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Artikelen

Flowcytometrische detectie van micropartikels

R. NIEUWLAND en A. STURK

Micropartikels zijn kleine membraanblaasjes, die
worden afgesnoerd van cellen gedurende celactivatie
of apoptose. Uit in vitro studies is bekend dat micro-
partikels gedurende celactivatie kunnen worden af-
gesnoerd van trombocyten, erytrocyten, monocyten
en endotheelcellen. Het best bestudeerd zijn micro-
partikels die worden afgesnoerd van trombocyten en
worden gekenmerkt door een hoge expressie van fos-
fatidylserine. Dit is een negatief geladen fosfolipide
dat niet of nauwelijks aanwezig is op het oppervlak
van rustende cellen. De expressie van fosfatidylserine
is een voorwaarde voor het binden van stollingsfacto-
ren en daarmee het katalyseren van de bloedstolling.
Verhoogde concentraties van micropartikels, afkom-
stig van trombocyten, worden aangetroffen in de
bloedsomloop van patiénten met diverse ziekten met
een verhoogde kans op trombose, hetgeen suggereert
dat ook in vivo gevormde micropartikels een rol spe-
len bij de bloedstolling. Het huidige artikel geeft een
kort overzicht van de tot nu toe aanwezige kennis
over micropartikels en demonstreert dat flowcytome-
trie, een techniek die nu veelal wordt toegepast bij
onderzoek naar de expressie van oppervlakte antige-
nen op cellen, ook gebruikt kan worden om de aan-
wezigheid, de cellulaire herkomst en de antigene
samenstelling van micropartikels in het bloed te on-
derzoeken. Tenslotte wordt aangetoond dat de stol-
lingsbevorderende activiteit van in vivo gegeneerde
micropartikels in vitro kan worden bestudeerd.

Trefwoorden: trombocyten; flowcytometrie; micro-
partikels, trombinegeneratietest

In vitro gegenereerde micropartikels

Algemeen

De celmembraan die eukaryote cellen omgeeft be-
staat voor een belangrijk deel uit fosfolipiden. De in
het membraan aanwezige fosfolipiden zijn asymme-
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trisch verdeeld. Voor erytrocyten bijvoorbeeld geldt
dat de buitenlaag van de fosfolipiden-bilaag vrijwel
uitsluitend bestaat uit de neutrale fosfolipiden fosfati-
dylcholine (65-75% van het totaal in de celmembraan
aanwezige fosfatidylcholine) en sfingomyeline (>85%
van het totaal). De binnenlaag daarentegen bestaat
voor een groot deel uit geladen fosfolipiden, zoals het
fosfatidylserine ([PS] >96% van het totaal) en fosfati-
dylethanolamine ([PE] 80-85% van het totaal). Ook
fosfatidylinositol en fosfatidezuur zijn (vrijwel) uit-
sluitend gelokaliseerd in deze ‘inner leaflet’. Voor an-
dere eukaryote cellen geldt waarschijnlijk eenzelfde
verdeling (1). Erytrocyten en waarschijnlijk ook an-
dere cellen beschikken over tenminste twee mecha-
nismen om deze asymmetrische verdeling van fosfo-
lipiden in stand te houden. Ten eerste is er een
specifieke interactie tussen de zich in het ‘inner leaf-
let’ bevindende aminofosfolipiden en membraan- of
cytoskelet eiwitten als het spectrine en het ‘band 4.1’
eiwit. Ten tweede beschikt de erytrocyt over een ami-
nofosfolipide translocase, een eiwit dat specifiek ami-
nofosfolipiden transporteert van het ‘outer leaflet’
naar het ‘inner leaflet’. Dit transport is nodig omdat
er continu een klein deel van de aminofosfolipiden
spontaan naar het ‘outer leaflet’ verspringen. Dit ami-
nofosfolipide translocase is stereo-specifiek en trans-
porteert uitsluitend de L-isomeren van PS en PE, is
ATP-athankelijk en wordt geremd door hoge calcium
concentraties in het cytosol (2). Voor trombocyten is
het bestaan van een dergelijk aminofosfolipide trans-
locase ook aangetoond (3). Diverse cellen, zoals trom-
bocyten en erytrocyten, zijn in staat om kleine stukjes
van de celmembraan af te snoeren tijdens of na sti-
mulatie. Het verhogen van de cytosolaire concentratie
calcium-ionen lijkt hierbij een voorwaarde te zijn,
omdat dan het aminofosfolipide translocase wordt
geremd en calpaine (cytosolair calcium-afhankelijk
protease) wordt gestimuleerd. Deze verbreken de ver-
binding tussen de aminofosfolipiden en de membraan-
en cytoskelet eiwitten. In de volgende paragrafen zal
hierop in meer detail worden ingegaan. Allereerst
zullen micropartikels afkomstig van trombocyten uit-
gebreid worden besproken, omdat hieraan de laatste
jaren relatief veel onderzoek is verricht.

