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Agregacja erytrocytow uwazana jest za jeden z glownych czynnikow wptywajacych
na lepkos$¢ krwi, a w zakresie niskich predkosci §cinania stanowi ona glowny czynnik
determinujacy przeptyw krwi. Z tych powodow agregacja erytrocytow odgrywa wazna
rolg w reologii krwi. Wsrdd chorob, ktore w istotny sposob wiaza si¢ ze zmianami wia-
sciwosci reologicznych krwi (powodowanymi w znacznym stopniu agregacja erytrocytow)
wymienia si¢: niewydolno$¢ naczyn wiencowych serca, zawat migsnia sercowego, zato-
ry, chorobg niedokrwienng konczyn, cukrzycg, anemig, zaburzenia krazenia mozgowego
i siatkdbwkowego, a takze otylos¢. Poniewaz wptyw hematokrytu (takze decydujacego o
lepkosci krwi) na stopien i kinetyke agregacji erytrocytow wciaz pozostaje nie w petni
wyjasniony, problem ten stat si¢ celem prezentowanej pracy. Realizowano go poszukujac
zalezno$ci stopnia agregacji (SA) erytrocytow od hematokrytu, a takze zwiazku migdzy
czasami relaksacji 1, i T, (charakteryzujacymi kinetyke tego procesu) i hematokrytem. Na
podstawie uzyskanych w przedstawianej pracy wynikow mozna wnioskowac, ze wraz ze
wzrostem hematokrytu wartosci t,, 1, oraz SA maleja nieliniowo.

Erytrocyty ludzkie w obecnos$ci biatek osoczowych (fibrynogen, a,-globuliny, immunoglo-
buliny) i przy braku naprgzenia $cinania (braku przeptywu krwi) moga faczy¢ si¢ w pojedyncze,
elastyczne pakiety (podobne do stosu monet) okreslane mianem rulondw (rouleaux). Liniowe
rulony (w zalezno$ci od naprgzenia Scinania) laczac si¢ bokami moga z kolei utworzy¢ roz-
galgzione przestrzenne sieci (3D-networks) (ryc. 1). To dynamiczne i odwracalne zjawisko
zwane agregacja odgrywa wazna rolg w hemoreologii i mozna go obserwowaé zarowno w
badaniach in vitro jak i in vivo.
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Ryc. 1. Erytrocyty zawieszone w 0,9% roztworze NaCl zawierajacym 1,5% HAES (zdjecie ze
zbiorow wiasnych)

Fig. 1. Erythrocytes suspended in 0.9% NaCl solution containing 1.5% HAES (photography from own col-
lection)

O zdolnosci erytrocytéw do agregacji decyduje nie tylko sktad biatek osocza i naprezenie
$cinania. Wptyw na nia maja takze wlasciwosci samych erytrocytow np. ich ksztatt, wielko$¢
powierzchni, elektryczny tadunek powierzchniowy i biomechaniczne whasciwosci btony ko-
morkowej. Nalezy zaznaczy¢, ze erytrocyty moga utworzy¢ agregaty jesli zostana zawieszone
w roztworze elektrolitu zawierajacym np. dekstran [15] Iub hydroksyetyloskrobig [10-13].

Miegjscami szczegdlnie podatnymi na tworzenie si¢ agregatow erytrocytarnych sa mate
naczynia krwiono$ne, w ktorych predkosci $cinania osiagaja zazwyczaj niewielkie wartosci.
Powoduje to spadek predkosci przeptywu krwi, a nawet jego zahamowanie czego konsekwencja
jest niedotlenienie komorek i tkanek. Wzmozona agregacjg erytrocytow obserwowano u 0sob
m.in. z hipercholesterolemia [6], cukrzyca [21] i sepsa [3].

Poniewaz agregacj¢ erytrocytow uwaza si¢ za jeden z glownych determinantow lepko$¢ krwi,
ktora jest jej podstawowym parametrem reologicznym dlatego zjawisko to jest od kilkudziesigciu
lat przedmiotem zainteresowania wielu badaczy. Wykonywane sa eksperymenty nie tylko z krwia
ludzka i zwierzgca, ale réwniez z roztworami polimeréw o wiasciwosciach reologicznych zblizonych
do krwi. Pomimo rozwoju techniki pomiarowe;j i obliczeniowej, wptyw tego zjawiska na wiasciwosci
reologiczne krwi w warunkach normalnych i patologicznych wciaz nie jest doktadnie poznany.

