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ΠΕΡΙΛΗΨΗ
  Τα μικροκυστίδια είναι μικρά μεμβρανώδη κυστίδια, που απελευθερώνονται από μία ποικιλία κυττάρων του αίματος και όχι μόνο, ύστερα από βιολογικές διεργασίες όπως είναι η απόπτωση. Ενοχοποιούνται για τη συμμετοχή τους σε πολλές ασθένειες όπως στις αιμορραγικές διαταραχές, στα καρδιαγγειακά προβλήματα, στην ελονοσία, στην αρθρίτιδα, στον δάγγειο πυρετό, στην ψωρίαση, στη νόσο του Alzheimer, στον διαβήτη, στην αγγειογένεση, στην φλεβική θρομβοεμβολική νόσο, στην ουραιμία, στη φλεγμονή, και πιθανώς σε μία πληθώρα ακόμα ασθενειών, όπου η σχέση τους με τα μικροκυστίδια παραμένει προς το παρόν άγνωστη. 

  Τα πιο άφθονα σε αριθμό μικροκυστίδια είναι αυτά που προέρχονται από τα αιμοπετάλια. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι μπορεί να εμπλέκονται τόσο στην κακοήθεια, όσο και στα θρομβωτικά επεισόδια που εμφανίζονται επανειλημμένα κατά την πορεία της καρκινικής κατάστασης. Τα θρομβωτικά επεισόδια, με εξέχουσας σημασίας την εν τω βάθη θρομβοεμβολική νόσο, είναι τόσο διαδεδομένα στους καρκινοπαθείς, όπου αποτελούν την δεύτερη αιτία θανάτου, μετά τον ίδιο τον καρκίνο.  

  Πρόσφατα, τα μικροκυστίδια των αιμοπεταλίων έχουν εντοπιστεί και σε πολλά είδη κακοήθειας, όπως στην κακοήθεια του παχέος εντέρου. Στην κακοήθεια αυτή έχει φανεί ότι ο ο αριθμός των αιμοπεταλίων, και συνεπώς και των μικροκυστιδίων τους, μπορεί να αποτελέσει τόσο έναν προγνωστικό δείκτη, όσο και έναν δείκτη υποτροπής του καρκίνου του παχέος εντέρου.     

  Αποτέλεσμα των παραπάνω είναι τα τελευταία χρόνια να έχει γίνει πιο έντονη η ανάγκη ανίχνευσης μεθόδων όπου θα καταμετρούν αλλά και θα προσδιορίζουν τις λειτουργίες των μικροκυστιδίων. Μια τέτοια μέθοδος που να προσδιορίζει ταυτόχρονα την λειτουργία, αλλά και να ποσοτικοποιεί τα μικροκυστίδια δεν έχει ανακαλυφθεί ακόμα. Παρόλα αυτά, μία πολλά υποσχόμενη μέθοδος είναι η κυτταρομετρία ροής, με την χρήση της οποίας επιτρέπεται η ποσοτικοποίηση, η ανίχνευση επιφανειακών αντιγόνων, και μέτρηση του μεγέθους των μικροκυστιδίων. Τα πλεονεκτήματά της είναι πολλά όπως ακρίβεια και ευαισθησία, αλλά μειονεκτεί στο σημείο του υψηλού κόστους τόσο του εξοπλισμού και των αντιδραστηριών, όσο και στο γεγονός ότι απαιτεί ενημερωμένο και έμπειρο προσωπικό που να γνωρίζει και να χειρίζεται το πολύπλοκο λογισμικό του. Εναλλακτικ;h μέθοδοw προσδιορισμού των μικροκυστιδίων είναι  η ΕLISA, η οποία μπορεί και προσδιορίζει τα αντιγόνα επιφανείας των μικροκυστιδίων με τη χρήση  ειδικών αντισωμάτων, όπως  και η κυτταρομετρία ροής, αλλά όπως και η τελευταία αποτυγχάνει να προσδιορίσει την λειτουργική δράση των μικροκυστιδίων. Τέλος, χρησιμοποιούνται και οι χρωμογόνες εξετάσεις, που αποτελούν λειτουργικές δοκιμασίες για τον προσδιορισμό της προπηκτικής δράσης και λειτουργικότητας  των  μικροκυστιδίων.    
ABSTRACT

  The microparticles are small membrane vesicles that are released by a variety of blood cells, and not only after biological processes such as apoptosis. They are implicated for their involvement in many diseases as in bleeding disorders, cardiovascular problems, malaria, arthritis, the dengue fever, psoriasis, Alzheimer's disease, diabetes, angiogenesis, in venous thromboembolic disease, in uremia, in inflammation, and possibly even a plurality of diseases, wherein their relationship with the microparticles remains unknown at present.

  The most abundant in number microparticles are those who are derived from platelets. Interestingly, these may be involved in both the malignancy, and in thrombotic events wherein they repeatedly occur during the course of the cancerous state. Thrombotic events with utmost importance the vein thromboembolic disease is so prevalent in cancer patients, which are the second cause of death after cancer itself.

  Recently, the platelet microparticles are detected in many types of malignancies, such as the malignancy of the colon. In that malignancy it has been seen that the number of platelets, and consequently of the microparticles can be both a predictor, and a recurrence rate of colorectal cancer.

  Result of this is, the recent years have become more intense need the detection of methods which will count and will specify the functions of microparticles. Such a method to simultaneously determine the function, but also quantifies the microparticles have not been discovered yet. However, a promising method is flow cytometry, the use of which permits the quantification, detection of surface antigens, and measuring the size  of the microparticles. The advantages are many such precision and sensitivity but is disadvantageous in point of the high cost of both equipment and reagents, and the fact that it requires informed and experienced personnel who know and handle it's complex software. Alternative method for the determination of microparticles is ELISA, which can identify the microparticle's surface antigens using specific antibody, as flow cytometry, but as the latter fails to determine the functional activity of the microparticles. Finally, it is used and the chromogenic tests, which are functional assays for determining the procoagulant activity and functionality of microparticles.
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Εισαγωγή

Ενότητα 1η: Αιμόσταση-Πήξη-Ινωδόλυση
 Η αιμόσταση είναι ένας φυσιολογικός μηχανισμός που αποσκοπεί κυρίως στην επίσχεση της αιμορραγίας με τον σχηματισμό αιμοστατικού θρόμβου στο σημείο της βλάβης του αγγείου, αλλά και στην αποκατάσταση της αγγειακής βλάβης (φυσιολογική αιμόσταση). Διακρίνεται:

· Η αρχική αιμόσταση περιλαμβάνει την άμεση ανταπόκριση των αιμοπεταλίων στο σημείο της αγγειακής βλάβης και την προσκόλλησή τους στο απογυμνωμένο κολλαγόνο με την βοήθεια του παράγοντα von Willebrand (vWF), την απελευθέρωση σημαντικών ουσιών από τα κοκκία των αιμοπεταλίων και την συσσώρευσή τους με τη βοήθεια του ινωδογόνου και του του vWF, με τελικό αποτέλεσμα τον σχηματισμό του αιμοπεταλιακού θρόμβου. Με τον τρόπο αυτό αντιμετωπίζεται η μικρή αγγειακή βλάβη. 

· Η μόνιμη αιμόσταση περιλαμβάνει τον σχηματισμό του ινώδους που ενισχύει τον αιμοπεταλιακό θρόμβο και τον μετατρέπει σε αιμοστατικό θρόμβο, καθιστώντας τον έτσι ισχυρότερο και αποτελεσματικότερο σε μεγάλες αγγειακές βλάβες. Η σημαντικότερη από τις αντιδράσεις στη δευτερογενή αιμόσταση είναι η δημιουργία θρομβίνης που πραγματοποιείται στην επιφάνεια των αιμοπεταλίων και των ινοβλαστών του τραυματισμένου αγγείου και καταλύει τον σχηματισμό ινώδους από το ινωδογόνο. Η θρομβίνη αποτελεί το σημαντικότερο διεγέρτη των αιμοπεταλίων, από τα οποία εκκρίνονται παράγοντες της πήξης του αίματος και ιόντα ασβεστίου(Ca+2), συνεισφέροντας έτσι το υπόστρωμα πάνω στο οποίο θα σχηματιστεί το ινώδες.

 Η πήξη του αίματος αποτελεί μέρος της αιμόστασης (τελική ή δευτερογενής αιμόσταση) και συμπληρώνει με αποτελεσματικό τρόπο τη δράση των αιμοπεταλίων στην επίσχεση της αιμορραγίας (αρχική ή πρωτογενής αιμόσταση). Η πήξη του αίματος στοχεύει στην τελική και αποτελεσματική επίσχεση της αιμορραγίας με τη δημιουργία του ινώδους, δηλαδή του αιμοστατικού θρόμβου. Αποτελεί μετάβαση από μία ομαλά κινούμενη ρευστή μάζα αίματος σε μία ακίνητη και λειτουργικά αποδομημένη μάζα. Η μετάβαση αυτή συντελείται με το σχηματισμό ενζυμικών συμπλεγμάτων και την παραγωγή θρομβίνης, η οποία υδρολύει το ινωδογόνο και σχηματίζει το ινώδες.
 Η ινωδόλυση αποτελεί ένα σύνολο ενζυμικών αντιδράσεων που συμμετέχει στη διάλυση του του ινώδους στο τέλος της φυσιολογικής αιμόστασης ή κατά την διεργασία της παθολογικής αιμόστασης (θρόμβωση). Σε αντίθεση με την πήξη του αίματος, η ινωδόλυση είναι αργό φαινόμενο που συμβαίνει με την μετατροπή του πλασμινογόνου σε πλασμίνη, με τη δράση της οποίας απομακρύνεται το ινώδες από το σημείο της βλάβης του αγγείου.[1] 
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Ενότητα 2η: Καρκίνος και Κακοήθειες
Τα νεοπλάσματα διαιρούνται γενικά σε 4 μεγάλες κατηγορίες:

1. στα καλοήθη

2. στα κακοήθη

3. στα ημικακοήθη ή οριακά

4. στα αταξινόμητα 
Τα κακοήθη νεοπλάσματα έχουν κάποια συγκεκριμένα χαρακτηριστικά που τα διαφοροποιούν, τα οποία είναι:
Δεν είναι περιγεγραμμένα και δεν περιβάλλονται από ινώδη κάψα

Διηθούν και διαβρώνουν τους γειτονικούς ιστούς

Δίνουν μεταστάσεις γιατί διηθούν τα αιμοφόρα και λεμφικά αγγεία

Αποτελούνται από άτυπα κύτταρα δηλαδή κύτταρα που:

i.  εμφανίζουν μεγάλη πολυμορφία 

ii. χαρακτηρίζονται από υπέρμετρη αύξηση του πυρήνα σε βάρος του πρωτοπλάσματος, γεγονός του υποδηλώνει ότι το κέντρο του πολλαπλασιασμού του κυττάρου υπερλειτουργεί

iii. έχουν πρωτόπλασμα βασεόφιλο (μπλε) λόγω της αύξησης του κοκκκιώδους ενδοπλασματικού δικτύου (υπεύθυνο για την πρωτεϊνοσύνθεση οργανίδιο)

iv. εμφανίζουν πυρηνοκινησίες και παραγωγή ανώμαλων σειρών χρωμοσωμάτων

 Καρκίνωμα καλείται το κακόηθες νεόπλασμα που προέρχεται από επιθηλιακό ιστό (δέρμα, βλεννογόνους κ.α.). 

Τα καρκινώματα από την στιγμή της εμφάνισής τους περνάνε από τα παρακάτω στάδια (Staging): 
· Στάδιο 0: Καρκίνωμα in situ 
Μικρό καρκίνωμα χωρίς διήθηση της βασικής μεμβράνης των κυττάρων, χωρίς διήθηση των επιχώριων (τοπικών ιστών) λεμφαδένων και χωρίς απομακρυσμένες αιματογενείς μεταστάσεις. Πρακτικά και θεωρητικά ιάσιμο καρκίνωμα.
· Στάδιο 1: Μικροδιηθητικό καρκίνωμα
Μικροδιηθητικό καρκίνωμα με διάσπαση της βασικής μεμβράνης των κυττάρων, χωρίς διήθηση των επιχώριων λεμφαδένων και χωρίς αιματογενείς μεταστάσεις. Η πενταετής επιβίωση είναι 90%.
· Στάδιο 2: Φανερό καρκίνωμα
Φανερό καρκίνωμα με διήθηση του τοιχώματος του οργάνου, διήθηση των επιχώριων λεμφαδένων και χωρίς αιματογενείς μεταστάσεις.Η πενταετής επιβίωση είναι 60%.
· Στάδιο 3: Φανερό καρκίνωμα 
Φανερό καρκίνωμα με διήθηση του τοιχώματος του οργάνου, των επιχώριων λεμφαδένων και των γύρω ιστών και χωρίς αιματογενείς μεταστάσεις. Η πενταετής επιβίωση είναι 30%.
· Στάδιο 4: Εκτεταμένο καρκίνωμα 
Εκτεταμένο καρκίνωμα με διήθηση των επιχώριων και παρακείμενων (γειτονικών) λεμφαδένων μαζί με απομακρυσμένες μεταστάσεις. Εδώ η πενταετής επιβίωση είναι στην ουσία ανύπαρκτη (0%).[3]
Ενότητα 3η: Κακοήθεια και Θρόμβωση
  Η πρώτη διαπίστωση της σχέσεως καρκίνου και αγγειακών θρομβώσεων έγινε από τον Trousseau το 1865, που έκανε τη διάγνωση στον εαυτό του παρακολουθώντας μια ιδιόμορφη κινητή θρομβοφλεβίτιδα με τη χρήση μονογραφίας, και 2 χρόνια αργότερα, ανέπτυξε αδενοκαρκίνωμα στομάχου. Μετά από αυτό το γεγονός καθιερώθηκε το συνδρόμο Trousseau, ως ένα θρομβωτικό γεγονός ανεξήγητης αιτιολογίας που προηγείται της μιας υποκρυπτώμενης κακοήθειας, ή εμφανίζεται ταυτόχρονα με έναν όγκο. [4]
  Οι διαταραχές της αιμοστάσεως στους νεοπλασματικούς ασθενείς δεν εκδηλώνεται μόνο με αιμορραγίες αλλά και με θρομβώσεις και μάλιστα σε ένα ποσοστό 15% των καρκινοπαθών εμφανίζεται, κατά την πορεία της νόσου, τουλάχιστον ένα θρομβωτικό επεισόδιο, με υψηλότερη συχνότητα σε ασθενείς με βλεννοπαραγωγά αδενοκαρκινώματα, μυελοδυσπλαστικά σύνδρομα, οξεία προμυελοκυτταρική λευχαιμία και όγκος του εγκεφάλου και του παγκρέατος, ενώ αυτοψίες σε καρκινοπαθείς ανεβάζουν το ποσοστό των θρομβώσεων ακόμα πιο πολύ, με την ανεύρεση σχηματισμών ινικής ή αιμοπεταλίων εντός και γύρω από τον όγκο. 
 Οι θρομβώσεις αποτελούν την δεύτερη σημαντική αιτία θανάτου στους καρκινοπαθείς και συχνά κατά μήνες ή και έτη της εκδηλώσεως της κακοήθους νόσου που διατρέχει σιωπηλώς. Γι' αυτό ασθενείς με επίμονες ή ανεξάρτητες θρομβώσεις πρέπει να διερευνώνται για νεοπλασματική νόσο. Πράγματι, έχει φανεί πως ασθενείς με εν τω βάθει φλεβοθρομβώσεις, άνευ προφανούς αιτίου, έχουν αυξημένες κατά 10-20% πιθανότητες υποκρυπτόμενου νεοπλάσματος.[5]
  Η απευθείας παρέμβαση ουσιών και κυττάρων σχετιζόμενων με το νεόπλασμα στον μηχανισμό της αιμοστάσεως, είτε μέσω ενεργοποιήσεως του μηχανισμού της πήξεως, είτε μέσω καταστολής του συστήματος των φυσικών αναστολέων της πήξεως ή του ινωδολυτικού μηχανισμού, είναι μερικοί βασικοί παθογενετικοί μηχανισμοί των θρομβώσεων επί καρκίνου, παρουσιάζουν ενδιαφέρον και αποτελούν σήμερα το αντικείμενο έντονων ερευνητικών προσπαθειών.
 Τα επίπεδα πολλών παραγόντων πήξεως βρίσκονται σε καρκινοπαθείς αυξημένα και σε αυτούς περιλαμβάνονται το ινωδογόνο και οι παράγοντες V, VII, VIII, IX και XI. Πολλές φορές βέβαια πολλοί παράγοντες πήξεως ή ινωδολύσεως είναι δυνατόν να είναι επηρεασμένοι λόγω μικρού βαθμού διάχυτης ενδοαγγειακής πήξεως (ΔΕΠ) που συχνά συνοδεύει τα νεοπλάσματα, και μάλιστα πιο συχνά με την χρόνια και πιο ήπια μορφή της, ενώ χαμηλά επίπεδα αναστολέων, όπως η ATIII, η PrC και η PrS είναι δυνατόν να αποτελούν λογικό επακόλουθο αυξημένης καταναλώσεως ή ελαττωμένης ηπατικής συνθέσεως, ιδίως επί συμμετοχής και του ήπατος στη νεοπλασματική νόσο. Σε αυτή τη περίπτωση οι αναφερόμενες ουσίες παίζουν και προγνωστικό ρόλο, ενώ βράχυνση του χρόνου προθρομβίνης (PT) ή του χρόνου μερικής θρομβοπλαστίνης (aPPT) δεν βοηθάει προγνωστικά. 
  Τα νεοπλασματικά κύτταρα μπορούν να ενεργοποιήσουν απευθείας τον μηχανισμό της πήξεως προκαλώντας θρομβωτικό επεισόδιο κυρίως μέσω της εκλύσεως προπηκτικών ουσιών με ιδιότητες ιστικού παράγοντα και με τη συνεργασία του παράγοντα VII (νεοπλάσματα παχέος εντέρου, στομάχου κ.α) αλλά και ουσιών που ενεργοποιούν απευθείας τον παράγοντα Χ (καρκίνος πνεύμονος, νεφρού, παχέος εντέρου, μαστού). Οι εκλυόμενες ουσίες είναι δυνατόν να έχουν ιδιότητες κυστεϊνης-πρωτεάσης ή σερίνης-πρωτεάσης.
 Τα αιμοπετάλια ενοχοποιούνται σε πολλές περιπτώσεις νεοπλασμάτων, ως συμβάλλοντα στην πρόκληση θρομβωτικών επεισοδίων, μέσω εκλύσεως ADP, προσταγλαδινών ή θρομβίνης με αποτέλεσμα την αύξηση της προσκολλητικότητας και συγκολλητικότητας. Η θρομβοκυττάρωση είναι ένα άλλο στοιχείο επιβαρυντικό για τις θρομβώσεις και συναντάται σε όγκους του παγκρέατος, του πνεύμονα, του πεπτικού σωλήνα, της ωοθήκης, του μαστού και στα μυελοϋπερπλαστικά σύνδρομα, χωρίς προγνωστική σημασία για αυτά, εκτός κι αν συνοδεύεται από λειτουργικές διαταραχές των αιμοπεταλίων, κατά μία άποψη, ενώ κατά άλλη άποψη η προοδευτική αύξηση του αριθμού των αιμοπεταλίων συσχετίζεται με την πρόοδο της νόσου.[6] 
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	Απελευθέρωση προπηκτικών ουσιών από τα καρκινικά κύτταρα 

	Ενεργοποίηση μηχανισμού πήξεως
· επίδραση στους παράγοντες VII, X ( από ιστικό παράγοντα και CP)

· επίδραση στα αιμοπετάλια 

· αύξηση αριθμού

1. αύξηση συγκολλητικότητας

2. αύξηση προσκολλήσεως

3. έκλυση ADP

4. έκλυση προσταγλαδινών 



	Ερεθισμός ενδοθηλίου αγγείων (ιστικός παράγοντας, ιντερλευκίνη, ενδοθηλίνη) 

	Ελάττωση φυσικών αναστολέων της πήξεως (ATIII, PrC, PrS) 

	Αναστολή ινωδολυτικού μηχανισμού (αύξηση ΡΑΙ-1, ελάττωση πλασμινογόνου) 

	Συμμετοχή μονοπύρηνων-μακροφάγων 


Ενότητα 4η: Παχύ έντερο και Κακοήθεια
  Το παχύ έντερο ή κόλον είναι ένας σακοειδής σωλήνας μήκους 1.5 m και διαμέτρου 6.5 cm περίπου. Αρχίζει από την ειλεοτυφλική συμβολή και τελειώνει στην ορθοπρωκτική συμβολή. Αποθηκεύει το περιεχόμενο του εντέρου πριν από την εκκένωσή του και απορροφά νερό, ηλεκτρολύτες, χολικά οξέα και ορισμένες βιταμίνες. Εκκρίνει επίσης βλέννη για προστασία και λίπανση και εμπλέκεται στην μη ενζυμική, βακτηριακή πέψη της τροφής. Αποτελείται από το τυφλόν, τη σκωληκοειδή απόφυση (ένα σκωληκοειδές εκκόλπωμα του τυφλού) το ανιόν, εγκάρσιο και κατιόν τμήμα του κόλου, το σιγμοειδές κόλον και το ορθόν. 

