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SOUHRN

Fibrinogen je klicovy glykoprotein krevni koagulace, béhem niz je pfeménovan na fibrin. Vrozena dysfibrinogenemie je
choroba charakterizovana funkcni poruchou molekuly vedouci k abnormalni tvorbe fibrinu. Vrozena hypofibrinogenemie
je vzacné onemocnéni charakterizované snizenou hladinou funkéniho i celkového fibrinogenu v plazmé.

VysetFili jsme 36 nepfibuznych rodin z celé Ceské republiky s diagnézou suspektni dysfibrinogenemie ¢&i afibrinogene-
mie. CtyFi pacienti méli trombotické komplikace, osm pacient(l se manifestovalo krvacivé a ostatni byli asymptomaticti.
Genetické vysetfeni odhalilo vrozenou mutaci u tfindcti nepribuznych rodin, u nichZ zpdsobuje vrozenou dysfibrinogenemii.
Pomoci genetickych, proteomickych a funkcnich vysetreni bylo odhaleno osm pfipadC dysfibrinogenemie v Aa fetézci,
konkrétné se jedna o mutace Aa ArgleCys; Ao ArgleHis; Aa Gly13Glu; Ao Phe98lle; Ao Asn106Asp; a kombinovanou
mutaci Aa Gly13Glu a Aa Ser314Cys. Jeden pripad byl nalezen v B fetézci - BB Arg237Ser a Ctyfi pfipady byly odhaleny
vy fetézci - y Ser313Gly, y Tyr262Cys, y Tyr363Asn a y Arg275His.

ziskané dysfibrinogenemie v souvislosti s produkci autoprotilatek proti fibrinogenu u pacienta s mnohocetnym myelomem.
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SUMMARY

Kotlin R., Ceznerova E., Louzil J., Stikarova J., Pastva O., Suttnar J., Salaj P., Dyr J. E.

Dysfibrinogenaemia and afibrinogenaemia in the Czech Republic

Fibrinogen is a key glycoprotein of blood coagulation. During haemocoagulation fibrinogen is converted to fibrin. Congenital
dysfibrinogenemia is a disease wherein an inherited abnormality in the fibrinogen molecule results in defective fibrin
clot formation. Hereditary hypofibrinogenemia is a disease wherein an inherited abnormality in the fibrinogen molecule
results in low fibrinogen level in plasma.

36 unrelated families in the Czech Republic suspected with either dysfibrinogenemia or afibrinogenemia were examined.
Four patients presented with thrombosis, eight patients presented with bleeding tendencies and others were asympto-
matic. Heterozygous point mutations Aa. Arg16Cys (Fibrinogen Novy Ji¢in, Ostrava I), Ao Argl6His (Fibrinogen Praha |l
Ostrava Il), Ao Asn106Asp (Fibrinogen Plzen), y Tyr363Asn (Fibrinogen Praha 1), y Tyr262Cys (Fibrinogen Liberec) and
v Arg275His (Fibrinogen Brno) were found to be the direct causes of dysfibrinogenemias in the carriers.

Molecular genetics experiments revealed inherited mutations in 13 unrelated families causing hereditary dysfibrinoge-
nemia. In one case acquired dysfibrinogenemia secondary to multiple myeloma was found.
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UuvobD ¢ové misto zaujima trombin katalyzujici hydrolytické

8

Hemokoagulace je soucasti hemostazy, komplex-
niho procesu, jehoz fyziologickou tlohou je zabranit
ztraté krve pri poskozeni krevnich cév. Klicovym déjem
hemokoagulace je pfemeéna plazmatického glykopro-
teinu fibrinogenu na fibrin. Tento déj je vysledkem
kaskadovité aktivace koagulac¢nich faktor@i, z nichz kli-
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Stépeni fibrinogenu na fibrinovy monomer. Vznikajici
fibrinové monomery spontanné polymeruji a vytvareji
fibrinovy klot (z anglického clot - vyraz nejlépe vystihu-
jici strukturu fibrinu jako polymerniho gelu tvofeného
fibrinovymi vlakny, vodou a dalsimi slozkami), ktery
je soucasti hemostatické zatky.



Vrozena dysfibrinogenemie je vzacna choroba ko-
agulace, u niZ mutace v nékterém z gentt FGA, FGB ¢i
FGG zptsobuje funkéni poskozeni molekuly fibrino-
genu. V zavislosti na umisténi mutace a funkénimu
poskozeni se mize vrozena dysfibrinogenemie klinicky
manifestovat rozdilné - protromboticky, hemoragicky,
¢iasymptomaticky. Vrozena afibrinogenemie je vzacna
choroba koagulace charakterizovand snizenou kon-
centraci fibrinogenu v cirkulaci pod 0,5 g/l. Mirné;jsi
podobou této choroby je vrozeny nedostatek fibrinoge-
nu - hypofibrinogenemie, charakterizovana hladinou
fibrinogenu v rozpéti 0,5-2 g/1.

U ziskanych forem dysfibrinogenemie je typické, ze
se vyskytuji nejcastéji v souvislosti jaternimi choroba-
mi, mnohocetnym myelomem, ¢i uzivinim nékterych
16k,

Prevalence vrozenych forem dysfibrinogenemie se
udava1:1000 000 a jsou fazeny jako vzacné choroby.
Klinicka zavaznost nékterych mutaci mtiZe byt az zivot
ohrozujici (trombédzy, zavazné krvacivé projevy).

Celosvétové bylo popsano vice nez 600 vrozenych
afibrinogenemii, dysfibrinogenemii nebo hypofibri-
nogenemii. Z tohoto poctu bylo vice nez 350 pfipadl
zjisténo v genu FGA, 82 ptipadi v genu FGB a vice nez
170 piipadi v genu FGG. V Ceské republice se ndm po-
darilo zjistit pri¢inu poruchy fibrinogenu u 35 pacientii
a jejich rodinnych pfislusnikii. Z tohoto poctu bylo
diagnostikovano 23 pacientl s vrozenou dysfibrinoge-
nemii, jeden pacient s vrozenou afibrinogenemii, 9
pacient(i s vrozenou hypofibrinogenemii a dva pacienti
se ziskanou dysfibrinogenemii.

