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Mikropartikule
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Souhrn: Za mikropartikule (MP) miZeme povazovat ¢éstice s velikosti 0,05-1 mm. Jejich sloZeni je zna¢né variabilni dle jejich pévodu.
Vzdy viak nesou na svém povrchu glykoproteiny exprimované taktéz na povrchu bunék. Této vlastnosti se také vyuzivd k jejich detekci
pomoci monoklondlnich protilatek. MP se uvolriuji jako fragmenty z plazmatické membrany prakticky viech typt eukaryotickych bunék
po jejich stimulaci nebo v ramci jejich apoptdézy. MP se mohou tvofit také p¥i procesu narudeni bunécné tkané. Vznik MP takto mize
reprezentovat Sirokou odpovéd podnéty typu bunécného stimulu nebo stresu. V patogenezi zanétu patii mezi klicové kroky poskozeni
endotelu a uvolnéni membrany mikrocastic. Metody detekce MP vychdzi jednak ze snahy stanovit jejich absolutni pocet a jednak stanovit
jejich trombogenni potencial. Pro stanoveni poctu MP Ize s tspéchem vyuzit priitokovou cytometrii, kdy bylo v posledni dobé popsano
mnoho metod vyuZzivajicich Siroké spektrum monoklonalnich protilatek. V souc¢asné dobé se vyuzivaji zejména stanoveni trombocytédrnich
MP pomoci detekce exprese CD41 znaku a endotelidlni MP pomoci CD144 znaku. ELISA metodiky naopak slouzi pro stanoveni trombo-
genniho potencidlu MP pomoci detekce exprese P-selektinu. Specifickou metodou se jevi pouZiti trombin genera¢niho testu v kombinaci
s ultrafiltraci pro stanoveni trombogenniho potencidlu MP. Patologie spojené s MP vychdzi zejména z pozndni jejich patofyziologickych
vlastnosti. Trombogenni potencidl je benefitem u trombocytopenii, kde vysoké hladiny MP jsou detekovdny u pacienttl bez krvacivych
komplikaci. Tato vlastnost viak muze byt p¥icinou trombotickych komplikaci. Naopak negativni vliv mohou mit MP u infarktu myokardu,
zanétlivych procest nebo roztrousené sklerdzy.
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Microparticles

Summary: Microparticles (MPs) are particles sized 0.05-1 mm. Their composition varies considerably depending on their origin. On their
surface, however, glycoproteins are always found, that are also expressed on the cell surface. This characteristic is used for their detection
using monoclonal antibodies. MPs are released as fragments from the plasma membrane of practically all types of eukaryotic cells, either
after their stimulation or during apoptosis. MPs may also be formed in the process of cellular tissue damage. Thus, MP formation may
represent a wide response to common stimuli in processes such as cellular stress. Endothelial damage and membrane disruption are the
key steps in the pathogenesis of inflammation. Methods for detecting MPs result from attempts to determine both their absolute count
and their thrombogenic potential. To measure the count of MPs, flow cytometry may be used with success. Recently, numerous methods
using a broad spectrum of monoclonal antibodies have been described. At present, platelet MPs are determined by detecting expression
of CD41 and endothelial MPs by expression of CD144. By contrast, ELISA methods are used to evaluate the thrombogenic potential of
MPs by detecting expression of P-selectin. A specific method is the thrombin generation assay combined with ultrafiltration to assess the
thrombogenic potential of MPs. Understanding the role of MPs in the pathology of numerous diseases is primarily based on the know-
ledge of their pathophysiological properties. The thrombogenic potential is beneficial in thrombocytopenia, with high levels of MPs being
detected in patients without bleeding complications. However, this feature may cause thrombotic complications. On the other hand, MPs
may play a negative role in myocardial infarction, inflammatory processes or multiple sclerosis.
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Uvod zbytky bunék nebo priivodce buné¢né  vozenych mikrocastic. Dva odligné