  Το τοίχωμά του αποτελείται από τους 4 ομόκεντρους χιτώνες των άλλων τμημάτων της πεπτικής οδού, με ορισμένες όμως διαφορές. Ο μυϊκός χιτώνας από μία συνεχή έσω κυκλοτερή στιβάδα λείων μυϊκών ινών. Η έξω στιβάδα με ανόμοιο πάχος έχει 3, σε ίση απόσταση επιμήκεις ταινίες που ονομάζονται κολικές ταινίες, η συνεχής σύσπαση των οποίων, δημιουργεί μεταξύ των κολικών ταινιών κολικές κυψέλες ή θυλάκια. Τα εξωτερικά αυτά εκκολπώματα αποτελούν σπουδαία χειρουργικά σημεία. Το τοίχωμα του κόλου ανάμεσα στα εκκολπώματα, εμφανίζει μηνοειδείς προσεκβολές που προβάλλουν μέσα στον αυλό του εντέρου και ονομάζονται μηνοειδείς πτυχές. Οι επιπλοϊκές αποφύσεις, ένα άλλο χαρακτηριστικό γνώρισμα μόνο του κόλου, αποτελούν οι υπορογόνιες αθροίσεις λιπώδους ιστού οι οποίες κρέμονται, σχηματίζοντας εξογκώματα που μοιάζουν με σταφύλια. Από το εγκάρσιο κόλον και μετά, οι δομές είναι εμβρυϊκές καταβολές του οπίσθιου εντέρου και αιματώνονται από την κάτω μεσεντέριο αρτηρία και τους κλάδους της.[7]

  Ο καρκίνος του παχέος εντέρου αποτελεί κακόηθες νεόπλασμα με τη μεγαλύτερη συχνότητα μετά τον καρκίνο του δέρματος στις χώρες της Ευρώπης και της Βόρειας Αμερικής. Στην Ελλάδα αποτελεί την τέταρτη αιτία θανάτου μετά από τους καρκίνους του πνεύμονα, προστάτη και στομάχου. Είναι νόσος κυρίως των μεγάλων ηλικιών, με μεγαλύτερη συχνότητα μεταξύ 50-70 ετών (15%), ενώ ποσοστό 8% είναι κάτω των 40 ετών. Η συχνότητα στα φύλα δεν διαφέρει πολύ, παρόλο που υπερισχύει η ανάπτυξη του στο αντρικό φύλο, ιδιαίτερα στην περιοχή του ορθού.
  Προκαρκινωματώδεις καταστάσεις του παχέος εντέρου θεωρούνται:

1. Οι πολύποδες ή αδενώματα, οι οποίοι διακρίνονται σε 4 ιστολογικούς τύπους, κατά σειρά συχνότητας

· Σωληνώδη (ο πλέον συχνός τύπος)

· Σωληνολαχνωτά

· Λαχνωτά

· Ψευδοθηλώδη

2.  Η οικογενής πολυποδίαση του εντέρου (σύνδρομο Peutz-Jeghers)

3.  Η ελκώδης κολίτιδα

  Η κλινική εικόνα περιλαμβάνει αλλαγή στις συνήθειες του εντέρου κυρίως στα αρχικά στάδια και κυρίως την εναλλαγή διάρροιας και δυσκοιλιότητας. Επίσης παρατηρείται μακροσκοπικά παρουσία αίματος στα κόπρανα και ατελείς ή τέλειος ειλεός, ενώ μικροσκοπικά η δοκιμασία Mayer των κοπράνων βγαίνει πάντα θετική.

  Ο Dukes διαιρεί τους κακοήθεις όγκους του παχέος εντέρου στα ακόλουθα στάδια:

· Στάδιο 1: Σε αυτό κατατάσσονται όγκοι που περιορίζονται στο βλεννογόνο. Πενταετής επιβίωση 90%.

· Στάδιο 2: Σε αυτό περιλαμβάνονται όγκοι που έχουν διηθήσει το έντερο σε όλο του πάχος, χωρίς όμως επέκταση στους γειτονικούς ιστούς και τους επιχώριους λεμφαδένες. Πενταετής επιβίωση 60%. 

· Στάδιο 3: Εδώ έχουμε διήθηση των τοπικών λεμφαδένων. Πενταετής επιβίωση 30%.

· Στάδιο 4: Εδώ έχουμε μεταστάσεις σε απομακρυσμένα όργανα. Πενταετής επιβίωση πρακτικά και θεωρητικά ανύπαρκτη. [3]
Ενότητα 5η: Κυστίδια ή Μικροκυστίδια (Microparticles-MP)
  Τα κύτταρα του ανθρώπινου αίματος παράγουν μια ποικιλία μεμβρανικών μικροκυστιδίων (ΜΡ). Ταυτοποιήθηκαν για πρώτη φορά το 1967, και  είναι μικρές μεμβρανώδεις φουσκάλες του πλάσματος που έχουν διαστάσεις από 0,1-1 μm, έχουν προπηκτικές ιδιότητες και αποτελούνται από μία αρνητικά φορτισμένη και πλούσια σε φωσφατιδυλοσερίνη (PS) επιφάνεια. Τα MPs είναι κυστιδιακές δομές που περιβάλλονται από μεμβράνη διπλής στιβάδας που περικλείει ένζυμα, παράγοντες μεταγραφής και mRNA. Αποπτωτικά κύτταρα αποβάλουν Mps μέσω δυναμικής μεμβρανικής διόγκωσης που οδηγείται από τη δύναμη συστολής του κυτταροσκελετικών δομών ακτίνης-μυοσίνης. Διεγείρονται από μια ποικιλία περιβαλλοντικών παραγόντων συμπεριλαμβανομένων: 

· πρωτεασών σερίνης

· φλεγμονωδών κυτοκινών

· αυξητικών παραγόντων

· επαγωγείς του stress [8]
  Τα αποβάλλοντα μικροκυστίδια περιέχουν μια ποικιλία βιομορίων, συμπεριλαμβανομένων και πρωτεϊνών όπως: πρωτεΐνες σήματος, υποδοχείς, κυτταροσκελετού και πρωτεΐνες τελεστές, λιπίδια και νουκλεϊκά οξέα. Εκφράζουν διάφορα επιφανειακά αντιγόνα, όπως: 

· GPIB, 

· PECAM-1, 

· ΟΡΙΙο-ΙΙΙβ, 

· Ρ-σελεκτίνη, 

· CD63, 

· CD41a, 

· CD61. 

  Ωστόσο, η περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες επιφάνειας μπορεί να είναι διαφορετική από εκείνη της πλασματικής μεμβράνης του μητρικού κυττάρου, δεδομένου ότι η συμπερίληψη των πρωτεϊνικών μορίων στα Mps μπορεί να είναι επιλεκτική και ρυθμίζεται από τα ερεθίσματα συγκεκριμένων αγωνιστών ή μικροπεριβάλλοντων των γονικών κυττάρων. Τα μικροκυστίδια είναι στην πραγματικότητα τα απορρίμματα των ενεργοποιημένων ή των αποπτωτικών κυττάρων, όταν στα τελευταία αλλοιώνεται η κατανομή της φωσφολιπιδικής κυτταρικής μεμβράνης και η αρνητικά φορτισμένη PS ανακατανέμεται από την ενδοπλασματική πρός την εξωπλασματική επιφάνεια. [9][10] 
  Τα κυκλοφορούντα μικροκυστίδια του πλάσματος προέρχονται κυρίως από :

- αιμοπετάλια

- ερυθροκύτταρα

- ενδοθηλιακά κύτταρα

- λεμφοκύτταρα

- μονοκύτταρα 

-λεία μυϊκά κύτταρα

  Μηχανισμοί απελευθέρωσης των MP

  Παρότι ο σχηματισμός των  μικροκυστιδίων αντιπροσωπεύει ένα φυσιλογικό φαινόμενο, ο ακριβής μηχανισμός με τον οποίο τα ΜΡ απελευθερώνονται, δεν είναι ξεκάθαρα διευκρινισμένος. Επιπλέον, η απελευθέρωση των ΜΡ πιστεύεται ότι είναι μια οργανωμένη διαδικασία και όχι ένα τυχαίο φαινόμενο. Τα κύτταρα μπορούν να απελευθερώσουν ΜΡ ως απάντηση σε διάφορα περιβαλλοντικά ερεθίσματα, και ο τύπος των MP μπορεί να αλλάξει ανάλογα  με το ερέθισμα που προκαλεί την παραγωγή τους.

  Η σύνθεση των δύο φακέλων της μεμβρανικής διπλοστοιβάδας σε ένα κύτταρο είναι διαφορετική. Φωσφατιδυλοχολίνη και σφιγγομυελίνη βρίσκονται ,κυρίως, στον εξωτερικό φάκελο, ενώ αμινοφωσφολιπίδια και φωσφατιδυλεθανολαμίνες είναι παρών στον εσωτερικό φάκελο. Αυτή η κατανομή ελέγχεται από από τρεις πρωτεϊνες-ένζυμα:
1) μια φλιπάση (flipase), που ελέγχει την προς τα μέσα μετατόπιση, 
2) μια φλοπάση (flopase), που διευθύνει την προς τα έξω μετατόπιση και μεταφορά και 
3) μια  λιπιδιακή αναριχάση (lipid scramblase), που ελέγχει την μεταφορά των φωσφολιπιδίων πάνω στην λιπιδιακή κυτταρική διπλοστοιβάδα. 
   Όταν το κύτταρο λαμβάνει κάποιο ερέθισμα, η συγκέντρωση του κυτταρικού ασβεστίου μπορεί να αυξηθεί, με αποτέλεσμα να ενισχύονται οι δραστηριότητες της φλοπάσης και αναριχάσης, και να μειώνεται αυτή της φλιπάσης. Ως αποτέλεσμα τούτου έχει να χαλάει η συμμετρία της κυτταρικής μεμβράνης, και να εκτίθεται στην επιφάνεια η φωσφατιδυλοσερίνη (PS). Η μεμβράνη τελικά επιλύεται και απελευθερώνει τα ΜΡ. Ωστόσο, η έκθεση της φωσφατιδυλοσερίνης δεν ακολουθείται πάντα από απελευθέρωση ΜΡ, το οποίο εξαρτάται και από το ασβέστιο και τα επίπεδα του στο εσωτερικό του κυττάρου.

 Έχει αποδειχθεί ότι η κυτταροσκελεττική αναδιοργάνωση παίζει σημαντικό ρόλο στην απελευθέρωση των MP. H διακοπή ορισμένων κυτταροσκελετικών πρωτεϊνών απαιτείται κάθε φορά για μια απελευθέρωση ΜΡ. Επιπρόσθετα, τα ΜΡ απελευθερώνονται από κύτταρα που έχουν χάσει την μεμβρανική ακεραιότητα, είτε αυτή έχει καταστραφεί από μηχανική πίεση. Αρκετές πρωτεϊνικές κινάσες μπορεί να εμπλέκονται στην απελευθέρωση των ΜΡ, όπως η μυοσίνη, της ελαφριάς αλυσίδας των κινασών, εμπλέκεται στην απελευθέρωση των μικροκυστιδίων από τα αιμοπετάλια με συμμετοχή του συμπληρώματος. Λόγω της ποικιλομορφίας  της πλευρικής σύνθεσης της κυτταρικής μεμβράνης, τα ΜΡ που προέρχονται από το ίδιο κύτταρο μπορεί να έχουν διαφορετική σύνθεση. Πρωτεϊνική ανάλυση έδειξε ότι το φάσμα των πρωτεϊνών που βρέθηκαν σε ΜΡ, που απελευθερώθηκαν in vitro από κύτταρα καλλιέργειας, επηρεάζεται εν μέρει από τους τύπους των ερεθισμάτων που χρησιμοποιούνται  για επιτευχθεί η κυτταρική κυστιδοποίηση. [8]
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  Τα μικροκυστίδια αιμοπεταλιακής προέλευσης (ΡΜΡ), τα οποία αντιπροσωπεύουν πανω το 90% περίπου των μικροκυστιδίων του πλάσματος σε υγιή άτομα, εμπλέκονται σε πολλές διεργασίες. Ενώ έχει δοθεί μεγάλη προσοχή στην επίδραση των ΜΡ στην αγγειακή λειτουργία, λίγα είναι γνωστά για την πρωτεϊνική σύνθεσή τους. Η ανάλυση της περιεκτικότητας σε πρωτεϊνη των μικροκυστιδίων, έχει περιοριστεί σε λίγες μεμβρανικές πρωτεϊνες που εκτίθενται στα μικροκυστίδια, τα οποία μπορούν και παρακολουθούνται με την ανάλυση της κυτταρομετρίας ροής. Παρόλα αυτά, δεν υπάρχει καμία πληροφορία σχετικά με την ενδοκυστική περιεκτικότητά τους σε πρωτεϊνη.

  Σε μία έρευνα του  Benjamin A. Garcia et al, ανιχνεύτηκαν 578 πρωτεϊνες και ταυτοποιήθηκαν σε δείγμα που περιείχε μικροκυστίδια αιμοπεταλιακής προέλευσης, και κατηγοριοποιήθηκαν στις ακόλουθες κατηγορίες:

(a) πρωτεϊνες κυτταρικών διεργασιών

(b) μοριακών λειτουργιών πρωτεϊνες 

(c) υπο-κυτταρικές  πρωτεϊνες 

  Μαζί με την πρώτη κατηγορία, το μεγαλύτερο μέρος των πρωτεϊνων εμπλέκεται στην μετάδοση σήματος και την κυτταρική επικοινωνία (28%). Μικρότερος αριθμός πρωτεϊνών ανευρέθηκε να συμμετέχει σε διαδικσίες όπως ο μεταβολισμός και σε ενεργειακά μονοπάτια (22%), πρωτεϊνικό μεταβολισμό (15%), κυτταρική οργάνωση και βιογένεση (14%), και μεταφορά (10%). Περίπου ίδια αποτελέσματα είχαν εξαχθεί και για τα αιμοπετάλια. 

  Οι μοριακές λειτουργίες των πρωτεϊνών που ταυτοποιήθηκαν σε δείγμα PMP φαίνονται στις παρακάτω εικόνες. Μεγαλύτερος αριθμός πρωτεϊνών βρέθηκε στην υποκατηγορία ''ένζυμα'' (22%). Μικρότερος αριθμός στοιχείων ταξινομήθηκε στην υποκατηγορία ''άλλα και άγνωστα'' (21%), κυτταροσκελετικές πρωτεϊνες (14%), πρωτεϊνες μεταφοράς (9%), γ-πρωτεϊνες (9%), και κινάσες και φωσφατάσες (7%).

  Στις  υπο-κυτταρικές  πρωτεϊνες το μισό περίπου των παρατηρούμενων πρωτεϊνών προέρχονται από το κυτταρόπλασμα (48%). Μικρότερος αριθμός πρωτεϊνών προέρχεται από από άγνωστες τοποθεσίες (12%), από το πλασματική μεμβράνη (10%), και τα μιτοχόνδρια (9%). [11]
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  Τα πιο άφθονα Mps του πλάσματος είναι αιμοπεταλιακής προέλευσης, και συνιστούν το 70-90% των κυκλοφορούντων μικροκυστιδιών.
  Τα μικροκυστίδια δρούν σαν μεσολαβητές για την διακυτταρική επικοινωνία. Αυτά κουβαλάνε και μεταφέρουν ένα ευρύ φάσμα από μεμβρανικά, κυτταροπλασματικά και πυρηνικά μόρια, που αντανακλούν το αντιγονικό προφίλ των κυττάρων απ' όπου προήλθαν.
  Σημαντικό ρόλο έχει βρεθεί ότι παίζουν τα μικροκυστίδια: 

- στην φλεγμονή

- στην ανοσία

- στις αγγειακές ασθένειες

- στον καρκίνο που σχετίζεται με θρομβοεμβολική φλεβική νόσο [12]
  Πολλοί ερευνητές έχουν αναφέρει ότι σε υγιή άτομα το ποσοστό των μικροκυστιδίων προερχόμενων από τα αιμοπετάλια (PMPs) ανέρχεται στο 70-90% των κυκλοφορούντων Mps, ενώ των λευκοκύττάρων (LMps), των ενδοθηλιακών (EMps) και των ερυθρών αιμοσφαιριών (RMps) τα Mps συμπληρώνουν το υπόλοιπο ποσοστό. Πιο πρόσφατα έχει αναφερθεί ότι σε υγιή άτομα οι κύριες πηγές των Mps ήταν τα ενδοθηλιακά κύτταρα και τα αιμοπετάλια, με μια κατανομή του 43% και του 38% όλων των Mps αντίστοιχα. Τέτοιες διαφορές στην δημοσιευμένη βιβλιογραφία αντανακλούν ποικιλία στην μέθοδο της προετοιμασίας και επεξεργασίας του δείγματος. Επίσης θεωρώντας ότι η μέγιστη συνολική επιφάνεια των ενδοθηλιακών κυττάρων είναι κατά μέσο όρο στους ενήλικες 350 m2, τότε είναι πιθανό τα Mps που προέρχονται από τα ενδοθηλιακά κύτταρα να κυριαρχούν στην κυκλοφορία. Το προφίλ των κυκλοφορούντων Mps φαίνεται να αλλάζει στις νοσηρές καταστάσεις. Σε ασθενείς με κακοήθεια μπορούν να ανιχνευτούν Mps σχετιζόμενα με καρκινικά κύτταρα (ΤMps), τα οποία όταν αναλυθούν μπορούν να έχουν διαγνωστική και πιθανότατα θεραπευτική αξία. Ασθενείς με κακοήθεια και/ή φλεβοθρόμβωση είναι γνωστό ότι έχουν στοιχεία ενδοθηλιακής δυσλειτουργίας, φλεγμονή των αγγείων και μία προθρομβωτική κατάσταση, και αυξημένα Mps έχουν αναφερθεί σε αυτές τις καταστάσεις.

  Τα Mps φαίνεται να είναι υπεύθυνα για πολλές φυσιολογικές και παθολογικές διαδικασίες. Αυτά εκφράζουν μεμβρανικά αντιγόνα, ειδικευμένα για τα κύτταρα προέλευσής τους. Αυτά τα κυτταρικά ειδικά αντιγόνα χρησιμοποιούνται αυτή τη στιγμή για να ταυτοποιήσουν τους παρών τύπους των Mps στην κυκλοφορία. Παρόλα αυτά η παρουσία ενός συγκεκριμένου κυτταροειδικού αντιγόνου για ένα Mp δεν είναι αναγκαστικά ταυτοποίηση και του κυττάρου προέλευσής του. Είναι δυνατόν διαλυτά αντιγόνα να κυκλοφορούν στο αίμα προερχόμενα από ένα εξειδικευμένο κυτταρικό τύπο μπορούν να προσκολλήσουν σε Mps που προέρχονται από διαφορετικό κυτταρικό τύπο, ή αυτά τα Mps που προέρχονται από ένα κυτταρικό τύπο μπορεί να ενωθούν με τη μεμβράνη ενός διαφορετικού κυτταρικού τύπου. Αυτά τα κύτταρα μπορούν θεωρητικά να απελευθερώσουν μετέπειτα Mps που θα φέρουν ένα ''θετό'' αντιγόνο. Μεγάλη προσοχή απαιτείται όταν ερμηνεύονται τα αποτελέσματα των ανοσοφαινοτυπικών πειραμάτων. Εξίσου, οι λειτουργικές ιδιότητες και ο βιολογικός ρόλος των Mps μπορεί να διαφέρουν από τα κύτταρα που προήλθαν.

