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In  addi t ion,  K a t z  e t  al. 8 p roposed  t h a t  ch lorophyl l  in 
hexadecane  solut ions represen ts  one of the  possible s ta tes  
of the  p igm en t  in a bilayer,  namely  the  d i s t r ibu t ion  of 
Chl-a oligomers be tween  the  hyd roca rbon  moiet ies of 
m e m b r a n e  lipids. I f  th is  a r r angemen t  s imulates  the  s t a t e  
of chlorophyl ls  in phosphol ip id  vesicles, one expec ts  to  
ob ta in  indent icM values  for the  ra te  cons tan t s  of Chl-a 
react ions  wi th  piper idine ~3 in hexadecane  and in a bilayer.  
However ,  the  table  shows t h a t  the  react ion ra tes  in phos-  
pha t idy lchol ine  (PC) vesicles in the  form of pseudo-f i rs t -  
order  ra te  cons t an t s  k '  exceed by  a factor  of abou t  2.7 the  
values ob ta ined  in hexadecane .  In  this connect ion,  i t  can 
be shown la t h a t  the  ra te  cons t an t  of react ion of uncharged  
part icles  in condensed  media  is given by  the  express ion 
k = 8 RT/3000 ~/M -1 sec -1, which is one form of Smolu- 
chowski ' s  equa t ion  15 where  R is the  molar  gas con s t an t  
and  t 1 is the  viscosi ty  of the  medium.  The equa t ion  indi- 
cates  t h a t  the  ra te  cons t an t  decreases as the  viscosi ty  in- 
creases. One m a y  conclude,  therefore,  t h a t  the  po rphy r in  
e n v i r o n m e n t  in t he  vesicle m e m b r a n e  is more  fluid t h a n  

in h y d r o c a r b o n  phases  like a hexadecane  solution,  or t he  
cent re  of a lipid bilayer.  The resul ts  suggest  fu r the r  t h a t  
in PC vesicles and in BLM the  Chl-a po rphy r in  is ex- 
posed - to  an ex t en t  ye t  u n d e t e r m i n e d  - to the  wa te r  
e m b e d d e d  on the  ou te r  and  the  inner  faces of the  vesicle 
bilayer.  These in te rp re ta t ions  are in good ag reemen t  w i th  
viscosities of 17 to 32 centipoise (cP) which prevai l  a t  the  
annular  region of lipid micelles and  2.98 cP  for l iquid 
n -hexadecane  at  27 ~ compared  wi th  a viscosi ty  value 
of 0.8513 cP  for wa te r  a t  the  same t empera tu re .  

13 F.C. Pennington, N. B. BiSttcher and J. J. Katz, ]3ioorg. Chem. 
3, 204 (1974). 

14 E.A. Moelwyn-Hughes, in: The Chemical Statics and Kinetics 
of Solutions, chap. 5. Academic Press, London and New York 
1971. 

15 M.V. Smoluchowski, Z. phys. Chem. 92, 129 (1917). 
16 M. Shinitzky, A.-C. Dianoux, C. Gitler and G. Weber, Bio- 

chemistry 10, 2106 (1971). 

Methodische  U n t e r s u c h u n g e n  zur M e s s u n g  der Erythrozytenver formbarke i t  (Filtrabilit i it ,  F lex i -  
bilitiit ,  Fluidit i i t)  in Abhi ingigkei t  der P lasmaviskos i t i i t ,  der P l a s m a - P r o t e i n e ,  des Hi imatokri t s ,  
des F i l trat ionsdruckes  sowie  der Osmolarit~it  

Methodica l  inves t iga t ions  concern ing  the m e a s u r e m e n t  of red cell deformabi l i ty  dependent  on 
p l a s m a  v i scos i ty ,  p l a s m a  prote ins ,  hematokr i t ,  f i l trat ion pressure  as wel l  as o s m o l a r i t y  
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Medizinische Kl in ik  und Poliklinik im Kl in i kum Steglitz der Freien Universitdt Berlin, Hindenburgdamm 30, D-IO00 
Berlin (West) 45, 24. August  1976 

Summary.  The m e a s u r e m e n t  of red cell deformabi l i ty  (flexibility or fluidity) according to the  me t h o d  of f i l t ra t ion 
s t rongly  depends  on the  suspension medium,  the  hema tokr i t ,  f i l t ra t ion pressure  as weI1 as osmolar i ty  and  is ha rd  to  
di f ferent ia te  over the  influence of red cell aggregation.  Therefore,  da t a  concerning the  f lexibi l i ty of red cells have  to be 
es tabl ished under  s t andard ized  condit ions,  e.g. suspension medium,  such as albumin,  s tabi l ized hematokr i t ,  cons t an t  
osmolar i ty  and pressure.  

