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Introduzione 

Il fibrinogeno, con tipica organizzazione proteica trinodale, è una proteina 

della fase acuta che ha un ruolo ben consolidato nella cascata enzimatica della 

coagulazione, rappresentando nel processo di coagulazione il precursore del 

polimero di fibrina. Il meccanismo alterato della formazione del fibrinogeno e 

della polimerizzazione della fibrina può avere un impatto clinico sull'insorgenza e 

sull'esito di varie malattie, come le coagulopatie, l’ictus ischemico ed anche 

complicanze ostetriche. I disturbi della struttura e della funzione del fibrinogeno 

possono anche avere un importante aspetto clinico con cruciale impatto su 

numerose e variegate patologie. 

 La trombina attivata o fattore II (FIIa) converte il fibrinogeno in fibrina in 

risposta al sanguinamento. Il FIIa rapidamente proteolizza il fibrinogeno, 

rilasciando due peptidi che polimerizzano spontaneamente per formare un gel 

insolubile che intrappola gli elementi figurati del sangue, e costruendo una massa 

spugnosa che gradualmente si indurisce e si contrae per formare il coagulo di 

sangue, bloccando il vaso sanguigno danneggiato e prevenendo ulteriori 

sanguinamenti. 

Tradizionalmente, le patologie del fibrinogeno sono classificate come 

disturbi quantitativi e disturbi funzionali. Per l'identificazione della tipologia di 
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appartenenza, si usano approcci sia immunologici, che sono in grado di 

quantificare la completa assenza di molecole di fibrinogeno circolanti, sia metodi 

funzionali che consentono di misurare la velocità di conversione del fibrinogeno 

coagulabile in fibrina. 

Le patologie correlate al fibrinogeno, possono essere dovute a cause 

acquisite e/o genetiche: malattie del fegato, cancro, coagulazione intravascolare 

disseminata, modificazioni post-traduzionali, interferenze del saggio 

quali/quantitativo sono alcune delle cause ben note di disturbi acquisiti del 

fibrinogeno; invece i disturbi ereditari, argomento di questa tesi, sono dovuti a 

mutazioni dei geni che codificano per le catene del fibrinogeno. 

Le sequenze genomiche sono dissimili, nonostante appartengano ad un gene 

ancestrale comune. Sono tre i geni codificanti e si raggruppano in una regione di 

circa 50 kb, del cromosoma umano 4 e mostrano un opposto orientamento alla 

trascrizione.  

 I disordini congeniti del fibrinogeno sono rari e possono essere associati 

con una sintesi, assemblaggio, stabilità proteica alterata e/o con molecole di 

fibrinogeno disfunzionali. L'afibrinogenemia e l'ipofibrinogenemia indicano 

disturbi quantitativi del fibrinogeno e sono principalmente causate da variazioni 

genetiche che ne influenzano le quantità plasmatiche. La disfibrinogenemia ne 
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indica disordini qualitativi che sono principalmente determinati da variazioni 

genetiche che ne modificano la funzionalità.  

In particolare, l'afibrinogenemia (argomento chiave della presente Tesi 

Sperimentale) è una malattia emorragica molto rara, caratterizzata da 

un’alterazione funzionale del fibrinogeno plasmatico o dalla sua completa 

assenza; è ereditata come tratto autosomico recessivo e si stima abbia un'incidenza 

di 1-2 su un milione nel mondo occidentale. La sua incidenza è maggiore in Medio 

Oriente e nel sud dell'India, dove la consanguineità dei genitori è molto frequente. 

Nell'85% dei pazienti si osserva un sanguinamento ombelicale incontrollato, un 

profilo di sanguinamento non osservato nell'emofilia.  

La presente Tesi Sperimentale descrive in maniera multidisciplinare un raro 

caso di afibrinogenemia, identificato presso il Laboratorio Analisi dell’Ospedale 

pediatrico “G. Salesi” - Azienda Ospedaliero universitaria OSPEDALI RIUNITI 

di Ancona, valutando gli aspetti clinico-medici, genetico-molecolari e di 

biochimica clinica. Inoltre, vengono descritte i profili laboratoristici generali e 

specifici della sequenza genica di questa proteina plasmatica pleiotropica, anche 

attraverso un’accurata revisione dei dati della letteratura mondiale. 
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Capitolo 1: Il sistema Fibrinogeno-Fibrina 

 

1.1: Genomica e assemblaggio molecolare  

 

Fin dalla sua scoperta (oltre 350 anni fa), gli studi sul fibrinogeno si sono 

rivelati di notevole interesse mettendo alla luce le sue caratteristiche pleiotropiche 

(Figura 1).  

Figura 1: Excursus storico sul Fibrinogeno [1]. 

 La sua struttura complessa (un grande omodimero esamerico di 340 kDa) 

supporta ruoli complessi nell'emostasi e nell'omeostasi. La sintesi del fibrinogeno 

è regolata a livello trascrizionale e traslazionale, subendo entrambi i meccanismi 

costitutivi sia di secrezione (basale) dal fegato sia di sovra-regolazione inducibile 

in risposta ad eventi di tipo infiammatorio.  Inoltre, lo splicing alternativo 
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(meccanismo molecolare che produce varianti di fibrinogeno con proprietà 

uniche) contribuisce alla biochimica della complessa cascata coagulativa.  

La biosintesi del fibrinogeno avviene principalmente negli epatociti, a partire 

dall'espressione di tre geni, FGA, FGB e FGG, raggruppati in una regione di 50 

kb del braccio lungo del cromosoma umano 4 (4q31): i geni codificano 

rispettivamente per le catene Aα, Bβ e γ del fibrinogeno. Entrambi i geni FGA e 

FGG vengono trascritti per produrre due catene. La principale codifica della 

trascrizione della catena Aα è costituita da cinque esoni, ma una trascrizione 

minore, risultante dalla giunzione di un sesto esone, codifica per la catena AαE 

che è presente nell'1-3% del fibrinogeno circolante. Per il gene FGG, un mRNA 

della catena γ maggiore viene trascritto da dieci esoni mentre nella catena γ minore 

viene trattenuto l'introne 9 (Figura 2) [2]. 

Figura 2: Splicing alternativo delle regioni geniche del Fibrinogeno [2].  

 

Le catene polipeptidiche omologhe (Aα, Bβ e γ) si assemblano per formare una 

molecola esamerica da 340 kDa [AαBβγ], tenuta insieme da 29 legami disolfuro.     
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          Figura 3: Struttura polipeptidica del Fibrinogeno [2]. 

 

La struttura trinodulare di 450-A˚ della molecola di fibrinogeno è composta 

da due domini D globulari distali simmetrici (costituiti dalle estremità C delle 

catene Bβ e γ) unito a un dominio E centrale (costituito dai N termini di sei catene) 

da regioni a spirale [9]. L’assemblaggio del fibrinogeno avviene in modo graduale: 

inizialmente vengono prodotte dimeri Aα-γ e Bβ-γ, successivamente viene 

aggiunta una terza catena, e infine le semimolecole Aα-Bβ-γ dimerizzano per 

formare fibrinogeno esamerico. 

I geni del fibrinogeno sono co-regolati sia per l'espressione basale sia quando 

sono sovraregolati in base ad una risposta della fase acuta dell'infiammazione [3]. 

In particolare, l’infiammazione porta ad un rapido aumento del fibrinogeno 
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plasmatico dopo eventi di sanguinamento o coagulazione, o di supporto alla 

guarigione delle ferite. 

Figura 4: Espressione molecolare e regolazione trascrizionale e post-trascrizionale del 

fibrinogeno [1]. 

 

Si ritiene che ciascun gene del fibrinogeno sia regolato da un promotore 

prossimale e da elementi di potenziamento locale, che sembrano agire insieme ai 

fattori di regolazione trascrizionale della cromatina con un'architettura ad anello 

per co-regolare l'espressione del cluster di tre geni (Figura 3) [2].  
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La specifica metilazione delle isole CpG del DNA delle regioni regolatorie 

del fibrinogeno può contribuire all’espressione cellulare specifica del fibrinogeno 

in uno stato peculiare. Infatti, gli mRNA del fibrinogeno vengono tradotti in 

polipeptidi nascenti con peptidi segnale che sono tagliati internamente al reticolo 

endoplasmatico, dove le catene si assemblano, con l'assistenza di chaperones, 

prima come dimeri Aα-γ o Bβ-γ e poi come molecole trimeriche. Ponti disolfuro 

NH2-terminali infine collegano i due trimeri producendo molecole esameriche. 

Queste molecole esameriche transitano nell’apparato del Golgi dove avvengono 

le fasi finali di maturazione proteica con una specifica N-glicosilazione della 

catena B e γ. Il fibrinogeno correttamente assemblato viene infine secreto come 

una glicoproteina. Di particolare rilievo è che le proteine mal ripiegate non 

vengono secrete ma trattenute a livello intracellulare e poi degradate dai 

meccanismi di proteolisi ubiquitina-dipendente tramite il proteosoma (come 

illustrato in Figura 4) [3]. 

Interessante notare che, durante la traslocazione delle singole catene nel 

reticolo endoplasmatico il peptide segnale viene scisso co-traduzionalmente da 

ciascuna catena. L'assemblaggio procede con la formazione di un intermedio 

[Aαγ] o [Bβγ], come mostrato nella figura 4. L'aggiunta di una catena Bβo Aα dà 
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origine a una mezza molecola [AαBβγ], che dimerizza per formare l'esamero 

funzionale [4].  

Il complesso processo di maturazione della glicoproteina subisce diverse 

modifiche post-traduzionali nel complesso del Golgi, compresa la maturazione di 

oligosaccaridi legati all'N, la fosforilazione, l’idrossilazione, la solfatazione [5].  

La secrezione di fibrinogeno viene sottoposta ad una sorta di “un controllo di 

qualità”, anche se finora, i meccanismi che controllano la secrezione di 

fibrinogeno rimangono pressoché sconosciuti, sebbene la N-glicosilazione e i 

legami disolfuro (che si verificano entrambi durante la sintesi del fibrinogeno) 

sono noti per svolgere un ruolo cruciale nel corretto ripiegamento delle proteine 

di membrana e secretorie. 

A questo riguardo, è stata fornita l'identificazione di diverse mutazioni dei 

domini presumibilmente coinvolti nel controllo di secrezione. Una serie di 

mutazioni studiate in ex-vivo ed in modelli sperimentali (L353R, G400D, G414S, 

W437X e W437G, numerate secondo l’identificazione e localizzazione della 

catena Bβ in pazienti afibrinogenemici) hanno dimostrato che queste mutazioni 

non hanno avuto effetto sull'assemblaggio intracellulare dell'esamero, ma hanno 

efficacemente inibito la sua secrezione e circolazione nei liquidi biologici [2, 6]. 

Complessivamente, questi dati suggeriscono fortemente che il dominio βC possa 
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svolgere un ruolo importante nel controllo della secrezione del fibrinogeno 

circolante nel plasma e nei liquidi biologici [7]. 

L’importanza del corretto assemblaggio e della sua corretta secrezione è 

legata al fatto che il fibrinogeno circolante oltre a promuovere l'emostasi come 

precursore solubile della fibrina, quando attivato crea un ponte tra le piastrine 

consentendo una corretta disposizione degli eritrociti, macrofagi e fibroblasti 

attorno a una ferita e/o lesione tissutale/vasale [8].  

Lo sviluppo ed il controllo di questi processi sono importanti per bloccare il 

sanguinamento, migliorare la guarigione delle ferite e promuovere la 

rigenerazione di tessuti e proliferazione staminale. Inoltre, il sistema 

fibrina(ogeno) è implicato in molte altre attività biometaboliche e processi fisio-

patologici, come ad esempio prevenire l'invasione microbica e la proliferazione in 

seguito a traumi, migliorare le difese dell'ospite attraverso l'assemblaggio di 

matrici che intrappolano agenti infettivi ed esogeni e reclutano e attivano le cellule  

immunitarie, etc.; per queste serie di funzioni, viene oggigiorno definito “Sistema 

Fibrinogeno-Fibrina” ad attività pleiotropica [8] (Figura 5).  
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Figura 5: Rappresentazione schematica delle possibili interazioni del Sistema fibrinogeno-

fibrina con cellule mediando emostasi, trombosi ed infiammazione [1]. 

 

L'associazione della fibrina(ogeno) con la eziopatogenesi di numerose 

malattie risulta da meccanismi diversi. Questi includono l'attivazione delle vie di 

segnalazione (signaling cellulare), sia all'interno di contesti fisiologici, sia in 

contesti patologici dove i livelli di fibrinogeno sono alterati quantitativamente o 

modificati nella struttura proteica. Quest'ultimo aspetto può contribuire a un 

coagulo di fibrina alterato, ed a proprietà che possono alterare la trombina e la via 

metabolica plasminogeno-dipendente, dettagliati nei successivi paragrafi.  
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1.2: Struttura e funzione proteica 

 

Il fibrinogeno gioca un ruolo fondamentale nell'equilibrio emostatico che 

rappresenta il substrato per la formazione di coaguli di fibrina ed il fisiologico 

supporto per l'aggregazione piastrinica [9]. Oltre la conversione in un coagulo di 

fibrina, il fibrinogeno rivela anche numerose altre funzioni e caratteristiche; ad es. 

proprietà antitrombotiche esponendo i suoi siti di legame alla trombina non come 

substrato specifico (i cosiddetti siti di legame per attività antitrombina I); 

partecipazione del fibrinogeno ad interazioni cellula-matrice attraverso il suo 

legame con l'eparina; legame con la fibronectina ed alcune molecole di adesione 

cellulare (CAM); ruoli aggiuntivi nell'angiogenesi, nella proliferazione cellulare, 

nella guarigione di ulcere e ferite; coinvolgimento nella progressione tumorale e 

nel potenziale metastatico di cellule tumorali circolanti [10, 11]. 

Alla luce dei molteplici processi ed alterazioni in cui il fibrinogeno si trova 

coinvolto, le alterazioni qualitative e quantitative di questa molecola (ereditate o 

acquisite) possono fornire una panoramica dei suoi ruoli fisio-patologici molto 

diversificati.   

Il fibrinogeno è una glicoproteina da 340 kDa circolante nel plasma ad una 

concentrazione di 160-400 mg/dL, con un'emivita di circa 4 giorni. È espresso 

principalmente negli epatociti, sebbene la sintesi extraepatica sia tipica nelle 
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cellule epiteliali da intestino, cervice e polmone [12]. Sebbene la biosintesi del 

fibrinogeno da megacariociti sia stata dibattuta per alcuni anni, ora è ampiamente 

dimostrato (sia dal punto di vista biochimico sia molecolare) che il fibrinogeno 

piastrinico immagazzinato in alfa-granuli provenga principalmente 

dall'assorbimento del plasma [13]. Il fibrinogeno viene secreto nel flusso 

sanguigno come esamero con legami disolfuro, composto da due eterotrimeri 

identici, ciascuno costituito da una catena Aα, una Bβ e una catena γ, con peso 

molecolare rispettivamente di 67 (610 residui), 57 (461 residui) e 47 kDa (411 

residui) (Figura 3).  

 La trascrizione coordinata dei tre geni del fibrinogeno è sovraregolata (da 

2 a 10 volte) in risposta a vari stimoli di stress, come infiammazione e lesioni ai 

tessuti. Essendo una proteina della fase acuta di classe II, il fibrinogeno è 

principalmente up-regolato tramite l'interleuchina 6 e da molte delle vie di 

segnalazione caratteristiche dei glucocorticoidi [14]. 

Il fibrinogeno circolante mostra principalmente un'ampia eterogeneità 

derivante dallo splicing alternativo di entrambi gli mRNA Aα e γ e dalla 

degradazione C-terminale della catena Aα. In particolare, una catena γ minore (che 

rappresenta circa l'8% del totale della catena γ) ha origine dalla sostituzione 

dell'ultimo dei quattro amminoacidi della forma γ maggiore con una sequenza di 
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20 amminoacidi, come risultato della ritenzione dell'introne 9 [22]. La catena αE, 

che ha origine dall'inclusione di un sesto esone nel trascritto maturo, è 

preferenzialmente assemblata in un omodimero di fibrinogeno αE/αE di 420 kDa. 

È stato dimostrato che il pattern di N-glicosilazione (in particolare di sialidazione) 

può spiegare la microeterogeneità osservata nelle diverse catene. 

 

Figura 6: Struttura schematizzata dei monomeri del Fibrinogeno, della Fibrina e dei fibrino-

peptidi [9]. 

 

La stabilizzazione della molecola esamerica mediante 29 inter e intra legami 

a ponti di solfuro, si verifica rapidamente nel reticolo endoplasmatico (ER) con 

l'ausilio di proteine chaperones come la proteina legante la proteina 94 regolata 
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dal glucosio, la proteina disolfuro isomerasi e calnexina. Dopo la maturazione di 

oligosaccaridi legati all'N, l’idrossilazione, la solfatazione e la fosforilazione di 

catene laterali specifiche effettuate all’interno delle vescicole del Golgi, la 

proteina matura viene secreta nella circolazione. 