Micropartikels van trombocyten
Trombocyten die in vitro worden gestimuleerd met de
calcium ionofoor A23187, collageen en trombine, het
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complement C5b-9 complex of het Staphylococcus
aureus O-toxine, snoeren micropartikels af. Ook door
contact tussen bloed en (lichaamsvreemde) kunststof-
fen en onder hoge shear stress worden micropartikels
afgesnoerd (4-6). Deze micropartikels zijn ongeveer
0,1-0,2 um groot en worden omsloten door een mem-
braan met de reguliere fosfolipide-bilaag structuur,
afkomstig van de celmembraan gezien de aanwezig-
heid van de glycoproteinen Ib, IIb, Illa en eiwitten
van het cytoskelet als filamine, taline en ‘myosin
heavy chain’ (7,8). Het afsnoeren van micropartikels
loopt parallel aan het op het membraanoppervlak
verschijnen van PS en het verliezen van de mem-
braan asymmetrie is dan ook een voorwaarde voor
het afsnoeren van micropartikels (9). Ook de afge-
snoerde micropartikels zelf exposeren PS (10). De
eerder genoemde stimuli verhogen de cytosolaire cal-
cium concentratie (8,10,11). Hierdoor wordt het ami-
nofosfolipide translocase geremd en wordt het intra-
cellulaire calpaine gestimuleerd (9,12). Het remmen
van het translocase leidt tot een verlies van mem-
braan asymmetrie en dit is een voorwaarde voor het
kunnen afsnoeren van micropartikels, alhoewel een
verlies aan asymmetrie alleen onvoldoende is (12).
Stimulatie van calpaines leidt tot proteolyse van mem-
braan- en/of cytoskelet eiwitten, waardoor de mem-
braan flexibiliteit wordt vergroot (12).

Het glycoproteine (GP) IIb/IlIa-complex speelt een
belangrijke rol bij het afsnoeren van micropartikels.
Dit complex is een receptor voor diverse adhesieve
eiwitten, zoals fibrinogeen en von Willebrand Factor,
en is aanwezig in de celmembraan, het open canalicu-
laire systeem (instulpingen van de celmembraan die
als een kanalensysteem door de trombocyt lopen) en
de o-granula. Trombocyten die in vitro worden gesti-
muleerd met ADP, collageen of trombine, snoeren
geen micropartikels af als het GPIIb/IIla-complex
wordt gebonden door liganden als het tetrapeptide
Arg-Gly-Asp-Ser of monoclonale antistoffen (13).
Trombocyten afkomstig van Glanzmann patiénten,
die deficiént zijn voor het GPIIb/IIIa, blijken niet in
staat micropartikels af te snoeren na stimulatie in vitro
(13). Dit impliceert dat binding van fibrinogeen aan
het GPIIb/IIla-complex mogelijk een voorwaarde is
voor het afsnoeren van micropartikels.

Naast de betrokkenheid van intracellulaire enzymen
als calpaine bij het afsnoeringsproces zijn er aanwij-
zingen dat ook kinasen en fosfatasen hierbij een rol
spelen. Voorbehandeling van trombocyten met vana-
daat, een remmer van fosfatasen, bevordert het ont-
staan van micropartikels na stimulatie met het com-
plement C5b-9-complex. Minder micropartikels worden
daarentegen afgesnoerd als kinasen worden geremd
door sfingosine, staurosporine of ML-7 (een remmer
van het ‘myosin light chain kinase’) (14). Staurospo-
rine, een remmer van proteine kinase C, remt het ont-
staan van micropartikels onder invloed van een rela-
tief hoge shear stress (6). Onder hoge shear stress wordt
de micropartikelvorming ook geremd door een anti-
lichaam gericht tegen von Willebrand Factor, waar-
door het binden van von Willebrand Factor aan
glycoproteine Ib wordt voorkomen, en door calpaine-
remmers.
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Het zal duidelijk zijn uit dit overzicht dat zelfs de
kennis omtrent het ontstaan van micropartikels in vitro
fragmentarisch is. Desalniettemin lijkt de verhoging
van de cytosolaire calciumconcentratie een centrale rol
te spelen. Alle agonisten die in staat zijn micropartikel-
vorming te induceren, verhogen de cytosolaire calcium-
concentratie. Het binden van von Willebrand Factor
aan GPIb is een voorwaarde voor calcium influx (15)
en het GPIIb/IlIa-complex wordt verondersteld o.a.
een calcium kanaal te zijn dat influx van calcium moge-
lijk maakt (16). Tenslotte is de enzymatische activiteit
van zowel calpainen als van diverse kinasen athanke-
lijk van de calcium concentratie.

