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Kliniczne zastosowania laserowo-optycznego
rotacyjnego analizatora krwinek czerwonych
LORCA

Clinical applications of the Laser-assisted Optical Rotational Cell
Analyser LORCA

Ludmita Stowinska, Karol Monkos

STRESZCZENIE

Laserowo-optyczny rotacyjny analizator krwinek czerwonych LORCA jest
precyzyjnym przyrzadem stuzacym do badania agregacji i odksztatcalno-
Sci erytrocytow. W pracy przedstawiono zasade dziatania tego przyrza-
du oraz zdefiniowano wielkosci przez niego mierzone, takie jak amplitu-
da agregacji, czas potowicznego odtwarzania agregacji, indeks agregacji
oraz indeks elongacji. Porownano Srednie wartosci tych wielkosci dla gru-
py kontrolnej os6b zdrowych oraz grup chorych na otytos¢ (body mass in-
dex — BMI > 35), raka trzustki, zawat serca, obturacyjny bezdech we $nie,
zwyrodnienie plamki z6itej zwigzane z wiekiem oraz cukrzyce typu 2.

SEOWA KLUCZOWE
erytrocyty, odksztatcalnos¢, amplituda agregacji, indeks agregacji, indeks
elongacji

ABSTRACT

Laser-assisted Optical Rotational Cell Analyser LORCA is a precise in-
strument capable to investigation of aggregations and deformability of
erythrocytes. In the paper the action principles of the instruments is pre-
sented and the measured quantities such as the aggregation amplitude,
aggregation half time, aggregation index and elongation index are defined.
A comparison of mean values of those quantities for the control group
and groups of patients with obesity (body mass index — BMI > 35), pan-
creas tumor, myocardial infarction, obstructive sleep apnea, age-related
macular degeneration and diabetes mellitus of the type 2 is made.

KEY WORDS
erythrocytes, deformability, aggregation amplitude, aggregation index,
elongation index



KLINICZNE ZASTOSOWANIA APARATU LORCA

WSTEP

Laserowo-optyczny rotacyjny analizator krwi-
nek czerwonych — LORCA (Laser-assisted
Optical Rotational Cell Analyser) zostat skon-
struowany pod koniec lat dziewiecdziesigtych
na Uniwersytecie Amsterdamskim w Holandii
pod kierownictwem Maxa R. Hardemana. Jest
to precyzyjny przyrzad do wyznaczania para-
metréw agregacji erytrocytow oraz indeksu ich
odksztatcalnosci [1, 2].

Zjawisko spontanicznej agregacji czerwonych
krwinek w petnej krwi, czyli tworzenie si¢ troj-
wymiarowych struktur erytrocytow, odgry-
wa znaczaca role w przeplywie krwi przy ni-
skich predkosciach Scinania i istotnie wptywa
na wzrost lepkosci krwi. Zjawisko to obserwo-
wano od ponad trzystu lat przy uzyciu mikro-
skopu. W latach sze$c¢dziesigtych Zijlstra [3]
zaproponowal nowa technike badania tego
zjawiska przy uzyciu §wiatta odbitego od ery-
trocytow i zaproponowat na nia nazwe sylek-
tometria.

Zjawisko odksztatcalnosci erytrocytéw odgry-
wa istotng role w przeptywie krwinek przez
naczynia kapilarne o $rednicy nawet dwa razy
mniejszej niz Srednica erytrocytow w spoczyn-
ku. W duzych arteriach, gdzie wystepujg duze
predkosci przeptywu, wynikiem odksztatca-
nia sie krwinek czerwonych jest obnizanie sie
lepkosci krwi, a co za tym idzie obnizanie sig¢
oporéw przeptywu. Dlatego nawet niewielki
wzrost sztywnosci erytrocytOw moze powo-
dowac¢ znaczace zaburzenia w mikro- i makro-
przeptywach. Najstarsza metoda pomiaru od-
ksztalcalnosci erytrocytéw jest technika fil-
tracji przez odpowiednie filtry [4]. W latach
osiemdziesigtych wprowadzono do pomiaréw
odksztatcalnosci erytrocytow znacznie pre-
cyzyjniejsza metode, zwang ektacytometria,
w ktorej wykorzystuje sie Swiatto laserowe roz-
praszane na krwinkach.