  Τα κυκλοφορούντα Mps που δένονται στα κύτταρα μπορούν σημαντικά να εναλλάσσουν την βιολογική δραστηριότητα του παραλήπτη κυττάρου, λόγω:

· μεταφοράς υποδοχέων που μπορούν να επάγουν την κυτταρική σηματοδότηση ή συχνότερα την μεταλλαγή

· μεταφοράς γενετικής πληροφορίας (mRNA) και δευτερευόντων αγγελιοφόρων 

  Τα Mps φάνηκε ότι μεταφέρουν mRNA κωδικούς για CD81 μεταξύ λευκοκυττάρων, και τα Mps που προέρχονται από καρκινικά κύτταρα μπορούσαν να μεταφέρουν mRNA σε μονοκύτταρα. Τέτοια σύνδεση των επιφανειακών αντιγόνων των Mps με τους ειδικούς υποδοχείς των κυττάρων μπορεί να επιτρέψει διακυτταρική σηματοδότηση, μερικές φορές και σε απομακρυσμένα μεταξύ τους κύτταρα, όπως και επίσης άλλες διαδικασίες, λόγου χάρη η εντατικοποίηση της απόπτωσης, η αλλοίωση της ανοσιακής απάντησης, η φλεγμονή, η αγγειογένεση και η πηκτικότητα. Όσο αυτές οι ιδιότητες των Mps γίνονται καλύτερα κατανοητές, μετρώντας τους ειδικούς υποδοχείς στα Mps ή την δραστηριότητα που βασίζεται στα Mps, και βασιζόμενοι όχι μόνο στο συνολικό αριθμό των Mps, μπορεί να μας επιτραπούν τελικώς νέες ιδέες στην βαθύτερη παθοφυσιολογία των ασθενειών.[10]
5.1 H Γένεση των PMPs

Οι μεμβράνες των αιμοπεταλίων, όπως προαναφέρθηκε, χαρακτηρίζονται από την παρουσία ανιοντικών φωσφολιπιδίων, όπως η φωσφατιδυλοσερίνη και φωσφατιδυλαιθανολαμίνη, κατανεμημένες στο εσωτερικό περίβλημα της πλασματικής μεμβράνης. Τα ουδέτερα φωσφολιπίδια όπως η φωσφατιδυλοχολίνη και η σφιγγομυελίνη εμπλουτίζουν, από την άλλη μεριά, την εξωτερική επιφάνεια. Η ασυμμετρία της πλασματικής μεμβράνης διατηρείται από φωσφολιπιδικούς μεταφορείς (τις αμινοφωσφολιπιδικές μεταθετάσες). Αλλαγές στην δραστηριότητα των φωσφολιπιδικών μεταφορών που συμβάλλουν στην ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων με αποτέλεσμα την απώλεια της φωσφολιπιδικής ασυμμετρίας, καταλήγουν στην φυσαλιδοποίηση και την γένεση των PMPs.

· 5.1.1 Σχηματισμός των PMPs προκαλούμενος από την αιμοπεταλιακή διέγερση από αγωνιστές 
Η απελευθέρωση των PMPs λαμβάνει χώρα μετά από φυσιολογική ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων από αγωνιστές όπως η θρομβίνη ή το κολλαγόνο. Ο ρυθμός παραγωγής τους δεν εξαρτάται μόνο από τον τύπο ή τη συγκέντρωση του αγωνιστή και, επομένως, δεν είναι ένα απλό φαινόμενο του ''όλα ή τίποτα''. Με την ενεργοποίηση του αγωνιστή, η έκφραση της φωσφατιδυλοσερίνης ακολουθείται από την αποβολή των μεμβρανικών θραυσμάτων PMPs οπλισμένα με προπηκτικές ιδιότητες, ειδικότερα στην υπόθεση ότι θα εκθέσει ιστικό παράγοντα, τον κύριο μεσολαβητή στις αντιδράσεις της πήξης του αίματος, μια υπόθεση που αμφισβητείται ακόμα. Καθώς η Ρ2Υ1 και η P2Y12 υποδοχείς είναι σημαντικοί ρυθμιστές της πήξη του αίματος, συμβάλλοντας σε διαφορετικές λειτουργίες των αιμοπεταλίων, μελετήθηκε η σχετική συμβολή αυτών υποδοχέων για το σχηματισμό των μικροσωματιδίων. Ανταγωνιστής του υποδοχέα P2Y12, αλλά όχι ανταγωνιστής και του υποδοχέα Ρ2Υ1, προκάλεσε μία σημαντική μείωση στον αριθμό των μικροκυστιδίων που σχηματίστηκαν από την κονβουλξίνη, μία τοξίνη στο δηλητήριο ενός φιδιού, και την θρομβίνη.
· 5.1.2 Σχηματισμός των PMPs προκαλούμενος από την ενεργοποίηση του συμπληρώματος
Πρόσφατες έρευνες έχουν δείξει ότι το συμπλήρωμα και τα συστήματα πήξης είναι στενά συνυφασμένα, επηρεάζoντας τη δραστικότητα ο ένας του άλλου, σε βαθμό που η ίδια η θρομβίνη μπορεί να ενεργοποιήσει την εναλλακτική οδό της συμπληρώματος. Οι Sims και Wiedmer έχουν εκτενώς διερευνήσει την παραγωγή PMPs, που προκαλείται από την έκθεση των αιμοπεταλίων σε καθαρά συστατικά του συμπληρώματος. Υπέθεσαν ότι η ανάκτηση του δυναμικού της μεμβράνης μπορεί να ακολουθείται από αποβολή PMPs που φέρουν το πόρο C5b-9 , τον λεγόμενο αλλιώς Μembrane Attack Complex ( MAC), βασισμένοι στο ότι τα PMPs από τα αιμοπετάλια που εκτέθηκαν σε MAC, φέρουν κατά κύριο λόγο τα διαθέσιμα MACS. Αυτή η διαδικασία ήταν εξαρτώμενη από τα εξωτερικώς κυκλοφορούντα ιόντα Ca2+, τα οποία κινήθηκαν μέσω των πόρων MAC. Ασβέστιο και καλπαΐνη, καθώς και ιονοφόρα ασβεστίου, διαδραματίζουν καίριο ρόλο στους MAC και την προκαλούμενη κυστιδιοποίηση (γένεση των PMPs). Τα επίπεδα του κυτταροπλασματικού Ca2+ αυξάνονται από τους MAC ανεξάρτητα από την παρουσία της πρωτεΐνης κινάσης ή φωσφατάσης, ενώ ο σχηματισμός των PMPs ελαττώνεται από τους αναστολείς της κινάσης ή της καλμοντουλίνης. Η παρατήρηση ότι η αύξηση των επιπέδων των κυκλοφορούντων PMPs σε συνθήκες όπου μεσολαβεί το συμπλήρωμα στην ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων, όπως και στην παροξυσμική νυκτερινή αιμοσφαιρινουρία (ΠΝΑ), τεκμηριώνει την υπόθεση της γένεσης των PMP σε απόκριση και διαμεσολάβηση του συμπλήρωματος στους MACs. Είναι ενδιαφέρον ότι η αναστολή του συμπληρώματος από την εκουλιζουμάμπη, ενός ισχυρού μονοκλωνικού αντίσωματος έναντι της ΠΝΑ, έχει σημαντικό αντίκτυπο στην πρόληψη της θρόμβωσης στην διαχείριση αυτής της ασθένειας, που πιθανώς σχετίζεται με την καταστολή των PMPs.

· 5.1.3 Γένεση των PMPs ύστερα από έντονη και απότομη ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων 

 Όταν το αίμα υποβάλλεται σε ροή μέσω στενών τραχέων αυλών, η αυξημένη υδροδυναμική τάση ενεργοποιεί την προσκολλητική ικανότητα του παράγοντα vWF, οδηγώντας στην αντιφατικό φαινόμενο της αυξημένης ταχύτητας προσρόφησης υπό έντονες συνθήκες διάτμησης. Η δέσμευση του νWF με το GPIb οδηγεί σε μία εισροή εξωκυτταρικού ασβεστίου και προκαλεί την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων και την παραγωγή των PMPs. Ενεργοποίηση της πρωτεΐνης κινάση C (PKC) προάγει τον σχηματισμό PMPs εξαρτώμενο από την διάτμηση. Στη μικροκυκλοφορία όταν εφαρμόζονται δυνάμεις υψηλής διάτμησης, η θρομβίνη που παράγεται στην περιοχή της αιμόστασης είναι υψίστης σημασίας για την παραγωγή των PMP. Επιπλέον, έχει σημειωθεί συσχέτιση μεταξύ της απελευθέρωσης του παράγοντα ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων (PAF) και της γένεσης των PMPs, σε συνδυασμό με την αυξημένη συγκέντρωση του PAF κατά την απελευθέρωση των PMPs στο πλαίσιο των υψηλών διατμητικών δυνάμεων.
· 5.1.4 Παραγωγή των PMPs από αιμοπεταλιακή/μεγακαρυωτική γήρανση και απόπτωση 

  Τα τελευταία χρόνια έχει αναγνωριστεί ότι η απόπτωση επίσης συμβαίνει και στα απύρηνα αιμοπετάλια. Ως αποπτωτικούς δείκτες έχουμε τους εξής: 

· εκπόλωση της μιτοχονδριακής εσωτερικής μεμβράνης, 

· απελευθέρωση του κυτοχρώματος C, 

· έκφραση οικογένειας του Bcl-2, 

· ενεργοποίηση της κασπάσης-3, 

· έκθεση της φωσφατιδυλοσερίνης, 

· αιμοπεταλιακή συρρίκνωση και κυρίως τον κατακερματισμό τους σε μικροκυστίδια.

 Στα εμπύρηνα κύτταρα, όπως και τα μεγακαρυοκύτταρα, διόγκωση της μεμβράνης (ή δημιουργία προεξοχής) και σχηματισμός μικροκυστιδίων παρατηρήθηκε στην απόπτωσή τους, που μπορεί επίσης να συνέβαλαν στην συμμετοχή του πληθυσμού των PMPs. 

· 5.1.5 Παραγωγή των PMPs και αιμοπεταλιακές ανωμαλίες του κυτταροσκελετού
 Μετά από αγγειακή βλάβη, το σχήμα των αιμοπεταλίων τα βοηθάει να προσκολλώνται στην εκτεθειμένη και τραυματισμένη εξωκυτταρική επιφάνεια, που με τη σειρά του αυτό το φαινόμενο πυροδοτεί την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων και την συσσώρευση τους, για να σχηματίσουν ένα αιμοστατικό πώμα που σφραγίζει το τραύμα. 
  Αλλαγές του σχήματός των αιμοπεταλίων παρατηρήθηκε δευτερογενής ότι προκαλείται από αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού τους. Τα κύρια στοιχεία που συμμετέχουν στην ευελιξία του κυτταροσκελετού αυτού εξαρτόνται από τη βιοχημική φύση τους, καθώς και με τις συναφείς πρωτεΐνες που παρέχουν πολλαπλές λειτουργίες μέσα στο κύτταρο. Τα αιμοπετάλια έχουν ένα μεμβρανικό σκελετό με βάση τη σπεκτρίνη που συνδέεται στενά με αIIbβ3, ένα κυτταροσκελετικό δίκτυο με βάση μια ακτίνη και μία περιφερειακή μπάντα μικροσωληνίσκων. Σε καταστάσεις ηρεμίας η ακεραιότητα του αιμοπεταλιακού κυτταροσκελετού τα σταθεροποιεί ενάντια στην κυστιδιοποίηση, όπως και επίσης ενάντια στην γένεση PMPs. Οι Nomura και Komiyama ανέφεραν το 1997 ότι η καλπαϊνη επάγει την παραγωγή PMPs. Η ενεργοποίηση της καλπαϊνης μετά από διέγερση των αιμοπεταλίων είναι γνωστό ότι μεσολαβεί στην πρωτεόλυση του κυτταροσκελετού με επακόλουθη μεμβρανική κυστιδιοποίηση και αποβολή PMPs. [12]
Ενότητα 6η: Διάφορες ασθένειες σχετιζόμενες με τα αιμοπετάλια και τα μικροκυστίδια τους 
 Δεδομένου ότι, τα αιμοπετάλια και τα PMPs παίζουν έναν τέτοιο κρίσιμο ρόλο στην κανονική ανθρώπινη φυσιολογία, είναι προφανές ότι οι διαταραχές στους αριθμούς και τις λειτουργίες τους μπορεί να υποκινήσει καταστροφικά παθολογικά αποτελέσματα. Ανταπόκριση των αιμοπεταλίων σε διάφορες νοσηρές καταστάσεις εξαρτάται από τους επιφανειακούς δραστικούς δείκτες (π.χ., CD36, CD41, CD42a, CD42b, και CD61), και εκκριτικών βιομορίων. Τα αιμοπετάλια είναι γνωστό ότι παρεμποδίζουν την σηματοδότηση και έκφραση αυτών των μορίων σε διαφορετικές παθολογικές καταστάσεις ασθενειών, μερικές από τις οποίες αναφέρονται παρακάτω.

· 6.1 Αιμορραγικές διαταραχές
Η θρομβοπενία είναι μια κατάσταση όπου o αριθμός των αιμοπεταλίων πέφτει ραγδαία στα 100.000 αιμοπετάλια/μL αίματος περίπου, συγκριτικά με το φυσιολογικό εύρος που είναι 150,000-450,000 /μL αίματος περίπου. Σε σοβαρές περιπτώσεις, ο αριθμός των αιμοπεταλίων πέφτει κάτω από 10,000 /μL οδηγεί σε μεγαλύτερο κίνδυνο αιμορραγίας. Η θρομβοκυτοπενία φαίνεται να είναι η άμεση και πιο προφανής συνέπεια του αυξημένου ποσοστού της απόπτωσης των αιμοπεταλίων. Περισσότερο από 200 φάρμακα φαίνεται ότι προκαλούν ανοσολογική θρομβοκυτταροπενία, όπως αντιβιοτικά (ριφαμπικίνη, σουλφαμεθοξαζόλη, βανκομυκίνη, σουλφοναμίδες, λινεζολίδη, κλπ.), αντισπασμωδικά (καρβαμαζεπίνη, φαινυτοΐνη, βαλπροϊκό οξύ), αντιφλεγμονώδη φάρμακα (ακεταμινοφαίνη, δικλοφενάκη, κινίνη), αντινεοπλασματικά(ιντερφερόνη-α), καρδιοπροστατευτικά φάρμακα (επτιφιμπατίδη, κινιδίνη, τιροφιβάνη), αντιϋπερτασικά φάρμακα (μεθυλντόπα), καθώς και αντιδιαβητικά φάρμακα (χλωροπροπαμίδη). Ωστόσο, εκτός από λίγες περιπτώσεις δεν είναι γνωστό αν όλα αυτά τα φάρμακα επάγουν απόπτωση των αιμοπεταλίων. Το σύνδρομο Bernard-Soulier (BSS) είναι μια άλλη αιμορραγική διαταραχή, η οποία χαρακτηρίζεται από ασυνήθιστα μεγάλες ποσότητες αιμοπετάλιων που έχουν αυξημένη επιφανειακή έκθεση του PS σε κατάσταση ηρεμίας, και μειωμένο ποσοστό επιβίωσης στην κυκλοφορία. Τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια των ασθενών με BSS έχει αναφερθεί ότι υφίστανται απόπτωση, με επακόλουθο την έκθεση PS και την ενίσχυση της παραγωγής μικροκυστιδίων (Μps), όπως και επίσης να επηρεάζεται και η παραγωγή θρομβίνης.[13]
· 6.2 Καρδιαγγειακές διαταραχές

· Η νόσος Kawasaki (Kawasaki disease-ΚD) είναι μια σπάνια παιδική ασθένεια, που μπορεί να εμφανιστεί μεταξύ 1ου μέχρι 2ου έτους και πολύ σπάνια μετά την ηλικία των 8 ετών, και επηρεάζει τα αιμοφόρα αγγεία. Χαρακτηρίζεται από φλεγμονώδεις οξεία εμπύρετη αγγειίτιδα, συνδέεται με το οξειδωτικό στρες και την ελαττωματική απόπτωση των αιμοπεταλίων. Η KD επίσης σχετίζεται με βλάβες της στεφανιαίας αρτηρίας και με άλλες καρδιαγγειακές επιπλοκές. Τα PS-εκτεθημένα αιμοπετάλια είναι γνωστό ότι ασκούν μία προπηκτική δραστικότητα που οδηγεί σε αυξημένο κίνδυνο αγγειακών επιπλοκών στην KD.[13][14][15]
· Η υπερλιπιδαιμία, προκαλείται από την μεγάλη εναπόθεση χοληστερόλης (HDL) και τριγλυκεριδίων στα τοιχώματα των αρτηριών προκαλώντας συχνά αθηροσκλήρυνση, και αποτελεί έναν κλασικό παράγοντα καρδιαγγειακού κινδύνου. Στην υπερλιπιδαιμία ορισμένα αιμοπετάλια έχει αναφερθεί ότι βρίσκονταν σε μια ενεργοποιημένη κατάσταση στην κυκλοφορία, και υποβάλλονταν σε πρώιμη απόπτωση. Επιπλέον, τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια και τα κυκλοφορούντα PMPs έχουν ενεργό επιφάνεια με προπηκτικά αμινοφωσφολιπίδια, τα οποία υποστηρίζουν το συγκρότημα των ενζύμων του καταρράκτη της πήξης. Επειδή τα PMPs εκφράζουν προπηκτική PS επί της επιφανείας τους, υπάρχουν πιθανότητες συμμετοχής στην παθογένεση αρτηριακών θρομβώσεων και θρομβοεμβολικών επιπλοκών.[13][16]
· Το οξύ στεφανιαίο σύνδρομο εκκινείται από τη διάβρωση και την ρήξη μιας αθηρωματικής πλάκας, και την επακόλουθη έκθεση συστατικών όπως λιπίδια, μυϊκές ίνες, οδηγούν στην τοπική παραγωγή θρομβίνης και την εναπόθεση του ινώδους. Έτσι διαταράσσει την υποενδοθηλιακή δικτύωση των πρωτεϊνών και επιτρέπει στα μόρια προσκόλλησης των αιμοπεταλίων, όπως στον vWF και το κολλαγόνο να αλληλεπιδρούν με τα κυκλοφορούντα αιμοπετάλια και να επάγουν την προσκόλληση και συσσώρευσή τους, και τελικά σχηματισμό ενδοστεφανιαίου θρόμβου. Κατά την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων, επιφέρεται αλλαγή του σχήματος τους και απελευθέρωση των κοκκίων τους που περιέχουν αγωνιστές, όπως ADP και ΤXΑ2, και την σχηματική αλλαγή του υποδοχέα του ινωδογόνου των αιμοπεταλίων GPIIb / IIIa. Εκτός των ήδη ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων και τα αποδεσμευμένα PMPs παρέχουν μια νέα προθρομβωτική διεπαφή για το ινώδες, με αποτέλεσμα στένωση του αγγείου. Η αυξημένα διατμητική τάση που οφείλεται στην αγγειακή στένωση, παρατείνει τη διαδικασία αυτή με την υποστήριξη και την περαιτέρω ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων και την απελευθέρωση PMP. Τελικά, καταλήγει σε μια σοβαρή μορφή αποφρακτικού θρόμβου.[13][17]
Τα PMPs περιέχουν υποδοχείς (GPIIb / IIIa, Ib, Ia και IIα) για υποενδοθηλιακή σύνδεση με τα αιμοπετάλια, και Ρ-σελεκτίνη για αλληλεπιδράσεις αιμοπεταλίων-λευκοκυττάρων και φλεγμονώδη απόκριση. Αρκετές μελέτες έχουν αποδείξει ότι τα κυκλοφορούντα μικροκυστίδια θα μπορούσε να χρησιμεύσουν ως πιθανοί προγνωστικοί δείκτες για την αθηροσκληρωτική αγγειακή νόσο. Τα PMPs που εκφράζουν Ρ-σελεκτίνη και CD63 στην επιφάνεια τους είναι ένα σημάδι της ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων σε περιφερική αρτηριακή νόσο και έμφραγμα του μυοκαρδίου (Ε.Μ). Μια πρόσφατη μελέτη έδειξε αυξημένα επίπεδα PMPs σε επιζώντες με Ε.Μ. Φάνηκε ότι υπάρχει σημαντική σύνδεση μεγάλων ποσοτήτων PMPs με το σύμπλοκο θρομβίνης-αντιθρομβίνης του πλάσματος και του διαλυτού συνδέτη CD40 σε ασθενείς με έμφραγμα του μυοκαρδίου.[13] 
· 6.3 Μαλάρια