MATERIAL A METODIKA

Odbér vzorki krve

Vzorky krve byly ziskany od informovanych zdra-
vych darcti nebo od vybranych pacienti s jejich sou-
hlasem. Krev byla odebirdna do 3,8% roztoku citratu
sodného v objemovém pomeérul: 9.

Koagula¢ni vySetfeni plazmy

Zakladni koagulaéni vySetfeni bylo provadéno
na automatickém koagulometru STA-R v Laboratofi
pro poruchy hemostizy Ustavu hematologie a krevni
transfuze (UHKT).

Imunoturbidimetrické stanoveni hladiny
fibrinogenu

K imunoturbidimetrickému stanoveni koncent-
race fibrinogenu v plazmé byl pouzit komerc¢ni kit
Fibrinogen K-Assay obsahujici kozi polyklonalni pro-
tilatku proti lidskému fibrinogenu.
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Méfeni fibrinovych polymeracnich kfivek

Pro ziskani informaci o rychlosti a pribéhu polyme-
race fibrinu byla méfena opticka hustota (OD) vzorkl
pti vinové délce 350 nm. Polymerace fibrinogenu v chu-
dé plazmé pacientdl a zdravych darcii byla iniciovana
trombinem nebo reptildzou. Pro méfeni byly pouzity
roztoky trombinu se dvéma riznymi aktivitami. Pii
vysledné aktivité trombinu 0,1 U/ml Ize z pribéhu
polymerizacnich kifivek posuzovat funkéni vlastnosti
fibrinogenu. Toto stanoveni vSak mtiZe byt ovlivnéno
vysokou koncentraci nizkomolekularnich inhibitorti
trombinu ptitomnych v plazmé. Abychom vyloucili vliv
inhibitortl, pouzili jsme trombin s vyslednou aktivitou
0,9 U/ml. Turbidimetrické kfivky fibrinogenu byly mé-
feny pfi 37 °C, po kazdych 20 s byla odecitana a zapiso-
vana opticka hustota. Reakce byla sledovana 40 minut.
Jednotliva méfeni kazdého vzorku byla vzdy provedena
v dubletu. Vysledek byl vyjadfen jako primér.

Méfeni Kinetiky odstépovani fibrinopeptidu

Reakénismésobsahujici plazmu, TRIS pufrao-fenan-
trolin hydrat byla promichana a vzorky byly inkubova-
ny s trombinem s aktivitou 10 U/ml (vysledna aktivita
ve vzorku byla 0,9 U/ml) pii 25 °C. Jednotlivé reakce
byly zastaveny pfidavkem 20% Kkyseliny trichlorocto-
vé ve zvolenych c¢asech 0; 0,5; 1; 3; 5; 10; 20; 30; 60
a 120 min. Mnozstvi uvolnénych fibrinopeptidi A a B
v supernatantu bylo stanoveno pomoci kapalinové
chromatografie [1].

DNA analyza

Jednotlivé exony genti FGA, FGB a FGG byly namnoze-
ny pomoci PCR a nasledné byly produkty precistény po-
moci kitu ExoSAP IT podle navodu vyrobce. Sekvenace
precisténych produkti PCR probihala Sangerovou dide-
oxysekvenacni metodou pomoci DTCS kitu (Beckman
Coulter, USA). Sekvence byly ¢teny pomoci sekvenatoru
CEQ 8000 Genetic Analysis System (Beckman Coulter,

USA).

Klotabilita

Ke vzorku plazmy byl pfidan TRIS pufr pH 7,4
a EDTA. Polymerace fibrinu byla spusténa pridavkem
trombinu (2 U/ml finalni koncentrace). Polymerace
probihala 120 minut pfi laboratorni teploté. Vytvofeny
fibrinovy klot byl promyt 5krat v TRIS pufru pH 7,4
a rozpustén v 5 mol/l mocoviné. Koncentrace fibrino-
vych monomer(l byla urcena spektrofotometricky pri
A=280nmag, ,, =15,1. Klotabilita byla vypoctena jako
pomér zmérfené koncentrace fibrinovych monomert
k celkové koncentraci fibrinogenu zjisténé imunotur-
bidimetrickou metodou.
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Fibrinolyza

Pro ziskani informaci o rychlosti a prabéhu fibri-
nolyzy byla méfena optickd hustota (OD) vzorkid pri
vlnové délce 350 nm. Turbidimetrické kiivky fibrinu
byly méfeny pfi 37 °C, po kazdych 20 s byla odecitana
a zapisovana optickd hustota. Reakce byla sledova-
na 40 minut. Jednotlivd méfeni kazdého vzorku byla
vzdy provedena v dubletu a vysledek byl vyjadfen jako
primeér.

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Ke vzorku plazmy byl pfidan trombin (vysledna
koncentrace 2 U/ml) a polymerace probihala 2 hodiny ve
vlhké komtirce. Fibrinovy klot byl promyt 3krat 5 min Q
vodou, dehydrovan etanolovou fadou (25 %, 50 %, 75 %,
100 % etanolu po 30 minutdch) a dosuSen metodou CO,
kritického bodu. Takto upravené vzorky byly potazeny
vrstvou platiny o tloustce 8 nm a morfologie fibrinové
sité byla sledovana ve skenovacim elektronovém mik-
roskopu VEGA Plus TS5135 (Tescan, CR).

Konfokalni laserova mikroskopie

Ke vzorku plazmy byl pfidan trombin (vysledna
koncentrace 2 U/ml) a polymerace probihala 2 hodiny
pfi laboratorni teploté. Po promyti PBS pufrem byly
vzniklé sité barveny fluorescenénim barvivem FITC
po dobu 60 minut. Nenavazany FITC byl odstranén
nékolikadennim promyvanim pomoci PBS. Struktura
fibrinové sité byla sledovana na mikroskopu Olympus
Fluoview FV1000 a vysledky vyhodnoceny v programu
Image]. Praméry vlaken byly statisticky porovnany
s primérem kontrolniho vzorku na hladiné vyznam-
nosti 0,05.

