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Alfa-fetoprotein
- historie a vyznam jeho objevu (1. cast)

1. Pocatky objevu a -fetopro-
teinu (odlisnost od fetuinu)

Myslenka, ze bilkoviny krevni plasmy

v poc¢ate¢nim stadiu vyvoje jedince jsou
odlisné ve srovnani s pozdg€jsim obdobim,
a to jak po strance kvantitativni tak kvali-
tativni, je star$iho data. Priikaz existence
specifického fétalniho proteinu odvisel od
technologickych moznosti umoznujicich
jemngjsi frakcionaci plasmatickych protei-
nt. Neni proto divu, Ze prvni ,,skutecné*
specificky protein u telat (fétt1) hovéziho
dobytka prokazal Pedersen v roce 1944
pomoci ultracentrifugacni analyzy. Dal mu
nazev fetuin. Pozdéji byl tento protein
prokazan (citlivéjsimi metodami) téz v séru
dospélych zvirat. Ultracentrifugacni ana-
lyza vyzadovala v tehdejsi dobé mililitro-
va (ml) mnozstvi frakcionovaného materi-
mikrolitrova () mnozstvi fétalniho séra
mladych lidskych plodt. To umoznila az
technika elektroforézy na nosicich. V roce
1956 publikovali Bergstrand a Czar na-
lez zvla§tni frakce mezi albuminem

a d-globulinem na papirové elektroforé-
ze v krevnim séru lidskych féti, kterou
nebylo mozno prokazat touto technikou

v Krvi po narozeni; nazvali ji substance X
(obr. 1).

Zavedeni a rozvoj imunochemickych
metod zejména Grabarovy imunoelektro-
forézy zalozené na frakcionaci smési pro-
teint elektroforézou v agarovém gelu a na
detekci jednotlivych bilkovinnych kompo-
nent v podobé¢ precipitacnich linii po apli-
kaci specifického antiséra namifeného
proti antigennim determinantam vysetio-
vané smési proteint, polozily zaklad k §i-
rokému vyzkumu téz specifickych embryo-
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nalnich a fétalnich bilkovin. Vyraznym
podnétem k tomuto studiu byly piede-
vs§im experimentalni prace Abeleva, ktery
prokazal, ze ,,embryospecificky a;-globu-
lin“vyskytujici se fyziologicky u mysich
embryi a ktery neni prokazatelny v séru
dospélych zdravych mysi, se znovu obje-
vuje u mysi s transplantovanym hepato-
celularnim karcinomem. O néco pozdéji
byla syntéza tohoto proteinu nalezena téz
u experimentalniho hepatomu laborator-
nich potkanti. NaSe pracovni skupina uz
na pocatku Sedesatych let prokazala imu-
noelektroforetickou analyzou v agarovém
gelu pomoci specifického krali¢iho antifé-
talniho imunniho séra (dospéli kralici imu-
nizovani n¢kolika davkami séra lidskych
fétd z legalnich potratl) v séru z pupeéni-
kové krve plodii po narozeni zvlastni pre-
cipitacni linii v oblasti a-globulintl, ktera
nebyla prokazatelna v séru jejich matek

Substance X
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a které jsme dali pracovni nazev fetopro-
tein (obr. 2).

Stejny protein obdobnou technikou
prokazali u lidskych féti De Muralt and
Roulet; pojmenovali jej a-foeto-protéine.
V byvalém Sovétském svazu Tatarinov re-
feroval ptedbézné v roce 1964 o embryo-
specifickém a-globulinu, ktery podle
n¢ho nebyl totozny se substanci X Berg-
stranda a Czara. V prub¢hu 60. letech a na
samém zacatku let sedmdesatych popiso-
valo vice autoru tzv. fetospecifické protei-
ny, kterym davali rizné nazvy jako F-pro-
tein, Fetal Postalbumin, Qr-Globulin,
Alphaj-Fetoglobulin nebo ESA;-globu-
lin, ESB>-glycoproteid, ESB>-globulin,
také nazev Fetuin byl nékterymi pouzivan
i pro lidsky fetoprotein. Teprve Kithier ja-
ko prvni prokézal, ze u hovézich fétt se
vyskytuje dalsi specificky a-globulin (od-
lisny od fetuinu), ktery je skute¢nou ob-

Obr. 1: Papirova elektroforéza fetdalniho séra (substance X podle Bergstranda a Czara)



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

dobou lidského fetoproteinu. Za pouziti
elektroforetickych technik byly nalézany
dalsi fetoproteiny (fétalni bilkoviny) putu-
jici v oblasti a2, 31 y-globulint jako byl
Qx-fetoprotein = d-ferroprotein = a>-H-
globulin; Bs-fetoprotein nebo Vfetopro-
tein = Basic Fetoprotein (obr. 3).
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rovym proteinem v embryondlnim obdo-
bi, ktery po narozeni prakticky vymizi,
ale ktery se objevuje znovu u dospélych
Jjedincii s hepatomem.