 H εγκεφαλική μαλάρια ή ελονοσία (cerebral malaria-CM) και η σοβαρή αναιμία (severe anaimia-SA) είναι η πιο σοβαρές επιπλοκές που προκαλούνται από τη λοίμωξη του παρασίτου Plasmodium falciparum, κατά την μεταφορά του από το τσίμπημα του ανωφελούς θηλυκού κώνωπα. Η λοίμωξη σχετίζεται με θρομβοπενία, ως αποτέλεσμα της συντομευμένης διάρκειας ζωής των αιμοπεταλίων. Θρομβοπενία βρέθηκε να συνδέεται με ταυτόχρονη αύξηση του αριθμού των MPs στο πλάσμα. Επίσης σε ασθενείς με CM βρέθηκαν άφθονα PMP και τα επίπεδα τους συσχετίστηκαν σημαντικά με βαθύ κώμα, αναδεικνύοντας έτσι τον σπουδαίο ρόλο που μπορούν τα MP να παίξουν ως σημαντικοί βιοδείκτες στην νευρολογική διαταραχή που προκαλεί η σοβαρή ελονοσία (Pankoui Mfonkeu et al, 2010). Έτσι, γνωρίζοντας πλέον ότι τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια και MP παίζουν καθοριστικό ρόλο στην αλλαγή του φραγμού αίματος-εγκεφάλου, που οδηγεί στην εγκεφαλική ελονοσία, μπορεί να γίνει επέμβαση σε αυτό το σημείο παραγωγής των MP, ώστε να προκύψει μια καινούργια θεραπευτική οδός για την σοβαρή ελονοσία.[18]
· 6.4 Αρθρίτιδα

  Η ρευματοειδής αρθρίτιδα (Rheumatoid arthritis-RA) είναι μια χρόνια συστηματική αυτοάνοση φλεγμονώδης ασθένεια που προσβάλλει κυρίως τις αρθρώσεις προκαλώντας φλεγμονή, έχει προσβάλλει το 1% του παγκόσμιου πληθυσμού και χαρακτηρίζεται από την ένταξη ανοσοποιητικών κυττάρων και την διαστολή των αιμοφόρων αγγείων. Έχει αναφερθεί ότι τα αιμοπετάλια συσσωρεύονται στις αρθρώσεις των ασθενών με RA και ότι αυξημένος αριθμός PMPs ανευρίσκεται στο αρθρικό υγρό τους. Ο Boilard και οι συνεργάτες του διερεύνησαν τη συμμετοχή των αιμοπεταλίων στην RA και απέδειξαν την παρουσία του PMPs στο αρθρικό υγρό σε αυτούς τους ασθενείς. Περαιτέρω, έδειξαν την προφλεγμονώδη φύση των PMPs μέσω πρόκλησης απόκρισης κυτοκίνης (IL-1) από αρθρικούς ινοβλάστες. Λεπτομερείς μελέτες έχουν αποκαλύψει ότι ο υποδοχέας κολλαγόνου, την γλυκοπρωτεϊνη VI και η σχετική με αυτόν αλυσίδα Γ του υποδοχέα Fc διαδραματίζουν καίριο ρόλο στην πρόκληση της παραγωγής PMPs και στην παθοφυσιολογία της αρθρίτιδας. Περαιτέρω, κύτταρα που μοιάζουν με ινοβλάστες διασχίζουν την αρθρική κοιλότητα και προκαλούν αποβολή PMPs. Κατά συνέπεια, τα απελευθερούμενα PMPs αλληλεπιδρούν και ενεργοποιούν τους ινοβλάστες που μοιάζουν με κύτταρα αρθρικού θύλακα (FLS), που είναι σημαντικά κύτταρα τελεστές που μεσολαβούν τόσο στην ανοσολογική ενεργοποίηση όσο και στην καταστροφή της άρθρωσης. Τα διεγερμένα FLS επιφέρουν φλεγμονώδεις αποκρίσεις κυττοκίνης μέσω της IL-1. Με αυτόν τον τρόπο, η IL-1 συσσωρεύεται εντός των PMPs και φαίνεται να παίζει ένα κύριο ρόλο στην ενίσχυση της φλεγμονής. Το αυξημένο επίπεδο των PMPs σε ασθενείς με ρευματοειδή αρθρίτιδα, παραπέμπει σε πιθανό ρόλο τους στην εξέλιξη της CVDs. Ασθενείς με RA είναι πιο επιρρεπείς στην καρδιαγγειακή θνησιμότητα, υποδεικνύοντας τη σύνδεσή της με το βαθμό της φλεγμονής. Αυτές οι αναφορές προωθούν τη φήμη ότι τα PMPs μπορεί να είναι οι δράστες που εμπλέκονται στην φλεγμονή και στις θρομβοεμβολικές καταστάσεις σε ασθενείς με ρευματοειδή αρθρίτιδα.[19]
· 6.5 Διαβήτης

  Aσθενείς με σακχαρώδη διαβήτη (Diabetes mellitus-DM) αναφέρθηκαν με αυξημένη αιμοπεταλιακή αντιδραστικότητα και ενεργοποίηση που οφείλονταν σε μια πληθώρα παραγόντων, όπως υπερέκκριση ινσουλίνης, υπεργλυκαιμία, υπερλιπιδαιμία, οξειδωτικό στρες, ενδοθηλιακή δυσλειτουργία και φλεγμονώδης κατάσταση. Η υπεργλυκαιμία, το βασικό χαρακτηριστικό γνώρισμα της DM, μπορεί να προκαλέσει αυξημένη αιμοπεταλιακή αντιδραστικότητα και ενεργοποίηση, που αποδεικνύεται από δείκτες όπως ο διαλυτής Ρ-σελεκτίνη και ο CD40-προσδέτης, ο οποίος με τη σειρά του μπορεί να οφείλεται στην ενεργοποίηση της πρωτεϊνικής κινάσης C (PKC), ενός ρυθμιστικού μεταγωγέα που καθορίζει το μονοπάτι των προσυναθροιστικών αιμοπεταλιακών αγωνιστών. Τα αιμοπετάλια των ασθενών με DM εμφανίζουν επίσης βραχυπρόθεσμη ενεργοποίηση του ασβεστιοευαίσθητου ισοενζύμου PKCβ. Επιπλέον, τα τελικά προϊόντα προχωρημένης γλυκοζυλίωσης (AGEs), που παράγονται σε περίσσεια σε ασθενείς με DM, μπορεί να προκαλέσει εξωτερίκευση της PS στα αιμοπετάλια οδηγώντας στην επιφάνεια τον παράγοντα ενεργοποίηση της πήξης , αυξάνοντας έτσι την θρομβογόνο κατάσταση. Οι επιφανειακές πρωτεΐνες της μεμβράνης, επίσης, υφίστανται αυξημένη γλυκοζυλίωση, η οποία προκαλεί ελάττωση της ρευστότητας της μεμβράνης των αιμοπεταλίων και αύξηση της ευαισθησίας των αγωνιστών. Ο Cohen και οι συνεργάτες του ανέφεραν ότι υπάρχει μια αύξηση της δραστηριότητας της θρομβίνης στον σακχαρώδη διαβήτη τύπου 2 στο αίμα, μαζί με έναν σημαντικά αυξημένο ποσοστό PMPs . Επιπλέον, η αυξημένη δραστηριότητα των Κασπασών-3, -6 και -8 έχει επίσης αναφερθεί. Έτσι, εικάζεται ότι η αυξημένη δραστηριότητα της θρομβίνης, ο σχηματισμός των PMPs και η δραστηριότητα της Κασπάσης από κοινού μπορεί να συμβάλουν στην υπερπηκτικότητα στο αίμα των διαβητικών. Η μελέτη επισημαίνει τη σχέση μεταξύ διαβητικών αιμοπεταλίων και πρωτεΐνων πήξης που οδηγούν σε προθρομβωτική κατάσταση και επικυρώνουν τον αυξημένο κίνδυνο θρομβοεμβολικών επεισοδίων στον διαβητικό πληθυσμό. Τα PMPs αναφέρθηκαν επίσης να προωθούν την έκφραση των μορίων προσκόλλησης στα μονοκύτταρα και ενδοθηλιακά κύτταρα και ως εκ τούτου, φαίνεται ότι μπορούσαν να συμμετάσχουν ακόμη και στην ανάπτυξη της αθηροσκλήρωσης στους διαβητικούς. Επιπλέον, μια πρόσφατη μελέτη αποκάλυψε το μοριακό μονοπάτι για την αιμοπεταλιακή μιτοχονδριακή βλάβη στους DM, όπου δείχθηκε ότι η υπεργλυκαιμία οδηγεί στην ενεργοποίηση των αναγωγάσης αλδόζης, και προκύπτουν ελεύθερες ρίζες (ROS) , με επακόλουθη αύξηση της φωσφoρυλίωσης του p53 . Αυτά τα γεγονότα αναφέρθηκαν να προκαλούν απώλεια της λειτουργίας και βλάβη των μιτοχονδρίων, σημαντική διάλυση της μιτοχονδριακής μεμβράνης, απελευθέρωση του κυτοχρώματος c, ενεργοποίηση της Κασπάσης-3 και έκθεση του PS, με αποτέλεσμα την αιμοπεταλιακή απόπτωση.[13][20][21]
 Στους ασθενείς με DM έχουν ανευρεθεί υψηλά επίπεδα οξειδωτικού στρες, όπως και φλεγμονής. Το οξειδωτικό στρες ενοχοποιείται για την αιτιολογία και την καρδιοαγγειακή διαταραχή στον διαβήτη τύπου 2. Η αυξημένη γένεση των αντιδραστικών ειδών οξυγόνου (reactive oxygen species ή ROS) είναι ένα χαρακτηριστικό των αιμοπεταλίων στο τύπου 2 διαβήτη, και συμβάλει στην υπερ-συσσώρευση των αιμοπεταλίων που σχετίζονται με την ασθένεια. Το οξειδωτικό στρες είναι επίσης έμμεσα μπλεγμένο με ενδοθηλιακή δυσλειτουργία που σχετίζεται με αθηροσκλήρωση και θρομβωτικές επιπλοκές.
 Το κλειδί για την αντιμετώπιση των φαινομένων ROS βρίσκεται στην Γλουταθιώνη (GSH), σε ένα ενδογενές αντιοξειδωτικό το οποίο βρίσκεται σε αφθονία, αλλά είναι μειωμένο στα αιμοπετάλια των ασθενών με τύπου 2 διαβήτη, συμβάλλοντας έτσι στην υπερ-συσσώρευσή τους. Η ενδομυϊκή διαχείριση της GSH αυξάνει τα επίπεδα του προστατευτικού νιτρικού οξειδίου (ΝΟ) στα αιμοπετάλια από τους ασθενείς με με τύπου 2 διαβήτη, με μία ταυτόχρονη μείωση των επιπέδων ενός ινοδωλυτικού αναστολέα στο πλάσμα, του PAI-1 ή αναστολέα ενεργοποιητή του πλασμινογόνου-1. Ωστόσο, η GSH έχει θεωρηθεί ως ανεπαρκής επιλογή για per os θεραπεία, λόγω της πεπτιδικής πέψης στο στομάχι και την κακή μεμβρανική διείσδυση. Η Ν-ακετυλοκυστεϊνη (ΝΑC) είναι μια καλά αναγνωρισμένη ενδοφλέβια θεραπεία που χρησιμοποιείται για αντιμετώπιση της γρήγορης εξάντλησης της GSH σε υπερδοσολογία με παρακεταμόλη.

 Ο A. T. Treweeke και η συνεργάτες του εξέτασαν την υπόθεση ότι η από του στόματος χορήγηση της NAC προκαλεί ταχεία αναστολή της σύζευξης αιμοπεταλίων-μονοκυττάρων και μικροκυστιδίων (σε 2ώρες), και οι δύο είναι αναγνωρισμένοι δείκτες καρδιαγγειακού κινδύνου, στο αίμα σε ασθενείς με τύπου 2 διαβήτη, και η επίδραση διατηρείται μετά από ημερήσια δόση για 7 ημέρες σε εξωτερικούς ασθενείς. [22] 
· 6.6 Υπερθερμία και ο δάγκειος πυρετός

  H υπερθερμία που σχετίζεται με ασθένειες, όπως ο δάγκειος πυρετός και θερμοπληξία συχνά συνδέονται με αιμορραγία και μειωμένο αριθμό αιμοπεταλίων. Ως εκ τούτου, ο Wang και οι συνεργάτες του διερεύνησαν την επίδραση της υπερθερμίας στη φυσιολογία των αιμοπεταλίων και διαπίστωσε ότι υπερθερμία πυροδοτεί αποπτωτικά γεγονότα στα αιμοπετάλια, όπως την εξαρτώμενη διάσπαση της γελσολίνης από την κασπάση-3, έκθεση της PS, όπως και την αποβολή γλυκοπρωτεΐνης Ibα από τα αιμοπεταλία. Περαιτέρω, αναφέρθηκε ότι η μιτοχονδριακή ROS διαδραματίζει ζωτικό ρόλο στην υπερθερμία που προκαλείται από απόπτωση των αιμοπεταλίων. Σε μια πιο πρόσφατη μελέτη αναφέρθηκε ότι κατά τη διάρκεια της μόλυνσης στον δάγκειο πυρετό ενεργοποιήθηκαν και αποπτωτικά συσσωματώματα αιμοπεταλίων-μονοκυττάρων και προκάλεσαν ειδικές αποκρίσεις κυτοκίνης, συμπεριλαμβανομένης της παραγωγής και της έκκρισης της IL-1b, IL-8, IL-10, και MCP-1, η οποία μπορεί να διαδραματίσει ρόλο στην παθογένεση της νόσου. [13]
  Τα μικροκυστίδια, οι συσκευές της διακυτταρικής επικοινωνίας, περιλαμβάνουν συχνά mRNA, miRNA και πρωτεάσες. Αυτά τα κυστίδια μπορούν να διασχίσουν την πλασματική μεμβράνη, ή σχηματίσουν πολυκυστιδιακά σωμάτια, τα οποία μετά συντήκονται με την κυτταρική επιφάνεια απελευθερώνοντας το μικροκυστιδιακό περιεχόμενό τους. Παρόλα αυτά, υπάρχουν λίγες έρευνες που παρατήρησαν την μετάδοση ενός ιού μέσω των MP. Ένα αξιοσημείωτο παράδειγμα είναι αυτoύ του ιού της Ηπατίτιδας C, που που έχει στενή συγγένεια με τον ιό του Δάγκειου πυρετού (dengue virus ή DV). O DV απαιτεί μόνο την την παρουσία του του γενετικού του υλικού για να μεσολαβήσει μόλυνση. 

  Η σχέση του ιού αυτού με τα ανθρώπινα αιμοπετάλια έγκειται στο γεγονός ότι η πλειονότητα των MP είναι αιμοπεταλιακής προέλευσης. Ο ιός μπορεί να βρεθεί στα αιμοπετάλια του ανθρώπου και του πιθήκου όπως απέδειξαν ο Noisakran S. et al., τα οποία αποτελούν μεγακαρυοκυτταρικά απορρίμματα. Έτσι υπάρχει ο ισχυρισμός που προτείνει ότι μπορεί να υπάρχουν PMP που να περιλαμβάνουν τον DV σε in vivo ευρήματα. Κατά συνέπεια, ο DV μπορεί εύκολα να καλλιεργηθεί από ανθρώπινο πλάσμα ή ορό, χωρίς να εμπεριέχει ιικά σωμάτια και αιμοπετάλια, αλλά μόνο PMP. Επίσης, όλα αυτά μπορούν να βρεθούν με άμεση δειγματοληψία από το πλάσμα των ασθενών με DV χωρίς την παρεμβολή καλλιέργειας, αλλά με τη διαφορά ότι τα κυτταρικά αυτά κυστίδια είναι μικρότερα και η ποσοτικοποίηση και παρατήρησή τους στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο είναι πιο δυσχερής. Τέλος, επικρατεί η υπόθεση ότι τα ιικά σωμάτια του DV μπορεί να μοιάζουν σχεδόν με τα κυτταρικά σωματίδια του ξενιστή. [23]
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· 6.7 Ψωρίαση

 Η ψωρίαση (psoriasis) είναι μία χρόνια φλεγμονώδης αντίδραση του δέρματος, η οποία έχει σχετίζεται με σοβαρά καρδιομεταβολικά νοσήματα συμπεριλαμβανομένων της παχυσαρκίας, της δυσλιπιδαιμίας, του διαβήτη, την αγγειίτιδα, και σημαντικά ανεπιθύμητα καρδιαγγειακά επεισόδια.
 Υπάρχει μία υπόθεση για την φλεγμονώδη πλευρά της αθηρογένεσης που υποστηρίζει ότι η χρόνια φλεγμονή επιτυγχάνει την αθηροσλήρωση μέσω επαναλαμβανόμενης αγγειακής βλάβης, με τα MP να εμπλέκονται σε αυτή τη διαδικασία. Συνεπώς, έχοντας ως δεδομένο χρόνιες φλεγμονώδεις ασθένειες όπως ο συστηματικός ερυθηματώδης λύκος (systemic lupus erythematous) και η ρευματοειδής αρθρίτιδα που σχετίζονται με αυξημένη παραγωγή MP, είναι πιθανό ότι τα MP είναι ανεβασμένα στους ασθενείς με ψωρίαση, αναλογίζοντας ότι η ψωρίαση συνδέεται με αυξημένη ανοσιακή δραστηριότητα και αγγειογένεση. 

