ERITROSIT AGREGASYONUNUN ELEKTRIKSEL YONTEMLE OLCULMESI
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Gzetg:e
Eritrosit  siispansiyonlarinin  elektriksel —6zelliklerinin
Ol¢iilmesiyle eritrosit agregasyonunun

degerlendirilebilecegini, fotometrik oOlglimlere benzer
sekilde bir seyir gosterdigi ve eritrosit agregasyonu siireci
hakkinda bilgi verebilecegini  bildiren ¢aligmalar
bulunmaktadir. Eritrosit siispansiyonlarinin elektriksel
ozellikleri yatay cam kapillerde, enjektdr pompasiyla
olusturulan akim sirasinda ve sonrasinda kaydedilmistir.
Olgiim sistemimizde elektriksel dlgiimlerin yapilabilmesi
icin, iki tane paslanmaz ¢elikten yapilmis olan elektrodlar
cam kapillerin bas ve son kisimlarina yerlestirilmistir. Bu
elektrodlar, seri kapasitans (C) Olglimleri i¢in LCR
metreye baglanmistir. Bu amagla ¢esitli 6zelliklere sahip
eritrosit  slispansiyonlarinin  cam kapillerden akimi
saglandi, akim sirasinda ve akim durdurulduktan sonra,
siispansiyonlarin agregasyon siirecini yansitti1 bilinen
Ozellikleri izlenmigtir. Cam kapiller borulardaki eritrosit
siispansiyonlarinin elektriksel 6zelliklerinin 6l¢iilmesi, bu
kapillerde eritrosit agregasyon kinetigininin
belirlenmesine yardimci olabilir.

1. Giris

Kan, ¢ok hiicreli canlilarda hayatin devamu i¢in yasamsal
o6neme sahip olan bir dokudur. Kan, plazma adi verilen
sivi ortam iginde kan hiicrelerinin (eritrosit, 16kosit,
trombosit) siispansiyon halinde dagildigi, damar
sisteminin i¢ini dolduran ve kalbin pompa giicii sayesinde
bu sistem i¢inde tiim viicudu dolasan bir dokudur. Kan
dokusu, fiziksel olarak hiicresel elemanlarmm plazma
icindeki bir siispansiyonundan ibarettir. Kanin hacim
olarak %40-50 kadari, esas olarak ortalama 8 um ¢apinda
bikonkav diskoid hiicreler olan eritrositlerden [1-2],
kiiglik bir bolimii diger kan hiicrelerinden, geri kalan
%50-55’lik  bolimi  ise plazmadan olusur. Kan
dokusunun akigkanligi da, birinci planda eritrosit
kitlesine, plazmanin o6zelliklerine ve bu iki fazin
birbirleriyle iliskisine bagli olarak degisir [3-5]. Ancak
eritrositlerin  fiziksel ozellikleri bu sistem iginde
belirleyici rol oynamaktadir.

Kan dokusunun damar sistemi i¢indeki hareketi her
seyden dnce kendi 6zelliklerine ve akigkanligina baghidir.
Kanm akigkanhigi, tiim ¢ok fazli sivilarda oldugu gibi her
bir fazin reolojik 6zellikleri ve iki fazin birbirine orani ile
belirlenir. Bu iki fazi, kanin hiicresel elemanlar1 ve
plazma olusturur. Buna gore, kanin akigskanligi; plazma
viskozitesi, hematokrit degeri ve kan hiicrelerinin reolojik
davranislarindan etkilenir. Eritrositlerin sekil degistirme

yetenekleri  ve  tersinir  kiimelenme  egilimleri
(agregasyon), degisik kosullarda kanin akigskanliginin
belirlenmesinde 6nemli rollere sahiptirler [6]. Akim
hizinin yiiksek oldugu kosullarda eritrosit deformabilitesi
kan viskozitesini belirleyen temel faktorler arasindadir
[7]. Akimin yavaslamasi halinde, hiicrelere etki eden
kuvvetler kiigiiliir ve kiimelenme egilimi 6n plana ¢ikar.
Eritrosit  agregatlarinin  olusmasi, bu  kosullarda
viskoziteyi yiikseltir [8].

