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A — przygotowanie projektu badania, B — zbieranie danych, C - analiza statystyczna, D — interpretacja danych,
E — przygotowanie maszynopisu, F — opracowanie pismiennictwa, G — pozyskanie funduszy

Streszczenie

Summary

Wstep

Choroby spoteczne, jakimi sa cukrzyca, choroby ser-
cowo-naczyniowe oraz choroby przewodu pokarmowego,
moga by¢ przyczyng zmian w opornosci erytrocytéw na
stres osmotyczny. Opornos¢ osmotyczna erytrocytu zalezy
od ksztattu komérki, jak réwniez od zaburzeri w budowie
jego btony. Poddajac erytrocyty zdrowych dawcéw dziata-
niu hipotonicznych roztworéw NaCl w wodzie destylowa-
nej, obserwujemy poczatek hemolizy (hemoliza czgsciowa)
dla stezenia 0,45% NaCl, a koniec hemolizy (hemoliza cat-
kowita) — dla 0,3% NaCl. Wartosci te okreslamy mianem
referencyjnych. Okreslajac réznice w wartosci opornosci
badanych erytrocytéw wzgledem wartosci referencyjnych,
mozna monitorowac choroby, jak réwniez oceniac skutecz-
nos¢ podawanego leku. Powszechnie stosowany jest stan-
dardowy test opornosci osmotycznej (ang. osmotic resistan-
ce test— ORT) [1-3]. Zaproponowano réwniez inne metody

oceny opornosci osmotycznej [4-6], jednak jak wskazuje
ENERCA (European Network for Rare and Congenital Ana-
emias) test ORT jest najczesciej stosowanym testem [7].

Cel pracy

Celem pracy byto przedstawienie nowej metody wy-
znaczenia opornosci osmotycznej erytrocytéw z pomiaru
zaleznosci natezenia $wiatta przechodzacego przez prébke
od jej grubosci.

Materiat i metody

Krew 5 zdrowych dawcéw pobrang na K,EDTA uzyska-
no z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznic-
twa w Bydgoszczy i wykorzystano w ciagu kilku godzin od
pobrania. Krew wirowano przez 5 minut z predkoscia 3000
obr./min w temperaturze 4°C. Erytrocyty oddzielono i trzy-
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krotnie wyptukano. Przygotowano zawiesiny erytrocytéw
o hematokrycie 1% w roztworach o stezeniu: 0,09; 0,18;
0,27;0,36; 0,45; 0,54; 0,63; 0,72; 0,81; 0,9% NaCl dla kaz-
dego dawcy.

Uktad eksperymentalny uzyty w tej metodzie zostat
wczesniej opisany [8, 19]. Schemat uktadu pomiarowego
pokazano na rycinie 1. Zrédtem $wiatta jest laser HeNe
emitujacy promieniowanie o dtugosci fali 632,8 nm. Uktad
optyczny K1 kolimuje wiazke Swiatta ze Zrédta i kieruje ja
na wybrane miejsce naczynia klinowego. Uktad optyczny
K2 wybiera sktadowa nierozproszona swiatta i kieruje ja do
detektora. Naczynie klinowe porusza sie w osi horyzontal-
nej, co umozliwia pomiar natezenia wiazki w zaleznosci
od grubosci prébki. Ruchem naczynia klinowego steruje
komputer.
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Rycina 1. Schemat uktadu eksperymentalnego

HeNe K1

HeNe — laser, K1 — ukfad kolimujacy wiazke, N — naczynie klino-
we na ruchomej podstawie, K2 — uktad wybierajacy sktadowa nie-
rozproszong Swiatta, D — detektor, PC — komputer zbierajacy dane
i sterujacy ruchem naczynia.

Pomiaru dokonano dla grubosci naczynia od 122 do
677 pm. Jeden pomiar trwat 42,2 s. Pomiary wykonano w
temperaturze pokojowej (21 = 1°C).

