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Souhrn: V Ústavu hematologie a krevní transfuze se problematikou vrozených poruch ve fibrinogenu zabýváme již více než 10 let a během 
této doby se nám podařilo nalézt mutaci v molekule fibrinogenu u více než 30 rodin. Tato práce přináší přehled 8 vybraných strukturálně 
nebo klinicky zajímavých případů dysfibrinogenemie, které se nám podařilo charakterizovat. Jednotlivé případy se liší především svými 
klinickými projevy. Studium vrozených poruch ve fibrinogenu přináší důležité informace o strukturálních a funkčních částech molekuly 
fibrinogenu, které se aktivně podílejí na nejrůznějších fyziologických procesech, především na hemostáze. U zhruba 1/3 pacientů s trom-
bózami nebyla doposud nalezena příčina rozvoje trombotických komplikací, je možné, že některé jsou skryty za doposud neodhalenými 
mutacemi fibrinogenu. Mutace Bβ Arg237Ser, γ Tyr363Asn a Aα Asn106Asp se manifestovaly tromboticky. U nositelů těchto mutací byly 
zaznamenány jak hluboké žilní trombózy, tak i plicní embolie. V případě mutací Aα Gly13Glu, Aα Arg16Cys, γ Tyr262Cys a γ Arg275His 
byla zjištěna manifestace krvácivá, s různou intenzitou. Mutace Aα Arg16His se u 7letého pacienta zatím nemanifestovala klinickými 
příznaky, není však vyloučeno, protože se jedná o mutaci v místě odštěpování fibrinopeptidu A, že se mutace klinicky projeví v pozděj-
ším věku. Výskyt posttranslačně modifikovaného fibrinogenu byl popsán ve spojitosti s řadou různých onemocnění. Ta bývají především 
spojena s oxidačním stresem, kdy dochází k nekontrolovatelnému nárůstu oxidantů. Oxidanty mění strukturu i funkci fibrinogenu. Námi 
zvolené modelové systémy reprezentovaly podmínky oxidačního stresu při různých onemocněních. K popisu strukturních změn jsme vy-
užili metodu stanovení karbonylů, SDS-PAGE s následnou imunodetekcí. K detekci vzniku tyrosylových radikálů jsme mimo SDA-PAGE 
s imunodetekcí použili i stanovení pomocí fluorescence. K určení míry oxidačního charakteru fibrinogenu jsme použili OFR (oxidative 
fibrinogen reactivity). Dále jsme sledovali vliv oxidativních změn na architekturu fibrinové sítě (skenovací elektronová mikroskopie), dále 
na interakci fibrinogenu s trombinem (odštěpování fibrinopeptidů, turbidimetrické sledování vzniku fibrinové sítě) a krevními destičkami 
(statická a dynamická adheze krevních destiček). Působením modifikačních látek za podmínek oxidačního stresu vznikají v molekule 
fibrinogenu nové karbonylové skupiny a tvoří se tyrosylové radikály. U většiny modifikací dochází jak k ovlivnění tvorby fibrinové sítě, tak 
i interakce s krevními destičkami. Celkové funkční vyznění vzniklých změn závisí na charakteru a intenzitě oxidačního činidla a, což je velmi 
důležité, pohybuje se od protitrombogenního až po výrazně trombogenní.
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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 Bβ Arg237Ser, γ Tyr363Asn, and Aα Asn106Asp have thrombotic manifestation. The carriers of these mutations reported 
both deep vein thrombosis and pulmonary embolism. Mutations Aα Gly13Glu, Aα Arg16Cys, γ Tyr262Cys, and γ Arg275His have bleed-
ing manifestation with varying intensity. A seven year old carrier of the Aα 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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Úvod
Plazmatický glykoprotein f ibrinogen 
hraje důležitou roli v  procesu krevní 
koagulace, agregace krevních destiček, 
angiogeneze, adheze a migrace buněk, 
zánětu a dalších. Molekula fibrinogenu 
je tvořena 3 páry odlišných polypepti-
dových řetězců označovaných Aα, Bβ 
a γ. Katalytickým působením serinové 
proteázy trombinu dochází k hydroly-
tickému odštěpení N-koncových fibri-
nopeptidů A a B, čímž dochází k od-
krytí polymeračního místa, a  vzniklý 
f ibrinový monomer následně spon-
tánně polymeruje a vytváří fibrinovou 
síť [1].

Vrozené defekty v molekule fibrino-
genu dávají vzniknout onemocněním 
hypof ibrinogenemie a  dysf ibrinoge-
nemie. Zatímco hypofibrinogenemie 
je charakterizovaná sníženou hladi-
nou fibrinogenu pod 1,5 g/l, dysfibri-
nogenemie je charakterizovaná funkč-
ními poruchami fibrinogenu. Obecně 
je přijímán fakt, že v případě hypofi
brinogenemií způsobuje záměna ami-
nokyselinových zbytků poruchy v syn-
téze, skládání nebo sekreci fibrinogenu, 
což má za následek degradaci či uklá-
dání nesprávně sestavených molekul 
fibrinogenu v játrech [2].

V  případě dysf ibrinogenemií jsou 
molekuly se zaměněnými aminokyseli-
novými zbytky sekretovány do krevního 
řečiště, kde způsobují větší či menší 
poruchy tvorby fibrinu. 

V současné době je celosvětově evi-
dováno více než 400 rodin s vrozenými 
mutacemi v  jednotlivých genech fibri-
nogenu [3]. Nejvíce mutací bylo po-
psáno v Aα řetězci – 248 případů.

K  pozměnění molekuly fibrinogenu 
nedochází jen při genetické mutaci, ale 
i po jeho uvolnění do krevního oběhu. 
K  těmto modifikacím proteinů může 
dojít i  během tzv. oxidačního stresu. 
Hlavní roli v tomto ději hrají volné ra-
dikály. Tyto sloučeniny se běžně podí-
lejí na buněčné signalizaci, na regulaci 
buněčných funkcí, na reakci imunit-
ního systému a  na aktivaci krevních 
destiček. Pokud však nastane jejich ne-
kontrolovaná produkce nebo je ome-

zena antioxidační obrana, dochází 
k jejich nadbytku. Pak reagují s dalšími 
molekulami za vzniku reaktivních pro-
duktů, které se účastní dalších reakcí. 
Výsledkem tohoto řetězce jsou modifi-
kované proteiny, peroxidy lipidů nebo 
poškozená DNA. Modifikace proteinů 
může zahrnovat různé změny ve struk-
tuře molekuly. Ať už se jedná o  frag-
mentaci nebo prokřížení molekul, či 
vnášení nových skupin do molekuly 
(např. vznik karbonylových skupin, ni-
trace, chlorace). Modifikovaný fibrino-
gen se odlišuje svou schopností inte-
ragovat s krevními destičkami a tvořit 
fibrinovou síť [4–6].

V poslední době bývá modifikovaný 
fibrinogen spojován s mnoha patolo-
gickými stavy organizmu. Nejčastěji 
jsou zmiňována kardiovaskulární one-
mocnění, dále diabetes nebo zánětlivé 
stavy. Byla prokázána řada důsledků 
vzniklých modifikací pro správné půso-
bení fibrinogenu. U pacientů s kardio-
logickými problémy byly zjištěny rozdíly 
v tvorbě, architektuře a rozpouštění fi
brinové sítě. Výsledkem byl celkový pro-
trombotický charakter modifikovaného 
fibrinogenu [7–12]. K podobnému zjiš-
tění dospěly i  pokusy s  fibrinogenem 
izolovaným z  plazmy pacientů s  dia-
betem [10]. Stupeň modifikace může 
odrážet i  stav a  další prognózu pa-
cienta [10,13]. Také lze modifikovaný 
f ibrinogen využít k  diagnostice jako 
marker rakoviny pankreatu [14].

