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I. Bevezetés

A kardiovaszkularis rizikofaktorok a Framingham Study és mas epidemiologiai kutatasok
eredményeként keriiltek leirdsra. Mas vizsgalatok a rizikocsokkentés alapelveit fektették le,
ideértve az egészséges taplalkozas fontossagat; a mediterran diéta tartasat és a mérsékelt
vorosbor fogyasztasat is. Ezen alapvetd kutatdsok ellenére a kardiovaszkularis betegségek
patofiziologidjaban szdmos tényez0 maradt, amik részletesebb vizsgalatot igényelnének. Ilyen
faktorok a keringd vér egyes paraméterei is.

A vér nem-Newtoni folyadék; sejteket, lipideket, fehérjéket, szénhidratokat ¢&s
elektrolitokat tartalmaz. A vér aramlasat szamos hemoreologiai paraméter hatdrozza meg; ilyen a
hematokrit, a plazma ¢s a teljes vér viszkozitds, a plazma fehérjék, és a vordsvérsejtek
deformabilitasa és aggregacioja is. Szamos kutatas bizonyitotta, hogy egyes hemoreoldgiai
paraméterek (pl: a hematokrit, a plazma fibrinogén és a vér viszkozitds) kardiovaszkularis
rizikofaktorok. Ezen paraméterek romldsa kdarositja a mikrokeringést. Més hemoreologiai
paraméterek, mint a vorOsvérsejt deformabilitds €és aggregacido a tudomdnyos ¢€s a klinikai
érdekldédés kozéppontjaban allnak. A csokkent deformabilitds és a fokozott aggregacio szintén
negativan befolyasolja a szoveti perfiziot.

Az éltalanos megegyezés szerint a vorosvérsejt alakja, a sejt feliiletének ¢és térfogatanak
aranya, a membran viszkoelaszticitisa és a sejtplazma viszkozitasa hatdrozza meg a
vorosvérsejtek deformabilitasat. A normalis bikonkav alaktol valo eltérés, a csokkent feliilet-
térfogat arany, az emelkedett membran viszkozitds és a fokozott citoplazma viszkozitas is a
vorosvérsejt deformabilitas csokkenésének iranyaba hat.

A vordsvérsejt deformabilitdsat a sejt szdmos funkcionalis és strukturalis valtozasa
befolyasolhatja. A vér szigortian szabalyozott tulajdonsagainak valtozasa, a sejtek mechanikai €s
oxidativ karosoddsa, parazita okozta fertdzés és genetikai betegségek is szerepet jatszanak a
vorosvérsejtek deformabilitdsanak kdrosodasaban. A koros deformabilitas kiilondsen sarldsejtes
anémiaban szembet(ind. Ezen genetikai betegségben szenvedéknél a vorosvérsejtek - alacsony
oxigén tenzioju koriilmények kozott - a hemoglobin polimerizacidja miatt merevvé valnak, és
elakadva a kapillarisokban karositjak a szoveti perfuziot, és ezzel kiilonboz6 szervek fajdalmas
infarktusait okozzak.

A vOrdsvérsejt aggregacié az in vitro kisérletes koriilmények kozott plazmaban vagy
nagyméretli polimerek oldataban kialakuld véraramléas egyik fontos meghatarozdja. A folyamat
soran a vorosversejtek reverzibilis modon linearis vagy 3D-s aggregatumokat hoznak létre. In
vivo koriilmények kozott az aggregacid alacsony nyirasi viszonyok esetén jon csak létre. A
vOrdsvérsejt aggregaciot a vorosvérsejtek aggregabilitdsa (sejt-sejt interakcid) és a koriilottiik
1év6é makromolekuldk koncentracidja hatdrozza meg.

Napjainkban két kiilonb6zd modell irja le az aggregacio folyamatat. A ,,bridging” elmélet
értelmében a diszaggregicidt eredményezd nyirdsi erék képtelenek szétvalasztani a
vorosvérsejteket és az Oket Osszekotd makromolekuldk ladncolatat. Mig a ,,depletion” modell
szerint a csOkkend fehérje vagy polimer koncentracid eredményezte ozmotikus gradiens két
szomszédos sejt Osszetapaddsdhoz vezet. Habar fokozott aggregacid szamos korkép esetén
tapasztalhatd (pl: hipertonia, diabetes mellitus), a folyamatban szerepet jatszo Gsszes tényezd
teljes megértése még varat magara.



I1. Célkitiizések

Jelen in vitro vizsgalataink soran vordsbor, alkoholmentes vordsborkivonat és etanol
hatasara bekovetkezd vorosvérsejt deformabilitds és aggregéacids valtozasokat szandékoztunk
felderiteni. Egy masik kutatidsunkban a vordsvérsejtek deformabilitasanak ektacitometriaval
torténd mérése soran létrejovo fény szorodasat elemeztiik.

II1. Modszertan

Ezen vizsgalatok soran a vorosvérsejtek deformabilitdsat LORCA ektacitométer (Laser-
assisted Optical Rotational Cell Analyzer; R&R Mechatronics, Hoorn, Hollandia) segitségével
mértilk. A mérésekhez a késziilék Couette aramldsdba helyezett higitott vordsvérsejt
szuszpenziot hasznaltunk. Az aramlasban 1évé vordsvérsejtek megtorik a késziilék 1ézerfényét,
aminek eredményeképpen a mintaban 1évo sejtekre jellemzd diffrakcios kép keletkezik. A kép a
sejtek deformalodasa sordn kor alakubdl ellipszis alakava valtozik. A diffrakcidos mintazatot egy
csatolt szdmitdgépes rendszer elemzi, ami az Osszes alkalmazott nyirofesziiltség (SS) értékre
kiszdmolja az ellipszis alaku diffrakcios kép atloibol - (hosszusag - szélesség) / (hosszusag +
sz¢lesség) - az elongécios indexet (EI).

A vordsvérsejt aggregacio meghatarozasara a LORCA aggregométert hasznaltuk. A
miszer, ami hirtelen nullara cs6kken. Az aggregiacié folyamata soran a sejtek altal
visszatiikrozott 1ézerfény intenzitdsdnak valtozasabol kiszamolhatdo az aggregacidos index. A
vorosvérsejt aggregacid egy masik fontos €s mérhetd paramétere a nyirasi kiiszobfesziiltség, ami
a teljes diszaggregaciohoz sziikséges legkisebb nyirderdt hatarozza meg.

A voOrosvérsejt aggregaciot a Myrenne aggregométer (modell MA-1, Myrenne GmbH,
Roetgen, Németorszag) segitségével is mértiik. A késziilék infravords fényt hasznalva atvilagitja
a miszer mérékamrdjaba helyezett voOrdsvérsejt szuszpenzidt. Eldszor a sejteket nagy
nyiroerével (600 s %) diszaggregalja, majd a nyiras hirtelen nullara zuhan, vagy 3 s *-ra csokken.
A keésziilek a rendszeren atvilagitoé infravords fény intenzitasdnak valtozasabol két, dimenzio
nélkiili szdmot ad eredményiil; az M paraméter a nyiras nélkiili, mig az M1 paraméter nagyon
alacsony nyiras mellett adja meg a vorosvérsejt aggregaciot. A paraméterek novekedése fokozott
aggregaciora utal.

IV. Vorosbor, alkoholmentes vorosborkivonat és etanol in vitro hemoreologiai
hatasai

1. A francia paradoxon

A kardiovaszkularis rendszer betegségei a fejlett orszdgok vezetd mortalitasi okai kozé
tartoznak. Szamos epidemioldgiai kutatds bizonyitotta, hogy a teljes halalozas terén nincs
kiilonbség, mig a kardiovaszkularis halalozas joval kisebb mértékben fordul el6
Franciaorszagban, mint mds iparosodott nyugat eurdpai orszagban. Ugyanakkor a telitett
zsirsavak és a vér koleszterin szintje magasabb, mig a dohdnyzas és a hipertonia hasonld
prevalenciat mutat Franciaorszagban, mint a tobbi fejlett orszagban.



Tovébbi epidemioldgiai vizsgalatok egy J alakt kapcsolatot irtak le a kardiovaszkularis
mortalitas és az elfogyasztott alkohol mennyisége kozott. Ezen kutatasok kimutattdk azt is, hogy
a rendszeres, de mértéktartd vorosbor fogyasztasa (kevesebb, mint 10-20 g alkohol/nap)
csokkenti a koronaria betegség, a szivelégtelenség és a stroke rizikojat. Mas vizsgalatok szerint a
bor fogyasztasa révén kedvezOobb kardiovaszkuléris hatdsok érhetdk el, mint a tobbi alkohol
tartalmu ital fogyasztdsa esetén. Ezen tilmenden az is bebizonyosodott, hogy a vorosbort
fogyasztdé mediterran teriilteken él6k mortalitasi adatai joval kedvezébbek, mint Alsace-ban, egy
fehérbor fogyaszto franciaorszagi régidban.

A vorosbor rendszeres, de mértéktartd fogyasztdsabol eredd kardiovaszkularis riziko
csOkkenésének jelenségét francia paradoxonnak nevezték el.

2. A vorosbor osszetevoi

A kedvezé kardiovaszkularis hatdsok a vorosbor alkoholos és nem-alkoholos
komponenseinek egyarant koszonhetdek. A nem-alkoholos részt antocianinok és polifenolok
alkotjak. Az antocianinok, ahogy a delfidin és a malvidin a bor szinéért felelés molekuldk, mig a
polifenolokat a kedvezd kardiovaszkularis hatasok fo forrasanak gondoljak. A legpotensebb
vorosborban 1évo polifenolok, mint a rezveratrol, a katechin €s a kvercetin széles korben vizsgalt
molekuldk. A polifenolok fokozzdk a nitrogén-monoxid (NO) termelddését, ugyanakkor
valamint a proinflammatorikus eikozanoidok termelddését.

Alkoholmentes vordsborkivonatot (AFRW) legtobbszor allatkisérletek sordan hasznaltak.
Egy iszkémia-reperfiizios patkany kisérlet igazolta, hogy az AFRW fokozza a kamrafunkciot, €s
csokkenti a posztinfarktusos remodellaci6 mértékét. Egy masik vizsgalatban az AFRW
fogyasztasanak hatasara csokkent a trombdzis hajlam ¢€s az oxidativ stressz mértéke, mig egy
human kisérlet az LDL oxidaciojanak csokkenésérdl szamolt be.

Szamos vizsgalat bizonyitotta, hogy az etanol is szerepet jatszik a vordsbor kedvezd
kardiovaszkuldris hatdsaiban. A vordsbor rendszeres fogyasztdsa soran az etanol csokkenti a
trombocita funkcidt és egyes alvadasi faktorok szintjét, ezek révén pedig kedvezden befolydsolja
az alvadasi folyamatokat. Emellett az alkohol emeli a szdveti plazminogén aktivator szintjét,
ezaltal fokozza a fibrinolizist. Az etanol fogyasztasa soran né a HDL szintje és csokken az LDL
koncentracioja, valamint fokozodik a vazodilatator hatast endotél altal termelt NO szintje.