Wszystkie obecnie dostgpne metody badan agregacji erytrocytow mozna sklasyfikowac w
dwoch grupach. Do pierwszej naleza metody bezposrednie oparte na mikroskopowych obserwa-
cjach tworzacych si¢ agregatow [4]. Druga grupg stanowia metody posrednie wykorzystujace
pomiary optyczne (pomiary natgzenia fali $wietlnej przechodzacej lub rozpraszanej przez prob-
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ke) [21, 22], impedancyjne (pomiary oporu lub pojemnosci elektrycznej migdzy elektrodami
z probka) [2, 7, 9-13, 17-19] oraz ultradzwigkowe (analiza sygnalu dopplerowskiego) [14].

Nalezy zaznaczy¢, ze metody bezposrednie posiadaja istotne ograniczenie. Mozna je sto-
sowac tylko w odniesieniu do probek o malym hematokrycie; ponizej 10%. Stosujac metody
wykorzystujace rozpraszanie fali §wietlnej lub ultradzwigkowej na erytrocytach lub ich agre-
gatach uzyskuje si¢ wielkosci fizyczne, ktore sa funkcjami nie tylko rozmiaru czastek rozpra-
szajacych. Zaleza one rowniez od innych wlasciwos$ci fizycznych tych czastek, jak i osocza
powodujac, ze wyniki pomiarow nie sa jednoznaczne [17].

Wymienionych wyzej ograniczen nie posiada metoda spektroskopii dielektrycznej, ktora
z powodzeniem stosowano w monitorowaniu przebiegu agregacji erytrocytow w krwi petnej [7,
9], a takze w roznych srodowiskach [7, 10-13]. Sposrod bezposrednio mierzalnych wielkosci
elektrycznych charakteryzujacych proces agregacji erytrocytow najczgsciej stosowanag jest
pojemnos¢ elektryczna C; zawiesiny erytrocytow. Pojemnos¢ C; mierzy si¢ w funkcji czasu
tworzenia si¢ agregatow, przy okreslonej czgstotliwosci pola elektrycznego np. przy 63 kHz
[7], 100 kHz [9-13] lub 500 kHz [17-19]. Na podstawie zmierzonej w ten sposob pojemnosci
C. mozliwe jest obliczenie przenikalnos$ci elektrycznej wzglednej & zawiesiny erytrocytow,
ktora jest juz wielkosScia niezalezng od geometrii komory pomiarowe;j.

Wezesniejsze prace whasne dotyczyty okreslenia stopnia [9, 11-13] i kinetyki agregacji [10,
11] erytrocytow w srodowisku zawierajacym plyn osoczozastepczy w postaci hydroksyetylo-
wanej skrobi. Przedmiotem naszych zainteresowan byt tez wptyw rodzaju hydroksyetylowanej
skrobi na agregacj¢ erytrocytow. Porownano skuteczno$é dwoch preparatow w generowaniu
tego zjawiska: HAES-steril 200/0,5 oraz HES 130/0,4 [12]. Wzmiankowane badania wykonano
w oparciu o metodg spektroskopii dielektryczne;j.

W celu dokfadniejszego poznania mechanizméw i uwarunkowan agregacji erytrocytow istot-
nymi wydaja si¢ by¢ badania wplywu hematokrytu zaréwno na stopien jak i na kinetykeg ich
agregacji. Obecnie znane sa prace, w ktorych zbadano tylko w sposéb jakosciowy wptyw hema-
tokrytu na agregacjg erytrocytow przy czym stosowane w nich techniki pomiaru wykorzystywaty:
falg ultradzwigkowa [14], spektroskopi¢ impedancyjna [18] oraz metody optyczne [22].

CEL PRACY

Celem przedstawianej pracy byto ustalenie (za pomoca spektroskopii dielektrycznej) zwiaz-
ku migdzy:
1. czasami relaksacji 1, i T, charakteryzujacymi kinetyke agregacji erytrocytow ludzkich,
a wartoscia hematokrytu,
2. stopniem agregacji erytrocytow i wartoscig hematokrytu.

MATERIAL I METODY

Sposob przygotowania probek do pomiarow dielektrycznych

Badania przeprowadzono na krwi zylnej pobranej na heparyng od zdrowego dawcy. Wyj-
Sciowa porcj¢ krwi pelnej przeniesiono do proboéwek typu Eppendorf, odwirowano przy 500xg
przez 5 minut, a nastgpnie ostroznie odciagni¢to osocze. W kolejnym etapie do proboéwek
z osadem dodano odpowiednia objgtos¢ osocza uzyskujac probki krwi o hematokrytach 24%,
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35%, 40% 1 48%. Oznaczono je odpowiednio symbolami A, B, C oraz D. Hematokryt wy-
znaczano (z doktadnoscia +1%) stosujac mikrowirowke hematokrytowq typ 347S, P.Z. SEBA
prod. krajowej. Czas jaki uptywal od momentu pobrania krwi do zakonczenia pomiaréw die-
lektrycznych nie przekraczal 60 minut.

