Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Fibrinogen

Bakalatska prace

2022 Nikola Hemplova



University of Pardubice

Faculty of Chemical Technology

Fibrinogen

Bachelor thesis

2022 Nikola Hemplova



Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2020/2021

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a piijment: Nikola Hemplova

Osobni gislo: C18220

Studijni program: B3912 Specialni chemicko-biologické obory
Studijni obor: Zdravotni laborant

Téma prace: Fibrinogen

Téma prace anglicky: Fibrinogen
Zadavajici katedra:  Katedra biologickych a biochemickych véd

Zasady pro vypracovani

1) Zpracujte literdrni redersi zaméfenou na popis koagulacniho faktoru fibrinogenu. Ve své praci
nejprve popiste strucéné hemokoagulaéni kaskadu Elovéka. Zde se pfedeviim zaméfte na uvedeni
prehledu funkci koagulaénich faktord. Masledné podrobné popiste biomolekulu fibrinogenu, a to
obzvlaité jeho strukturu, syntézu, aktivaci a roli pfi hemostaze. Vedle toho uvedte také Gdaje popisujici
kromé hemokoagulacni funkce také roli v jinych fyziologickjch pochodech (napf. imunclogickych,
reparacnich, regulaénich).

2) Ke zpracovani kompilace vyuZijte elektronickjch védeckych databazi, jako jsou napf. Sciencelirect,
HighWire, NCBI Pubmed, apod.



Rozsah pracovni zprévy: 25s.
Rozsah grafickych praci: dle potieby
Forma zpracovani bakalafské prace: tiSténa

Seznam doporucené literatury:

Vedouci bakalarské prace: doc. RNDr. Tomas Rousar, Ph.D.
Katedra biologickych a biochemickych véd

Datum zadéni bakalaiské prace: 18. prosince 2020
Termin odevzdani bakalarské prace: 2. éervence 2021

LS.
prof. Ing. Petr Kalenda, CSc. v.r. prof. Mgr. Roman Kandar, Ph.D. v.r.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 26. Gnora 2021



Cestné prohlaseni

Prohlasuji:

Tuto praci s nazvem Fibrinogen jsem vypracovala samostatné. Veskeré literarni prameny
a informace, které jsem v praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem seznamena s tim, ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici
ze zakona ¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem
autorskym a o zméné nékterych zakonu (autorsky zakon), ve znéni pozdéjsich predpisti,
zejména se skutecnosti, Zze Univerzita Pardubice ma pravo na uzavieni licencni smlouvy
o uziti této prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zdkona, a s tim,
ze pokud dojde k uziti této prace mnou nebo bude poskytnuta licence o uziti jinému
subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne pozadovat pfiméfeny piispévek
na uhradu nakladu, které na vytvoreni dila vynalozila, a to podle okolnosti az do jejich
skutec¢né vyse.

Beru na védomi, ze v souladu s § 47b zdkona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skolach
a o0 zmén€ a doplnéni dalSich zakonti (zdkon o vysokych Skolach), ve znéni pozdéjsich
ptedpisti, a smérnici Univerzity Pardubice ¢. 7/2019 Pravidla pro odevzdédvani,
zvetejnovani a formalni upravu zavére¢nych praci, ve znéni pozdé¢jsich dodatkt, bude

prace zvetejnéna prostiednictvim Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 27. 6. 2022 Nikola Hemplova



PODEKOVANI

Timto bych chtéla pod€kovat doc. RNDr. Tomasi RouSarovi, Ph. D. za poskytnuti
cennych rad a vécnych pfipominek béhem psani bakalatské prace. D&kuji také své rodiné

a prateliim za podporu pfi psani prace a v prib¢hu celého studia.



ANOTACE

Tato bakalarska prace je zamétena je glykoprotein fibrinogen. Nejprve je v praci popsana
hemostaza a jeji jednotlivé ¢asti, zamétené predevsim na hemokoagulaci a fibrinolyzu.
V dalsi Césti se prace vénuje samotnému proteinu, jeho historii, struktuie, syntéze,
moznosti vazby s dal$imi buiikami nebo chovani fibrinogenu jako proteinu akutni faze.
Dale jsou v praci popsana nejhojnéji vyuzivana laboratorni stanoveni pro zjiSténi
koncentrace fibrinogenu. Také jsou v této praci zminény jednotlivé substitucni slozky pfi
deficitu fibrinogenu. Posledni ¢ast je vénovana patologii fibrinogenu pii poruse syntézy
jednotlivych fibrinogenovych fetézci nebo jak fibrinogen reaguje Vv soucasnosti
na COVID-19.

KLICOVA SLOVA

Hemostaza, fibrin, fibrinogen, struktura, patologie

TITLE

Fibrinogen

ANNOTATION

This Bachelor thesis is focused on glycoprotein fibrinogen. Firstly, there is described
haemostasis and its individual parts, mainly focused on haemocoagulation and
fibrinolysis. The next part is devoted to the protein itself, its history, structure, synthesis,
the possibility of binding with other cells or fibrinogen as an acute phase protein.
Furthermore, in this work is described widely used laboratory detection to determine the
concentration of fibrinogen. In the work is also mentioned the individual substitution
components for fibrinogen deficiency. The final section is devoted to the pathology of
fibrinogen in the event of synthesis Disorders or how fibrinogen currently responds
to COVID-19.
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SEZNAM ZKRATEK

alla
ALL
aPTT
Arg
CRP
CRYO
Cys
ER
FCP
FDP
FFP
FpA
FpB
FReD
Gla
Gln
Gly
GPIba
His

IL

Lys
PAF
PAI-1
PAI-2
PLG
Pro
Pro-uPA
PT

a-trombin

akutni lymfoblasticka leukémie
aktivovany parcialni tromboplatinovy cas
arginin

C-reaktivni protein

kryoprecipitat

cystein

endoplazmatické retikulum
produkty Stépeni fibrinogenu
degradacni produkty fibrinu

Cerstv¢é zmrazena plazma (fresh frozen plasma)
fibrinopeptid A

fibrinopeptid B

domény souvisejici s fibrinogenem
kyselina gama-linolenova

glutamin

glycin

receptor glykoproteinu

histidin

interleukin

lysin

protein akutni faze

inhibitor aktivatoru plazminogenu 1
inhibitor aktivatoru plazminogenu 2
plazminogen

prolin

prourokindza

protrombinovy Cas



RSE rychlost sedimentace erytrocytl

TAFI trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy
TF tkanovy faktor

TLR toll-like receptor

TNF tumor nekrotizujici faktor

tPA tkanovy aktivator plazminogenu

uPA urokinaza — aktivator plazminogenu

VWF von Willebranduv faktor



1.  UVOD

Fibrinogen je jednou z primarnich slozek koagula¢ni kaskady s hmotnosti 330 kDa
a po poSkozeni tkan¢ rychle tvofi nerozpustnou matrici (Brown et Barker, 2014).
Je to jeden z nejhojnéjsich proteind v plazmé, hned po albuminu a imunoglobulinech.
Jeho fyziologické hladiny jsou 2-4 g/l a je syntetizovan v jatrech (Mackie et al., 2003).
Fibrinogen ma v téle dulezité ukoly, jako je hojeni ran a zanétd, ale jeho jeden
fibrinogenu mohou vést ke krvaceni nebo k trombotickym stavim. VétSina faktort je
syntetizovana jatry, tudiz pii poskozeni jater jsou ¢asto pozorovany nizsi hladiny faktort,
kde jako prvni klesa fibrinogen.

Fibrinogen, jako protein akutni faze, se pii zanétlivych stavech zvySuje stejné jako
pfi menopauze, koufeni, s vy$Sim vékem, pii t€hotenstvi nebo pii uzivani hormonalni
antikoncepce. Na druhou stranu konzumace alkoholu, fyzicka zatéz nebo piili§ Casta
konzumace ryb hladinu fibrinogenu snizuji.

Ve své nepfeménéné formeé také prispiva k agregaci krevnich desticek

prostiednictvim receptort, které maji desticky na svém povrchu (Rizzo et al., 2019).
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2.  HEMOSTAZA

Hemostéaza je dilezity dé€j chranici organismus pied vykrvacenim pii poruseni
endotelu cév, nebot dochazi k zastavé krvaceni. Sklada se ze ¢&tyt kroku, které se
navzajem ovlivituji a doplituji. Prvnim krokem je vazokonstrikce cévy v misté poranéni,
¢imz se omezi ztraty krve. Muze byt vyvolana nervovymi reflexy, které jsou iniciovany
bolesti, nebo mize byt zplisobena lokalni myogenni reakci cévy, a to kontrakci svaloviny.
DalS§i moznosti je humoralni ovlivnéni pisobenim serotoninu, coz je latka, ktera
podporuje stahy svaloviny, nebo vlivem latky tromboxanu A2, ktera je produkovana
aktivnimi krevnimi desti¢kami. Ten stimuluje aktivaci novych desticek a zvySuje jejich
agregaci. DileZitou humoralni latkou je také adrenalin a nonadrenlin. Oba maji vyznamné
cirkula¢ni vlastnosti v organismu.

Nasledujicim krokem je vytvofeni trombocytarni zatky, kterd vznikd aktivaci,
adhezi a nakonec agregaci krevnich desticek. Fyziologickd hodnota trombocytil je
150-300-10%1 a jejich velikost je 2-4 um. Jsou to bezjaderné buiiky, které vznikaji
odstépovanim cytoplazmy megakaryocytil v kostni dfeni a podili se na hemostaze.

Vétsina desticek za cely svij zivot nepodstoupi interakci s odhalenym
subendotelem cévy. OvSem v misté cévniho poranéni dochdzi k tomu, Ze subedotelilni
extracelularni matrice je vystavena krvi, ke které se desticky okamzit€ vazi. Tato matrice
obsahuje nékolik adhezivnich makromolekul, jako je von Willebrandiv faktor (VWF),
kolagen nebo fibronektin, které slouzi jako ligandy pro navazani receptorit krevnich
desticek. Mezi témito subendotelidlnimi latkami jsou pfitomné fibrilarni kolageny typu
I a Ill, coz jsou nejsiln€jS$i medidtory adheze krevnich desticek, jelikoz maji silny
aktivacni potencial. Po¢atecni adheze mezi krevnimi destickami a extracelularni matrici
zavisi na podminkach, které jsou vcévach. Pokud je tok Kkrve pomalejsi,
tak se desticky adheruji pfedevsim na kolagen a fibronektin. Pti vys$si rychlosti je dilezita
interakce mezi receptorem glykoproteinu s povrchem krevnich desti¢ek (GPIba) a vWF,
jelikoz dochazi ke zpomaleni rychle tekoucich desti¢ek. Tento proces zpomaleni vede
k tomu, Ze se zde mohou vytvofit dalsi vazby, a to vede ke tvorbé trombu (Broos, 2011).

Krevni desti¢ky se po navazani na kolagen, jenzZ ma zaporny naboj, adheruji v misté
poranéni. Nasledkem aktivace méni trombocyty rychle svij tvar, vysilaji pseudopodie
plisobenim Ca?* a trombosteninu, coZ je diileZity kontraktilni protein, ktery je odpovédny
za jejich tvorbu. Tim, ze se desticky aktivuji, za¢nou produkovat latky, které stimuluji

dalsi trombocyty a podporuji jejich agregaci. Mezi tyto latky patii tromboxan A2, jehoz
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prekurzorem je kyselina arachidonova, ktera se nachazi v membran¢ destiéek, a serotonin,
jenz stimuluje stahy svaloviny. Na povrchu trombocytd jsou také pfitomné
glykoproteinové receptory, které vazi vWF a fibrinogen. Tyto navazané faktory
napomahaji agregaci, ¢imz dochazi k zakryti odhalené trhliné na cévé.