3. A vorosbor és a fobb osszetevoinek hemoreoldgiai hatasai

Eddig minddssze néhdny kutatds vizsgalta a vordsbor, a polifenolok és az etanol
hemoreologiai paraméterekre kifejtett hatasait. In vitro vizsgalatok felfedték, hogy a vérhez adott
etanol nem befolyasolja a hematokritot és a vér viszkozitast sem, ugyanakkor az alkohol
fogyasztasa dehidracidhoz, teljes vér és plazma viszkozitas fokozoddsdhoz vezet. A rendszeres,
de mértéktartd alkohol fogyasztasa csokkenti a plazma viszkozitisat €s a fibrinogén szintet is.
Ezzel szemben, egy két hétig tartd vizsgalat azt talalta, hogy a mértéktartd6 vorosbor és vodka
fogyasztasa nem befolyasolja a hematokritot, a vér viszkozitasat €s a fibrinogén szintet sem.



A hianyos és a bizonytalan hemoreologiai eredmények miatt a jelenlegi in vitro
kisérletiinkben a vorosbor és a fobb komponensek vordsvérsejt deformabilitasra és aggregaciora
kifejtett hatasait vizsgaltuk.

4. Modszerek

A kisérletek soran, egy 2002-es Merlot (Polgar Pincészet, Villany, Magyarorszag)
vorosbort  hasznéltunk. Az  alkoholmentes vordsborkivonat —eldallitasdhoz a  bort
vakuumdesztillaltuk az alkohol tartalom elparolgésaig. Az alkohollal tortént mérésekhez tiszta
etanolt hasznaltunk (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA).

A vorosborral €s polifenolokkal elvégzett mérésekhez 13 Onkéntestdl vettiink vénds vért
litium heparinnal bélelt Vacutainer csovekbe. Az etanol kisérlethez 7 onkéntestdl vettiik EDTA-
val antikoagulalt vért.
1%-ra allitottuk be. A tobbi vérmintat a vordsborral azonos mennyiségi AFRW-vel, illetve
fiziologias soval kezeltik. Az inkubaciot kovetden meghatiroztuk a mintdkban 1évo

Masodik vizsgalatunk sordan két kiilonbozd megkozelitést alkalmaztunk, hogy
megvizsgaljuk az etanol vordsvérsejt deformabilitasra kifejtett hatasait: 1) etanolt adtunk a teljes
vérhez (a végsO etanol koncentracio 0, 0,25, 0,5, 1 és 2% volt), majd inkubéciot kdvetden
elvégeztiik a méréseket; 2) az etanolt a deformabilitds méréséhez hasznalt nagy viszkozitasu
vivoanyaghoz adtuk (a végsd etanol koncentracio 0, 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5 és 6% volt), majd
kezeletlen vordsvérsejteket szuszpendaltunk fel, végiil megmértiik a mintdkban 1évd sejtek
deformabilitasat.

Az aggregacios méréseket sajat plazmaval vagy 70 kDa-os dextran oldattal (3% foszfat
pufferben oldva) 40%-ra beallitott hematokrit mellett végeztiik el. A vérmintak hematokritjanak
beallitdsa utan, etanolt adtunk a vérhez (az alkohol koncentracioja 0, 0,25, 0,5, 1 és 2% volt). Az
inkubaciot kovetden egyes mintdkat lemértiink, mig mas mintdkat két alkalommal foszfat
pufferrel mostuk, majd 3%-0s, 70 kDa-os dextran oldatot adtunk hozzajuk. A hematokritot

Egy harmadik kisérletben a vordsbor, az AFRW ¢és az etanol oxidativ stressz melletti
vorosvérsejt deformabilitasra kifejtett hatasait vizsgaltuk. A vérmintakat vorosborral, AFRW-vel
(a koncentrécio 0,3% volt) vagy etanollal (a koncentracio 0, 0,25, 0,5, 1 és 2%) kezeltiik, aztan a
mintdkhoz a szabadgyok generator fenazin-metoszulfatot (PMS, Sigma) (végsé koncentracié 500
uM) kevertiik. A mintakat két 6ran keresztiil 37°C-on inkubaltuk, aztan deformabilitdst mértiink.
Egy masik kisérlet soran a vért csak PMS-sel kezeltiik, majd a sejteket a deformabilitas
méréséhez hasznalt etanollal kezelt vivéanyagba szuszpendaltuk fel.

Az etanol kezelést kovetden a vorosvérsejtek alakjat DIC fénymikroszkdppal (BXSOF
modell; Olympus, Tokio, Japan) elemeztiik.

Az elongacios index-nyirofesziiltség adatokat a Lineweaver-Burke féle non-linearis
regresszion alapuld elemzésnek vetettilk ald. Meghatdroztuk a végtelen nyirofesziiltséghez
tartoz6 maximalis EI-t (Elnax) és a feléhez tartozd nyirdfesziiltséget (SSi) is. Az elemzést
GraphPad Prism programmal végeztiik el (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).



5. A vorosvérsejt deformabilitas mérések eredményei

LORCA cektacitométerrel mért eredményeink azt mutattdk, hogy a voOrdsvérsejt
deformabilitas a kontroll mintdk eredményéhez képest nem valtozott vordsbor és alkoholmentes
vorosborkivonat kezelést kovetden. A Lineweaver-Burke non-linearis regresszion alapuld
analizis kimutatta, hogy a vorosbor és az AFRW kezelés nem befolyasolta sem az Elnax, Sem az
SS1p, sem pedig a két paraméter hanyadosat.

A vorosvérsejt deformabilitasra kifejtett etanol hatdsok az alkohol alkalmazasanak
koriilményeitdl fiiggtek: 1) a teljes vérhez adva az etanol nem okozott deformabilitds valtozast,
ezt a Lineweaver-Burke analizis is megerdsitette; 2) a LORCA vivéanyagahoz adva az etanol
dozisfiiggd modon, szignifikansan fokozta a vorosvérsejt deformabilitast (p<0,05). Az Elpmax, az
SSip és a két paraméter hanyadosa szignifikdins modon csokkent az alkalmazott alkohol

6. Az oxidativ stressz kisérletek eredményei

A vorosbor és a fobb komponensek vordsvérsejt deformabilitdsra kifejtett hatdsait a
szabadgyok generator fenazin-metoszulfat okozta oxidativ stressz mellett is meghataroztuk.
Ahogy az varhat6 volt, az 500 uM PMS kezelés szignifikans modon csokkentette (p<0,05) a
mintakban 1év6 vordsvérsejtek deformabilitasat.

Habar az AFRW elokezelés szignifikansan kivédte (p<0,05) a PMS indukalta vorosvérse;jt
deformabilitas karosodast, a vorésbor ilyen jellegi hatast nem mutatott. A Lineweaver-Burke
analizis megmutatta, hogy a csak PMS-sel kezelt mintakhoz képest az AFRW+PMS mintakban
az Elnax nem valtozott, ezzel szemben az SSi;, és az SSi» / Elmax hanyados szignifikinsan
csokkent (p<0,05). Masrészrdl a vorosbor+PMS mintdkban a csak PMS-sel kezelt mintakhoz
képest az Elmax, 82 SS1/2 és a hanyados nem mutatott valtozast.

Az etanol okozta deformabilitds valtozas mértéke ismét a kiilonbozd alkohol kezelések
fliggvénye volt. Amikor a sejteket alkohollal és PMS-sel kezeltiik, majd két 6ran keresztiil
inkubaltuk a mintdkat, a vorosvérsejt deformabilitas szignifikansan csokkent (p<0,05) a csak
PMS-sel kezelt mintakhoz képes. Az Elyax-ot az etanol kezelés nem befolyasolta, mig az SSy/, és
a SSip» | Elnax hanyados szignifikansan névekedett (p<0,05) a csak PMS-sel kezelt mintak
értékeihez képest.

Ezzel szemben, amikor a PMS-sel kezelt sejteket az alkoholt tartalmazo vivéanyagba
szuszpendaltuk fel, a mar kérosodott vordsvérsejtek deformabilitasa szignifikdnsan javult
(p<0,05). A Lineweaver-Burke analizis megmutatta, hogy az Eln.x nem valtozott, mig az SSy; és
az SSi/2 | Elmax hanyados szignifikansan alacsonyabbnak (p<0,05) bizonyult.

7. Az aggregacios Kisérletek eredményei

A vorosbor és az AFRW kezelés koncentracid fiiggd modon csokkentette a vordsvérsejt
aggregaciot. A Myrenne aggregométer M €s M1 paraméterei mar 0,1%-os koncentraciok esetén
is szignifikdns aggregacié csokkenést (p<0,05) mutattak. Az AFRW kezeléssel szemben a
vordsbor hatasara tendencidzusan erdsebb aggregacio gatld hatas jelentkezett, a kiilonbség a két
anyag kozott az 1%-os koncentraciok esetében szingifikanssa (p<0,05) valt.
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hogy az AFRW-vel Osszehasonlitva a vordsbor szignifikansan nagyobb (p<0,05) aggregacio
csokkenést okoz. A LORCA kiiszobfesziiltsége a Myrenne paramétereihez teljes azonos
valtozasokat mutatott.
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esetén mar nem tudott vorosvérsejt aggregaciot mérni.

8. A sejtek mikroszkopos elemzése

A DIC fénymikorszkoppal elvégzett morfologiai analizis megmutatta, hogy a foszfat
pufferbe helyezett diszkocitak (bikonkav alakt sejtek) (1A abra), echinocitadkka alakulnak
(sejtfelszini nyulvanyokkal rendelkezd vordsvérsejtek) 2%-os etanol tartalom hatasara (1B abra).
Kideriilt az is, hogy mig a nagy viszkozitasi LORCA viv@anyag enyhe sztomatocita (csésze
alaku vorosvérsejtek) iranyu transzformaciot indukal (1C abra), addig a vivéanyaghoz kevert
2%-os etanol mellett a vorosvérsejtek megdrzik bikonkav alakjukat (1D &bra).

1. dbra: DIC fénymikroszkoppal vizsgalt vordsvérsejtek. A) A foszfat pufferbe helyezett
kezeletlen vérosvérsejtek bikonkdv alakot mutatnak. B) Echinocitik a 2%-0S etanol
koncentrdcioju foszfat pufferben. C) Sztomatocitik a LORCA nagy viszkozitasu vivéanyagdaban
(dextran oldat). D) A 2%-0s etanol tartamu dextrdn oldatban a vérdsvérsejtek megdrzik a
normalis, bikonkav alakjukat.



9. Diszkusszio

Ezen in vitro kisérletek soran a vorosbor és a foébb komponensek LORCA ektacitométerrel
mérhetd voOrdsvérsejt deformabilitasra, illetve Myrenne ¢és LORCA aggregométerrel
meghatarozhato vorosvérsejt aggregaciora kifejtett hatasait vizsgaltuk.