 Considerando le difficoltà nel cristallizzare il fibrinogeno nativo, per 

identificare e caratterizzare la struttura del fibrinogeno sono stati adottati due 

diversi approcci: uno è lo studio della chiave proteolitica dei frammenti, l'altro è 

l’espressione dei peptidi in vitro. I frammenti di fibrinogeno umano caratterizzati 

finora attraverso la cristallografia a raggi X includono un C-terminale espresso di 

30 kDa, frammento dalla catena γ, un prodotto di degradazione della fibrina 

contenenti frammenti D reticolati e il frammento D di 86 kDa [15]. In particolare, 

è stato dimostrato che il frammento D è composto da due regioni globulari 

(corrispondenti alle metà carbossiliche di catene Bβ e γ) orientate l'una rispetto 

all'altra a circa 130° gradi e con la regione globulare Bβ ripiegata vicino alla 

bobina avvolta. Entrambe le regioni sono costituite da due piccoli sottodomini 

(all’estremità N- e C-terminale), e di un dominio centrale con 5 filamenti foglio 

antiparallelo β.  
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Figura 7: Processi di trascrizione, assemblaggio e modificazione del Fibrinogeno [11]. 
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 La conversione del fibrinogeno in fibrina avviene dopo la rimozione da 

parte della trombina dei fibrinopeptidi A (FPA) e B (FPB) dalla N-estremità delle 

catene Aα e Bβ, rispettivamente all'Arg16-Gly17 e Arg14-Gly15.  

Curiosamente, il rilascio dell'FPA è più veloce del rilascio di FPB ed è 

sufficiente per indurre formazione di coaguli [16]. La rimozione di FPA espone 

un sito di polimerizzazione (denominato EA) che avvia la cascata della 

polimerizzazione della fibrina tramite l’aggancio a una tasca costitutiva di legatura 

situato nel dominio D di una molecola vicina. Il legame del dominio D di una 

molecola alla E centrale di un monomero di fibrina adiacente dà origine a due fili 

ispessiti della molecola, detti protofibrilla (vedi schema figura 6). Anche le fibrille 

subiscono associazioni laterali per creare fibre multifilari, che costituiscono la 

maglia fisica del coagulo stesso. Alla fine del processo, questa struttura 

relativamente instabile viene convertita con legami covalenti nel coagulo di fibrina 

stabile per transglutaminazione mediata dal fattore (F) XIII (Figura 8) [16]. 
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Figura 8: Schema di conversione del Fibrinogeno in fibrina mediato dalla Trombina (A). 

Schema dei legami covalenti ottenuti della Fibrina generati dal FXIII, in grado di proteggere 

il coagulo dalla lisi e della distruzione meccanica (B) [16]. 

 

1.3: Duplici aspetti funzionali del fibrinogeno nelle patologie 

Meccanismi diversi di associazione del fibrinogeno (e della fibrina) sono 

correlati con l’eziopatogenesi di diverse malattie, e includono l'attivazione della 

segnalazione di percorsi all'interno di contesti fisiologici e alterazioni nella gamma 

normale dei livelli di fibrinogeno o nella sua struttura.  

B 

 

A 
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In particolare, il fibrinogeno può contribuire alla formazione di un coagulo 

di fibrina alterato ed a favorire un legame non corretto tra la trombina e il 

plasminogeno.  

In questo paragrafo verranno presentate evidenze dalla letteratura sul 

coinvolgimento del fibrinogeno nello sviluppo di una serie di disturbi umani, 

descrivendo il suo ruolo in diversi meccanismi patologici. Come rappresentato 

schematicamente nella figura 9, il fibrinogeno è una molecola proteica 

pleiotropica coinvolta in meccanismi di duplice aspetto, deleteri e favorevoli, con 

meccanismi ed azioni molto diversificate [8]. 
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Figura 9: Schema che riassume i meccanismi del fibrinogeno, come “Giano Bifronte” con 

azioni favorevoli (in verde) e deleterie (in rosso) nella genesi e progressione di numerose 

malattie umane. Le caselle quadrate rappresentano anomalie con rapido coinvolgimento del 

fibrinogeno in contesti di malattia. CNS: sistema nervoso centrale; CVD: malattie 

cardiovascolari; FCP: prodotti di scissione del fibrinogeno; HFD: dieta ricca di grassi; MMP-

2: metalloproteinasi 2 della matrice; PTM: modifiche post-traduzionali; TLR4: recettore simile 

al Toll. 

 

1.3.a Disordini emorragici 

 Il sanguinamento o l'emorragia è la fuoriuscita di sangue dal sistema 

cardiovascolare chiuso a causa di vasi sanguigni danneggiati: il controllo naturale 

del sanguinamento è l’emostasi. Difetti nelle proteine emostatiche, incluso il 

fibrinogeno, possono causare emorragia patologica. Variazioni quantitative e 
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qualitative e possono essere ereditati o acquisiti. I disturbi ereditari si dividono in: 

Tipo I, che influenzano la concentrazione di fibrinogeno plasmatico (mediamente 

<1,5 g/L), nel caso di afibrinogenemia e ipofibrinogenemia; Tipo II che 

modificano la qualità del fibrinogeno circolante, influendo anche sui livelli 

plasmatici nel caso di disfibrinogenemia e ipodisfibrinogenemia (dettagli su 

queste patologie verranno descritti nel capitolo 2). 

 

1.3.b Malattie cardiovascolari 

 La trombosi è un evento che si verifica frequentemente nelle principali 

malattie cardiovascolari (CVD): cardiopatia ischemica, ictus e tromboembolia 

venosa. La trombosi arteriosa è associata a formazione e rottura di una placca 

aterosclerotica che porta all'accumulo di piastrine, mentre la trombosi venosa è 

collegata alla disfunzione endoteliale e alla stasi del sangue che innescano 

l'aggregazione di fibrina ed intrappolamento di emazie.  

Il coinvolgimento di un elevato livello di fibrinogeno come fattore di rischio 

per CVD rimane controverso. I primi studi prospettici hanno trovato una chiara 

relazione tra fibrinogeno plasmatico e rischio di eventi cardiovascolari ed analisi 

più complete hanno confermato questi dati [17].  I dati ottenuti con questa meta-

analisi su 154.211 soggetti con nessuna storia nota di malattia coronarica o ictus, 
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da 31 studi prospettici, hanno rivelato associazioni tra il livello di fibrinogeno, 

maggiore eventi ischemico cardiovascolare e mortalità non vascolare.  

Possono però esistere pregiudizi in queste valutazioni a causa di fattori 

confondenti non adeguatamente misurati e di causalità tra livelli nel plasma di 

fibrinogeno e CVD. Infatti, livelli elevati di fibrinogeno possono derivare da uno 

stato infiammatorio causato dalla patologia silente/subdola. Tuttavia, ulteriori 

evidenze in letteratura rafforzano l'ipotesi che il livello di fibrinogeno può 

influenzare direttamente le CVD, sia negli eventi sia nei meccanismi di 

progressione.  

Il fascino del fibrinogeno come fattore causale per CVD deriva 

principalmente dai suoi ruoli sia nella trombosi che nell'infiammazione, ma livelli 

più elevati di fibrinogeno possono promuovere la CVD attraverso percorsi diversi 

(Figura 10), che, anche se derivano da una condizione infiammatoria preesistente, 

può ulteriormente contribuire a uno stato clinico peggiore. 

È noto che l'aterogenesi può essere favorita dal fibrinogeno e/o dai suoi 

prodotti di degradazione, tramite la deposizione di lipidi ed il meccanismo 

infiammatorio locale, i quali inducono la formazione dell’ateroma, 

destabilizzazione e rottura delle placche.  
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La promozione della trombogenesi è un altro possibile meccanismo. Il 

fibrinogeno infatti funge da “impalcatura” per i coaguli di sangue, favorendo 

l'aggregazione piastrinica e la formazione di fibrina, rendendo quindi i trombi più 

resistenti alla lisi.  Il fibrinogeno può interagire con i globuli rossi, mediando la 

sedimentazione eritrocitaria e la viscosità del sangue, ma anche permettendo ai 

globuli rossi di attaccarsi ai trombi, contribuendo alla dimensione, struttura e 

stabilità del trombo stesso.  

Figura 10: Possibili meccanismi che collegano il fibrinogeno con le malattie cardiovascolari. 

(A) Potenziali contributi di alti livelli di fibrinogeno plasmatico alle malattie cardiovascolari. 

(B) Effetti delle variazioni strutturali del fibrinogeno. Questa figura è stata preparata 

utilizzando BioRender.com. MMP-2: metalloproteasi della matrice 2; [8]. 
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Le emazie possono, quindi, alterare l'organizzazione della rete di fibrina, 

sopprimere la generazione di plasmina e ridurre la permeabilità, ritardando la 

fibrinolisi e prolungando la risoluzione del coagulo. 

 Interessante è il ruolo del fibrinogeno quale inibitore selettivo della 

metalloproteinasi 2 (MMP-2). Infatti, elevati livelli plasmatici di fibrinogeno 

potrebbero portare a insufficienza di MMP-2, enzima vitale per lo sviluppo e 

rimodellamento degli organi, la cui eccessiva inibizione potrebbe provocare 

disturbi cardiaci simili a quelli osservati in pazienti con deficit del gene MMP-2.  

 Esiste, quindi, un potenziale interesse clinico per il fibrinogeno, quale target 

per farmaci utili nella sua modulazione per la prevenzione e/o il trattamento di 

CVD. Tuttavia, alcuni studi non hanno trovato un collegamento tra i livelli 

plasmatici di fibrinogeno e la malattia. Mentre sono stati associati numerosi 

polimorfismi a singolo nucleotide con fibrinogeno elevato, l'analisi di 24 

polimorfismi indipendenti a singolo nucleotide significativi dell'intero genoma in 

28 coorti europee non hanno supportato una relazione causale tra il fibrinogeno 

plasmatico e gli eventi CVD [18]. 

Anche la variabilità strutturale del fibrinogeno può essere collegata a CVD. 

Infatti, anche l'aumento della concentrazione plasmatica di fibrinogeno γ è 

associato al rischio di infarto miocardico e altri stati trombotici. I dati 
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epidemiologici suggeriscono che livelli ridotti di γ possono essere associati a 

trombosi venose, dovuta alla capacità di γ di contrastare un comune fattore di 

rischio per trombosi venosa (la proteina C attivata). Tuttavia, aumenti dei livelli 

di fibrinogeno γ sono associati a trombosi arteriosa. Questo è stato attribuito alla 

capacità della catena γ di modulare l'architettura del coagulo di fibrina verso una 

rete di fibrina più trombotica [8, 18]. 

Infine, anche modificazioni post-traduzionali del fibrinogeno (ad esempio 

ossidazione, fosforilazione, glicosilazione e sializzazione), potrebbero avere un 

ruolo nella CVD influenzando l'architettura del coagulo, la velocità e la forma 

delle reti di fibrina o dell'interazione con piastrine e fibrinolisi [19].  

 

1.3.c Patologie neoplastiche 

I fattori della coagulazione sono stati collegati alla neoplasia da oltre 100 anni 

e alti livelli plasmatici di fibrinogeno sono stati associati allo sviluppo del cancro 

e alla sua progressione [20].  

Il fibrinogeno può essere prodotto da alcune cellule tumorali non derivate da 

epatociti e presenti nei dintorni di tumori, come nel cancro al seno. Uno studio di 

meta-analisi che ha esaminato l'effetto prognostico del fibrinogeno circolante nei 

tumori solidi ha mostrato risultati contrastanti rispetto a neoplasie ematologiche, 
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evidenziando risultati contraddittori nella correlazione tra i livelli di fibrinogeno 

pretrattamento e la sopravvivenza [21]. 

 

Figura 11: Diagramma schematico dei meccanismi pro-tumorigenici che coinvolgono il 

fibrinogeno. Il fibrinogeno si lega e circonda le cellule tumorali, formando una struttura che 

protegge i tumori dalle cellule immunitarie, in un processo che può essere potenziato da 

piastrine attratte in loco. Interagendo con le cellule endoteliali il fibrinogeno contribuisce alla 

extravasazione, migrazione cellulare e insediamento di tumori secondari, mentre il legame con 

i leucociti provoca la produzione di citochine proinfiammatorie rendendo un microambiente 

infiammatorio che potenzialmente favorisce la progressione del tumore [8]. 
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Le associazioni tra fibrinogeno e il cancro, tuttavia, richiedono ancora 

indagini in quanto non provano la causalità. Si possono fare diverse ipotesi per i 

meccanismi molecolari che implicano il fibrinogeno nell'inizio e lo sviluppo di 

neoplasie (Figura 11). In primo luogo, il fibrinogeno lega i fattori di crescita, 

compresi quelli vascolari (fattore di crescita endoteliale e fattore di crescita dei 

fibroblasti).  Pertanto, può essere utile il fibrinogeno residente nella matrice 

extracellulare come serbatoio di fattori di crescita neoplastica, controllando la 

biodisponibilità del fattore di crescita e l’accessibilità e influenzando la 

proliferazione e inibizione delle cellule tumorali mediata da apoptosi, angiogenesi 

e metastasi [22]. 

Per esempio, il fibrinogeno prodotto dalle cellule tumorali epiteliali 

promuove la crescita delle cellule tumorali del polmone e della prostata attraverso 

un’interazione con il fattore di crescita dei fibroblasti. Secondo, il fibrinogeno si 

può legare a diversi tipi di cellule. Mediato dal fibrinogeno, il bridging cellulare 

può fornire trazione per l'adesione delle cellule tumorali, cambiamenti di forma, 

motilità e potenziale invasivo. Infine, l'interazione del fibrinogeno con le piastrine 

tramite β3-integrine facilita la protezione delle cellule tumorali dalla citotossicità 

delle cellule killer naturali, permettendo di sfuggire alla sorveglianza immunitaria 

dell'ospite. Inoltre, è stata suggerita l'interazione con il recettore dell'integrina 
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αMβ2 per modulare la risposta infiammatoria inducendo l’adesione dei leucociti 

alle cellule endoteliali e produzione di citochine proinfiammatorie da parte delle 

cellule mononucleate del sangue. Così, il fibrinogeno influenza un microambiente 

tumorale infiammatorio per favorire la progressione del tumore [23]. Questi studi 

suggeriscono che modulare tramite terapia farmacologica i livelli di fibrinogeno 

nei pazienti oncologici può avere un potenziale terapeutico. 

 

1.3.d Disordini neurologici 

 La complessità biologica di diverse malattie neurologiche che coinvolgono 

il sistema nervoso centrale, come il morbo di Alzheimer e sclerosi multipla, non è 

ancora completamente compresa. La vascolarizzazione cerebrale è costituita da 

strutture dinamiche metaboliche che funzionano come un continuum dall'arteria 

all'arteriola al capillare alla venula alla vena. La barriera emato-encefalica (BBB) 

è essenziale per separare il sangue dal fluido extracellulare del sistema nervoso 

centrale. Fornendo una barriera fisica e metabolica dinamica tra il SNC e la 

circolazione sistemica, la BBB assicura una protezione costante del 

microambiente neurale dall'afflusso di sostanze potenzialmente nocive, comprese 

le proteine plasmatiche, cellule immunitarie, agenti patogeni e farmaci, pur 

mantenendo l'efflusso di tossine e prodotti di rifiuto.  
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L'interruzione del BBB è un evento precoce che si verifica in molti disturbi 

neurologici, come la malattia di Alzheimer, in cui, insieme all'attivazione 

microglia e morte delle cellule neuronali, i tratti distintivi neuropatologici 

includono la deposizione extracellulare di amiloide-β (Aβ) in placche e pareti dei 

vasi sanguigni e accumulo intracellulare di grovigli neurofibrillari contenenti 

proteine tau fosforilate. Le microemorragie cerebrali sono frequentemente presenti 

in pazienti con malattia di Alzheimer e l'interruzione del BBB è correlata alla 

progressione della malattia.  

 Il fibrinogeno può extravasare nel SNC in numerosi eventi neuropatologici. 

Una volta dentro il sistema nervoso, il fibrinogeno può indurre una complessa rete 

di signaling, tramite siti di legame per più recettori e proteine, che agiscono come 

mediatori della neurodegenerazione e attivatori della immunità innata [24]. 

I depositi di fibrina si riscontrano nella fase iniziale della Sclerosi Multipla 

e in aree di demielinizzazione in stretta associazione con infiammazione degli 

assoni danneggiati. Nell'Alzheimer, i depositi di fibrina si accumulano all'interno 

dei vasi sanguigni del SNC in combinazione con angiopatia amiloide cerebrale.  

