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Fenotyp komdrek warunkuje antyproliferacyjne dziatanie PAI-1 —
hamujacy wplyw na aktywnos$¢ proliferacyjng komorek raka ptuca

Cell phenotype determines PAI-1 antiproliferative effect — suppressed
proliferation of the lung cancer but not prostate cancer cells
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Abstract
Introduction: Plasminogen inhibitor activator type 1 (PAI-1) is an important regulator of tumor growth and metastasis
formation acting directly via specific urokinase complexing or indirectly due to its affinity to vitronectin. We have shown
previously that PAI-1 modifies angiogenic activity of endothelial cells in a dose-dependent manner but also in close relation-
ship to the cell phenotype. Present study aimed on evaluating the PAI-1 effect on the proliferative activity of lung cancer cells
(A549), prostate cancer cells (DU145) as well as endothelial cells (HUVEC).
Results: Mutated PAI-1 (1, 10, 100 ug/ml) characterized by the prolonged antifibrinolytic activity (T;, ~ 7000 h) inhibited
proliferation of lung cancer A549 cells in a dose-dependent (p < 0.001) and time-dependent (p < 0.001) manner. No
significant effect on the DU145 prostate cancer cells has been observed except of the 72 h cultures with highest PAI-1
concentration (100 ug/ml) (p < 0.001). Proliferative activity of endothelial cells (HUVEC) was affected by 100 pg/ml PAI-1
only, and independent of the culture period (24, 48 and 72 h, p < 0.001).
Conclusion: Plasminogen inhibitor activator type 1 modulates cell proliferation via antifibrynolitic mechanizm time- and
dose-dependently, however final outcome is strongly affected by the cell phenotype.
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Streszczenie

Wstep: Inhibitor aktywatora plazminogenu typu 1 (PAI-1) jest waznym regulatorem procesu wzrostu guza i tworzenia
przerzutéw nowotworowych, dziatajac poprzez bezposrednie hamowanie urokinazy (mechanizm antyfibrynolityczny)
oraz niezaleznie od kinaz poprzez powinowactwo z witronektyng. Autorzy pracy w poprzednim badaniu wykazali, ze
PAI-1 modyfikuje aktywno$¢ angiogenng komarek $rédbtonka w stopniu zaleznym od jego stezenia, jak rowniez fenoty-
pu komérek. Celem niniejszej pracy byfa ocena wptywu PAI-1 na aktywno$¢ proliferacyjng linii komérek nowotworo-
wych — raka ptuca (A549) i raka gruczotu krokowego (DU145), a takze komérek strukturalnych — $rédbtonka naczy-
niowego (HUVEC).

Wyniki: Zmutowana posta¢ PAI-1 (1, 10, 100 ug/ml) charakteryzujgca sie znaczaco przediuzong aktywnoscia antyfibrynoli-
tyczng (T, ~ 7000 godz.) w stopniu wyraznie zaleznym od dawki (p < 0,001) i czasu (p < 0,001) znamiennie hamowata
aktywno$¢ proliferacyjng komoérek raka ptuca A549. Natomiast istotny wptyw PAI-1 na aktywno$¢ proliferacyjng komérek
raka gruczotu krokowego DU145 wykazano tylko dla najwyzszego uzytego stezenia (100 ug/ml) i tylko po 72 godzinach
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hodowli (p < 0,001). Aktywno$¢ proliferacyjna komérek $rédbtonka (HUVEC) byta hamowana jedynie przez dawke 100 ug/ml

PAI-1 po 24, 48 i 72 godzinach hodowli.

Whiosek: Inhibitor aktywatora plazminogenu typu 1 moduluje aktywno$¢ proliferacyjng komérek w mechanizmie hamowa-
nia urokinazy w stopniu $cisle zaleznym od fenotypu komdrek, czasu dziatania i dawki.

