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Streszczenie: Biatko aktywujace fibroblasty o (FAPa) nazywane takze sepraza zaliczane jest do typu II
integralnych bialek blonowych. FAPo/sepraza zakotwiczona w btonie komorkowej wykazuje aktyw-
nos¢ peptydazy serynowej i aktywnos$¢ zelatynolityczna. FAPo nalezy do podrodziny S9B post-
prolilowych aminopeptydaz dipeptylowych (dipeptylopeptydaz post-prolilowych) peptydaz seryno-
wych. Do podrodziny tej oprocz FAPa/seprazy nalezy takze dipeptylopeptydaza IV (DPPIV). Ak-
tywne FAPa jest homodimerem o masie czasteczkowej 170 kDa, w sktad ktorego wechodza dwie podjed-
nostki kazda o masie czasteczkowej 97 kDa. FAPo moze takze tworzy¢ heteromeryczny aktywny
kompleks enzymatyczny z DPPIV. Oba kompleksy enzymatyczne moga bra¢ udzial w proteolizie
sktadnikéw macierzy pozakomérkowej (ECM). Oprocz zdolnosci do enzymatycznej degradacji niekto-
rych komponentoéw macierzy pozakomorkowej, FAPa kontroluje wzrost fibroblastow i interakcje po-
migdzy nablonkiem a mezenchyma podczas embriogenezy, a takze procesy naprawy tkanek i kanceroge-
nezy. Biatko to jest indukowalnym antygenem ulegajacym selektywnej ekspresji na aktywowanych
fibroblastach podczas proceséw gojenia tkanek, swoistych dla nowotworow fibroblastach (CAFs), pod-
czas tworzenia przerzutow rakéw nabtonkowych oraz na komdrkach niektérych nowotwordw ztosli-
wych. Proces gojenia tkanek i kancerogenezy wykazuja pewne podobienstwa. Wiele czynnikéw wzro-
stu, cytokin i proteaz, ktore produkowane sa przez komorki nowotworowe podczas transformacji i
progresji nowotwordw, bierze udzial w procesach gojenia i wtoknienia tkanek. FAPo jest markerem
miofibroblastow obecnych zaréwno podczas gojenia tkanek, procesow wtoknienia czy procesu nowo-
tworzenia. Nadekspresja FAPa jest takze charakterystyczna dla keloidow (bliznowcdéw), tagodnych
rozrostow nowotworowych tkanki tacznej, bedacych konsekwencja nieprawidtowego procesu gojenia.

Stowa kluczowe: Bialko aktywujace fibroblasty oo (FAP«), sepraza, fibroblasty, miofibroblasty, fibrobla-
sty zwiazane z nowotworami (CAFs), metaloproteinazy macierzy pozakomérkowej (MMPs), zelaty-
nazy, gojenie tkanek, wioknienie, kancerogeneza.

Summary: Fibroblast activation protein o (FAPo) also known as seprase belongs to type Il integral
membrane proteins. FAPo/seprase bounded to cell membrane is serine proteinase with gelatinase activity.
Serine proteases family included among others S9B post-prolyl dipeptidyl aminopeptidase subfamily.
Besides FAPo/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. FAPo besides homodimers also forms
heteromeric, catalytically active complexes with DPPIV. Both protease complexes play a role in the
degradation of extracellular matrix components (ECM). FAPo 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. FAPo 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 (FAPo), seprase, fibroblasts, myofibroblasts, carcinoma-
associated fibroblasts (CAFs), matrix metalloproteinases (MMPs), gelatinases, wound healing, fibrosis,
cancerogenesis.

WSTEP

Gojenie tkanek i kancerogeneza sa dynamicznie postgpujacymi procesami wy-
kazujacymi wiele podobienstw. Oba procesy angazuja interakcje komorek réznych
tkanek, cytokiny i enzymy proteolityczne [61].

Gojenie tkanek budujacych rézne narzady (skore, watrobe, pluca, nerki) to pro-
ces stanowiacy jeden z mechanizmdéw obrony i zachowania homeostazy po zadzia-
faniu réznego rodzaju czynnikow uszkadzajacych. Naprawa uszkodzonych tkanek
wymaga aktywacji komérek w ich obrebie, syntezy cytokin umozliwiajacych komu-
nikacje pomiedzy komorkami i ich interakcje ze sktadowymi macierzy pozakomor-
kowej — ECM (ang. extracellular matrix), a takze syntezy enzymoéw umozliwiaja-
cych degradacje uszkodzonych sktadowych ECM. W ostatnim etapie gojenia zak-
tywowane komorki syntetyzuja biatka niezbgedne do odbudowy uszkodzonej tkanki i
enzymy zaangazowane w jej przebudowe [19]. Proces gojenia u dorostych osobni-
kéw ma jedynie charakter naprawczy, polegajacy zazwyczaj na zastapieniu uszko-
dzonej tkanki przez tkanke taczna [7, 81].

Skora jest organem najbardziej narazonym na dziatanie réznych czynnikdéw uszka-
dzajacych. Charakter ubytku i uszkodzenie tkanek, istotnie wplywa na sposéb goje-
nia sie rany [75]. Powstata blizna skorna moze by¢ plaska i niewidoczna. Czgsciej
jednak tworza sie blizny przeroste lub keloidy, charakteryzujace si¢ nieregularnie
rozmieszczonymi, grubymi widknami kolagenowymi. Zaréwno w keloidach, jak i w
bliznach przerostych znamiennie zwigkszona jest synteza i zmniejszona degradacja
bialek kolagenowych (szczegolnie kolagenu typu I) oraz innych skladowych macie-
rzy pozakomodrkowej. Sa to cechy charakterystyczne proceséw fibroproliferacyjnych
(wloknienia) [13, 25, 78].

