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Samenvatting & Toekomstperspectief

Samenvatting
Endotheelcellen bekleden de binnenste laag van bloedvaten en vormen de barri-
ère tussen het bloed en het onderliggende weefsel. Ze zijn betrokken bij verschil-
lende processen waaronder de regulatie van bloeddruk, ontsteking, angiogenese
en het controleren van bloedstolling.1 In veel van deze processen gee het endo-
theel bioactievemoleculen af die aomstig zijn uit specifieke opslagorganellen zo-
als de Weibel-Palade bodies (WPBs).2,3 Het voornaamste eiwit dat opgeslagen zit
inWPBs is VonWillebrand Factor (VWF).4 Dit plakkerige eiwit is betrokken bij
de eerste stappen van de bloedstolling en zorgt ervoor dat bloedplaatjes ophopen
op plekken met vaatschade waardoor de bloeding zo snel mogelijk stopt.

Mutaties inVWFkunnen de bloedstolling verstoren en veroorzaken daardoor
de ziekte van Von Willebrand (VWD)5, één van de meest voorkomende erfelijke
bloedingsziektes. Om de biologische processen te begrijpen die VWD veroorza-
ken, is het belangrijk om te weten hoe VWF wordt geproduceerd, opgeslagen en
uitgescheiden. Om VWF op te slaan in WPBs wordt het eiwit in karakteristieke,
buisvormige structuren gevouwen die de WPB een typische, langgerekte vorm
geven.2,6,7 De capaciteit van VWF om zich in een buisachtige structuur te vou-
wen wordt gezien als een kenmerk van normaal VWF.5 In dit proefschri zijn
de morfologische karakteristieken van VWF bestudeerd tijdens opslag en secretie
om nieuwe inzichten te verkrijgen in de moleculaire mechanismen die mogelijk
ten grondslag liggen aan VWD. Hiervoor zijn de meest geavanceerde elektronen-
microscopische technieken gebruikt.

De voornaamste beeldvormingstechniek gebruikt voor het VWF onderzoek
in dit proefschri is correlatieve licht- en elektronenmicroscopie (CLEM). Met
CLEM wordt fluorescente kleuring gebruikt om specifieke structuren te lokali-
seren met lichtmicroscopie voor een daaropvolgende morfologische analyse met
elektronenmicroscopie. Hoofdstuk 2 beschrij in detail onze aanpak om fluores-
centiemicroscopie te combinerenmet transmissie-elektronenmicroscopie (TEM)



...

182

om zo structuren die betrokken zijn bij VWF secretie te kunnen lokaliseren en
identificeren. VoorCLEMgebruiktenwe speciaal ontworpen kweekschaaltjes die
een glazen bodem bevatten waarin een coördinatensysteem is gegraveerd. Dit co-
ördinatensysteem gebruikten we om met de lichtmicroscoop nauwkeuring vast te
leggen waar interessante regio’s gelokaliseerd waren voor analyse met TEM. Tij-
dens de preparatie procedure voor TEM worden de interessante regio’s opnieuw
gelokaliseerd in het coördinatensysteem om van dezelfde regio ultra dunne cou-
pes te snijden. We laten zien dat deze techniek ook gecombineerd kanwordenmet
elektronentomografie om een driedimensionale reconstructie van het exocytose-
moment te maken. Aangepaste versies van dit protocol worden gebruikt om vor-
mende WPBs te bestuderen aan het Golgi apparaat (Hoofdstuk 4) en om VWF
te analyseren in Factor VIII bevattende WPBs (Hoofdstuk 5).

Om de structurele kenmerken vast te leggen die inzicht geven in demechanis-
men betrokken bij WPB formatie, hebben wij geëxperimenteerd met ‘serial block
face-scanning electronmicroscopy’ (SBF-SEM)waarmee, ten opzichte vanTEM,
grote volumes geanalyseerd kunnen worden. InHoofdstuk 3 laten wij de veelbe-
lovende potentie van deze relatief nieuwe techniek zien en besprekenwe de beper-
kingen die nog overwonnenmoeten worden om de techniek optimaal in te zetten
voor WPB onderzoek.

