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Wstep

Inhibitor aktywatora plazminogenu typu 1 (pla-
sminogen activator inhibitor type—1, PAl-1), nalezy
do nadrodziny serpin (inhibitory proteinazy seryno-
wej, serine proteinase inhibitors) i jest produkowa-
ny przez ludzkie komorki jako jednotancuchowa
glikoproteina, zbudowana z 402 aminokwasow
o wadze czasteczkowej 45 000 Da (1). Jego zasad-
nicza funkcja w organizmie jest regulacja aktywno-
$ci urokinazy i posrednio powstawania plazminy
(2). PAI-1 jest wigc istotnym elementem homeo-
stazy ustroju, wpltywajacym w warunkach in vivo
na fizjologiczna réwnowage ukladow krzepnigcia
i fibrynolizy. Jego nieprawidlowa ekspresja stwier-
dzana jest w wielu procesach chorobowych, miedzy
innymi w miazdzycy naczyn krwionos$nych, cho-
robie wiencowej, sepsie, stwardnieniu rozsianym,
wioknieniu ptuc i nerek, otylosci oraz opornosci na
insuling (3,4). Jednak podstawowa patologia w pa-
togenezie ktorej PAI-1 odgrywa kluczowa rolg jest
szeroko rozumiana choroba nowotworowa, a wigc
przemiany dokonujace si¢ w organizmie gospoda-
rza i tkankach patologicznych w trakcie rozrostu
i inwazji guza nowotworowego oraz powstawania
przerzutow (2,5,6).

Wzrost i rozprzestrzenianie komoérek nowotwo-
rowych oraz nierozlacznie z nimi zwigzane procesy
angiogenezy nowotworowej, czyli powstawania
nowych naczyn krwionosnych pod wpltywem
mediatorow uwalnianych przez komorki guza,
stanowia od dziesigcioleci przedmiot zywego za-
interesowania naukowcdéw. Zasadniczym celem
prowadzonych badan jest poznanie mechanizméw
rozwoju guza oraz wyjasnienie rzadzacych nimi
zaleznosci, a w efekcie pozyskanie mozliwosci sku-
tecznego hamowania postgpu choroby. Wieloletnie
badania nad mechanizmami dziatania PAI-1 w tych
procesach pozwolity lepiej zrozumie¢ nature skom-
plikowanych interakcji w ktorych biatko to uczest-
niczy. Nadal jednak wyjasnienia wymaga wiele
zagadnien zwiazanych z istota jego regulacyjnej
funkcji w tkankach oraz faktycznym znaczeniem
zardbwno wlasciwosci anty-proteolitycznych, jak
i aktywno$ci biologicznej nie zwiazanej z wptywem
na proteinazy (2,4,5).

Rola ukladu fibrynolitycznego
w migracji komorki

Uklad fibrynolityczny stanowi strukturg¢ dyna-
miczng, a jej poszczegolne elementy sktadowe po-
zostaja w Scistej zaleznosci. Proces przeksztatcania
plazminogenu do plazminy jest katalizowany przez
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aktywatory —urokinazowy aktywator plazminogenu
(urokinaza, urokinase-plasminogen activator, uPA)
oraz tkankowy aktywator plazminogenu (fissue
plasminogen activator, tPA) dziatajace wespot ze
swoistym receptorem dla urokinazy (urokinase-pla-
sminogen activator receptor, uPAR) 1 podlegajace
Scistej kontroli ze strony swoich inhibitoréw PAI-1,
PAI-2 (plasminogen activator inhibitor type-2) oraz
neksyny (nexin), ktore zwrotnie reguluja aktywnos¢
catego systemu (7, 8).
Patrz rycina I — kolorowa wktadka.
Fizjologiczne znaczenie uktadu fibrynolityczne-
go wynika z roli, jaka plazmina, proteinaza sery-
nowa o szerokim spektrum dziatania pelni migdzy
innymi w regulacji trombolizy oraz ksztaltowaniu
wzajemnych interakcji pomigdzy komorkami, a
macierza zewnatrzkomorkowa. Plazmina katalizuje
degradacje fibryny do rozpuszczalnych peptydow
i odpowiada za usuwanie jej nadmiaru z uktadu kra-
zenia oraz tkanek. Aktywnie hydrolizuje rowniez
wiele bialek, w tym fibrynogen, lamining oraz ko-
lagen typu IV stanowiacych podstawowe elementy
strukturalne macierzy zewnatrzkomorkowej oraz
btony podstawnej naczyn. Ich rozpad dokonuje sig
zarowno na skutek bezposredniego dziatania pla-
zminy, jak i posrednio poprzez jej dzialanie aktywu-
jace wobec kaskady prekursorow metaloproteinaz
— kolagenazy (MMP-1), stromielizyny (MMP-3)
oraz zelatynazy B (MMP-9) (9). W warunkach in
vivo plazminogen i plazmina obecne sa w krwio-
obiegu (stezenie plazminogenu wynosi ~2 uM) oraz
w macierzy na powierzchni komorek w kompleksie
ze swoistym receptorem dla urokinazy (10).
Uwaza sig, ze aktywacja plazminogenu za po-
$rednictwem tPA jest zwigzana glownie z procesami
rozpuszczania fibryny w obszarze urazu naczynio-
wego, a wigc zachowaniem prawidtowej krzepli-
wosci krwi. Natomiast uPA dzialajac za posrednic-
twem swoistego receptora komodrkowego (uPAR)
warunkuje wzmozona aktywno$¢ plazminogenu na
powierzchni komorek i inicjuje kaskadowa reakcjg
proteolizy, ktéra prowadzi do rozpadu wiazan po-
miedzy biatkami macierzy zewnatrzkomoérkowej
oraz kontaktéw migdzykomorkowych i tworzy
sprzyjajace warunki dla migracji komorek (10).
Kluczowa rola urokinazy w procesie migracji
w tkankach wynika réwniez z jej bezposrednie-
go oddzialywania na komorki. Dzigki interakcji
ze swoistym receptorem, uPA kumuluje si¢ na
ich powierzchni, przede wszystkim w miejscach
kontaktu z macierza (focal adhesion) (11, 12).
Migjscem szczegodlnie silnej ekspresji uPA jest wio-
dacy koniec komorki (leading edge), ktory nadaje
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kierunek procesowi migracji. Intensywna punktowa
koncentracja urokinazy prowadzi do wzmozonego
powstawania plazminy, a nast¢pnie do uruchomie-
nia proces6w lokalnej destrukcji wigzan pomigdzy
pobliskimi komoérkami oraz bezposrednio w same;j
macierzy komorkowej. Co wigcej, w momencie
przytaczenia urokinazy do uPAR dochodzi do od-
stonigcia chemotaktycznego epitopu tego receptora
i ujawnienia przez kompleks uPA-uPAR cech che-
mokiny o dziataniu promigracyjnym, wptywajacej
na komorki w mechanizmie auto- i parakrynowym.
Opisany mechanizm umozliwia zachowanie przez
komorke $cistej kontroli nad kierunkiem migracji.
Jest on wykorzystywany zarowno przez komorki
srodblonka formujace zawiazki nowych naczyn
krwiono$nych, jak i komorki nowotworowe nacie-
kajace tkanki gospodarza (10).

Urokinaza bierze rowniez czynny udzial w kolej-
nych etapach procesu przemieszczania si¢ komorki
— jej wydhuzaniu, interakcji z integrynami oraz w od-
dziatywaniu receptoréow czastek adhezyjnych zloka-
lizowanych na wiodacym koncu komorki z ich ligan-
dami w macierzy. Rownoczesnie, na przeciwlegtym
krancu komorki (trailing edge) urokinaza katalizuje
rozpad kompleksow pomigdzy integrynami i ich li-
gandami, umozliwiajac ponowna zmiang jej ksztaltu
i przemieszczenie tylnego odcinka w kierunku zasad-
niczej struktury migrujacej komorki (13).

W standardowych warunkach plazmina gene-
rowana przez urokinaz¢ katalizuje degradacje re-
ceptorow adhezyjnych i ich ligandow w macierzy.
W ten sposob aktywnie hamuje procesy adhezji
i interakcji komorka — komorka, badz tez komor-
ka-macierz (14). Tymczasem silne powinowactwo
uPAR do witronektyny, przy znaczaco mniej wyra-
zonej swoistosci wzgledem fibronektyny i innych
biatek macierzy, sprzyja ujawnieniu si¢ nietypowych
pro-adhezyjnych wiasciwosci urokinazy, nie zwiaza-
nych z jej aktywnoscia proteolityczna (15). Obecnosé
urokinazy w kompleksie uPA-uPAR intensyfikuje
oddziatywania tego receptora z integrynami oraz
witronektyna ujawniajac jego adhezyno-podobne
wiasciwosci (16). Dzigki temu do kontaktu migruja-
cej komorki z otaczajacymi strukturami moze docho-
dzi¢ zardwno za posrednictwem integryn ( kompleks
uPA-uPAR-integryna) lub tez w mechanizmie bezpo-
srednich interakcji pomigdzy receptorem, a macierza
(kompleks uPA-uPAR-witronektyna) (10). Umozli-
wia to efektywna i1 szybka regulacj¢ procesu adhezji
komorki na jej obu krancach, niezbedna dla zacho-
wania prawidtowej sekwencji wydarzen w trakcie
migracji. Naprzemienne tworzenie i rozpad potaczen
z macierza jest warunkiem zainicjowania kolejnych
etapéw przemieszczania si¢ komorki w tkankach.
Urokinaza dzialajac w powiazaniu ze swoistym
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receptorem zlokalizowanym na powierzchni komo-
rek, zyskuje wigc wyjatkowa chemokino-podobna
charakterystyke, wszechstronnie regulujac migracje,
jak réwniez zwiazane z nia procesy zmiany ksztaltu
komorek, adhezji, chemotaksji oraz inwazji macierzy
zewnatrzkomorkowe;.

Glownym fizjologicznym inhibitorem urokina-
zy jest inhibitor aktywatora plazminogenu typu-1
(PAI-1), ktory bezposrednio wygasza jej aktywnos¢
proteolityczng i wydatnie skraca czas poltrwania.

Patrz rycina II — kolorowa wktadka.
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Rycina II. Cykl przemian uPA-PAI-1 i jego zwiazek
z procesami migracji komorek

PAI-1 poprzez kompetycyjne oddziatywanie
z witronektyng uniemozliwia interakcj¢ uPA
z uPAR, hamujac w ten sposob zalezne od urokina-
zy procesy adhezji i migracji (10, 17). PAI-1 efek-
tywnie blokuje aktywno$¢ polaczenia uPA-uPAR
— tworzy z nim kompleks uPA-uPAR-PAI-1, a na-
stepnie w kooperacji z transbtonowym receptorem
dla o -makroglobuliny (low-density lipoprotein-
related-receptor, LPR) stymuluje jego endocytozg
(10). W cytoplazmie komorkowej dochodzi do
rozpadu tego konglomeratu, po czym kompleks
PAI-1-uPA podlega rozktadowi w lizosomach,
a wolna posta¢ uPAR gotowa do interakcji z kolejna
czastka urokinazy jest ponownie transportowana na
powierzchnig btony komorkowej (Ryc. IIT) (18).

PAI-1 hamuje wigc kolejne etapy procesu mi-
gracji komorek, zarowno poprzez bezposrednie
blokowanie aktywnos$ci proteolitycznej urokinazy,
jak réwniez przez indukowanie internalizacji kom-
pleksu uPA-uPAR oraz wygaszanie jego dziatan
chemokino- i adhezyno-podobnych. Réwnoczesnie
regulujac ,,wtorny” obieg receptora uPAR, PAI-1
zyskuje posredni wptyw na zapewnienie ciaglosci
cyklu adhezja-migracja-adhezja i staje si¢ klu-
czowym elementem warunkujacym prawidlowa
kolejno§¢ wydarzen na obu krancach migrujacej
komorki.
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Interakcja PAI-1 z witronektyng
—rola w migracji komorki

PAI-1 obok znaczacej aktywnosci anty-proteoli-
tycznej charakteryzuje rowniez wysokie powino-
wactwo wzgledem witronektyny — jednego z gtow-
nych elementow macierzy zewnatrzkomorkowe;.
Bialko to bedac podstawowym ligandem macierzy
dla komoérek adherentnych, reguluje procesy ich
réznicowania, proliferacji i morfogenezy (19). Wi-
tronektyna wysoce swoiscie reaguje z integrynami
(a0, ad, ad,a,d, ad, od)wspomagajac tym
samym adhezje, migracje i rozprzestrzenianie si¢
komorek. Reguluje rowniez kluczowy proces wy-
bidrczego gromadzenia si¢ uPAR w obszarze punk-
tow adhezji (focal adhesion) na btonie komorkowe;j
— miejscach pierwotnego, intensywnego kontaktu
komorki z otoczeniem. Dzigki temu witronektyna
czynnie uczestniczy w procesach rozpadu wiazan
pomiedzy komorka, a macierza oraz ostabienia in-
tegralnosci bariery, jaka stanowi blona podstawna.
Za posrednictwem wymienionych mechanizmow
witronektyna wspomaga poczatkowy etap przemian
koniecznych dla zapoczatkowania ruchu komorek,
stanowiac rownoczesnie element taczacy promigra-
cyjne struktury macierzy z podobna aktywnoscia
uktadu urokinazy (20).

Poprzez swoiste oddziatywanie z integrynami
oraz bezposrednig reakcj¢ z uPAR witronektyna
uczestniczy rowniez w fazie przemieszczania sig
komorek przez otaczajace struktury. Swoiscie taczac
si¢ z receptorem dla urokinazy, witronektyna blokuje
zdolno$¢ komorek do adhezji na fibronektynie oraz
fibrynogenie (15). Dodatkowo, biatko to stymuluje
szlaki transdukcji sygnatow dla czynnikow wzrostu,
wlaczajac kolejny synergistyczny mechanizm wspo-
magajacy ruch i proliferacj¢ komorek (21).

PAI-1 charakteryzuje si¢ wysokim powinowac-
twem wzgledem witronektyny i laczy si¢ z nia
dziatajac kompetycyjnie wzglgdem uPAR i integryn
(17, 22, 23). W ten sposob PAI-1 znajdujacy si¢ w
kompleksie z witronektyna blokuje przyltaczanie
integryn i w konsekwencji hamuje adhezj¢ oraz
migracje komorek (24). W podobnym mechanizmie
— wspotzawodnictwa z receptorem dla urokinazy,
PAI-1 utrudniania adhezj¢ i migracj¢ zalezna od
uPA. Warto réwniez podkresli¢, ze oddzialywanie
z witronektyna powoduje spowolnienie spontanicz-
nej konwersji PAI-1 do konformacji nieaktywnej
i wydtuzenie jego czasu poéttrwania w poréwnaniu
do postaci wolnej, badz znajdujacej si¢ w kom-
pleksie z uPA (20). Dzigki temu PAI-1 potaczony
z witronektyna wykazuje znaczaco silniejszy efekt
supresyjny wzgledem migrujacych komorek.
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W efekcie wptyw PAI-1 na szeroko rozumiany
proces przemieszczania si¢ komoérek w tkankach
jest uzalezniony od zachowania stanu delikatnej
rownowagi pomigdzy tym biatkiem i kompleksem
uPA-uPAR, a przede wszystkim od zapewnienia
odpowiedniej intensywnosci 1 sekwencji wyda-
rzen prowadzacych do zablokowania aktywnosci
proteolitycznej urokinazy, rozpadu kompleksu
uPA-uPAR i ponownej prezentacji tego receptora
na powierzchni btony komorkowej. Kluczowsq re-
gulacyjna rolg odgrywaja rowniez inne wtasciwosci
PAI-1 nie zwiazane z jego aktywnoS$cia anty-proteo-
lityczna, lecz z powinowactwem do witronektyny
i integryn. Zgodnie z teorig przedstawiona przez
Blasi i wsp. sygnalem startowym dla procesu mi-
gracji jest wzbudzenie chemotaktycznego epitopu
uPAR oraz aktywacja proteolizy okotokomorkowe;j
zaleznej od plazminy (11). Wolne PAI-1 zapewnia
regulacj¢ zwrotna tego mechanizmu. Blokujac
interakcj¢ uPA-uPAR oraz oddziatywania witro-
nektyny z integrynami i z uPAR, PAI-1 skutecznie
hamuje adhezj¢ oraz ruch komoérek. Réwnoczesnie
jednak, dokonujaca si¢ za sprawa PAI-1 wewnatrz-
komoérkowa redystrybucja receptora uPAR stwarza
mozliwo$¢ ponownego uruchomienia szlaku prze-
wodzenia sygnatow zablokowanego po rozpadzie
kompleksu uPA-uPAR, a w efekcie umozliwia
ponowny kontakt uPA z receptorem, adhezj¢ i mi-
gracj¢ komorek.

Kluczowa rola PAI-1 w omawianych procesach
wynika wigc z jego dziatania regulacyjnego. Jako
antagonista urokinazy, PAI-1 w warunkach homeo-
stazy efektywnie blokuje kolejne etapy przemian
umozliwiajacych przemieszczanie si¢ komorek w
tkankach. Rownoczes$nie uruchamia tez mechani-
zmy pozwalajace na ponowne wzbudzenie tych
proceséw, gwarantujac w ten sposob zachowanie
pomiedzy nimi dynamicznej rownowagi. Oddziaty-
wanie PAI-1 z uPA podlega wigc ciaglym zmianom,
a jego efekt zalezy zaro6wno od ilo§ciowej przewagi
jednego z tych bialek, jak i wplywu innych czynni-
kow biologiczych. Jednak to PAI-1 odpowiadajac
za zwrotna regulacje jest fizjologicznym gwarantem
ciaglosci omawianych zjawisk.

Rola PAI-1 w procesach rozwoju
guza nowotworowego

Udziat PAI-1 oraz innych elementow uktadu
fibrynolitycznego w regulacji rozwoju guza, jego
ekspansji lokalnej i do odlegltych tkanek, jak row-
niez w procesach angiogenezy nowotworowej jest
faktem powszechnie akceptowanym. Niektore
prace sugeruja wrecz istnienie zwiazku pomiedzy
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wysokim potencjalem metastatycznym komorek
nowotworowych, a nieprawidlowa ekspresja sze-
regu gendéw, w tym rowniez kodujacych elementy
sktadowe uktadu plazminogen — plazmina (25, 26).

Dziatanie samego PAI-1 ma charakter dwutorowy
— poprzez hamowanie aktywatorow plazminogenu
— tPA, a przede wszystkim urokinazy oraz poprzez
udzial w regulacji migracji komorek nowotworo-
wych i komorek $rédblonka nowopowstajacych
naczyn krwiono$nych. Jednak wiarygodna interpre-
tacja wielu wtasciwosci biologicznych tego biatka,
obserwowanych w warunkach do$wiadczalnych in
vitro oraz in vivo jest nadal bardzo trudna i wymaga
dalszych pogtebionych badan.

Wymownym pozostaje fakt istnienia istotnej
statystycznie zalezno$ci pomig¢dzy podwyzszonym
poziomem PAI-1 w surowicy chorych, a nieko-
rzystnym rokowaniem w przebiegu raka pluca,
sutka, jajnikow, nerek i zotadka (27-29). Brak za-
dowalajacego wyjasnienia tego fenomenu sprawia,
ze spektrum prezentowanych hipotez obejmuje
zardwno sugestie o istotnym dziataniu ochronnym,
jak i pronowotworowym PAI-1.

PAI-1i angiogeneza nowotworowa

Angiogeneza jest procesem polegajacym na
tworzeniu nowych naczyn krwiono$nych na bazie
naczyn juz istniejacych. W warunkach fizjologicz-
nych jest obserwowana w trakcie owulacji oraz
gojenia ran, warunkuje réwniez wzrost i ekspansje
nowotworu, w tym formowanie przerzutow odle-
glych (10).

Neowaskularyzacjg¢ rozpoczyna zjawisko odcin-
kowego naruszenia ciaglosci btony podstawne;j,
ktore dokonuje si¢ w mechanizmie ukierunkowa-
nej, punktowej proteolizy. Na nastgpnym etapie
dochodzi do uwolnienia komoérek $rédbtonka na-
czyniowego, ich reorientacji, migracji oraz prolife-
racji. Koncowa faza procesu powstawania nowych
naczyn krwiono$nych, obejmujaca zmiang ksztattu
komorek, powstanie struktur kapilaro-podobnych i
wreszcie wlasciwych naczyn jest rowniez w duzym
stopniu zalezna od aktywnej proteolizy. Efek-
tywnos$¢ angiogenezy warunkuje wigc adekwatna
aktywno$¢ okreslonych elementéw ukladu plazmi-
nogen — plazmina, przede wszystkim urokinazy, jej
receptora oraz plazminy. Ponadto, dzigki unikalne;j
lokalizacji uPAR na powierzchni komorek, te same
czynniki determinuja biegunowy charakter ekspre-
sji proteinaz i reguluja przebieg proteolizy okoto-
komorkowej, okreslajac bezposrednio kierunek
formowania nowych naczyn.

Zahamowanie aktywnosci kompleksu uPA-uPAR
przez fizjologiczne, badz tez syntetyczne inhibitory

efektywnie oslabia jego proangiogenny charakter
(30, 31). Udowodniono, ze zdolnos¢ PAI-1 do przy-
laczania i internalizacji komplekséw uPA-uPAR
stanowi wazny fizjologiczny mechanizm chroniacy
komorki oraz macierz przed nadmiernym uszkodze-
niem. Poniewaz bezposrednie otoczenie nowych
struktur kapilarnych charakteryzuje intensywna
ekspresja uPA oraz znaczaco wzmozona obecno$¢
PAI-1 wydaje sig, ze ochronne dzialanie PAI-1
przed nadmierng proteoliza obejmuje rowniez no-
wopowstate struktury naczyniowe (32, 33). Jednak
dane doswiadczalne dotyczace tego zagadnienia sa
w znacznej mierze niekonkluzywne, a w dostgp-
nym pi$miennictwie znalez¢ mozna wiele sprzecz-
nych obserwacji dotyczacych faktycznej roli PAI-1
w omawianych procesach.

