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Alfa-fetoprotein
- historie a vyznam jeho objevu (2. cast)

Syntéza AFP

Gen odpovédny za syntézu AFP je ¢lenem
,,albuminoid gene superfamily “, kam pat-
ii geny pro AFP, sérovy albumin, vitamin
D-binding protein (Gc-globulin) a alfa-
albumin (afamin). U ¢lovéka jsou tyto al-
buminoidni geny lokalizovany tandémové
na chromosomu 4 v oblasti 4q11-q22 za-
hrnujici u AFP 15 exond a 14 intront. Tato
nadrodina je strukturalné charakterizova-
na cysteinovymi zbytky, které jsou poskla-
dany do vrstev vytvaiejicich klicky, dikto-
vané disulfidovymi mustky; tak vznika tri-
pletova doména s molekulovou struktu-
rou ve tvaru pismene U. Homologie ami-
nokyselinové sekvence AFP a albuminu
svéd¢i pro hypotézu, ze oba proteiny
vznikly v evoluci jako dasledek duplikace
spolecné tripartity ancestralniho genu.
Syntéza polypeptidového fetézce AFP,
ktera je v pribéhu ontogeneze 1 za riiz-
nych patologickych stavii (stoupajici
a klesajici produkce v prenatalnim vyvoji,
nahly pokles kratce po porodu, obnovena
syntéza u urcitych nadorovych onemoc-
néni nebo pii regeneraci jaterniho paren-
chymu) navozena stimulaci ,,promotor-
coupling elementu (PCE)*, jehoz aktivitu
spousti ,,fetoprotein transcription fac-
tor*. Na genové expresi nebo represi (si-
lencing) se vSak jesté podili dalsi faktory:
predevsim faktor oznacovany jako
Nkx2.8, jehoz aktivita je regulovana vy-
vojove, dale pak faktory HNF1 a HNF3,
NF1,Zhx2, FOXA nebo receptor thyreo-
idnich hormonu. Na zakladé experimental-
nich modelti se prokazalo, ze exprese
AFP-geni je regulovana predevsim ve
fazi transkripce. Regulacni oblast AFP-
genu obsahuje tkanove specificky promo-
tor, tfi nezavislé ,,enhancery* a dale ales-
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pon dva ,,silencery*. Regulace exprese
specifického jaterniho genu je komplexni
a ne¢kolikastupnovy proces, ktery vyzadu-
je prubézné zmeény v aktivité a koordinaci
velkého poétu strukturalnich, sekrecnich
a transportnich proteind a enzymu. Hepa-
tocytovy nuklearni faktor (HNF) ma pii
tom klicovou ulohu. Az dosud bylo iden-
tifikovano nékolik rodin regulacnich pro-
teint nalezejicich k HNF (HNF1a , C/EBP,
HNF3, HNF4 a HNF6). Proto-onkogeny,
participujici na procesech bunééné dife-
renciace a proliferace, jsou exprimovany
v jatrech vzdy v uréitém stadiu vyvoje
embrya. Po narozeni je jejich syntéza vy-
razn¢€ snizena, pfi regeneracnich pocho-
dech v jatrech se exprese onkogent, jako
je c-jun, c-fos, a c-myc, signifikantné zvy-
Suje. Stejné tomu je tak i v nékterych bu-
nécnych liniich hepatomu. Podle Lazare-
viche aktivace AFP-promotoru, kterou se

Transkripéni faktory pri requlaci exprese

zahajuje syntéza AFP, se d&je komplexem
HNF/FTF transkripénich faktord. Tento
komplex kompetuje o vazebnd mista na
promotoru s faktorem GRC a NF-1. Akti-
vita promotoru je zavisla na moldarnim po-
méru HNFI1/NF-1 v jadfe a méni se podle
stadia vyvoje hepatocytd. Spolupiisobi
ptitom fada dalsich faktort (obr. 1).