Onderzoek naar structuur en functie van in vitro ge-
genereerde micropartikels van trombocyten

De samenstelling van de micropartikel membraan
verschilt van die van de celmembraan. De afge-
snoerde micropartikels hebben een ‘random’ verde-
ling van de fosfolipiden in de bilaag, terwijl het res-
tant van de trombocyt nog steeds beschikt over een
gedeeltelijk asymmetrische membraan (9). De micro-
partikels hebben dus een relatief hoge expressie van
PS en PE.

Micropartikels hebben niet alleen eiwitten in hun
membraan die ook voorkomen op het celmembraan
van niet-geactiveerde trombocyten, zoals GPIb en het
GPIIb/IIa-complex, maar ook P-selectine (17). Het
P-selectine komt voor als transmembraaneiwit van de
intracellulaire o-granula. Dit eiwit is niet of nauwe-
lijks aanwezig op niet-geactiveerde trombocyten. Als
de trombocyten bij het activeringsproces de inhoud
van de granula secreteren, dan versmelt de granulaire
membraan met de celmembraan en komt P-selectine
hierop tot expressie (18,19). Eenzelfde mechanisme
geldt uiteraard ook voor andere transmembraan eiwitten
van o-granula en lysosomen. Gezien de aanwezigheid
van P-selectine op micropartikels moet de secretie
dus hebben plaatsgevonden voordat de micropartikels
worden afgesnoerd. Deze resultaten worden beves-
tigd door de waarneming dat trombocyten volledig se-
creteren en aggregeren binnen twee minuten, terwijl
het tenminste 5 minuten duurt voordat de volledige
procoagulante activiteit van de trombocyt, dus PS en
PE expositie, tot expressie wordt gebracht (8). De
aanwezigheid van P-selectine op de gestimuleerde
trombocyten is van belang voor de binding aan endo-
theelcellen en monocyten (20-22). Of hetzelfde geldt
voor micropartikels is, voor zover ons bekend, nog
niet onderzocht.

Bij de bloedstollingscascade worden twee belangrijke
complexen van stollingsfactoren gevormd, het te-
nase- en het protrombinase-complex. Het tenase com-
plex, bestaande uit de factoren VIIla en IXa, zet fac-
tor X om in Xa. Factor Xa vormt samen met factor Va,
in aanwezigheid van Ca?*-ionen, het protrombinase
complex, dat protrombine (factor II) omzet in trom-
bine (factor Ila). Relatief veel is bekend over de pro-
coagulante eigenschappen die in vitro gegenereerde
micropartikels bezitten. Het ontstaan van tenase- en
protrombinase complexen wordt gekatalyseerd in
aanwezigheid van membranen die aminofosfolipiden
bevatten, met name PS. Micropartikels bevorderen
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dus het ontstaan van deze complexen. De microparti-
kels hebben een verhoogd aantal hoge affiniteitsre-
ceptoren voor VIla (23) en [Xa (24) en vormen een
membraan-gebonden tenase activiteit (25,26). Micro-
partikels bezitten ook 1.000- tot 10.000 keer meer
receptoren voor factor Va dan geactiveerde trombo-
cyten (7) en bezitten protrombinase activiteit (7,26).
Tenslotte is in vitro ook onderzoek verricht naar de
mogelijke functie van micropartikels. Onder hoge shear
stress worden micropartikels afgesnoerd die adhere-
ren aan het subendotheel (6,27) en associéren met of aan
fibrine, waarbij de micropartikels lokaal procoagulant
zijn (19). Micropartikels hebben echter ook antico-
agulante eigenschappen. De inactivatie van factor Va
door geactiveerd proteine C vindt versneld plaats in
aanwezigheid van micropartikels (28).