Tietim krokem hemostazy je hemokoagulace, tedy vlastni srazeni krve. Sklada
se ze dvou Casti, a to z vnitini a vnéjsi kaskady, které se lisi typem aktiva¢niho stimulu.
Oba systémy se navzajem dopliuji a jejich cilem je aktivace trombinu a naslednd preména
rozpustného proteinu fibrinogenu na nerozpustny fibrin.

Posledni casti hemostazy je fibrinolyza, ktera vede k degradaci primarni zatky
po zahojeni rany. Tohoto procesu se ucastni plazmin, ktery se vyskytuje v neaktivni formée
jako plazminogen. Plazmin $tépi fibrin na jeho degradac¢ni produkty (FDP) a je aktivovan

tkanovym aktivatorem plazminogenu nebo urokindzou.

2.1 HEMOKOAGULACE

Hemokoagulace je zahdjena expozici krve transmembranovému proteinovému
tkanovému faktoru (TF). Za fyziologickych podminek neni TF uvolfiovan krevnimi
ani endotelidlnimi bunkami, které jsou v ptimém kontaktu s koagula¢nimi protedzovymi
zymogeny cirkulujicimi v plazmé. Toto oddéleni extravaskularniho TF a cirkulujicich
faktorii srazeni plazmy brani nevhodné aktivaci koagulace za fyziologickych podminek
(Antoniak, 2018).

VétSina faktorii srazeni jsou prekurzory proteolytickych enzymt, zymogent, které
cirkuluji v krvi v neaktivni formé. VétSina faktorli je produkovéna jatry, mimo
faktory IlI, IV a VIII. Tyto proteiny prochazeji posttransla¢ni modifikaci, kdy dochazi
ke karboxylaci rezidui kyseliny glutamové. Upravy umozni témto faktoriim vézat vapnik,
dalsi dvojmocné kationty a podilet se na srazeci kaskadé (Palta et al., 2014).
ktera je zarovenl zdrojem trombocytl, jenZ ptispivaji k hemostatickému procesu. Pokud
se narus$i endotelidlni vystelka perforujicim poranénim, extravaskularni ¢ast a krev
interaguji a vyvolavaji lokalni koagulacni reakci. Pii této reakci dochdzi ke zmirnéni
ztraty krve a zahajuje se proces cévni opravy (Mann et al., 2009).

Schopnost srazeni krve zavisi na funkci a na stavbé dvou zasadnich komplext

krevni srazlivosti, jsou jimi komplexy Xazy a protrombinazy. Tyto ptibuzné proteinové
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komplexy maji podobnou sestavu na bunééném povrchu. Xazy pifeménuji faktor X
na aktivni faktor Xa a protrombindzy konvertuji protrombin na trombin (Oliva et al.,
2020). Hemokoagulacni kaskada je klasifikovana na vnitini a vné&jsi cestu, které
se sbihaji pfi aktivaci faktoru X.

Vnéjsi cesta je povazovana za prvni krok u hemostazy zprostiredkované plazmou.
Za fyziologickych podminek cévni endotel minimalizuje kontakt mezi TF
a plazmatickymi prokoagulancii, ale pfi cévni poruse dojde k jeho odhaleni a navaze
se s faktorem VIla a vapnikem, aby mohlo dojit k pfemén¢ faktoru X na faktor Xa.

Pti vnitini cesté dochézi k aktivaci trombinu pomoci faktoru XII. Nejdiive dochézi
k aktivaci faktoru XI pomoci faktoru XII, vysokomolekularniho kininogenu
a prekalikreinu. Aktivovany faktor XI nasledné aktivuje faktor IX, ktery pak ptsobi
spole¢né s faktorem VIII, ¢imz dochazi k aktivaci faktoru X. Nakonec aktivovany faktor
X spole¢né se svym kofaktorem, faktorem V, tkanovymi fosfolipidy, destickovymi
fosfolipidy a vapnikem vytvoii protrombinovy komplex a dojde k pfeméné protrombinu
na trombin. Vznikly trombin dale S§tépi rozpustny fibrinogen na nerozpustny fibrin
a aktivuje faktor XIII, ktery zkitizi fibrinové polymery. Timto se vytvofi fibrinova sit,

ktera zpevni srazeninu a vytvoii kone¢nou sekundarni hemostatickou zatku (Palta et al.,

2014).
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2.1.1 PROTROMBIN/TROMBIN

Protrombin neboli koagula¢ni faktor II je vitamin K-dependetni a vyskytuje
se vpomérné¢ vysokém mnozstvi v Krvi, kde cirkuluje o koncentraci 0,1 mg/ml
a o polocase 60 hodin (Pozzi et Di Cera, 2014).

Protrombin se sklada z fragmentu 1 (rezidua 1-155), fragmentu 2 (rezidua 156-271)
a proteazové domény (rezidua 272-579) (Obr.1). Fragment 1 obsahuje doménu
Gla (rezidua 1-46) a kringle-1 (rezidua 65-143). Fragment 2 obsahuje druhy kringle
(rezidua 170-248) a proteazova doména obsahuje fetézec A (rezidua 272-320)
a katalyticky fetézec B (rezidua 321-579). Tii linkers domény spojuji kringle-1
s doménou Gla (rezidua 47-64), dva kringly (rezidua 144-169) a kringle-2 s fetézcem
A (rezidua 249-284). Na vazb¢ protrombinu na membranu desticek se podili doména Gla
v piitomsnoti Ca?*. Kringle-1 a kringle-2 interaguji s kofaktorem Va stejné jako rezidua
Vv katalytickém fetézci B, kterd jsou rozptylena mezi autolytickou kli¢kou a exositem I.
Faktor Xa reaguje skringlem-2 a srezidui v blizkosti exositu II B fetézce
(Pozzi et al., 2013). Kringly jsou malé strukturni prvky, které obsahuji
asi 60 aminokyselin, nachazeji se v proteinech genomu a zprostfedkovavaji interakce
protein-protein (Padmanabhan et al., 1994).

V predposlednim kroku koagula¢ni kaskady se protrombin proteolyticky preméni
na aktivni protedzu trombin, ktery nasledné¢ katalyzuje pfeménu fibrinogenu
na nerozpustnou fibrinovou sraZeninu. Podili se také na aktivaci krevnich desti¢ek
prostiednictvim proteindzou aktivovaného receptoru 1 a také zpétné kontroluje
koagulaéni odpovédi zprosttedkovanim trombomodulin dependentniho proteinu C
(Pozzi et Di Cera, 2014). K pfeméné protrombinu na trombin dochézi v pFitomnosti
protrombinazového komplexu, ktery se sklada z proteazového faktoru Xa, kofaktoru Va,
fosfolipids a Ca?*(Pozzi et Di Cera, 2014). Aktivace protrombinu protrombinazou
zahrnuje S$tépeni na dvou odlisSnych mistech, a to Arg-271 a Arg-320, dvéma
alternativnimi cestami (Chinnaraj et al., 2018). V zavislosti na pofadi $tépeni muze
dochazet k aktivaci pfes dva mozné meziprodukty, a to bud’ meizotrombin, nebo
neaktivni intermediarni pretrombin-2, aby vznikl a-trombin (alla) (Whelihan et al.,
2012). Rozstépenim na Arg-271 odstrani pomocné domény, a to fragment 1 a fragment
2, &imz vznikne neaktivni prekurzor protrombin-2. Stépeni na Arg-320 oddéluje fetdzce
A a B, které ziistavaji spojeny disulfidovou vazbou (Cys-293-Cys-439), ¢imz vznikne

aktivni meziprodukt, a to meizotrombin (Pozzi et al., 2013).
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Na nedestickovém povrchu nebo na syntetickych fosfolipidovych vaccich dochazi
k aktivaci protrombinu prostiednictvim meizotrombinu. Pokud ale dochazi k aktivaci
protrombinu na povrchu krevnich desticek, tak se tohoto ucastni pretrombin-2

(Whelihan et al., 2012).

Fragment 1 Fragment 2 Protease Domain
A1-R155 $156-R217 T272-E579

| I | |
R155 R271 T |

Obr. 1: Struktura protrombinu

Vyse je schématické zndazornéni protrombinu sloZeného z fragmentu 1, fragmentu 2
a protedzové domény. Nize je rentgenova krystalicka struktura protrombinu s Kringle-1
(Cervena), kringle-2 (zelena) a protedzovou doménou (A retézec oranzovy a B retézec zluty).
Aktivni oblast je oznacend kruznici (Pozzi et al., 2013).
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2.2 FIBRINOLYZA

Za fyziologickych podminek je hemokoagulacni kaskada i fibrinolyza ptesné
regulovdna imérnym mnozstvim substratil, aktivatorti, inhibitort, receptort a kofaktorti
(Chapin et Hajjar, 2015). Molekularni vazby mezi témito systémy umoznuji lokalizovat
a vCasné odstranit bud’ probihajici, nebo akutné vyvolanou fibrinovou srazeninu. Tyto
koordinované molekuldrni pochody zajist'uji tekutost krve a zaroven zabranuji jeji ztrate.
Aktivace koagulaéni kaskady nakonec vede k produkci trombinu, ktery vede
ke tvorbé trombu pfeménou fibrinogenu na fibrin a k aktivaci trombocyti. Plazminogen
(PLG) je cirkulujici zymogen v plazmé, ktery je pfeménovan na plazmin serinovymi
proteazami, tkanovym PLG aktivatorem (tPA) a urokinazou (uPA). Plazmin je hlavni
fibrinolytickou proteazou (Cesarman-Maus, et al., 2005).

TPA se syntetizuje a uvoliiuje endotelidlnimi buitkami, uPA je produkovan
monocyty, makrofagy a moc¢ovym epitelem. Ob¢ protedzy maji v ob¢hu kratky polocas,
a to 4-8 min, a to v dasledku pfitomnosti vysokych koncentraci inhibitoru aktivatoru
PLG-1 (PAI-1) (Chapin et Hajjar, 2015). Prostfednictvim mechanismu pozitivni zpétné
vazby S§tépi plazmin tPA 1 uPA a pfeménuje je zjednoho fetézce na aktivnéjsi
dvoufetézcové polypeptidy. Fibrin, jakozto hlavni substrat plazminu, reguluje svou
vlastni degradaci vazanim PLG 1 tPA na jeho povrch, ¢imz zvySuje tvorbu plazminu.
Pfi absenci fibrinu je tPA slabym aktivatorem pro PLG, ovSem V piitomnosti fibrinu se
zvySuje jeho ucinnost az o dva fady (Rijken et Uitte de Willige, 2017).

Jakmile je plazmin vytvoien, dochazi tedy ke §tépeni fibrinu, vytvateni rozpustnych
degradacnich produktd a k odhalovani zbytkt karboxy-terminalniho lysinu (Lys).
Kringle-2 ztPA a 1 a 4 z PLG obsahuji mista, ktera vazou Lys, ¢imz zprostfedkovavaji
dalsi vazbu na fibrin. To vede ke zvySené tvorb¢ plazminu a odstraiiovani fibrinu. Vazba
muize byt blokovana analogy Lys, jako je kyselina epsilonaminokapronova, kyselina
tranexamova a trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy (TAFI). Pokud je aktivovan
trombinem, TAFI, jakozto karboxypeptidaza, odstraiuje karboxy-terminalniho rezidua
Lys. Z tohoto diivodu se snizuje tvorba plazminu, stabilizuji se fibrinové tromby a vytvari
regulacni spojeni mezi koagulaci a fibrinolyzou (Kolev et Longstaff, 2016).