Zasadniczo wyrdznia si¢ trzy gldéwne fazy gojenia ran petnej grubosci skory: fazg
zapalna, faz¢ proliferacyjna oraz przebudowe nowoutworzonej tkanki (remodelowa-
nie).



BIALKO AKTYWUJACE FIBROBLASTY o (FAPa) 599

Pierwsza faza gojenia — zapalenie rozpoczyna si¢ bardzo szybko, tuz po zadzia-
faniu czynnika uszkadzajacego. W nastepstwie urazu uruchomione zostaja mecha-
nizmy hemostazy obejmujace obkurczenie naczyn, agregacj¢ plytek krwi i tworze-
nie skrzepu, ktory staje si¢ pierwotnym srodowiskiem dla komorek zapalnych. Uszko-
dzone tkanki sa naciekane przez leukocyty obojetnochtonne i makrofagi. Phytki krwi
biorace udzial w hemostazie sq zrédtem czynnikow wzrostu TGF-B1 (ang. trans-
forming growth factor beta 1), TGF-o (ang. transforming growth factor alpha),
bFGF (ang. basic fibroblast growth factor) oraz PDGF (ang. platelet-derived
growth factor), a aktywowane makrofagi wydzielaja PDGF i VEGF (ang. vascu-
lar endothelial growth factor) oraz TGF-B1. Czynniki te zapoczatkowuja tworze-
nie ziarniny [19, 21, 72].

Faza proliferacyjna trwa zwykle do trzech/czterech tygodni po zadzialaniu czyn-
nika uszkadzajacego. W fazie tej dochodzi do transformacji niezréznicowanych
komodrek mezenchymatycznych i fibrocytéw w fibroblasty. Nastgpnie zaktywowa-
ne fibroblasty rozpoczynaja migracje do rany. Najwazniejszym czynnikiem chemo-
taktycznym dla fibroblastéw jest PDGF. Jest on wydzielany przez makrofagi i ptyt-
ki krwi. Proliferacj¢ fibroblastow stymuluja rowniez TGF-B1 i TNF-o (ang. tumor
necrosis factor alpha). Fibroblasty syntetyzuja sktadowe pierwotnej ECM, ktora
ma odbudowac uszkodzona tkanke. ECM dziala takze jako rezerwuar cytokin, kto-
re zwrotnie wplywaja na aktywnos¢ fibroblastow. Obydwa te procesy — wzmozo-
nej proliferacji fibroblastow i syntezy ECM okresla si¢ terminem fibroplazji [72].

Proces powstawania nowych naczyn krwionosnych — angiogenezy, ktory jest czyn-
nikiem krytycznym w procesie gojenia rany, inicjowany jest prawdopodobnie przez
bFGF wydzielany przez makrofagi i uszkodzone komorki srédbtonka oraz VEGF
wydzielany przez keratynocyty i makrofagi brzegow rany pod wplywem TGF-o oraz
KGF (ang. keratinocyte growth factor) [19, 35].

W fazie proliferacyjnej dochodzi rowniez do reepitelializacji (naskérkowania).
Odbudowa naskérkowej bariery oddzielajacej srodowisko rany od czynnikow ze-
wnetrznych jest decydujacym etapem powrotu do homeostazy podczas gojenia.
Powierzchnia ziarniny, dzieki silnemu unaczynieniu jest zywoczerwona i tatwo krwa-
wi przy dotknigciu [52].

Podczas procesu ziarninowania cz¢s¢ populacji fibroblastéw nabywa morfologiczne i
biochemiczne cechy komorek powodujacych obkurczanie rany (kontrakcje). Pod wpty-
wem tego procesu zmniejsza si¢ powierzchnia rany, co przyspiesza proces gojenia [38].

Transformacja fibroblastéw do miofibroblastow jest stymulowana przez TGF-p1
i charakteryzuje si¢ zmianami w cytoszkielecie komorek. Zmiana ta dotyczy przede
wszystkich znacznego wzrostu ekspresji kurczliwego bialka stresowego a-aktyny
migsni gladkich a-SMA (ang. alpha smooth muscle actin), tworzacego wlokna
wewnatrz fibroblastow [38].

W koncowej fazie gojenia, ilos¢ sktadnikow macierzy pozakomoérkowej oraz ge-
stos¢ sieci nowopowstalych naczyn ulega zmniejszeniu. Podczas fazy remodelowa-
nia, dochodzi rowniez do masowej $mierci apoptotycznej komoérek. W szczegolno-
Sci proces ten dotyczy miofibroblastow, ktorych rola sprowadza sie do dziatania ob-
kurczajacego ziarning [38]. Apoptoza warunkuje przeksztalcenie ziarniny w blizng [35].
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Komérki nowotworowe moga produkowac te same czynniki wzrostu, biorace
udziat w aktywacji otaczajacego nowotwor zrgbu (stromy), jakie produkowane sa
przez komorki podczas gojenia tkanek i procesow wioknienia. Komdrkami zrebu [64,
71] lub komoérkami mikrosrodowiska nowotworowego nazywa si¢ komorki, ktore
wchodza w interakcje z komdérkami nowotworowymi guza. Komorki nowotworowe
wspoldziataja m.in.: z komorkami $rodblonka, fibroblastami, makrofagami, granulo-
cytami i komorkami tucznymi [8].