Micropartikels van andere cellen

Na stimulatie in vitro met A23187 snoeren erytrocy-
ten tenminste twee verschillende soorten partikels af:
micropartikels en ‘nanovesicles’ (29). De microparti-
kels zijn 0.15-0.2 um groot, terwijl de nanopartikels
slechts 60 nm groot zijn. De laatstgenoemde partikels
zijn niet alleen kleiner, maar verschillen ook in fosfo-
lipiden- en eiwitsamenstelling van de micropartikels.
De nanopartikels bevatten hoofdzakelijk de eiwitten
4.5 (60 kDa) en 8 (26 kDa), die beide nauwelijks
voorkomen in de micropartikels. Op hun beurt bezit-
ten de micropartikels géén spectrine en actine, twee
eiwitten die gebonden voorkomen aan de celmem-
braan van intacte erytrocyten.

Zowel rustende als met endotoxine gestimuleerde
monocyten snoeren micropartikels af in vitro (30).
Deze partikels, die in grootte variéren tussen de 0.5 pum
en 3.0 um, worden versneld afgesnoerd onder invloed
van endotoxine, terwijl tegelijkertijd de protrombi-
nase activiteit toeneemt. Meer recent werd aange-
toond dat de PS-afhankelijke protrombinase activiteit
zich niet bevindt op de (gestimuleerde) monocyten,
maar op de afgesnoerde micropartikels. Ook weefsel-
factor bleek zich met name op de micropartikels te
bevinden (31).
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Stimulatie van in vitro gekweekte endotheelcellen
met het C5b-9 complex leidt tot het afsnoeren van
micropartikels (32). Deze zijn kleiner dan 0.1 pm,
hebben bindingsplaatsen voor factor Va en bezitten
protrombinase activiteit.

In vivo gegenereerde micropartikels

Uit tal van studies is inmiddels duidelijk geworden
dat micropartikels, afkomstig van trombocyten, in
verhoogde aantallen circuleren bij patiénten die lijden
aan idiopathische trombocytopenie (33), diffuse intra-
vasale stolling (34), verhoogde stollings- en fibrino-
lyse activiteit (35), angina pectoris, myocardinfarct of
herseninfarct en ‘transient ischemic attacks’ (36-39),
uremie (40), heparine-geinduceerde trombocytopenie
(41,42) en diabetes (43), maar ook na plasmaferese
(44) en ballon katheterisatie (45). Bij al deze ziekte-
beelden worden trombocyten geactiveerd en is er een
verhoogde kans op trombose. Er is dus een sterke
correlatie tussen activatie van trombocyten, het in
verhoogde mate voorkomen van micropartikels en de
kans op trombose. Deze correlatie wordt bevestigd
door patiénten die lijden aan het Scott syndroom en
die een verhoogde bloedingsneiging hebben. Ten op-
zichte van trombocyten en erytrocyten van gezonde
donoren zijn de cellen van deze patiénten verminderd
in staat om na stimulatie PS te transloceren naar het
‘outer leaflet’ van de celmembraan, worden er minder
micropartikels afgesnoerd en zijn de tenase- en pro-
trombinase activiteit sterk gereduceerd (46-49).

Nadere studie aan in vitro en ex vivo gegenereerde
micropartikels

In 1986 toonden George en medewerkers aan dat
plasma, afkomstig van patiénten die een openhart-
operatie ondergaan, verhoogde aantallen microparti-
kels bevat die afkomstig zijn van trombocyten (50).
Bij deze techniek werd gebruik gemaakt van cel-
specifieke monoclonale antistoffen, die met ['?°I] wa-
ren gelabeld. Enige jaren later, in 1990, bevestigden
Abrams en medewerkers deze bevinding met behulp
van flowcytometrie (51). Ook bij deze techniek werd
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Figuur 1. Expressie van fosfatidylserine op in vitro gegeneerde micropartikels. Micropartikels, geisoleerd uit plasma afkomstig van
met calcium ionofoor A23187-gestimuleerd bloed (2,5 uM fc) zijn geincubeerd met (A) en zonder (B) FITC-gelabeld annexine V.
Deze monsters zijn geanalyseerd met behulp van flowcytometrie. De FL1-fluorescentie is een maat voor de annexine V-FITC fluo-