Neben  der  B e s t i m m u n g  der  Vollblut-  und  Plasma-Visko-  
s i t , t ,  d e m  H ~ m a t o k r i t  und  der E r y t h r o z y t e n a g g r e g a t i o n  
ist  die Messung der  E r y t h r o z y t e n - V e r f o r m b a r k e i t  ein 
wicht iger  P a r a m e t e r  zur Beur te i lung der  Fl iesse igenschaf t  
des Blutes.  Da bisher  ein brei tes  methodisches  Spek t ru m 
von der  F i l t ra t ion  unge r innba r  gemach ten  Vollblutes 
durch  einfache Fi l ter  bis zu dem Versuch,  m6gl ichst  den  
isolierten E r y t h r o z y t e n  durch  eine gr6ssenm~issig deft- 
nier te  Pore  oder  Kapi l lare  zu fi l tr ieren und die Form-  
vef i tnderungsf / ihigkei t  pro Zei te inhei t  zu registr ieren,  be- 
s teht ,  soll ten sys temat i sche  mess technische  Un te r suchun-  

gen mi t  dem FiltrationsgerS~t nach  Schmid-Sch6nbe in  
dnrehgef i ih r t  w e r d e n t - L  Ziel der Un te r suchung  sollte es 
sein, M6glichkeiten und Grenzen dieser Methodik  aufzu- 
zeigen, darges te l l t  an der Reproduz ie rbarke i t ,  der  Ab- 
h~ingigkeit der  Messung vom H~imatokrit ,  der  P lasma-  
viskosit~tt, den  P lasma-Pro te inen ,  dem Druck und  der  
Osmolarit / i t .  
Material und Methodih. Alle F i l t r a t i onsmessungen  w u rden  
mi t  der  A p p a r a t u r  nach  Sehmid-Sch6nbe in  ~ durchge-  
f i ihrt  8. F i l t r ie r t  wurde  mi t  Sar tor ius-Fi l tern ,  Typ  SM 
11 301, mi t  e inem Po ren d u rch mes s e r  yon 8,0 ~zm bei e inem 

Darstellung der Messergebnisse zur Rcproduzierbarkeit der Erythro- 
zytenfiltration fiir Erythrozytensuspensionen in Plasma und Serum 
bei untersehiedliehen H~imatokritwerten 

Probe Hfimatokrit Mittelwert Standard- Variations- 
(Vol.-%) ( s e c )  abweichung koeffizient 

(see) (s~ 
in Prozent) 

I Plasma 7,3 41 • 9,3 23 
Serum 7,5 11 i 2,6 23 

II Plasnla 13,6 61 ~ 7,1 12 
Serum 12,8 37 -t-13,7 37 

III Plasma 27,9 152 • 32 
Serum 27,1 111 z~26,6 25 

1 D. Braasch, Pfliigers Arch. ges. Physiol. 329, 167 (1971). 
2 A.M. J;hrly und P. Rossbach, in: Erythrozytes, Thrombozytes, 

Leukozytes. Hrsg. E. Gerlaeh, K. Moser, E. Deutsch und W. 
Willmann. Thieme, Stuttgart 1973. 

3 F. Gramlich, in: Die angiologisehe Bedeutung der Mikrozirkula- 
tion, Herrenalber angiologisches Gespr~ieh 1971. Hrsg. S. Witte. 
G. Witzstrock, Baden-Baden-Briissel 1973. 

4 P.L. La Celle, Blood Cells 1, 269 (1975). 
5 H.L. Reid, A. J. Barnes, P. J. Lock, J. A. Dormandy und T. L. 

Dormandy, J. clin. Path. (ira Druck). 
6 W. Sehlick und H. Schmid-Sch6nbein, Blood Cells 1, 333 (1975). 
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(1973}. 
8 Der Erwerb eines entsprechenden Ger/ites wurde uns freundlicher- 

weise dutch die Utfiversit~it Miinchen erm6glicht. 
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Druck yon 10 cm Wassersgule und einer Probellmenge 
yon 0,2 ml. Jede Probe wurde der Anordnullg des Gergtes 
entsprechend 6mal bei Raumtemperatur  filtriert. Als Mass 
der Erythrozytenverformbarkei t  wurde die Durchlaufzeit 
der Probenmenge in Sekunden gemessen. Der Mittelwert 
dieser 6 Messungen wurde fiir die weiteren Berechnungen 
herangezogen. 
Um eine Beeinflussung der Filtration durch weisse Blut- 
k6rperchen, Thrombozyten und Proteinprgzipitate weit- 
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Fig. 1. a Ver&nderungen der Filtration einer Erythrozytenauf- 
sehwemmung im Suspensionsmedium Albumin, b Gamma-Globulin, 
c Fibrinogen in Abh~ngigkeit der Konzentration. 
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Fig. 2. Ver~tnderungen der Erythrozytenfiltration (HK 5%) mit zu- 
nebmender Verdfinnung des Suspensionsmediums (Plasma und 
Serum) mit physiologiseher Koehsalzl6sung. 

