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WHO-IARC (1969) definoval AFP
jako ontogeneticky prvni a-globulin,

ktery je dominantnim sérovym
proteinem v embryonalnim obdobi

a ktery vymizi kratce po porodu.

Muze se vSak objevit znovu u pacientu

s hepatocelularnim karcinomem
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Fyzikalne-chemické charakteristiky

Alfa1-fetoprotein je glykoprotein,
tvoreny jednim polypeptidovym retézcem;
molekulova hmotnost M_ = 64 600 (jako peptid)
resp. 69 000-73 000 (jako glykoprotein),
sedimentacni konstanta S,,,, = 4.5 S,
isoelektricky bod pl = 4,75 (5.2)
elektroforeticka pohyblivost v agarosovém gelu
(barbitalovy naraznik - pH 8.6) = - 6.08x10° . cm?2. V-1. s™)
Obsahuje 4.3 % sacharidu (hexosa -2.2 %,
hexosamin — 1,2% a sialova kyselina — 0.9% )

(Nishi, S., 1970; Masopust, J., 1970; Ruoslahti, E, 1971)




Mikroheterogenita AFP

AFP se vyskytuje v ruznych molekulovych variantach,
liicich se v glykosylaci (sacharidové isoformy),

v isoelektrickém bodu (isoformy pH-heterogenity);
tyto varianty maji odliSné fyzikalné-chemické vlastnosti
ale podobné slozeni aminokyselin peptidového retézce.

Existuji je§té genetické varianty na zakladé vzniku riznych

MRNA , gp-franscriptu, lisicich se riznou délkou kilobazi
(2,2 - 1,35 kb), které koduji syntézu proteinovych molekul
o velikosti 72 kDa to 37 kDa

Dale existuji molekuly AFP vazaneé (intracelularni -
nesecernované formy) a secernované volné formy

Jsou také fetalni a tumorove-AFP varianty.

ref.see Mizejewski,G. J. et al., 2001




Syntéza AFP

Zadina uZ v ¢asné fazi embryogeneze, a to ve Visceralnim
endodermu zloutkového vacku,

o néco pozdgji v zakladech jater a v primitivnim streve.
AFP je detekovatelny ve visceralnim endodermu zloutkoveho
vacku blastocysty mysi 6. - 7. dne

V tomto stadiu je AFP dominantnim proteinem

v extracelularni tekutine. Ve 12. tydnu gestace degeneruje

a hlavnim mistem syntezy AFP se stavaji jatra.

U Cloveka zacCina syntéza AFP 26. dne po ovulaci
(detekovana mRNA,gp) ve visceralnim endodermu

embrya, o néco pozdéji v zakladech jater

(Gitlin, D., 1967; Nahon, J.L., 1988; Tyner, A.L. et al., 1990; Kwon, G.S. et al.,
2006; Dziadek, M. et Adamson, E, 1978; see Gillespie, J. R. et al., 2000)




Gen kédujici syntézu AFP

je Clenem ,, nadrodiny albuminoidniho genu*

kam patfi geny pro albumin, vitamin D-binding
protein (Gc-globulin) a alfa-albumin (afamin).

U Cloveéka jsou albuminoidni geny lokalizovany v tandéemu
na chromosomu 4 v oblasti 4q11-q22,

zahrnujici 15 exonu a 14 intronu.

Struktura proteinu teto nadrodiny je characterizovana
cysteinovymi zbytKky, ktere vytvareji radu klicek, diktovanych
disulfidovymi mustky.

Molekulu tvori tripletové domeény,
vytvarejici tvar pismene U

(see Mizejewski, G.J., 2001).
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per cent of AFP positive cases
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Véekova skupina AFP

Novorozenci (pupecnikové serum) 20 -200 mg/I
Kojencli (mésice):

