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ANALIZA ROZKEADU GESTOSCI MOCY W KOMORZE
POMIAROWEJ DO OBIEKTYWIZACJI ZABIEGU
BIOSTYMULACJI LASEROWEJ

W artykule zostala przedstawiona analiza mozliwosci uzyskania rownomiernej
ekspozycji promieniowaniem z zakresu okna optycznego tkanek 600+1000 nm probek
biologicznych — monowarstwy zywych linii komoérkowych — umieszczonych
w wielodotkowych laboratoryjnych szalkach Petriego. Zachowanie jednakowej gestosci
mocy/energii w kazdym dotku podczas napromieniowania pozwala na obiektywne
poréwnanie odpowiedzi biologicznych komérek poddanych naswietlaniu promieniowaniem
w procedurach biostymulacyjnych.

1. WSTEP

Niejednoznaczno$ci w uzyskiwanych wynikach przeprowadzanych na catym
$wiecie doswiadczen laserowej biostymulacji (ang. Low Level Laser Therapy) —
podobna jest ilos¢ doniesien podajacych pozytywne oraz negatywne efekty
lub brak skutku terapeutycznego w tkankach po naswietlaniu — mobilizujg
do poszukiwan jednoznacznych metod doboru parametrow promieniowania
laserowego, ktore beda powodowaly oczekiwang skuteczno$¢ terapeutyczng.
Stosowane sg rozne zrodta promieniowania — obecnie prawie wylacznie diody LED
i lasery potprzewodnikowe — o dtugosci fali z zakresu 600+1064 nm oraz o mocy
promieniowania optycznego od kilku mW do 500 mW [1]. Parametry ekspozycji
dobierane sg tak, aby nie wywola¢ w naswietlanym o$rodku skutku termicznego —
wzrost temperatury tkanki nie przekracza 1 K.

Zaklada sig, ze u podstaw systemu biochemicznych przemian stymulowanych
i wzbudzanych promieniowaniem leza procesy zachodzace na poziomie
komérkowym 1 molekularnym [2, 3]. Dlatego tez przyczynowo-skutkowe
powigzanie parametroOw promieniowania z efektami terapeutycznymi powinno
zosta¢ przeprowadzone poprzez badania zywych linii komorkowych poddanych
naswietlaniu, a nastepnie zbadanie ich odpowiedzi biologicznych. Autorzy artykutu
we wspolpracy z Katedrg i Zakltadem Laseroterapii i Fizjoterapii oraz Katedra
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Patofizjologii UMK w Bydgoszczy przeprowadzaja badania na monowarstwach
linii komérkowych $rédbtonka naczyniowego HUVEC.

Odpowiedz komoérkowa zwigzana jest z dawka promieniowania przez nig
zaabsorbowang [4]. Zatem w celu dostosowania wielkos$ci dawki promieniowania
zaabsorbowanej przez komorki charakteryzujace si¢ spektralnie zmiennym
wspolczynnikiem absorpcji promieniowania niezbedne staje si¢ opracowanie
optoelektronicznego uktadu umozliwiajgcego pomiar tego parametru. Okreslenie
spektralnego rozktadu promieniowania zaabsorbowanego przez lini¢ komorkowsa
o grubosci rzgdu pojedynczych mikrondw na podstawie spektralnego rozktadu
promieniowania transmitowanego badz odbitego jest niemozliwe — niedostrzegalne
sg roznice migdzy stabo oraz silnie absorbowanymi dlugosciami fal. Wzgledne
réznice mieszcza si¢ w zakresie 1%, czyli na granicy btedu detektora. Nalezy,
zatem zastosowaé uklad pozwalajacy na wielokrotne przejscia promieniowania
przez probke — zwickszona zostanie ilo$¢ pochlonigtej przez nig energii. Mozliwe
bedzie wowczas okreslenie widmowego wspotczynnika absorpcji. Uzyskana
wiedza o pasmach absorpcyjnych poszczegolnych biologicznych fotoakceptorow
umozliwi dostosowywanie parametrow energetycznych i spektralnych wigzki
promieniowania o dlugosciach fal z zakresu okna terapeutycznego tkanek.

