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Souhrn: V Ustavu hematologie a krevni transfuze se problematikou vrozenych poruch ve fibrinogenu zabyvdme jiz vice nez 10 let a béhem
této doby se ndm podarilo nalézt mutaci v molekule fibrinogenu u vice nez 30 rodin. Tato price pfindsi prehled 8 vybranych strukturdlné
nebo klinicky zajimavych p¥ipad( dysfibrinogenemie, které se nam podatilo charakterizovat. Jednotlivé pfipady se lisi predeviim svymi
klinickymi projevy. Studium vrozenych poruch ve fibrinogenu prindsi dalezité informace o strukturalnich a funkénich ¢astech molekuly
fibrinogenu, které se aktivné podileji na nejriiznéjsich fyziologickych procesech, ptedeviim na hemostaze. U zhruba 1/3 pacientd s trom-
bézami nebyla doposud nalezena p¥icina rozvoje trombotickych komplikaci, je mozné, Ze nékteré jsou skryty za doposud neodhalenymi
mutacemi fibrinogenu. Mutace Bff Arg237Ser, y Tyr363Asn a Aa. Asn106Asp se manifestovaly tromboticky. U nositel(i téchto mutaci byly
zaznamenany jak hluboké Zilni trombdzy, tak i plicni embolie. V pripadé mutaci Aa Gly13Glu, Ao Arg16Cys, y Tyr262Cys a y Arg275His
byla zjisténa manifestace krvéciva, s rlznou intenzitou. Mutace Aa Arg16His se u 7letého pacienta zatim nemanifestovala klinickymi
ptiznaky, nenf v3ak vylouceno, protoze se jednd o mutaci v misté od3tépovani fibrinopeptidu A, Ze se mutace klinicky projevi v pozdéj-
§im véku. Vyskyt posttransla¢né modifikovaného fibrinogenu byl popsén ve spojitosti s fadou rtiznych onemocnéni. Ta byvaji predeviim
spojena s oxida¢nim stresem, kdy dochdzi k nekontrolovatelnému narlstu oxidantd. Oxidanty ménf strukturu i funkci fibrinogenu. Nami
zvolené modelové systémy reprezentovaly podminky oxidaéniho stresu pfi rliznych onemocnénich. K popisu strukturnich zmén jsme vy-
uzili metodu stanoven{ karbonylt, SDS-PAGE s ndslednou imunodetekci. K detekci vzniku tyrosylovych radikal& jsme mimo SDA-PAGE
s imunodetekci pouZili i stanoveni pomoci fluorescence. K urceni miry oxidaéniho charakteru fibrinogenu jsme pouzili OFR (oxidative
fibrinogen reactivity). Dale jsme sledovali vliv oxidativnich zmén na architekturu fibrinové sité (skenovaci elektronova mikroskopie), déle
na interakci fibrinogenu s trombinem (odStépovani fibrinopeptidd, turbidimetrické sledovani vzniku fibrinové sité) a krevnimi destickami
(statickd a dynamicka adheze krevnich desticek). Pisobenim modifika¢nich latek za podminek oxidaéniho stresu vznikaji v molekule
fibrinogenu nové karbonylové skupiny a tvoti se tyrosylové radikaly. U vétdiny modifikaci dochdzi jak k ovlivnéni tvorby fibrinové sité, tak
i interakce s krevnimi destickami. Celkové funkéni vyznénf vzniklych zmén zavisi na charakteru a intenzité oxida¢niho ¢inidla a, coz je velmi
dulezité, pohybuje se od protitrombogenniho aZ po vyrazné trombogenni.
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Studies of structural and functional changes of fibrinogen

Summary: At the Institute of Hematology and Blood Transfusion, we have been studying hereditary dysfibrinogenemia for more than ten
years. During this period we have described more than 30 families in the Czech Republic with inherited mutations in fibrinogen. This paper
provides an overview of 8 interesting cases of dysfibrinogenemia which we have characterized. Individual cases differ mainly in their clini-
cal manifestations. The study of congenital fibrinogen disorders provides scientists and clinicians important information on structural
and functional aspects of the fibrinogen molecule during various physiological processes, especially hemostasis. For roughly one third of
the patients with thrombosis the causes of their thrombotic complications have not been found yet. It is therefore possible that at least
some of them might be the result of mutations in fibrinogen molecule, especially if these changes do not have to affect basic coagulation
tests. Mutations B} Arg237Ser, y Tyr363Asn, and Ao Asn106Asp have thrombotic manifestation. The carriers of these mutations reported
both deep vein thrombosis and pulmonary embolism. Mutations Aa Gly13Glu, Ao Arg16Cys, y Tyr262Cys, and y Arg275His have bleed-
ing manifestation with varying intensity. A seven year old carrier of the Aa Arg16His mutation has been asymptomatic; however clinical
manifestation of the mutation in the future cannot be excluded because the mutation is situated in the site of fibrinopeptide A release.
Posttranslational modified fibrinogen is linked with various diseases. These diseases are associated with oxidative stress which leads to
uncontrolled production of oxidants. The oxidants modify structure as well as affect function of fibrinogen. We used several oxidative
reagents mimicking various (patho)physiological states. We characterized the structural changes with quantification of carbonyls groups
and SDS-PAGE followed by immunodetection. Tyrosyl radicals were also detected by SDS-PAGE with immunodetection and by fluores-
cent determinations. To determine the extent of oxidative nature of the fibrinogen we used OFR (Oxidative Fibrinogen Reactivity). We
also studied the influence of these structural changes on the fibrin network architecture (scanning electron microscopy), the interaction
of fibrinogen with thrombin (fibrinopeptides release, turbidimetric monitoring of fibrin network formation) and platelets (static and dy-
namic adhesion of platelets). New carbonyl groups and tyrosyl radicals were formed in fibrinogen. Most modifications occured both to
influence fibrin network as well as its interaction with platelets. The overall effect of the functional changes depended on the nature and
intensity of the oxidizing agent and what is very important, ranged from protitrombogennic to significantly thrombogenic.
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Uvod

Plazmaticky glykoprotein fibrinogen
hraje dlezitou roli v procesu krevnf
koagulace, agregace krevnich desticek,
angiogeneze, adheze a migrace bunék,
zanétu a daldich. Molekula fibrinogenu
je tvofena 3 pary odlisnych polypepti-
dovych Fetézcl oznadovanych Aa, Bf
a y. Katalytickym ptsobenim serinové
protedzy trombinu dochdzi k hydroly-
tickému odstépeni N-koncovych fibri-
nopeptidii A a B, ¢imZ dochézi k od-
kryti polymeraéniho mista, a vznikly
fibrinovy monomer ndasledné spon-
tanné polymeruje a vytvari fibrinovou
sit[1].

Vrozené defekty v molekule fibrino-
genu ddvaji vzniknout onemocnénim
hypofibrinogenemie a dysfibrinoge-
nemie. Zatimco hypofibrinogenemie
je charakterizovand snizenou hladi-
nou fibrinogenu pod 1,5 g/, dysfibri-
nogenemie je charakterizovana funk¢-
nimi poruchami fibrinogenu. Obecné
je pfijiman fakt, Ze v p¥ipadé hypofi-
brinogenemii zptisobuje zdména ami-
nokyselinovych zbytkd poruchy v syn-
téze, skladani nebo sekreci fibrinogenu,
coZz mé za nasledek degradaci ¢i ukla-
danf nespravné sestavenych molekul
fibrinogenu v jatrech [2].

V ptipadé dysfibrinogenemif jsou
molekuly se zaménénymi aminokyseli-
novymi zbytky sekretovany do krevniho
fecisté, kde zplsobuji vétsi ¢i mensf
poruchy tvorby fibrinu.

V soucasné dobé je celosvétové evi-
dovéno vice nez 400 rodin s vrozenymi
mutacemi v jednotlivych genech fibri-
nogenu [3]. Nejvice mutaci bylo po-
psdno v Aa fetézci - 248 pripadd.

K pozménéni molekuly fibrinogenu
nedochazi jen p¥i genetické mutaci, ale
i po jeho uvolnéni do krevniho obéhu.
K témto modifikacim proteint muze
dojit i béhem tzv. oxida¢niho stresu.
Hlavni roli v tomto déji hrajf volné ra-
dikély. Tyto slouceniny se bézné podi-
leji na bunééné signalizaci, na regulaci
bunéénych funkef, na reakci imunit-
ntho systému a na aktivaci krevnich
desticek. Pokud viak nastane jejich ne-
kontrolovana produkce nebo je ome-
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zena antioxidac¢ni obrana, dochazi

k jejich nadbytku. Pak reagujf s dalsimi

molekulami za vzniku reaktivnich pro-

duktl, které se ucastni dal3ich reakci.