 Το αιμοπεταλιακό σύμπλεγμα CD41/CD6, γνωστό και ως αιμοπεταλιακή γλυκοπρωτεϊνη (GP)IIb/IIIa, ή ιντεγκρίνη aIIbbβ3, μεσολαβεί στην συσσώρευση των αιμοπεταλίων χρησιμεύοντας ως υποδοχέας για το ινοδογόνο και τον vWF. Στην περίπτωση ενός οξέος στεφανιαίου αρτηριακού ισχαιμικού επεισοδίου, τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια παράγουν CD41 θετικά PMP που προσδένουν στο ενδοθήλιο λευκοκύτταρα, και περαιτέρω διευκολύνουν την διάδοση της θρόμβωσης (Junko Takeshita et al.). Τα PMP μπορούν επίσης να προκαλέσουν βλάβη στα ενδοθηλιακά κύτταρα μέσω επαγωγής της φλεγμονής και της ελάττωσης της εξαρτώμενης από το ενδοθήλιο αγγειοδιαστολής. Επίσης, βρέθηκαν σε ασθενείς με ψωρίαση ανεβασμένα επίπεδα CD41(+) MP, ενισχύοντας την άποψη ότι σε κατάσταση ψωρίασης ενισχύεται ο κίνδυνος καρδιομεταβολικών συμβάντων μέσω των καταστροφικών επιδράσεων των MP στην ενδοθηλιακή λειτουργία και την ενίσχυση που προκαλούν στην αιμοπεταλιακή θρόμβωση. [24] 
· 6.8 Συστηματικός ερυθηματώδης λύκος

  Ο συστηματικός ερυθηματώδης λύκος (systemic lupus erythematosus ή SLE) είναι μια συστηματική αυτοάνοση ασθένεια, που χαρακτηρίζεται από ετερογένεια στην εμφάνιση των κλινικών συμπτωμάτων και μια πολυπλοκότητα στην παθογένεση του. Ανοσολογικά, ο SLE χαρακτηρίζεται από αντιγόνα παραγόμενα από την ενεργοποίηση των Β κυττάρων, με τα τελευταία να είναι στενά εξαρτώμενα από τα T κύτταρα, και ανάπτυξη αυτοαντισωμάτων έναντι κυρίως πυρηνικών συστατικών όπως DNA διπλής έλικας (ds DNA), ριβονουκλεοπρωτεϊνών, και άλλων συμπλεγμάτων πυρηνικών οξέων- πρωτεϊνών.
  Κατά την απόπτωση, τα αυτοαντιγόνα του SLE, όπως τα νουκλεοσώματα, μετατοπίζονται στην επιφάνεια των αποπτωτικών σωματιδίων και ελευθερώνονται με τα κυστίδια. Έτσι, τα μικροκυστίδια μπορούν να παρέχουν όχι μόνο μια μέτρηση για την ιστική αλλαγή και την ιστοπαθολογία, αλλά επίσης να αποτελέσουν μία μέτρηση της κάθαρσης και του βαθμού της συστηματικής αυτοαντιγονικής έκθεσης στους ασθενείς με SLE.[25][26]
  Σε διάφορες έρευνες πάνω σε ασθενείς με SLE και με ή χωρίς αντιφωσφολιπιδικό σύνδρομο (APS) χαρακτηρίστηκαν οι πληθυσμοί των MP με την χρήση της κυτταρομετρίας ροής, ανάλογα με το σχήμα τους και την σύνδεση τους με αντίσωμα ή με την αννεξίνη V (annexin V ή AnxV). Η αννεξίνη V χρησιμεύει ως ένας μάρτυρας που συνδέεται με την εκτιθέμενη PS και χρησιμοποιείται για να ταυτοποιήσει ολόκληρους πληθυσμούς MP, αλλά δεν συνδέονται όλα τα MP με αννεξίνη V (AnxV-). Έτσι στην σχέση του SLE με το APS, βρέθηκαν αυξημένα επίπεδα PMP σε αυτούς τους ασθενείς. Παρόλα αυτά, στην έρευνα (Christoffer T. Nielsen et al.), βρέθηκαν μειωμένα επίπεδα AnxV+MP, χωρίς συσχέτιση με τους αριθμούς των PMP στην κλινική εμφάνιση ή στην δραστηριότητα της νόσου. Έτσι, απαιτείται περαιτέρω χαρακτηρισμός της σύνθεσης και προέλευσης των MP πληθυσμών που κυκλοφορούν σε ασθενείς με SLE, ώστε να να διασαφηνιστεί ο ρόλος τους στην παθογένεση της ασθένειας. [25][27]
· 6.9  Νόσος Alzheimer

 Η νόσος του Alzheimer (Alzheimer’s disease-AD) είναι μια νευροεκφυλιστική κατάσταση σχετιζόμενη με την ηλικία που χαρακτηρίζεται από την εγκεφαλική αμυλοειδή αγγειοπάθεια (cerebral amyloid angiopathy-CAA), η οποία περιλαμβάνει την εναπόθεση νευροτοξικής αμυλοειδής-β (Αβ) πλάκας στο εγκεφαλικό παρέγχυμα και τα εγκεφαλικά αιμοφόρα αγγεία. 
 Πιθανή αιτία ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων σε ασθενείς με AD μπορεί να είναι η καταστροφή των εγκεφαλικών ενδοθηλιακών κυττάρων, ή η αιμοπεταλιακή ενεργοποίηση που προωθείται λόγω μεμβρανικών ανωμαλιών στα ίδια τα αιμοπετάλια των ασθενών με AD. Πρόσφατα στοιχεία έδειξαν ότι τα αιμοπετάλια είναι οι κύριες πηγές της πρόδρομης αμυλοειδής πρωτεϊνης και του β-αμυλοειδούς πεπτιδίου στο ανθρώπινο αίμα.Τα αιμοπετάλια περιέχουν τον ενζυματικό μηχανισμό για την παραγωγή αμυλοειδών β-πεπτιδίων. Ως εκ τούτου, τα αιμοπετάλια δεν είναι μόνο μοντέλο αναγνώρισης σε ex vivo δοκιμασίες για τη διερεύνηση της παθοφυσιολογίας της AD, αλλά θεωρούνται επίσης ότι χρησιμεύουν ως βιοδείκτες για την αρχική διάγνωση της AD. Μια πρόσφατη μελέτη από τον Gowert και τους συνεργάτες του απέδειξε ότι τα αιμοπετάλια που εκφράζουν το αμυλοειδές πεπτίδιο, παρουσιάζουν αποπτωτικά γεγονότα, συμπεριλαμβανομένης της παραγωγής ROS, κυτοσολικής Ca2+ δραστικότητας, μιτοχονδριακή μεμβρανική εκπόλωση, ενεργοποίηση κασπάσης-3, κυτταρική συρρίκνωση και εξωτερίκευση PS. Έδειξε επίσης το σημαντικό ρόλο που διαδραματίζουν τα αιμοπετάλια στην ανάπτυξη της CΑA, μέσω της απελευθέρωσης και της διαμόρφωσης της Αβ σε διαλυτές ινώδεις δομές, που γινόντουσαν απορροφήσιμες από αποπτωτικά αιμοπετάλια. Αυτά τα στοιχεία ενισχύουν προσκόλληση και την συσσώρευση των αιμοπεταλίων, σε μία ή περισσότερες εναποθέσεις αμυλοειδούς των εγκεφαλικών αγγείων, οδηγώντας στον σχηματισμό θρόμβου και απόφραξης του αγγείου, η οποία είναι καθοριστική για τα εγκεφαλικά επεισόδια στους ασθενείς με AD. Ωστόσο, η μελέτη δεν μαρτυρά τον ρόλο των απελευθερωμένων PMPs από τα Αβ επηρεασμένα αποπτωτικά αιμοπετάλια στην παθοφυσιολογία της AD. [13][28] 
· 6.10 Αγγειογένεση

 O ρόλος των PMPs στην ανάπτυξη των αιμοφόρων αγγείων αποδείχθηκε για πρώτη φορά από την Kim και τους συνεργάτες της. Ανέφεραν ότι τα PMPs προάγουν τον πολλαπλασιασμό, την αντοχή, τη μετανάστευση, και το σχηματισμό του σωλήνα των ανθρώπινων ενδοθηλιακών κυττάρων της ομφάλιας φλέβας μέσω της συνδυασμένης δράσης του αγγειακού ενδοθηλιακού αυξητικού παράγοντα (VEGF), του αυξητικού παράγοντα ινοβλαστών-2 (FGF-2), και ενός λιπιδιακού παράγοντα, πιθανότατα της 1-φωσφορικής σφιγγοσίνης. Αυτό το λιπιδιακό συστατικό φαίνεται να μεσολαβεί στην επαγωγή των PMPs για τον σχηματισμό σωληναρίων.
 Στις in vitro και in vivo δοκιμασίες φάνηκε ότι τα PMPs προκαλούν ανάπλαση, σε βαθμό συγκρίσιμο με εκείνο των ολόκληρων αιμοπεταλίων (Brill et al., 2005). Παρόλα αυτά, η εφαρμογή των PMPs μπορεί να έχει θεραπευτική σπουδαιότητα. Ενδομυοκαρδιακή ένεση που περιέχει PMPs, αυξάνει σημαντικά την ποσότητα των νέων τριχοειδών που αναπτύσσονται στον καρδιακό μυ, ώστε να καταπολεμηθεί η ισχαιμία. Έτσι, τα PMPs μπορούν να στηρίξουν περαιτέρω την αγγειογενετική, που επάγει τη δράση των αιμοπεταλίων, λειτουργώντας σχετικά ανεξάρτητα από τα αιμοπετάλια. Εναλλακτικά, τα PMPs μπορεί να είναι ένα εργαλείο ή ένας διαμεσολαβητής, μέσω των οποίων τα αιμοπετάλια ασκούν την προαγγειογενετική δράση τους.
 Η επίδραση των PMPs στην αγγειογόνο δραστηριότητα των ενδοθηλιακών προγονικών κυττάρων (ΕΠΚ), αποδείχθηκε πρόσφατα από τον Prokopi και τους συνεργάτες του (2009). Έτσι, σχηματισμός ενδοθηλιακού σωλήνα προκλήθηκε ύστερα από διέγερση καλλιεργειών ΕΠΚ, υπό ρυθμισμένες συνθήκες, και αυτή η επίδραση παρατηρήθηκε ότι εξασθένησε, όταν απομακρύνθηκαν τα Mps από το ρυθμισμένο αυτό σύστημα, είτε με φιλτράρισμα και υπερφυγοκέντρηση, είτε με την αναστολή του σχηματισμού του αιμοπεταλαικού συμπλέγματος IIbIIIa- ιντεγκρίνης. [29] 
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· 6.11 Φλεβική θρομβοεμβολική νόσος 

  Η δημιουργία θρόμβου αίματος σε μια εσωτερική φλέβα (κυρίως στο πόδι) ονομάζεται '' εν τω βάθη φλεβική θρόμβωση''. Όταν ο θρόμβος αποσπασθεί από τις φλέβες και με την κυκλοφορία του αίματος φτάσει στους πνεύμονες, και εγκατασταθεί σε κάποιο σημείο της πνευμονικής αρτηρίας (με αποτέλεσμα να διακοπεί η ροή του αίματος από εκείνο το σημείο και μετά) ονομάζεται πνευμονική εμβολή. Μαζί, η Εν τω βάθει φλεβική θρόμβωση και η Πνευμονική εμβολή, συνιστούν την Φλεβική Θρομβοεμβολική Νόσο (Venous Thromboembolic Event- VTE). [30]
  Ακόμα τα αποτελέσματα αντιμάχονται σχετικά με την κλινική συνάφεια των Mps στην θρομβοεμβολική νόσο. Ενώ μετρήθηκαν υψηλά ανεβασμένα επίπεδα μικροκυστιδίων, σε σύντομο χρονικό διάστημα, μετά από περιστατικά οξέων VTE σε καρκινοπαθείς και μη, τα επίπεδα των MP δεν αυξήθηκαν ύστερα από 3 μήνες μετά από το τελευταίο επεισόδιο VTE σε ένα πληθυσμό υψηλού κινδύνου χωρίς καρκίνο και με ιστορικό για VTE. Επιπλέον, οι καρκινοπαθείς έχουν έχουν ένα ποσοστό κινδύνου 4 -7φορές μεγαλύτερο για VTE, ενώ η VTE είναι η δεύτερη αιτία θανάτου στον πληθυσμό αυτόν, μετά από τον ίδιο τον καρκίνο.[31]
  Επίσης, σε μία έρευνα από τον Tesselaar και τους συνεργάτες, παρόλο που η μέτρηση της δραστηριότητας των MP που παράγουν TF (MP-TF), σε καρκινοπαθείς, βρέθηκε σημαντικά πιο ανεβασμένη από αυτούς χωρίς VTE, δεν εμφάνισαν αύξηση στον αριθμό των MP. Χρησιμοποιώντας κυτταρομετρία σκεδαζόμενου φωτός, ο van Doormal και συνεργάτες, απέτυχαν να ανιχνεύσουν σημαντικές διαφορές στα επίπεδα των ΤF αντιγόνων ή στα επίπεδα των MP-TF σε καρκινοπαθείς συγκρίνοντάς τα με controls. Παρόλα αυτά, σε μια ξεχωριστή μελέτη, ανιχνεύσιμα υψηλά επίπεδα TF(+)MP στο πλάσμα καρκινοπαθών που ανέπτυξαν VTE, αποδείχθηκε ότι τα επίπεδα αυτά δεν συνδέονται με VTE σε πολυμεταβλητή ανάλυση. Επιπλέον, μια πρόσφατη μελέτη απέτυχε να δείξει στατιστικά σημαντική συσχέτιση της MP-TF δραστηριότητας με VTE σε ασθενείς με καρκίνο του παγκρέατος, του εγκεφάλου, του γαστρεντερικού σωλήνα και του παχέος εντέρου, ενώ σε μια μεγάλη ομάδα καρκινοπαθών (728) με διάφορες καρκινικές οντότητες, παρόλο που που το συνολικό επίπεδο των MP αυξήθηκε σε αυτούς τους ασθενείς, τα αυξημένα επίπεδα των προπηκτικών μικροκυστιδίων δεν βρέθηκαν να έχουν προγνωστική αξία για την VTE.[32]
  Πρόσφατα, ο Zwicker και οι συνεργάτες χρησιμοποίησαν μια εξελιγμένη, πιο ευαίσθητη μέθοδο, την κυτταρομετρία ροής υπό πίεση, κατάφερε επιτυχώς να ανιχνεύσει αυξημένα επίπεδα MP-TF σε ασθενείς με καρκίνο, όπως και επίσης έδειξε ότι αυτοί σχετίζονται με VTE. H μελέτη αυτή έγινε σε εξωτερικούς ασθενείς με καρκίνο, και φάνηκε ότι αυτοί έχουν 4 φορές περισσότερο κίνδυνο να εμφανίσουν VTE. Επιπλέον, η μελέτη ήθελε να τονίσει τον ρόλο της Ηπαρίνης χαμηλού μοριακού βάρους (Low molecular weight heparin ή LMWH) ή με την εμπορική ονομασία Ενοξαπαρίνη (Enoxaparin), η οποία αποτελεί φάρμακο εκλογής για την αντιμετώπιση της VTE στον καρκίνο, σε εξωτερικούς ασθενείς οι οποίοι είναι ασυμπτωματικοί και με καρκίνο προχωρημένου σταδίου. Επίσης, αξιολογήθηκαν οι τιμές της VTE σε ασθενείς με χαμηλά επίπεδα κυκλοφορούντων MP-TF που δεν λάμβαναν θρομβοπροφύλαξη.[33][34]
· 6.12 Ουραιμία

  Οι ασθενείς με ουραιμία εκδηλώνουν δύο αντίθετα φαινόμενα κατά την αιμοστατική φάση, την αιμορραγία και την θρομβοφιλική τάση. Οι αιμοπεταλιακές λειτουργίες για φυσιολογική αιμόσταση ελαττώνονται, πιθανόν λόγω της αιμορραγικής τάσης που επικρατεί στους ασθενείς με ουραιμία. Σε αντίθεση, η αιμοπεταλική υπερ-συσσωρευτικότητα και υπερ-πηκτικότητα  που είναι συχνά παρατηρήσιμα σε ασθενείς με ουραιμία, σχετίζεται με την υψηλή επίπτωση θρομβωτικών νοσημάτων σε αυτούς τους ασθενείς. Επιπρόσθετα, παρατηρήθηκε ότι τα PMP που απελευθερώνονται από τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια και έχουν προθρομβωτικές ιδιότητες, είναι σχετικά με την θρομβογένεση. 

  Σε μία έρευνα που πραγματοποιήθηκε από την Akiko Iwata et al σε ασθενείς  υπό αιμοδιάλυση ή συνεχή ασθενική περιτοναϊκή διάλυση, παρατηρήθηκε ότι ο συνολικός αριθμός των PMP και των  PMP με προθρομωτικές και προσκολλητικές ικανότητες ήταν στατιστικά υψηλότερος και στις δύο ομάδες με ουραιμία, αλλά δεν διέφερε μεταξύ τους. Συνεπώς, τα ανεβασμένα επίπεδα των PMP μπορεί να είναι υπεύθυνα για την θρομβωτική τάση στους ασθενείς με ουραιμία παρά την κακή λειτουργία των αιμοπεταλίων. [35]
· 6.13 Φλεγμονή

  Τα μικροκυστίδια είναι ένας ετερογενής πληθυσμός μεβρανικών επικαλυπτώμενων κυστιδίων, τα οποία μπορούν και απελευθερώνονται σχεδόν από όλους τους κυτταρικούς τύπους στην διάρκεια της ενεργοποίησης ή της απόπτωσης. Η απελευθέρωση συμβαίνει από την επιφάνεια του κυττάρου με διαδικασίες εξωγενής εκβλάστησης που περιλαμβάνει την τοπική αναδιάταξη του κυτταροσκελετού. Με δεδομένο την καταγωγή τους, αυτά τα σωματίδια μπορούν να ταυτοποιηθούν με χρώση για δείκτες κυτταρικής επιφανείας και με αννεξίνη V. Σε in vitro μελέτες που έχουν πραγματοποιηθεί, φαίνεται ότι τα μκροσκυστίδια μπορεί να αντιπροσωπεύουν ένα νέο υποκυτταρικό στοιχείο για την διακυτταρική επικοινωνία στην φλεγμονή. Συνεπώς, τα μικροκυστίδια μπορούν να μεταφέρουν υποδοχείς χημειοκινών και αραχιδονικό οξύ μεταξύ των κυττάρων, να ενεργοποιούν το συμπλήρωμα να προωθούν την λευκοκυτταρική δράση και να διεγείρουν την απελευθέρωση προ-φλεγμονωδών διαμεσολαβητών. Υπό ορισμένες συνθήκες βέβαια, τα ΜΡ μπορούν να ασκήσουν αντιφλεγμονώδεις ιδιότητες, επάγοντας την απόπτωση των κυττάρων του ανοσοποιητικού και παράγοντας αντιφλεγμονώδεις διαμεσολαβητές. [36]   

  Σε έρευνα του Shosaku Nomura et al, μελετήθηκε η λειτουργία των επιφανειακών μεμβρανικών πρωτεϊνών που εκφράζονται από τα PMP σε φυσιολογικά άτομα. Ο δεσμός του πηκτικού παράγοντα στα μικροκυστίδια μελετήθηκε με τη χρήση μονοκλωνικού αντι-παράγοντα Xa αντισώματος. Τα μικροκυστίδια που ελευθερώθηκαν από τα αιμοπετάλια μετά από ενεργοποίηση τους με ιονοφόρο ασβέστιο και η δέσμευση τους με τον παράγοντα Χa  αυξήθηκε αξιοσημείωτα. Αυτά τα μικροσκυστίδια περιλαμβάνουν όχι μόνο γλυκοπρωτεϊνη IIb/IIIa ή Ib, αλλά επίσης και Ρ-σελεκτίνη. Επιπλέον, τα μικροκυστίδια απελευθερώθηκαν από την ενεργοποίηση του συμπληρώματος, που ενισχύει την άποψη ότι τα PMP συμμετέχουν στην φλεγμονώδη θρόμβωση και αιμόσταση.  [37] 
· 6.14 Σύνδρομο αποφρακτικής υπνικής άπνοιας

  Το σύνδρομο αποφρακτικής υπνικής άπνοιας (Obstructive sleep apnea sydrome-OSAS) είναι μια διαταραχή, που χαρακτηρίζεται από επεισοδιακή άπνοια ή υπόπνοια εξαιτίας της απόφραξης των αεροφόρων οδών κατά τον ύπνο, και σχετίζεται με αυξημένη καρδιαγγειακή νοσηρότητα και θνησιμότητα. Οι ασθενείς με OSAS έχουν επίσης στο πλάσμα: 

· υψηλά επίπεδα συμπλεγμάτων θρομβίνης- αντιθρομβίνης, που αποτελεί έναν γνωστό μοριακό προπηκτικό δείκτη

· υψηλά επίπεδα του αναστολέα PAI-1, γνωστός ινωδολυτκός δείκτης

· υψηλά επίπεδα διαλυτή CD40 συνδέτη, και διαλυτής Ρ-σελεκτίνης

· υψηλά επίπεδα PMP, και σε έρευνα του Keiko Maruyama et al. εξακριβώθηκε  στενή σχέση των PMP που κυκλοφoρούν στο πλάσμα, με την επαναλαμβανόμενη υποξεία λόγω άπνοιας σε ασθενείς με OSAS [38]
Ενότητα 7η: Κυστίδια και θρόμβωση

  Ένα κύριο χαρακτηριστικό των κυκλοφορούντων μικροκυστιδίων είναι η προθρομβωτική τους δραστηριότητα. Είχε ήδη αποδειχθεί από το 1967 από τον Wolf και τους συνεργάτες του ότι τα μικροκυστίδια (τότε δηλώνονταν ως ''αιμοπεταλιακή σκόνη'') προωθούσαν θρομβωτικούς σχηματισμούς. Τα μικροκυστίδια είναι προθρομβωτικά διότι:

· η αρνητικά φορτισμένη και πλούσια σε PS επιφάνεια προωθεί την συσσώρευση και την μετέπειτα ενεργοποίηση των παραγόντων πήξης και

· υψηλή προπηκτική μικροκυστιδιακή υποπληθυσμοί εκφράζουν προθρομβωτικές πρωτεϊνες όπως ο ιστικός παράγοντας και η P-σελεκτίνη γλυκοπρωτεϊνη συνδέτης-1 (PSGL-1) στην επιφάνειά τους. 