Pomiary dielektryczne

Na podstawie prac [7, 9] przyjeto przenikalnosc¢ elektryczng wzgledna g, krwi, wyznaczang
dla czestotliwosci 100 kHz, jako wielko$¢ uzyteczna do monitorowania agregacji erytrocy-
tow. Warto$¢ g, wyznaczano ze wzoru (1) na podstawie pomiaréw pojemnosci elektrycznej
C. probek krwi w funkcji czasu. Pojemnos¢ elektryczna C; probek mierzono analizatorem
impedancji typ 4192A prod. Yokogawa-Hewlett-Packard (Japonia) z uchwytem pomiarowym
typ 16047A. Pomiary wykonywano przy czgstotliwosci 100 kHz, napigeiu 0,5 V oraz aktyw-
nej opcji pomiaru ‘Average’. Opcja ta zapewniata zmniejszenie fluktuacji wartosci C;, gdyz
jej ostateczna warto$¢ byla $rednia siedmiu pomiarow dla danej czgstotliwosci. Analizator
potaczono ze sterownikiem za pomoca interfejsu standardu HP-IB (IEEE-488). Sterowni-
kiem byt komputer osobisty z procesorem Pentium III 1 GHz, 384 MB RAM. W komputerze
zainstalowano kartg interfejsu typ 82335A prod. Hewlett-Packard (USA). Program sterujacy
pomiarami pojemnosci C; (w funkcji czasu) napisano w jezyku Turbo Pascal firmy Borland
International Inc. (USA) w wersji 1.5 dla Windows.

Komora pomiarowa tworzyta kondensator ptaski o okragtych elektrodach umieszczonych
w plaszczyznie pionowe;j. Srednica tej czesci elektrody, ktora kontaktowata sig z probka wy-
nosifa 2,5 mm, a odlegto$¢ migdzy elektrodami wynosita 4 mm. Platynowe powierzchnie
czotowe elektrod pokrywano galwanicznie czernig platynowa w celu zmniejszenia wpltywu
polaryzacji elektrod na mierzona pojemno$¢ elektryczng C, probki. Wymagana do pomiarow
dielektrycznych objgtos$¢ probki wynosita ok. 35 ul.

Pojemno$¢ elektryczng Cr przewodow laczacych komorg pomiarowa z analizatorem wy-
znaczono doswiadczalnie uzyskujac wartos¢ Cy = 0,49 pF. Odchylenie standardowe warto$ci
sredniej Cr byto mniejsze niz 0,01 pF. Stata (k) komory wyznaczono na podstawie pomiaréw
dielektrycznych cieczy wzorcowej w postaci wody bidestylowanej i zdejonizowanej. Wykonano
10 pomiardéw otrzymujac warto$¢ srednig k = (655+2) m’!. Pomiary wykonywano w temperaturze
25 °C. Stalg temperatur¢ pomiaréw utrzymywano z doktadnoscia 1 °C za pomoca termostatu
typ Ul prod. Veb MLW Priifgerite-Werk Medingen (Niemcy). Jako cieczy termostatujacej uzyto
parafiny cieklej (Parafinum liquidum FP IV, Laboratorium Galenowe PZF Cefarm).

Pomiary pojemnosci elektrycznej C, probek krwi w funkcji czasu wykonywano w nastgpu-
jacy sposob. W pierwszym etapie przepuszczano probke przez komorg pomiarowa (podtaczona
do gotowego do pomiardéw analizatora) ttoczac ja mikrostrzykawka zakonczona igla o $rednicy
ok. 0,27 mm. W trakcie przeptywu probki nastgpowata dezagregacja erytrocytow w nastgpstwie
napre¢zenia §cinajacego wystepujacego podczas przeptywu krwi przez iglg. Wymuszano taka
warto$¢ nat¢zenia przeptywu krwi, aby uzyskaé¢ minimalng warto$¢ mierzonej pojemnosci
C., co $wiadczylto o calkowitej dezagregacji erytrocytow w probee. Nastgpnie wstrzymywano
przeptyw krwi (uzyskujac warunki statyczne) i jednocze$nie uruchamiano program sterujacy
pomiarami pojemnosci elektrycznej C; w funkcji czasu oraz obliczajacy przenikalno$¢ elek-
tryczna wzgledna € probki ze wzoru:
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gL :g(CL_CR) (1

gdzie: k — stata komory (k = 655 m™"); g, — przenikalno$¢ elektryczna bezwzglgdna prozni (g, = 8,85x1072
Fxm™); C, — pojemno$¢ elektryczna probki (F); Cy — pojemno$¢ elektryczna przewoddw taczacych komorg
pomiarowa z analizatorem 4192A (Cy = 0,49%10'2 F).

