флуоресценция). Ядра окрашены DAPI. Масштабный отрезок 100 нм; б — подсчет количества промигрировавших  
VE-кадгерин-позитивных клеток из экспланта в  Матригель; В  — подсчет общего количества мигрирующих клеток. 
Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение, p < 0,05, n = 4, one way ANOVA

Рис. 3. Анализ содержания микроРНК Plaur-mir1-5p 
во ВВ, выделенных из среды культивирования МСК-ЖТ 
методом ПЦР-РВ. Данные рассчитаны методом ∆∆Ct 
и представлены как среднее ± стандартное отклонение, 
p < 0,05, n = 3, T-test
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(Regulation of vascular endothelial cell prolifera-
tion), GO:0001525 (Angiogenesis), GO:0048514 
(Blood vessel morphogenesis) и GO:0001568 (Blood 
vessel development). Гены 3-го кластера пред-
ставлены на рисунке 4, цветом выделены гены, 
относящиеся к  выбранным классификаторам. 
Дальнейший анализ был проведен с  использо-
ванием данных литературы, и  были выбраны 
гены, непосредственно регулирующие такие 
этапы ангиогенеза, как пролиферация и  миг-
рация ЭК и  образование капилляроподобных 
структур. По результатам анализа было выбра-
но 6  генов-кандидатов, 5  из которых являются 
положительными регуляторами ангиогенеза, 
один — негативным. Гены и функции кодируе-
мых белков представлены в таблице 1. Найден-
ные гены могут рассматриваться как потенци-
альные мишени новой Plaur-mir1-5p.

Обсуждение
uPAR был открыт в 1981 году и охарактеризован 
как рецептор активатора плазминогена уроки-
назного типа, основной функцией которого яв-
ляется протеолиз. С  того времени был обнару-
жен целый ряд непротеолитических функций 
урокиназного рецептора, таких как регуляция 
экспрессии генов, пролиферации клеток, адге-
зии, миграции и инвазии клеток [23]. В литера-
туре описано более 50  белков-партнеров, спо-
собных взаимодействовать с  uPAR и  вызывать 
сигнальные эффекты в  клетках  [24]. Несмотря 
на большое количество публикаций, появляют-
ся все новые данные о функциях урокиназного 
рецептора не только как белка, но и самого гена 
Plaur. Ген Plaur является геном раннего ответа 
в  головном мозге мыши в  ответ на индукцию 
судорожной активности, а  его полиморфизмы 

Таблица 1. Гены-мишени Plaur-miR1-5p, являющиеся регуляторами ранних этапов ангиогенеза

Ген и кодируемый 
им белок

Показатель 
связывания Функция в ангиогенезе Ссылка 

Emcn
Эндомуцин

97 Стимулирует образование 
капилляроподобных структур, 
активируя сигнализацию VEGF/

VEGFR2

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/
articles/PMC5719432/#:~:text=EMCN%20

controls%20angiogenesis%20
by%20altering,capillary%20EC%20

migration22%2C23

prkx
Протеинкиназа, 
сцепленная 
с Х-хромосомой

93 Стимулирует пролиферацию, 
миграцию эндотелиальных 

клеток и формирование 
капилляроподобных структур

https://www.sciencedirect.
com/science/article/pii/

S0012160611009882?via%3Dihub

Rhoj  
(малая ГТФаза)

90 Обеспечивает адгезию 
эндотелиальных клеток 
во время формирования 

капилляроподобных 
структур за счет регуляции 

фибриллогенеза 
через а5b1 интегрин

https://www.cell.com/current-biology/
fulltext/S0960-9822(20)30412-7?_returnU
RL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.
com%2Fretrieve%2Fpii%2FS09609822203