Silne dziatanie hamujace PAI-1 obserwowano
zardwno in vitro w tescie zawiazkdw naczynio-
wych (sprout formation assay) (34, 35), jak rowniez
in vivo w tescie zarodkow kurzych (chorioallantoic
membrane assay) oraz w modelu angiogenezy ro-
gowkowej (36, 37). Ponadto Brodsky i wsp. wyka-
zali znaczace podwyzszenie potencjatu angiogenne-
go w hodowanych ex vivo naczyniach uzyskanych
od myszy transgenicznych z niedoborem PAI-1
(38). Uzasadnione wydaje si¢ wigc przypuszczenie,
ze opisywany w tych pracach efekt hamujacy PAI-1
byt w duzej mierze wypadkowa dzialania dwoch
wspomnianych mechanizméw — hamowania ak-
tywnosci proteinaz oraz wysokiego powinowactwa
wzgledem witronektyny.

Natomiast warunki panujace w mikro$rodowi-
sku guza nowotworowego znaczaco odbiegaja od
rownowagi zachowywanej w warunkach fizjolo-
gicznych, pomigdzy czynnikami pro- i anty-angio-
gennymi oraz aktywatorami i inhibitorami uktadu
fibrynolitycznego. Spontaniczny poziom ekspresji
uPA jest zwykle istotnie wyzszy w guzie niz w
sasiadujacych komorkach prawidlowych lub tez
fagodnych rozrostach tej samej tkanki (39). Wiele
prac wskazuje rowniez na podwyzszony poziom
PAI-1, ktory jednak w przeciwienstwie do uPA nie
koreluje z aktywnos$cia angiogenng komoérek nowo-
tworowych (40).

Wspomniana nieprawidtowa ekspresja czyn-
nikow wzrostu i elementow uktadu plazminogen
— plazmina prowadzi do drastycznej zmiany warun-
kéw powstawania nowych naczyn w tkance nowo-
tworowej (27). Charakteryzuje je duza dynamika
wynikajaca zaréwno z rozchwiania ogolnoustrojo-
wej oraz lokalnej homeostazy czynnosciowej, jak
réwniez z indywidualnych cech fenotypu komorek
nowotworu. Zmienno$¢ ta znajduje odzwiercie-
dlenie w wynikach badan nad wptywem PAI-1 na
angiogeneze nowotworowa. Podczas gdy kluczowa



rola urokinazy i jej receptora jest na ogdt uwazana
za pewnik, pozycja PAI-1 w tych procesach jest
nadal dyskutowana.

W dostgpnych publikacjach obserwowano zarow-
no jego efekt hamujacy (41), stymulujacy (42), jak
i catkowity brak wplywu na proces tworzenia no-
wych naczyn krwiono$nych w guzie (43). Podobnie
w badaniach prowadzonych z udzialem zwierzat
transgenicznych PAI-17/PAI-1- wykazywano brak
istotnych zmian w dynamice angiogenezy nowotwo-
rowej w warunkach niedoboru PAI-1 (44), badz tez
jego negatywny (45) lub pozytywny wptyw (41).

Wydaje sig, ze zrodtem tak powaznych rozbiez-
nosci jest wysoki stopien skomplikowania wza-
jemnych powiazan pomigdzy PAI-1, a pozostatymi
elementami uktadu plazminogen — plazmina oraz
biatkami macierzy zewnatrzkomorkowej, ktore do-
datkowo podlegaja znaczacemu dziataniu cytokin
1 mediatorow uwalnianych przez komorki guza.
Wspomniana ztozonos¢ oddziatywan w guzie zna-
czaco utrudnia rowniez odtworzenie w warunkach
eksperymentu patologicznego $rodowiska tkanko-
wego w jakim dziala PAI-1. Warto wigc pamigtac
o licznych ograniczeniach technicznych stosowa-
nych modeli in vitro 1 in vivo angiogenezy doswiad-
czalnej, jak rowniez o problemach wynikajacych
z bardzo krotkiego czasu poéttrwania natywnej for-
my PAI-1 (T, =60 minut) i z niezadowalajace;j sta-
bilno$ci uzyskanych dotad zmodyfikowanych form
PAI-1 (max T,=145 godzin) (1).

Wzrost guza i powstawanie przerzutow

Decydujacy wptyw PAI-1 na procesy migracji
komorek i angiogenezy obserwowany w warun-
kach fizjologicznych, jak réwniez jego znaczaca
obecno$¢ w $rodowisku rozwijajacej si¢ tkanki
nowotworowej przekonujaco wskazuja na aktywny
udzial inhibitora aktywatora plazminogenu w me-
chanizmach regulujacych wzrost guza (2). Jednak
badania analizujace efekty dzialania PAI-1 w tych
procesach sa, podobnie jak w przypadku mechani-
zmow kontrolujacych przebieg angiogenezy nowo-
tworowej, bardzo niejednoznaczne.

W warunkach do$wiadczen in vivo wykazano, ze
nadmierna ekspresja PAI-1 u zwierzat transgenicz-
nych prowadzita do zahamowania wzrostu wszcze-
pionych podskornie komoérek nowotworowych
(41, 46). Znane sa tez prace, w ktorych podanie
rekombinowanego PAI-1 myszom transgenicznym
PAI-1/PAI-1- — bylo konieczne dla uzyskania roz-
woju 1 progresji guza (42, 47). Krytyczna analizg
przytoczonych wynikow komplikuja dodatkowo
badania na modelach komoérek B16 czerniaka my-
siego oraz raka sutka, w ktdrych nie obserwowano

istotnych réznic w dynamice wzrostu guza po-
migdzy grupa myszy PAI-17/PAI-1" i zwierzgtami
z nadmierng ekspresja PAI-1 (43, 44).

Tak znaczace rozbieznosci pomigdzy przyto-
czonymi wynikami sa prawdopodobnie zwiazane
z faktem, iz PAI-1 dziala w bardzo skomplikowa-
nym, wieloczynnikowym uktadzie biologicznym,
ktéry trudno odtworzy¢ w warunkach eksperymen-
tu. Wysoka ekspresja uPA i PAI-1 w wielu tkankach
zmienionych nowotworowo zdaje si¢ potwierdzaé,
Ze w patomechanizmie wzrostu guza istotnym ele-
mentem jest zaburzenie stanu chwiejnej rownowagi
pomiedzy elementami uktadu fibrynolitycznego
(27). Hipotetycznie, naruszenie naturalnej homeo-
stazy moze mie¢ wigc dwojaki charakter — domi-
nujacej obecnosci uPA niezréwnowazonej, badz
tez calkowicie zneutralizowanej przez nadmierng
produkcje PAI-1. W obu sytuacjach obserwowana
jest wzmozona ekspresja uPA oraz PAI-1 w tkan-
kach, jednak ich efekt biologiczny jest catkowicie
odmienny.

Wiele elementow powyzszej tezy wydaje si¢ po-
twierdza¢ praca McMahon i wsp., w ktorej stwier-
dzono istnienie $cistej zaleznos$ci pomigdzy stgze-
niem PAI-1 i koncowym efektem jego dziatania na
guz (22). W przeprowadzonych doswiadczeniach
autorzy wykazali, ze niskiemu przedzialowi stezen
PAI-1 towarzyszyt wzmozony wzrost guza, podczas
gdy zwigkszenie jego dawki pozwalalo osiagnac
silny efekt hamujacy. Powyzsze obserwacje zostaly
potwierdzone réwniez przez innych badaczy (48).
Wydaje sig, ze iloSciowa przewaga biatka PAI-1
moze by¢ czynnikiem ochronnym, sprzyjajacym
spowolnieniu procesow rozwoju tkanki nowotwo-
rowej.

Dodatkowym elementem utrudniajacym interpre-
tacje badanych mechanizmoéw jest duze zréznicowa-
nie fenotypowe komorek nowotworowych, w tym
réwniez pod wzgledem ekspresji biatek uktadu pla-
zminogen — plazmina. Przekonujaco wykazywano,
ze komorki charakteryzujace si¢ wysoka ekspresja
uPA i uPAR cechuje podwyzszona aktywnos$¢ meta-
statyczna (25, 26, 49). Jednak pdzniejsze prace, ana-
lizujace poziom ekspresji wielu gendw, w tym ukta-
du fibrynolitycznego, nie potwierdzily istnienia tak
jednoznacznej zaleznosci (10). Zauwazono rowniez,
ze poszczegolne subpopulacje raka sutka wykorzy-
stuja odmienne mechanizmy naciekajac sasiadujace
tkanki, w zalezno$ci od ich fenotypu i zwiazanej
z nim wlasnej spontanicznej produkcji czynnikow
ukfadu plazminogen — plazmina, a takze struktury
otaczajacego je Srodowiska tkankowego (50).

Proces naciekania jest w rownym stopniu efek-
tem zdolnosci komoérek nowotworowych do ruchu
W przestrzeni macierzy zewnatrzkomorkowej,
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jak i aktywnej penetracji tego srodowiska, ktora do-
konuje si¢ przede wszystkim za sprawa proteolizy
zaleznej od plazminy (10). Zaréwno uPA, jak iuPAR
odgrywaja kluczowa rolg w mechanizmach syntezy
plazminy oraz skupienia jej w $cisle okreslonych
punktach na powierzchni blony komérkowe;j (focal
adhesion), co zapewnia wyzsza efektywnos¢ pro-
cesu inwazji. Wiadomo réwniez, ze pozostale ele-
menty uktadu plazminogen — plazmina, jak rowniez
integryny, sktadowe macierzy zewnatrzkomorko-
wej 1 wreszcie mechanizmy regulujace endocytozg
receptorow maja istotne znaczenie dla ostatecznego
osiagni¢cia stanu rownowagi w tkankach nacie-
kanych przez nowotwor lub tez jej braku. Efekt
tych oddzialywan jest obserwowany w warunkach
klinicznych pod postacig zréznicowanej dynamiki
ekspansji (progresji) guza, badz tez zahamowania
tych procesow. Liu i wsp. udowodnili co prawda,
ze PAI-1 znaczaco hamuje inwazyjnos¢ komorek
raka ptluca zalezna od uPA oraz uPAR (51), jed-
nak inni autorzy obserwowali jego promigracyjny
wplyw na komorki czerniaka i raka sutka (50, 52).
Przebieg procesu powstawania przerzutow odle-
gltych jest w duzym stopniu zblizony do wydarzen
zachodzacych w naczyniach krwiono$nych i tkan-
kach okotonaczyniowych w trakcie miejscowej
inwazji komorek guza oraz angiogenezy nowo-
tworowej (inwazja komorek srodbtonka). Z reguly
te same biatka biora udzial w regulacji adhezji
komorek metastatycznych do srodbtonka naczynio-
wego, w trawieniu blony podstawnej, a nastgpnie w
rozktadzie i degradacji macierzy zewnatrzkomor-
kowej. Istnieje wiele przekonujacych dowodow, ze
katalizowana przez urokinazg reakcja powstawania
plazminy odgrywa kluczowa role w dynamizowa-
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niu procesu powstawania przerzutow (29). Podob-
nie jednak, jak w przypadku omawianych procesow
angiogenezy nowotworowej i wzrostu guza brak do-
wodow potwierdzajacych jednoznaczny supresyjny
wptyw PAI-1 na aktywno$¢ metastatyczng komorek
guza. Swiercz 1 wsp. stwierdzili, ze podanie PAI-1
myszom scid/scid, calkowicie hamowato wzrost
ksenogenicznego przeszczepu komorek DU145
i LNCaP ludzkiego raka prostaty (35). Podobnie,
transdukcja komorek czerniaka naczyniowki oka
cDNA PAI-1 spowodowata spadek liczby myszy
u ktorych obserwowano obecno$¢ przerzutow o
50%, jak rowniez doprowadzita do gwattownego
obnizenie masy zmian juz istniejacych w grupie
zwierzat z bardziej zaawansowanym procesem
chorobowym (53). Jednak, Eitzman i wsp. nie
potwierdzili istnienia istotnych réznic pomigdzy
liczba przerzutdow czerniaka mysiego do ptuc w
grupie zwierzat kontrolnych oraz transgenicznych
z nadmierng ekspresja PAI-1 (43).

Pomimo przytoczonych sprzecznosci, kluczowa
rola PAI-1 w mechanizmach warunkujacych rozwadj
guza oraz inwazyjnos$¢ jego komorek, miejscowa i
odlegta, wydaje si¢ by¢ bezsporna. Ewidentna jest
rowniez potrzeba prowadzenia dalszych badan, bar-
dziej usystematyzowanych zaréwno pod wzgledem
doboru fenotypu komorek i guzow nowotworowych
stanowiacych model doswiadczalny, jak rowniez
charakterystyki biologicznej biatek PAI-1 uzytych
do prowadzenia badan. Podstawowym problemem,
czesto obnizajacym wiarygodno$¢ badan jest bo-
wiem relatywnie krotki w stosunku do trwania
doswiadczenia czas pottrwania PAI-1.

Pneumonologia i Alergologia
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Zatozenia pracy

Zalozenia pracy

Niejednoznaczne wyniki badan do$wiadczalnych
dotyczacych wptywu PAI-1 na kluczowe elementy
patomechanizmu rozwoju guza nowotworowego
— migracj¢ 1 inwazyjnos$¢ komorek nowotworowych,
angiogenezg nowotworowa, czy tez wreszcie powsta-
wanie przerzutow odleglych pozostaja w jaskrawej
sprzecznosci z doniesieniami o kluczowej stymulu-
jacej roli urokinazy w wymienionych procesach. Jej
najsilniejszym fizjologicznym inhibitorem jest bo-
wiem PAI-1, ktory taczy si¢ z czasteczka uPA szybko i
z wysokim powinowactwem, efektywnie hamujac jej
podstawowa funkcje — aktywnos$¢ proteolityczna.

Tymczasem w doswiadczalnych modelach
zwierzg¢cych syntetyczne inhibitory urokinazy pre-
zentuja silne dziatanie przeciwnowotworowe (54).
Billstrom i wsp wykazali, ze p-aminobenzamidyna
hamowata, w stopniu wprost proporcjonalnym do
zastosowanej dawki wzrost guza u myszy scid, kto-
rym wszczepiono komorki linii DU-145 raka gru-
czohu krokowego (55). Podobnie amylorid istotnie
spowalniat powigkszanie si¢ guza i proliferacj¢ ko-
morek przeszczepow transgenicznych pierwotnego
raka watroby, raka jelita grubego oraz linii LnCAP
raka gruczotu krokowego u myszy scid (30, 56-58).
Udowodniono roéwniez, ze opisane supresyjne
dzialanie inhibitorow uPA bylo w znacznym stop-
niu zwiazane z ich aktywnoscia antyangiogennag
(35, 45). Zablokowanie urokinazy znajdujacej sig¢
w szczego6lnie duzym st¢zeniu w obrgbie nowopow-
stajacych naczyn guza, powodowalo skuteczne za-
hamowanie ich wzrostu i prowadzito do znaczacego
spowolnienia rozwoju nowotworu.

Zagadnienie regulacyjnej roli PAI-1 w pato-
mechanizmie angiogenezy i rozwoju guza nowo-
tworowego stanowi od wielu lat przedmiot prac
zespotu pod kierunkiem profesora J. Jankuna
w Medical College of Ohio w Stanach Zjednoczo-
nych, w ktérym miatam przyjemnos$¢ pracowac
(28, 30, 31, 35, 46, 56, 59-64). Celem badan pro-
wadzonych w ostatnich latach przez tg grupe byto
wyjasnienie licznych watpliwosci zwiazanych
ze sprzecznymi doniesieniami dotyczacymi roli
PAI-1 w patomechanizmie wzrostu guza i angio-
genezy nowotworowej oraz uzyskanie odpowiedzi
na pytania, w jakim stopniu wynikaty one ze zlo-
zonosci biologicznego uktadu doswiadczalnego
w ktorym PAI-1 dziatal, w jakim z innych poza
efektem anty-proteolitycznym wiasciwosci PAI-1
1 wreszcie jakie znaczenie miala jego charaktery-
styka kinetyczna warunkujaca krotki okres peinej
aktywnosci wobec uPA i utrudniajaca klarowna
interpretacj¢ wynikow w czgéci badan doswiad-
czalnych.
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Zespot ten podjat miedzy innymi prace nad uzy-
skaniem zmodyfikowanej postaci PAI-1 cechujacej
si¢ przedtuzona w czasie aktywnoscia anty-proteo-
lityczna. Doktadna analiza struktury tego biatka
pozwolita na postawienie hipotezy, ze poprzez
wprowadzenie odpowiednich mutacji punktowych
do struktury pierwszorzedowej PAI-1 mozliwe jest
znaczace wydtuzenie czasu jego pottrwania, a wigc
okresu w ktorym efektywnie reaguje z uPA. Przy-
jeto, ze ocena wplywu zmienionych wlasciwosci
enzymatycznych na aktywno$¢ biologiczna PAI-1
utatwilaby zrozumienie mechanizmow jego dziata-
nia oraz zweryfikowanie wymienionych na wstepie
watpliwosci.

Czasteczka PAI-1 jest w organizmie syntezowa-
na jako zwiazek o strukturze biologicznie aktywne;j,
ktory spontanicznie przechodzi do konformacji
nieaktywnej z czasem pottrwania (T,) okoto 60
minut w temperaturze 37°C (65). Zgodnie z naj-
nowszymi badaniami struktura trzeciorzgdowa cza-
steczki PAI-1 jest zblizona do budowy czasteczek
innych serpin i sktada sig¢ z trzech harmonijek-p3 A,
B i C, dziewigciu helis o oraz zawierajacej migjsce
aktywne (P4-P10’) petli zlokalizowanej po stronie
karboksylowego konca czasteczki (66). W aktyw-
nym PAI-1 lancuchy A3 i AS nie sa rozdzielone
i tworza jednorodna harmonijke, podczas gdy
petla z miejscem aktywnym jest eksponowana na
zewnatrz czastki 1 gotowa do wysoce swoistego
polaczenia si¢ z urokinaza.

Patrz rycina IV — kolorowa wktadka.

Natomiast w nieaktywnej postaci PAI-1 fragment
petli zlokalizowany blizej jej konca anionowego
wsuwa si¢ do harmonijki — B, w zakresie od reszty
P15 do P4 i tworzy centralny tancuch A4, umiejsco-
wiony pomigdzy tancuchami 3 i 5 (2). W efekcie
zarowno miejsce aktywne (P1-P1°), jak i wtorne
miejsca kontaktu z urokinaza nie sg dostgpne dla
tego enzymu.

Patrz rycina V — kolorowa wktadka.

Opisana konformacja jest termodynamicznie
bardzo efektywna, co thumaczy wysoka stabilno$¢
latentnej formy PAI-1 oraz jej brak aktywnosci
antyproteolitycznej. Analizujac strukture obu kon-
formacji PAI-1 zatozono, ze poprzez zmniejszenie
ruchomosci tancuchow A3 i A5, jak rowniez ogra-
niczenie gigtkosci obszaru helisy D mozliwe jest za-
blokowanie przemieszczenia do wnetrza czasteczki,
petli zawierajacej miejsce aktywne dla urokinazy
a co za tym idzie wydluzenie okresu stabilnosci
postaci aktywnej i czasu jej pottrwania.

Zdecydowano réwniez o podjgciu nowatorskiej
proby stabilizacji aktywnej konformacji PAI-1
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poprzez wprowadzenie do niej silnych wiazan ko-
walencyjnych, zamiast wykorzystywanych przez
innych badaczy znacznie stabszych i mniej trwa-
tych wiazan wodorowych. Opierajac si¢ na struk-
turze aktywnego PAI-1 wytypowano aminokwasy,
ktorych podstawienie przez zamienniki cysteinowe
miato doprowadzi¢ do powstania mostkéw dwu-
siarczkowych taczacych goérna i dolng czeg$¢ tancu-
chow A3 i AS, jak rowniez do utrwalenia pozycji
helisy D — poprzecznie w stosunku do tancuchow
harmonijki A.

Patrz rycina VI — kolorowa wktadka.

Jako potencjalnie najefektywniejsze wybra-
no mutacje do Cys aminokwaséw z pozycji 31
oraz 97 (Val31l, Ala97—Cys) w obrebie helisy
D, ktéra miata doprowadzi¢ do powstania wiaza-
nia ograniczajacego gietkos¢ czasteczki poprzez
powiazanie jej anionowego konca do najblizszej
helisy, mutacj¢ do Cys aminokwaséw z pozycji
192 1 347 (Leul92, Val347—Cys) w celu $ci-
stlego potaczenie wiazaniem dwusiarczkowym
obu tancuchow A3 i A5 oraz mutacj¢ do Cys na
pozycjach 197 oraz 355 (GIn197, GI355—Cys),
ktora dzigki mostkowi powstalemu w jej efekcie
umozliwiataby stabilizacj¢ wysunigtej petli z miej-
scem aktywnym oraz zapobiegalaby jej wsunigciu
si¢ do wnetrza czastki PAI-1. Zaprojektowano
w sumie siedem wariantéw zmodyfikowanych form
PAI-1 rézniacych sig liczba i lokalizacja wprowa-
dzonych wiazan dwusiarczkowych. Wykorzystu-
jac techniki analizy restrykcyjnej DNA, reakcji
fancuchowej polimerazy zaprojektowane mutacje
wprowadzono do DNA PAI-1, nastgpnie zweryfiko-
wano sekwencj¢ CysPAI-1 metoda Sangera, doko-
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nano ich ligacji z wektorem plazmidowym pTYB12
i transformowano do komoérek szczepu Escherichia
coli ER 2567 metoda precypitacji chlorkiem rubidu
(34).

