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1. Poèátky objevu ααααα1-fetopro-
teinu (odli�nost od fetuinu)

My�lenka, �e bílkoviny krevní plasmy
v poèáteèním stádiu vývoje jedince jsou
odli�né ve srovnání s pozdìj�ím obdobím,
a to jak po stránce kvantitativní tak kvali-
tativní, je  star�ího data. Prùkaz existence
specifického fétálního proteinu odvisel od
technologických mo�ností umo�òujících
jemnìj�í frakcionaci plasmatických protei-
nù. Není proto divu, �e první �skuteènì�
specifický protein u telat (fétù) hovìzího
dobytka prokázal Pedersen v roce 1944
pomocí ultracentrifugaèní analýzy. Dal mu
název fetuin. Pozdìji byl tento protein
prokázán (citlivìj�ími metodami) té� v séru
dospìlých zvíøat. Ultracentrifugaèní ana-
lýza vy�adovala v tehdej�í dobì mililitro-
vá (ml) mno�ství frakcionovaného materi-
álu, tak�e nebyla dostateènì citlivá pro
mikrolitrová (µl) mno�ství fétálního séra
mladých lidských plodù. To umo�nila a�
technika elektroforézy na nosièích. V roce
1956 publikovali Bergstrand a Czar ná-
lez zvlá�tní frakce mezi albuminem
a ααααα1-globulinem na papírové elektroforé-
ze v krevním séru lidských fétù, kterou
nebylo mo�no prokázat touto technikou
v krvi po narození; nazvali ji substance X
(obr. 1).

Zavedení a rozvoj imunochemických
metod zejména Grabarovy imunoelektro-
forézy zalo�ené na frakcionaci smìsi pro-
teinù elektroforézou v agarovém gelu a na
detekci jednotlivých bílkovinných kompo-
nent v podobì precipitaèních linií po apli-
kaci specifického antiséra namíøeného
proti antigenním determinantám vy�etøo-
vané smìsi proteinù, polo�ily základ k �i-
rokému výzkumu té� specifických embryo-

nálních a fétálních bílkovin. Výrazným
podnìtem k tomuto studiu byly pøede-
v�ím experimentální práce Abeleva, který
prokázal, �e �embryospecifický ααααα1-globu-
lin� vyskytující se fyziologicky u my�ích
embryí a který není prokazatelný v séru
dospìlých zdravých my�í, se znovu obje-
vuje u my�í s transplantovaným hepato-
celulárním karcinomem. O nìco pozdìji
byla syntéza tohoto proteinu nalezena té�
u experimentálního hepatomu laborator-
ních potkanù. Na�e pracovní skupina u�
na poèátku �edesátých let  prokázala imu-
noelektroforetickou analýzou v agarovém
gelu pomocí specifického králièího antifé-
tálního imunního séra (dospìlí králíci imu-
nizováni nìkolika dávkami séra lidských
fétù z legálních potratù) v séru z pupeèní-
kové krve plodù po narození zvlá�tní pre-
cipitaèní linií v oblasti α-globulinù, která
nebyla prokazatelná v séru jejich matek

a které jsme dali pracovní název fetopro-
tein (obr. 2).

 Stejný protein obdobnou technikou
prokázali u lidských fétù De Muralt and
Roulet; pojmenovali jej ααααα-foeto-protéine.
V bývalém Sovìtském svazu Tatarinov re-
feroval pøedbì�nì v roce 1964 o embryo-
specifickém ααααα-globulinu, který podle
nìho nebyl toto�ný se substancí X Berg-
stranda a Czara. V prùbìhu 60. letech a na
samém zaèátku let sedmdesátých  popiso-
valo více autorù tzv. fetospecifické protei-
ny, kterým dávali rùzné názvy jako F-pro-
tein, Fetal Postalbumin, αααααF-Globulin,
Alpha1-Fetoglobulin nebo ESA1-globu-
lin, ESB2-glycoproteid, ESB2-globulin;
také název Fetuin byl nìkterými pou�íván
i pro lidský fetoprotein. Teprve Kithier ja-
ko první prokázal, �e u hovìzích fétù se
vyskytuje dal�í specifický α-globulin (od-
li�ný od fetuinu), který je skuteènou ob-

Obr. 1: Papírová elektroforéza fetálního séra (substance X podle Bergstranda a Czara)
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dobou lidského fetoproteinu. Za pou�ití
elektroforetických technik byly nalézány
dal�í fetoproteiny (fétální bílkoviny) putu-
jící v oblasti α2, β i γ-globulinù jako byl
ααααα2-fetoprotein = ααααα2-ferroprotein = ααααα2-H-
globulin; βββββS-fetoprotein nebo γγγγγ-fetopro-
tein = Basic Fetoprotein (obr. 3).