Nel parenchima cerebrale perivascolare, la fibrina si co-localizza con placche Aβ, 

macrofagi, aree di perdita di periciti e neuriti distrofici; in particolare la 

formazione di fibrina espone l'epitopo criptico g377-395, che si lega con elevata 
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affinità all'integrina αMβ2 della microglia e dei macrofagi infiltranti, attivando 

molteplici vie di trasduzione del segnale per promuovere risposte infiammatorie.  

Questo fenomeno neuroinfiammatorio da fibrinogeno/fibrina è associato 

alla presentazione dell'antigene, rilascio di specie reattive dell'ossigeno e 

secrezione di chemochine reclutatrici di leucociti che portano ad un aumento 

dell’aggregazione per formare oligomeri neurotossici e stabili, con conseguente 

deterioramento cognitivo.  

L'interazione fibrina-Aβ ha un effetto additivo sui risultati negativi 

neuroinfiammatori, e l’Aβ può attivare la coagulazione proteggendo anche la 

fibrina dalla degradazione e consentendo un segnale infiammatorio costante [25]. 

Il fibrinogeno contribuisce alle malattie neurologiche inibendo anche la 

rimielinizzazione dopo il danno vascolare (Figura 12). 
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Figura 12: Rappresentazione schematica dei meccanismi colleganti il fibrinogeno con le 

malattie neurologiche e deterioramento cognitivo e rottura della barriera emato-encefalica. (A) 

I componenti principali dei percorsi che alla fine portano alla neuroinfiammazione e 

neurodegenerazione sono descritti in questo pannello, compresa l'interazione con peptidi Aβ 

osservato nella malattia di Alzheimer. (B) Un'alternativa meccanicistica è legata 

all’infiammazione implicita. L’aumento dell'accumulo di fibrinogeno risulta nella perdita di 

oligodendrociti, senza intaccare gli astrociti o microglia. Questo porterà a disfunzione 

microvascolare e patologia della sostanza bianca [8]. 

 

In sintesi, il fibrinogeno (e la fibrina di conseguenza) può indurre 

cambiamenti degenerativi nel sistema nervoso centrale attraverso diversi 



34 
 

meccanismi che avviano o potenziano i processi neurodegenerativi dopo 

interruzione vascolare (Figura 12A).  

Studi di associazione hanno correlato la coagulazione disfunzionale come 

filo conduttore tra diverse anomalie neurovascolari [26]. A questo riguardo, 

quindi, agenti farmacologici mirati alla modulazione del fibrinogeno possono 

avere interazioni con le cellule del SNC o altri player potenziali come terapia 

mirata per malattie neurologiche. Tra questi si potrebbero includere agenti che 

aumentano la degradazione della fibrina, proteggendo la BBB per limitare 

l'ingresso di fibrinogeno nel sistema nervoso centrale o inibendo selettivamente le 

interazioni del fibrinogeno e fibrina con i loro recettori del SNC, αMβ2 o Aβ, 

preservando le funzioni benefiche del fibrinogeno stesso [24]. 

 

1.3.e Obesità e diabete 

L'eccesso di nutrienti porta a squilibri a livello cellulare ed ai mediatori 

molecolari dell'immunità e dell'infiammazione. Questi possono guidare la 

disfunzione metabolica mentre innescano uno stato ipercoagulabile, con livelli 

circolanti elevati di fibrinogeno tra i componenti chiave della coagulazione. 

L’obesità rappresenta un importante fattore di rischio per altre patologie, 

compresi eventi tromboembolici, CVD, diabete, e cancro, ma sempre maggiori 
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evidenze supportano l’idea che il fibrinogeno può essere coinvolto nella patologia 

dell'obesità. I livelli di fibrinogeno sono più alti nei pazienti obesi con tipo 2 

rispetto ai soggetti obesi senza diabete di tipo 2 [27]. Inoltre, i livelli plasmatici di 

fibrinogeno sono correlati con livelli di insulina a digiuno e avanzamento dello 

stato di malattia nei diabetici non insulino-dipendenti, mentre l'infusione di 

insulina riduce la biosintesi del fibrinogeno in soggetti normali ma può contribuire 

all'insulino-resistenza/deficit iperfibrinogenemia.   

Inoltre, il fibrinogeno del paziente diabetico genera coaguli più densi e 

resistenti alla fibrinolisi, mentre il trattamento con insulina porta a cambiamenti 

nel fibrinogeno ed a un coagulo più permeabile. Queste alterazioni sono state 

attribuite alla glicazione del fibrinogeno e al suo effetto su coaguli di fibrina, che 

potenzialmente contribuiscono al rischio di trombosi [28]. Sebbene siano 

numerose le condizioni fisio-patologiche in cui il sistema fibrinogeno-fibrina 

svolga un ruolo importante (ad esempio, le infezioni microbiche e virali, le 

reazioni allergiche, le amiloidosi, le patologie renali, l’ipertensione, ecc.), molte 

evidenze in letteratura supportano l’idea che il fibrinogeno non abbia un ruolo 

fondamentale solo nel controllo del sanguinamento a livello vascolare e che oltre 

ad essere un fattore determinante nella guarigione delle ferite, rigenerazione dei 
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tessuti e mediazione delle risposte infiammatorie, possa in maniera cruciale aiutare 

anche il sistema immunitario. 

Questi contributi eziopatogenetici possono derivare sia da alterate 

concentrazioni plasmatiche, ma anche da proprietà strutturali modificate o 

dall'impatto dei polimorfismi sulla permeabilità del coagulo, rigidità e resistenza 

alla lisi. La presenza del sistema fibrinogeno-fibrina in condizioni particolari degli 

organi è un determinante nello sviluppo della malattia. La ricerca consentirà una 

migliore comprensione di questi complessi meccanismi della malattia e l'impatto 

della fibrinogeno-fibrina; infatti, che si tratti della presenza, qualità o abbondanza 

di fibrina e se abbia un ruolo causale, o è una conseguenza della patologia 

sottostante, sarà il punto focale su come la ricerca aiuterà a valutare l'utilità del 

targeting del sistema fibrinogeno-fibrina in una varietà di contesti delle malattie 

umane. 

 

1.4: Ruolo nel processo coagulativo  

 Il fibrinogeno ha un ruolo ben consolidato nella cascata enzimatica della 

coagulazione, rappresentando il precursore del polimero di fibrina. I meccanismi 

alterati della formazione del fibrinogeno e della polimerizzazione della fibrina, 

possono avere un impatto clinico sull'insorgenza e sull'esito di varie malattie, 
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come le coagulopatie, o ictus ischemico e anche complicanze ostetriche. Infatti, i 

disturbi del fibrinogeno possono anche avere un importantissimo aspetto clinico 

ed un cruciale impatto su queste malattie.   

 

Figura 13: Rappresentazione schematica dei molteplici fattori che influenzano il fibrinogeno e 

la formazione, struttura e funzione del coagulo. Questi fattori possono essere diretti ed indiretti, 

in grado di alterare il fibrinogeno stesso o la trombina, o inducendo modificazioni post-

trascrizionali, che alterano il coagulo stesso [1]. 
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Numerosi sono i fattori che possono influenzare la trasformazione del fibrinogeno 

in fibrina, alterando la formazione, struttura e funzione del coagulo. 

Il fibrinogeno è una proteina della fase acuta che fa parte della cascata di 

eventi della coagulazione e viene convertito nella proteina insolubile fibrina 

durante il processo di coagulazione.  

 

Figura 14: La cascata coagulativa. 

 

In risposta alla rottura di un vaso o ad un’alterazione del sangue stesso si 

verifica un insieme di reazioni che portano alla formazione di sostanze attivate, 
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attivatore della protrombina, che è il promotore della conversione della 

protrombina (fattore II) in trombina (fattore IIa) e scatena i successivi stadi della 

coagulazione. L’attivatore della protrombina si forma attraverso due vie: 

• La via estrinseca, che origina da un danno tissutale che forma un complesso 

con il fattore VIIa attivando il fattore X; 

• La via intrinseca, che inizia nel circolo sanguigno, in quanto i fattori che la 

compongono sono sempre circolanti nel sangue; questa via inizia con 

l’attivazione del fattore XII. 

Le vie si congiungono originando la via comune che ha inizio con l’attivazione 

del fattore X, che porta alla formazione della trombina, l’ultimo enzima della 

cascata che agisce sul fibrinogeno producendo fibrina. La formazione della fibrina 

porta a due effetti: la formazione del tappo emostatico e l’attivazione della flogosi 

con conseguente avvio della riparazione (Figura 14). 

La trombina attivata o fattore II attivo (FIIa) converte il fibrinogeno in fibrinain 

risposta al sanguinamento. Il FIIa rapidamente proteolizza il fibrinogeno, 

rilasciando due peptidi, il fibrinopeptide A e il fibrinopeptide B, dalla fibrina e, a 

sua volta forma monomeri di fibrina, che polimerizzano spontaneamente per 

formare un gel insolubile. La formazione di fibrina comporta la scissione 

proteolitica mediata dalla trombina e la rimozione dei fibrinopepti terminali dalle 
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catene Aα e Bβ (Figura 15). Durante la coagulazione, il fibrinogeno viene 

convertito in fibrina insolubile. La formazione di fibrina comporta la scissione 

proteolitica mediata dalla trombina e la rimozione dei fibrinopeptidi N-terminali 

dalle catene Aα e Bβ (Figura 15).  

L'inserimento di queste "manopole" α e β- in "fori" a e b- nelle regioni γC e 

βC del nodulo D di un altro monomero di fibrina consente l'associazione semi-

sfalsata dei monomeri di fibrina in protofibrille. La successiva aggregazione delle 

protofibrille in fibre produce un reticolo di fibrina essenziale per la stabilità del 

coagulo sanguigno.  
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Figura 15: Schema della conversione del fibrinogeno in fibrina mediata da trombina e 

formazione di fibrinopeptidi, protofibrille e ramificazione delle fibrille di fibrina nel coagulo 

[1]. 

Quindi, le molecole di fibrina, il componente principale del coagulo di 

sangue, si combinano per formare lunghi fili di fibrina che si intrecciano con le 

piastrine e gli elementi figurati del sangue, costruendo una massa spugnosa che 

gradualmente si indurisce e si contrae per formare il coagulo di sangue, bloccando 

il vaso sanguigno danneggiato e prevenendo ulteriori emorragie (Figura 15). Le 

molecole polimerizzate di fibrina sono tenute insieme da forze non covalenti ed 

elettrostatiche e stabilizzate dall’enzima transamidante, fattore XIIIa, prodotto 

dall'azione di FIIa su FXIII (Figura 16).  
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Figura 16: Schema che rappresenta il ruolo fisiologico del fibrinogeno nella formazione del 

coagulo. Il fibrinogeno unisce insieme le piastrine attivate (coagulo bianco) attraverso l'alfaIIb-

beta3integrina che serve come recettore del fibrinogeno. Inoltre, viene trasformato in fibrina 

dall'azione della trombina attivata (FIIa), che stabilizza ulteriormente il coagulo di fibrina 

attivando FXIII [6]. 

 

Tradizionalmente, i disturbi del fibrinogeno sono classificati come disturbi 

quantitativi e funzionali. Per l'identificazione di entrambe le classi sono stati 

utilizzati sia saggi immunologici, che sono in grado di quantificare la completa 

assenza di molecole di fibrinogeno circolanti, sia metodi funzionali, che 

consentono di misurare la velocità di conversione del fibrinogeno coagulabile in 

fibrina. 
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 In individui sani, il fibrinogeno circola nel plasma ad alte concentrazioni 

(2-5 mg/mL). Tuttavia, i livelli plasmatici di fibrinogeno, che è una proteina della 

fase acuta, durante l'infiammazione possono anche superare i 7 mg/mL. La 

formazione, la struttura e la stabilità del coagulo sono fortemente influenzate dalle 

condizioni presenti durante la generazione di fibrina. Questi includono le 

concentrazioni di procoagulanti, di anticoagulanti, proteine leganti la fibrina ed il 

fibrinogeno stesso, molecole e ioni metallici, nonché dal contributo di cellule 

sanguigne e vascolari, ma anche dal rilascio di microvescicole derivate dalle 

cellule della linea bianca ed endoteliali; in questo processo biomolecolare ha però 

un ruolo anche la presenza del flusso sanguigno alterato, denominato shear stress 

(Figura 13).  

Il contributo della concentrazione di trombina alla formazione e alla 

struttura della fibrina ha ricevuto notevole attenzione in letteratura. Infatti, elevate 

concentrazioni di trombina producono reti dense di fibre di fibrina altamente 

ramificate e questi coaguli sono relativamente resistenti alla fibrinolisi. Al 

contrario, basse concentrazioni di trombina producono reti grossolane di fibre di 

fibrina relativamente non ramificate e questi coaguli sono relativamente 

suscettibili alla fibrinolisi [7]. Questi studi suggeriscono che l'aumento della 

generazione di trombina aumenta il rischio di trombosi venosa in parte 



44 
 

promuovendo la deposizione e la struttura anormale di fibrina. In secondo luogo, 

la posizione della generazione di trombina influisce sulla formazione della rete di 

fibrina.  

 La maggior parte di questi studi ha riportato che rispetto alle fibre formate 

da basse concentrazioni di trombina, fibre generate da alte concentrazioni di 

trombina sono più sottili. Tuttavia, studi di turbidimetria e microscopia su coaguli 

completamente idratati suggeriscono che alte concentrazioni di trombina riducono 

il contenuto medio di protofibrille per fibra ma riducono solo leggermente le 

dimensioni delle fibre, portando a una fibra generalmente meno compatta.  

L'associazione dei parametri strutturali del coagulo di fibrina con patologie 

cliniche - reti dense di fibre più sottili/compatte con aumentato rischio trombotico 

e reti grossolane di fibre più spesse/meno compatte con aumentato rischio di 

sanguinamento - suggerisce che la struttura della fibrina è un determinante critico 

di emostasi e trombosi. 
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Figura 17: Rappresentazione schematica delle fasi principali della polimerizzazione della 

fibrina, a partire da un'immagine cristallografica del fibrinogeno. La molecola di fibrinogeno 

ha una forma a bastoncello ed è composta dalle parti globulari laterali (due noduli β e due γ) e 

un nodulo centrale collegato con le porzioni laterali tramite due connettori a spirale a tripla 

elica. La scissione limitata catalizzata dalla trombina di quattro legami peptidici nel 

fibrinogeno porta alla formazione di fibrina monomerica con due globuli C-terminali e un 

globulo N-terminale centrale contenente siti di legame intermolecolari complementari. 

L'assemblaggio della fibrina monomerica in modo semi-sfalsato forma oligomeri di fibrina a 

due filamenti che si allungano fino alla lunghezza di una protofibrilla comprendente da 20 a 25 

unità monomeriche. Le protofibrille si aggregano lateralmente e vengono impacchettate in una 

fibra con una regolare striatura incrociata periodica di 22,5 nm a causa della struttura 

molecolare semi-sfalsata e della disposizione regolare delle protofibrille [7; 12].  
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 L'assemblaggio e l'attività efficacia del complesso protrombinasi (fattori 

Xa, Va e protrombina) richiedono una superficie lipidica. La localizzazione della 

protrombinasi su una superficie cellulare stabilisce un gradiente di concentrazione 

di trombina che influenza sia la formazione della fibrina che la struttura della rete 

(Figura 17). Queste differenze strutturali danno origine a suscettibilità 

fibrinolitiche sostanzialmente differenti in diverse regioni del coagulo; la fibrina 

situata vicino alla superficie cellulare è significativamente più resistente alla lisi 

rispetto alla fibrina situata distalmente alla superficie cellulare [7]. 

 Il flusso sanguigno presente durante la formazione di fibrina influenza le 

concentrazioni locali di trombina (ri)-fornendo proteine procoagulanti e 

rimuovendo gli enzimi attivati. Il flusso allinea anche le fibre di fibrina, che 

possono avere effetti profondi sulla formazione di fibrina e sulla stabilità 

meccanica e fibrinolitica [29]. Inoltre, la velocità di flusso influisce sulla 

formazione di coaguli con conseguente deposizione di fibrina diversa in diverse 

regioni di un trombo.  

L'analisi delle proprietà biofisiche del coagulo mostra che la distribuzione 

della fibrina determina la stabilità del trombo con impatto sul rischio di 

embolizzazione [30]. Infine, il movimento della trombina attraverso il trombo è 

sostanzialmente influenzato dai meccanismi di trasporto dei soluti mediati dalla 
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densità di impaccamento cellulare; questo può anche influenzare la quantità di 

deposizione di fibrina in diverse regioni del coagulo. 

Ulteriore aspetto sul ruolo del fibrinogeno nella coagulazione è la 

reticolazione covalente delle catene di fibrina, che risulta un determinante critico 

della stabilità della fibrina. La reticolazione è mediata principalmente dal fattore 

XIII della transglutaminasi (FXIII) presente nel plasma e nelle piastrine. Plasma 

FXIII è uno zimogeno eterotetramerico da 320 kDa (FXIII-A2B2) composto da 

due subunità catalitiche (FXIII-A2) strettamente associate (Kd ~ 10-10M) con due 

subunità non catalitiche (FXIII-B2) [31].  