Niniejsza praca jest praktyczna realizacja
przedstawionej powyzej hipotezy, wstgpnie po-
twierdzonej jedynie obliczeniami teoretycznymi
i modelowaniem komputerowym, ktoéra zakladata
mozliwos¢ uzyskania znaczaco stabilniejszej kon-
formacji aktywnego PAI-1 poprzez wprowadzenie
do jego struktury zamiennikéw cysteinowych
i spontaniczne powstanie mostkéw dwusiarczko-
wych. Hipoteza ta zostala wstepnie przetestowana
droga obliczen teoretycznych i modelowaniem
komputerowym. Uzyskanie w ramach przeprowa-
dzonych do$wiadczen ekspresji oraz wyizolowanie
zmodyfikowanych wariantow PAI-1 o przedtuzo-
nym czasie pottrwania pozwolito na podjgcia badan
nad znaczeniem aktywnos$ci anty-proteolitycznej
PAI-1 dla jego regulacyjnej roli w patomechanizmie
rozwoju nowotworu, ze szczegdlnym uwzglednie-
niem wplywu na podstawowy proces warunkujacy
wzrost guza i powstawanie przerzutOw — angioge-
nezg. Przeprowadzona nastgpnie analiza interakcji
PAI-1 z komoérkami $rédbtonka naczyniowego
o r6znej charakterystyce czynnosciowej, w tym
z komorkami endotelium kapilarow plucnych, ktore
petia kluczowa rolg w procesie formowania prze-
rzutdow nowotworowych w plucach, umozliwita
dokonanie unikalnych obserwacji na temat wptywu
PAI-1 i proceséw proteolizy na aktywno$¢ angio-
genna tych komorek, bardzo istotnych z punktu
widzenia miejscowej i odleglej inwazyjnosci guza
Nowotworowego.

Pneumonologia i Alergologia
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Cele pracy

Cele pracy

1. uzyskanie w komoérkach kompetentnych

ekspresji zmodyfikowanych biatek PAI-1 za-
wierajacych podstawniki cysteinowe oraz ich
izolacja w czystej postaci

. dokonanie analizy aktywnosci anty-proteoli-

tycznej 1 wlasciwosci kinetycznych zmody-
fikowanych biatek PAI-1 w poréwnaniu do
natywnej formy PAI-1

Polska 2004/72

3. ocena aktywnosci biologicznej zmodyfikowa-

nych biatek PAI-1 wobec komorek srodbtonka
naczyniowego o zréznicowanym fenotypie
czynnosciowym w tescie angiogenezy in Vi-
tro.

. zbadanie wptywu zmodyfikowanych form

PAI-1 na produkcje i uwalnianie urokinazy
przez komorki $roédblonka naczyniowego
o0 zroznicowanym fenotypie czynno$ciowym
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Materialy
Hodowle bakteryjne Odczynniki
Komorki Zelatyna wieprzowa (Fisher Scientific, USA)

ER 2567 Escherichia coli transformowane plazmi-
dem pTYB12-PAI-1 (New England Laboratories,
USA)

TUNER (DE3)pLacl (Novagen, USA)

Podloza hodowlane
Podtoze Luria-Bertoni (Fisher Scientific, USA)
Ampicylina (Fisher Scientific, USA)
Na-Hepes (Fisher Scientific, USA)
PMSF (Fisher Scientific, USA)
PBS (Fisher Scientific, USA)
EDTA (Fisher Scientific, USA)
MgCl, (Fisher Scientific, USA)
DNaza wolna od proteinaz (New England Labora-
tories, USA)
IPTG (Fisher Scientific, USA)

Hodowle komorkowe
Komorki

Ludzkie komorki $rdédblonka zyly pepowinowej
(HUVEC) (Cambrex Inc. East Rutheford, NJ,
USA)
Ludzkie komoérki $rodbtonka kapilarow phucnych
(HLMVEC) (Cambrex Inc. East Rutheford, NJ,
USA)

Podloza hodowlane

EBM-2MYV - podloze zawierajace hFGF-B, VEGF,
R3-IGF-1, hEGF (Cambrex Inc. East Rutheford, NJ,
USA)

Podloze SOC (New England Laboratories, USA)
RPMI 1640 (GIBCO, USA)

Ptyn Hanksa (GIBCO, USA)

PBS bez jondéw Ca i Mg (GIBCO, USA)
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Trypsyna (Gibco, USA)

Agaroza (Fisher Scientific, USA)

Fibrynogen ludzki (typ III, 60% biatka zdolnego do
krzepnigcia) (Fisher Scientific, USA )

Trombina ludzka (Sigma, USA)

Barwiony standard do SDS-PAGE zakres 20,7
—103,0 kDa (BIO-RAD Laboratories, USA)
Wzorzec DNA — 1kB DNA ladder ( New England
BioLabs, USA)

Ndel ( New England BioLabs, USA)

Sacl ( New England BioLabs, USA)

Inne odczynniki

Urokinaza o niskim cigzarze czasteczkowym
(LMW uPA) (American Diagnostica Inc., Green-
wich, CT, USA)

Przeciwciata kozie przeciw ludzkiemu PAI-1 (Ame-
rican Diagnostica Inc., Greenwich, CT, USA)
SPECTROZYME (American Diagnostica Inc.,
Greenwich, CT, USA)

Zestaw Immubind uPA ELISA (American Diagno-
stica Inc., Greenwich, CT, USA)

DTT (Fisher Scientific, USA)

NacCl (Fisher Scientific, USA)

EDTA (Fisher Scientific, USA)

Glukoza (Fisher Scientific, USA)

Tris (Fisher Scientific, USA)

Albumina wotowa (Sigma, USA)

Glukoza (Fisher Scientific, USA)

Glicerol (Fisher Scientific, USA)

Biekit bromofenolu (Fisher Scientific, USA)
Merkaptoetanol (Fisher Scientific, USA)
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Metody

Metody

Ekspresja PAI-1 w komoérkach
kompetentnych

Rycina VII — patrz kolorowa wktadka.

Izolacja DNA plazmidu pTYB12-PAI-1

Komorki szczepu ER 2567 Escherichia coli
transformowane wektorem pTYB12-PAI-1 wysie-
wano na plytki Petri pokryte agarem z domieszka
ampicyliny (100 pg/ml) i inkubowano w tem-
peraturze 37°C. Nastepnie pojedyncza kolonig
przenoszono do probowki zawierajacej podioze
Luria-Bertoni (LB) z dodatkiem ampicyliny i hodo-
wano przez 12 godzin w temperaturze 37°C, stale
mieszajac. Izolacji DNA plazmidu pTYBI12-PAI-
1 z transfekowanych komorek szczepu ER 2567
E.coli dokonywano metoda lizy alkalicznej. Po od-
wirowaniu (1°, 12000 g, 4°C), peletk¢ komorkowa
zawieszano w 100 pl roztworu I (50 mM glukozy,
25mM Tris-HCI; pH=8,0, 10 mM EDTA pH=8,0)
o temperaturze 4°C, ponownie wirowano, dodawa-
no 200 pl roztworu II (0,2 NaOH, 1% SDS) i inku-
bowano przez 5 minut w temperaturze pokojowe;.
Nastepnie dodawano 150 pl roztworu III (5 M octan
potasu, lodowy kwas octowy, woda destylowana)
o temperaturze 4°C i ponownie inkubowano przez
5-10 minut w temperaturze 40°C. Po odwirowaniu
(10°, 12 000 g), nadsacz przenoszono do nowej
probowki, dodawano 0,5 ml izopropanolu, wirowa-
no (10, 12 000 g) i zawieszano peletke w 300 pl
etanolu, ponownie wirowano (10°, 12 000 g, 4°C)
i odparowywano resztki alkoholu. DNA zawieszano
w wodzie destylowanej i przechowywano w -20°C.

Transformacja komorek kompetentnych

Komorki TUNER (DE3)pLacl po uprzednim de-
likatnym wymieszaniu, inkubowano z plazmidem
DNA na lodzie przez 5 minut, nastgpnie ogrzewano
w lazni wodnej przez 30 sekund w temperaturze
42°C i ponownie inkubowano na lodzie przez
2 minuty. Po dodaniu podloza wzrostowego SOC
komorki hodowano w temperaturze 37°C, stale
mieszajac przez 60 minut, po czym wysiewano
na podtoze agarowe z domieszka ampicyliny
(100 pg/ml) i inkubowano w temperaturze 37°C.
Nastepnego dnia pojedyncze kolonie przenoszono
do probowek zawierajacych podtoze Luria-Bertoni
(LB) z dodatkiem ampicyliny i hodowano przez 12
godzin w temperaturze 37°C, stale mieszajac.

Polska 2004/72

Analiza restrykcyjna DNA

Oczyszczone DNA trawiono enzymami Ndel,
Sacl przez 2 godziny w temperaturze 37°C, na-
stepnie zawieszone w buforze (Tris, lodowy kwas
octowy, 0,5 M EDTA; pH=8,0) poddawano elektro-
forezie w 1% zelu agarozowym (100mV, 60 minut).
Kontrolg stanowil wzorzec DNA zawierajacy frag-
menty DNA w przedziale 0,5-10 kD.

Izolacja bialek PAI-1
Uzyskiwanie ekstraktu biatkowego

Do 1 litra $wiezo przygotowanego jatowego pod-
oza Luria-Bertoni z dodatkiem ampicyliny wszcze-
piano kultur¢ E.coli i hodowano w temperaturze
37°C stale mieszajac, az do uzyskania warto$ci
0,6 gestosci optycznej mierzonej dla fal swietlnych
o dlugosci 600 nm. Ekspresj¢ PAI-1 stymulowano
w hodowli przez dodanie izopropylo-p-D-1-tioga-
laktopyranozydu (IPTG) w koficowym stgzeniu 0,5
mM. Po uzyskaniu wymaganej gestosci hodowli
komoérki  odwirowywano, dwukrotnie phukano
w PBS, a p6zniej w buforze lizujacym o temperatu-
rze 4°C (20 mM Na-HEPES, 500mM NaCl, lmM
EDTA, 20 uM PMSF, 5mM MgClL, 10 ug DNazy
wolnej od proteinaz (pH=8,0). Nastepnie komorki
zawieszano w 30 ml buforu lizujacego i miazdzono
na prasie francuskiej. Resztki komodrek oddzielano
Za pomoca wirowania, a nieoczyszczong zawiesing
biatek zamrazano w temperaturze -20°C.

Chromatografia powinowactwa

Biatka PAI-1 izolowano na kolumnie charakte-
ryzujacej si¢ wysokim powinowactwem do inteiny.
Kolumng wypetiona zawiesing 30 ml kulek chity-
nowych przeptukiwano buforem I (20 mM HEPES,
500 mM NaCl, I1mM EDTA (pH=8.0) (przeptyw
0,5 ml/min) w ilosci odpowiadajacej 10-krotnej
objetosci tozyska kolumny (przeptyw 1,0 ml/min),
a nastgpnie oplaszczano biatkami zawartymi w eks-
trakcie uzyskanym z 1 L hodowli bakteryjnej (prze-
ptyw 0,5 ml/min). By usuna¢ biatka nieoptaszczone
na chitynie, kolumng ponownie ptukano buforem
w ilosci odpowiadajacej 20-krotnej objetosci tozy-
ska kolumny (przeptyw 2,0 ml/min). W koncowym
etapie kolumng przeplukiwano szybko trzema ob-
jetosciami buforu odcinajacego (20 mM HEPES,
500 mM NacCl, 1 mM EDTA, 50mM DTT (pH=8.0)
(przeptyw 2 ml/min), po czym inkubowano przez
40 godzin w temperaturze 4°C. Biatko wyptukane
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z kolumny buforem I, zbierano w 8 ml frakcjach,
anastgpnie zageszczano metoda wirowania stosujac
filtry z membrana o punkcie odcigcia 5 kD (Milli-
pore, USA).

Srednia ilo$é uzyskanego w ten sposob biatka
wynosita 1-2 mg na 1L hodowli bakteryjne;j.

Jonowa chromatografia wymienna

Wykorzystujac réznice w charakterystyce izo-
elektrycznej dokonano dalszej izolacji biatka PAI-1.
Zawiesing uprzednio oczyszczonych i1 zaggszczo-
nych biatek w buforze (25 mM Tris-HCI pH=8,00)
PAI-1 przefiltrowywano przez kolumne Vivapure S
(Sartorius AG, Niemcy) przeplukana uprzednio sa-
mym buforem, wirujac przez 5 min 500x g. Nastgp-
nie kolumng dwukrotnie plukano czystym buforem.
Oczyszczone biatko PAI-1 wyplukiwano z kolumny
metoda stopniowej elucji sola (0,25-1 M NaCl w 25
mM Tris-HCI; pH=8.00), nastepnie ptukano w PBS
i zageszczano wirujac na kolumnach z filtrem o
punkcie odcigcia Mw 5000. Biatko PAI-1 wykorzy-
stywano do dalszych dos§wiadczen, lub natychmiast
zamrazano w porcjach w temperaturze -20°C.

Metoda sekwencjonowania biatek

Sekwencjonowanie biatek wykonano przy
wspolpracy z Protein Structure Facility, University
of Michigan, Ann Arbour, Michigan przy uzyciu
systemu Applied Biosystems (ABI) model 420 H.

Identyfikacja bialek PAI-1

Elektroforeza biatek w 10% Zelu poliakryloami-
dowym (SDS-PAGE)

Ekstrakt biatkowy hodowli bakteryjnej oraz
oczyszczone biatka PAI-1 zawieszano w buforze
(0,5 M Tris-HCI; pH=6,80, 10% glicerol, 10%
SDS, 0,1% bigkit bromofenolu, 2,7 mM B-merkap-
toetanol) poddawano elektroforezie w 10 % zelu
poliakrylamidowym (75 mV, 4 godziny). Nastepnie
zel zanurzano w roztworze barwiacym na okres 1
godziny w temperaturze pokojowej i poddawano
dziataniu roztworu odbarwiajacego podczas cato-
nocnej inkubacji.

Analiza biatek PAI-1 metodq Western blot

Biatka PAI-1 poddawano analizie elektrofore-
tycznej w 10% zelu poliakryloamidowym. Na-
stepnie zel inkubowano przez 5 minut w buforze
transportowym ( 20% metanolu, 193 mM glicyny,
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25 mM Tris-HCI), po czym oddziatujac napigciem
100 V przez okres 2 godzin dokonywano przenie-
sienia biatek z zelu na membrane nitrocelulozowa
(0,45 pum). Membrang ptukano w buforze blokuja-
cym (PBS (pH=7,4), 0,05% Tween), inkubowano
przez 60 minut w 5% roztworze odtluszczonego
mleka krowiego w temperaturze pokojowej i na-
stepnie ptukano. Membrang przez kolejnych 60
minut poddawano dziataniu przeciwciat kozich
skierowanych przeciw ludzkiemu PAI-1 w stgze-
niu 5 pg/ml buforu (PBS (pH=7,4), 0,05% Tween,
1% albuminy bydlecej). Nastgpnie, po wyptukaniu
i 60 minutowej inkubacji w roztworze 1:2000
przeciwciat skierowanych przeciw immunoglobu-
linie koziej sprzgzonych z peroksydaza chrzanowa
zawieszonych w buforze (PBS (pH=7,4), 0,05%
Tween, 1% albuminy bydlgcej), membrang ponow-
nie ptukano i poddawano dziataniu substratu dla
peroksydazy chrzanowej (roztwor 1:10 3.,3’-czte-
rochlorku dwuaminobenzydyny) przez 15 minut
w temperaturze pokojowej. Reakcj¢ zatrzymywano
pluczac membrang woda destylowang. Nastgpne
membrane suszono.

Test tworzenia kompleksow uPA/PAI-1

20 pl roztworu 2,0 mg/ml urokinazy (LMW
uPA) w buforze (50 mM Na,PO,, 150 mM NaCl,
1 mM EDTA (pH=7,0) zmieszano z 40, 50 i 60 pl
roztworu 2,0 mg/ml PAI-1 w buforze i inkubowano
przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Nastep-
nie probki poszczegdlnych zawiesin poddawano
analizie metoda analizy elektroforetycznej w 10%
zelu poliakrylamidowym w warunkach niereduk-
cyjnych. Zel zanurzano w roztworze barwiacym na
okres 1 godziny w temperaturze pokojowej i podda-
wano nastepnie dziataniu roztworu odbarwiajacego
podczas calonocnej inkubacji.

Metoda okreslania czasu poltrwania biatek PAI-1

Badane biatka PAI-1 zawieszano w buforze (150
mM NacCl, 50mM Tris (pH=7,5), 100 pg albuminy
wotowej) i inkubowano w temperaturze pokojo-
wej. Oceny aktywnos$ci anty-proteolitycznej bialek
PAI-1 dokonywano za pomoca testu chromogen-
nego. Mieszano rowne objetosci (50 ul) badanego
biatka PAI-1 i urokinazy o niskim cig¢zarze cza-
steczkowym (25 IU/ml), po 30 minutach inkubacji
w temperaturze pokojowej dodawano 100 pl sub-
stratu SPECTROZYME 1 ponownie inkubowano
przez 3 minuty w temperaturze 37°C. Nastgpnie
w odstgpach 15 sekundowych przez okres 15 minut
dokonywano kolejnych pomiarow gestosci optycz-
nej dla fal §wietlnych o dlugosci 405 nm. Stopien
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zahamowania aktywnos$ci urokinazy obliczano po-
rownujac szybkos¢ reakcji w uktadzie kontrolnym
i w obecnosci biatka PAI-1. Zmiany procentowego
wskaznika aktywnosci PAI-1 w czasie wyrazano na
wykresie za pomoca réwnania wyktadnikowego
y=ae™, gdzie a odpowiada amplitudzie, b — stalej
rozktadu (k, ). Czas poéttrwania poszczegdlnych
biatek wyliczano z rownania T'2=(In2)/k , .

Metoda oceny swoistej aktywnosci inhibicyjnej
biatek PAI-1

Pomiaru swoistej aktywnosci inhibicyjnej biatek
PAI-1 skierowanej przeciw urokinazie dokonywa-
no za pomoca testu chromogennego. Seryjne roz-
cienczenia badanego biatka PAI-1 (0,22-1,35 nM)
zawieszone w buforze (150 mM NaCl, 50mM Tris
(pH=7,5), 100 pg albuminy wotowej) mieszano
z réwna obj¢toscia urokinazy o niskim cigzarze
czasteczkowym (50 IU/ml) i inkubowano w tempe-
raturze pokojowej przez 30 minut. Nastepnie, przez
dodanie substratu SPECTROZYME w stgzeniu do-
celowym 0,17 mM okre$lano resztkowa aktywnosc
urokinazy dokonujac w odstgpach 30 sekundowych
przez okres 15 minut pomiaru ggstosci optycznej
dla fal §wietlnych o dlugosci 405 nm. Swoista ak-
tywnos¢ inhibicyjna PAI-1 obliczano okreslajac ste-
zenia aktywnego bialka PAI-1, ktére powodowato
50% zahamowanie aktywnos$ci urokinazy w porow-
naniu do uktadu kontrolnego. Wartos¢ referencyjna
okreslano na podstawie pomiaru aktywnosci samej
urokinazy.

Metoda oceny statej hamowania (K) bialek
PAI-1

Stata hamowania dla badanych biatek PAI-1
okreslono przy pomocy testu chromogennego me-
toda seryjnych rozcienczen substratu SPECTRO-
ZYME. Réwne objetosci PAI-1, LMW uPA (12,5
[U/ml) i substratu SPECTROZYME zawieszonego
w buforze (50 mM Tris (pH=8,80), 0,01% Tween
80) mieszano i inkubowano przez 15 minut w
temperaturze pokojowej. Nastgpnie dokonywano
pomiaru gestosci optycznej dla fal §wietlnych o
dtugosci 405 nm. Stata K. wyliczano za pomoca
wykresu Lineweaver-Burke.

Hodowle komorkowe

Komorki s$rodbtonka hodowano w butelkach
hodowlanych na podlozu statym z 1,5% zelatyny
w standardowych warunkach podloza ptynnego
EGM-2MV do uzyskania wzrostu konfluentnego
w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO,.
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Metody

Test angiogenezy in vitro
Przygotowanie agregatow komorek srodblonka

Komorki $rodbtonka hodowano w standardo-
wych warunkach podtoza EBM-2MV, w tempe-
raturze 37°C i atmosferze 5% CO, do uzyskania
konfluentnego wzrostu. Nastegpnie komorki pod-
dawano dziataniu trypsyny, zawieszano w stezeniu
2x10%ml medium hodowlanego EBM-2MV, wysie-
wano na ptytki hodowlane Petri pokryte 0,5% roz-
tworem agarozy i inkubowano w warunkach podto-
za EBM-2MV, w temperaturze 37°C i atmosferze
5% CO,. Po 24 godzinach zawiesing agregatow
komorkowych przenoszono do konikalnej probow-
ki i inkubowano przez 30 minut w temperaturze po-
kojowej. Nastepnie podtoze zlewano, zawieszajac
agregaty w 5 ml §wiezego EBM-2MV.

Przygotowanie Zelu fibrynowego

Troéjwymiarowy zel fibrynowy przygotowywa-
no w 12-dotkowych plytkach hodowlanych przez
zmieszanie 960 ul roztworu ludzkiego fibrynogenu
zawieszonego w stezeniu 2,5 mg/ml RPMI 1640,
40 pl zawiesiny agregatow komorek srodblonka
oraz 12,5 pl ludzkiej trombiny zawieszonej w stgze-
niu 25 [U/ml RPMI 1640. Po ostroznym zmieszaniu
zawiesing inkubowano przez 4-5 minut w tempe-
raturze 37°C celem przyspieszenia tworzenia zelu,
a nastepnie pokrywano 1 ml podtoza hodowlanego
EBM-2MV. Badane biatka PAI-1 dodawano do za-
wiesiny, tak by ich st¢zenie w zelu wynosito 0,75
uM, 1,5 uM lub 3,0 uM. Po 72 godzinach inkubacji
w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO, podtoze
odsysano i hodowle utrwalano in situ przez dodanie
na okres 24 godzin 2 ml 10% roztworu formaliny.
Nastepnie obrazy hodowli agregatow zapisywano
metoda cyfrowa wykorzystujac aparat sprzgzony
z mikroskopem fazowo-kontrastowym.