InHoofdstuk4bestuderenwedebiogenese vanWPBsmetbehulp van immuno-
goud kleuring opTEMcoupes, metCLEMenmet SBF-SEM.Voor deCLEMex-
perimenten gebruikten we getransfecteerde cellen waarin we de WPBs gekleurd
hebben met ‘green fluorescent protein’ (GFP) om de vorming van de WPBs te
kunnen volgen in de tijd. We laten zien dat WPBs volledig gevormd worden aan
het Golgi apparaat. Onze data gee aanwijzingen dat WPB formatie begint in
speciale regio’s in het Golgi apparaat, op plekken waar geconcentreerd VWF zich
herschikt in een buisachtige conformatie. Gedurende dit vormingsproces komt de
WPB gedeeltelijk uit het Golgi terwijl het verbonden blij via talrijkemembraan-
verbindingen. Nabij deze verbindingen observeerdenwe dicht opeengepakte clus-
ters materiaal. We vermoeden dat deze clusters ophopingen zijn van niet buisvor-
mig VWF die bestemd zijn voor vormende WPBs om bij te dragen aan de groei
van WPBs.

InHoofdstuk 5 bestuderen we de structurele organisatie van WPBs in endo-
theelcellen waarin Factor VIII tot expressie is gebracht. In deze endotheelcellen
wordt Factor VIII samenmet VWF opgeslagen waardoor deWPBs rond worden.
We laten zien dat deze bolvormige WPBs korte, ongeorganiseerde VWF buizen
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bevatten. Deze observatie suggereert dat Factor VIII interfereert met het buisvor-
mingsproces van VWF. Daarnaast laten we zien, dat het VWF uit deze WPBs in
staat is om lange VWF strengen te maken. Vergeleken met normaal VWF, obser-
veerdenwe echterwel een afname in de capaciteit van deVWF strengen ombloed-
plaatjes te binden. Deze verminderde binding wordt veroorzaakt door gebonden
Factor VIII dat de bindingsplek voor bloedplaatjes afschermt, of door een Fac-
tor VIII geïnduceerde verandering van het VWF die ertoe leidt dat deze minder
plaatjes kan binden.

Een adequate vorming van functioneleVWF strengen is essentieel voor de eer-
ste stappen van de primaire hemostase. Om functionele VWF strengen te vormen
is er voldoende VWF secretie nodig. In Hoofdstuk 6 beschrijven we een recent
ontdekt secretiemechanisme dat endotheelcellen in staat stelt om grote hoeveel-
heden VWF uit te scheiden. In gestimuleerde endotheelcellen observeerden we
grote blaasjes (1-2 micron) die gevuld waren met VWF die een hechte relatie le-
ken te hebbenmet nabij gelegenWPBs. Deze grote VWF blaasjes leken daarnaast
ook de bron te zijn van uitgescheiden VWF dat was omgevormd in VWF stren-
gen. We laten zien dat deze blaasjes worden gevormd voordat VWF secretie plaats
vindt, wat suggereert dat er sprake is vanmultigranulaire exocytose. Tijdensmulti-
granulaire exocytose fuseren secretieblaasjes eerst met elkaar voordat dezemet het
plasmamembraan fuseren. We hebben deze grote VWF gevulde blaasjes daarom
‘secretory pods’ genoemd. Met behulp van fluorescente VWF antilichamen kon-
den we het uitgescheiden VWF op de plek van exocytose fixeren om zo de exocy-
toseplaats nader met CLEM te kunnen bestuderen. Op deze manier hebben we
vast kunnen stellen dat secretory pods inderdaad VWF secretiestructuren zijn.

InHoofdstuk 7 visualiserenwe de secretie vanVWF in levende cellen en laten
we zien dat secretory pods gevormd worden door de fusie van meerdere WPBs.
Daarnaast hebben we onderzocht hoe VWF uit secretory pods herschikt wordt
tot VWF strengen. Met een tweede serie CLEM experimenten, waarin VWF
strengformatie niet geblokkeerd wordt door antilichamen, konden we aantonen
dat uitgescheiden VWF in eerste instantie een bolvorm aanneemt. Daarnaast la-
ten we zien dat de vorming van VWF strengen mogelijk wordt gemaakt dankzij
de schuifspanning van stromende vloeistof en door stevige VWF verankering aan
het celoppervlak. Deze observaties dragen bij aan nieuwe pathofysiologische me-
chanismen bij het ontstaan van VWD.
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Toekomstperspectief

Dit proefschri beschrij nieuwe inzichten betreffende WPB biogenese, VWF
secretie en VWF strengformatie. Daarnaast leveren we aanwijzingen voor nieuwe
pathofysiologische mechanismen die mogelijk aangetast zijn in VWD. Onze be-
vinding hebben we verkregen doorWPBs in gezonde endotheel cellen te bestude-
ren met behulp van verschillende microscopie technieken.