 Poøádek a jednotné oznaèení α1-feto-
protein pro typický fétální protein vysky-
tující se u øady �ivoèi�ných druhù v em-
bryonálním a fétálním období a jeho� kon-
centrace po narození se výraznì sni�uje,
v tom udìlala publikace Gitlina a Boesma-
na (1967). Pozdìji se v�il jednoduchý ná-
zev - alfa-fetoprotein a nejèastìji u�ívaná
zkratka AFP. U� v roce 1969 WHO-IARC
definovala AFP jako ontogeneticky prv-
ní  ααααα-globulin, který je dominantním sé-

rovým proteinem v embryonálním obdo-
bí, který po narození prakticky vymizí,
ale který se objevuje znovu u dospìlých
jedincù s hepatomem.

Pro klinickou praxi bylo významné po-
tvrzení, �e AFP je diagnostickým marke-
rem hepatocelulárního karcinomu té�

v lidské patologii. První zprávou (v ruské
odborné literatuøe) bylo pøedbì�né sdìle-
ní Tatarinova v r. 1964, který popisoval
výskyt �embryo-specifièeskovo alfa-adin
globulina� u nìkolika pacientù s hepato-
celulárním karcinomem. Praktické vyu�ití
fetoproteinu jako tumorového markeru
pro diagnostiku nejen hepatocelulárního
karcinomu ale té� maligních embryonál-
ních karcinomù prokázal Masopust a spo-
lupracovnící. Tato poèáteèní sdìlení byla

signálem k intensivnímu studiu AFP na
dal�ích pracovi�tích ve svìtì. O výzkum
fyziologie a vývoje v ontogeneze a fylo-
geneze AFP se zaslou�ili pracovníci vede-
ni profesorem Gitlinem v USA, z dal�ích
pak van Furth a Adinolfi, Seppälä a Ruos-
lahti. Nejvíce se v�ak zaèalo rozvíjet studi-
um patologie AFP (výskyt u nádorových
onemocnìní). Francouzská skupina z Kan-
cerologického Institutu ve Villejuif publi-
kovala první velký soubor pacientù s he-
patocelulárním karcinomem. Vznikla roz-
sáhlá mezinárodní spolupráce a tøi pracov-
ní skupiny si vymìnily jak vzorky svých
pacientù, tak testovací antiséra, aby si
ovìøily klinickou hodnotu diagnostického
testu pro vèasné rozpoznání hepatocelu-
lárního karcinomu. Vyvrcholením bádání
o AFP v té dobì bylo mezinárodní ko-
loquium �Protides of Biological Fluids�,
na jeho� 18. zasedání konaném v Brugách
(Belgie) byl jeden z hlavních tématických
okruhù právì AFP. Krátce nato bylo
v USA (Oak Ridge, 1971) zahájeno první
zasedání pracovní skupiny pojednávající
o embryonálních a fétálních antigenech
u rakoviny. V Japonsku (Sapporo) pak
pod vedením prof. Hirai-e (Hokkaido Uni-
versity School of Medicine) byla zalo�ena
mezinárodní výzkumná skupina pro studi-
um a aplikaci onkofétálních proteinù,
s pozdìj�ím názvem �The International
Society for Oncodevelopmental Biology
and Medicine� (ISOBM), která poøádala
a poøádá ka�doroèní odborná setkání pub-
likovaná v Proceedings (1973 - 1979; od
r. 1980 vydává spoleènost vlastní odbor-
ný èasopis (Tumor Biology).

Od zaèátku sedmdesátých let znaènì
stoupl poèet publikací o fetoproteinu, ob-
jevily se i první souborné referáty. Vý-
zkum fetoproteinu se rozvinul do nìkolika
smìrù. V chemii AFP se podaøilo získat
první fyzikálnì-chemické charakteristiky;
dokonce byl isolován v krystalickém sta-
vu. O citlivé a specifické stanovení (na
bázi radioimunoeseje) se zaslou�ili kupø.
Ruoslahti, E. et Seppälä, M; Purves L.R. et
Purves, M., Chayvialle, J.A.P. et Ganguli,
P.C. O pou�ití enzym-imunoeseje referují
Schuurs, A.H.W.M et Van Weemen, B.K.
Rozpracování imunofluorescenèní techni-
ky upøesnilo lokalizaci fetoproteinu v rùz-
ných tkáních. Experimentální práce na zví-
øatech objasnily vývoj AFP v játrech po
navození nádorové proliferace.

