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Sithrn

Difazna reflexna spektrofotometria I.
Spektrofotometer a technické prevedenie

Diftizna reflexna spektrofotometria (DRS) patri medzi neinvazivne vySetrovacie metédy, ktoré sa
v poslednych rokoch ¢oraz CastejSie dostavaju do centra zaujmu. Nielen rychly technicky rozvoj a nutnost
objektivizacie realizovanych vySetreni, ale aj zvysené naroky pacientov kladené na zachovanie celistvosti
Tudského tela prispeli k uprednostiiovaniu pristrojovych neinvazivnych vySetrovacich metéd
v diagnostickom procese. Diftizna reflexna spektrofotometria je metéda zaloZena na interakcii optického
Ziarenia s koZou. Pomocou spektrofotometra sa registruje a analyzuje odrazené (priame aj diftizne) svetlo
z jednotlivych casti koze. Tento prispevok je zamerany na technické prevedenie spektrofotometra, zariade-
nia vyuzivaného pri spektrofotometrii na meranie intenzity svetla v zavislosti od vinovej dizky. Podrobne
sa analyzovali dostupné konstruk¢né typy a jednotlivé sicasti zariadenia. Nami zostrojeny spektrofotome-
ter bol skonstruovany s ohladom na jednoduchost konstrukcie a jednoduché nastavenie optickych prvkov.
Osobitna pozornost sa venovala zdroju Ziarenia, ktory bol vybraty tak, aby pokryté spektrum bolo ¢o naj-
Sirsie a vysielany signil ¢o najrovnomernejsi a zakaznickemu softvéru na zber dat vyvinutému Specialne
pre tiato aplikaciu. MozZnosti klinického vyuzitia metédy sa vSestranné. Prakticky najvyznamnejsie je jej
pouzitie pri hodnoteni erytémov a pigmentacii.

Kliicové slovd: diftzna reflexna spektrofotometria — difrakéna mriezka — spektrofotometer

Summary

Diffuse Reflectance Spectrophotometry I.
Spectrophotometer and Its Engineering Solution

Diffuse reflectance spectrophotometry (DRS) is a non-invasive method recently gaining ground. The
rapid technical development and need for objectification of realized examination and preservation of skin
surface integrity favours non-invasive methods in the diagnostic process. Diffuse reflectance spectrophoto-
metry is based on the interaction of optic radiation with the skin. Spectrophotemeter registers and analy-
ses the reflected (direct and diffuse) light from the particular skin structures. This report is focused on engi-
neering solution of spectrophotometer, device used in spectrophotometry to measure light intensity in
correlation with the wave-length. The available types and components of spectrophotometers were analy-
sed. Our experimental spectrophotometer was developed with regard to construction’s simplicity and easy
setup of its technical components. Special attention was paid to selection of light-source and customers’ soft-
ware for data collection specially designated for this application. This method has a wide clinical use in der-
matology especially in evaluation of erythematous skin diseases and pigmentation disorders.

Key words: diffuse reflectance spectrophotometry — difraction grating — spectrophotometer
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UvOoD

Nové sposoby neinvazivnych merani sa v dermatolégii
vyvijaju uz od zaciatku 20. storoCia. Za zakladatela spekt-
rofotometrie sa povazuje nemecky optik Joseph von
Fraunhofer, ktory v roku 1914—15 opisal tmavé spektral-
ne linie v slne¢nom spektre. Napriek tomu sa diftizna
reflexnd spektrofotometria (DRS) pouzivala len zriedka
a za spolahlivi a presni metédu je povaZovana len posled-
nych 20 rokov. Posunutie DRS dopredu umozZnil najmi
rozvoj vlaknovej optiky a optoelektroniky a samozrejme
zdokonalenie vypoctovej techniky (18, 23). V sicasnosti
sa DRS zaraduje medzi neinvazivne vySetrovacie metody
zaloZené na optickych vlastnostiach koZze (6, 21). Regist-
raciou odrazeného svetla z jednotlivych Casti kozZe sa kva-
litativne aj kvantitativne urcuje pocet chromoférov (mole-
kul schopnych absorbovat optické Ziarenie) v jednotlivych
jej vrstvach. Princip tejto metddy je zaloZeny na interakcii
optického Ziarenia s koZou (2, 3, 12, 15).