rescentie en daarmee de expressie van PS.
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Figuur 2. Dubbelkleuring van in vitro gegenereerde micropartikels met annexine V-PE en anti-CD61-FITC. Micropartikels, atkom-
stig uit met A23187-gestimuleerd bloed (2,5 uM fc), geisoleerd uit plasma, werden geincubeerd met een controle antistof (IgG1-
FITC; figuur 2A), met anti-CD61-FITC (figuur 2B), zonder (figuur 2C) of met annexine V-PE (figuur 2D), zonder toevoegingen
(figuur 2E) of met zowel anti-CD61-FITC als annexine V-PE (figuur 2F). De monsters zijn geanalyseerd met flowcytometrie. De micro-
partikels in het rechterboven kwadrant in figuur 2F zijn positief voor zowel CD61 als annexine V.
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gebruik gemaakt van antistoffen, waaraan ditmaal
geen radioactieve- maar een fluorescerende merker
was bevestigd. Tegenwoordig wordt vrijwel uitslui-
tend gebruik gemaakt van flowcytometrie om de aan-
wezigheid van micropartikels vast te stellen. In alle
eerder genoemde (ex vivo) studies (33-45) werd ge-
bruik gemaakt van flowcytometrie.

Isolatie van in vitro ontstane micropartikels en aan-
tonen van expressie van fosfatidylserine met behulp
van flowcytometrie

Micropartikels kunnen in vitro worden gegenereerd
door heel bloed te stimuleren met de calcium ionofoor
A23187. Deze micropartikels zijn afkomstig van
diverse celtypen, zoals trombocyten en erytrocyten en
kunnen worden geisoleerd door differenti€le centrifu-
gatie (52). Als de micropartikels worden opgenomen
in een buffer die Ca?*-ionen bevat, kan (FITC- of PE-
gelabeld) annexine V binden aan PS. Annexine V is
een eiwit dat met hoge specificiteit bindt aan negatief
geladen aminofosfolipiden, met name PS (53,54). De
binding van gelabeld annexine V aan micropartikels
kan worden geanalyseerd met flowcytometrie. Figuur
1A laat zien dat micropartikels in aanwezigheid van
annexine V-FITC een sterke FL-1 (FITC) fluorescentie
laten zien, hetgeen een maat is voor de binding van
annexine V aan de micropartikels en dus voor de ex-
pressie van PS. In afwezigheid van annexine V-FITC
wordt nauwelijks fluorescentie waargenomen (figuur
1B). Het annexine V-FITC signaal verdwijnt als de
Ca’*-ionen worden weggevangen door EDTA, hetgeen
bevestigt dat de binding van annexine V aan micro-
partikels inderdaad Ca?*-afhankelijk is (niet getoond).

Identificatie van in vitro gegenereerde micropartikels
met behulp van flowcytometrie

Flowcytometrie is een techniek die bij uitstek geschikt
is om de cellulaire herkomst van de micropartikels
vast te stellen, waarbij gebruik wordt gemaakt van

10*

10°

SSC-Height
10

10

o
o
-~

Ty T T T Ty T TTTTm

10° 10 102 103 10*

FSC-Height

dubbellabeling. Een voorbeeld hiervan is weergege-
ven in figuur 2, waarin een representatieve dubbel-
kleuring wordt getoond van in vitro gegenereerde
micropartikels. De figuren 2A en 2B laten een aan-
kleuring zien van geisoleerde micropartikels met een
controle IgG1-FITC (2A) en FITC-gelabeld anti-CD61
(2B). CD61 is het GPIIIa, een onderdeel van het in-
tegrine complex GPIIb/IIIa dat uniek is voor trombo-
cyten en megakaryocyten. De figuren 2C en 2D laten
de fluorescentie zien van de micropartikels in afwe-
zigheid (2C) en aanwezigheid (2D) van PE-gelabeld
annexine V. Figuur 2E laat de controle zien zonder
toevoegingen en figuur 2F tenslotte laat de aankleu-
ring van micropartikels zien in aanwezigheid van zowel
FITC-anti-CD61 als annexine V-PE. Hierbij kleurt on-
geveer 80-90% van de micropartikels aan voor zowel
annexine V als CD61, hetgeen impliceert dat deze
micropartikels atkomstig zijn van trombocyten. In aan-
vullende experimenten bleek naar schatting 5% van
de micropartikels afkomstig te zijn van erytrocyten.

