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Abstract
Nanocrystalline Diamond Coatings (NCD) have been

developed for blood cell contacting-implants/devices

(e.g. artificial heart valves). Carbon surfaces have

good biocompatibility and haemocompatibility.

In this study the technique of electron paramagnetic

resonance (EPR) spectroscopy was used for meas-

urements of fluidity and interanal viscosity of mor-

photic elements, especially erythrocytes. Parameters

(describing the membrane lipid fluidity) were deter-

mined using EPR spectra. Changes in the membrane

lipid fluidity and internal viscosity of red blood cells

were examined by means of EPR spectroscopy us-

ing spin labelled: three fatty acids (5-, 12-, 16-

doxylstearic acids) and Tempamine.

The aim of this study was to present the method of

measurements of red blood cells and the statistical

post-processing of the obtained results. These meth-

ods could be used to examine interactions between

a NCD layer and blood cells.

The blood flow through an artificial heart valve is con-

nected with high values of the shear stress as acting

on cell surfaces and, in consequence, by changes in

the structure of membrane of lipids and proteins.

Changes in plasma membranes of red blood cells

(RBC) can decrease their deformation and increase

their aggregation and, in consequence can lead to

alterations in the rheological properties of human

blood.

Key words: artificial heart valve (AHV), red blood

cells (RBC), erythrocytes, membrane lipid fluidity.
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Streszczenie
Warstwa Nanokrystalicznego Diamentu (NCD) zosta-

ła wykorzystana w przypadku protez/urządzeń mają-

cych kontakt z komórkami krwi (np.: sztuczne zastaw-

ki serca). Warstwy węglowe wykazują dobre właści-

wości biozgodności oraz hemozgodności.

W prezentowanych badaniach użyta została technika

spektroskopii elektronowego rezonansu paramagne-

tycznego (EPR) do pomiarów płynności i lepkości wnę-

trza elementów morfotycznych, w szczególności ery-

trocytów. Parametry (opisujące płynność lipidów bło-

nowych) zostały określone na podstawie widm EPR.

Zmiany w płynności lipidów błonowych i lepkości wnę-

trza krwinek czerwonych zostały zbadane przy pomo-

cy spektroskopii EPR przy użyciu znaczników spino-

wych: trzech kwasów tłuszczowych (kwasów 5-, 12-,

16-doksylostearynowych) oraz Tempaminy.

Celem niniejszej pracy było przedstawienie metod

pomiaru parametrów krwinek czerwonych oraz opra-

cowanie statystyczne uzyskanych wyników. Prezen-

towane metody mogą zostać użyte do zbadania od-

działywań warstwy NCD z komórkami krwi.

Przepływ przez sztuczną zastawkę serca jest zwią-

zany z występowaniem większych wartości naprężeń

ścinających działających na powierzchnię komórek

oraz w konsekwencji zmian w strukturze lipidów i bia-

łek plazmatycznych. Zmiany w płynności lipidów bło-

nowych krwinek czerwonych (RBC) mogą obniżać ich

deformację oraz  zwiększać ich agregację, a w kon-

sekwencji mogą prowadzić do zmian właściwości re-

ologicznych krwi ludzkiej.

Słowa kluczowe: sztuczna zastawka serca (AHV),

krwinki czerwone (RBC), erytrocyty, płynność lipidów

błonowych.
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W ostatnich latach na całym świecie, w centrum zain-
teresowań znajdują się nowe biomateriały [1, 2]. Węgiel w
postaci warstwy diamentowej (nanokrystalicznego diamentu
-NCD) posiada atrakcyjne właściwości w zastosowaniach
biomedycznych [3]. Powierzchnie implantów medycznych,
wykonane z tych biomateriałów, mogą być bardziej biozgod-
ne wobec organizmu człowieka. Zastosowania nowych
warstw do implantów (sztucznych zastawek serca) ma
wpływ na długo terminowe biologiczne oddziaływania z
tkankami je otaczającymi. Badania implantów potwierdzi-
ły, iż biozgodność implantu może zostać poprawiona po-
przez pokrycie go warstwą NCD (Nanokrystaliczny Proszek
Diamentowy posiada właściwości antyutleniające wobec
osocza krwi) [4].