2 93,3 + 32,1 pgll

3-4 27,9 + 21,2 ugl/l

5—-7 14,9 + 11,3 pnugl/i

8 —-12 13,1 £10,0 nugl/i
Dospeli 4-15 ugll

Tomasova, H. et Masopust, J., 1982




Imunologicka pribuznost AFP mezi zivociSnymi druhy
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Biologicke funkce AFP

a) Funkce podobné albuminu):
- Hlavni podil na onkotickam a osmotickem tlaku télovych tekutin.
- Rezervni zdroj aminokyselin
- Vazbai/transfer pro nékteré latky ( Cu?*, Fe3*,mastné kyseliny, steroidy,
bilirubin, hematin etc.).
b) Prenos vicenenasycenych mastnych kyselin do mozku embrya
pinocytoézou
c) Blokujici funkce (vysoka afinita) vici excesu materského
estradiolu-17beta
d)Vliv na_imunokompetentni bunky
- Imunosupresivni efekt na imunologickou odpovéd’ matky na pritomnost
embrya) — ,,fetal graft” tolerance),
- AFP ma vazebnou kapacitu pro membranové receptory fetalnich
a imunokompetentnich bunék (blokuje rozpoznani cizich antigent
podporuje supresoroveé bunky),

e) Pri vzniku placenty se podili na transportu IgG z cirkulace matky
do cirkulace plodu.

ref.see Mizejewski GJ, 2004




Biologicke funkce AFP (pokraé.)

(f) AFP jako dualni requlator rustu (u embrya i u tumoru)
Reguluje rast podporovanim anebo inhibici apoptézy

(g) Efekt s viastnostmi homeodoménovych faktoru
tj. Fizeni a kontrola specifického lokalizace bunék, formovanych
do organu v pribéhu ontogeneze (developmentalni fazové specificky
faktor, efektor ,,developmentalnich hodin‘)

(Existuje podobnost slozeni aminokyselin ve fragmentech AFP
s useky homeodoménovych faktoru )

(h) Modifikator biologické odpovédi: regulace/podpora vstupu
mastnych kyselin do bunék; regulace cytochrom C zprostfedkovana
aktivaci kaspaz a formaci apoptosomového komplexu; ticinek na
fertilizaci u zen (deficit AFP zplGsobuje androgenizaci)

(i) Potentialni anti-oxidacni a anti —teratogenni efekt v Casné
fazi ontogeneze (AFP obsahuje 2 volné SH-skupiny)

(j) ,Adhesni* peptidova sekvences AFP_ muze ovliviiovat adhezni

signalizaci a tvorbu intersticia vyvijejiciho se embrya

ref.see Mizejewski, G.J., 2001




Patologie AFP

Patologicka re-syntéza AFP v postnatalnim obdobi byla (uz po¢ateénich
studiich)

u 3 typa malignit:

- primarni karcinom jater (hepatoblastom
a hepatocelularni karcinom)

- embryonalni karcinomy (teratokarcinomy)

(vzacné u pacientu s:)

- karcinomy pankreatu, zaludku a streva (event. jiné)
(,ektopicka” syntéza AFP)



HEPATOCELULARNI KARCINOM

«,,Cisty* hepatocelularni karcinom (HCC)
e kombinace HCC s cholangiokarcinomem

e intrahepatalni cholangiokarcinom (ICC)

e fibrolamelarni varianta HCC

Fokalni nodularni hyperplazie jaternich bunék (sdruzend
s HCC)

Nepovazuje se za pre-neoplasticke stadium HCC (AFP neni obvykle
zvySen; onemocnéni je zplisobeno kongenitalni cévni anomalii




mwv_meds.{:ane.c:um

Germ Cell Tumors E &
Intratubular germ cell neoplasia, unclassified
Other types

Tumors of One Histologic Type (Pure Forms)
Seminoma negative negative
Seminoma with syncytiotrophoblastic cells negative (positive)
Spermatocytic seminoma
Embryonal carcinoma positive
Yolk sac tumor positive
Tru;ﬂjublas.tlc [lumors negative positive
Choriocarcinoma ) itive
Trophoblastic neoplasms other than choriocarcinoma negative Positl
Monophasic choriocarcinoma positive
Placental site trophoblastic tumor positive
Teratoma negative
Dermoid cyst
Monodermal teratoma
Teratoma with somalic type malignancies (positive)

Tumors of More Than One Histologic Type (Mixed Forms)
Mixed embryonal carcinoma and teratoma
Mixed teratoma and seminoma positive

Choriocarcinoma and teratoma/embryonal carcinoma
Others ?