Stowa kluczowe: inhibitor aktywatora plazminogenu typu 1, rak ptuca, rak gruczotu krokowego, komarki srédbtonka

Wstep

Inhibitor aktywatora plazminogenu typu 1
(PAI-1, plasminogen activator inhibitor-1) jest naj-
silniejszym fizjologicznym inhibitorem kinaz akty-
wujacych plazminogen — urokinazy (uPA, uroki-
nase plasminogen activator) oraz tkankowego akty-
watora plazminogenu (tPA, tissue plasminogen ac-
tivator). Decyduje on o zachowaniu fizjologicznej
rownowagi ukltadéw krzepniecia i fibrynolizy w wa-
runkach in vivo [1]. Nieprawidlowa ekspresja PAI-
1 jest stwierdzana w wielu stanach chorobowych,
odgrywa réwniez kluczowa role w rozwoju nowo-
tworu [2, 3]. Wyniki wieloletnich badan nad udzia-
fem PAI-1 w tych procesach pozwolily lepiej zro-
zumie¢ zlozona nature jego udzialu we wzroscie
guza nowotworowego i jego interakcji z otaczajacy-
mi tkankami [4]. Jak wspomniano, PAI-1 jest najsil-
niejszym, wysoce swoistym inhibitorem urokinazy,
ktéra odgrywa kluczowsq role w procesach migracji
i inwazyjnosci komérek nowotworowych, warun-
kujac wzmozona aktywnos$¢ plazminogenu na ich
powierzchni i inicjujac kaskadowa reakcje proteoli-
zy, prowadzaca do rozpadu wiazan miedzy bialka-
mi macierzy zewnatrzkomérkowej oraz kontaktéw
miedzykomoérkowych [5]. Urokinaza, dzialajac
w powiazaniu ze swoistym receptorem zlokalizowa-
nym na powierzchni komoérek (uPAR, urokinase
receptor), zyskuje tez wyjatkowa chemokinopo-
dobna charakterystyke, wszechstronnie regulujac
nie tylko migracje, ale réwniez zwigzane z nig pro-
cesy zmiany ksztattu komérek, adhezji, chemotak-
sji oraz inwazji macierzy zewnatrzkomérkowe;j. In-
hibitor PAI-1 bezposrednio wygasza aktywno$¢ pro-
teolityczna uPA oraz jej dzialania chemokino- i ad-
hezynopodobne oraz wydatnie skraca czas péttrwa-
nia tego biatka. Poprzez kompetycyjne oddziatywa-
nie z witronektyna uniemozliwia réwniez interak-
cje ze swoistym receptorem, hamujac w ten sposéb
zalezne od urokinazy procesy adhezji i migracji [1].
Istotny wptyw PAI-1 na te procesy obserwuje sie
w warunkach fizjologicznej homeostazy, kiedy efek-
tywnie blokuje on kolejne etapy przemian umozli-
wiajacych przemieszczanie sie komoérek w tkankach,
uruchamia réwniez mechanizmy pozwalajace na po-
nowne wzbudzenie tych proceséw, gwarantujace za-
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chowanie miedzy nimi dynamicznej réwnowagi. Od-
dzialywanie PAI-1 z uPA podlega w tych warunkach
cigglym zmianom, a jego efekt zalezy zar6wno od
ilosciowej przewagi jednego z tych bialek, jak
i wplywu innych czynnikéw biologicznych.

W poprzednich doniesieniach autorzy wykaza-
li, ze aktywno$¢ biologiczna PAI-1 pozostaje w §ci-
stym zwiazku z jego stezeniem w badanym uktadzie
(tkanka, hodowle komérkowe), ale réwniez z czasem
poltrwania, posrednio odzwierciedlajgcym aktywnosé
antyfibrynolityczna PAI-1, a wiec zdolno$¢ do wcho-
dzenia w reakcje z uPA w czasie. I tak zdolnos¢ od-
dzialywania PAI-1 na proces powstawania paczkéw
naczyniowych byla wprost zalezna od czasu jego p6l-
trwania. Bialko zmutowane o znaczaco przedtuzonej
aktywnosci antyfibrynolitycznej wykazywato zalezny
od dawki silny efekt hamujacy, podczas gdy biatko
dzikie o krétkim czasie p6lttrwania stymulowato pro-
ces angiogenezy réwniez w sposéb zalezny od steze-
nia PAI-1 w uktadzie doswiadczalnym [6-8].