Mistem syntézy AFP jsou jatra (hepa-
toblasty), buiiky Zloutkového vacku (en-
dodermal sinus) a pravdépodobné i buii-
ky primitivniho sti‘eva, respektive visce-
ralni endoderm, z ného odvozeny endo-
derm zloutkového vacku, fetalni hepato-
cyty a vyvijeci se primitivni stfevni epite
lium. Mezi produkci albuminu a fetopro-
teinu existuje reciprokéni vztah: zvySena
syntéza AFP je provazena snizenou syn-
tézou albuminu. V pribéhu ontogeneze
mysich embryi je mozno prokazat imuno-

rodiny albuminoidnich genti

DBP C/EBP

Gc-glob

Lazarevich N.L, 2000

Obr. 1: Transkripcni faktory podilejici se na expresi rodiny albuminoidnich genii (AFP, albumin, Ge-globulin)
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Obr. 2: Mista syntézy AFP v ¢asném embryondlnim obdobi (pritkaz mysiho AFP ve fazi implantace blastocyty)

histochemickou technikou AFP dfive nez
albumin, a to uz uvnitf blastocysty, na
vnitini 1 vnéjsi vrstve primitivniho endo-
dermu. Z vnéjsi vrstvy endodermu vznika
parietalni endoderm, zatimco visceralni
pochazi z vnitini vrstvy. Lidsky AFP je uz
exprimovan 26. den po ovulaci (prukaz
pomoci mRNA-AFP) ve Zloutkovém vac-
ku, v endodermu zadniho i stfedniho stie-
va, v hepatalnim divertiklu pfedniho stie-
va. Embryonalni jatra vznikaji v hepatalni
oblasti stfevniho endodermu, az kdyz se
tato oblast oddéli od dorzalniho endoder-
mu naléhajiciho na notochord a ektoderm,
které blokuji expresi specifickych jaternich
genl. Exprese specifickych jaternich ge-
nt, které navozuji syntézu AFP a albumi-
nu, se mohou objevit kdekoliv v embryo-
nalnim stieve, pokud je vystaveno piimo
kardiogennimu mesodermu. Aktivace se
ucastni fibroblastovy ristovy faktor (FGF).
Kromeé toho je k tomu nutna pfitomnost
endotelovych bunék vyvijejiciho se krev-
niho fecisté. Mezi 32. az 52. dnem je AFP
exprimovan v tubulech a v mezonefrickém
duktu, prechodné pak (mezi 40. a 50. dnem)
iv pankreatu (obr. 2).

Neni vSak exprimovan v metanefrické
ledving, je ale téz v této fazi exprimovan
v endodermu Zlu¢ovodi a zluéniku. AFP
byl prokazan rovnéz v tkani fetalniho moz-
ku, ale jeho syntéza neni v této tkani prav-
dépodobna. Jeho pritomnost v nervové
tkani je zfejmé do 20. tydne nezbytna pro
diferenciaci a vyvoj neurond; v tfetim tri-
mestru t¢hotenstvi uz neni prokazatelny.
Uriel vysvétluje pritomnost AFP ve vyvi-

jejici se mozkové tkani dodavkou polyne-
nasycenych mastnych kyselin transporto-
vanych pomoci AFP. Nevyjasnéna je syn-
téza AFP v tkani placenty; u 14 dni sta-
rych hovézich embryi byl AFP detekovan
téz v trofoblastu. Ptitomnost AFP v ovi-
duktalni tekuting se vysvétluje nalezem
oviduktinu-1 (HOV-1), glykoproteinu

0 M;=54 kDa a s obsahem sacharidu 8 %,
produkovanym buitkami vejcovodu, a kte-
ry vykazuje antigenni identitu s AFP; je
povazovan za kmenovou (truncated) for-
mu AFP. Syntéza (pfitomnost) AFP (mole-
kulovych variant) a jeji vymizeni v riz-
nych tkanich (bunkach) v prabéhu vyvoje
plodu je podminéna riznorodou funkei
AFP v daném stadiu vyvijejiciho se em-
brya a fétu (obr. 3).
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Obr. 3: Syntéza lidského AFP ve fazi casné organogeneze

Standardizace stanoveni AFP
(mezinarodni standard)