W nowotworach wystepuja takze komorki pochodzenia mezenchymalnego, swo-
iste dla nowotwordw fibroblasty CAFs (ang. carcinoma associated fibroblasts)
[36]. CAFs sa heterogenng populacja, ktéra rézni si¢ znaczaco od prawidlowych
fibroblastow. Komorki te maja kilka charakterystycznych markeréw m.in.: wimen-
tyng i a-SMA. Ze wzgledu na obecnosé¢ a-aktyny fibroblasty CAFs okresla sig
czesto mianem miofibroblastow. Biatko aktywujace fibroblasty typu o (FAP) jest
markerem miofibroblastow, obecnych zaréwno podczas gojenia tkanek, procesow
wioknienia, jak i procesu nowotworzenia [26].

ZNACZENIE PROTEAZ W PRZEBUDOWIE MACIERZY
POZAKOMORKOWEJ

Proteazy sa réznorodna grupa enzymow, do ktdrej naleza m.in. proteazy seryno-
we, treoninowe, aspartylowe, cysteinowe oraz metaloproteinazy macierzy pozako-
morkowej MMPs (ang. matrix metalloproteinases). Najistotniejsza role w proce-
sie degradacji sktadnikéw ECM odgrywaja MMPs i proteazy blonowe. Ze wzgledu
na swoistos¢ substratowa i budowe chemiczna MMPs dzieli si¢ na: kolagenazy, zela-
tynazy, stromielizyny, matrylizyny, enamielizyny, metaloelastazy i metaloproteinazy
btonowe. Blisko spokrewnionymi enzymami z MMPs sa enzymy rodziny adamieli-
zyn ADAMSs (ang. a disintegrin and metalloproteinase). Degradacja sktadnikow
macierzy zalezy gldwnie od rownowagi migdzy aktywnoscia MMPs i ich swoistych
tkankowych inhibitorow TIMPs (ang. tissue inhibitors of metalloproteinases), a
takze aktywnosci niespecyficznych inhibitoréw takich jak o2-makroglobulina, ol-an-
tytrypsyna oraz inhibitor plazminogenu 1 [10, 37, 42, 49].

Metaloproteinazy naleza do rodziny wielodomenowych metalozaleznych endopep-
tydaz. W centrum katalitycznym czasteczki posiadaja jon Zn** [9]. Wymagaja réw-
niez obecnosci jonow Ca?", ktére pehnia role stabilizatoréw struktury czasteczki oraz
sa potrzebne do aktywnosci proteolitycznej enzymu [45]. Optimum aktywnosci
wykazuja w srodowisku od obojetnego do stabo zasadowego [76, 79].

Sa one wydzielane w postaci proenzymu poza komorke lub pozostaja zwiazane
z blong komodrkowa [50]. MMPs syntetyzowane sa przez szereg komodrek, w tym:
fibroblasty, keratynocyty, makrofagi, komorki srdédblonka, komodrki dendrytyczne
Langerhansa, neurony, komorki mikrogleju, miocyty, monocyty, limfocyty T, granu-
locyty obojetnochtonne oraz komorki nowotworowe [24, 79].
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Aktywnos¢ MMP regulowana jest na wielu poziomach w procesach wewnatrz- i
zewnatrzkomorkowych. Zalezy przede wszystkim od: ekspresji genow regulowanej przez
liczne cytokiny i czynniki wzrostu, stabilizacji badz destabilizacji ich mRNA, modyfikacji
potranslacyjnych (glikozylacji), szybkosci sekrecji z komoérki, aktywacji proenzymoéw,
hamowania ich aktywnosci przez TIMPs, a takze szybkosci katabolizmu [40].

Glowna funkcja tych enzymow jest przebudowa i degradacja blony podstawnej
oraz sktadowych ECM [57]. Degradacja sktadowych ECM znosi fizyczne i struk-
turalne bariery, umozliwiajac tym samym migracj¢ komoérek zaréwno w warunkach
prawidlowych, jak i patologicznych. Enzymy te petnia krytyczna rol¢ w przebudo-
wie tkanek w prawidtowym jak i zaburzonym gojeniu ran, a takze nowotworzeniu
i przerzutowaniu [49].

W przebudowie ECM, a takze w sygnalizacji migdzykomodrkowej oraz sygnalizacji
miedzy komdrkami i ECM w wielu procesach fizjologicznych i patologicznych, istot-
ne znaczenie ma wypadkowa proceséw zachodzacych na powierzchni komorek i w
najblizszym ich otoczeniu. Kluczowe znaczenie w procesach tych odgrywaja prote-
azy blonowe, do ktorych naleza blonowe metaloproteinazy macierzy MT-MMP (ang.
membrane-type matrix metalloproteinase), wolne MMPs majace zdolnos¢ wiazania
(zakotwiczania) w blonie komoérkowej (zelatynazy typu A i B), a takze inne enzymy
zwigzane z blona komérkowa, takie jak FAPa i dipeptylopeptydaza IV (DPPIV) [61].

BIALKO AKTYWUJACE FIBROBLASTY A (FAPo)

FAPo, wczesniej znany jako antygen powierzchniowy F19, jest indukowalna gli-
koproteina powierzchniowg komérek, zidentyfikowang z zastosowaniem przeciwcial
monoklonalnych F19 (mAb F19) w 1986 roku w hodowli fibroblastéw. W 1994 roku,
antygen powierzchniowy F19 zostal nazwany biatkiem aktywujacym fibroblasty o
(FAPo) [61, 69].

