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Streszczenie

Warstwa Nanokrystalicznego Diamentu (NCD) zosta-
fa wykorzystana w przypadku protez/urzagdzen majg-
cych kontakt z komérkami krwi (np.: sztuczne zastaw-
ki serca). Warstwy weglowe wykazujg dobre wtasci-
wosci biozgodnosci oraz hemozgodnosci.
W prezentowanych badaniach uzyta zostata technika
spektroskopii elektronowego rezonansu paramagne-
tycznego (EPR) do pomiardw ptynnosci i lepkosci wne-
trza elementéw morfotycznych, w szczegdélnosci ery-
trocytow. Parametry (opisujgce ptynnosc lipidow bfo-
nowych) zostaty okreslone na podstawie widm EPR.
Zmiany w ptynnoSci lipidéw btonowych i lepkosci wne-
trza krwinek czerwonych zostaty zbadane przy pomo-
cy spektroskopii EPR przy uzyciu znacznikéw spino-
wych: trzech kwaséw ttuszczowych (kwasow 5-, 12-,
16-doksylostearynowych) oraz Tempaminy.
Celem niniejszej pracy byto przedstawienie metod
pomiaru parametrow krwinek czerwonych oraz opra-
cowanie statystyczne uzyskanych wynikéw. Prezen-
towane metody mogq zostac¢ uzyte do zbadania od-
dziatywan warstwy NCD z komérkami Krwi.
Przeptyw przez sztuczng zastawke serca jest zwig-
zany z wystepowaniem wiekszych warto$ci naprezen
Scinajgcych dziatajgcych na powierzchnie komoérek
oraz w konsekwencji zmian w strukturze lipidéw i bia-
tek plazmatycznych. Zmiany w ptynnosci lipidéw bfo-
nowych krwinek czerwonych (RBC) mogg obnizac ich
deformacje oraz zwigkszac ich agregacje, a w kon-
sekwencji mogg prowadzi¢ do zmian wtasciwosci re-
ologicznych krwi ludzkiej.

Stowa kluczowe: sztuczna zastawka serca (AHV),
krwinki czerwone (RBC), erytrocyty, ptynnos¢ lipidéw
btonowych.
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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.



Wprowadzenie

W ostatnich latach na catym $wiecie, w centrum zain-
teresowan znajdujg sie nowe biomateriaty [1, 2]. Wegiel w
postaci warstwy diamentowej (nanokrystalicznego diamentu
-NCD) posiada atrakcyjne wiasciwosci w zastosowaniach
biomedycznych [3]. Powierzchnie implantéw medycznych,
wykonane z tych biomateriatéw, mogg by¢ bardziej biozgod-
ne wobec organizmu cztowieka. Zastosowania nowych
warstw do implantow (sztucznych zastawek serca) ma
wptyw na dtugo terminowe biologiczne oddziatywania z
tkankami je otaczajgcymi. Badania implantéw potwierdzi-
ty, iz biozgodnos¢ implantu moze zosta¢ poprawiona po-
przez pokrycie go warstwg NCD (Nanokrystaliczny Proszek
Diamentowy posiada wiasciwosci antyutleniajgce wobec
osocza krwi) [4].

Gtéwnym celem niniejszej pracy byto przedstawienie me-
tod pomiaru parametréw krwinek czerwonych oraz opra-
cowanie statystyczne uzyskanych wynikéw. Prezentowa-
ne metody mogg zosta¢ uzyte do badania oddziatywan
warstwy NCD z komérkami krwi.

Sztuczna zastawka serca (AHV) kontroluje regulacje
przeptywu krwi w sercu. Przeptyw krwi przez sztuczng za-
stawke serca jest zwigzany jest z wystepowaniem wiek-
szych wartosci naprezen Scinajgcych dziatajgcych na po-
wierzchnie komorek, kawitacjg [5, 6, 7, 8] oraz procesami
zapalnymi [9, 10]. Znajomos¢ rozktadu predkosci oraz pola
cisnienia otaczajgcego sztuczng zastawke serca umozli-
wia przewidywanie odksztatcen komorek krwi [11].