Celem niniejszego projektu byta ocena znacze-
nia opisanych elementow — czasu pottrwania
i stezenia — na modulacyjny wplyw zmutowanej
postaci PAI-1, charakteryzujacej sie znaczgco
przedluzona aktywnos$cia antyfibrynolityczng (T,, =
= 7000 godz.), wobec aktywno$ci proliferacyjnej
komérek réznych linii nowotworowych — raka
pluca, raka gruczotu krokowego oraz komoérek
srédblonka naczyniowego [6].

Materiat i metody

Hodowle komérkowe

Linie komoérkowe ludzkiego niedrobnokomérko-
wego raka pluca A549 (CCL-185), raka gruczotu kro-
kowego DU145 (ATCC, Manassas, VA, USA) oraz
komérki srédbtonka ludzkiej zyly pepowinowej (HU-
VEC, human umbilical vein endothelial cells) (Cam-
brex Inc., East Rutherford, NJ, USA) hodowano do
momentu osiggniecia konfluentnego wzrostu w me-
diach hodowlanych: komérki nowotworowe w pod-
fozu Ham F12 (Sigma) lub RPMI 1640 (Sigma) z do-
datkiem 2 mM L-glutaminy (Sigma) i 10% plodowe;j
surowicy bydlecej (FBS, fetal bovine serum) (Sigma)
oraz antybiotykéw (Antibiotic-Antimycotic, Gibco),
komoérki HUVEC w podtozu EGM-2MV (Cambrex Inc,
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USA), w komorze hodowlanej, w temperaturze 37°C
oraz wilgotnej atmosferze z 5% CO, (Sony, Japonia).

Komérki ptukano PBS (phosphate-buffered sa-
Iine) bez jonéw Ca2+ i Mg2+ i trypsynizowano w
roztworze 0,05% trypsyny (Gibco) oraz okreslano
ich gesto$¢ metoda hemocytometryczna, nastepnie
wysiewano na plytki 96-dotkowe w liczbie 4000
komérek/dotek (A549, DU145) lub 5000 komoérek/
/dotek (HUVECQ). Po 48 godzinach hodowli po uzy-
skaniu wzrostu konfluentnego wymieniano podto-
ze, dodawano PAI-1 w stezeniach: 1, 10, 100 ug/ml,
w trzech powtérzeniach. Hodowle prowadzono
przez 24, 481 72 godziny w standardowych warun-
kach. Kazde doswiadczenie powtarzano 3-krotnie.

Aktywnos¢ proliferacyjna komorek

Aktywno$¢ proliferacyjna komérek nowotwo-
rowych oceniano po 24, 48 i 72 godzinach od mo-
mentu dodania PAI-1, stosujac komercyjny zestaw
EZ4Y cytotoxicity assay (Biomedica). Analize wy-
konywano zgodnie z zaleceniami producenta.
W skrécie, po dodaniu substratu w ilo$ci odpowia-
dajacej 10% objetosci mediéw hodowlanych i in-
kubacji w 37°C, 5% CO, przez 2 godziny, ptytki wy-
trzasano 5 minut przy 300 rpm i dokonywano po-
miaru absorbancji przy dlugosci fali 450 nm (czyt-
nik Infinite M200, Tecan).

Aktywnosé proliferacyjna komérek sr6dbton-
ka oceniano po 24, 48 i 72 godzinach od momentu
dodania PAI-1, stosujac test z czerwienia obojetna,
zestaw In Vitro Toxicology Assay Kit Neutral Red
Based (Sigma-Aldrich, Polska). Analize wykony-
wano zgodnie z zaleceniami producenta. W skré-
cie, po dodaniu roztworu czerwieni obojetnej

w ilo$ci odpowiadajacej 10% objetosci mediéw ho-
dowlanych, ptytki inkubowano w 37°C, 5% CO,
przez 2 godziny, pozywke usuwano, a komérki
plukano odczynnikiem utrwalajagcym, poddawano
dziataniu 100 ml substancji rozpuszczajacej. Po-
miaru absorbancji dokonywano przy dlugosci fali
540 nm (czytnik Infinite M200, Tecan).