Przetwarzanie i analiza obrazu cyfrowego

Analizy cyfrowego zapisu obrazéw dokonano
przy pomocy programu komputerowego Scion
Image ( National Institute of Health, USA). Obrazy
cyfrowe hodowli agregatow komorek $rodbton-
ka stanowily zapis wyjsciowy, ktory poddawano
analizie binarnej pozwalajacej na skontrastowanie
struktur zawiazkow naczyniowych w stosunku do
podtoza. Nastgpnie dokonywano pomiaru dtugosci
i powierzchni zawiazkow naczyniowych, wyrazajac
uzyskane wielkosci w pikselach. Opisana metoda
dokonywania pomiaréw pozwalala jedynie na okre-
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Slenie parametréw przestrzeni dwuwymiarowe;,
podczas gdy poddane analizie zawiazki naczy-
niowe byly strukturami trojwymiarowymi. Z tego
wzgledu pomiaru zawiazkéw utworzonych przez
poszczegblne agregaty komodrkowe dokonywano
wykonujac kolejne ujgcia struktur dokonane na
réznych poziomach pola mikroskopu. Analizowano
przynajmniej pig¢ agregatow w kazdym z zastoso-
wanych uktadow doswiadczalnych — dla poszcze-
golnych stgzen badanych biatek PAI-1. Ze wzgledu
na warstwowy charakter analizy obrazu poszcze-
gblnych zawiazkéw liczba dokonanych pomiarow
byla jednak z reguly wyzsza. W efekcie proces
powstawania zawiazkow naczyniowych charakte-
ryzowano okreslajac $rednia catkowita dlugos¢ za-
wiazkow jednostkowego agregatu, srednia dlugosé
i $rednia powierzchni¢ jednostkowego zawiazka
naczyniowego w danym uktadzie doswiadczalnym.
Wskaznik redukeji badanych parametréw zawiaz-
kéw naczyniowych (dtugosci badz powierzchni)
obliczano wedlug wzoru x=100% x (1-a/b), gdzie x
— wskaznik redukcji, a- warto$§¢ oznaczona dla za-
wiazkoéw naczyniowych hodowanych w obecnosci
biatek PAI-1, b — warto$¢ oznaczona dla zawiazkow
naczyniowych w hodowlach kontrolnych bez biatek
PAI-1.

18

Metoda iloSciowej oceny uwalniania
i produkcji urokinazy w hodowlach
komorek srodblonka

Przygotowanie homogenatow i nadsqczy
hodowli komoérkowych

Komorki $rédbtonka wysiewano do 24-dotko-
wych plytek i hodowano w warunkach podloza
EBM-2MV, w temperaturze 37°C i atmosferze
5% CO, do uzyskania konfluentnego wzrostu.
Nastepnie hodowle dwukrotnie plukano medium
pozbawionym surowicy bydlecej i po dodaniu $wie-
7ego, pelnego medium oraz badanych biatek PAI-1
w docelowych stgzeniach 0,75 uM, 1,5 uM, 3,0 uM
inkubowano przez okres 12 godzin w temperaturze
37°C i atmosferze 5% CO,. Nastgpnie nadsacz zbie-
rano i zamrazano w temperaturze -20°C. Komorki
poddawano trypsynizacji, nastgpnie liczono, homo-
genizowano i zamrazano w temperaturze -20°C.

Pomiar steZenia antygenu urokinazy w homo-
genatach komdrek i nadsqczach hodowli

Stezenie antygenu urokinazy oceniano ilosciowa
metoda immunoenzymatyczna Elisa, dokonujac po-
miarOw przy uzyciu zestawu gotowych odczynni-
kow, zgodnie z zaleceniami producenta. St¢zeniami
referencyjnymi byly kolejne rozcienczenia ludzkie;j
urokinazy

Uzyskane wyniki przeliczono w zaleznosci
od liczby komorek izolowanych z danej hodowli
i przedstawiono jak ng/10* komorek $rodbtonka.

Pneumonologia i Alergologia
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Analiza wynikow

Analiza statystyczna wynikow

Wyniki badan opracowano statystycznie wyli- Warto$¢ p < 0.05 przyjmowano za znamienna
czajac $rednie warto$ci (x) oraz odchylenie stan-  statystycznie.
dardowe (SD). Wplyw badanych biatek oceniano Obliczen dokonano postugujac si¢ programem
przy pomocy analizy wariancji ANOVA oraz testu  SPSS dla MS WINDOWS.
t-Studenta dla zmiennych niezaleznych.
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WYNIKI

Transformacja komorek kompetentnych

Celem pierwszego etapu prac bylo uzyskanie
ekspresji  zmodyfikowanych biatek CysPAI-1
w hodowlach komoérek kompetentnych oraz ich
izolacja w czystej postaci. W tym celu DNA pla-
zmidow pTYB12-PAI-1 poszczegdlnych CysPAI-1
oraz wPAI-1 otrzymane z transformowanych komo-
rek E.coli wykorzystano do transformacji komorek
kompetentnych TUNER zawierajacych w swoim
genomie gen polimerazy T7.

Nastepnie, aby osiagna¢ maksymalna efektyw-
no$¢ planowanej izolacji biatek, transformowane
komorki kompetentne wysiano na podtoze z do-
mieszka ampicyliny i wykorzystujac obecno$¢ genu
opornosci na ten antybiotyk w plazmidzie pTYB12
uzyskano pojedyncze kolonie pochodzace od jedne;j
komorki kompetentnej. Metoda analizy restrykcey;j-
nej DNA zidentyfikowano kolonie transformowa-
nych komorek kompetentnych charakteryzujace sig
najsilniejsza ekspresja zmodyfikowanego DNA po-
szczegolnych CysPAI-1 oraz wPAI-1, przyjmujac je
nastepnie jako podstawe do prowadzenia hodowli
bakteryjnych.

Izolacja bialek wPAI-1 i CysPAI-1

Hodowle wyodrgbnionych kultur komorek trans-
formowanych stymulowano izopropylo-p-D-1-tio-
galaktopyranozydem, standardowym induktorem
bezinteresownym, inicjujacym wzmozong trans-
krypcjg¢ zmodyfikowanych biatek PAI-1. Uzyskany
w wyniku ich homogenizacji ekstrakt biatkowy
poddano wstepnej analizie metoda elektroforezy w
10% zelu poliakryloamidowym, jak rowniez meto-
da Western blot przy pomocy swoistych przeciwciat
monoklonalnych skierowanych przeciw ludzkiemu
PAI-1.

Patrz ryciny VIII i X — kolorowa wktadka.

Analiza biatlek osadzonych na membranach
nitrocelulozowych wykazata, ze w ekstrakcie biat-
kowym obecny byt dodatnio wybarwiony prazek
o cigzarze molekularnym M_= 90 kD, ktory mogt
odpowiada¢ kompleksowi inteina — PAI-1. Poszcze-
golne ekstrakty biatkowe zawierajace wPAI-1 lub
zmodyfikowane formy CysPAI-1 poddano nastep-
nie jednostopniowemu procesowi oczyszczania
metoda chromatograficzna na kolumnie wiazacej
inteing.

W celu okreslenia efektywnosci dokonanej izo-
lacji kolejne frakcje biatka wyptukiwane z kolumny
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wstepnie analizowano stosujac elektroforeze w zelu
poliakryloamidowym. Barwienie metoda Coomassie-
Brilliant-Blue potwierdzito, ze kolejne frakcje numer
3-5 zawieraja dwa dominujace prazki odpowiadajace
biatkom o masie molekularnej 43 oraz 78 kDa.

Patrz rycina IX — kolorowa wktadka.

Pomiar intensywnos$ci wybarwienia prazkow
metoda densytometryczng wykazat, ze reprezentuja
one odpowiednio 70,7% (M, = 43 kDa) oraz 26,7%
(M_ = 78 kDa) bialek uwidocznionych na zelu. Po-
zostaty odsetek (2,6%) stanowity trzy niewielkie
prazki o zr6znicowanej masie molekularne;.

Do identyfikacji biatka o masie 43 kDa, odpowia-
dajacej masie czasteczkowej PAI-1, wykorzystano
barwienie immunohistochemiczne metoda Western
blot z zastosowaniem swoistych przeciwcial skie-
rowanych przeciw ludzkiemu PAI-1. Bezposrednia
analiza frakcji uzyskanych z kolumny wykazata
obecnos$¢ dodatniej reakeji pomigdzy uzytym prze-
ciwciatem, a biatkiem tworzacym prazek o masie
molekularnej 43kDa, potwierdzajac tym samym, ze
jest ono tozsame z ludzkim PAI-1.

Patrz rycina X — kolorowa wktadka.

Réwnolegle podjeto probe identyfikacji biatka
tworzacego prazek odpowiadajacy masie moleku-
larnej 78 kDa (Ryc IX). Jego obecnos¢ stwierdzano
w roztworze biatkowym wyptukiwanym z kolumny
w trakcie kazdej z przeprowadzonych izolacji, nie-
zaleznie od rodzaju zmodyfikowanej czastki PAI-1.
Sformutowano wstepna hipoteze badawcza zakta-
dajac, ze omawiany dodatkowy prazek odpowiada
zdimeryzowanej postaci wPAI-1 lub poszczegél-
nych zmodyfikowanych wariantow CysPAI-1.
Hipotetyczna masa molekularna dimeru PAI-1
wynositaby bowiem 86 kDa i bytaby zblizona do
wartoséci 78 kDa reprezentowanej przez dodatkowy
prazek. Dimeryzacja jest naturalng, spontaniczng
reakcja zachodzaca w trakcie procesu formowa-
nia si¢ zmutowanych postaci biatka do ktoérego
czasteczki wprowadzono zamienniki warunkujace
powstanie dodatkowych wiazan modyfikujacych
jego konformacje.

Jednak w badaniu metoda Western blot nie wy-
kazano w obrebie analizowanego prazka dodatniej
reakcji z przeciwciatlami skierowanymi przeciw
ludzkiemu PAI-1 (Ryc X). W tej sytuacji zastoso-
wano nowatorska metode jonowej chromatografii
wymiennej i dokonano rozdziatu obu biatek wyko-
rzystujac odmienng charakterystyke PAI-1 (zmody-
fikowanych wariantow biatka lub natywnej postaci)
oraz niezidentyfikowanego biatka o M_ = 78 kDa.

Patrz rycina XI — kolorowa wktadka.

Pneumonologia i Alergologia
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Ryc. XII Zgodnos¢ poczatkowych sekwencji aminokwasoéw biatka o masie molekularne;j

M= 78 kD i biatka opiekunczego typu GroEL

Oczyszczona frakcje o masie molekularnej 78 kD
poddano nastgpnie analizie metoda sekwencjono-
wania biatek, potwierdzajac catkowity brak zgod-
nosci z sekwencja aminokwasow charakterystyczna
dla PAI-1. Wykazano natomiast, Ze uszeregowanie
pierwszych 20 aminokwasow tworzacych strukturg
tego biatka jest identyczne z sekwencja amino-
kwasow 2-21 czasteczki bialka opiekunczego typu
Hsp60 GroEL (Hsp60 GroEL chaperone) (Ryc.
XII).

Ocena aktywnoSci proteolitycznej bialek
PAI-1

Wstegpnej oceny aktywnos$ci enzymatycznej
oczyszczonych postaci natywnej oraz zmodyfiko-
wanych form PAI-1 dokonano z zastosowaniem
testu tworzenia kompleksoéw. Analiza elektrofore-
tyczna w zelu poliakryloamidowym wykazata, ze
po 30 minutach inkubacji w zawiesinie poszczegol-
nych wariantow PAI-1 i urokinazy pojawiat si¢ do-
datkowy prazek odpowiadajacy masie molekularne;
77000 Da. W ten sposob potwierdzono, ze kazda
z wyizolowanych postaci PAI-1 byla zdolna do
reakcji 1 tworzenia kompleksu z urokinaza. W zelu
widoczne byly réwniez prazki o masie 43 kDa i 33
kDa reprezentujace, odpowiednio PAI-1 oraz lekki
fancuch urokinazy (LMW uPA).

Patrz rycina XIII — kolorowa wktadka.

Dodatnie barwienie przeciwciatami anty-PAI-1
w technice Western blot potwierdzito, ze dodatko-
wy prazek o masie czasteczkowej 77 kDa odpowia-
dat stabilnemu kompleksowi LMW uPA/PAI-1.

Glownym celem wstepnego etapu pracy byto
stworzenie zmodyfikowanych wariantow CysPAI-1
charakteryzujacych si¢ wyzsza niz posta¢ natywna
stabilnos$cia konformacji aktywnej, a wigc dhuz-
szym czasem pottrwania. Kluczowym badaniem
w tej fazie pracy byla wigc ocena dynamiki zmian
aktywnos$ci anty-proteolitycznej — skierowanej
przeciw urokinazie. Pomiaréw aktywnos$ci inhibi-
cyjnej kazdej z badanych form PAI-1 wobec uPA
dokonano wykorzystujac test chromogenny.

Stwierdzono znaczne zrdznicowanie tempa
spadku aktywnosci inhibicyjnej charakteryzujacego
poszczegolne formy CysPAI-1 (Ryc XIV) (Tab I),
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co pozwolito na orientacyjne wyrdznienie trzech
wzorcoOw zmian reaktywnosci badanych CysPAI-1
W czasie.

Tab I Czas pottrwania zmodyfikowanych postaci biatka PAI-1

Bialko Stala( ll{‘:f)padu C(;&:/sz)p((’;l(favzviz:ll;i)a
wPAI -0.4428 1.57

helix D p sheet TB -0.2967 2.34

helix D -0.0315 22

helix D p sheet T -0.0109 63.59

helix D p sheet B -0.0076 91.2

p sheet TB -0.0049 141.46

p sheet B -0.0035 198.04

p sheet T -0.0001* 6931.47*

* warto$¢ obliczona hipotetycznie ze wzgledu na brak istotne-
go spadku aktywnos$ci biatka w trakcie obserwacji

Pierwsza grupa do ktoérej nalezata zmodyfiko-
wana posta¢ hDBTB CysPAI-1 — zawierajaca mu-
tacje punktowe w obrgbie helisy D oraz géornym i
dolnym fragmencie harmonijki-p (helix D B-sheet
Top Bottom, hDBTB), charakteryzowala si¢ niska
stabilnoscia czasteczki. Aktywno$¢ anty-proteoli-
tyczna tego wariantu spadata gwattownie, w tempie
zblizonym do typowego dla wPAI-1. Obliczony
czas jego pottrwania wynosit 2,34 godziny, podczas
gdy w PAI-1 — 1,57 godziny.

Kolejna  grupe  modyfikowanych form
PAI-1 stanowily trzy warianty biatka—hD CysPAI-1
z mutacjami tylko w obrgbie helisy D (helix D, hD),
hDBT CysPAI-1 z podstawnikami cysteinowymi
w helisie D oraz gormym odcinku harmonijki-f (he-
lix D B-sheet Top, hDBT), a takze hDBB CysPAI-1
z mutacjami w helisie D oraz u podstawy harmonij-
ki-B (helix D B-sheet Bottom, hDBB). Cechowata
je umiarkowanie wydtuzona w czasie zdolnos¢ do
wchodzenia w reakcjg z urokinaza. Czas pottrwania
wyliczony dla tych postaci r6znit si¢ znaczaco i wa-
hat w przedziale od 22 do 91,2 godziny.

Do trzeciej grupy nalezaly zmutowane postaci
CysPAI-1 o bardzo znaczaco wydtuzonej w cza-
sie aktywno$ci anty-proteolitycznej wobec uPA
— wariant zawierajacy mutacje w obu odcinkach
harmonijki-B, fTB CysPAI-1 (B-sheet Top Bottom,
BTB) oraz postaci z wigzaniami u podstawy harmo-
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Ryc XIV Spadek aktywnosci zmodyfikowanych postaci PAI wzgle-

dem urokinazy na przestrzeni czasu oceniany w tescie
chromogennnym ¢ — wPAI-1, m — helix D Psheet T,
A —PsheetT

nijki-p, BB CysPAI-1 (B-sheet Bottom, B), a takze
w jej odcinku gornym BT CysPAI-1 (B-sheet Top,
BT). Dla dwoch postaci (BTB, BB) czas pottrwania
wydtuzyt si¢ w poréwnania do wPAI-1 o okoto
100 razy, jednak ze wzgledu na unikalne parame-
try kinetyczne najwigksze znaczenie miat wynik
uzyskany dla wariantu BT PAI-1. Przez caly czas
trwania eksperymentu — 700 godzin nie wykaza-
no istotnego spadku aktywnos$ci inhibicyjnej tego
biatka wobec uPA. Wynosita ona $rednio 97+3%
warto$ci mierzonej dla kontroli, a wyliczony czas
poltrwania tego wariantu biatka PAI-1 wyniost
6 900 godzin.

Charakterystyka farmakokinetyczna
bialek PAI-1

Dalszej analizie poddano jedynie dwa sposrod
siedmiu zmodyfikowanych biatek CysPAI-1, cha-
rakteryzujacych si¢ umiarkowanie przedtuzonym
oraz najdluzszym czasem poltrwania — odpo-
wiednio biatko hDBT CysPAI-1 z podstawnikami
cysteinowymi w helisie D oraz gornym odcinku
harmonijki-p (T,=63,59 godzin) oraz posta¢
BT CysPAI-1 z dwoma mutacjami punktowymi
w gornym odcinku harmonijki-p (T, = 6931,47
godzin). Ich wlasciwosci farmakokinetyczne po-
roéwnano z warto$ciami kontrolnymi wyznaczo-
nymi w tych samych uktadach doswiadczalnych
dla natywnego biatka PAI-1 (T, =1,57 godzin).

Stata hamowanie (Ki) wyznaczona dla kazde-
go z badanych biatek PAI-1 za pomoca analizy
metoda Lineweaver-Burke byly zblizona. Ich
warto$¢ wynosita dla wPAI-1 — 1,39 x 107"M,
dla hDBT CysPAI-1 — 1,68 x 107M, oraz dla
BT CysPAI-1 — 1,64 x 10°M (Ryc XV). Swo-
ista aktywno$¢ inhibicyjna badanych biatek
wyznaczona wzgledem urokinazy o niskim
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cigzarze molekularnym (LMW uPA) byta
rowniez porownywalna i wynosila dla
wPAI-1 - 63,13 IU/ug, dla hDBT CysPAI-
1 — 54,14 1U/pg oraz dla BT CysPAI-1
—50,17 IU/nug.

Analiza aktywnoSci bialek PAI-1
Ww teScie angiogenezy in vitro

Komorki srodbtonka naczyniowego ho-
dowane w warunkach zblizonych do $ro-
dowiska macierzy zewnatrzkomorkowej
mnoza si¢ i1 roéznicuja tworzac struktury
nasladujace budowa naczynia kapilarne.
Proces ten jest okreslany mianem angio-
genezy w warunkach in vitro. W niniejszej pracy
dla okreslenia aktywnos$ci biologicznej wykorzy-
stano test tworzenia zawiazkéw naczyniowych
(sprout formation assay) w ktorym ocenie podlega
zdolno$¢ do tworzenia wypustek naczyniowych
przez zagregowane komorki srodbtonka zawieszo-
ne w trojwymiarowym zelu fibrynowym. Agrega-
ty komorkowe byly hodowane przez 72 godziny
w obecnosci rosnacych stezen badanych bialek
PAI-1. Na podstawie wczesniejszych badan arbi-
tralnie przyjeto, ze minimalnym zastosowanym
stezeniem PAI-1 bedzie 0,75 uM (35).

Ryc XV Stoichiometryczny charakter hamowania aktywnosci

urokinazy przez biatka CysPAI-1. @ — wPAI-1,
m —helix D f sheet T, A —  sheet T
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Komorki srodblonka ludzkiej 7yly pepowinowej
(human umbilical vein endothelial cells,
HUVEC)

Komorki $rodbtonka ludzkiej zyly pepowinowe;j
naleza do typowych pod wzgledem czynnoSciowym
komorek srodbtonka naczyn i z tego wzgledu postu-
zyly w niniejszej pracy jako model referencyjny dla
oceny wptywu badanych biatek na aktywno$¢ an-
giogennag w warunkach do§wiadczalnych in vitro.

Wplyw wPAI-1 i CysPAI-1 na aktywnos$¢
angiogenng komoérek HUVEC (Ryc XVI-XIX)

Obie zmodyfikowane formy PAI-1 wptywaty
hamujaco w sposob zalezny od dawki na zdolnos¢
agregatow komorek HUVEC do tworzenia zawiaz-
kéw naczyniowych, ktora oceniano badajac ich
wplyw na catkowita dtugo$¢ paczkéw w jednostko-
wym agregacie

E-
a5

Rt ]

i P el i i e T T

Ryc XVI Wptyw wPAI-1 i zmodyfikowanych postaci CysPAI-1
(hDBT i BT PAI-1) na tworzenie zawiazkodw naczynio-
wych przez komorki HUVEC w te$cie angiogenezy
in vitro. Oceniano dzialanie rosnacych stgzen PAI-1
m — kontrola, m — 0,75 uM, m — 1,5 uM, 0 -3,0 uM.
Dane przedstawiaja §rednig warto$¢ z trzech
doswiadczen. * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001.