Pro pochopení mechanizmu modifi-
kace a následného vlivu tohoto pozmě-
nění jsme využili in vitro reakci mole-
kuly fibrinogenu s oxidačním činidlem. 
Jako modelové systémy jsme vybrali 
takové sloučeniny, které napodobují 
(pato)fyziologické reakce probíhající 
v  organizmu. Námi zvolené systémy 
byly systémy obsahující:
a)	železo s kyselinou askorbovou (Fe3+/

/kyselina L-askorbová, Fe3+/kyselina 
L-askorbová/H2O2) [15], představu-
jící situaci v organizmu trpícím pře-
tížením železem;

b)	malondialdehyd (MDA) [16], 
který je jedním z produktů lipoper- 
oxidace;

c)	chlornan sodný (NaOCl) [17,18], 
simulující působení chlornanových 
aniontů uvolňovaných při aktivaci 
buněk imunitního systému;

d)	sydnonimin (SIN-1) [19–21], jehož 
rozkladem vzniká peroxynitrit 
schopný nitrovat okolní molekuly 
proteinů; 

e)	metmyoglobin (MetMb/H2O2) [19], 
reprezentující působení peroxypro-
teinradikálů na ostatní molekuly, 
a konečně;

f)	 S-nitrozoglutation (GSNO) [22], 
který je oxidovanou formou gluta
tionu (GSH), vznikajícího působe-
ním oxidu dusnatého, který se účastní  
S-nitrozylace a  glutaionylace bíl- 
kovin.

Metody
Odběr vzorků krve
Vzorky krve byly získány od informo-
vaných zdravých dárců nebo od vybra-
ných pacientů a  s  jejich souhlasem. 
Krev byla odebírána do 3,8% roztoku 
citrátu sodného v objemovém poměru 
1 : 9.

Příprava plazmy 
Plazma chudá na destičky byla získána 
odstředěním krve pacientů a zdravých 
dárců odebrané do citrátu (2 313 × g, 
10 min, 25 °C). Horní vrstva plazmy 
byla stažena do nové zkumavky, šetrně 
promíchána, rozpipetována po malých 
alikvotech, šokově zmražena ve směsi 
suchého ledu s denaturovaným etano-
lem a uchovávána při –80 °C. Krevní 
buňky byly využity k izolaci DNA.

Rutinní koagulační vyšetření
Rutinní koagulační vyšetření bylo pro-
vedeno v  citrátové plazmě pomocí 
automatického koagulačního ana-
lyzátoru STA-R (Diagnostica Stago, 
Asnieres sur Seine, France).

Genetická analýza
Genomická DNA byla izolována a pře-
čištěna vysolovací metodou dle Millera 
et al [23]. Přečištěná genomická DNA 
byla amplifikována pomocí polymerá-
zové řetězové reakce (PCR) za pomoci 
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6–14 % aktivního chloru. Přesná koncen-
trace byla stanovena spektrofotomet-
ricky (ε290 = 350 l.mol–1.cm–1) [30].

Modifikace fibrinogenu pomocí sys-
tému s  metmyoglobinem o  výsledné 
koncentraci 10 mM metMb a 100 μM 
H2O2 probíhala po dobu 0–240 min. 
MetMb byl připraven reakcí myoglo-
binu (Sigma Aldrich, Česká republika) 
s  hexakyanoželezitanem draselným. 
Výsledný produkt byl přečištěn gelo-
vou filtrací na koloně naplněné Sepha-
dexem G-10 (23 × 2,5 cm; Pharmacia, 
Švédsko). Koncentrace a  čistota byly 
stanoveny spektrofotometricky [19].

Reakce f ibrinogenu s  SIN-1 o  f i-
nální koncentraci 100 μM probíhala 
0–60 min a každých 10 min byly vzorky 
vortexovány. SIN-1 byl připraven podle 
Vadseth et al [19].

U modifikace GSNO jsme se nezamě-
řili na časový efekt, ale na efekt koncen-
trační. GSNO byl připraven reakcí GSH 
v prostředí HCl s NaNO2. Ve všech po-
kusech byl používán fibrinogen modifi-
kovaný 50, 100 nebo 500 μM S-nitro-
zoglutationem (GSNO), 1 hod, 37 °C, 
ve tmě [22].

Stanovení obsahu karbonylových 
skupin
Jedna z metod stanovení obsahu vznik-
lých karbonylových skupin byla po-
psána Levinem et al [31]. Je založena 
na reakci modif ikovaných proteinů 
s 2,4-dinitrofenylhydrazinem (DNPH; 
Sigma Aldrich, Česká republika). 
DNPH se kovalentně váže na vznika-
jící karbonylové skupiny. Jejich kon-
centrace je určena spektrofotome
tricky a  vztažena na obsah proteinu 
ve vzorku (mol karbonylových skupin/ 
/mol proteinu).

Dalším způsobem, jak jsme stanovili 
modifikované skupiny, byla SDS-PAGE 
s následnou imunochemickou detekcí. 
Tímto způsobem jsme detekovali nejen 
karbonylové skupiny [32], ale i tyrosy-
lové radikály [33].

Stanovení tyrosylových radikálů
Tyrosylové radikály u modifikovaného 
a kontrolního fibrinogenu byly stano-

dina f ibrinopeptidů v  supernatantu 
byla stanovena vysokoúčinnou kapa-
linovou chromatograf ií na reverzní 
fázi (RP-HPLC) pomocí kolony CGC 
SGX C18 (150 × 3 mm) dle Suttnara 
et al [28].

Skenovací elektronová mikroskopie
Fibrin byl připraven ze vzorků plazmy 
pacientů př ídavkem trombinu  
(2 U/ml) [27]. Po 2hodinové inkubaci 
při laboratorní teplotě byly vzorky pro-
myty a  vysušeny pomocí etanolu. Po 
vysušení metodou kritického bodu byly 
vzorky potaženy 5nm vrstvou platiny 
(Safina, Vestec). Mikroskopické pozo-
rování probíhalo ve skenovacím elek-
tronovém mikroskopu VEGA Plus TS 
5135 (Tescan, s. r. o., Brno). Šířky jed-
notlivých fibrinových vláken byly mě-
řeny pomocí programu ImageJ 1,33u 
(National Institutes of Health, Bethe-
sda, USA). Naměřené hodnoty byly ná-
sledně statisticky vyhodnoceny pomocí 
t-testu na hladině významnosti 0,05.

Modifikace fibrinogenu
Všechny modifikace zvolenými systémy 
probíhaly při 37 °C. Výsledná koncen
trace fibrinogenu v roztoku byla 4 mg/ml.  
Oxidace fibrinogenu systémem Fe3+/ASC
probíhala dle Schacterové et al  [15]. 
Výsledné koncentrace v reakční směsi 
byly 25 mM L-askorbát (Sigma Ald-
rich, Česká republika) a 100 μM FeCl3 
v 25 mM Hepes (Sigma Aldrich, Česká 
republika). Doba modif ikace byla 
0–240 min. Tento systém byl dále roz-
šířen o působení peroxidu vodíku o vý-
sledné koncentraci 100 μM H2O2.

Reakce s MDA o finální koncentraci 
10 mM probíhala v  temnu po dobu 
0–120 min. Zásobní roztok MDA byl 
připraven kyselou hydrolýzou 1,1,3,3- 
-tetrametoxypropanu (TEP; Sigma Al-
drich, Česká republika), koncentrace 
MDA byla stanovena spektrofotome
tricky (ε245 = 13 700 l.mol–1.cm–1) [29].

Oxidace pomocí NaOCl (Sigma Ald-
rich, Česká republika) o výsledné kon-
centraci 1,25 mM probíhala 0–20 min. 
Pro modif ikaci byl používán roztok 
chlornanu sodného, který obsahoval 

specifických primerů. Následná sekve-
nace probíhala pomocí Dye Termina-
tor Cycle Sequencing with Quick Start 
kitu a  genetického analyzátoru CEQ 
8000 (Beckman Coulter Inc., Fuller-
ton, CA, USA).

Polymerace fibrinu
Polymerace fibrinu byla sledována tur-
bidimetrickou metodou při vlnové délce 
350 nm. Polymerace byla iniciována buď 
přídavkem trombinu (0,1 NIH U/ml),  
nebo reptilázy (625krát ředěná  
TEClot BAT Reptilase, TECO GmbH, 
Neufahrn, Germany) k citrátové plazmě 
pacientů ředěné 1 : 3 50 mM TRIS  
0,1 M NaCl pufrem pH 7,4 [24–26]. Pro 
modifikovaný fibrinogen byl tento po-
stup upraven. Fibrinogen byl naředěn 
na koncentraci 1 mg/ml PBS pufrem  
o pH 7,4. Reakce byla spuštěna přídav-
kem 0,5 NIH U/ml trombinu.