Wyniki przedstawiono jako procent kontroli
(kontrole stanowily komdrki rosngce w standardo-
wym medium hodowlanym odpowiednim dla da-
nej linii, bez dodatku PAI-1).

Wyniki

Zmutowana posta¢ PAI-1 charakteryzujaca sie
znacznie przediuzona aktywnos$cia antyfibrynoli-
tyczna w istotny sposéb hamowata aktywno$¢ proli-
feracyjng komérek A549 raka pluca wraz ze wzro-
stem jej stezenia w hodowli (tab. 1). Aktywnos¢ pro-
liferacyjna komoérek A549 hodowanych w obecno-
§ci 100 pug/ml PAI-1 byta znaczaco nizsza w poréw-
naniu z hodowla z dodatkiem 1 ug/ml (p < 0,001)
juz po 24 godzinach. Hamujacy efekt PAI-1 nasi-
lat sie z uptywem czasu, byl znamiennie wiekszy
po 48 i 72 godzinach hodowli.

W hodowlach komérek raka gruczotu krokowe-
go DU145 nie obserwowano efektu hamowania za-
leznego od dawki i czasu. Jedynie komérki poddane
dzialaniu najwyzszego stezenia PAI-1 (100 ug/ml)
przez 72 godziny wykazywaly pewien spadek ak-
tywnoéci proliferacyjnej w stosunku do pozosta-
tych hodowli (1, 10 ug/ml) (p < 0,001).

Aktywno$¢ proliferacyjna komérek sr6dbton-
ka ludzkiej zyty pepowinowej byla w istotny spo-

Tabela 1. Wptyw zmutowanej formy PAI-1 o diugim czasie péitrwania (PAI-1 VLHL [very long half-life]) na aktywnos$¢ proli-
feracyjng komérek linii A549 raka ptuca oraz linii DU145 gruczotu krokowego

Table 1. The effect of mutated PAI-1 with long half-life time (PAI-1 VLHL) on the proliferation activity of A549 lung cancer

cells and DU145 prostate cancer cells

PAI-1 VLHL [pg/ml]

Proliferacja wzgledem kontroli (%)
/Proliferation compared with control (%)

X = SD
A549 24h 48 h 12h
1 105,67 = 5,53 101,81 = 3,02° 92,26 = 3,02%*
10 95,45 + 1,38’ 90,82 = 3,55 69,68 + 4,40"°
100 86,42 =+ 2,43'* 70,62 + 1,19"23 53,68 =+ 3,09"%%*
DU145 24h 48 h 12h
1 103,54 + 5,28 98,00 = 1,33 102,64 = 0,72
10 99,73 = 1,06 96,66 = 2,31 102,24 = 5,57
100 97,00 = 5,19 93,43 = 5,52 91,18 = 5,10"°

'p < 0,001 w poréwnaniu z komérkami hodowanymi w obecnosci PAI-1 1 ug/ml; p < 0,001 w poréwnaniu z komérkami hodowanymi w obecnosci PAI-1 10 ug/ml;
*p < 0,001 w poréwnaniu z hodowlg 24 godz.; * < 0,001 w poréwnaniu z hodowlg 48 godz.; °p < 0,01 w poréwnaniu z komérkami hodowanymi w obecno$ci PAI-1 10 ug/ml;

SD (standard deviation) — odchylenie standardowe
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Tabela 2. Wptyw zmutowanej formy PAI-1 o diugim czasie péttrwania (PAI-1 VLHL [very long half-life]) na aktywnos$¢ proli-

feracyjna komoérek srodbtonka ludzkiego

Table 2. The effect of mutated PAI-1 with long half-life time (PAI-1 VLHL) on the proliferation activity of human endothelial cells

PAI-1 VLHL [pg/ml]

Proliferacja wzgledem kontroli (%)
/Proliferation compared with control (%)