Analizator LORCA, w ktérym dioda laserowa
oraz kamera wideo sprzezone sg z systemem
komputerowym, stanowia potgczenie techniki
sylektometrii z ektacytometria.

METODA

A. Pomiar parametrOw agregacji erytrocytow.
Probke krwi przed wtasciwym badaniem pod-
daje sie utlenowaniu przez inkubacje i miesza-

nie z powietrzem (wedtug proporcji 1 objetos¢
krwi na 3 objetosSci powietrza) w ciagu 15 mi-
nut. Krew w ilosci 1,5 ml wprowadza si¢ do
komory pomiarowej analizatora LORCA, kto6-
ra stanowi przestrzen pomiedzy dwoma prze-
Zroczystymi cylindrami. Zewnetrzny cylinder
rotuje z zadanymi predkosciami S$cinania
wzgledem wewnetrznego, spoczywajacego cy-
lindra. Pomiaru dokonuje sie po osiggnieciu
przez komore z probka krwi temperatury 37°C.
Metoda pomiaru parametrow oraz kinetyki
agregacji oparta jest na zjawisku rozpraszania
Swiatla laserowego przez krwinki czerwone,
ktorego natezenie zalezy od stopnia agregacji
erytrocytow. Zrodtem $wiatta jest dioda lase-
rowa wmontowana wewngtrz cylindra nieru-
chomego. Swiatto wsteczne rozproszone pada
na dwie fotodiody, ktére stanowia czujniki,
a nastepnie analizowane jest przez komputer.
Wynikiem analizy komputerowej jest krzywa
zaleznosci natezenia Swiatta rozproszonego od
czasu (dla okreslonej szybkosci $cinania), czy-
li tzw. sylektogram (Rycina 1).

natezenie
Swiatta

Imax

| des

stop motor

Sg

Imin

0 tmax tmax +10s czas

Ryc. 1. Sylektogram — krzywa zaleznosci natezenia wiatta rozpro-
szonego od erytrocytow od czasu.

Fig. 1. Syllectogram — the curve of dependence of intensity of light
scattered by erythrocytes versus time.

Opis sylektogramu:

1.Czes¢ pierwsza — dla czasu t < 0; prob-
ke krwi poddaje si¢ wstgpnemu Scinaniu
o predkosci np. 800 s, co prowadzi do cat-
kowitej desagregacji erytrocytoéw, oraz ich
maksymalnemu odksztatceniu (przejscie
z ksztattu sferycznego do elipsoidalnego),
natomiast natezenie Swiatta rozproszonego
ma w przyblizeniu stalg wartos¢ (I, ).

2. W umownym czasie t = 0 silnik — wprowa-
dzajacy cylinder zewnetrzny komory po-
miarowej w rotacje — zostaje wytaczony.

3. Cze8¢ druga — dla czasu z przedzialu 0 < t
<t_ . choc silnik zostat juz wytaczony, to
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szybkos¢ Scinania erytrocytow osigga war-
to$¢ zero dopiero po czasie t__, a krwin-
ki powracaja do ksztattu sferycznego, nato-
miast rozproszenie $wiatta osigga wartosc¢
maksymalng (I ).

4. CzesC trzecia — dla czasu z przedziatu t <
t< (t  + 10 s); w wybranym czasie 10 se-
kund nastepuje czesciowa odbudowa agre-
gacji erytrocytoéw, a natezenie $wiatta roz-
proszonego wyktadniczo maleje.

5.Cze8¢ czwarta — dla czasu t > (t__+ 10 s);
agregacja erytrocytoOw narasta do wartosci
maksymalnej, a rozproszenie $wiatta, od-
powiednio, do warto$ci minimalnej (I . ).