Vysledkem tohoto Fetézce jsou modifi-

kované proteiny, peroxidy lipid( nebo

poskozena DNA. Modifikace proteint
moze zahrnovat r{izné zmény ve struk-
tufe molekuly. At uZ se jednd o frag-
mentaci nebo prok¥izeni molekul, ¢i
vnaseni novych skupin do molekuly

(napt. vznik karbonylovych skupin, ni-

trace, chlorace). Modifikovany fibrino-

gen se odliSuje svou schopnostf inte-
ragovat s krevnimi destickami a tvofit

fibrinovou sit [4-6].

V posledni dobé byva modifikovany
fibrinogen spojovdn s mnoha patolo-
gickymi stavy organizmu. Nejcastéji
jsou zmiriovdna kardiovaskuldrni one-
mocnéni, dale diabetes nebo zénétlivé
stavy. Byla prokdzana rada dusledkd
vzniklych modifikaci pro spravné puaso-
benf fibrinogenu. U pacient( s kardio-
logickymi problémy byly zjistény rozdily
v tvorbé, architektute a rozpousténf fi-
brinové sité. Vysledkem byl celkovy pro-
tromboticky charakter modifikovaného
fibrinogenu [7-12]. K podobnému zji3-
téni dospély i pokusy s fibrinogenem
izolovanym z plazmy pacientl s dia-
betem [10]. Stuperi modifikace muze
odrdzet i stav a daldi prognézu pa-
cienta [10,13]. Také Ize modifikovany
fibrinogen vyuzit k diagnostice jako
marker rakoviny pankreatu [14].

Pro pochopeni mechanizmu modifi-
kace a nasledného vlivu tohoto pozmé-
néni jsme vyuzili in vitro reakci mole-
kuly fibrinogenu s oxida¢nim cinidlem.
Jako modelové systémy jsme vybrali
takové slouceniny, které napodobuji
(pato)fyziologické reakce probihajici
v organizmu. Nami zvolené systémy
byly systémy obsahuijici:

a) zelezo s kyselinou askorbovou (Fe*’/
/kyselina L-askorbovd, Fe**/kyselina
L-askorbovd/H,0O,) [15], pfedstavu-
jici situaci v organizmu trpicim pre-
tizenim Zelezem;

b)malondialdehyd (MDA) [16],
ktery je jednim z produktd lipoper-
oxidace;
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¢) chlornan sodny (NaOCI) [17,18],
simulujici plsobenf chlornanovych
aniontl uvolfiovanych pfi aktivaci
bunék imunitniho systému;

d) sydnonimin (SIN-1) [19-21], jehoZ
rozkladem vznikd peroxynitrit
schopny nitrovat okolni molekuly
proteind;

e) metmyoglobin (MetMb/H,0O,) [19],
reprezentujici ptisobeni peroxypro-
teinradikdld na ostatni molekuly,
a koneéné;

f) S-nitrozoglutation (GSNO) [22],
ktery je oxidovanou formou gluta-
tionu (GSH), vznikajiciho ptisobe-
nim oxidu dusnatého, ktery se icastni
S-nitrozylace a glutaionylace bil-
kovin.

Metody

Odbér vzorki krve

Vzorky krve byly ziskany od informo-
vanych zdravych darcli nebo od vybra-
nych pacientl a s jejich souhlasem.
Krev byla odebirdna do 3,8% roztoku
citradtu sodného v objemovém poméru
1:09.

P¥iprava plazmy

Plazma chuda na desticky byla ziskdna
odstfedénim krve pacient a zdravych
darcli odebrané do citratu (2 313 x g,
10 min, 25 °C). Hornf vrstva plazmy
byla staZzena do nové zkumavky, Setrné
promichana, rozpipetovana po malych
alikvotech, Sokové zmraZena ve smési
suchého ledu s denaturovanym etano-
lem a uchovavédna pt#i -80 °C. Krevn{
buriky byly vyuZity k izolaci DNA.

Rutinni koagulaéni vySetieni

Rutinni koagulaéni vysetieni bylo pro-
vedeno v citrdtové plazmé pomoci
automatického koagula¢niho ana-
lyzdtoru STA-R (Diagnostica Stago,
Asnieres sur Seine, France).

Genetickd analyza

Genomickd DNA byla izolovéna a pfe-
¢idténa vysolovaci metodou dle Millera
et al [23]. PFecisténa genomickd DNA
byla amplifikovdna pomoci polymera-
zové Fetézové reakce (PCR) za pomoci
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specifickych primerd. Nésledna sekve-
nace probihala pomoci Dye Termina-
tor Cycle Sequencing with Quick Start
kitu a genetického analyzatoru CEQ
8000 (Beckman Coulter Inc., Fuller-
ton, CA, USA).

Polymerace fibrinu

Polymerace fibrinu byla sledovana tur-
bidimetrickou metodou p¥i vinové délce
350 nm. Polymerace bylainiciovdna bud
ptidavkem trombinu (0,1 NIH U/ml),
nebo reptildzy (625krat Fedénd
TEClot BAT Reptilase, TECO GmbH,
Neufahrn, Germany) k citrdtové plazmé
pacientl fedéné 1 : 3 50 mM TRIS
0,1 M NaCl pufrem pH 7,4 [24-26]. Pro
modifikovany fibrinogen byl tento po-
stup upraven. Fibrinogen byl nafedén
na koncentraci 1 mg/ml PBS pufrem
o pH 7,4. Reakce byla spusténa pfidav-
kem 0,5 NIH U/ml trombinu.

Fibrinolyza

Fibrinolyza byla sledovéna po pfidavku
trombinu (0,5 NIH U/ml), plasmino-
genu (0,15 U/ml, Sigma Aldrich Co.,
St. Louis, MO, USA), CaCl, (8 mM)
a tPA (0,3 pg/ml, Sigma Aldrich Co.,
St. Louis, MO, USA) k plazmé pacient(
fedéné 1 : 3 50 mM TRIS 0,1 M NadCl
pufrem pH 7,4. NarGst a nasledny po-
kles turbidity byl sledovdn pfi 350 nm
pomoci spektrofotometru Synergy HT
(BioTek Instruments, Winooski, VT,
USA) [27].

Kinetika odstépovani fibrinopeptidi
Vzorky plazmy pacientd byly nate-
dény 50 mM TRIS 0,1 M NaCl pufrem
pH 7,4 tak, aby vysledna koncent-
race fibrinogenu byla 1 g/I. Ke vzor-
k&im byl pridan inhibitor dekarboxyldz
0,01 M o-fenantrolin hydrat. Odstépo-
van{ fibrinopeptidd bylo méfeno jako
funkce ¢asu - alikvotni podily naredéné
plazmy byly inkubovany pti laboratornf
teploté s trombinem (0,9 NIH U/ml)
po dobu 0; 0,5; 1; 3; 5; 10; 20; 30
a 60 min. Probihajici reakce byla zasta-
vena piidavkem 10% trichloroctové ky-
seliny. Vzorky byly ndsledné odstfedény
(17 000 otédcek, 30 min, 4 °C) a hla-
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dina fibrinopeptid v supernatantu
byla stanovena vysokotcinnou kapa-
linovou chromatografii na reverznf
fazi (RP-HPLC) pomoci kolony CGC
SGX C18 (150 x 3 mm) dle Suttnara
et al [28].

Skenovaci elektronova mikroskopie
Fibrin byl ptipraven ze vzork plazmy
pacientd ptidavkem trombinu
(2 U/ml) [27]. Po 2hodinové inkubaci
pii laboratorni teploté byly vzorky pro-
myty a vysuseny pomoci etanolu. Po
vysuSeni metodou kritického bodu byly
vzorky potaZzeny Snm vrstvou platiny
(Safina, Vestec). Mikroskopické pozo-
rovani probihalo ve skenovacim elek-
tronovém mikroskopu VEGA Plus TS
5135 (Tescan, s. r. 0., Brno). Sitky jed-
notlivych fibrinovych vlaken byly mé-
feny pomoci programu Image) 1,33u
(National Institutes of Health, Bethe-
sda, USA). Namérené hodnoty byly na-
sledné statisticky vyhodnoceny pomoci
t-testu na hladiné vyznamnosti 0,05.