Pro klinickou praxi bylo vyznamné po-
tvrzeni, ze AFP je diagnostickym marke-
rem_hepatoceluldrniho karcinomu téz
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Obr. 3: Dalsi , fetoproteiny“ s elektroforetickou pohyblivosti az, B, y. (Uvedeny hodnoty relativni elektroforetické

mobility)

Poréadek a jednotné oznaceni a-feto-
protein pro typicky fétalni protein vysky-
tujici se u fady zivocisnych druhd v em-
bryonalnim a fétalnim obdobi a jehoz kon-
centrace po narozeni se vyrazné snizuje,
v tom udé¢lala publikace Gitlina a Boesma-
na (1967). Pozdé¢ji se vzil jednoduchy na-
zev - alfa-fetoprotein a nejCastéji uzivana
zkratka AFP. Uz v roce 1969 WHO-IARC
definovala AFP jako ontogeneticky prv-
ni a-globulin, ktery je dominantnim seé-
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v lidské patologii. Prvni zpravou (v ruské
odborné literatute) bylo predbézné sdéle-
ni Tatarinova v r. 1964, ktery popisoval
vyskyt ,,embryo-specificeskovo alfa-adin
globulina“ u nékolika pacientl s hepato-
celularnim karcinomem. Praktické vyuziti
fetoproteinu jako tumorového markeru
pro diagnostiku nejen hepatocelularniho
karcinomu ale téZ malignich embryonal-

nich karcinomu prokézal Masopust a spo-
lupracovnici. Tato pocatecni sdéleni byla

signalem k intensivnimu studiu AFP na
dalsich pracovistich ve svété. O vyzkum
fyziologie a vyvoje v ontogeneze a fylo-
geneze AFP se zaslouzili pracovnici vede-
ni profesorem Gitlinem v USA, z dalsich
pak van Furth a Adinolfi, Seppéld a Ruos-
lahti. Nejvice se vSak zacalo rozvijet studi-
um patologie AFP (vyskyt u nadorovych
onemocnéni). Francouzska skupina z Kan-
cerologického Institutu ve Villejuif publi-
kovala prvni velky soubor pacientti s he-
patocelularnim karcinomem. Vznikla roz-
sahla mezinarodni spoluprace a tfi pracov-
ni skupiny si vymeénily jak vzorky svych
pacientd, tak testovaci antiséra, aby si
ovefily klinickou hodnotu diagnostického
testu pro v€asné rozpoznani hepatocelu-
larniho karcinomu. Vyvrcholenim badani

0 AFP v té dob¢ bylo mezinarodni ko-
loquium ,, Protides of Biological Fluids*“,
na jehoz 18. zasedani konaném v Brugach
(Belgie) byl jeden z hlavnich tématickych
okruhti pravé AFP. Kratce nato bylo

v USA (Oak Ridge, 1971) zah4jeno prvni
zasedani pracovni skupiny pojednavajici
o embryonalnich a fétalnich antigenech

u rakoviny. V Japonsku (Sapporo) pak
pod vedenim prof. Hirai-¢ (Hokkaido Uni-
versity School of Medicine) byla zalozena
mezinarodni vyzkumna skupina pro studi-
um a aplikaci onkofétalnich proteint,

s pozd¢jsim nazvem ,, The International
Society for Oncodevelopmental Biology
and Medicine* (ISOBM), ktera poradala

a potada kazdorocni odborna setkani pub-
likovana v Proceedings (1973 - 1979; od

r. 1980 vydava spolecnost vlastni odbor-
ny ¢asopis (Tumor Biology).