W roku 1990 w linii komdrkowej ludzkiego czerniaka ztosliwego (linia LOX) zo-
stata zidentyfikowana Zelatynaza o masie czasteczkowej 170 kDa, ktéra w 1994 roku
zostata nazwana sepraza (ang. surface expressed protease) [55, 67]. Klonowanie
ludzkiego genu FAP« i seprazy wykazato, iz oba biatka sa ta sama blonowa proteza
serynowa, kodowana przez gen zlokalizowany na chromosomie 2 (2q23) [15].

UMIEJSCOWIENIE BIAL KA AKTYWUJACEGO FIBROBLASTY o
(FAPo) W KLASYFIKACJI PEPTYDAZ SERYNOWYCH

FAPo nalezy do integralnych blonowych peptydaz serynowych SIMPs (ang.
serine integral membrane peptidases). FAPo. zakotwiczone w btonie komoérko-
wej wykazuje aktywnos$¢ peptydazy serynowej i zelatynazy. Bialko to zostalo 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 oprocz FAP/
seprazy naleza takze inne biatka enzymatyczne: dipeptylopeptydaza IV (DPPIV),
dipeptylopeptydaza 8 (DPP8) i dipeptylopeptydaza 9 (DPP9) oraz dwa biatka nie-
enzymatyczne DPL1 i DPL2 (ang. dipeptidyl peptidase-like) [11, 34].

GEN BIALKA AKTYWUJACEGO FIBROBLASTY
I JEGO WARIANTY SPLICINGOWE

Ludzkie FAPo kodowane jest przez gen liczacy 79846 pz (par zasad) (Gene-
Bank NG _027991), ktéry znajduje si¢ na chromosomie 2 (2q23) i liczy 26 ekso-
néw, zas mRNA FAPa liczy 2788 pz, a sekwencja kodujaca — 2283 pz (Gene-
Bank NM_004460).

Gen kodujacy FAPa zidentyfikowano u kilku gatunkéw zwierzat i u ludzi. Mysi
homolog genu FAPa liczy okoto 60 kpz i podobnie jak gen ludzki, zawiera 26 eks-
onow. Organizacja mysiego genu FAPa jest podobna do ludzkiej [58].

Badania na modelach mysich wykazaly istnienie w tkankach 3 odmiennych izo-
form FAPo bedacych wynikiem alternatywnego sktadania pierwotnych transkryp-
téw mRNA (pre-mRNA) [60].

Wykazano takze istnienie wariantu splicingowego w ludzkiej linii komdrkowej
czerniaka amelanotycznego (linia komoérkowa LOX). Wariant ten koduje 239 ami-
nokwasowy polipeptyd o masie czasteczkowej 27 kDa (sepraza-s), scisle zacho-
dzacy na C-koncowy katalityczny region seprazy typu dzikiego, wykazujacy wyso-
ki stopien homologii u réznych gatunkow [33].

STRUKTURA BIALKA

Aktywne ludzkie FAPa jest bialkiem liczacym 760 aminokwasow (GeneBank
NP _004451) o masie czasteczkowej 170 kDa. Jest homodimerem dwodch podjed-
nostek N-glikozylowanych, kazda o masie czasteczkowej 97 kDa. Monomer FAPo
ma 5 potencjalnych miejsc N-glikozylacji, 13 reszt cysteinowych, 3 domeny, ktére
odpowiadaja wysoce konserwatywnym domenom proteaz serynowych: segment
sygnalowy liczacy okolo 20 aminokwasow, migdzyblonowy segment hydrofobowy
i krotka N-koncowa domene cytoplazmatyczng liczaca okoto 6 aminokwasow [3].
W badaniu struktury krystalicznej wykazano pig¢ potencjalnych miejsc glikozylacji
na reszcie asparaginy, tj. 49, 92, 227, 314 i 679 [3].

FAPa nalezy do typu Il biatek transbtonowych, zakotwiczonych w blonie ko-
morkowej przez nieodcigta sekwencj¢ sygnatowa liczaca okoto 20 aminokwasow.
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Najnowsze badania wskazuja jednakze na obecnos¢ FAPo rowniez w surowicy [18],
jako rozpuszczalnej formy enzymu tnacego antyplazming APCE (ang. antyplasmin
cleaving enzyme) [46].

W formie FAPa zakotwiczonej w blonie komdrkowej, wigksza czegs¢ biatka wraz
z domeng katalityczna, jest eksponowana na srodowisko pozakomodrkowe. Domena
katalityczna zawiera katalityczng seryne (S624), oflankowana przez reszty glicyny
w klasycznej sekwencji GWSYG. Seryna ta w polaczeniu z asparaging (D702) i
histydyna (H734) tworzy katalityczna triade. Ulozenie takie jest charakterystyczne
dla oligopeptydaz prolilowych, a jego strukturalna organizacja podobna jest do or-
ganizacji DPPIV.

Kazda podjednostka tworzaca dimer FAPo zakotwiczony w blonie komorkowe;j
zawiera dwie topologicznie odlegle domeny: domene B-$migla (ang. B-propeller) utwo-
rzong przez aminokwasy 54-492 i domeng o/p} hydrolazy utworzona przez aminokwasy
27-53 i 493-760. Domena [-Smigla jest odpowiedzialna za regulacje proteolizy. Do-
men¢ P-$migla tworzy osiem fopatek, a kazda z fopatek $migla miesci w sobie trzy
lub cztery antyrownolegle skrety struktury B-harmonijki. Oscylujace fopatki Smigta
dziatajg jak wrota filtrujace podczas katalizy, pozwalajac na polaczenie si¢ z miejscem
aktywnym peptydom o matej masie czasteczkowej, eliminujac réwnoczesnie biatka o
duzej masie czasteczkowej i uniemozliwiajac przypadkowa proteolizg [27].