PRINCIP METODY

Spektrofotometre pracuji v UV (ultra violet), viditeInej
(VIS) a NIR (near infrared) oblasti optického spektra. Pri
mnohych klinickych meraniach sa vyuZiva spektrofotome-
ter pracujuci vo viditelnej Casti optického spektra, pri vino-
vych dizkach od 400 do 700 nm. V rozmedzi tychto vino-
vych diZzok svetelné Ziarenie absorbuje hlavne
oxyhemoglobin a redukovany hemoglobin (uloZeny
v cievnom systéme dermis) (17). Svetelné Ziarenie vysie-
lané zdrojom sa po vstupe do koZnych Struktdr a rozptyleni
absorbuje v epidermis alebo dermis v zavislosti od vlnove;j
dizky a pritomnosti chromoférov. Po absorpcii Ziarenia
chromoférmi (melanin absorbuje UV Ziarenie v epidermis,
hemoglobin viditeIné svetlo v dermis) a prenose koZznymi
Struktirami sa Cast svetelného Ziarenia spétne odrazi a toto
ziarenie sa zachytdva detektorom spektrofotometra
a nasledne sa ¢iselne vyhodnocuje. Svetelné Ziarenie je
aplikované na vySetrovant oblast pod uhlom 90° alebo
45°. Odrazené Zziarenie sa zachytdva v rozmedzi uhlov
90°-45° (15, 25). Meranie sa mdZe robit kontaktnym ale-
bo bezkontaktnym spdsobom.

Pred kazdym meranim je potrebné pristroj kalibrovat
na tzv. absoldtnu bielu, ktord rovnomerne odraza svetlo pri
vietkych sledovanych vlnovych dizkach. V nasej praci
sme na tato kalibraciu zvolili prdSkovy bérium sulfat
(BaSOy), ktory spiia podmienky absoliitne;j bielej. Nasle-
dovné merania tkaniva, v naSom pripade povrchu koZze,
boli normalizované podla tohto Standardného merania.
Proces Standardizacie odstratiuje odchylky intenzity zdro-
ja optického Ziarenia v zévislosti od vInovej dizky (L)
a odchylky citlivosti detektora (A).

Cely proces Standardizécie presne zachytivaji nasledo-
vné matematické rovnice.
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Transport optického Ziarenia cez tkanivd koZe sa
v schéme oznacuje symbolom 7 a predstavuje reflektan-
ciu (odraz) koze. Odrazené optické Ziarenie z barium sul-
fatu je oznacené ako T(reference) a jeho hodnota je 0,90.
Faktor f (reference) popisuje efektivnost zberu optického
Ziarenia odrazeného od barium sulfat substratu a faktor f
(sample) popisuje efektivnost zberu optického Ziarenia
odrazeného z koZe pomocou optickych vldkien sustrede-
nych vo vySetrovacej sonde. Faktor ff, pomer efektivnosti
zberu optického Ziarenia z koZe a zo Standardu v zavislosti
od vlnovej dizky je relativne konstantny.

Reflektancia (vyZarovanie) ludskej koZe je ovplyviio-
vané mnohymi vonkajs$imi faktormi, individudlnymi roz-
dielmi, topografiou koZe, tlakom, premastovanim
a odmastovanim koze.

Pre eliminovanie neZiaducich vplyvov vonkajSieho
prostredia su pre kaZzdé meranie zabezpecené konStantné
podmienky meracieho prostredia, teplota vo vySetrovacej
miestnosti sa pohybuje medzi 22 — 23 °C, vlhkost prostre-
dia a osvetlenie je Standardizované. Vyhodné je bezdotyko-
vé meranie, pri ktorom sa ale musi minimalizovat tlak son-
dy na vySetrovand oblast koZe. Sucasne sa eliminuje
primérny odraz, ktory tvori asi 4% celkového odrazu. Pre
presnost merania je dolezité redukovat vSetky tieto vply-
vy vonkajSieho prostredia (22, 15).