Głównym celem niniejszej pracy było przedstawienie me-
tod pomiaru parametrów krwinek czerwonych oraz opra-
cowanie statystyczne uzyskanych wyników. Prezentowa-
ne metody mogą zostać użyte do badania oddziaływań
warstwy NCD z komórkami krwi.

Sztuczna zastawka serca (AHV) kontroluje regulację
przepływu krwi w sercu. Przepływ krwi przez sztuczną za-
stawkę serca jest związany jest z występowaniem więk-
szych wartości naprężeń ścinających działających na po-
wierzchnie komórek, kawitacją [5, 6, 7, 8] oraz procesami
zapalnymi [9, 10]. Znajomość rozkładu prędkości oraz pola
ciśnienia otaczającego sztuczną zastawkę serca umożli-
wia przewidywanie odkształceń komórek krwi [11].

Ciągłe oddziaływania pomiędzy sztuczną zastawką serca
(AHV) a elementami morfotycznymi krwi ludzkiej mogą pro-
wadzić do zmian w błonie plazmatycznej erytrocytów. W kon-
sekwencji procesy te mogą doprowadzić do zmian w struktu-
rze lipidów oraz białek plazmatycznych. Zmiany w płynności
lipidów błonowych krwinek czerwonych (RBC) mogą wpły-
wać na ich deformację oraz agregację, a w konsekwencji pro-
wadzić do zmian właściwości reologicznych krwi.

W prezentowanych badaniach, technika spektroskopii
elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) zo-
stała użyta do pomiarów płynności lipidów błonowych oraz
lepkości wnętrza erytrocytów ludzkich, kładąc szczególną
uwagę na molekularny aspekt badań. Metoda ta jest opar-
ta na zmianach kształtu linii widm EPR znaczników spino-
wych inkorporowanych do błony. Widma EPR charaktery-
zują strukturę błony plazmatycznej próbki biologicznej.

Płynność błony plazmatycznej odzwierciedla uporząd-
kowanie i dynamikę łańcuchów fosfolipidów. Do określe-
nia wpływu sztucznej zastawki serca na erytrocyty zostały
użyte trzy doksylostearynowe znaczniki spinowe: (kwasy
5-, 12-, 16-doksylostearynowy), różniące się położeniem
grupy nitroksydowej wewnątrz warstwy oraz Tempamina.
Badania pozwoliły uzyskać informacje na temat płynności
lipidów błonowych w różnych regionach membrany [12, 13,
14]. Lepkość wnętrza została określona przy pomocy Tem-
paminy przy użyciu spektroskopii EPR. Podatność osmo-
tyczna została określona spektrofotometrycznie przy uży-
ciu spektrofotometru UV/Vis  (Ultospec 2000 firmy Amer-
sham Pharmacia Biotech).

Materiały i metodyka

Preparatyka erytrocytów
Erytrocyty wyizolowano z próbek krwi uzyskanych od

pacjentów ze sztuczną zastawką serca oraz od osób zdro-
wych. Przy doborze grupy osób chorych brano pod uwagę
również badania laboratoryjne. Świeżo pobraną, heparyni-
zowaną krew, odwirowywano i separowano erytrocyty.

Introduction

New biomaterials have been of great interest for re-
searches during past decades all over the world [1, 2].
Carbon in the form of a diamond coating (nanocrystalline
diamond -NCD) has attractive properties for biomedical
applications [3]. Surfaces of medical implants, which are
made of these biomaterials, could be biocompatible for
human body. Applications of the new coatings for implants
(artificial heart valves) have an influent on the long-term
biological interactions of implants with the surrounding tis-
sues. Implant investigations has proved that implant main
biomaterial biocompatibility can be improved by coating it
with a NCD layer (Nanocrystalline Diamond Powder has
antioxidant properties in the blood plasma) [4].