gehend auszuschliessen, wurde das Suspensionsmedium 
bzw. das Plasma vor Verwendung durch Milliporefilter 
mit einem Porelldurchmesser voll 1,2 am vorfiltriert. 
Zum endgiiltigen Ansatz der zu messenden Proben wur- 
den dann die Erythrozyten 3real mit  diesem Suspensions- 
medium gewaschen. 
Die H~matokritmessullgen erfolgten llach d e r  Mikro- 
hAmatokritmethode (2400 Umdrehullgen/min fiber 2 rain). 
Bei allen Proben wurde versucht,  die Hgmatokriteillstel- 
lung auf exakt 5 Vol.-% durchzufiihren. Kontrollmessun- 
gen nach der Einstellung ergaben Werte, die zwischen 
4,9 und 5,1 Vol.-% lagen. Zu jeder Versucbsanordnung 
wurde das Blut yon 5 gesunden Probanden (Nichtraucher, 
Normgewichtige n i t  laborchemisch ausgeschlossenem ma- 
llifestem Diabetes mellitus, ausgeschlosseller Hyperlipo- 
proteillgmie bzw. pathologischen Ver~inderungen in der 
Elektrophorese und normaler BSG) benutzt und nach 
entsprechender Vorbereitullg vermessen. Zur Untersu- 
chullg der Abhgngigkeit der die Plasmaviskositgt bestim- 
menden Parameter wurden die Erythrozyten ill Albu- 
min-, Fibrillogell- und Gamma-Globulin-Suspellsionell 
ansteigender Konzentrationen untersucht. Zur lJberpr/i- 
tung der Abh/ingigkeit roll  der Albuminkonzentration 
konnten die Erythrozyten direkt in eiller Albuminl6sung 
Ullterschiedlicher KonzentratioI1 suspelldiert und vermes- 
sen werden. Zur Messung der Abhgngigkeit v o n d e r  
Gamma-Globulin-Konzentratioll musste dem jeweiligen 
Serum der Probanden eine unterschiedliche Gamma- 
GlobuliI1-Konzentration hinzugegeben werden, da es llicht 
gelang, eine reine Globulillsuspellsion herzustellen. Hier- 
durch kollnte weitgehend auch eine wechselseitige Beein- 
flussung n i t  d e n  Fibrinogen ausgeschlossen werden. Zur 
Untersuchung des Einflusses des Fibrinogens wurden 
Erythrozyten in eiller Fibrinogenl6sung ansteigender 
Konzentration suspendiert. Um die hierbei gewonnenen 
Ergebnisse zu untersttitzen, wurden ill einem Zusatzver- 
such n i t  Plasma- und Serumsuspensionell physiologische 
Kochsalzl6sungen ill zunehmender Verdtinllullg zugesetzt 
ulld vermessen. Zur Messung der H~tmatokritabh/ingig- 
keit wurden unterschiedliche Hgmatokritkonzentrationell  
n i t  autologem Plasma eingestellt und vermessen. Zur 
fJberpriifung der Reproduzierbarkeit wurde Plasma und  
Serum mit  ulltersehiedlichem Hgmatokri t  je Probe 30mal 
hintereinander vermessen. Zur Darstellung der Abh/ingig- 
keit der Erythrozytenverformbarkeit  yon der Osmolaritgt 
wurden durch die Zugabe von Kochsalz Erythrozyten- 
suspensionen unterschiedlieher Osmolaritgt hergestellt. 
Ergebnisse. Die gefulldenen Ergebnisse beziiglich der Re- 
produzierbarkeit, der Abhgngigkeit der Filtrabilitiit roll  
der Albumin-, Gamma-Globulin-, und Fibrinogell-Kon- 
zentration, vom H~imatokrit sowie vom Druck ulld der 
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Fig. 3. Ver~inderungen der Erythrozytenfiltration (Erythrozyten- 
Plasma-Suspension bei unterschiedlichen H~matokritwerten) in 
Abb~ngigkeit des Filtrationsdruckes (p) in mm-Wassers~ule. 
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O s m o l a r i t i t  s ind in der  Tabel le  u n d  in den  F i g u r e n  1-5 
d a r g e s t e l l t  
Diskussion. P l a s m a v i s k o s i t i t .  Ziel der  F l e x i b i l i t i t s m e s -  
sungen  sollte es sein, o b j e k t i v  r ep roduz ie rba re  Methoden ,  
die al lein die V e r f o r m b a r k e i t  de r  E i n z e l e r y t h r o z y t e n  
messen, zu suchen .  Die Ergebn i s se  f iber die AbhXngigke i t  
der  P l a s m a p a r a m e t e r  zeigen insbesondere  be im  F ib r ino-  
gen u n d  G a m m a - G l o b u l i n ,  dass  die P l a s m a v i s k o s i t ~ t  
bzw. das  S u s p e n s i o n s m e d i u m  die Messung der  E r y t h r o -  
z y t e n v e r f o r m b a r k e i t  bzw. die - f i l t rabi l i t / t t  m i t  beein-  
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Fig. 4. Ver/hlderung der Erythrozytelffiltration in Abhfingigkeit der 
]~rythrozytenaazahi, dargestellt am Hfimatokrit. 
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Fig. 5. Ver~inderung der Erythrozytenfiltration in Abhfngigkeit der 
0smolarit~t. 

