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Streszczenie: Bia³ko aktywuj¹ce fibroblasty a (FAPa) nazywane tak¿e sepraz¹ zaliczane jest do typu II
integralnych bia³ek b³onowych. FAPa/sepraza zakotwiczona w b³onie komórkowej wykazuje aktyw-
no�æ peptydazy serynowej i aktywno�æ ¿elatynolityczn¹. FAPa nale¿y do podrodziny S9B post-
prolilowych aminopeptydaz dipeptylowych (dipeptylopeptydaz post-prolilowych) peptydaz seryno-
wych. Do podrodziny tej oprócz FAPa/seprazy nale¿y tak¿e dipeptylopeptydaza IV (DPPIV). Ak-
tywne FAPa jest homodimerem o masie cz¹steczkowej 170 kDa, w sk³ad którego wchodz¹ dwie podjed-
nostki ka¿da o masie cz¹steczkowej 97 kDa. FAPa mo¿e tak¿e tworzyæ heteromeryczny aktywny
kompleks enzymatyczny z DPPIV. Oba kompleksy enzymatyczne mog¹ braæ udzia³ w proteolizie
sk³adników macierzy pozakomórkowej (ECM). Oprócz zdolno�ci do enzymatycznej degradacji niektó-
rych komponentów macierzy pozakomórkowej, FAPa kontroluje wzrost fibroblastów i interakcje po-
miêdzy nab³onkiem a mezenchym¹ podczas embriogenezy, a tak¿e procesy naprawy tkanek i kanceroge-
nezy. Bia³ko to jest indukowalnym antygenem ulegaj¹cym selektywnej ekspresji na aktywowanych
fibroblastach podczas procesów gojenia tkanek, swoistych dla nowotworów fibroblastach (CAFs), pod-
czas tworzenia przerzutów raków nab³onkowych oraz na komórkach niektórych nowotworów z³o�li-
wych. Proces gojenia tkanek i kancerogenezy wykazuj¹ pewne podobieñstwa. Wiele czynników wzro-
stu, cytokin i proteaz, które produkowane s¹ przez komórki nowotworowe podczas transformacji i
progresji nowotworów, bierze udzia³ w procesach gojenia i w³óknienia tkanek. FAPa jest markerem
miofibroblastów obecnych zarówno podczas gojenia tkanek, procesów w³óknienia czy procesu nowo-
tworzenia. Nadekspresja FAPa jest tak¿e charakterystyczna dla keloidów (bliznowców), ³agodnych
rozrostów nowotworowych tkanki ³¹cznej, bêd¹cych konsekwencj¹ nieprawid³owego procesu gojenia.

S³owa kluczowe: Bia³ko aktywuj¹ce fibroblasty a (FAPa), sepraza, fibroblasty, miofibroblasty, fibrobla-
sty zwi¹zane z nowotworami (CAFs), metaloproteinazy macierzy pozakomórkowej (MMPs), ¿elaty-
nazy, gojenie tkanek, w³óknienie, kancerogeneza.

Summary: Fibroblast activation protein a (FAPa) also known as seprase belongs to type II integral
membrane proteins. FAPa/seprase bounded to cell membrane is serine proteinase with gelatinase activity.
Serine proteases family included among others S9B post-prolyl dipeptidyl aminopeptidase subfamily.
Besides FAPa/seprase, to S9B subfamily belongs dipeptidyl peptidase IV (DPPIV). Catalytically active
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FAPa is a 170 kDa homodimer, consisting of two 97 kDa subunits. FAPa besides homodimers also forms
heteromeric, catalytically active complexes with DPPIV. Both protease complexes play a role in the
degradation of extracellular matrix components (ECM). FAPa besides degradation of selected ECM
components controls fibroblasts growth and epidermis � mesenchyme interaction during embriogenesis,
as well as tissue repair and carcinogenesis. This protein is an inducible antigen that is selectively expressed
in activated fibroblasts during wound healing, in carcinoma-associated fibroblasts (CAFs) during metasta-
sis of epithelial cancers and in cells of some malignant tumors. Wound healing and cancerogenesis exhibit
similarities at some points. Many growth factors, cytokines and proteases produced by cancer cells
during cancerogenesis and tumor metastasis also play essential role in wound healing and tissue fibrosis.
FAPa is a myofibroblast marker. Myofibroblasts are present during wound healing, tissues fibrosis as
well as cancerogenesis. FAPa overexpression is also characteristic in keloids that are nonmalignant fibro-
tic tumors forming in a consequence of improper wound healing.

Key words: fibroblast activation protein a (FAPa), seprase, fibroblasts, myofibroblasts, carcinoma-
associated fibroblasts (CAFs), matrix metalloproteinases (MMPs), gelatinases, wound healing, fibrosis,
cancerogenesis.

WSTÊP

Gojenie tkanek i kancerogeneza s¹ dynamicznie postêpuj¹cymi procesami wy-
kazuj¹cymi wiele podobieñstw. Oba procesy anga¿uj¹ interakcje komórek ró¿nych
tkanek, cytokiny i enzymy proteolityczne [61].

Gojenie tkanek buduj¹cych ró¿ne narz¹dy (skórê, w¹trobê, p³uca, nerki) to pro-
ces stanowi¹cy jeden z mechanizmów obrony i zachowania homeostazy po zadzia-
³aniu ró¿nego rodzaju czynników uszkadzaj¹cych. Naprawa uszkodzonych tkanek
wymaga aktywacji komórek w ich obrêbie, syntezy cytokin umo¿liwiaj¹cych komu-
nikacjê pomiêdzy komórkami i ich interakcje ze sk³adowymi macierzy pozakomór-
kowej � ECM (ang. extracellular matrix), a tak¿e syntezy enzymów umo¿liwiaj¹-
cych degradacjê uszkodzonych sk³adowych ECM. W ostatnim etapie gojenia zak-
tywowane komórki syntetyzuj¹ bia³ka niezbêdne do odbudowy uszkodzonej tkanki i
enzymy zaanga¿owane w jej przebudowê [19]. Proces gojenia u doros³ych osobni-
ków ma jedynie charakter naprawczy, polegaj¹cy zazwyczaj na zast¹pieniu uszko-
dzonej tkanki przez tkankê ³¹czn¹ [7, 81].