FXIII cataliticamente attivo (FXIIIa) induce legami crociati tra residui di 

glutammina e lisina sulle catene γ e α della fibrina, producendo dimeri γ-γ e specie 

ad alto peso molecolare (HMW) (γ- multimeri, α-polimeri e αγ-ibridi). FXIII può 

anche reticolare altre proteine plasmatiche (ad esempio, α2-antiplasmina, 

fibronectina) con la fibrina. La reticolazione covalente dell'α2-antiplasmina con la 

fibrina impedisce l'espulsione dell'α2-antiplasmina dal coagulo durante la 

compressione o contrazione del coagulo ed è essenziale per la stabilità del coagulo 

[32]. Questi interessanti e apparenti risultati paradossali sollevano questioni 

importanti e clinicamente rilevanti per quanto riguarda il ruolo della cinetica di 

attivazione di FXIII e della reticolazione della fibrina nella trombosi. 
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 Sebbene la cascata coagulativa sia nota nei dettagli biomolecolari e le 

conoscenze sulla proteina fibrinogeno (sia naïf che modificata) siano sempre più 

dettagliate, molti studi eseguiti sulla sua espressione e funzione ne hanno 

dimostrato il ruolo centrale nella formazione di coaguli durante l'emostasi 

evidenziando anche ulteriori ruoli (innovativi ed intriganti) in fisio-patologia (ad 

es.: nelle infezioni, nelle malattie neurologiche, nel cancro, ecc.) ma anche nei 

processi flogistici.  

Collettivamente, queste scoperte hanno evidenziato collegamenti critici tra 

i percorsi della malattia e razionalizzano l'associazione significativa di molte 

malattie con un aumento del rischio di sanguinamento e/o trombosi [33].  

L'identificazione di questi percorsi può produrre nuovi bersagli terapeutici 

con maggiore specificità e sicurezza. Di conseguenza, gli sforzi per migliorare le 

conoscenze di base, la ricerca sulla genetica, la biologia, la biochimica e la 

biofisica del fibrinogeno, nonché le applicazioni traslazionali per il rilevamento 

del fibrinogeno e l'alterazione della funzione del fibrinogeno, possono avere un 

ampio impatto sulla salute e sulla malattia. 
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1.5: Coinvolgimento del fibrinogeno nel processo infiammatorio  

La formazione di coaguli di fibrina in vivo, la loro dimensione e posizione, 

nonché la struttura fine e le proprietà sono fortemente influenzate da diversi fattori 

(Figura 17). La rilevanza biologica e clinica della fibrina è determinata dalle sue 

implicazioni nelle reazioni e nei processi patologici (e fisiologici) interconnessi, 

nonché dall'uso di polimeri di fibrina come biomateriale versatile per le reazioni 

biologiche (Figura 18). 

 

Figura 18: Fattori patogenetici e ruoli del fibrinogeno e della fibrina in fisio-patologia [7]. 
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La fibrina è essenziale per la risposta infiammatoria di difesa antimicrobica 

dell'ospite. Anche le risposte all'infezione con un fibrinogeno che non può 

polimerizzare per produrre la fibrina sono compromesse, indicando che la fibrina, 

piuttosto che il fibrinogeno, è necessaria affinché l'azione antibatterica sia più 

efficace. Questo risultato potrebbe mettere in evidenza un ruolo diretto del 

polimero di fibrina o di una diversa specificità di legame cellulare del fibrinogeno 

rispetto alla fibrina [34]. 

L’aspetto innovativo ed intrigante dell’infiammazione è stato studiato in 

letteratura, evidenziando che l'integrina leucocitaria CD11b/CD18 (dominio Mac-

1) supporta la risposta infiammatoria attraverso l'utilizzo del fibrinogeno [35]. Uno 

studio particolarmente interessante ha dimostrato che i topi privi del legame con 

Mac-1 hanno livelli normali di fibrinogeno e nessun difetto nell'emostasi, ma la 

loro risposta infiammatoria è gravemente compromessa in termini di capacità di 

eliminare efficacemente l'infezione batterica, dimostrando che il fibrinogeno è 

essenziale per l'immunità innata. Inoltre, i topi privi di fibrinogeno o privi solo del 

dominio di legame Mac-1 dell'integrina CD11b/CD18 e con reperto infiammatorio 

cronico, hanno meno reperto infiammatorio rispetto ai topi di controllo, indicando 

che il fibrinogeno è un importante determinante delle patologie infiammatorie 

[36].  
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Recenti studi di letteratura e meta-analisi hanno messo in evidenza negli 

ultimi anni scoperte significative che implicano alcuni fattori della coagulazione 

anche nella riparazione dei tessuti e nelle risposte infiammatorie. In linea con 

questo, molti dei principali fattori della coagulazione, come TF, trombina o 

fibrinogeno, sono descritti come potenziali fattori di infiammazione nei modelli di 

malattia, come sepsi, endotossiemia, encefalomielite o sclerosi multipla [37].  

In tal modo, questi fattori non solo aumentano l'infiammazione nel flusso 

sanguigno, ma anche all'interno dei tessuti. Inoltre, è noto che FXII innesca il 

rilascio di bradichinina che ha numerose proprietà di regolazione dell'adesione 

compresa l'attività inibitoria sull'interazione tra il fibrinogeno e l’integrina 

leucocitaria CD11b/CD18. Il legame della bradichinina ai propri recettori può 

attivare vie proinfiammatorie che inducono la chemiotassi dei leucociti e 

aumentano la permeabilità vascolare [37]. 

È stato anche dimostrato che la disregolazione del sistema di coagulazione 

non è limitata al sistema nervoso centrale ma può essere riscontrata anche nel 

sangue periferico. Sia l'FXII che la trombina sono altamente sovraregolati nel 

plasma dei pazienti con sclerosi multipla. Sebbene ulteriori studi che utilizzano 

modelli animali siano richiesti, i dati disponibili indicano che l'interazione tra 
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fattori della coagulazione e cellule immunitarie e/o endoteliali cerebrali possono 

modulare l'inizio e/o il decorso di disturbi neuroinfiammatori [37]. 

Curiosamente, in recenti lavori è stato messo in evidenza nuovi potenziali 

ruoli per il fibrinogeno (o fattore I) [38, 39]. La funzione proinfiammatoria della 

fibrina/fibrinogeno è mediata dalla sua capacità di legarsi a diverse cellule 

immunitarie, ad esempio al recettore dell'integrina CD11b/CD18 (chiamato anche 

Mac-1) su macrofagi, monociti o microglia che induce il rilascio di specie reattive 

dell'ossigeno ed è necessario per il danno assonale. In questo contesto, è stato 

dimostrato che il legame della fibrina/fibrinogeno al CD11b/CD18, il recettore 

dell'integrina CD18, determina l'attivazione di cascate proinfiammatorie, come il 

fattore nucleare κB, che porta al rilascio di citochine infiammatorie, come il fattore 

di necrosi tumorale (TNF)-α o IL-1β e può quindi influenzare malattie come 

l'artrite reumatoide o il cancro associato alla colite (Figura 19).  

Inoltre, è stato anche suggerito un ruolo dannoso della fibrina/fibrinogeno 

per la neuroinfiammazione, poiché il deposito di fibrina nel SNC è correlato 

all'attivazione della microglia nelle lesioni della sclerosi multipla attiva. In linea 

con questa scoperta, è stato dimostrato che il fibrinogeno può attivare direttamente 

la microglia, migliorare la loro capacità fagocitica, indurre il reclutamento dei 
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macrofagi periferici e l'attivazione locale del SNC delle cellule leucocitarie 

specifiche dell'antigene della mielina [8].    

Figura 19: Fibrinogeno come mediatore dell'infiammazione. Il fibrinogeno agisce su diverse 

cellule attraverso i recettori integrinici e non integrinici per indurre specifici effetti 

infiammatori. Abbreviazioni: CD11b/CD18, molecola di adesione dell'integrina dei leucociti; 

ICAM-1, molecola di adesione intercellulare-1; IL-1β, interleuchina-1β; NF-κB, fattore 

nucleare κB; tPA, attivatore del plasminogeno tissutale; PAI-1, inibitore dell'attivatore del 

plasminogeno 1; TNF-α, fattore di necrosi tumorale α, [38]. 
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Una recente revisione della letteratura [39] ha focalizzato l’attenzione sulle 

novità nei ruoli canonici dei sistemi emostatici e fibrinolitici, andando oltre quello 

di noto di mantenimento dell'integrità vascolare. Perturbazioni in entrambi i 

sistemi, emostatici e fibrinolitici, possono provocare condizioni patologiche di 

emorragia o trombosi. Tuttavia, il controllo del sistema fibrinogeno/fibrina e delle 

proteasi per la sua clearance, inclusa la (pro) trombina e la plasmina, hanno ruoli 

potenti nella guida di processi acuti infiammatori e riparativi che influenzano tutto 

lo spettro di lesioni tissutali, dal rimodellamento alla riparazione.  

Infatti, i depositi di fibrinogeno sono una caratteristica quasi universale del 

tessuto lesionato, indipendentemente dalla natura dell'evento che lo genera, 

comprese lesioni causate da insulti meccanici, infezioni, o squilibri immunologici. 

La fibrina può modificare più aspetti della funzione delle cellule infiammatorie 

coinvolgendo leucociti attraverso una varietà di recettori cellulari e meccanismi. 

Tuttavia, rimane critica la necessità per definire i precisi meccanismi temporali e 

spaziali mediante i quali eventi infiammatori diretti dal fibrinogeno possono 

modulare la gravità della lesione tissutale e coordinare il rimodellamento e riparare 

gli eventi essenziali per ripristinare la normale funzione d'organo (Figura 20) [38]. 
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Figura 20: Sistemi di coagulazione e fibrinolitici nella risposta infiammatoria in fase acuta. I 

sistemi biologici attivati durante la risposta della fase acuta cambiano rapidamente e possono 

essere generalmente suddivisi in 2 fasi biologicamente distinte: "contiene" e 

"rimodella/ripara". In seguito a lesioni, l'esposizione di superfici cellulari e/o matrici attiva la 

coagulazione e infiammazione acuta, che lavorano insieme e portano all'attivazione della 

trombina e alla conversione del fibrinogeno in fibrina. Contestualmente, nell’infiammazione 

acuta, l’attività della trombina e fibrina servono a contenere i compartimenti lesionati (p. es., 

sanguinamento) e prevenire o mitigare l'invasione di agenti patogeni. Una volta ottenuto il 

contenimento, la risposta della fase acuta passa a rimodellare/riparare (frecce circolari). È 

importante sottolineare che, sebbene le cellule infiammatorie siano cruciali in entrambe le fasi 

della risposta della fase acuta, il loro fenotipo e il loro ruolo biologico è diverso nelle rispettive 

fasi. La plasmina promuove il rimodellamento riparazione perché viene utilizzato dalle cellule 

infiammatorie riparatrici per degradare e rimuovere i tessuti danneggiati e la fibrina per 

promuovere l'angiogenesi e la differenziazione/ricostruzione dei tessuti. Collettivamente, nei 

casi di una normale risposta riparativa al trauma, intervengono i componenti della 

coagulazione e fibrinolitici, di concerto per promuovere la transizione delle cellule 

infiammatorie verso un fenotipo riparativo (rimodellamento dei tessuti) e altri meccanismi, che 

culminano in una tempestiva rigenerazione dei tessuti [38]. 
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Capitolo 2: Patologie del Fibrinogeno, Ereditarietà e Varianti 

 

Le malattie congenite del fibrinogeno comprendono due classi di difetti del 

fibrinogeno plasmatico: tipo I, afibrinogenemia o ipofibrinogenemia, in cui ci 

sono livelli plasmatici di antigene fibrinogeno assente o basso (carenze 

quantitative di fibrinogeno); e di tipo II, disfibrinogenemia o 

ipodisfibrinogenemia, in cui sono presenti livelli antigenici normali o ridotti 

associati a funzionalità e attività sproporzionatamente bassi (carenze qualitative di 

fibrinogeno) [39].  

Nel 2018, il Comitato Scientifico della Società Internazionale sulla 

Trombosi ed Emostasi ha riclassificato i disordini congeniti del fibrinogeno, 

riportati nella Figura 21. 
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Figura21: Anormalità congenite del Fibrinogeno secondo la ISTH [1]. 

 

Per quanto riguarda la disfibrinogenemia congenita, poiché il primo 

paziente era stato identificato nel 1958 e la prima mutazione puntiforme era stata 
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dimostrata nel fibrinogeno Detroit I nel 1968, essa rappresenta quella in cui sono 

state segnalate più di 100 mutazioni e in 400 famiglie.  

Nel complesso, lo studio di questi casi ha migliorato la comprensione della 

struttura fibrinogeno-fibrina e dei meccanismi di polimerizzazione e fibrinolisi 

[6].  Inoltre, hanno fornito informazioni sui meccanismi alla base della struttura e 

della funzione della rete di fibrina, e hanno accresciuto l’esperienza nella gestione 

della malattia.   

Tuttavia, gli ematologi che si prendono cura di pazienti con 

disfibrinogenemia congenita devono ancora affrontare diverse difficoltà e 

domande senza risposta. Infatti, la diagnosi di disfibrinogenemia congenita è 

generalmente sulla base della valutazione funzionale e antigenica del fibrinogeno, 

ma può essere complicato dalla mancanza di sensibilità di alcuni dosaggi del 

fibrinogeno e dalla necessità di conferma della diagnosi mediante analisi genetica. 

La gestione clinica è anche impegnativa, poiché pochi genotipi sono chiaramente 

correlati con un fenotipo clinico e persino le persone asintomatiche sono a rischio 

di sviluppare malattie cardiovascolari e/o eventi di sanguinamento maggiore 

durante il naturale decorso della malattia [40, 41].  

Per quanto riguarda l’ipodisfibrinogenemia, definita da bassi livelli di una 

proteina disfunzionale (sotto l'intervallo di riferimento, in base alle analisi 
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utilizzate), questa è spesso associata a un fenotipo sanguinante più pronunciato 

che è proporzionale alla minore quantità di fibrinogeno circolante. Presenta 

caratteristiche molecolari specifiche che sono distinti da quelli della 

disfibrinogenemia congenita, e sono: (i) eterozigosi per una singola mutazione 

leader alla sintesi di una catena di fibrinogeno anormale che è secreta in modo 

meno efficiente del normale fibrinogeno; o (ii) eterozigosità composta per due 

diverse mutazioni, con una mutazione responsabile della deficienza di fibrinogeno 

e una mutazione responsabile della funzione anormale della molecola.  

A parte questa generale introduzione, è bene evidenziare che la 

riclassificazione dell’ISTH del 2018 è stata anche basata, oltre che su 

numerosissimi studi e meta-analisi di casi clinici, anche su studi di modelli murini 

(Figura 22). Le diverse classi di patologie a carico del Fibrinogeno sono elencate 

e dettagliate nella Tabella 1 [42]. 
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Figura 22: Rappresentazione schematica delle alterazioni congenite del fibrinogeno utilizzando 

modelli murini [1]. 

 

2.1: Afibrinogenemia congenita 

 La diagnosi di afibrinogenemia viene effettuata mediante saggi 

immunologici e funzionali, che rilevano una completa assenza di molecole di 

fibrinogeno immunoreattive e funzionali. Nel 1920, due medici tedeschi hanno 

descritto il primo caso di afibrinogenemia congenita: un bambino di 9 anni 

vivendo episodi di sanguinamento sin dall'infanzia.  
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L'afibrinogenemia è una malattia emorragica rara, con una prevalenza 

stimata da 1 o 2 ogni 1.000.000 anche se in paesi dove il tasso di consanguineità 

è molto alto, come nel sud dell'India, il numero di casi di afibrinogenemia 

congenita aumenta significativamente [42-45].  

Nel 1999 è stata descritta la prima variante genetica associata con 

afibrinogenemia, una delezione del gene FGA di ~11 kb identificata in una 

famiglia svizzera non consanguinea [46]. Gli autori hanno dimostrato che 

l'eliminazione di questo frammento portava alla sintesi solo dei primi 18 aa invece 

dei 625 residui normalmente prodotti della catena  del fibrinogeno.  

 

 

Tabella 1: Caratteristiche dei disordini congeniti del Fibrinogeno e loro trattamenti [44]. 

 

L'afibrinogenemia è ereditaria con tratto autosomico recessivo; mentre gli 

individui omozigoti e eterozigoti composti possono essere clinicamente 
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sintomatici, gli eterozigoti di solito non mostrano sintomi. L'afibrinogenemia può 

essere determinata da varianti genetiche di tutti e tre i geni del fibrinogeno, anche 

se varianti che coinvolgono residui della zona C-terminale della catena α, sembra 

essere tollerata, forse a causa della bassa complessità strutturale di questo dominio 

del fibrinogeno. Tuttavia, la maggior parte delle varianti genetiche identificate 

negli individui con afibrinogenemia sono state trovate lungo sequenze del gene 

FGA. 

