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Sadriaj — U radu su analizirane mogucnosti primene fazne
Doppler anemometrije, potvrdene metode merenja velCine
cestice, u ispitivanju sastejaka krvi.  Unrdeno je koje
parametre sastejaka krvi je neophodno prethodno ponavati i
koji uslovi moraju biti ispunjeni, radi brzog dobijanja
pouzdanih rezuitata analize krvi,

1. BVOD

Optitka merenja u krvi in vive i in vitro su oblast koja je o
poslednje vreme u ekspanziji. Razlog za to je 3to se pomocu
nith mogu dobiti korisne informacije o znaajnim
hematoloSkim parametima na nedestruktivan i relativno
jednostavan natin. Do skora su optitka merenja parametara
krvi uglavnom bila vezana za apsorpeiju svetlosti od strane
krvi. Ukupna proselna apsorpeiia svetlosti u krvnim éelijama
pru¥a podatke o stanju vile bimih fiziolokkih parametara krvi
kao, ¥o su stepen saturacije kisconika, koncentracija
hemoglobina i druge. Apsorpcija svetlosti u krvi se Cesto
meri deteltovanjem ukopne odbijene i propudtens svetlosti
jednog uzorka krvi ill prokrvijenog tkiva [1].

Medutim, makroskopski parametri rasejanja svetlosti u
krvi ne otkrivaju detalje o morfologiji krvnih éelija. Zbog
toga posiednjih godina raste interes za proudavanjem
rasejavaiuéih karakteristika pojedinaénih krvnih felija. Ta
istraZivanja u kombinaciji sa ve¢ razvijenim tehnikama
merenja veliding i brojanja festica bi mogla osetne da
unaprede procedure analize krvi. Mada se jo uvek radi na
njenom usavrSavanju u pomenute tehnike mo%e da se ubroji i
fama Doppler anemometrija. U ovom radu ¢e hiti
razmotreno pod kojim uslovima se princip ove metode moZe
primeniti na anlizu sastojaka krvi.

2, TEORLISKE OSNOVE FDA

Fazma Doppler anemometrija (PDA) je metoda tija je
pouzdanost u merenju velitine Cestica potvedena u irokom
opsegu njihovih veliting (od nekoliko desetih delova do
nekoliko stotina mikrometara) {2]. Zasnovana je na {injenici
da signal na izlazu fotodetekiora standardrog laser Doppler
anemometarskog sistema (sa ukritenim snopovima), osim ¥to
daje podatak o brzini festice koja prolazi kroz presek
snopova {jednoznatno je odredena njegovom frekvencijom),
zavisi i od velitine i materijala Zestice. Rarije se za
otitavanje podatka o velitini &estice koristila vidljivost laser
Doppler anemometarskog - LDA signala ti. odnos intenzitela
promenljive komponente (sa Dopplerovom frekvencijom) i
jednosmerne komponente signala [3]. Medutim kalibracione
krive za ovakav pristup merenju velidine Zestice s¢ nistt lako
dobijale (odreduje ih veliki broj faktora) i manje vile sve su
imale oscilatoran karakter [4]. Na srefu uolena je injenica

da fazna razlika signala sa dva adekvatno postavljena
detektora je linearno povezana sa preénikom destice. Ta
jednostavna veza se objaSnjava teorijom geometrijske optike.

Jo¥ je Van de Hulst pokazao {51 da se rasgjanje na sfernim
¢esticama za Xoje je Mie — ov parametar veci od 10 (3to za
sludaj talasne dudine snopa HeNe lasers predstavija estice
poluprednika od lum pa navile) moZe posmatrati kao
istovremeno deavanje &etiri nezavisne pojave: odbijanje
prelamanje, difrakeija i apsorpeija. Podto je svetiost rascjana
difrakeijom, kod pomenutih velicina Cestica, koncentrisana u
pravcima bliskim pravcu i smeru upadnog snopa, za uglove
rasejanja veée od 20° u odnosu na upadni snop, rasejana
svetlost je postedica odbijanja | prelamanja svetlosti.

