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1. Uvod

Proces pfemény fibrinogenu na fibrin je dulezitym
fyziologickym d&jem, ktery se Gcastni procesu hemostazy.
Jedna se o slozity, vysoce regulovany biochemicky déj,
jehoz poruchy mohou vést k zdvaznym Zzivot ohrozujicim
stavim. V tomto ¢lanku se pokusime shrnout dosavadni
znalosti o pfeméné fibrinogenu na fibrin, nebot’ aktualizo-
vany piehled ohledné tohoto procesu v ceské odborné
literatufe stale chybi.

2. Pfeména fibrinogenu na fibrin

Trombinem katalyzovana pfeména fibrinogenu na
fibrinovou sit’ je spole¢nd vSem dosud Zzijicim obratlov-
ctim'. Proces pfemény fibrinogenu na fibrin 1ze rozdglit do
nékolika krokti: aktivace trombinu, odStépeni fibrinopepti-
di katalyzované trombinem, polymerace fibrinovych mo-
nomeru, lateralni asociace protofibril a kovalentni stabili-
zace fibrinového klotu.

2.1. Aktivace trombinu

Télo si neustdle udrzuje rovnovéhu mezi koagulaci

a degradaci fibrinové sité (fibrinolyzou). Ustiedni tlohu
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zde hraje serinova proteasa a-trombin (dale jen trombin),
ktera v krevnim fecisti cirkuluje v inaktivni formé zvané
protrombin. Trombin, jako jeden z klicovych koagula¢nich
faktorti, poprvé popsal A. Buchanan vroce 1836 (cit.?)
apozd&ji vroce 1845 (cit.’). Molekula protrombinu je
sestavena z jednoho fetézce o molekulové hmotnosti
65,7 kDa, tvofené¢ho 582 aminokyselinovymi zbytky4.
Pusobenim serinové proteasy aktivovaného faktoru Xa
(EC 3.4.21.6) dojde nejprve k hydrolytickému Stépeni
vazby mezi arginylem320 a isoleucylem321 a nasledn¢ ke
§tépeni vazby za Arg271 (cit.”). Tim vznikne aktivni mole-
kula trombinu, ktera je sestavena ze dvou polypeptidovych
fetézell — lehkého (36 aminokyselinovych zbytki) a tézké-
ho (259 aminokyselinovych zbytki), které jsou kovalentné
spojeny S-S vazbou mezi zbytky Cys293 a Cys439
(Cislovano v sekvenci protrombinu). Trombin je schopen
odstépovat prvni aktivacni peptid z molekuly protrombinu
a tim zesiluje aktivaci dalich molekul trombinu®.

Aktivni  misto trombinu tvofi Serl95, His57
a Aspl89, které jsou nezbytné pro neutrofilni atak cilové
peptidové vazby’. V molekule trombinu nalézime jesté
dalsi dvé dilezita mista. Jsou to elektropozitivni povrcho-
vé oblasti I a II (oznacované jako exosite I a exosite II),
které specificky interaguji se zaporn¢ nabitymi Castmi
molekul substrati (napt. fibrinogenu) a kofaktorti. Oblast I
je tvorena zbytky® Lys36, His71, Arg73, Arg75, Tyr76,
Arg77 a Lys109/110. Oblast II je tvofena aminokyselino-
vymi zbytky’ Arg93, Lys236, Lys240, Argl01 a Arg233.
Pres oblast I se uskuteciiuje vazba thrombomodulinu, fib-
rinogenu nebo faktoru V, pres oblast II se vaZe heparin,
fibrinogen, faktor V nebo GPIba (cit.”). Dalsim dileZitym
mistem v molekule trombinu je Na' vazebné misto, kam se
vaze sodny ion, ktery alostericky reguluje aktivitu trombi-
nu’. Pokud jsou ionty Na* navazany, trombin upfednostiiu-
je prokoagulaéni substraty — fibrinogen, faktor V, faktor
VIII nebo protein PAR1 (receptor 1 aktivovany proteina-
sou)’. Pokud ionty Na' navazany nejsou, upfednostiiuje
trombin protein C jako substrat’. Dal$imi dillezitymi ob-
lastmi trombinu je y-smycka a 60-smycka. 60-Smycka je
tvofena prevazné prolinovymi zbytky a pomoci hydrofob-
nich interakci podporuje vazbu substratu v jeho N-koncové
gasti’. y-Smycka je hydrofilni a interaguje s C-koncovymi
Castmi substratd’.