Agregace krevnich desticek

Méfeni agregace v plazmeé bylo provadéno na Ctyr-
kanalovém agregometru PAP-4 optickou metodou. Po
pridani aktivatoru agregace k michané plazmé nartsta
se vznikem agregatdl intenzita svétla prochazejici vzor-
kem. Vystupni signal je tmérny diferenci v priichodu
svétla mezi testovanym a referen¢nim vzorkem. Vzorky
byly vloZeny do mérné cely a nastfikem aktivator
(20 umol/1 ADP ¢i 10 pmol/l TRAP (peptid SFLLRNP akti-
vujici trombinovy receptor)) byla spusténa agregacni re-
akce v agregometeru PAP-4. Doba méfeni byla 6 minut.

Statisticka analyza

Sifka vldken byla naméfena pomoci programu
Image] a statisticky vyhodnocena pomoci dvouvybé-
rového t-testu rovnosti sttednich hodnot dvou zaklad-
nich soubortl s nulovou hypotézouH,: =52 V kazdém
vzorku byla naméfena §ifka 100 vldken a pomoci na-
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stroje Analyza dat v excelu byl proveden dvouvybérovy
t-test s rovnosti rozptyld na hladiné vyznamnosti
o=0,05.

K vypoctlim byly pouZity nasledujici vzorce:

1 n

S=+S?

g - (n, =S} +(n, —=1)S;
’ n +n,—2

R =

W, :|R|>1, (n,+n,-2)

kde n je pocet naméfenych hodnot, $? je rozptyl, S je
smérodatna odchylka, R je testovaci statistika, W_ je
kriticky obor testu, t_je kriticka hodnota Studentova
t-rozdéleni [2] (pro 100 méfeni a hladinu vyznamnosti
a=0,05]et, ,(198) =1,985).
Izolace fibrinogenu

Fibrinogen byl z plazmy izolovan precipitaci 25%
saturovanym siranem amonnym. Po pfidavku sira-
nu amonného se fibrinogen srazel 30 minut pfi 4 °C,
nasledné byl oddélen odstfedovanim. Peleta byla dva-
krat promyta 25% siranem amonnym a odstfedéna.
Izolovany fibrinogen byl rozpustén v TRIS pufru pH7,4
a Sokové zmrazen.

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

v pritomnosti dodecylsiranu sodného (SDS PAGE)
SDS PAGE byla provedena v usporadani podle

Laemliho [3] v redukujicim i neredukujicim prostredi

a obarvena Coomasie Blue.

Western blotting

Gely po SDS PAGE byly ponofeny na 5 minut do blo-
tovaciho pufru. PVDF membrany byly ekvilibrovany 5
min v metanolu. Blotovani probihalo v semi-dry uspo-
fadani. Membrany byly nasledné obarveny koloidnim
stiibrem.



Imunoblotting

Membrany byly pasivovany bud 5% roztokem mléka,
nebo 5% roztokem Tweenu 20 pfes noc. Nasledné byly
membrany promyty 3 x 10 minut v roztoku 0,1% Tween
20/PBS. Reakce s primarni protilatkou proti fibrinoge-
nu probihala 30 min a poté byly membrany promyty
3x10 minut v roztoku 0,1% Tween 20/PBS. Sekundarni
protilatka byla na membrany aplikovana na 30 min
a poté byla odmyta 3 x 10 minut roztokem 0,1% Tween
20/PBS. Membrany byly nasledné vizualizovany pfi-
davkem substratu pro fosfatazou znacenou protilatku.

Hmotnostni spektrometrie

In-gel digest jednotlivych fetézct fibrinogenu po
SDS PAGE byl proveden podle Shevchenka et al. [4].
Pred vlastnim méfenim byly vzorky pfecistény pomoci
mikrokolonek s reverzni fazi. Vzorky na MALDI-TOF
byly smichany s matrici a spotovany na desku. Po
vykrystalizovani matrice s peptidy byla deska umisté-
na do hmotnostniho spektrometru Biflex IV (Bruker
Daltonics, Némecko) a hmotnostni spektrum bylo
ziskano v reflexnim modu.

ELISA

Lidsky fibrinogen byl imobilizovan na povrch jamek
mikrotitra¢ni desticky po dobu 1 hodiny a zbyvajici
povrch byl blokovan 1% sérovym albuminem po dobu
jedné hodiny. Byly pfidany plazmy pacienta, popt.
kontroly a jamicky byly 10krat promyty TRIS pufrem
PH 7,4 po hodinové inkubaci. Kozi protilatka proti
lidskym IgG konjugovana s alkalickou fosfatazou byla
pridana do jamicek a po hodinové inkubaci byl pridan
4-nitrofenylfosfat. Mnozstvi uvolnéného 4-nitrofenolu
bylo sledovano po 30 minutach pfi vinové délce 405 nm.

Molekularni modelovani

Molekularni modelovani bylo provedeno s vyuzitim
softwaru Vector NTI 10 (Informax, USA), a Deepview/
Swiss-PDBViewer 3.7 a dostupnych rentgenostruktu-
ralnich dat pro jednotlivé oblasti fibrinogenu.

VYSLEDKY A DISKUSE

vvvvvv

jeho participace v hemostaze. Béhem poranéni dochazi
k poskozeni cévniho endotelia a expozici proteinovych
struktur, které aktivuji krevni desticky a dalsi faktory
Ucastnici se hemostazy. Postupnou aktivaci jednot-
livych koagulacnich faktort dochézi k tvorbé velké-
ho mnozstvi trombinu, ktery katalyzuje hydrolytické
Stépeni fibrinogenu. Vznika tak fibrinova sit, ktera
se spolupodili na zastavé krvaceni a zaroven poskytu-
je docasnou degradovatelnou podpéirnou matrici pro
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nasledné proristani bunék. Soucasné s tim jsou akti-
vovany krevni desticky, které agreguji prostfednictvim
molekul fibrinogenu.