Eritrositler plazma iginde, durgun halde iken, bikonkav
disklerin birbirine paralel yiizeyler olugturmasi seklinde
kiimelenirler. Bu kiimelenme ayni hiicrelerin basit tuz
cozeltileri iginde (PBS) siispansiyon haline getirilmeleri
halinde ortaya ¢ikmaz. Eritrosit agregasyonu, bu
hiicrelerin 6zel bir dizilim gosterdigi bir olaydir. Bu
kiimeler eritrosit slispansiyonu (kan) akmaya basladiginda
(hiicreler etki eden akim kuvvetleriyle) parcalanir. Yani
eritrosit agregasyonu tersinir bir kiimelenmedir. Eritrosit
agregasyonu gerek plazmanin, gerekse eritrositlerin
hiicresel ozelliklerindeki degisimlerden etkilenir. Plazma
bilesenlerinden ozellikle fibrinojen konsantrasyonu
eritrosit agregasyonunu etkileyen en 6énemli faktérlerden
biridir [9]. Fibrinojen yaninda diger akut faz reaktanlari,
plazma globulin fraksiyonlarindaki degisimler, osmolarite
ve pH degisiklikleri, hematokrit degerindeki artis eritrosit
agregasyonunu etkiler [9-10]. Eritrositlerin
karakteristikleri, deformabilite, eritrosit morfolojisi ve
yiizey yiikil farkliliklar1 ve membrana IgG baglanimi gibi
hiicresel 6zelliklerin, eritrositlerin intrinsik agregasyon
egilimlerini belirgin olgiilerde degistirebileceklerine dair
deneysel kanitlar bulunmustur [11].

Eritrosit agregasyonunu in vitro belirlemek icin gesitli
yaklagimlar ve yontemler kullanilmaktadir. Bu metodlar
arasinda siklikla kullanilanlar eritrosit
siispansiyonlarindan 1s1ik gecirgenliginin ya da 1sik
yansimasinin Ol¢limii [12-13], eritrosit agregasyonunun
mikroskobik indeksleri [14], eritrosit sedimentasyon hizi,
diisiik kayma viskozitesi [15] ve ultrason geri sagilimidir.

Fotometrik  dlglimler  eritrosit  siispansiyonlarinda
agregasyonunun arastirilmasi igin yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir  [16-18]. Bu yaklagimla eritrosit
agregasyonu Olcen cihazlar ticari amagla retilmistir.
Fotometrik 6l¢lim yapan bu cihazlar 6zellikle agregatlarin
dagitilmas1 (disagregasyon) siirecinde Onem tasiyan,
cesitli akim geometrileri (i¢ ice ge¢mis silindirler, koni-
plak, paralel yiizeyler, dikdortgen akim kanali gibi)
kullanirlar [16,17,19,20]. Bu 0lgiim sistemlerine ait
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geometriler genellikle birkag yiiz mikrometre genisliginde
bir akim alanina sahip yapilardan olusmaktadir.

Eritrositlerin ~ ve  plazmanm elektriksel — 6zellikleri
birbirlerinden farklidir. Plazma ve hiicre igerigi iletken
stvilardir. Bunlarin elektriksel 6zellikleri birer direncgle
temsil edilebilir (R, ve R;) Hiicre membrani lipid tabakasi
ise yalitkandir ve bir kapasitans (Cp,) ile temsil edilebilir.
Eritrosit siispansiyonlarinin elektriksel 6zellikleri bu
faktorleri dikkate alan modellerle incelenebilir. Uzerinde
fikir birligine varilmis modellerden birisi bu g
parametreyi dikkate almaktadir (Sekil.1).

Sekil 1. Kan bioempedansinin esdeger devre modeli. Rp:
Plazma direnci; Ri: Eritrosit i¢ direnci; Cm: Eritrosit membran
kapasitansi.