Pfi poranéni dochazi k uvolnéni tkénového faktoru
z endothelu poskozené cévni stény'’. Tkanovy faktor se
nasledné vaze na serinovou proteasu faktor VII (EC
3.4.21.21), ktera ve spolupraci s ionty Ca*" a desti¢kovymi
fosfolipidy proteolyticky aktivuje faktor X (cit.'"). Aktivo-
vany faktor Xa (EC 3.4.21.6) v kooperaci s faktorem Va,
ionty Ca®" a desti¢kovymi fosfolipidy preméfiuje protrom-
bin na trombin'?. Generace trombinu vyvola silnou pozi-
tivni zpétnovazebnou reakci tim, Ze trombin aktivuje krev-
ni desti¢ky a faktory V a VIII kontaktni faze koagulace'®.
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Na membrané krevnich desti¢ek ¢i endothelidlnich bunék
se aktivovany faktor VIIla vdZe na serinovou proteasu
faktor IXa (EC 3.4.21.22), kter4 aktivuje faktor X (cit."?).
Aktivace faktoru X faktorem [Xa je 50—100x rychlejsi nez
aktivace faktorem VIIa (cit.'*). Vznikajici trombin dale
aktivuje serinovou proteasu faktor XI (EC 3.4.21.27)
(cit."®), preméiiuje fibrinogen na fibrin'®, aktivuje krevni
destiéky12 a aktivuje faktor XIII (cit.'"). Aktivovany faktor
Xla aktivuje faktor IX. Aktivovany faktor XIlla kovalent-
né stabilizuje vznikajici fibrinovou sit’.

Cely systém aktivace trombinu je pfisné regulovan.
Nejdilezitéjsim inhibitorem trombinu je antitrombin III,
ktery je schopen inhibovat vS§echny serinové proteasy koa-
gulaéni kaskady'®. Vazbou antitrombinu na trombin dojde
k rozstépeni vazby za Arg393 antitrombinu a uvéznéni
trombinu v ireverzibilnim komplexu’. Dal§im inhibitorem
koagula¢ni kaskady je inhibitor tkanového faktoru (TFPI),
ktery reverzibilné inhibuje faktor Xa a komplex VIla-
tkatiovy faktor-Xa (cit."”). Vazba trombinu na trombomo-
dulin umoziuje aktivaci serinové proteasy proteinu C (EC
3.4.21.69), jehoz aktivni forma ve spolupraci s proteinem
Sa vitaminem K proteolyticky inaktivuje faktory Va
a VIIIa (cit.*).

2.2. Odstépovani fibrinopeptidi

Trombin specificky §tépi peptidovou vazbu mezi ar-
gynylem a glycylem®. Ve fibrinogenu prednostné §tépi
vazbu mezi Ao Argl6-Glyl7 a B Argl4-Gly15. Hexade-
kapeptid odstépeny z Aa fetézce nazyvame fibrinopeptid
A a tetradekapeptid odStépeny z Bf fetézce nazyvame
fibrinopeptid B. Fibrinopeptidy tvoii méné nez 2 % hmoty
fibrinogenu'. Pfednost tépeni pravé téchto vazeb je dana
konformaénim uspotfadanim fibrinopeptidi vystupujicich
z molekuly fibrinogenu do prostoru, jez skvéle zapadaji do
aktivniho mista trombinu®'. Ze sledovéni kinetiky odst&po-
vani fibrinopeptidil bylo zjiSténo, Ze uvolnéni fibrinopepti-
dit B zagina aZ po uvolnéni fibrinopeptidii A (cit.??). Bé-
hem polymerace fibrinu vSak nartistd rychlost odStépovani
fibrinopeptidd B az sedmkrat, coz svéd¢i o tom, Ze fibrino-
peptidy B jsou odStépovany preferencné z fibrinového
polymeru diky konformaéni zméné vyvolané polymeraci,
ktera podporuje od§tépovani®.