Najsilniejsze dziatanie supresyjne proporcjonal-
ne do zastosowanej dawki wykazywata zmodyfiko-
wana posta¢ BT CysPAI-1 o stabilnej aktywnosci
anty-proteolitycznej. Biatko hDBT CysPAI-1 row-
niez charakteryzowato si¢ dzialaniem antyangio-
gennym, lecz o mniejszym nasileniu. W hodowlach
komoérek HUVEC poddanych dziataniu natywnej
postaci PAI-1 wraz ze wzrostem stezenia tego biatka
w zelu fibrynowym stwierdzano znamienny przy-
rost catkowitej dlugosci zwiazkow naczyniowych.
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Wplyw wPAI-1 i CysPAI-1 na morfologi¢
paczkéw naczyniowych tworzonych przez
zagregowane komorki HUVEC

(Ryc XVII-XIX)

W ramach niniejszej pracy dokonano réwniez
oceny wptywu badanych biatek PAI-1 na strukture
powstajacych zawiazkow naczyniowych. W warun-
kach doswiadczalnych tak agregaty komorek, jak
i zawiazki naczyniowe sa strukturami tréjwymia-
rowymi, natomiast zastosowana metoda pomiaru
z wykorzystaniem zapisu cyfrowego pozwalala
jedynie na oceng parametrow dwuwymiarowych.
Analizie poddano wigc dlugo$¢ i powierzchnig
utworzonych zawiazkow.

Wykazano, ze zmodyfikowane biatka PAI-1
znaczaco zmienialy budowe zawiazkow naczynio-
wych tworzonych w ich obecnosci przez komorki
srodblonka. Proporcjonalnie do zastosowanej
dawki obnizeniu ulegta $rednia dlugos¢ zawiaz-

kéw oraz ich powierzchnia. Znaczaco silniej-

szym dziataniem charakteryzowalo si¢ biatko

BT CysPAI-1 dla ktérego maksymalny wskaznik

redukcji Sredniej dhugosci wynidst 47,88% + 4,93

w poréwnaniu do 39,41% + 1,71 dla biatka hDBT

CysPAI-1. Podobnie maksymalny wskaznik

redukcji $redniej powierzchni zawiazka naczy-

niowego wynosil 72,26% =+ 2,22 dla biatka BT

CysPAI-1 w poréwnaniu do 66,1% + 2,215 dla

biatka hDPT Cys PAI-1. Srednia powierzchnia

zawiazka naczyniowego byla wigc parametrem
znaczaco bardziej zmienionym niz jego dtugosc¢

— odpowiednio 72,26% + 2,22 148,88% + 4,93 dla

biatka BT CysPAI-1 oraz 66,1% +2,215139,41%

+ 1,71 dla biatka hDBT CysPAI-1.

Natywna posta¢ PAI-1 nie zmieniala w zna-
czacy statystycznie sposob warto$ci badanych
parametrow, cho¢ obserwowano powigkszenie
warto$ci Sredniej dtugosci i powierzchni zawiaz-
ka naczyniowego tworzonego przez agregaty ko-
moérek HUVEC — odpowiednio 109,3 % +19,33 i

114,4 % +16,948.
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Ryc XVII Wptyw wPAI-1 i CysPAI-1 (hDBT i BT PAI-1) na ksztatt zawigzkéw naczyniowych tworzonych przez komorki
HUVEC w tescie angiogenezy in vitro. Zmiang ksztaltu oceniano jako: A) $rednia dlugos¢ zawiazka B) srednia
powierzchnig zawiazka. Oceniano dziatanie rosnacych st¢zen PAI-1 m — kontrola, m — 0,75 uM, m — 1,5 uM,

0 — 3,0 uM. Dane przedstawiaja $rednig warto$¢ z trzech doswiadczen @ p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001 vs kontrola,
@ p<0,01 vs komorki poddane dziataniu hDBT PAI-1.

A) Kontrola B) 0,75 uM wPAI-1

c) 1,5 uM wPAI-1 B) 3,0 uM wPAI-1

Ryc XVIII Agregaty komoérek srodblonka ludzkiej zyty pgpowinowej hodowane w obecno$ci rosnacych stgzen natywnej postaci
PAI-1.
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A) Kontrola

B) 0,75 uM BT CysPAI-1

C) 1,5 uM BT CysPAI-1

D) 3,0 uM BT CysPAI-1

Ryc XIX Agregaty komorek §rodbtonka ludzkiej zyty pepowinowej hodowane w obecnosci rosnacych stezen postaci BT
CysPAI-1 charakteryzujacej sig¢ niezmienna w czasie aktywnoscia anty-proteolityczna.

Komorki srédblonka ludzkich kapilarnych
naczyn ptucnych (human lung microvascular
endothelial cells, HLMVEC)

Komoérki $rodbtonka ludzkich kapilarnych na-
czyn phlucnych izolowane, jak wskazuje nazwa
z naczyn wlosniczkowych pluc cechuje wyjatkowa
charakterystyka czynno$ciowa, wynikajaca migdzy
innymi ze szczegodlnej roli jaka petnia w procesach
interakcji pomigdzy tkanka pluc, a zawartymi we
krwi biatkami 1 komoérkami, w tym metastatycz-
nymi komoérkami nowotworowymi. Sugeruje sie,
ze jednym z elementow tej charakterystyki jest zna-
€zaco wyzsza w poroOwnaniu z innymi komoérkami
srodbtonka produkcja urokinazy.

Polska 2004/72

Wplyw wPAI-1 i CysPAI-1 na aktywnos$¢ angio-
genna komérek HLMVEC (Ryec XX-XXIII)

W wykonanych do$wiadczeniach wykorzystano
ten sam doswiadczalny model angiogenezy in vitro,
co w badaniach nad komérkami HUVEC. Stwier-
dzono, ze zmodyfikowane biatka CysPAI-1 zna-
czaco hamowaty aktywno$¢ angiogenna komorek
srodbtonka kapilaréw ptucnych oceniang za pomo-
cq parametru $redniej catkowitej dtugosci zawiaz-
kéw naczyniowych tworzonych przez pojedynczy
agregat, zarbwno w poréwnaniu do kontroli, jak
i komorek hodowanych w obecnosci natywnej for-
my PAI-1. Co wigcej, supresyjny wptyw biatka BT
CysPAI-1 o statej aktywnosci anty-proteolityczne;j
byt we wszystkich uzytych stgzeniach znamien-
ny statystycznie, poczawszy od dawki 0,75 pM
(wskaznik redukcji 56,26 % +3,77) , az po 3,0 uM
(wskaznik redukcji 81,57 %=+1,06). Jego najwigksze
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Ryc XX Wplyw wPAI-1 i zmodyfikowanych postaci CysPAI-1
(hDBT i BT PAI-1) na tworzenie zawiazkow naczy-
niowych przez komoérki w tescie angiogenezy in vitro
HLMVEC. Oceniano dziatanie rosnacych stgzen
m — kontrola, m — 0,75 uM, m — 1,5 uM, o — 3,0 uM.
Dane przedstawiaja $rednig warto$¢ z trzech doswiad-
czen. * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001, @ p<0,01
w stosunku do komorek poddanych dziataniu hDBT
PAI-1 w identycznym st¢zeniu.

i najmniejsze stgzenie dziatalo znaczaco silniej
niz odpowiednie st¢zenia biatka hDBT CysPAI-1.
BT CysPAI-1 nieco silniej obnizato zdolno$¢ an-
giogenng komoérek HLMVEC, niz w przypadku
referencyjnych komoérek HUVEC; maksymalny
wskaznik redukcji $redniej catkowitej dlugosci
zawiazkow wynosit odpowiednio 81,57% + 1,06
(HLMVEQC) oraz 80% + 1,2 (HUVEC). Natomiast
natywna posta¢ PAI-1, inaczej niz w hodowlach ko-
morek srodbtonka zyly pepowinowej, nie zmieniata
istotnie $redniej catkowitej dlugosci zawiazkow
naczyniowych tworzonych przez pojedynczy agre-
gat, cho¢ widoczna byta tendencja do zmniejszania
si¢ wielkosci tego parametru (maksymalny wskaz-
nik redukcji 39,5% + 50,2).
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Wplyw wPAI-1 i CysPAI-1 na morfologi¢
zawiazkow naczyniowych tworzonych przez
zagregowane komorki HLMVEC

(Rye XXI-XXIIIT)

Podobnie jak w hodowlach komoérek $réd-
btonka zyly pepowinowej zmodyfikowane
biatka CysPAI-1 istotnie wptywaty na struktu-
r¢ zawiazkdw naczyniowych powstajacych w
agregatach komorek HLMVEC, silniej mody-
fikujac parametr $redniej powierzchni jednost-
kowego zawiazka niz jego S$redniej dlugosci.
Zarowno BT CysPAI-1, jak i hDBT CysPAI-1
znaczaco redukowaly s$rednia powierzchnig
powstajacych zawiazkow, poczawszy od naj-
nizszego st¢zenia 0,75 uM (wskaznik redukcji
dla BT CysPAI-1 79,73 % =+ 1,51; wskaznik
redukcji dla hDBT CysPAI-1 57,42 % =+ 3,64),
az po najwyzsze stezenie 3,0 puM (wskaznik
redukcji dla BT CysPAI-1 87,03 % £ 0,5; wskaz-
nik redukcji dla hDBT CysPAI-1 65,8% + 0.,5).
Obserwowany efekt zmodyfikowanego biatka BT
CysPAI-1 o niezmiennej w czasie aktywnosSci anty-
proteolitycznej we wszystkich badanych dawkach
byl znaczaco silniejszy niz biatka hDBT CysPAI-1
o umiarkowanie wydluzonym czasie pottrwania
(p<0,002 dla wszystkich stezen), jak rowniez w
poréwnaniu do natywnej formy PAI-1 (p<0,001
dla wszystkich stezen). Srednia catkowita dlugo$é
zawiazkow naczyniowych tworzonych przez po-
jedynczy agregat ulegla skroceniu w mniejszym
stopniu (maksymalny wskaznik redukcji dla BT
CysPAI-1 67,03% + 11,07; maksymalny wskaznik
redukcji dla hDBT CysPAI-1 50,5% + 7,9).

Obserwowano rowniez znamienny wplyw
natywnej formy PAI-1 na struktur¢ zawiazkéw
tworzonych przez agregaty HLMVEC. Stopien
skrocenia $redniej dlugosci jednostkowego za-
wiazka w hodowlach tych komorek byl w wyrazny
sposob zalezny od dawki i istotny dla najwyzszego
stezenia 3,0 uM wPAI-1 (34,14% + 8,24). Podobna
zalezno$¢ obserwowano w przypadku $redniej po-
wierzchni zawiazka naczyniowego powstajacego z
agregatu komoérek HLMVEC, réwniez stwierdzajac
znamienny statystycznie wplyw dawki 3,0 uM
wPAI-1 (38,4% + 4,27).
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B) 0,75 uM wPAI-1

B) 3,0 uM wPAI-1

A) Kontrola

¢) 1,5 uM wPAI-1

Wyniki

Ryc XXI Wplyw wPAI-1 i CysPAI-1 (hDT i BT PAI-1)

na ksztalt zawiagzkow naczyniowych tworzonych
przez komoérki HLMVEC w tescie angiogenezy
in vitro. Zmiang ksztattu oceniano jako: A) $red-
nig dlugos¢ zawiazka, B) srednig powierzchnig
zawiazka. Oceniano dziatanie rosnacych stgzen
PAI-1 m — kontrola, m — 0,75 uM, m — 1,5 uM,

0 — 3,0 uM. Dane przedstawiajg $rednia warto$¢
z trzech do$wiadczen. * p<0,05, ** p<0,01,
**%p<0,001 vs kontrola, # p<0,01, ## p<0,001
vs komorki poddane dziataniu wPAI-1,

@ p<0,01 vs komoérki poddane dziataniu

hDpT PAI-1.

Ryc XXII Agregaty komorek $rodblonka ludzkich kapilarow plucnych hodowane w obecnosci rosnacych stgzen natywnej postaci

PAI-1
Polska 2004/72
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A) Kontrola

C) 1,5 uM BT CysPAI-1

B) 0,75 uM BT CysPAI-1

D) 3,0 uM BT CysPAI-1

Ryc. XXIII Agregaty komorek srodbtonka ludzkich kapilaréw ptucnych hodowane w obecnosci rosnacych stgzen postaci BT
CysPAI-1 charakteryzujacej si¢ niezmienng w czasie aktywnoscia anty-proteolityczna

Wplyw bialek PAI-1 na produkcj¢
i uwalnianie urokinazy przez komorki
srodblonka

Badania do§wiadczalne wskazuja, ze powstajace
w trakcie procesu neoangiogenezy naczynia kapi-
larne zawieraja znaczace ilo$ci urokinazy, ktora
warunkuje proces rozszerzenia i zwigkszenia prze-
puszczalno$ci naczyn kapilarnych, rozluznienia po-
faczen migdzykomorkowych w srodblonku, a takze
posredniczy w degradacji btony podstawnej i biatek
macierzy zewnatrzkomorkowej oraz migracji ko-
morek endotelium. Wprowadzenie inhibitoréw uro-
kinazy do mikrosrodowiska otaczajacego naczynia
wlosniczkowe prowadzi do znaczacego zahamowa-
nia procesu ich powstawania i wzrostu. Dazac do
okreslenia roli anty-proteolitycznych wtasciwosci
badanych biatek PAI-1 w procesie obserwowanego
w warunkach in vitro zahamowania aktywnosci
angiogennej komorek s$rodbtonka, oceniono ich

28

wplyw na produkcje i uwalnianie urokinazy przez
konfluentne 12-godzinne hodowle komorek srod-
btonka prowadzone w obecnosci odpowiednich
stezen zmodyfikowanych biatek PAI-1 lub wPAI-1
jako kontroli. St¢zenie urokinazy oceniane metoda
kolorymetryczna ELISA w homogenatach hodowli
oraz ich nadsaczu zostato przedstawione w ng/10*
komorek obecnych w hodowli, aby umozliwi¢ bez-
posrednie poréwnania aktywnosci badanych komo-
rek $rodbtonka.

Komorki srodblonka ludzkiej 2yly pepowinowej
(Ryc XXIV)

Nadsacz hodowli komérek HUVEC prowadzo-
nych w obecnosci PBS jako kontroli lub rosnacych
stezen natywnej formy PAI-1 zawieral znaczaco
wyzsze ilosci urokinazy w przeliczeniu na liczbg 10*
komorek w poréwnaniu do homogenatow tych kultur
(odpowiednio: kontrola — p<0,05; wPAI-1 p<0,001

Pneumonologia i Alergologia
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kontrola 0,75 uM 1,5 uM

B) nadsacz hodowli komérek HUVECs

Ryc XXIV Wplyw wPAI-1 i CysPAI-1 (hDBT i BT PAI-1) na
stezenia antygenu urokinazy w A) homogenatach
komoérek HUVEC B) w nadsaczu hodowli komorek
HUVEC. Komérki hodowano w obecnos$ci rosna-
cych stezen m — kontrola, m — wPAI-1, m — hDBT
CysPAI-1, o — BT CysPAI-1. Wyniki przedstawiono
w ng /10* komorek (x+SD): *p<0,05, ** p<0,01,
***p<0,001 vs kontrola

dla wszystkich badanych stgzen). Podobna tenden-
cje obserwowano w przypadku hodowli komoérko-
wych prowadzonych w obecnosci BT CysPAI-1,
cho¢ réznice pomigdzy zawartoScia urokinazy w
nadsaczu i homogenacie komorkowym nie byty tak
znaczace, jak w kontroli (st¢zenia 0,75 pM,
1,5 uM p<0.05; oraz 3,0 uM p<0,01).

Jedynie biatko BT CysPAI-1 spowodowato
znamienny spadek poziomu antygenu urokinazy
w komoérkach HUVEC w poréwnaniu do ho-
dowli kontrolnych (p<0,001). W homogenatach
komorek hodowanych w obecno$ci najwyzsze-
go stezenia tego biatka poziom urokinazy znaj-
dowat sig¢ ponizej poziomu czulosci zastosowa-
nego testu Elisa wynoszacego 0,1 ng/ml.

W nadsaczach hodowli prowadzonych za-
rowno w obecnosci wariantow BT CysPAI-1,
jak 1 hDBT CysPAI-1 stwierdzono znamiennie
obnizony poziom urokinazy. Nie obserwowano

Polska 2004/72

Wyniki

jednak statystycznie istotnej rdéznicy pomiedzy
supresyjnym efektem obu zmodyfikowanych
postaci PAI-1, cho¢ ilo$¢ antygenu w nadsaczach
hodowli poddanych dziataniu BT CysPAI-1 byta
w widoczny sposob mniejsza.

Komorki srodblonka ludzkich kapilarnych
naczyn ptucnych (Ryc XXV-XXVI)

Poziom antygenu urokinazy oznaczany me-
toda Elisa w nadsaczu hodowli i homogenatach
komoérek HLMVEC byt kilkukrotnie wyzszy
w poréwnaniu do warto$ci stwierdzanych
w hodowlach komoérek §rodbtonka zyly pepo-
winowej (p<0,001) (Ryc XXV), co potwierdzito
unikalna charakterystyke czynnos$ciowa komo-
rek srodbtonka ptucnych naczyn kapilarnych.

W hodowlach prowadzonych w obecnosci
wszystkich badanych stezen zar6wno zmody-
fikowanych biatek PAI-1, jak i jego natywnej
postaci, stwierdzono znaczace obnizenie za-
wartoéci antygenu urokinazy w homogenatach
komorek oraz nadsaczu hodowli. Wskaznik re-
dukcji w uktadzie doswiadczalnym z komorka-
mi $rodbtonka kapilarnych naczyn plucnych byt
znaczaco wyzszy w poréwnaniu do efektu supre-
syjnego obserwowanego w hodowlach komorek
HUVEC. Wspomniana rdéznica byl szczegodlnie
znaczaca dla natywnej formy PAI-1 (nadsacz
hodowli komérek HUVEC — $redni wskaznik
redukcji — 30%, HLMVEC - 79,54%, homo-
genat komorek HUVEC — 12,8%, HLMVEC
—59,89%) oraz zmodyfikowanego biatka hDBT
CysPAI-1 (nadsacz hodowli komérek HUVEC
— $redni wskaznik redukcji — 58,1%, HLMVEC

— 85,58%, homogenat komorek HUVEC — 18,4%,
HLMVEC - 88,4%) pomimo, ze najsilniejsze
dzialanie supresyjne wykazywalo biatko o stabil-
nym dziataniu antyproetolitycznym BT CysPAI-1.

ik

Ryc XXV Produkcja i uwalnianie urokinazy przez komorki

srodbtonka naczyn HUVEC (o) i HLMVEC (m)
Wyniki przedstawiono w ng /10* komoérek (x + SD).
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Ryc XXVI Wpltyw wPAI-1 i CysPAI-1 (hDPT i BT PAI-1)
na stgzenie antygenu urokinazy w A) homogena-
tach komoérek HLMVEC B) w nadsaczu hodowli
komoérek HLMVEC. Komoérki hodowano
w obecnosci rosnacych st¢zen m — kontrola,
e m — wPAI-1, m — hDBT CysPAI-1, o — BT Cy-
sPAI-1. Wyniki przedstawiono w ng /10* komérek
(x£SD). *p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001 vs

A) homogenat komoérek
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30 Pneumonologia i Alergologia

]



Omowienie wynikow

OMOWIENIE WYNIKOW

Stabilizacja aktywnej konformacji biatka
PAI-1

Zasadniczym celem niniejszej pracy bylo uzy-
skanie zmodyfikowanej postaci PAI-1 cechujacej
si¢ przedluzona w czasie, pelna aktywnosScia
anty-proteolityczna, a nastgpnie dokonanie analizy
wplywu zmienionych wilasciwosci biatka na jego
aktywno$¢ biologiczna. Wysoki stopien trudno-
$ci zwigzany z tym projektem wynikat zaréwno
z konieczno$ci dobrania odpowiedniej lokalizacji
mutacji punktowych, jakie planowano wprowadzi¢
do struktury DNA PAI-1, jak rowniez z unikalnego
charakteru wiazan, ktére zamierzano wykorzystac¢
do stabilizacji jego aktywnej konformacji.

Struktura inhibitora aktywatora plazminogenu
typu 1 jest pod wicloma wzglgdami typowa dla in-
nych biatek z rodziny serpin (2). Charakteryzuje go
podobna dhugos¢ tancucha aminokwasow, zblizona
struktura trzeciorzegdowa skladajaca sig z trzech
harmonijek-B A, B i C, dziewigciu helis o oraz z
petli wystajacej poza czasteczke biatka i zawieraja-
cej miejsce aktywne (P4-P10”). Podobnie jak inne
proteazy nalezace do tej rodziny, PAI-1 reaguje ze
swoistymi substratami szybko, tworzac stoichiome-
tryczny kompleks w stosunku 1:1 i znaczaco zmie-
niajac w trakcie tej reakcji swoja konformacjg (67).

Podstawowym fragmentem czastki PAI-1, ktory
rozstrzyga o jej wlasciwosciach anty-proteolity-
cznych jest dostepne dla substratu miejsce aktywne
—region (P1-P1’) z aktywnym wiazaniem peptydo-
wym Arg369-Met370 (68,69). Dazac do uzyskania
zmodyfikowanej postaci PAI-1 charakteryzujace;j
si¢ pelna, niezmieniona aktywnoscia biologiczna,
nalezato wigc dokonaé¢ wyboru takiej lokalizacji
wprowadzanych zamiennikow, ktora utrzymu-
jac PAI-1 w ukladzie aktywnym nie zmieniataby
jednoczesnie powinowactwa P1-P1° wzgledem
substratu. Wiadomo, ze zachowanie strukturalne;
integralnosci tego regionu ma kluczowe znaczenie
dla utrzymania pelnej aktywnosci PAI-1, a kazda
zmiana podstawnika w obrebie P1-P1° zaburza
fizjologiczng swoisto$¢ miejsca aktywnego wzgle-
dem urokinazy (68,70-72). Gils and Declerc wy-
kazali ponadto, ze niektore mutacje wprowadzone
w oddalonych od P1-P1’ fragmentach czasteczki,
roOwniez zmieniaja charakterystyke PAI-1 (73).
Dla przyktadu, podstawienie proliny w pozycji P6
(PAI-1P6 (Val—Pro)) wzmagato powinowactwo
PAI-1 wzgledem tPA, podczas gdy wprowadzenie
tego samego aminokwasu na pozycj¢ P10 (PAI-1-
P10 (Ser—Pro)) potegowato jego swoista aktyw-
nos$¢ inhibicyjna wzgledem uPA.