Koniec pomiaré6w pojemnosci C; nastgpowal po 250 s od momentu wstrzymania przeptywu
krwi przez komorg¢ pomiarowa, poniewaz wielko$¢ ta nie podlegata juz zmianom. Dla kazdej
z czterech probek krwi rézniacych si¢ hematokrytem (tzn. A, B, C i D) wykonano sze$¢ po-
miarow warto$ci C; w funkcji czasu uzyskujac serie odpowiednio: A _1,...,A 6; B 1,....B 6
itd. z obliczonymi warto$ciami przenikalnosci elektrycznej wzglednej & krwi.

Obliczenia numeryczne

Wielkos$ci charakteryzujace proces kinetyki agregacji erytrocytow uzyskiwano stosujac
metode¢ dopasowania funkcji. Jako funkcji teoretycznej uzyto rGwnania zaproponowanego przez
Irimajiri’ego i wsp. [7], poddanego modyfikacji wtasnej. Modyfikacja polegata na wprowadze-
niu do tego rownania dodatkowego parametru (t,) oznaczajacego czas poczatkowy w ktorym
erytrocyty sa w stanie dezagregacji, przez co lepiej aproksymowato ono dane do§wiadczalne.
Posta¢ zmodyfikowanego rownania byla nastgpujaca:

€, =¢€p +(81< —&p ){1_ px CXP[_ (f_fo )/Tl]_(l_ p)exp[(t—to )/TZB @)

gdzie: t — godzina pomiaru [s]; t, — godzina pomiaru [s] odpowiadajaca sytuacji, gdy &= &; & — prze-
nikalnosc¢ elektryczna wzgledna probki w chwili t-ty; €, — przenikalno$¢ elektryczna wzgledna probki
w warunkach, gdy erytrocyty sa w stanie dezagregacji (odpowiada to chwili t = t)); &x — przenikalno$¢
elektryczna wzgledna probki dla t — oo; p — stata (0 < p < 1); 1;, 1, — czasy relaksacji charakterystyczne
dla etapow agregacji odpowiednio — szybko- i wolnozmiennego [s]. Godziny pomiaru t oraz t, zwraca (w
postaci aktualnego czasu systemowego) pascalowska procedura GetTime zawarta w programie sterujacym
pomiarami dielektrycznymi.

Funkcj¢ doswiadczalna stanowity wartosci g uzyskane ze wzoru (1) na podstawie pomia-
row pojemnosci C; krwi w funkcji czasu, przy czgstotliwosei pola elektrycznego 100 kHz.
Dopasowanie funkcji realizowano za pomoca programu MINUIT (wersja 93.08) [8], do ktorego
dotaczono podprogram uzytkownika zawierajacy m.in. funkcj¢ teoretyczng wyrazong rowna-
niem (2) oraz minimalizowana funkcj¢ celu, ktora miata nast¢pujaca postac:

w5

gdzie: ep(i) — przenikalno$¢ elektryczna wzgledna probki wyznaczona do§wiadczalnie; e:(i) — przenikalnosé¢
elektryczna wzgledna probki wyznaczona teoretycznie; n — liczba pomiaréw (n = 220).
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Wyznaczeniu (metoda dopasowania funkcji) podlegaty wielkosci &p, &, p, T, oraz 1,. Dla
kazdej serii pomiarowej z zestawu serii: A_1,...,A 6; B_1,...,B_6 itd. dopasowanie funkcji
przeprowadzano pig¢ razy. W kolejnych dopasowywaniach zmieniano wartosci startowe (po-
czatkowe) szukanych wielkosci. Mialo to na celu sprawdzenie, czy nie zostanie znaleziona
mniejsza warto$¢ funkcji celu, a tym samym lepsze dopasowanie migdzy funkcjami. Nastgp-
nie z kazdych pigciu dopasowan wybierano to, ktoremu odpowiadata najmniejsza wartosé
funkcji CHI?, przyjetej jako kryterium dopasowania funkcji. Warto$¢ funkeji CHI? obliczano
ze wzoru [20]:

" . \]2
P Ep\l)— &, U
CH[A:Z[D() T()] (4)
i=l ér (l )
gdzie: ep(i) — przenikalno$¢ elektryczna wzgledna probki wyznaczona do§wiadczalnie; €:(1) — przenikalnos$¢

elektryczna wzgledna probki wyznaczona teoretycznie; n — liczba pomiarow (n = 220).