Poskozeni endotelu a uvolnéni mem-
brany mikrocéstic jsou klicovymi kroky
v patogenezi zanétu, v 3irsim pojetf
smyslu slova [1,2]. V misté poranéni en-
dotelu, sekrece pro-zanétlivych cytokin(
a exprese cytoadhesivnich endotelovych
bunék umozni roziiteni a diapedezi za-
nétu. Soucdasné rozdéleni endotelidlnf
bariéry umoziuje infiltraci cévni stény ¢i
perivaskularniho prostoru burky a v je-
jich dasledku medidtory zprosttedko-
vany projev zanétlivé reakce. Dlouhou
dobu byly MP povaZovany za inertni
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smrti. MP vzniklé apoptézou nebo po-
Skozenim buriky jsou nyni popisovany
jako silné (dys) regulatory endotelialn{
funkce. Interakce s proximalnimi nebo
distalnimi burikami p¥ispivd k prenosu
biologickych informaci na relativné
velké vzdalenosti, coZ mlze v kone¢ném
duasledku zménit endotelidlni funkce sa-
mostatné [2].

Ve skuteénosti jsou oba déje - zdnét
a trombdza - propojeny interakef cir-
kulujicich bunék, krevnich desticek, en-
dotelu (v&etné mastocyt() a z néj od-

skladovaci pooly mikroééstic se mohou
podilet na patofyziologii trombdzy
jako: mikrocdstice uvolnéné z perifer-
nich cév a krevnich bunék, mikrocastice
uvolnéné zapoptotickych bunék sekves-
trované v cévni sténé a uvolnéné v pfi-
padé ruptury ateromatézniho plaku.
Zde je dlikaz, Zze trombdza je vyvolana
tkanovym faktorem (TF). TF je hlavnim
inicidtorem v koagulaéni kaskddé rozsi-
fenym do krevniho obéhu pomoci mik-
ropartikuli. Je zndmo, Ze skodlivé cirku-
lujici mikropartikule rdzného pavodu
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mohou vyvolat nezddouci reakce en-
dotelidlnich bunék, v¢etné amplifikace
pro-inflamatorni a pro-koagulaénf
reakce. Experimentalni a klinické tdaje
potvrzuji $kodlivé vlastnosti MP jako
pri¢inu Fady patofyziologickych me-
chanizm( pti zanétlivych reakcich, mo-
dulaci cévniho pratoku, vaskularni re-
modelaci, angiogenezi a apoptéze, coz
se promitd radou chorobnych stavd,
jako jsou aterotrombdza, vaskularitida,
sepse a anafylaxe. Napf. pfi aterotrom-
béze byl zjistén podil mikrocastic na:
uvolriovani cytokind a cytoadhesivni
expresi endotelu a leukocyttl, monocy-
tarni infiltraci aterosklerotického plaku,
proliferaci bunék hladké svaloviny, pro-
teolyze (v neovaskularizaci plaku, jako
zdroji krvaceni u pokrocilé léze), zvysen(
oxidativniho stresu a také zvySeni trom-
bogenicity [2]. Na druhé strané, pro-
toze mikrocastice mohou odrazet jem-
nou rovnovdahu mezi stimulaci bunék,
proliferaci a smrti, je mozné, Ze plsobi
jako signaly pro udrzeni homeostdzy
u mnohobunéénych organizmd.