Do naswietlan linii komérkowych wykorzystane sa polprzewodnikowe zrodta
promieniowania — diody laserowe oraz diody LED. Do badan opracowano
szerokopasmowy oswietlacz, ztozony z diod LED duzej mocy, emitujacy zblizony
do jednorodnego rozktad w zakresie 600-1000 nm [1, 5] w konfiguracji pozwalajacej
na wielokrotne przejscia promieniowania przez probke. Dodatkowo uktad umozliwia
pomiar jej widmowego wspodtczynnika absorpcji. W przypadku diod laserowych
dopasowanie linii emisji promieniowania do maksimum widma absorpcji
fotoakceptora odbywa si¢ poprzez strojenie termiczne (AMVAT=0,2-0,4 nm/K) — takie
rozwigzanie pozwala nauzyskanie pokrycia widma z przedzialu 620+990 nm
za pomocg 18 laserow pdtprzewodnikowych o mocach 100-500 mW [1, 5].

2. KOMORA POMIAROWA DO OBIEKTYWIZACJI ZABIEGU
BIOSTYMULACJI LASEROWEJ

Dotychczas realizowane badania odpowiedzi tkanek (zaréwno in vivo jak i in
vitro) na naswietlanie niskoenergetycznym promieniowaniem laserowym czgsto
odbywaja si¢ w niecobiektywnych warunkach. Badacze nie uwzgledniaja geometrii
oraz rozktadu natgzenia promieniowania w przekroju poprzecznym wigzki uzytego
do naswietlen zrodta. Eksperymenty przeprowadzane sa poprzez: bezposrednie
naswietlenie préobek promieniowaniem emitowanym przez diode laserowa,
poprzez swiattowdd sprzgzony z dioda laserowa lub poprzez soczewkowe uklady
optyczne sprzezone z diodg laserowa [6, 7]. Niestety stosowane uklady optyczne
nie zapewniaja rownomiernego napromieniowania probki (probek).
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W celu obiektywizacji zabiegu biostymulacji laserowej wielu probek
jednoczesnie niezbedne jest zapewnienie naswietlenia promieniowaniem
o0 jednorodnym rozktadzie powierzchniowej gestosci mocy. Naturalnym wyborem
komory pomiarowej spetniajacej ww. warunek jest optyczna komora catkujaca [8]
— kula Ulbrichta lub poélsfera Ulbrichta. Realizacj¢ komory do naswietlan oparto
na poélsferze pokrytej warstwa o wysokim wspotczynniku odbicia promieniowania.

Oswietlajacy . Swiatlowod

$wiattowod lub LED | (do fotodetektora)
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Rys. 1. Optyczny schemat komory pomiarowej umozliwiajacej zwigkszenie mozliwosci aplikacji
energii do cienkiego osrodka biologicznego

Symulacje rozkladow powierzchniowej gestoSci mocy na podstawie komory
pomiarowej dla  wybranych  warstw  wysokorefleksyjnych 1 Zrodet
potprzewodnikowych o zmiennym kacie $wiecenia zostaly przeprowadzone
w programie TracePro. Powierzchnie potsfery i podstawy komory pomiarowej
pokryto warstwami wysokorefleksyjnymi. Przyjete powierzchnie do symulacji to:
— wypolerowana powierzchnia aluminium — powierzchnia obijajaca lustrzanie

0 odbiciu rownym 80% (180),

— powierzchnia wytrawionego aluminium — powierzchnia obijajaca dyfuzyjnie

0 odbiciu rownym 80% (d80),

— powierzchnia pokryta bialag farbg — powierzchnia odbijajaca dyfuzyjnie

0 odbiciu rownym 90% (d90),

— zwierciadto plaskie — powierzchnia obijajaca lustrzanie o odbiciu rownym 95%

(195),

— powierzchnia pokryta siarczanem baru — powierzchnia odbijajaca dyfuzyjnie

0 odbiciu rownym 99% (d99).

