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WYKAZ UZYWANYCH SKROTOW

5-ALA — kwas 5-aminolewulinowy

ALA — kwas aminolewulinowy
ATP — adenozyno-5’-trifosforan

BCC — (basal cell carcinoma) — rak podstawnokomoérkowy

CW — (ang. continue wave) — tryb pracy ciagtej

Er:YAG — laser YAG domieszkowany erbem

IMP — (ang. impulse mode) — tryb pracy impulsowej

LED — (ang. light-emitting diode) — dioda elektroluminescencyjna, dioda emitujaca swiatto
LLLT — (ang. low level laser therapy) — niskoenergetyczna terapia laserowa
Nd:YAG — laser YAG domieszkowany neodymem

NRS — (ang. numerical rating scale) — numeryczna skala bolu

PBM - (ang. photobiomodulation) - fotobiomodulacja

PDD — (ang. photodynamic diagnosis) — terapia fotodynamiczna

PDT - (ang. photodynamic therapy) — diagnostyka fotodynamiczna

ROI — (ang. region of interest) — obszar zainteresowania



I. STRESZCZENIE

W zwigzku z cigglym rozwojem matoinwazyjnych metod leczniczych, coraz czgsciej
sigga si¢ po urzadzenia emitujagce promieniowanie elektromagnetyczne na bazie
poOlprzewodnikow, do ktérych nalezg m.in. lasery poiprzewodnikowe. Ich szerokie spektrum
emisyjne, zawierajace si¢ od ultrafioletu do bliskiej podczerwieni, proponuje szeroki wachlarz
zastosowan klinicznych, poczawszy od diagnostyki (PDD — photodynamic diagnosis) oraz
terapii fotodynamicznej (PDT — photodynamic therapy), poprzez biostymulacj¢ tkanek do
procedur wykorzystywanych w chirurgii tkanek migkkich.

Podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej stanowi spdjny tematycznie cykl trzech
publikacji w recenzowanych czasopismach naukowych.

W  pierwszej publikacji  przedstawiono opis  przypadku leczenia  raka
podstawnokomorkowego za pomoca terapii fotodynamicznej, z wykorzystaniem lasera
potprzewodnikowego 630 nm. Po roku od zakonczenia terapii stwierdzono calkowite
wycofanie si¢ nowotworu z bardzo dobrym efektem kosmetycznym. Potwierdza to, iz terapia
fotodynamiczna moze stanowi¢ alternatywe dla innych opcji terapeutycznych raka

podstawnokomoérkowego.

Zatozeniem drugiej publikacji byta proba poszukiwania synergizmu (w aspekcie wzrostu
temperatury) w oddziatywaniu lasera potprzewodnikowego, emitujacego jednoczes$nie do
trzech dtugosci fali na tkanke, w badaniu ex vivo. Przeprowadzone badania wskazuja, iz
wigzka sktadajaca si¢ z dwoch fal (450 i 520 nm) wykazuje synergizm w stosunku do
przyrostu temperatury w funkcji czasu, jak i do maksymalnej temperatury tkanek poddanych
jej dziataniu. Dodatkowo zaobserwowano, ze wigzka 450, 520 i 630 nm wywotuje najglebsze
zmiany w tkankach. Powyzsze badania otwieraja nowe perspektywy w chirurgii tkanek

migkkich 1 zachecajg do dalszych badan klinicznych nad tego typu laserami.

Celem trzeciej publikacji byta ocena skutecznosci leczenia zmian typu venous lake na
btonie Sluzowej jamy ustnej, przy uzyciu lasera potprzewodnikowego 980 nm, w trybie
bezkontaktowym. Badaniem objeto grupe 23 pacjentow. Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze
wykorzystanie lasera potprzewodnikowego 980 nm w leczeniu tych zmian jest skuteczng
I bezpieczng metodg terapeutyczng, charakteryzujacag si¢ bardzo dobrymi wynikami

w kontekscie estetyki gojenia. Ponadto zastosowana analiza tekstur i analiza wymiaru



fraktalnego stanowig obiektywng metod¢ oceny gojenia zmian o typie venous lake na blonie

sluzowej jamy ustne;j.

Dzigki unikalnym cechom §wiatla laserowego oraz odpowiednim parametrom
naswietlania, mozna uzyska¢ pozytywne i wysoko estetyczne wyniki leczenia. W zwigzku
z tym, wykorzystanie laserow potprzewodnikowych coraz czgéciej stanowi alternatywe dla

klasycznych metod chirurgicznych, szczegdlnie w obszarach wrazliwych estetycznie.