Ciaggte oddziatywania pomiedzy sztuczng zastawkg serca
(AHV) a elementami morfotycznymi krwi ludzkiej mogg pro-
wadzi¢ do zmian w btonie plazmatycznej erytrocytéw. W kon-
sekwencji procesy te mogg doprowadzi¢ do zmian w struktu-
rze lipidow oraz biatek plazmatycznych. Zmiany w ptynnosci
lipidow btonowych krwinek czerwonych (RBC) moga wply-
wac na ich deformacje oraz agregacje, a w konsekwencji pro-
wadzi¢ do zmian wtasciwosci reologicznych krwi.

W prezentowanych badaniach, technika spektroskopii
elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) zo-
stata uzyta do pomiaréw ptynnosci lipidéw btonowych oraz
lepkosci wnetrza erytrocytow ludzkich, ktadgc szczegolng
uwage na molekularny aspekt badan. Metoda ta jest opar-
ta na zmianach ksztattu linii widm EPR znacznikéw spino-
wych inkorporowanych do btony. Widma EPR charaktery-
zujg strukture btony plazmatycznej probki biologiczne;.

Ptynnos¢ btony plazmatycznej odzwierciedla uporzad-
kowanie i dynamike tancuchow fosfolipidow. Do okresle-
nia wptywu sztucznej zastawki serca na erytrocyty zostaty
uzyte trzy doksylostearynowe znaczniki spinowe: (kwasy
5-, 12-, 16-doksylostearynowy), roznigce sie potozeniem
grupy nitroksydowej wewnatrz warstwy oraz Tempamina.
Badania pozwolity uzyskac¢ informacje na temat ptynnosci
lipidéw btonowych w réznych regionach membrany [12, 13,
14]. Lepkos¢ wnetrza zostata okreslona przy pomocy Tem-
paminy przy uzyciu spektroskopii EPR. Podatno$¢ osmo-
tyczna zostata okreslona spektrofotometrycznie przy uzy-
ciu spektrofotometru UV/Vis (Ultospec 2000 firmy Amer-
sham Pharmacia Biotech).

Materiaty i metodyka

Preparatyka erytrocytow

Erytrocyty wyizolowano z prébek krwi uzyskanych od
pacjentow ze sztuczng zastawkg serca oraz od oséb zdro-
wych. Przy doborze grupy osob chorych brano pod uwage
réwniez badania laboratoryjne. Swiezo pobrana, heparyni-
zowang 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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Krwinki czerwone przemywano trzykrotnie oziebionym zbu-
forowanym roztworem soli fizjologicznej (PBS) (pH row-
nym 7,4).

Ocena plynnosci lipidow btonowych

Ptynnos¢ lipidow btonowych (w catych komdrkach) zo-
stata okreslona przy uzyciu trzech znakowanych kwasoéw
ttuszczowych (kwasy: 5-, 12-, 16-doksylostearynowe). Do
zawiesiny erytrocytéw dodawano znacznik spinowy roz-
puszczony w etanolu i inkubowano przez 30 minut w tem-
peraturze pokojowej. Na podstawie widm znakowanych
kwasow tluszczowych inkorporowanych do lipidéw btono-
wych krwinek czerwonych obliczano parametr (h,,/h,)
(gdzie: h,, oraz h, sg odpowiednio wysokosciami amplitud
niskopolowej oraz srodkowej linii widma) [14].

Lepkos¢ wnetrza krwinek czerwonych

Lepkos¢ srodowiska wewnagtrz erytrocytu obliczano
wedtug metody Morse’a [15] przy uzyciu Tempaminy (4-
amino-2,2,6,6-tetramethylpiperidino-1-oksyl) jako znacznika
spinowego. W celu wyeliminowania znacznika na zewnatrz
krwinek czerwonych pomiaréw dokonywano w 5 mol/m?
PBS z 80 mol/m?® roztworem zelazicjanku potasowego.
Lepkos¢ wnetrza komorki zostata okreslona poprzez po-
réwnanie ruchu znacznika spinowego w komérce do jego
ruchu w wodzie:

_ Tc(rBO)

(1)

M0
TeH,0)

gdzie:
h - wspotczynnik lepkos$ci dynamicznej (wspoétczynnik tar-
cia wewnetrznego),
terac) - rotacyjny czas korelacji wewnatrz erytrocytu,
teweo) - rotacyjny czas korelacji w wodzie,
hy,o - WspOtczynnik lepkosci dynamicznej wody w tempe-
raturze 293K.