Fibrinolýza
Fibrinolýza byla sledována po přídavku 
trombinu (0,5 NIH U/ml), plasmino-
genu (0,15 U/ml, Sigma Aldrich Co., 
St. Louis, MO, USA), CaCl2 (8 mM) 
a tPA (0,3 μg/ml, Sigma Aldrich Co., 
St. Louis, MO, USA) k plazmě pacientů 
ředěné 1 : 3 50 mM TRIS 0,1 M NaCl 
pufrem pH 7,4. Nárůst a následný po-
kles turbidity byl sledován při 350 nm 
pomocí spektrofotometru Synergy HT 
(BioTek Instruments, Winooski, VT, 
USA) [27].

Kinetika odštěpování fibrinopeptidů
Vzorky plazmy pacientů byly naře-
děny 50 mM TRIS 0,1 M NaCl pufrem  
pH 7,4 tak, aby výsledná koncent-
race fibrinogenu byla 1 g/l. Ke vzor-
kům byl přidán inhibitor dekarboxyláz 
0,01 M o-fenantrolin hydrát. Odštěpo-
vání fibrinopeptidů bylo měřeno jako 
funkce času – alikvotní podíly naředěné 
plazmy byly inkubovány při laboratorní 
teplotě s trombinem (0,9 NIH U/ml)  
po dobu 0; 0,5; 1; 3; 5; 10; 20; 30 
a 60 min. Probíhající reakce byla zasta-
vena přídavkem 10% trichloroctové ky-
seliny. Vzorky byly následně odstředěny 
(17 000 otáček, 30 min, 4 °C) a hla-
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Dynamická adheze krevních 
destiček
Dynamická adheze krevních destiček 
probíhala v  přítomnosti modifikova-
ného a  kontrolního fibrinogenu. Izo-
lace krevních destiček byla provedena 
stejně jako v  předchozí metodě. Pro 
izolaci erytrocytů byla plná krev ode-
braná do citrátu stočena při 250 × g, 
po dobu 15 min a  při 37 °C. PRP 
byla použita pro izolaci krevních des-
tiček. Dále byly erytrocyty 2krát pro-
myty fyziologickým roztokem (220 × g, 
10 min, 25 °C). Poslední promytí fyzio
logickým roztokem bylo při 2 000 × g, 
10  min, 25 °C. Výsledný počet krev-
ních destiček a erytrocytů ve vzorku byl 
200 000/μl, resp. 4 000 000/μl. K izo-
lovaným krevním destičkám a erytro-
cytům byl přidán modifikovaný nebo 
kontrolní fibrinogen o  výsledné kon-
centraci 1 mg/ml. Takto vzniklý vzorek 
byl umístěn na polystyrénovou misku 
s dokonale padnoucím teflonovým víč-
kem. Po inkubaci (10 s) bylo apliko-
váno smykové tření (1 800 s–1, 2 min) 
pomocí analyzátoru „Cone and pla-
te(let), Impact-R“ (DiaMed; Eurex 
Medica, Česká republika). Po oplách-
nutí deionizovanou vodou byly misky 
obarveny May-Grünwald (Merck, 
Česká republika). Vzorky byly vyhod-

37 °C), k horní vrstvě (bohatá plazma, 
PRP) byl po stažení do nové zkumavky 
přidán prostaglandin PGE1 (1 μl/ml 
PRP; Sigma Aldrich, Česká republika), 
který je inhibitorem aktivace destiček. 
Po 10 min inkubace byly destičky od-
středěny (1 000 × g, 10 min, 37 °C) 
a peleta dále resuspendována ve stej-
ném objemu Tyrodového pufru I  vy-
temperovaného na 37 °C a obsahují-
cího PGE1 (1 μl/ml PRP). Po dalším 
odstředění (600 × g, 10 min, 37 °C) 
byla peleta resuspendována v Tyrodo-
vém pufru II, jehož objem byl vypočí-
tán tak, aby výsledný počet destiček byl 
200 × 103 destiček/μl. Před adhezí byly 
destičky inkubovány 30 min ve vodní 
lázni (37 °C). Pro sledování statické 
adheze krevních destiček byl fibrino-
gen o koncentraci 20 μg/ml sorbován 
na mikrotitrační destičku. Míra adheze 
krevních destiček na povrchově vázaný 
modifikovaný fibrinogen byla porov-
návána s adhezí krevních destiček na 
kontrolní fibrinogen. Adheze krevních 
destiček byla vyhodnocována spektro-
fotometricky pomocí stanovení akti-
vity kyselé fosfatázy (ACP, EC 3.1.3.2; 
Sigma Aldrich, Česká republika). Za 
těchto podmínek bylo určeno množ-
ství adherovaných krevních destiček na 
1 cm2.

veny pomocí fluorescence. Bylo pro-
měřeno emisní spektrum od 340 do 
500 nm při excitační vlnové délce 
325 nm [34]. Fluorescence byla vyjád-
řena v relativních jednotkách za použití 
rovnice I = I415 – (I350 + I500)/2.

Fluorescence byla změřena ve spolu-
práci s RNDr. K. Kuželovou, Ph.D., na 
Oddělení buněčné biochemie ÚHKT.

Reaktivita oxidovaného fibrinogenu
Reaktivita oxidovaného fibrinogenu byla 
stanovena podle modifikovaného po-
stupu publikovaného Selmeci et al. K mo-
difikovanému fibrinogenu (1 mg/ml)  
byl přidán PBS, roztok KI a kyselina oc-
tová. Po následné inkubaci při 37 °C 
byl sledován nárůst absorbance při 
358 nm po dobu 300 s [13].

Adheze krevních destiček na 
povrchově sorbovaný modifikovaný 
fibrinogen
Adheze krevních destiček na modifiko-
vaný fibrinogen byla provedena podle 
Vanickova et al [35,36]. Suspenze pro-
mytých krevních destiček byla získána 
z  krve zdravých dárců, kteří alespoň 
2 týdny neužívali léky ovlivňující krevní 
destičky (aspirin, ibuprofen). Krev byla 
odebrána do ACD (v poměru 8,1 : 1,9). 
Poté byla odstředěna (250 × g, 15 min, 

Tab. 1. Výsledky koagulačních vyšetření u pacientů s dysfibrinogenemií.

Pacient I Pacient II Pacient III Pacient IV Pacient V Pacient VI Pacient VII Pacient VIII Norma
aPTT 35,1 s 44,5 s 31,9 s 30,2 s 37,7 s 31,2 s 35,1 s – 28,0–36,4 s
protrombi-
nový čas

15,5 s 21,4 s 19,1 s 14,5 s 14,6 s 13,7 s 16,1 s – 11,7–14,7 s

trombi-
nový čas

39,3 s 70,8 s 79,5 s 21,5 s 19,5 s 23,7 s 20,0 s 40,5 s 13,0–17,0 s

reptilasový 
čas

– > 180 s – – 22,0 s – – 34,0 s 14,0–18,0 s

fibrinogen 
(funkční)

0,85 g/l 0,30 g/l 0,5 g/l 0,92 g/l 1,56 g/l 2,79 g/l 1,13 g/l 0,91 g/l 2,0–4,2 g/l

fibrinogen 
(celkový)

3,20 g/l 2,10 g/l 2,52 g/l 1,89 g/l 3,16 g/l 2,91 g/l 3,99 g/l 3,7 g/l 2,0–4,2 g/l

věk 36 12 7 22 51 26 61 24 –
genotyp Aα 

Gly13Glu
Aα 

Arg16Cys
Aα 

Arg16His
γ 

Tyr262Cys
Bβ 

Arg237Ser
γ 

Tyr363Asn
Aα 

Asn106Asp
γ 

Arg275His
–

název 
varianty

Olovnice Nový Jičín Ostrava II Liberec Znojmo Praha III Plzeň Brno –

fenotyp krvácení krvácení asympto-
matický

krvácení trombózy trombózy trombózy krvácení –
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Nový Jičín [39]. U pacienta III byla na-
lezena bodová mutace Aα Arg16His 
a  tato varianta fibrinogenu byla na-
zvána Ostrava  II [40]. U  pacienta IV 
byla nalezena bodová mutace γ Tyr-
262Cys a  tato varianta f ibrinogenu 
byla nazvána Liberec [41]. U  pa-
cienta V byla nalezena bodová mutace 
Bβ Arg237Ser a tato varianta fibrino-
genu byla nazvána Znojmo [42]. U pa-
cienta VI byla nalezena bodová mutace 
γ Tyr363Asn a  tato varianta fibrino-
genu byla nazvána Praha III [43]. 
U pacienta VII byla nalezena bodová 
mutace Aα Asn106Asp a tato varianta 
fibrinogenu byla nazvána Plzeň [43]. 
U pacienta VIII byla nalezena bodová 
mutace γ Arg275His a  tato varianta 
fibrinogenu byla nazvána Brno [44].