Bryta fotometryczna obliczona dla powierzchni odbijajacych dyfuzyjnie zostala
przedstawiona na rysunku 2. Wskaznik rozpraszania przez odbicie powierzchni
odbijajacych dyfuzyjnie wynosi 6 = 0,4:

G = Ly + Ly
2L,
gdzie: Ls, Ly, L7 — luminancje odpowiednio pod katem 5°, 20° i 70°.

(1
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Rys. 2. Krzywa wskaznikowa luminancji powierzchni we wspolrzednych biegunowych
1 prostokatnych

Do symulacji rozkladow przyjeto cztery zrodia promieniowania o mocy 1 W
i polowkowych katach rozbieznosci promieniowania 20 = 16°, 60°, 90° i 130°
(Rys. 3). Diody LED o kacie $wiecenia 2a = 130° zamontowano bezposrednio
na kopule komory pomiarowej. Promieniowanie emitowane przez diod¢ laserowa,
wymagajaca chtodzenia — chtodziarki Peltiera — wprowadzono do komory
przy wykorzystaniu plastikowych §wiattowodow o $rednicy 1-2 mm. Potowkowy
kat $wiecenia na wyjsciu $wiattowodu jest rowny 2a = 16°. Srednica komory
pomiarowej przyjeta do symulacji wynosi 150 mm. Do obliczen rownomierno$ci
rozktadu powierzchniowej gestosci mocy podstawa komory pomiarowej zostata
podzielona na N kwadratowych pdl o powierzchni 1 mm®.
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Rys. 3. Charakterystyka katowa zrodel swiatta o kacie §wiecenia: 16°, 60°, 90° 1 130°
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3. WPLYW POLOZENIA ZRODEA NA ROWNOMIERNOSC
ROZKLADU MOCY NA PODSTAWIE KOMORY

W celu wyboru optymalnego miejsca wprowadzenia promieniowania
do komory pozwalajacego na uzyskanie rownomiernego napromieniowania jej
podstawy przeprowadzono badania wptywu potozenia zrodla na kopule komory
pomiarowej. Symulacje zostaly przeprowadzone dla wybranych $cian najstabiej
odbijajacych, co prowadzi donajmniej rownomiernego rozkltadu mocy
na powierzchni podstawy. Analiza otrzymanych rozkladow powierzchniowej
gestosci mocy na podstawie (Rys. 4) wskazuje, ze zrdédlo powinno zostaé
zamocowane na potsferze pod katem nie wigkszym niz 30° wzgledem normalnej
do podstawy, najlepiej 15°.
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Rys. 4. Rozklady powierzchniowej gestosci mocy na powierzchni podstawy odbijajacej
promieniowanie lustrzanie o R = 80%, dioda LED o kacie $wiecenia 2* = 130° zamontowana
na wewngetrznej powierzchni dyfuzyjnie odbijajacej potsfery o R = 80% pod katem: a.) 15°,
b.) 30°1 c.) 45° do normalnej do podstawy (czerwonymi okregami zaznaczono potozenie dotkow
z komoérkami w szalkach laboratoryjnych, srednica dotka wynosi 35 mm)

4. WPLYW KATA SWIECENIA ZR(')DLA ORAZ RODZAJU
POWIERZCHNI ODBIJAJACEJ NA ROWNOMIERNOSC
ROZKEADU MOCY NA PODSTAWIE KOMORY

W przypadku wprowadzenia promieniowania diod laserowych do komory
pomiarowej wyjscie $wiatlowodu sprzezonego ze zrédlem zamontowano
na potsferze pod katem 15°. Wyniki symulacji rozktadu mocy na podstawie
dla takiego zrédta (200 = 16°) i powierzchni refleksyjnych komory o wysokich
wspolczynnikach odbicia zostaty przedstawione na rysunku 5. Uzyskane rozklady
powierzchniowej gestosci mocy na powierzchni podstawy komory dla kata
$wiecenia zrodta rownego 20 = 16° nie s3 zadowalajace, gdyz nie pozwalaja
na zastosowanie takiego ukladu do réwnomiernych naswietlen kilku probek
jednoczesnie. Taki uktad nie zapewni powtarzalnosci procedury terapeutyczne;j.
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a.) b.) c)