Obr. 2: Imunoelektroforéza séra lidského fétu se specifickou frakcí mezi albuminem a α1-globulinem (fetoprotein)

Obr. 3: Dal�í �fetoproteiny� s elektroforetickou pohyblivostí α2, β, γ. (Uvedeny hodnoty relativní elektroforetické
mobility)
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2.  Fyziologie AFP

Fyzikálnì-chemické vlastnosti
Alfa1-fetoprotein je glykoprotein ve formì
jednoduchého polypeptidového øetìzce.
Podle poèáteèních studií mìl relativní mo-
lekulovou hmotnost (jako peptid)
Mr = 64 600, resp. 69 000-73 000 (jako gly-
koprotein), sedimentaèní konstantu
S20w = 4,5 S, isoelektrický bod pI = 4,75
a elektrickou pohyblivost v agarosovém
gelu (barbital, pH 8,6)  - 6,08x10-5.cm2.V-1.
s-1; obsahoval 4,3 % sacharidù (hexosa-
2,2 %, hexosamin - 1,2 a sialová kyselina -
0,9 %. Dle na�ich zku�eností èásteènì iso-
lovaný AFP jevil znaènou afinitu k hemo-
globinu nebo k bilirubinu. V roztocích re-
lativnì snadno polymerizoval. Svými
vlastnostmi vùèi rùzným precipitaèním èi-
nidlùm se nejvíce podobal albuminu (obr. 4).

 Fetoprotein spolu s albuminem jsou
nejenom dva první plasmatické proteiny
syntetizované v ontogeneze, ale té� první
dva proteiny, u nich� byla objasnìna pri-
mární struktura. Oba proteiny jsou struk-
turálnì velmi podobné. Pøedpokládá se, �e
jejich geny mají stejný ancestor (primordi-
ální gen). Bylo zji�tìno, �e AFP vytváøí
polypeptidový øetìzec z 590 aminokyseli-
nových zbytkù, o relativní molekulové
hmotnosti MW = 66 300 (jako glykopro-
tein se 4 % sacharidù má MW = 69 063).
Poskládání tohoto øetìzce (sekundární
struktura) vzniká pomocí 30 disulfidových

mùstkù (z celkových 32 cysteinových
zbytkù). Celá molekula je slo�ena ze 3 od-
li�ných domén (doména 1, 2, 3) vytváøejí-
cích konfiguraci v podobì písmene U (ne-
bo V). Spojnici mezi doménami tvoøí po-
lypeptid, který má charakter �hinge seg-
mentu�. Umo�òuje doménám flexibilní po-
hyb a usnadòuje vazbu nebo uvolòování
potenciálních ligand.

Mikroheterogenita AFP
AFP se vyskytuje v rùzných moleku-

lových variantách li�ících se v glykosyla-
ci prokazatelné vy�etøením afinity k rùz-
ným lektinùm (sacharidové isoformy), dá-
le v isoelektrickém bodì (isoformy pH-he-
terogenity); tyto varianty se li�í fyzikálnì
chemickými vlastnostmi nikoliv ve slo�ení
aminokyselin peptidového øetìzce. Kromì
toho existují genetické varianty, odvozené

od transkriptù mRNAAFP s rozdílnou dél-
kou kilobazí (kupø. transkripty 2,2, 1,7
a 1,6 kb), dále fétální a tumorové tran-
skripty AFP, volné a vázané formy AFP
(tj. té� intracelulární nesecernované formy).

Pomocí specifických monoklonálních
protilátek bylo mo�no identifikovat v na-
tivním AFP rùzné antigenní epitopy, byly
klasifikovány a rozdìleny do 6ti a� 7mi
epitopových kategorií. Dal�í heterogenita
spoèívá v �mírné denaturaci� molekuly
AFP navozené úèinkem rùzného biologic-
kého prostøedí, v kterém se molekula AFP
nalézá. Tato alterace AFP pøedsavuje tøetí

termodynamický stav proteinových mole-
kul (oznaèovaný jako MGF = Molten Glo-
bule Form), kdy vznikají rùzné transitorní
formy AFP s rozdílnou konformaèní konfi-
gurací (pozmìnìná terciární struktura)
a s rùzným biologickým chováním.