Rezultat interferencije dva zraka, od kojih je svaki iz
jednog od dva laserska snopa koji se seku, i prelama se kroz
posmatrant desticu na primer bez unutranje refleksije (ili sa
istim brojem refleksija, ili s¢ odbija) odreden je optitkom
putnom razlikom ta dva zxaka. Ta optitka pulna razlika je
odredena polupretnikom i indeksom prelamanja estice,
talasnom dufinom svetlosti i geometrijorn <istema tj. uglom
pod kojim se seku snopovi o i pravcem w ume se prihvata
rasejana svetlost (8 i ¢). Kod standardnih fazno Doppler
anamometarskih sistema (PDA sistemna) foto detektori se
postavijaju pod istim uglom elevacije & u odnosu na ravan u
kojoj se nalaze laserski snopovi (off - axis}, a pod malim
vglovima ¢ (£esto simetritno) u odnosu na ravan koja ie
nermalna na ravan snopova i sadri simetralu ugla izmedu
ajih.. Skica geometrije jednog takvog sistema data je na slici
1

S1. 1. Geometrija standardnog PDA sistema

Pravac toka gestica se pokiapa sa pravcem x ose. Dva
detektora FDI i FD2 su postavljena simetriéno u odnosu na
ravan simetrije sistema pod ugiom ¢. Fazni pomeraj izmedu
signala sa ova dva detektora, u slycaju da je jedan mod
rasejanja dominantan, upravo je proporcionzlan pre€niku
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rasejavajule destice. U oblastima uglova za koje je

dominantan mod rasejanja odbijanje, fazna razlika signala sa
dva detektora je:

_ Ind sin @sin ¢ (1}

Ay =
A ,’ o
2(1 - cos Bcos dos ?]

gde je d pre¥nik Zestice, A talasna duZina svetlosti laserskog
snopa. U oblastima ugleva za kojc je dominantni mod
rasejanja prelamanje prvog reda (4. bez unutradnje refleksije)
fazni pomeraj signala sa dva detekiora je:
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gde je nrelativni indeks prelamania Sestice u odnosu na fluid
u kome je suspendovana.

A=

Ogranitenjs ove metode je 3o siriktna teorija fame
Dioppler anemometrije va¥i samo za Cestice sferrog oblika.
Ovde je pogodno obratiti padnju na Sinjenicu da, podto se
detcktori v prakss postavijaju pod malim uglovima ¢, sva
svettost, kaja kroz rasejavajuéun Sesticu dopire do njih, prolazi
kroz uvzani odselak sfere, prakti€no disk, &ije su osnove
paraleine y-z ravni. Sve ravni rasejanja, kojima pripadajn
zraci koji dopiru do fortodetektora, blisko stoje uz y-z ravan i
same su pod veoina malim vglovima u odnosu na nju. To
mati da, ako bi tmali ne sferu nego odsefak sfeere ~ skoro
disk u y-z ravni fazni Doppler anemometar bi davao podatak
o predniky tog diska — bitan je samo poloZaj diska u odnosu
na laserske snopove i detektore. Ovo je madajan zakljucak, u
vezi sa analizom sastojaka krvi jer su eritociti pribliZno
oblika diska.

3. KARAKTERISTIKE SASTOJAKA KRVI

Kiv 1 plazma su komplikovani koloidni rastvori. XKrv se
sastoji od krvne plazme u kojoj su dispergovane slobodne
¢telije krvi. Krvna plazma je medudelijska viskozna tednost
Futkaste boje. Njen indeks prelamania svetlosti je ng=1,345
[1] =2 svetlost HeNe lasera. U slobodne Celife krvi spadaju
krvne éelije - eritrociti i lewkocitd, § eitoplazmatitni fragmenti
~ krvae piogice. U] normalnom hematokritu {odnos
zapremine tetnosii i zapremine siobodnih delija krvi) 35-50%
zapremine krvi zauzimaju festica krvi od kopih najvifie
zauzimaju enitrociti 42-47%, a zatim 1% leukociti i vrlo male
ploice [6]. Ovim redom se i izdvajaju nz zidovima prilikom
ventrifuge radi merenja tih zapremina,

Normalni eritrociti (crvena krvna zmnca) su plodice u
obliku bikenkavnog sofiva. Prosedni prednik je 7,7um (6,5-
gum). Debljina na Eirem delu im je 2)1m a na najuZem delu u
sredini 1jum, Prosefna zapremina im je 83um’ Medutim
proiazeéi kroz kapitare oni menjaju oblik. Praktigno se mogu
zamisliti kao vreCe, koje mogu da zauzmu bilo koji oblik,
Membrana je velika u odnosu na sadriaj celije i od
deformacije me puca, §to se inafe deSava ostalim Celijama.