Pro praktické (klinické) i vyzkumné potie-
by bylo nutné kvantitativni stanoveni
AFP v biologickych tekutinach standardi-
zovat. Pro porovnani vysledki bylo tieba
se alespon dohodnout na jednotném me-
zinarodnim standardu (etalonu), ktery by
nejprve vyjadioval srovnatelné hodnoty
formou mezinarodnich jednotek. WHO/
AIRC pfipravila mezinarodni standard
aurcila, ze obsahuje 100 pU, jiny standard
(British Standard) ma hodnotu 98,5 pU.
V referenénim materialu oznaceném jako
WHO 72/225 jednaIU = 1,21 ng AFP.
V seznamu IRMM (Belgie) je uvadén
AFP-standard jako BCR-486. V roce 1998
byl uskute¢nén ISOBM ,,workshop®, na
némz nékolik pracovist’ zkoumalo specifi-
tu a afinitu 30 monoklonalnich mysich
IgG-protilatek proti AFP a jejich zplsobi-
lost pro radioimunometrickd méfeni a zjis-
tilo, ze nékteré se hodi pro tato méfeni,
jinane (tab. 1).

Pozndmka: Imunochemické metody
(pouzivajici odlisnou metodiku, zejména
s odlisnymi vlastnostmi protilatek) mohou
davat diametraln¢ rozdilné vysledky
u enormé zvysenych hodnot AFP. U ko-
jence s nadorem v bfiSe a s namétenou
hodnotou 1.844 miliond kU/1 v jedné labo-
ratofi se vyrazné lisila od namétené hod-
noty (452 kU/1) na jiném pracovisti. Vice-
nasobnym nafedénim séra byla prokazana
spravnost hodnoty vysoké (tzv. ,,hook*
efekt).

Syntéza AFP v jaternim hrbolku
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Metody kvalitativni

Autor

(detekce) Pouziti Citlivost (aplikace pro AFP)
Dvojita imunodifuze Prikaz v biologickych 2-5 mg/| Masopust, J., 1966
(Ouchterlony) tekutinach

Protismérna Prikaz v biologickych | 0,5 mg/|

imunoelektroforéza tekutinach

Imunoautoradiografie Priikaz v tkanich 0,1 - 0,05 mg/l | Abeley, G.l., 1971

(imunohistochemie)

Immunoflorescence

histochemistry

Priikaz v tkanich

(imunohistochemie)

Engelgardt, N.V.,
etal., 1971

Hemaglutinace

Kvalitativni prikaz

Lehmann, F.G., 1974

Latex-aglutinace

Kvalitativni prikaz

Alpert, M.E., 1974

Imunoautoradiografie

Prikaz v tkanich

Metody kvantitativni

Vyvoj AFP v prenatalnim
a postnatalnim obdobi

Monitorovani koncentrace AFP ukazalo,
ze jeho hladina v krevnim séru prodélava
v priabéhu ontogeneze charakteristicky
vyvoj: U ¢lovéka je mozno AFP prokazat
v cirkulaci (imunoprecipitace na Ouchter-
lonyho plotn¢) pied 8. tydnem nitrodéloz-
niho Zivota; maximalni koncentrace (~ 4 g/1)
dosahuje kolem 14. tydne, pak rychle kle-
s4 na hodnoty poloviéni az tretinové

(v 18. - 20. tydnu), poté nasleduje poma-
lejsi pokles. Pti porodu (pupeénikova

Autor

(v biologickych tekutinach) Citlivost (pouziti pro AFP)

Radialni imunodifuze (Mancini) 2,5 mg/I Komeréni soupravy
Elektroimunomigrace 2 mg/l Masopust, J., Tomasova, H., 1966
Elektroimunodifuze (Laurell) 0,5 mg/I

Radioimunoesej 25 ng/l Ruoslahti, E. et Seppalla, M., 1972
RIEP 20 pg/l Norgaard-Pedersen, B., 1973
ELISA

“Flow injection” chemiluminiscence 0,5 ng/l Lin, J., 2004

“Flow injection” amperometric enzyme-immunoassay 0,07 ng/l Della Ciana, L., 1996
Immunochromatographic strip assay (semikvantitativni) Chuang, L. et al., 2004
Flow-injection chemifluorescent immunoassay 2,7 ng/l Fu, Z. et al., 2006