Source: Cancer Controd & 2004 H. Lea Mofhtt Cancear Canler and Rassarch Institula, Inc.



AFP pozitivita u jinych malignit

Specificka klinicka jednotka: HEPATOIDNI KARCINOM
Minimalni histologicka kriteria: Prikaz AFP produkce
a abundantni eosinofilni cytoplasma

* hepatoidni adenokarcinom zaludku

* hepatoidni karcinom tlusteho streva

* hepatoidni karcinom pankreatu

* hepatoidni karcinom délozniho Cipku

* hepatoidni karcinom ovaria

* maligni smisené nadory ductus Miilleri




AFP pozitivita u jinych tumoru

* pankreatoblastom nebo pankreaticky
karcinom u kojencu
* duktalni karcinom ledvin (produkujici AFP)
« karcinom renalni panvicky z prechodnych
buneék (produkujici AFP)
» sialoblastom (produkujici AFP)

* mesenchymalni hamartom jater (s vysokym AFP)
* hemangioendoteliom jater (s vysokym AFP)

« endobronchialni metastazy HCC

* ¢isty ,,yolk sac tumor” v oblasti Zaludecéni kardie



AFP zvyseni u nenadorovyh onemocneni

» hepatopatie u novorozenct a kojencu
- hereditarni tyrosinosis Typ 1

- ataxia teleangiectasia

 cirhdza indickych déti

* cysticka fibroza

 cirhoza jater a chronicka hepatitida

« regeneracni aktivita jaterni tkane




TUMOROVE MARKERY pro DIAGNOZU a PROGNOZU
HEPATOCELULARNIHO KARCINOMU

AFP; (mRNA-AFP); (msAFP)
AFP-L3

Glypican 3; (mRNA-GPC3)
Alpha-L-fucosidasa (AFU)
PIVKA |l (DCP) (des-gamma-carboxyprothrombin)

AFP, AFP-L3, DCP, GPC3
AFP+AFU+VEGF

v-glutamyl-transferasa Il, a-L-fucosidasa, transformujici
ristovy faktor-p1 (TGF 1), TNFa,
VEGF, interleukin-8



,Molekularné biologicke"” markery diagnozu HCC
(rekurenci, prognozu) v krvi a tkani

AFP-mRNA

GGT-mRNA

MAGE-1-mRNA (Melanoma antigen gene)

GPC3-mRNA

hTERT-mRNA (Human telomerase reverse transcriptase)

HCCR (Human cervical cell oncogene)

protein p53, protilatky vuci proteinu p53

VEGF (growth factor for vascular endothelium)
Interleukin-8

TGFp-1 (Transforming growth factor beta 1)
TSGF (Tumor specific growth factor)

IGF-Il (Insulin -like growth factor- Il)
GEP (Granulin-epithelin precursor)




Kongenitalni AFP-patie

- kongenitélni AFP deficit

- kongenitalni AFP perzistence

= heterozygotni G—A substituce v pozici -116
,»9 -flanking* regionu AFP genu

= mutace v pozici —119 G—A ,,affecting HNF-1 binding
region“ pro promoter AFP-genu

- mutace v pozici — 55 C—A a 65 C—T v proximalni
vazebneé oblasti promotoru AFP-genu

Greenberg F, 1992; Sharony R., 2003; Blesa JR, 2003; McVey JH, 1993; Alj Y, 2004




Pocet publikaci obsahuijici termin

“fetoprotein”
v bibliografické databazi PubMed — NHL

mozno presahuje do 1. 9. 2008 ¢&islo 15 720,
pouze v roce to je 2008 366 publikaci.




Topics for future investigation

* Standardization of AFP evaluation

» Selection of the best criteria for screening, differential
diagnosis, prognosis and monitoring of HCC therapy

» Utilization of AFP and its derivatives in anti-tumor
therapy

» Study of AFP as a signal molecule in the mechanism
of cellular activities

* Improvement of the understanding of unexpectedly
increased AFP concentrations

 Elucidation of some other biological AFP functions
during ontogenesis and cancerogenesis



Dekuji za pozornost

(Jaromasopust@seznam.cz)