Skóra jest organem najbardziej nara¿onym na dzia³anie ró¿nych czynników uszka-
dzaj¹cych. Charakter ubytku i uszkodzenie tkanek, istotnie wp³ywa na sposób goje-
nia siê rany [75]. Powsta³a blizna skórna mo¿e byæ p³aska i niewidoczna. Czê�ciej
jednak tworz¹ siê blizny przeros³e lub keloidy, charakteryzuj¹ce siê nieregularnie
rozmieszczonymi, grubymi w³óknami kolagenowymi. Zarówno w keloidach, jak i w
bliznach przeros³ych znamiennie zwiêkszona jest synteza i zmniejszona degradacja
bia³ek kolagenowych (szczególnie kolagenu typu I) oraz innych sk³adowych macie-
rzy pozakomórkowej. S¹ to cechy charakterystyczne procesów fibroproliferacyjnych
(w³óknienia) [13, 25, 78].

Zasadniczo wyró¿nia siê trzy g³ówne fazy gojenia ran pe³nej grubo�ci skóry: fazê
zapaln¹, fazê proliferacyjn¹ oraz przebudowê nowoutworzonej tkanki (remodelowa-
nie).
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Pierwsza faza gojenia � zapalenie rozpoczyna siê bardzo szybko, tu¿ po zadzia-
³aniu czynnika uszkadzaj¹cego. W nastêpstwie urazu uruchomione zostaj¹ mecha-
nizmy hemostazy obejmuj¹ce obkurczenie naczyñ, agregacjê p³ytek krwi i tworze-
nie skrzepu, który staje siê pierwotnym �rodowiskiem dla komórek zapalnych. Uszko-
dzone tkanki s¹ naciekane przez leukocyty obojêtnoch³onne i makrofagi. P³ytki krwi
bior¹ce udzia³ w hemostazie s¹ �ród³em czynników wzrostu TGF-b1 (ang. trans-
forming growth factor beta 1), TGF-a (ang. transforming growth factor alpha),
bFGF (ang. basic fibroblast growth factor) oraz PDGF (ang. platelet-derived
growth factor), a aktywowane makrofagi wydzielaj¹ PDGF i VEGF (ang. vascu-
lar endothelial growth factor) oraz TGF-b1. Czynniki te zapocz¹tkowuj¹ tworze-
nie ziarniny [19, 21, 72].

Faza proliferacyjna trwa zwykle do trzech/czterech tygodni po zadzia³aniu czyn-
nika uszkadzaj¹cego. W fazie tej dochodzi do transformacji niezró¿nicowanych
komórek mezenchymatycznych i fibrocytów w fibroblasty. Nastêpnie zaktywowa-
ne fibroblasty rozpoczynaj¹ migracjê do rany. Najwa¿niejszym czynnikiem chemo-
taktycznym dla fibroblastów jest PDGF. Jest on wydzielany przez makrofagi i p³yt-
ki krwi. Proliferacjê fibroblastów stymuluj¹ równie¿ TGF-b1 i TNF-a (ang. tumor
necrosis factor alpha). Fibroblasty syntetyzuj¹ sk³adowe pierwotnej ECM, która
ma odbudowaæ uszkodzon¹ tkankê. ECM dzia³a tak¿e jako rezerwuar cytokin, któ-
re zwrotnie wp³ywaj¹ na aktywno�æ fibroblastów. Obydwa te procesy � wzmo¿o-
nej proliferacji fibroblastów i syntezy ECM okre�la siê terminem fibroplazji [72].

Proces powstawania nowych naczyñ krwiono�nych � angiogenezy, który jest czyn-
nikiem krytycznym w procesie gojenia rany, inicjowany jest prawdopodobnie przez
bFGF wydzielany przez makrofagi i uszkodzone komórki �ródb³onka oraz VEGF
wydzielany przez keratynocyty i makrofagi brzegów rany pod wp³ywem TGF-a oraz
KGF (ang. keratinocyte growth factor) [19, 35].

W fazie proliferacyjnej dochodzi równie¿ do reepitelializacji (naskórkowania).
Odbudowa naskórkowej bariery oddzielaj¹cej �rodowisko rany od czynników ze-
wnêtrznych jest decyduj¹cym etapem powrotu do homeostazy podczas gojenia.
Powierzchnia ziarniny, dziêki silnemu unaczynieniu jest ¿ywoczerwona i ³atwo krwa-
wi przy dotkniêciu [52].

Podczas procesu ziarninowania czê�æ populacji fibroblastów nabywa morfologiczne i
biochemiczne cechy komórek powoduj¹cych obkurczanie rany (kontrakcjê). Pod wp³y-
wem tego procesu zmniejsza siê powierzchnia rany, co przyspiesza proces gojenia [38].

Transformacja fibroblastów do miofibroblastów jest stymulowana przez TGF-b1
i charakteryzuje siê zmianami w cytoszkielecie komórek. Zmiana ta dotyczy przede
wszystkich znacznego wzrostu ekspresji kurczliwego bia³ka stresowego a-aktyny
miê�ni g³adkich a-SMA (ang. alpha smooth muscle actin), tworz¹cego w³ókna
wewn¹trz fibroblastów [38].

W koñcowej fazie gojenia, ilo�æ sk³adników macierzy pozakomórkowej oraz gê-
sto�æ sieci nowopowsta³ych naczyñ ulega zmniejszeniu. Podczas fazy remodelowa-
nia, dochodzi równie¿ do masowej �mierci apoptotycznej komórek. W szczególno-
�ci proces ten dotyczy miofibroblastów, których rola sprowadza siê do dzia³ania ob-
kurczaj¹cego ziarninê [38]. Apoptoza warunkuje przekszta³cenie ziarniny w bliznê [35].
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Komórki nowotworowe mog¹ produkowaæ te same czynniki wzrostu, bior¹ce
udzia³ w aktywacji otaczaj¹cego nowotwór zrêbu (stromy), jakie produkowane s¹
przez komórki podczas gojenia tkanek i procesów w³óknienia. Komórkami zrêbu [64,
71] lub komórkami mikro�rodowiska nowotworowego nazywa siê komórki, które
wchodz¹ w interakcje z komórkami nowotworowymi guza. Komórki nowotworowe
wspó³dzia³aj¹ m.in.: z komórkami �ródb³onka, fibroblastami, makrofagami, granulo-
cytami i komórkami tucznymi [8].