f lusst .  0 b e r l e g u n g e n  h ierzu  k 6 n n t e n  auf  e inen  Schmier -  
ef fekt  der  P l a s m a p r o t e i n e  h i n d e u t e n ,  die es den E r y t h r o -  
z y t e n  z .B.  bei  e iner  b e s t i m m t e n  K o n z e n t r a t i o n  eines 
P l a s m a a n t e i l s  unabhXng ig  von  ih re r  V e r f o r m b a r k e i t  er- 
m6gl ichen,  schnel le r  u n d  besser  d u r c h  die P o r e n  zu 
t re ten .  
A u c h  aus messtechnischen Gr i inden  muss  auf  die Bedeu-  
t u n g  der  Viskos i t~ t  des Suspens ionsmed iums  h ingewiesen  
werden,  d a  bei  zu n iedr iger  Viskos i t~ t  dieses schnel le r  
d u t c h  die F i l t e r  gepress t  wird  u n d  es zu e iner  r e l a t i v e n  
E r y t h r o z y t e n v e r m e h r u n g  im R e s t f i l t r a t  u n d  d a m i t  zu 
einer  r e l a t i v e n  E r y t h r o z y t e n v e r m e h r u n g  im R e s t f i l t r a t  
u n d  d a m i t  zu e iner  t I i m a t o k r i t e r h 6 h u n g  k o m m t ,  w~h- 
r end  u m g e k e h r t  bei  zu h o h e r  Viskos i t~ t  die V e r f o r m u n g s -  
geschwindigke i t  der  E r y t h r o z y t e n  gr6sser  als die F i l t r a -  
t i onsgeschwind igke i t  des Suspens ionsmed iums  sein kann 
und  der  E r y t h r o z y t  h i e r d u r c h  g e b r e m s t  wird. A n g a b e n  
fiber die E r y t h r o z y t e n f l e x i b i l i t i t ,  bei  denen  die Gr6sse 
der  P l a s m a v i s k o s i t ~ t  feh l t  oder  var i ie r t ,  s ind  d a h e r  n u r  
e ingesch r~nk t  zu ve rwer ten .  
H i m a t o k r i t .  U n t e r  d e m  G e s i c h t s p u n k t  des H g m a t o k r i t -  
wer tes  soll te es das  Ziel e iner  F l e x i b i l i t i t s m e s s m e t h o d e  
sein, e inen  H i m a t o k r i t w e r t  zu l inden ,  bei  d e m  die E r y -  
t h r o z y t e n  m6gl i chs t  als E i n z e l e r y t h r o z y t e n  vor l iegen  u n d  
desaggreg ie r t  sind. Die Ergebn i s se  der  exponen t i e l l  ver-  
l au fenden  K u r v e  in A b h ~ n g i g k e i t  a n s t e i g e n d e r  H g m a t o -  
k r i twe r t e  d e u t e t e n  d a r a u f  hin,  dass  m i t  z u n e h m e n d e m  
H ~ m a t o k r i t  der  F i l t r a t i o n s d r u c k  (s. Methodik)  n i c h t  al- 
lein ffir die V e r f o r m b a r k e i t  des E i n z e l e r y t h r o z y t e n ,  son- 
de rn  zus~tzlich f/Jr die v o r h e r  n o t w e n d i g e  Desaggrega t ion  
aggregier te r  E r y t h r o z y t e n  er forder l ich  ist. 
Druck .  Der  Druck,  m i t  dem E r y t h r o z y t e n s u s p e n s i o n e n  
f i l t r ie r t  werden,  sollte m6gl i chs t  im phys io log i schen  Be- 
reich liegen. Dar f iber  h i n a u s  sol l ten  die D r u c k w e r t e  aus  
mess t echn i schen  Grf inden  auch  in e inem 13ereich liegen, 
in dem weder  der  F i l t e r  noch  die E r y t h r o z y t e n  u n p h y s i o -  
logisch v e r f o r m t  werden,  d .h .  gepress t  oder  gar  zers t6r t .  
Zus~ttzliche Messung  yon P a r a m e t e r n ,  die eine H/ tmotyse  
( a - H B D H ,  freies H~moglob in ,  H ~ m a t o k r i t )  der  Suspen-  
s ionen vo r  u n d  n a c h  der  F i l t r a t i o n  anzeigen,  ze ig ten  bei  
den  von  uns  u n t e r s u c h t e n  und  a n g e w e n d e t e n  Druckwer -  
t en  be im H / i m a t o k r i t  zwischen 5 und  15 Vol . -% ke inen  
Hinweis  auf  eine E r y t h r o z y t e n z e r s t 6 r u n g .  
Aus d e m  Darge l eg t en  muss  m a n  in sgesamt  den  Schluss  
ziehen, dass  bei Messme thoden ,  bei denen  z.B.  Original-  
b lur  rni t  der  F rages t e l l ung  n a c h  der  E r y t h r o z y t e n f l e x i -  
b i l i t~ t  ve rmessen  wird, die Gr6sse der  E r y t h r o z y t e n -  
a g g r e g a t i o n s t e n d e n z  sowie der  un te r sch ied l i che  E f f e k t  
der  P l a s m a p r o t e i n e  bzw. der  P l a s m a v i s k o s i t i t  die Aus-  
sage f iber die V e r f o r m b a r k e i t  des E i n z e l e r y t h r o z y t e n  
e rheb l i ch  e i n s c h r i n k e n .  