Rozpousténi fibrinu je také regulovano inhibitory aktivace PLG, jako je inhibitor
PAI-1, inhibitor aktivatoru PLG-2 (PAI-2) a o2-antiplazmin (A2AP). Plazmin véazany

na fibrin je chranén pfed A2AP, a to z divodu obsazenosti mist vazajicich Lys.
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TAFI na druhou stranu snizuje tuto ochranu tim, ze odstraniuje zbytky Lys na fibrinu
(Chapin et Hajjar, 2015).

Rizné typy bunék navic podporuji tvorbu plazminu prostiednictvim exprese
bunénych povrchovych receptori. Endotelidlni buniky, monocyty, makrofagy
a neutrofily vazou PLG stejné¢ jako tPA 1 uPA. Receptory téchto bunck lokalizuji
fibrinolytickou aktivitu a slouzi jako kofaktory pifi probihajici tvorbé plazminu

(Cesarman-Maus, et al., 2005).

221 PLAZMINOGEN/PLAZMIN

Zymogen PLG je vyluCovan jako jednofetézcovy glykoprotein jatry a cirkuluje
v Krvi v neaktivni formé (Chana-Munoz et al., 2019). Sklada se z N-terminalniho
aktivacniho peptidu, péti kringle domén a karboxy-terminalni domény serinové proteazy.
Kringle domény jsou peptidy tvorené 80 aminokyselinami a jsou propojeny
triple-disulfidickou vazbou. Tyto domény jsou zodpovédné za vazbu substratu a interakci
PLG s buné&nymi povrchovymi proteiny. Obsahuji vazebnd mista pro Lys
a specificky vazi ow-aminokyseliny, jako je kyselina g-aminokaproova a analogy Lys
(Urano et al., 2018).

Spojeni PLG s bunécnymi receptory meéni konformaci PLG z T konformace, ktera
je uzaviena a nepristupna nechténé aktivaci na R konformaci, jenz je volnéjsi, a usnadni
jeho aktivaci prostiednictvim uPA nebo tPA (Didiasova et al., 2014). UPA je
syntetizovana a secernovana jako zymogen prourokinazy (pro-uPA) a aktivuje se
po navazani na sviij bunéény receptor (UPAR/CD87) migrujicich bun€k. Mezi né patii
aktivované leukocyty, endotelidlni buiky, fibroblasty, ale také nadorové bunky.
Po navézani na receptor je neaktivni jednofetézcova pro-uPA zpracovana na aktivni
dvoufetézcvou UPA (Zwirzitz et al., 2018).

TPA je syntetizovan a sekretovan z vaskularnich endotelidlnich bunék a postupné
se konvertuje z jednofetézcové formy na dvoufetézcovou, ktera nasledné katalyzuje
plazmin nebo se vaze na fibrin. Jakmile se vytvofi plazmin, tak za¢ne $tépit proteiny
bunééného povrchu na C-koncovych peptidovych vazbach Lys, coz zesiluje akumulaci
PLG na nové vytvorenych C-terminalnich Lys zbytcich na povrchu endotelidlnich bun¢k

(Urano et al., 2018).
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Existuji tfi zpusoby, jak udrzet aktivaci PLG pod kontrolou. Za prvé uPA i tPA
jsou citlivé na inhibici PAI-1. Na PAI-2 se vykazuje hlavng¢ inhibi¢ni aktivita vici uPA
a je mén¢ ucinny proti tPA (Didiasova et al., 2014). Za druhé piimé inhibitory plazminu,
o2-antiplazmin, jsou pfitomny v plazmé a blokuji pouze aktivitu volného plazminu,
zatimco plazmin navazany na bunécny povrch nechava intaktni. Za tfeti PLG interaguje
pies mista vazajici Lys, ktera jsou umisténa v jeho kringle doménach a s Lys obsazenymi

V receptorech, coZz omezuje aktivaci na bunééném povrchu (Zwirzitz et al., 2018).

2.2.2 FIBRIN

Fibrin je konecny produkt srazeni krve, ktery tvofi pevnou strukturu
hemostatickych srazenin a trombt v cévach. Je také hlavni slozkou extracelularniho
matrixu a podili se na rozsahl¢ Skale bunénych procest, jako je bunééna adheze,
migrace, proliferace, diferenciace a angiogeneze. Fibrin se hojn¢ vyuziva jako vSestranny
biomaterial v tkanovém inzenyrstvi, jako transportni prostfedek pro buiiky, 1éky, ristové
faktory, geny a jako matrice pro kultivaci bun¢k (Zhmurov et al., 2018).

Pfeména fibrinogenu na fibrin je zprostiedkovdna trombinem, ktery se vaze
na centralni oblast fibrinogenu a katalyzuje S$tépeni dvou kratkych peptidu,
a to 16 zbytkového fibrinopeptidu A (FpA) a 14 zbytkového firinopeptidu B (FpB). Tyto
kratké peptidy se nachazeji na N-terminalni ¢asti Aa a Bp fetézcu fibrinogenu (Riedel
et al., 2011). FpA se odstépuje rychleji nez FpB, ale jak polymerace postupuje, rychlost
uvoliiovani FpB se zvySuje. Uvolnénim FpA se odhali N-termindlni a-fetézcovy motiv
Gly-Pro-Arg (GPR), nazyvany jako knoflik ,,A*. Ten je komplementarni k otvorim ,,a*,
jenz jsou umistény v y-uzlikach jiné molekuly fibrinu a poskytuji interakci A:a. Stépeni
FpA a expozice knoflikd ,,A*“ je nezbytné k vytvofeni fibrinové srazeniny (Weisel
et Litvinov, 2013).

Uvolnéni FpB odhaluje N-terminalni motiv B-fetézce Gly-His-Arg-Pro (GHRP),
nazyvany jako knoflik ,,B“. Tento knoflik je komplementéarni k otvoru ,,b* umisténému
v globularnim B-uzlu (Weisel et Litvinov, 2013). Tato interakce B:b je méné zasadni nez
A:a, jelikoz fibrinové srazeniny mohou vznikat i bez pfitomnosti B:b (Brown et Barker,
2014). Po pocateénim Stépeni dochazi k interakci mezi dvéma sousednimi molekulami
za vzniku nekovalentnich vazeb mezi oblasti E jedné molekuly a oblasti D jiné molekuly,

¢imz se vytvoii polorozloZeny dimer. K nému se pfidavaji dal$i molekuly, aby vznikly
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dvouvlaknové protofibrily. Ty dosahuji délky 600-800 nm a poté se lateralné spojuji
S jinymi protofibrily za vzniku fibrinovych vldken. Tento proces je posilen interakcemi
mezi doménami aC sousednich molekul. Vldkna se pak dale vétvi, coz vede k vytvoreni
gelu vyplnujiciho prostor (Brown et Barker, 2014).

Béhem a po polymeraci jsou fibrinova vlakna kovalentné zesitovana faktorem
Xllla. FXIllla zesituje a i 7y fetézce fibrinu prostfednictvim intermolekuldrnich
g(y-glutamyl)lysylovych vazeb mezi y406Lys jednoho fetézce a y398/399GlIn jiného
y-fetézce. Stejné vazby se tvoii pomaleji na C-terminalni Casti a-fetézcl za vzniku y-v,
a-0 a y-o pficnych vazeb. I'-y se tvorii téméf okamzité po aktivaci FXIII a zesitovani
probiha rychleji. Husté kovalentni zesiténi mezi protofibrily vede k nevratnému procesu
a stabilizuje fibrinové polymery, ¢imz je déla mechanicky odolnymi a pevnymi vuci lyze
(Obr. 2) (Lim et al., 2003).

aC mgm
Fibrinogen Muh - . Release of
. 4 Mb fi bnnopeptldes
Fibrin monomer
knobs A
Knob-hole
interactions
Fibrin oligomer
Lateral
aggregation

Two
protofibrils

Trimolecular
(equilateral)
junction

Obr. 2: Postupna polymerace fibrinu
(1) uvolneni FpA/B z fibrinogenu, (2) sestaveni monomerniho fibrinu prostrednictvim interakci
knoflik-dira, (3) lateralni agregace protofibril, (4) vznik vlakna z protofibril, (5) tvorba
fibrinové site (Weisel et Litvinov, 2013).
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2.2.2.1 DEGRADACNI PRODUKTY

Produkty degradace fibrinu (FDP) se zacinaji tvofit, pokud je aktivovan PLG
a plazmin zacne degradovat trombus. Iniciace srdzeni také zahrnuje uvolnéni
fibrinopeptidu A a B. Dochazi také ke vzniku fragmenti D a E a mensich fragmentt, jako
je peptid BB 15-42 (Jennewein et al., 2011).

Pti proteolytické degradaci fibrinu mohou také vznikat meziprodukty, polypeptidy
nebo oligomery, které jsou zndmé jako XL-FDP neboli zesit'ujici produkty degradace
fibrinu. Proteolyza fibrinu(ogenu) zacina v C-terminalni ¢asti fetézce, ze kterého jsou
odstranény kratké¢ peptidy. Po nasledném odpojeni kratkého peptidu z Bf fetézce
se molekula fibrinu(ogenu) pfeméni na meziprodukty X. Po asymetrickém $tépeni téchto
meziproduktli vznikaji dva fragmenty, ato D a Y. Fragment Y se ihned §tépi na fragmenty
E a D. Pokud neni pfitomny vapnik, tak se fragment D dale §té€pi na mensi fragmenty
(lehky fragment D3). Kompletni degradace fibrinu(ogenu) tedy vede k vytvoreni dvou
molekul fragmentu D a jednoho fragmentu E (Obr. 3) (Kotodziejczyk et Ponczek, 2013).

Proto, aby se D-dimery vytvorily, je zapotiebi tii enzymi, a to trombinu, XIlla
a plazminu. Proces za¢ina v moment¢, kdy trombin konvertuje fibrinogen na monomery
fibrinu. Tyto monomery poté vytvari fibrinové polymery prostiednictvim nekovalentnich
interakci, zaloZenych na alosterickych zménach v proteinu v disledku trombinového
Stépeni. Fibrin je posilen interakcemi s faktorem XIII, ktery po aktivaci trombinem
zesituje D domény sousednich fibrinovych monomera (Johnson et al., 2019). Jeho
polocas rozpadu je 8 hodin a v krvi jsou hladiny D-dimert zvyseny jiz po dvou hodinach
od vytvoreni fibrinu. Za fyziologickych podminek je hladina D-dimerl nizka, ale
s postupujicim vékem se zvySuje (Zhang et al., 2018).

Jednotlivé FDP mohou mit imunomodula¢ni G¢€inky. Fibrinopeptid B miize
slouzit jako chemoatraktant pro neutrofily, monocyty a makrofagy. Fragment B 15-42
N-terminéalniho B fetézce ma jak vlastnosti indikujici cytokiny, tak imunosupresivni
vlastnosti, jenz chrani endotelidlni bariéry a mohou chranit organy pted ischemii

(Chapin et Hajjar, 2015).
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Obr. 3: Produkty degradace fibrinu

Degradacni produkty vzniklé piisobenim plazminu z fibrinogenu (A) a fibrinu (B). C Fetézce jsou
zobrazeny zelené, D fragmenty riuzové a E fragmenty modie (Brown et Barker, 2014).
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3. FIBRINOGEN

3.1 HISTORIE

Jiz v patém a ¢tvrtém stoleti pfed nasim letopoctem si hippokratovsti 1ékati vSimli
pfitomnosti vlaken v cirkulujici krvi. OvSem az v sedmnéctém stoleti, v roce 1666,
Marcello Malpighi (1628-1694) objevil fibrin, kdyZ zkoumal srde¢ni tromby a krevni
srazeniny in Vitro pomoci svételného mikroskopu. Zjistil, Ze jejich struktura je velmi
podobna. Poprvé popsal jak ¢ervené krvinky, tak i sitovinu s vldknitou strukturou, kterou
dnes zname jako fibrin (Costa-Filho et al., 2016). Tyto objevy jsou popsany v Malpighiho
,De Polypo Cordis®, ktery byl publikovan v Bologni v roce 1666. O vice jak sto let
pozdé&ji, v roce 1788, Antoine Fourcroy (1755-1809) fibrin pojmenoval (Douglas, 1999).
Foucroy tekl, ze existuji tfi tfidy zivocisné hmoty, a to zelatina, zelé, které¢ je mozné
extrahovat vafenim z koznich §lach, membran a dalSich podobnych tkani. Druhou tfidou
byl albumin, ktery byl rozpustny ve vodé, ale byl vysrazen teplem, kyselinami nebo
alkoholem. Byl nalezen ve vajeéném bilku, krevnim séru a mlé¢ném kaseinu a obsahoval
vy$si podil dusiku nez Zelatina. Posledni tfidou byl praveé fibrin, ktery vytvarel srazeniny
v Krvi a prokazal, ze prekurzorem fibrinu je rozpustna latka ptitomna v plazmé, ale ne
v séru (Fourcroy, 1788).