Vrozené dysfibrinogenemie

Vrozena dysfibrinogenemie je vzacné onemocnéni,
které se vyznacuje vrozenou abnormalitou v nékterém
z gent kédujicich jednotlivé polypeptidové fetézce fib-
rinogenu resultujici v poruse fyziologické funkce mo-
lekuly fibrinogenu. V pfipadé dysfibrinogenemii jsou
molekuly se zaménénymi aminokyselinovymi zbytky
sekretovany do krevniho fecisté. Dédi¢né zamény ami-
nokyselinovych zbytki byvaji nejcastéji lokalizovany
v FGA genu, ktery koduje Aa fetézec fibrinogenu [5].
Druhym nejcastéji mutovanym genem je FGG, Ktery
kéduje y fetézec. Nejméné mutaci bylo doposud po-
psano v FGB genu, ktery kéduje Bp fetézec. Nejvice
frekventované jsou zamény aminokyselinového zbytku
argininu v pozici Aa 16.

Zameény v Aa Fetézci

Zameény v Aa fetézci jsou celosvétové nejcastéjsi.
Nejvice zastoupena je mutace Ax 16 arginylu za cys-
teinyl, histidyl, popf. seryl. V Ceské populaci se jedna
také o nejrozsirenéjsi molekularni pri¢inu vrozenych
dysfibrinogenemii. Zdménu Aa 16Arg se nam podarilo
prokazat u deviti neptibuznych rodin. Ve dvou piipa-
dech se jednalo o zaménu arginylu za cysteinyl a v sed-
mi pripadech o zaménu arginylu za histidyl. Zdména za
cysteinyl zptisobuje konformacni zménu zodpovédnou
za neschopnost trombinu katalyzovat hydrolytické
Stépeni peptidové vazby Aa 16Arg-Aa 17Gly. Vysledkem
je prodlouzenilag faze polymerace fibrinu a abnormal-
ni kinetika odstépovani fibrinopeptidi podobné jako
v ptipadé fibrinogenu Novy Ji¢in [6] a Ostrava II [7].

Klinicka manifestace této zamény mizZe byt asymp-
tomatickd, jako v pripadé fibrinogenu Bergamo I [8]
a Ostrava II, nebo krvaciva jako v ptipadé fibrinogenu
Kaiserslautern III [9] a Novy Ji¢in [6]. Hemoragické
projevy jsou dany tim, Ze molekuly fibrinogenu s touto
zaménou nejsou schopny odkryt polymeracni misto.
Argininovy zbytek na C-konci fibrinopeptidu A je sil-
né konzervovan a zaména Aax Argl6Cys je nejcastéjsi
zaménou v Aa Tetézci. U sedmi nepifibuznych rodin
se nam podaftilo zjistit mutaci Aa Argl6His. V tomto
pripadé jde o nejcastéjsi mutaci v ceské populaci viibec.
Jednim z pfipadt je fibrinogen Praha II [6]. Pacientem
byl v tomto pfipadé jedenatficetilety muz z Prahy,
unéhoz se vroce 1995 objevila hematurie s podezfenim
na glomerulonefritidu. Mutace byla prokazana také
u jeho jedenActileté dcery, kterd udava vétsi krvaceni
pfi drobnych poranénich.
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Obr. 1. MH* spektrum peptid( fibrinogenu Novy Ji¢in (§tépeno endopeptidasou Glu-C) odpovidajici sekvenci Ao 12 - 22
Jsou zobrazeny piky normalniho (1082,60 Da, GGGVRGPRVVE) a abnormalniho S-karboxamidomethylovaného (1086,53 Da, GGGVCGPRVVE) peptidu.

Druhym pacientem, o némz se zde zminime, je
dvoulety asymptomaticky chlapec se stejnou mutaci [7].
Jeho matka udava snadnou tvorbu hematomd po tide-
ru. Sledovani kinetiky tvorby fibrinové sité indukované
jak trombinem, tak reptildzou ukazalo prodlouzenou
lag fazi a sniZenou celkovou turbiditu u obou pacientti
v porovnani se zdravou kontrolou. Priibéh kinetiky od-
Stépovani fibrinopeptidt byl podobny jako u pacientti
smutaci Ax 16 Arg — Cys. Vysledné mnozstvi odStépe-
nych fibrinopeptidd B z fibrinogenu Praha II, Praha II
D1 a Ostrava I bylo signifikantné vyssi nez mnozstvi
odstépenych fibrinopeptidt A.

Pomoci hmotnostni spektrometrie na principu
MALDI-TOF byla v plazmé pacienta s fibrinogenem
Praha II prokdzana pritomnost obou forem Aa fetéz-
ce - normalniho (peptid GGGVRGPRVVE o hmotnosti
1082,60 Da) a zaménéného (peptid GGGVHGPRVVE
o hmotnosti 1063,65 Da) - obrazek 1.

Zaména Aa Argl6His je celosvétové druhou nej-
Castéjsi zameénou v Aa fetézci. Aa 16Arg se nachazi na
C-konci fibrinopeptidu A. Trombin $tépi peptidovou
vazbu mezi arginylem 16 a glycylem 17 a §tépeni této
vazby je esencialni pro naslednou polymeraci fibrinu.
Zameéna arginylu 16 histidylem sice neznemoznuje
trombinu tuto vazbu S$tépit, ale vyrazné zpomaluje
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kinetiku odStépovani fibrinopeptidu A. Klinickd ma-
nifestace této zamény muiZe byt asymptomaticka, jako
v pripadé fibrinogenu Tahiti, Poissy III [10], Bern IV [11]
a Ostrava I nebo krvaciva jako v ptipadé fibrinogenu
Giessen[12] a PrahaIl.

Dal$i mutaci ve fibrinopeptidu A, kterou se nam
podarilo nalézt, je zameéna glycylu 13 za glutamyl [13].
Sestatficetileta pacientka s touto mutaci prodélala za-
vazné gynekologické krvaceni v Sestém tydnu prvniho
téhotenstvi. Dité vSak tispéSné porodila. V letech 2007
a 2008 prodélala dva spontanni aborty s masivnim kr-
vacenim a hematomem v délozni sténé. Podobné jako
v predchozich pfipadech byla mutaci ovlivnéna kine-
tika odstépovani fibrinopeptidli a polymerace fibrinu.