Polska 2004/72

Wiadomo, Ze kolejnym newralgicznym obszarem
struktury PAI-1 jest odcinek P12-P15, zlokalizowa-
ny w bezposrednim sasiedztwie petli zawierajacej
P1-P1’, ktory okreslany jest mianem regionu wa-
runkujacego wlasciwosci zblizone do cech substratu
(substrate determining region) (73). To wlasnie
zdolnos$¢ do spontanicznego tworzenia trzeciej, obok
aktywnej i latentnej, tak zwanej konformacji substratu
jest unikalna wiasciwoscia wPAI-1, odrézniajaca go
od pozostatych serpin (74). wPAI-1 w tej konformacji
jest zdolny do swoistej reakcji z czastka uPA, nie po-
woduje jednak trwatego zablokowania jej aktywnosci
proteolitycznej. Podobnie jak w przypadku reakcji
z aktywna forma PAI-1, w trakcie powstawania kom-
pleksu uPA z PAI-1 o wlasciwosciach substratu, do-
chodzi do przytaczenia urokinazy do P1-P1’ 1 rozpadu
wiazania peptydowego (75). Jednak petla zawierajaca
miejsce aktywne nie zostaje przemieszczona do wne-
trza PAI-1 i nie dochodzi do powstania wiazania ko-
walencyjnego pomigdzy PAI-1 i uPA, co po pewnym
czasie skutkuje samoistnym rozpadem kompleksu
uPA-PAI-1 i odzyskaniem przez ten enzym pehnej
aktywnosci proteolitycznej (76). Gils i Declerc wy-
kazali, ze wprowadzenie zamiennikoOw o znaczacym
potencjale elektrostatycznym na obszarze P12-P8 oraz
P15-P14 sprzyja ujawnieniu si¢ wasciwosci substratu
w zmodyfikowanych biatkach PAI-1 (73).

Obok budowy tancucha aminokwasow, klu-
czowa rolg w procesach katalizowanych przez
PAI-1 odgrywa przestrzenne usytuowanie miejsca
aktywnego wzgledem zasadniczej struktury jego
czasteczki tego biatka. Podstawowa cecha aktyw-
nej konformacji PAI-1 jest udostgpnienie P1-P1’
dla kontaktu z urokinaza poprzez wysunigcie poza
obszar czasteczki petli zawierajacej miejsce aktyw-
ne (66). Wykazano bez zadnych watpliwosci, ze
reaktywnos¢ PAI-1 wzgledem urokinazy zalezy w
duzym stopniu od prawidtowej ruchomosci tej petli,
a przede wszystkim od dostatecznego wyekspono-
wania miejsca aktywnego poza podstawowa struk-
tura PAI-1. Z tego wzgledu wiazania stabilizujace
aktywna konformacj¢ czastki PAI-1 powstale po
wprowadzeniu podstawnikow cysteinowych nie
powinny mie¢ wplywu na zmiang usytuowania
petli wzgledem czastki PAI-1. Lokalizacje mutacji
punktowych w zmodyfikowanych formach PAI-1
badanych w ramach niniejszej pracy dobrano wigc
tak, by nie zmieniajac uktadu jego konformacji
aktywnej doprowadzi¢ do ograniczenia elastyczno-
$ci kluczowych struktur czasteczki. Innymi stowy
zasadniczym celem wprowadzenia podstawnikow
cysteinowych bylo stworzenie wewnatrz struktury
aktywnej postaci PAI-1 wiazan dwusiarczkowych,
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ktorych usytuowanie pozwolitoby na stabilizacje
i wydluzenie czasu poltrwania, bez zmiany powino-
wactwa wzgledem uPA.

Odpowiednich zmian dokonano w trzech new-
ralgicznych obszarach czasteczki PAI-1. W obrgbie
fancuchow A3 i1 AS, ktore w strukturze aktywnego
PAI-1 tworza jednolita harmonijke-p A (B-sheet),
wprowadzono mutacje Cys192-347 oraz Cysl197-
Cys355 gwarantujace wzmocnienie ich wzajemne-
go powiazania w gornym i dolnym odcinku harmo-
nijki. Dodatkowo mutacja Cys197-Cys355 spinajac
gorne odcinki tancuchéw A3 i AS, miata rowniez
stabilizowaé petle zawierajaca miejsce aktywne
dla uPA, uniemozliwiajac jej wsunigcie do wnetrza
PAI-1 i ograniczenie dostgpu substratu (uPA) do
P1-P1’. Z kolei w obrgbie helisy D wprowadzono
zamienniki cysteinowe na pozycji Cys31-Cys97
tak, aby wzmocni¢ ,trwato$ci” aktywnej postaci
PAI-1 poprzez ograniczenie jej gigtkosci, czyli
wzajemnych przesuni¢¢ poszczegoélnych struktur
w tym obszarze.

Zaproponowana lokalizacja mutacji punktowych
pozwalala tez na ich rownoczesne wprowadzenie
do poszczegolnych wariantow zmodyfikowanego
PAI-1 i stworzenie kilku form tego biatka, r6znia-
cych sig zarowno liczba, jak i lokalizacja mutacji.
W ramach niniejszej pracy uzyskano trzy postaci
bialka PAI-1 z dwoma mutacjami punktowymi,
w ktorych wiazania byly zlokalizowane w jednym
z wybranych regionow czasteczki (helix D (hD),
B-sheet Top (BT), B-sheet Bottom (BB)); trzy biatka
z czterema mutacjami punktowymi (helix D B-she-
et Top (hDPT), helix D B-sheet Bottom, (hDBB),
B-sheet Top Bottom (BTB)) oraz jedno biatko z
sze$cioma podstawnikami cysteinowymi (helix D
B-sheet Top Bottom (hDBTB)).

Dokonana ocena czasu pottrwania wyizolowa-
nych bialek wykazata, ze kluczowe znaczenie dla
stabilizacji aktywnej postaci PAI-1 ma odpowied-
nio dobrana lokalizacja mutacji punktowych, a nie
ich liczba. Najkorzystniejsze okazato si¢ wprowa-
dzenie dwoch punktowych mutacji w gornej czesci
lancuchow A i B, a wigc u podstawy petli zawie-
rajacej aktywne miejsce dla urokinazy. Tak zloka-
lizowane wiazanie dwusiarczkowe zapewniato za-
réwno wzmocnienie integralnosci harmonijki-f A,
a wigc Scislejsze powiazanie tancuchow A3 1 A5, jak
i utrudniato penetracje¢ petli do wngtrza czasteczki
PAI-1. Korzy$ci zwiazane z wprowadzeniem mu-
tacji punktowych w tym rejonie potwierdzaja row-
niez badania innych autoréw (77). W dostgpnym
pisSmiennictwie nie znaleziono natomiast obserwa-
cji dotyczacych prob uzyskania zmodyfikowanych
form PAI-1 zawierajacych tylko jedno wiazanie
o podobnej lokalizacji.
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Warto réwniez podkresli¢, ze wprowadzenie do
czasteczki PAI-1 kolejnych, obok wspomnianego,
wiazan skutkowalo obnizeniem jej stabilnosci
w porownaniu do czasteczki zawierajacej pojedyn-
czy mostek siarczkowy w goérnej czgsci harmo-
nijki-B A (BT). Najwyrazniej posta¢ BT CysPAI-1
charakteryzowata si¢ najkorzystniejszym i najbar-
dziej ekonomicznym rozktadem energii wewngtrz-
nej, pozwalajacym na dhlugotrwale (niezmienne
W naszej obserwacji) zachowanie stabilnosci jej
czasteczki. Wprowadzenie dodatkowych wiazan,
stan ten naruszato i powodowalo skrocenie czasu
pottrwania z okoto 7000 godzin do 141,46 (BTB
CysPAI-1), 63,59 (hDBT CysPAI-1), a nawet 2,34
godzin (hDBTB CysPAI-1).

Potwierdzeniem tej hipotezy byla réwniez za-
skakujaca charakterystyka zmodyfikowanej formy
hDBTB CysPAI-1, ktéra zawierala maksymalng
liczbg szeSciu mutacji punktowych. Projektujac ten
warlant CysPAI-1 oczekiwano, ze trzy wiazania
dwusiarczkowe zapewnia jej strukturze najwyzsza
stabilno$¢ sposrod zmodyfikowanych postaci PAI-1.
Tymczasem zmiana jej aktywnosci w czasie charak-
teryzowata si¢ dynamika zblizonga do obserwowane;j
w przypadku wPAI-1. Rowniez obliczony czas pot-
trwania byt niewiele dtuzszy i wynosit 2,37 godziny,
podczas gdy dla wPAI-1 T = 1,57 godziny. Wydaje
sig, ze podobnie jak w przypadku niekorzystnego
wplywu dodatkowych wiazan na stabilizujacy efekt
pojedynczego mostku (BT), przyczyna tak krotkiego
czasu pottrwania wariantu hDBTB CysPAI-1 mogto
by¢ wystapienie zaburzen w trakcie procesu formo-
wania mostkow dwusiarczkowych w czasteczce.
Wprowadzenie az szeSciu mutacji indukujacych
powstanie trzech wiazan dwusiarczkowych moglo
doprowadzi¢ do wystapienia nieprzewidzianych
interakcji i napie¢ wewnatrz czasteczki CysPAI-1,
z jej nastgpowym szybkim przejsciem do postaci
latentnej. Zbyt duza liczba wiazan dwusiarczkowych
mogla by¢ réwniez przyczyna nieprawidlowego
przebiegu procesu faldowania biatka do struktury
trzeciorzedowej, a w efekcie jego niestabilnosci.

Proby dokonania mutacji w DNA PAI-1 i
wprowadzenie do jego czasteczki zmienionych
podstawnikow w celu stabilizacji aktywnej for-
my tego biatka, byty w przeszlosci podejmowane
juz kilkukrotnie. Jako pierwsza podjgta ja grupa
Ginsburga w 1994 uzyskujac dla jednej z mutacji
Arg30—Glu czas péttrwania 2,1 godziny (78). Z
kolei Tucker i wsp. osiagneli trzykrotne wydhuze-
nie T, PAI-1 wprowadzajac dwie mutacje punkto-
we, 303Leu, 53Arg—Tyr w rejonie tak zwanych
»Wrot” czasteczki, czyli w obrebie helisy D (79).
Dopiero jednak Berkenpass i wsp. uzyskali znacza-
ce opoznienie spontanicznej zmiany konformacji
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PAI-1 do postaci latentnej z czasem pottrwania 145
godzin, wymieniajac cztery podstawniki 173Asn—
His, 177Lys—Thr, 342GIn—Leu, 377Met—lle (77).

Pomimo, ze lokalizacja niektéorych z wymie-
nionych powyzej mutacji zarbwno w obregbie tan-
cuchow A3 i AS, jak i helisy D byta zblizona do
zastosowanych w niniejszej pracy, jednak zaden z
cytowanych autoré6w nie uzyskat tak znaczacego
wydhuzenia czasu pottrwania modyfikowanej czast-
ki PAI-1, jak w przypadku wariantu BT CysPAI-1.

Wyjatkowo$¢  rozwigzan  zaproponowanych
w niniejszej pracy wynika nie tylko z trafnego
doboru lokalizacji podstawnikow wprowadzonych
do tancucha DNA, ale rowniez z unikalnej charak-
terystyki wigzan, ktoére powstaty wewnatrz czastki
CysPAI-1 jako efekt dokonanych mutacji.

W zdecydowanej wigkszosci zmodyfikowanych
postaci PAI-1 uzyskiwanych przez innych autorow,
wydhuzenie czasu poéttrwania uzyskiwano poprzez
wprowadzenie do czasteczki mostkow solnych,
badz tez wiazan wodorowych, ktore charakteryzuje
stabe przyciaganie elektrostatyczne. Wykorzysty-
wano rowniez oddziatywania hydrofobowe pomig-
dzy niepolarnymi fancuchami bocznymi ,,nowych”
aminokwasow. Jednak wigzania niekowalencyjne
do ktorych zaliczaja si¢ wymienione rodzaje od-
dzialywan cechuje stosunkowo niska energia, a
wigc i ograniczona trwato$¢. Typowa energia wiaza-
nia wodorowego w temperaturze 25°C wynosi 1-10
kcal x mol!, podczas gdy wiazan kowalencyjnych
— ponad 90 kcal x mol”! (80). Z tego wzgledu sta-
bilno$¢ zmodyfikowanych czastek PAI-1 udawato
si¢ wydtuzy¢ jedynie w ograniczonym zakresie od
~ 6 do maksymalnie ~ 160 godzin. Tymczasem wig-
zania dwusiarczkowe, ktorych uzyto w niniejszej
pracy maja charakter kowalencyjny i cechuja si¢ w
zwiazku z tym znacznie wyzsza sila i stabilno$cia.
Przypisuje sig¢ im rowniez szczegdlny, stabilizujacy
wplyw na aktywne konformacje bialek enzyma-
tycznych, dokonujacy si¢ poprzez obnizenie entro-
pii podstawowej struktury tych czastek (81,82).

W Zadnej z dotychczas opublikowanych prac nie
donoszono o wykorzystaniu wigzan dwusiarczko-
wych do stabilizacji aktywnej postaci PAI-1, cho¢
proby takie podejmowano w przypadku innych biatek,
uzyskujac bardzo dobre efekty. Ivens i wsp. 13-krotnie
wydhuzyli stabilno$¢ badanego enzymu biatkowego
wprowadzajac do jego struktur jeden tylko mostek
dwusiarczkowy (81). Wysoki stopien trudno$ci zwia-
zany z uzyskaniem tego typu wigzan w czasteczce
PAI-1 wynika z konieczno$ci wytypowania odpo-
wiedniej lokalizacji podstawnikow cysteinowych,
wprowadzanych do struktury PAI-1, jak réwniez z
szeregu problemoéw technicznych komplikujacych
sam proces uzyskiwania ekspresji i izolacji biatka.

Polska 2004/72

Omowienie wynikow

Warunkiem spontanicznego powstania trwatych
wigzan dwusiarczkowych jest zachowanie $cisle
okreslonych warunkéw dotyczacych miedzy inny-
mi dostatecznej odleglosci pomigdzy wprowadzo-
nymi mutacjami, jak rowniez pomig¢dzy nowo po-
wstalym wigzaniem, a miejscem aktywnym biatka
(81). Uwaza si¢ ponadto, ze samoistne formowanie
mostkow dwusiarczkowych jest mozliwe, o ile ich
liczba w czasteczce nie przekracza trzech (83,84).
W niniejszej pracy dokladnag i trafng identyfikacjg
pozycji podstawnikow cysteinowych warunku-
jacych spontaniczne tworzenie si¢ wiazan dwu-
siarczkowych zapewnita precyzyjna komputerowa
symulacja rozktadu przestrzennego i energetyczne-
go, ktorej dokonano dla projektowanych zmodyfi-
kowanych form PAI-1.

Nalezy réwniez podkresli¢, ze spontaniczne
powstanie wiazan dwusiarczkowych w biatkach
podlegajacych ekspresji w komorkach Escherichia
coli, uzytych rowniez do produkcji CysPAI-1, jest
na og6l mozliwe dopiero po dostarczeniu im bodzca
oksydacyjnego (81). Tymczasem wiadomo, ze PAI-1
w warunkach utleniania podlega unieczynnieniu na
skutek gwattownej zmiany konformacji czasteczki
(85). Z tego wzgledu na wszystkich etapach izola-
cji PAI-1 konieczne byto zachowanie szczegélnej
ostroznosci i wyeliminowanie ryzyka ekspozycji
badanego biatka na warunki oksydacyjne.

Obecnos¢ wiazan dwusiarczkowych w zmodyfi-
kowanych postaciach PAI-1 uzyskanych w ramach
niniejszej pracy wymaga ostatecznego potwierdzenia
w analizie krystalograficznej. Jednak zar6wno symu-
lacje struktury molekularnej tych biatek, jak i troj-
przestrzenne modelowanie budowy ich czastek jedno-
znacznie wskazaly, ze uzyskane znaczace wydluzenie
czasu pottrwania bialek CysPAI-1 jest bezposrednim
skutkiem powstania tych wiazan. Ich wysoka efek-
tywnos¢ w zachowaniu aktywnej konformacji cza-
steczki pozwolila uzyska¢ wysoka stabilno$¢ czesci
biatek CysPAI-1, w tym biatka BT charakteryzujacego
si¢ stata aktywnoscig antyproteolityczna.

W cytowanej wczeéniej badaniach Tuckera dwie
jednopunktowe mutacje wprowadzone w dolnej
czesci czasteczki, w rejonie helisy-D (hD), tak zwa-
nych ,,wrét” PAI-1, wydtuzaly czas poltrwania tego
biatka do 6 godzin (79). Tymczasem w ninigjszej
pracy 50% spadek aktywnosci biatka hD CysPAI-1,
o podobne;j lokalizacji wiazania nastgpowat po oko-
o 22 godzinach. Wydaje sig, ze jego istotnie dtuz-
sza aktywno$¢ wynikala nie tyle z nieco odmien-
nego umiejscowienia mutacji w obregbie helisy D,
co z unikalnej charakterystyki wprowadzonych do
PAI-1 wiazan — mostkow dwusiarczkowych, a nie
solnych, czy tez wiazan wodorowych.
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Izolacja bialek wPAI-1 i wariantow
CysPAI-1

Adekwatna ekspresja CysPAI-1 w komorkach
kompetentnych E.coli, a nastgpnie efektywna izola-
cja czynnego CysPAI-1, ktore zostaty potwierdzone
wykazaniem obecno$ci DNA CysPAI-1 zligowa-
nego z pTYB12 w tych komorkach oraz ekspresji
poszczegbdlnych postaci CysPAI-1 w ekstrakcie
bialkowym, byly kluczowym punktem niniejsze;j
pracy, warunkujacym mozliwo$¢ przystapienie
do dalszego etapu badan biologicznej aktywno-
$ci zmodyfikowanych postaci PAI-1. Do izolacji
CysPAI-1 z ekstraktow biatkowych zastosowano
metode chromatografii wykorzystujac wysokie
powinowactwo inteiny do chityny stanowiacej
fazg stata w kolumnie (affinity chromatography).
Jednak analiza elektroforetyczna eluatu w zelu
poliakryloamidowym wykazala obecnos¢ dwodch
intensywnych prazkow biatkowych o masie 43 kDa
i 78 kDa, zamiast spodziewanego pojedynczego
prazka 43 kDa odpowiadajacego czystej postaci
PAI-1. Uzasadnione wydawato si¢ postawienie tezy,
ze biatko skupione w dodatkowym prazku odpo-
wiada zdimeryzowanej frakcji CysPAI-1. Fakt, ze
jego masa czasteczkowa (78 kDa) byta zblizona do
podwojonej masy PAI-1 (43 kDa) mogt potwierdzaé
t¢ hipotezg. Jednak barwienie swoistymi przeciw-
ciatami skierowanymi przeciwko ludzkiemu PAI-1
w badaniu Western blot dato wynik ujemny, nato-
miast analiza sekwencyjna biatka 78 kDa wykazata
silng homologi¢ jego poczatkowych dwudziestu
aminokwasow do biatka opiekunczego E. coli typu
GroEL (chaperonin GroEL).

Wiadomo, ze gtowna funkcja GroEL polega na
wspomaganiu procesu faldowania innych bialek
(80). Kontrolujac wspomniany proces biatko opie-
kuncze zmniejsza ryzyko nieprawidlowego uksztal-
towania posredniej struktury trzeciorzedowej przez
organizujaca sig¢ czastke proteinowa. Wydaje sig, ze
ekspresja biatka GroEL obserwowana w frakcjach
izolowanych z kolumny chitynowej mogla by¢
ubocznym efektem silnej stymulacji transkrypcji
biatka w komoérkach kompetentnych pod wpty-
wem dziatania IPTG. Nalezy rowniez podkreslic,
ze obecno$¢ GroEL w eluowanych frakcjach, be-
daca dowodem jego wysokiego powinowactwo
do chityny, byla juz opisywana przez Gibson’a i
wsp oraz producenta odczynnikow, ktérymi sig
postugiwano w niniejszej pracy (86). Sugerowano,
ze jej powodem moga by¢ zaburzenia w procesie
faldowania izolowanego bialka, ktore pozostawato
w kompleksie z GroEL. Obserwowana przez nas
roéznica pomigdzy masa molekularng GroEL, wyno-
szaca 57-60 kDa, a masa biatka tworzacego prazek
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rowna 78 kDa moze faktycznie odzwierciedlad
istnienie kompleksu pomigdzy biatkiem, a inteina
bedaca biatkiem docelowym na kolumnie affini-
cyjnej. Taki wlasnie kompleks charakteryzowatoby
wysokie powinowactwo do chityny skutkujace jego
obecnos$cia w eluacie.