Badania przeprowadzono za zgodg Komisji Bioetycznej
Uniwersytetu Mikotfaja Kopernika w Toruniu przy Colle-
gium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy.

Natezenie sktadowej nierozproszonej swiatta I mozna
okresli¢ zaleznoscia;

l.=1,e,

w ktorej I — jest wartoscig natezenia padajacego, p_jest ma-
kroskopowym wspétczynnikiem rozpraszania, d — jest gru-
boscia prébki.

Korzystajac z pomiaréw natezenia $wiatta |_dla réz-
nych grubosci prébki, mozemy wyznaczy¢ makroskopowy
wspdtczynnik rozpraszania Swiatta.

Wyniki

Makroskopowy wspdtczynnik rozpraszania zawiesiny
erytrocytéw mozna wyznaczy¢ z pomiaru natezenia Swiatta
dla réznych grubosci prébki. Na rycinie 2 przedstawiono
zalezno$¢ natezenia sktadowej nierozproszonej swiatta od
grubosci prébki dla zawiesin erytrocytéw przy réznych ste-
zeniach NaCl.

Na podstawie danych przedstawionych na rycinie 2 wy-
znaczono wartosci makroskopowych wspétczynnikéw roz-
praszania p_zawiesiny erytrocytow dla kazdego z 10 stezen
NaCl. Na rycinie 3 przedstawiono $rednie wartosci p_dla
badanych dawcéw w zaleznosci od stezenia NaCl.

W tej pracy jako wskaznik liczby erytrocytéw, ktére
ulegty degradacji, wykorzystano wartos¢ wspétczynnika i
Spadek wartosci tego wspétczynnika wskazuje na wzrost
liczby erytrocytéw, ktére ulegty hemolizie. Wspétczynnik
p. przy stezeniach 0,63-0,81% NaCl przyjmuje wartos¢
zblizona do wartosci tego wspétczynnika dla stezenia 0,9%
NaCl. Zmniejszajace sie stezenie NaCl skutkuje gwattow-
nym spadkiem wspétczynnika p_, ktéry przyjmuje wartosci

zblizone do zera w przedziale 0,09-0,36%. W obszarze
spadku wartosci wspétczynnika p odchylenie standardowe
przyjmuje duze wartosci, co odzwierciedla réznice miedzy-
osobnicze.
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Rycina 2. Zalezno$¢ natezenia sktadowej nierozproszonej
Swiatta od grubosci prébki dla zawiesin erytrocytéw przy ré6z-
nych stezeniach NaCl. Pomiar dla jednego dawcy
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Rycina 3. Zaleznos¢ parametru p_bedacego miarg opornosci
osmotycznej od stezenia NaCl w wodzie destylowanej. Para-
metry usrednione dla 5 dawcow

Whioski

Pokazano, ze makroskopowy wspétczynnik rozprasza-
nia zawiesiny erytrocytéw moze by¢ wskaznikiem liczby
erytrocytéw, ktére ulegty hemolizie. Duza wartos¢ tego
wspotczynnika dla stezeri bliskich stezeniu izotonicznemu
wskazuje na brak hemolizy, natomiast mata jego wartosc
dla matych stezeri NaCl wskazuje na catkowita hemolize.
Metoda ta moze by¢ zatem wykorzystana do pomiaru opor-
nosci erytrocytéw na stres osmotyczny. ENERCA wskazuje
na duza niejednorodnosc stosowanych metod wyznaczania
opornosci osmotycznej erytrocytéw, jak réwniez na potrze-
be zwiekszenia doktadnosci i czasu wykonania badania [7].
Wychodzac naprzeciw oczekiwaniom wspétczesnej ana-
lityki, proponujemy w tej pracy metode, ktéra jest prosta,
tania, a czas wykonania jest krétki, natomiast automatyzacja
badania morfologii ma duze znaczenie dla poprawy jakosci
diagnostyki [10].
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