Mutace se nachazi v misté, které zapada do aktivni-
ho katalytického mista trombinu. V disledku pozmé-
néné konformace této casti fibrinopeptidu A dochazi
k ovlivnéni interakci mezi fibrinopeptidem A a ak-
tivnim mistem trombinu, coz ovliviiuje katalytickou
aktivitu trombinu a vede k poruse odstépovani fibri-
nopeptidu A.

Velice vzacné se objevuji kombinované zameény.
Nam se podarilo odhalit u jedné pacientky kombi-
naci dvou mutaci Ax Glyl3Glu a Ax Ser314Cys [14].
Dvaapadesatileta pacientka trpéla krvacivymi projevy



od détstvi (tvorba hematomil, purpura, menoragie).
Operacni vykony u pacientky byly komplikovany velkym
krvacenim, stejné jako téhotenstvi. Diky masivnimu
krvaceni pacientka potratila prvni plod v tfetim tydnu
téhotenstvi. Druhé téhotenstvi bylo komplikovano Sesti-
tydennim krvacenim, porod byl ale ispés$ny; pfi tfetim
téhotenstvi jiz byla pfipravovana koncentraty fibrino-
genu. Jeji matka a babicka trpély krvacivymi projevy,
stejné jako obé jeji déti. U pacientky byla zjisténa jak
porucha polymerace fibrinu, tak kinetiky odstépovani
fibrinopeptid{i. Navic méla pacientka také poruchu
fibrinolyzy, kde byla zjiSténa prodlouZena lyticka faze.

Zatimco mutace Ax Glyl3Glu byla jiz drive popsa-
na, tak mutace Aa Ser314Cys byla zjiSténa poprvé.
Geneticky byl z rodiny pacientky vySetfen jeSté jeji bra-
tr, u kterého byla prokazana pouze mutace Ax Glyl3Glu.
Bratr pacientky mél také krvacivé projevy, poruSenou
polymeraci fibrinu a kinetiku od$tépovani fibrinopepti-
dt, avsak mél normalni prbéh fibrinolyzy. Morfologie
fibrinové sité u obou ¢lent rodiny se také lisila. Zatimco
u bratra méla sit normalni parametry, sit pacientky
byla rigidnéjsi a vlakna byla §ir§i. Kombinace téchto
dvou mutaci tedy méla za nasledek jak ovlivnéni prvot-
ni faze polymerace, tedy odstépeni fibrinopeptidl A,
tak lateralni agregaci protofibril.

Dalsi dfive nepopsanou mutaci v Ax fetézci je zameé-
na Ao Phe98lle [15]. Tato mutace byla nalezena u dva-
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actyricetileté Zeny s dvéma aborty. U pacientky byla
zjiSténa abnormalni polymerace fibrinu, fibrinolyza,
morfologie fibrinové sité a agregace krevnich desticek.

Mutace se nachazi v helikalni oblasti coiled-coil regio-
nu fibrinogenu, ktera je diileZita pro spravnou lateralni
agregaci protofibril. Mutace se také nachazi v RGDF
sekvenci (Ax 95-98), ktera zprostfedkovava interakci
s krevnimi destickami a endothelidlnimi burikami.
Pomoci agregace krevnich desticek bylo zjiSténo, Ze
v prfitomnosti aktivatord TRAP, ADP a kolagen dochazi
vlivem mutace ke zvySené agregaci krevnich desticek.
To ma zfejmé za nasledek tvorbu mikrotrombii, které
zplsobily aborty u pacientky.

Posledni mutaci v Aa fetézci, kterou jsme doposud
popsali, je zdAména Aa Asnl06Asp [16]. Mutace byla
objevena u jedenasedesatiletého pacienta, ktery prodé-
1al plicni embolii, hlubokou Zilni trombézu a nékolik
tromboflebitli. U pacienta byla zjisténa abnormalni
morfologie fibrinové sité, fibrinolyza (obr. 2) a agregace
krevnich desticek (obr. 3). Fibrinova sit pacienta byla
velmi rigidni s velkym poctem volnych koncti.

V pripadé obou aktivatord (A - 20 uM ADP, B - 10
UM TRAP) byla zjiSténa sniZena agregace v pritomnosti
jak fibrinogenu Plzen (zelené) tak fibrinogenu Praha
III (modfe) v porovnani s kontrolnim fibrinogenem.

To je zfejmé zplisobeno zménou konformace coiled-
-coil oblasti, ktera vede k poruSe laterdlni agregace
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Obr. 2. Fibrinolytické krivky pacientl s trombdzami

Jak u pacienta s mutaci Praha lll, tak i u pacienta s mutaci Plzen je patrnd prodlouzena lyticka faze.
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Obr. 3. Agregace krevnich desti¢ek v pfitomnosti riznych aktivatord

protofibril a nasledné poruse fibrinolyzy zptisobujici
prodlouzeni lytické faze fibrinolyzy a rozvoj trombo-
tickych komplikaci u pacienta.

Zameény v Bp fetézci

Zameény v Bp fetézci jsou nejméné casté. Doposud
se nam podarilo nalézt jeden ptipad dysfibrinogenemie
zplisobeny zaménou v B fetézci. Jedna se o zaménu B
Arg237Ser, kterou jsme identifikovali u pétapadesatile-
tého pacienta, ktery prodélal hlubokou zilni trombézu
a plicni embolii [17]. U pacienta byla porusena fibri-
nolyza a morfologie fibrinové sité. Zaména arginylu
za seryl zfejmeé zménila konformaci ¢asti molekuly
fibrinogenu, ktera zpfisobila poruchu spravné tvorby
protofibril spojenou s poruchou fibrinolyzy a zapfici-
nila trombotické komplikace u pacienta. Tato mutace
nebyla dosud popsana, avSak bylo popsano nékolik
mutaci v jejim okoli, které také zplisobuji trombdzy.
Naptiklad Morris et al. popsali mutaci B Pro235Leu,
ktera je zodpovédna za chronickou trombotickou plic-
ni hypertenzi [18], ¢i Hanss et al. popsali zaménu Bf
Tyr236Stop zplusobujici Zilni trombézu [19].