V roce 1838 Jons Jacob Berzelius (1779-1848) pojmenoval ,protein® jako
morganicky oxid fibrinu a albuminu“. Berzelius v dopise Gerardusovi Johannesovi
Mulderovi (1802-1880) ze dne 10. ¢ervence 1838 poprvé navrhl termin ,,protein
k popisu odlisné tiidy biomolekul a uvedl: ,,Nazev protein, ktery navrhuji pro organicky
oxid fibrinu a albuminu, jsem chtél odvodit z feckého slova proteios, protoze se zda byt
primitivni.“ (Berzelius, 1838). V roce 1847 Rudolf Virchow (1821-1902) fibrinogen
pojmenoval. Tento termin navrhl pro pomaleji srazejici se latku, nez kterd se normalné
srazi ve stejné biologické kapaling, a uvedl ,,Kdybychom tomu chtéli dat jméno, mohl
by se jmenovat fibrinogen.* (Virchow, 1847). V roce 1859 nezavisle na Virchowovi
Denis ve svém dile ,,Mémoire sur le sang® rozpoznal, ze plazma obsahuje srazeci latku
odlisnou od fibrinu a snazil se tento protein vycistit a charakterizovat (Denis, 1859).

Hermann Adolf Alexander Schmidt (1831-1894) v roce 1872 studoval pfeménu
fibrinogenu na fibrin a prokazal, Ze se jedna o enzymaticky proces
(Costa-Filho et al., 2016). O par let pozdgji, v roce 1879, Olof Hammarsten (1841-1932)

ptipravil prvni purifikovany fibrinogenovy preparat. Tato metoda pro separaci
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fibrinogenu zavisela na jeho vysrazeni pfidanim stejného mnozstvi nasyceného roztoku
NaCl do plazmy. Vyuzivala se citratova koiiska plazma. Potom, co zlstala jeden den
Vv chladné mistnosti, se zfiltrovala, zneutralizovala na lakmus zfedénou kyselinou octovou
a byla z poloviny nasycena NaCl. SraZzeni probihalo pii pokojové teploté, kdy se pomalu
piidavala stl bez vapniku. Po pfidani veskerého solného roztoku musela uplynout alespon
hodina, aby se potom mohla ziskat srazenina z plazmy prostfednictvim centrifugace.
Srazenina byla znovu rozpusténa v 5% roztoku NaCl za jemného protiepavani. Tento
proces se trikrat opakoval, roztok ziistaval v chladné mistnosti jenom mezi jednotlivymi

srazeninami (Morrison et al., 1948).

3.2 STRUKTURA

Protahla struktura lidského fibrinogenu dlouhého 45 nm je tvofena symetrickymi
jednotkami, které dimerizuji ptfes centralni oblast E. Kazda symetrickd jednotka
(protomer) je tvotfena tfemi peptidovymi fetézci, a to Aa, B a vy, které vystupuji
Z N-termindlni casti E oblasti. Tvofi prodlouZenou Sroubovitou spojnici, kterda konci
ve dvou globularnich doménach tvotici D oblast (Kohler et al., 2015). Zraly lidsky
Ao tetézec se sklada z 610 aminokyselin. Lze jej rozdélit na FpA (16 N-koncovych
aminokyselin fetézce Aa), ktery se odstépi béhem pfemény fibrinogenu na fibrin,
a na fetézec fibrinu a, ktery zlstava v hexameru fibrinu. Nejvyraznéjsim strukturdlnim
rysem fetézce Aa je a-helix (aminokyseliny AaG48-AaR159), zbytek molekuly kromé
B-vlasenky je neusporadany. Retézec Aa je z 1-2 % vyjadfen 847 aminokyselinami,
obsahujici doménu souvisejici s fibrinogenem (FReD, aminokyseliny Aa611-Aal.844)
na C-konci hlavni sestfihové varianty. Toto rozsifeni je znamé jako oblast aFE.
Nejvyrazngj§im sekundarnim strukturnim rysem fibrinogenu FReD je centralni B-list,
ktery spolu se dvéma kratkymi a-helixy a p-vlasenkou tvoii B-subdoménu.
A-subdoména, kterd obsahuje N-terminalni casti FReD, se sklada ze tfi B-tetézct.
P-subdoména, kterd je vlozena mezi Sestym a sedmym p-fetézcem B-subdomény,
obsahuje dva kratké a-helixy a p-list. P-subdoména obsahuje vazebné misto pro Ca®*
a také je to misto polymerace. Jedind exprimovand varianta Bf fetézce ma ve své zralé
formé 461 aminokyselin. Podobné jako fetézec Aa fetézec BB obsahuje FpB
(14 N-terminalnich aminokyselin), ktery se odstépi pii konverzi fibrinogenu na fibrin

a prilehly B fetézec. Na neusporadany konec B navazuje a-helix (aminokyseliny
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BBG79-BBC193) a C-terminalni FReD (aminokyseliny BBS207-BBP456) (Sovova et al.,
2020). Fibrinogenovy fetézec vy, ktery neobsahuje Zadny fibrinopeptid,
ma 411 aminokyselin a je z 8-15 % vyjadfen jako y'. Tyto mensi varianty y-fetézce
vznikaji alternativnim zpracovanim primarniho transkriptu mRNA, coz vede K tvorbé
20 aminokyselinové sekvence, ktera obsahuje dva sulfatové tyrosiny. vy'-fetézce tvori
8 % celkového fibrinogenového y-fetézce (Mosesson, 2005). y-fetézec je homolog fetézce
Bp, obsahuje N-termindlni (aminokyseliny yC23-yE132) a-helix, ktery je pferusen
neuspoiradanou smyckou mezi aminokyselinami yY68-yM78 a C-terminalni FReD
(aminokyseliny yT149-yG388) (Sovova et al., 2020).

N-konce fetézci Aa, BP a y jsou orientovany vici sobé. C-koncové FReD domény
Bp a y jsou na okrajich fibrinogenu, zatimco C-konec fetézce Aa se zataci zpét smérem
k N-konci. N-termindlni a C-terminalni oblasti fibrinogenu jsou spojeny trojitou
Sroubovitou spojnici, které jsou na svém konci stabilizovany disulfidovymi mistky
(Medved et Weisel, 2009). Po sestaveni je molekula fibrinogenu glykosylovana
Vv polohach BBN364, yN52, poptipadé¢ AaN667 (Sovova et al., 2020).

C-konce Aa fetézct, nazyvané jako aC, obsahuji asi 400 aminokyselin (207-610),
tim tvoii 27 % celé molekuly (Protopopova et al., 2015). Oblast aC se sklada ze dvou
strukturné odlisnych c¢asti. Jedna cast je COOH-terminalni (rezidua Aa392-610), ktera
obsahuje nezdvisle slozenou kompaktni doménu. Druhd c¢ast je NHz-koncova
(rezidua A0221-391), jenz tvoti flexibilni pouto spojujici tuto doménu s velkou &asti
molekuly. Proto se kompaktni ¢ast oznacuje jako aC-doména a flexibilni cast jako
aC-konektor (Medved et Weisel, 2009). aC-domény interaguji intramolekularné, ale také
S centralni oblasti E pfes N-konce fetézce Bp. Dvé domény aC se oteviraji smérem ven
po Stépeni FpB, a tim odhaluji nova mista pro vazbu PLG, tPA a a2-antiplazminu.
Tato volnd mista jsou také dostupnd pro samoasociaci aC-domén do aC-polymerti
vytvorenim vodikovych mustki pomoci jejich N-termindlnich subdomén prostrednictvim
B-vlasenky. Tato struktura je potom posilena interakei jejich C-koncovymi subdoménami
s aC-konektory, coz zajisti spravnou orientaci pro u¢inné zesitovani FXIII (Soria et al.,

2019). Struktura fibrinogenu je znazornéna na (Obr. 4).
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Obr. 4: Struktura fibrinogenu

(A) slozeni polypeptidového retézce, Aa modry, Bp zeleny a y cerveny, FpA/B jsou zndzornény
purpurove, cerné pruhy znaci disulfidové vazby, tFi Sipky ukazuji na misto proteolytického
Stepent mezi oblastmi D a E, jedna Sipka znaci stépeni vedouci k odstranéni oblasti o.C
a BPN. (B) krystalova struktura fibrinogenu. (C) stejnd molekula jako (B), ale navic jsou
videt interagujici aC-domény, které jsou pripojeny na o-konektory; N-terminalni ¢dsti
Bp-retézcii tvoricich funkcni BEN-domény, yN doména se nachdzi na opacné strané
molekuly, a proto zde neni videt; ,,a“ a ,,b* vazebna mista v P doméné y a f uzlii jsou
oznaceny hvézdickami; misto Stépeni mezi D a E oblastmi je znazornéno Sedé
(Medved et Weisel, 2009).
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3.3 SYNTEZA

Molekula fibrinogenu se sklada ze dvou kopit tfi polypeptidi, a to Ao, Bp a vy, které
se skladaji do funk¢éniho hexameru. Tyto tfi fetézce jsou kodovany tiemi geny, FGA, FGB
a FGG, seskupenymi v oblasti 65 kilobazi na lidském chromozomu 4 (4q23-032)
(Fort et al., 2010).

Biosyntéza fibrinogenu probihd v hepatocytech, kde tyto tfi geny podléhaji
koordinované transkripci. Geny FGA a FGG jsou transkribovany za vzniku dvou
transkripti. Hlavni transkript kodujici Aa je transkribovan z péti exond, ale alternativni
transkript, ktery je vysledkem sestiihu Sestého exonu, kéduje minoritni izoformu, coz je
fetézec AaE, ktery je ptitomen v 1-3 % cirkulujicich molekul fibrinogenu (De Moerloose
et al., 2013). Pro FGG je hlavni fetézec y transkribovan z deseti exond, zatimco
V minoritnim y* fetézci je intron devét zachovan. Dochdzi k substituci ¢tyf aminokyselin
kodovanych exonem deset s dvaceti y© COOH-terminalnimi rezidui. '/ vy a y*/ y°
predstavuji 8-15 % celkového fibrinogenu (Vilar etal., 2020).

Fibrinogenové mRNA jsou translatovany do vznikajicich polypeptidi se signalnimi
peptidy, které jsou $t€peny V lumen endoplazmatického retikula (ER). Zde se fetézce
spojuji za pomoci chaperond, nejprve Aa-y a BB-y dimery a poté jako trimerni po ptidani
chybéjiciho fetézce. NH2-terminalni disulfidické miistky spojuji dva trimery produkujici
hexametrické molekuly. Ty prochazeji do Golgiho aparatu, kde probihaji kone¢né kroky
N-glykosylace Bp a y fetézci. Spravné vytvoreny fibrinogen je vylu¢ovan jako 340 kDa
glykoprotein (De Moerloose et al., 2013, Vilar etal., 2020).