Katalityczna triada (S624, D702, H734) jest zlokalizowana na zlaczu domen:
B-$migta i o/P hydrolazy. Uktad katalityczny triady w porzadku nukleofilowo-kwa-
so-zasadowym jest charakterystycznym dla domeny o/f3-hydrolazy [63].

Miejsce aktywne jest dostgpne na dwa sposoby. Pierwszym sposobem jest do-
stepnos¢ przez srodkowy otwor uformowany przez osiem fopatek struktury B-$mi-
gla, drugim jest utworzenie wglebienia pomigdzy domenami [3-$migta i hydrolazy.

DPPIV wykazuje podobienistwo struktury do FAPoa. W strukturze DPPIV
N-terminalny region hydrofobowy stanowi nieodcinany peptyd sygnatowy funkcjo-
nujacy takze jako domena umozliwiajaca zakotwiczenie w blonie komorkowej. W
FAPo N-terminalna domena (aminokwasy 106-473) prawdopodobnie peini podob-
ne funkcje jak peptyd sygnalowy w DPPIV [61].

Ponadto, konsensusowa sekwencja GXSXG, zawierajaca katalityczng reszte se-
rynowa (S624), kodowana jest przez dwa eksony, fragment Gly-Trp zlokalizowany
jest na koncu eksonu 21, a Ser-Tyr-Gly na poczatku eksonu 22. Rozmieszczenie to
odrdéznia FAPa od typowych proteaz serynowych, w ktorych konsensusowa sekwen-
cja zawierajaca katalityczng seryne kodowana jest przez jeden ekson [60].

Wysoce konserwatywna reszta aminokwasowa ASP599 w DPPIV warunkuje
prawidtowa obrébke potranslacyjna DPPIV, umozliwiajac prawidlowe faldowanie,
dimeryzacje i transport biatka. Mutacje tego aminokwasu moga przyczynia¢ si¢ do
znacznego spadku ekspresji tego biatka na powierzchni komoérek. FAPo réwniez
posiada konserwatywna reszte asparaginy (ASP 599), pelniaca wazna role w ob-
robce 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 grupa aminopeptydaz i endopeptydaz zdolnych do hydrolizy wigzan post-
prolilowych, w sktad ktorej wchodzi takze rodzina genéw DPPIV. Rodzina DPPIV
obejmuje cztery geny kodujace biatka enzymatyczne: biatko aktywujace fibroblasty
o (FAPa), najlepiej poznang dipeptyloeptydaze IV (DPPIV), dipeptylopeptydaze 8,
dipeptylopeptydaze 9 oraz dwie glikoproteiny nie posiadajace aktywnosci peptydazy
DPL1 i DPL2.

DPPIV (CD26) (EC3.4.14.5) nazywana jest takze biatkiem wigzacym deamina-
z¢ adenozyny (ang. ADA-binding protein) jest N-koncowa egzopeptydaza, tnaca
dipeptydy zawierajace proling (X-Pro) lub alaning (X-Ala) [34].

FAPa jest biatkiem enzymatycznym (EC 3.4.21.B28) nalezacym do integralnych
btonowych peptydaz serynowych (SIMPs), wykazujacym aktywnos¢ post-prolilowej
peptydazy dipeptylowej i zelatynazy (aktywnos¢ zelatynolityczna). FAPa jest jedng
z nielicznych peptydaz, ktore sa zdolne do hydrolizy wiazan peptydowych utworzo-
nych przez proling [27, 70, 28].

Poréwnanie struktury miejsc aktywnych FAPo i DPPIV wykazato podobienstwa
S2-S2” specyficznych kieszeni (ang. pockets). Miejsce S1° w czasteczce FAPQ jest
ptaskie i moze wigza¢ wigkszos¢ aminokwasow. Kieszen w miejscu aktywnym S2°
posiada Trp623 i Tyr745, ktore uczestnicza w oddzialywaniach z duzymi bocznymi
tancuchami alifatycznymi czasteczek. Specyficzna kieszen S1° w FAPo ma chark-
ter hydrofobowy i zawiera sekwencje specyficznych reszt aminokwasowych: Tyr625,
Val650, Trp653, Tyr656, Tyr660 i Val705, co umozliwia optymalne przystosowanie
reszt prolilowych. Duze czasteczki hydrofobowe i aminokwasy aromatyczne moga
by¢ modelowane przez kieszen S2’ zawierajaca specyficzne reszty aminokwaso-
we: Argl23, Phe350, Phe351, Tyr541, Pro544, Tyr625 i Tyr660 [3].

N-koncowy fragment peptydow, stanowiacych potencjalne substraty FAPa, jest
rozpoznawany przez dwie reszty glutaminowe (motyw Glu). Poréwnanie struktury
krystalicznej FAPo i DPPIV wykazalo znaczace réznice aminokwasow zlokalizo-
wanych w sasiedztwie motywu glutaminowego FAPa i DPPIV (Glu203-Glu204 w
FAPo, Glu 205-Glu206 w DPPIV) polozonego w miejscu aktywnym enzymow.
Znaczenie motywu glutaminowego w reakcjach katalitycznych z udzialem DPPIV
zostato potwierdzone przez badania mutagenezy jednego nukleotydu (ang. single-
point mutations), likwidujace aktywnos¢ DPPIV, jako aminopeptydazy [1].