Polymerace fibrinu
Polymerace fibrinu byla ovlivněna ve 
všech 8 případech. U všech pacientů 
byla pozorována snížená výsledná tur-
bidita. U případů Aα Gly13Glu, Aα Ar-
g16Cys a Aα Arg16His byla silně ovliv-
něna i lag fáze. Prodloužená lag fáze je 
v těchto případech způsobena ovlivně-
ním odštěpování fibrinopeptidů. 

Fibrinolýza
Fibrinolýza byla ovlivněna v  případě 
trombotických mutací Bβ Arg237Ser, 
γ Tyr363Asn a Aα Asn106Asp (obr. 1). 
Ve všech 3 případech byla ovlivněna ly-
tická fáze. V případě mutace Bβ Arg-
237Ser byla lytická fáze zhruba 2,5krát 
delší než u kontroly, v případě mutace 
γ Tyr363Asn byla lytická fáze 1,7krát 
delší než u kontroly a v případě mutace 
Aα Asn106Asp byla lytická fáze zhruba 
2,8krát delší než u kontroly.

Kinetika odštěpování fibrinopeptidů
Abnormální kinetika odštěpování fi
brinopeptidů byla pozorována u mu-
tací Aα Gly13Glu, Aα Arg16Cys a Aα 
Arg16His. Ve všech 3 případech bylo 
zjištěno pomalejší odštěpování fibrino-
peptidů A s menším celkovým podílem 
z odštěpených fibrinopeptidů (obr. 2). 
U ostatních případů byla kinetika od-
štěpování fibrinopeptidů normální.

cienta potvrzen. U pacienta byla zjiš-
těna snížená hladina funkčního fibri-
nogenu a prodloužený trombinový čas 
(tab. 1). 

Pacient VI: 26letá žena, která v roce 
2003 prodělala plicní embolii s akut-
ním cor pulmonale a  hlubokou žilní 
trombózu v  ileofemorální oblasti. 
Plicní embolie se objevila u pacientky 
znovu v roce 2009. Výskyt běžných ri-
zikových faktorů pro trombózu nebyl 
u pacientky potvrzen. Její 59letý otec 
prodělal plicní embolii v  roce 2008. 
U  pacientky byl zjištěn prodloužený 
trombinový čas a normální hladina fi
brinogenu (tab. 1).

Pacient VII: 61letý muž, který v roce 
2005 prodělal hlubokou žilní trombózu 
ve femoropopliteální oblasti vpravo, 
plicní embolii, tromboflebitis v  lýtku 
a tromboflebitis v. saphena magna. Po 
5 týdnech po trombotické příhodě se 
objevilo závažné subarachnoidální kr-
vácení (aneurysma a. cerebri media), 
které si vyžádalo neurochirurgický zá-
krok. Koagulační vyšetření u pacienta 
odhalilo mírně prodloužený trombi-
nový čas a sníženou hladinu funkčního 
fibrinogenu (tab. 1). Otec pacienta ze-
mřel ve věku 37 let na plicní embolii. 

Pacient VIII: 24letá žena s menora-
gií. U pacientky byla zjištěna snížená 
hladina funkčního fibrinogenu a pro-
dloužený trombinový čas (tab. 1). Její 
45letá matka měla podobné výsledky 
koagulačního vyšetření a  byla asym-
ptomatická. Její 12letý bratr udával 
epistaxi a snadnou tvorbu modřin. Vý-
sledky koagulačního vyšetření ukázaly 
podobně jako u  jeho sestry a  matky 
prodloužení trombinového času a sní-
žení funkční hladiny fibrinogenu.

Genetická analýza
Provedená genetická analýza odhalila 
u  pacientů následující heterozygotní 
mutace ve fibrinogenu.

U  pacienta I  byla nalezena bo-
dová mutace Aα Gly13Glu a tato va-
rianta fibrinogenu byla nazvána Olov-
nice  [38]. U pacienta II byla nalezena 
bodová mutace Aα Arg16Cys a  tato 
varianta f ibrinogenu byla nazvána 

noceny systémem analýzy obrazu. 
Adheze a  agregace krevních destiček 
byly vyhodnoceny jako procento po-
krytí povrchu, velikost objektů a jejich 
počet [37].

Výsledky
Pacienti s dysfibrinogenemií
Všichni pacienti, popřípadě jejich zá-
konní zástupci, vyjádřili svůj souhlas 
s  touto studií podpisem informova-
ného souhlasu. Veškeré vzorky pacientů 
byly získány postupy schválenými 
etickou komisí Ústavu hematologie 
a krevní transfuze v Praze.

Pacient I: 36letá žena s výrazným kr-
vácením během 1. těhotenství v  roce 
2000. Další těhotenství v  letech 2007 
a  2008 byla ukončena spontánním 
abortem během 1. trimestru. Oba po-
traty byly komplikovány masivním kr-
vácením a hematomy ve stěně dělohy. 
Pacientka měla výrazně prodloužený 
trombinový čas a  sníženou hladinu 
funkčního fibrinogenu (tab. 1).

Pacient II: 12letá dívka, která udá-
vala častou epistaxi, krvácení z dásní 
a  snadnou tvorbu hematomů. Koa
gulační vyšetření odhalilo výrazně 
prodloužený trombinový čas a  sníže-
nou hladinou funkčního fibrinogenu 
(tab. 1). Výsledky koagulačního vyše
tření její matky byly normální. 

Pacient III: 7letý asymptomatický 
chlapec s výrazně prodlouženým trom-
binovým časem a  sníženou hladinou 
funkčního f ibrinogenu (tab.  1). Po-
dobné výsledky koagulačního vyšetření 
byly nalezeny i  u  jeho 1ročního bra-
tra a 30letého otce. Jeho 31letá matka 
měla normální výsledky koagulačních 
vyšetření. 

Pacient IV: 22letá žena, která udá-
vala snadnou tvorbu modřin. Koagu-
lační vyšetření odhalilo prodloužený 
trombinový čas a  sníženou hladinu 
funkčního fibrinogenu (tab. 1).

Pacient V: 55letý muž s  hlubokou 
žilní trombózou v pravém třísle a plicní 
embolií v pravé plíci. Pacient dále uvá-
děl zvýšenou tvorbu hematomů po ve-
nepunkci. Výskyt běžných rizikových 
faktorů pro trombózu nebyl u  pa-
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Skenovací elektronová mikroskopie
Vliv mutace na strukturu f ibrinové 
sítě se uplatňoval u  různých mutací 
různě (obr.  3). V  případě trombotic-
kých mutací Bβ Arg237Ser, γ Tyr363Asn 
a Aα Asn106Asp byla fibrinová síť spíše 
rigidnější, s menšími póry a signifikantně 
užšími vlákny. Mutace Aα Gly13Glu, 
γ Arg275His, Aα Arg16Cys a Aα Arg16His 
neměly zásadní vliv na morfologii sítě. 
Mutace γ Tyr262Cys naopak způsobo-
vala vznik signifikantně širších vláken. Prů-
měrné šířky vláken jsou shrnuty v tab. 2.