Od zacatku sedmdesatych let znacné
stoupl pocet publikaci o fetoproteinu, ob-
jevily se i prvni souborné referaty. Vy-
zkum fetoproteinu se rozvinul do n€kolika
smért. V chemii AFP se podafilo ziskat
prvni fyzikalné-chemickeé charakteristiky;
dokonce byl isolovan v krystalickém sta-
vu. O citlivé a specifické stanoveni (na
bazi radioimunoeseje) se zaslouzili kupt.
Ruoslahti, E. et Seppild, M; Purves L.R. et
Purves, M., Chayvialle, J.A.P. et Ganguli,
P.C. O pouziti enzym-imunoeseje referuji
Schuurs, A.H.W.M et Van Weemen, B.K.
Rozpracovani imunofluorescencni techni-
ky uptesnilo lokalizaci fetoproteinu v riiz-
nych tkanich. Experimentalni prace na zvi-
fatech objasnily vyvoj AFP v jatrech po
navozeni nadorové proliferace.
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2. Fyziologie AFP

Fyzikalné-chemické vlastnosti
Alfa;-fetoprotein je glykoprotein ve formé
jednoduchého polypeptidového fetézce.
Podle pocate¢nich studii mél relativni mo-
lekulovou hmotnost (jako peptid)

M; =64 600, resp. 69 000-73 000 (jako gly-
koprotein), sedimentacni konstantu
Sa0w=4,5 S, isoelektricky bod pl =4,75

a elektrickou pohyblivost v agarosovém
gelu (barbital, pH 8,6) - 6,08x10-.cm2.V-1.
s'1; obsahoval 4,3 % sacharidi (hexosa-
2,2 %, hexosamin - 1,2 a sialova kyselina -
0,9 %. Dle naSich zkuSenosti ¢aste¢né iso-
lovany AFP jevil zna¢nou afinitu k hemo-
globinu nebo k bilirubinu. V roztocich re-
lativné snadno polymerizoval. Svymi
vlastnostmi vici riiznym precipitacnim Ci-
nidlim se nejvice podobal albuminu (obr. 4).

Lidsky o —fetoprotein

Bamain 1

Bamain X Ciomain 3

mustkl (z celkovych 32 cysteinovych
zbytki). Cela molekula je slozena ze 3 od-
lisnych domén (doména 1, 2, 3) vytvareji-
cich konfiguraci v podob¢ pismene U (ne-
bo V). Spojnici mezi doménami tvoii po-
lypeptid, ktery ma charakter ,,hinge seg-
mentu”. Umozinuje doménam flexibilni po-
hyb a usnadiuje vazbu nebo uvoliovani
potencialnich ligand.

Mikroheterogenita AFP

AFP se vyskytuje v riiznych moleku-
lovych variantach lisicich se v glykosyla-
ci prokazatelné vySetfenim afinity k riiz-
nym lektinim (sacharidové isoformy), da-
le v isoelektrickém bode¢ (isoformy pH-he-
terogenity); tyto varianty se lisi fyzikalné
chemickymi vlastnostmi nikoliv ve slozeni
aminokyselin peptidového fetézce. Krome
toho existuji genetické varianty, odvozené

i.| Lidsky albumin

amain 3 :

Obr. 4: Porovnani struktury lidského albuminu a fetoproteinu (podle Morinaga)

Fetoprotein spolu s albuminem jsou
nejenom dva prvni plasmatické proteiny
syntetizované v ontogeneze, ale téz prvni
dva proteiny, u nichz byla objasnéna pri-
mdrni struktura. Oba proteiny jsou struk-
turalné velmi podobné. Pfedpoklada se, ze
jejich geny maji stejny ancestor (primordi-
alni gen). Bylo zjisténo, ze AFP vytvari
polypeptidovy fetézec z 590 aminokyseli-
novych zbytkt, o relativni molekulové
hmotnosti MW = 66 300 (jako glykopro-
tein se 4 % sacharidd ma MW =69 063).
Poskladani tohoto fetézce (sekundarni
struktura) vznika pomoci 30 disulfidovych

10 Labor Aktuell 02/07

od transkripti mRNAarp s rozdilnou dél-
kou kilobazi (kupt. transkripty 2,2, 1,7
a 1,6 kb), dale fétalni a tumoroveé tran-
skripty AFP, volné a vazané formy AFP
(tj. téz intracelularni nesecernované formy).
Pomoci specifickych monoklonalnich
protilatek bylo mozno identifikovat v na-
tivnim AFP rizné antigenni epitopy, byly
klasifikovany a rozdéleny do 6ti az 7mi
epitopovych kategorii. Dalsi heterogenita
spociva v ,,mirné denaturaci* molekuly
AFP navozené uc¢inkem rizného biologic-
kého prostiedi, v kterém se molekula AFP
naléza. Tato alterace AFP predsavuje tieti

termodynamicky stav proteinovych mole-
kul (oznacovany jako MGF = Molten Glo-
bule Form), kdy vznikaji riizné transitorni
formy AFP s rozdilnou konformac¢ni konfi-
guraci (pozménéna terciarni struktura)

a s rtiznym biologickym chovanim.