Szczegdlowe poréwnanie FAPou i DPPIV wykazalo takze obecnos¢ reszty ala-
ninowej w pozycji 657 (Ala657) w FAP«, zamiast reszty asparaginianowej w po-
zycji 663 (Asp663) obecnej w DPPIV, co znaczaco redukuje charakter kwasowy
kieszeni i moze wyjasnia¢ mniejsze powinowactwo FAPa do reszt N-koncowych

peptydow [3].
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WEASCIWOSCI KATALITYCZNE FAPo,

Wigksza czegs¢ formy bltonowej FAPa, wraz z domena katalityczna, jest ekspo-
nowana na srodowisko pozakomérkowe. W sklad domeny katalitycznej FAPo wcho-
dzi katalityczna seryna (Ser624) oflankowana glicynami w klasycznej sekwencji dla
miejsca aktywnego seryny (GXSXG). Ten konserwatywny motyw charakterystyczny
dla proteaz serynowych wystepuje w sekwencji GWSYG. Katalityczna seryna w
polaczeniu z Asp702 i His734 tworzy katalityczna triade. Orientacja reszt amino-
kwasowych jest podobna do orientacji reszt aminokwasowych rodziny oligopepty-
daz prolilowych, a organizacja strukturalna podobna do DPPIV (domena transblo-
nowa, domena DPPIV, domena peptydaz S9). FAPa zostato sklasyfikowane jako
nieklasyczna proteza serynowa [61].

Substytucja ktorejkolwiek z dwdch reszty glicyny w DPPIV skutkuje zatrzymy-
waniem nowozsyntezowanego enzymu w retikulum endoplazmatycznym i szybka
jego degradacja. Sugeruje to, iz obie reszty glicynowe sa niezbedne do prawidlowe;j
obrdbki potranslacyjnej (faldowania) enzymu i transportu na blong komorkowa.
Histydyna dziala jako ogdlny kwasowo-zasadowy katalizator aktywujacy grupy nu-
kleofilowe, grupa hydroksylowa seryny dziata jako nukleofil podczas ataku na wia-
zania peptydowe, natomiast kwas asparaginowy stabilizuje natadowane czwartorze-
dowe intermedianty formowane podczas reakcji [61].

SPECYFICZNOSC SUBSTRATOWA FAP«.

Wigkszos¢ peptydaz nie jest zdolna do hydrolizy wiazan peptydowych utworzo-
nych przez proling ze wzgledu na specyficzna strukturg tego aminokwasu i ograni-
czen, jakie wywiera na strukturg peptydu. FAPo jest jedna z nielicznych peptydaz,
ktére sa zdolne do hydrolizy wiazan peptydowych proliny [28].

FAPo wykazuje dwa rodzaje aktywnosci proteolitycznej. Pierwsza to aktywnos¢
zelatynazy [5, 55, 67], a druga aktywnos$¢ N-koncowej post-prolilowej aminopepty-
dazy [16]. Zaréwno aktywnos¢ zelatnazy, jak i dipeptylopeptydazy wykazywanej
przez FAPo. uwarunkowana jest obecnoscia aktywnej katalitycznie reszty seryno-
wej 624.

Badania specyficznosci substratowej z zastosowaniem zymografii wykazaly, iz
FAPo degraduje zelatyng czyli termicznie zdenaturowny kolagen typu I i IV. Nie
wykazuje natomiast zdolnosci do degradacji lamininy, fibronektyny, fibryny i kaze-
iny. Aktywnos$¢ zelatynolityczna odroznia FAPo od DPPIV, ktora nie posiada ak-
tywnosci zelatynazy. Wykazano, ze FAPo. w synchronizacji z innymi proteinazami
bierze udziat w degradacji czgsciowo zdegradowanego lub zdenaturowanego kola-
genu typu I i Il i innych skladowych macierzy pozakomoérkowej, a produkty po-
wstajace w procesie ich degradacji moga regulowaé wzrost komorek nowotworo-
wych i ich ruchliwos¢ [17].
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BIOCHEMICZNE WEASCIWOSCI FAPo.

Potranslacyjna modyfikacja FAPa jest N-glikozylacja, zatem mozliwe jest bloko-
wanie regionu N-koncowego [67].

Badania struktury krystalicznej FAPow wykazaly, iz wystepuje pie¢ potencjalnych
miejsc glikozylacji na resztach asparaginy: 49, 92, 227, 314 i 679. Cztery wystepuja
w regionie domeny PB-$migla, a jedno miejsce glikozylacji w domenie wykazujacej
aktywnos¢ hydrolazy [3]. Glikozylowana forma FAPa wykazuje zarowno aktyw-
no$¢ post-prolilowej peptydazy dipeptylowej, jak i aktywnos¢ zelatynazy, podczas
gdy forma nieglikozylowana nie posiada zadnej aktywnosci [74].

UDZIAL FAPo W PROCESACH FIZJOLOGICZNYCH
I PATOLOGICZNYCH

Funkcja FAP« nie jest jeszcze w pelni poznana. Fizjologicznie przejsciowa eks-
presja FAPa wystepuje w prawidtowych ptodowych tkankach mezenchymatycznych
oraz podczas procesow gojenia tkanek. Prawidlowe komorki tkanek dorostych osob-
nikow nie wykazuja ekspresji FAPo [61].

Wstepne badania sugerowaly, iz FAPa jest powierzchniowym markerem proli-
feracji komorek mezenchymalnych, ktorego ekspresja moze by¢ indukowana czyn-
nikami wzrostu lub w toku kancerogenezy.