   Η πλούσια σε PS επιφάνεια των μικροκυστιδίων έχει αναφερθεί ότι 50πλάσια με 100πλάσια πιο προθρομβωτική από την ισοδύναμη περιοχή στα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια και περίπου το 25% της προθρομβωτικής σημαντικότητας έχει αποδοθεί στα Mps. 
 Οι κυκλοφορρούμενοι ημιπληθυσμοί που εκφράζουν τον ενεργοποιημένο ιστικό παράγοντα, τον κύριο μεσολαβητή της του καταρράκτη της πήξεως, είναι ιδιαίτερα προπηκτικοί. Τα σχετιζόμενα με τον ιστικό παράγοντα μικροκυστίδια έχει αναφερθεί ότι ανέρχονται διακριτές περιοχές της κυτταρικής μεμβράνης πλούσια σε χοληστερόλη, τις λεγόμενες ''λιπιδικές σχεδίες'' (lipid rafts) και κατάγονται από διεγερμένα μονοκύτταρα, ενδοθηλιακά κύτταρα αιμοπετάλια και καρκινικά κύτταρα. Επίσης ο δεσμός των Mps με τον ιστικό παράγοντα έχει αναφερθεί ότι είναι παρόν σε μια κρυπτογραφημένη μορφή στην κυκλοφορία που δεν εμπλέκεται στην πήξη του αίματος αλλά στην κυτταρική σηματοδότηση. [5]
  Η απελευθέρωση των μικροκυστιδίων είναι κατά τα άλλα μία φυσιολογική διαδικασία, με τα μικροκυστίδια να ανευρίσκονται σε κάθε άτομο. Τα επίπεδα είναι υψηλότερα υψηλότερα στις γυναίκες και επηρεάζονται τόσο από καταμήνιο κύκλο όσο και από τον κιρκάδιο ρυθμό. 

  Το επίπεδο των κυκλοφορούντων μικροκυστιδίων εξαρτάται από την ισορροπία μεταξύ της τιμής της απελευθέρωσής τους από τα κύτταρα και την κάθαρσή τους από την κυκλοφορία. Η τιμή απελευθέρωσης των μικροκυστιδίων αυξάνεται εξαιτίας διάφορων ερεθισμάτων σε διάφορες νοσηρές καταστάσεις, περιλαμβανομένων: 

1. της κυτταρική ενεργοποίησης ή απόπτωσης,
2. της μεσολάβησης του συμπληρώματος και των κυττοκινών, 
3. των οξειδωτικών τραυματισμών και 

4. των καταστάσεων έντονου stress. 
  Ο μηχανισμός της απόρριψης των μικροκυστιδίων από την κυκλοφορία είναι λιγότερο ξεκάθαρος. Τα προερχόμενα από αιμοπετάλια Mps έχει αναφερθεί ότι έχουν χρόνο ζωής 30 λεπτά στα ποντίκια και <10 λεπτά στα κουνέλια, οι οποίοι είναι πολύ λιγότεροι από την διάρκεια ζωής των αιμοπεταλιών (περίπου 10 μέρες). Οι προτεινόμενοι μηχανισμοί που οδηγούν στην κάθαρση των Mps περιλαμβάνουν:

1. την δράση των φωσφολιπασών 
2. την φαγοκύττωση ύστερα από την έκθεση της φωσφατιδιλοσερίνης (PS) ή

3. έμμεσα από οψωνισμό, προερχόμενο από την πρωτεϊνη S και το συμπλήρωμα. [11]
Ενότητα 8η : Αιμοπετάλια-Μικροκυστίδια-Θρόμβωση-Παχύ Έντερο-Κακοήθεια

   Παρά τις πρόσφατες βελτιώσεις, η κατανόηση της πρόγνωσης και της μετάστασης του καρκίνου του παχέος εντέρου παραμένει περιορισμένη. Πάνω από το 50% των ασθενών  με στάδιο II και III καρκίνο του παχέος εντέρου, αναπτύσσουν υποτροπή μετά από ριζική χειρουργική επέμβαση. Πάνω από το μισό των ασθενών παρουσιάζουν μακρινή μετάσταση, η οποία αντιπροσωπεύει το 90% των σχετιζόμενων με καρκίνο του παχέος εντέρου θανάτων. Έτσι η ανάπτυξη περαιτέρω πρόβλεψης της επιβίωσης και της μετάστασης στον καρκίνο του παχέος εντέρου  έχει σημαντική κλινική σημασία. 

  Οι μηχανισμοί της μετάστασης του καρκίνου έχουν μελετηθεί εκτεταμένα, αλλά εξακολουθούν να παραμένουν ασαφείς.   Μια τυπική απλούστευση είναι ότι η μετάσταση ακολουθεί μια ομαλή διαδοχή των γεγονότων, συμπεριλαμβανομένων ενδαγγείωση των γύρω ιστών, τη διάδοση των καρκινικών κυττάρων μέσα και εξαγγείωση από το κυκλοφορικό σύστημα, και μεταστατική αποικιοποίηση σε απομακρυσμένα όργανα. Κατά τη διάρκεια αυτού του καταρράκτη της εισβολής-μετάστασης, η διάδοση των κακοήθων κυττάρων στο αίμα και η μεταφορά τους παίζουν κεντρικό ρόλο, συμπεριλαμβανομένου ενός ευρέως φάσματος  κυττάρων του αίματος που σχετίζονται με αυτό όπως αιμοπετάλια, λεμφοκύτταρα, μακροφάγα, και σιτευτικά κύτταρα, καθώς και άλλα μη αιματογενώς σχετιζόμενα.

  Από τα πολλά κύτταρα του αίματος που συνδέονται με τη μετάσταση, τα αιμοπετάλια παίζουν έναν εξέχοντα ρόλο. Τα αιμοπετάλια διευκολύνουν τη μετάσταση μεσολαβώντας στη διάδοση της επιβίωσης των κυττάρων του όγκου στο σύστημα της κυκλοφορίας, εξαγγεειώνοντας, και  προκαλώντας αγγειογένεση στο μικροπεριβάλλον των τόπων του στόχου. Μια πρόσφατη μελέτη ανέφερε ότι οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ  αιμοπεταλίων και  καρκινικών κυττάρων επιτείνει τη μετάσταση με την προώθηση επιθηλιακής μεσεγχυματικής μετάβασης. Επιπλέον,  η κατάσταση της θρομβοκυττάρωσης  έχει συσχετισθεί με προχωρημένο στάδιο και το θάνατο για αρκετές κακοήθειες συμπεριλαμβανομένης και της κακοήθειας του παχέος εντέρου, αν και με μικτά αποτελέσματα. Επίσης καμία μελέτη δεν έχει αναφερθεί σχετικά με τη σύνδεση μεταξύ της προεγχειρητικής κατάστασης του αριθμού των αιμοπεταλίων και τη μετάσταση του καρκίνου. 

  Σε έρευνα του Shaogui Wan et al, αξιολογήθηκε η προγνωστική αξία του προεγχειρηματικού αριθμού των αιμοπεταλίων σε ασθενείς που επρόκειτο να χειρουργηθούν για κακοήθεια παχέος εντέρου. Τα δεδομένα της έρευνας συνέκλιναν στο συμπέρασμα ότι οι ασθενείς με εκδήλωση θρομβοκυττάρωσης, με κλινικά υψηλά επίπεδα αιμοπεταλίων ένα μήνα πριν την εγχείρηση, είχαν μια ανεπιθύμητη συνολική επιβίωση και είχαν περισσότερες πιθανότητες να αναπτύξουν μια μακρινή μετάσταση μετά την επέμβαση.  Αν και αιμοπεταλιακές λειτουργίες στη μετάσταση του καρκίνου θεωρείται πλέον σχεδόν πάντα ύποπτος, η μελέτη του Shaogui Wan et al έδειξε ότι ο αριθμός των αιμοπεταλίων μπορεί να προβλέψει άμεσα την μακρινή μετάσταση σε ασθενείς με κακοήθεια παχέος εντέρου. Επειδή η κλινικά υψηλή καταμέτρηση αιμοπεταλίων έχει αναφερθεί να είναι παρούσα σε ποσοστό έως 57% των ασθενών με καρκίνο, το εύρημα της μελέτης έχει σημαντικό αντίκτυπο στον πληθυσμό με καρκίνο του παχέος εντέρου. Η προεγχειρητικές εργαστηριακές εξετάσεις αίματος διαφόρων κλινικών μεταβλητών, περιλαμβανομένου του αριθμού των αιμοπεταλίων είναι εξαιρετικά αυτόματες και συνήθως χρησιμοποιούνται στη διαχείριση της κακοήθειας του παχέος εντέρου. Ακολούθως, ο αριθμός των αιμοπεταλίων μπορεί να χρησιμεύσει ως μια οικονομικά αποδοτική και μη επεμβατική σήμανση, που θα μπορούσε να ενσωματωθεί με άλλες κλινικές μεταβλητές για τη δημιουργία μοντέλων πρόβλεψης για επιβίωση και τη μετάσταση του καρκίνου του παχέος εντέρου. Εν τω μεταξύ, τα αιμοπετάλια δεν είναι απλώς ένας προγνωστικός δείκτης, αλλά μπορεί να παίξει ένα απαραίτητο λειτουργικό ρόλο στην προώθηση της μετάστασης καρκίνου. Έτσι, παραμένει ένα σημαντικό ζήτημα, ως προς το κατά πόσον η μείωση του προ-εγχειρητικού αριθμού των αιμοπεταλίων μπορεί να βοηθήσει στην πρόληψη της μεταστατικής υποτροπής, μετά από χειρουργική επέμβαση των ασθενείς με καρκίνο του παχέος εντέρου.[39]
   Ο καρκίνος του παχέος εντέρου κατατάσσεται ως η τρίτη πιο συχνή μορφή καρκίνου στους άντρες και τις γυναίκες παγκοσμίως. Η σχέση του με το επίπεδο των αιμοπεταλίων, και συνεπώς και των μικροκυστιδίων τους  έχει συσχετιστεί σε λίγες έρευνες. Σε μια έρευνα του  Eyad F. Al-Saeed et al, ανιχνεύτηκε ότι τα επίπεδα των αιμοπεταλίων ήταν σημαντικά ανεβασμένα  στο δεξί πλευρό του καρκίνου του παχέος εντέρου. Ο αριθμός των αιμοπεταλίων έχει αναφερθεί ότι έχει προγνωστική αξία σε διάφορους καρκίνους, συμπεριλαμβανομένου και του καρκίνου του παχέος εντέρου, και τα αυξανόμενα επίπεδα των αιμοπεταλίων έχουν προταθεί ως ένας μηχανισμός της αιματογενούς εξάπλωσης των μεταστάσεων. Επιπλέον, έχει αναφερθεί ότι, πριν την θεραπεία,  τα επίπεδα των αιμοπεταλίων συσχετίζονται με φλεβική εισβολή, το μέγεθος του όγκου, και με τον ρυθμό της απόκρισης στην θεραπεία. Επίσης, οι ασθενείς με προ-θεραπευτική θρομβοκυττάρωση είχαν σημαντικά χαμηλότερη επιβίωση χωρίς υποτροπή. [40]
  Σε έρευνα που πραγματοποιήθηκε από LIU  Hailiang et al, μελετήθηκε αν προεγχειρητική αναλογία αιμοπεταλίων-λεμφοκυττάρων έχει κάποια σημαντικότητα στην πρόγνωση των ασθενών με χειρουργήσιμο καρκίνο του παχέος εντέρου. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι ασθενείς με υψηλή  αναλογία αιμοπεταλίων-λεμφοκυττάρων έχουν  σημαντικά χαμηλότερη συνολική πενταετία επιβίωσης, συγκριτικά με αυτούς που έχουν χαμηλή αναλογία. Η μονοπαραγοντική ανάλυση προσδιόρισε τη θέση του όγκου, το βάθος της εισβολής του όγκου, την λεμφαδενική μετάσταση, το στάδιο ΤΜΝ και την αναλογία αιμοπεταλίων-λεμφοκυττάρων, ως σημαντικούς παράγοντες κινδύνου για την μειωμένη συνολική πενταετή επιβίωση. Η έρευνα αυτή κατέληξε στο συμπέρασμα ότι η προεγχειρηματική αναλογία αιμοπεταλίων-λεμφοκυττάρων μπορεί να είναι ένας κλινικά σημαντικός παράγοντας για την εκτίμηση της πρόγνωσης των χειρουργήσιμων  καρκίνων του παχέος εντέρου.  [41]
  Την παραπάνω έρευνα, έρχεται να την ενισχύσει μια άλλη από τους M Ishizuka et al, όπου διερευνήθηκε η χρησιμότητα ενός νέου προγνωστικού συστήματος που βασίζεται στην φλεγμονής, και προκύπτει από τον συνδυασμό του αριθμού των αιμοπεταλίων και ουδετεροφίλων στην λεμφοκυτταρική αναλογία, με σκοπό την πρόβλεψη της μετεγχειρητικής επιβίωσης των ασθενών με καρκίνο παχέος εντέρου. Επίσης απέδειξαν ότι αντιδραστική θρομβοκυττάρωση σχετίζεται με την επιβίωση μετά από χειρουργική επέμβαση για διάφορους τύπους καρκίνου, και για αυτό φαινόμενο μπορεί να εξηγηθεί από το ότι:

1. Η αντιδραστική θρομβοκυττάρωση επάγεται υπό το  φόντο μίας υπερκιτοκιναιμίας, με κύριους αντιπάλους τα καρκινικα εναντίων της  αλληλεπίδρασης ξενιστή. Μεταξύ των πολλών φλεγμονωδών κυτοκινών, η IL-6 έχει ένα σημαντικό ρόλο στην αντιδραστική θρομβοκυττάρωση, αφού είναι μια πολυλειτουργική κυτοκίνη με μια σειρά από φυσιολογικές δράσεις, διεγείροντας όχι μόνο την ανοδική ρύθμιση της CRP, αλλά επίσης και καθοδική ρύθμιση της λευκωματίνης  στο ήπαρ, καθώς και την πρωτεϊνική σύνθεση. Παρομοίως, η IL-6 έχει μία κύτταρο-πολλαπλασιαστική επίδραση, προκαλώντας τη διαφοροποίηση των μεγακαρυοκυττάρων σε αιμοπετάλια, στον μυελό των οστών.

2. Η θρομβοκυττάρωση επίσης επάγεται από τον ίδιο τον όγκο. Γενικά, η θρομβοκυττάρωση είναι ένα χαρακτηριστικό στο 10-57% των ασθενών με κακοήθεια, έτσι μια ποικιλία νεοπλασματικών κυττάρων μπορεί να διεγείρει την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων. Αρκετές μελέτες έχουν αποκαλύψει ότι τα καρκινικά κύτταρα εκκρίνουν αγγειακό ενδοθηλιακό αυξητικό παράγοντα (VEGF), ο οποίος διεγείρει επίσης τη διαφοροποίηση των μεγακαρυοκυττάρων. Επειδή, η επαγωγή του VEGF προάγει την ανάπτυξη των όγκων, η θρομβοκυττάρωση αντανακλά έμμεσα την εξέλιξη του όγκου. Στην πραγματικότητα, ένα υψηλό επίπεδο του VEGF βρίσκεται στον ορό, στα αιμοπετάλια και στα λευκοκύτταρα των ασθενών με κακοήθη νόσο,  και συνεπώς η αιμοπεταλιακή αλληλεπίδραση με κακοήθη κύτταρα προωθεί τη μετάσταση. [42]
  Τον ρόλο του VEGF στην συνεκτική σχέση της καρκινογένεσης με τα αιμοπετάλια απέδειξαν και οι μελέτες των R. Salgado et al, όπου μετρήθηκαν τα επίπεδα ορού και πλάσματος του VEGF και της ιντερλευκίνης-6 (IL-6) από αίμα που λήφθηκε από τη μεσεντέρια φλέβα, σε ορθοκολικούς όγκους. Βρέθηκαν ότι: 

1.  τα επίπεδα VEGF του ορού είναι 10-φορές υψηλότερα από ότι αυτά του VEGF του πλάσματος, σύμφωνα με τα προηγούμενα ευρήματα 

2.  ο VEGF του ορού δεν προέρχεται από  πρωτογενή όγκο σε αυτούς τους ασθενείς 

3.  Η IL-6  παραγόταν από τους όγκους, όπως φάνηκε από τα υψηλά επίπεδα IL-6 στη φλέβα τροφοδότησης του όγκου (μεσεντέρια).

  Έχει αποδειχθεί ότι η αποθήκη VEGF των αιμοπεταλίων αντιπροσωπεύει τη συντριπτική πλειοψηφία των επιπέδων VEGF του ορού, και συναντάται σε ασθενείς με προχωρημένο καρκίνο. Επικρατεί η υπόθεση ότι το υψηλότερο φορτίο VEGF αιμοπεταλίων που βρεθηκε σε ασθενείς με καρκίνο, μπορεί να οφείλεται σε μία ογκογόνο κυτοκίνη (IL-6), που δρα ως  μεσολαβητής της VEGF παραγωγής στα πρόδρομα αιμοπετάλια. [43]
  Σε μία άλλη έρευνα των Eberhard Gunsilius et al, βρέθηκαν σημαντικά υψηλότερα επίπεδα VEGF σε δείγματα πλάσματος, που λήφθηκαν κατά τη διάρκεια της χειρουργικής επέμβασης από όγκο που τροφοδοτούνταν μέσω των μεσεντέριων φλεβών, σε σύγκριση με το περιφερικό αίμα, ειδικά σε ιστολογικά αδιαφοροποίητους όγκους που είναι γνωστό ότι είναι εξαιρετικά αγγειογόνοι. Αυτό μπορεί να εξηγηθεί από την τοπική απελευθέρωση του VEGF από τα καρκινικά κύτταρα στην κυκλοφορία του αίματος, είτε από τα ενεργοποιημένα θρομβοκύτταρα στο ενδοθήλιο του όγκου. Σε ασθενείς με καρκίνο, η ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων και η κατανάλωση είναι ένα πολύ γνωστό φαινόμενο. Τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια απελευθερώνουν VEGF in vivo, o οποίoς μπορεί συμβάλει στα αυξημένα επίπεδά του  στο πλάσμα, που παρατηρούνται σε αυτούς τους ασθενείς . Επιπλέον, η κατανάλωση και απόπτωση των αιμοπεταλίων προκαλεί αύξηση των επιπέδων θρομβοποιητίνης, η οποία διεγείρει την μεγακαρυοποίηση και αιμοπεταλιακή παραγωγή στον μυελό των οστών. Τα καινούργια σε παραγωγή αιμοπετάλια είναι μεγαλύτερα σε μέγεθος από εκείνα που παράγονται κατά τη διάρκεια της σταθερής κατάστασης θρομβοποίησης, με αποτέλεσμα αυξημένα VEGF αιμοπεταλιακής προέλευσης. Το εύρημα ότι η μέγιστη VEGF από αιμοπετάλια στα επίπεδα του πλάσματος, εμφανίζεται σε ασθενείς με προχωρημένη νόσο ταιριάζει απόλυτα σε αυτή την υπόθεση. [44]
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  Η συμμετοχή των υψηλών επιπέδων ΡΜΡ στην μετάσταση του καρκίνου, δεν μπορεί να αγνοηθεί, διότι συνδέεται με επιθετικούς όγκους και μειωμένη απόκριση σε θεραπείες. Η προαγγειογονική επίδραση των PMPs επιφέρεται από μονοπάτια ΡΙ3-κινάσης και ERK. H συγκέντρωση των PMP στις θέσεις των όγκων μπορεί να είναι ασυνήθιστα υψηλή. Στον γαστρικό καρκίνο, τα επίπεδα ΡΜΡs είναι καλύτερα προβλέψιμα για μετάσταση προσδιορίζοντας τα επίπεδα της IL-6, RANTES, και VEGF. Τα PMPs του πλάσματος μπορεί επίσης να προκαλέσουν την έκκριση μεταλλοπρωτεϊνάσης ΜΜΡ -2 σε κύτταρα καρκίνου του προστάτη, την προώθηση όγκου και εισβολή από την εύκολη οδό διέλευση τους μέσα από κολλαγόνο. Με αυτόν τον τρόπο, η δημιουργία του PMPs επί ενός παρατεταμένου χρονικού διαστήματος μπορεί να είναι θανατηφόρα, και είναι επιτακτική ανάγκη να εκτιμηθεί καταμέτρηση τους όχι μόνο κατά τη διάρκεια νοσηρών καταστάσεων, αλλά και κατά τη διάρκεια της χημειοθεραπείας. Στην πραγματικότητα, έχει αναφερθεί ότι η χημειοθεραπεία μπορεί να προκαλέσει την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων και την παραγωγή ΜΡ, η οποία με τη σειρά της ενισχύει τον κίνδυνο της θρόμβωσης. Τα MPs εκφράζουν μόρια προσκόλλησης και απελευθερώνουν αυξητικό παράγοντα και MMPs, τα οποία είναι ουσιώδη για την αγγειογένεση. Αυτά τα MPs αλληλεπιδρούν με καρκινικά κύτταρα και το περιβάλλον τους, και περαιτέρω βοηθούν στην ανάπτυξη του όγκου. Τα PMPs παίζουν ένα ρόλο στην διακυτταρική επικοινωνία και εκφράζουν διάφορες πρωτεΐνες στην επιφάνειά τους, συμπεριλαμβανομένων:

· υποδοχέων προσκόλλησης ενδοθήλιου-αιμοπεταλίων (CD41, CD61 και CD62), 

· γ-πρωτεϊνικοί υποδοχείς (CXCR4 και PAR-1), 

· υποδοχείς κυτοκίνης (TNF-RI, TNF -RII, CD95) και 

· συνδέτες (CD40L και PF-4), τα οποία μπορούν να μεταφερθούν στην επιφάνεια των καρκινικών κυττάρων. 