Multi-array immunoassay based on insert-plug model 20-640 ug/l Zhang, B. et al., 2007

of piezoelectric immunosensor

Tandem bioluminescent immunoassay (BLIA) using aequorin labeled

Fab fragment and bionylated firefly luciferase

1,95-1000 pg/I

Ito, K. et al., 2007

Electrochemical immunoassay on a micro-fluidic device

with sequential injection and flushing function

Detection limit: 0,1 ng

Nashida, N. et al., 2007

Ag/SiO2 core-shell nanoparticle-based surface-enhanced

Raman probes for sandwich-immunoassay

Tab. 1: Piehled metod pro dikaz a stanoveni AFP

Byly vyvijeny dalsi metody stanoveni
jejich automatizaci. Mezi takové patii
kupt. rychla semikvantitativni imunochro-
matograficka prouzkova metoda s vyhod-
nocenim na optickém skeneru. Nedavno
byla aplikovana citliva a specificka techni-
ka: Flow-injection chemilumiscent immu-
noassay system based on a novel trans-
parent immunoaffinity reactor pro kvanti-
tativni stanoveni AFP, s koncentra¢nim
rozsahem 5-100 pg/l a detekénim limitem
2,7 pg/l (signal/noise ratio 3). Metoda je
porovnatelnd s radioimunometrickym sta-
novenim. Pfi mezilaboratornim srovnavani
hodnot AFP naméfenych v testovanych
vzorcich se ukazuje, ze stale existuji rozdi-
ly ve vysledcich. Koeficient variace pii
stanoveni testovanych vzorki AFP mezi
12 laboratofemi kolisal od 12,56 do 117,87.
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Obr. 4: Vyvoj sérové koncentrace AFP v prenatdalnim obdobt
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Obr: 5: Krivka poklesu AFP v semilogaritmické stupnici

krev) hladina byva mezi 20 - 200 mg/1 (prt-
mér 117 mg/l) (kvantitativni stanoveni
provedeno pomoci elektroimunomigrace,
citlivost: 2 mg (AFP/I) (obr. 4). (Pro kvan-
titativni stanoveni AFP jsme jesté vyuzi-
vali dvojitou radialni imunodifuzi podle
Manciniové a predevsim tzv. , raketkovou*
imunoelektroforézu podle Laurella: anti-
gen-antibody crossed electrophoresis.)

V semilogaritmické stupnici je prudsi
pokles po 14. tydnu charakterizovan polo-
¢asem T/2 =26 dni, pozvolnéjsi sklon ma
T/2 = 81 dni. Po porodu ubyva AFP v cir-
kulaci jesté rychleji (T/2 = 4,05 dne). Pre-
pocteme-li koncentraci AFP vséruna l g
télesné vahy plodu, dostaneme hodnoty
zvysujici se prudce s vékem fétu do 14.
tydne, pak se drzi pfiblizné na stejné hod-
noté az asi do 28. tydne nitrodélozniho zi-
vota (produkce je v rovnovaze s degrada-
ciase zied'ovanim v nartstajicim cirkuluji-
cim objemu plodu), (obr. 5).

Po porodu jsme nalezli rozdil v proka-
zatelnosti AFP (detekce pomoci Ouchter-
lonyho techniky - senzitivita: 3-5 mg/l)
mezi novorozenci donosenymi a nedono-
Senymi (porodni hmotnost: 1300 -2200 g).
Ubyvani u nedonosenych bylo pomale;jsi:
U donosSenych novorozenci byl AFP tou-
to technikou po 4. tydnu uz ve vSech pii-
padech neprokazatelny, u nedonoSenych
byla patrna precipitacni linie jesté¢ u 10 %.

Velmi citlivymi technikami jako je radio-
imunoesej byl nalezen AFP v fadové niz-
sich koncentracich (kolem 10 pg/1) téz

u zdravych dospélych jedinct. Otazkou
zustava, které bunky tuto rezidualni syn-
tézu AFP realizuji - (vS§echny zralé hepato-
cyty v zakladnim minimalnim mnozstvi ne-
bo jen ojedinélé hepatoblasty pretrvavaji-

Vékova skupina AFP
Novorozenci (pupecnik) | 20 - 200 mg/I
2 mésice 93,3 = 32,1 pg/l
3-4 mésice 27,9 = 21,2 pg/l
5-7 mésict 14,9 = 11,3 pg/l
8-12 mésicu 13,1 = 10,0 pg/l
(dospéli) 4 -15 g/l

Tab. 2: Hodnoty AFP v séru zdravych novorozencii (pu-
pecnik) a kojencii (ELISA)

ci v jatrech i po narozeni a produkujici pro
n¢ charakteristické vyssi mnozstvi). Abe-
lev na zakladé experimentd, pii kterych
navozoval regeneraci jaterni tkané u labo-
ratornich mysi a potkant hepatotoxickymi
latkami, se ptiklanél k druhé eventualité.