Z sylektogramu komputer bezposrednio od-
czytuje nastepujace parametry agregacji:

e [ —maksymalne natezenie Swiatta rozpro-
szonego przy maksymalnej desagregacji.

¢ [ .- minimalne nat¢zenie Swiatta rozpro-
szonego przy maksymalnej agregacji.

e [, - natezenie Swiatla rozproszonego przy
desagregacji erytrocytow dla predkosci Sci-
nania 800 s’

e t_ —czas dojScia natezenia Swiatta rozpro-
szonego do warto$ci maksymalnej liczony
od momentu wytaczenia silnika.

Po analizie powyzszych parametréw komputer
wylicza bardziej ztozone wielkosci, ktore stuza
do porébwnywania agregacji erytrocytow u roz-
nych pacjentow:

* A, —amplituda agregacji wyznaczana z sy-
lektogramu ze wzoru: A =1 -1 ..

e T, ,—czas reprezentujacy szybkos¢ odbudo-
Wy agregacji erytrocytoéw; jest to czas dla
ktérego natezenie Swiatla osigga wartosc¢
(It 2A ).

e Al - indeks agregacji reprezentujacy nie tyl-
ko szybkos¢ odbudowy erytrocytow, ale
rOwniez miare intensywnoSci agregacji.
Wyznacza si¢ go ze wzoru:

S
A 100 %
S,+Sg

Al = (1)
gdzie: S, i S, oznaczaja powierzchnie zazna-
czone na sylektogramie odpowiednio nad
i pod krzywa w zakresie natezen $wiatta roz-
proszonego przyporzadkowywanych przedzia-
towi czasuod t _do (t  +105s).

B. Pomiar odksztatcalnosci (elongacji) erytro-
Ccytow.

Analizator laserowo-optyczny LORCA, po wy-
braniu odpowiedniej opcji programu kompu-
terowego, stuzy réwniez do wyznaczania od-
ksztalcalnosci erytrocytéow. Probke do badan

stanowi 25 pl krwi rozpuszczonej w 5 ml 0,14
mM roztworu buforowego poliwynylopyro-
lidonu (PBS). W sktad roztworu buforowego
wchodza: 140 mM NaCl oraz 18,4 mM Na,
HPO,. Wodny roztwér tego buforu posiada Sci-
Sle okreslone wtasciwosci fizykochemiczne, tj.:
pH 7.4, cisnienie osmotyczne 300 mOsm/kg
oraz lepkos¢ 30+2 mPas. Pomiary przeprowa-
dza si¢ w stabilizowanej temperaturze 37°C.
Badana probke umieszcza sie¢ w komorze po-
miarowej pomiedzy dwoma koncentryczny-
mi cylindrami, analogicznie jak przy pomia-
rze agregacji.

Swiatto lasera, przechodzac przez cienka war-
stwe krwinek czerwonych zawieszonych w roz-
tworze PBS, ulega ugieciu, dajac obraz dyfrak-
cyjny na ekranie projekcyjnym. Ksztatt obra-
zu dyfrakcyjnego zalezy od wartosci napreze-
nia $cinajacego dzialajacego na krwinke pod-
czas rotacji cylindra. Dla matych wartosci
szybkosci Scinania obraz jest okregiem. Jednak
W miare wzrostu naprezenia ksztalt obrazu dy-
frakcyjnego przechodzi od kota do elipsy o co-
raz wiekszym stosunku osi dtugiej do krotkiej,
co ilustruje Rycina 2.

00

wzrastajaca predkosé scinania

A\ 4

Ryc. 2. Zmiana obrazu dyfrakcyjnego na ekranie projekcyjnym
wraz ze wzrostem szybkosci Scinania.

Fig. 2. Change in diffraction pattern on the projection screen with
increasing of the shear rate.