Pro-protizanétlivé Gcinky
mikrodastic na endotelidlnich
burikidch a cévni sténé

Ucinky mikro¢astic na zmény pro-za-
nétlivého fenotypu endotelu byly zdo-
kumentovany Fadou praci z poslednf
doby. Prvni monitorovani mikroc¢dstic
ajejich vlivu na endotelialni fenotyp byl
ve studiich zkoumajicich Gcinky desti¢-
kovych mikrod¢éstic na kultury endote-
lialnich buriek. V prakopnické studii
zprosttedkovaly transcelularni mikro-
partikule transport kyseliny arachido-
nové do endotelidlni buriky a souc¢asné
expresi cyklooxygenazy 2 [4]. Kromé
toho byly prokdzany schopnosti mi-
kro¢dstic: stimulovat uvolnén{ pro-za-
nétlivych cytokini endotelu, vcetné
interleukinu (IL)-6, monocytdrniho
chemosenzibilniho proteinu-1, in-
dukovat expresi endotelidlnich cy-
toadhezin (interceluldrni adhezni
molekuly-1, vaskuldrni adhezni mole-
kuly-1 a E-selektin) a indukovat expresi
pFislusnych counter-receptort na po-
vrchu leukocytdrni membrany [4,5].
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Protizanétlivé Gcinky mikrocastic
Prvni poznatky naznacujici protizanét-
livy vliv membranovych vesikul poskytla
prace Gassera a Schifferliho [10]. Au-
tofi zde ukdzali, Ze neutrofilni mikrove-
sikula nedisponuji prozanétlivou aktivi-
tou v oblasti lidskych makrofagt, coz
bylo hodnoceno monitorovanim uvol-
novani IL-8 a TNF-a.. Nicméné bylo zjis-
téno zvysené vylucovani transformac-
niho ristového faktoru B1, ktery je
Géinnym inhibitorem aktivace makro-
fagt. Déle se podatilo prokazat zablo-
kovani zanétlivé reakce makrofagli na
lipopolysacharidy pomoci mikrocas-
tic. Uvolnovani mikrocdstic z neutro-
filGi se jevi jako silny protizanétlivy efek-
tor v brzké fazi zanétu [10]. V poslednfi
dobé ukézal protizanétlivy tcinek mi-
kroc¢astic odvozenych z neutrofild na
endotelidlnich burikdch novou cestu
aktivace koagulace zprosttedkovanou
mikroc¢ésticemi nesouci Anexin A1, en-
dogennf protein schopny inhibovat ad-
hezi neutrofild k endotelu [11].

Protrombogenni potencial
mikroéastic na endotelidlnich
burikidch

Razni endotelidlni antagonisté, jako jsou
cytokiny, mikroorganizmy (véetné Chla-
mydia pneumoniae), mohou indukovat
membrdnovou remodelaci a expozici
prokoagula¢nich fosfolipiddl, expresi
tkdrového faktoru a jeho uvolnéni ve
formé vazané na mikropartikule. Na
jedné strané mizZe byt uvolfiovani en-
dotelidlnich mikro¢astic (EMP) pova-
Zovano za pfinosné k rozpozndni skod-
livych pro-apoptotickych faktord, jako
jsou kaspazy-3, a tim zabranéni apop-
téze endotelialnich bunék a jejich od-
délenizendotelu [12]. Nadruhéstrang,
v blizkosti cévnich poskozeni muze
prokoagulaéni charakter mikrocdstic
ménit rovnovdahu hemostdzy. Dokla-
dem této hypotézy byla prace Mesriho
a Altieriho, ktefi prokazali up-regu-
laci cirkulujicich leukocytarnich mikro-
¢astic. Zanétliva stimulace MP in vivo
byla provedena pomoci stresu stejné
jako aktivace signalni cesty koagu-
la¢ni kaskady u endotelovych bunék,

Mikropartikule

ktera vede ke zvyseni aktivity tkarno-
vého faktoru [5]. Soubézné mikrocas-
ticemi indukované rychlé uvolnéni von
Willebrandova faktoru na povrchu
umoziuje prechodné pfilnuti neakti-
vovanych desticek k endotelu. Tyto dvé
hlavni buné¢né odpovédi se zdaji byt
pod kontrolou reaktivnich kyslikovych
radikald (ROS) uvolnénych mikrocas-
ticemi [13].