W nowotworach wystêpuj¹ tak¿e komórki pochodzenia mezenchymalnego, swo-
iste dla nowotworów fibroblasty CAFs (ang. carcinoma associated fibroblasts)
[36]. CAFs s¹ heterogenn¹ populacj¹, która ró¿ni siê znacz¹co od prawid³owych
fibroblastów. Komórki te maj¹ kilka charakterystycznych markerów m.in.: wimen-
tynê i a-SMA. Ze wzglêdu na obecno�æ a-aktyny fibroblasty CAFs okre�la siê
czêsto mianem miofibroblastów. Bia³ko aktywuj¹ce fibroblasty typu a (FAPa) jest
markerem miofibroblastów, obecnych zarówno podczas gojenia tkanek, procesów
w³óknienia, jak i procesu nowotworzenia [26].

ZNACZENIE PROTEAZ W PRZEBUDOWIE MACIERZY
POZAKOMÓRKOWEJ

Proteazy s¹ ró¿norodn¹ grup¹ enzymów, do której nale¿¹ m.in. proteazy seryno-
we, treoninowe, aspartylowe, cysteinowe oraz metaloproteinazy macierzy pozako-
mórkowej MMPs (ang. matrix metalloproteinases). Najistotniejsz¹ rolê w proce-
sie degradacji sk³adników ECM odgrywaj¹ MMPs i proteazy b³onowe. Ze wzglêdu
na swoisto�æ substratow¹ i budowê chemiczn¹ MMPs dzieli siê na: kolagenazy, ¿ela-
tynazy, stromielizyny, matrylizyny, enamielizyny, metaloelastazy i metaloproteinazy
b³onowe. Blisko spokrewnionymi enzymami z MMPs s¹ enzymy rodziny adamieli-
zyn ADAMs (ang. a disintegrin and metalloproteinase). Degradacja sk³adników
macierzy zale¿y g³ównie od równowagi miêdzy aktywno�ci¹ MMPs i ich swoistych
tkankowych inhibitorów TIMPs (ang. tissue inhibitors of metalloproteinases), a
tak¿e aktywno�ci niespecyficznych inhibitorów takich jak a2-makroglobulina, a1-an-
tytrypsyna oraz inhibitor plazminogenu 1 [10, 37, 42, 49].

Metaloproteinazy nale¿¹ do rodziny wielodomenowych metalozale¿nych endopep-
tydaz. W centrum katalitycznym cz¹steczki posiadaj¹ jon Zn2+ [9]. Wymagaj¹ rów-
nie¿ obecno�ci jonów Ca2+, które pe³ni¹ rolê stabilizatorów struktury cz¹steczki oraz
s¹ potrzebne do aktywno�ci proteolitycznej enzymu [45]. Optimum aktywno�ci
wykazuj¹ w �rodowisku od obojêtnego do s³abo zasadowego [76, 79].

S¹ one wydzielane w postaci proenzymu poza komórkê lub pozostaj¹ zwi¹zane
z b³on¹ komórkow¹ [50]. MMPs syntetyzowane s¹ przez szereg komórek, w tym:
fibroblasty, keratynocyty, makrofagi, komórki �ródb³onka, komórki dendrytyczne
Langerhansa, neurony, komórki mikrogleju, miocyty, monocyty, limfocyty T, granu-
locyty obojêtnoch³onne oraz komórki nowotworowe [24, 79].
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Aktywno�æ MMP regulowana jest na wielu poziomach w procesach wewn¹trz- i
zewn¹trzkomórkowych. Zale¿y przede wszystkim od: ekspresji genów regulowanej przez
liczne cytokiny i czynniki wzrostu, stabilizacji b¹d� destabilizacji ich mRNA, modyfikacji
potranslacyjnych (glikozylacji), szybko�ci sekrecji z komórki, aktywacji proenzymów,
hamowania ich aktywno�ci przez TIMPs, a tak¿e szybko�ci katabolizmu [40].

G³ówn¹ funkcj¹ tych enzymów jest przebudowa i degradacja b³ony podstawnej
oraz sk³adowych ECM [57]. Degradacja sk³adowych ECM znosi fizyczne i struk-
turalne bariery, umo¿liwiaj¹c tym samym migracjê komórek zarówno w warunkach
prawid³owych, jak i patologicznych. Enzymy te pe³ni¹ krytyczn¹ rolê w przebudo-
wie tkanek w prawid³owym jak i zaburzonym gojeniu ran, a tak¿e nowotworzeniu
i przerzutowaniu [49].

W przebudowie ECM, a tak¿e w sygnalizacji miêdzykomórkowej oraz sygnalizacji
miêdzy komórkami i ECM w wielu procesach fizjologicznych i patologicznych, istot-
ne znaczenie ma wypadkowa procesów zachodz¹cych na powierzchni komórek i w
najbli¿szym ich otoczeniu. Kluczowe znaczenie w procesach tych odgrywaj¹ prote-
azy b³onowe, do których nale¿¹ b³onowe metaloproteinazy macierzy MT-MMP (ang.
membrane-type matrix metalloproteinase), wolne MMPs maj¹ce zdolno�æ wi¹zania
(zakotwiczania) w b³onie komórkowej (¿elatynazy typu A i B), a tak¿e inne enzymy
zwi¹zane z b³on¹ komórkow¹, takie jak FAPa i dipeptylopeptydaza IV (DPPIV) [61].

BIA£KO AKTYWUJ¥CE FIBROBLASTY A (FAPa)

FAPa, wcze�niej znany jako antygen powierzchniowy F19, jest indukowaln¹ gli-
koprotein¹ powierzchniow¹ komórek, zidentyfikowan¹ z zastosowaniem przeciwcia³
monoklonalnych F19 (mAb F19) w 1986 roku w hodowli fibroblastów. W 1994 roku,
antygen powierzchniowy F19 zosta³ nazwany bia³kiem aktywuj¹cym fibroblasty a
(FAPa) [61, 69].