Ocena aktywnosSci proteolitycznej
i charakterystyka farmakokinetyczna
bialek PAI-1

Trafny dobor lokalizacji podstawnikow wprowa-
dzonych do tafcucha DNA, jak réwniez unikalna
charakterystyka wiazan dwusiarczkowych stabili-
zujacych aktywna konformacjg PAI-1 bez narusze-
nia integralnosci petli i miejsca aktywnego P1-P1°
sprawily, ze zmodyfikowane postaci CysPAI-1
obok wydluzonego czasu poéttrwania zachowaly
petna aktywnos¢ anty-proteolityczna, porownywal-
na z wPAI-1. Aktywnos¢ inhibicyjna CysPAI-1 (50-
54 1U/pg), jak rowniez wyliczona stata hamowania
(1,3-1,7 x 10"M) byly zblizone do warto$ci prezen-
towanych przez natywna posta¢ PAI-1 izolowana
W niniejszej pracy oraz uzyskanych przez innych
autorow (71,87-89). Zachowanie petnej aktywnosci
anty-proteolitycznej oraz niezmieniona dynamika
reakcji wobec urokinazy sa posrednimi dowodami
strukturalnego podobienstwa uzyskanych w ni-
niejszej pracy zmodyfikowanych bialek do natyw-
nej postaci PAI-1. Zasadnicza roznica pomigdzy
CysPAI-1, a wPAI-1 wydaje si¢ by¢ wtasnie obec-
no$¢ mostkéw dwusiarczkowych i zwigzane z tym
faktem zahamowanie spontanicznej zmiany konfor-
macji. Definitywnym potwierdzeniem, hipotetycz-
nego na obecnym etapie, podobienstwa beda dopie-
ro wyniki badan krystalograficznych CysPAI-1.

Analiza aktywnoSci bialek PAI-1
w teScie angiogenezy in vitro

Zmieniona  charakterystyka  czynno$ciowa
CysPAI-1 — wydluzony czas pottrwania aktywnej
postaci czasteczki przy w pelni zachowanym powi-
nowactwie wobec urokinazy, pozwalala oczekiwaé
znaczacego efektu biologicznego badanych biatek.
Na tym etapie pracy poddano analizie efekty dzia-
tania wybranych wariantoéw CysPAI-1 o umiarko-
wanie (hDBT) i bardzo znacznie (BT) przedtuzone;j
stabilnosci, a wigc rézniacych sig przede wszystkim
aktywnoscia anty-proteolityczna.

Jak wiadomo, PAI-1 charakteryzuje udowodnio-
ne dziatanie modulujace wobec procesow nowo-
tworzenia naczyn krwionos$nych. Jednak dostgpne
pisSmiennictwo dostarcza na ten temat wielu prze-
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ciwstawnych informacji. Zastosowanie aktywnych
wariantow CysPAI-1 o rdznej stabilnosci w $rodo-
wisku doswiadczalnym stworzylo unikalng szanse
oceny faktycznego znaczenia anty-proteolitycznych
wlasciwosci PAI-1 dla jego wptywu na procesy an-
giogenezy.

Neowaskularyzacja odgrywa kluczowa, regula-
cyjna role w procesach wzrostu guza, warunkuje
roéwniez powstawanie przerzutow. Nowotworzenie
naczyn jest bezposrednio stymulowane przez dzia-
tanie hipoksji oraz czynnikéw wzrostowych pocho-
dzacych z otaczajacych tkanek (VEGF, bFGF), kto-
re mobilizuja komorki §rodbtonka naczyn, inicjujac
ich przejscie ze stanu spoczynku do fazy aktywne;j
proliferacji, aktywuja réwniez niezbedne dla dal-
szych przemian sktadowe uktadu plazminogen —
plazmina (90,91). Pobudzone komorki endotelium,
uwalniaja mediatory i proteinazy aktywnie trawiace
barier¢ btony podstawnej, co umozliwia reorien-
tacje, migracje i proliferacje $rdédbtonka (92,93).
W efekcie ukierunkowanej migracji tych komorek
powstaja kolejno zawiazki naczyniowe i formacje
kapilaro-podobne, tworzy si¢ $wiatto naczyn, ktore
nastepnie przeksztalcaja si¢ we wlasciwe struktury
kapilarne. Proces neoangiogenezy wymaga wigc
w rownej mierze udziatu komoérek $rodbtonka juz
istniejacych naczyn, jak i zaistnienia na poziomie
molekularnym swoistej, ukierunkowanej ekspresji
czastek adhezyjnych oraz proteinaz trawiacych
elementy macierzy zewnatrzkomorkowej, gtownie
kolagenaz i aktywatorow plazminogenu (94).

Zaréwno w warunkach fizjologicznych, jak
i w tkance nowotworowej, uPA i PAI-1 obecne sa
w znaczacych ilosciach wokot tworzacych sig na-
czyn (10,93,95). Naruszenie delikatnej rownowagi
charakteryzujacej in vivo uktad biologiczny nowo-
powstajacych kapilarow, jak réwniez wzorowany
na nim model do$wiadczalny in vitro, prowadzi do
zmian w aktywnosci poszczegélnych elementow
tego systemu, a w efekcie do zahamowania, badz
stymulacji procesu angiogenezy (22,37,48). Obser-
wowany w niniejszej pracy silny, supresyjny efekt
wywierany przez zmodyfikowane postaci CysPAI-1
charakteryzujace si¢ wydtuzona aktywnos$cia anty-
proteolityczna jasno dowodzi znaczacej roli, jaka
w przebiegu neowaskularyzacji pelni zalezna od
urokinazy proteoliza.

Wprowadzenie do $rodowiska doswiadczalnego
wariantow CysPAI-1 o przedluzonej stabilnos$ci
zapewnito dominujaca pozycje antyproteinaz, po-
wodujac gwaltowne zahamowanie tak produkcji,
jak 1 uwalniania urokinazy przez komorki srodbton-
ka. Bezposrednim nastgpstwem tych zaburzen byta
znaczaca redukcja powstawania zawiazkOw naczy-
niowych w obu zastosowanych modelach angio-
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genezy, rdznigcych si¢ pochodzeniem i fenotypem
komorek srodblonka naczyn (96). Obserwowany
efekt hamujacy byt zalezny od dawki i najsilniejszy
w hodowlach prowadzonych w obecnosci biatka BT
CysPAI-1 o stabilnej, niezmiennej w czasie aktyw-
nos$ci antyproteolityczne;j.

Zaprezentowane wyniki badan sa bezspornym
dowodem potwierdzajacym sugestie o regulacyjne;j
roli PAI-1 w angiogenezie i pozostaja w zgodnosci
z doniesieniami innych autoréw analizujacych
udzial tego biatka w tworzeniu nowych naczyn
krwionosnych.

W oparciu o wyniki witasne, jak rowniez przyto-
czone prace mozna stwierdzi¢, ze podstawowe zna-
czenie w regulacji powstawania zawiazkéw naczy-
niowych, a nastgpnie tworzenia naczyn wlosowa-
tych ma zdolno$¢ PAI-1 do taczenia si¢ z komplek-
sem uPA-uPAR i indukowania jego internalizacji
w komorce (97,98). W ten sposdb PAI-1 wspditwo-
rzy bariere¢ czynno$ciowa chronigca komorki, w
tym réwniez $rodblonka oraz macierz przed nad-
mierng destrukcja spowodowana przez znaczaca
aktywnos$¢ uPA (22). Oprocz hamowania proteolizy
w bezposrednim otoczeniu komorek, PAI-1 kon-
kuruje z integrynami i uPAR o potaczenie z wi-
tronektyna. Blokujac ja, uniemozliwia interakcje z
srodblonkiem, zaburza przyleganie jego komorek
do macierzy i w efekcie migracje — procesy nie-
odzowne w formowaniu nowych naczyn (2,6,93).

Znaczaco bardziej wyrazony supresyjny efekt
biatka BT CysPAI-1 w poréwnaniu do hDT
CysPAI-1, ktory byt obserwowany w zastosowa-
nym modelu angiogenezy in vitro, jak rowniez
istotnie silniejsze blokowanie przez ten wariant
produkcji i uwalniania urokinazy w hodowlach
komorek $rodbtonka, jednoznacznie potwierdza
fundamentalna rol¢ powinowactwa do urokinazy i
anty-proteolitycznej aktywno$ci PAI-1 w regulacji
angiogenezy. W niniejszej pracy po raz pierwszy
zaprezentowano efekty dziatania zmodyfikowanej
postaci PAI-1 charakteryzujacej si¢ niezwykle dtu-
gim czasem pottrwania (T, ~ 7000 godzin), ktory
warunkuje jego stala i pelng aktywnoscia wzgledem
urokinazy przez caly czas trwania eksperymentu.

Supresyjne dzialanie zmodyfikowanych postaci
PAI-1 o wydluzonym czasie dzialania obserwowali
wczesniej inni autorzy w warunkach in vitro w tescie
formowania zawiazkow naczyniowych (22,35), jak
rowniez in vivo w tescie zarodkow kurzych (36,99).
Stefansson i wsp. wykazali, ze wysokie stezenia
zmutowanej postaci 14-1b PAI-1 (T, =145 godzin)
powodowaty silne zahamowanie proteolizy, co z
kolei ostabialo fibrynoliz¢ sktadowych macierzy
niezbgdna dla migracji komorek i hamowato angio-
geneze (36). Zauwazono, ze nadmierna proteoliza
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moze by¢ tez przyczyna utraty punktow adhezji
zlokalizowanych na powierzchni komorek, co w
konsekwencji zaburza ich interakcj¢ z otoczeniem
i negatywnie wptywa na proces formowania naczyn
(45). Jednak w zadnej z cytowanych publikacji nie
udato si¢ z powodu trudnos$ci technicznych, czyli
ograniczonego czasu poéltrwania zmutowanych
wariantow PAI-1, stworzy¢ tak czytelnego modelu
doswiadczalnego jak w niniejszej pracy. Co wigcej,
wyjatkowa charakterystyka wariantu BT CysPAI-1
do pewnego stopnia upodabnia zastosowany uktad
in vitro do modeli in vivo z udziatem zwierzat trans-
genicznych o nadmiernej ekspresji PAI-1. W obu
przypadkach badane srodowisko do§wiadczalne ce-
chuje stata obecno$¢ aktywnej postaci tego biatka.

Stabilna aktywno$¢ anty-proteolityczna wa-
riantu BT CysPAI-1 ma rowniez liczne analogie z
nadmierna ekspresja PAI-1, czgsto obserwowana
w tkankach nowotworowych. Nalezy jednak zauwa-
zy¢, ze w tym ostatnim przypadku istotne znaczenie
ma réwniez wzmozona produkcja uPA i wzajemna
interakcja obu tych bialek.

Warto rowniez raz jeszcze podkreslic widoczna
dla obu badanych wariantow CysPAI-1 zalezno$¢
pomiedzy efektem supresyjnym, a zastosowana
dawka. Im wyzsze st¢zenie biatka w zelu fibry-
nowym, czy tez hodowli komorek, tym silniejsze
hamowanie. Wspomniana relacja jest kolejna prze-
stanka potwierdzajaca regulacyjne dziatanie PAI-1
wynikajace z jej interakcji z sama urokinaza, jak
roéwniez uPA — uPAR- zaleznymi mechanizmami.

Bardzo interesujace wnioski przyniosty tez do-
konane w ramach niniejszej pracy obserwacje doty-
czace wplywu rosnacych stezen wPAI-1 na proces
angiogenezy. Podczas gdy oba badane warianty
CysPAI-1 ujawnialy swe dzialanie hamujace nie-
zaleznie od fenotypu komorek $rodbtonka formu-
jacych zawiazki naczyniowe w warunkach in vitro,
wPAI-1 wykazatl catkowicie odmienng aktywnos¢,
r6zna w hodowlach komérek HUVEC i HLMVEC.

W agregatach typowych komorek srodblonka,
jakimi sg komorki HUVEC stwierdzono zalezna od
dawki stymulacj¢ powstawania zawiazkéw naczy-
niowych. Obserwowanemu pobudzeniu aktywnosci
proangiogennej nie towarzyszyty jednak rownolegte
zmiany w produkcji i uwalnianiu urokinazy przez te
komorki. Dowodzi to bezspornie braku anty-prote-
olitycznej aktywnosci wPAI-1 w prezentowanym
uktadzie podczas trwania do§wiadczen.

Przedstawione wyniki wydaja si¢ wiec potwier-
dzaé teze, ze wPAI-1 wraz z utrata zdolnosci do
reagowania z uPA, zyskuje nowa charakterystyke
czynno$ciowa. Przytoczone wyniki sa prawdo-
podobnie bezposrednim nastepstwem utraty wla-
Sciwosci  anty-proteolitycznych 1 ujawnienia si¢
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aktywnosci wPAI-1 zwiazanej z blokowaniem
interakcji pomigdzy integrynami o, 6, 1 0,0, a Wi-
tronektyna oraz z nastgpcza stymulacja migracji
komorek $rodbtonka i tworzeniem nowych struktur
naczyniowych. W piSmiennictwie dostgpne sa tez
doniesienia sugerujace istnienie dodatkowego, nie-
zidentyfikowanego mechanizmu proangiogennego,
ktéry moze by¢ zwiazany z nabywaniem nowej
charakterystyki czynno$ciowej przez postaci nieak-
tywne — latentne, badz zmienione strukturalnie, jak
to ma miejsce w przypadku niektorych serpin (22).
Stwierdzono, ze nieaktywne formy antytrombiny I1
oraz czynnika wzrostu pochodzenia nabtonkowego
cechuja catkowicie nowe modulacyjne wlasciwosci
(100).

Podobnie radykalna zmiana aktywno$ci wydaje
si¢ dotyczy¢ rowniez wPAI-1. W warunkach fi-
zjologicznych wPAI-1 kompetycyjnie konkuruje z
kompleksem uPA-uPAR oraz integrynami prezento-
wanymi na macierzy zewnatrzkomorkowej o dostep
do miejsca aktywnego na witronektynie. Jednak w
razie utraty wlasciwosci anty-proteolitycznych jego
dziatanie biologiczne ulega catkowitej zmianie i w
efekcie wPAI-1 pozbawiony zdolnosci do bloko-
wania proteolizy, staje si¢ czynnikiem dzialajacym
raczej pro-migracyjnie i pro-angiogennie (101).
Zaprezentowana hipoteza, oparta na przytoczonych
obserwacjach wlasnych, pozostaje w zgodzie z wy-
nikami innych autorow, ktorzy opisywali podobne
efekty dziatania latentnych form tego biatka (22).

Obserwowany w ramach niniejszej pracy wpltyw
wPAI-1 na komorki $rédbtonka ptucnych naczyn
kapilarnych (HLMVEC) byt catkowicie odmienny
niz w hodowlach HUVEC (102). Na szczegolne
podkreslenie zastuguje znamienne statystycznie
dzialanie hamujace wywierane przez najwyzsze
z zastosowanych stezeh wPAI-1. Wydaje sie
prawdopodobnym, ze stopien zahamowania uPA
w hodowlach komorek srodbtonka kapilaréw ptuc-
nych, znaczaco wyzszy niz w przypadku komorek
HUVEC (51,32%-69,86% w hodowlach komodrek
HLMVEC wobec 28,9%-31,24% w nadsaczu
hodowli komorek HUVEC) byt na tyle duzy, iz
spowodowal przesunigcie rownowagi w ukladzie
doswiadczalnym w strong aktywno$ci anty-angio-
gennej. Innymi stowy, spadek wyjsciowo bardzo
wysokiej aktywno$ci proteolitycznej mikrosrodo-
wiska byl wystarczajacy, aby przewage zyskaty
czynniki anty-angiogenne, niezaleznie od obecno-
$ci w uktadzie latentnej postaci wPAI-1.

Warto roéwniez rozwazy¢ hipoteze, ze istotne
znaczenie dla obserwowanego efektu hamujacego
wPAI-1 moze mie¢ odmienny fenotyp komorek
HLMVEC. Ich wysoka spontaniczna produkcja
uPA moze by¢ zwigzana z istnieniem pewnych
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odmienno$ci w zaleznej od urokinazy regulacji
mechanizméw warunkujacych proangiogenna ak-
tywnos¢ tych komorek.

Potwierdzeniem tej tezy wydaje sig by¢ obserwa-
cja, ze czas konieczny do odtworzenia rownowagi
w uktadzie, tzn. uwolnienia przez komorki uroki-
nazy w ilo$ci wystarczajacej dla zneutralizowania
dzialania wPAI-1, byl dluzszy niz 12 godzinny
okres hodowli. Znaczace obnizenie poziomu uPA
w homogenatach komorek, o prawie 50-60%
w zalezno$ci od uzytego stezenia PAI-1, w porow-
naniu do 10-12% spadku w homogenatach komorek
HUVEC, obserwowano réwniez po uptywie tego
czasu. Opisane réznice w charakterystyce czyn-
nosciowej obu typoéw komorek $rodblonka sa tez
najprawdopodobniej podstawowa przyczyna ob-
serwowanych rozbieznosci w dziataniu wPAI-1 w
modelu angiogenezy in vitro. Wysoki wyjsciowy
poziom produkcji uPA przez komoérki HLMVEC w
porownaniu do HUVEC spowodowat, ze wzgledny
efekt supresyjny wPAI-1 w tym uktadzie do§wiad-
czalnym, cho¢ krotkotrwaty byt jednak wystarcza-
jacy dla uzyskania znaczacego zahamowania pro-
dukcji uPA, a w konsekwencji procesu tworzenia
zawiazkow naczyniowych. Uprawniona jest row-
niez hipoteza, ze komorki HLMVEC produkujac
znaczaco wyzsze ilosci urokinazy, dysponuja tez
istotnie wigksza pula uPA zwiazanego z receptorem
uPAR na powierzchni tych komorek i internalizuja
ten kompleks znacznie efektywniej niz HUVEC.
W efekcie szybciej dochodzi do unieczynnienia uPA
w $rodowisku okotokomdrkowym, a w nastepstwie
do zahamowania angiogenezy.

W pehni zasadne wydaje si¢ wigc przypuszczenie,
ze biologiczny efekt dziatania PAI-1 jest istotnie sil-
niejszy, a przez to czynnosciowo bardziej znaczacy
w mikro§rodowisku charakteryzujacym si¢ wysoka
produkcja/poziomem urokinazy, co wielokrotnie
wykazywano dla litych guzéw nowotworowych
oraz komorek s$rodblonka kapilarow phucnych
(96,103).

Badania in vitro potwierdzity, ze proces formo-
wania kapilaro-podobnych struktur przez komorki
srodblonka naczyn w krytycznym stopniu zalezy
od degradacji fibryny inicjowanej przez uPA i plaz-
minogen znajdujace si¢ na powierzchni komorki,
a przede wszystkim na jej krawedzi nadajacej
kierunek migracji — skierowanej ku przodowi (le-
ading edge) (104). Wiadomo, ze uPAR zar6wno w
postaci wolnej, jak i zwigzanej w kompleksy z uPA
koncentruje si¢ w miejscach szczegdlnie intensyw-
nego kontaktu (focal adhesion) pomigdzy komorka,
amacierza. W tych samych obszarach btony komor-
kowej gromadza si¢ rOwniez integryny (clustering),
ktére wchodza w interakcje z filamentami aktyno-
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wymi, a wigc sktadnikami strukturalnymi komorki
(10). W rezultacie uPA, obok licznych wielokrotnie
wspominanych efektow dziatania na czynno$¢ ko-
morki, indukuje znaczace zmiany w strukturze jej
cytoszkieletu i ksztalcie. Analizujac w niniejszej
pracy wplyw PAI-1 na aktywno$¢ angiogenna ko-
morek $rodbtonka, zauwazono réwniez jego istot-
ny modulujacy wptyw na ksztalt tworzacych sig
zawiazkOw naczyniowych. Stwierdzono, ze PAI-1
rownolegle do zmiany ich calkowitej dlugosci
modulowat réwniez, w sposob zalezny od dawki,
srednig dlugos¢ oraz powierzchnig jednostkowego
zawiazku. Nieoczekiwanie, najsilniej zmienionym
parametrem byla nie dlugos¢, lecz powierzchnia
jednostkowego zawiazku, a wigc $rednia warto$¢
powierzchni pojedynczej struktury wyrastajacej
z danego agregatu komorek. Wydaje si¢ wigc, ze za-
wiazki naczyniowe inwoluujace na skutek dziatania
rosnacych stezen CysPAI-1 zmniejszaja najpierw
sw0j wymiar poprzeczny (staja si¢ wezsze), a do-
piero pozniej podtuzny (staja si¢ krotsze).

Przytoczone obserwacje dobrze wpisuja si¢
w aktualne poglady na zréznicowana rolg me-
chanizmoéw proteolitycznych i nieproteolitycznch
w procesach inwazyjnosci komorek. Przez analogie
z mechanizmami migracji komorek przyjmuje sig,
ze na skierowanym ku przodowi (leading edge)
brzegu zawiazku dominuja zalezne od uPAR me-
chanizmy nieproteolityczne do ktérych zalicza sig
przede wszystkim stymulujace adhezje oddzia-
lywanie pomigdzy uPAR i witronektyng oraz po-
migdzy uPAR i integrynami. Pelnia one kluczowa
role¢ w ukierunkowywaniu wzrostu zawiazku, jak
réwniez zapewniaja trakcj¢ adekwatng aby stymu-
lowaé¢ jego wydluzanie. Natomiast na bocznych
powierzchniach zawiazku, znéw przez analogi¢ do
migrujacej komorki, lokalizuje si¢ przede wszyst-
kim plazminogen. W efekcie katalizowany przez
plazming rozpad biatek macierzy i receptoréw
integrynowych ulatwia przemieszczanie w $rodo-
wisku zewnatrzkomorkowym i uwolnienie tylnej
czesdci migrujacej komorki (trailing edge) (93). Taki
rozktad aktywno$ci proteolitycznej na powierzchni
zawiazku oznacza, ze silna anty-proteolityczna ak-
tywno$¢ CysPAI-1 w pierwszym rzedzie zmienia-
laby aktywno$¢ elementow dominujacych na jego
bocznej powierzchni, co faktycznie potwierdzity
nasze obserwacje (105).