Antikoagula¢ni potencial
mikrodastic

Aniontové fosfolipidy odhalené na
aktivovanych cévnich burikdch nebo
uvolnéné z mikroc¢astic mohou pod-
potit tvorbu jak prokoagula¢nich kom-
plext, tak protein C antikoagula¢nich
enzymovych komplext (vyZzaduji pfi-
blizné desetkrat vy3si koncentrace fos-
fatidylserinu). V zavislosti na plvodu
MP dochézi k expresi trombomodu-
linu, inhibitoru zevni cesty tkafového
faktoru, endotelidlniho protein C re-
ceptoru (ePCR) nebo proteinu S, a tim
k eventudlnimu zapojeni do antikoagu-
la¢ni cesty [14]. Pozoruhodné je, ze
i kdyZ jsou mikrocdstice uznavany jako
silné prokoagula¢ni mediatory v cé-
vach, zvldsté pokud slouZi jako nosié
tkdrového faktoru, mikroc¢éstice uvol-
néné indukci APC po interakci s funké-
nim ePCR disponuji antikoagulaéni ak-
tivitou, jako je inaktivace faktoru Va na
povrchu mikropartikuli. Obé aktivni
mista, jak pro aktivovany protein C,
tak pro protedzou aktivovany recep-
tor-1 (PAR-1), jsou nezbytnda pro for-
movéni mikropartikuli [16].

Cirkulujici mikrocastice a cévni
dysfunkce

Nékolik studii z posledni doby ptedpo-
klada, Zze mikrocastice v obéhu Ize po-
vazovat za doprovodny marker vulnera-
bilnitho plaku nebo globalni poskozenf
cév [17,18]. Zvyseni plazmatické hla-
diny endotelidlnich MP (EMP) odrdzi
zejména bunécné poskozeni a jevi se
jako marker cévni dysfunkce. EMP kore-
luje s cirkulujici endotelidIni dysfunkef
u pacient( s ischemickou dysfunkci levé
komory.
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Obr. 1. Priklad flowcytometrického stanoveni endotelidlnich mikropartikuli.

Metody detekce mikropartikuli
Laboratorni metody detekce mikro-
partikuli az do nedavné doby narazely
na zadsadni komplikace, které vychazely
z charakteru mikrodéstic, tj. nelze je
povaZovat ani za buriky, ani za plazma-
ticky analyt. V posledni dobg, diky ros-
toucimu vyznamu MP u Fady chorob-
nych stav(, se rozvinula fada metod
pro stanoven{ poctu, ale zejména trom-
bogenniho potencidlu MP.

Metody na stanoveni poc¢tu mikro¢as-
tic vychazi z obecné vlastnosti MP, tj.,
Ze exprimuji CD znak matefské buriky.
To umoziiuje stanovit jednotlivé frakce
MPs s ohledem na ptivod jejich vzniku.
Naopak metody zaloZené na stano-
ven{ trombogenniho potencidlu vyuzi-
vaji vlastnosti MP aktivovat koagulaéni
systém. Tyto metody maji vyuZiti ze-
jména pro monitorovdn{ protrombo-
genniho potencidlu mikro¢éstic.

Pritokova cytometrie

Pro stanoveni priitokovou cytometrif
Ize pouzit fadu protokold, které byly
publikovany v poslednich letech. Velmi
elegantni je aplikace metodiky vyuZziva-
jici pratokovou cytometrii z plné krve
[19].

Vzorky plné krve jsou naznaceny pti-
sluSnou monoklonalni protilatkou,
kterd je specificka pro buriky, z kterych
MP pochdzeji. Nasledné jsou vzorky
natedény a podrobeny analyze v pro-
tokovém cytometru. MP jsme schopni
odedist z forwardscatteru, ¢imz se vy-
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hneme specifické separaci nebo dvo-

jimu znaceni monoklonalni protilét-

kou. Absolutni pocet mikropartikuli je
pak vypocten pomoci ptidavku kalib-
racnich kuli¢ek o zndmé koncentraci.

Pro znaceni |ze pouZit nékterou z na-
sledujicich protilatek:

* CD 31 (PECAM 1) - CD31 antigen je
exprimovdn na destickdch, monocy-
tech, granulocytech, ale ne na cirkulu-
jicich B-lymfocytech. Vysoka hladina
je pozorovana na povrchu endotelu.

* CD 41 - CD 41 znak je exprimovdn na
desti¢kdch a megakaryocytech, ale
také B-lymfocytech a endotelidlnich
burkach.