Eredményeink megmutattak, hogy a vordsbor és az AFRW vérhez torténd keverése nem
valtoztatja meg, mig az etanollal torténd kezelés fokozza a vorosvérsejtek deformabilitasat. Ez a
deformabilitas javulas akkor jelentkezett, amikor az alkoholt az ektacitométer nagy viszkozitasu
vivoéanyagéhoz adtuk. Amikor viszont a vérsejtekkel egyiitt inkubaltuk az etanolt, majd az
etanol-vér elegyet szuszpendaltuk fel a vivoanyagba, a deformabilitas valtozas elmaradt. Ezek
alapjan feltételezhetjiik, hogy az etanol indukalta deformabilitas fokozddas reverzibilis folyamat
eredménye, és az etanol fizikai jelenléte sziikséges hozza. A Lineweaver-Burke analizis SSy; és
SSi12 | Elmax hanyadosa megmutatta, hogy a legnagyobb deformabilitas fokozodas 4 és 5%-0s
etanol koncentracié esetén valosul meg. A 6%-os mintdk voOrdsvérsejt deformabilitdsa
szignifikansan rosszabb volt, a 3%-os mintdkéhoz hasonlitott. Ezen eredmények kétfazisu etanol
kezdetben fokozodik, majd csokken.

Az irodalomban leirt altalanos megegyezés szerint négy faktor (a sejt morfologiai és
geometriai alakja, valamint a membran ¢€s a citoplazma viszkozitasa) befolyasolja a vordsvérsejt
deformabilitast. Az etanol hatdsara a vorosvérsejtek echinocitakka alakulnak, a dextranhoz adott
etanol keverékbe felszuszpendalt sejtek azonban megdrizték bikonkav alakjukat. Az alkohol
fogyasztasa fokozza a plazma ozmolalitasat, igy csokkenti a sejt térfogatat, ami a feliilet-térfogat
arany ¢és a citoplazma viszkozitdsanak fokozodasdhoz vezet. A feliilet-térfogat aranyanak
novekedése fokozza a deformabilitast, mig a nagyobb belsé viszkozitds ez ellen hat. Mivel a
sejteket izotonids koriilmények kozott tartottuk, feltételezhetjiik, hogy az etanol a sejtmembran
¢és a hozza kapcsolddo citoszkeleton mechanikai integritasat befolyasolja.

Az etanol rendelkezik egy polaris, hidroxil csoporttal, amivel a sejten beliili vizes
kozegben ¢€s a kiils6 glikokalixban is oldodni képes. Ezzel szemben az apolaris rész a membran
lipid rétegéhez tud kapcsolddni, ezaltal az etanol a membran fluiditasat ndvelni képes, ami
viszont kis mértékben befolyasolja csak a deformabilitdsat. Ezért azt feltételezziik, hogy az
etanol a citoszkeleton organizaciojat és kapcsolatait (spektrin-aktin kotddés, transzmembran
fehérjék és citoszkeleton kapcsolata) reverzibilis modon befolyésolja.

A vorosbor, az AFRW ¢és az etanol indukalta vorosvérsejt deformabilitds valtozast a
fenazin-metoszulfat generalta oxidativ stressz jelenlétében is vizsgaltuk. A PMS egy jol ismert
oxigén szabadgyok generator, ami lipid peroxidacidt okoz, illetve a membran fehérjék és a
citoszkeleton strukturalis megvaltoztatdsa révén a membran rigiditasanak fokozddaséhoz, igy a
vorosvérsejtek deformabilitdsanak csokkenéséhez vezet.

Kisérleteink soran az alkoholmentes vorosborkivonat eldkezelés szignifikdnsan kivédte a
PMS generalta vorosvérsejt deformabilitds csokkenést, igy megvédte a sejteket az oxidativ
karosodastol. Eredményeink megerdsitenek korabbi humén vizsgalatokat, ahol az AFRW
fogyasztasat kovetéen a vérplazma antioxidans kapacitdsanak fokozodasat talaltdk. Habéar az
AFRW csak részben védte ki az oxidativ stressz vordsvérsejteket roncsold hatasat, a vordsbor
elékezelésnél védo hatast nem tudtunk kimutatni.



A vorosborral elvégzett méréseink eredményét az in vitro etanol kisérlet is magyarazhatja.
Amikor az etanollal és a PMS-sel kezelt vért alkoholmentes LORCA vivOanyagban mértiik le, az
etanol koncentracid fiiggd modon fokozta az oxidativ stressz hatdsat. Ezen eredmények alapjan
arra kovetkeztethetiink, hogy a vordsbor alkoholtartalma a polifenolok védd hatdsat gyengiti.
Masrészrol az etanol és a PMS kisérlet azt is megmutatta, hogy ha az etanolt a LORCA
vivoanyagaba keverjiik, akkor az oxidativan karosodott vorosvérsejtek deformabilitasa javithato.
Feltételezziik, hogy az etanol ebben az esetben is a normalis vorosvérsejteken kifejtett
hatasokhoz hasonlé médon befolyasolja a deformabilitést.

A voOrosvérsejt aggregaciot vordsborral és AFRW-vel kezelt vérmintdkban Myrenne és
LORCA aggregométerrel is mértiink. Eredményiil koncentracio fiiggd aggregacid csokkenést
kaptunk, valamint az is bebizonyosodott, hogy a vordsbor nagyobb aggregacié csokkenést okoz,
mint az AFRW. Ez a csokkenés valdsziniileg a vorosvérsejtek membranjaban és a plazma
Osszetevoiben - foleg a plazmafehérjékben - 1étrejott valtozasok kovetkezménye. A polifenolok
alacsony vizoldhatosaguk kovetkeztében képesek a plazmafehérjékhez kotddni. A ,bridging”
elmélet értelmében, a fenol-protein interakcidk megvaltoztathatjak a fehérjék tulajdonsagait, ami
a sejtek kozotti fehérjék altal létrehozott keresztkotések szamanak csokkenéséhez, igy a
vorosvérsejt aggregacio mérséklddéséhez vezet.

Az etanol hatasara a plazmaban és a 3%-0s, 70 kDa-os dextran oldatban mért vorosvérsejt
aggregacio is csokkenést mutatott. A kisérlet arra is valaszt adott, miért a vorosbor és nem az
AFRW mutatott nagyobb aggregacio csokkentést. Az aggregacid csokkenése részben az etanol
indukalta echinocitas transzformacionak, részben pedig a plazmafehérjék megvaltoztatasanak
koszonhetd. A csokkent vordsvérsejt deformabilitas az aggregacio csokkenését okozza, azonban
kisérleteinkben fokozott deformabilitast mértiink. Ezért az etanol indukélta aggregacio
csokkenésére a sejtek glikokalix rétegében bekovetkezd valtozas lehet a legvaldsziniibb
magyarazat. A ,,depletion layer” modell alapjan a molekuldk, és sejtek kozti deplécios interakciod
mértéke attdl fligg, hogy a makromolekula milyen mélyen tud a glikokalixba siillyedni; a
fokozott penetracio csokkenti az aggregaciot. Fontos hangsulyozni, hogy a glikokalixban
bekovetkezd valtozasok irreverzibilisek, mert habar a sejteket etanollal kezeltiik, a méréseket
alkoholmentes dextranban végeztiik el.

10. Konkluzio

Vizsgélataink bebizonyitottak, hogy az AFRW megvédi a vordsvérsejteket az oxidativ
stressz okozta karosodastol, mig a vorosbornak ilyen hatasa nincs. Mind a vordsbor, mind az
AFRW csokkenti a vOrosvérsejt aggregaciot, de a vorosbor hatékonyabb gatloszernek bizonyult.
Emellett az etanol reverzibilisen fokozza a vordsvérsejtek deformabilitast, €s irreverzibilis
modon csokkenti az aggregaciot. Ugyanakkor az etanol ndveli az oxidativ stressz indukalta
vorosveérsejt deformabilitds karosodds mértekét, ¢s fokozza a korabban sériilt sejtek
deformabilitasat.

Fontos hangstlyozni, hogy a mértéktartdo vorosbor fogyasztdsa soran észlelt
kardiovaszkularis rizikocsokkenés hatterében a vordsbor alkotoelemeinek kombinalt, kedvezo
hatésa allhat. Véleménylink szerint a disszertacioban kozolt kedvezd hemoreoldgiai valtozasok
novelik a szoveti perfuziot, és hozzdjarulhatnak a vorosbor mértéktartd fogyasztasa soran észlelt
kedvezd kardiovaszkularis hatdsokhoz.



V. Vorosvérsejtek fényszorasanak elemzése

1. Bevezetés

Mechanikai er6k hatdsdra a voOrdsvérsejtek deformdlodnak, ez a tulajdonsag
elengedhetetlen ahhoz, hogy a sejtek atjussanak a kapillarisokon. Patologias voOrdsvérsejt
deformabilitassal kiilonbozd betegségek esetén talalkozhatunk. Az egyik legjellemzdbb ilyen
korkép a sarlosejtes anémia (SCD). Ezt a genetikai betegséget a B-globin lanc 6. aminosavjanak
cseréje okozza, aminek hatasara egy hibas hemoglobin; a hemoglobin S (HbSS) keletkezik.

Alacsony oxigén tenzioju koriilmények kozott a HbSS polimerizalodik, a sejt belsd
viszkozitasa fokozodik, ami a sejt deformabilitdsanak csokkenéséhez és a tipikus torz,
megnyujtott sejtalak megjelenéséhez vezet. Az ilyen betegségben szenvedd betegek vérében jol
deformalodo, kozepesen rigid (reverzibilis sarlosejt (RSC)) és nem deformalddéd (irreverzibilis
sarlosejt (ISC)) vordsvérsejtek egyarant megtalalhatoak.

Mikroszkopos vizsgalat esetén az irreverzibilis sarlosejteket konnyi felismerni, mert ezen
sejtek hossza kétszerese a szélességiiknek. (2. abra). A rigid sarlosejtek torékenyek, ezért a
folyamatos hemolizis miatt anémia jon létre. Emellett a sarldsejtek mas SCD tiinetekért is
felelosek; beleértve a kapillarisok elzarodasa miatt fellépd mellkasi fajdalom szindromat, a
kiilonboz6 szervek infarktusat és a tiidk fokozott vaszkularis ellenallast.

Bikonkav
vordsversejt ¢

2. dbra: Kiilonbozé virosvérsejt alakok (bikonkav sejtek, reverzibilis (RSC) és irreverzibilis
(ISC) sarlosejtek) sarlosejtes anémiaban szenvedo beteg vérében.



2. A diffrakcios mintazat elemzése

Az ektacitometrias technika kordbban mar részletes leirasra keriilt. A technikaval
kapcsolatban ki kell emelni, hogy a miszer a nyirofesziiltségnek kitett vorosvérsejtek altal
megtort 1ézerfény diffrakcids mintazatat elemzi. Alacsony nyirdfesziiltségeken a vorosvérsejtek
diffrakciés mintazata kor alakot mutat, mig a ndvekedd nyird erdk hatdsara a sejtek
deformalddni kezdenek, ellipszis alakuva vallnak, ezaltal ellipszis alaku diffrakcios mintazatot
mutatnak (3. &bra).
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A B
100 100
0 0
-100 -100
-200 -200
2200 -100 0 100 200 -200 -100 O 100 200
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3. dabra: 100%-ban bikonkav vérdsveérsejteket tartalmazo minta diffrakcios képének intenzitas
konturjai. A) Alacsony nyirofesziiltségen (0,5 Pa) létrejott diffrakcios kép. B) Ugyanerre a
diffrakcios képre alkalmazott Bessel fiiggvény hasznalata soran kivitelezett illesztés eredménye.
C) Magas nyirdfesziiltségen (50 Pa) létrejott diffrakcios kép. D) Ugyanerre a diffrakcios képre
alkalmazott anomalous illesztés eredménye.