W roku 1990 w linii komórkowej ludzkiego czerniaka z³o�liwego (linia LOX) zo-
sta³a zidentyfikowana ¿elatynaza o masie cz¹steczkowej 170 kDa, która w 1994 roku
zosta³a nazwana sepraz¹ (ang. surface expressed protease) [55, 67]. Klonowanie
ludzkiego genu FAPa i seprazy wykaza³o, i¿ oba bia³ka s¹ t¹ sam¹ b³onow¹ protez¹
serynow¹, kodowan¹ przez gen zlokalizowany na chromosomie 2 (2q23) [15].

UMIEJSCOWIENIE BIA£KA AKTYWUJ¥CEGO FIBROBLASTY a
(FAPa) W KLASYFIKACJI PEPTYDAZ SERYNOWYCH

FAPa nale¿y do integralnych b³onowych peptydaz serynowych SIMPs (ang.
serine integral membrane peptidases). FAPa zakotwiczone w b³onie komórko-
wej wykazuje aktywno�æ peptydazy serynowej i ¿elatynazy. Bia³ko to zosta³o za-
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klasyfikowane do rodziny oligopeptydaz prolilowych (S9), podrodziny S9B post-pro-
lilowych aminopeptydaz dipeptylowych (post-prolilowe dipeptylopeptydazy) i do klanu
SC (zawiera endopeptydazy i egzopeptydazy). Do podrodziny S9B oprócz FAP/
seprazy nale¿¹ tak¿e inne bia³ka enzymatyczne: dipeptylopeptydaza IV (DPPIV),
dipeptylopeptydaza 8 (DPP8) i dipeptylopeptydaza 9 (DPP9) oraz dwa bia³ka nie-
enzymatyczne DPL1 i DPL2 (ang. dipeptidyl peptidase-like) [11, 34].

GEN BIA£KA AKTYWUJ¥CEGO FIBROBLASTY
I JEGO WARIANTY SPLICINGOWE

Ludzkie FAPa kodowane jest przez gen licz¹cy 79846 pz (par zasad) (Gene-
Bank NG_027991), który znajduje siê na chromosomie 2 (2q23) i liczy 26 ekso-
nów, za� mRNA FAPa liczy 2788 pz, a sekwencja koduj¹ca � 2283 pz (Gene-
Bank NM_004460).

Gen koduj¹cy FAPa zidentyfikowano u kilku gatunków zwierz¹t i u ludzi. Mysi
homolog genu FAPa liczy oko³o 60 kpz i podobnie jak gen ludzki, zawiera 26 eks-
onów. Organizacja mysiego genu FAPa jest podobna do ludzkiej [58].

Badania na modelach mysich wykaza³y istnienie w tkankach 3 odmiennych izo-
form FAPa bêd¹cych wynikiem alternatywnego sk³adania pierwotnych transkryp-
tów mRNA (pre-mRNA) [60].

Wykazano tak¿e istnienie wariantu splicingowego w ludzkiej linii komórkowej
czerniaka amelanotycznego (linia komórkowa LOX). Wariant ten koduje 239 ami-
nokwasowy polipeptyd o masie cz¹steczkowej 27 kDa (sepraza-s), �ci�le zacho-
dz¹cy na C-koñcowy katalityczny region seprazy typu dzikiego, wykazuj¹cy wyso-
ki stopieñ homologii u ró¿nych gatunków [33].

STRUKTURA BIA£KA

Aktywne ludzkie FAPa jest bia³kiem licz¹cym 760 aminokwasów (GeneBank
NP_004451) o masie cz¹steczkowej 170 kDa. Jest homodimerem dwóch podjed-
nostek N-glikozylowanych, ka¿da o masie cz¹steczkowej 97 kDa. Monomer FAPa
ma 5 potencjalnych miejsc N-glikozylacji, 13 reszt cysteinowych, 3 domeny, które
odpowiadaj¹ wysoce konserwatywnym domenom proteaz serynowych: segment
sygna³owy licz¹cy oko³o 20 aminokwasów, miêdzyb³onowy segment hydrofobowy
i krótk¹ N-koñcow¹ domenê cytoplazmatyczn¹ licz¹c¹ oko³o 6 aminokwasów [3].
W badaniu struktury krystalicznej wykazano piêæ potencjalnych miejsc glikozylacji
na reszcie asparaginy, tj. 49, 92, 227, 314 i 679 [3].

FAPa nale¿y do typu II bia³ek transb³onowych, zakotwiczonych w b³onie ko-
mórkowej przez nieodciêt¹ sekwencjê sygna³ow¹ licz¹c¹ oko³o 20 aminokwasów.
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Najnowsze badania wskazuj¹ jednak¿e na obecno�æ FAPa równie¿ w surowicy [18],
jako rozpuszczalnej formy enzymu tn¹cego antyplazminê APCE (ang. antyplasmin
cleaving enzyme) [46].

W formie FAPa zakotwiczonej w b³onie komórkowej, wiêksza czê�æ bia³ka wraz
z domen¹ katalityczn¹, jest eksponowana na �rodowisko pozakomórkowe. Domena
katalityczna zawiera katalityczn¹ serynê (S624), oflankowan¹ przez reszty glicyny
w klasycznej sekwencji GWSYG. Seryna ta w po³¹czeniu z asparagin¹ (D702) i
histydyn¹ (H734) tworzy katalityczn¹ triadê. U³o¿enie takie jest charakterystyczne
dla oligopeptydaz prolilowych, a jego strukturalna organizacja podobna jest do or-
ganizacji DPPIV.