Zamény v y Fetézci

Vy fetézci fibrinogenu se nam podafilo identifikovat
nékolik mutaci zptisobujicich dysfibrinogenemii. Prvni
znich je nejcastéjsi zaména v fetézci y Arg275His [20].
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Tato mutace byla objevena u pétadvacetileté pacientky
se silnou menoragii. U pacientky byla mutaci ovlivnéna
polymerace fibrinu; fibrinolyza, morfologie fibrino-
vé sité i odstépovani fibrinopeptid@ byly normalni.
Dfive jiz bylo popsano 11 pfipadt zamény Arg275His,
16 pripadti zamény Arg275Cys, a jeden pripad zamény
Arg275Ser [5]. Arginyl v pozici 275 je silné konzervovan.
Béhem polymerace fibrinu dochazi ke spontanni aso-
ciaci koncovych D-domén rznych molekul fibrinoge-
nu. Pro tuto interakci je diilezita pritomnost y 275Arg,
nebot guanidinova skupina jedné molekuly fibrino-
genu tvori vodikovou vazbu s hydroxylovou skupinou
y 300Ser druhé molekuly fibrinogenu, y 275Arg druhé
molekuly fibrinogenu tvoiti vodikovou vazbu s hyd-
roxylovou skupinou y Tyr280 prvni molekuly fibri-
nogenu [21]. Tyto interakce se tvofi na rozhrani dvou
sousednich koncovych domén protofibril, nezavisle na
interakci centrdlni domény s koncovou [22]. Zaména
Arg275His zplisobuje tedy poruchu tvorby protofibril.
Dalsim pripadem y dysfibrinogenemie je fibrinogen
Praha III [16]. Nositelkou mutace y Tyr363Asn byla Se-
stadvacetiletd Zena z Prahy. V roce 2003 prodélala plicni
embolii s akutni dysfunkci pravé komory, od té doby je
na antikoagulacni terapii. V roce 2004 u ni byla zjiSténa
hluboka zilni trombdza v oblasti tfisla vlevo. Polymerace
fibrinu i fibrinolyza byly porusSeny (viz obr. 2).
Kinetika odstépovani fibrinopeptid méla normalni



Obr. 4. Krystalografickd struktura yC domény s GPRP peptidem navazanym
v polymeracnim misté ,,a“ y Tyr363 (Cerné) je soucasti polymeracni prohlubné
,a"“ yC domény. GPRP peptid je zndzornén zelené. Cervené je zvyraznén ion Ca?".

pribéh, u pacientky vsak bylo zjiSténo vyssi zastoupeni
fosforylovaného fibrinopeptidu A (42 %) oproti kontrole
(22 %). Fosforylovany fibrinopeptid A tvoii pfiblizné
25 % vsech fibrinopeptidil zdravého ¢lovéka [23]. Jeho
zvySené mnozstvi bylo zjiSténo u fetalniho fibrinoge-
nu [24] a po nékterych operacich [25]. Bylo zjiSténo, Ze
fosfoserinovy zbytek na pozici Aa 3 miiZze moderovat
interakci Ax fetézce s trombinem, avSak nema vliv na
polymeraci fibrinu [26].

Tyrosylovy zbytek y 363 je situovan v polymera¢nim
misté ,,a“ yC domény [27] a je soucasti y ohybu Tyr363-
-Asn365 inverzniho typu (obr. 4). Polymera¢ni prohluben
je tvofena zbytky D297, E323, N325, Q329, D330, K338,
€339, H340, H343, Y363, D364, G366 a R375 g Yetzce [27].
Tyr363 netvoYis GPRP peptidem (tetrapeptid vazajici se do
polymeracniho mista ,,a“, ma stejnou sekvenci jako prvni
¢tyfi aminokyselinové zbytky Aa fetézce po odStépeni
FPA, které se vazi do polymera¢niho mista ,,a*) vodikovou
vazbu. Zameéna Tyr363 za Asn363 vytvati nové vodikové
vazby v polymera¢nim misté ,,a“, Asn363 tvoii vodikovou
vazbu s GIln329 a s arginylovym zbytkem GPRP peptidu.

Pritomnost Asn363 v polymera¢nim misté méni kon-
formaci polymerac¢niho mista, coZ béhem polymerace
neni idedlni a ma to nejspiSe za nasledek pomalejsi
polymeraci a vznik mensiho poctu Sirsich fibrinovych
vlaken. To zfejmé vede k pomalej$i a nedokonalé fib-
rinolyze. Na druhou stranu pfitomnost nové vodikové
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vazby s GPRP peptidem indikuje pevnéjsi
vazbu fibrinu. To zfejmé zplisobuje vznik
trombi u pacientky.

Fibrinogen Liberec je dalSim pripadem
dysfibrinogenemie, kterd nebyla dosud pu-
blikovana [28]. V tomto pfipadé se jedna
o mutaci y Tyr262Cys, ktera byla nalezena
u dvaadvacetileté Zeny béhem predoperac-
niho vySetfeni. Pacientka udavala snad-
nou tvorbu hematom a silnou menoragii.
U pacientky byla zjiSténa porucha polyme-
race fibrinu. Tyrosinovy zbytek 262 se na-
chézi v B-ohybu typu IV y262-265 (sekvence
YAMEF), blizko polymera¢niho i vapenaté
ionty vazajiciho mista. Pomoci elektrono-
vé mikroskopie bylo zjisténo, Ze fibrinova
sit z fibrinogenu Liberec ma signifikant-
né tlustsi vlakna a je vice porézni. Tyto
parametry hraji klicovou dlohu ve visko-
elastickych vlastnostech klotu. V ptipadé
fibrinogenu Bicétre II (y 308Asn/Lys) bylo
zjiSténo, Ze klot ma vétsi péry a §irsi vlakna,
coz vedlo ke sniZeni storage modulu (odrazi
elasticitu klotu), zvySeni loss tangentu (od-
razi neelastické vlastnosti klotu) a zvyseni
Darcyho konstanty (odrazi permeabilitu klotu) a to
vedlo k trombotickym epizodam [29]. Vlakna fibrinu
Bicétre mély primérnou §itku 357 nm, ktera je podobna
§ifce vldken fibrinu Liberec (443 + 98 nm).