Geny fibrinogenu jsou regulovany jak pro bazalni expresi, tak i pfi reakci akutni
faze vyvolané zanétem, kdy zvySena exprese tfi genii je zprostiedkovana elementy
citlivymi na interleukin-6, které jsou ulozeny v promotorovych oblastech vSech tfi geni.
Ta vede k okamzitému zvySeni hladiny fibrinogenu v plazmé (Fort et al., 2011). Kazdy
fibrinogenovy gen je regulovan proximalnim promotorem a lokalnimi posilujicimi prvky,
ato CNCI12, PFE2, E3 a E4. Tyto regulacni sekvence vazi béZné transkripéni regulatory
a jsou vymezeny aktivnimi chromatinovymi histonovymi markery v buiikédch

exprimujicich fibrinogen (Espitia et al., 2018).
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34 VAZBA S TROMBOCYTY

Krevni desticky jsou bezjaderné bunky, které maji velmi dtilezitou roli v hemostaze
za fyziologickych i patologickych podminek. Jsou rozhodujici pro udrzeni integrity
cévniho sytému a jsou v prvni obranné linii pfi krvaceni. Pii styku se subendotelidlni
matrici, kterd je odhalena pii poSkozeni cévy, krevni desticky na ni piilnou, aktivuji
se a zacnou se vazat k ostatnim destickam, coz vede k agregaci. Béhem aktivace
trombocytl se fibrinogen véze na svij specificky trombocytarni receptor, glykoprotein,
GPIIb/IIIa, znamy také jako integrin allbB3, ¢imzZ se zkompletuje findlni cesta agregace
trombocytu (Hsia et al., 2018).

Integriny jsou superrodinou bunéénych povrchovych receptorti. Jsou
to heterodimerni transmembranové glykoproteinové komplexy sestavené z nekovalentné
vazanych o a B podjednotek. Kazd4 zpodjednotek se skldda z velké N-termindlni
extracelularni ektodomény, zjednoduché helix Sroubovice a z kratké C-termindlni
cytoplazmatické domény o velikosti 20-60 aminokyselin. Tato ¢ast, oznaCovana jako
dokovaci, poskytuje signalizaci pro cytoskeletalni proteiny, které se tcastni pfenosu
signdlu jak zevniti-ven, tak i zvenci-dovnitt bunky. Integriny jsou hojné distribuovany
Vv sav€ich tkdnich a jsou udrzovany ve stavu schopném adheze v mnoha typech bunék.
integrini a vazby na ligandy prostiednictvim signalizace zevniti-ven, aby byla
kontrolovana bunécna funkce. Ackoli krevni desti€ky exprimuji fadu integrinti, véetné
az2P1 (kolagen), asPi (fibronektin), asP1, tak specificky integrin allbB3 je nejvice
exprimovan a velmi pfisné regulovan. Desti¢ky maji na svém povrchu az 80 000 integrinti
allbB3 a v ptipadé potieby mohou ze svych zasob mobilizovat dal$i (Durrant et al.,
2017).

Fibrinogen ma vazebna mista pro desti¢ky v C-koncové oblasti kazdého vy fetézce.
Hexamerni struktura fibrinogenu se totiz vytvori, kdyZ jsou dva afy monomery spojeny
dohromady v N-terminalni oblasti pomoci disulfidickych mustkd, takze C-terminalni
oblasti jsou daleko od sebe. Toto uspofadani zajist'uje pravé vazbu desticek na C-konci
y-fetézce, kde maji volny pfistup. Tim, Ze je fibrinogen pomérné velky, 330 kDa,
vazebna mista pro krevni desti¢ky jsou daleko od sebe, coZ sniZuje sterickou zabranu.
JelikoZz je fibrinogen v plazmé pfitomen ve vysoké koncentraci, tak se aktivované

desticky navazi na fibrinogen pomérné rychle (Horbett, 2018).
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Passam a et al. ve své studii zkoumali, jak se integrin allbB3 odpojuje
od fibrinogenu. Jejich vyzkum ukdzal, Ze za to mize enzym Erp5, oxidoreduktaza
uvolnovana z krevnich desti¢ek po jejich aktivaci nebo ze stén krevnich cév. Tento enzym
je navazany na B3 podjednotce allbB3. Erp5 spousti Stépeni disulfidu fl1 domény
Cys177-Cys184, coz vede k uvolnéni fibrinogenu z allbp3 (Obr. 5) (Passam et al., 2018).

Stejné jako se fibrinogen vaze na krevni desticky a napomaha tim srazeni krve, tak
se muze podilet i na zanétlivé odpovédi organismu, kdy se vaze na adhezni receptory
leukocytarnich bunék. Integriny amp2 (CD11b/CD18, Mac-1) a axp2 (CD11c/CD18,
p150, 95) jsou hlavnimi fibrinogenovymi receptory exprimovanych na neutrofilech,
monocytech a makrofazich. Misto pro vazbu amp2 na fibrinogen je opét na C-temrinalni

Casti y-fetézce (Ugarova et Yakubenko, 2001).

fibrinogen

£\

allb B3

activation &
fibrinogen binding fibrinogen release

Obr. 5: Vazba fibrinogenu a allbf3

Aktivace integrinu ollbfi3 vede ke zméné konformace z ohnuté na rozsirenou s vysokou afinitou,
kdy miize vazat ligand, fibrinogen. Erp5 nasledné stépi disulfidickou vazbu v misté
Cys177-Cys184 domény p1, kterd je zde zndazornéna jako svétle modra oval
(Passam et al., 2018).
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3.5  FIBRINOGEN JAKO PROTEIN AKUTNI FAZE

Proteiny akutni faze (PAF) jsou plazmatické proteiny vylucované hlavné jatry
vreakci na zmény v homeostdze. Miize to byt dasledek poranéni, infekce nebo
nadorového rustu. Piedpokladd se, ze syntéza PAF je nejakutnéj$i obranna linie
po poranéni, pfedtim néZ se za¢nou syntetizovat specifické protilatky. Zvysena hladina
PAF ma za nésledek snizeni aktivity tkanovych protedz zvysenou syntézou inhibitort
proteinaz. Dal$im nasledkem je sniZzeni hemoragického poskozeni zvySenou aktivitou
koagulacnich faktort, zlepsené odstraiiovani cizorodych latek prostiednictvim zvysenych
hladin vazebnych proteint a potlaceni zanétu (Liu et Ukomadu, 2008).

U vSech druhli savci jsou PAF uvoliiovany zjater do systémové cirkulace
pusobenim rdznych prozanétlivych cytokint, jako je interleukin (IL) 6, IL-1 nebo
TNF-a. Na zaklad¢ exprese vyvolané cytokiny na jatrech lze rozlisit dvé odlisné tiidy
PAF. PAF tfidy I jsou regulovany hlavné IL-1 nebo kombinaci IL-1, IL-6
a glukokortikoidy. Patii sem haptoglobin, C-reaktivni protein (CRP), sérovy amyloid A,
a-1 kysely glykoprotein a hemopexin. PAF tfidy II jsou regulovany vyhradné IL-6
a glukokortikoidy. Do této téidy patii fibrinogen, a-1 antichymotrypsin a a-1 antitrypsin
(Arellano-Orden et al., 2017).

Rychlost sedimentace erytrocytli (RSE) a CRP jsou v soucasné dobé nejvice
vyuzivané markery akutni faze v klinické praxi. RSE se méni v reakci na hladiny
fibrinogenu v plazmé a viskozitu plazmy. RSE méii vzdalenost, kterou spadl vertikalni
sloupec antikoagulované krve za jednu hodinu. ZvySenou RSE mohou zpisobit jednak
zanétlivé stavy, ale také anémie, t€hotenstvi, drogy nebo obezita. U pacientd s chronickou
renalni insuficienci a nefrotickym syndromem muize byt RSE zvySena az na 60 mm/hod,
pficemz fyziologick4 hodnota se pohybuje okolo 8 mm/hod, zaleZi na v€ku a pohlavi.
RSE stoupd béhem 24-48 hodin od zacatku zanétu a pomalu zacne klesat s Gstupem
zanétu. Naopak mezi pficiny, které snizuji hladinu RSE, patii polycytémie, poruchy
erytrocytt, nizka hladina fibrinogenu nebo zavazné onemocnéni jater (Markanday, 2015).

Nadbytek zivin vede k nerovnovaze bunéénych a molekularnich medidtort imunity
a zanétu. Ty mohou fidit metabolickou dysfunkci a spoustét hyperkoagulaéni stav,
kdy mezi hlavni zvySené slozky patii fibrinogen, ktery se podili na patologii obezity.
Hladina fibrinogenu je u obéznich pacientt s diabetem typu II vyssi, navic dochazi
k hustsi tvorbé srazenin, které jsou odolnéj$i vici fibrinolyze. Plazmaticka hladina

fibrinogenu koreluje s hladinou inzulinu nala¢no. U zdravych jedincti infuze inzulinu
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snizuje biosyntézu fibrinogenu, ale pfi inzulinové rezistenci mitize dochéazet
k hyperfibrinogenemii (Vilar et al., 2020).

Kromé tohoto se fibrinogen mutize Ui€astnit jako mediator antimikrobialni obrany
hostitele. Slouzi jako ¢asnd obranna linie pro ochranu hostitele tim, ze zamezi rastu
bakteriim, potlaci Sifeni mikrobi do vzdalenéjSich mist a zprostiedkovava zabijeni
hostitelskych bakterii. K obrané hostitele, kterd je zprostfedkovana fibrinogenem,
dochazi dvéma zpilisoby. Za prvé rozpustny fibrinogen nebo fibrinové matrice fyzicky
zachyti bakterie nebo zapouzdii bakterialni loziska v infikované tkani, ¢imz se omezi rist
a Sifeni. Za druhé fibrin maze podporovat aktivaci imunitnich bun€k hostitele, které
eliminuji a napadaji mikroby (Ko et Flick, 2016). Hexamer fibrinogenu mize také
inhibovat rast hub, nejspise v dusledku interakce fibrinogen-cilovy receptor. Problém je
V tom, Ze po vytvoieni komplexu amP2/TLR4/FCP, ktery se ucastni inhibice ristu hub,
dochazi k alergické pfecitlivélosti a k neutrofilii. Proto je reakce fibrinogen-houby

a fibrinogen-bakterie stale ve fazi vyzkumu (Vilar et al., 2020).

3.6 LABORATORNI STANOVENI FIBRINOGENU

Laboratorni testy fibrinogenu se vyvijely s progresem laboratornich technologii.
Ptedeslé metody se spoléhaly na vizualni detekci tvorby precipitatu pozorovatelem nebo
na hmotnost vytvofené¢ srazeniny. Moderni technologie dnes vyuzivaji svételnou
propustnost, absorbanci nebo mechanické koncové body pro detekci tvorby sraZeniny
na automatizovanych koagulometrech nebo stanoveni pomoci viskoelastickych vlastnosti
plné krve. Pocatky soucasného stanoveni fibrinogenu se datuji od Hammarstenova
dikazu schopnosti trombinu vytvafet fibrin z jakéhokoli roztoku, ktery obsahoval
fibrinogen. Tento postup se stale pouziva v bézné€ provadénych stanovenich fibrinogenu.
Laboratorni techniky se vyvijely soubézné s pochopenim tvorby fibrinu z fibrinogenu.
V 19. stoleti se doporucovala separace plazmy a fibrinogenu, protoze se predpokladalo,
7e ne vSechen fibrinogen se pfeménil na fibrin. Pozd¢jsi zjisténi, ze veSkery fibrinogen
muze byt preveden na fibrin, posunulo méfeni fibrinogenu ke kvantifikaci celkového
fibrinu. Z pocatku byla pouzita hmotnost vytvofenych srazenin a nasledna extrapolace
na mnozstvi nativniho fibrinogenu (Besser et Macdonald, 2016).