La stragrande maggioranza di queste varianti influenza la quantità di 

fibrinogeno a livello del DNA, producendo un "allele nullo" e, a sua volta, un 

completo fallimento della sintesi del fibrinogeno. D'altra parte, sono state descritte 

anche varianti genetiche che influenzano la produzione di molecole di fibrinogeno 

a livello proteico. Questa classe di varianti potrebbe influenzare l'assemblaggio e 

la stabilità strutturale delle molecole di fibrinogeno, che non sono in grado di 

entrare nella via secretoria cellulare o potrebbero influenzare la secrezione di 

fibrinogeno. Pertanto, negli individui con afibrinogenemia con significative 

delezioni o scostamenti dal profilo naif, si riscontrano frequentemente sia 

mutazioni sia varianti del sito di giunzione [47]. 

Poiché è stato identificato come prima causa genetica dell'afibrinogenemia 

la delezione di FGA di 11 kb, è anche stata confermata come variante nei pazienti 
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afibrinogenemici. Sebbene altre grandi delezioni siano state descritte 

relativamente all’afibrinogenemia, nel 2007, è stata descritta l'ultima grande 

delezione identificata in un paziente afibrinogenemico, una delezione che 

coinvolge una regione di 4,1 kb dell'esone 1 FGA (Figura 23) [48].  
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A 

 

 

Figura 23: Rappresentazione schematica delle grandi delezioni nei geni codificanti per il 

fibrinogeneo: A) i box numerati e le linee rappresentano gli esoni e le regioni introniche ed 

intergeniche. Le frecce indicano la opposta direzione della trascrizione dei geni FGA (in grigio) 

e FGB (in bianco). B) distribuzione delle mutazioni puntiformi dei geni del fibrinogeno [48]. 

 

Alla fine del 2017, sono state segnalate ulteriori varianti in pazienti 

afibrinogenemici, varianti che danno luogo alla sintesi di un fibrinogeno più corto 

B 
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nella catena , che non influenza l'assemblaggio del fibrinogeno, ma crea una 

molecola di fibrinogeno che non viene secreta e che manca completamente nel 

flusso sanguigno.  

Degno di nota, sebbene FGA sembri mostrare la stragrande maggioranza 

delle grandi delezioni, anche il sito di splicing mostra delle varianti, ma sono 

abbastanza equamente distribuite nei tre geni del fibrinogeno. 

Per quanto riguarda le delezioni di grandi dimensioni, la maggior parte sono 

varianti genetiche “senza senso” associate all'afibrinogenemia e si trovano tutte 

nelle sequenze FGA. Nei database disponibili del fibrinogeno, sono riportate più 

di 16 varianti senza senso in FGA, mentre solo 5 in FGB o FGG [49]. Effetti sulla 

secrezione di fibrinogeno, dovuti a queste varianti “senza senso”, hanno 

contribuito a sottolineare ulteriormente il ruolo chiave della porzione C-terminale 

della catena  nel meccanismo che porta alla secrezione di fibrinogeno.  

Si presume generalmente che le varianti “missenso” interrompano le 

funzioni delle proteine e influenzino i domini delle proteine cruciali per il legame 

o l'interazione, oltre a compromettere la stabilità delle proteine. Inoltre, possono 

influenzare la stabilità strutturale del fibrinogeno e il processo di assemblaggio o 

secrezione.  Di conseguenza, le molecole di fibrinogeno in primo luogo non 

riescono a superare il "controllo di qualità cellulare" e in secondo luogo non 
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riescono ad entrare nella via secretoria cellulare. Negli individui con 

afibrinogenemia, mentre la maggior parte dei pazienti con le varianti "allele nullo" 

si trovano all'interno della FGA, le varianti “missenso” di solito coinvolgono 

residui amminoacidici della catena γ del fibrinogeno [6], anche se un gruppo di 

varianti “missenso” è stato osservato anche in FGB. Queste varianti si verificano 

principalmente all'interno dell'esone 8 FGB, che codifica per il dominio globulare 

C-terminale, una regione che gioca un ruolo fondamentale nell'assemblaggio e 

nella secrezione del fibrinogeno [50]. 

Infine, delle varianti frameshift, la maggior parte delle quali all'interno di 

FGA, sono state identificate anche in individui con afibrinogenemia. Queste 

varianti possono essere dovute a delezioni o inserimenti su base singola oppure a 

eliminazioni/inserimenti. 

 

2.2: Ipofibrinogenemia 

La diagnosi di ipofibrinogenemia si basa sulla rilevazione di una riduzione 

proporzionale delle concentrazioni di antigene e fibrinogeno plasmatico 

funzionale. Gli ipofibrinogenemici vengono solitamente identificati durante gli 

esami di routine, perché sono per lo più asintomatici e portano eterozigosi di 

varianti causali.  
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In rari disturbi emorragici ereditati come tratto autosomico recessivo, gli 

eterozigoti sono spesso asintomatici e quindi annoverati tra i soggetti sani con 

livelli di fibrinogeno normali. Gli individui, invece, con risultati di laboratorio che 

suggeriscono l’ipofibrinogenemia e/o l’afibrinogenemia, vengono sottoposti ad 

analisi più accurate dei parametri emocoagulativi e del fibrinogeno proteico e 

funzionale; qualora, l’abbassamento dei livelli sia significativo, la diagnosi 

differenziale di afibrinogenemia viene tipicamente effettuata con una attenta 

analisi molecolare delle sequenze degli esoni FGA e, successivamente, FGB [8].  

Nell'ipofibrinogenemica, sono stati descritti anche fenotipi trombotici 

associati a varianti della catena  del fibrinogeno. Un diverso contesto clinico di 

ipofibrinogenemica si presenta con caratteristiche patologiche distintive.  Questi 

pazienti mostrano aggregati di fibrinogeno nel reticolo endoplasmatico di epatociti 

e la maggior parte di loro portano varianti FGG.  

Interessante notare che tutte queste varianti genetiche coinvolgono residui 

appartenente all'estremità C-terminale della catena  del fibrinogeno. Inoltre, ci 

sono individui con bassi livelli di fibrinogeno disfunzionali circolante.  

Questi individui vengono diagnosticati come ipodisfibrinogenemici. Tuttavia, va 

notato che alcuni ipodisfibrinogenemici potrebbero essere ipofibrinogenemici mal 
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diagnosticati, perché può essere difficile capire correttamente i dosaggi del 

fibrinogeno eseguito.  

La stragrande maggioranza delle varianti geniche identificate nei disturbi di 

ipodisfibrinogenemia sono varianti” missenso”, anche se sono stati trovati altri tipi 

di varianti, e si verificano all'interno dell'estremità C-terminale delle catene  e  

del fibrinogeno [51].  

Oltre agli eterozigoti, gli ipodisfibrinogenemici possono portare varianti 

omozigoti o eterozigoti composti. In questo caso, possono essere difficili da capire 

i possibili meccanismi biochimici sottostanti e di conseguenza rimane difficile 

prevedere il fenotipo clinico. In effetti, il fenotipo intermedio potrebbe essere il 

risultato di anomalie assemblate e catene non correttamente secrete o la 

combinazione di due varianti, una che influenza quantitativamente e l'altra 

funzionalmente il fibrinogeno. 

 

2.3: Disfibrinogenemia 

 La disfibrinogenemia è il termine usato per definire i disturbi funzionali del 

fibrinogeno. La diagnosi è suggerita dalla presenza combinata di quantità normali 

di antigene e livelli funzionali ridotti di fibrinogeno circolante. La 

disfibrinogenemia è un tratto autosomico dominante. In contrasto con 
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afibrinogenemie, le disfibrinogenemie si trovano principalmente in portatori 

eterozigoti di varianti “missenso”, sebbene possano mostrare raramente altri tipi 

di cambiamenti genetici.  

La prima descrizione di un caso di disfibrinogenemica è stata fornita nel 

1958 [52], mentre 11 anni dopo, in una donna di 17 anni che mostrava normale 

fibrinogeno quantitativo e un fibrinogeno non funzionale, è stata identificata la 

prima causa molecolare alla base di questo disturbo della coagulazione - 

"fibrinogeno Detroit" [53]. In particolare, quasi l'85% di tutte le varianti rilevate 

sono dovute ad alterazioni nucleotidiche che si verificano all'interno dell’esone 2 

FGA o nell’esone 8 FGG, molto vicino all'estremità N-terminale della catena  

del fibrinogeno e all’estremità C-terminale della catena gamma.  Le varianti 

“missenso” identificate nella disfibrinogenemia possono influenzare le funzioni 

del fibrinogeno a diversi livelli, ad es. la polimerizzazione della fibrina, la 

scissione del fibrinopeptide e/o interazioni sull'interfaccia D-D o tra le regioni D 

esterne e l'E centrale. Altre le varianti “missenso” possono alterare il processo di 

fibrinolisi. La trombina scinde la catena  del fibrinogeno e determina il rilascio 

di fibrinopeptide A. L'allele mutato può avere effetti rilevanti sul processo di 

polimerizzazione, aggregazione piastrinica e resistenza alla fibrinolisi. Sebbene i 

pazienti presentino un fibrinogeno difettoso circolante nel sangue, i 
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disfibrinogenemici sono pazienti che paradossalmente presentano condizioni di 

trombosi arteriosa e venosa; è infatti stato stimato che circa il 10% di loro mostra 

trombosi correlata con una serie ben identificata di mutazioni hotspot (Figura 24).  

 

Figura 24. Rappresentazioni schematica delle mutazioni hotspots correlate con la trombosi 

[51]. 

 

Nelle disfibrinogenemie con trombosi, sono state identificate varianti in tutti 

e tre i geni del fibrinogeno e la maggior parte di esse porta a nuovi residui di 
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cisteina, in particolare quelli che comportano modifiche dei residui all'interno 

delle catene  e . 

 

2.4: Diagnosi differenziali  

 La correlazione dei sintomi clinici con i dati genotipici è spesso difficile per 

coloro che si occupano di soggetti con disturbi congeniti del fibrinogeno (Figura 

25).  

 

Figura 25: Rappresentazione grafica schematica del possibile fenotipo clinico a 

seguito di una compromissione genetica della molecola di fibrinogeno [6]. 

 

L'ipofibrinogenemia è associata a un minor numero di episodi di 

sanguinamenti e possono non essere diagnosticati fino a quando non si verifica un 
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episodio traumatico o chirurgico. Inoltre, si dovrebbe tenere conto del fatto che 

esistono mutazioni che causano aggregati di fibrinogeno e disfunzioni epatiche. 

 L'afibrinogenemia è considerata una malattia grave e gli individui 

diagnosticati possono sperimentare emorragie pericolose per la loro vita. Nei 

pazienti sintomatici gravi la sostituzione profilattica della terapia con concentrato 

di fibrinogeno o crioprecipitato riduce il verificarsi di sanguinamento 

potenzialmente letale (ad es. sanguinamento intracranico) con un livello target di 

fibrinogeno di 0,5 g/L. Tuttavia, l'afibrinogenemia potrebbe mostrarsi anche 

attraverso sintomi lievi. Quindi, la previsione delle manifestazioni basate sui dati 

genotipici può essere difficile. Nelle malattie congenite del fibrinogeno, i concetti 

di penetranza ed espressività hanno ampio spazio, nel tentativo di spiegare l'alta 

variabilità del fenotipo osservata tra gli individui affetti, specialmente tra gli 

afibrinogenemici, che potrebbero manifestare fenotipi clinici dissimili, ad 

esempio, emorragie lievi o gravi, sebbene portatori dello stesso genotipo [54]. 

L'afibrinogenemia viene spesso diagnosticata nel periodo neonatale a causa 

del sanguinamento del cordone ombelicale ed è solitamente associato a 

sanguinamento da lieve a grave. Nelle donne con fibrinogeno anomalo, possono 

verificarsi complicazioni della gravidanza, quali aborto spontaneo e distacco della 

placenta fino a parto prematuro e perdita fetale. Nell'afibrinogenemia, la terapia 
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sostitutiva deve essere istituita prima possibile in gravidanza per prevenire 

complicanze emorragiche e perdita fetale. Tuttavia, i sintomi possono variare 

rendendo la predizione del fenotipo più complessa e, a sua volta, la gestione della 

gravidanza molto difficile, con un approccio paziente per paziente [55, 56]. 

 Tuttavia, non è ancora del tutto chiaro come la conoscenza del difetto 

molecolare possa essere tradotto in una previsione di eventi clinici in individui con 

disturbi del fibrinogeno. La storia personale e familiare dovrebbe essere presa in 

considerazione, così come lo stile di vita, il profilo demografico, le comorbidità, 

e terapia sostitutiva con fibrinogeno, per tentare di organizzare una correlazione 

genotipo/fenotipo in disturbi del fibrinogeno.  

È stato ipotizzato che varianti in geni differenti, che sono ben consolidati 

aumentare il rischio di trombosi, ad esempio il fattore V Leiden, potrebbe 

effettivamente modulare il rischio di trombosi o fenotipo sanguinante in soggetti 

con disturbi congeniti del fibrinogeno. Tuttavia, è concepibile che varianti 

sconosciute in altri loci genici possano svolgere un ruolo significativo.  

Complessivamente, il tipo di alterazioni emostatiche, una storia personale 

positiva, soprattutto se verificatasi una trombosi arteriosa, età del proponente 

all'evento, evidenze di eventi trombotici nei parenti e la conoscenza di precedenti 
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pazienti portatori della stessa mutazione sono elementi chiave per la previsione di 

manifestazioni cliniche. 

In conclusione, i disordini congeniti del fibrinogeno sono causati da varianti 

genetiche che si verificano in tutti e tre geni del fibrinogeno. Tuttavia, ogni gene 

(FGA, FGB, FGG) mostra in modo diverso varianti specifiche. In effetti, le 

varianti "senza senso" si trovano principalmente all'interno di FGA, mentre le 

varianti FGG sono prevalentemente responsabili di cambiamenti “senso”.  

Negli ultimi anni, la conoscenza delle molecole correlate alle basi genetiche 

dei disturbi del fibrinogeno è notevolmente migliorata. Tuttavia, nei disturbi del 

fibrinogeno congenito, resta ancora da identificare potenziali fattori o condizioni, 

che potrebbero contribuire all’elevata variabilità osservata in termini di fenotipi 

clinici, che vanno da episodi di sanguinamento grave, a eventi tromboembolici e 

complicanze della gravidanza, è prevista una migliore standardizzazione dei test 

di laboratorio utilizzati per diagnosticare disturbi quantitativi e funzionali del 

fibrinogeno al fine di rendere l'identificazione del fenotipo più precisa e affidabile. 

Negli individui con difetti del fibrinogeno, le ricerche future dovrebbero essere 

rivolte a migliorare gli strumenti diagnostici, come i test emostatici globali, tipo 

quelli basati su tromboelastografia o test di generazione di trombina, per ottenere 
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informazioni più complete sulla tendenza emostatica e prevedere con precisione il 

fenotipo clinico. 
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Capitolo 3: Biochimica Clinica di Laboratorio delle Fibrinogenopatie 

3.1: Tests diagnostici di routine e differenziali  

La diagnosi di afibrinogenemia si basa su saggi di coagulazione standard 

(tempo di tromboplastina parziale attivato, tempo di protrombina, tempo di 

trombina, tempo di reptilasi) e valutazione del fibrinogeno. 

Tutti i test che dipendono dal coagulo di fibrina come punto finale sono 

infinitamente prolungati e il fibrinogeno non è rilevabile sia dal test funzionale 

(cioè dal saggio di Clauss, dal test di derivazione temporale della protrombina) 

che da quello antigenico (cioè, saggi immunoassorbenti legati agli enzimi, 

diffusione radiale, precipitazione, coagulazione della trombina).  

Nell'ipofibrinogenemia, i test di coagulazione standard sono variabilmente 

prolungati in funzione del livello di fibrinogeno in circolazione. I livelli di 

fibrinogeno funzionale e antigenico sono proporzionalmente diminuiti [7]. Un 

rapporto funzionale del livello di fibrinogeno antigenico superiore a 0,7 è 

tradizionalmente usato per distinguere tra ipofibrinogenemia e disfibrinogenemia, 

sebbene la sensibilità e la specificità di questo cut-off non siano mai state stabilite. 

L'ampiezza delle curve di coagulazione dal test del tempo di trombina, 

dovrebbero consentire di determinare facilmente il tipo di carenza di fibrinogeno 

quando la valutazione dell’antigene del fibrinogeno non è disponibile.  
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A causa della limitata sensibilità dei saggi di coagulazione nel caso di livelli 

di fibrinogeno molto bassi (ad esempio, <0,5 g/L), può essere difficile distinguere 

l'afibrinogenemia da una grave ipofibrinogenemia [7].  