W wyniku obliczen numerycznych uzyskano serie: A 1 1,...,A 1 5;A 2 1,...,A 25
itd. Na podstawie znalezionych wielkosci &y oraz g obliczano stopien agregacji erytrocytow
Ze WZOru:

_Ee—ép
Ex

SA )

gdzie: g¢ — przenikalnos¢ elektryczna wzgledna probki dla t—oo; €, — przenikalnosé elektryczna wzgledna
probki w warunkach, gdy erytrocyty sa w stanie dezagregacji.

Obliczenia numeryczne wykonano w jezyku FORTRAN 77, stosujac kompilator gec-g77-3.4.5
wchodzacy w sktad darmowego, dostgpnego w internecie [dostgp: 2010-07-14; adres: http://
www.mingw.org/] kompilatora MinGW (Minimalistic GNU for Windows) bgdacego portem
zestawu kompilatorow GCC dla platformy Windows. Kod zrédtowy podprogramu uzytkownika
napisano korzystajac z darmowego, dostgpnego w internecie [dostgp: 2010-07-14; adres: http://
www.geany.org/] programu Geany (wersja 0.19) bedacego potaczeniem edytora tekstu z prostym
$rodowiskiem programistycznym.

Btad metody zminimalizowano przez wykonywanie duzej liczby (ok. 200) pomiaréw po-
jemnosci C; w przedziale czasu 0 + 250 s oraz stosowanie opisanej powyzej opcji pomiaru
‘Average’ dostgpnej w analizatorze HP 4192A. Rozwazono takze mozliwo$¢ wplywu se-
dymentacji agregatow erytrocytarnych na mierzona pojemnos¢ elektryczng C;. Jednak jak
wykazano w pracy [1] wplyw tego zjawiska na warto$ci mierzonych wielkosci elektrycznych
(pojemnosci 1 przewodnosci) zawiesiny komorek w przypadku czasu pomiaru krotszego niz
10 min uwidacznia si¢ wtedy, gdy powierzchnie elektrod komory pomiarowej sa rownolegte
1 znajduja si¢ w plaszczyznie poziomej. Natomiast gdy powierzchnie elektrod sa roéwnolegte
1 umieszczone sa pionowo, wowczas efekt ten jest zaniedbywalny (dla czasu krotszego niz
10 min). Zatem ze wzgledu na stosowany w tej pracy pionowy uktad elektrod i czas pomiaru
krotszy niz 10 min, wptyw sedymentacji agregatéw erytrocytarnych na mierzone warto$ci
pojemnosci C; mozna bylo pomingé. Przedstawione na wykresach odchylenie standardowe
pojedynczego pomiaru wynikato z procedury napetniania komory pomiarowe;j.
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WYNIKI

W celu analizy wptywu czasow relaksacji T, oraz 1, na czasowe przebiegi funkcji g, wyko-
nano odpowiednie symulacje. Na ryc. 2 przedstawiono wptyw wartosci 1, na przebieg funkcji
€. Obliczenia wartos$ci tej funkcji wykonano w przedziale czasu 0 + 250 s dla wartosci 1, =
5's, 10 s oraz 20 s, przyjmujac jednoczesnie, ze 1, = 70 s, &, = 2700, g¢ = 5500, p = 0,6.
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Ryc. 2. Symulacja przebiegu funkcji g, dla réznych wartosci czasu relaksacji 1,

Fig. 2. Simulation of & function graph for different values of relaxation time T,
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Ryec. 3. Symulacja przebiegu funkcji g, dla réznych wartosci czasu relaksacji 1,

Fig. 3. Simulation of ¢ function graph for different values of relaxation time 1,
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Ryc. 3 obrazuje wptyw czasu relaksacji 1, na przebieg funkcji g . Obliczenia wykonano
dla tego samego przedzialu czasu i tych samych wartosci &, €, oraz p, stosujac wartosci T,
odpowiednio: 30 s, 90 s oraz 270 s; ponadto przyjeto, ze T, = 10 s.
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Ryc. 4. Zmiany g krwi w funkcji czasu. Czas t, odpowiada wstrzymaniu przeptywu krwi przez
komor¢ pomiarowa. Linig ciagla zaznaczono krzywe otrzymane w wyniku dopasowania funkcji.
1 — probka A 1 1, Ht = 24%; 2 — probka B 3 5, Ht = 35%; 3 — probka C 3 5, Ht = 40%; 4 —
probka D_5_4, Ht = 48%