Predpoklada se, ze odstépeni fibrinopeptidit A spousti
tvorbu protofibril, a ze odStépeni fibrinopeptidti B souvisi
s lateralni agregaci®*. Uvolnénim fibrinopeptidi vznika
polymeracni misto (hrbolek) A, resp. polymeracni misto
(hrbolek) B. Polymeracni mista jsou tvoteny sekvenci Gly-
Pro-Arg a Gly-His-Arg, které reaguji s polymeracnimi
misty (prohlubnémi) a a b, které jsou situovany v yC a C

doméns®.

2.3. Polymerace fibrinu

Polymerace fibrinu zac¢ind po odstépeni fibrinopepti-
dd A interakci mezi polymera¢nim hrbolkem A a polyme-
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raéni prohlubni a (cit.?®). Polymera¢ni hrbolky jsou situo-
vany v centrdlni doméné, polymeracni prohlubné jsou
umistény v koncovych doménach. Specifické interakce
mezi polymeranim hrbolkem ,,A* a polymera¢ni prohlub-
ni ,,a* komplementarnimi vazebnymi misty davaji vznik-
nout agregatiim, v nichz jsou fibrinové monomery posunu-
ty o polovinu délky, nebot’ centralni doména jedné mole-
kuly reaguje s koncovou doménou druhé®®. Tim vznika
fibrinovy dimer, na néjz se vazi dalsi molekuly fibrinové-
ho monomeru a vznikd dvojit¢ stoend protofibrila. Zaro-
ven se utvareji i vazby mezi koncovymi doménami. Hlav-
nimi aminokyselinovymi zbytky podilejicimi se na vazbé
jsou yArg275, yTyr280, ySer300 a yAsn308 (cit.").

Jakmile protofibrily dosdhnou urcité délky (600 az
800 nm) za&nou lateralnd agregovat a tvoii vlakna®’. B&-
hem lateralni agregace se uplatiuji specifické intermoleku-
larni interakce (mezi B:b polymera¢nimi misty), které
zpusobuji, ze se struktura vlakna opakuje po 22,5 nm, coz
je mozné pozorovat v elektronovém mikroskopu®. Late-
ralni agregaci posiluje aC doména, ktera disociuje smérem
od centralni domény po uvoln&ni fibrinopeptidi B (cit.”).

Pfi¢ny nartst vldken je limitovan, nebot’ vldkna jsou
zkroucena. Pii dosazeni urc¢itého priméru vlakna je ener-
gie potfebna pro natazeni priddvané protofibrily vyssi nez
vazebna energie a narst vlakna se zastavi'. Vlakna se
vetvi a vytvareji sit’ pfipominajici svymi vlastnostmi gel.
Fibrinovy gel obsahuje az 95 % kapaliny'.

2.4. Kovalentni stabilizace fibrinové
sité

Vznikajici fibrinova sit’ je stabilizovana tvorbou ko-
valentnich vazeb mezi jednotlivymi molekulami fibrinoge-
nu. Tvorbu kovalentnich vazeb katalyzuje plasmaticka
transglutaminasa, aktivovany faktor XIIla (protein-
glutamin y-glutamyl transferasa, EC 2.3.2.13)*°. Faktor
XII ma molekulovou hmotnost 326 kDa, je pfitomen
v plasmé (10 pg ml™), krevnich desti¢kach, monocytech
a jejich prekurzorech v kostni dieni’'.