Obraz dyfrakcyjny rejestrowany jest za po-
moca kamery video, a nastepnie przesytany
do komputera. Program komputerowy mie-
rzy dtugosci osi dtugiej ,,a” i krotkiej ,,b” elip-
sy z obrazu dyfrakcyjnego oraz wylicza indeks
elongacji EI z nastepujacego wzoru:

a—b>b
El =

(2)

a+b

Indeks elongacji jest miarg wielkosci odksztat-
cenia krwinek czerwonych podczas ich ruchu
w komorze pomiarowe;j.
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MATERIAL

Krew do badan pobierano w ilosci 5 ml z zyty
odtokciowej, mieszajac z antykoagulantem
K,EDTA. Przyktadowe wyniki badan przedsta-
wione w niniejszej pracy uzyskano przy wspot-
pracy z nastepujacymi klinikami SUM: Kate-
drg i Oddziatem Klinicznym Chirurgii Ogol-
nej, Bariatrycznej i Medycyny Ratunkowej
w Zabrzu u chorych z otytoscig [5] oraz z ra-
kiem trzustki, III Katedrg i Oddziatem Klinicz-
nym Kardiologii Slaskiego Centrum Choréb
Serca w Zabrzu u chorych z zawatem serca [6],
Katedrg i Klinikg Pneumonologii w Katowi-
cach u chorych z obturacyjnym zespotem bez-
dechu we $nie (obstructive sleep apnea — OSA)
[7], Katedrg i Oddzialem Klinicznym Cho-
réb Oczu w Sosnowcu u chorych ze zwyrod-
nieniem plamki zo6ttej zwigzanym z wiekiem
(age-related macular degeneration — AMD) [8]
oraz z cukrzyca [9].

WYNIKI T OMOWIENIE

Aby w obrazowy sposoéb poréwnac ze sobg
wartos$ci parametréow otrzymanych dla roz-
nych grup chorych w badaniach aparatem
LORCA, wyniki w niniejszej pracy przedsta-
wiono w formie wykreséw stupkowych. Na
kazdej rycinie zestawiono - dla wybrane-
go parametru — Srednie arytmetyczne wraz
z odchyleniem standardowym dla grupy kon-
trolnej os6b zdrowych oraz dla chorych na:
otytos¢ (body mass index — BMI > 35), raka
trzustki, Swiezy zawat serca, obturacyjny bez-
dech we $nie (OSA), zwyrodnienie plamki zo6t-
tej zwigzane z wiekiem (AMD) oraz cukrzyce
typu II. Na stupkach wykreséw oprécz nazwy
grupy podano wartosci poziomoéw istotnosci
(p)- przy ktérych miedzy Srednimi wystepu-
je roznica statystycznie znamienna wzgledem
grupy kontrolnej. Symbol * oznacza, ze p <
0,005, ** — p < 0,001, natomiast ns — ozna-
cza, ze pomiedzy Srednimi wartosciami bada-
nego parametru z grupy chorych i grupy kon-
trolnej nie ma réznicy statystycznie znamien-
nej.

Warto$ci parametréw opisujacych stopien
agregacji erytrocytow przedstawione sg na Ry-
cinach 3-5. Rycina 3 pokazuje czas potowicz-
ny odbudowy agregatéw krwinek czerwonych
T,,- We wszystkich grupach chorych wartos¢

T [S]

3,5

254

w
Ea
—
-

15

kontrola

—
ns zawat serca
** OSA
* AMD
* cukrzyca f——

0,5

.a
o o
otytos¢

** rak t.

Ryc. 3. Srednie wartosci i odchylenia standardowe czasu potowicz-
nego odtwarzania agregacji T¥ dla grupy kontrolnej oraz grup pa-
cjentdw z roznymi schorzeniami.

Fig. 3. Means values and standard deviations of the aggregation
half time T% for the control group and groups of patients with
different diseases.

tego czasu byta mniejsza w stosunku do gru-
py kontrolnej o wartos¢ z zakresu od 10%
do 53%, przy czym najmniejszg warto$¢ Ty
przyjmuje dla grupy z rakiem trzustki.