  Επιπλέον, τα PMPs προκαλούν έκφραση του mRNA των αγγειογόνων παραγόντων, όπως ΜΜΡ-9, αγγειακό ενδοθηλιακό αυξητικό παράγοντα, ηπατοκυτταρικό αυξητικό παράγοντα και IL-8.
  Το 1983 ο Drovak και οι συνεργάτες του παρουσίασαν ότι τα μικροκυστίδια σχετιζόμενα με το PS και TF (ιστικό παράγοντα), αποτελούν απορρίμματα καρκινικών κυττάρων. Πρότειναν ότι τα κυκλοφορούντα με προθρωμβωτικές ιδιότητες μικροκυστίδια ευνοούν την ανάπτυξη του όγκου λόγω του γεγονότος ότι προωθούν το ινώδες μέσα στο μικροπεριβάλλον του όγκου, παρέχοντας έτσι πλέγμα για ογκώδη αγγειογένεση. Σε έναν αριθμό μελετών, αυτή η υπόθεση έχει εγκριθεί, και ποικίλοι επιπρόσθετοι οδοί των μικροκυστιδίων-μεσολαβητών στην προαγωγή των όγκων έχουν ανακαλυφθεί. Για παράδειγμα, έχει αποδειχθεί ότι καρκινικά κυτταρικά απορρίμματα που εμπλουτίζονται με Fas-ligand ( ή FasL ή CD95L), η οποία είναι μία μεμβρανική πρωτεΐνη μεταφοράς τύπου ΙΙ και ανήκει στην οικογένεια των TNF (tumor necrosis factor), εκφράζονται σε μικροκυστίδια στην κυκλοφορία, με επακόλουθο να καταστέλλεται η ανοσιακή απάντηση του ξενιστή εναντίον του όγκου. 
 Επιπλέον, έχει αποδειχθεί ότι τα εκ των καρκινικών κυττάρων MPs εναλλάσσουν την λειτουργία των μη κακόηθων κυττάρων και έπειτα προωθούν τα καρκινικά κύτταρα στην μετανάστευση και την εισβολή. Ο Yu και οι συνεργάτες του παρουσίασαν δύο από τις πιο κοινές γενετικές μεταλλαγές στον άνθρωπο, τις ονομαζόμενες ''απενεργοποίηση του P53'' και την ''μετάλλαξη της K-ράσης'', οι οποίες είναι στενά συνδεδεμένες με την απόρριψη των σχετιζόμενων με ιστικό παράγοντα (TF) μικροκυστιδίων από καρκινικά κύτταρα. Επίσης, βρήκαν ισχυρά αποδεικτικά στοιχεία που δείχνουν ότι η έκφραση του ιστικού παράγοντα από τα καρκινικά κύτταρα δεν είναι ένα απλό φαινόμενο, αλλά απαιτείται για μία πλήρη έκφραση ενός επιθετικού καρκινικού φαινότυπου. [10][13]
ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
Μέθοδοι και σύγχρονες τεχνικές ανίχνευσης των αιμοπεταλιακών μικροκυστιδίων (PMPs)

· 1. Η κυτταρομετρία ροής (flow cytometry)

 Η κυτταρομετρία ορίζεται ως η μέτρηση των κυττάρων και των στοιχείων τους, όταν κάθε κύτταρο αναλύεται χωριστά ως προς τις μετρούμενες ιδιότητες και είναι εφικτή η ταχεία μέτρηση εκατοντάδων έως και χιλιάδων κυττάρων ενός δείγματος. Η μέτρηση μπορεί να αφορά ιδιότητες μετρικές, όπως ο όγκος, η επιφάνεια των κυττάρων, ο αριθμός τους, ή βιοχημικές και ανοσολογικές, όπως το συμπεριλαμβανόμενο DNA, η ενζυμική δραστηριότητα, η έκφραση κυτταρικών αντιγόνων κ.λ.π.

 Οι πρώτες μελέτες για αναλυτές κυτταρομετρίας ροής έγιναν το 1934 από τον Moldovan και συνεχίστηκαν με τις εργασίες του W.Coulter το 1956. Οι πρώτες εφαρμογές της κυτταρομετρίας ροής στην ιατρική άρχισαν τη δεκαετία του '60 με τις εργασίες των Kamentsky και Fulwyler. Το ενδιαφέρον όμως των ανοσολόγων για την κυτταρομετρία χρονολογείται από το 1970. 

  Η κυτταρομετρία χωρίζεται σε δύο βασικές κατηγορίες: 

1. Την κυτταρομετρία ροής ( flow cytometry), όπου απαραίτητη προϋπόθεση είναι τα κύτταρα να βρίσκονται υπό μορφή εναιωρήματος, έτσι ώστε να ρέουν ανά ένα προς την ευαίσθητη περιοχή, όπου γίνεται η μέτρηση μερικές χιλιάδες/δευτερόλεπτο.

2. Την κυτταρομετρία αναλύσεως εικόνας (image cytometry), όπου τα κύτταρα εμφανίζονται όπως στο πεδίο του οπτικού μικροσκοπίου, ακίνητα σε ένα επίχρισμα.

 Πρόκειται για μία τεχνολογία με τεράστιες δυνατότητες εφαρμογών όπως: δίαγνωση νοσημάτων, καρυοτυπική ανάλυση, ανάλυση κυτταρικής λειτουργίας, παρακολούθηση καρκινικής θεραπείας, ανίχνευση εμβρυϊκών κυττάρων, κυτταρική κινητική, ταυτοποίηση καρκινικών κυττάρων, κυτταρογενετική, βασική κυτταρική βιολογία, ανοσοφαινότυπος κ.λ.π. [45][46] 
Ανίχνευση των MP με κυτταρομετρία

  Οι ερευνητές κατάφεραν τις τελευταίες δεκαετίες να εφαρμόσουν μία ευαίσθητη και ειδική μέθοδο για να ανιχνεύει τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια in vivo με σκοπό να ταυτοποιείται μία προθρομβωτική ή θρομβωτική κατάσταση. Κλινικές και παθολογικές μελέτες δείχνουν ότι τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια εμφανίζονται σε ένα αριθμό αγγειακών διαταραχών, συμπεριλαμβανομένων της ασταθής στηθάγχης, της περιφερικής αγγειακής ασθένειας, του εγκεφαλικού επεισοδίου, της στεφανιαίας θρομβώλυσης κ.α. Ως εκ τούτου, η ανίχνευση των κυκλοφορούντων ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων μπορεί να συντελέσει στον προσδιορισμό συγκεκριμένων θρομβωτικών διαταραχών, στα οποία τα αιμοπετάλια εμπλέκονται, και στις θεραπευτικές στρατηγικές για την πρόληψη της ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων. Οι πιο έμπιστοι δείκτες της αιμοπεταλιακής ενεργοποίησης in vivo, είναι ουσίες που απελευθερώνονται από τα ίδια τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια και μετρώνται τόσο στο πλάσμα του αίματος όσο και στα ούρα. Αυτές είναι: ο παράγων PF-4 (Platelet Factor 4), η β-θρομβοσφαιρίνη και οι μεταβολίτες της θρομβοξάνης A2.      

  Σε μία έρευνα του Charles S. Abrams και των συνεργατών του, χρησιμοποιήθηκε η κυτταρομετρία  για να προσδιορίσει αν τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια και τα μικροκυστίδια τους ( PMP) μπορούν να ανιχνευτούν απευθείας στο ολικό αίμα μετά από μια αιμοστατική προσβολή . Δύο διαφορετικά in vivo πρότυπα της αιμοπετλιακής ενεργοποίησης εξετάστηκαν: 

· ο τυποποιημένος αιμορραγικός χρόνος 

· η καρδιοαναπνευστική παράκαμψη (cardiopulmonary bypass)

  Σε 9 ασθενείς κατά την εγχείρηση ανοικτής καρδίας, διάρκειας 1 ώρας,  για την τοποθέτηση του bypass, παρατηρήθηκε 2.2 φορές αυξημένη σχετική αναλογία των μικροκυστιδίων στην κυκλοφορία.[47]
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Ανίχνευση MP με κυτταρομετρία σκέδασης φωτος
 Ένας αριθμός από μεθόδους και πρωτόκολλα έχουν εφαρμοστεί για να ποσοτικοποιήσουν τα Mps. Τα πιο δημοφιλή πρωτόκολλα για την μέτρηση των Mps διαφέρουν σημαντικά όσον αφορά τις αναλυτικές και προαναλυτικές μεταβλητές, όπως η προετοιμασία του πλάσματος, η λήψη του αίματος, οι συνθήκες συντήρησης (ψύξη και τήξη των Mps), η σήμανση των Mps και η ρύθμιση του οργάνου. Αυτές οι διαφορές οδηγούν σε μια υψηλή μεταβλητότητα των ανιχνεύσιμων επιπέδων των Mps στις διάφορες έρευνες, ακόμα και όταν χρησιμοποιείται η ίδια μέθοδος ανίχνευσης, παρεμποδίζοντας έτσι την σύγκριση των αποτελεσμάτων. Για παράδειγμα, βρέθηκε ένα 40πλάσιο εύρος διαφοράς στον αριθμό των μικροκυστιδίων που προέρχονται από τα αιμοπετάλια (PMPs), όταν οι μελέτες συγκρίθηκαν. Ένα πρώτο βήμα προς την τυποποίηση έγινε πρόσφατα όταν δημοσιεύτηκε ένα καινούργιο πρωτόκολλο για την κυτταρομετρία ροής με βάση την ανίχνευση των Mps. Σε αυτό το πρωτόκολλο μια σειρά από βαθμονομημένα συνθετικά υπομικρομετρικά σφαιρίδια χρησιμοποιήθηκαν για την βαθμονόμηση διάφορων τύπων κυτταρομέτρων ροής και επιτεύχθηκε ένας χαμηλός συντελεστής μεταβλητότητας των επιπέδων των PMPs, όταν συγκρίθηκαν οι μετρήσεις.[9]
  Η κυτταρομετρία ροής επιτρέπει την ανάλυση μεγάλου αριθμού Mps ( περίπου 10.000) για κάθε δείγμα αίματος, προσφέροντας πληροφορίες για το σχήμα τους, το μέγεθός τους, την πρόελευσή τους, τις επιφανειακές πρωτεϊνες τους, και επιτρέπει την ποσοτικοποίηση του αριθμού τους στο πλάσμα. Η κυτταρομετρία ροής είναι μία απλή τεχνική, αλλά αποτυγχάνει να παρέχει πληροφορίες σχετικά με τις λειτουργικές ιδιότητες των Mps. Επίσης υπάρχει μια σειρά προβλημάτων κατά τη χρήση της κυτταρομετρίας ροής με σκεδαζόμενο φως για να την μέτρηση των Mps. Εξαιτίας του μικρού μεγέθους τους, τα Mps εμφανίζονται κοντά στον ηλεκτrονικό ή μηχανικό θόρυβο (electronic noise) του μηχανήματος, μαζί με τα κυτταρικά απορρήματα, καθιστώντας δυσχερή την ακριβή ταυτοποίηση των επιπέδων τους με την κυτταρομετρία ροής. Μέχρι πρόσφατα το ελάχιστο μέγεθος των Mps είχε οριστεί στα 0.1 μm κυρίως, διότι τα κοινά κυτταρόμετρα ροής ήταν ανίκανα να κάνουν διαχωρισμό ανάμεσα στα μικρότερα σωματίδια και τον ηλεκτρονικό θόρυβο. Πρόσφατα το παραπάνω οριακό μέγεθος των Mps ρυθμίστηκε στα 1.0 μm περίπου, διότι ένα απλό,μονό και λίγο μεγαλύτερο σε μέγεθος Mp θα είναι δύσκολο να διακριθεί από συσσωρεύσεις Mps, αιμοπεταλίων ή αιμοπεταλίων-Mps. Συνεπώς, επειδή δεν υπάρχει μία απολύτως έγκυρη επιβεβαίωση σχετικά με τον προσδιορισμό του κατώτερου ορίου ( που καθορίζει τα μικρότερα σε ανάλυση MP) στην ανάλυση των MP με την κυτταρομετρία ροής, ακολουθούνται αλγόριθμοι στα εργαστήρια που χρησιμοποιούν κυτταρομετρίαια ροής , για να καθορίσουν ένα κατώφλι ανίχνευσης. Ένα από αυτά  (Aaron F. Orozco et al), μετράει πόσες φορές εμφανίζεται ο ''θόρυβος''/ανά γεγονός το δευτερόλεπτο, όταν έχει γίνει διπλό φιλτράρισμα (0.2 μm) καθώς το PBS (phosphate buffered saline) διέρχεται το μηχάνημα.[10][48]
  Τα MP μελετήθηκαν αρχικά για το σχετικό τους μέγεθος (οριζόντια σκέδαση φωτός ή FS) και τη σχετική κοκκίωση (SS ή κάθετη σκέδαση του φωτός). Προτιμάται η κοκκίωση και το μέγεθος να αναλύεται τόσο σε in vitro όσο και in vivo με σκέδαση FS γραμμικής κλίμακας (FS Lin, Y άξονας) και η SS τοποθετείται σε ένα λογαρυθμικό σκέλος (SS Log, Χ άξονας, αντίστοιχα για τις δύο αυτές μεταβλητές.[48]



Ανίχνευση των MP με την κυτταρομετρία με αντίσταση 

 Για να ξεπεραστούν κάποιοι τεχνικοί περιορισμοί, τροποποιήθηκαν κάποια σημεία του κυτταρόμετρου και εφαρμόστηκε η αντίσταση ( Furie & Furie, 2006; Burnier et al, 2009). Η κυτταρομετρία ροής με αντίσταση βασίζεται στην αρχή του Coulter (Zwicker et al, 2009). Αποτελεί μια μη επεμβατική τεχνική που δεν απαιτεί την επεξεργασία των δειγμάτων όπως στον, όπως στον φθορισμό. Ο κυτταρικός χαρακτηρισμός προκύπτει από τις διηλεκτρικές τους ικανότητες και δεν απαιτεί ανοσολογικούς δείκτες, οι οποίοι μπορεί να είναι ακριβή και εύθραυστοι, με μικρό χρόνο ημιζωής. Οι διηλεκτρικές ικανότητες όπως η μεμβρανική χωρητικότητα και αγωγιμότητα, αντανακλούν την μεμβρανική μορφολογία και λειτουργία, τα οποία με τη σειρά τους συσχετίζονται με φυσιολογικές διαφορές μεταξύ κυττάρων ή παθολογικών αλλαγών στα κύτταρα συναρτήσει του χρόνου. Αλλαγές της ιονικής κατάστασης της κυτταρικής μεμβράνης, η ενδοκυτταρική ροή των ιόντων μέσα στο ενδοπλασματικό δίκτυο και στα μιτοχόνδρια, καθώς και αλλαγές στην μορφολογία ή το μέγεθος του πυρήνα, είναι εύκολα εντοπίσημα ως διηλεκτρικές ιδιότητες, ενώ δεν χρειάζεται η παρέμβαση βιοχημικών ή ανοσολογικών τεχνικών ανίχνευσης.  Συνεπώς, οι διηλεκτρικές ιδιότητες των κυττάρων μπορούν να μετρηθούν από την ηλεκτρική αντίσταση σε ένα εναιώρημα κυττάρων. [49]
 Είναι μια καινούργια μέθοδος που χρησιμοποιείται για να μελετήσει τα μικροκυστίδια που έχουν σχέση με τον ιστικό παράγοντα σε καρκινικούς ασθενείς με ή χωρίς θρομβοεμβολική νόσο (VTE). Εφάρμοσαν επίσης χαμηλότερη ταχύτητα ροής, αύξησαν την απόδοση της συσκευής με τη χρήση υπερφίλτρων, που φιλτράρουν τα ρυθμιστικά διαλύματα, και αναβάθμισαν το ηλεκτρονικό κομμάτι για καλύτερη ευαισθησία και λιγότερο ''ηλεκτρονικό θόρυβο''. Συνεπώς, βρήκαν 10.000 φορές υψηλότερα επίπεδα των Mps που σχετίζονται με TF με την χρήση της καινούργιας μεθόδου, σε σχέση με την απλή κυτταρομετρία ροής. Αυτή η μεγάλη διαφορά στον αριθμό των ανιχνεύσιμων Mps που σχετίζονται με TF καταπλήσσει αλλά και προβληματίζει τους ερευνητές που χρησιμοποίησαν την απλή κυτταρομετρία ροής σε άλλες έρευνες. Άλλες πρόσφατες τεχνικές που δοκιμάστηκαν, περιλαμβάνουν ψηφιακή κυτταρομετρία ροής, χρησιμοποιώντας μια πιο λεπτή δέσμη λέϊζερ (Xu et al, 2010) και ηλεκτροχημικής αντίστασης φασματοσκοπία (Lvovich et al, 2010). Παρόλα αυτά, πιστεύεται ότι τα δεδομένα που έχουν να κάνουν με την κυτταρομετρία με αντίσταση χρειάζεται ακόμα να επικυρώνεται από άλλες ομάδες εξετάσεων, οι οποίες συστηματικά θα διερευνούν την ακρίβεια της κυτταρομετρίας με αντίσταση, συγκρίνοντας την ταυτόχρονα και με άλλες μεθόδους.[10] 


Ανίχνευση των MP με κυτταρομετρία ροής με φθορισμό

  Η κυτταρομετρία ροής προσφέρει ακριβή αναλογική κυτταρική ποσοτικοποίηση των κυττάρων από μια ποικιλία δειγμάτων. Πολλά ποσοτικοποιημένα πρότυπα είναι πλέον εμπορικά διαθέσιμα, που όταν προστεθούν στα δείγματα, πραγματοποιούν ποσοτικοποίηση των κυττάρων. Αυτή η τεχνολογία χρησιμοποιεί φθορίζοντα βαθμονομημένα σφαιρίδια που επιτελούν ακριβή ποσοτικοποίηση ενός συγκεκριμένου κυτταρικού είδους από τον γενικό πληθυσμό. [50]
  Τα φθορίζοντα μικροσφαιρίδια προσφέρουν μία καινούργια τεχνολογία στην κυτταρομετρία ροής. Ένα βιομόριο μπορεί  συνδέεται με ένα σφαιρίδιο και αλληλεπιδρά με άλλα προς μελέτη μόρια. Έχουν παραχθεί μια ποικιλία από παρτίδες σφαιριδίων που η κάθε μία κατέχει μία διαφορετική ένταση φθρορισμού και φέρει ένα διαφορετικό αντίσωμα. Ύστερα από επώαση με τον ορό του ασθενούς, τα σφαιρίδια με τα αντιγόνα που προσδένονται στην επιφάνεια τους μπορούν να ανιχνευτούν με αντισώματα σημασμένα  με φλουορεσκεϊνη. Ένα μεγάλο εύρος από μόρια, όπως ορμόνες, καρδιακοί δείκτες, θεραπευτικά φάρμακα, αιματογενώς μεταδιδόμενοι ιοί και μικροκυστίδια μπορούν να μετρηθούν με αυτά. Το βασικό πρόβλημα αυτής της τεχνολογίας είναι ότι σε μεγάλο αριθμό εξετάσεων προκύπτουν διασταυρούμενες αντιδράσεις μεταξύ των σφαιριδίων και του δείγματος ή των δειγμάτων.[51]
  Η τεχνολογία αυτή χρησιμοποιείται επίσης και για την ποσοτικοποίηση του αριθμού των MP. Τα σφαιρίδια αυτά (διαμέτρου 10 μm περίπου), δεν χρειάζονται βαθμονόμηση με τιμές ροής ή εξειδικευμένο αναλυτικό λογισμικό, και μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε όλα τα κυτταρόμετρα ροής. Επιπλέον, τα μικροσφαιρίδια είναι εύκολα να διακριθούν από τα MP και επιτρέπουν  σε μια ξεχωριστή πύλη να μετρά τα σφαιρίδια αυτά, που βασίζονται στον φθορισμό. [48]

· 2. Ανοσοενζυμική μέθοδος (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ή ELISA)
H ELISA (Enzyme-linkedimmunosorbentassay) είναι μία διαδεδομένη μορφή αναλυτικής βιοχημικής δοκιμής η οποία χρησιμοποιεί ένα υπό-είδος ετερογενούς και στερεάς φάσης ενζυματικής ανοσοανίχνευσης (ΕΙΑ) με σκοπό την ανίχνευση μίας ουσίας, συνήθως ενός αντιγόνου, σε ένα υγρό δείγμα. Η υλοποίηση μίας τέτοιας δοκιμής προϋποθέτει τουλάχιστον ένα αντίσωμα με εξειδίκευση σε ένα συγκεκριμένο αντιγόνο.