Modifikace fibrinogenu
Stanovení karbonylů
Všechny zmíněné modif ikační sys-
témy vnesly do molekuly fibrinogenu 

čas (s)
0

0

0,05

500 1 000 1 500 2 000 2 500

kontrola
fbg Praha III
fbg Plzeň
fbg Znojmo

0,1
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0,3

0,35

0,4

Obr. 1. Sledování fibrinolýzy u pacientů s trombotickými projevy dysfibrinogene-
mie. U všech 3 pacientů byla zjištěna prodloužená lytická fáze oproti kontrole.

6040
čas (min)

FPA
FPB

a

FP
P 

(p
m

ol
)

200

0

20

40

60

80

100

6040
čas (min)

FPA
FPB

b

FP
P 

(p
m

ol
)

200

0

20

40

60

80

100

6040
čas (min)

FPA
FPB

c

FP
P 

(p
m

ol
)

200

0

20

40

60

80

100

6040
čas (min)

FPA
FPB

d

FP
P 

(p
m

ol
)

200

0

20

40

60

80

100

Obr. 2. Sledování kinetiky odštěpování fibrinopeptidů u pacientů s dysfibrinogenemií. 
a) kinetika odštěpování fibrinopeptidů u pacientky s mutací Aα Gly13Glu, b) kinetika odštěpování fibrinopeptidů u pa-
cientky s mutací Aα Arg16Cys, c) kinetika odštěpování fibrinopeptidů u pacientky s mutací Aα Arg16His a d) normální prů-
běh kinetiky odštěpování fibrinopeptidů u zdravé kontroly.
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Stanovení dityrosylů
K detekci vzniklých radikálů jsme vy-
užili SDS-PAGE s  následnou imu-
nochemickou det ekc í  pod le 
Vlies et al [33]. Tyrosylové radi-
kály byly detekovány u  f ibrino-
genu modifikovaného systémy: Fe3+/
/ASC; Fe3+/ASC/H2O2; MetMB/H2O2; 
NaOCl a SIN-1. Pro kvantifikaci u fi
brinogenu modifikovaného Fe3+/ASC 
a NaOCl bylo využito stanovení fluo
rescence. Bylo zjištěno, že modifiko-
vaný f ibrinogen má přibližně 6krát 
vyšší fluorescenci než kontrolní. U fi
brinogenu modif ikovaného NaOCl 
byla zjištěna přímá úměra mezi 
dobou působení modifikačního čini-
dla a hodnotou fluorescence (obr. 4).

Reaktivita oxidovaného fibrinogenu
U fibrinogenu modifikovaného NaOCl 
a SIN-1 byla stanovena reaktivita oxi-
dovaného fibrinogenu. Tato metoda 
může být použita k monitoringu oxi-
dačního stresu pacientů v  kritickém 
stavu [13]. Vyšší hodnoty konečné ab-
sorbance dosáhl fibrinogen modifiko-
vaný NaOCl (obr. 5).

Turbidimetrie
Vznik fibrinové sítě z modifikovaného 
a kontrolního fibrinogenu byl sledován 
pomocí zákalových křivek. Ve většině 
případů s délkou působení modifikač-
ních činidel klesala schopnost fibrino-
genu tvořit f ibrinovou síť. Výjimkou 
byla modif ikace MetMb/H2O2, kdy 
s  vzrůstající dobou modifikace roste 
i  maximální hodnota absorbance. 
U  modifikace GSNO je signifikantně 
nižší turbidita u fibrinogenu modifiko-
vaného 500 μM GSNO než u kontrol-
ního fibrinogenu (obr. 6).

Odštěpování FPP
Odštěpování FPP bylo sledováno po-
mocí HPLC. Ve většině případů struk-
turní změny vyvolané působením mo-
difikačních činidel vedly k  ovlivnění 
odštěpování f ibrinopeptidů (FPP). 
Odchylka v kinetice odštěpování FPP 
nebyla zjištěna u  fibrinogenu modi-
fikovaného MDA a GSNO. Z fibrino-

U fibrinogenu modifikovaného GSNO 
byly karbonyly detekovány pomocí  
SDS-PAGE. Více karbonylů v  molekule 
bylo zjištěno u modifikovaného fibrino-
genu než u kontrolního (data neuvedena).

nové karbonylové skupiny. Nejvíce jich 
bylo způsobeno malondialdehydem. 
O něco méně jich bylo způsobeno mo-
difikací chlornanem, avšak za 1/6 doby 
působení MDA (tab. 3).

Obr. 3. Fotografie ze skenovací elektronové mikroskopie fibrinových sítí připra-
vených z plazmy pacientů s dysfibrinogenemií. 
a) pacient s mutací Aα Asn106Asp, b) pacient s mutací Bβ Arg237Ser, c) pacient 
s mutací γ Tyr363Asn, d) pacient s mutací γ Arg275His, e) pacient s mutací Aα 
Arg16His a f) kontrolní normální síť.

Tab. 2. Šířky fibrinových vláken u pacientů s dysfibrinogenemií.

Mutace Průměrná šířka vláken
pacient I Aα Gly13Glu 198 ± 30 nm
pacient II Aα Arg16Cys 154 ± 43 nm
pacient III Aα Arg16His 188 ± 58 nm
pacient IV γ Tyr262Cys 443 ± 98 nm
pacient V Bβ Arg237Ser 227 ± 29 nm
pacient VI γ Tyr363Asn 234 ±   7 nm
pacient VII Aα Asn106Asp 154 ±   3 nm
pacient VIII γ Arg275His 206 ± 26 nm
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nání s kontrolní sítí. Sítě zformované 
z fibrinogenu modifikovaného Sin-1a 
NaOCl se liší i  hustotou vláken. Za-
tímco v 1. případě byl počet vláken na 
jednotku plochy vyšší, v 2. případě zase 
mnohem nižší.

Statická adheze
Modif ikace f ibrinogenu SIN-1 
a  MetMB/H2O2 výrazně neovlivnila 
schopnost f ibrinogenu se vázat na 
krevní destičky. U  fibrinogenu modi-
f ikovaného Fe3+/ASC/(H2O2), GSNO 
a MDA došlo k snížení počtu adhero-
vaných destiček na sorbovaný modifi-
kovaný fibrinogen v porovnání s kon-
trolním o  15–20 %. U  f ibrinogenu 
modifikovaného NaOCl došlo k  zvý-
šení počtu adherovaných destiček 
o 10 % v porovnání s kontrolním fibri-
nogenem (tab. 5).

Dynamická adheze
U  modif ikací SIN-1, NaOCl, MDA 
a  GSNO byla provedena dynamická 
adheze, která zahrnuje nejen adhezi 
krevních destiček, ale i jejich agregaci. 
Smykové tření v tomto provedení na-
hrazuje průtok krve cévami. Jako hod-
noticí ukazatel bylo vybráno procento 
pokrytí povrchu. Bylo zjištěno, že mo-
difikace vyvolané MDA a GSNO zne-
snadňují interakci s  krevními destič-
kami, kdežto změny vyvolané NaOCl 
a SIN-1 ji usnadňují (obr. 8).

Diskuze
Jednotlivé nalezené mutace se vysky-
tují v  různých částech molekuly f i
brinogenu a podle toho ovlivňují jeho 
funkci.

Mutace Aα Gly13Glu se nachází ve 
f ibrinopeptidu A. Tato mutace byla 
již dříve popsána. Mutace byla po-

Skenovací elektronová mikroskopie
U fibrinogenu modifikovaného NaOCl, 
MDA a  SIN-1 byly pomocí skeno-
vací mikroskopie pořízeny fotografie 
vzniklé sítě. Architektura sítí vzniklých 
z modifikovaného fibrinogenu se odli-
šovala od normální (obr. 7). U všech 
sítí byla vzniklá vlákna slabší v porov-

genu modifikovaného MetMb/H2O2 
se fibrinopeptidy A  a  B lépe odště-
povaly než z kontrolního fibrinogenu 
(o 1/4, resp. o 1/3). U ostatních mo-
difikací došlo k  snížení odštěpování 
fibrinopeptidů z  modifikovaného fi
brinogenu v porovnání s kontrolním 
(tab. 4).