Methods of measurements of erythrocyte parameters
and the statistical post-processing of obtained results have
been presented and it has been the main aim of this study.
These methods could be used to examine the interactions
between the NCD layer and blood cells.

Artificial heart valve (AHV) controls blood flow in the heart.
The blood flow through the artificial heart valve is connected
with high values of the shear stresses acting on cell sur-
faces, cavitations [5, 6,7, 8] and inflammatory processes [9,
10]. The knowledge of the velocity distribution and the pres-
sure field in the artificial heart valve surroundings enables
one to predict a deformation of blood cells [11].

Permanent interactions between an artificial heart valve
and morphotic elements of human blood can lead to changes
in the plasma membrane of erythrocytes. These processes
in consequence can result in changes in the structure of
membrane lipids and proteins. The changes in the mem-
brane lipid fluidity of red blood cells (RBC) can effect their
deformation and aggregation, and in consequence, lead to
alterations in the rheological properties of blood.

In the presented study, the technique of electron para-
magnetic resonance (EPR) spectroscopy was used for
measurements of membrane lipid fluidity and viscosity of
human erythrocyte, especially focused on molecular as-
pects of the research. The method is based on changes in
the shape of EPR line-spectra of the spin probes incorpo-
rated to a membrane. These EPR spectra characterize the
structure of membranes of biological samples.

Fluidity of the plasma membrane corresponds to the
order and dynamics of phospholipid chains. Three
doxylstearate spin labelled (5-, 12- and 16-doxylstearic
acids), which differ in the location of nitroxide free radical
inside the layer and Tempamine were used for determina-
tion the influence of an artificial heart valve on erythrocytes.
This allowed one to obtain informations about the fluidity of
different regions of the membrane [12, 13, 14]. A viscosity
of the cell interior was measured using Tempamine, using
also EPR spectroscopy. The osmotic fragility was deter-
mined spectrophotometrically by  means  of  UV/Visible
spectrophotometer (Ultospec 2000, Amersham Pharmacia
Biotech).

Materials and methods

Red blood cell preparation
Blood samples obtained from patients with artificial heart

valves and healthy donors were used to isolate red blood
cells. A group with AHV was also subject to standard labo-
ratory investigations. Fresh, heparinized blood of patients
and controls was sampled, centrifuged and RBC were sepa-
rated. Red blood cells were washed thrice using cooled
isotonic salt buffered solution (pH equal to 7.4).
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Membrane lipid fluidity (from whole cells) was determined

using three labelled fatty acids (5-, 12- and 16-doxylstearic
acids). A spin label dissolved in ethanol and incubated for
30 minutes at room temperature conditions was introduced
to erythrocyte suspension. On the basis of spectra of signed
fatty acids incorporated into lipids of erythrocyte membranes
the parameter (h+1/h0) (where h+1 and h0 are the heights of
amplitudes of low field and middle field lines of spectrum,
respectively) was calculated [14].

Viscosity of red blood cell interior
Intracellular viscosity of erythrocytes was determined

according to Morse method [15] using Tempamine (4-
amino-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl) as a spin label.
Owing to have the spin label eliminated outside the red
blood cell measurements were conducted in 80 mol/m3

potassium ferricyanide as a broadening agent in 5 mol/m3

phosphate buffer. The viscosity of the cell interior was de-
termined by means of a comparison of the motion of spin
label inside a cell and the motion of spin label in water:

(1)

where:
h - coefficient of dynamic viscosity (the coefficient of inter-
nal friction),
tC(RBC) - correlation rotating time parameter of Tempamine
in erythrocyte,
tC(H2O) - correlation rotating time parameter of Tempamine
in water,
hH2O - coefficient of dynamic viscosity of water at the tem-
perature 293K.

Values of correlation rotating time parameter (tc), which
reflect a motion of spin-label, were calculated according to
the following equation:

(2)

where:
tc - correlation rotating time parameter,
k = 6,5 10-10- constant,
w0 - width of the midfield EPR line spectrum,
h0 - height of the midfield EPR line spectrum,
h-1 -height of the high-field EPR line spectrum.