AFP na rozdíl od albuminu je glyko-
protein; obsahuje glykan navázaný na
amino-skupinu v pozici asparaginu 232
v doménì 2 jeho molekuly. Sacharidové
slo�ení se v�ak li�í podle místa syntézy
(pùvodu). Glykan v AFP z hepatocelulár-
ního karcinomu se li�í od AFP z nádorù
�loutkového váèku. Je to mo�no prokázat
na základì afinity k urèitým aglutininùm
a lektinùm. Smith a Kelleher a také
Ruoslahti a Adamson rozli�ili pomocí afi-
nitní chromatografie na gelu Sepharosy
s konkanavalinem A (con A affinity co-
lumn chromatography) 3 frakce lidského
AFP: (1) nevázající AFP (non-bound
conA), (2) slabì vázající (loosly-bound)
a (3) silnì vázající (tightly bound) a proká-
zali tak rozdíl mezi AFP normálních plodù
a AFP pacientù s nádory �loutkového
váèku, pak je�tì nalezli rozdíl v afinitì
k aglutininu z Lens culinaris (LCA). Tato
mikroheterogenita AFP navozená rùznou
glykosylací pøi tvorbì postranního øetìzce
byla pou�ita i pro diferenciální diagnosti-
ku. V souèasné dobì se stanovení lektin-
pozitivní afinity �jaterní� formy AFP
oznaèované jako AFP-L3 u�ívá k odli�ení
pacientù s hepatocelulárním karcinomem
od  nemaligních hepatopatií. Dokonce
techniku, která umo�òuje toto vy�etøení
(lectin-antibody enzyme immunoassay)
se podaøilo automatizovat pomocí �para-
magnetic bead handling robot�. Kombino-
vanou technikou tj. dvourozmìrnou isoe-
lektrickou fokusací (2D-IEF) a �erythroag-
glutinating phytohemagglutinin affinity
electrophoresis� (E-PHA) je mo�né získat
je�tì jemnìj�í diferenciaci rùzných glyko-
forem AFP, jejich� frekvence se li�í mezi
pacienty s cirhózou a HCC. Pro hepatoce-
lulární karcinom je charakteristická isofor-
ma AFP-L3 a AFP-P4 (tab. 1).

* Isoformy o rùzném elektrickém náboji
(IpH heterogenita)
Pomocí isoelektrické fokusace je mo�né
vyèlenit 2 isoformy s isoelektrickým bo-
dem pH 4,8 a 5,2; isoformu 4,8 je mo�no
zmìnit na isoformu 5,2 od�tìpením konco-
vé sialové kyseliny pùsobením neuramini-
dasy. Rovnì� vazba mastných kyselin mù-

Obr. 4: Porovnání struktury lidského albuminu a fetoproteinu (podle Morinaga)
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�e ovlivnit  pohyblivost rùzných forem
AFP.

* Antigenní epitopy
Pomocí sady (30) rùzných monoklonál-
ních protilátek (reagujících na rùzné anti-
genní determinanty molekul AFP) lze pro-
kázat a� 6 velkých epitopových klastrù (A
- F), které vykazují ve vzájemné reaktivitì
(cross-reactivity) jednak plnou shodu,
jednak èásteènou shodu nebo i non-
identitu. Kromì toho v nativní molekule
AFP bylo mo�no prokázat 2 formy epito-
pù: otevøenou a skrytou. Skryté formy
bylo mo�no odhalit a� po mírné denaturaci
nativního AFP, která byla provázena zmì-
nou v konformaci molekuly. Tyto skryté
epitopy AFP vykazují specifickou biolo-
gickou aktivitu; navozují kupø. spontánní
imunitní odpovìï u pacientù s hepatomy,
cirhózou nebo chronickou hepatitidou.

Yazova a spoleèníci pomocí imunoafi-
nitní elektrochromatografie hAFP na nitro-
celulózové membránì rozli�ili dva konfor-
maènì dependentní epitopy oznaèené ja-
ko cdeD a cde106. Pomocí monoklonál-
ních protilátek proti obìma epitopùm za
pou�ití ELISA nalezli rozdíl v zastoupení
cde-pozitivních a cde-negativních vzorkù
hAFP z rùzného biologického materiálu:
V amniové tekutinì byl obsah hAFP cde-
-pozitivní vy��í ne� v pupeèníkové krvi
nebo v sérech pacientù s AFP-pozitivními
tumory.