Rys. 5. Rozktady powierzchniowej ggstosci mocy na podstawie komory pomiarowe;j
dla swiattowodu sprzezonego z dioda laserowa, wynosi 16°; powierzchnie $ciany i podstawy:
a.) 180, b.) d90, c.) d99

W celu osiggnigcia mniejszej nierdwnomierno$ci rozktadu na podstawie nalezy
zwigkszy¢ kat rozbieznosci wigzki wyjSciowej ze Swiattowodu. Optymalnie
procedura ta moze zosta¢ zrealizowana poprzez wstawienie soczewki kulkowej
z materiatu optycznego o wysokim wspolczynniku zatamania $wiatta n. Soczewka
szafirowa o n = 1,77 umozliwia zwigkszenie kata 2a w takim uktadzie do ok. 60°.
Wyniki przeprowadzonych symulacji potwierdzajg wzrost réwnomiernosci
rozktadu powierzchniowej gestosci mocy na podstawie (Rys. 6). Satysfakcjonujaca
nierownomiernos¢ (ponizej 15%) uzyskana zostata juz dla powierzchni dyfuzyjnej
0o R =90% na podstawie i powierzchni dyfuzyjnej R = 99% na kopule, tabela 1.

a.) b.) c.)

W/m2

Rys. 6. Rozktady powierzchniowej ggstosci mocy na podstawie komory pomiarowej dla uktadu
z soczewka, kat $wiecenia wynosi 60°, powierzchnie $ciany i podstawy: a.) 180, b.) d90, c.) d99
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Przeprowadzono rowniez symulacje przy wykorzystaniu diody LED
zamocowanej na kopule komory pomiarowej pod katem 15° do normalnej
do podstawy. Celem symulacji byto zbadanie rozktadéw powierzchniowej gestosci
mocy na podstawie dla wiazki o szerokim kacie $wiecenia 2a. Bezposrednio
o$wietlana jest wowczas nie tylko podstawa komory pomiarowej jak to miato
miejsce dla diody laserowej, ale rowniez $ciany kopulty. Wyniki symulacje zostaty
przedstawione na rysunku 7. Satysfakcjonujacg nierdwnomierno$¢ (ponizej 15%)
uzyskana zostata juz dla powierzchni lustrzanej o R = 80% na podstawie
i powierzchni dyfuzyjnej R = 80% na kopule, tabela 1.

a.) b.) c)

W/m2
W/m2

Rys. 7. Rozklady powierzchniowej ggstosci mocy na podstawie komory pomiarowej dla diody LED,
kat $wiecenia wynosi 130°, powierzchnie $ciany i podstawy: a.) 180, b.) d90, c.) d99

W tabeli 1 zestawiono wyniki symulacji: zwigkszenia energii padajacej
na podstawg¢ 1 zaabsorbowanej w probce w porownaniu do bezposredniego
naswietlania, a takze nierdwnomierno$ci rozkladu gegsto$ci mocy na podstawie
w poréwnaniu do $redniej gestosci mocy na podstawie. Nierownomiernosé
rozktadu powierzchniowej gestosci mocy f;; zostata obliczona wedtug wzoru:

21Yi =Y |
_ =1

T (N-DY,
gdzie: Y; — gesto$¢ mocy w i-tym kwadratowym polu podstawy; Y; — $rednia
gesto$¢ mocy na podstawie; N — ilos¢ kwadratowych pol o rozmiarze 1x1 mm.

Eksperyment przeprowadzony na cienkich probkach biologicznych
przy wykorzystaniu komory pomiarowej o wysokim wspotczynniku odbicia jej
Scian pozwala na zwigkszenie iloSci zaabsorbowanego promieniowania
przez probki w porownaniu do bezposredniego naswietlania co najmniej 3-krotnie
(w zaleznosci od wartosci wspotczynnika odbicia powierzchni  komory),
co dodatkowo pozwala na zmniejszenie mocy zrodla, a zatem i jego kosztu.