In dit proefschri laten we ook de kracht zien van geavanceerde microscopie-
technieken zoals CLEM. CLEM speelde vaak een centrale rol in ons onderzoek
omdat het een effectieve methode is waarbij fluorescentiemicroscopie gecombi-
neerdwordtmet hoge resolutie elektronenmicroscopie. Het geedemogelijkheid
om de specifieke morfologische stadia gedurendeWPB formatie en VWF secretie
gericht te bestuderen. Toepassing van CLEM, als een algemene biologische assay,
hee de potentie om nieuwe cellulaire en sub-cellulaire relaties bloot te leggen die
anders onopgemerkt zouden blijven wanneer ze alleen met licht- of elektronen-
microscopie bekeken worden. Toekomstige CLEM ontwikkelingen zouden idea-
liter resulteren in een workflow die makkelijk, snel, betrouwbaar en toepasbaar is
op een breed scala van biologische systemen. Het is echter een hele uitdaging om
een dergelijke workflow te ontwikkelen. Het is misschien wel onmogelijk omdat
iedere toepassing zijn eigen randvoorwaarden en beperkingen hee ten opzichte
van de biologische vraag. De vele workflows die momenteel beschikbaar zijn voor
CLEM illustreren dan ook de verscheidenheid aan toepassingen. CLEM wordt
namelijk gebruikt met verschillende eisen aan de correlatienauwkeurigheid. Dit
kan variëren tussen het lokaliseren van een individuele cel in een stukje weefsel tot
het karakteriseren van moleculaire en sub-cellulaire structuren in een cel.

In het veld van het VWD onderzoek zal de toepassing van CLEM essenti-
eel zijn om gedetailleerde informatie te verkrijgen op een moleculaire schaal. Om
veranderingen in de moleculaire structuur van VWF te kunnen afbeelden met
elektronenmicroscopie is het gebruik van cryo-CLEM noodzakelijk. Voor cryo-
CLEMwordt cryo-fluorescentiemicroscopie gecombineerdmet cryo-elektronen-
tomografie8. Eenbelangrijke voorwaarde vandeze techniek is dat de cellendunge-
noeg moeten zijn voor cryo-elektronentomografie. Eerdere studies hebben laten
zien dat endotheelcellen geschikte kandidaten zijn omdat deze cellen dun genoeg
zijn in hun periferie voor cryo-tomografie.7,8 Voor het bestuderen van VWD zou-
den endotheelcellen die uit bloed geïsoleerd en gekweekt kunnen worden, ‘blood
outgrowth endothelial cells’ (BOECs), geschikt zijn. Op deze manier kunnen er
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endotheelcellen gekweekt worden uit bloed van VWD patiënten. Voorgaande
studies hebben laten zien dat BOECs een goed modelsysteem zijn voor de ana-
lyse van VWD.9,10

Om CLEM op VWD BOECs toe te kunnen passen is het essentieel dat de
WPBs fluorescent gelabeld kunnen worden. Het zal een uitdaging zijn om de
juiste condities hiervoor te vinden, maar zodra een dergelijke transfectie werkt is
het bijvoorbeeld ook mogelijk om de fluorescentie eerst in levende cellen te bekij-
ken voordat het preparaat vitreus wordt ingevroren. Fluorescentiemicroscopie op
levende cellen zoubijvoorbeeld gebruikt kunnenwordenomexocytose te bestude-
ren. Nadat de samples vitreus zijn ingevroren, kan cryo-fluorescentiemicroscopie
gebruikt worden om regio’s te lokaliseren die geschikt zijn voor cryo-elektronen-
microscopie.8 In de setup zoals die hierboven beschreven is, zijn observaties met
betrekking tot het vastleggen van WPB morfologie en secretie alleen mogelijk in
de dunnere delen van de cel (− nm). Omook de dikkere delen te bekijken
is het wel mogelijk om een dunne lamel ( −  nm) te maken van een spe-
cifieke regio in het dikke deel van de cel met behulp van een gefocusseerde ionen
bundel (Focussed Ion Beam, FIB). Op de gecreëerde lamel kan vervolgens cryo-
elektronentomografie toegepast worden.11