Agregasyon  sirasinda  eritrosit  siispansiyonlarinin
elektriksel oOzellikleri degisir [21-26]. Yapilan birgok
caligmada  eritrosit  siispansiyonlarinin  elektriksel
ozelliklerinin  kaydedilmesinin, fotometrik Odlgiimlere
benzer sekilde agregasyon sirasinda isleyen siireg
hakkinda bilgi verebilecegi gosterilmistir [22,23,25,27].
Zhao ve arkadaglarinin yaptigr ¢alismanin sonuglarina
gore diren¢ ve kapasitans Ol¢iimiiniin siispansiyondaki
fibrinojen konsantrasyonuyla arttigi gosterilmistir [28].
Yine bu caligmaya gore eritrosit sedimentasyon hiziyla
kapasitansin birbiriyle iligkili oldugu ve kapasitansin
eritrosit sedimantasyon hizina ¢ok duyarli oldugu
sOylenmektedir. FEritrositlerin ve plazmanin elektriksel
ozellikleri birbirlerinden olduk¢a farklidir. Eritrosit
siispansiyonlarinin empedans ve kapasitanslart gesitli
faktorler tarafindan  belirlenmektedir. Bunlar: 1)
Siispansiyonun 6zellikleri (hematokrit ve eritrositlerin
ozellikleri) 2) Hidrodinamik kosullar (kayma kuvvetleri)
3) Olgiim kosullar1 (6lgiim sisteminin geometrisi,
elektrotlarin 6zellikleri ve dlglim frekansi). Hematokrit ve
eritrositlerin ~ sekilleri, kan Orneklerinin elektriksel
parametrelerinin dl¢iimiine etki eden onemli faktorler
arasindadir [29-32].

Eritrosit agregasyonunun 1s1k yansimast veya 1sik
gecirgenligi Ozellikleriyle incelenmesi halinde zaman
seyrinin cift-eksponansiyel bir egriyle modellenebildigi
bilinmektedir. Bu c¢aligmada elde edilen elektriksel
parametrelerin zaman seyri kullanilarak da benzer bir
eksponansiyel  degisimi  temsil eden  egrilerin
Olgiilebilmesi ve eritrosit agregasyonu 6l¢ebilecegimiz bir
6l¢iim sisteminin gelistirilmesi amaglanmigtir.

2. Materyal ve Metod

2.1.Calismanin Genel Tanimi

Oncelikle, eritrosit agregasyonu 1000 um ¢apinda 75 mm
uzunlugundaki cam kapiller boruda fotometrik yontemle
izlenmistir. Bu iglem, kan 6rnegi ile dolu kapiller boruya
bir 151tk kaynagi (LED) tarafindan gonderilen 151k
demetinin, borunun diger tarafina yerlestirilen bir
fototransistor tarafindan algilanip kaydedilmesi yoluyla
gerceklestirilmistir. Ol¢iim isleminin baslangicinda kan
ornegi bir enjektdr pompast (Model NE1000; New Era
Pump Systems Inc.; Wantagh, NY, ABD) kullanilarak

(Sekil ~ 2.1.),  eritrosit  agregatlarmimn  tiimiiyle
parcalanmasina  yetecek  hizda (42  ml/dakika)
pompalanmis, pompanin ani olarak durdurulmasim

takiben 151k gecirgenligi izlenmistir (Sekil 2.).

Phatometer

D Phototransistor

d: 1 mm
L: 75 mm

LCR meter

Sekil 2. Fotometrik 6lglim sistemi [33]

Kaydedilen 151k gecirgenligi-zaman egrileri eritrosit
agregasyon siirecini yansitan tipik egrilerle biiyiik bir
benzerlik gostermektedir [16,18-20,34]. Calismanin bu
boliimiinde, 1000 mikrometre i¢ capa sahip kapiller
borularda eritrosit siispansiyonlarinin 1sik gegirgenliginin

kolaylikla  kaydedilebilecegi, bu yolla eritrosit
agregasyonunun zaman seyrinin izlenebilecegi
onaylanmuistir.

Isik gegirgenligi

o 4 25 50 75

Pompanin Zaman [sn)

durdurulmasi

Sekil 3. Fotometrik oOlglim sistemi ile Olgilen 151k
gegirgenliginde agregasyon sirasinda meydana gelen degisimler
[33].