Az elemzés alatt az ektacitométer a minta mérése soran létrejott 1ézer intenzitas mintazatot
egy adott magassagban elmetszi, €és az igy létrejott diffrakcios képre egy ellipszist illeszt, aminek
,a’ és, b” atlojabol az 6sszes alkalmazott nyirofesziiltségen kiszamolhato az elongacids index;
El=(a-b)/(a+h).

Sarlosejtes anémiaban szenvedo betegek vérében normalisan és rosszul deformalddo sejtek
egyarant megtalalhatdéak. Az ilyen vér mérése sordn a diffrakciés kép a rigid, rosszul
deformdlodd és a normalisan deformalodo sejtek diffrakcios képeinek Osszeadddasa révén
keletkezik.
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NovekvO nyirofesziiltség hatasara a normalis sejtek fokozatosan deformalddni kezdenek,
¢s ellipszis alaku diffrakcios mintazatot mutatnak. Ezzel szemben a rosszul deformalodo sejtek
merev forgasa 1ényegében korkords diffrakeios képet eredményez. Ennek eredményeként a két
kiilonb6z6 sejttipus kombindlt diffrakcios képe leginkabb egy kereszt alakra emlékeztetd
mintazatot fog mutatni (4. abra). Alkalmazva a szokésos ellipszisillesztést erre a torzult, kzépso
részén kidudorodo ellipszisre hamis elongacios értékeket kapunk.

200

200

20 prorpeeeyere R 5
: €
100 100 1 |esits —b’i ,,,,,,,
0 0 0
-100 -100 I o o
-200 90 Leserimerdrorezze T
-200 200 =200 200 200 0 -200 0 200

4. abra: 70% normalis + 30% rigid vordsvérsejtet tartalmazo minta diffrakcios képének
intenzitas konturjai. A) Magas nyirofesziiltségen (50 Pa) létrejott diffrakcios kép. B) A
diffrakcios képre alkalmazott legpontosabb illesztés. C) A két kép kozotti digitalis kiilonbség. A
mintazat k6zépso részén lévo kiboltosuldst a mintdban lévo rigid sejtek jelenléte okozza.

Ezen vizsgalat soran kidolgoztunk egy ij mddszert, amivel egy normalis és rigid sejtekkel
l1étrehozott sarlosejtes modellt is lehetséges elemezni. A moddszer a globalis gorbeillesztés
technikdjan alapszik, aminek értelmében a kiilonb6zd nyirofesziiltségeken létrejott diffrakcios
mintazatok egyszerre keriilnek elemzésre.

3. Elméleti hattér

A vorosvérsejteken megtord 1ézerfény altal egy tdvoli ernydn kirajzolt diffrakcios kép
pontjai x és y tavolsagra esnek a merélegesen beesd 1ézerfénytdl, valamint z tavolsagra vannak a
mintdban 1évd sejtektdl. Ezek alapjan a diffrakcios kép pontjainak intenzitdsa leirhatdo a
kovetkezd egyenlettel:

I
I (X’ y,Z)=(k2?2)‘S(X, Y, Z)‘z 1. egyenlet

I, a lézer alapintenzitidsa, r = ¢ + y* + A2

a képen 1évé valamennyi pont (X, Y, z)
vérsejtektdl valo tavolsaga, és k a 1ézerfény levegében mért hullamvektora.

A sz6rodasi kép S(x, Y, z) €s a diffrakcios mintazat a nyirofesziiltség fliggvényében valtozo
sejtek alakjatol fligg. Nyirds nélkiil a vordsvérsejtek bikonkav alaktak. Alacsony nyirofesziiltség
mellett a normalis sejtek bikonkav alakbdl allandd vastagsadgu ellipszissé valnak (nyujtott
jégkoronghoz hasonlitanak), ahol a két atmér6é a-nak és b-nek, mig a vastagsag c-nek adodik.
Ebben az esetben a szorodasi képet az elsd foku Bessel fiiggvénnyel lehet leirni.

Magas nyirofesziiltséegen a voOrdsvérsejtet nem tekinthetjilk tobbé azonos vastagsagu
korongnak, hanem egy olyan ellipszisnek, aminek atmérdi a kovetkezéek: a > b > c¢. Ebben az

esetben a szorddasi mintazatot anomalous diffrakcids mintazatként lehet elemezni.
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Azonban, mikor a lézerfény rigid és deformaldodo sejteket tartalmazod mintan halad at, a
kialakulo diffrakcids kép a szort fényhullamok inkoherens 6sszeadddéasabol jon létre. A jelen
vizsgalatban ezen Gsszetett diffrakcios képek elemzése sordn a legkisebb négyzetek elve alapjan
a teljes diffrakcios mintazatra végeztiink illesztést.

4. A diffrakciés mintazatok globalis, szamitogéppel torténo elemzése

Alacsony nyirofesziiltségen a normalis ¢és rigid sejteket valtozatlan vastagsagu
korongoknak tekintettiik, majd elvégeztiik a Bessel fliggvény alapjan torténd illesztést. Ebben az
esetben hét valtoztathatd paramétert tartalmaz az egyenlet:

g1 - a normalis vordsvérsejtek koncentracioja

g2 - a normalis vOrdsvérsejtek atlagos armérdje
g3 - a normalis vordsvérsejtek atloinak hanyadosa
g4 - rigid vorosvérsejtek koncentracidja

g5 - rigid vorosvérsejtek atlagos atmérdje

g6 - a rigid vordsvérsejtek atloinak hanyadosa

g7 - a detektor altal észlelt hattér intenzitas

A vordsvérsejtek térfogata (~100 pm®) és feliilete (~140 um?) alakvéltozas sordn nem
valtozik. A sejtek vastagsdga pedig megadhaté a sejtek excentrikussaganak ¢és atlagos
atmérdjének ismeretében.

Nagy nyirofesziiltségen a deformalodo sejtek ellipszis alakot vesznek fel, mig a rigid sejtek
korong alakuak maradnak. Ezért ebben az esetben a diffrakcidos mintazat elemzéshez a Bessel és
az anomalous fliggvényekbdl létrehozott kevert illesztést alkalmaztunk, ahol a fény intenzitasat
nemcsak a sejtek rovid és hosszu 4tl6i, hanem a nyirdfesziiltség valtozasa révén a sejtek valtozo
vastagsaga is meghatarozza.

Alapvetden a fenti hét paraméterbdl 6t allandd marad a teljes mérés soran. A normalis
sejtek koncentracioja (ql) mellett, a rigid sejtek koncentracioja (q4), atlagos atmérdje (q5) €s az
atlok hanyadosa (q6), valamint a detektor altal észlelt hattér intenzitds (q7) is allandé marad a
nyirofesziiltség valtozasanak ellenére is. Ezen feltételek alkalmazéasa esetén csak a normalis
sejtek atmérdje (q2) és atloinak hanyadosa (q3) valtozott a mérés soran alkalmazott
nyirofesziiltségek hatdsadra. Ezek utdn az osszes alkalmazott nyirofesziiltség tekintetében
egyszerre végeztiik el a globalis illesztést, alkalmazva azt az elvet, hogy a lemért és a szamitott
intenzitaskiilonbség minimalis legyen. Az Gsszes nyirofesziiltségre alkalmazott globalis illesztés
egyenlete a kovetkezOképpen alakult:

"

9
GIZOZ)(}HS ?INGS'_'-ILéS - Z Z [I“fmegmérf (x-'- :"r) o Ijszcimirozr (x-'- :"r):| 2. egyenlet

nyirdfesziltseg dsszes pivel
Jj=1 (x.¥)

Csak a fent emlitett két paraméter - (q2) és (q3) - valtozott a nyirdfesziiltség valtozasanak
fliggvényében. A tobbi Ot paramétert a szamitogépes elemzés soran a paraméterek optimuman
rogzitettilk. Valgjaban, ezzel a moddszerrel a kilenc nyirofesziiltséghez tartoz6 diffrakcios
mintazatok illesztése soran egyidejiileg 23 paramétert dolgozott fel a program.
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4. Modszerek

A kisérletek soran egészséges, felndtt onkéntesektél EDTA-val antikoagulalt vénas vért
vettiink Vacutainer csovekbe. A vérmintakat 1400 g-n 5 percig centrifugaltuk. A plazmat ¢s a
fehérvérsejtek rétegét eltavolitottuk. A visszamarado vordsvérsejteket két alkalommal is foszfat
pufferrel (PBS, 290 mOsm/kg, pH = 7,4) mostuk.

A nem deformalddo, rigid vorosvérsejteket tartalmazo mintak elkészitése soran a PBS-sel
higitott vorosvérsejt szuszpenzidhoz dvatosan azonos mennyiségli 1%-os glutaraldehid (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, USA) oldatot adtunk. A mintat 60 percen keresztiil
szobahOmérsékleten kevertiik, majd PBS-sel mostuk, hogy a még reaktiv glutaraldehidet
eltavolitsuk, végiil PBS-sel visszahigitottuk a sejteket.

A kisérletekhez normalis és rigid vorosvérsejtekbdl allo mintakat hoztunk 1étre ugy, hogy a
rigid sejtek koncentracidja 0, 5, 10, 20, 30 és 50% volt. A normalis vorosvérsejteket tartalmazo
igazitottuk. Ehhez a miivelethez egy automata sejtszamlalo (Micros, Horiba-ABX, Irvine, CA,
USA) berendezést hasznéltunk.

A deformalodo és rigid sejteket tartalmazd mintdk vorosvérsejt deformabilitasat LORCA
ektacitométerrel mértiik, majd a mérés soran 1étrejott diffrakcidos mintazatok elemzésére a fent
emlitett globdlis illesztést alkalmaztuk. A méréshez a kiilonb6zd sejtmintdkat hozzaadtuk a
LORCA 70 kDa-os nagy viszkozitasi vivéanyagahoz (Sigma, 297 mOsm/kg, n=31,4 mPa.s
PBS-ben oldva), majd az igy 1étrejott szuszpenziokat jol dsszekevertiik.

A meérések soran a diffrakciés mintazatokat egy video kamera segitségével rogzitettik,
majd digitalisan taroltuk. A diffrakcios kép kozépso része a diffrakciot nem szenvedd 1€zerfényt
is tartalmazza, ami elvakitana a kamerat, ezért az erny6képen egy nem atlatszo pont ezen direkt
sugarakat fizikailag blokkolja. Ennek hatdséara jon létre a diffrakcios kép kozepén lathato ,,lyuk”
(3. és 4. abra). A mintak feldolgozadsa sordn, nyirdfesziiltségenként 10 darab diffrakcids kép
digitalis atlagan végeztiik el a globalis illesztést.

5. Eredmények és Diszkusszio

A vordsvérsejt deformabilitds mérése soran kilenc kiilonbozd nyirdfesziiltségen - 0,5 Pa és
50 Pa kozott - tortént globalis illesztés a kiilonb6zo vorosvérsejt mintak altal generalt diffrakcids
mintazatokra. Jelen vizsgalatunkban normaélis vordsvérsejtek (0% rigid sejt) altal generalt
diffrakcios képek koziil a legalacsonyabb és a legmagasabb nyirofesziiltségen 1étrejovo
mintazatot mutattuk be (3. dbra). A hét, illesztést befolyasold paraméter (qi) segitségével a kilenc
nyirofesziiltségen egyidejlileg csokkentettilk a mért és a szamitott diffrakcids mintazatok kozti
kiilonbséget.