Tab. 3. Obsah karbonylových skupin v molekule fibrinogenu v maximální době modifikace.  
Uvedeno jako průměr ± směrodatná odchylka, spočítáno z minimálně 3 hodnot.

Systém (doba modifikace) Fe3+/ASC 
(240 min)

Fe3+/ASC/
/H2O2

(240 min)

MDA
(120 hod)

NaOCl 
(20 min)

metMb/H2O2 
(240 min)

SIN-1 
(60 min)

CO [mol/mol] modif. Fbg 0,33 ± 0,05 0,31 ± 0,01 0,63 ± 0,10 0,52 ± 0,10 0,38 ± 0,09 0,21 ± 0,02
CO [mol/mol] kontrol. Fbg 0,03 ± 0,01 0,03 ± 0,01 0,03 ± 0,02 0,08 ± 0,03 0,10 ± 0,01 0,04 ± 0,03
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Obr. 4. Detekce dityrozinů.
a) detekce dityrozinů v molekule fibrinogenu modifikovaného Fe3+/ASC po dobu 
120 min, b) nárůst obsahu dityrozinů v molekule fibrinogenu modifikovaného 
NaOCl po dobu 10 a 20 min n = 3; * p < 0,05.
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bylo zjištěno pomocí COS-1 buněk, 
že tato mutace způsobuje poruchu se-
krece molekul fibrinogenu. Mutace Aα 
Gly12Glu se projevovala podobně jako 
mutace Aα Gly13Glu pomalejším od-
štěpováním f ibrinopeptidu A  [47]. 
Aminokyselinové zbytky Aα 12GGG14 
jsou důležité pro správnou orientaci 
zbytků Aα Phe8 a Aα Arg16. Amino-
kyselinový zbytek Aα Gly13 je v těsném 
kontaktu s aminokyselinovým zbytkem 
217Glu trombinu během katalýzy hy
drolytického štěpení vazby mezi Aα 16 
Arg a  Aα 17 Gly. Aminokyselinové 
zbytky Aα 6–18 zapadají do aktivního 
místa trombinu [48], a správná kon-
formace fibrinopeptidu A je tedy velmi 
důležitá pro správné odštěpování fibri-
nopeptidu A. Záměnou malého zbytku 
glycinu za polární postranní řetězec 
glutaminu a  funkční aminoskupinou 
zřejmě ovlivňuje vzájemné interakce 
trombinu s mutantním Aα řetězcem, 
což vede k poruše v odštěpování fibri-
nopeptidu A.

Mutace Aα Arg16Cys a Aα Arg-16His 
se nacházejí v  místě hydrolytického 
štěpení vazby Aα Arg16-Gly17. Jedná 
se o celosvětově nejvíce frekventované 
mutace. Měření kinetiky odštěpování 
f ibrinopeptidů ukázalo abnormální 
odštěpování fibrinopeptidu A v obou 
případech. Kinetika odštěpování f i
brinopeptidů z obou fibrinogenových 
variant odpovídala kinetice odštěpo-
vání fibrinopeptidu z fibrinogenu vá-
zaného na povrchu [49]. Stejné vý-
sledky publikovali dříve Lane et al [50], 
Lee et al [51], Stücki et al [52] a Reber 
et al  [53]. V  případě záměny Aα 
Arg16Cys není trombin schopen kata-
lyzovat odštěpování fibrinopeptidu A, 
v  případě záměny Aα Arg16His do-
chází k  výraznému ovlivnění enzyma-
tické kinetiky trombinu [54]. Pacienti 
s těmito mutacemi se většinou klinicky 
projevují asymptomaticky nebo mají 
krvácivé projevy.

Mutace Aα Asn106Asp je situo-
vána v  coiled-coil konektoru, který 
spojuje centrální region s  distálními 
regiony ve f ibrinogenu. Coiled-coil 
konektor je tvořen převážně α-heli-

Asselta et al [46] popsali mutaci Aα 
Gly13Stop. Tento případ se projevo-
val jako hypof ibrinogenemie, neboť 

psána u 4členné rodiny, ve které byli 
3 nositelé mutace asymptomatičtí a 1 
projevoval sklon k  trombózám [45].  
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Obr. 5. Sledování reaktivity fibrinogenu modifikovaného SIN-1 a NaOCl v po-
rovnání s kontrolou.
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Obr. 6. Ukázka polymerace kontrolního a modifikovaných fibrinogenů sledo-
vaná pomocí turbidimetrie při 350 nm.

Tab. 4. Koncentrace fibrinopeptidů odštěpených z modifikovaného FBG po 
60 min reakce s trombinem je vyjádřena v procentech vztáhnutých k fibrino-
peptidům odštěpeným z kontrolního fibrinogenu.

modifikační činidlo 
(doba modifikace)

FPA (% z kontrolního 
fibrinogenu)

FPB (% z kontrolního 
fibrinogenu)

metMb/H2O2 (2 hod) 128,5 135,9
Fe3+/ASC/H2O2 (1 hod) 84,0 74,2
Fe3+/Asc (1 hod) 77,8 76,5
NaOCl (5 min) 56,8 31,5
SIN-1 (1 hod) 91,7 78,8
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a  blízko místa vazby plazminogenu  
(Aα 148–160) [57]. Mutace měla sig-
nif ikantní efekt na f ibrinolýzu, kdy 
kompletní lýza klotu vyžadovala více 
než 40 min v porovnání s 15 min po-
třebnými pro lýzu kontrolního klotu. 
Mutace také ovlivňovala morfologii fi
brinové sítě, kdy vznikající síť měla užší 
vlákna, byla rigidnější a byla pozoro-
vána přítomnost volných nepolymero-
vaných konců. Abnormální morfologie 
sítě a fibrinolýza zřejmě vedly k trombo
tickým komplikacím u pacienta.

Mutace Bβ Arg237Ser je loka-
lizována v  β skládaném listu Bβ 
Tyr236-Asp241, který tvoří β vlá-
senku s  β skládaným listem Bβ 
Trp249-Arg255 (třída 7 : 7), v centrální 
B-doméně β nodulu [55]. Záměna po-
zitivně nabitého zbytku asparaginu za 
neutrální seryl mění konformaci β sklá-
daného listu Bβ Tyr236-Asp241 a celé β 
vlásenky. Tyto konformační změny pak 
ovlivňují jak polymeraci fibrinu a  jeho 
morfologii, tak i fibrinolýzu. Fibrin při-
pravený ze vzorků plazmy pacienta měl 
méně vláken a mnoho volných nepoly-
merovaných konců. Tato abnormální 
morfologie sítě následně ovlivnila i fib-
rinolýzu, která byla přibližně 3krát delší 
než u kontrolních vzorků. Kombinace 
těchto faktorů byla zřejmě příčinou 
trombotických komplikací u pacienta.

Mutace γ Tyr262Cys se nachází 
v  β skládaném listu γ 257-264 (sek-
vence TSTADYAM) blízko polymerač-
ního místa a místa vazby vápenatých 
iontů. Tyrosyl 262 je situován uvnitř  
γC domény. Záměna aromatického po-
stranního řetězce za postranní řetězec 
cysteinu působí konformační změny 
v  γC doméně, které následně vedou 
k poruše polymerace a krvácivým obtí-
žím u pacienta. Aromatický kruh tyro-
sylu je také schopen zprostředkovávat 
π-π interakce s dalšími aromatickými 
postranními řetězci. Postranní řetězec 
cysteinu není schopen tyto interakce 
zprostředkovávat, což přispívá k ovliv-
nění funkčních vlastností fibrinogenu 
pacienta. V  okolí γ Tyr262 bylo po-
psáno několik mutací, které způsobují 
dysfibrinogenemii spojenou s  abnor-

bližně uprostřed coiled-coil konektoru 
v  těsné blízkosti segmentu senzitiv-
ního na plazmin, kolem kterého fibri-
nogen zaujímá různé konformace [56], 

kálními strukturami, které dodávají 
molekule f ibrinogenu vysokou pruž-
nost a  výrazně ovlivňují jeho visko
elastické vlastnosti [55]. Mutace je při-
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Obr. 8. Dynamická adheze v přítomnosti fibrinogenu, modifikovaného MDA, 
NaOCl a SIN-1. Hodnoty jsou vyjádřeny jako procenta hodnot kontrolního 
fibrinogenu pro jednotlivé modifikace.