X *= SD
HUVEC 24 h 48 h 72h
n=9 1 96,95 + 3,93 99,16 + 3,38 93,25 + 7,65
10 89,06 = 1,67 92,39 = 7,15 91,25 + 7,95
100 79,52 + 8,00"* 79,69 + 3,45"3 74,64 + 12,05%*

'p < 0,001 w poréwnaniu z komérkami hodowanymi w obecnosci PAI-1 1 ug/ml; ’p < 0,01 w poréwnaniu z komérkami hodowanymi w obecnosci PAI-1 1 ug/ml; *p < 0,001
w poréwnaniu z komdrkami hodowanymi w obecnosci PAI-1 10 ug/ml; *p < 0,01 w poréwnaniu z komérkami hodowanymi w obecnosci PAI-1 10 ug/ml; SD (standard devia-

tion) — odchylenie standardowe

s6b hamowana przez PAI-1w stezeniu 100 pg/ml
juz po 24 godzinach, efekt ten obserwowano réw-
niez w kolejnych dobach hodowli po 48 i 72 go-
dzinach (tab. 2). Hamujacy efekt PAI-1 nie wyka-
zywal dynamiki w czasie.

Dyskusja

Mikroérodowisko tkankowe, w ktérym namna-
zaja sie komoérki nowotworowe, charakteryzuje
bardzo duza dynamika, wynikajaca z rozchwiania
ogblnoustrojowej oraz lokalnej homeostazy czyn-
no$ciowej w organizmie chorego, jak réwniez
z indywidualnych cech tych komérek — fenotypu
nowotworu. W sposéb szczegélny zjawisko to do-
tyczy PAI-1, ktéry jest elementem wyjatkowo
skomplikowanego ukladu zaleznosci, bardzo skré-
towo okres$lanego jako oddzialywanie PAI-1 po-
przez uPA lub tez poprzez witronektyne [1].
W rzeczywistos$ci interakcje biatek w ramach tego
systemu biologicznego sg znacznie bardziej ztozo-
ne, a aktualna wiedza tylko w niewielkim stopniu
pozwala zrozumie¢ stopienn komplikacji wzajem-
nych oddzialywan na poziomie bialek i genéw.
Odzwierciedlaja to istotne sprzecznosci w publi-
kowanych wynikach badan nad wplywem PAI-1
na aktywno$¢ angiogenna komérek nowotworo-
wych. Silny stymulujgcy wplyw urokinazy i jej
receptora na ogét uwaza sie za pewnik, natomiast
rola PAI-1 w tych procesach jest nadal dyskutowa-
na, a wyniki badan do§wiadczalnych zr6znicowa-
ne [9-13]. Wydaje sie, ze Zrodlem tych rozbiezno-
sci jest wysoki stopien skomplikowania wzajem-
nych powiagzan miedzy PAI-1 a pozostalymi ele-
mentami ukladu plazminogen-plazmina, ale réw-
niez bardzo zréznicowane oddziatywania innych
cytokin i mediatoréw uwalnianych przez komor-
ki, stosownie do ich charakterystyki fenotypowej
[14]. Warto tez pamietac o licznych ograniczeniach

technicznych stosowanych modeli do§wiadczalnych
in vitro i in vivo oraz o problemach wynikajacych
z bardzo krétkiego czasu péttrwania dzikiej formy
PAI-1 (T,, = 60 min) i z niezadowalajacej stabilno-
$ci uzyskanych dotad zmodyfikowanych form PAI-1
(max T, = 145 godz.) [15]. Bardzo dtugi czas péltr-
wania stworzonej przez autorow zmutowanej posta-
ci PAI-1 (T,, ~ 7000 godzin) pozwala unikna¢ cze-
$ci sposrod wymienionych wczesniej probleméw
technicznych i nie pozostawia watpliwosci odnosnie
do aktywnoéci biatka PAI-1 w hodowli, jak réwniez
mechanizmu, w ktérym oddziatuje na komérki.