Modifikace fibrinogenu
Vsechny modifikace zvolenymi systémy
probihaly p#i 37 °C. Vysledna koncen-
trace fibrinogenu v roztoku byla 4 mg/ml.
Oxidace fibrinogenu systémem Fe**/ASC
probihala dle Schacterové et al [15].
Vysledné koncentrace v reakéni smési
byly 25 mM L-askorbat (Sigma Ald-
rich, Ceska republika) a 100 pM FeCl,
v 25 mM Hepes (Sigma Aldrich, Ceska
republika). Doba modifikace byla
0-240 min. Tento systém byl déle roz-
siten o plisobeni peroxidu vodiku o vy-
sledné koncentraci 100 pM H,O,.
Reakce s MDA o finalni koncentraci
10 mM probthala v temnu po dobu
0-120 min. Zasobni roztok MDA byl
pfipraven kyselou hydrolyzou 1,1,3,3-
-tetrametoxypropanu (TEP; Sigma Al-
drich, Ceska republika), koncentrace
MDA byla stanovena spektrofotome-
tricky (¢,,, = 13 700 .mol".cm™) [29].
Oxidace pomoci NaOCI (Sigma Ald-
rich, Ceské republika) o vysledné kon-
centraci 1,25 mM probihala 0-20 min.
Pro modifikaci byl pouzivdn roztok
chlornanu sodného, ktery obsahoval

6-14 % aktivniho chloru. Presna koncen-
trace byla stanovena spektrofotomet-
ricky (g,,, = 350 l.mol™.cm™") [30].

Modifikace fibrinogenu pomocf sys-
tému s metmyoglobinem o vysledné
koncentraci 10 mM metMb a 100 pM
H,O, probihala po dobu 0-240 min.
MetMb byl pfipraven reakci myoglo-
binu (Sigma Aldrich, Ceska republika)
s hexakyanoZelezitanem draselnym.
Vysledny produkt byl ptecistén gelo-
vou filtraci na koloné naplnéné Sepha-
dexem G-10 (23 x 2,5 cm; Pharmacia,
Svédsko). Koncentrace a ¢istota byly
stanoveny spektrofotometricky [19].

Reakce fibrinogenu s SIN-1 o fi-
nalni koncentraci 100 pM probihala
0-60 min a kazdych 10 min byly vzorky
vortexovany. SIN-1 byl pripraven podle
Vadseth et al [19].

U modifikace GSNO jsme se nezamé-
fili na ¢asovy efekt, ale na efekt koncen-
tra¢ni. GSNO byl p¥ipraven reakci GSH
v prostiedi HCl s NaNO,. Ve viech po-
kusech byl pouZivan fibrinogen modifi-
kovany 50, 100 nebo 500 pM S-nitro-
zoglutationem (GSNO), 1 hod, 37 °C,
ve tmé [22].

Stanoveni obsahu karbonylovych
skupin

Jedna z metod stanoveni obsahu vznik-
lych karbonylovych skupin byla po-
psana Levinem et al [31]. Je zaloZena
na reakci modifikovanych proteind
s 2,4-dinitrofenylhydrazinem (DNPH;
Sigma Aldrich, Ceska republika).
DNPH se kovalentné vdze na vznika-
jici karbonylové skupiny. Jejich kon-
centrace je urfena spektrofotome-
tricky a vztaZzena na obsah proteinu
ve vzorku (mol karbonylovych skupin/
/mol proteinu).

Dal$im zpi@sobem, jak jsme stanovili
modifikované skupiny, byla SDS-PAGE
s naslednou imunochemickou detekei.
Timto zplsobem jsme detekovali nejen
karbonylové skupiny [32], ale i tyrosy-
lové radikély [33].

Stanoveni tyrosylovych radikald
Tyrosylové radikdly u modifikovaného
a kontrolntho fibrinogenu byly stano-
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veny pomoci fluorescence. Bylo pro-
mé¥eno emisni spektrum od 340 do
500 nm pfi excitaéni vinové délce
325 nm [34]. Fluorescence byla vyjad-
fena v relativnich jednotkach za pouziti
rovnice | =1, ~ (L, +1,,,)/2.
Fluorescence byla zméfena ve spolu-
praci s RNDr. K. Kuzelovou, Ph.D., na
Oddéleni bunééné biochemie UHKT.

Reaktivita oxidovaného fibrinogenu
Reaktivita oxidovaného fibrinogenu byla
stanovena podle modifikovaného po-
stupu publikovaného Selmeci et al. K mo-
difikovanému fibrinogenu (1 mg/ml)
byl ptidan PBS, roztok Kl a kyselina oc-
tova. Po nasledné inkubaci pfi 37 °C
byl sledovan narlst absorbance pf¥i
358 nm po dobu 300 s [13].

Adheze krevnich desti¢ek na
povrchové sorbovany modifikovany
fibrinogen

Adheze krevnich desti¢ek na modifiko-
vany fibrinogen byla provedena podle
Vanickova et al [35,36]. Suspenze pro-
mytych krevnich desticek byla ziskdna
z krve zdravych darct, ktefi alespori
2 tydny neuzivali léky ovliviiujici krevni
desticky (aspirin, ibuprofen). Krev byla
odebrana do ACD (v poméru 8,1:1,9).

37 °C), k horni vrstvé (bohatd plazma,
PRP) byl po stazeni do nové zkumavky
ptidan prostaglandin PGE1 (1 pl/ml
PRP; Sigma Aldrich, Ceska republika),
ktery je inhibitorem aktivace desticek.
Po 10 min inkubace byly desti¢ky od-
stfedény (1 000 x g, 10 min, 37 °C)
a peleta dale resuspendovana ve stej-
ném objemu Tyrodového pufru | vy-
temperovaného na 37 °C a obsahuji-
ciho PGE1 (1 pl/ml PRP). Po dal$im
odsttedéni (600 x g, 10 min, 37 °C)
byla peleta resuspendovéna v Tyrodo-
vém pufru I, jehoz objem byl vypodi-
tan tak, aby vysledny pocet destic¢ek byl
200 x 10° desti¢ek/pl. Pfed adhezi byly
desti¢ky inkubovany 30 min ve vodni
[4zni (37 °C). Pro sledovani statické
adheze krevnich desti¢ek byl fibrino-
gen o koncentraci 20 pg/ml sorbovan
na mikrotitraéni desti¢cku. Mira adheze
krevnich desti¢ek na povrchové vazany
modifikovany fibrinogen byla porov-
ndvana s adhezi krevnich desti¢ek na
kontrolni fibrinogen. Adheze krevnich
desticek byla vyhodnocovana spektro-
fotometricky pomoci stanoveni akti-
vity kyselé fosfatazy (ACP, EC 3.1.3.2;
Sigma Aldrich, Ceska republika). Za
téchto podminek bylo ur¢eno mnoz-
stvi adherovanych krevnich desticek na
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Dynamicka adheze krevnich
desticek

Dynamicka adheze krevnich desticek
probihala v pftomnosti modifikova-
ného a kontrolnftho fibrinogenu. Izo-
lace krevnich desti¢ek byla provedena
stejné jako v predchozi metodé. Pro
izolaci erytrocytt byla plna krev ode-
brand do citratu stodena p#i 250 x g,
po dobu 15 min a p#i 37 °C. PRP
byla pouzita pro izolaci krevnich des-
ticek. Dale byly erytrocyty 2krat pro-
myty fyziologickym roztokem (220 x g,
10 min, 25 °C). Posledni promyti fyzio-
logickym roztokem bylo p#i 2 000 x g,
10 min, 25 °C. Vysledny pocet krev-
nich desticek a erytrocytt ve vzorku byl
200 000/pl, resp. 4 000 000/pl. K izo-
lovanym krevnim desti¢ckdm a erytro-
cytim byl ptidan modifikovany nebo
kontroln{ fibrinogen o vysledné kon-
centraci 1 mg/ml. Takto vznikly vzorek
byl umistén na polystyrénovou misku
s dokonale padnoucim teflonovym vic-
kem. Po inkubaci (10 s) bylo apliko-
vano smykové tfeni (1 800 s, 2 min)
pomoci analyzatoru ,Cone and pla-
te(let), Impact-R“ (DiaMed; Eurex
Medica, Ceska republika). Po oplach-
nuti deionizovanou vodou byly misky
obarveny May-Grinwald (Merck,