AFP narozdil od albuminu je glyko-
protein; obsahuje glykan navazany na
amino-skupinu v pozici asparaginu 232
v doméné 2 jeho molekuly. Sacharidové
slozeni se vSak lisi podle mista syntézy
(ptivodu). Glykan v AFP z hepatocelular-
niho karcinomu se lisi od AFP z nadort
zloutkového vacku. Je to mozno prokazat
na zaklad¢ afinity k ur¢itym aglutininim
a lektinim. Smith a Kelleher a také
Ruoslahti a Adamson rozlisili pomoci afi-
nitni chromatografie na gelu Sepharosy
s konkanavalinem A (con A affinity co-
lumn chromatography) 3 frakce lidského
AFP: (1) nevazajici AFP (non-bound
conA), (2) slab¢ vazajici (loosly-bound)

a (3) silné vazajici (tightly bound) a proka-
zali tak rozdil mezi AFP normélnich ploda
a AFP pacientt s nadory zloutkového
vacku, pak jesté nalezli rozdil v afinité

k aglutininu z Lens culinaris (LCA). Tato
mikroheterogenita AFP navozena riznou
glykosylaci pfi tvorbé postranniho fetézce
byla pouzita i pro diferencialni diagnosti-
ku. V soucasné dobé¢ se stanoveni /ektin-
pozitivnl afinity ,,jaterni* formy AFP
oznacované jako AFP-L3 uziva k odliseni
pacientd s hepatocelularnim karcinomem
od nemalignich hepatopatii. Dokonce
techniku, kterd umoziuje toto vysetieni
(lectin-antibody enzyme immunoassay)
se podafilo automatizovat pomoci ,,para-
magnetic bead handling robot*. Kombino-
vanou technikou tj. dvourozmérnou isoe-
lektrickou fokusaci (2D-1EF) a ,,erythroag-
glutinating phytohemagglutinin affinity
electrophoresis* (E-PHA) je mozné ziskat
jesté jemné;jsi diferenciaci riznych glyko-
forem AFP, jejichz frekvence se 1isi mezi
pacienty s cirth6zou a HCC. Pro hepatoce-
lularni karcinom je charakteristicka isofor-
ma AFP-L3 a AFP-P4 (tab. 1).

* Isoformy o rizném elektrickém ndboji
(IpH heterogenita)

Pomoci isoelektrické fokusace je mozné
vyclenit 2 isoformy s isoelektrickym bo-
dem pH 4,8 a 5,2; isoformu 4,8 je mozno
zmeénit na isoformu 5,2 odstépenim konco-
vé sialové kyseliny plisobenim neuramini-
dasy. Rovnéz vazba mastnych kyselin ma-




Fupecnikowé serum

AFP.CZ, -L1, -P3, -A3, R1

Jaterni typ

Typ hepatoceluldarniho AFP.C2, .13, -P4, .A3, -R2
karcinomu

Typ gastrointestindinihe | app.cyicz, 123, Pas, a1
tumoru

Typ nadoru Zloukového
vacku

AFP-C1, -LZ, -P5, -Als, -R3

C: concanavain A (C1,20 L: Lens culinanis agglutindn o lertil-dectin (L1125

P: enythroagglutinating padtoagghting (P4 - 5k A& nodmes communls
agohdtingn (11,152,227 F: Ricinus communis lectin (11,1, 2.3)

Tab. 1: Vyskyt riznych glykoforem AFP u riznych klinickych stavii (Taketa, K., 1998)

ze ovlivnit pohyblivost riznych forem
AFP.

* Antigenni_epitopy
Pomoci sady (30) riznych monoklonal-
nich protilatek (reagujicich na rtizné anti-
genni determinanty molekul AFP) lze pro-
kazat az 6 velkych epitopovych klastra (A
- F), které vykazuji ve vzajemné reaktivité
(cross-reactivity) jednak plnou shodu,
jednak ¢astecnou shodu nebo i non-
identitu. Kromé toho v nativni molekule
AFP bylo mozno prokazat 2 formy epito-
pu: oteviFenou a skrytou. Skryté formy
bylo mozno odhalit az po mirné denaturaci
nativniho AFP, ktera byla provazena zmé-
nou v konformaci molekuly. Tyto skryté
epitopy AFP vykazuji specifickou biolo-
gickou aktivitu; navozuji kupf. spontanni
imunitni odpovéd’ u pacientd s hepatomy,
cirh6zou nebo chronickou hepatitidou.
Yazova a spole¢nici pomoci imunoafi-
nitni elektrochromatografie hAFP na nitro-
celulézové membrané rozlisili dva konfor-
macné dependentni epitopy oznacené ja-
ko cdeD a cdel06. Pomoci monoklonal-
nich protilatek proti obéma epitoptim za
pouziti ELISA nalezli rozdil v zastoupeni
cde-pozitivnich a cde-negativnich vzorki
hAFP z rtizného biologického materialu:
V amniové tekutiné byl obsah hAFP cde-
-pozitivni vyssi nez v pupecnikové krvi
nebo v sérech pacientit s AFP-pozitivnimi
tumory.