  H τεχνική της ELISA έγινε αντιληπτή και αναπτύχθηκε από τον Peter Perlman (κύριος ερευνητής) και την Eva Engvall στο Πανεπιστήμιο της Στοκχόλμης, Σουηδία. Οι Perlman και Engvall δημοσίευσαν το πρώτο κείμενο για την ELISa το 1971, απέδειξαν την ποσοτική μέτρηση IgG σε ορό κουνελιού με αλκαλική φωσφατάση ως σήμα αναφοράς. Ο Perlman μελέτησε περαιτέρω με την ELISA την κυτταροτοξικότητα των ανθρώπινων λεμφοκυττάρων και την ανοσιακή βάση και αποκρυπτογράφηση των επιτόπων της ελονοσίας για την παραγωγή του εμβολίου έναντι αυτής, ενώ η ομάδα της Engvall εφάρμοσε την ELISA στην παρασιτολογία, όπως στην ελονοσία και τριχινίαση, την μικροβιολογία και την ογκολογία. Το ενδιαφέρον της Engvall στράφηκε προς την επιστημονική μελέτη της βιοχημείας των ιστών όπως της ινωδεκτίνης, λαμινίνης, ιντεργκρίνες και μυϊκές δυστροφίες. [52][53]   

  Πλέον η ELISA χρησιμοποιείται σε κλινικές και εργαστηριακές διεργασίες για την ακριβή ποσοτικοποίηση διαλυτών πρωτεϊνών. Η ELISA εκτελείται τυπικά σε μορφή ''sandwich'' με ακινητοποιημένα αντισώματα ποσοτικού προσδιορισμού επί της πλάκας, επιτρέποντας στα ειδικά αντιγόνα να συνδέονται τα επιφανειακά ακινητοποιημένα αντισώματα, και στη συνέχεια ανίχνευση αυτών των αντιγόνων μέσω αντισωμάτων που φέρουν μια φθορίζων, χρωμογόνο που αντιδρά με υπόστρωμα και μπορεί να ανιχνευθεί το σήμα του με χημειοφωταύγεια.

  Λόγω της ευελιξίας και της αξιοπιστίας της, η ELISA χρησιμοποιείται πλέον για την ανίχνευση του HIVιο του AIDs, της ελονοσίας, του καρκίνου, φλεγμονωδών αυτοάνοσων ασθενειών, του σακχαρώδη διαβήτη, του εγκεφαλικού εμφράγματος, της καρδιακής ανεπάρκειας και του οξέος στεφανιαίου συνδρόμου.[54][55][56] 
Ανίχνευση των MP με ELISA

  Τα MP μπορούν να αναλυθούν και με την ELISA. Στην ELISA, οι συνδυασμοί των μονοκλωνικών αντισωμάτων με εξειδικευμένα επιφανειακά κυτταρικά αντιγόνα, χρησιμοποιούνται για να απομονώσουν τα MP και να ποσοτικοποιήσουν την συγκέντρωση ενός συγκεκριμένου αντιγόνου. Οι τεχνικές της ELISA είναι εργαστηριακά προσβάσιμες και τις πιο πολλές φορές αυτοματοποιημένες. Παρόλα αυτά, δεν δίνει πληροφορίες  για την λειτουργική δραστηριότητα των MP. H ELISA βέβαια, σε αντίθεση με την κυτταρομετρία ροής, μπορεί να ανιχνεύσει αντιγόνα που δεν συνδέονται με τα MP.[10]
  Σε πιο πρόσφατες έρευνες (Shosaku Notura et al.) η ΕLISA πραγματοποιείται για την μέτρηση των PMP με τη χρήση μονοκλωνικών αντισωμάτων έναντι γλυκοπρωτεϊνών όπως το CD42a και CD42b, ώστε να μετρηθεί ο αριθμός τους σε ασθενείς με διάφορες ασθένειες όπως με σακχαρώδης διαβήτης και με διάφορα καρδιαγγειακά προβλήματα. 
  Στην έρευνα αυτή βρέθηκε με την χρήση της ΕLISA ότι οι ασθενείς με διαβήτη έχουν άμεση σχέση με τα αυξημένα επίπεδα των PMP. Συγκεκριμένα ανιχνεύθηκαν: 

· αυξημένα επίπεδα διαλυτής Ε-σελεκτίνης, που παίζει ρόλο στην ανάπτυξη της διαβητικής μακροαγγειοπάθειας, 

· αιμοπετάλια και PMP  θετικά για Ρ-σελεκτίνη σε ασθενείς με διαβητική νευροπάθεια

· αυξημένα επίπεδα PMP σε ασθενείς με διαβήτη και πρωτεϊνουρία, που αναζωπυρώνει την υπόθεση ότι της σχέσης των PMP με νεφρική δεισλειτουργία

  Η συμβολή της ELISA στην μέτρηση των επιπέδων των PMP στην εγκεφαλική απόφραξη και το οξύ στεφανιαίο σύνδρομο έγκειται στην σπουδαιότητά της να ανιχνεύει ασθένειες που που προκαλούν θρόμβωση. Συγκεκριμένα:

· ανιχνεύτηκαν σημαντικά αυξημένα επίπεδα PMP στα εμφράγματα των μικρών φλεβών, συγκριτικά με τις μεγάλες φλέβες 

· αυξημένα επίπεδα PMP σε αθηροματώδη απόφραξη και εγκεφαλικό επεισόδιο

· αυξημένα επίπεδα PMP σε ισχαιμικό επεισόδιο και οξύ στεφανιαίο σύνδρομο

  Η ELISA χρησιμοποιήθηκε ,επίσης, για να φανερώσει τις θεραπευτικές επιδράσεις φαρμάκων πάνω σε αθηροθρομβωτικές  ασθένειες. Στην εγκεφαλική απόφραξη φάνηκε τα επίπεδα των PMP να μειώθηκαν σημαντικά μετά τη θεραπεία, συγκριτικά με το πριν. Αυτό είναι ένα σημαντικό στοιχείο ώστε να να κατανοηθεί ο μηχανισμός απελευθέρωσης των PMP, ώστε να αναπτυχθούν θεραπείες που να προλαμβάνουν το έμφραγμα.

  Σε όλες τις μετρήσεις της ELISA έγινε επαλήθευση με την κυττρομετρία ροής, με τα αποτελέσματα να συμφωνούν ανάμεσα στις δυο μεθόδους. Συνεπώς η ELISA μπορεί να αντιπροσωπεύσει ένα καινούργιο εργαλείο για τις μεταβολές, που παρουσιάζουν τα μικροκυστίδια αιμοπεταλιακής προέλευσης στις αθηροθρομβώσεις.[55]

· 3. Χρωμογόνες δοκιμασίες (Chromogenic assays)

 Μια διαφορετική προσέγγιση για τον εντοπισμό των Mps είναι η έμμεση ποσοτικοποίηση των Mps από τον προσδιορισμό της προπηκτικής δραστηριότητάς τους με χρωμογόνες δοκιμασίες. Οι δύο πιο συχνές χρωμογόνες δοκιμασίες είναι :

1. η δοκιμασία της προθρομβινάσης (prothrombinase assay)

όπου χρησιμοποιεί την παραγωγή θρομβίνης για τον έμμεσο ποσοτικό προσδιορισμό των επιπέδων των προπηκτικών Mps. Αυτή η δοκιμασία στηρίζεται κυρίως στην έκθεση της φωσφατιδυλοσερίνης των Mps, που κατέχει προπηκτικές ιδιότητες, και που συνδέεται με την αννεξίνη V (annexin V) και δίνει μία μέτρηση του συνολικού αριθμού των προπηκτικών Mps στο πλάσμα.[9]
2. η δοκιμασία των MP που σχετίζονται με την δραστηριότητα του ιστικού παράγοντα (Mp-TF activity assay)

όπου ποσοτικοποιεί τα επίπεδα υψηλά κυκλοφορούντων προπηκτικών σχετιζόμενων με TF μικροκυστίδια, μετρώντας την TF-MP εξαρτώμενη παραγωγή του παράγοντα Xa. Αυτή η εξέταση προτάθηκε για την ιδιαίτερα ενδιαφέροντος μελέτη του κινδύνου από VTE σε ασθενείς με καρκίνο.[9]
  Όταν χρησιμοποιούνται λειτουργικές δοκιμασίες για την ανάλυση των MP, τα MP πρώτα απομονώνονται και ακινητοποιούνται από πλάσμα ελεύθερο από αιμοπετάλια χρησιμοποιώντας μονοκλωνικά αντισώματα για να εξειδικευμένα επιφανειακά αντιγόνα. Οι λειτουργικές ιδιότητες των MP μετρώνται με την χρήση της εξέτασης της προθρομβινάσης. Οι λειτουργικές δοκιμασίες δίνουν πληροφορίες για την δραστηριότητα των MP, αλλά όχι λεπτομέρειες όπως τον απόλυτο αριθμό των MP. [10] 

  Οι λειτουργικές δοκιμασίες χρησιμοποιούν βαθμονομημένα μηχανήματα που είναι διαθέσιμα στα πιο πολλά εργαστήρια, όπως πλάκες μικροτιτλοδότησης  με φασματοφωτόμετρο και αναλυτές πήξης. Έχουν το πλεονέκτημα ότι είναι γρηγορότερα, απλοποιημένα και πιο αναπαραγώγιμα σε σύγκριση με την κυτταρομετρία ροής. Οι δοκιμασίες αυτές βασίζονται στην ανιοντική φωσφολιπιδικά-εξαρτώμενη επιτάχυνση της δραστηριότητας της προθρομβίνης από το σύμπλεγμα των παραγόντων Xa/Va. Σε μια χρωμογόνο μέθοδο, το πλάσμα προστίθεται σε μια μικροπλακέτα καλά σκεπασμένη με αννεξίνη V, η οποία δένει τα μικροκυστίδια με την εκτεθειμένη φωσφατιδυλοσερίνη της επιφάνεια τους. Η πλακέτα πλένεται με ρυθμιστικό διάλυμα, και ακολουθείται από προσθήκη των παραγόντων Va και Xa και ασβέστιο ώστε να παραχθεί θρομβίνη, η οποία μετριέται με τη χρήση ενός χρωμογόνου υποστρώματος. Η παραγωγή θρομβίνης είναι ανάλογη με την περιεκτικότητα σε φωσφολιπιδικά ανιόντα. [45] 
  Οι χρωμογόνες δοκιμασίες έχουν χρησιμοποιηθεί ευρέως για να συσχετίσουν την λειτουργική κατάσταση των MP με διάφορες ασθένειες. Σε μια έρευνα της Julia Palkovitsa et al, χρησιμοποιήθηκε μια χρωμογόνος δοκιμασία, και διερευνήθηκε αν τα κυκλοφορούντα MP με προθρομβωτικές ιδιότητες, σχετίζονται με την παθογένεια της VTE σε ασθενείς με φλεγμονώδη νοσήματα του εντέρου. Για τον σκοπό αυτό μετρήθηκε ο αριθμός, η κυτταρική προέλευση και η προθρομβωτική δραστηριότητα των MP θετικά για TF. Τα αποτελέσματα της μεθόδου βρήκαν αυξημένο αριθμό κυκλοφορούντων MP-TF(+), υποστηρίζοντας ότι τα MP αντιπροσωπεύουν μια καινούργια πλευρά των αιμοστατικών διαταραχών στις φλεγμονώδεις ασθένειες του εντέρου. [58]  
  Σε μια άλλη έρευνα που πραγματοποιήθηκε από Rachel E. Tilley et al, χρησιμοποιήθηκε η χρωμογόνος δοκιμασία του ιστικού παράγοντα, ώστε να διευκρινιστούν τα επίπεδα της δραστηριότητας του TF σε ένα δείγμα που περιείχε συνδυασμό αιμοπεταλίων και MP, σε ασθενείς με διαφόρων τύπων καρκίνου. Ενδιαφέρον εύρημα θεωρήθηκε η μεγάλη συχνότητα της δραστηριότητας του TF σε ασθενείς με καρκίνο του παχέος εντέρου, του παγκρέατος και του πνεύμονα, το οποίο είναι σύμφωνο με ένα μεγάλο πληθυσμό, ελεγχόμενων και διερευνημένων περιπτώσεων, που δείχνουν ότι οι ασθενείς με κακοήθειες  του γαστρεντερικού, του πνεύμονα ή αιματολογικών καρκίνων έχουν τον πιο υψηλό κίνδυνο για θρόμβωση. [59]
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Πίνακας 1: Παθογενετικοί μηχανισμοί της θρόμβωσης στον καρκίνο


Πηγή:[6]
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Εικόνα 5 : Τα PMPs επάγουν την αγγειογένεση στο μοντέλο του αορτικού δακτυλίου. PMPs σε διάφορες συγκεντρώσεις προστέθηκαν στους δακτύλιους. Μετά από 7 ημέρες επώασης, φτιάχτηκαν παρασκευάσματα, τα οποία χρωματίστηκαν και φωτογραφήθηκαν. Η αρίθμηση αντιστοιχεί ως εξής: 1) αρνητικός μάρτυρας, 2) PMPs συγκέντρωσης 20 μg/ml, 3) PMPs συγκέτρωσης 30 μg/ml, 4) PMPs συγκέτρωσης 50 μg/m, 5) PMPs συγκέτρωσης 100 μg/ml, 6) VEGF συγκέντρωσης 50 ng/ml + bFGF συγκέτρωσης 50ng/ml


Πηγή [23]





Εικόνα 4: Φωτογραφίες από ηλεκτρονικό μικροσκόπιο, όπου φαίνονται τα προσβεβλημένα αιμοπετάλια κάποιων με τον ιό του Δάγκειου. Τα κόκκινα βέλη δείχνουν τα ιικά σωματίδια μέσα σε κυστικές δομές, που τον σχηματισμό τους επάγει ο ίδιος ο ιός.


Πηγή[17]





Εικόνα 10 : Πλάγια απεικόνιση όπου φαίνεται πως λειτουργεί ένα κυτταρόμετρο ροής με αντίσταση. Το κύτταρο περνά από τα ηλεκτρόδια και μετριέται η αντίσταση που προκαλεί ο όγκος του κυττάρου. Βασιζόμενοι στην συχνότητα, η μέτρηση μπορεί να δώσει πληροφορίες για το μέγεθος του κυττάρου, της μεμβράνης, ή της κυτταροπλασματικές ιδιότητες. 


Πηγή [49]





Εικόνα : Ανάλυση των MP  in vivo και in vitro  κυτταρομετρία  σκέδασης φωτός. 


Πηγή [48] 





Εικόνα 11: απεικόνιση της λειτουργίας ενός ενός σφαιρίδιου  φθορισμού


Πηγή [48]





Εικόνα 7: Απεικόνιση ανίχνευσης με την κυτταρομετρία ροής πληθυσμών μικροκυστιδίων, αιμοπεταλίων και λευκών αιμοσφαιρίων σχετιζόμενων με αιμοπετάλια σε ασθενείς πριν και μετά την εγχείρηση του bypass.


Πηγή[30]   





Εικόνα 12 : Βασική αρχή μέτρησης των PMP ή PDMP με την ELISA


Πηγή [55]





Εικόνα 13: χρωμογόνος δοκιμασία του παράγοντα Xa με παρουσία ηπαρίνης. Ο παράγοντας Χα προστίθεται στο πλάσμα, που περιέχει συνθετικό υπόστρωμα για τον παράγοντα Χα και περιέχει και ένα χρωμογόνο στην μια του άκρη. Όταν το υπόστρωμα διασπαστεί από τον παράγοντα Xa, το χρωμοφόρο υφίσταται χρωματική αλλαγή, η οποία μπορεί και ποσοτικοποιείται. Κλιμάκωση του χρωματικής αλλαγής είναι άμεσα ανάλογη της ενζυμικής δραστηριότητας. Αν η ηπαρίνη ή ηπαρίνη χαμηλού μοριακού βάρους (LMWH) είναι παρών σε δείγμα πλάσματος, θα προάγει την αναστολή του παράγοντα Xa από την αντιθρομβίνη, καθιστώντας τον παράγοντα Xa λιγότερο διαθέσιμο ώστε να διασπάσει το υπόστρωμα. Συγκρίνοντας τα αποτελέσματα της διαβάθμισης της υδρόλυσης του υποστρώματος στα δείγματα που περιέχουν γνωστές ποσότητες ηπαρίνης, μπορεί να υπολογισθεί η συγκέντρωση της ηπαρίνης στο πλάσμα.


Πηγή : [2]





Εικόνα 1 : Τα μονοπάτια της πήξης. Η πήξη αρχίζει από την εξωγενή οδό, η οποία σχηματίζεται όταν ο ενεργοποιημένος παράγοντας  VII (VIIa) δένεται με τον ιστικό παράγοντα (TF). Η εξωγενής οδός ενεργοποιεί τους παράγοντες IΧ και X. Με την παρουσία του ασβεστίου, ο ενεργοποιημένος παράγοντας IΧ προσδένεται με τις αρνητικά φορτισμένες φωσφολιπιδικές επιφάνειες, οι οποίες αλληλεπιδρούν με τον παράγοντα VIIIa, για να σχηματίσουν την ενδογενή οδό, ένα σύμπλοκο που ενεργοποιεί αποτελεσματικά των παράγοντα Χ. Ο ενεργοποιημένος παράγοντας Χ συνδέεται με ενεργοποιημένο παράγοντα V πάνω στις αρνητικά φωσφολιπιδικές επιφάνειες για να σχηματίσει την προθρομβινάση, το σύμπλοκο που ενεργοποιεί την προθρομβίνη σε θρομβίνη. Τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια και μονοκύτταρα προμηθεύουν την αρνητικά φορτισμένη επιφάνεια τους, στην οποία συμβαίνουν οι αντιδράσεις της πήξης.


Πηγή: [2]   





Εικόνα 2 : δομή του MP, συμπεριλαμβανομένων υποδοχέων και βιολογικών υλικών. Αποτελεί μια διάχυτη αποθήκη βιοδραστικών τελεστών. Η μεμβράνη τους μεταφέρει από κυτταροπλασματικές πρωτεϊνες μέχρι βιοδραστικά λιπίδια, που εμπλέκονται σε πολλές θεμελιώδεις διαδικασίες.   


Πηγή: [8]





Εικόνα 3: Διαγράμματα ''πίτα'' όπου φαίνεται η κατανομή των 578 ταυτοποιημένων πρωτεϊνών σε δείγμα με μικροκυστίδια αιμοπεταλικής προέλευσης (ΡΜΡ).


Α)κυτταρικών διεργασίων πρωτεϊνες


Β)μοριακών λειτουργείων


Γ)υπο-κυτταρικής φύσης 


Πηγή: [11]





Εικόνα 9: Ανάλυση με κυτταρομετρία σκέδασης φωτός


Α)  ολικό αίμα


Β) απομονωμένα αιμοπετάλια


Γ)  μικροκυστίδια αιμοπεταλιακής προέλευσης 


Πηγή: [11]





Εικόνα 6: απεικόνιση του αγγειακού  ενδοθηλιακού αυξητικού παράγοντα που κυκλοφορεί στο αίμα των ασθενών με καρκίνο


Πηγή: [44]    





Εικόνα 8 : Ανάλυση των ΜΡ in vitro και in vivo ε κυτταρομετρία ροής σκέδασης φωτός 


Πηγή:[48] 