Met toepassing van cryo-CLEM op VWD BOECs zal het mogelijk zijn de-
fecten te visualiseren op een moleculair niveau. Dit zal het VWD onderzoek vele
nieuwe perspectieven geven en mogelijk kunnen bijdragen aan nieuwe behandel
strategieën.

Naast het onderzoek dat gericht is om de fundamenten van VWD te ontrafe-
len, hebben we ook elektronenmicroscopie technieken laten zien die geschikt zijn
om WPBs in vivo te karakteriseren. Het zou bijvoorbeeld interessant kunnen zijn
om WPBs in de verschillende vaatbedden te bestuderen die te vinden zijn in het
vaatstelsel van zoogdieren. Tot op de dag van vandaag zijn de WPBs uit verschil-
lende soorten weefsel slechts beperkt gekarakteriseerd en dat is opmerkelijke om-
dat er steedsmeer aanwijzingen zijn dat er een aanzienlijke heterogeniteit is tussen
de WPBs van verschillende soorten weefsel. Een elektronenmicroscopie techniek
waarmee stukjes weefsel gemakkelijk geanalyseerd zouden kunnenworden is SBF-
SEM. Met SBF-SEM kunnen grote drie dimensionale datasets verkregen worden
waarin demorfologie vanWPBs geanalyseerd kanworden opnanometer schaal en
in de context van het weefsel. Het zou bijvoorbeeld interessant zijn om het long
endotheel nader te onderzoeken om vast te stellen of deze cellen dezelfde ronde,
mogelijk ook Factor VIII bevattende, WPBs produceren als de endotheelcellen
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waarin Factor VIII door transductie tot expressie is gebracht. Het karakterise-
ren vanWPBs in verschillende soorten endotheel kanmogelijk ook bijdragen aan
andere onderzoeksvelden en zou kunnen helpen verklaren waarom sommige ge-
bieden gevoeliger zijn voor trombose dan andere.

Ter conclusie, de verschillende hoofdstukken in dit proefschri presenteren
een variatie aan beeldvormingstechnieken waarbij gebruik wordt gemaakt van ge-
avanceerde licht- en elektronenmicroscopie. De toepassing van deze technieken
kan nog veel meer informatie verschaffen ten behoeve van VWD en van andere
vasculaire ziekten. Echter om onze bevindingen in een breder perspectief te plaat-
sen is het essentieel om de verkregenmicroscopiedata te combinerenmet data ver-
kregen uit moleculaire en klinische studies. Om de translatie tussen die verschil-
lende onderzoeksvelden (b.v. klinisch, moleculair en microscopie onderzoek) te
kunnen maken is het van belang dat er grote toegankelijke databases beschikbaar
zijnwaarin verkregen resultaten gedeeld kunnenworden. Toegang tot data die ver-
kregen is met behulp van microscopie is, tot op de dag van vandaag, zeer beperkt.
Dit komtmede doordat het lastig is om visuele data te kwantificeren in zijn biolo-
gische context. Het ontbreken van kwantificatie en identificatie van structuren die
afgebeeld zijn in een beeld maakt het lastig om beeld-gerelateerde informatie op
te slaan in toegankelijke databases. Door beeldvormingstechnieken, zoals licht-
en elektronenmicroscopie, te combineren kan er zowel morfologische als functi-
onele informatie uit hetzelfde preparaat verkregen worden. Hierdoor kan micro-
scopiedata gekwantificeerd worden doordat morfologische structuren gekwanti-
ficeerd kunnen worden op basis van functionele informatie verkregen door speci-
fieke kleuringen. Technieken zoals CLEM geven daarom de handvatten om licht-
en elektronen microscopie data bruikbaar en toegankelijk te maken voor datami-
ning en voor gebruik binnen andere studies nu en in de toekomst.
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