Detectie van micropartikels in vol bloed

Eén van de klinische condities waarbij verhoogde
aantallen van trombocyten afkomstige micropartikels
zijn aangetoond, is tijdens openhartoperaties. Gedu-
rende deze operaties wordt het bloed geactiveerd
doordat het contact maakt met het extracorporele cir-
cuit, de hartlongmachine (55,56). Activatie treedt ook
op doordat wondbloed in het operatieveld in contact
komt met beschadigde weefsels en subendotheel
(57,58). Dit bloed verzamelt zich tijdens de operatie
in het hartzakje, ook wel pericard genoemd. Tijdens
de operatie wordt dit bloed afgezogen, verzameld in
een reservoir en teruggegeven aan de patiént. Uit eer-
dere studies was reeds bekend dat tijdens hartopera-
ties een verhoogd aantal micropartikels kan worden
aangetoond in de systemische circulatie (50,51). Om
de aanwezigheid van trombocyten afkomstige micro-
partikels te bestuderen in systemisch en pericard
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Figuur 3. Het voorkomen van micropartikels, afkomstig van trombocyten, tijdens hartoperaties. Representatieve dot plots van GPIb-
positieve micropartikels (R1), trombocyten (R2) en trombocyten aggregaten of complexen van trombocyten met leukocyten (R3).
Voor dit voorbeeld werd bloed afgenomen bij een patiént aan het eind van de openhartoperatie. De bloedmonsters werden tegelijker-
tijd afgenomen uit de bloedsomloop (A) en rechtstreeks uit het pericard (B). Uitgezet zijn de grootte (forward scatter; FSC) en dicht-
heid (sideward scatter; SSC). Het bloed werd met flowcytometrie geanalyseerd op de aanwezigheid van GPIb-positieve deeltjes.
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bloed, is bij 6 patiénten die een openhartoperatie on-
dergingen bloed afgenomen. Dit bloed werd opge-
werkt zoals eerder beschreven (59). Bloedplaatjes en
van bloedplaatjes afkomstige micropartikels werden
aangekleurd met een PE-gelabelde antistof gericht te-
gen GPIb, een identificatie merker voor bloedplaat-
jes. Door te selecteren op PE-fluorescentie is het dus
mogelijk om bloedplaatjes en van bloedplaatjes-af-
komstige micropartikels te detecteren in vol bloed.
Als vervolgens de ‘side scatter’ (SSC) wordt uitgezet
tegen de ‘forward scatter’ (FSC), beide logaritmisch,
dan kunnen 3 arbitrair ingestelde groepen (regio’s)
worden onderscheiden. Trombocyten bevinden zich
in R2. Micropartikels, die aanzienlijk kleiner zijn, be-
vinden zich in R1. In R3 bevinden zich aggregaten
van trombocyten en witte bloedcellen/trombocyten.
Figuur 3 laat een tweetal representatieve dot plots
zien van GPIb-positieve cellen en micropartikels in
bloed dat werd afgenomen bij een pati€ént aan het
eind van de hartoperatie. Het bloed werd tegelijker-
tijd afgenomen uit een veneuze lijn (figuur 3A) en
rechtstreeks uit het pericard (figuur 3B). Uit figuur 3
blijkt duidelijk dat het uit het pericard afkomstige
bloed aanzienlijk meer GPIb-positieve micropartikels
bevatte dan het systemische bloed. Deze in vivo
ontstane micropartikels bonden in dezelfde mate an-
nexine V als de in vitro ontstane micropartikels, maar
de totale populatie ontstane micropartikels bleek niet
alleen afkomstig te zijn van trombocyten, maar ook
van erytrocyten en waarschijnlijk van monocyten.