Arkasindan 1000 pm c¢apa sahip kapiller borulardaki
eritrosit agregasyonu sirasinda, siispansiyonun hem
fotometrik hem de elektriksel 6zellikleri es zamanli olarak
kaydedilmistir Fotometrik sisteme ek olarak, kapiller
borunun iki ucuna, 16 G’lik paslanmaz celik igneler
monte edilmis ve elektrod olarak kullanilmistir.
Elektriksel empedans (Z) ve seri kapasitans (C) dlgtimleri
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icin bu elektrotlar bir LCR metre ile (Hioki, 3532 LCR
HiTester, Nagano, Japonya) irtibatlanmigtir. LCR metre
RS-232 baglantis1 ile bilgisayar tarafindan kontrol
edilmistir.

Eritrosit siispansiyonlarinin  akimin  durdurulmasindan
sonraki 151k gecirgenligi kayitlar syllectogram benzeri bir
siireg goOsterir ve eritrosit agregasyonu zaman seyrini
yansitir. Sonug olarak, 6n ¢aligmalar sonucunda, kapiller
borulardaki eritrosit agregasyonu sirasinda izlenen seri
kapasitans degerlerinin agregasyonun zaman seyrini
yansittig1 saptanmustir [33,35]. Bu kanaate es zamanli
olarak yapilan 151k gegcirgenligi kayitlar1 ile yapilan
karsilastirmalar ~ sonucunda  varilmistir.  Elektriksel
empedans degerleri ise bu 6zellikte bulunmamustir.

Daha sonra 6l¢iim sistemini Sekil 3.’te gosterildigi gibi
bir kapali bir sistem icine yerlestirdik. Olgiim
sistemimizde elektriksel dl¢iimlerin yapilabilmesi i¢in, iki
tane paslanmaz celikten yapilmis olan elektrodlar (Dis
¢ap1:7 mm; I¢ cap1:3.8 mm; Boyu:15 mm) cam kapillerin
bas ve son kisimlarina yerlestirilmistir. Bu elektrodlar,
elektriksel empedans (Z) ve seri kapasitans (C) dlglimleri
icin LCR metreye baglanmistir.

(]

LCR metre

Enjektés pompas:

Sekil 4. Olgiim sistemi

Elektriksel kapasitans ve empedans olgiimleri 100 kHz
frekans degerinde, enjektdr pompasi araciligiyla kapiller
icine gonderilen kanin akimi sirasinda ve akim durduktan
sonraki 2 dakika boyunca birer saniye araliklarla, LCR
metreyi kontrol eden bilgisayara kaydedilmistir. Ozel bir
yazilim iiretme programi olan LabView 8.6 (National
Instruments, Austin, Texas, USA) ile yazilan program
kullanilarak  kaydedilen kapasitans ve empedans
egrilerinden eritrosit agregasyon parametreleri analiz
edilmigtir.

Bu parametreler: 1) Agregasyon Indeksi, egrinin altinda
kalan alanin, egrinin altinda ve {istiindeki alanlarin
toplamina bdliimii; 2) Agregasyon yar1 zamani (ti2 ), 120
sn’lik periyot sirasindaki 151k yansimasindaki toplam
degisikligin (amplitiid) %50°si kadar igin gegen siire.

2.2. Degerlendirme ve istatistiksel Hesaplamalar

Sekil 5.’te kapasitans egrilerinden eritrosit agregasyon
indeksi (AI) ve zaman sabiti t;»’nin nasil hesaplandigi
gosterilmektedir. Hesaplama  islemine  enjektor
pompasinin aniden durdurulmasindan sonra meydana
gelen eritrositlerin sekil degistirmesinin tamamlanmasinin
ardindan baglanmistir. Eritrositlerin sekil
degistirmesinden sonra meydana gelen kapasitans artisi,
eritrosit agregasyon siirecini yansitmaktadir. Agregasyon
indeksi (Al); egrinin altinda kalan alanin (B), egrinin
iistiinde (A) ve altinda kalan alanlarin (A+B) toplamina
boliinmesiyle hesaplanmugtir (Sekil 5.). Zaman sabiti ti
ise kapasitanstaki toplam degisikligin yaris1 kadar1 (1/2
amplitiid) i¢in gegen siiredir.