* CD 144 - CD 144, také nazyvany Cad-
herin 5 nebo VE-Cadherin je 140 kDa
protein nalezici do rodiny cadherind,
které predstavuji molekuly bunééné
adheze. CD 144 antigen je specificky
pro endotelidlni buriky a je lokali-
zovan na interceluldrnich trhlindch
s poskozenim endotelové tkané.

ELISA metodiky

ELISA metodiky jsou koncipovany na
zakladé vazby p-selektinu exprimova-
ného na povrchu MP [20,21]. Exprese
p-selektinu je dle dostupnych praci
pfimo umérnd trombogennimu poten-
cialu MP.

MP pfitomné ve vzorku se vaZzou na
Anexin V, ktery je imobilizovan na po-
vrchu mikrotitraéni desky, a takto na-
vazané fosfolipidové povrchy umoziuji
preménu protrombinu na trombin za

ptitomnosti F Xa - F Va a Ca*. Kon-
centrace generovaného trombinu je
pak ptimo timérnd koncentraci vadza-
nych fosfolipidd a lze ji monitorovat
pomoci rozkladu specifického sub-
stratu pti 405 nm.

Generace trombinu v kombinaci
s ultrafiltraci
Trombin genera¢ni test lze vyuZit pro
stanoveni trombogenniho potencialu
MP bez rozdilu jejich pavodu. Princip
testu spociva v méreni TGA u vzorkd
pted a po odstranéni MP [22]. MP jsou
pak odstranény vétsinou ultrafiltraci.
Rozdil naméFené generace trombinu je
pak p¥imo umérny trombogennimu po-
tencidlu MP. Jedna se o elegantni meto-
diku, kterou Ize pouZivat v redlném case
bez nutnosti zamrazeni vzork(, coz vede
k vy33i reprodukovatelnosti metodiky.

Patologie spojené s MP
V posledni dobé byla publikovédna fada
sdéleni o vyznamu MP u srpkovité ané-
mie [23], heparinem indukované trom-
bocytopenie [24], septickych stavi
[25], trombotické trombocytopenické
purpury (TTP) [26], paroxyzmdlni no¢ni
hemoglubinurie [27], systémovych one-
mocnéni [28-32], kardiovaskularnich
onemocnéni [33], stroku [34], aneury-
zmatu aorty [35], hluboké Zilnf trom-
bézy a plicni embolie [36], periferniho
vaskuldrniho onemocnéni [37].

Ackoli u Fady onemocnéni nenf role
MP dosud plné objasnéna, u nékte-
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Obr. 2. Schéma ELISA metodiky stanoveni MP.

rych stav(i se MP stdvaji prostfedkem
pro terapeutické ovlivnéni lécebnych
postupl. Objasnéni patofyziologické
role mikropartikuli u srpkovité anémie
a TTP muze byt vyuZito pro charakte-
rizaci jednotlivych fazi prabéhu téchto
onemocnéni. Detekce chronicky zvy-
$ené hladiny MP u pacientl se srp-
kovitou anémii mdZe byt vyuZito pro
rozpozndni endotelidInitho ataku one-
mocnéni, coz muze vést k ¢asnéjsimu
terapeutickému zasahu.

Aktivni MP mohou predstavovat
u nékolika chorobnych stavii ptimou
pri¢inu onemocnéni a predstavuji
takto dulezity terapeuticky cil. Odstra-
néni mikrocastic v prabéhu plazma-
ferézy mize tuto metodu znacéné zvy-
hodnit proti podani mrazené plazmy
u TTP. Stejny postup muiize byt efektivn(
i u nékterych septickych stavd.

Terapeutické vyuziti MP u krvéceji-
cich pacientdl pfedstavuje jednu z dal-
Sich moznosti terapeutického ovlivnén{
chorobnych stavti [38]. Uc¢inek mikro-
¢astic v kryoprecipdtutu u pacient
refrakternich na substituci krevnich
desticek je vysvétlovan pravé plsobe-
nim MP jako nédhradnich aktivaénich
povrch.

Podporteno grantem ministerstva zdra-
votnictvi IGA NH 6986-3/2002 a NR
9282-3(2007)a pr ojektemL F-2010-004.
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