ABSTRACT

Due to the continuous development of minimally invasive therapeutic methods, devices
emitting electromagnetic radiation based on semiconductors are more and more often used.
They include, among others, semiconductor lasers. Their wide emission spectrum, ranging
from ultraviolet to near infrared, ensures a wide scope of clinical applications, ranging from
photodynamic diagnosis (PDD) and photodynamic therapy (PDT), through biostimulation of
tissues to the procedures applied in soft tissue surgery.

The basis for this doctoral dissertation is a thematically coherent series of three

publications in peer-reviewed scientific journals.

The first publication presents a case report of the treatment of basal cell carcinoma with
the use of photodynamic therapy (630 nm semiconductor laser). One year after the completion
of the therapy, the tumor had completely withdrawn — with a very good cosmetic effect. This
confirms that the photodynamic therapy can be an alternative therapy to other therapeutic

options for basal cell carcinoma.

The assumption of the second publication was an attempt to search for synergism (in the
aspect of temperature increase) in the effect of a semiconductor laser emitting up to three
wavelengths (at the same time) on the tissue in an ex vivo study. The conducted studies show
that the beam consisting of two waves (450 and 520 nm) presents synergism in relation to the
temperature increase as a function of time and to the maximum temperature of exposed
tissues. Furthermore, it was observed that the 450, 520 and 630 nm beam causes the deepest
changes in tissues. The above-mentioned research reveals new perspectives in surgery of soft

tissues and encourages further clinical research concerning these types of lasers.



The aim of the third publication was to evaluate the effectiveness of the treatment of
venous lake lesions on the oral mucosa with the use of a 980 nm semiconductor laser (non-
contact mode). The study included a group of 23 patients. The obtained results confirm that
the use of the 980 nm semiconductor laser in the treatment of these lesions is an effective and
safe therapeutic method, characterized by very good results in the context of healing
aesthetics. Moreover, the applied analysis of textures and the fractal dimension analysis
constitute an objective method of evaluating the healing of venous lake lesions on the oral

mucosa.

Thanks to the unique features of laser light and appropriate radiation parameters, positive and
highly aesthetic treatment results can be obtained. Therefore, the use of semiconductor lasers
is more and more often an alternative to classical surgical methods, in particular in

aesthetically sensitive areas.



2. WYKAZ PUBLIKACJI STANOWIACYCH PODSTAWE ROZPRAWY
DOKTORSKIEJ

Podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej stanowi spdjny tematycznie cykl publikacji w

recenzowanych czasopismach naukowych o tacznym 1F=7,246, Pkt. MNiSW/KBN=350

1. Treatment of the facial basal cell carcinoma with the use of photodynamic therapy: a case
report. Mateusz Trafalski, Klaudia Kazubowska, Kamil Jurczyszyn. Dent Med Probl.
2019 Vol.56 no.1s.105-110. DOI: 10.17219/dmp/100507.
Pkt. MNiSW/KBN=70

2. Assessment of effects of laser light combining three wavelengths (450, 520 and 640 nm)
on temperature increase and depth of tissue lesions in an ex vivo study. Kamil Jurczyszyn,
Witold Trzeciakowski, Zdzistaw Wozniak, Piotr Zidtkowski, Matesz Trafalski. Materials
2020 Vol.13 no.23 art.5340. DOI: 10.3390/mal13235340,
IF=3,623, Pkt. MNiSW/KBN=140

3. Application of fractal dimension and texture analysis to evaluate the effectiveness of
treatment of a venous lake in the oral mucosa using a 980 nm diode laser — a preliminary
study. Mateusz Trafalski, Marcin Kozakiewicz, Kamil Jurczyszyn. Materials 2021 Vol.14
no.15 art.4140. DOI: 10.3390/ma14154140.
IF=3,623, Pkt. MNiSW/KBN=140