Faktor XIII cirkuluje jako inaktivni zymogen tvofeny
dvéma pary riznych polypeptidovych fetézci oznacova-
nych A a B. Pdsobenim trombinu dojde k odstépeni akti-
vacnich peptidd a vzniku allozymogenu FXIII’. V pfitom-
nosti vapenatych iontd disociuji dvé podjednotky B
z molekuly faktoru XIII’ a vznika aktivni faktor XIlla
(cit.*). Ptitomnost fibrinu urychluje a napomaha aktivaci
faktoru XIII (cit.>?).

Aktivovany faktor XIIIa katalyzuje tvorbu vazeb me-
zi koncovymi zbytky glutaminu a e-aminoskupinou lysy-
lu®. Nejprve vznikaji kovalentni vazby mezi v fetézci,
poté mezi C-koncovymi ¢astmi o fetézcl. Faktor XIII také
kovalentné vaze k fibrinu fibronektin, a2-antiplasmin ¢i
inhibitor aktivatoru plasminogenu 2 (cit.**). Kovalentni
,,stabilizace fibrinové sité zvysuje jeji odolnost viici me-
chanickym vliviim a trombolytickym enzymutm.
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3. Fibrinolyza

Fibrinovy gel zajistuje po poranéni a pii hojeni rany
pouze docasnou zatku, ktera je po vyuziti efektivné odstra-
néna. Stépit fibrin je schopno mnoho proteolytickych en-
zymu a bun€k. Nejvice specifickym mechanismem degra-
dace fibrinové zatky je vSak fibrinolyza.

Hlavni slozkou fibrinolytického systému je glykopro-
tein plasminogen. Plasminogen, neaktivni forma serinové
proteasy plasminu (EC 3.4.21.7), je syntetizovan
v jatrech®, cirkuluje vkrvi vkoncentraci 1-5 pmol I
s pologasem dva dny’®. Je tvofen jednim Fetézcem o hmot-
nosti 92 kDa, 791 aminokyselinovymi zbytky a obsahuje
24 disulfidovych vazeb®’. Aktivni misto plasminu je tvofe-
no zbytky His602, Asp645 a Ser740 (cit.*®). Ve struktuie
plasminogenu nalézame Ctyfi vyznamné domény oznaco-
vané K1, K2, K3 a K4. Tyto domény jsou bohaté na lysy-
ly, jsou tvorené velkymi smyckami stabilizovanymi disul-
fidovymi vazbami a zprostfedkovéavaji vazbu na fibrin
a povrchové receptory bunék’’. Sacharidova slozka plas-
minogenu reguluje afinitu k bunéénym receptoriim a hraje
vyznamnou roli pii degradaci plasminu®.

V  krevnim fecisti kolujici forma plasminogenu
(oznacovana jako Glu plasminogen podle N-terminalniho
aminokyselinového zbytku) je limitovanou proteolyzou
Stépenim vazby mezi Lys77-Lys78 preménovana na Lys
plasminogen, ktery rychleji a efektivnéji nasedd na fibrin
aje 10-20x rychleji aktivovan®. Tato forma se normalné
nevyskytuje v cirkulaci, vznika az pfed samotnou fibrino-
lyzou.

K aktivaci plasminogenu jsou zapotiebi aktivatory.
nu (tPA), coz je serinova proteasa (EC 3.4.21.68) o hmot-
nosti 72 kDa, ktera je produkovana a sekretovana prede-
v§im endothelidlnimi buiikami s polocasem 5 min. Uvol-
novani tPA z endothelu je stimulovano napf. trombinem,
histaminem ¢i adrenalinem, ale také télesnou zatézi nebo
stresem. Tkanovy aktivator plasminu nasedd na fibrin
a Stépi vazbu mezi Arg561-Val562 v plasminogenu véaza-
ného na fibrin, vznika plasmin, ktery $tépi fibrin. Plasmin
Stépi vazbu Arg275-11e276 v molekule tPA, ¢imz vznika
aktivngjsi dvoufetézcova forma a zesiluje se fibrinolyza®.