DIFUZNY REFLEXNY
SPEKTROFOTOMETER

Spektrofotometer je zariadenie vyuZivané pri spektrofoto-
metrii, ktoré meria intenzitu svetla v zavislosti od vlnovej
dizky (4). Pozndme viacero typov spektrofotometrov. Med-
zi jednotlivé typy sa spektrofotometre klasifikuji podla vino-
vej dizky s ktorou pracuju, podIa techniky merania, spdsobu
ziskavania spektra, zdroja svetla alebo vyuZitia v praxi (18).
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Obr. 1. Optickd schéma experimentdlneho digitdlneho spektro-
metra UM-ES600.

Technické pristupy su viaceré. Kazdy mé svoje pred-
nosti aj negativa, vratane ekonomiky a moznosti. Spekt-
rofotometre je moZné zhotovit na principe filtrov, pomaly
oto¢ného hranolu alebo mriezky, klinovych filtrov spoje-
nych s diédami a rychlo oto¢nej holografickej mriezky.
Technologickymi komponentami dnes byvaju predovset-
kym tzv. monolytické jadra vyuZivajtce difrakéné linear-
ne mriezky a detektory typu CCD fotovodivych poli. Tym
sa docieluje prakticky spojité spektrum.

Daliimi dolezitymi komponentami spektrofotometrov
su zdroj Ziarenia, charakteristika, resp. priechodnost pou-
zitych optickych vlakien a vlastna snimacia hlava. TA moze
byt pri¢inou zna¢nych chyb. Spravne by sa mala pouZivat
tzv. Ulbrichtova gula, ktora eliminuje neZiaduce zdroje Zia-
renia. Nesmierne zdleZi na vySke snimania a tlaku sondy,
¢o je vSeobecne stale nedorieSeny (technicky) problém.

V préci bol pouZity experimentdlny digitdlny spektro-
meter UM-ES600 vyvinuty v Ustave merania SAV.

Zékladom spektrometra je reflexnd difrakénd mriezka
s pilovym profilom (blazed diffraction gratting) so 600 ¢ia-
rami/mm, optimalizovand pre vlnovi dizku 500 nm
a pouzitelnd pre spektralny rozsah 300 — 1000 nm. Kolimé-
tor a zobrazovaci ¢len si jedno-
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Snimaci CCD prvok je riadeny mikroprocesorom
ADuC841 s vlastnym firmware, ktory generuje riadiace
signdly pre snimac, digitalizuje merany opticky signil AD
prevodnikom s rozliSenim 12 bitov a komunikuje obo-
jsmerne cez USB rozhranie s uZivatelskym PC.

Prevodny vztah pixel — vlnové dizka sa kalibruje,
pomocou Cd spektrdlnej vybojky, ktord ma 4 zakladné
spektralne Ciary v rozsahu 467,8 — 643,8 nm (obr. 2).

Osobitni pozornost sme venovali vyberu zdroja Ziare-
a vysielany signdl ¢o najrovnomernejsi. Ako zdroj Ziarenia
sa vyuZiva polychromatické (biele) svetlo. Zdroj Ziarenia sa
voli citlivo podla toho, v ktorej Casti optického spektra
a v akom spektralnom rozsahu chceme realizovat naSe
merania. Do tvahy prichddzala aj halogénova lampa, ktora
ma poZadovany Siroky spektrdlny rozsah. Hlavnou nevyho-
dou halogénového zdroja Ziarenia je nadmerna produkcia
tepla a nutnost kontinudlneho chladenia. InStal4cia chladia-
ceho systému by nielen zvySila vyrobnua cenu pristroja, ale
Z tychto dovodov sme sa snaZzili skonStruovat zdroj Ziarenia
postaveny na LED technolégii. Skusali sme aj kombinacie
jednotlivych LED didéd. Nasledujtci graf porovnava spekt-
rlne rozsahy u jednotlivych zdrojov Ziarenia (obr. 3). Kriv-
ka UV-LED di6dy vyZaruje uzke spektrum a dosahuje svo-
je maximum v UV oblasti optického spektra, biela LED
diéda ma vysoky signdl v modrej Casti spektra napriek tomu,
spektrum, siahajice od UV oblasti aZ po IR (infracerventi)
oblast optického spektra zahfiaji halogénové a krypténové
zdroje Ziarenia, ktoré poskytuji rovnomerny signdl
a pokryvaju Siroku Cast optického spektra.