Njihova normalna koncentracija u krvi je 5,2x10°® 1/em’ kod
mulkaraca i 4,7x10° 1o’ kod Zena.  Relativni indeks
prelamanja materijala eritrocita u odnasu na krynu plazmu je
n=1,045,

Leukociti (bela krvna zrmca) se defle na granulocite
(granutarnog oblika) i agranulocite. U granuiocite spadaju
neutrofili {najbrojniji 55-70%, veli¢ine 7-9um), eczinofili (2-
4%, velitine 9-10pm), bazofili {0,5-1%, velifine 7-Bpum) i
$tapidasti (3-5%). U agranulocite spadaju monociti (4-6%
velidine 10-12um) i limfociti (20-40%, mali veliline 6-8um i
tzv. veliki 10-12pm).

Palto granulociti imaju granularni oblik, blizak sfermom,
moZe se ofekivati da ¢e za njih vaZiti teorija PDA, mada je
potrebne i razmotriti koliko njihova neravna povriina utife
na gresku merenja njihove velidine. Nije poznato da je meren
njihov indeks prelamanja svetlosti, ali sigumo nisu
transparentni, pa  apsorpcija  nije  zanemarljiva, Zhog
prethodna dva, pogodno je koristiti refiektovanu svetlost za
procenu njihove velitine, PDA bi dakle, koti$cenjem vglova
dominacije reflektovane svetiosti - resejanje unazad - mogla
da da broj i veliging granualocita ali, zbog preklapanja opsega
njihovik velitina ne bi se dobila njihova raspodela po vrsti
{leukocitna formula). Za fo bi bilo neophodno poznavati i
njihove indekse prelamanja, koji su, moe se ofekivati
razliditi za razlifite vrste delija, a zatim primeniti FDA
istovremeno: 1. sa odbijenom svetlodu t). rasejane unazad
{da bi se odredila veliging) i 2. sa svetloSéu koja je preirpela
prelamanje prvog reda ~ oftri uglovi rasejanja, da bi se na
osaovu poznate velifine odredio indeks prelamanja delije 4
samim tim i njena vrsta. Ipak, zbog znatajne apsorpeije,
moguée je da bi refleksioni mod ometao merenje u
refrakcionom modu.

Rasejavajuéa svojstva  eritrocila  su  mnoge  vide
prougavana, zato 3to su oni mnogo brojnifi pa samim tim i
glavni rasejavadi svetlosti u kavi. LDA se inale normainc
koristi u merenjima tokova krvi v tkivima {7] [8], pa je radi
usavrdavenja ¢ 1 siidpih metoda powebne  detlinije
proutavanje rasejanjz svetlosti ma krvi a2 pogetovu na
eritrocitima.  Primendjivost Lorenz-Mie-ove teorije, u ovim
istraZivanjima, nije otigiedna jer su eritrociti bikonkavni
diskovi, a ne sfere.  Medutim, neki proraduni koeficijenta
apsorpeije 1 koeficijenta rasejanja kao 1 fazne fumkeije
(faktora anizotropiie g) nia osnovi te teorife su dale rezuitate,
koji se zadovoilavajude poklapaju sz mersnjima [9]. Fri
proufavaniu rasejanja svetlosii na krvi, kao fanfom za njeny
simulacijo su koriiéene sfere polistirena dispergovane o vodi
sa pribvatljivim peklapanjima rezuitata [9}.