* Varianty zpuisobené zménou v _konfor-
maci molekuly AFP

Umisténi proteinti v riiznych kompartmen-
tech zivych bunék (vazba na rizné bunéc-

né struktury) navozuje urcité konformacni
zmény v porovnani s volnymi molekulami
secernovanymi mimo buiiku. Znamena to,
ze vysoce variabilni prostiedi riznych in-
tracelularnich kompartmentt zptisobuje,
Ze proteiny existuji,,v mirné denaturova-
ném" (nesbaleném = unfolded) stavu, kte-
rému se fika (Molten Globule Form =
MGF). Tyto vytvotené formy AFP se po-
dileji na riznych fyziologickych aktivitach
jako je translokace proteinti, inzerce do
bunécnych membran, vazba na ,heat
shock® proteiny a chaperony nebo na
proteiny degradované lysosomy a ubikvi-
tin-proteasomovym mechanismem.
Rovnéz vysoka koncentrace hydro-
fobnich ligand (kupf. vicenenasycené
mastné kyseliny, estrogeny) na AFP na-
vozuje ireverzibilni zmény v konformaci
terciarni struktury proteinové molekuly
a tim i zménu jeho biologickych aktivit.

* AFP fragmenty

Plasmatické proteiny jako albumin nebo
fetoprotein mohou byt také jakymsi cirku-
lujicim proteinovym reservoirem biologic-
ky aktivnich peptidovych fragment
vzniklych proteolyzou in situ. Pikladem je
forma pre-proproteinti, coz byva prekurzor
aktivni peptidové molekuly fady peptido-
vych plisobkti. Bylo prokazano, ze v AFP
jsou urcité peptidové fragmenty s amino-
kyselinovou sekvenci, které i samy o sob¢
vykazuji biologickou aktivitu (kupi. apo-
ptdézovy nebo cytotoxicky ucinek). Tak
byl syntetizovan peptid domény 1 se sek-
venci LDSYQC, ktery ovliviiuje vychyta-
vani glukosy ¢ervenymi krvinkami. Pepti-
dova sekvence LDSYQCT v koncentraci

107 az 10-® M ma antiproliferacni u¢inek.
Klonovani AFP genu a odvozené protei-
ny se staly zakladem pro pfipravu rekom-
binantnich kratkych peptidovych frag-
mentl s riznou biologickou aktivitou;
takto byly pfipraveny peptidy s moznym
vyuzitim v protinadorové terapii. Patii
mezi né 34-merni segment, ristove inhi-
bi¢ni peptid (Growth inhibitory peptide =
GIP), o molekulové hmotnosti 3573 Da,
oznacovany jako P149, ktery ma znacny
(v koncentraci 10-12 - 10719 M) riistové po-
tlacujici iCinek jak na fétalni, tak na rako-
vinné buriky, nikoliv na bunky zdravych
dospélych jedinct. I kdyZ mechanismus
tohoto uc¢inku nebyl dosud kompletné
vyjasnén, nékteré experimenty ukazuji, ze
GIP miize ovlivnit fadu bunéénych funkci,
jako je endocytdza, bunétna agregace,
hemaglutinace nebo tvar buiky (na pod-
klad¢é zmén cytoskeletonu) a dale ze GIP
odvozeny od kompletniho AFP ptedsta-
vuje rastove inhibi¢ni motiv, ktery ovliv-
fluje nadorovou proliferaci, progresi
a tvorbu metastaz. Ma ucinek cytostatic-
ky (nikoliv cytotoxicky), coz ho fadi do
pozice potencialniho protinadorového
bioterapeutika (vakcina pro profylaxi i te-
rapii). Genova terapie za pouZiti retroviro-
vého vektoru nesouciho zabijeésky gen
HSVtk (herpes simplex virus thymidine
kinase gene), ktery je regulovany aktivi-
tou varianty 0,3 kb lidského AFP-promo-
toru (LNAFWO0, 3TK), byla vypracovana
k navozeni cytotoxické reakce nadoro-
vych bun¢k HCC produkujicich AFP.
(pokracovani)
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