FAPa, jako indukowany antygen powierzchniowy moze ulega¢ ekspresji w ak-
tywowanych komorkach zrgbu otaczajacego komoérki nowotworowe rakow nabton-
kowych i niektorych migsakéw, dzialajac zardwno jako promotor, jak i supresor
nowotworzenia. FAPa spetnia funkcje biologiczne w sposéb zalezny od warunkow,
przez polaczenie aktywnosci proteazy i zdolnosci tworzenia kompleksow z innymi
czasteczkami na powierzchni komoérek. Czynnikiem decydujacym o jego aktywno-
Sci moga by¢ czasteczki sygnalizacyjne, majace wplyw na interakcj¢ FAPo z ko-
moérkami [61].

Ekspresja FAPo charakteryzuje reaktywne fibroblasty zrebu. Fibroblasty sa naj-
liczniejszym typem komorek tkanki tacznej, bioracym udzial w formowaniu jej ar-
chitektury, poprzez syntezg i wydzielanie sktadowych ECM. Jak juz wczesniej wspo-
mniano, aktywacja fibroblastow i transformacja w miofibroblasty charakteryzuje
zar6wno proces gojenia, jak i widknienie tkanek i narzadow. Miofibroblasty posia-
daja wiokna stresowe, de novo syntezowana oi-SMA oraz wariant splicingowy fi-
bronektyny (ED-A) i formuja polaczenia komunikacyjne (ang. gap junctinon) mig-
dzy soba [77].

Podczas prawidlowego procesu gojenia, miofibroblasty podlegaja szczegdlnemu
typowi programowanej smierci komorek, nazywanej nemosis i sa usuwane z re-
modelowanej ziarniny [20, 68].
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CAFs podobnie jak miofibroblasty wykazuja ekspresj¢ a-SMA oraz wariantu
splicingowego fibronektyny (ED-A), jednakze rdznia si¢ zasadniczo od miofibrobla-
stow czasem trwania i nieodwracalnoscia aktywacji. CAFs, nie podlegaja takze
programowanej smierci [23, 44, 66].

Markerami aktywowanych fibroblastow, oprocz o-SMA i FAPa sa takze PDGF
i specyficzne biatko fibroblastow FSPa (ang. fibroblast-specific protein) [44, 53].

Poza fibroblastami, fenotypu miofibroblastéw nabywaja takze komorki gwiazdzi-
ste watroby HSCs (ang. hepatic stellate cells). HSCs sa glownym zrodiem za-
réwno enzymdw proteolitycznych, jak i ich inhibitoréw, odgrywajacych kluczowa role
w procesie remodelowania macierzy pozakomoérkowej watroby [4]. Podobnie jak
w przypadku fibroblastow, HSCs wykazuja nadekspresje FAPa w fazie przebudo-
wy macierzy pozakomorkowej miazszu watroby podczas postepu marskosci watro-
by [47]. Ponadto ekspresje FAPow wykazano takze w miazszu watroby w przewle-
ktym zapaleniu watroby wywolanym wirusem zapalenia watroby typu C (HCV),
korelujaca ze stopniem widknienia w przebiegu przewleklego WZW typu C [48].

Indukcja ekspresji FAPa podczas przebudowy macierzy pozakomorkowej wy-
daje si¢ mie¢ kluczowe znaczenie nie tylko u ludzi. Nadekspresje homologu tego
biatka wykazano podczas hormonalnie wywotanej resorpcji ogona u Xenopus la-
evis [12] oraz podczas rozwoju zarodka myszy. Nie wykazano jednak wad rozwo-
jowych u myszy z niedoborem tego biatka, pomimo jego zwigkszonej aktywnosci w
prawidtowo przebudowywanych tkankach w toku embriogenezy [59].

Badania immunohistochemiczne wykazaly takze indukowana ekspresje FAPo u
pacjentéw z idiopatycznym widknieniem ptuc. Ekspresja FAPo ograniczona byla do
fibroblastow w obrgbie obszarow uszkodzonych tkanek [2].

FAPa ulega indukowanej ekspresji na btonach chondrocytow podczas resorpcji
tkanki chrzestnej oraz podczas choroby zwyrodnieniowej stawow [54]. W badaniu
na mysim modelu potwierdzono 7-krotny wzrost ekspresji FAPo. podczas procesu
zapalnego charakterystycznego dla choroby zwyrodnieniowej stawow w porowna-
niu do ekspresji FAPo. w tkankach prawidlowych niezapalnych [41].

Rola CAFs w transformacji i progresji nowotowordw jest wieloaspektowa. Po-
dobnie jak komorki uktadu immunologicznego, ktore poczatkowo hamuja transfor-
macje nowotworowa, tak i CAFs hamuja wczesne stadia progresji nowotworow,
gldwnie przez formowanie polaczen komunikacyjnych pomigdzy aktywowanymi fi-
broblastami [39, 51].

Czynniki wydzielane przez komorki nowotworowe aktywuja CAFs, ktére moga
promowac zarowno wzrost, jak i progresje nowotworu. Wzajemna komunikacja
pomigdzy komorkami nowotworowymi a komdrkami zrgbu moze przebiega¢ dwo-
ma r6znymi szlakami. W szlaku zwanym ,.eferentnym” komorki nowotworowe za-
poczatkowuja (niejako wlaczaja) reaktywna odpowiedz zrgbu, natomiast w szlaku
»aferentnym” zmodyfikowane przez otaczajace mikrosrodowisko, komorki zrebu
stymuluja odpowiedz komorek nowotworowych [65].