Pomoci techniky ELISA (Enzymum
Test AFP, Boehringer, Mannheim) hodno-
ty AFP v séru u zdravych novorozenct
akojencti (62) ukazuje tabulka ¢. 2. (T. 3,4)

Na rozdilné hodnoty AFP upozoriiuje
vySetieni 1335 muzi od véku 15 let u né-
kterych ze sedmi etnickych skupin (Ciia-
né, Indové, Malajci ze Singapuru, tii sku-
piny africkych ¢ernochti, bélosi z Lyonu),
kterou provedl Sizaret. Signifikatni rozdil
byl mezi Afri¢any a skupinou Singapur-
Lyon. Prokazal téz, ze hodnoty se zvysuji
s vékem. Ball nalezl u 270 darct krve
(Houston, USA) primérnou hodnotu AFP
3,04 + 1,9 pg/l. Pritom hodnoty u muzi
byly signifikantné vyssi ve srovnani s ze-
nami. S vékem rovnéz stoupaly.

AFP v krevnim séru téhotnych
zen (prenatalni diagnostika)

AFP produkovany plodem se dostava do
amniové tekutiny, pronika i placentarni
bariérou a dostava se tak do krevni cirku-
lace matky. VySetfovani hladiny AFP v sé-
ru t¢hotnych zen za fyziologickych pod-
minek ukazalo, Ze stanoveni koncentrace
AFP poméha odhalit nékteré vyvojove
anomadlie plodu (vrozené rozstépy neu-
ralni trubice; m. Down a dal$i) a miZze byt

Geom. Interval Interval
Skupina Median Pramér Pramér (kvartilovy) | (95-percentilovy)
KIU/ (ua/l) | KIUA (ng/)) | KIUA (ng/l) | KIUZ (ug/l) KIU/ (ug/l)

Muzi + zeny 2,60 3,23 2,67 1,73-4,00 0,81-8,81

(3,15) (3,91) (3,23) (2,9-4,84) (0,98-10,66)
Muzi 2,70 1,90-4,05

(3,27) (2,3-4,09)
Zeny 2,50 1,60-4,00

(3,025) (1,94-4,84)
> 40 roku 2,00 0,50-11,50

(2,42) (0,605-13,92)
> 40 roku 3,10 0,90-18,40

(3,75) (1,9-22,26)

Tab. 3: Normalni hodnoty (DELFIA) u 264 krevnich darcii uvadi Christiansen

Skupina Median 90% rozmezi Horni hranice
1U/ml (ng/l) 1U/ml (ug/l) (95% kvintil) IU/mI (ug/l)

Muzi + zeny (n=382) 1,21 (1,46) 0,56 - 2,64 (0,68-3,19) 2,97 (3,6)

Zeny (n=119) 1,6 (1,94) 0,5 - 5,5 (0,61-6,66) 5 (6,05)

Tab. 4: Normalni hodnoty testem IMMULITE
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také ptinosem pro diagnostiku patolo-
gického téhotenstvi (kupt. preeklampsie,
intrauterinni retardace plodu, dysfunkce
nebo nezralost placenty). Vyraznéji zvy-
Sené hodnoty AFP mohou byt prognos-
ticky $patnym znamenim svéd¢icim pro
komplikaci t€hotenstvi jako je ruptura
nebo hematom ¢i hemangiom pupecniku,
non-imunni hydrops fetalis

a polyhydramnion. ZvySujici se hodnoty
AFP v cirkulaci matky v pribéhu téhoten-
stvi jsou zplsobeny transplacentarni