Osmotic fragility of red blood cells
Osmotic fragility measurements were done adding a red

blood cell suspension to solutions containing various con-
centrations of NaCl. The absorbance of supernatant with
respect to water was determined using spectrophotometry
at the wavelength equal to 540 nm. The ratio of haemoly-
sis was calculated on the basis of the following relation:

(3)

where:
H% - haemolysis expressed in percents,
Ax - absorbance of supernatant of particular sample,
A0 -  absorbance of supernatant for 155 mol/m3 concentra-
tion of NaCl,
Aw - absorbance of supernatant after complete haemolysis
in water.

EPR measurements
EPR measurements were carried out at room tempera-

ture using Bruker ESP 300E (X-band) spectrometer.

Krwinki czerwone przemywano trzykrotnie oziębionym zbu-
forowanym roztworem soli fizjologicznej (PBS) (pH rów-
nym 7,4).

Ocena płynności lipidów błonowych
Płynność lipidów błonowych (w całych komórkach) zo-

stała określona przy użyciu trzech znakowanych kwasów
tłuszczowych (kwasy: 5-, 12-, 16-doksylostearynowe). Do
zawiesiny erytrocytów dodawano znacznik spinowy roz-
puszczony w etanolu i inkubowano przez 30 minut w tem-
peraturze pokojowej. Na podstawie widm znakowanych
kwasów tłuszczowych inkorporowanych do lipidów błono-
wych krwinek czerwonych obliczano parametr (h+1/h0)
(gdzie: h+1 oraz h0  są odpowiednio wysokościami amplitud
niskopolowej oraz środkowej linii widma) [14].

Lepkość wnętrza krwinek czerwonych
Lepkość środowiska wewnątrz erytrocytu obliczano

według metody Morse’a [15] przy użyciu Tempaminy (4-
amino-2,2,6,6-tetramethylpiperidino-1-oksyl) jako znacznika
spinowego. W celu wyeliminowania znacznika na zewnątrz
krwinek czerwonych pomiarów dokonywano w 5 mol/m3

PBS z 80 mol/m3 roztworem żelazicjanku potasowego.
Lepkość wnętrza komórki została określona poprzez po-
równanie ruchu znacznika spinowego w komórce do jego
ruchu w wodzie:

(1)

gdzie:
h - współczynnik lepkości dynamicznej (współczynnik tar-
cia wewnętrznego),
tC(RBC) - rotacyjny czas korelacji wewnątrz erytrocytu,
tC(H2O) - rotacyjny czas korelacji w wodzie,
hH2O - współczynnik lepkości dynamicznej wody w tempe-
raturze 293K.

Wartość rotacyjnego czasu korelacji (tc), odzwierciedla-
jącego ruch znacznika spinowego, została obliczona na
podstawie równania:

(2)

gdzie:
tc - rotacyjny czas korelacji,
k = 6,5 10-10-stała,
w0 - szerokość środkowej linii widma EPR,
h0 - wysokość środkowej linii widma EPR,
h-1 - wysokość wysokopolowej linii widma EPR.

Podatność osmotyczna krwinek czerwonych
Pomiary podatności osmotycznej zostały wykonane do-

dając zawiesinę erytrocytów do roztworów zawierających
różne stężenia NaCl. Absorbancja supernatantu w odnie-
sieniu do wody została określona spektrofotometrycznie
przy długości fali 540 nm. Stopień hemolizy erytrocytów
został obliczony przy pomocy zależności:

(3)

gdzie:
H% - frakcja krwinek zhemolizowanych (procent hemoli-
zy).
Ax - absorbancja supernantu poszczególnych próbek,
A0 - absorbancja supernantu dla stężenia 155 mol/m3 NaCl,
Aw - absorbancja supernantu po całkowitej hemolizie w
wodzie.
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Pomiary EPR zostały przeprowadzone w temperaturze

pokojowej na spektrometrze firmy Bruker ESP 300E (pra-
cującym w paśmie X).