A 30% rigid €s 70% normalis vOrdsvérsejtet tartalmazd minta magas nyirofesziiltségen
mért diffrakcids képét szintén bemutattuk (4. dbra).

A rigid és a normalis sejteket tartalmazo keverék minta ektacitométerrel mért torzult
ellipszist mutato diffrakcids képeit nagy pontossaggal lehet a mddszer segitségével reprodukalni.
A két kiilonb6zd sejtpopulaci6 LORCA altal mért és a program altal szamolt elongécios
indexeket Osszevetettiik (5. abra).
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A normalis sejtek estében a LORCA altal rutinszeriien alkalmazott ellipszisillesztés
eredményeként létrejott elongacios indexek €s a globalis illesztés révén szamolt EI értékek
azonos eredményt mutattak. A normalis és rigid sejteket tartalmazd minta esetén a globalis
illesztés pontos EI értékeket adott meg a normalis sejtek tekintetében. Ezzel szemben, a LORCA
ellipszis illesztése soran keletkezd EI gérbe a mintdban 1év6 rigid sejteknek koszonhetden lejjebb
tolodott.
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5. abra: A LORCA és a globalis illesztés soran kiszamolt Nyirofesziiltség-Elongacios Index (EI)
adatpontok. Az illesztések 6sszehasonlitasa soran két kiilonbozo vérmintat haszndltunk fel: (1) a
100%-ban normalis sejteket tartalmazo mintak adatpontjai esetén a LORCA ellipszis illesztése és
a globalis illesztés gyakorlatilag azonos EI értékeket adott, (2) a 70%-ban normalis és 30%-ban
rigid sejteket tartalmazo mintak esetén a globalis illesztés még a rigid sejtek jelenléte esetén is
pontos EI értékeket mutatott a normalis sejtek tekintetében. Ezzel szemben, a LORCA ellipszis
illesztése jelentosen rosszabb deformabilitast jelzett.

Kisérleteink soran vérmintdkat készitettiink, amik kiilonb6z6 koncentracidban rigid
sejteket (0 és 50% kozott) tartalmaztak. Az illesztés soran felhasznalt (q1) és (q4) paraméterek a
szazalékos ardnyat adja meg. A globalis illesztéssel meghatarozott rigid sejtek koncentracigja és
az elkészitett vérmintakban 1év0 rigid sejtek koncentracidja kozott erds korrelaciot talaltunk (6.
abra). Minden egyes koncentracid esetén két kiilonbozd adatsort hasznaltunk fel. Ezeket a
LORCA videokamerdjanak kiilonb6z6 apertira beallitasai mellett mértiik le. Az eredmények
reprodukalhatosaga jol lathato az abran.

Habar az adatpontokra illesztett egyenes meredeksége kozel egy, a diffrakciot nem
szenvedett lézerfény szorodasanak koszonhetden az y tengely metszéspontja nem nullanal van.
Amennyiben sziikséges, a globalis illesztéshez hasznalt diffrakcidés mintazat kozépso teriiletébdl
egy nagyobb rész elhagyésa révén, az egyenes y tengelyi metszéspontja kozelebb keriilhet a
nullahoz.
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6. abra: A rigid sejtek szamolt aranyat az elkészitett rigid sejt frakciok fiiggvényében mutatja az
dbra. Az adatpontokra egyenes vonal illeszthetd. Az egyenes y tengellyel valo metszéspontja nem
nulla, koszonhetéen egyéb, a rigid sejteken kiviili fényszordst okozo tényezoknek.

6. A sarlosejtes vér jovobeni lehetséges analizise

Sarlosejtes vérben a vorosveérsejtek deformabilitasa folytonos megoszlast mutat, mig ezen
kisérlet soran csak két kiilonb6zd sejtpopulacidt hasznaltunk. Szamos vizsgalat bizonyitotta,
hogy a vorosvérsejtek deformabilitasanak ismerete klinikai relevanciaval bir. A keringd
irreverzibilis sarlosejtek szama erds korrelaciot mutat a hemolizis mértékével. Masrészr6l a rigid
sejtek szdmanak ismerete informaciot nyudjthat az alkalmazott terdpia sikerességérdl, és eldre
jelezheti a mellkasi fajdalom szindromak kialakulésat.

Mindazonaltal, a sarlosejtes vérrel elvégzett eldzetes vizsgalataink azt mutattdk, hogy a
globalis gorbeillesztés technikdja pontosan képes meghatarozni a sarlosejtes vérmintaban 1évo
jol deformalodo sejtek elongacios index értékét. Természetesen emellett az is fontos lenne, ha ez
a technika meg tudna hatdrozni a vérmintaban 1évo rigid, vagy az alig deformalddo sarlosejtek
aranyat is.

7. Konkluzio

crer

haszndlata sordn, a teljes nyirofesziiltség tartoméanyban, még a rigid, nem deformalodo sejtek
jelenléte esetén is, meghatdrozhatd a mintaban 1évé vorosvérsejtek elongacios indexe (5. ébra).
Raadéasul, a globalis gorbeillesztés segits€gével meghatarozhatd a mintdban 1évé nem
deformal6do sejtek aranya a vérmintaban (6. dbra).

Feltételezésiink szerint, ez a technika alkalmas lehet a normalis sejtek elongécios
indexeinek és a nem deformalddo, rigid sejtek aranyanak meghatdrozasara sarlosejtes anémiaban
szenvedo betegek esetén is.
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VI. A disszertacio tudomanyos eredményei

1. A vorosbor, az alkoholmentes vorosborkivonat és az etanol hatasai

[1]

[2]
[3]
[4]

In vitro kisérleteink megmutattak, hogy a vordsbor és az alkoholmentes vorosborkivonat is
csokkenti a plazmaban mért vorosvérsejt aggregaciot. Emellett az is bebizonyosodott, hogy
a vordsbor valt ki nagyobb gatld hatast.

Az etanol reverzibilisen fokozza a vordsvérsejt deformabilitast, és irreverzibilisen
csokkenti a vorosvérsejt aggregaciot.

Eredményeink felfedték, hogy az alkoholmentes vordsborkivonat megvédi a
vorosvérsejteket az oxidativ stressz okozta deformabilitas karosodastol.

Az alkohol fokozza az oxidativ stressz indukalta vorosvérsejt deformabilitds karosodast,
mig a korabban karosodott sejtek deformabilitasat javitani képes.

2. Ektacitométerrel vizsgalt vorosvérsejtek fényszorasanak elemzése

[1] Kifejlesztettink egy 10j elemzési technikat, aminek segitségével, nagy pontossaggal
elemezhetdek az ektacitométerrel torténd mérés soran 1étrejovo diffrakcios mintazatok.

[2] A szoérddasi mintazatok elemzésénél hasznalt Bessel és anomalous fliggvények
kombinécidja a nem deformalddoé sejtek jelenléte esetén is pontosan képes meghatarozni a
vérmintaban 1év6 normalisan deformalddoé sejtek elongéacids indexeit.

[3] A globalis illesztést végz6 program a mintaban 1évé nem deformalddd vordsvérsejtek
koncentraciojat is képes meghatarozni.

VII. Roviditések jegyzéke

AFRW alkoholmentes vordsborkivonat

EDTA etiléndiamine-tetraecetsav

El elongécids index, a LORCA ektacitométer paramétere

Elmax az elongéciods index végtelen nyirofesziiltséghez tartozé maximuma

HbSS hemoglobin S

HDL nagy slirliségli lipoprotein

ISC irreverzibilis sarlosejt

LDL alacsony stirtiségii lipoprotein

LORCA Laser-assisted Optical Rotational Cell Analyzer

M vOrosvérsejt aggregacio Myrenne altal nyugalomban mért értéke

M1 vordsvérsejt aggregacio Myrenne altal alacsony nyirason mért értéke

NO nitrogén-monoxid

PBS foszfat puffer

PMS fenazin-metoszulfat

RSC reverzibilis sarlosejt

SCD sarlosejtes anémia

SS nyirofesziiltség

SSqp az Elnax feléhez tart6z6 nyirofesziiltség ertek
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I. Prologue

The Framingham Study and other epidemiological investigations have revealed
numerous cardiovascular risk factors; while further studies have reported the basic principles
of risk reduction. Those examinations have described the importance of the healthy food
consumption including Mediterranean diet with moderate red wine intake. In spite of these
fundamental observations, several factors have been remained in the pathomechanism of
cardiovascular diseases which requires deeper investigations, such as the properties of
circulating blood.

Blood is a non-Newtonian suspension containing cells, lipid components, proteins,
carbohydrates and electrolytes. Blood flow is characterized by several hemorheological
parameters, such as hematocrit, plasma and whole blood viscosity, plasma proteins,
erythrocyte deformability and aggregation. Numerous investigations have presented that
hemorheological parameters (e.g., hematocrit, plasma fibrinogen and blood viscosity) are
cardiovascular risk factors, and alteration of these parameters can impair microcirculation.
Other hemorheological parameters, such as red blood cell deformability and aggregation have
also been under both basic science and clinical interest; reduced deformability and increased
aggregation and can impair in vivo tissue perfusion.

There is a general agreement regarding the factors affecting erythrocyte deformability:
cell shape and membrane surface area to volume ratio as “extrinsic” factors; membrane
viscoelastic properties and cytosolic viscosity as “intrinsic” factors. Deviations from the
normal resting biconcave shape, decreased area to volume ratio, higher membrane viscosity or
elevated cytoplasmic viscosity tend to reduce deformability.

Erythrocyte deformability can be modified by several structural and functional
alterations of erythrocytes. Changes in strictly regulated properties of blood, mechanical and
oxidative damages, parasite infection and genetic disorders are associated with decreased red
blood cell deformability. Abnormal red blood cell deformability is especially notable in sickle
cell disease in which the erythrocytes become rigid at reduced oxygen levels due to
intracellular polymerization of sickle hemoglobin leading to occlusions in microvessels and
impaired tissue perfusion resulting in painful crisis and infarctions of various organs.

Erythrocyte aggregation is a major determinant of in vitro hemorheology occurring in
either plasma or solutions with large polymers. During the process, red blood cells reversibly
form linear or branched aggregates. Under in vivo circumstances erythrocyte aggregation
occurs at low shear forces. Erythrocyte aggregation is characterized by red blood cell
aggregability and the concentration of macromolecules.

At these days, two parallel models explain the process of aggregation. The bridging
theory claims that erythrocyte aggregation occurs when disaggregating forces are not capable
to interfere the adsorption of macromolecules to the nearby cell surfaces, while the depletion
model suggests that the decreasing protein or polymer concentration creates an osmotic
gradient between two adjacent erythrocytes leading to depletion interaction. Although
increased erythrocyte aggregation has been observed in various clinical diseases (e.g.,
hypertension, diabetes mellitus), all mechanisms of the process have not been completely
understood.