I saggi di emostasi globale come la tromboelastografia possono fornire 

informazioni sulla capacità di ripristinare la formazione di coaguli dopo la 

sostituzione del fibrinogeno [7]. 

La diagnosi di laboratorio dell’afibrinogenemia viene effettuata attraverso 

test di coagulazione. In tale patologia il quadro laboratoristico evidenzia:  

1. Marcato prolungamento del PT (tempo di protrombina), APTT (tempo di 

tromboplastina parziale attivata) e TT (tempo di trombina)  

2. Prolungamento del tempo di emorragia  

3. Dosaggio del fibrinogeno: negativo sia con metodica funzionale 

(metodica di Clauss) sia antigenica [7]. 

Tempo di Protrombina (PT)  

Il tempo di protrombina (PT) (range di normalità 70-130%) è sensibile ai 

difetti della via di attivazione estrinseca del FX e della via comune della 

coagulazione (FII, FV, FVII, FX). Il PT ha un importante valore diagnostico in 

casi di carenze congenite di singoli o multipli fattori del complesso protrombinico. 

Il PT viene, oggi, espresso in INR, ossia in International Normalized Ratio (range 
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di normalità 0,8-1,38), che è il rapporto tra il tempo di coagulazione del plasma in 

esame e il tempo del plasma o del pool di plasmi normali di controllo. 

Tempo di Tromboplastina Parziale Attivata (PTT) 

Il tempo di tromboplastina parziale attivato (APTT) (range di normalità fino 

a 12 anni 27 sec-40 sec; oltre i 12 anni di età, 26 sec-38 sec) valuta i fattori 

antiemofilici della via intrinseca dell’attivazione del FX (FXII, FXI, FIX e FVIII), 

oltre ai FII, FV, FX e al fibrinogeno della via comune. 

L’APTT è un test sensibile ai difetti coagulativi del sistema intrinseco, in 

particolare alla carenza del FVIII. Questo test è sensibile al deficit di alcuni fattori 

implicati nella fase di contatto del sistema intrinseco, quali ad es., la precallicreina 

e il chininogeno. L’APTT rappresenta uno dei test laboratoristici utili per il 

controllo della terapia eparinica, in quanto risulta sensibile all’azione degli 

anticoagulanti circolanti. 

Il Tempo di Trombina (TT)  

Il Tempo di Trombina viene indagato per riconoscere le anomalie che 

riguardano la reazione trombina-fibrinogeno. Il tempo di trombina misura il tempo 

impiegato dal plasma a coagulare quando al campione di sangue in esame viene 

aggiunto un eccesso di trombina. L'aggiunta al campione di un eccesso di trombina 

fa sì che il test sia sensibile unicamente alla variabile fibrinogeno. Il deficit di 
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fibrinogeno può essere distinto dalla presenza di un inibitore ripetendo la 

misurazione del TT dopo aver aggiunto una piccola quantità di plasma normale al 

plasma del paziente.  

Tempo di Reptilasi  

Il Tempo di Reptilasi (RT) è un esame del sangue utilizzato per rilevare la 

carenza o le anomalie del fibrinogeno, in particolare nei casi di contaminazione 

con eparina [41]. La reptilasi è un enzima presente nel veleno dei serpenti 

Bothrops, ha un'attività simile a quella della trombina ma, diversamente da essa, 

la reptilasi è resistente all’inibizione da parte dell’antitrombina III. Da notare, il 

tempo di reptilasi non si prolunga in campioni di sangue contenenti eparina, 

irudina o inibitori diretti della trombina, mentre il tempo di trombina sarà 

prolungato in questi stessi campioni. La reptilasi differisce dalla trombina anche 

nella scissione del fibrinogeno in quanto rilascia il fibrinopeptide A ma non il 

fibrinopeptide B.  

Metodo di Clauss  

Il metodo di Clauss è basato sulla coagulazione del plasma trattato con 

citrato di sodio in presenza di un eccesso di trombina. In questo caso il tempo di 

coagulazione dipende esclusivamente dal contenuto di fibrinogeno nel campione 

in esame. 
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I test di coagulazione di screening anormali sono seguiti dal Test di miscela 

(50:50) per escludere un inibitore. Se gli studi di miscelazione sono corretti, 

vengono eseguiti saggi sui fattori specifici per identificare eventuali carenze. I test 

antigenici del fattore sono essenziali per la diagnosi di carenze quantitative di 

fibrinogeno o FII per classificare adeguatamente e trattare i pazienti con 

disfibrinogenemia e disprotrombinemia. 

Test di miscela 

Il test di miscela deve essere ripetuto su una miscela preparata con il plasma 

del paziente e un plasma normale in rapporto 1:1. Se il tempo di coagulazione 

eseguito sulla miscela corregge, ovvero si avvicina a quello del plasma normale, 

si tratta di una carenza (è infatti sufficiente solo il 50% del fattore carente fornito 

dal plasma normale per normalizzare il test); viceversa, con buona probabilità, si 

è in presenza di un inibitore. Questo semplice test può pertanto fornire 

informazioni estremamente utili per proseguire l’iter diagnostico. 

Per quanto riguarda i test differenziali, la diagnosi di laboratorio delle 

malattie eritrocitarie viene inizialmente studiata attraverso test di screening della 

coagulazione che includono l'APTT e il PT (Tabella 1). Un APTT prolungato con 

un normale PT suggerisce una carenza di FXI dopo esclusione delle carenze FVIII, 

FIX e FXII. L’inverso è tipico del deficit di FVII, mentre il prolungamento di 
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entrambi i test dirige un'ulteriore analisi verso le carenze di FV e FV combinati 

con FVIII, FX, FV, FV, protrombina o fibrinogeno. Tutti i test di coagulazione si 

basano sulla formazione di fibrina; per valutare la carenza di fibrinogeno, quindi, 

accanto al PT e APTT, viene eseguito il TT (Tabella 2). In seguito ad uno 

screening anormale, come precisato in precedenza viene effettuato un “Test di 

miscela” per escludere la presenza di un inibitore. 

Lo screening con test di coagulazione (PT, APTT, fibrinogeno, conteggio 

delle piastrine e tempo di sanguinamento) sono normali nel deficit di FXIII 

(Tabella 2); la diagnosi è effettuata attraverso saggi specifici dove si valuta 

l'attività FXIII misurando, quantitativamente, tramite saggi specifici, il rilascio di 

ammoniaca durante la reazione della transglutaminasi o l'incorporazione di 

ammine nelle proteine. Se l’attività del FXIII diminuisce, il sottotipo di carenza, 

FXIII-A o FXIII-B, è determinato con un test immunologico dell'antigene FXIII 

per poterlo classificare e prevedere un trattamento adeguato. 
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Tabella 2: Profilo generale delle anomalie autosomiche recessive dei fattori della coagulazione 

[58].  
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Capitolo 4: Complicanze cliniche ed approcci terapeutici 

Lo studio dei disturbi ereditari del fibrinogeno, caratterizzati da un'estesa 

eterogeneità allelica, permette l'associazione delle specifiche mutazioni con difetti 

molecolari peculiari, fornendo una visione completa della localizzazione dei siti 

di mutazione. 

La gravità e lo schema delle manifestazioni cliniche dipendono dai livelli di 

fibrinogeno. Nell’afibrinogenemia il sanguinamento è il sintomo principale, 

mentre nell’ipofibrinogenemia i pazienti sono più spesso asintomatici.  

Sanguinamento 

Il livello basale di fibrinogeno è fortemente correlato con il fenotipo 

sanguinante [14]. Un comune sintomo è il sanguinamento del cordone ombelicale, 

l’ematoma muscolare, l’emorragia del cavo orale, l’emorragia post-chirurgica, e 

l'ematoma della pelle; l’emorragia del sistema nervoso centrale, spesso ricorrente 

in bambini piccoli, è la principale causa di morbilità e di mortalità.  Le emartrosi 

sono meno frequenti e meno invalidanti che nei pazienti affetti da emofilia. 

I pazienti ipofibrinogenemici sono spesso asintomatici e la diagnosi è 

effettuata con i test di laboratorio prima di un intervento chirurgico, o nell'ambito 

di esplorazioni familiari. Nei pazienti sintomatici, il fenotipo emorragico è 

solitamente legato a traumi, interventi chirurgici, o coagulopatie concomitanti. 
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Trombosi 

La trombosi sia in sede venosa che arteriosa è una tipica complicazione 

dell'afibrinogenemia. La patogenesi della formazione dei trombi non è ancora 

chiara: in assenza di fibrinogeno i pazienti sono in grado di generare trombina, sia 

nella fase iniziale di produzione limitata che successivamente, infatti si riscontra 

un aumento dell'attivazione della protrombina, frammenti e complessi trombina-

antitrombina. La trombina, quando non è intrappolata nel coagulo di fibrina, è 

disponibile per l'attivazione delle piastrine e la migrazione e proliferazione delle 

cellule muscolari lisce, generando trombi piastrinici grandi e in soluzione nel 

circolo sanguigno.  Gli eventi trombotici sono ricorrenti, soprattutto nella zona 

arteriosa periferica nonostante il paziente sia sottoposto a terapia antitrombotica; 

la coesistenza di ipercoagulabilità plasmatica ereditata o acquisita, può contribuire 

al fenotipo trombotico; anche un difetto del sistema fibrinolitico può contribuire 

alla formazione di trombi.  

Nell'ipofibrinogenesi le trombosi sono meno frequenti. I bassi livelli di 

fibrinogeno circolante sono sufficienti a contrastare il fenotipo trombotico indotto 

osservato nell'afibrinogenemia. 
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Sintomi specifici 

Manifestazioni cliniche specifiche di tipo di disturbo quantitativo del 

fibrinogeno, possono riguardare dolori ossei, correlati a cisti ossee paragonabili 

agli pseudo-tumori osservati nei pazienti affetti da emofilia; spesso si sviluppano 

durante l'infanzia e si trovano principalmente nella diafisi delle ossa lunghe. 

L'eziologia è sconosciuta, il parziale miglioramento osservato sotto la sostituzione 

del fibrinogeno suggerisce un'emorragia durante il rimodellamento osseo. Può 

verificarsi la rottura splenica spontanea con insorgenza di dolori addominali molto 

forti; anche qui la causa non è ben chiara ma un buon approccio è stato quello 

chirurgico conservatore, anche per diminuire la possibilità di recidiva.  

I pazienti ipofibrinogenemici possono soffrire di malattia da accumulo di 

fibrinogeno, che è dovuta a l'accumulo di aggregati fibrinogeni nel reticolo 

endoplasmatico (RE) degli epatociti, probabilmente dovuto a un difetto nel 

percorso di degradazione associato al RE che porta alla saturazione autofagica; 

questi pazienti presentano una moderata ipofibrinogenemia con patologia epatica 

di varia gravità. La diagnosi richiede una biopsia epatica seguita da imaging per 

rivelare inclusioni intracellulari e un esame istologico positivo all’ 

immunocolorazione per il fibrinogeno. 
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Patologia sulle donne in gravidanza 

Le donne con disturbi del fibrinogeno quantitativo sono più soggette a 

complicazioni, soprattutto durante il periodo della gravidanza. 

Nell'afibrinogenemia, oltre il 50% delle donne soffre di menorragia. Il 

sanguinamento peritoneale secondario alla rottura emorragica delle cisti ovariche 

è comune. 

Le donne incinte afibrinogenemiche sono a rischio di diverse complicanze 

ostetriche, tra cui l'aborto spontaneo e il distacco della placenta, compresa 

l'emorragia post-partum; il fibrinogeno è necessario per garantire l'integrità della 

placenta sostenendo la diffusione dei citotrofoblasti a 4-6 settimane di gestazione 

e per lo sviluppo vascolare fetale-maternale durante tutto il periodo della 

gravidanza. Un regime di sostituzione del fibrinogeno con dosaggi adeguati, è 

necessario per tutte le donne afibrinogenemiche per condurre la gravidanza a 

termine, nonché ad evitare il distacco della placenta ed emorragia post-partum. 

A seconda dei livelli di fibrinogeno, anche le donne ipofibrinogeniche sono 

affette da menorragia e complicazioni ostetriche come il distacco ricorrente della 

placenta, indice di insufficiente apporto di fibrinogeno per sostenere lo sviluppo 

della placenta 
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Capitolo 5: Caso clinico di afibrinogenemia 

 

Nel presente elaborato di Tesi sperimentale, ho preso in considerazione un 

caso di afibrinogenemia (incidenza 1-2 casi su 1.000.000), diagnosticato e studiato 

laboratoristicamente presso il Laboratorio Analisi dell’Ospedale pediatrico “G. 

Salesi”, Ancona. Tale studio nasce dalla necessità di migliorare le conoscenze di 

carattere bio-molecolare, genetico e biochimico con approcci multidisciplinari 

innovativi. 

5.1: Caso clinico 

Bambina di aa 4, di origine pakistana, genitori consanguinei, cugini di primo 

grado. In anamnesi alla nascita, riferito sanguinamento del cordone ombelicale; a 

sei mesi di vita, sanguinamento della mucosa orale e melena, per cui, è stata 

avviata profilassi con infusioni di plasma presso l’Ospedale nel suo paese di 

origine. Successivamente la bambina è stata ricoverata a seguito di ematoma 

cerebrale, secondario a trauma cranico occipitale, sempre in una struttura 

ospedaliera del paese di origine, ma non è stata effettuata nessuna diagnosi 

dettagliata. 

In Italia da aprile 2019, è stata ricoverata presso la S.O.D.S. di 

Oncoematologia Pediatrica dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria Ospedali 

Riuniti Umberto I - G.M. Lancisi - G. Salesi; la bambina durante la degenza 



88 
 

presentava buone condizioni generali, in assenza di petecchie e di eventuali 

evidenti ecchimosi. All’esame obiettivo la paziente presentava un quadro 

fenotipico caratterizzato da una fine peluria diffusa, un evidente angioma sulla 

superficie posteriore del braccio sinistro, ed un peculiare faces con bassa 

attaccatura delle orecchie. Il cavo orale si presentava in ordine; alla palpazione 

l’addome si presentava trattabile, con assenza di evidente epatosplenomegalia. Dal 

punto di vista cardiologico, la bambina mostrava un soffio sistolico mesocardico 

(indice 3/6); mentre nella norma risultava l’auscultazione polmonare.  

 

5.2: Indagini sulla famiglia e sul Probando 

 

Durante la degenza sono stati eseguiti esami emato-chimici di routine che 

hanno evidenziato marcato prolungamento del PT, dell’APTT e livelli non 

dosabili del fibrinogeno, sia con metodica funzionale (metodo Clauss) che 

antigenica. È stata osservata anche una correzione dell’assetto emo-coagulativo 

dopo test di miscela; il dosaggio dei fattori della coagulazione è risultato nella 

norma. I test coagulativi, ripetuti con test di miscela, hanno evidenziato una 

carenza di fibrinogeno, confermati da test coagulativi effettuati a San Giovanni 

Rotondo, presso la Fondazione Casa Sollievo della Sofferenza, Ospedale Istituto 

di Ricovero e Cura a carattere Scientifico. Inoltre, è stata effettuata anche 
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un’analisi genetica della bambina e dei suoi genitori che ha evidenziato una 

mutazione intronica in omozigosi, in un sito di splicing dell’introne 4 della catena 

 del fibrinogeno, non precedentemente descritta in letteratura. Per tale motivo è 

stato avviato una profilassi bi-settimanale con fibrinogeno ricombinante, 

(Haemocomplettan) titolato fino posologia 50 mg/Kg. Al follow-up è stato 

riscontrato un buon compenso emocoagulativo e non episodi di sanguinamento. 

In corso di gravidanza, sulla attuale probanda non era stato effettuato alcun 

test di diagnosi prenatale; dalla sua nascita nel 2015, solo nel 2019 sono stati 

riscontrati livelli indosabili di fibrinogeno, analizzato presso il laboratorio analisi 

dell’Ospedale Pediatrico “G. Salesi”, dove è stata formulata la diagnosi di 

afibrinogenemia. Successivamente, sono state effettuate indagini genetiche sia 

sulla probanda che su entrambi i genitori, per consanguineità. 
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Parte Sperimentale 

 

 

Capitolo 6: Scopo della Tesi 

 

 

I disordini congeniti del fibrinogeno sono rari e possono essere associati con 

una sintesi, assemblaggio, stabilità proteica alterata e/o con molecole di 

fibrinogeno disfunzionali. L'afibrinogenemia e l'ipofibrinogenemia indicano 

disturbi quantitativi del fibrinogeno e sono principalmente causate da variazioni 

genetiche che ne influenzano le quantità plasmatiche. La disfibrinogenemia ne 

indica disordini qualitativi che sono principalmente determinati da variazioni 

genetiche che ne modificano la funzionalità.  