Dostupné testy pro stanoveni fibrinogenu sahaji od gravimetrickych metod

promyvanych srazenin a srdZecich proteinli aZ po vysoce automatizované robotické

32



analyzatory. Gravimetrické testy jsou technicky i ¢asové ndrocné a nevhodné pro
stanoveni vétsiho poc¢tu vzorkt séra. Pokud je vyzadovano rychlé stanoveni koncentrace
fibrinogenu, jsou upfednostiovany testy, jako je Claussiv nebo test fibrinogenu
odvozeny od protrombinového ¢&asu (PT-Fg). 1 pifes nékolikaleté pouzivani
V nemocni¢nich laboratofich zistava Clausstuv test a PT-Fg jako nejcastéji pouzivané

(Enk et al, 2019).

3.6.1 CLAUSSOVA METODA

Do ziedéné testované plazmy se piidad vysokd koncentrace trombinu, v rozmezi
35-200 U/ml, nejcastéji ale 100 U/ml, a méfi se jeho doba srazeni. Pouzitim vyssi
koncentrace trombinu se zjistuje, ze doba sraZzeni je nezavisla na koncentraci trombinu
v Sirokém spektru hladin fibrinogenu. Vysledky testu se porovnaji s kalibraéni kiivkou
pfipravenou srazenim série fedici fady referen¢niho vzorku plazmy o zname koncentraci
fibrinogenu a ziska se vysledek v g/l. V této metodé musi byt nastaven vhodny rozsah
fedéni a kalibracni kiivka musi byt linearni. Musi zahrnovat tfi, nejlépe pét bodi fedéni
plazmy a provadi se v duplikatu. Pii nespravném linearnim rozsahu se musi testovana
plazma znovu naiedit a proméfit (Skornova et al., 2021).

Tato metoda je ¢asove€ narocna a vyzaduje znacny stupen technické odbornosti. Pti
manualnim provedeni je velmi obtizné urcit koncovy bod, jelikoZ vzorky obsahuji kiehké
a rozpadajici se srazeniny. Mechanické metody zaviseji na pevnosti srazeniny, a piestoze
jsou velmi citlivé na nizké koncentrace fibrinogenu, jsou ovlivnény heparinovou terapii.
Z tohoto duvodu by se tento test nemél provadét na vzorcich odebranych do ¢tyf hodin
po podéani terapeutickych dévek nefrakcionovaného heparinu nebo na vzorcich
odebranych z heparinem kontaminovanych Zil nebo artérii. Pfi mechanickych metodéach
se méfeni Casu zahdji po pfidani trombinového ¢inidla do vzorku plazmy a zastavi se,
kdyZ se kovova kulicka zacleni do fibrinové sité. Tim se pterusi kontakt s magnetickym
senzorem. Fotooptické systémy zavisi na zméné optické hustoty vyplyvajici z tvorby
fibrinu, kterd snizuje propustnost svétla a zvySuje rozptylené svétlo. Nejvice jsou
ovlivnény zakalenou nebo lipemickou plazmou, Zlu¢ovym pigmentem nebo volnym
hemoglobinem (Enk et al., 2019).

Provadéni Claussovych testi fibrinogenu pomoci plné¢ automatizovanych

koagulometrti v rutinnich klinickych laboratofich mize sniZit mnoZstvi stanoveni pouze
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na PT a APTT. Standartni plazma nebo kalibrant musi byt vybirany peclivé, protoze
zakalené plazmy mohou vést k nespravnému pfifazeni ucinnosti, zejména u vzorkl
S nizkymi hladinami fibrinogenu, kdyz se provadéji jednobodové testy (Mackie et al.,
2003).

3.6.2 STANOVENI FIBRINOGENU ODVOZENEHO OD PT CASU

Siroce pouzivana metoda PT-Fg ma tu vyhodu, Ze poskytuje vysledky méfeni PT
i fibrinogenu. Tento test neni pfimym stanovenim plazmatického fibrinogenu, a proto je
dilezity vybér kalibrantu nebo standartu. Tato metoda je zalozena na principu stanoveni
PT, kdy se fibrinogen pfeméiiuje na fibrin a zékal plazmy je pfimo umérny koncentraci
fibrinogenu, kterd je vypoctena metodou koncového bodu nebo rychlosti. Vysledky
se pak vynesou do grafu. (Miesbach et al., 2010). Metody kalibrace se mohou lisit dle
vyrobce, kalibrace miize byt jedno nebo vicebodova a plazma muize byt Cerstva nebo
lyofilizovana. Tyto uvedené diivody mohou vést k nesrovnalostem s vysledky Claussovy
metody. Testy PT-Fg se nedoporucuji pro obecné pouziti v hematologickych
laboratotich, jelikoZ jak analyzétor, tak i jednotlivd Cinidla ovliviiuji hodnoty PT-Fg

(Mackie et al., 2003).

3.6.3 IMUNOLOGICKE STANOVENI

Pro stanoveni fibrinogenu existuje fada imunologickych metod, jako je
enzymatickd imunoanalyza (ELISA), radidlni imunodifuze a elektroforetické techniky.
Dohromady tyto metody poskytuji srovnatelné vysledky (Skornova et al., 2021).
Nevyhodou téchto metod je, Ze jsou ¢asoveé naro¢né, ale na druhou stranu metoda, jako
je ELISA, ma nejvyssi piesnost. Dalsi nevyhodou je, ze vSechny tyto metody méii spise
samotnou koncentraci proteinu nez jeho funkéni aktivitu. U nékterych metod, kde jsou
pritomny degradované formy fibrinogenu, mohou vychazet faleSné vysledky, jelikoz tyto
produkty maji jinou antigenicitu a mohou migrovat rtiznou rychlosti v imunodifuznich
a elektroforéznich technikach.

Nekteré testy vyuzivaji monoklondlni protilatky namifené proti koncovym

oblastem molekuly fibrinogenu. Tim se detekuji intaktni nebo specificky degradované
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molekuly fibrinogenu. Tyto metody se vyuzivaji spiSe ve vyzkumu neZ v nemocni¢nich
laboratotich (Mackie et al., 2003).

Ve studii Xiang et al. porovnavali koncentrace fibrinogenu stanovené Clauss
metodou, PT-Fg a ELISA metodou. Tohoto vyzkumu se zacastnilo 73 pacienti
svrozenou disfibrinogenemii a bylo provedeno 81 fyziologickych kontrol. Kdyz
srovnavali jednotlivé koncentrace, tak podle Claussovy metody byly koncentrace
fibrinogenu vyrazné niz§i u pacienti s vrozenou disfibrinogenemii nez u béznych kontrol.
Ovsem pomeér koncentrace fibrinogenu Pt-Fg/Clauss ukazal, ze jsou hodnoty vyssi.
U béZnych kontrol byly koncentrace fibrinogenu méiené Claussovou metodou nepatrné
niz§i, ale jak prostfednictvim PT-Fg, tak i prostfednictvim Classovy metody byly ve
fyziologickém rozmezi (Tab. 1). Stfedni hodnota fibrinogenového antigenu naméfena
metodou ELISA byla u béznych kontrol 3,89 + 0,57 g/1, coZ jsou mirné vyssi hodnoty nez
u Claussovy metody, ale s metodou PT-Fg jsou téméf totozné. U pacienti s Vrozenou
dysfibrinogenemii byla naméfena hodnota 3,64 + 0,68 g/1, coz je opét obdobné s PT-Fg,

ale hodnoty naméfené Classovou metodou jsou vyrazné nizsi.

Tab. 1: Srovnadni koncentraci fibrinogenu (Xiang et al., 2018).

Group n PT-derived Clauss method t P Fibrinogen PT-
method (g/1) (g/D) derived/Clauss ratio
Congenital 73 3.70+0.88 0.62=+0.19 32,948 <.001 624+ 143

dystibrinogenemia

Normal control 81 3.95£0.66 3.56+0.70 11.262 <.001 1.11£0.11

Koncentrace fibrinogenu méfené Claussovou metodou byly u pacienti
s dysfibrinogenemii vyrazné nizsi nez za pouziti PT-Fg. Tyto vysledky se ale shoduji
i s dal$imi studiemi, kdy Llamas et al. nebo Miesbach et al. pouzili Claussovu metodu
pro meéfeni koncentraci fibrinogenu u pacientll s podezienim na dysfibrinogenemii.
U nékterych pacientil toto onemocnéni definitivné diagnostikovali. Pravé u téchto
pacientll byly hodnoty koncentraci méfené Claussovou metodou vyrazné nizs$i néz
u PT-Fg. Pokud se ke stanoveni koncentraci fibrinogenu pouziva Claussova metoda,
dochazi k prodlouzeni koagulace plazmy, coz vede ke snizenym hodnotdm koncentraci
fibrinogenu a mylné mize dochazet k jinym diagn6zam. Proto by se pro diagnézu
kongenitalni disfibrinogenemie méla pouzivat jak Claussova metoda, tak i PT-Fg (Xiang

etal., 2018).
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3.7 LECBA FIBRINOGENM

Za poslednich 100 let doslo k vyraznému posunu v transfuznim lékatstvi. Dulezitou
soucdsti je posun od pouzivani plné krve k pouzivani specifickych krevnich slozek, jako
jsou erytrocyty nebo trombocyty, a k pouzivani purifikovanych, virem inaktivovanych
produkti ziskanych z plazmy, jako jsou koncentraty faktord. Toto umoznila prace
Edwina Josepha Cohna, ktery objevil, ze jednotlivé slozky plné krve 1ze oddélit pomoci
procesu frakcionace, ktery je oznacovan jako ,,Cohnova frakcionace®. Nasledné v roce
1947 popsal Sest hlavnich frakci plazmy, pfi¢emz frakce I obsahovala nejvice fibrinogenu
(Costa-Filho et al., 2016).

Standartni 1écbou krvacejicich pacientli s vrozenym deficitem fibrinogenu je
substituce fibrinogenu cilend na plazmatickou hladinu fibrinogenu 100-150 mg/dl
(Lissitchkov et al., 2020). Fibrinogen se podava bud’ ,,na pozadani®, pokud jde o akutni
krvaceni, nebo chirurgicky ,jako profylaxe® u pacientli s afibrinogenemii trpicich
zavaznym opakovanym krvacenim, nebo jako prevence pied vyskytem krvaceni (Undas
et Casini, 2019). Existuji tfi moZnosti suplementace fibrinogenu, a to ¢erstvé zmrazenou
plazmou, kryoprecipitatem nebo koncentratem fibrinogenu. Kazdy z téchto suplementt

ma odlisnou piipravu, ale i jiny obsah fibrinogenu (Collins et al., 2014).

3.7.1 KONCENTROVANY FIBRINOGEN

Koncentrat fibrinogenu byl poprvé schvélen 4. bfezna 1963 pro pouziti v Brazilii.
V Evropé k tomu dochazi o tfi roku pozdéji, a to 4. ledna 1966, kdy byl tento piipravek
schvalen némeckym federalnim ministerstvem zdravotnictvi (Costa-Filho et al., 2016).
Koncentrat se vyrabi ze spojené lidské plazmy pomoci Cohn/Oncleyho precipita¢niho
postupu. Koncentrace fibrinogenu je standardizovana. Ptipravek je uchovéan ve formé
lyofilizovaného prasku pii pokojové teploté¢ a mize byt rychle rekonstituovan se sterilni
vodou (Rahe-Meyer et Sorensen, 2011). Infuzni objemy jsou malé, coz umoznuje rychlé
podani bez prodlev po rozmrazeni nebo po kiizové zkousce. Na rozdil od FFP nebo
kryoprecipitatu se do vyrobniho procesu fibrinogenového koncentratu bézné zatrazuji
kroky inaktivace viru expozici rozpoustédla/detergentu nebo pasterizaci. Timto

se minimalizuje riziko virového ptenosu (Fenger-Eriksen et al., 2009). Koncentrat
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alergickych reakci a vétsi bezpecnost (Ross et al., 2018).