Ka¿da podjednostka tworz¹ca dimer FAPa zakotwiczony w b³onie komórkowej
zawiera dwie topologicznie odleg³e domeny: domenê b-�mig³a (ang. b-propeller) utwo-
rzon¹ przez aminokwasy 54-492 i domenê a/b hydrolazy utworzon¹ przez aminokwasy
27-53 i 493-760. Domena b-�mig³a jest odpowiedzialna za regulacjê proteolizy. Do-
menê b-�mig³a tworzy osiem ³opatek, a ka¿da z ³opatek �mig³a mie�ci w sobie trzy
lub cztery antyrównoleg³e skrêty struktury b-harmonijki. Oscyluj¹ce ³opatki �mig³a
dzia³aj¹ jak wrota filtruj¹ce podczas katalizy, pozwalaj¹c na po³¹czenie siê z miejscem
aktywnym peptydom o ma³ej masie cz¹steczkowej, eliminuj¹c równocze�nie bia³ka o
du¿ej masie cz¹steczkowej i uniemo¿liwiaj¹c przypadkow¹ proteolizê [27].

Katalityczna triada (S624, D702, H734) jest zlokalizowana na z³¹czu domen:
b-�mig³a i a/b hydrolazy. Uk³ad katalityczny triady w porz¹dku nukleofilowo-kwa-
so-zasadowym jest charakterystycznym dla domeny a/b-hydrolazy [63].

Miejsce aktywne jest dostêpne na dwa sposoby. Pierwszym sposobem jest do-
stêpno�æ przez �rodkowy otwór uformowany przez osiem ³opatek struktury b-�mi-
g³a, drugim jest utworzenie wg³êbienia pomiêdzy domenami b-�mig³a i hydrolazy.

DPPIV wykazuje podobieñstwo struktury do FAPa. W strukturze DPPIV
N-terminalny region hydrofobowy stanowi nieodcinany peptyd sygna³owy funkcjo-
nuj¹cy tak¿e jako domena umo¿liwiaj¹ca zakotwiczenie w b³onie komórkowej. W
FAPa N-terminalna domena (aminokwasy 106-473) prawdopodobnie pe³ni podob-
ne funkcje jak peptyd sygna³owy w DPPIV [61].

Ponadto, konsensusowa sekwencja GXSXG, zawieraj¹ca katalityczn¹ resztê se-
rynow¹ (S624), kodowana jest przez dwa eksony, fragment Gly-Trp zlokalizowany
jest na koñcu eksonu 21, a Ser-Tyr-Gly na pocz¹tku eksonu 22. Rozmieszczenie to
odró¿nia FAPa od typowych proteaz serynowych, w których konsensusowa sekwen-
cja zawieraj¹ca katalityczn¹ serynê kodowana jest przez jeden ekson [60].

Wysoce konserwatywna reszta aminokwasowa ASP599 w DPPIV warunkuje
prawid³ow¹ obróbkê potranslacyjn¹ DPPIV, umo¿liwiaj¹c prawid³owe fa³dowanie,
dimeryzacjê i transport bia³ka. Mutacje tego aminokwasu mog¹ przyczyniaæ siê do
znacznego spadku ekspresji tego bia³ka na powierzchni komórek. FAPa równie¿
posiada konserwatywn¹ resztê asparaginy (ASP 599), pe³ni¹c¹ wa¿n¹ rolê w ob-
róbce potranslacyjnej tego enzymu [61].
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RODZINA OLIGOPEPTYDAZ PROLILOWYCH

Rodzina oligopeptydaz prolilowych POP (EC 3.4.21.26) (ang. prolyl oligopepti-
dase) jest grup¹ aminopeptydaz i endopeptydaz zdolnych do hydrolizy wi¹zañ post-
prolilowych, w sk³ad której wchodzi tak¿e rodzina genów DPPIV. Rodzina DPPIV
obejmuje cztery geny koduj¹ce bia³ka enzymatyczne: bia³ko aktywuj¹ce fibroblasty
a (FAPa), najlepiej poznan¹ dipeptyloeptydazê IV (DPPIV), dipeptylopeptydazê 8,
dipeptylopeptydazê 9 oraz dwie glikoproteiny nie posiadaj¹ce aktywno�ci peptydazy
DPL1 i DPL2.

DPPIV (CD26) (EC3.4.14.5) nazywana jest tak¿e bia³kiem wi¹¿¹cym deamina-
zê adenozyny (ang. ADA-binding protein) jest N-koñcow¹ egzopeptydaz¹, tn¹c¹
dipeptydy zawieraj¹ce prolinê (X-Pro) lub alaninê (X-Ala) [34].

FAPa jest bia³kiem enzymatycznym (EC 3.4.21.B28) nale¿¹cym do integralnych
b³onowych peptydaz serynowych (SIMPs), wykazuj¹cym aktywno�æ post-prolilowej
peptydazy dipeptylowej i ¿elatynazy (aktywno�æ ¿elatynolityczn¹). FAPa jest jedn¹
z nielicznych peptydaz, które s¹ zdolne do hydrolizy wi¹zañ peptydowych utworzo-
nych przez prolinê [27, 70, 28].

Porównanie struktury miejsc aktywnych FAPa i DPPIV wykaza³o podobieñstwa
S2-S2� specyficznych kieszeni (ang. pockets). Miejsce S1� w cz¹steczce FAPa jest
p³askie i mo¿e wi¹zaæ wiêkszo�æ aminokwasów. Kieszeñ w miejscu aktywnym S2�
posiada Trp623 i Tyr745, które uczestnicz¹ w oddzia³ywaniach z du¿ymi bocznymi
³añcuchami alifatycznymi cz¹steczek. Specyficzna kieszeñ S1� w FAPa ma chark-
ter hydrofobowy i zawiera sekwencjê specyficznych reszt aminokwasowych: Tyr625,
Val650, Trp653, Tyr656, Tyr660 i Val705, co umo¿liwia optymalne przystosowanie
reszt prolilowych. Du¿e cz¹steczki hydrofobowe i aminokwasy aromatyczne mog¹
byæ modelowane przez kieszeñ S2� zawieraj¹c¹ specyficzne reszty aminokwaso-
we: Arg123, Phe350, Phe351, Tyr541, Pro544, Tyr625 i Tyr660 [3].