3. WSTEP

3.1 Potprzewodniki — podstawowe informacje

W ostatnich dziesiecioleciach intensywne prace nad pdétprzewodnikami zaowocowaty
rozwojem wielu urzadzen elektronicznych oraz optoelektronicznych, takich jak tranzystory,
uktady scalone, urzadzenia emitujgce i rejestrujgce promieniowanie elektromagnetyczne.
Najprostsza definicja mowi, ze poiprzewodniki sg to materiaty przewodzace prad elektryczny,
a ich przewodnictwo elektryczne zawiera si¢ pomigdzy metalami a izolatorami. Parametr
opisujacy przewodnictwo pradu danego materialu niezaleznie od jego ksztattu i rozmiaru
nazywa si¢ rezystywnoscia (opor elektryczny wiasciwy), jego symbol to rho (p), a jednostka
rezystywnos$ci w ukladzie SI jest ohmometr (QQ-m). Porownujac ze soba materiaty pod katem
przewodnictwa pradu, mozna je podzieli¢ na trzy grupy: przewodniki, potprzewodniki oraz
1zolatory. Wigkszo$¢ metali jest bardzo dobrymi przewodnikami, a ich rezystywno$¢ zawiera
sic w przedziale od 107 do 10® Q-m. Po drugiej stronie skali znajduja sie izolatory, takie jak
szkto, drewno, tworzywa sztuczne, guma z rezystywnoscia powyzej 10® Q'm. Natomiast
poOlprzewodniki plasuja si¢ w przedziale 10°- 108 Q'm, a typowymi przedstawicielami tej
grupy s3 m.in. krzem, arsenek galu, german. Dodatkowo ich rezystywno$¢ moze by¢ szeroko
modyfikowana w funkcji temperatury, poprzez zawarto$¢ zanieczyszczen (domieszkowanie)
lub wzbudzanie optyczne. Powyzsze czynniki moga wptywaé na przewodnictwo danego
polprzewodnika do tego stopnia, ze moze si¢ ono r6zni¢ wielkoscig kilku rzedoéw. Ze wzgledu
na to, ze rezystywno$¢ potprzewodnikow jest tak rozna, trudno jest uznaé ten parametr za
w pehi je definiujacy. Istote pdtprzewodnikéw bardziej precyzyjnie opisuje pasmowa teoria
przewodnictwa i energetyczny model pasmowy cial stalych [1]. Wedlug tego modelu
elektrony w atomie moga znajdowac si¢ tyko w $cisle okreslonym stanie energetycznym.
Dozwolone poziomy energetyczne odseparowanych od siebie atomow, na skutek
oddziatywania z innymi atomami w sieci krystalicznej, zostaja przesunigte tworzac tzw.
pasma dozwolone, okreslajace ilo$¢ energii, jaka moga przyjaé elektrony na poszczegodlnych
orbitalach. Natomiast poziomy lezace poza tymi pasmami s3 nazywane pasmami
zabronionymi. Energi¢ elektronow walencyjnych, znajdujacych si¢ na ostatniej powloce
elektronowej atomu, zwanej powlokg walencyjng, okresla si¢ dwoma pasmami dozwolonymi.
Pierwsze to pasmo podstawowe, zwane inaczej walencyjnym, ktére okresla energie elektronu

walencyjnego zwigzanego z jadrem atomowym. Drugie to pasmo przewodnictwa, okreslajace
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energi¢, jaka posiadaja elektrony walencyjne uwolnione z atomu. Przerwa energetyczna
miedzy pasmem walencyjnym a pasmem przewodnictwa, okreslana jest przerwg zabroniong
(ang. band gap) [2, 3]. Zeby uzyskaé przeptyw pradu elektrycznego w danym ciele, elektrony
walencyjne muszg znalezé si¢ w pasmie przewodnictwa. Dzieje si¢ to wtedy, kiedy
przytozona energia zewngtrzna jest rowna lub wicksza od energii pasma zabronionego.
W przewodnikach elektrycznych nie ma pasma zabronionego, dzigki temu moze wystepowac
swobodny przeptyw pradu. W izolatorach przerwa energetyczna jest bardzo duza, si¢gajaca
powyzej 3 eV (elektronowoltéw), a dostarczenie z zewnatrz tak wysokiej energii skutkuje
uszkodzeniem fizycznym izolatora. Poélprzewodniki natomiast posiadaja przerwe
energetyczng na poziome od 0 do 3 eV. Nalezy podkresli¢, ze jest to zakres przyblizony,
poniewaz diament posiadajacy przerwe energetyczng o wartosci 5,5 eV, roOwniez posiada
wlasciwosci  potprzewodnikowe, pod warunkiem odpowiedniego procesowania poprzez

domieszkowanie.

W aspekcie sktadu rozroznia si¢ potprzewodniki samoistne, zbudowane tylko z atomow
jednego pierwiastka chemicznego oraz niesamoistne (domieszkowane), posiadajace
dodatkowe atomy innego pierwiastka. Wsrod popularnych poétprzewodnikéw samoistnych,
szeroko stosowanych w elektronice i optoelektronice, znajduja si¢ przedstawiciele 14 grupy
uktadu okresowego pierwiastkow (krzem 1 german). Natomiast potprzewodniki
domieszkowane tworzone sg najczesciej przez domieszkowanie pierwiastkow grupy 13 1 15
(AlAs, GaAs, GaP, GaN, InP, InAs, InSb), grupy 12 i 16 (np. ZnS, ZnSe, ZnTe, CdS, CdSe,
CdTe) oraz grupy 14 i 16 (np. PbS, PbSe, PbTe). Dodatkowo wyr6znia si¢ rowniez
trojsktadnikowe potprzewodniki (AlxGay.xAs, GaAs; Py, Hg1-xCdyTe) oraz
czterosktadnikowe (Gaxlni.xAsyP..y) [4]. Najbardziej rozpowszechnionym poétprzewodnikiem
w elektronice oraz w optoelektronice jest krzem, poniewaz technologia jego produkcji jest
najbardziej rozwinicta, jest tatwo dostepny oraz wolny od wad. Innym powszechnie

stosowanym jest arsenek galu (GaAs), cechujacy si¢ bardzo dobrg mobilnoscia elektronow.
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3.2 Pélprzewodniki — podstawowe informacje na temat emisji promieniowania
elektromagnetycznego