a transamniotickou pasazi z fétu do matky.
V prvnich tydnech se do amniové tekuti-
ny dostava AFP ze struktur zloutkového
vaku, od druhého trimestru pak predevsim
zmoci fétu. Frakce AFP vazajici se silné
na aglutinin z Lens culinaris (AFP-L3) je
vyssi u téhotnych s plodem postizenym
trisomii 21. Niz§i hodnoty AFP v plodové
vodé u Downova syndromu ve srovnani
se zdravym plodem jsou pravdépodobné
zpuisobeny zménami v konformaci moleku-
ly AFP navozené bud’ pii vylucovani AFP
poskozenou ledvinou fétu (pyeloectasis)
nebo pii prichodu alterovanou placentar-
ni bariérou.

Fylogeneze AFP

(srovnani elektroforetickych
a imunologickych vlastnosti
raznych sav€ich druht)

AFP je normalni slozkou spektra plasma-
tickych bilkovin v embryonalnim a fetal-
nim obdobi vSech savéich druhti (mozna
vsech obratlovci?). Fetoproteiny riznych
savc¢ich druhi se sice 1isi svoji elektrofo-
retickou pohyblivosti, ale zakladni znaky
této bilkoviny, tj. pfitomnost v ¢asné fazi
ontogeneze a pouze stopova mnozstvi
u dospélych jedinct, jsou stejné (obr. 6).
O tom, ze jde o strukturaln¢ (homolo-
gie polypeptidového fetézce) velmi po-
dobny protein, svéd¢i imunologické testy
(dvojita imunodifuze podle Ouchterlony-
ho). Imunologickou parcialni identitu jsme
nalezli uvnitt jednotlivych fadt. Carnivo-
ra: pes - kocka, Artiodactila: krava - koza
- ovce - prase; u nékterych jen vzdalenou
- Rodentia: krysa - kralik, - kieéek; morce -
kiecek. Ponékud prekvapivy byl nalez
imunologickeé ptibuznosti (i kdyz velmi
malé) mezi druhy taxonomicky vzdalenymi
jako je ¢lovek a skupina: pes, kocka nebo
pes a prase ¢i koza a skupina: krysa a kie-
Cek, dale kiecek a skupina: pes, kocka,
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koza, vept, ktn. Tyto testy antigenni pii-
buznosti nasvédCuji tomu, ze v pribehu
fylogeneze prodélavala molekula AFP
strukturalni zmény, ze vSak urcité sekven-
ce polypeptidového fetézce zlstaly ho-
mologni i se vzdalenéj$imi taxonomickymi
druhy (obr. 7). Rychlost vymizeni (dokaza-
telnost pomoci Ouchterlonyho dvojité ra-
dialni imunodifuze) fetoproteind z krev-
niho séra po porodu u riznych zivocis-
nych druhil odvisi od stupné zralosti po-
rozeného plodu. Kupf. u morcete, které se
rodi relativné zralé, je AFP jiz neprokaza-
telny 2. den, zatimco §ténata psa, po naro-
zeni jeSte znacné nezrald, maji AFP v cir-

kulaci jesté 15. den. Také rychlost katabo-
lismu AFP (tj. T/2) je nepiimo imérna veli-
kosti urcitého zivoc¢isného druhu a rych-
losti jeho metabolického obratu. Kupf.

u kocky je rychlejsi nez u psa.

Biologicka funkce

a biologicky ucéinek AFP
(a jeho fragmentu)

Ukazuje se, ze AFP neni uzite¢ny jen jako
marker urcitych stavii fyziologickych
(kupf. regenerace jaternich bunék) nebo
patologickych (nadorova onemocnéni,
abnormality vyvoje plodu), ale Ze ptisobi
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Obr: 6: Fetoproteiny u riznych zivocisnych druhii (elektroforeticka pohyblivost)

Imunologicka pFibuznost AFP mezi nékterymi druhy
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Obr. 7: Schéma imunologické pribuznosti (odlisnosti) mezi jednotlivymi zivocisnymi druhy



i jako signalni molekula, ktera zastava
dulezité a riznorodé biologické funkce
ovliviigjici vyvoj bunék i celého organis-
mu v embryonalnim a fetlnim obdobi.