Tyrosin 262 je lokalizovan uvnitf yC domény.
Hydroxylova skupina Tyr262 tvoii vodikovou vazbu
s Asp288. V pripadé Cys262 nebyla nalezena zadna
potencionalni vodikova vazba. Protoze Tyr262 ma aro-
maticky postranni fetézec, mtiZe byt zapojen do m-m
interakci s aromatickymi aminokyselinovymi zbytky
v okoli. Oba typy interakci jak vodikové vazby, tak m-nt
interakce mohou hrat dileZitou roli ve spravné kon-
formaci celé domény. Zameéna ve fibrinogenu Liberec
muzZe alosterickym efektem indukovat konformacni
zmeény v polymeracnim misté.

Poslednim pripadem vrozené dysfibrinogenemie
vy Tetézci je fibrinogen Praha IV [30]. V pifipadé tohoto
fibrinogenu byla nalezena mutace y Ser313Gly u dvaa-
CtyTicetiletého pacienta, ktery prodélal hlubokou zilni
trombézu po bézkovani a také uvadi ¢astou tvorbu
hematomt. Polymerace i fibrinolyza byly normalni.
Elektronovou a konfokalni mikroskopii byla zjisténa
abnormalni morfologie fibrinové sité, ktera je zfejmé
zodpovédna za trombotické projevy u pacienta (obr. 5).

V misté mutace byly dfive popsany jiné zameény.
Meyer et al. popsali mutaci y 313 Ser — Asn, ktera se
projevovala jako hypofibrinogenemie [31]; Brennan et
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Obr. 5. Struktura fibrinovych siti pripravenych z kontrolniho fibrinogenu (A, C)
a fibrinogenu Praha IV (B, D) sledovanych elektronovou mikroskopii a konfokalni

mikroskopii s flourescenénim barvenim

al. popsali mutaciy 313 Ser — Arg, kterd se projevovala
jako hypodysfibrinogenemie [32]. Je zfejmé, Ze postran-
ni fetézec ma zadsadni vliv na klinické projevy zamény.

Vrozené afibrinogenemie

Vrozena afibrinogenemie je vzacné onemocnéni
charakterizované snizenou hladinou celkového fibri-
nogenu pod 0,5 g/1. V Ceské republice se ndm zatim
podafilo identifikovat jeden pfipad afibrinogenemie.

Vrozenou afibrinogenemii se nam podarilo popsat
u chlapce narozeného v roce
2011 [33]. Koagulacni vySetfeni

evakuovan epidurdlni hematom a pacient se
stabilizoval [35]. Genetické vySetfeni odhali-
lo u pacienta homozygotni deleci v FGA genu
6477delA, ktera méla za nasledek zkraceni
Ax Tetézce a novou C-koncovou sekvenci.
S ohledem na celkové chybéni fibrinogenu,
které bylo prokazano také pomoci HPLC ne-
bylo mozné provézt dalsi funkcni vySetfeni.
Zkraceni Aa fetézce a nova C-koncova sek-
vence maji evidentné za nasledek poruchu
v biosyntéze ¢i sekreci fibrinogenu pacienta.

Vega ETescan
Digital Microseopy Imaging

Ziskané dysfibrinogenemie

Ziskané dysfibrinogenemie se projevuji
jako sekundarni onemocnéni vyvolané pri-
marnim onemocnénim. Nejcastéji se ziska-
né dysfibrinogenemie vyskytuji u pacienti
s poruchami funkce jater, ve kterych do-
chézi k biosyntéze fibrinogenu a kde vlivem
jaterni choroby dochazi nejcastéji k poruse
biosyntézy sacharidické slozky fibrinogenu.

Na UHKT jsme vySetfili pacienta se

ziskanou dysfibrinogenemii v souvislosti
s mnohocetnym myelomem [36]. Pfi koa-
gula¢nim vySetfeni byla zjiSténa porucha
koagulace (tab. 1). Jaterni testy pacienta
byly v normé, byla vSak zjiSténa vysoka
hladina paraproteinu. Pacient byl 1é¢en kombinaci
prednisonu a melfalanu. Po pil roce 1éceni doslo ke
snizeni hladiny paraproteinu a ¢astecné normalizaci
koagulace (viz tab. 1).

Sledovanim kinetiky polymerace fibrinu bylo zjisté-
no, ze pred 1é¢bou nedochézelo k polymeraci fibrinu. Po
1é¢bé doslo k normalizaci polymerace. Skenovaci elekt-
ronova mikroskopie odhalila amorfni, houbovitou fib-
rinovou sit pfipravenou z plazmy pacienta pted 1écbou.
Po 1é¢bé doslo k normalizaci morfologie fibrinové sité.

Digital Microscopy Imaging

Tab. 1. Vysledky koagula¢niho vysetfeni u ziskané dysfibrinogenemie

u tohoto chlapce ukazalo nemeé- Pfed léébou Po lé¢bé Normalni hodnoty
r1te1/ne hl.adl.ny funkcniho a cel- [ orp 352 3485 288-372's
kového fibrinogenu. Od naro-
. vyz e v .~ o PT 233s 149s 11,9-14,9 s
zeni prodélaval ruzné zavazna
krvaceni. V 11 mésicich zivota [T 64.1s 2615 134-174s
byl pro poruchy védomi prijat |RT 57,65 n. d. 14-18's
na détské oddéleni, odkud byl | Fpg (Clauss) 4359/ 540 g/l 2,0-42 g/l
urgentne letecky transporto- |'coq mynologicky) | 4:39 9/ 5,26 g/l 2,0-42 g/l
van na klinické oddeleni, kde = . 8575 o/ 1948 o/ oo/
s cev Y . . arapr | b )

byl pomoci CT zjiStén rozsahly P J J J

s e 2 2, . ili 0, 0, 0,
hematom v okcipitalni oblasti |Klotabilita 96 % 96 % >93%

se zndmkami nitrolebni hyper-
tenze. Neurochirurgicky mu byl
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Vysvétlivky: aPTT - aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as; PT - protrombinovy ¢as; TT - trombinovy ¢as; RT - reptildzovy ¢as;