Wartosc rotacyjnego czasu korelaciji (tc), odzwierciedla-
jacego ruch znacznika spinowego, zostata obliczona na
podstawie réwnania:

(2)

gdzie:

t.- rotacyjny czas korelacji,

k = 6,5 10-10-stata,

w, - szerokosc¢ srodkowej linii widma EPR,

h, - wysokos$¢ srodkowej linii widma EPR,

h_, - wysokos¢ wysokopolowej linii widma EPR.

Podatnos¢ osmotyczna krwinek czerwonych

Pomiary podatnosci osmotycznej zostaty wykonane do-
dajgc zawiesine erytrocytow do roztworéw zawierajgcych
rézne stezenia NaCl. Absorbancja supernatantu w odnie-
sieniu do wody zostata okreslona spektrofotometrycznie
przy dtugosci fali 540 nm. Stopienn hemolizy erytrocytéw
zostat obliczony przy pomocy zaleznosci:

H%zL_AO*lOO% (3)

w — Ao
gdzie:
H% - frakcja krwinek zhemolizowanych (procent hemoli-
zy).

A, - absorbancja supernantu poszczegdlnych probek,

A, - absorbancja supernantu dla stezenia 155 mol/m3 NaCl,
A, - absorbancja supernantu po catkowitej hemolizie w
wodzie.

Evaluation of the membrane lipid fluidity

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.,/h,) (where h,,and h,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/m?®
potassium ferricyanide as a broadening agent in 5 mol/m?®
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:

T
O 0
TC(H,0)
where:
h - coefficient of dynamic viscosity (the coefficient of inter-
nal friction),

terac) - Correlation rotating time parameter of Tempamine
in erythrocyte,
temao) - COrrelation rotating time parameter of Tempamine
in water,
hy0- 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:

T, = kwol /h—o = 1]
h_y
where:

t.- correlation rotating time parameter,

k = 6,5 10-10- constant,

w, - width of the midfield EPR line spectrum,
h, - height of the midfield EPR line spectrum,
h_, -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:

Ho% = =4 w1000, 3)

w = 4o
where:
H% - haemolysis expressed in percents,
A, - absorbance of supernatant of particular sample,
A, - absorbance of supernatant for 155 mol/m? concentra-
tion of NaCl,
A, - 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.



Pomiary EPR

Pomiary EPR zostaty przeprowadzone w temperaturze
pokojowej na spektrometrze firmy Bruker ESP 300E (pra-
cujgcym w pasmie X).

Statystyczne opracowanie wynikéw

Istotnos¢ statystyczna w uzyskanych wynikach zostata
okreslona przy pomocy niesparowanego t-testu.

Wartos¢ doswiadczalng obliczano na podstawie wzoru:

‘xl B xz‘ mny(ny +ny —2)
t, = 4)
g =1)s7 + (1, = 1)53 HR
gdzie:
ty - wartos¢ obliczona na podstawie danych doswiadczal-
nych

s,2, s,? - wariancja proby 1 lub 2,
n,, N, - licznos¢ proby 1 lub 2.

Wyniki i dyskusja

Badania krwinek czerwonych przeprowadzono przy uzy-
ciu spektroskopii elektronowego rezonansu paramagne-
tycznego (EPR). Uzyto trzech znakowanych kwasow
ttuszczowych: kwas 5-, 12-, 16-doksylostearynowy (5-, 12-
oraz 16-DS), ktére zostaty ulokowane na ré6znych gteboko-
Sciach w warstwie lipidow btonowych erytrocytow.

U pacjentow ze sztuczng zastawkg serca wartos¢ ptyn-
nosci lipidow btonowych byta znaczgco wyzsza dla doksy-
lowych pochodnych: 5-DS oraz 12-DS. Aby poréwnac ptyn-
nos$¢ lipidow btonowych krwinek czerwonych od pacjentéw
z AHV z grupg ludzi zdrowych zostat obliczany parametr
(h.4/h,) (gdzie h,, oraz ho sg odpowiednio wysokosciami
niskopolowej oraz srodkowej linii widma) [16]. Parametr ten
jest na wpot ilosciowym okresleniem pomiaréw elastycz-
nosci tancucha acylowego i odpowiada mikrolepkosci sro-
dowiska. Obserwowano wzrost parametru h,,/h, w krwin-
kach czerwonych pochodzacych od pacjentow z AHV.
Wzrost tego parametru odzwierciedla wzrost ptynnosci li-
pidéw btonowych w réznych regionach warstwy lipidowe;j.