2.5 1

2.0

1.5

C (nF)

1.0+
Y AMP

0.5

0.0 T T
0 25 50 75
Zaman (sn)

Sekil 5. Eritrosit agregasyon paremetrelerinin hesaplanma
prosediiriiniin sematik olarak gosterilmesi. A; egrinin {istiinde
kalan alani, B; egrinin altinda kalan alan1 temsil etmektedir [33]

Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir.
Coklu gruplar arasindaki istatistiksel karsilagtirmalar tek
yonlii ANOVA ile degerlendirilmistir. 0.05’den kii¢tik p
degerleri istatistiksel olarak 6nemli kabul edilmistir.

3. Sonuglar

Sekil ~ 6’daki  kayitlarda  enjektor = pompasinin
durdurulmasindan sonra empedans degerlerinde ani bir
artisin oldugu, bunu takip eden birka¢ saniye i¢inde de
kiiciik azalma ve egrinin yatay pozisyonda seyrettigi
gozlenmektedir. Sekildeki egrilerle gosterilen empedans
Olglimlerinde tiim orneklerde belirgin degisiklikler soz
konusudur.

Kapasitans 6l¢timiinde ise PBS ile diliie edilmis plazma
orneklerinde akimin durdurulmasindan sonra meydana
gelen degisiklikler, diliie edilmemis plazmayla hazirlanan

ornekle karsilagtirlldiginda daha kiigiik bir ¢ukur
noktasinin  oldugu  gozlenmektedir. PBS icinde
hazirlanmis  siispansiyonun  kapasitans  dl¢limiinde

hesaplanabilir bir degisiklik gozlenmemektedir (Sekil 7.).
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1000 pm
175+
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150 Plazma
R
125+
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Sekil 6. 1000 pum ¢apa sahip cam kapillerde Tam Kan, 1/2
Dilisyon ve Dekstran gruplarinda kullanilan  eritrosit
stispansiyonlarina ait Empedans (Z; kQ) kayitlari. Empedans
6l¢timleri 100 KHz frekansta yapilmustir.

1000 pm
1.09 Dekstran
0.8:
= 0.6 Plazma
£
© 0.4«
‘\/w Diliisyon
0.2 PBS
0. u T T T )
0 25 50 75 100 125

Zaman (sn)

Sekil 7. 1000 um c¢apa sahip cam kapillerde Tam Kan, 1/2
Dilisyon ve Dekstran gruplarinda kullanilan  eritrosit
stispansiyonlarina ait seri Kapasitans (C) kayitlari. Kapasitans
Olciimleri 100 kHz frekansta yapilmustir.

Meydana gelen bu degisikliklerin yani elde edilen
elektriksel parametrelere ait bu egrilerin daha 1iyi
yorumlanabilmesi i¢in bu o&lglimlere ait agregasyon
parametrelerinin ve zaman sabitlerinin hesaplanmasi
gerekmektedir. Ozel bir yazilim iiretme programi olan
LabView 8.6 (National Instruments, Austin, Texas, USA)
ile yazilan program kullanilarak kaydedilen kapasitans
egrilerinden eritrosit agregasyon parametreleri analiz
edilmis ve Tablo 1.’de verilmistir.

Tablo 1. Tam Kan, 1/2 Diliisyon ve Dekstran, gruplarinda
kullanilan eritrosit siispansiyonlarina ait hesaplanan agregasyon
parametreleri. (Sonuglar + standart hata olarak verilmistir, n=10.
*:p<0.05; ***:p<0,001 tam kan grubundan fark.

Al T2 (s)
Tam kan (Plazma) 703+£23 2.8 £0.08
1/2 diliisyon 32.6 £ 2.4%** 9.0 £ 0.9%%*
1% Dextran 500 82.1 +£1.5* 0.4 +0.02*

4. Tartisma

Kendi laboratuvarlarimizda yaptigimiz ¢alismalarda 1000
pm  c¢apa sahip kapiller  borulardaki eritrosit
siispansiyonun agregasyon Olctimii hem fotometrik hem
de stispansiyonun elektriksel 6zelliklerinin Sl¢tilmesiyle
kargilagtirtlmistir.  Siispansiyonun 151k gecirgenligi ve
kapasitans Olglimlerinin agregasyon formasyonunu tam
anlamiyla yansittigi bulunmustur. Elektriksel empedans
degerleri ise bu 6zellikte bulunmamusgtir [35].
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