Statystyczne opracowanie wyników
Istotność statystyczna w uzyskanych wynikach została

określona przy pomocy niesparowanego t-testu.
Wartość doświadczalną obliczano na podstawie wzoru:

 (4)

gdzie:
td  - wartość obliczona na podstawie danych doświadczal-
nych
s1

2, s2
2 - wariancja próby 1 lub 2,

n1, n2 - liczność próby 1 lub 2.

Wyniki i dyskusja

Badania krwinek czerwonych przeprowadzono przy uży-
ciu spektroskopii elektronowego rezonansu paramagne-
tycznego (EPR). Użyto trzech znakowanych kwasów

tłuszczowych: kwas 5-, 12-, 16-doksylostearynowy (5-, 12-
oraz 16-DS), które zostały ulokowane na różnych głęboko-
ściach w warstwie lipidów błonowych erytrocytów.

U pacjentów ze sztuczną zastawką serca wartość płyn-
ności lipidów błonowych była znacząco wyższa dla doksy-
lowych pochodnych: 5-DS oraz 12-DS. Aby porównać płyn-
ność lipidów błonowych krwinek czerwonych od pacjentów
z AHV z grupą ludzi zdrowych został obliczany parametr
(h+1/ho) (gdzie h+1 oraz ho są odpowiednio wysokościami
niskopolowej oraz środkowej linii widma) [16]. Parametr ten
jest na wpół ilościowym określeniem pomiarów elastycz-
ności łańcucha acylowego i odpowiada mikrolepkości śro-
dowiska. Obserwowano wzrost parametru h+1/h0 w krwin-
kach czerwonych pochodzących od pacjentów z AHV.
Wzrost tego parametru odzwierciedla wzrost płynności li-
pidów błonowych w różnych regionach warstwy lipidowej.

Na RYSUNKU 1 pokazano istotne statystycznie zmiany
w płynności lipidów błonowych u osób ze sztuczną zastawką
serca dla kwasu 5-doksylostearynowego w porównaniu z
grupą kontrolną (RYS. 1).

Zaobserwowano statystycznie istotny wzrost badanego
parametru w hydrofobowym regionie błony erytrocytów po-
chodzących od osób z AHV w porównaniu z  grupą kontro-
lną (RYS. 2).

Obserwowano znaczący statystycznie spadek płynno-
ści lipidów błonowych dla 16-DS (RYS. 3) [14].

Jakkolwiek, statystycznie istotny wzrost płynności lipi-
dów błonowych był obserwowany tylko dla kwasów 5- i 12-
doksylostearynowego. Wyniki te mogą wskazywać na utle-
nianie lipidów i/lub utlenianie białek w błonie eytrocytarnej.

Podobne rezultaty zostały obserwowane (wzrost w płyn-
ności lipidów błonowych) po interakcji t-butylowodoronad-
tlenku z erytrocytami [17, 18].

Lepkość wnętrza była znacząco wyższa w erytrocytach
pochodzących od osób z AHV (p < 0,05) (RYS. 4).

Wzrost lepkości wnętrza erytrocytów pochodzących od
ludzi z AHV wskazuje na zmiany w składowych białek cy-
tozolowych. Badania pokazują wzrost podatności osmo-
tycznej RBC u osób chorych (RYS. 5).
Wydaje się, że większa płynność lipidów błonowych ery-
trocytów może prowadzić do ułatwionej odkształcalności
tych komórek w krążeniu podczas ich przepływu przez na-
czynia u pacjentów z AHV.

Statistical analysis
The statistical significance of obtained results was de-

termined using unpaired t-test. The experimental value was
calculated on the basis of  equation:

        (4)

where:

td - value calculated on the basis of the experimental data
set,
s1

2, s2
2 - variances of the probe 1 and 2, respectively,

n1, n2 - the number of elements in the group 1 and 2, re-
spectively.

Results and discussion

Red blood cells were investigated by means of electron
paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy. RBC lipid
membrane fluidity was determined. Three labelled fatty
acids: 5-, 12-, 16-doksylstearic acid (5-, 12- and 16-DS),
which were located at different depths in the lipid layer of
the erythrocytes, were used.