2
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Tabela 1. Zwickszenie w porownaniu do bezposredniego naswietlania energii padajacej
na podstawe i zwigkszenie energii zaabsorbowanej w probce oraz nierownomierno$¢
gestosci mocy na podstawie dla roznych materialow pokrywajacych powierzchnie
potsferyczng i podstawe komory pomiarowej, a takze dla r6znych katdw rozbieznoSci
wigzki promieniowania wprowadzonego do komory pomiarowe;j

Kat rozbieznosci | Podstawa 180 | 180 | d80 | 195 | d90 | 195 | d90 | 195 | d99
wiazki Sfera 180 | d80 | d80 | d80 | d90 | d90 | d99 | d99 | d99
Zysk [%] 164 | 115 | 115 | 173 | 280 | 349 | 749 | 1328 | 3288

16° Zysk abs [%] | 375 | 286 | 286 | 432 | 622 | 775 | 1513 | 2685 | 6642
fi [%] 126,6 | 70,4 | 68,9 | 56,2 | 39,9 | 35,2 | 20,0 | 15,4 | 12,0

Zysk [%] 111 | 96 96 | 149 | 262 | 327 | 744 | 1321|3271

60° Zysk abs [%] | 281 | 252 | 252 | 385 | 588 | 733 | 1504 | 2670 | 6608
£y [%] 38,6 | 24,9 1249 120,7 | 151 ] 14,5 |10,8 | 9,7 | 10,1

Zysk [%] 101 | 90 90 | 141 | 256 | 320 | 743 | 1319 | 3264

90° Zysk abs [%] | 261 | 242 | 241 | 371 | 577 | 719 | 1502 | 2666 | 6595
£y [%] 272 (174 1179 | 154 [ 119 12,1 | 91 | 93 ]10,2

Zysk [%] 79 78 78 | 126 | 245 | 307 | 740 | 1314|3253

130° Zysk abs [%] | 222 | 220 | 220 | 341 | 555 | 693 | 1496 | 2657 | 6573
£y [%] 294 12,9 1133 1122 ]110,0] 9,5 | 87 | 9,1 |10,2

Wykorzystanie $wiattowodu detekcyjnego zamontowanego na komorze
1 sprzezonego z nim scalonego spektrometru umozliwia bezposredni pomiar widma
promieniowania zaabsorbowanego przez probke poprzez analize réznic widm:
promieniowania odbitego w pustej komorze pomiarowej oraz promieniowania
odbitego w komorze z probka biologiczng. Pomiary mocy promieniowania
odbitego w komorze wykonane przy wykorzystaniu miernika mocy pozwalajg
natomiast okresli¢ ilo§¢ dawki energii dostarczonej komorkom. Do tej pory takie
dziatania nie zostaty podjete przez naukowcow zajmujgcych si¢ badaniami LLLT.

5. PODSUMOWANIE

Komora pomiarowa w postaci poétsfery ze Scianami pokrytymi warstwami
wysokorefleksyjnymi, przy odpowiednim doborze wspotczynnikow odbicia
powierzchni potsfery i podstawy oraz kata rozbieznosci wigzki promieniowania
wprowadzonego do komory zapewnia réwnomierny rozklad powierzchniowej
gestosci mocy na podstawie, co potwierdzono przeprowadzonymi symulacjami.
Uktad taki moze by¢ wykorzystany do rownomiernego napromieniowania komorek
hodowanych w laboratoryjnych szalkach — dostarczona gesto§¢ mocy/energii
dla komoérek w poszczegdlnych dotkach szalki jest taka sama. Badania
przy wykorzystaniu omoéwionego rozwigzania moga by¢ przeprowadzane
w warunkach umozliwiajacych weryfikacje wynikéw eksponowania probek
oraz standaryzacj¢ procedur naswietlania w przeciwienstwie do dotychczas
stosowanych procedur naswietlania.
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ANALYSIS OF POWER DENSITY DISTRIBUTION IN THE MEASURING
CHAMBER TO OBJECTIFY LASER BIOSTIMULATION TREATMENT

This article presents analysis capabilities to obtain uniform radiation exposure of
biological samples placed in laboratory multiwall Petri dishes. Living monolayer cell lines
are subjected to biostimulation procedures by radiation from range of tissue optical window
600 = 1000 nm. Maintaining equal power/energy density in each well during irradiation
allows for an objective comparison of the biological response of irradiated cells.