04127%3Fshowall%3Dtrue

mmrn2
Мультимерин 2

98 Подавляет подвижность 
эндотелиальных клеток, 

связывая VEGFA, и действует 
как негативный регулятор 

ангиогенеза

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.
gov/28435016/

Col4a3
Альфа 3 цепь 
коллагена 4

91 Основной компонент базальной 
мембраны в сосудах

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.
gov/23551189/

prokr1
Прокинетицин 2

95 Стимулирует пролиферацию, 
миграцию эндотелиальных 

клеток и ангиогенез, активируя 
сигнальный путь PKR1/MAPK/Akt 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.
gov/20023120/
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Рис. 4. Кластеризация мишеней Plaur-miR1-5р алгоритмом K-means. На рисунке представлен третий из кластеров, 
включающий гены, относящиеся к GO:0072577 (Endothelial cell apoptotic process), GO:1905562 (Regulation of vascular 
endothelial cell proliferation), GO:0001525 (Angiogenesis), GO:0048514 (Blood vessel morphogenesis) и GO:0001568 (Blood 
vessel development) (выделены цветом).
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коррелируют с  такими заболеваниями челове-
ка, как эпилепсия, аутизм, рассеянный скле-
роз, болезнь Альцгеймера и опухоли головного 
мозга  [25]. В  связи с  этим мы предположили, 
что ранее неизвестные микроРНК, располо-
женные в интронных последовательностях гена 
Plaur, могут определять целый ряд эффектов, 
связанных с  геном Plaur, которые нельзя объя-
снить только функцией белка uPAR.

В нашей лаборатории была идентифицирована 
абсолютно новая микроРНК Plaur-miR1, которая 
экспрессируется с  гена Plaur и  процессируется 
с  образованием двух зрелых форм: Plaur-miR1-
3p и  Plaur-miR1-5p. Однако функции данных 
микроРНК в  настоящий момент остаются не-
изученными.

Известно, что микроРНК регулируют экспрес-
сию генов на уровне трансляции, связываясь 3’ 
участками РНК как в самой клетке-доноре, так 
и  в составе ВВ, оказывая действие на соседние 
клетки [26]. В настоящем исследовании мы про-
верили, входят ли изучаемые микроРНК (Plaur-
miR1-3p и Plaur-miR1-5p) в состав ВВ и какую роль 
они могут играть в регуляции процессов ангио-
генеза. В  работе использовали ВВ, полученные 
от клеток МСК-ЖТ. Известно, что ВВ МСК со-
держат целый ряд ангиогенных факторов и яв-
ляются положительными регуляторами роста 
сосудов  [2]. Клетки МСК выделяли из жировой 
ткани мышей дикого типа и нокаутных по гену 
Plaur. Известно, что при нокауте урокиназного 
рецептора Plaur-miR1-3p и Plaur-miR1-5p не экс-
прессируются  [14]. Методом ПЦР в  реальном 
времени мы показали, что одна из изучаемых 
микроРНК, а именно Plaur-miR1-5p, входит в со-
став ВВ МСК-ЖТ (рис. 3). Отличия в регуляции 
и функциях 3р и 5р микроРНК до сих пор недо-
статочно изучены. Например, имеются данные 
литературы о том, что одна из цепей может яв-
ляться менее стабильной и  лишь «направляю-
щей», необходимой для того, чтобы микроРНК 
проходила процессинг комплексом RISC, после 
чего она деградирует. В то же время другие дан-
ные литературы свидетельствуют о том, что ка-
ждая из цепей микроРНК может быть стабильна 
и имеет свои мишени [27]. Возможно, Plaur-miR1-
5p более стабильна, чем Plaur-miR1-3p, благода-
ря чему может быть упакована в мультивезику-
лярные тельца [27]. В дальнейшем Plaur-miR1-5p 
может быть транспортирована в соседние клет-
ки или оказывать на них непосредственное дей-
ствие. Это подтверждено ранее проведенной 

работой нашего коллектива  [14], в  которой эк-
спериментально было показано прямое связы-
вание с мишенями только цепи Plaur-miR1-5p.