Pre rozsah naSich merani sme si zvolili Ziarovku Ener-
gizer Xenon TX15-2 s filtrom BG 32 napdjant konstant-
nym prudom ¢o zabezpecuje, aby vysielany signal bol ¢o
najrovnomernejsi a nie je nutnd inStaldcia chladiaceho
systému (obr. 4).

Opticky Standard bol vybraty tak, aby odrazil pribliZne

duché objektivy (obr. 1). Vstup-
né Strbina spektrometra je volny
koniec snimacieho optického
vldkna. Boli pouZité vlakna
s priemerom 50 mm a 500 mm.
Vyslednd disperzia spektromet-
raje 0,22 nm/pixel a meraci roz-
sah 350-750 nm. Vysledné
spektrum je v ohniskovej rovine
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Obr. 2. Kalibracné spektrum Cd vybojky pre vidkna s priemerom 50 um a 500 nm.
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Obr. 3. Porovnanie spektrdlnych rozsahov u jednotlivych zdrojov Ziarenia.
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Obr. 4. Spektrum pouZitého zdroja Ziarenia — xenonovd lampa Energizer Xenon TX15-2 + BG 32 filter.

90% svetelného Ziarenia v oblasti optického spektra od
viditeIného az po blizke infracervené svetlo. Kalibraciu na
absolttnu bielu sme robili priloZenim vySetrovacej sondy
do vzdialenosti cca. 0.5 mm od povrchu praSkového bari-
um sulfitu (BaSO,) v nadobke s vyskou stipca 10 mm
a priemerom o nie¢o vi¢sim ako bol priemer koncovky
vySetrovacej sondy vyrobenej z plexiskla (30 mm). Pomer-
ne velky priemer koncovky vySetrovacej sondy zabezpe-
Cuje dokonaly kontakt s vySetrovanou koZou a sicasne aj

minimélny tlak na vySetrované miesto koZe. Je to doleZi-
té hlavne pri vySetrovani erytému (minimalizacia fenomé-
nu vitropresie).

Polychromatické svetelné Ziarenie zo zdroja sa vedie
cez viaceré optické vladkna usporiadané do kruhu
a prostrednictvom vysetrovacej sondy prechadza do koZe.
Po prechode jednotlivymi vrstvami, rozptyle v koZi
a absorpcii rozli¢nymi molekulami sa vracia spit, vstupu-
je do spektrofotometra cez centrdlne stredové vldkno.
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Obr. 5. Vidknovy osvetlovaci a snimaci opticky systém, prierez
vySetrovacou sondou.

Nasledujici obrazok stru¢ne opisuje usporiadanie optic-
kych vlakien vo vySetrovacej sonde, zobrazuje vldknovy
osvetlovaci a snimaci opticky systém a prierez vySetrova-
cou sondou. Optické vldkna oznacené bielym kriazkom
vysielaju svetelné Ziarenie zo zdroja do koZe a optické
vlakno oznacené Ciernym kriZzkom snima svetelné Ziarenie
odrazené z koZe a vedie ho do spektrometra (obr. 5).
Zachyteny signdl z koZe sa spracoviva zdkaznickym
softvérom na zber dat, ktory sa vytvoril Specidlne pre tiito
aplikdciu.  Softvér preSiel celym radom uprav
a prispdsobeni, aby umoziioval uZivatelovi ¢o najjednodu-
ch8iu pricu pri pouZivani spektrometra (obr. 6). Operacny
softvér po pripojeni spektrofotometra k pocitacu v prvom
rade zabezpeci synchroniziciu zariadenia. Poskytuje moz-
nost pracovat s optickym vldknom priemeru 50 mm
a 500 mm. Nasledne sa celé zariadenie kalibruje oproti
absolitnemu (barium sulfit) a relativnemu (okolitd zdrava
koZa) $tandardu. Dalgia moZnost je bud automatické odpo-
Citavanie elektrickej tmy alebo pracovat bez tejto mozZnos-