N-koñcowy fragment peptydów, stanowi¹cych potencjalne substraty FAPa, jest
rozpoznawany przez dwie reszty glutaminowe (motyw Glu). Porównanie struktury
krystalicznej FAPa i DPPIV wykaza³o znacz¹ce ró¿nice aminokwasów zlokalizo-
wanych w s¹siedztwie motywu glutaminowego FAPa i DPPIV (Glu203-Glu204 w
FAPa, Glu 205-Glu206 w DPPIV) po³o¿onego w miejscu aktywnym enzymów.
Znaczenie motywu glutaminowego w reakcjach katalitycznych z udzia³em DPPIV
zosta³o potwierdzone przez badania mutagenezy jednego nukleotydu (ang. single-
point mutations), likwiduj¹ce aktywno�æ DPPIV, jako aminopeptydazy [1].

Szczegó³owe porównanie FAPa i DPPIV wykaza³o tak¿e obecno�æ reszty ala-
ninowej w pozycji 657 (Ala657) w FAPa, zamiast reszty asparaginianowej w po-
zycji 663 (Asp663) obecnej w DPPIV, co znacz¹co redukuje charakter kwasowy
kieszeni i mo¿e wyja�niaæ mniejsze powinowactwo FAPa do reszt N-koñcowych
peptydów [3].
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W£A�CIWO�CI KATALITYCZNE FAPa

Wiêksza czê�æ formy b³onowej FAPa, wraz z domen¹ katalityczn¹, jest ekspo-
nowana na �rodowisko pozakomórkowe. W sk³ad domeny katalitycznej FAPa wcho-
dzi katalityczna seryna (Ser624) oflankowana glicynami w klasycznej sekwencji dla
miejsca aktywnego seryny (GXSXG). Ten konserwatywny motyw charakterystyczny
dla proteaz serynowych wystêpuje w sekwencji GWSYG. Katalityczna seryna w
po³¹czeniu z Asp702 i His734 tworzy katalityczn¹ triadê. Orientacja reszt amino-
kwasowych jest podobna do orientacji reszt aminokwasowych rodziny oligopepty-
daz prolilowych, a organizacja strukturalna podobna do DPPIV (domena transb³o-
nowa, domena DPPIV, domena peptydaz S9). FAPa zosta³o sklasyfikowane jako
nieklasyczna proteza serynowa [61].

Substytucja którejkolwiek z dwóch reszty glicyny w DPPIV skutkuje zatrzymy-
waniem nowozsyntezowanego enzymu w retikulum endoplazmatycznym i szybk¹
jego degradacj¹. Sugeruje to, i¿ obie reszty glicynowe s¹ niezbêdne do prawid³owej
obróbki potranslacyjnej (fa³dowania) enzymu i transportu na b³onê komórkow¹.
Histydyna dzia³a jako ogólny kwasowo-zasadowy katalizator aktywuj¹cy grupy nu-
kleofilowe, grupa hydroksylowa seryny dzia³a jako nukleofil podczas ataku na wi¹-
zania peptydowe, natomiast kwas asparaginowy stabilizuje na³adowane czwartorzê-
dowe intermedianty formowane podczas reakcji [61].

SPECYFICZNO�Æ SUBSTRATOWA FAPa

Wiêkszo�æ peptydaz nie jest zdolna do hydrolizy wi¹zañ peptydowych utworzo-
nych przez prolinê ze wzglêdu na specyficzn¹ strukturê tego aminokwasu i ograni-
czeñ, jakie wywiera na strukturê peptydu. FAPa jest jedn¹ z nielicznych peptydaz,
które s¹ zdolne do hydrolizy wi¹zañ peptydowych proliny [28].

FAPa wykazuje dwa rodzaje aktywno�ci proteolitycznej. Pierwsza to aktywno�æ
¿elatynazy [5, 55, 67], a druga aktywno�æ N-koñcowej post-prolilowej aminopepty-
dazy [16]. Zarówno aktywno�æ ¿elatnazy, jak i dipeptylopeptydazy wykazywanej
przez FAPa uwarunkowana jest obecno�ci¹ aktywnej katalitycznie reszty seryno-
wej 624.

Badania specyficzno�ci substratowej z zastosowaniem zymografii wykaza³y, i¿
FAPa degraduje ¿elatynê czyli termicznie zdenaturowny kolagen typu I i IV. Nie
wykazuje natomiast zdolno�ci do degradacji lamininy, fibronektyny, fibryny i kaze-
iny. Aktywno�æ ¿elatynolityczna odró¿nia FAPa od DPPIV, która nie posiada ak-
tywno�ci ¿elatynazy. Wykazano, ¿e FAPa w synchronizacji z innymi proteinazami
bierze udzia³ w degradacji czê�ciowo zdegradowanego lub zdenaturowanego kola-
genu typu I i III i innych sk³adowych macierzy pozakomórkowej, a produkty po-
wstaj¹ce w procesie ich degradacji mog¹ regulowaæ wzrost komórek nowotworo-
wych i ich ruchliwo�æ [17].
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BIOCHEMICZNE W£A�CIWO�CI FAPa

Potranslacyjn¹ modyfikacj¹ FAPa jest N-glikozylacja, zatem mo¿liwe jest bloko-
wanie regionu N-koñcowego [67].

Badania struktury krystalicznej FAPa wykaza³y, i¿ wystêpuje piêæ potencjalnych
miejsc glikozylacji na resztach asparaginy: 49, 92, 227, 314 i 679. Cztery wystêpuj¹
w regionie domeny b-�mig³a, a jedno miejsce glikozylacji w domenie wykazuj¹cej
aktywno�æ hydrolazy [3]. Glikozylowana forma FAPa wykazuje zarówno aktyw-
no�æ post-prolilowej peptydazy dipeptylowej, jak i aktywno�æ ¿elatynazy, podczas
gdy forma nieglikozylowana nie posiada ¿adnej aktywno�ci [74].

UDZIA£ FAPa W PROCESACH FIZJOLOGICZNYCH
I PATOLOGICZNYCH

Funkcja FAPa nie jest jeszcze w pe³ni poznana. Fizjologicznie przej�ciowa eks-
presja FAPa wystêpuje w prawid³owych p³odowych tkankach mezenchymatycznych
oraz podczas procesów gojenia tkanek. Prawid³owe komórki tkanek doros³ych osob-
ników nie wykazuj¹ ekspresji FAPa [61].