W niniejszej pracy analizowano wplyw PAI-1
na aktywnos¢ proliferacyjna komoérek nowotworo-
wych — linii A549 raka pluca oraz DU145 raka
gruczolu krokowego — uzyskujac ich znaczaco
r6zna odpowiedZ na obecnos$¢ tego biatka w mi-
krosérodowisku hodowlanym. W dostepnym pi-
$miennictwie brakuje badan na temat wplywu PAI-
1 na aktywno$¢ proliferacyjna linii A549, a takze
innych linii raka pluca. Posrednie dane pochodza
z prac, w ktérych analizowano wplyw TGF-g
(transforming growth factor beta) na proliferacje ko-
morek raka ptuca, wykazujac, ze antyproliferacyj-
ne dziatanie tej cytokiny odbywa sie poprzez wzbu-
dzenie uwalniania PAI-1 i zanika w razie zahamo-
wania jego syntezy [14]. Bardzo interesujacy wy-
daje sie wykazany przez autoréw znamienny zwia-
zek miedzy stezeniem PAI-1 i czasem jego oddzia-
tywania na stopienn zahamowania proliferacji ko-
morek A549. Zalezno$¢ ta przekonujaco potwier-
dza, ze kluczowym mechanizmem regulujacym
aktywnos¢ proliferacyjna komoérek A549 jest inte-
rakcja miedzy PAI-1 i uPA, a wiec mechanizm an-
typroliferacyjny. Wiadomo skadinad, ze komérki
A549 nalezg do typowych ,producentéw” uPA,
natomiast uwalnianie uPA jest silnie stymulowa-
ne przez hipoksje [16]. Fakt ten moze stanowi¢
interesujace pole do dalszych badan, nalezy bo-
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wiem zalozyé¢, ze antyproliferacyjne dziatanie PAI-1
jest znaczgco modyfikowane w obecno$ci nadmia-
ru uPA w mikrosrodowisku (uPA-PAI-1 tworza
kompleks w stosunku 1:1) [1].

W przeciwienstwie do linii raka pluca, ko-
morki raka gruczotu krokowego DU145 charakte-
ryzowala znaczgca oporno$¢ wobec zmutowanej
postaci PAI-1 o dlugim czasie dziatania. Poza naj-
wyzsza dawka PAI-1 po 72 godzinach hodowli nie
wykazano istotnego wptywu na aktywno$¢ proli-
feracyjna tych komérek. Wprawdzie Soff i wsp.
[10] opisali hamujace dziatanie PAI-1 na wzrost
pierwotnego guza i tworzenie przerzutow u my-
szy po wszczepieniu komoérek raka gruczotu kro-
kowego, jednak kolejni badacze potwierdzili, ze
efekt ten jest zwigzany z silnym dziataniem pro-
apoptotycznym PAI-1 wobec komoérek srodbton-
ka naczyniowego i efektem antyangiogennym [17,
18]. Takze zaobserwowane przez autoréw niniej-
szej pracy antyproliferacyjne dzialanie PAI-1
wobec komoérek srodbtonka naczyniowego pozo-
staje w zgodzie z cytowanymi doniesieniami
o antyangiogennym dziataniu tego biatka wynika-
jacym gléwnie z jego dzialania antyfibrynolitycz-
nego. Wyniki tej pracy sa ro6wniez zbiezne z ob-
serwacjami innych autor6w hamujgcego wpltywu
PAI-1 na procesy gojenia srédbtonka naczyn po
interwencji chirurgicznej czy tez zaburzen proli-
feracji komoérek sr6dbtonka w warunkach in vitro
[19, 20]. Niniejsza analiza dobitnie potwierdza
wysoki poziom trudnos$ci badan nad biologiczna
rola PAI-1, podkreslajac wielo§é elementéw istot-
nie wplywajacych na biologiczny efekt dzialania
tego biatka. Wykazano, ze PAI-1 moduluje aktyw-
no$c¢ proliferacyjng komoérek w mechanizmie ha-
mowania urokinazy w stopniu $ciéle zaleznym od
czasu dziatania i dawki, ale réwniez fenotypu ko-
moérek. Ten ostatni zwiazek wskazuje tez na ko-
nieczno$¢ zachowania daleko idgcej ostrozno$ci
w interpretowaniu wynikéw badan nad komérka-
mi o zr6znicowanym pochodzeniu.
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