* Varianty zpùsobené zmìnou v konfor-
maci molekuly AFP
Umístìní proteinù v rùzných kompartmen-
tech �ivých bunìk (vazba na rùzné bunìè-

né struktury) navozuje urèité konformaèní
zmìny v porovnání s volnými molekulami
secernovanými mimo buòku. Znamená to,
�e vysoce variabilní prostøedí rùzných in-
tracelulárních kompartmentù zpùsobuje,
�e proteiny existují �v mírnì denaturova-
ném� (nesbaleném = unfolded) stavu, kte-
rému se øíká (Molten Globule Form =
MGF). Tyto vytvoøené formy AFP se po-
dílejí na rùzných fyziologických aktivitách
jako je translokace proteinù, inzerce do
bunìèných membrán, vazba na �heat
shock� proteiny a chaperony nebo na
proteiny degradované lysosomy a ubikvi-
tin-proteasomovým mechanismem.

Rovnì� vysoká koncentrace hydro-
fobních ligand (kupø. vícenenasycené
mastné kyseliny, estrogeny) na AFP na-
vozuje ireverzibilní zmìny v konformaci
terciární struktury proteinové molekuly
a tím i zmìnu jeho biologických aktivit.

* AFP fragmenty
Plasmatické proteiny jako albumin nebo
fetoprotein mohou být také jakýmsi cirku-
lujícím proteinovým reservoirem biologic-
ky aktivních peptidových fragmentù
vzniklých proteolýzou in situ. Pøíkladem je
forma pre-proproteinù, co� bývá prekurzor
aktivní peptidové molekuly øady peptido-
vých pùsobkù. Bylo prokázáno, �e v AFP
jsou urèité peptidové fragmenty s amino-
kyselinovou sekvencí, které i samy o sobì
vykazují biologickou aktivitu (kupø. apo-
ptózový nebo cytotoxický úèinek). Tak
byl syntetizován peptid domény 1 se sek-
vencí LDSYQC, který ovlivòuje vychytá-
vání glukosy èervenými krvinkami. Pepti-
dová sekvence LDSYQCT v koncentraci

10-7 a� 10-8 M má antiproliferaèní úèinek.
Klonování AFP genu a odvozené protei-
ny se staly základem pro pøípravu  rekom-
binantních krátkých peptidových frag-
mentù s rùznou biologickou aktivitou;
takto byly pøipraveny peptidy s mo�ným
vyu�itím v protinádorové terapii. Patøí
mezi nì 34-merní segment, rùstovì inhi-
bièní peptid (Growth inhibitory peptide =
GIP), o molekulové hmotnosti 3573 Da,
oznaèovaný jako P149, který má znaèný
(v koncentraci 10-12 - 10-10 M) rùstovì po-
tlaèující úèinek jak na fétální, tak na rako-
vinné buòky, nikoliv na buòky zdravých
dospìlých jedincù. I kdy� mechanismus
tohoto úèinku nebyl dosud kompletnì
vyjasnìn, nìkteré experimenty ukazují, �e
GIP mù�e ovlivnit øadu bunìèných funkcí,
jako je endocytóza, bunìèná agregace,
hemaglutinace nebo tvar buòky (na pod-
kladì zmìn cytoskeletonu) a dále �e GIP
odvozený od kompletního AFP pøedsta-
vuje rùstovì inhibièní motiv, který ovliv-
òuje nádorovou proliferaci, progresi
a tvorbu metastáz. Má úèinek cytostatic-
ký (nikoliv cytotoxický), co� ho øadí do
pozice potenciálního protinádorového
bioterapeutika (vakcína pro profylaxi i te-
rapii). Genová terapie za pou�ití retroviro-
vého vektoru nesoucího zabíjeèský gen
HSVtk (herpes simplex virus thymidine
kinase gene), který je regulovaný aktivi-
tou varianty 0,3 kb lidského AFP-promo-
toru (LNAFW0, 3TK), byla vypracována
k navození cytotoxické reakce nádoro-
vých bunìk HCC produkujících AFP.

(pokraèování)

Tab. 1: Výskyt rùzných glykoforem AFP u rùzných klinických stavù (Taketa, K., 1998)