Za rtazliku od prethodno pomenutib  ispitivanja
makroskopskih rasejavajudih svojstava krvi { eritrocita, od
nedavno se sve vile srecu izvedtaji o pokusajima za dobijanje
podataka o milzoskopskim karakteristikama eritrocita kao fto
su velitina, oblik, orijentacija u prostoru i dr. Da bi se ovi
podaci dobili neophodan je eksplicitni model koji wuetira
rasejanjc ma pojedinalnom  eritrocitu.  Postoji nekoliko
metoda reSavanja Makswellovih jednadina za oblike sli¢ne
obliku eritrocita [1]. Svaki ed njih koristi drugalije
aproksimacije. Poto je prednik eritrocita oko deset puta vedi
od 1alasne duZine vidljive svetlosti na njih nije primenijiva ni
Rayleigh - eva teorija. U referenci [1] je, radi utvrdivanja
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uticaja oblika ¢elije na rasejanje, korif¢en formalizam T-
matrice §to predstavlja metod re¥avanja Maksweliovih
jednaina za spljostene i izduene sferoide, Zakljuleno je da
povidina Cestice nta udaru snopa mnogo utide na rasejanje
unazad, a da ukupan oblik ¢elije i njena optitka gustina
odreduje rasgjanje unapred.  Zatim je utvrdeno da je
necphodno da su éelije na dovolino velikom rastojanju > dva
maksimalna pre¢nika) da bi mogle da se smatraju nezavisnim
rasejavadima. Takode su dati dijagrami rasejanja &ije
detalino proutavanje bi koristilo u odredivanju poloZaja
fotodetektora kod primena LDA sistema u ispitivanju
eritrocita.

S1. Z. Eritracit u poloZaju u kome ga detektor "vidi" kao
sferu ’

Uzimajuci u obzir zapa2anje izaeto u drugom delu ovog
rada, ako je eriitrocit postavljen tako da je njegov najvedi
presek u y-2 ravni 1§ je dovoljno malo tako da svi zract, kefi
dolaze do detektora prolaze samo kzoz deo critrocita koji se
mode smatrati otsefkom sfere, onda fotodetektori i "ne
primecuju” da eritrocit nije sfemog oblika. U tom slulaju
teorija PDA vaZi i za oblik eritrocita i sistem kao rezultat daje
prednik njegovog najvedeg preseka.  Da bi ove valile
neophodno je ispuniti dva uslova:

1} da eritrocit prolazi kroz presck snopova fake da jo njegov
najvedi presek u ravni simetrije PDA sistema. Retko se srede
slucaj da su eritrociti haotitno orijentisani zato 5to su za
vreme merenja uglavnom u toku. Takav je sludaj i kod PDA
sistema, Dakle, svi eriwociti e biti orijentizati na isti nadin,
ali kakav tok krvi treba obezbediti da bi se ispunio prvi ustov,
problem je iz oblasti hidrodinamike, Reenje tog problema
se moZe proveriti i modelom krvi uz primenu odgovarajucih
principa dinamitke sli¢nosti.

d_ 1
B =< 7]
.8 ¢

2) tg¢=i< y

2R

gde jc | rastojanje izmedu fotodetektora, a R mnjihove
vastojanje od merne zapremine. dn, je debljina eritrocita na
najuzem dely, a d preénik najveteg poprednog preseka,

Detaljnija anliza oblika eritrocita moda bi dozvolila i
neki siabiii uslov za rastojanje izmedu fotodetekior.
Medutim; kako se faza meri po modulu 21 ovaj uslov mora
da bude i jo¥ stroXiji. Na primer, ako je $=2°, viednosti fazne
razlike signala, kod dominantnog moda prelamanja prvog
reda, pri profasku eritrocita kroz meermu zapreming, kretace
sc od 2,8 (za najmanie eritrocite od 6,5um) do 3,44 {Bptm).
3.4 po modulu 7 je 0,3 3to odgovara velitini sfere od 0,7um.
Dakle ¢ je preveliko za dati opseg vetitina.

4. ZAKLJUCAK

1] radu su analizirane moguénosti primene PDA u analizi
krvi, pri femu su uzimani u obzir oblik velicina i druga
rasejavajuca svojstva sastojaka krvi,  Pod odredenim
uslovima metoda je pomenljiva u ispitivanju sastojaka krvi.
Ocgekuje se da de istraZivanja rasejanja svetlosti na
pojedinaénim krvnim celijama, koja se trenutno rade u svetu,
doneti i nove informacije korisne za uspedniju primenu PDA
u analizi kevi.
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Ahbsract - The possibilities of the application of phase
Doppler anemometry, as approved particic sizing technique,
on blood comstituents analysis arc considered in the paper.
The parameters of blood constituents that has to be known
beforchand and the conditions that must be fulfilled in order
to obtain relyable results quickly, are identified.
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