Connect

Obr. 6. Zdhlavie operacného softvéru (vyrez).
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ti ako aj moznost mat zvolenu kalibraciu aktivovant ale-
bo nie. MoZné je menit aj integracnt dobu na CCD snima-
¢i v rozsahu 20 ms az 320 ms. Opakovacia frekvencia
meranych spektier je 3 Hz az 10 Hz, v zavislosti od nasta-
venej integracnej doby. Sucasne je v ovlddani softvéru aj
moZznost vyhladzovania zobrazovanej krivky aktiviciou
tzv. BoxCar filtra. Intenzitu snimaného signdlu je moZné
sledovat na obrazovke bud v zobrazeni na Skale pixlov ale-
bo priamo vo vInovej dizke. Kazdé meranie z jedného
miesta opakujeme 5x a pre dalSiu analyzu sa pouZiva arit-
meticky priemer jednotlivych signalov, ktoré sa ukladaja
na pevny disk pocitaca. Zapis kazdého merania sa sklada
z niekolkych stborov, ktoré sa rozliSuji nazvom siboru.
Hlavny subor mé4 zaznamenané vSetky namerané hodnoty
vratane surovych dat a takto poskytuje moZnost dodatoc-
nych prepoctov jednotlivych merani. Okrem hlavného
suboru (oznacenie nesie datum a ¢as merania) sa zapisuju
aj sibory uZ s automatickym prepoctom reflektancie,
absorbancie, intenzity absolitnej a relativnej kalibrécie.
Reflektanciu R(A) vyjadrenu v percentich ziskame pome-
rom spektralneho signdlu S(A) odrazeného svetla vzorky
pri kazdej vlnovej dizke A a referencného spektra na bielu
S,ef( A), ktoré je c!efinované ako 100% odrazivost pri vSet-
kych vlnovych dlZkach s nislednou korekciou oboch sig-
nélov na signal pri uplnej tme D.

S(\)-D
R(A) =
SN~ D ©6)
AN =—log R (W) 7)

Ziskané subory sa nasledne zobrazuju softvérom Spek-
Win 32, ktory autor softvéru na nasSu Ziadost doplnil aj
o naSe Specidlne poZiadavky vypoctov a zobrazeni reflek-
tancie a absorbancie. Softvér mi okrem moZnosti matema-
tickych operacii s jednotlivymi signalmi aj moZnost expor-
tovania jednotlivych nameranych kriviek ako $tandardné
obrazky (formét bmp, tif, png).

Relative  CalibrateMow
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MOZNOSTI KLINICKEHO
VYUZITIA METODY