Fig. 4. The variation of blood ¢; in time. Time t, corresponds to the moment of stopping blood flow through

the measurement chamber. A solid line indicates curves obtained by function fitting. 1 — specimen A 1 1, Ht =
24%; 2 — specimen B_3 5, Ht = 35%; 3 — specimen C_3_5, Ht = 40%; 4 — specimen D_5 4, Ht = 48%

Na ryc. 4 przedstawiono (w postaci punktéw) zmiany przenikalno$ci elektrycznej wzgled-
nej (g1) probek krwi rézniacych si¢ hematokrytem w funkcji czasu. Linie ciagte reprezentuja
wynik najlepszego numerycznego dopasowania roéwnania (2) do wartosci doswiadczalnych
uzyskanych na podstawie pomiaréw dielektrycznych. Warto$ci €, wyznaczano na podstawie
pojemnosci elektrycznej C; krwi mierzonej w warunkach braku naprgzenia $cinajacego (po
wstrzymaniu przeplywu krwi przez komorg pomiarowa). Wyznaczone (metoda dopasowania
funkcji) czasy relaksacji dla sktadowej szybko- i wolnozmienej agregacji erytrocytow wynosity
odpowiednio: 1, = 22,2 s i 1, = 3151 s dla probki A_1 1 (Ht = 24%, linia 1 na wykresie),
T, = 12,4 s11, =138 s dla probki B_3 5 (Ht = 35%, linia 2 na wykresie), T, = 11,6 s i
T, = 91,5 s dla probki C_3 5 (Ht = 40%, linia 3 na wykresie) oraz t, = 6,2 s i 1, = 43,6 s dla
probki D 5 4 (Ht = 48%, linia 4 na wykresie).

W tabeli I zestawiono wyniki obliczen (metoda dopasowania funkcji) parametrow charak-
teryzujacych stopien i kinetyke agregacji erytrocytdéw w probkach krwi rézniacych si¢ hema-
tokrytem. Dane zawarte w tabeli pozwalaja na stwierdzenie, ze w miar¢ wzrostu hematokrytu
skroceniu ulegaja czasy relaksacji T, i 1,, a stopien agregacji erytrocytow maleje.
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Tabela . Parametry charakteryzujace stopien i kinetyk¢ agregacji erytrocytow ludzkich (Wyniki
przedstawiono jako warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe wartosci $redniej)

Table I. The parameters which characterize rate and kinetics of human erythrocyte aggregation (Results are
presented as mean value + standard error)

Probka & &g P T T, SA
Specimen (--) (--) (--) (s) (s) )
2{t=24%) 1518+18 | 20349+1402 | 0,0510+0,0039 | 18,5+0,8 | 3213+225 | 0,92+0,00
](SHt:35%) 2279439 53724227 | 0,5128+0,0345 | 13,2+0,6 212+43 0,57+0,02
(CHt:4O%) 2394444 4652+71 0,5584+0,0293 | 10,1+0,8 90,3+3,9 0,49+0,01
git=48%) 3012+40 5470428 | 0,5916+0,0058 | 8,6+0,4 70,4+2,5 | 0,45+0,01

Na ryc. 5 pokazano zaleznos$¢ czasu relaksacji 1, od hematokrytu, natomiast ryc. 6 przed-
stawia zalezno$¢ czasu relaksacji 1, od hematokrytu. Z wykresow tych wynika, ze czasy
relaksacji 1, 1 T, maleja nieliniowo wraz ze wzrostem hematokrytu.
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Fig. 5. The dependence of relaxation time T, on hematocrit

Fig. 6. The influence of hematocrit on relaxation time t,

Ryc. 7 przedstawia zaleznos$¢ stopnia agregacji od hematokrytu, ktora jest nieliniowa.
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OMOWIENIE

Monitorowanie agregacji erytrocytow z wykorzystaniem zalezno$ci przenikalnosci elek-
trycznej wzglednej € krwi od czasu (lub krocej funkceji g, (t)) opisali po raz pierwszy Irimajiri
1 wsp. [7]. Zaobserwowali oni roéznicg w przebiegach tej funkcji dla krwi pelnej, zawiesiny
erytrocytow w dwukrotnie rozcieficzonym osoczu i zawiesiny erytrocytow w PBS, ktorg uza-
sadnili r6znica w stopniu agregacji erytrocytow.