Procoagulante eigenschappen van in vivo gegeneerde
micropartikels

In een in vitro generatie test, waarbij het vermogen
van (normaal) plasma wordt gemeten om trombine te
genereren (60,61), bevorderden de in vivo microparti-
kels in sterke mate het ontstaan van trombine (figuur 4).
Het ontstaan van trombine werd het sterkst gestimu-
leerd door pericard plasma en daaruit geisoleerde mi-
cropartikels, hetgeen in overeenstemming is met de
bevinding dat dit bloed de meeste micropartikels bevat.
Onze resultaten tonen aan dat ook in vivo ontstane
micropartikels waarschijnlijk een rol spelen bij de
bloedstolling in vivo. Dit wordt bevestigd door recente
experimenten van Taylor et al., die in een proefdier-
model lieten zien dat een lokale ontstekingsreactie
kan leiden tot diffuse intravasale stolling na het in-
funderen van artificiéle PS-bevattende vesikels (62).
Overigens is de expressie van PS waarschijnlijk ook
van belang voor de klaring van micropartikels. Uit in
vitro studies is bekend dat erytrocyten die PS op hun
oppervlak hebben, binden aan macrofagen en dat
deze binding kan worden geremd door een overmaat
PS-bevattende fosfolipide vesikels (2,63,64).

Conclusies

Het doel van dit artikel was tweeledig. In de eerste
plaats is een beknopt overzicht gegeven omtrent de
kennis van micropartikels. In de tweede plaats is aan-
getoond dat flowcytometrie kan worden gebruikt om
micropartikels aan te tonen, om hun cellulaire her-
komst vast te stellen en om hun antigene samenstel-
ling nader te onderzoeken. Ook hebben wij laten zien
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Figuur 4. In vivo ontstane micropartikels hebben stollingsbe-
vorderende activiteit in vitro. Deze figuur toont het vermogen
van in vivo ontstane micropartikels om het ontstaan van trom-
bine in vitro te bevorderen via de trombine generatie test.
Hierbij werd gedefibrineerd normaal plasma gerecalcificeerd,
waarbij na elke 30 seconden de hoeveelheid op dat moment
aanwezige trombine activiteit werd gemeten door omzetting
van het chromogene substraat S2238. Onder invloed van kaoline
en artificiéle PS-bevattende fosfolipide vesikels werd een maxi-
male hoeveelheid trombine gevormd in normaal plasma (®).
De controle (©O) laat het ontstaan zien van trombine in gerecal-
cificeerd normaal plasma zonder verdere toevoegingen. In dit-
zelfde experiment werd een dertiende deel van het normaal
plasma vervangen door gedehepariniseerd pericard plasma (V)
De micropartikels werden gepelleteerd door pericard plasma 1
uur bij kamertemperatuur te centrifugeren bij 13.000 x g. De
pellet, bestaande uit micropartikels, werd geresuspendeerd in
1/8 deel van het oorspronkelijke plasma volume en hiervan werd
een dertiende deel (=micropartikel rijk plasma) toegevoegd
aan normaal plasma, hetgeen resulteerde in substanti€le trom-
bine generatie (A). Als eenzelfde hoeveelheid van het ‘super-
natant’ plasma (=micropartikel arm) werd toegevoegd aan nor-
maal plasma, dan werd geen trombine gegenereerd (A).

dat micropartikels kunnen worden geisoleerd en na-
der kunnen worden bestudeerd. De komende jaren zal
aanvullend onderzoek worden verricht naar de farma-
cokinetiek, de structuur, de functie(s) in vivo en de
klinische relevantie van het circuleren van verhoogde
concentraties micropartikels.
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Summary

Flow cytometric detection of microparticles. Nieuwland R and
Sturk A. Ned Tijdschr Klin Chem 1997, 22: 207-214.
Microparticles are small membrane vesicles which are budded
from cells during stimulation or apoptosis. In vitro, trombo-
cytes, erythrocytes, monocytes and endothelial cells release
microparticles upon cell activation. Best known from these
studies are the platelet-derived microparticles, which express
high levels of phosphatidylserine on their surface. This is a
negatively charged aminophospholipid, which is almost absent
on the surface of resting cells. Its expression is a prerequisite
for coagulation factors to bind to the membrane surface, there-
by promoting blood coagulation. Elevated levels of micropar-
ticles from trombocytes are present in the circulation of
patients suffering from a variety of diseases or illnesses with
an increased risk for thrombosis, suggesting that also in vivo
generated microparticles play a role in blood coagulation. The
present article gives a brief overview of what is known about
microparticles and shows in more detail that flow cytometry, a
technique which is widely used to study the expression of surface
antigens on cells, can also be employed to study the presence,
origin and antigenic composition of microparticles in whole
blood. Finally, it is demonstrated that the procoagulant activity
of microparticles generated in vivo can be studied in vitro.
Key-words: platelets; flow cytometry; microparticles; proco-
agulant activity
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