Koncentrat fibrinogenu se povazuje za hlavni zaklad 1écby u pacientii s vrozenou
afibrinogenemii, pti které dochazi ke krvacivym porucham. Také se pouziva jako
sekundarni profylaxe, a to v pfipadech kdy dochazi k potencialné¢ zivot ohrozujicimu
krvaceni s vysokym rizikem recidivy. Stdle Castéji se zafal vyuzivat u pacientl
se ziskanou hypofibrinogenemii. Nedostatek fibrinogenu se muze objevit v ptipadé
masivni transfuze v souvislosti se ztratou a fedénim koagulopatie, jelikoz primarni
nahrada krystaloidy, koloidy a Cervenymi krvinkami se provadi témét vyhradné bez
plazmy. V takovych situacich je fibrinogen, kvantitativné nejvice zastoupeny koagulacni
faktor, prvnim prokoagulaénim faktorem, ktery klesa na kritickou turoven 1,5 g/l
(Franchini et Lippi, 2012). V soucasné dobé¢ jsou dispozici ¢tyfi druhy koncentratu
fibrinogenu. Prvnim je Haemocomplettan (CSL Behring, Marburg, Némecko), dalSim je
FIBRINOGENE Tla Clottagen (LFB, Les Ulis, Francie), tietim je Fibrinogen HT
(Benesis, Osaka, Japonsko) a poslednim druhem je FibroRAAS (Shangai, RAAS, Sangaj,
Cina) (Fenger-Eriksen et al., 2009).

3.7.2 CERSTVE ZMRAZENA PLAZMA (FFP)

Plazma se zacala v nemocnicich ve vétS§im mnozstvi vyuzivat béhem 20. a 30. let
20. stoleti. Zpocatku se pouZzivala Cerstva plazma, pozdé¢ji se pfislo na to, Ze suSena
1 zmrazena plazma je stejné UCinnd, a navic se 1épe skladuje. Toho se zafalo hojné
vyuzivat béhem 2. svétoveé valky, kdy se suSena plazma vyuzivala jako krevni nihrada.
Po 2. svétové valce se FFP zacala pouzivat 1 pro lécbu anémii nebo 1é¢bu akutni
lymfoblastické leukémie (ALL). Tato metoda se ovSem Vv 1écbé ALL neosvéddila.
Od roku 1964 se FFP zacala vyuzivat pro lékafské potfeby, které zname dodnes (Puetz,
2013).

FFP je alogenni produkt, ktery vyzaduje kompatibilitu piijemce-darce v ABO
systému a pied poddnim se musi rozmrazit. Primérnd koncentrace fibrinogenu ve FFP je
2,5 g/l. Infuzni objemy jsou tedy pomérné vysoké. Transfuze je pomald a existuje zde
nepatrné riziko pretizeni tekutinami (Rahe-Meyer et Sorensen, 2011). FFP je lidska
plazma, kterd je ziskavana z darcovstvi. Obsahuje velké mnoZstvi proteinl, vcetné

prokoagula¢nich faktorti, jako je fibrinogen a faktory II, V, VII, VIII, IX, X a XI.
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Obsahuje také antikoagulanty, jako je protein C, protein S a antitrombin (Desborough
et Stanworth, 2012). Dale obsahuje vysoké mnozstvi imunoglobulint a proteinti akutni
faze. Vsechny tyto slozky jsou pfitomny v koncentracich mirn€¢ nizsich nebo rovnych
vuci fyziologické hodnote. V klinické praxi se nejCastéji vyuziva k 1€¢be predpokladané
koagulopatie u krvacejiciho pacienta. NejvétsSim problém FFP je mozny pienos
infek¢nich agens do téla pacienta, proto se FFP dava, bud’ pod ultrafialové svétlo, nebo
se vyuziva methylenové modie (Desborough et al., 2015).

Velikost davky FFP u dospélych jedincu byva 1-2 jednotky, kdy jednotkou je
mysleno mnozstvi plazmy izolované z jednotky plné krve darované od jednoho darce.

Typicky objem jednotky FFP je 200 ml (Puetz, 2013).

3.7.3 KRYOPRECIPITAT

Kryoprecipitat (CRYO) je smésny lidsky krevni produkt ziskany prostiednictvim
centrifugace lidské plazmy. Vyrabi se rozmrazovanim cCtyi nebo Sesti jednotek FFP
pfi teploté 4 °C. Alternativné se muze pfipravit i z plazmy, kterd se zmrazi do 24 hodin
po odbéru (Fp24) (Nascimento et al., 2014). CRYO obsahuje faktor VIII a fibrinogen
(Subramaniyan et al., 2017). Dale obsahuje faktor XIII, vWF a fibronektin. Kazda
jednotka by méla obsahovat vice nez 80 1U faktoru VIII, 150 mg fibrinogenu a zhruba
5-20 ml plazmy. CRYO se skladuje zmrazeny pfi teploté -18 °C, pied infuzi se musi
rozmrazit a nasledné neni vyzadovana kiizova zkouska ani test kompatibility (Holocomb
et al., 2013). Ackoli to vypada, ze CRYO obsahuje vétSinu fibrinogenu z plazmy,
tak ve skutecnosti tvoii pouze 32 %, zbytek ztstava v kryosupernatantu.

CRYO se pouziva pro suplementaci fibrinogenu pfi ziskané hypofibrinogenemii
a pti krvaceni po trazech nebo operacich. Neptiznivym elementem je opé€t infek¢ni agens,
zejména pokud se CRYO podava od vice darcu. Stejné jako u FFP se i tohoto ptipravku
vyuziva ultrafialového zafeni nebo methylenové modii (Kamyzsek et al., 2020).
Nevyhodou vyuzivani methylenové modii je, Ze snizuje hladiny koagulacnich faktort,

pticemz fibrinogen je z nich nejcitlivéjsi na vycerpani (Franchini et Lippi, 2012).
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4, PATOLOGIE

Vrozené poruchy fibrinogenu jsou heterogenni skupinou vzacnych abnormalit,
které jsou zptisobené mutacemi v jednom ze tii genti kodujicich jednotlivé polypeptidové
fetézce fibrinogenu, umisténé na chromozomu ¢tyfi. Doted’ bylo zjisténo vice jak
450 mutaci na FGA, FGB a FGG genech, a z toho vice jak 250 symptomatickych.
Nejcastéjsimi mutacemi, z 50-80 %, jsou jednoaminokyselinové missense mutace. Mezi
dalsi defekty, odpovédné za poruchy fibrinogenu, patii zmény c¢tectho radmce
prostiednictvim malych deleci nebo inzerci v kddujici ¢asti genu, mutace v misté sestiihu
a velké delece. Méné¢ jak 5 % pfipadli jsou genetické varianty nachazejici
se na 3'a 5' oblastech genu (Undas et Casini, 2019).

Poruchy fibrinogenu jsou klasifikovany podle funkénich a antigennich hladin
fibrinogenu. Kvantitativni poruchy, také znamé jako typ I, ovlivituji mnozstvi fibrinogenu
v obéhu. Do této skupiny patii hypofibrinogenemie s hladinou fibrinogenu nizsi
nez 1,5 g/l a afibrinogenemie, autozomalné recesivni onemocnéni, a to je definovano
uplnym deficitem fibrinogenu. Kvalitativni poruchy, také znamé jako typ II, ovliviuji
kvalitu cirkulujiciho fibrinogenu. Dysfibrinogenemie, autozomalné¢ dominantni
onemocnéni, m&  hladiny antigenu fibrinogenu fyziologické,  zatimco
u hypodysfibrinogenemie jsou hladiny snizené (Neerman-Arbez et Casini, 2018).

Dé&dicna amyloidoza Aa-fetézce fibrinogenu neni soucasti kongenitalnich poruch

fibrinogenu, jelikoz vysledné koagula¢ni testy nejsou ovlivnény (Casini et al., 2018).

41 AFIBRINOGENEMIE

Kongenitalni afibrinogenemie je vzacna koagulopatie, projevuje se autozomalni
recesivni dédi¢nosti s pomérem muzi a zeny 1:1 (Goyal et al., 2011). Toto onemocnéni
je charakterizované absenci cirkulujiciho fibrinogenu v disledku homozygotni nebo
slozené heterozygotni mutace v jednom z fibrinogenovych genti. Prvni ptipad byl popsan
u chlapce vroce 1920, ale prvni kauzalni mutace byla identifikovana o nékolik let
pozdéji. VEtSina z nich jsou nulové mutace, tedy velké delece nebo mutace sesttihového
mista. Missense mutace jsou vétSinou seskupeny v COOH-terminalnich globularnich

oblastech Bp a y fetézcu (Vilar et al., 2020).
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Klinickd zavaznost se u afibrinogenemie znac¢né lisi. Prvnim projevem v 85 %
je prodlouzené krvaceni zpupecni $niiry u novorozencu, ale az 60 % jedincl je
asymptomatickych (Goyal et al., 2011). Krvaceni je hlavnim pfiznakem i u dospélych
jedinct. Pfirozeny prabéh afibrinogenemie je obvykle spojovan se spontannim
a zavaznym krvacenim, které postihuje vSechny tkané, jako je klize, dutina ustni,
urogenitalni trakt, gastrointestinalni trakt a centralni nervovy systém. Pravé spontanni
intrakranialni krvaceni je u pacientl necastéjsi pri¢inou imrti (Undas et Casini, 2019).
Kromé¢ toho je u pacientli pozorovano prodlouzené hojeni ran. Tvorba bolestivych
kostnich cyst a spontanni ruptury sleziny jsou pozorovany jenom ve vyjimecnych
ptipadech (Acharya et Dimichele, 2008). Zvlastni riziko hrozi téhotnym zenam, kdy mutize
dochazet ke spontdnnim potratim v prubéhu prvniho trimestru téhotenstvi. Vice jak
50 % Zen s afibrinogenemii ma dlouhotrvajici silné menstruacni krvaceni, které vyZzaduje
hormonalni 1é¢bu (Malaquin et al., 2016). Paradoxné pacienti s afibrinogenemii mohou
mit tromboembolické ptihody spojené se substitucni 1écbou fibrinogenu nebo bez ni.
Mezi nejcastéjsi piithody patii ischemicka cévni mozkova piihoda (Undas et Casini,
2019).

V laboratorni diagndze jsou ¢asy PT a aPPT prodlouZeny. Trombinovy ¢as je také
prodlouzeny (Tab. 2), je vice citlivy nez PT a aPTT pro kvantitativni a kvalitativni defekty
fibrinogenu. Ten je nedetekovatelny jak  funkénimi  (Claussuv) testy,
tak ani antigennimi testy. Pomoci ELISA metody Ize afibrinogenemii definovat jako
nemcéfitelnou hladinu funkéniho fibrinogenu spojenou se stopovym mnoZstvim

imunoreaktivniho fibrinogenu (Vilar et al., 2020).

42 HYPOFIBRINOGENEMIE

Vrozend hypofibrinogenemie byla poprvé popsana v roce 1935. Je mnohem ¢astéj$i
nez afibrinogenemie a je Casto zplisobena heterozygotnimi mutacemi genu fibrinogenu.
Nositelé mutaci, které zpusobuji deficit fibrinogenu, jsou v populaci zastoupeni 1:500.
Hypofibrinogenemie je mnohdy asymptomaticka a je diagnostikovana nahodné, zejména
pokud jsou u pacientl zjistény hladiny fibrinogenu nizsi nez 1 g/l. U ostatnich pacientt
zavisi hladina fibrinogenu na fenotypu krvaceni (De Moerloose et al., 2013).