В настоящей работе мы оценивали влия-
ние Plaur-miR1-5p на ангиогенез, используя 
эксплант ную модель сосудистого колечка в Ма-
тригеле, и  ВВ, полученные из среды культиви-
рования МСК-ЖТ мышей дикого типа (вези-
кулы WT) и нокаутных по гену Plaur (везикулы 
Plaur-/-), не экспрессирующих Plaur-miR1-5p. ВВ 
оказывали стимулирующее влияние на процес-
сы ангиогенеза, но отличались по направлен-
ности своего действия. Так, ВВ от МСК Plaur-/- 
мышей отличались сниженной способностью 
стимулировать миграцию/пролиферацию эн-
дотелиальных клеток по сравнению с ВВ от МСК 
WT мышей (рис. 1, 2). Однако ВВ от МСК Plaur-/- 
мышей усиливали миграцию/пролиферацию 
других сосудистых клеток, не экспрессирующих 
VE-кадгерин  — основной маркер эндотелиаль-
ных клеток [28]. Известно, что в данной модели 
из эксплантов в  Матригель помимо эндотели-
альных клеток могут мигрировать гладкомы-
шечные клетки, перициты или МСК [29]. В этой 
связи мы предположили, что данный эффект 
ВВ от МСК Plaur-/- мышей может быть зависим 
от Plaur-miR1-5p. Известно, что микроРНК мо-
гут интерферировать сразу с  несколькими ге-
нами-мишенями, при этом как ингибируя, так 
и  усиливая их экспрессию, что объясняет дуа-
лизм наблюдаемого действия и разные эффекты 
в разных типах клеток [30]. Используя алгоритм 
TargetScan в  сочетании с  последующей класте-
ризацией мишеней в базе STRING, мы выделили 
ряд генов, которые потенциально могут быть 
мишенями Plaur-miR1-5p и  при этом имеют 
прямое влияние на ангиогенез. Среди мишеней 
оказались гены как стимулирующие (Emcn, Prkx, 
Rhoj, Col4a3, Prokr1), так и подавляющие ангио-
генез (Mmrn2). Эндомуцин, кодируемый геном 
Emcn, стимулирует образование капилляро-
подобных структур, активируя сигнализацию 
VEGF/VEGFR2  [31]. Его нокаут приводит к  сни-
жению пролиферации и  миграции сосудистых 
клеток, а также подавляет сигнализацию VEGF/
VEGFR2  [32]. Протеинкиназа, сцепленная с  Х-
хромосомой (ген Prkx), и  Прокинетицин 2 (ген 
Prkx) обладают схожим действием, усиливая 
миграцию и пролиферацию ЭК [33]. Протеинки-
наза, сцепленная с Х-хромосомой, являясь анта-
гонистом протеинкиназы А, активирует ц-АМФ 
киназу  [33]. В  свою очередь, прокинетицин  2 
активирует сигнальный каскад PKR1/MAPK/
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Akt  [34]. Малая ГТФ-аза Rhoj обеспечивает ад-
гезию сосудистых клеток в капилляроподобных 
структурах за счет регуляции фибриллогенеза 
через а5b1 интегрин [35]. Еще одна потенциаль-
ная мишень Plaur-miR1-5p  — Мулитимерин  2 
(ген Mmrn2), который является негативным ре-
гулятором ангиогенеза. Связывая VEGFA, Му-
литимерин 2 подавляет подвижность эндотели-
альных клеток [36].

Можно предположить, что у  мышей, нокаут-
ных по гену Plaur, в  отсутствие Plaur-miR1-5p 
усиливается экспрессия Мулитимерина 2, чем 
и  может быть обусловлен эффект сниженной 
миграции эндотелиальных клеток в отсутствие 
гена Plaur. Предложенные механизмы влияния 
нокаута гена Plaur и связанного с ним отсутст-
вия Plaur-miR1-5p на процессы ангиогенеза ну-
ждаются в  экспериментальных доказательст-
вах, что представляет собой перспективу наших 
дальнейших исследований.

Суммируя полученные в настоящей работе дан-
ные о  возможном участии гена Plaur и  Plaur-
miR1-5p в  регуляции процессов ангиогенеза, 
мы показали, что в  отсутствие гена Plaur на-
блюдается максимальная миграция и (или) 
пролиферация сосудистых клеток на модели 
сосудистого колечка в  Матригеле. В  основе та-

кого эффекта нокаута гена Plaur может лежать 
регуляция с участием микроРНК, считываемых 
с  гена урокиназного рецептора. Мы обнаружи-
ли, что Plaur-miR1-5p, транскрибируемая с гена 
Plaur, входит в  состав внеклеточных везикул, 
продуцируемых МСК-ЖТ. МСК регулируют про-
цессы ангиогенеза как за счет непосредственно-
го контакта с  сосудистыми клетками, так и  за 
счет активно продуцируемых внеклеточных 
везикул. Действуя сразу на несколько генов-ми-
шеней, Plaur-miR1-5p в составе ВВ, полученных 
от МСК-ЖТ, предположительно усиливает миг-
рацию и(или) пролиферацию неэндотелиаль-
ных клеток, но не оказывает стимулирующего 
действия на эндотелиальные клетки и  форми-
рование ими капилляроподобных структур.
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