Obr. 7. Fotografie z elektronového mikroskopu. Fibrinové sítě z modifikovaného: 
a) MDA, b) NaOCl, c) SIN-1 a kontrolního fibrinogenu (d). Měřítko je 5 μm.

Tab. 5. Statická adheze v maximálním čase modifikace. Počet adherovaných 
destiček na sorbovaný modifikovaný fibrinogen byl vztažen na počet krev-
ních destiček sorbovaný na kontrolní fibrinogen. Hodnoty jsou tedy vyjád-
řeny jako procenta kontrolního fibrinogenu. Uvedeno jako průměr ± směro-
datná odchylka z 5 měření.

Modif. činidlo % kontroly Odchylka
GSNO (60 min) 85,1 3,1
MDA (120 min) 86,2 13,4
Fe3+/ASC/H2O2 (240 min) 80,3 7,3
NaOCl (20 min) 111,3 7,5
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Jedním z  markerů oxidačního 
stresu v  plazmě diabetiků je hladina 
MDA [16,68] a právě tato látka vyvo-
lala nejvyšší nárůst nových karbonylů. 
Po 2 hod působení narostl obsah kar-
bonylových skupin 20krát v porovnání 
s  kontrolním fibrinogenem. Reaktiv-
nější než MDA byl NaOCl, jehož vlivem 
vzrostl obsah karbonylů po 20 min více 
než 6krát (tab. 3).

Ve f ibrinogenu modif ikovaném  
Fe3+/ASC, Fe3+/ASC/H2O2, MetMB/H2O2, 
NaOCl a SIN-1 byl zjištěn vznik tyro-
sylových radikálů. Z  tyrosylových ra-
dikálů vznikají dityrosyly, které mohou 
prokřížit řetězce f ibrinogenu mezi 
sebou. Pokud dojde k prokřížení v ob-
lasti Aα řetězců, může být negativně 
ovlivněna fibrinolýza vzniklé sítě [68].

Názory na vliv modifikace na schop-
nost fibrinogenu interagovat s  trom-
binem a  tvořit fibrinovou síť se různí. 
Některé studie tvrdí, že modifikace fibri-
nogenu vede k snížení tvorby sítě (Shac
ter et al [15], Piryazev et al [69], Tetik  
et al [70,71]), jiné zase předkládají důkazy 
o protrombogenním působení modifi-
kace fibrinogenu jeho větší ochotou tvořit 
fibrinovou síť (Vadseth et al [19], Paton  
et al [7] nebo Upchurch et al [8]). 
V  této práci byly zjištěny obě varianty 
v závislosti na použitém modifikačním 
systému. Při modifikaci MetMB/H2O2 
dochází k rychlejší tvorbě fibrinové sítě 
a  vyšší celkové turbiditě ve srovnání 
s  kontrolním fibrinogenem. To potvr-
zuje i  o  přibližně 1/3 více uvolňování 
f ibrinopeptidů z  modif ikovaného f i
brinogenu oproti kontrolnímu. U ostat-
ních modifikací dochází k  celkovému 
snížení schopnosti tvorby fibrinové sítě. 
Odštěpování FPP z fibrinogenu modi-
fikovaného MDA a GSNO nebylo, na 
rozdíl od ostatních modifikačních sys-
témů, signifikantně ovlivněno. Vzhle-
dem k tomu, že i tyto modifikace vyka-
zovaly podle turbidimetrie omezenou 
schopnost tvořit síť, není nejspíše fi
brinogen modifikován v místě ovlivňu-
jícím interakci s  trombinem, ale spíše 
v polymeračním místě. Pro porovnání, 
při tvorbě sítě z fibrinogenu modifiko-
vaného v reálných podmínkách oxidač-

bem. Zatímco mutace ve fibrinopep-
tidu A vedou k prodloužení doby poly-
merace, ovlivňují kinetiku odštěpování 
fibrinopeptidů a vedou spíše ke krváci-
vým projevům, mutace Bβ Arg237Ser, 
γ Tyr363Asn a Aα Asn106Asp se ma-
nifestují tromboticky. Mutace Bβ Arg-
237Ser, γ Tyr363Asn, γ Tyr262Cys a Aα 
Asn106Asp nebyly dříve popsány. Zdá 
se, že v některých případech trombózy 
bez určené příčiny mohou být příčinou 
právě mutace ve fibrinogenu, které ne-
byly u  pacientů dosud diagnostiko-
vány. Znalost mutace pomáhá léka-
řům lépe předvídat možné klinické 
projevy dysfibrinogenemie.

Modif ikovaný f ibrinogen byl obje-
ven v plazmě pacientů s různými one-
mocněními. Mnoho prací je zaměřeno 
na důsledky těchto změn na funkci fi
brinogenu a další rozvoj onemocnění. 
V naší laboratoři byl kladen důraz na 
možné příčiny vzniku odlišností v mo-
lekule fibrinogenu a  jejich důsledky. 
Nebyly tak zkoumány jen vzniklé struk-
turní změny, ale i jejich vliv na fyziolo-
gickou funkci fibrinogenu. Byly vybrány 
takové modifikační systémy, které se 
mohou běžně vyskytovat při (pato)fy-
ziologických procesech organizmu, 
a mohou tak ovlivňovat další molekuly.

Vznik nových karbonylových skupin, 
ale nejen těch, je výsledkem působení 
látek oxidačního stresu na molekuly 
proteinů. Zvýšené markery oxidačního 
stresu byly zaznamenány u  mnoha 
onemocnění. Jedná se např. o kardio-
vaskulární onemocnění [7–10,12,64], 
neurodegenerativní poruchy [65], zá-
nětlivé stavy [66] nebo diabetes mel-
litus [10]. Při všech těchto onemoc-
něních v  důsledku oxidačního stresu 
může docházet k  vzniku modifikova-
ných plazmatických proteinů. Mezi 
nejnáchylnější bílkoviny v plazmě patří 
fibrinogen [67].

V modifikovaném fibrinogenu byl za-
znamenán nárůst obsahu karbonylových 
skupin a vznik tyrosylových radikálů. Ač-
koli dosažené hodnoty karbonylů byly 
nižší než při podobných in vitro modifi-
kacích [15], byly ve stejném rozsahu, jenž 
byl zjištěn u pacientů s MI [7].

mální polymerací f ibrinu podobnou 
jako v tomto případě [58,59].

Mutace γ Arg275His se nachází 
na povrchu γC domény a hraje klíčo-
vou roli při D:D interakcích během 
tvorby protofibril. Jedná se o nejčas-
tější mutaci v g řetězci. Arg275 zpro-
středkovává vodíkové vazby mezi  
2 D-fragmenty f ibrinového mono- 
meru [55]. Jeho záměna za histidyl ne-
gativně ovlivňuje interakci distálních 
regionů, neboť postranní řetězec histi-
dinu vodíkové vazby s dalším distálním 
regionem netvoří, a tím výrazně brzdí 
polymeraci a ovlivňuje tvorbu proto-
fibril [60]. To vede následně ke krvá-
civým klinickým projevům u pacienta. 
Byly popsány záměny γ 275Arg za cys-
tein [60,61], serin [62] i histidin [61], 
všechny ovlivňující polymeraci fibrinu 
a tvorbu protofibril.

Mutace γ Tyr363Asn se nachází v po-
lymerační prohlubni „a“, do které kom-
plementárně zapadá polymerační hr-
bolek „A“ z centrálního regionu další 
molekuly fibrinu. Polymerační prohlu-
beň „a“ se nachází v P-doméně γ nodulu, 
který hraje klíčovou úlohu během poly-
merace fibrinu, při D:D interakcích, při 
vazbě vápenatých iontů či během ligace 
fibrinových molekul faktorem XIIIa. Ty-
rosyl 363 je součástí inverzního γ ohybu 
γ 363–365 (sekvence YDN)  [63] ve 
smyčce III P-domény a  je silně kon-
zervován. Záměna velkého aromatic-
kého postranního řetězce tyrozinu za 
malý polární postranní řetězec aspa-
raginu vede ke konformačním změnám 
inverzního γ ohybu, které působí kon-
formační změny v polymeračním místě, 
což vede k porušení polymerace fibri-
nových monomerů. Molekulárním mo-
delováním bylo zjištěno, že přítomnost 
postranního řetězce asparaginu v poly-
merační prohlubni vyvolává tvorbu no-
vých vodíkových vazeb s γ glutaminylem 
329 a postranním řetězcem asparagylu 
z polymeračního hrbolku „A“ [43]. To 
zřejmě vede k ovlivnění laterální agre-
gace protofibril a morfologie vznikající 
fibrinové sítě.