Wstêpne badania sugerowa³y, i¿ FAPa jest powierzchniowym markerem proli-
feracji komórek mezenchymalnych, którego ekspresja mo¿e byæ indukowana czyn-
nikami wzrostu lub w toku kancerogenezy.

FAPa, jako indukowany antygen powierzchniowy mo¿e ulegaæ ekspresji w ak-
tywowanych komórkach zrêbu otaczaj¹cego komórki nowotworowe raków nab³on-
kowych i niektórych miêsaków, dzia³aj¹c zarówno jako promotor, jak i supresor
nowotworzenia. FAPa spe³nia funkcje biologiczne w sposób zale¿ny od warunków,
przez po³¹czenie aktywno�ci proteazy i zdolno�ci tworzenia kompleksów z innymi
cz¹steczkami na powierzchni komórek. Czynnikiem decyduj¹cym o jego aktywno-
�ci mog¹ byæ cz¹steczki sygnalizacyjne, maj¹ce wp³yw na interakcjê FAPa z ko-
mórkami [61].

Ekspresja FAPa charakteryzuje reaktywne fibroblasty zrêbu. Fibroblasty s¹ naj-
liczniejszym typem komórek tkanki ³¹cznej, bior¹cym udzia³ w formowaniu jej ar-
chitektury, poprzez syntezê i wydzielanie sk³adowych ECM. Jak ju¿ wcze�niej wspo-
mniano, aktywacja fibroblastów i transformacja w miofibroblasty charakteryzuje
zarówno proces gojenia, jak i w³óknienie tkanek i narz¹dów. Miofibroblasty posia-
daj¹ w³ókna stresowe, de novo syntezowan¹ a-SMA oraz wariant splicingowy fi-
bronektyny (ED-A) i formuj¹ po³¹czenia komunikacyjne (ang. gap junctinon) miê-
dzy sob¹ [77].

Podczas prawid³owego procesu gojenia, miofibroblasty podlegaj¹ szczególnemu
typowi programowanej �mierci komórek, nazywanej nemosis i s¹ usuwane z re-
modelowanej ziarniny [20, 68].
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CAFs podobnie jak miofibroblasty wykazuj¹ ekspresjê a-SMA oraz wariantu
splicingowego fibronektyny (ED-A), jednak¿e ró¿ni¹ siê zasadniczo od miofibrobla-
stów czasem trwania i nieodwracalno�ci¹ aktywacji. CAFs, nie podlegaj¹ tak¿e
programowanej �mierci [23, 44, 66].

Markerami aktywowanych fibroblastów, oprócz a-SMA i FAPa s¹ tak¿e PDGF
i specyficzne bia³ko fibroblastów FSPa (ang. fibroblast-specific protein) [44, 53].

Poza fibroblastami, fenotypu miofibroblastów nabywaj¹ tak¿e komórki gwia�dzi-
ste w¹troby HSCs (ang. hepatic stellate cells). HSCs s¹ g³ównym �ród³em za-
równo enzymów proteolitycznych, jak i ich inhibitorów, odgrywaj¹cych kluczow¹ rolê
w procesie remodelowania macierzy pozakomórkowej w¹troby [4]. Podobnie jak
w przypadku fibroblastów, HSCs wykazuj¹ nadekspresjê FAPa w fazie przebudo-
wy macierzy pozakomórkowej mi¹¿szu w¹troby podczas postêpu marsko�ci w¹tro-
by [47]. Ponadto ekspresjê FAPa wykazano tak¿e w mi¹¿szu w¹troby w przewle-
k³ym zapaleniu w¹troby wywo³anym wirusem zapalenia w¹troby typu C (HCV),
koreluj¹c¹ ze stopniem w³óknienia w przebiegu przewlek³ego WZW typu C [48].

Indukcja ekspresji FAPa podczas przebudowy macierzy pozakomórkowej wy-
daje siê mieæ kluczowe znaczenie nie tylko u ludzi. Nadekspresjê homologu tego
bia³ka wykazano podczas hormonalnie wywo³anej resorpcji ogona u Xenopus la-
evis [12] oraz podczas rozwoju zarodka myszy. Nie wykazano jednak wad rozwo-
jowych u myszy z niedoborem tego bia³ka, pomimo jego zwiêkszonej aktywno�ci w
prawid³owo przebudowywanych tkankach w toku embriogenezy [59].

Badania immunohistochemiczne wykaza³y tak¿e indukowan¹ ekspresjê FAPa u
pacjentów z idiopatycznym w³óknieniem p³uc. Ekspresja FAPa ograniczona by³a do
fibroblastów w obrêbie obszarów uszkodzonych tkanek [2].

FAPa ulega indukowanej ekspresji na b³onach chondrocytów podczas resorpcji
tkanki chrzêstnej oraz podczas choroby zwyrodnieniowej stawów [54]. W badaniu
na mysim modelu potwierdzono 7-krotny wzrost ekspresji FAPa  podczas procesu
zapalnego charakterystycznego dla choroby zwyrodnieniowej stawów w porówna-
niu do ekspresji FAPa w tkankach prawid³owych niezapalnych [41].

Rola CAFs w transformacji i progresji nowotoworów jest wieloaspektowa. Po-
dobnie jak komórki uk³adu immunologicznego, które pocz¹tkowo hamuj¹ transfor-
macjê nowotworow¹, tak i CAFs hamuj¹ wczesne stadia progresji nowotworów,
g³ównie przez formowanie po³¹czeñ komunikacyjnych pomiêdzy aktywowanymi fi-
broblastami [39, 51].

Czynniki wydzielane przez komórki nowotworowe aktywuj¹ CAFs, które mog¹
promowaæ zarówno wzrost, jak i progresjê nowotworu. Wzajemna komunikacja
pomiêdzy komórkami nowotworowymi a komórkami zrêbu mo¿e przebiegaæ dwo-
ma ró¿nymi szlakami. W szlaku zwanym �eferentnym� komórki nowotworowe za-
pocz¹tkowuj¹ (niejako w³¹czaj¹) reaktywn¹ odpowied� zrêbu, natomiast w szlaku
�aferentnym� zmodyfikowane przez otaczaj¹ce mikro�rodowisko, komórki zrêbu
stymuluj¹ odpowied� komórek nowotworowych [65].