Amp [au]
25
o 1T :
15 ] o] 3
= 5 8
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Ryc. 4. Srednie wartosci i odchylenia standardowe amplitudy
agregacji A (podane w jednostkach umownych) dla grupy kon-
trolnej oraz grup pacjentdw z réznymi schorzeniami.

Fig. 4. Means values and standard deviations of the aggregation
amplitude A_J (given in arbitrary units) for the control group and
groups of patients with different diseases.

Na Rycinie 4 przedstawiono z kolei wartosci
amplitudy agregacji erytrocytow A . Srednia
wartos¢ tej wielkosci dla poszczegélnych grup
chorych jest mniejsza od wartosci Sredniej dla
grupy kontrolnej o okoto 7% (dla chorych na
cukrzyce) az do okoto 48% (dla chorych na
raka trzustki). Najmniejsza warto$¢ amplitu-
da A, przyjmuje w grupie chorych z rakiem
trzustki, jak i z AMD, natomiast w grupie z za-
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watem serca i OSA wartos¢ tego parametru jest
na tym samym poziomie i jest mniejsza o oko-
to 20% od grupy kontrolne;.

Na Rycinie 5 przedstawiono wartosci indeksu
agregacji Al w porownywanych grupach. Oka-
zuje sie, ze warto$¢ tego parametru w grupie
kontrolnej jest najnizsza; nizsza o 6% do 27%

90
80 - T
L T
70 | L T 1
60 - L -
=
0 512 | ¢ 5 [—
(] L2 N o} o
40| slzls 18|53 |=1]¢
= = o < x
30 s F [ g : : 3
= ¥ g E
20 4 o
=
10 4
0

Ryc. 5. Srednie wartosci i odchylenia standardowe indeksu agrega-
cji Al — wyliczonego ze wzoru (1) - dla grupy kontrolnej oraz grup
pacjentéw z réznymi schorzeniami.

Fig. 5. Means values and standard deviations of the aggregation
index Al - calculated from the formula (1) - for the control group
and groups of patients with different diseases.

wzgledem pozostatych grup. Z badanych grup
chorych najwyzszy indeks agregacji otrzyma-
no dla grupy chorych z rakiem trzustki, nato-
miast najnizszy dla grupy chorych z zawatem
serca. Obliczenia statystyczne pokazaty jed-
nak, ze pomiedzy Srednig wartosciag indeksu

El
0,7
-
0,6 4 L
05 ||
[0o] [
° = o
| 2 = 2 < ©
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Ryc. 6. Srednie wartosci i odchylenia standardowe indeksu elonga-
qji El - wyliczonego ze wzoru (2) - dla grupy kontrolnej oraz grup
pacjentéw z réznymi schorzeniami.

Fig. 6. Means values and standard deviations of the elongation

index El - calculated from the formula (2) - for the control group
and groups of patients with different diseases.

agregacji w tym ostatnim przypadku a Srednig
z grupy kontrolnej nie ma r6znicy statystycz-
nie znamienne;j.

Miarg wielkosci odksztalcenia erytrocytow
podczas przeptywu jest indeks elongacji. Na
Rycinie 6 przedstawiono wartosci tego para-
metru w omawianych grupach chorych dla
wybranego naprezenia Scinajgcego 60,03 Pa.
Okazuje sig, ze pomiedzy Srednimi wartoscia-
mi tego parametru nie ma réznicy statystycz-
nie znamiennej jedynie dla grupy kontrolnej
i grupy chorych na cukrzyce (r6znica wyno-
si okoto 2%). Najwieksza roznica pomiedzy
Srednimi warto$ciami tego parametru w sto-
sunku do grupy kontrolnej wystepuje w gru-
pie chorych z OSA, AMD oraz rakiem trzustki.
W tych trzech grupach chorych indeks elonga-
¢ji ma prawie identyczng wartos$¢, mniejsza od
wartosci dla grupy kontrolnej o okoto 17%.