H i s t o a u t o r a d i o g r a p h i c  d e m o n s t r a t i o n  of c y t o p l a s m i c  D N A  s y n t h e s i s  in  th e  c e l l s  f r o m  h u m a n  a s c i t i c  
f l u i d  c u l t i v a t e d  in  v i t ro  

V. Gotzos  a n d  B o n a  Cappel l i -Gotzos  

Department o/H~stology and General Embryology, University o/Fribourg, CH-1700 Fribourg (Switzerland), 22 July 1976 

S~tmmary. Cells of h u m a n  ascit ic fluid, c u l t i v a t e d  in v i t ro ,  showed an  a c t i v i t y  of cy top la smic  D N A  syn thes i s  a p p a r -  
en t ly  n o n - c o n c o m i t a n t  w i t h  a nuc lea r  D N A  synthes is .  

Cells f rom asci t ic  f luid of p a t i e n t s  suffer ing f rom a cir- 
rhosis  of t h e  l iver  are c u l t i v a t e d  in our  l abo ra to ry .  These  
cells can  l ive in  v i t ro ,  u n d e r  our  work ing  condi t ions ,  4 -5  
m o n t h s  1. The  i n c u b a t i o n  was regu la r ly  done  w i t h  t r i t i a t e d  
t h y m i d i n e  (Amersham,  spec. act.  : 5000 mCi /mmole)  a f te r  
2 m o n t h s  of cu l tu re  (0.5 FCi/ml of m e d i u m :  90% 199 
Difco, 10% calf serum,  50 I U / m l  penici l l in,  50 ixg/ml 

s t r ep tomyc in ) .  Af te r  30 rain  i n c u b a t i o n  a t  38 ~ w i t h  t he  
r ad ioac t ive  m e d i u m  (2 ml  each  Leighton) ,  t he  cells were 
washed  3 t imes  w i t h  a serum-free  m e d i u m  a t  38~ t he  
cells r e m a i n e d  in t he  t h i r d  wash ing  m e d i u m  40 min  a t  

] V. Gotzos, R. Bovet, B. Cappelli-Gotzos and G. Conti, 38 e r6- 
union des Anatomistes Suisses, Ffibourg 1975. 