I1. Aim of the studies

These studies were designed to investigate the possible alterations of erythrocyte
deformability and aggregation in two in vitro experiments: 1) effects of red wine, alcohol-free
red wine extract and ethanol was examined; 2) light scattering results of red blood cells in
ektacytometry were also analyzed.

I11. Methodology

In these experiments, erythrocyte deformability was determined by a LORCA
ektacytometer (Laser-assisted Optical Rotational Cell Analyzer; R&R Mechatronics, Hoorn,
Netherlands). In this instrument a dilute suspension of erythrocytes in a viscous medium is
placed in the gap of a Couette shearing system having a laser-diode projected through the gap.

The presence of red blood cells in the gap diffracts the laser light that creates a
diffraction pattern on a diaphragm changing from circular to elliptical as cells deform and
elongate. The pattern is analyzed by a computer system that calculates an elongation index
(El) as the (length - width) / (length + width) of the pattern for each shear stress (SS).

Red blood cell aggregation can be determined with a LORCA aggregometer detecting
the laser backscattering from the aggregating blood. Erythrocytes are placed in the gap of the
instrument and disaggregated at a high shear rate (500 s *) which reduces rapidly to zero.
During the process the intensity of the backscattered laser light changes, that is characterized
by the aggregation index. Another sensitive parameter of red blood cell aggregation is called
threshold shear rate describing the smallest shear rate which is required for the complete
disaggregation of erythrocytes.

Erythrocyte aggregation can also be measured with a Myrenne aggregometer (model
MA-1, Myrenne GmbH, Roetgen, Germany) that employs and measures the infrared light
transmission through an erythrocyte suspension between a transparent plate and a cone. Cells
are initially disaggregated by the cone at high shear (600 s™) following which shear is
abruptly stopped or reduced to 3 s * and light transmission integrated for 10 seconds. The
instrument provides two dimensionless indices of red blood cell aggregation (M, aggregation
at stasis; M1, at very low shear); both M and M1 increase with enhanced aggregation.

IV. In vitro hemorheological effect of red wine, alcohol-free red wine and
ethanol

1. The “French Paradox”

Cardiovascular diseases (CVD) are among the most frequent causes of morbidity and
mortality in the developed countries. Several epidemiological studies have revealed that total
mortality is not but CVD-related death is substantially lower in France than in other
industrialized Western-European countries, although consumption of saturated fats and level
of blood cholesterol are higher, while other major risk factors, such as smoking and
hypertension are similarly prevalent in France as in other developed regions.



Further epidemiological studies have demonstrated a J-shape relationship between CVD
mortality and consumed alcohol amount and shown that regular but moderate (i.e., not more
than 10-20 g alcohol per day) red wine (RW) consumption results in a decreased risk of
coronary heart disease, heart failure and stroke. According to other studies, wine consumption
is associated with higher beneficial cardiovascular effects compared to other forms of alcohol.
Furthermore, this beneficial protective effect depends on the type of wine; mortality rates in
the RW drinking Mediterranean regions is lower than in Alsace, a white wine drinking area of
France.

This phenomenon (i.e., beneficial cardiovascular effects of regular and moderate RW
consumption) has been termed the “French Paradox”.

2. Components of red wine

It is assumed that the favorable cardiovascular effects of RW originate in its non-
alcoholic and alcoholic components. Non-alcoholic component of RW contains anthocyanins
and polyphenols. Anthocyanins, such as delphidin and malvidin are responsible for the color
of wines, while polyphenols are believed the main source of the cardiovascular protection.
The most potent polyphenols of RW, such as resveratrol, katechin and quercetin have been
extensively studied. In addition to the decreased oxidation of low-density lipoproteins (LDL)
and expression of LDL receptors, polyphenols induce the nitric-oxide (NO) production and
reduce the platelet aggregation plus the production of proinflammatory eicosanoids.

Alcohol-free red wine (AFRW) has been mostly used in animal models. An ischemia-
reperfusion rat model measurement has proven that AFRW treatment improves the ventricular
functions and reduces the area of postinfarction remodeling. Some other rat experiments have
reported that AFRW feeding decreases the thrombotic tendency and the degree of oxidative
stress, while a human study has shown that AFRW ingestion inhibits the oxidation of LDL.

Several studies of RW consumption have confirmed that ethanol also plays a role in the
beneficial cardiovascular effects of moderate red wine intake. Ethanol favorably modifies
hemostasis leading to reduced levels of certain coagulation factors and of platelet function;
enhanced fibrinolysis due to elevated levels of tissue-type plasminogen activator has also
been demonstrated. Alterations of plasma lipid profiles with an increase in high-density
lipoprotein and a decrease in LDL cholesterol concentrations have been reported.
Furthermore, ethanol also enhances the production of the vasodilator endothelial NO.

3. Effect of red wine and its components in hemorheology

Only a few experiments have been performed to evaluate the effects of RW,
polyphenols and ethanol on hemorheological factors. In vitro studies exploring the effects of
ethanol addition to blood indicate no changes of hematocrit or whole blood viscosity, alcohol
consumption leads to dehydration with an elevation of whole blood and plasma viscosity. On
the other hand, several studies have demonstrated that regular but modest alcohol ingestion is
associated with a decreased level of plasma fibrinogen and reduction in plasma viscosity. In
contrast, a recent study has reported no changes of fibrinogen, hematocrit or blood viscosity
after moderate RW and vodka consumption for two weeks.



Given the current uncertainty and the lack of data regarding the hemorheological
consequences, the present in vitro study was designed to further explore possible effects of
red wine and its major components on red blood cell (RBC) deformability and aggregation.

4. Methods

Throughout the measurements, a 2002 Merlot (Polgar Winery, Villany, Hungary) red
wine was applied. For alcohol-free red wine extract measurements wine sample was vacuum
distilled until the disappearance of alcohol and rediluted. Alcohol experiments were
performed with reagent grade ethanol (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA).

Venous blood was obtained from 13 healthy volunteers into Vacutainer tubes coated
with lithium heparin for the red wine and polyphenol measurements. For the ethanol
experiment blood was taken from 7 volunteers and anticoagulated with ethylenediamine-
tetraacetic acid.

Red wine and blood samples were initially mixed to simulate final blood alcohol
concentration of 0.10, 0.30 and 1%, while other samples were treated with AFRW or
physiological saline in a similar manner. After 1 hour incubation erythrocyte deformability
and aggregation were tested.

In a 2" study, two general approaches were utilized to evaluate the ethanol effects on
erythrocyte deformability: 1) direct addition of ethanol to whole blood (the final ethanol
concentration was 0, 0.25, 0.50, 1 and 2%) followed by incubation and testing; 2) addition of
ethanol only to the viscous suspending medium used for deformability measurements (the
final ethanol concentration was 0, 0.25, 0.50, 1, 2, 3, 4, 5 and 6%), following which untreated
red blood cells were suspended in these media then measured.

Aggregation measurements used 40% hematocrit suspensions of erythrocytes in
autologous plasma or in a 70 kDa dextran solution (3% in phosphate buffered saline). Red
blood cells were initially suspended in plasma at a 40% hematocrit, ethanol added at
concentrations of 0, 0.25, 0.50, 1 and 2%. Erythrocyte-plasma samples were then tested, while
cells to be suspended in 3% 70 kDa dextran were washed twice with phosphate buffered
saline (PBS) then re-suspended in the dextran at 40% hematocrit.

In a 3" experiment, in vitro effect of red wine, alcohol-free red wine extract and ethanol
was examined in the presence of oxidative stress. Blood samples were pretreated with RW
and AFRW at a concentration of 0.30% or ethanol at concentrations of 0, 0.25, 0.50, 1 and 2%
and then the free radical generator phenazine methosulfate (PMS, Sigma) was added at a final
concentration of 500 uM. Samples were incubated at 37°C for 2 hours then erythrocyte
deformability was tested. In one series, whole blood was treated only with PMS and alcohol
added only to the viscous medium used for deformability measurements.

After ethanol treatment, RBC shape was evaluated by DIC light microscopy (model
BX50F; Olympus, Tokyo, Japan).

For some deformability results, EI-SS data was fitted to a Lineweaver-Burke type non-
linear equation that yields the maximum EI at infinite shear stress (Elnax) and the stress
required to achieve one-half of this maximum value (SS;/;). Data fitting and analysis were
carried out using non-linear regression (GraphPad Prism, GraphPad Software, La Jolla, CA).



5. Results of the deformability measurements

Our results show that no erythrocyte deformability changes were observed in any
concentrations of the red wine and alcohol-free red wine extract treated samples followed by
incubation then testing with LORCA. Analysis obtained using the Lineweaver-Burke
regression indicated that in case of the two agents neither Elnax, SS1/2 nor their ratio differed
from the saline treated control.

The effects of ethanol on red blood cell deformability depended on the manner in which
cells were exposed to the alcohol: 1) addition to whole blood followed by incubation caused
no change in deformability, no changes were observed in Elmax SSi2 and SSijo / Elmax; 2)
addition to the LORCA media and testing of non-incubated cells resulted in significant, dose-
dependent deformability increase (p<0.05). Elnax, SS1/2 and their ratio for non-incubated cells
significantly decreased (p<0.05) with alcohol concentration of the LORCA media.

6. Results of the oxidative stress experiment

The effects of RW and its major components on erythrocyte deformability when cells
were oxidatively stressed by the free radical generator phenazine methosulfate were also
studied using the LORCA ektacytometer. As expected, incubation with 500 uM PMS alone
caused a significant decrease (p<0.05) of erythrocyte deformability.

Although AFRW pretreatment at 0.30% concentration significantly prevented (p<0.05)
erythrocytes from the PMS generated deformability impairment, 0.30% RW had no such
effect. The Lineweaver-Burke analysis demonstrated that Elp.x for AFRW plus PMS treated
cells did not change, while SSy/, and the SS;/, / Elmax ratio significantly decreased (p<0.05).
On the other hand, Elnax, SS1/2 and their ratio showed no alterations for erythrocytes treated
with 0.30% RW and PMS compared to the only PMS damaged cells.

Changes of erythrocyte deformability again depended strongly upon the manner in
which cells were exposed to ethanol. Red blood cells incubated for 2 hours with alcohol plus
PMS then tested in alcohol-free LORCA media exhibited significant decreases (p<0.05) of
deformability from PMS alone. Under these conditions, Elma for PMS treated cells was
unaffected by the presence of ethanol during incubation, while both SS;/, and the SSi/, / Elnax
ratio significantly increased (p<0.05).

However, PMS treated cells challenged with alcohol in the LORCA media exhibited
significant improvements (p<0.05) of erythrocyte deformability compared to PMS alone,
Elmax was not meaningfully altered, while SS;/, and the SS;/, / Elnax ratio were lower already
at 0.25% ethanol.

7. Results of the aggregation measurements

Treatments with RW and AFRW inhibited erythrocyte aggregation in a dose dependent
manner. In M and M1 mode of the Myrenne aggregometer the differences were significant
(p<0.05) already at a concentration of 0.10%. Red wine had a tendency for stronger inhibition
compared to AFRW which became significant (p<0.05) at a concentration of 1%.



LORCA aggregation index confirmed these results only at the highest concentration
where the difference between RW and AFRW became significant (p<0.05). Changes in
LORCA threshold shear rate were concordant with Myrenne parameters.