Do cilové bunky se dostava specific-
kym receptorovym systémem (AFP/AFPR)
a endocytozou (clathrin-coated pits).
AFP-receptor je heterotrimerni glykosylo-
vany protein (65 kDa, 130 kDa a 185 kDa)
0 M;=250-300 kDa. Je lokalizovan hlavné
na embryonalnich bunikach; byl vsak také
prokazan i na monocytech, T-lymfocytech,
dokonce i na nékterych buikach nadoro-
vych (kupt. na bunkach karcinomu mlécné
zlazy). AFP pienasi do bunék endocyto-
zou kupft. vyss§i mastné kyseliny, které po-
tiebuji vyvijejici se a rostouci embryonal-
ni buniky. Komplex se dostava takto do
mikrotubularnich elementti a dale do trans-
retikularni ¢asti Golgiho aparatu, kde se
mastné kyseliny navazi na specificky va-
zebny protein (fatty acid binding-protein)
a jsou dale inkorporovany do bunéénych
fosfolipidu.

(a) Funkce podobné albuminu: Pti
tvoricich se zarodcich cévniho systému
v rozvijejicim se embryu, kdy jesté nefun-
guji primitivni jatra, buiiky zloutkového
vaku secernuji AFP, ktery plni onkoticko-
osmotickou funkci (jako zasobni zdroj
aminokyselin pro isoosmotickou regulaci
intersticialniho prostoru a jako hlavni
komponenta onkotického tlaku v cirkula-
ci) a dale vazebnou (transferovou) funkci
pro rizné substance (Cu?t, Fe3*, mastné
kyseliny, steroidy, retinoidy, flavonoidy,
barviva, bilirubin, hematin, fytoestrogeny,
dioxiny, rizné organickeé latky) a také blo-
kujici funkci (diky vysoké afinité) vaci
piebytku mateiského estradiolu-17f3, ktery
by mohl mit neptiznivy t€inek na embryo
nechranéné placentarni bariérou. Nunez
uvazuje, ze rizné biologické funkce AFP
spocivaji v riznych mechanismech:

(1) Vazebnou afinitou na rizné ligandy
(vicenenasycené mastné kyseliny, estro-
geny, fytosteroidy) ovlivituje koncentraci
volnych forem téchto ligand a moduluje
tak negativné nebo pozitivné jejich aktivitu.

(2) Ruizné konformace (holoformy) mo-
lekuly AFP odvisi od povahy a koncen-
trace navazanych ligand; to pak mize ov-
livnit vazbu AFP na specificky receptor
apozménit tak jeho biologicky ucinek (in-
ternalizaci, drahu signalni transdukce).

(3) Krom¢ mechanismti uvedenych
sub 1 a2, miize AFP pusobit jako signalni

molekula s uc¢inkem rastového faktoru

a ovlivnit tak proliferaci nebo diferenciaci
bunky. Purifikovany lidsky AFP inhibuje
v experimentu (bunky granuldzy prasete)
produkei estradiolu stimulovanou syner-
gickym ucinkem transformujiciho rtistové-
ho faktoru o (TGFa) a ,,insulin-like* risto-
vého faktoru -1 (IGF-1), a to v zavislosti
na mnozstvi. Usuzuje se z toho, ze AFP
by mohl potlacovat diferenciacni aktivitu
(steroidogenezi) podporujici proliferaci
bunék granulozy.

Molekula AFP ma dve volné SH-sku-
piny narozdil od albuminu. Volna skupina
albuminu fadi tento protein mezi antioxi-
danty, které eliminuji Skodlivy u€inek nad-
bytku reaktivnich forem kysliku a dusiku.
AFP s dvéma SH-skupinami by mohl byt
v tomto smyslu jesté u¢inngjsi a chranit
tak vyvoj embrya v nejrannéjsich stadiich
viici skodlivinam prichazejicich z cirku-
lace matky. Také AFP-peptidy vzniklé
zménou konformace terciarni struktury
molekuly AFP jako reakce na stresové
a Sokové podminky navozené vysokymi
hodnotami estrogenti nebo insulinu mo-
hou zmirnit jejich event. fetotoxicky (tera-
togenni) téinek.