Fbg (Clauss) - funkéni hladina fibrinogenu stanovend metodou podle Clausse; Fbg (Imunologicky) - celkova hladina fibrinogenu

stanovena imunologicky.
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Imunoblot izolovanych fetézct fibrinogenu na PVDF
membrané odhalil interakci y fetézce fibrinogenu se
sérem pacienta a naslednou interakci s protilatkou pro-
ti lidskym IgG konjugovanou s alkalickou fosfatazou,
kterd ukazuje na interakci paraproteinu s y fetézcem
fibrinogenu.

Mnohocetny myelom je zhoubné nadorové onemoc-
néni vychazejici z patologického klonu plazmocyti,
charakterizované nadprodukci monoklonalniho imu-
noglobulinu (paraproteinu), nejcastéji tfidy IgG, dale
IgA, IgM eventudlné jiné (Bence-Jonesova bilkovina)
[37]. Pfi¢ina onemocnéni neni znama4a, vyskytuje se
spiSe ve vysS$im véku, castéji u muzi. Paraproteiny
mohou inhibovat koagulaci bud zabranénim polyme-
race fibrinu, nebo interakci s krevnimi destickami [38].

U pacienta byla zjiSténa ziskana dysfibrinogenemie
v souvislosti s produkci monoklonalnich protilatek
proti y fetézci fibrinogenu. Ty zfejmé branily poly-
meraci tim, Ze se vazali na y fetézec a stericky branili
interakci s dal§i molekulou fibrinogenu. Vznikala tak
amorfni sit, kterd nebyla schopna stabilizovat primarni
fibrinovou zatku. K tomuto vysvétleni inhibice poly-
merace fibrinu plisobenim paraproteinu se priklani
i O’Kane et al. [39]. Ruiz-Arguelles popsal ptipad zis-
kané dysfibrinogenemie zptisobené autoprotildtkami
proti fibrinogenu s podobnym mechanismem uc¢inku
na polymeraci fibrinu [40].

ZAVER

Fibrinogen plni mnoho fyziologickych funk-
ci, z nichz nejdalezitéjsi je jeho tcast v hemostaze
(hemokoagulaci a interakci s krevnimi destickami).
Molekularni zameény ve struktufe fibrinogenu mohou
vést k rlizné zavaznym porucham jeho biosyntézy,
sekrece, degradace nebo funkce.

VySetfili jsme 36 rznych rodin s podezfenim na
dysfibrinogenemii ¢i afibrinogenemii. Popsali pri¢iny
vrozenych dysfibrinogenemii u 13 pacienti. Pomoci
genetickych, proteomickych a funkénich vySetfeni
bylo odhaleno osm pfipadt dysfibrinogenemie v Ax
Tetézci, konkrétné se jedna o mutace Aa Argl6Cys (fbg
Novy Ji¢in, fbg Ostrava II); Ax Argl6His (fbg Praha II,
fbg Ostrava I); Ax Gly13Glu (fbg Olovnice); Aa Phe98Ile
(fbg Vizovice); Ao Asnl106Asp (fbg Plzen); a kombinova-
nou mutaci Aa Gly13Glu a Aa Ser314Cys (fbg Sumperk
II). Jeden pripad byl nalezen v Bp fetézci - BB Arg237Ser
(fbg Znojmo) a ¢tyfi pripady byly odhaleny v y fetézci
-y Ser313Gly (fbg Praha IV), y Tyr262Cys (fbg Liberec),
y Tyr363Asn (fbg Praha III) a y Arg275His (fbg Brno).
Dale jsme specifikovali jeden ptipad vrozené afibrino-
genemie - FGA 6477delA (fbg Podésin). V jednom pii-
padé byla zjisténa pricina ziskané dysfibrinogenemie

ZVLASTNI VYDANI SUPLEMENTU K 65. VYROCI UHKT

v souvislosti s produkci autoprotilatek proti fibrinogenu
u pacienta s mnohocetnym myelomem.

Klinicky se nalezené mutace projevovaly rizné, vét-
§ina pacient byla asymptomaticka a k vySetfeni byli
indikovani na zakladé rutinniho vySetfeni koagulace.
Ctyfi pacienti prodélali trombotické komplikace, osm
pacientl vykazovalo hemoragické projevy. U jedné
pacientky se objevily jak hemoragické, tak trombotické
komplikace.

Studium vrozenych i ziskanych poruch fibrinogenu
nam prindsi mnoho uzitecnych dat o struktufe a funkci
molekuly fibrinogenu a pomaha zlepSovat péci o pa-
cienty s témito vzacnymi onemocnénimi hemostazy.
Studiem abnormdalnich fibrinogenti se ndm podaftilo
dulezité ¢asti molekuly fibrinogenu potfebné pro sprav-
nou biosyntézu a sekreci fibrinogenu z hepatocytii.

Protoze stale nezname pri¢inu u zhruba 50 % trom-
botickych pifihod pacientti (idiopatické trombofilie),
otevira studium fibrinogenu dalsi mozna vysvétleni
nékterych zZivot ohrozujicich komplikaci. Jak bylo v této
praci popsano, nalezli jsme nové mutace v molekule
fibrinogenu, které mohou byt odpovédné za trombo-
tické pfihody u pacientil, u nichZ nebyl nalezen zZadny
bézny tromboticky marker. Bézné koagulacni testy jsou
primarné zaméfeny na sledovani krvacivych ptriznaki,
pficemz trombotické komplikace jsou laboratorné vét-
Sinou nezachycené a mohou byt v mnoha pfipadech
zavaznéjsi nez komplikace hemoragické.
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