Tg metodg zastosowaliSmy w naszych poprzednich badaniach dotyczacych agregacji ery-
trocytow w roznych srodowiskach [10, 11] oraz w badaniach bedacych przedmiotem prezen-
towanej pracy. W pierwszym etapie badan (przedstawionych w tej pracy) dokonano analizy
odpowiedzi funkcji & (t) na zmiany czasow relaksacji T, i 7,. Temu celowi stuzyty symulacje,
ktorych wynik przedstawiono na ryc. 2 i 3. W obliczeniach symulacyjnych przyjeto czas
obserwacji rowny 250 s jako typowy dla agregacji erytrocytow. Na podstawie ryc. 2 mozna
stwierdzi¢, ze zmniejszanie warto$ci czasu t, prowadzi do szybszego przyrostu wartosci funkcji
€.(t) glownie w pierwszych 30 sekundach. Natomiast z przedstawionego na ryc. 3 przebiegu
funkcji g (t) wynika, ze skracanie czasu relaksacji 1, powoduje szybszy przyrost funkcji g (t)
po uptywie ok. 30 sekund. Powyzsze symulacje potwierdzaja fakt, ze wystgpujace w rownaniu
(2) czasy relaksacji T, 1 1, charakteryzuja przebieg szybko- i wolno zmienny funkcji € (t). Te
dwa tempa zmian warto$ci funkcji & (t) w odniesieniu do monitorowania agregacji erytrocytow
charakteryzuja dwa etapy tego zjawiska [7]. Pierwszy z nich to agregacja prosta zwigzana
z formowaniem przez erytrocyty rulonéw (rouleaux formation), a drugi to agregacja zlozona
odzwierciedlajaca tworzenie form usieciowanych (3D-networks).

Na ryc. 4 przedstawiono przebiegi funkcji € (t) dla probek krwi rdézniacych si¢ hematokry-
tem. Z ich analizy wynika, ze warto$¢ przenikalno$ci elektrycznej wzglednej & probek krwi
ro$nie wraz ze wzrostem hematokrytu (patrz takze tabela 1). Uzasadnienie tego wzrostu jest
nastgpujace. Przenikalnos¢ elektryczna €, odpowiada przenikalnos$ci elektrycznej g probki
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wyznaczanej w momencie wstrzymania przeptywu krwi przez komor¢ pomiarowa, a wigc w
warunkach dezagregacji erytrocytow. Jesli erytrocyty nie tworza agregatow to ich zawiesina
spetnia zatozenia teorii Pauly’ego-Schwana [16]. Teoria ta zawiera rownania, ktdre znalazlty
zastosowanie do opisu m.in. zaleznosci przenikalnoéci elektrycznej wzglednej € zawiesiny
komorek od czgstotliwosci pola elektrycznego, ktora obserwuje si¢ w zakresie 0,01-100 MHz.
Zalezno$¢ ta mozna krocej okresli¢ jako dyspersje¢ przenikalnos$ci €, a w celu odrdznienia jej
od dyspersji przenikalnosci € obserwowanych w innych zakresach czgstotliwo$ci nazwano
ja B-dyspersja. Jedno z rownan wynikowych tej teorii dotyczy przenikalno$ci g, zawiesiny
komoérek wyznaczonej dla czgstotliwosci poczatkowej zakresu B-dyspersji. Przy pewnych
zatozeniach upraszczajacych ma ono postac:

9VRC,
+ P

®o = 4¢

(6)
5

gdzie: g, — przenikalno$¢ elektryczna wzgledna zawiesiny komorek wyznaczona dla czgstotliwo$ci
poczatkowej B-dyspersji; €, — przenikalno$¢ elektryczna wzgledna srodowiska zewnatrzkomorkowego;
v — stgzenie objgtosciowe komorek w zawiesinie; R — promien komorki [m]; C,, — pojemnos$¢ elektryczna
wlasciwa blony komorkowej [F/m?]; €, — przenikalnos¢ elektryczna bezwzglgdna prozni (g, = 8,85x10712
Fxm™).

Wynika z niego, ze warto$¢ przenikalnosci elektrycznej €, wzrasta wraz ze wzrostem m.in.
stgzenia objgtosciowego komorek w zawiesinie. Poniewaz przenikalnos¢ €, wyznaczano dla
100 kHz czyli w poczatkowym zakresie -dyspersji, stad jej wartos¢ zwigkszala si¢ wraz ze
wzrostem hematokrytu zgodnie z rownaniem (6).