U 20 % pacienti se vyskytuji spontanni krvacivé piihody, jako je silna menstruace,

svalové hematomy a gastrointestinalni krvaceni. K tomuto dochéazi hlavné v ptipadé,
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pokud hladina fibrinogenu v plazmé nepiekroci 0,5 g/I. Stejné jako u afibrinogenemie,
i zde je zvysené riziko krvaceni v prubéhu t€hotenstvi a poporodni krvéaceni. U vzacnych
podtypti  hypofibrinogenemie se fibrinogenové agregaty mohou akumulovat
Vv endoplazmatickém retikulu hepatocytt, a tim zptisobit riizn¢ zdvazna onemocnéni jater
(Undas et Casini, 2019).

VétSina koagulacnich testi je variabilné prodlouzena a opét je nejcitlivéj$im testem

trombinovy ¢as (Acharya et Dimichele, 2008).

43 DYSFIBRINOGENEMIE A HYPODYSFIBRINOGENEMIE

Kongenitalni dysfibrinogenemie je kvalitativni vrozena fibrinogenové porucha
charakterizovana normalnimi hladinami fibrinogenového antigenu spojenymi s nizkou
funkéni aktivitou (Casini et al., 2015). Pfiblizné 55 % pacientl je asymptomatickych.
Dale je 50-60 % pacientl diagnostikovano jako soucast vySetieni, kdy maji prodlouzeny
Cas srazeni krve nebo v piipadé, Ze byl v nékdo v rodiné jiz diagnostikovéan. Pouze 25 %
nemocnych ma symptomy v podobé mirného krvaceni. Vyssi riziko zase hrozi
u t€hotnych zen, kdy muze dochazet k opakovanym spontannim potratim a poporodni
trombodze (Undas et Casini, 2019).

Pacienti s dysfibrinogenemii krvaceji nejCastéji po traumatu, operaci nebo
po porodu. Nejcastéjsim typem fibrinogenu, ktery zpusobuje dysfibrinogenemii, je
Dusartiiv fibrinogen, zptisobeny jedinou zménou baze (C x T) v genu Aa-fetézce, vedouci
Kk substituci aminokyselin Ao 554 Arg x Cys a nasledné k tvorbé velmi tenkych
fibrinovych vlaken s vadnou vazbou na PLG (De Moerloose et al., 2013).

Klasicky funk¢ni test fibrinogenu poskytuje nizké hladiny ve srovnani
S imunologickymi testy, ale hladiny mohou byt shodné a funkéni hladiny mohou byt
normalni. Proto je pro dysfibrinogenemii typicky nesoulad mezi koagulabilnim proteinem
a imunologicky méfenym fibrinogenem. Zatimco hladiny antigenu stanovené radialni
imunodifuzi a testy srazeni teplem vykazuji podobné hodnoty, tak mezi Claussovym
testem a PT-Fg je pozorovan jasny nesoulad (Casini et al., 2015). Dalsim dtkazem je
prodlouzeny reptilazovy cas (Tab. 2). Normalni nebo zvySeny antigen s niz$i funkéni

hladinou vedouci k nizkému poméru funkénich antigeni je obvykle diagnosticky.
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Senzitivita koagulacnich testi zavisi na konkrétni mutaci, reagenciich a technikach

(Acharya et Dimichele, 2008).

Hypodysfibrinogenemie je nejcastéji hlasenou vrozenou poruchou fibrinogenu.
Je spojena s priznaky charakteristickymi pro hypofibrinogenemii a dysfibrinogenemii.
Pokud tedy dojde k rozporu mezi snizenou hladinou antigenu fibrinogenu a snizenou
aktivitou, mé¢la by se vzit do tvahy hypodysfibrinogenemie. Velmi casté je poporodni
krvaceni a menstruacni poruchy, proto je tento druh onemocnéni nejcastéji popisovan
u symptomatickych zen. Spontanni krvaceni spojené s fibrinogenovymi abnormalitami

se obvykle vyskytuje pii funkénim mnozstvi fibrinogenu 0,7 g/l (Undas et Casini, 2019).

Tab. 2: Laboratorni diagnostika (Casini et al., 2018).

Afibrinogenemia Hypofibrinogenemia Dysfibrinogenemia® Hypodysfibrinogenemia
Mandatory
APLT T, infinitely prolonged T=N, depending on TN T=N, depending on fibrinogen levels
fibrinogen levels
PT 1, infinitely prolonged  -N, depending on N ?-N, depending on fibrinogen levels
fibrinogen levels
Clauss v, undetectable |, proportional decrease v and discrepant from v, disproportional decrease
PT derived for most variants}
Antigen v, undetectable Nt
Genotype
Additional if
available
Thrombin time T, infinitely prolonged  '-N, depending on -N "-N, depending on fibrinogen levels
fibrinogen levels
Reptilase time 1, infinitely prolonged  1-N. depending on N TN, depending on fibrinogen levels
fibrinogen levels
PT-derived 4, undetectable L, proportional to N and discrepant from the NA
fibrinogen fibrinogen levels Clauss method for most variants}

Tabulka by méla zahrnovat aPTT, PT a také funkéni hodnoceni hladiny fibrinogenu
Claussovou metodou a méfeni antigenu. Trombinovy Cas a Cas reptildzy jsou casto
prodlouzeny. Nasledné by se méla provést genotypizace, aby se potvrdila diagndza

(Casini et al., 2018).

44  FIBRINOGEN Aa-CHAIN AMYLOIDOSIS

Amyloid6za neni jednim onemocnéni, ale skupinou onemocnéni, kterd zahrnuji
chybné ukladani proteinti v extracelularnich prostorech tkani, coz vede k dysfunkci

organu a potencialn¢ ke smrti. Prvni pfipad amyloidozy Aa-tfetézce byl popsan v roce
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1993. Je charakterizovana nadmérnym ukladdnim amyloidu, hlavné v renalnich
glomerulech (Yazaki et al., 2018). Amyloidni fibrily jsou nerozpustné proteinové
agregaty, které se tvori, pokud dojde ke Spatné tvorbé proteinu. Existuje 36 biochemicky
odlisnych proteinti, které zptisobuji amyloidozu (Chapman et Dogan, 2019). Spole¢nym
znakem téchto proteinti je konformacni zména, typicky zahrnujici struktury B-listu.
Amyloidoza Aa-tetézce fibrinogenu (AFib) je vzacna autozomalni dominantni dédi¢na
porucha vyplyvajici z mutace v jedné ze dvou kopii genu FGA. Dochazi k mutaci
v aC oblasti fibrinogenu, coz vede K nespravnému ukladani a tvorbé amyloidu. Faktor
zvysujici amyloidézu a sérovy amyloid A jsou elementy, které ptispivaji ke zvysSené
tvorbé AFib tim, Zze se navazi na purifikovany fibrinogen a vyvolaji tvorbu amyloidu
(Vilar et al., 2020).

Klinicky se AFib projevuje jako proteinurie, hypertenze a azotémie. V pokro¢ilych
pfipadech amyloidoézy lze pozorovat postizeni jater a sleziny, nejvice vSak ledvin.
U nékterych pacienti muze také dochazet k ateroskler6ze nebo kardiomyopatii, kdyz
se fibrinogen za¢ne ukladat v cévnich sténach. VétSina pacientd s amyloidoézou
Aa-fetézce nema zadnou rodinnou anamnézu renalniho onemocnéni (Yazaki et al., 2018).
Pacienti s AFib nemaji poruchy krvaceni a pfi méfeni jsou ¢asy sraZzeni normalni.

Lécba (AFib) spoc¢iva v dialyze nebo V transplantaci ledvin ¢i jater. Jelikoz je
fibrinogen produkovan jatry, mutovand forma proteinu bude nadale produkovéna
a ukladana, dokud nebude organ transplantovan (Chapman et Dogan, 2019).

Pro klinickou typizaci amyloidu je v dne$ni dobé nejvice vyuZivan hmotnostni
spektrometr (Vilar et al., 2020).

45 FIBRINOGEN A COVID-19

Pacienti s COVID-19 vykazuji koagulacni abnormality, nejcastéji zvySenou
hladinu fibrinogenu a D-dimert, ¢asto s leh¢i trombocytopenii. Pacienti maji v priméru
zvysenou hladinu fibrinogenu na 5-7 g/l (Eljilany et Elzouki, 2020). Zvyseny D-dimer je
spojen s vyssi umrtnosti. Céast pacienti s COVID-19 mize mit abnormélné kratké PT
a aPTT. Zkraceny aPTT je Casto ve spojitosti se zvySenym faktorem VIII jako odpoveéd’
akutni faze. U vaznéji postizenych pacienti se miize vyvinout stav obdobny
diseminované intravaskularni koagulopatii (DIC) s mirné¢ prodlouZzenym PT a aPTT,

zatimco fibrinogen u téchto pacientl zlistdva normalni nebo je jenom lehce navyseny.
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Mnohonasobn¢é vic jsou vSak zvySeny hladiny D-dimerd, neumérné k jakymkoli
abnormalitdm zjiSténych v PT/INR, aPTT, hladiné fibrinogenu nebo poctu krevnich
desticek, coz je pro DIC neobvyklé, na rozdil u DIC zpisobené bakterialni sepsi (Wool
et Miller, 2021).

Han et al. ve své studii zkoumali zmény srazlivosti krve u pacientt s COVID-19
a porovnavali je se zdravymi kontrolami. Bylo ziejmé, Ze hladina fibrinogenu a jeho
degradacnich produktl byla navysena u pacientd s leh¢im i téz§im pribéhem. Jelikoz
hodnoty fibrinogenu nemaji vypovidajici hodnotu o zavaznosti onemocnéni, mél by byt

vzdy v ptipadé¢ COVID-19 stanovovan spole¢né s D-dimery (Han et al. 2020).
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5. ZAVER

Cilem této prace bylo zam¢fit se a popsat jeden z nejhojnéji se vyskytujicich
se glykoproteinii v plazmé¢, fibrinogen. Tomuto proteinu dal poprvé jméno Rudolf
Virchow Vv roce 1847 a o n¢kolik let pozdé&ji, v roce 1879, Olof Hammasrten ptipravil
prvni purifikovany fibrinogenovy preparat prostiednictvim NaCl.

Struktura fibrinogenu je tvofena tfemi peptidovymi fetézci, a to Aa, Bf a vy, které
jsou syntetizovany geny FGA, FGB a FGG. Dilezitou soucasti struktury jsou C-konce
Aatetézee, které se staci zpét smérem k centralni E oblasti a i€astni se vazby s PLG nebo
tPA. C-konce y-fetézce jsou vyznamnou ¢asti pro vazbu s krevnimi desti¢kami, které
se na fibrinogen vazi prostiednictvim receptoru allbf3, ¢imz mize dochazet k agregaci
desticek.

Fibrinogen se také v téle Gcastni jako PAF a mezi ostatnimi koagula¢nimi faktory
je to jeden z prvnich proteint, u kterého miizeme zaznamenat zmény hladiny. V soucasné
dobé se provadéji vyzkumy, zatim je$té na mySich, ktery zkouma zmény hladin
fibrinogenu v dasledku pusobeni riznych bakterii. Jelikoz je fibrinogen jeden z prvnich
faktorti, u kterého dochazi k deficitu, je dilezité zajistit jeho substituci at’ uz ve forme
FFP, nebo CRYO. Podstatnou roli hraje také 1ékaiska prevence, aby se predeslo krvaceni
nebo trombotickym stavim. Pfi vySetieni by se vzdy méla hlidat hladina fibrinogenu

a take by se méla hlidat jeho funk¢ni aktivita.
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