Further results show that erythrocyte aggregation in autologous plasma or in 3% 70 kDa
dextran solution showed significant decreases (p<0.05) in a dose-dependent manner after
ethanol treatment. The changes of the M and M1 indices were significant at 0.25% and above.
At 2% ethanol the aggregometer was unable to detect RBC aggregate formation in either
medium.

8. Microscopic analysis

Morphological analysis using DIC light microscopy demonstrated that normal
discocytes (i.e., biconcave shaped cells) in PBS (Fig. 1A) became echinocytes (i.e.,
erythrocytes with spiky projections on the cell surface) with 2% ethanol (Fig. 1B). The
viscous dextran medium used in the LORCA induces a slight stomatocytic (i.e., cup shaped
red blood cells) transformation (Fig. 1C), while erythrocytes retain their normal, discocytic
shape in dextran with 2% alcohol (Fig. 1D).

Fig. 1. Morphological appearance of erythrocytes visualized by DIC light microscopy. A)
Untreated erythrocytes in PBS demonstrating the normal, discoid shape of the cells. B)
Echinocytes in PBS with 2% ethanol concentration. C) Stomatocytes in the viscous medium
(dextran) of LORCA. D) Erythrocytes maintaining the normal, discocytic shape in dextran
containing 2% ethanol.



9. Discussion

In this in vitro experiment, hemorheological consequences of red wine and its major
components were examined focusing on erythrocyte deformability measured by LORCA
ektacytometer and aggregation determined by Myrenne and LORCA aggregometers.

The results of our in vitro study indicate that direct addition of RW and AFRW to blood
followed by incubation do not alter erythrocyte deformability, while ethanol can improve it.
These improvements were only observed when ethanol was in the viscous media used for
ektacytometry testing and were not present when cells were incubated with the alcohol but
tested in alcohol-free viscous media. Our in vitro results thus indicate that the ethanol-induced
deformability improvement requires the presence of ethanol and the changes in the cell
membrane are reversible. Our results indicate that the greatest enhancement of deformability,
indexed by SSi, and the SSi, / Elma ratio, was observed at 4% and 5% ethanol
concentration, while deformability at 6% was significantly lower and similar to the 3%
ethanol results. These findings thus indicate a bi-phasic effect of ethanol: improved
deformability followed by decreased benefits with increasing concentration.

Based on the general agreement, four factors (e.g., morphology, geometry, membrane
rheologic properties and cytoplasmic viscosity) can affect erythrocyte deformation behavior.
Although ethanol can cause a discocyte-echinocyte shape change, cells suspended in dextran
+ ethanol had discoidal morphology. Ingested alcohol increases plasma osmolality, thereby
reducing cell volume, increasing surface to volume ratio and elevating cytoplasmic viscosity;
the increased ratio favors deformability, while the greater cytoplasmic viscosity has the
opposite effect. Given that cells were always suspended in isotonic media, thus it is assumed
that ethanol affects the mechanical behavior of the membrane with its attached cytoskeleton.

Ethanol has a polar hydroxyl group soluble in agueous media and hence must distribute
within the exterior glycocalyx and the interior of the cell, while the non-polar part of the
molecule is preferentially found in the lipid bilayer. The fluidity of the lipid portion can be
altered by ethanol in a dose dependent manner. Note, that the less viscous lipid bilayer has
only minimal effect on cell deformability. Thus the cytoskeleton must be reversibly altered,;
the most likely changes occur in the spekitrin-aktin linkages and in the interactions between
transmembrane proteins and cytoskeletal components.

RBC deformability alterations induced by red wine, alcohol-free red wine extract and
ethanol were also examined in the presence of oxidative stress generated by phenazine
methosulfate. PMS is a well-known oxygen free radical generator that causes lipid
peroxidation and structural modifications in the membrane skeletal protein network, leading
to increased membrane rigidity and decreased deformability.

Determination of erythrocyte deformability after RW or AFRW pretreatment
demonstrated that AFRW significantly decreased the PMS generated RBC deformability
impairment thus prevented erythrocytes from oxidative stress. Our in vitro results confirm
prior in vivo results about the antioxidant properties of polyphenols where plasma antioxidant
capacity was increased by the consumption of AFRW in human volunteers. Although AFRW
could partially protect erythrocytes, red wine pretreatment had no such preventive influence in
this model.



This red wine observation is presumably supported by the in vitro ethanol experiment,
where pure ethanol + PMS were added together to whole blood and tested in alcohol-free
LORCA media; ethanol enhanced the effect of oxidative stress with increasing concentration.
Based on these results it seems reasonable that the protective effect of polyphenols is
attenuated by the presence of ethanol in the red wine portion.

The ethanol + PMS results also showed that the deformability of oxidatively damaged
erythrocytes could be improved when ethanol was present in the LORCA media. Ethanol
presumably acts in a manner similar to the effects on normal erythrocytes.

In this experiment, red wine and alcohol-free red wine extract were incubated with
whole blood then tested with Myrenne and LORCA aggregometers demonstrating a dose-
dependent reduction in erythrocyte aggregation and indicating that RW is a more potent
inhibitor than AFRW. This decrease may be a consequence of the changes in RBC membrane
and in plasma components especially modifications of plasma proteins; polyphenols can bind
to plasma proteins due to their poor water solubility. Based on the bridging theory, the
phenol-protein interactions presumably alter the properties of proteins leading to reduced
capability to form cross links between cellular components leading to decreased aggregation.

The alcohol experiment indicated decreased erythrocyte aggregation when ethanol was
added to whole blood and when alcohol was added to a suspension of erythrocytes in 3% 70
kDa dextran. This experiment presumably gave the explanation why RW and not AFRW
showed the greater inhibitory effect on RBC aggregation. Decreased aggregation in plasma
may be partially due to the ethanol-induced echinocytic shape transformation and to alteration
of plasma proteins that promote aggregation. Reduced RBC deformability also tends to reduce
aggregation; however, our results indicate an increased cellular deformability. It seems most
likely that ethanol-induced changes of the RBC glycocalyx are involved. Based on the
depletion layer model for aggregation, the scale of a protein or polymer depletion zone near
the membrane depends strongly on the ability of the macromolecule to penetrate the
glycocalyx; increased penetration would reduce aggregation. It is interesting to note, that this
presumed change of glycocalyx properties is irreversible, since reduced RBC aggregation was
observed for cells incubated with ethanol but suspended in ethanol-free dextran.

10. Conclusion

Our investigations proved that AFRW can protect erythrocytes and preserve their
deformability from oxidative stress mediated impairment, while RW had no such effect. Both
RW and AFRW reduce RBC aggregation although RW is the more potent inhibitor.
Furthermore, ethanol reversibly improves erythrocyte deformability and irreversibly decreases
RBC aggregation. The presence of ethanol enhances the oxidative stress induced RBC
deformability impairment and improves the deformability of the previously damaged cells.

It is important to note that the cardiovascular risk reduction associated with moderate
red wine drinking is most likely related to the combined beneficial effects of red wine
components. In our opinion, the found beneficial hemorheological changes enhance the tissue
perfusion and may play a role in the cardiovascular protective effects of moderate red wine
consumption.



V. Analysis of light scattering by red blood cells in ektacytometry

1. Introduction

RBC deformability is the ability of erythrocytes to deform in response to mechanical
forces which is essentially required for traversing capillaries. Pathological red blood cell
deformability can be seen in several disease states especially in sickle cell disease (SCD)
characterized as a genetic disorder due to an amino acid substitution (valine for glutamic acid)
at the 6" position in the -globin chain forming hemoglobin S (HbSS).

At low oxygen tension HbSS starts polymerizing leading to increased intracellular
viscosity and diminished erythrocyte deformability with the typical distorted and elongated
cell shape. Blood of patient with SCD contains different sub-populations of erythrocytes
including well-deforming discocytes, fairly rigid sickled cells (reversibly sickled cells (RSC))
and not deformable erythrocytes (irreversibly sickled cells (ISC)).

Based on the general agreement, irreversibly sickled erythrocytes can be recognized
with microscopic analysis because their length is twice as much as their width (Fig. 2). These
rigid cells are fragile causing continuous hemolysis and anemia. Furthermore, sickled cells are
also responsible for other main symptoms of SCD including capillary occlusions, painful
crisis, infarctions of different organs and increased blood flow resistance in the lungs.

Fig. 2. Different shapes of erythrocytes (i.e., normal RBC, reversibly (RSC) and irreversibly
(ISC) distorted sickled cells) in blood obtained from a patient with sickle cell disease.



2. Previous analysis of diffraction patterns

The technique of ektacytometry has already been described in detail. In brief, it
analyzes the laser diffraction patterns of red blood cells subjected to shear stress while
suspended in a fluid. At low shear stress the essentially circular cells generate a circular
diffraction pattern, while the increasing stress forces the cells to progressively deform into
ellipsoidal shapes and thereby generate elliptical diffraction patterns (Fig. 3).
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Fig. 3. Contour plots of intensity diffraction patterns of a mixture of 100% normal red blood
cells. Low shear stress (0.5 Pa): A) Observed diffraction pattern. B) Best fit of that diffraction
pattern using a Bessel function. High shear stress (50 Pa): C) Observed diffraction pattern.
D) Best fit of that diffraction pattern using an anomalous diffraction function.

For analyzing the laser diffraction patterns, ektacytometry takes a single level slice
through the measured laser intensity pattern and fits the resulting contour to an ellipse. If the
major and minor axes of the fitted ellipse have lengths “a”” and “b” respectively, then for each
shear stress an elongation index; El = (a - b) / (a + b) can be assigned to the cells.

However, in patients with sickle cell disease, the red blood cells are a mixture of normal
cells together with a sub-population of poorly deformable sickle cells. With such blood, the
resulting laser diffraction pattern is a weighted average of the diffraction pattern of rigid, non-
deforming cells together with the normally-deforming cells.
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Under increasing shear stress, normal cells progressively deform and yield elliptical
diffraction curves, while the poorly deformable cells exhibit rigid body rotation and
consequently produce an essentially circular diffraction pattern. The combined diffraction
pattern of these two kinds of cells has a cross-like appearance; it is a distorted ellipse with a
bump at its center (Fig. 4). Applying the commercial ellipse-fitting routines to such patterns
yields incorrect values for the elongation index.
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Fig. 4. Contour plots of intensity diffraction patterns of a mixture of 70% normal + 30% rigid
red blood cells. A) Measured diffraction pattern at high shear stress (50 Pa). B) Best fit to the
measured diffraction pattern. C) Digital difference between the two patterns. Note the bumps
in the center of the diffraction patterns due to the presence of the rigid cells.

In this study, a new method is described to analyze the diffraction patterns produced by
a sickle cell blood model; a mixture of normal and abnormal red blood cells. The method
relies on global curve fitting, in which a series of diffraction patterns taken at different shear
stresses are analyzed simultaneously.

3. Theory
An incident laser beam diffracts from the cell and travels to a distant screen whose x-y

plane is perpendicular to the direction of the incident laser beam and is located at a distance z
from the scattering cell. The intensity of the diffraction pattern observed on the screen is:

(X, y,z)=(k!?2j\8(x, y’z)‘z Eq. 1

Here I, is the laser intensity, r = (x* + y? + z%)"? is the distance from the red blood cell

to any point (x, y, z) on the viewing screen, and k is the wavevector of the laser light in air.