In particolare, l'afibrinogenemia (argomento chiave della presente Tesi 

Sperimentale) è una malattia emorragica molto rara, caratterizzata da 

un’alterazione funzionale del fibrinogeno plasmatico o dalla sua completa 

assenza; è ereditata come tratto autosomico recessivo e si stima abbia un'incidenza 

di 1-2 su un milione nel mondo occidentale.  

La presente Tesi Sperimentale descrive un raro caso di afibrinogenemia in 

maniera multidisciplinare (analisi genetico-molecolare, analisi standard della 

biochimica-clinica di laboratorio, profilo delle citochine pro- ed anti-

infiammatorie e delle metalloproteasi di matrice). Le analisi routinarie di 

biochimica clinica sulla probanda e i suoi genitori sono state effettuate presso il 
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Laboratorio Analisi dell’Ospedale pediatrico “G. Salesi” -Azienda Ospedaliero 

universitaria OSPEDALI RIUNITI, Ancona. Le valutazioni degli aspetti clinico-

medici sono stati effettuati presso il Reparto di Oncologia Pediatrica dell’Ospedale 

“G. Salesi”, mentre le indagini genetico-molecolari sono state ottenute da una 

consulenza genetica della Fondazione Casa Sollievo della Sofferenza di San 

Giovanni Rotondo (FG). I profili di biochimica clinica di 27 citochine pro- ed anti-

infiammatorie, ed il quadro proteolitico di 9 metalloproteasi di matrice sono state 

ottenuti grazie ad una collaborazione con l’Unita di Biochimica Clinica della 

Sezione di Biochimica e Biotecnologie del Dipartimento di Scienze Biomolecolari 

dell’Università di Urbino “Carlo Bo” (Responsabile Prof. Ferdinando Mannello). 

I principali obiettivi della presente tesi sperimentale sono stati quelli di: 

1. descrivere i profili laboratoristici generali di biomarcatori di routine, 

inquadrando la biochimica clinica di base della famiglia della paziente 

afibrinogenemica;  

2. individuare le varianti della sequenza dei geni del fibrinogeno nella famiglia 

in esame; 

3. caratterizzare il citochinoma (profilo infiammatorio citochino-correlato) ed il 

degradoma (profilo proteolitico delle metalloproteasi di matrice) correlabili 
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con anomalie della proteina plasmatica pleiotropica fibrinogeno nella famiglia 

in esame; 

4. confronto con i dati disponibili dalla revisione della letteratura mondiale, al 

fine di fornire possibili innovative interpretazioni dei risultati multidisciplinari 

ottenuti sul caso di afibrinogenemia e ipo-disfibrinogenemia della famiglia in 

esame. 
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Capitolo 7: Materiali e Metodi 

 

7.1: Markers routinari di laboratorio biochimico-clinico e tests 

molecolari/genetici 

 I campioni di plasma citrato della probanda, del padre e della madre, sono 

stati analizzati dal punto di vista biochimico-clinico e laboratoristico presso i 

laboratori dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria Ospedali Riuniti Umberto I - 

G.M. Lancisi - G. Salesi. 

 L’analisi genetico molecolare dei campioni di sangue della famiglia in 

oggetto sono stati inviati presso San Giovanni Rotondo, presso la Fondazione Casa 

Sollievo della Sofferenza, Ospedale Istituto di Ricovero e Cura a carattere 

Scientifico (FG). 

 

7.1.a: Indagini eseguite sul plasma e sul DNA estratto da campione di sangue 

periferico della probanda, del padre e della madre 

Sulla base della sospetta diagnosi di afibrinogenemia e data la 

consanguineità dei genitori, sono state eseguite le seguenti analisi su plasma 

citrato di campione di sangue periferico: 

Emocromo ed analisi routinarie emato-chimiche:  
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1. Per l’esecuzione dell’emocromo, formula leucocitaria e conta piastrinica, è 

stato utilizzato un analizzatore automatico, Sismex XN 1000, che effettua analisi 

quantitative per mezzo dell’impedenza elettrica, la dispersione della luce del laser 

e il legame con colorante. I dati sono visualizzati sull’IPU (Information Processing 

Unit); la serie XN è composta da Analizzatore XN 1000, IPU e unità pneumatica.  

2. Per la determinazione della Proteina C reattiva (PCR), lo strumento 

utilizzato è stato Dimension VISTA 500, un analizzatore automatico per 

determinazioni biochimiche e immunochimiche, che impiega tecniche 

fotometriche, turbidimetriche, di chemiluminescenza e tecnologia di multisensore 

selettivo per gli ioni integrato.  

3. L’ACL TOP 300 è l’analizzatore che esegue test su plasma. Opera con 

principio foto-ottico a varie lunghezze d’onda utilizzando tre tipi di test che 

avvengono in singole cuvette di reazione: 

I. Test coagulativi: viene misurato il tempo che intercorre tra la 

preparazione della miscela plasma/reattivi e la formazione di 

fibrina, che riduce la quantità di luce trasmessa (aumento di torbidità 

del campione). 
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II. Test cromogenici (cinetica fixed time): viene misurata la velocità di 

una reazione enzimatica (a cui partecipa direttamente o 

indirettamente l’analita) su un substrato cromogenico con 

formazione di un prodotto colorato, la cui assorbanza è 

proporzionale alla concentrazione dell’analita; 

III. Test immunochimici: viene misurata la velocità con cui si modifica 

la torbidità del campione dopo aggiunta di anticorpi specifici legati 

a particelle di lattice e conseguente formazione di 

immunocomplessi. 

4.  Dosaggio del fibrinogeno funzionale mediante metodo Clauss, eseguendo 

un test coagulativo, aggiungendo eccesso di trombina.  

5.  Dosaggio antigenico del fibrinogeno mediante immunodiffusione radiale, 

eseguito presso il Laboratorio Emostasi e Trombosi dell’Ospedale Casa Sollievo 

della Sofferenza di San Giovanni Rotondo (FG). Il metodo prevede l’uso di una 

piastra di gel di agarosio nel quale e stato sciolto l’anticorpo specifico contro il 

fibrinogeno che diffondendo nel gel, causa la formazione di un immunocomplesso 

visibile come anello attorno al pozzetto di semina. Il diametro di questo anello è 

proporzionale alla concentrazione di fibrinogeno presente nel campione. 

L’interpretazione dei risultati è effettuato mediante misurazione del diametro e 
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confronto con tabelle allegate che riportano la concentrazione dell’analita in 

funzione del diametro, o tramite lettore digitale piastre RID, dotato di videocamera 

incorporata che trasmette immagini ingrandite e nitide degli anelli di 

precipitazione allo schermo del computer; il software RIDread, permette di 

selezionare opzioni di calcolo dei risultati più adeguate da una curva di 

calibrazione generata automaticamente. 

6. Sequenziamento diretto dopo amplificazione genica delle regioni 

codificanti le catene α, β, γ del fibrinogeno e delle giunzioni introne-esone. 

L’amplificazione genica mediante PCR e sequenziamento della regione di 

interesse sono state effettuate presso il Laboratorio Emostasi e Trombosi 

dell’Ospedale Casa Sollievo della Sofferenza di San Giovanni Rotondo (FG).  

 

7.2: Profilo MultiPlex delle citochine infiammatorie, anti-infiammatorie, 

chemochine e Metalloproteasi di Matrice 

Grazie ad una collaborazione con l’Università di Urbino (Dipartimento di 

Scienze Biomolecolari, Sezione di Biochimica e Biotecnologie, Unità di 

Biochimica Clinica, Responsabile Prof. Ferdinando Mannello) ho eseguito il 

dosaggio delle citochine e delle metalloproteasi con la metodica 

dell’immunodosaggio magnetico multiplo in sospensione, Bio-Plex (Bio-Rad), 
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attraverso l’utilizzo dei kit Pro™ Human MMP 9-plex Assay e Pro™ Human 

Cytokine group 1 panel Assay (27-plex). Complessivamente sono stati analizzati 

MMP-1, -2, -3, -7, -8, -9, -10, -12 e -13, e le seguenti citochine: FGF basic, 

Eotaxin, G-CSF, GM-CSF, IFN-γ, IL-1β, IL-1ra IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-

8, IL-9, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17°, IP-10, MCP-1 (MCAF), MIP-

1α, MIP-1β, PDGF-BB, RANTES, TNF-α e VEGF. 

La tecnologia del Multiplex Immunoassay Bio-Plex consente il dosaggio in 

sospensione di analiti multipli sfruttando l’utilizzo di microsfere magnetiche in 

polistirene (diametro 6.5 micron), dotate al loro interno di uno specifico marcatore 

fluorescente, che consente la discriminazione di ogni singolo parametro all’interno 

di una sospensione multipla. Le microsfere sono coniugate con anticorpi 

monoclonali specifici per le proteine target, alle quali si legano anticorpi secondari 

biotinilati (Figura 26). 
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Figura 26. Rappresentazione schematica delle fasi del saggio Bio-Plex® basato sul principio 

dell’ELISA sandwich. 

 

La lettura della piastra è stata eseguita mediante il lettore Bio-Plex 200 Array 

Reader®, basato sulla tecnologia X-Map Luminex® (Figura 27), che permette di 

misurare la concentrazione degli analiti su ridotti volumi di campione (fino a 12.5 

µL/pozzetto). 
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Figura 27. Lettore Bio-Plex 200 Array Reader®, usato nel laboratorio dell’Università di 

Urbino, basato sulla tecnologia X-Map Luminex® 

 

La lettura in fluorescenza si ottiene sfruttando il legame del complesso 

streptavidina-ficoeritrina alla biotina. L’intensità del segnale derivato dalla 

ficoeritrina legata sarà proporzionale alla concentrazione di analita. In particolare, 

lo strumento possiede integrato un citofluorimetro che combina due laser, un 

sistema fluidico, un sistema ottico, ed un detector per la processazione in tempo 

reale del segnale, che permette di distinguere fino a 100 parametri diversi nello 

stesso saggio. 
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Quando una sospensione viene aspirata dall’ago nel lettore Bio-Plex 200®, un 

primo laser eccita i coloranti fluorescenti all'interno di ogni microsfera per fornire 

la classificazione delle microsfere e identificare così il saggio. Allo stesso tempo, 

un secondo laser eccita la ficoeritrina per generare un segnale reporter che viene 

rilevato da un tubo fotomoltiplicatore (PMT) (Figura 28). 

 

 

Figura 28. Rappresentazione schematica del sistema di lettura di piastra Bio-Plex (APD: 

Avalanche photodiode detector; DD: Doublet discriminator channel, discrimina microsfere 

singole dagli aggregati; CL1: Classify channel, rileva il marcatore fluorescente all’interno 

delle microsfere per consentire l’analisi in multiplex; RP1: Reporter channel, quantifica gli 

analiti adesi alle microsfere). 

 

Un processore del segnale digitale ad alta velocità gestisce i dati in uscita, che 

vengono elaborati mediante il Bio-Plex® Manager software (versione 6.1), per un 
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output di dati che comprende l’Intensità di Fluorescenza Mediana (MFI) e la 

concentrazione degli analiti espressa in pg/mL, mediante l’utilizzo di una curva 

standard. La concentrazione degli analiti legati ad ogni microsfera sarà 

proporzionale alla MFI del segnale reporter. 

Ogni esperimento è stato eseguito in singolo, a causa dell’esiguità del 

volume di campione, utilizzando il protocollo suggerito dal produttore. In 

particolare, le aliquote di liquido interstiziale, conservate a -20 °C fino all’analisi, 

sono state scongelate e centrifugate a 10.000 rpm, 10 minuti, +4 °C al fine di 

ottenere il surnatante sul quale eseguire le analisi. 

In accordo con il protocollo sperimentale per la quantificazione di MMP e 

Citochine, i campioni di plasma sono stati utilizzati mediante preliminare 

diluizione 1:4 in sample diluent Bio-Rad. Le curve standard di riferimento per 

entrambi i kit sono state ottenute previa ricostituzione degli standard di riferimento 

a concentrazione nota forniti dal produttore nella matrice Standard Diluent. La 

curva standard a 9 punti è stata ottenuta mediante diluizioni seriali 1:3 (MMP) e 

1:4 (Citochine) in appropriata soluzione diluente. 

Gli step analitici sono identici per i due kit. Il primo step dell’esperimento 

prevede la preparazione della soluzione 1X di microsfere magnetiche con adeso 

l’anticorpo monoclonale primario in Assay Buffer. Dopo aver aliquotato 50 
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µL/pozzetto di beads 1X, la piastra è stata lavata 2 volte mediante la Wash Station, 

dotata dell’apposito supporto magnetico. Successivamente 50 µL/pozzetto di 

standard, bianco e campioni sono stati aliquotati nella piastra con le microsfere, e 

dopo una breve agitazione a rapida velocità per risospendere le microsfere, i 

campioni sono stati messi in incubazione in agitazione, al buio, per 60 minuti. 

Dopo la prima incubazione, durante la quale gli analiti presenti nei campioni sono 

stati riconosciuti dagli anticorpi monoclonali sulle microsfere, la piastra è stata 

lavata 3 volte nella Wash Station. Il terzo step prevede l’incubazione delle 

microsfere con adeso l’analita, con l’anticorpo secondario biotinilato, la cui 

soluzione è stata ottenuta per diluizione dell’anticorpo in Antibody Diluent. Dopo 

aver caricato 25 µL/well di anticorpo secondario, la piastra è stata prima incubata 

in agitazione 30 minuti al buio, poi lavata 3 volte mediante la Wash Station. Infine, 

è stato aggiunto alla piastra il complesso con il marcatore fluorescente 

Streptavidina-Ficoeritrina (precedentemente diluito in Assay Buffer) e la piastra è 

stata incubata 10 minuti al buio in agitazione, prima di essere lavata 3 volte. Dopo 

l’aggiunta di Assay Buffer (125 µL/pozzetto) la piastra è stata inserita nello 

strumento per la lettura dell’emissione di fluorescenza. Secondo i dati di 

riferimento del produttore, i limiti di rilevamento inferiori erano di 1,0 pg/mL sia 

per le metalloproteasi di matrice sia per le Citochine. 
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Capitolo 8: Risultati  

 Nel presente capitolo verranno descritti dettagliatamente tutti i risultati 

ottenuti sia dalle analisi di routine di laboratorio biochimico-clinico, sia del 

citochinoma e del degradoma che mostrano esclusivamente valori al di fuori dei 

range di normalità o dei valori di riferimento plasmatici dei singoli bioanaliti.  

 

8.1: Analisi di laboratorio biochimico-clinico e molecolari/genetiche 

I risultati delle analisi genetico-molecolari, ottenuti grazie alla consulenza 

del Laboratorio Emostasi e Trombosi dell’Ospedale Casa Sollievo della 

Sofferenza di San Giovanni Rotondo (FG) sono riportati nella Tabella 3.  

 

Tabella 3: Analisi molecolare dei geni codificanti per le catene α, β, e γ del fibrinogeno 

Pazienti Fenotipo Variante Sito di splicing Diagnosi 

 

Probanda 

 

Omozigosi 

IVS4+1G>A 

(c.718+1G>A) 

 

Introne 4 Catena 

β 

 

Afibrinogenemia 

 

 

Padre 

 

Eterozigosi 

IVS4+1G>A 

(c.718+1G>A) 

 

Introne 4 Catena 

β 

 

 

Ipo-Disfibrinogenemia 

 

Eterozigosi 

p.Lys178Asn 

(c.534G>C) 

 

Esone 4 Catena β 

 

Madre 

 

Eterozigosi 

IVS4+1G>A 

(c.718+1G>A) 

 

Introne 4 Catena 

β 

 

Portatrice-Normale 
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Questi dati molecolari mettono in evidenza che la variante trovata nel sito 

di splicing dell’introne 4 della catena β del fibrinogeno (IVS4+1G>A - 

c.718+1G>A) è stata attualmente identificata per la prima volta in associazione al 

fenotipo biochimico riscontrato con le analisi del fibrinogeno sia funzionale sia 

antigenico (vedi Tabella 4).  

In particolare, nel fenotipo omozigotico della probanda i risultati sono 

compatibili con la afibrinogenemia (fibrinogeno funzionale e antigenico entrambi 

indosabili), mentre nella condizione di eterozigosi materna i livelli rientrano 

entrambi nel range di normalità (fenotipo portartice con livelli normali).  

Interessantemente, la condizione di doppia eterozigosità paterna (variante 

genica IVS4+1G>A più variante proteica p.Lys178Asn) mostra un dosaggio 

funzionale del fibrinogeno nei limiti della norma (come descritto precedentemente 

in letteratura per la sola stessa variante proteica) [57] ma un interessante evidenza 

del dosaggio antigenico significativamente al di sotto del valore minimo del range 

di normalità, suggerendo un quadro fenotipico biochimico di 

Ipodisfibrinogenemia, con livelli proteici di fibrinogeno plasmatico diminuiti ma 

funzionali per la coagulazione. 
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Per quanto riguarda il dosaggio del fibrinogeno funzionale (mediante 

metodo di Clauss) e del suo livello antigenico (mediante immunodiffusione 

radiale) eseguiti presso i laboratori dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria 

Ospedali Riuniti Umberto I - G. M. Lancisi - G. Salesi di Ancona, i risultati sono 

riportati nella Tabella 4. 