Poté byla odstfedéna (250 x g, 15 min, 1 cm?. Ceska republika). Vzorky byly vyhod-
Tab. 1. Vysledky koagula¢nich vySetteni u pacientd s dysfibrinogenemii.
Pacient | Pacientll Pacientlll PacientlV PacientV PacientVl PacientVIl PacientVIIl Norma
aPTT 351s 445 s 31,9s 30,2 s 37,7 s 31,2s 351s - 28,0-36,4 s
protrombi- 15,55 21,45 1915 14,5's 14,6's 13,7 s 16,1s - 11,7-14,7 s
novy cas
trombi- 39,3s 70,8 s 79,5s 21,5 s 19,5s 23,7 s 20,0s 40,5 s 13,0-17,0 s
novy cas
reptilasovy - >180s - - 22,0s - - 34,0s 14,0-18,0 s
éas
fibrinogen  0,85g/l 0,30/l 0,5g/l 092g/l  156g/l  279g/l  113g/l  091g/l 20-42gl
(funkéni
fibrinogen  320g/l  210g/|  2,52g/|  189gl  316g/l  291g/l  3,99g/l 37¢g/!  2,0-42gl
(celkovy)
vék 36 12 7 22 51 26 61 24 -
genotyp Ao Aa Aa Y Bp Y Ao Y -
Gly13Glu  Arg16Cys  Argl6His  Tyr262Cys Arg237Ser Tyr363Asn Asn106Asp Arg275His
nédzev Olovnice  NowyJi¢in  Ostrava Liberec Znojmo Praha lll Plzeri Brno -
varianty
fenotyp krvéacent krvacen{ asympto- krvéacent trombézy  trombdzy  trombdzy krvéacent -
maticky
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noceny systémem analyzy obrazu.
Adheze a agregace krevnich desticek
byly vyhodnoceny jako procento po-
kryti povrchu, velikost objektdl a jejich
pocet [37].

Vysledky

Pacienti s dysfibrinogenemii

Vsichni pacienti, popfipadé jejich z4-
konni zastupci, vyjadrili svij souhlas
s touto studii podpisem informova-
ného souhlasu. Veskeré vzorky pacientd
byly ziskany postupy schvdlenymi
etickou komisi Ustavu hematologie
a krevnf transfuze v Praze.

Pacient I: 36letd Zena s vyraznym kr-
vacenim béhem 1. téhotenstvi v roce
2000. Dalsi téhotenstvi v letech 2007
a 2008 byla ukoncena spontannim
abortem béhem 1. trimestru. Oba po-
traty byly komplikovdany masivnim kr-
vacenim a hematomy ve sténé délohy.
Pacientka méla vyrazné prodlouzeny
trombinovy ¢as a snizenou hladinu
funkéniho fibrinogenu (tab. 1).

Pacient Il: 12letd divka, kterd uda-
vala ¢astou epistaxi, krvdceni z ddsni
a snadnou tvorbu hematomd. Koa-
gulaéni vySetfeni odhalilo vyrazné
prodlouZeny trombinovy ¢as a snize-
nou hladinou funkéniho fibrinogenu
(tab. 1). Vysledky koagulaéniho vy3e-
trenf jeji matky byly normdlni.

Pacient Ill: 7lety asymptomaticky
chlapec s vyrazné prodlouzenym trom-
binovym ¢asem a snizenou hladinou
funkéniho fibrinogenu (tab. 1). Po-
dobné vysledky koagula¢niho vysetien
byly nalezeny i u jeho 1ro¢niho bra-
tra a 30letého otce. Jeho 31letd matka
méla normdlnf vysledky koagula¢nich
vySetteni.

Pacient IV: 22letd Zena, kterd udé-
vala snadnou tvorbu modfin. Koagu-
la¢ni vySetfeni odhalilo prodlouZeny
trombinovy ¢as a sniZzenou hladinu
funkéniho fibrinogenu (tab. 1).

Pacient V: 55lety muz s hlubokou
zilni trombdzou v pravém tiisle a plicni
embolii v pravé plici. Pacient dale uva-
dél zvysenou tvorbu hematomd po ve-
nepunkci. Vyskyt béznych rizikovych
faktorli pro trombézu nebyl u pa-
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cienta potvrzen. U pacienta byla zjis-
téna snizend hladina funkéniho fibri-
nogenu a prodlouZeny trombinovy ¢as
(tab. 1).

Pacient VI: 26leta Zena, kterd v roce
2003 prodélala plicni embolii s akut-
nim cor pulmonale a hlubokou Zilnf
trombdzu v ileofemoralni oblasti.
Plicni embolie se objevila u pacientky
znovu v roce 2009. Vyskyt bé&znych ri-
zikovych faktord pro trombézu nebyl
u pacientky potvrzen. Jeji 59lety otec
prodélal plicni embolii v roce 2008.
U pacientky byl zjistén prodlouzeny
trombinovy ¢as a normalni hladina fi-
brinogenu (tab. 1).

Pacient VII: 61lety muz, ktery v roce
2005 prodélal hlubokou Zilnf trombézu
ve femoropoplitedlni oblasti vpravo,
plicni embolii, tromboflebitis v lytku
a tromboflebitis v. saphena magna. Po
5 tydnech po trombotické ptihodé se
objevilo zavazné subarachnoidélnf kr-
vdceni (aneurysma a. cerebri media),
které si vyzddalo neurochirurgicky za-
krok. Koagulaéni vySetieni u pacienta
odhalilo mirné prodlouzeny trombi-
novy &as a snizenou hladinu funkéniho
fibrinogenu (tab. 1). Otec pacienta ze-
mpel ve véku 37 let na plicni embolii.

Pacient VIII: 24letd Zena s menora-
gii. U pacientky byla zjisténa sniZzend
hladina funkéniho fibrinogenu a pro-
dlouZeny trombinovy ¢as (tab. 1). Jeji
45letd matka méla podobné vysledky
koagulac¢niho vySetten( a byla asym-
ptomaticka. Jeji 12lety bratr udaval
epistaxi a snadnou tvorbu modfin. Vy-
sledky koagula¢niho vySetteni ukdzaly
podobné jako u jeho sestry a matky
prodlouZeni trombinového ¢asu a sni-
Zeni funkénf hladiny fibrinogenu.

Geneticka analyza

Provedena genetickd analyza odhalila
u pacientd ndsledujici heterozygotnf
mutace ve fibrinogenu.

U pacienta | byla nalezena bo-
dovda mutace Aa Gly13Glu a tato va-
rianta fibrinogenu byla nazvana Olov-
nice [38]. U pacienta Il byla nalezena
bodovd mutace Ao Arg16Cys a tato
varianta fibrinogenu byla nazvdna

Novy Ji¢in [39]. U pacienta Il byla na-
lezena bodovd mutace Aa Argl6His
a tato varianta fibrinogenu byla na-
zvéna Ostrava Il [40]. U pacienta IV
byla nalezena bodovd mutace y Tyr-
262Cys a tato varianta fibrinogenu
byla nazvdna Liberec [41]. U pa-
cienta V byla nalezena bodova mutace
Bp Arg237Ser a tato varianta fibrino-
genu byla nazvdna Znojmo [42]. U pa-
cienta VI byla nalezena bodovd mutace
y Tyr363Asn a tato varianta fibrino-
genu byla nazvdna Praha Il [43].
U pacienta VII byla nalezena bodova
mutace Aa. Asn106Asp a tato varianta
fibrinogenu byla nazvdna Plzeri [43].
U pacienta VIl byla nalezena bodovd
mutace y Arg275His a tato varianta
fibrinogenu byla nazvana Brno [44].

Polymerace fibrinu

Polymerace fibrinu byla ovlivnéna ve
viech 8 ptipadech. U viech pacientd
byla pozorovana sniZend vysledna tur-
bidita. U pfipadt Aa Gly13Glu, Aa Ar-
g16Cys a Ao Arg16His byla silné ovliv-
néna i lag faze. ProdlouZena lag faze je
v téchto ptipadech zplsobena ovlivné-
nim odstépovani fibrinopeptida.

Fibrinolyza

Fibrinolyza byla ovlivnéna v p¥ipadé
trombotickych mutaci B Arg237Ser,
¥ Tyr363Asn a Aa. Asn106Asp (obr. 1).
Ve viech 3 ptipadech byla ovlivnéna ly-
tickd faze. V pripadé mutace Bf Arg-
237Ser byla lyticka faze zhruba 2,5krat
deldi nez u kontroly, v pfipadé mutace
¥ Tyr363Asn byla lyticka faze 1,7krat
deldi nez u kontroly a v p¥ipadé mutace
Aa Asn106Asp byla lytickd faze zhruba
2,8krat delsi nez u kontroly.