FAPo moze mie¢ kluczowe znaczenie w procesach zachodzacych w mikrosro-
dowisku nowotworu, gdzie dzigki swej aktywnosci enzymatycznej nie tylko promu-
je wzrost guza, ale takze odgrywa wazng rolg w nabywaniu fenotypu migracyjne-
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go przez komorki nowotworowe, promujac tym samym przerzuty do innych tkanek
czy narzadow [29, 31]. Nadekspresja FAPo w poblizu komorek srodblonka i w
bezposrednim otoczeniu proliferujacych komorek nowotworowych wskazuje na istot-
ne znaczenie tego biatka w patogenezie nowotworow.

Nabywanie fenotypu inwazyjnego przez komodrki nowotworowe jest ztozonym
procesem, w ktorego przebiegu istotne sa wzajemne oddzialywania zarowno pomig-
dzy komdrkami prawidtowymi, jak i nowotworowymi, jak réwniez pomiedzy komor-
kami i otaczajacym je mikrosrodowiskiem [61].

UDZIAL KOMPLEKS(')W, FAPA Z INNYMI CZASTECZKAMI
W INWAZJI KOMOREK NOWOTWOROWYCH

FAPo zwiazane jest z integryng a3f1, MMP-2, MT-MMP-1, DPPIV i uPA
przez lokalizacj¢ na inwadopodiach ludzkich komdrek nowotworowych i moze wcho-
dzi¢ w interakcje z tymi czasteczkami i ich receptorami [6, 14, 15, 22, 30, 32].

Heteromeryczny kompleks enzymatyczny FAPo i DPPIV wykazuje aktywnos¢
zaréwno post- prolilopeptydazy jak i zelatynazy, co zapewnia skutecznos¢ degrada-
cji kolagenu, a w zwiazku z tym moze efektywnie promowa¢ migracje komorek.
Pomimo podobienstwa obu enzymow, roznia si¢ one dystrybucja i ekspresja w tkan-
kach [32].

Wykazano, iz FAPa moze takze tworzy¢ kompleks z receptorem aktywatora pla-
zminogenu typu urokinazowego uPAR (ang. wurokinase plasminogen activator
receptor) zlokalizowanego na inwadopodiach komdrek nowotworowych [6], bloku-
jac wiazanie aktywatora plazminogenu typu urokinazy uPA (ang. urokinase type
plasminogen activator), wchodzacego w sklad proteaz serynowych i wykazujace-
go zdolnos¢ degradacji skfadnikoéw ECM, takich jak: kolagen typu IV, laminina i fi-
bronektyna. Inhibicja aktywnosci uPA przez blokowanie wiazania uPA z uPAR moze
ogranicza¢ tworzenie przerzutow [42]. W tym przypadku FAPo wykazuje wlasci-
wosci supresora transformacji nowotworowej. Jednakze powstanie kompleksow
btonowych FAPa — uPAR jest skomplikowane i zalezy zardwno od cytoszkieletu,
jak i integryn, zwlaszcza integryny B1 [6].

Badania immunohistochemiczne wykazaty ekspresj¢ FAPo zaréwno w pierwot-
nym, jak i przerzutowym raku jelita grubego, piersi, jajnika, pecherza moczowego i
ptuc [29].

W badaniach immunohistochemicznych wykazano réwniez ekspresje FAPa w
raku szyjki macicy zar6wno w postaciach mikroinwazyjnych, jak i inwazyjnych. Wy-
kazano ponadto korelacje migdzy aktywnoscia zelatynolityczna FAPo a stopniem
ztosliwosci raka. Zroznicowanie ekspresji FAPo w zaleznosci od inwazyjnosci no-
wotworow, moze sugerowac, iz FAPo moze by¢ potencjalnym wezesnym marke-
rem progresji nowotworow [43].
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W gruczotowym typie raka jelita grubego ekspresja FAPa w zrgbie istotnie ko-
reluje z przerzutami tego nowotworu do watroby i weztow chlonnych. Natomiast
w rozproszonym typie raka nie wykazano korelacji migdzy ekspresja tego biatka a
przerzutami do wezléw. W badaniach immunohistochemicznych wykazano réwniez
roznice w ekspresji FAPo. w raku zoladka i w raku jelita grubego pod wzgledem
glebokosci naciekania nowotworu na otaczajace tkanki [62].

Nowe strategie terapeutyczne chordb fibroproliferacyjnych (wtdknienia) oraz
choréb nowotworowych obejmuja proby hamowania syntezy i aktywacji MMPs, m.in.
poprzez zastosowanie réznych zwiazkow. Zwigzkami takimi sa: antybiotyki (pochodne
tetracyklin i antybiotykdw antracyklinowych), zwiazki karboksyalkilowe, hydroksa-
matowe (batimastat, marimastat), tiole i fosfonamidy. Jednakze MMPs sa enzyma-
mi zaangazowanymi nie tylko w procesy patologiczne, przede wszystkim sa nie-
zbedne dla prawidtowego przebiegu wielu procesow fizjologicznych w organizmie.

Funkcja biatka FAPo nie jest jeszcze w pelni poznana, jednakze istnieja dowody
na jego udzial w gojeniu tkanek i transformacji nowotworowej. Nie wykazano eks-
presji FAPa w prawidlowych tkankach dorostych osobnikow. Zatem FAPo moze
okaza¢ si¢ idealnym celem terapeutycznym.
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