(b) Ovlivneni imunokompetentnich
bunék (imunosupresivni efekt): AFP vy-

kazuje vazebnou kapacitu pro membra-
nové receptory fetalnich imunokompe-
tentnich bunék, coz muze kupft. zplsobit
zablokovani rozpoznani ,,cizorodych*
antigentl, podpofit supresorové bunky

a pozd¢ji (po vytvoreni placenty) podilet
se na transportu mateiského IgG z cirkula-
ce matky do cirkulace plodu. V pokusech
pfi in vitro kultivaci linie hepatomovych
Bel 7402 bunék s ko-kulturou linie lymfo-
movych bunék (Jurkat cells) bylo proka-
zano, ze pridani purifikované¢ho AFP

(20 mg/l) miize podporit jejich prezivani
(antiapoptdzovy efekt navozeny blokova-
nim signalni drahy kaspas a ovlivnénim
interakce Fas/Fas! mezi nadorovymi buii-
kami a protinadorovymi T-lymfocyty)
aumoznit tak jejich inik imunologickému
dohledu hostitelskych T-bun¢k. Byly
identifikovany peptidové epitopy (urcité
sekvence) molekuly AFP, které jsou roz-
poznédvany lidskymi T-butikami v kontex-
tu MHC tridy I, a to membranovymi histo-
kompatibilnimi antigeny HLA-A*0201.
Jde o skupinu tii novych sekvenci
hAFP(137-145), hAFP(158-166),
hAFP(325-334) a diive rozpoznanou

hAFP(542-550). Kazdy epitop ma dvé za-
kotvujici sekvence (anchor residues) pro
T2-bunky. Tyto ¢tyii peptidy byly tézZ na-
lezeny na membranach HLA-A*0201 bu-
néénych linii lidského hepatocelularniho
karcinomu; jsou priikazn€ imunogenni a
autofi je povazuji za mozné cilové moleku-
ly pro imunoterapii HCC. Prokazuje to ex-
periment s AFP-epitopem (PLA-AFP218-
226), aplikovanym v podobé mikrokuli¢ek
a fagocytovanym dendritickymi bunikami,
coz navodilo cytotoxicitu T2-bunék, které
zni¢ily nadorové bunky linie HepG2.

(c) Riist-regulujici aktivita (pro em-
bryondlni i ndadorové buiiky): Tato akti-
vita je kriticky odvisla od koncentrace
AFP; pii nizkych koncentracich nejsou
ovlivnény normalni ani nadorové bunky,
naopak koncentrace AFP vyssi nez 2,0 -
3,0 UM navozuji signifikantni supresi na-
dorovych bunék (indukci cytostazy, cyto-
toxicity a apoptdzy). Na zaklade experi-
mentalnich dat se n¢kteti autofi domnivaji,
ze indukce apoptozy nadorovych bunék
aplikaci AFP se ned¢je prostrednictvim
signalizace Fas/Fasl nebo TNFR/TNF, ale
aktivaci efektorové ,,caspase-3-like
proteasy.

(d) Ucinek s viastnostmi homeodomé-
nového faktoru, ktery usmérnuje a kont-
roluje charakter a rozmistovani bunék
v tvoficich se tkanich a organech v prubé-
hu ontogeneze. Tento u¢inek nastupuje
ziejme uz v nejcasnéjsich fazich vyvoje
embrya (implantace blastocysty). Amino-
kyselinové sekvence urcitych peptido-
vych fragmentt molekuly AFP vykazuji
identitu nebo vysokou similaritu s frag-
menty homeodoménovych faktort (jako
Pou Pax, Wnt, notch atd).

(e) Vliv na fertilizaci zen: Nedostatek
AFP navozuje androgenizaci (syndrom
polycystickych ovarii).

Pozndmka: Biologicka loha AFP je
objasnovana identifikaci funkénich mist
(Gseki) resp. peptidovych fragmentt jeho
molekuly, tj. srovnanim primarni struktury
s jinymi biologicky aktivnimi proteiny pat-
ficimi do téZe nadrodiny (albuminoid gene
superfamily) (strukturdalné funkcéni mapa
AFP) nebo i jinych proteint s obdobnou
aminokyselinovou sekvenci v nékterych
peptidovych fragmentech.

(Literatura u autora:
Jjaromasopust@seznam.cz)
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