Klinické vyuZitie DRS je vSestranné. Prakticky najvy-
znamnejSie je jej pouZitie pri hodnoteni erytémov
a pigmentacii. Tito metéda umoZziiuje objektivne hodno-
tit erytém rozneho povodu: UV svetlom navodeny erytém
(11), presne stanovuje MED (minimdalnu erytémovua dav-
ku) (1, 14), hodnoti erytém pri epikutannych koznych tes-
toch a fototestoch (24), zapalovych procesoch (erysipelas,
erythema chronicum migrans), pri tuberkulinovych testoch
(Mantoux I, IT) (7) a sldZi aj ako kontrola pri lieCbe vasku-
larnych 1ézii (naevus flammeus, teleangiektdzie, heman-
giomy). Hodnoti pigmentové koZné l1ézie, benigne
a maligne pigmentové névy (26), lentigd a seboroické
keratozy (8, 9, 10, 19), stanovuje koncentricie bilirubinu
pri iktere, meria farbu koze (5, 13, 14, 19, 20), vyhodno-
cuje kozné fototypy (14). Z mnohych dalSich mozZnosti
pouZitia tejto metddy moZeme spomentt sledovanie pene-
tracie liekov (lokalne aplikovanych kortikosteroidov), Sta-
dium systémovo podanych liekov na koZu, vySetrovanie
ciev, objektivne hodnotenie hojenia chronickych rén,
objektiviziciu zmien mnohych dermatitid a dermatoz, pri-
ebezné sledovanie rozli¢nych koznych eflorescencii (napr.
psoridzy, atopie), sledovanie koZznych zmien hemodialy-
zovanych osob, kontrolu fotodynamickej lie¢by (20, 23)
a vyhodnocovanie u¢innosti ochrannych krémov s UV filt-
rom (kontrola ich SPF) (16). DRS ma §iroké uplatnenie aj
v inych medicinskych odboroch, ako napriklad
v stomatologii pri $tadiu zubov, zubnych materidlov (20),
v oftalmolégii pri sledovani fotopigmentov sietnice (20)
a v blizkom infra¢ervenom pasme optického spektra pri
testovani svalov (srdcovy sval, mozog pri acidobazickej
nerovnovahe).

Dolezitym faktorom pre zaradenie tohto pristroja do
beZnej dermatologickej praxe je v dneSnej dobe nielen jeho
funk¢nost, Tahkd manipuldcia, vzhlad, ale predovSetkym
jeho velkost. Nami zostrojeny DRS a jeho sonda vsetky
tieto poziadavky spiiiaji (obr. 7) .

ZAVER

O problematiku metddy difuznej reflexnej spektrofoto-
metrie a najmd o jej zaClenenie do klinickej praxe je
v sticasnosti velky zaujem. Vo v§eobecnosti je snaha mini-
malizovat pouZitie invazivnych metdd len na nevyhnutné
pripady a vSade kde je to mozné uprednostnit neinvazivny
pristup. Prinosy pre dermatolégiu, ktoré poskytuju nein-
vazivne vySetrovacie metddy nielen vedeckym pracovni-
kom, ale aj klinickym dermatolégom st skuto¢ne pocetné
a nie je mozné spomenut ich vSetky, preto sme vybrali pre
tato publikdciu tie najvyznamnejSie s ohladom na klinicka
prax. Vytvorenim hodnotiacej Skaly na zdklade merani
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Obr. 7. Difiizny reflexny spektrofotometer nasej konstrukcie
s vySetrovacou sondou.

realizovanych na pacientoch podstupujucich epikutidnne
kozné testy by sa objektivizovali a zjednotili hodnotiace
nazory varirujice medzi jednotlivymi vySetrujicimi. Spo-
lahlivo by bolo mozné odli$it minimdlnu pozitivnu reakciu
od negativnej a tak by sa odstranili neistoty pri interpreta-
cii spornych vysledkov koZnych testov. TaktieZ urcenie
spravneho koZného fototypu je mimoriadne doleZité najmi
pri vybere ochrannych krémov s UV filtrom. Tym sa
zabrani nadmernej expozicii koZe slnku, posobi sa preven-
tivne pred vznikom koZnych fotodermatéz, pred tvorbou
neZelanych hyperpigmentécii a v neposlednom rade sa pri-
merane chrani koZa pred moZnym vznikom malignych
1ézii. Kontrola lie¢by erytémovych koZnych ochoreni
a sledovanie ucinnosti lokalne aplikovanych lie¢iv ma nie-
len kontrolny vyznam pre dermatoldga, ale predovsetkym
pre pacienta, ktory v boji so zdihavym chronickym derma-
tologickym ochorenim mé dokaz, Ze realizovand terapia
funguje a stav ochorenia sa zlepSuje. Tento objektivny
dokaz tcinnosti aplikovanej lieCby ma najmé psychologic-
ky efekt.
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