Kinetika odstépovani fibrinopeptidi
Abnormaélni kinetika od$tépovani fi-
brinopeptidl byla pozorovana u mu-
taci Ao Gly13Glu, Aa Arg16Cys a Aa
Arg16His. Ve viech 3 p¥ipadech bylo
zjisténo pomalejsi odstépovdni fibrino-
peptidd A s men3im celkovym podilem
z odstépenych fibrinopeptidl (obr. 2).
U ostatnich pfipad( byla kinetika od-
$tépovani fibrinopeptidd normdlni.
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Obr. 1. Sledovani fibrinolyzy u pacient(i s trombotickymi projevy dysfibrinogene-
mie. U vSech 3 pacientt byla zjisténa prodlouzena lyticka faze oproti kontrole.
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Skenovaci elektronova mikroskopie

Vliv. mutace na strukturu fibrinové
sité se uplatrioval u rGznych mutacf
rizné (obr. 3). V ptipadé trombotic-
kych mutaci B Arg237Ser, y Tyr363Asn
a Aa. Asn106Asp byla fibrinova sit spise
rigidnéjsi, s mensimi péry a signifikantné
uzdimi vldkny. Mutace Aa Gly13Glu,
¥ Arg275His, Ao Arg16Cys a Ao Arg16His
nemély zdsadni vliv na morfologii sité.
Mutace y Tyr262Cys naopak zptisobo-
vala vznik signifikantné Sirsich vldken. Pra-

£ Xy

mérné Sitky vidken jsou shrnuty v tab. 2.

Modifikace fibrinogenu

Stanoveni karbonylt

V8echny zminéné modifikaéni sys-
témy vnesly do molekuly fibrinogenu

a b
100+ 100+
[ ]
[ J
80 ¢ ° 80
L] °
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o e hd o . .
o ° ° o
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Obr. 2. Sledovani kinetiky odstépovani fibrinopeptidti u pacient s dysfibrinogenemii.
a) kinetika od3tépovani fibrinopeptidd u pacientky s mutaci Aa Gly13Glu, b) kinetika od$tépovant fibrinopeptidi u pa-
cientky s mutaci Aa. Arg16Cys, c) kinetika odstépovéni fibrinopeptidt u pacientky s mutaci Aa. Arg16His a d) normaln{ pra-

béh kinetiky od3tépovani fibrinopeptidd u zdravé kontroly.
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Obr. 3. Fotografie ze skenovaci elektronové mikroskopie fibrinovych siti pfipra-
venych z plazmy pacientt s dysfibrinogenemii.

a) pacient s mutaci Ao, Asn106Asp, b) pacient s mutaci B Arg237Ser, c) pacient
s mutaci y Tyr363Asn, d) pacient s mutaci y Arg275His, e) pacient s mutaci Ao

Arg16His a f) kontrolni normalnf sit.

nové karbonylové skupiny. Nejvice jich
bylo zptsobeno malondialdehydem.
O néco méné jich bylo zpisobeno mo-
difikaci chlornanem, avsak za 1/6 doby
pusobeni MDA (tab. 3).

U fibrinogenu modifikovaného GSNO
byly karbonyly detekovany pomoci
SDS-PAGE. Vice karbonyl v molekule
bylo zjisténo u modifikovaného fibrino-
genu nez u kontrolniho (data neuvedena).

Tab. 2. Sitky fibrinovych vldken u pacientt s dysfibrinogenemit.
Mutace Priimérna sitka vldken

pacient | Aa Gly13Glu 198 + 30 nm
pacient I Ao Arg16Cys 154 + 43 nm
pacient Aa Arg16His 188 + 58 nm
pacient IV Y Tyr262Cys 443 + 98 nm
pacientV B Arg237Ser 227 £29 nm
pacient VI ¥ Tyr363Asn 234+ 7nm
pacient VII Aa Asn106Asp 154+ 3 nm
pacient VIII Y Arg275His 206 + 26 nm
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Stanoveni dityrosyli

K detekci vzniklych radikdlt jsme vy-
uzili SDS-PAGE s naslednou imu-
nochemickou detekci podle
Vlies et al [33]. Tyrosylové radi-
kdly byly detekovdny u fibrino-
genu modifikovaného systémy: Fe’*/
/ASC; Fe>*/ASC/H,O,; MetMB/H,O,;
NaOCI a SIN-1. Pro kvantifikaci u fi-
brinogenu modifikovaného Fe*/ASC
a NaOCl bylo vyuzito stanoveni fluo-
rescence. Bylo zjisténo, Ze modifiko-
vany fibrinogen md ptiblizné 6krat
vy3si fluorescenci nez kontrolni. U fi-
brinogenu modifikovaného NaOCl|
byla zjisténa pfimd Uméra mezi
dobou plisobeni modifika¢ntho ¢ini-
dla a hodnotou fluorescence (obr. 4).

Reaktivita oxidovaného fibrinogenu

U fibrinogenu modifikovaného NaOC|
a SIN-1 byla stanovena reaktivita oxi-
dovaného fibrinogenu. Tato metoda
miZe byt pouzita k monitoringu oxi-
daéniho stresu pacientl v kritickém
stavu [13]. Vy38i hodnoty koneéné ab-
sorbance dosahl fibrinogen modifiko-
vany NaOCI (obr. 5).

Turbidimetrie

Vznik fibrinové sité z modifikovaného
a kontrolniho fibrinogenu byl sledovan
pomoci zdkalovych krivek. Ve vétsiné
ptipadid s délkou pisobeni modifikaé-
nich ¢inidel klesala schopnost fibrino-
genu tvofit fibrinovou sit. Vyjimkou
byla modifikace MetMb/H,O,, kdy
s vzrlstajici dobou modifikace roste
i maximalni hodnota absorbance.
U modifikace GSNO je signifikantné
niz8( turbidita u fibrinogenu modifiko-
vaného 500 pM GSNO nez u kontrol-
ntho fibrinogenu (obr. 6).

Odstépovani FPP

Odstépovani FPP bylo sledovdno po-
moci HPLC. Ve vétsiné ptipadd struk-
turni zmény vyvolané péisobenim mo-
difika¢nich ¢inidel vedly k ovlivnénf
odstépovani fibrinopeptidi (FPP).
Odchylka v kinetice od$tépovani FPP
nebyla zjisténa u fibrinogenu modi-
fikovaného MDA a GSNO. Z fibrino-

Vhnit¥ Lék 2012; 58(Suppl 2): 2570-2583
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Tab. 3. Obsah karbonylovych skupin v molekule fibrinogenu v maximalni dobé modifikace.
Uvedeno jako pramér + smérodatna odchylka, spocitino z minimalné 3 hodnot.

Systém (doba modifikace) Fe**/ASC

(240 min)
CO [mol/mol] modif. Fbg 0,33 £0,05
CO [mol/mol] kontrol. Fbg 0,03 + 0,01

Fe3*/ASC/ MDA NaOCl metMb/H,O, SIN-1
/H,0, (120 hod) (20 min) (240 min) (60 min)

(240 min)

0,31+ 0,01 0,63+ 0,10 0,52+0,10 0,38 £ 0,09 0,21 +0,02

0,03+0,01  0,03+0,02  0,08+0,03 0,0 0,01 0,04 + 0,03

genu modifikovaného MetMb/H, O,
se fibrinopeptidy A a B |épe od3té-
povaly nez z kontrolniho fibrinogenu
(0 1/4, resp. 0 1/3). U ostatnich mo-
difikaci doslo k sniZzeni odstépovani
fibrinopeptidd z modifikovaného fi-
brinogenu v porovnani s kontrolnim

(tab. 4).

Skenovaci elektronova mikroskopie

U fibrinogenu modifikovaného NaOCl,
MDA a SIN-1 byly pomoci skeno-
vaci mikroskopie potizeny fotografie
vzniklé sité. Architektura siti vzniklych
z modifikovaného fibrinogenu se odli-
Sovala od normalni (obr. 7). U viech
sitf byla vznikld vldkna slabsi v porov-

fluorescence (U/mg)

B

modif. Fbg

fluorescence (U/mg)

doba modifikace (min)

H modif. Fbg mkontr. Fbg

kontr. Fbg

Obr. 4. Detekce dityrozind.

a) detekce dityrozint v molekule fibrinogenu modifikovaného Fe*"/ASC po dobu
120 min, b) nardst obsahu dityrozind v molekule fibrinogenu modifikovaného
NaOCl po dobu 10 a 20 minn = 3; * p < 0,05.
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nani s kontrolni siti. Sité¢ zformované
z fibrinogenu modifikovaného Sin-1a
NaOCI se li&i i hustotou vldken. Za-
timco v 1. pfipadé byl pocet vldken na
jednotku plochy vyssi, v 2. pripadé zase
mnohem nizsi.