U chorych wystepuje nie tylko wzrost liczby
i wielkosci agregatow krwinek, ale rowniez
zwiekszenie sity wigzan erytrocytow (reprezen-
towane przez Al i A ). Zwigkszenie tych sit
powoduje, ze do rozrywania agregatow wyma-
gane s3g wyzsze predkosci Scinania. Zwigksze-
nie sity wigzan erytrocytow powoduje rowniez
wzrost szybkosSci samego procesu agregacji (re-
prezentowany przez T, ). Wzrost liczby i wiel-
kosci agregatow erytrocytow oznacza wzrost
lepkosci krwi, a co za tym idzie wzrost oporu
przeptywu krwi — szczeg6élnie w odcinkach na-
czyn zmienionych chorobowo. Prowadzi to do
ograniczenia przeptywu krwi, a nawet do za-
stojow [10]. Prawidtowa zdolnos¢ erytrocytow
do odksztatcenr jest konieczna do sprawnego
transportu tlenu i dwutlenku wegla, a w kon-
sekwencji do normalnej perfuzji tkanek. Ob-
nizenie zdolnosci erytrocytéw do odksztatcen
- wykazane u chorych — nie tylko prowadzi do
spadku utlenowania tkanek [11], ale robwniez
skraca czas zycia krwinek czerwonych [12].
Niekorzystne zmiany wtasciwosci reologicz-
nych krwi obserwuje si¢ w réznych stanach
chorobowych. S3 one, migdzy innymi, jednym
z elementow zwiekszonego ryzyka zachorowa-
nia na choroby uktadu krgzenia, ktére s3 jedna
z gtownych przyczyn zgonow w krajach uprze-
mystowionych. Zmiany reologiczne krwi moga
by¢ nastgpstwem choroby, moga by¢ réwniez
czynnikiem sprzyjajacym powstawaniu roz-
nych proceséw patologicznych w organizmie.

WNIOSKI

Analiza parametréw otrzymanych z pomiaro6w
na analizatorze krwinek czerwonych LORCA
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dla r6znych grup chorych pokazuje, ze zroz-
nicowanie poszczegélnych parametrow w sto-
sunku do grupy kontrolnej jest rézne. Przy-
ktadowo, dla pacjentéw chorych na cukrzyce
typu Il Srednie wartosci indeksu elongacji EI sa
prawie identyczne jak w grupie kontrolnej, na-
tomiast Srednie wartoSci czasu potowicznego
odtwarzania agregacji T,,, znacznie r6znig si¢
od siebie. Z kolei u pacjentéw z zawalem serca
Srednia warto$¢ indeksu agregacji Al jest zbli-
zona do Al z grupy kontrolnej, natomiast $red-
nie wartosci amplitudy agregacji Az obydwu
grup znacznie réznig sie od siebie. U chorych
ze zwyrodnieniem plamki zoéttej zwigzanym
z wiekiem (AMD) jedynie $rednia warto$¢ in-
deksu agregacji Al jest zblizona do tej z grupy

kontrolnej, pozostate parametry bardzo r6znig
sie od tych z grupy kontrolnej. Najwieksze roz-
nice, we wszystkich parametrach, w stosunku
do grupy kontrolnej obserwuje sie dla chorych
z rakiem trzustki. Do prawidtowej oceny agre-
gacji i odksztalcalnosci erytrocytéw w bada-
nej grupie pacjentéw konieczna jest wiec ana-
liza wszystkich parametréw mierzonych przy
pomocy przyrzadu LORCA. Reasumujac, moz-
na stwierdzi¢, ze laserowo-optyczny rotacyjny
analizator krwinek czerwonych LORCA, jako
precyzyjny i czuty przyrzad zdolny do wykry-
wania nawet matych zmian, zaréwno w zdol-
nosci erytrocytow do odksztalcen, jak i ich
agregacji, daje mozliwos¢ szerokich zastoso-
wan w badaniach klinicznych.
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