Dalsim aktivatorem plasminu je urokinasa (uPA),
serinova proteasa (EC 3.4.21.73) o hmotnosti 54 kDa,
ktera je produkovana a sekretovana predevs§im endothelial-
nimi butikami, makrofdgy a nékterymi nddorovymi builka-
mi. Urokinasa S§tépi vazbu mezi Arg561-Val562
v plasminogenu, vznik4 plasmin, ktery Sté€pi fibrin. Plas-
min a kallikrein §tépi vazbu Lys158-1le159 v molekule
uPA, ¢imz vznika aktivnéjsi dvoutetézcova forma. Uroki-
nasa ma mnohem niz§i afinitu k fibrinu nez tPA a je
schopna aktivovat plasmin i v neptitomnosti fibrinu*'.

Z dalsich aktivatord plasminu Ize jmenovat kallikrein,
aktivovany faktor XIa, XIla a membranovou metaloprotei-
nasu MTI1-MMP. Tyto aktivatory plasminu vSak za nor-
malnich podminek nepfedstavuji vice nez 15 % celkové
aktivity plasminu*.

Plasmin $té€pi fibrin za aminokyselinovymi zbytky
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lysinu a argininu na rozpustné degradacni produkty,
z nichZ nejvyznamngjsi jsou D-dimery’® (kovalentné spo-
jené D domény ze dvou riiznych molekul fibrinového mo-
nomeru), jejichz koncentrace v plasmé slouZi k diagnostice
tvorby a rozpousténi trombu. Degradacni produkty fibrinu
jsou schopné inhibovat polymeraci fibrinového monomeru*®.

Uvolnénim plasminu ze $tépené¢ho fibrinu je tento
inaktivovan glykoproteinem a,-antiplasminem. o,-Anti-
plasmin cirkuluje v krvi s polocasem 2,4 dny, koncentrace
vkrvi je 0,9 nmol I"' a hmotnost 70 kDa. Je plasminem
Stépen, ¢imz vznikd dvoufetézcova forma, ktera
s plasminem tvoii komplex, degradovany v jatrech®’.

Proces fibrinolyzy je regulovan. Regulac¢ni funkci
nezastava pouze o,-antiplasmin, ale také inhibitory aktiva-
torti plasminu a zeslabovace fibrinolyzy. VSudyptitomnym
inhibitorem je inhibitor aktivatoru plasminu 1 (PAI-1).
Jedna se o jednofetézcovy glykoprotein o hmotnosti
52 kDa, ktery je produkovan endothelidlnimi bunkami,
krevnimi destickami, monocyty, hepatocyty, makrofagy
a adipocyty. Jeho produkce je stimulovana v zavislosti na
zanétlivé odpovédi cytokiny, lipoproteiny a rlstovymi
faktory. Inhibuje tPA i uPA (cit.*).

Dalsim inhibitorem je inhibitor aktivatoru plasminu 2
(PAI-2). Vyskytuje se bud jako protein o hmotnosti
47 kDa nebo jako glykoprotein o hmotnosti 60 kDa. Je
produkovan piedev§im leukocyty a méfitelna hladina
v krvi je pouze béhem t&hotenstvi. Je schopen inhibovat
dvoufetdzcové formy tPA a uPA (cit.*?).

Zeslabovacem fibrinolyzy je inhibitor fibrinolyzy akti-
vovatelny trombinem (TAFI). Jedna se o 60 kDa vazici pro-
tein, ktery cirkuluje v plasmé o koncentraci 100 nmol 1™,
ktery je produkovan hepatocyty a je ulozen v krevnich
destickdch. Jeho aktivace trombinem je zesilena
v piitomnosti thrombomodulinu. Proteolytickym S$tépenim
trombinem vznik4 Zn-dependentni karboxypeptidasa TAFIa
se specifitou pro C-koncové arginylové a lysylové zbytky™.
V molekule plasminogenu a tPA hraji pravé tyto zbytky
dilezitou roli v interakei s fibrinem.