Statickd adheze
Modifikace SIN-1
a MetMB/H,O, vyrazné neovlivnila

fibrinogenu

schopnost fibrinogenu se vdzat na
krevni desti¢ky. U fibrinogenu modi-
fikovaného Fe*/ASC/(H,0,), GSNO
a MDA doslo k snizenf po¢tu adhero-
vanych desti¢ek na sorbovany modifi-
kovany fibrinogen v porovnani s kon-
trolnim o 15-20 %. U fibrinogenu
modifikovaného NaOCI| doslo k zvy-
Seni poctu adherovanych desticek
0 10 % v porovnani s kontrolnim fibri-
nogenem (tab. 5).

Dynamickd adheze

U modifikaci SIN-1, NaOCI, MDA
a GSNO byla provedena dynamicka
adheze, kterd zahrnuje nejen adhezi
krevnich desticek, ale i jejich agregaci.
Smykové t¥eni v tomto provedenf( na-
hrazuje pratok krve cévami. Jako hod-
notici ukazatel bylo vybrano procento
pokryti povrchu. Bylo zjisténo, Ze mo-
difikace vyvolané MDA a GSNO zne-
snadnuji interakci s krevnimi desti¢-
kami, kdezto zmény vyvolané NaOCI
a SIN-1 ji usnadniujf (obr. 8).

Diskuze
Jednotlivé nalezené mutace se vysky-
tuji v rtznych ¢&astech molekuly fi-
brinogenu a podle toho ovliviiuji jeho
funkci.

Mutace Aa Gly13Glu se nachézi ve
fibrinopeptidu A. Tato mutace byla
jiz dfive popsdna. Mutace byla po-
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Obr. 5. Sledovani reaktivity fibrinogenu modifikovaného SIN-1 a NaOCl v po-

rovnani s kontrolou.

0,4 -
€
e
20,2
[a2]
<
0+ T T T T T
0 500 1000 1500 2 000 2 500
t(s)
m kontr. fgb ®m metMb/H,0, = modif. Fe/asc/p ® modif. GSNO

Obr. 6. Ukazka polymerace kontrolniho a modifikovanych fibrinogent sledo-

vana pomoci turbidimetrie p#i 350 nm.

psana u 4¢lenné rodiny, ve které byli
3 nositelé mutace asymptomatiéti a 1
projevoval sklon k trombézam [45].

Asselta et al [46] popsali mutaci Aa
Gly13Stop. Tento pt¥ipad se projevo-
val jako hypofibrinogenemie, nebot

modifikaéni ¢inidlo

Tab. 4. Koncentrace fibrinopeptidii odstépenych z modifikovaného FBG po
60 min reakce s trombinem je vyjddfena v procentech vztdhnutych k fibrino-
peptidim odstépenym z kontrolniho fibrinogenu.

FPA (% z kontrolniho

FPB (% z kontrolniho

(doba modifikace) fibrinogenu) fibrinogenu)

metMb/H,O, (2 hod) 128,5 135,9

Fe**/ASC/H.0, (1 hod) 84,0 74,2

Fe**/Asc (1 hod) 77,8 76,5

NaOClI (5 min) 56,8 31,5

SIN-1 (1 hod) 91,7 78,8
2578

bylo zjisténo pomoci COS-1 bunék,
Ze tato mutace zpUsobuje poruchu se-
krece molekul fibrinogenu. Mutace Aa.
Gly12Glu se projevovala podobné jako
mutace Ao Gly13Glu pomalej$im od-
Stépovanim fibrinopeptidu A [47].
Aminokyselinové zbytky Ao 12GGG14
jsou duleZité pro spravnou orientaci
zbytkl Aa Phe8 a Aa Arg16. Amino-
kyselinovy zbytek Aa. Gly13 je v tésném
kontaktu s aminokyselinovym zbytkem
217Glu trombinu béhem katalyzy hy-
drolytického Stépeni vazby mezi Aa 16
Arg a Ao 17 Gly. Aminokyselinové
zbytky Ao, 6-18 zapadaji do aktivniho
mista trombinu [48], a spravna kon-
formace fibrinopeptidu A je tedy velmi
dulezita pro spravné odstépovani fibri-
nopeptidu A. Zaménou malého zbytku
glycinu za polarni postranni Fetézec
glutaminu a funkéni aminoskupinou
zfejmé ovliviiuje vzajemné interakce
trombinu s mutantnim Ao Fetézcem,
co? vede k poruse v odstépovdni fibri-
nopeptidu A.

Mutace Aa Arg16Cys a Aa Arg-16His
se nachdzeji v misté hydrolytického
$tépeni vazby Aa Arg16-Gly17. Jedna
se o celosvétové nejvice frekventované
mutace. MéFeni kinetiky od$tépovani{
fibrinopeptid ukdzalo abnormalnf
odstépovdni fibrinopeptidu A v obou
pfipadech. Kinetika od$tépovani fi-
brinopeptidt z obou fibrinogenovych
variant odpovidala kinetice od3tépo-
vani fibrinopeptidu z fibrinogenu va-
zaného na povrchu [49]. Stejné vy-
sledky publikovali d¥ive Lane et al [50],
Lee et al [51], Stuicki et al [52] a Reber
et al [53]. V ptipadé zdmény Aa
Arg16Cys neni trombin schopen kata-
lyzovat odstépovant fibrinopeptidu A,
v ptipadé zdmény Aa Argl6His do-
chazi k vyraznému ovlivnéni enzyma-
tické kinetiky trombinu [54]. Pacienti
s témito mutacemi se vétsinou klinicky
projevuji asymptomaticky nebo majf
krvacivé projevy.

Mutace Ao Asn106Asp je situo-
vana v coiled-coil konektoru, ktery
spojuje centrdlni region s distalnimi
regiony ve fibrinogenu. Coiled-coil
konektor je tvofen prevdzné o-heli-
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Obr. 7. Fotografie z elektronového mikroskopu. Fibrinové sité z modifikovaného:

a) MDA, b) NaOCl, ¢) SIN-1 a kontrolniho fibrinogenu (d). MéFitko je 5 pm.

200

100

% kontrolniho fibrinogenu

0 4
MDA

NaOCl

SIN-1

Obr. 8. Dynamicka adheze v pfitomnosti fibrinogenu, modifikovaného MDA,
NaOCl a SIN-1. Hodnoty jsou vyjadteny jako procenta hodnot kontrolniho

fibrinogenu pro jednotlivé modifikace.

kalnimi strukturami, které doddvajf
molekule fibrinogenu vysokou pruz-
nost a vyrazné ovliviiuji jeho visko-
elastické vlastnosti [55]. Mutace je p¥i-

blizné uprostred coiled-coil konektoru
v tésné blizkosti segmentu senzitiv-
niho na plazmin, kolem kterého fibri-
nogen zaujimd riizné konformace [ 56],

datnd odchylka z 5 méreni.

Tab. 5. Statickd adheze v maximalnim ¢ase modifikace. Pocet adherovanych
desti¢ek na sorbovany modifikovany fibrinogen byl vztaZzen na pocet krev-
nich desti¢ek sorbovany na kontrolni fibrinogen. Hodnoty jsou tedy vyjad-
feny jako procenta kontrolniho fibrinogenu. Uvedeno jako priimér + sméro-

Modif. &inidlo % kontroly Odchylka
GSNO (60 min) 85,1 31
MDA (120 min) 86,2 13,4
Fe**/ASC/H,0, (240 min) 80,3 7,3
NaOCl (20 min) 11,3 7,5
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a blizko mista vazby plazminogenu
(Ao 148-160) [57]. Mutace méla sig-
nifikantni efekt na fibrinolyzu, kdy
kompletn{ lyza klotu vyZzadovala vice
nez 40 min v porovnani s 15 min po-
tfebnymi pro lyzu kontrolniho klotu.
Mutace také ovliviiovala morfologii fi-
brinové sité, kdy vznikajici sit méla uzsi
vldkna, byla rigidnéjsi a byla pozoro-
vana pfitomnost volnych nepolymero-
vanych koncti. Abnormalni morfologie
sité a fibrinolyza ztejmé vedly k trombo-
tickym komplikacim u pacienta.
Mutace BP Arg237Ser je loka-
lizovdna v p skladaném listu Bf
Tyr236-Asp241, ktery tvoti B vla-
senku s f sklddanym listem Bf
Trp249-Arg255 (tiida 7 : 7), v centralni
B-doméné B nodulu [55]. Zdména po-
zitivné nabitého zbytku asparaginu za
neutraln{ seryl méni konformaci p skla-
daného listu BB Tyr236-Asp241 a celé f
vldsenky. Tyto konformaéni zmény pak
ovliviiuji jak polymeraci fibrinu a jeho
morfologii, tak i fibrinolyzu. Fibrin p¥i-
praveny ze vzork( plazmy pacienta mé|
méné vldken a mnoho volnych nepoly-
merovanych koncd. Tato abnormalni
morfologie sité nasledné ovlivnila i fib-
rinolyzu, kterd byla p¥iblizné 3krat delsf
nez u kontrolnich vzork. Kombinace
téchto faktor(i byla zfejmé pficinou
trombotickych komplikaci u pacienta.
Mutace y Tyr262Cys se nachazf
v B sklddaném listu y 257-264 (sek-
vence TSTADYAM) blizko polymerac-
niho mista a mista vazby vdpenatych
iontd. Tyrosyl 262 je situovan uvnit¥
yC domény. Zdména aromatického po-
stranniho Yetézce za postranni Fetézec
cysteinu plsobi konformaéni zmény
v yC doméné, které nasledné vedou
k poruse polymerace a krvacivym obti-
Zim u pacienta. Aromaticky kruh tyro-
sylu je také schopen zprosttedkovavat
n-n interakce s dalsimi aromatickymi
postrannimi Fetézci. Postranni fetézec
cysteinu nenf schopen tyto interakce
zprostiedkovavat, coz ptispiva k ovliv-
nénf funkénich vlastnosti fibrinogenu
pacienta. V okoli y Tyr262 bylo po-
pséano nékolik mutaci, které zptsobujf
dysfibrinogenemii spojenou s abnor-
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mélni polymeraci fibrinu podobnou
jako v tomto ptipadé [58,59].