The scattering function S(x, y, z) and the diffraction pattern produced depends on the
shape of the cell and varies with shear stress. At zero shear stress a RBC is a biconcave disc.
It is assumed, that at low shear stress a normal RBC transforms from a biconcave disc into an
elliptical disc having major and minor diameters a and b respectively, and having a uniform
thickness, ¢ (resembling a stretched hockey puck). In this case, the scattering function can be
evaluated using Bessel function of the first kind.

It is assumed, that at high shear stress the red blood cell no longer resembles a disc of a
uniform thickness and instead is modeled by an ellipsoid with axis diameters a > b > c. The
resulting scattering function is a so-called “anomalous” diffraction pattern.
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On the other hand, combinations of cells create sums of diffraction patterns. In general,
when a laser beam passes through a sample containing both rigid and deformable cells, the
observed laser diffraction pattern is the incoherent sum of two scattered light waves. In the
present study, a least-squares fit of this composite calculated function was performed to the
entire measured diffraction pattern.

4. Global computer fits of observed diffraction patterns

At low shear stress values, both the normal and the rigid cells are described as discs of
uniform thickness, and the fitting Bessel-function is proportional to the projected shadow area
of the normal and of the rigid cells. In this case, there are seven adjustable parameters as well:

gl - concentration of normal red blood cells

g2 - mean diameter of normal red blood cells

g3 - ratio of minor to major axes of normal red blood cells

g4 - concentration of rigid red blood cells

g5 - mean diameter of rigid red blood cells

g6 - ratio of minor to major axes of rigid red blood cells

g7 - uniform background of the photodetector

However, since the volume of a red blood cell as well as its surface area do not change

as the cell is stretched, the thickness of the red blood cell can be computed if the cell’s
eccentricity and mean diameter are known; ~100 um® and ~140 pm? for the fixed values of
the cell’s volume and surface area were used, respectively.

At high shear stress values, the normal cells are ellipsoids, while the rigid cells remain
discs. The form of the fitting function is then a mixture of “anomalous” and Bessel functions,
so the intensity of the light is determined by not only the length of minor and major axes but
by the thickness of the cell as well, which changes with applied shear stress. However, as in
the case of the discs, the area and the volume of the cell remain constant under shear, and the
thickness ¢ can be calculated from the other two dimensions of the ellipsoid.

In principle, five of the above seven parameters should not vary with shear stress. In
particular, the concentration of normal cells (g1), the concentration (q4), mean diameter (g5),
and axes ratio (g6) of rigid cell as well as the background counts of the photodetector (q7)
should all stay fixed as the shear stress is varied. This condition was employed by requiring
that all of the fitting parameters except for the mean diameter (q2) and the axes ratio (g3) of
normal cells maintain fixed values for all shear stress, and then minimize the global sum of
the least-squares differences for all nine shear stresses simultaneously. Thus, the minimized
following global sum over all nine shear stresses:

9 i .
Global Sum = Z Z |:| Jmeasured (X! y)_ I Jcomputed (X’ y):|2 Eq. 2

shear stresses  all pixels
j= (xy)

Only the two parameters, (q2) and (g3) are allowed to vary as the shear stress varies; the
other five parameters are locked at their optimum values as determined by the computer. In
effect, this method performed 23 parameter fit for all of the nine shear stress patterns
simultaneously.
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4. Methods

Venous blood samples were obtained from healthy adult subjects into VVacutainer tubes
and anticoagulated with ethylenediamine-tetraacetic acid. Blood samples were centrifuged at
1,400 x g for 5 minutes. The plasma and the white cell layer were removed. Erythrocytes were
washed twice with phosphate buffered saline (PBS, 290 mOsm/kg, pH = 7.4) then re-
suspended in PBS.

For preparing rigid erythrocytes a dilute red blood cell/phosphate buffered saline
suspension was carefully added to an equal volume of 1% glutaraldehyde (Sigma Chemical
Co., St Louis, MO, USA) in PBS followed by gentle stirring for 60 minutes at room
temperature. Rigid cells were washed to remove any unreacted glutaraldehyde, then re-
suspended in phosphate buffered saline.

Mixtures of normal and rigid erythrocytes were prepared containing 0, 5, 10, 20, 30 and
50% rigid cells. The experimental protocol involved adjusting the normal red blood
cell/phosphate buffered saline suspensions to a cell concentration equal to the rigid cell
suspension using an automated hematology analyzer (Micros, Horiba-ABX, Irvine, CA, USA)
to determine cell concentrations.

The above mentioned global-fitting approach was tested with a LORCA ektacytometer
measuring erythrocyte deformability of rigid and normal RBC mixtures. These different cell
populations were added directly to a viscous, isotonic 70 kDa dextran solution (Sigma, 297
mOsm/kg, n=31.4 mPa.s in PBS), and mixed well to obtain a uniform suspension before
being measured.

Throughout the measurements, diffraction patterns of the deforming erythrocytes were
captured by a video camera and digitally stored. The central region of the diffraction pattern
also contains the undiffracted laser spot and so is very bright; it is physically blocked by an
opaque dot leading to a “hole” in the middle of the diffraction pattern (Figs. 3 and 4). For
each sample, 10 patterns were digitally averaged at each shear stress and used for further
processing of global parameter fitting.

5. Results and Discussion

Throughout the erythrocyte deformability measurements, nine different shear stresses
from 0.5 Pa to 50 Pa were used for the global fit for each RBC sample, but only the lowest
and the highest shear stresses of the laser diffraction patterns generated by normal
erythrocytes (0% rigid cells) are shown (Fig. 3). The seven fitting parameters (qi) are varied
to minimize simultaneously the least-square difference between the nine measured diffraction
patterns and the calculated patterns.

Data of red blood cell samples containing 30% rigid and 70% normal erythrocytes are
demonstrated as well (Fig. 4).

Note, that at high shear stress the measured contours produced by this mixture are non-
elliptical, however are faithfully reproduced by the calculated pattern and showed the
computed elongation index for red blood cells at nine different values of applied shear stress
using two different RBC samples (Fig. 5).
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The EI values computed using global fits are shown, as well as the EI values obtained
using the LORCA’s elementary ellipse-fitting routine. For normal RBC samples the global
fits and the LORCA analysis produce identical results. For the normal-plus-rigid cell
population the global fits still yield the correct El values for the normal sub-population of
cells present in the sample. Note, however, that the EI curve obtained using the LORCA’s
ellipse fitting routine is displaced downward due to the presence of the rigid cells.
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Fig. 5. Computed Elongation Index (El) using the LORCA’s software and using the
techniques presented herein. Values of two blood samples are presented here: (1) 100%
normal cells shown with unfilled (open) markers. For these cells our global fits and the
LORCA'’s ellipse-fitting routine give essentially identical EI values. (2) Mixture of 70%
normal cells / 30% rigid cells. For the mixed cells, our global fits provide the correct El of
the normal cells in spite of the presence of the rigid cells. In contrast, the LORCA’s ellipse-
fitting routine gives EI values that are markedly reduced.

Series of blood samples were prepared and analyzed containing different fractions of
rigid cells varying between 0 and 50%. The fitting parameters (gql) and (g4) reveal the
concentrations of normal and rigid cells in each sample, and the ratio g4/(gl + g4) yields the
percentage of rigid cells in each sample. A correlation between the computed fraction of rigid
cells determined by the global fits and the prepared fraction of rigid cells in that sample is
found (Fig. 6). At each prepared concentration, two sets of data were obtained using different
apertures on the LORCA’s video camera; the reproducibility of the computed results can be
seen on the figure.

Although the slope of the straight-line fit is near unity, the intercept is not zero due to
spillover of the un-diffracted portion of the laser beam as well as scattering from other
objects. If necessary, the intercept can be brought closer to zero by excluding a larger central
region of the intensity pattern from the least-square fit.
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Fig. 6. Computed fraction of rigid cells vs. the prepared fraction of rigid cells for each
sample. A straight line fits to the data. The intercept of the line is not zero due to additional
scattering of laser light from sources other than the rigid cells deliberately added to the
sample.

6. Future analysis of sickled blood

In sickled blood, it is expected that there is a continuous distribution in red blood cell
deformability, while in this experiment only two cell populations were used. Several studies
have presented that the knowledge of cell deformability has clinical value. The number of
circulating irreversibly sickled cells has been confirmed to be strongly correlated with the
extent of hemolysis. Furthermore, the number of rigid cells can provide information about the
efficacy of therapy and may have predictive value for estimating the probability of a painful
sickle crisis.

Nevertheless, our preliminary experiments with sickled blood show that our global
curve-fitting technique can accurately extract the elongation index-shear stress behavior of the
normally-deforming cells in the sample. It would be also desired if this technique could
estimate the percentage of rigid or barely deformable sickled cells in the blood sample.

7. Conclusion

Using a combination of Bessel functions and anomalous scattering functions to
simultaneously fit ektacytometry data for multiple shear stresses can reveal the elongation
index of erythrocytes over the entire range of shear stresses, even in the presence of rigid,
non-deformable cells (Fig. 5). In addition, this global fitting technique can vyield the
concentration of non-deformable cells in the sample (Fig. 6).

It is thus suggested that this technique will be useful in determining the curve of
elongation index versus shear stress of the normal cells, as well as the concentration of rigid
cells in mixed red blood cell populations, for example, in sickle cell disease.
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V1. Summary of new scientific results

1. Effects of red wine, alcohol-free red wine extract and ethanol

[1] Our in vitro measurements have showed that both red wine and alcohol-free red wine
extract reduce red blood cell aggregation in plasma. Red wine showed stronger
inhibitory effect.

[2] Ethanol reversibly improves erythrocyte deformability and irreversibly decreases RBC
aggregation.

[3] Our experiments have revealed that alcohol-free red wine extract protects erythrocytes
and preserves their deformability from oxidative stress mediated impairment.

[4] The presence of ethanol enhances the oxidative stress induced erythrocyte deformability
impairment and improves the deformability of the previously damaged cells.

2. Analysis of light scattering of red blood cells in ektacytometry

[1] A new theoretical analyzer model was designed for accurately examining the diffraction
patterns of ektacytometry technique.

[2] It has been proven that combination of Bessel and anomalous scattering functions
reveals the elongation index of the normally-deforming red blood cells over a wide
range of shear stresses in the presence of non-deformable cells.

[3] Moreover, the global curve-fitting technique yields the concentration of non-deformable
cells in the blood sample.

V1. List of abbreviations

AFRW alcohol-free red wine

CVvD cardiovascular disease

El elongation index, parameter of LORCA ektacytometer

Elmax maximum of the elongation index at infinite shear stress

HbSS hemoglobin S

ISC irreversibly sickled cell

LDL low-density lipoprotein

LORCA Laser-assisted Optical Rotational Cell Analyzer

M erythrocyte aggregation at stasis, parameter of Myrenne

M1 erythrocyte aggregation at very low shear, parameter of Myrenne
NO nitric-oxide

PBS phosphate buffered saline

PMS phenazine methosulfate

RBC red blood cell

RSC reversibly sickled cell

RW red wine

SCD sickle cell disease

SS shear stress

SSip shear stress required for the one-half of the maximal elongation
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