V neposledni fad¢ hraji dilezitou ulohu v regulaci
minogenové receptory” (napt. GP IIbllla, o-enolasa),
uPAR® (urokinasovy receptor, podporuje vazbu uPA
s PAI-1), integrin oup: (cit.*) (vaze plasminogen a uPA,
&imz 50x urychluje generaci plasminu), annexin-2*" (vaze
plasminogen a tPA a tim 60x urychluje generaci plasminu)
a protein pfidruzeny k receptoru a2-makroglobulinu*
(vychytava komplexy tPA-PAI-1).

4. Patofyziologie fibrinogenu

Choroby spojené s poruchou v molekule fibrinogenu
jsou pomérné vzacné. Vrozena dysfibrinogenémie, choro-
ba ktera se projevuje nefunkcnosti molekuly fibrinogenu
vyvolanou poruchou v primarni struktufe (bodova mutace,
insert, delece), byla celosvétové popsana zatim jen asi
v 400 rodinach®. Toto &islo oviem nevypovida o realném
mnozstvi ptipadl, nebot’ koagulacni vySetieni se neprova-
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di standardn¢ a geneticky screening provadi pouze nékolik
pracovist’ na svété. V Ceské republice je pouze jedno pra-
covisté zabyvajici se vySetfovanim dysfibrinogenémii, a to
Ustav hematologie a krevni transfuze, které spolupracuje
s hematology z celé CR.

Deficit fibrinogenu projevujici se snizenou hladinou
fibrinogenu v plasmé — hypofibrinogenémie byva také
vyvolan vrozenymi mutacemi v nékterém z gend koduji-
cich fetézce fibrinogenu. Ziskané dysfibrinogenémie byva-
ji spojené s pozménénym zastoupenim sialovych kyselin
v souvislosti s jaternimi chorobami’’.

Pomérn¢ zavaznym onemocnénim je ,,fibrinogen
storage disease®, které se vyznacuje ukladanim fibrinoge-
nu v jatrech®, které miize zptisobit aZ selhani jater a smirt.

5. Zavér

Fibrinogen ma v organismu mnoho funkci, které jsou
nezbytné pro preziti. Jako soucast koagulacni kaskady se
ucastni procesu zéstavy krvaceni. Zastava krvéaceni je jed-
nim z nejdulezitéjSich ochrannych mechanismi zajist'uji-
cich spravné fungovani organismu. V pfipad¢ poranéni je
aktivovana slozitd kaskada reakci vedouci k zabranéni
ztraty krve. Proces fibrinolyzy zajiStuje, po uspéSném
zaceleni rany, degradaci fibrinové sité, ktera napomahala
v zastavé krvaceni. Jak proces tvorby fibrinové sité, tak
i fibrinolyza dosud neodhalily vSechna sva tajemstvi. Po-
rozuméni témto procesim a jejich patofyziologii muze
zachranit mnoho Zivoti a zajisté si zaslouzi pozornost
odborné vefejnosti.

Tato prace vznikla za financni podpory grantu GA AV
CR ¢islo KAN200670701.
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R. Kotlin and Jan E. Dyr (Institute of Hematology
and Blood Transfusion, Prague, Czech Republic): Fibrin
Formation and Degradation

Fibrinogen conversion to fibrin is a physiological
process leading to haemostasis. Fibrinogen is cleaved by
the serine protease thrombin to the fibrin monomer, which
interacts with other fibrin monomers to produce protofi-
brils, which in turn spontaneously interact to form fibres.
Fibrin formation activates specific proteases, which cleave
plasminogen to plasmin. Plasmin degrades the fibrin net-
work and disintegrates the haemostatic plug. The processes
are regulated and are not yet fully clarified. This review
brings an insight into these physiological processes.

dIMVIS

Americké védecké informaéni stfedisko, 0.p.s.

VYZVA

k podavani Zadosti o podporu

cesko-americké védeckotechnicke spoluprace

Uzavérka prihlasek je 30. ¢ervna 2008.

Kontakt:

AMVIS, o. p. s.

Senovazné nam. 24

116 47 Praha 1

Bliz§i informace na www.amvis.cz
e-mail: amvis@amvis.cz

318