Mutace y Arg275His se nachazf
na povrchu yC domény a hraje kli¢o-
vou roli pfi D:D interakcich béhem
tvorby protofibril. Jednd se o nejcas-
téj$f mutaci v g retézci. Arg275 zpro-
stredkovavd vodikové vazby mezi
2 D-fragmenty fibrinového mono-
meru [55]. Jeho zdména za histidyl ne-
gativné ovliviiuje interakei distalnich
region(, nebot postranni fetézec histi-
dinu vodikové vazby s dalsim distdlnim
regionem netvofi, a tim vyrazné brzdf
polymeraci a ovliviiuje tvorbu proto-
fibril [60]. To vede nasledné ke krvd-
civym klinickym projeviim u pacienta.
Byly popsdny zdmény y 275Arg za cys-
tein [60,61], serin [62] i histidin [61],
vdechny ovliviiujici polymeraci fibrinu
a tvorbu protofibril.

Mutace y Tyr363Asn se nachazi v po-
lymeraéni prohlubni ,,a“, do které kom-
plementdrné zapadd polymera¢ni hr-
bolek ,,A“ z centralniho regionu dalsf
molekuly fibrinu. Polymeraéni prohlu-
beri ,,a“ se nachédzi v P-doméné y nodulu,
ktery hraje klicovou tlohu béhem poly-
merace fibrinu, pfi D:D interakcich, p¥i
vazbé vapenatych iontd ¢i béhem ligace
fibrinovych molekul faktorem Xllla. Ty-
rosyl 363 je soucdsti inverzniho y ohybu
Y 363-365 (sekvence YDN) [63] ve
smycce Ill P-domény a je silné kon-
zervovan. Zaména velkého aromatic-
kého postranniho Fetézce tyrozinu za
maly polarni postranni Fetézec aspa-
raginu vede ke konformaénim zméndam
inverzniho y ohybu, které pasobi kon-
formaéni zmény v polymeraénim misté,
coz vede k poruseni polymerace fibri-
novych monomerd. Molekuldrnim mo-
delovanim bylo zjisténo, Ze pritomnost
postranniho Fetézce asparaginu v poly-
meracni prohlubni vyvolava tvorbu no-
vych vodikovych vazeb sy glutaminylem
329 a postrannim fetézcem asparagylu
z polymera¢niho hrbolku ,A“ [43]. To
z¥ejmé vede k ovlivnéni laterdln{ agre-
gace protofibril a morfologie vznikajicf
fibrinové sité.

Kazdd z popsanych mutaci se
funkéné manifestuje jinym zpuso-
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bem. Zatimco mutace ve fibrinopep-
tidu A vedou k prodlouZeni doby poly-
merace, ovliviiuji kinetiku odstépovani
fibrinopeptidt a vedou spise ke krvaci-
vym projeviim, mutace Bf} Arg237Ser,
¥ Tyr363Asn a Ao, Asn106Asp se ma-
nifestuji tromboticky. Mutace Bf Arg-
237Ser, y Tyr363Asn, y Tyr262Cys a Aa.
Asn106Asp nebyly d¥ive popsany. Zd4
se, ze v nékterych p¥ipadech trombézy
bez uréené p¥i¢iny mohou byt pficinou
pravé mutace ve fibrinogenu, které ne-
byly u pacientl dosud diagnostiko-
vany. Znalost mutace pomdha léka-
Fam |épe predvidat mozné klinické
projevy dysfibrinogenemie.

Modifikovany fibrinogen byl obje-
ven v plazmé pacient( s riiznymi one-
mocnénimi. Mnoho praci je zaméreno
na dasledky téchto zmén na funkei fi-
brinogenu a dalf rozvoj onemocnént.
V nadf laboratofti byl kladen diraz na
mozné pticiny vzniku odli$nosti v mo-
lekule fibrinogenu a jejich dasledky.
Nebyly tak zkoumany jen vzniklé struk-
turni zmény, ale i jejich vliv na fyziolo-
gickou funkci fibrinogenu. Byly vybrany
takové modifikaéni systémy, které se
mohou bézné vyskytovat p¥i (pato)fy-
ziologickych procesech organizmu,
a mohou tak ovliviiovat dal$i molekuly.

Vznik novych karbonylovych skupin,
ale nejen téch, je vysledkem plsobeni
litek oxida¢niho stresu na molekuly
protein(. ZvySené markery oxida¢niho
stresu byly zaznamendny u mnoha
onemocnéni. Jednd se napf. o kardio-
vaskuldrni onemocnéni [7-10,12,64],
neurodegenerativni poruchy [65], z4-
nétlivé stavy [66] nebo diabetes mel-
litus [10]. P¥i v8ech téchto onemoc-
nénich v dasledku oxidaéniho stresu
muze dochdzet k vzniku modifikova-
nych plazmatickych proteind. Mezi
nejnachylnéjsi bilkoviny v plazmé patfi
fibrinogen [67].

V modifikovaném fibrinogenu byl za-
znamendn narGst obsahu karbonylovych
skupin a vznik tyrosylovych radikalt. Acé-
koli dosaZené hodnoty karbonylt byly
niz8i nez pfi podobnych in vitro modifi-
kacich [15], byly ve stejném rozsahu, jenz
byl zjistén u pacientd s Ml [7].

Jednim z markerld oxidaéniho
stresu v plazmé diabetikd je hladina
MDA [16,68] a pravé tato latka vyvo-
lala nejvy8si nardst novych karbonyld.
Po 2 hod ptisoben( narostl obsah kar-
bonylovych skupin 20krat v porovnani
s kontrolnim fibrinogenem. Reaktiv-
néjsi nez MDA byl NaOCl, jehoZ vlivem
vzrostl obsah karbonyl& po 20 min vice
nez 6krat (tab. 3).

Ve fibrinogenu modifikovaném
Fe?'/ASC, Fe*’ /ASC/H,0,, MetMB/H,O ,
NaOCl a SIN-1 byl zjistén vznik tyro-
sylovych radikalt. Z tyrosylovych ra-
dikalt vznikajf dityrosyly, které mohou
prokfizit tetézce fibrinogenu mezi
sebou. Pokud dojde k prokfizeni v ob-
lasti Aa Fetézcl, mize byt negativné
ovlivnéna fibrinolyza vzniklé sité [68].