Z dalszej analizy ryc. 4 wynika, ze w miar¢ wzrostu hematokrytu zwigkszalo si¢ tempo
narastania wartosci g co $wiadczylo o skracaniu czasow relaksacji 1, 1 1, (patrz rowniez tabe-
la I). Oznacza to, ze duza warto$¢ hematokrytu przyspiesza agregacj¢ erytrocytow.

Na ryc. 51 6 przedstawiono zaleznosci statych czasowych 1, i 1, od hematokrytu z ktdrych
wynika, ze zaleznosci te sa nieliniowe. Do podobnego wniosku doszedt Yamamoto [22], ktory
stosujac wilasny (optyczny) uktad pomiarowy wyznaczyt czas relaksacji charakteryzujacy
agregacjg erytrocytow, ktorego warto$¢ malata nieliniowo wraz ze wzrostem hematokrytu.

Z danych zawartych w tabeli I wynika, ze stopien agregacji erytrocytow wyznaczony ze
wzoru (5) maleje ze wzrostem hematokrytu, przy czym zalezno$¢ ta jest nieliniowa (patrz
ryc. 7). Poniewaz stopien agregacji erytrocytow odzwierciedla $rednig liczbg komorek w
agregacie, a przez to jego rozmiar, oznacza to, ze w wyniku wzrostu hematokrytu powstajace
agregaty erytrocytarne sa mniejsze. Mozna to wyjasnic¢ na podstawie rownania (6) zaktadajac,
w duzym przyblizeniu, ze agregaty sa sferyczne i maja takie same wtasciwosci dielektryczne
jak tworzace je erytrocyty. Z roéwnania (6) wynika, ze przenikalno$¢ g, jest wprost proporcjo-
nalna do m.in. promienia komorki. Poniewaz wzor zdefiniowanego przez nas stopnia agre-
gacji zawiera w liczniku przyrost przenikalno$ci & - &, to przyrost ten jest proporcjonalny
do przyrostu promienia agregatu. Srednia warto$¢ promienia agregatow rosnie od wartosci
réwnej Sredniemu promieniowi erytrocytow (gdy & = ) do wartosci réwnej $redniemu pro-
mieniowi uformowanych (sferycznych) agregatow (gdy & = ). Ujawniona zalezno$¢ SA od
hematokrytu pozostaje w zgodnosci z zalezno$cia opadu od hematokrytu, ktorg opisat Fabry
[5]. Wykazal on w swojej pracy, ze wraz ze wzrostem hematokrytu opad maleje poniewaz
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promien agregatow jest odwrotnie proporcjonalny do warto$ci hematokrytu. Tq zalezno$¢
ustalit dwoma niezaleznymi sposobami; analizujac mikrofotografie agregatow oraz obliczajac
ich promienie ze wzoru Einsteina-Stokesa. Zaobserwowana przez siebie zaleznos¢ migdzy
promieniem agregatow, a warto$cia hematokrytu Fabry uzasadnit tym, ze formowanie sfe-
rycznych agregatow ograniczone jest dostgpnoscia (do powierzchni erytrocytow) fibrynogenu
i innych makromolekut osocza.

WNIOSKI

W nastgpstwie wzrostu hematokrytu maleja nieliniowo:

1. stopien agregacji SA erytrocytdow, co pozostaje w zgodnosci z zalezno$cia opadu od
hematokrytu (ze wzrostem hematokrytu opad maleje),

2. czas relaksacji T, charakteryzujacy rulonizacjg erytrocytow,

3. czas relaksacji 1, charakteryzujacy tworzenie przez erytrocyty ludzkie usieciowanych
trojwymiarowych agregatow.
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W. Jaroszynski, B. Kwiatkowski, P. Bogus

INFLUENCE OF HEMATOCRIT ON RATE AND KINETICS OF HUMAN ERYTHROCYTES
AGGREGATION. DIELECTRIC SPECTROSCOPY METHOD RESEARCHES

Summary

The paper presents results of the study on the influence of hematocrit on the rate and kinetics of human
erythrocytes aggregation with the use of dielectric spectroscopy. The dependence of relative electrical
permittivity g on time, while aggregates were created after starting disintegration (generated by a blood
flow), was used in the study on kinetics of erythrocyte aggregation. The experimental results were appro-
ximated by Irimajiri equation which describes dependence of g, on time. The values of relaxation times t,
i T, of different hematocrit blood samples were obtained. They characterize two erythrocyte aggregation
phases: simple (rouleaux formation) and creation of net forms (3-D network). It was demonstrated that the
values of relaxation times 1, i 1, decrease in a nonlinear way with hematocrit increase. Additionally it was
found that together with hematocrit increase aggregation erythrocyte rate decreases in a nonlinear way.
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