 

Tabella 4: Dosaggio del fibrinogeno funzionale ed antigenico (range valori normali) 

Pazienti Test funzionale 

(150-400 mg/dL) 

Test antigenico  

(73-136 %) 

(1,82-3,39 g/L) 

Diagnosi 

 

Probanda 

 

Indosabile 

 

Indosabile 

 

Afibrinogenemia 

 

Padre 

 

250 mg/dL 

56 % 

1,40 g/L 

 

Ipo-Disfibrinogenemia 

 

Madre 

 

246 mg/dL 

73 % 

1,82 g/L 

 

Normale 

 

 

Per quanto riguarda le analisi routinarie di Biochimica Clinica ed 

emocromocitometriche eseguite presso i laboratori dell’Azienda Ospedaliero-

Universitaria Ospedali Riuniti Umberto I - G. M. Lancisi - G. Salesi di Ancona, i 

risultati sono riportati nella Tabella 5 e nella Tabella 6. 
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Tabella 5: Dosaggio dei markers della coagulazione, dell’assetto marziale ed infiammazione 

Pazienti Attività 

Protrombina 

(70-130 %) 

Fibrinogeno 

(150-350 mg/dL) 

Ferro 

(40-120 µg/dL) 

Indice 

saturazione 

Transferrina 

(15-50 %) 

Proteina C 

Reattiva 

(0-0,6 mg/dL) 

 

Probanda 

 

51 % 

 

29 mg/dL 

 

19 µg/dL 

 

4,7 % 

 

2,09 mg/dL 

 

Padre 

 

96 % 

 

146 mg/dl 

 

/ 

 

/ 

 

0,97 mg/dL 

 

Madre 

 

100 % 

 

294 mg/dl 

 

/ 

 

/ 

 

0,29 mg/dL 

 

 Questi dati descrivono nella probanda un quadro di significativa alterazione 

dell’assetto marziale e della coagulazione, non riscontrabili nel fenotipo in 

eterozigosi parentale paterna e materna.  

Interessante è notare il diverso fenotipo biochimico del marcatore routinario 

dell’infiammazione Proteina C Reattiva, che risulta nella norma per la madre in 

eterozigosi, aumentato nel quadro di doppia eterozigosità paterna e 

significativamente aumentato nel quadro di afibrinogenemia della probanda. 
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Tabella 6: Profilo emocromocitometrico e formula leucocitaria 

Pazienti Piastrine 

(150-400 103/µL) 

Neutrofili 

(40-70 %) 

Linfociti 

(20-45 %) 

Monociti 

(2-12 %) 

 

Probanda 

 

666 x 103/µL 

 

35,1 % 

 

52,2 % 

 

8,1 % 

 

Padre 

 

275 x 103/µL 

 

53,8 % 

 

34,5 % 

 

7,2 % 

 

Madre 

 

283 x 103/µL 

 

65,0 % 

 

25,7 % 

 

7,0 % 

 

Questi dati mettono in evidenza un’alterazione leucocitaria con neutropenia 

e possibile linfo-monocitosi nella probanda afibrinogenemica, ma non 

evidenziabile nel fenotipo biochimico in eterozigosi sia paterna che materna, che 

mostrano una formula leucocitaria nei limiti della norma. 

Di particolare interesse è l’evidenza biochimica di un livello numerico 

significativamente aumentato delle piastrine nella probanda, suggerendo un 

quadro compatibile con una piastrinosi, non evidenziabile nei fenotipi eterozigoti 

parentali.  

 

8.2: Analisi del citochinoma e del degradoma 

Infine, ho effettuato le analisi del citochinoma (profilo di 27 interleuchine, 

pro-infiammatorie, anti-infiammatorie, chemochine e fattori di crescita) e del 

degradoma (profilo di 9 metalloproteasi di matrice) nel plasma della famiglia in 
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esame presso i laboratori dell’Università di Urbino; i risultati sono riportati nella 

Tabella 7 e Tabella 8.  

 

Tabella 7: Profilo del Citochinoma (interleuchine infiammatorie, anti-infiammatorie,         

                  chemochine e fattori di crescita) 

Pazienti IL-1β 

(pg/mL) 

TNF-α 

(pg/mL) 

IL-17 

(pg/mL) 

MCP-1 

(pg/mL) 

IL-6 

(pg/mL) 

IL-12 p70 

(pg/mL) 

PDGF-β 

(pg/mL) 

 

Probanda 

 

21,9 

 

71,7 

 

48,9 

 

61,6 

 

29,8 

 

11,2 

 

64,3 

 

Padre 

 

19,8 

 

61,0 

 

36,7 

 

51,5 

 

26,9 

 

13,4 

 

52,4 

 

Madre 

 

11,9 

 

55,7 

 

25,6 

 

42,3 

 

14,2 

 

17,7 

 

37,4 

 

All’interno dei dati ottenuti analizzando il Citochinoma (27 citochine, 

comprensive di interleuchine pro-infiammatorie, anti-infiammatorie, chemochine 

e fattori di crescita), nella probanda si è evidenziata una alterata espressione e 

specifico rilascio plasmatico di importanti interleuchine pro-infiammatorie, quali 

ad esempio le IL-1β, IL-17 e il TNF-α. Queste citochine, secrete da vari tipi di 

cellule del sistema immunitario tra cui macrofagi, monociti e cellule dendritiche, 

hanno molteplici effetti a livello sia locale che generale nell'organismo tra cui 

quello di favorire processi infiammatori e l'espressione di molecole di adesione 

nelle cellule dell'endotelio dei vasi sanguigni favorendo il fenomeno di rolling, 

cioè l'ancoraggio dei leucociti e delle piastrine alle pareti dei vasi stessi e la loro 
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migrazione verso i tessuti. Inoltre, è ben noto che contribuiscono ad attivare sia i 

linfociti T che i linfociti B. Interessantemente, l'interleuchina 1β e la IL-17 

agiscono in maniera simile al TNF-α, stimolando la produzione nel fegato delle 

cosiddette proteine di fase acuta. Degno di nota è osservare che nella probanda i 

livelli aumentati di queste citochine pro-infiammatorie (IL-1β, IL-17 e il TNF-α, 

Tabella 7) sono in accordo con l’aumentata concentrazione plasmatica della 

Proteina C Reattiva, ben nota proteina della fase acuta (Tabella 5). 

Queste stesse citochine pro-infiammatorie risultano nel range di normalità 

della madre portatrice, mentre il padre affetto da ipo-disfibrinogenemia i livelli 

delle IL-1β, IL-17 e il TNF-α risultano aumentati, suggerendo un coinvolgimento 

delle anomalie del fibrinogeno nello status infiammatorio, ipotesi oggetto di studi 

in diverse condizioni patologiche [38, 51]. 

Per quanto riguarda le citochine IL-6 e MCP-1, queste sono citochine 

correlate alle funzioni delle cellule monociti-macrofagi, linfociti e cellule 

dendritiche. Interessante notare che i livelli di queste citochine risultano aumentate 

nella probanda in cui è possibile osservare una relazione con la alterazione della 

formula leucocitaria (Tabella 6), suggerendo un possibile link tra la neutropenia e 

linfo-monocitosi della probanda e la sua afibrinogenemia, quadro non 

evidenziabile nel fenotipo biochimico in eterozigosi sia paterna che materna, che 
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mostrano una formula leucocitaria nei limiti della norma ed alterazioni di citochine 

modeste o trascurabili. 

L’IL-12 p70, nota citochina anti-infiammatoria di origine linfocitaria, 

mostra un profilo degno di nota: infatti, i suoi livelli risultano significativamente 

abbassati nella probanda rispetto ai valori aumentati e nella norma della madre e 

del padre, suggerendo una modulazione del fibrinogeno anche per il sistema 

immunitario, ipotesi precedentemente descritta in letteratura [6, 8].  

Di particolare interesse è, infine, l’evidenza biochimica nella probanda di 

un livello numerico significativamente aumentato delle piastrine nella probanda 

(Tabella 6) che appare essere correlato con un significativo aumento del fattore di 

crescita piastrinico PDFG-β nel plasma (Tabella 7), suggerendo un quadro 

compatibile con una piastrinosi, non evidenziabile nei fenotipi eterozigoti 

parentali.  

Interessante è ricordare inoltre che il PDGF-β è specificatamente rilasciato 

dalle piastrine e che, grazie alle sue proprietà chemiotattiche, richiama cellule 

quali i macrofagi che alimentano il quadro infiammatorio, probabilmente 

instaurando nella probanda afibrinogenemica un circolo vizioso predisponendola 

ad un quadro clinico infiammatorio e coagulativo. Questa condizione non sembra 

esser presente nella madre con livelli normali di fibrinogeno e delle citochine, così 
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come delle piastrine e delle citochine infiammatorie; interessante, infine, è notare 

che il padre della probanda (con ipodisfibrinogenemia ed alterazione del 

fibrinogeno) mostra anch’esso alterazione infiammatoria, piastrinica e citochinica 

in quadro intermedio tra la probanda e la madre della probanda, suggerendo 

ulteriormente che le osservazioni siano correlabili con le anomalie del fibrinogeno. 

 

Tabella 8: Profilo del Degradoma (metalloproteasi di matrice) 

Pazienti MMP-1 

(pg/mL) 

MMP-9 

(pg/mL) 

MMP-12 

(pg/mL) 

MMP-2 

(pg/mL) 

MMP-3 

(pg/mL) 

 

Probanda 

 

34  

 

58  

 

78  

 

47  

 

33  

 

Padre 

 

24  

 

46  

 

62  

 

353  

 

119  

 

Madre 

 

18  

 

35  

 

41  

 

466  

 

187  

 

 L’analisi del degradoma (effettuato studiando l’espressione di 9 isoforme 

della famiglia delle metalloproteasi di matrice, proteasi coinvolte in numerosi 

processi fisiopatologici, quali infiammazione, rimodellamento tissutale e 

coagulazione) ha messo in evidenza alcune differenze nella famiglia presa in 

esame. In particolare, nella Tabella 8 sono stati riportati i dati che mostrano 

consistenti differenze tra probanda e genitori; in particolare, la MMP-1 

(Collagenasi interstiziale), la MMP-9 (Gelatinasi B) e la MMP-12 (Elastasi 
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macrofagica) sono metalloproteasi inducibili che svolgono un ruolo chiave 

nell’infiammazione e vengono stimolate dall’infiammazione e dalle cellule della 

serie leucocitaria, quali neutrofili, macrofagi e piastrine. Tutte e tre queste 

isoforme (MMP-1, -9 e -12) sono aumentate nella probanda afibrinogenemica, 

suggerendo che l’infiammazione presente nella paziente (e dimostrata con 

l’aumento della PCR, delle interleuchine pro-infiammatorie e della leucocitosi) 

possa essere causale nell’incremento dell’espressione di queste proteasi. Degno di 

nota sono i livelli normali di tutte queste proteasi nel plasma della madre della 

probanda, in cui il fibrinogeno è normale ed assenti i reperti infiammatori, mentre 

il padre (doppio eterozigote con ipodisfibrinogenemia) mostra aumentati livelli di 

proteasi MMP-1, -9 e -12 in possibile correlazione con alterazione del fibrinogeno 

e status infiammatorio cellulare e di markers solubili. 

 Infine, per quanto riguarda le metalloproteasi definite costitutive (non 

inducibili da infiammazione), la MMP-2 (Gelatinasi A) e la MMP-3 (Stromelisina 

1) mostrano entrambe un normale livello nella madre della probanda ma ridotti 

livelli enzimatici nella probanda afibrinogenemica, suggerendo una alterazione 

della normale fisiologia di rimodellamento e risposta cellulare, dipendente dalla 

carenza del fibrinogeno. Il trait paterno in eterozigosi mostra valori diminuiti ma 

con funzionalità enzimatica delle proteasi ai limiti della norma, suggerendo che il 
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fibrinogeno presente (seppur basso e non completamente funzionante come da 

ipo-disfibrinogenemia) non altera il quadro proteolitico ed infiammatorio 

correlato. 
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Capitolo 9: Considerazioni conclusive 

 La presente tesi sperimentale, a carattere multidisciplinare, ha messo 

insieme risultati biochimico-molecolari e le possibili reciproche correlazioni sia 

sul caso clinico di afibrinogenemia della probanda, sia sul quadro ipo-

disfibrinogenemico paterno con doppia eterozigosità del fibrinogeno sia sulla 

eterozigosità materna ma status biochimico-cellulare normale, presentando alcuni 

caratteri di originalità non precedentemente descritti in letteratura ma che 

necessitano di cautela interpretativa sia dei pathways biochimico-molecolare sia 

clinico. 

 Per la prima volta si sono descritti biomarkers infiammatori e proteolitici in 

correlazione con le anomalie molecolari e proteiche del fibrinogeno. 

In particolare, le analisi genetico-molecolari hanno messo in evidenza che 

il padre della probanda è caratterizzato dalla presenza di un fenotipo in eterozigosi 

della variante IVS4+1G>A (c.718+1G>A) del sito di splicing nell’introne 4 della 

catena β del fibrinogeno, in associazione alla presenza in eterozigosi della variante 

allelica del polimorfismo p.Lys178Asn (c.534G>C) nell’esone 4 della catena β del 

fibrinogeno. Questo quadro fenotipico è compatibile con una diagnosi di 

ipodisfibrinogenemia, in cui le varianti succitate non sembrano influenzare nel 

paziente i livelli plasmatici della proteina in accordo con i dati della letteratura 
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[57] (vedi Tabella 3). Interessantemente, la variante IVS4+1G>A non è mai stata 

descritta in precedenza in associazione al fenotipo biochimico riscontrato, 

carattere di originalità clinica e biochimico-molecolare. 

La madre della probanda mostra la presenza di un fenotipo in eterozigosi 

della variante IVS4+1G>A (c.718+1G>A) nel sito di splicing dell’introne 4 della 

catena β del fibrinogeno, compatibile con un quadro di portatrice e presenza di 

livelli normali di fibrinogeno (vedi Tabella 3). 

La probanda, infine, mostra dal punto di vista molecolare la presenza in 

omozigosi della stessa variante parentale IVS4+1G>A (c.718+1G>A) del sito di 

splicing dell’introne 4 della catena β del fibrinogeno, giustificando un quadro di 

afibrinogenemia con livelli indosabili (o trascurabili) del fibrinogeno sia a livello 

funzionale che antigenico (vedi Tabella 4). Sulla probanda, per la prima volta in 

letteratura, sono state eseguite una serie di valutazioni biochimico-cliniche per 

valutare l’ipotesi dello status infiammatorio coinvolgibile nelle anomalie del 

fibrinogeno, in accordo con recenti ipotesi di letteratura [38]. 

Partendo dalla osservazione dell’aumentato livello della proteina C reattiva 

PCR (nota proteina della fase acuta) nel plasma della probanda (Tabella 5), si sono 

indagate per la prima volta le concentrazioni di 27 citochine plasmatiche, al fine 

di valutare l’assetto dello status infiammatorio della paziente con afibrinogenemia. 
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I risultati dimostrano che diverse citochine pro-infiammatorie risultano aumentate 

e correlabili con l’assenza o l’anomalia del fibrinogeno, rispetto ai valori normali 

della madre della probanda eterozigote portatrice (Tabella 7). 

Ulteriore dato mai descritto in precedenza è la piastrinosi della probanda 

(Tabella 6), i cui valori aumentati ben correlano con l’aumentata espressione del 

fattore di crescita piastrinico PDGF-β (Tabella 7). Sebbene questo dato non sia 

mai stato descritto in precedenza, questa possibile correlazione suggerirebbe una 

spiegazione dell’aumentato rischio trombotico nei pazienti affetti da 

afibrinogenemia, come ipotizzato in letteratura [6, 8, 9, 11]: i nostri dati sul PDGF-

β fornirebbero per la prima volta una evidenza di modulazione del sistema 

coagulativo indipendente dalla presenza del fibrinogeno stesso. 

In conclusione, con la mia presente tesi a carattere sperimentale  

multidisciplinare, ho fornito ulteriori risultati biochimico-molecolari alle 

conoscenze di letteratura sul caso clinico di afibrinogenemia,  fornendo spunti di 

interpretazione sui pathways infiammatori e proteolitici coinvolti nella anomalia 

genetica dell’afibrinogenemia non precedentemente descritti in letteratura ma che, 

ovviamente, necessitano di cautela interpretativa della complessa serie di dati 

laboratoristici ma di possibile utilità futura in senso biomolecolare applicato. 
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