Nézory na vliv modifikace na schop-
nost fibrinogenu interagovat s trom-
binem a tvofit fibrinovou sit se riizni.
Neékteré studie tvrdi, Ze modifikace fibri-
nogenu vede k sniZzeni tvorby sité (Shac-
ter et al [15], Piryazev et al [69], Tetik
etal[70,71]),jinézase predkladajidiikazy
o protrombogennim plisobeni modifi-
kace fibrinogenu jeho vétsi ochotou tvorit
fibrinovou sit (Vadseth et al [19], Paton
et al [7] nebo Upchurch et al [8]).
V této praci byly zjistény obé varianty
v zavislosti na pouzitém modifika¢nim
systému. Pfi modifikaci MetMB/H,O,
dochdzi k rychlejsi tvorbé fibrinové sité
a vyssi celkové turbidité ve srovnani
s kontrolnim fibrinogenem. To potvr-
zuje i o ptiblizné 1/3 vice uvolriovan(
fibrinopeptid&l z modifikovaného fi-
brinogenu oproti kontrolnimu. U ostat-
nich modifikaci dochdzi k celkovému
snizeni schopnosti tvorby fibrinové sité.
Odstépovani FPP z fibrinogenu modi-
fikovaného MDA a GSNO nebylo, na
rozdil od ostatnich modifikacnich sys-
témd, signifikantné ovlivnéno. Vzhle-
dem k tomu, Ze i tyto modifikace vyka-
zovaly podle turbidimetrie omezenou
schopnost tvofit sit, nenf nejspise fi-
brinogen modifikovan v misté ovliviiu-
jicim interakci s trombinem, ale spi3e
v polymera¢nim misté. Pro porovnani,
pfi tvorbé sité z fibrinogenu modifiko-
vaného v redlnych podminkach oxidac-
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niho stresu byla popsana kratsi lag faze
a vysledna vy33i turbidita v porovnan(
s kontrolou [7-9,12].

Paton et al [7] davaji do pf¥imé sou-
vislosti obsah karbonylovych skupin
a rychlost polymerace. S ptibyvajicim
obsahem karbonyl roste i rychlost
polymerace. Jen u fibrinogenu modi-
fikovaného MetMB/H,O, byl potvrzen
tento trend. Avsak u ostatnich ¢inidel
s délkou modifikace, a tim i néarQstu
karbonylt, polymerace klesa.

Rychlost tvorby sité ovliviiuje jeji vy-
sledny vzhled a architekturu. Kratsi
lag faze svéd¢i o rychlejsi laterdlnf
agregaci, a tim i vzniku siln&jsich vla-
ken. V p¥ipadé fibrinovych siti vznik-
lych z plazem pacient(i dochézi k rych-
[ému vzniku fibrinové sité se silnéj$imi
vlakny a niz8f permeabilitou v porov-
nani s kontrolnimi vzorky [7-10]. Sit
s ten¢imi vldkny byla ziskdna z plazem
kufakd. Tato sit byla v porovnani se si-
témi nekutrdkd hustdi a vice organizo-
vana [72].

V této prdci jsme analyzovali sité
vzniklé z fibrinogenu modifikovaného
MDA, NaOCl a SIN-1. Ve viech ptipa-
dech byla vzniklad vlakna signifikantné
tenci v porovnani s kontrolou, coz od-
povidd datdim ziskanym ze sledovanf
tvorby sité a odstépovanf fibrinopep-
tidd. Sité vytvorené z fibrinogenu mo-
difikovaného MDA a SIN-1 v porov-
néni s kontrolou obsahuji vice vlaken
na plochu nez kontrolni, na rozdil od
sité z fibrinogenu modifikovaného
NaOCl, kterd obsahuje mnohem méné
vldken v porovnani s kontrolou.

Pti statické adhezi je sledovdna
schopnost krevnich desticek inte-
ragovat s fibrinogenem sorbova-
nym na povrch. V této praci se ne-
podatilo prokazat signifikantnf vliv
modifikaci fibrinogenu zplsobenych
SIN-1T a MetMB/H,O, na jeho inter-
akci s krevnimi desti¢kami. Na fibrino-
gen modifikovany NaOClI se desticky
véazaly ochotnéji nez na kontrolnf.
U ostatnich modifikaénich ¢&inidel
doslo k snizeni poctu adherovanych
krevnich desti¢ek. Dynamicka adheze
sleduje nejen adhezi, ale i agregaci
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krevnich desti¢ek za podminek toku
krve v cévéch.

Dynamickd adheze krevnich desticek
byla provedena v pfitomnosti fibrino-
genu modifikovaného GSNO, MDA,
NaOCl a SIN-1. Modifikace SIN-1 sig-
nifikantné ovlivnila interakci fibrino-
genu s krevnimi desti¢kami, na rozdil
od statické adheze, kde nebyl rozdil
mezi kontrolnim a modifikovanym fib-
rinogenem priikazny. Dynamickd ad-
heze potvrdila vysledky ziskané z ad-
heze statické. Fibrinogen modifikovany
in vivo vice agreguje s krevnimi destic-
kami [8,73].

Kazdd modifikace zplsobuje od-
li3né zmény v molekule proteinu co
do rozsahu modifikaci a rychlosti je-
jich vzniku. Celkové vyznéni vznik-
lych zmén, zda se jednd spie o trom-
bogenni, nebo protitrombogenni
charakter, je kombinaci viech fak-
tor(l. U vétsiny modifikaci dochazi jak
k ovlivnéni tvorby fibrinové sité, tak
i k interakci s krevnimi destickami.
Modifikace zptsobené MDA, GSNO
a Fe**/ASC/(H,0,) maji spise proti-
trombotické vyznéni. Zmény vyvolané
jejich plisobenim negativné ovlivnily
tvorbu fibrinové sité i adhezi krevnich
desticek. V pfipadé systém( obsahuji-
cich Fe** a ASC dochézi pfi ptsobeni
po dobu del3i nez 8 hod k tak zdsad-
nim zménam ve struktufe molekuly,
Ze v podstaté nedochdzf k tvorbé sité
(data neuvedena). Podobné vysledky
publikovali i Schacter et al. Modifikace
zplsobené plisobenim NaOCI sice ne-
gativné ovlivnily tvorbu sité a jeji ar-
chitekturu, ale je to vyvdZeno mno-
hem ochotnéjsi adhezi a agregacf
krevnich desticek v pfitomnosti takto
modifikovaného fibrinogenu. Modi-
fikace MetMB/H,O, nijak neovlivnila
adhezi krevnich desti¢ek. Tvorba sité
vzniklé z takto modifikovaného fibri-
nogenu odpovidd vzniku sitf vzniklych
z plazem pacientd s kardiologickou
diagnézou [7-10].

Fibrinogen byl v této praci modifiko-
van vzdy pouze jednim ¢inidlem a za
definovanych podminek, coz se dia-
metrdlné odlisuje od oxida¢niho stresu
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v organizmu, kdy mdZe na jednu mole-
kulu fibrinogenu plisobit nékolik riz-
nych cinidel. Faktorem ovliviujicim
celkové vyznéni vzniklych modifikaci
je i jejich rychlost vzniku. Dasledkem
muze byt potlaceni zmén zplsobenych
slabsimi modifika¢nimi ¢inidly (napt.
MDA nebo MetMB/H,O,) ve prospéch
rychleji pasobicich ¢inidel (NaOCI,
GSNO).

P¥i porovndvani dat ziskanych z in
vitro modifikaci se studiemi pracuji-
cfmi s plazmami pacient( je nutné brat
v tvahu pusobeni i dalSich modifiko-
vanych nebo nemodifikovanych slo-
Zek plazmy. Nékteré nami zachycené
zmény fibrinogenu mohou byt u pa-
cientd prekryty, nebo naopak umoc-
nény plsobenim dal3ich sloZzek krevnf
plazmy. Ve studii provedené Pietersem
et al [74] byl porovnavan vliv glyke-
mické kontroly na glykozylaci fibrino-
genu a ddle na charakteristiky vzniklé
sité. Byly zde uvedeny vysledky jak ve
fibrinogenu izolovaného z plazmy pa-
cientd, tak i pokusy pfimo s jejich plaz-
mou. Zatimco fibrinovad sit vznikld
z plazmy pacientll se v ni¢em neodli-
Sovala od kontrolni, tak sit vznikla z fi-
brinogenu izolovaného z plazem stej-
nych pacient(l se statisticky vyznamné
odlisovala permeabilitou a rychlosti
svého vzniku a rozpousténi v porov-
nédni s kontrolou.

V této préci byl prokdzan vliv latek
oxidaéniho stresu na molekulu fibri-
nogenu. Vzniklé strukturni zmény sig-
nifikantné ovliviuji rychlost vzniku,
architekturu fibrinové sité a interakci
fibrinogenu s krevnimi desti¢kami.
Rozsah a rychlost modifikace jsou z&-
vislé na pouzitém modifikaénim ¢ini-
dle. Celkové funkénf vyznénf vzniklych
zmén zdvisi na charakteru a inten-
zité oxidaéniho ¢inidla a, coZ je velmi
dalezité, pohybuje se od protitrom-
bogenniho aZz po vyrazné trombo-
genni. Vyhodou takto navrzené studie
je presnéjsi popis zmén zplsobenych
jednotlivymi modifikaénimi cinidly
a identifikace pozménénych aminoky-
selinovych zbytkd v molekule pro jed-
notlivd ¢inidla.
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