Warto rowniez podkresli¢, ze wPAI-1 pomimo
znaczacego dziatania proangiogennego, ocenia-
nego przez pryzmat rosnacej catkowitej dlugosci
powstajacych zawiazkéw, nie zmienit w zadnym
stopniu ich ksztattu — $redniej powierzchni, czy tez
dhugosci. Wydaje sig jednak, ze sprzeczno$¢ ta ma
charakter pozorny i jest doskonatym przyktadem
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wplywu, jaki na wynik konhcowy ma zastosowanie
odmiennego niz zazwyczaj sposobu obliczania da-
nych. Catkowita dlugos$¢ zawiazkow przypadajaca
na jednostkowy agregat komorek byta uzyskiwana
W niniejszej pracy w wyniku prostego sumowania
dtugosci poszczegdlnych zawiazkow. Tymczasem
wartos¢ §redniej dtugosci jednostkowego zawiazku
powstawala poprzez usrednienie danych jednostko-
wych. W oczywisty sposob obie metody wptywaty
na warto$¢ rozrzutu standardowego, ktory byt
znacznie wyzszy dla usrednianych wartosci jed-
nostkowej powierzchni i dtugosci niz dla sumy jaka
byl parametr catkowitej dlugosci.

Implikacje dla regulacji procesu
formowania przerzutow do pluc

Biatka nalezace do uktadu plazminogen — plazmi-
na, poza efektywna proteoliza okotokomorkowa,
sprawnie reguluja rowniez zalezna od uPAR pola-
ryzacjg ekspresji proteinaz w kontaktach migdzyko-
morkowych i w oddziatywaniu komorki z macierza
lub tez na wiodacym krancu komorki (leading
edge) (2). Dzigki temu gwarantuja $Scisle okreslony
porzadek wydarzen w szerokim spektrum proce-
sow, poczawszy od migracji komorek zapalnych
i nowotworowych w tkankach, przez fizjologiczna
i patologiczna angiogenezg, aZz po procesy rozwo-
ju guza i formowania przerzutéw lokalnych oraz
odlegtych (106). Pozyskanie wariantu 3 CysPAI-1
charakteryzujacego si¢ stabilng aktywnoscia anty-
proteolityczng stwarza mozliwos¢, na poziomie
doswiadczalnym, zneutralizowania zbgdnej aktyw-
nosci uPA, a co za tym idzie przejgcia kontroli nad
przebiegiem wymienionych procesow. Szczegodlnie
interesujaca wydaje si¢ mozliwo§¢ kontrolowania
procesOw rozwoju guza nowotworowego, jego pro-
gresji lokalnej oraz do odlegtych narzadow.

Mechanizmy regulujace powstawanie przerzu-
tow, sa podobnie jak neoangiogeneza — zblizone
w duzej mierze do proceséw migracji komorek w
tkankach. Kluczowa rolg odgrywa w nich punktowa
proteoliza zalezna od plazminy oraz enzymow tra-
wiacych macierz (2). Dlatego tez, bezspornie wy-
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kazana w niniejszej pracy supresyjna aktywnos¢ T
CysPAI-1 wobec proceséw angiogenezy pozwala
mie¢ nadzieje, ze dalsza kontynuacja badan nad za-
stosowaniem genetycznie modyfikowanych warian-
tow PAI-1 zaowocuje w przysztosci opracowaniem
nowych form terapii anty-nowotworowej (107).

Obiecujace wydaja si¢ réwniez wykazane
W niniejszej pracy roznice pomigdzy efektami dzia-
fania PAI-1 w hodowlach $rodbtonka naczyniowe-
go o réznym fenotypie czynno$ciowym. Komorki
endotelium kapilarow ptucnych charakteryzuje
intensywna ekspresja i uwalnianie znacznych ilosci
urokinazy, wielokrotnie wyzszych niz stwierdza sig
w przypadku innych komérek srodbtonka (108). Ta
unikalna charakterystyka nabiera kluczowego zna-
czenia w sytuacji, gdy w ich bezposrednim sasiedz-
twie, w naczyniach wlosniczkowych ptuc pojawiaja
si¢ komodrki nowotworowe, na ogoét intensywnie
eksponujace powierzchni receptory dla urokinazy
(39). Wielokrotnie wykazywano istnienie bezpo-
sredniego zwiazku pomigdzy ekspresja uPA, badz
uPAR na komorkach nowotworowych, a ich zdol-
no$cig metastatyczna (49,60,109,110). Wysoka eks-
presja uPA w skojarzeniu z intensywnym ekspono-
waniem uPAR stanowia przyjazne srodowisko dla
komorek podejmujacych probe przeniknigcia przez
barier¢ blony podstawnej. Wiadomo, ze zdolnos¢
inwazyjna komorek przerzutow jest w duzej mierze
zalezna od wzbudzenia enzymow proteolitycznych,
a wigc wiaze si¢ bezposrednio z aktywno$cia uroki-
nazy i przeksztalceniem plazminogenu do plazmidy
(2,6,93). Obserwowane w niniejszej pracy bardzo
silne dziatanie hamujace BT CysPAI-1, zaréwno
na proces tworzenia zawiazkoéw naczyniowych
przez komorki $rodbtonka kapilarow plucnych,
jak i produkcje/uwalnianie przez nie urokinazy
uzasadnia ostrozne nadzieje na wykorzystanie tych
doswiadczen w przysztosci. Regulacyjna rola PAI-1
we kluczowych procesach decydujacych o postepie
szeroko rozumianej choroby nowotworowej w po-
faczeniu z unikalna struktura BT CysPAI-1 i jego
wysoka efektywnoscia wobec komorek srodblonka
kapilaréw ptucnych stanowi silng argumentacj¢ dla
podjecia dalszych badan w tym kierunku.
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1. Wprowadzenie do struktury biatka PAI-1 pod-

stawnikow cysteinowych zmienia stabilnos$ci
jego konformacji aktywnej, prawdopodobnie
na skutek powstania dodatkowych wiazan
dwusiarczkowych w trzeciorzedowej struktu-
rze biatka. Kluczowe znaczenie dla nasilenia
uzyskanego efektu ma lokalizacja wprowadzo-
nych wigzan, a nie ich liczba. Najefektywniej-
sze dzialanie stabilizujace, zachowujace peina
aktywnos¢ PAI-1 (T, ~6900godzin) zapewnito
wprowadzenie dwoch punktowych mutacji
Cys197-Cys355 zlokalizowanych w gornej
czesci tancuchow A3 1 A5, u podstawy petli
zawierajacego aktywne miejsce czasteczki
PAI-1. Wbrew teoretycznym przewidywaniom
CysPAI-1 z szeScioma punktowymi mutacja-
mi charakteryzowat czas péltrwania o dtugosci
zblizonej do wPAI-1.

. Powstanie =~ mostkow  dwusiarczkowych

w obrebie struktury bialkowej PAI-1 prowadzi
do wydluzenia czasu pottrwania niektorych
bialek CysPAI-1 bez towarzyszacych zmian
w ich aktywnoS$ci antyproteolitycznej wobec
urokinazy oraz wlasciwo$ciach kinetycznych
ocenianych w poréwnaniu do wPAI-1.

. Modyfikowane postaci PAI-1 o przedtuzonym

czasie pottrwania silnie hamujq aktywnos$¢ an-
giogenng komorek $rdédbtonka naczyniowego
niezaleznie od jego fenotypu czynnosciowego,
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modyfikuja réwniez struktur¢ powstajacych
zawiazkow naczyniowych.

. WPAI-1 pozbawiony aktywnosci proteolitycz-

nej wykazuje znaczace dzialanie proangio-
genne wobec komorek $rodbtonka ludzkiej
zyly pepowinowej, lecz nie wobec komodrek
srédblonka ludzkich kapilaréw plucnych.

. Zahamowaniu  aktywno$ci  angiogenenej

komorek srodbtonka pod wptywem zmodyfi-
kowanych biatek PAI-1 towarzyszy znaczace
ograniczenie uwalniania i produkcji urokinazy
przez te komorki, co potwierdza kluczowe
znacznie urokinazy w procesach neowasku-
laryzacji, jak rowniez mechanizmu antypro-
teolitycznego w hamujacym dziataniu PAI-1.
Zaleznosci te potwierdza znaczaco silniejszy
efekt supresyjny wywierany na komorki przez
Cys PAI-1 o niezmiennej w czasie aktywnosci
antyproteolitycznej.

. Komorki $rodbtonka kapilaréw ptucnych cha-

rakteryzuje szczeg6lny fenotyp czynnosciowy
zwiazany z intensywna ekspresja i uwalnia-
niem znacznych ilosci urokinazy. Znaczenie
tego fenotypu dla procesow formowania sig
przerzutow nowotworowych do phuc, jak
rowniez potencjalna rola wPAI-1 i Cys PAI-1
wymagaja dalszych badan.
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STRESZCZENIE PRACY HABILITACYJNEJ

Rola inhibitora aktywatora plazminogenu typu 1 w regulacji aktywnosci angiogennej

komorek srodblonka naczyniowego—implikacje dla regulacji procesu powstawania

przerzutéw nowotworowych do pluc

Inhibitor aktywatora plazminogenu typu 1 (plasmi-
nogen activator inhibitor type-1, PAI-1) jest waznym
elementem decydujacym o zachowaniu fizjologicznej
roéwnowagi ukladow krzepnigcia i fibrynolizy w wa-
runkach in vivo, peilniac kluczowa rol¢ w regulacji
aktywnosci urokinazy (uPA) i powstawania plazminy.
Nieprawidlowa ekspresja PAI-1 stwierdzana jest w wielu
stanach chorobowych, odgrywa réwniez kluczowa role
w procesach rozrostu i inwazji guza nowotworowego
oraz powstawania przerzutow.

Wzrost i rozprzestrzenianie komorek nowotworowych
oraz nieroztacznie z nimi zwiazane procesy angiogenezy
nowotworowej, czyli powstawania nowych naczyn
krwiono$nych pod wpltywem mediatoréw uwalnianych
przez komoérki guza, sa od lat przedmiotem intensyw-
nych badan w celu wyjasnienia rzadzacych nimi zalezno-
$ci, a w efekcie pozyskania mozliwosci bezposredniego
hamowania rozwoju choroby. Jednak mimo wieloletnich
badan nad rola PAI-1 w procesach patogenezy nowotwo-
ru, mechanizm jego dzialania nadal pozostaje niejasny.
Niejednoznaczne wyniki badan doswiadczalnych do-
tyczacych wptywu PAI-1 na kluczowe elementy pato-
mechanizmu rozwoju guza nowotworowego — migracje
i inwazyjno$¢ komoérek nowotworowych, angiogeneze
nowotworowa, oraz powstawanie przerzutow odlegtych
pozostaja w sprzeczno$ci z doniesieniami o kluczowe;j
w wymienionych procesach stymulujacej roli uroki-
nazy, ktorej PAI-1 jest najsilniejszym fizjologicznym
antagonista oraz z silnym dzialaniem antyangiogennym
i przeciwnowotworowym syntetycznych inhibitorow
urokinazy (toksycznych w warunkach in vivo).

Jednoznaczne okreslenie wptywu PAI-1 na wymie-
nione procesy utrudnia przede wszystkim jego unikalna
charakterystyka kinetyczna (T,=1-2 godzin) warunku-
jaca krotki okres pelnej aktywnosci PAI-1 wobec uPA
i utrudniajaca klarowna interpretacj¢ wynikow badan
doswiadczalnych.

W zespole badawczym Departament of Physiology
and Molecular Biology Medical College of Ohio (Stany
Zjednoczone) od lat pracujacym nad zagadnieniami roli
PAI-1 w patogenezie nowotwordw podj¢to prace nad
uzyskaniem zmodyfikowane]j postaci PAI-1 cechujacej
si¢ przedtuzona w czasie aktywnoscia anty-proteolitycz-
na, co pozwoliloby na zweryfikowanie wymienionych
watpliwosci i uzyskanie znaczacego postgpu w rozumie-
niu mechanizméw dziatania PAI-1. Po przeanalizowaniu
budowy czasteczki PAI-1 do jego struktury pierwszorzg-
dowej wprowadzono odpowiednie mutacje punktowe,
tak by zamienniki cysteinowe spontanicznie tworzac
mostki dwusiarczkowe, stabilizowaly struktur¢ biatka
znaczaco wydtuzajac czas jego poéttrwania, czyli okres
efektywnej interakcji PAI-1 z uPA.

Niniejsza praca stanowi kontynuacj¢ projektu. Jej
celem bylo uzyskanie w komorkach kompetentnych eks-
presji zaprojektowanych zmodyfikowanych biatek PAI-1
zawierajacych podstawniki cysteinowe oraz ich izolacja
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W czystej postaci, a nastgpnie dokonanie pelnej analizy
ich aktywno$ci anty-proteolitycznej i wlasciwosci kine-
tycznych w poréwnaniu do natywnej postaci (wPAI-1), a
w dalszych etapach przebadanie wlasciwosci biologicz-
nych w tescie angiogenezy in vitro.

Wykorzystujac nowoczesne techniki biologii mole-
kularnej uzyskano w sumie siedem zaprojektowanych
wariantoéw zmodyfikowanych form PAI-1 r6zniacych sig
liczba i lokalizacja wprowadzonych wiazan dwusiarcz-
kowych. Analiza ich wtasciwosci anty-proteolitycz-
nych i kinetycznych wykazala, ze powstanie mostkow
dwusiarczkowych w obrgbie struktury biatkowej PAI-1
prowadzita do umiarkowanego, badz znacznego wydtu-
zenia czasu pottrwania jedynie czgsci zmodyfikowanych
biatek CysPAI-1, a kluczowe znaczenie dla nasilenia
uzyskanego efektu miata lokalizacja zamiennikéw cy-
steinowych i wprowadzonych wigzan, a nie ich liczba.
Najefektywniejsze dziatanie stabilizujace, zachowu-
jace pelna, niezmienna w czasie, aktywno$¢ PAI-1
(T,, ~ 6900godzin) zapewnito wprowadzenie dwoch
punktowych mutacji zlokalizowanych w gornej czgsci
fancuchow A i B, u podstawy lancucha zawierajacego
aktywne miejsce czasteczki PAI-1. Natomiast CysPAI-
1 z szeScioma punktowymi mutacjami charakteryzowat
czas poOltrwania o dlugosci zblizonej do wPAI-1. Wy-
kazano réwniez, ze wprowadzenie do struktury biatka
PAI-1 podstawnikow cysteinowych zmienia stabilnosci
jego konformacji aktywnej, prawdopodobnie na sku-
tek powstania dodatkowych wiazan dwusiarczkowych
w trzeciorzegdowej strukturze biatka. Nie powoduje jed-
nak zmian w ich aktywnosci anty-proteolitycznej wobec
urokinazy oraz wlasciwos$ciach kinetycznych ocenianych
w porownaniu do wPAI-1.

Oceny aktywnosci biologicznej zmodyfikowanych
biatek PAI-1 wobec komorek $rodbtonka naczyniowego
dokonano w tescie angiogenezy in vitro wykorzystujac
komorki $roédbtonka naczyniowego o zrdéznicowanym
fenotypie czynnosciowym — komorki $réodbtonka ludz-
kiej zyty pgpowinowej (HUVEC) i komorki srodbtonka
kapilarnych naczyn ptucnych (HLMVEC). Wykazano,
ze modyfikowane postaci PAI-1 o przedluzonym czasie
pottrwania silnie hamuja aktywno$¢ angiogenna komorek
srodbtonka naczyniowego niezaleznie od jego fenotypu
czynno$ciowego, modyfikujac strukture powstajacych
zawiazkoéw naczyniowych — ich dlugos¢ i powierzchnig.
Uzyskany efekt hamujacy byt zalezny od dawki, jak row-
niez czasu pottrwania aktywnej postaci zmodyfikowane;j
formy PAI-1. Najsilniejsze dziatanie wykazywata postac
CysPAI-1 charakteryzujaca si¢ stabilna, niezmienna
w czasie aktywnoscia anty-proteolityczna. Nalezy réw-
niez podkresli¢c, ze wPAI-1 pozbawiony aktywnosci
proteolitycznej wykazywal znaczace dziatanie proan-
giogenne wobec komorek ludzkiego $rodbtonka zyly
pgpowinowej, ale nie wobec komorek ludzkiego $rod-
btonka kapilarow ptucnych, co wynikato z odmienne;j
charakterystyki czynno$ciowej tych komorek. Powyz-
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sza obserwacja wydaje si¢ by¢ waznym przyczynkiem
w analizie niejednoznacznych wynikow czesci doniesien
dotyczacych roli PAI-1 w patogenezie nowotworow.

Wykazano ponadto, ze zahamowaniu aktywnosci
angiogenenej komorek §rodbtonka pod wplywem zmo-
dyfikowanych bialek PAI-1 towarzyszyto znaczace ogra-
niczenie uwalniania i produkcji urokinazy. Obserwacja ta
potwierdzita kluczowe znacznie urokinazy w procesach
neowaskularyzacji, jak rowniez mechanizmu anty-pro-
teolitycznego w hamujacym dziataniu PAI-1, uzasadnia
réwniez znaczaco silniejszy efekt supresyjny wywierany
na komorki przez Cys PAI-1 o niezmiennej w czasie ak-
tywno$ci antyproteolityczne;.

W czgéci badan in vitro przeprowadzonych w ramach
niniejszej pracy wykorzystano komorki $rodbtonka

Streszczenie

kapilarow plucnych charakteryzujace sig¢ szczegdlnym
fenotypem czynnosciowym zwigzanym z intensywna
ekspresja 1 uwalnianiem znacznych ilosci urokinazy.
Wydaje si¢ on mie¢ kluczowe znaczenie dla procesow
formowania si¢ przerzutéw nowotworowych do pluc ze
wzgledu na istnienie bezposredniego zwiazku pomigdzy
ekspresja powierzchniowych receptorow dla urokinazy
na komorkach nowotworowych, a ich inwazyjnos$cia.
Silne dziatanie supresyjne badanych zmodyfikowanych
postaci PAI-1 o przedluzonym czasie dziatania na aktyw-
nos¢ angiogenng i produkcj¢ oraz uwalnianie urokinazy
przez komorki srodbtonka kapilaréw plucnych uzasadnia
dalsza kontynuacje badan i pozwala mie¢ nadziej¢ na za-
stosowanie zmodyfikowanych postaci PAI-1 do prac nad
uzyskaniem nowych terapii przeciwnowotworowych.

Joanna Chorostowska-Wynimko

The role of plasminogen activator inhibitor type-1 in the regulation of endothelial cells

activity — implications for the lung metastasis formation control.

Plasminogen activator inhibitor type-1 (PAI-1), is a
unique member of serpin (serine proteinase inhibitors)
superfamily, the primary regulator of plasminogen acti-
vation and therefore essential factor regulating physio-
logical thrombotic/fibrinolytic balance in vivo. PAI-1 is
considered one of the key regulators of tumor invasion
and metastasis, as well as cancer-related angiogenesis,
moreover its abnormal expression has been reported in
many other human diseases.

Although PAI-1 decisive role in number of patho-
logies including tumor growth and neovascularization
has been commonly accepted, detailed mechanism of its
action needs further clarification. In particular, the con-
tradictory results concerning its role in cancerogenesis
are most inconsistent with the significant stimulatory
effect of urokinase (uPA) — strongly and specifically
inhibited by PAI-1 as well as proven anti-angiogenic
and anti-metastatic activity of synthetic uPA inhibitors.
It was repeatedly suggested that unique kinetic PAI-1
characteristics, mainly its short half-life time (T,=1-2
hours) might considerably affect the experimental data.
Therefore, it was proposed by Jankun et al that substi-
tuting certain aminoacids with cysteine residues might
produce disulfide bridges stabilizing PAI-1 molecule in
the active conformation. Presentabi first as a practical
eksperimental confimersi of this higt posidis.

Its aim study was to express and isolate the modified
CysPAI-1 proteins, analyze their anti-proteolytic activity
and kinetic characteristics as well as examine biological
activity, specifically PAI-1 — endothelial cells interac-
tion.

The evaluation of seven constructed CysPAI-1s pro-
perties has proven that the localization of disulfide bonds
but not their number was decisive in achieving the stabi-
lization of PAI-1 active conformation and prolonging its
half-life time. Introduction of Cys197-Cys355 residues
at the top of the B-sheet produced the CysPAI-1 charac-
terized by the stable anti-proteolytic activity towards
urokinase (T, ~ 6900 hours), while the CysPAI-1 with
maximal number of six point mutations presented T,
equivalent to wPAI-1 half-life time. It was proven as well
that Cys residues did not affect the Cys PAI-1s kinetic
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properties as compared to wPAI-1.

The biological activity of CysPAI-1 characterized by
the prolonged half-life time and specifically PAI-1 — en-
dothelial cell interaction has been analyzed in the in vitro
sprout formation assay using two functionally different
EC systems — human umbilical vein endothelial cells
(HUVECSs) and human lung microvascular endothelial
cells (HLMVECs). Examined CysPAI-1s significantly
inhibited the in vitro angiogenic activity of both HUVEC
and HLMVEC cells, modifying as well the newly-for-
med sprouts structure — their length and area. The exerted
effect was dose-dependent and stronger for the CysPAI-1
characterized by the longest T, with stable-in-time anti-
proteolytic activity. Moreover, it was paralleled by the
corresponding suppression of the urokinase production
and release by the endothelial cells.

The wPAI-1 effect was diverse, with dose-dependent
induction of sprout formation by HUVECs and no signi-
ficant effect in HLMVECs cultures. This observation
might prove important in understanding contradictory
experimental data concerning the PAI-1 effect on tu-
morigenesis es demonstrat divergent wPAI-1 effects in
functionally different settings.

Similarly, of particular interest seems the distinctive
inhibitory effect of CysPAI-1 characterized by the pro-
longed anti-proteolytic activity on the lung capillaries
endothelial cells representing specific functional cha-
racteristics — ability to express and produce extremely
high amounts of uPA. Direct relationship between the
expression of urokinase receptors on the cancer cells
and their invasiveness as well as HLMVECs strategic
position in the lungs as a first-line cells interacting with
metastasizing cancer cells further on proves exceptional
importance of CysPAI-1 phenomenon. Therefore, further
studies on the implementation of modified PAI-1 forms
might prove extremely valuable for the development of
the new anti-tumor treatments.
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