FAPa mo¿e mieæ kluczowe znaczenie w procesach zachodz¹cych w mikro�ro-
dowisku nowotworu, gdzie dziêki swej aktywno�ci enzymatycznej nie tylko promu-
je wzrost guza, ale tak¿e odgrywa wa¿n¹ rolê w nabywaniu fenotypu migracyjne-
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go przez komórki nowotworowe, promuj¹c tym samym przerzuty do innych tkanek
czy narz¹dów [29, 31]. Nadekspresja FAPa w pobli¿u komórek �ródb³onka i w
bezpo�rednim otoczeniu proliferuj¹cych komórek nowotworowych wskazuje na istot-
ne znaczenie tego bia³ka w patogenezie nowotworów.

Nabywanie fenotypu inwazyjnego przez komórki nowotworowe jest z³o¿onym
procesem, w którego przebiegu istotne s¹ wzajemne oddzia³ywania zarówno pomiê-
dzy komórkami prawid³owymi, jak i nowotworowymi, jak równie¿ pomiêdzy komór-
kami i otaczaj¹cym je mikro�rodowiskiem [61].

UDZIA£ KOMPLEKSÓW FAPÁ Z INNYMI CZ¥STECZKAMI
W INWAZJI KOMÓREK NOWOTWOROWYCH

FAPa zwi¹zane jest z integryn¹ a3b1, MMP-2, MT-MMP-1, DPPIV i uPA
przez lokalizacjê na inwadopodiach ludzkich komórek nowotworowych i mo¿e wcho-
dziæ w interakcje z tymi cz¹steczkami i ich receptorami [6, 14, 15, 22, 30, 32].

Heteromeryczny kompleks enzymatyczny FAPa i DPPIV wykazuje aktywno�æ
zarówno post- prolilopeptydazy jak i ¿elatynazy, co zapewnia skuteczno�æ degrada-
cji kolagenu, a w zwi¹zku z tym mo¿e efektywnie promowaæ migracjê komórek.
Pomimo podobieñstwa obu enzymów, ró¿ni¹ siê one dystrybucj¹ i ekspresj¹ w tkan-
kach [32].

Wykazano, i¿ FAPa mo¿e tak¿e tworzyæ kompleks z receptorem aktywatora pla-
zminogenu typu urokinazowego uPAR (ang. urokinase plasminogen activator
receptor) zlokalizowanego na inwadopodiach komórek nowotworowych [6], bloku-
j¹c wi¹zanie aktywatora plazminogenu typu urokinazy uPA (ang. urokinase type
plasminogen activator), wchodz¹cego w sk³ad proteaz serynowych i wykazuj¹ce-
go zdolno�æ degradacji sk³adników ECM, takich jak: kolagen typu IV, laminina i fi-
bronektyna. Inhibicja aktywno�ci uPA przez blokowanie wi¹zania uPA z uPAR mo¿e
ograniczaæ tworzenie przerzutów [42]. W tym przypadku FAPa wykazuje w³a�ci-
wo�ci supresora transformacji nowotworowej. Jednak¿e powstanie kompleksów
b³onowych FAPa � uPAR jest skomplikowane i zale¿y zarówno od cytoszkieletu,
jak i integryn, zw³aszcza integryny b1 [6].

Badania immunohistochemiczne wykaza³y ekspresjê FAPa zarówno w pierwot-
nym, jak i przerzutowym raku jelita grubego, piersi, jajnika, pêcherza moczowego i
p³uc [29].

W badaniach immunohistochemicznych wykazano równie¿ ekspresjê FAPa w
raku szyjki macicy zarówno w postaciach mikroinwazyjnych, jak i inwazyjnych. Wy-
kazano ponadto korelacjê miêdzy aktywno�ci¹ ¿elatynolityczn¹ FAPa a stopniem
z³o�liwo�ci raka. Zró¿nicowanie ekspresji FAPa w zale¿no�ci od inwazyjno�ci no-
wotworów, mo¿e sugerowaæ, i¿ FAPa mo¿e byæ potencjalnym wczesnym marke-
rem progresji nowotworów [43].
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W gruczo³owym typie raka jelita grubego ekspresja FAPa w zrêbie istotnie ko-
reluje z przerzutami tego nowotworu do w¹troby i wêz³ów ch³onnych. Natomiast
w rozproszonym typie raka nie wykazano korelacji miêdzy ekspresj¹ tego bia³ka a
przerzutami do wêz³ów. W badaniach immunohistochemicznych wykazano równie¿
ró¿nice w ekspresji FAPa w raku ¿o³¹dka i w raku jelita grubego pod wzglêdem
g³êboko�ci naciekania nowotworu na otaczaj¹ce tkanki [62].

Nowe strategie terapeutyczne chorób fibroproliferacyjnych (w³óknienia) oraz
chorób nowotworowych obejmuj¹ próby hamowania syntezy i aktywacji MMPs, m.in.
poprzez zastosowanie ró¿nych zwi¹zków. Zwi¹zkami takimi s¹: antybiotyki (pochodne
tetracyklin i antybiotyków antracyklinowych), zwi¹zki karboksyalkilowe, hydroksa-
matowe (batimastat, marimastat), tiole i fosfonamidy. Jednak¿e MMPs s¹ enzyma-
mi zaanga¿owanymi nie tylko w procesy patologiczne, przede wszystkim s¹ nie-
zbêdne dla prawid³owego przebiegu wielu procesów fizjologicznych w organizmie.

Funkcja bia³ka FAPa nie jest jeszcze w pe³ni poznana, jednak¿e istniej¹ dowody
na jego udzia³ w gojeniu tkanek i transformacji nowotworowej. Nie wykazano eks-
presji FAPa w prawid³owych tkankach doros³ych osobników. Zatem FAPa mo¿e
okazaæ siê idealnym celem terapeutycznym.
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