Každá z  popsaných mutací se 
funkčně manifestuje jiným způso-
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v organizmu, kdy může na jednu mole-
kulu fibrinogenu působit několik růz-
ných činidel. Faktorem ovlivňujícím 
celkové vyznění vzniklých modif ikací 
je i  jejich rychlost vzniku. Důsledkem 
může být potlačení změn způsobených 
slabšími modifikačními činidly (např. 
MDA nebo MetMB/H2O2) ve prospěch 
rychleji působících činidel (NaOCl, 
GSNO).

Při porovnávání dat získaných z  in 
vitro modifikací se studiemi pracují-
cími s plazmami pacientů je nutné brát 
v úvahu působení i dalších modifiko-
vaných nebo nemodif ikovaných slo-
žek plazmy. Některé námi zachycené 
změny fibrinogenu mohou být u  pa-
cientů překryty, nebo naopak umoc-
něny působením dalších složek krevní 
plazmy. Ve studii provedené Pietersem 
et al [74] byl porovnáván vliv glyke-
mické kontroly na glykozylaci fibrino-
genu a dále na charakteristiky vzniklé 
sítě. Byly zde uvedeny výsledky jak ve 
fibrinogenu izolovaného z plazmy pa-
cientů, tak i pokusy přímo s jejich plaz-
mou. Zatímco f ibrinová síť vzniklá 
z plazmy pacientů se v ničem neodli-
šovala od kontrolní, tak síť vzniklá z fi
brinogenu izolovaného z plazem stej-
ných pacientů se statisticky významně 
odlišovala permeabilitou a  rychlostí 
svého vzniku a  rozpouštění v  porov-
nání s kontrolou.

V této práci byl prokázán vliv látek 
oxidačního stresu na molekulu fibri-
nogenu. Vzniklé strukturní změny sig-
nif ikantně ovlivňují rychlost vzniku, 
architekturu fibrinové sítě a  interakci 
f ibrinogenu s  krevními destičkami. 
Rozsah a rychlost modifikace jsou zá-
vislé na použitém modifikačním čini-
dle. Celkové funkční vyznění vzniklých 
změn závisí na charakteru a  inten-
zitě oxidačního činidla a, což je velmi 
důležité, pohybuje se od protitrom-
bogenního až po výrazně trombo-
genní. Výhodou takto navržené studie 
je přesnější popis změn způsobených 
jednotlivými modif ikačními činidly 
a identifikace pozměněných aminoky-
selinových zbytků v molekule pro jed-
notlivá činidla.

krevních destiček za podmínek toku 
krve v cévách.

Dynamická adheze krevních destiček 
byla provedena v přítomnosti fibrino-
genu modifikovaného GSNO, MDA, 
NaOCl a SIN-1. Modifikace SIN-1 sig-
nifikantně ovlivnila interakci fibrino-
genu s krevními destičkami, na rozdíl 
od statické adheze, kde nebyl rozdíl 
mezi kontrolním a modifikovaným fib-
rinogenem průkazný. Dynamická ad-
heze potvrdila výsledky získané z  ad-
heze statické. Fibrinogen modifikovaný 
in vivo více agreguje s krevními destič-
kami [8,73].

Každá modif ikace způsobuje od-
lišné změny v  molekule proteinu co 
do rozsahu modifikací a  rychlosti je-
jich vzniku. Celkové vyznění vznik-
lých změn, zda se jedná spíše o trom-
bogenní, nebo protitrombogenní 
charakter, je kombinací všech fak-
torů. U většiny modifikací dochází jak 
k  ovlivnění tvorby fibrinové sítě, tak 
i  k  interakci s  krevními destičkami. 
Modifikace způsobené MDA, GSNO  
a  Fe3+/ASC/(H2O2) mají spíše proti
trombotické vyznění. Změny vyvolané 
jejich působením negativně ovlivnily 
tvorbu fibrinové sítě i adhezi krevních 
destiček. V případě systémů obsahují-
cích Fe3+ a ASC dochází při působení 
po dobu delší než 8 hod k tak zásad-
ním změnám ve struktuře molekuly, 
že v podstatě nedochází k tvorbě sítě 
(data neuvedena). Podobné výsledky 
publikovali i Schacter et al. Modifikace 
způsobené působením NaOCl sice ne-
gativně ovlivnily tvorbu sítě a  její ar-
chitekturu, ale je to vyváženo mno-
hem ochotnější adhezí a  agregací 
krevních destiček v přítomnosti takto 
modif ikovaného f ibrinogenu. Modi-
fikace MetMB/H2O2 nijak neovlivnila 
adhezi krevních destiček. Tvorba sítě 
vzniklé z  takto modifikovaného fibri-
nogenu odpovídá vzniku sítí vzniklých 
z  plazem pacientů s  kardiologickou 
diagnózou [7–10].

Fibrinogen byl v této práci modifiko-
ván vždy pouze jedním činidlem a za 
definovaných podmínek, což se dia-
metrálně odlišuje od oxidačního stresu 

ního stresu byla popsána kratší lag fáze 
a výsledná vyšší turbidita v porovnání 
s kontrolou [7–9,12].

Paton et al [7] dávají do přímé sou-
vislosti obsah karbonylových skupin 
a rychlost polymerace. S přibývajícím 
obsahem karbonylů roste i  rychlost 
polymerace. Jen u fibrinogenu modi-
fikovaného MetMB/H2O2 byl potvrzen 
tento trend. Avšak u ostatních činidel 
s  délkou modifikace, a  tím i  nárůstu 
karbonylů, polymerace klesá.

Rychlost tvorby sítě ovlivňuje její vý-
sledný vzhled a  architekturu. Kratší 
lag fáze svědčí o  rychlejší laterální 
agregaci, a tím i vzniku silnějších vlá-
ken. V  případě fibrinových sítí vznik-
lých z plazem pacientů dochází k rych-
lému vzniku fibrinové sítě se silnějšími 
vlákny a nižší permeabilitou v porov-
nání s  kontrolními vzorky [7–10]. Síť 
s tenčími vlákny byla získána z plazem 
kuřáků. Tato síť byla v porovnání se sí-
těmi nekuřáků hustší a více organizo-
vaná [72].

V  této práci jsme analyzovali sítě 
vzniklé z fibrinogenu modifikovaného 
MDA, NaOCl a SIN-1. Ve všech přípa-
dech byla vzniklá vlákna signifikantně 
tenčí v porovnání s kontrolou, což od-
povídá datům získaným ze sledování 
tvorby sítě a odštěpování fibrinopep-
tidů. Sítě vytvořené z fibrinogenu mo-
difikovaného MDA a  SIN-1 v  porov-
nání s kontrolou obsahují více vláken 
na plochu než kontrolní, na rozdíl od 
sítě z  f ibrinogenu modif ikovaného 
NaOCl, která obsahuje mnohem méně 
vláken v porovnání s kontrolou.

Při statické adhezi je sledována 
schopnost krevních destiček inte-
ragovat s  f ibrinogenem sorbova-
ným na povrch. V  této práci se ne-
podařilo prokázat signif ikantní vliv 
modifikací fibrinogenu způsobených 
SIN-1 a MetMB/H2O2 na jeho inter-
akci s krevními destičkami. Na fibrino-
gen modifikovaný NaOCl se destičky 
vázaly ochotněji než na kontrolní. 
U  ostatních modif ikačních činidel 
došlo k  snížení počtu adherovaných 
krevních destiček. Dynamická adheze 
sleduje nejen adhezi, ale i  agregaci 
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