The lipid membrane fluidity was higher for AHV patients
as indicated by doxylderivatives 5-DS and 12-DS. For com-
parison of lipid membrane fluidity of healthy and AHV red
blood cells the spectral parameter h+1/h0 (where h+1 and ho

are the heights of low-field line and middle line of the spec-
tra, respectively) was calculated [16]. This parameter is a
semiquantitative in the measurements of acyl chain flex-
ibility corresponding to microviscosity of the environment.
The increase in the h+1/h0 parameter in red blood cells of
AHV patients was observed. The increase of this param-
eter corresponds to the increase of lipid membrane fluidity
at different regions of the lipid layer.

The statistically significant changes in RBC plasma mem-
brane lipid fluidity of patients with artificial heart valve for 5-
doxylstearic acid in comparison with controls are presented
in FIG. 1.

 One can observe a significant increase in examined pa-
rameter in hydrophobic regions of AHV RBC membranes
in comparison with controls (FIG. 2).

A significant decrease in the lipid membrane fluidity for
16-DS is visible (FIG. 3) [14].

However, a significant increase in membrane lipid fluid-
ity was observed only for 5- and 12-doxylstearic acid. These
results can point out lipid peroxidation and/or protein oxi-
dation in erythrocyte membranes. Similar results (increase
in lipid membrane fluidity) were observed after interactions
t-butylhydroperoxide and erythrocytes [17,18].

The viscosity of erythrocyte interior was significantly
higher for artificial heart valve (AHV) patients (p < 0.05)
(FIG. 4).

The increase in viscosity of RBC interior of AHV patients
indicates changes in cytosol protein components.

Results show also a significant increase in osmotic fra-
gility of red blood cells of AHV patients (FIG. 5).

It seems, that higher membrane fluidity of erythrocytes
can lead to simplified deformation of these cells in micro-
circulation during their flow in  AHV patient vessels.

Above discussed results suggest, that mechanical heart
valves affect red blood cell plasma membrane properties
and can induce erythrocytes deformation and aggregation
and, in consequence, alteration in their rheological proper-
ties.
Observed changes in examined parameters can be asso-
ciated with artificial heart valve implantation and/or with an
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interaction of pharmacotherapy. The influence of a treat-
ment on erythrocytes in will be investigated in future re-
searches.

Conclusions

1. The statistically significant increase in RBC plasma mem-
brane lipid fluidity of patients with artificial heart valve for 5-
DS (p< 0,001) and 12-DS (p < 0.002) was revealed.
2.  For 16-DS in hydrophobic region of lipid layer, a signifi-
cant decrease in membrane lipid fluidity of RBC of AHV
patients was observed (p < 0.05).
3. The viscosity of erythrocyte interior was higher for artifi-
cial heart valve (AHV) patients (p < 0.05).
4. The erythrocytes of AHV patients have higher osmotic
fragility in comparison with control group (p < 0.05).
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być związane z implantacją sztucznej zastawki serca lub/i
interakcją stosowanych leków. Wpływ stosowanych leków
na erytrocyt zostanie określony w późniejszych badaniach.

Wnioski

1. Wykazano istotny statystycznie wzrost płynności lipidów
błonowych w erytrocytach pochodzących od pacjentów ze
sztuczną zastawką serca dla znaczników 5-DS (p < 0,001)
oraz 12-DS (p < 0,002).
2. Dla kwasu 16-DS., w hydrofobowym rejonie warstwy li-
pidowej, obserwowano istotny statystycznie spadek płyn-
ności lipidów błonowych erytrocytów pochodzących od osób
chorych (p<  0,05).
3. Wykazano wzrost lepkości wnętrza krwinek czerwonych
wyizolowanych od osób z AHV (p < 0,05).
4. Erytrocyty pochodzące od osób z AHV były bardziej po-
datne na hemolizę w porównaniu z grupą kontrolną (p <
0,05).
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