Na RYSUNKU 1 pokazano istotne statystycznie zmiany
w ptynnosci lipiddw btonowych u 0séb ze sztuczng zastawkg
serca dla kwasu 5-doksylostearynowego w poréwnaniu z
grupa kontrolng (RYS. 1).

Zaobserwowano statystycznie istotny wzrost badanego
parametru w hydrofobowym regionie btony erytrocytéw po-
chodzgcych od oséb z AHV w poréwnaniu z grupg kontro-
Ing (RYS. 2).

Obserwowano znaczacy statystycznie spadek ptynno-
$ci lipidow btonowych dla 16-DS (RYS. 3) [14].

Jakkolwiek, statystycznie istotny wzrost ptynnosci lipi-
dow btonowych byt obserwowany tylko dla kwasow 5-i 12-
doksylostearynowego. Wyniki te mogg wskazywac na utle-
nianie lipidéw i/lub utlenianie biatek w btonie eytrocytarnej.
Podobne rezultaty zostaty obserwowane (wzrost w ptyn-
nosci lipidow btonowych) po interakgji t-butylowodoronad-
tlenku z erytrocytami [17, 18].

Lepkosc¢ wnetrza byta znaczgco wyzsza w erytrocytach
pochodzgcych od oséb z AHV (p < 0,05) (RYS. 4).

Wzrost lepkosci wnetrza erytrocytow pochodzgcych od

ludzi z AHV wskazuje na zmiany w sktadowych biatek cy-
tozolowych. Badania pokazujg wzrost podatnosci osmo-
tycznej RBC u os6b chorych (RYS. 5).
Wydaje sie, ze wieksza ptynnos¢ lipidow btonowych ery-
trocytow moze prowadzi¢ do utatwionej odksztatcalnosci
tych komorek w krgzeniu podczas ich przeptywu przez na-
czynia u pacjentow 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:

\/”1”2(’11 +n, - 2)

[ )
G =
oy =15 + (ny —1)s?

where:

t, - value calculated on the basis of the experimental data
set,

s.?, s,% - variances of the probe 1 and 2, respectively,

n,, n, - 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,,/h, (where h,, and h,
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,,/h, 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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RYS. 1. Ptynnos¢ lipidéw btonowych (5-DS) w
grupie kontrolnej oraz u pacjentéw z AHV (p <
0,001).

FIG. 1. Fluidity of plasma membrane (5-DS) of
control and artificial heart valve (AHV) patients
(p <0.001).
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RYS. 3. Plynnosé lipidéw btonowych (16-DS) w
grupie kontrolnej oraz u pacjentéw z AHV (p <
0,05).

FIG. 3. Fluidity of plasma membrane (16-DS) of
control and artificial heart valve (AHV) patients
(p < 0.05).
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RYS. 4. Lepkosé¢ wnetrza (h) wewnatrz
erytrocytow pochodzacych od pacjentow ze
sztuczng zastawka serca w poréwnaniu z grupg
kontrolng (p < 0,002).

FIG. 4. Viscosity (h) of erythrocyte interior of
artificial heart valve patients in comparison with
these of control group (p < 0.002).

Powyzsze wyniki sugeruja, iz mechaniczna zastawka
serca wptywa na wiasciwosci btony plazmatycznej erytro-
cytéw oraz moze powodowac ich deformacje oraz agrega-
cje, a w konsekwencji zmiany w wtasciwosci reologicznych
tych komorek.

Obserwowane zmiany w badanych parametrach moga

RYS. 2. Parametr h_,/h w erytrocytach dla 12-DS
w grupie kontrolnej oraz u pacjentéw z AHV (p <
0,002).

FIG. 2. The h_ /h, ratio of red blood cells for 12-
DS of control and artificial heart valve (AHV)
patients (p < 0.002).

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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