Zastosowanie potprzewodnikéw w urzadzeniach emitujacych badz rejestrujacych swiatto
wynika z ich unikalnych cech. Nalezy podkresli¢, iz przerwa energetyczna tych materiatow
determinuje dilugo$¢ fali emitowanego badZz pochtanianego przez nie promieniowania
elektromagnetycznego w  zakresie od ultrafioletu do podczerwieni. Ponadto
w polprzewodnikach troj- 1 czterosktadnikowych przerwa energetyczna jest przestrajalna,
dzigki réznym proporcjom domieszkowania pierwiastkdbw, co wplywa na produkcje
materiatobw o pozadanych wlasciwosciach, poprzez zmiang sktadu (rézne wartosci
wspotczynnikow X i y we wzorach chemicznych). Rownanie, ktére najprosciej definiuje

proces emisji promieniowania, przedstawia si¢ nastgpujaco:
hv = AE

gdzie v to czestotliwo$¢ promieniowania, AE = E, - Ej, E; nizszy, E, wyzszy poziom

z dwoch standw energetycznych elektronu, h to stata Plancka 6,626070040(81)-10™* J-s.

W tym przypadku energia podawana jest w elektronowoltach (eV), gdzie 1 eV to energia jaka
uzyskuje badz traci elektron, ktory jest przyspieszany w proézni w polu elektrycznym, gdzie
réznica potencjatow wynosi 1wolt (1V). Warto$¢ elektronowolta moze by¢ rowniez wyrazana

w dzulach jako iloczyn 1 wolta i wartosci elementarnego tadunku -elektrycznego

e (e=1,602 176 634x10°° C).
1eV=1le -1V = 1,602176634 - 10™]

W przypadku energii rownej jednemu elektronowoltowi czestotliwos¢ promieniowania
wynosi okoto 2,418:10" Hz i znajduje sic w obszarze bliskiej podczerwieni widma.

W wyniku przeksztalcenia wzoru:

—hv=hE
AE—hv-hA,
A=h—

~ "AE

gdzie A oznacza dlugos¢ fali elektromagnetycznej, ¢ oznacz predkos¢ §wiatta w prozni, mozna
w tatwy sposob obliczy¢ doktadng ditugo$¢ fali elektromagnetycznej, emitowanej przez

poOlprzewodnik znajac jego przerwe energetyczng.
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Potprzewodniki samoistne cechujg si¢ stosunkowo duza rezystywnos$cig w poréwnaniu
do niesamoistnych, poniewaz zawierajag mato tadunkéw swobodnych - elektronow, czyli
czasteczek obdarzonych tadunkiem elektrycznym mogacym poruszaé si¢ w polu
elektrycznym. Dzigki domieszkowaniu stan ten ulega radykalnej zmianie, poniewaz
w wigzaniach kowalencyjnych obecnych w strukturze krystalicznej danego potprzewodnika
samoistnego istnieje ustalona liczba elektronow walencyjnych. Dodanie innego atomu
0 odmiennej liczbie elektronéw walencyjnych do tej struktury, skutkuje nadmiarem badz
niedoborem elektronéw. Poprzez dodanie atomu o wigkszej liczbie elektrondw walencyjnych
uzyskuje si¢ nadmiar wolnych elektronéw, co powoduje powstanie potprzewodnika typu n
(ang. negative), a taka domieszka nazywa si¢ domieszkg donorowa. W przypadku dodania
atomow o mniejszej ilosci elektronow walencyjnych powstajg tzw. dziury elektronowe, ktére
sg charakterystyczne dla potprzewodnikow typu p (ang. positive), a domieszke taka nazywa
si¢ akceptorowa. W wyniku potgczenia ze sobg potprzewodnika typu p i n powstaje ztacze
typu p — n. W takiej sytuacji nadmiar elektronow z obszaru n przemiesci si¢ do obszaru p,
a dziury elektronowe w przeciwnym kierunku, z obszaru p do obszaru n. Obydwa typy
no$nikow tadunku (elektrony jak i1 dziury elektronowe) poruszaja si¢ w kierunku styku
pOlprzewodnikow, gdzie tworzy si¢ tzw. warstwa zaporowa, ktora zapobiega dalszemu
przemieszczaniu si¢ fadunkéw. Prowadzi to do sytuacji, w ktorej potprzewodnik p zostanie
natadowany ujemnie, a poétprzewodnik n dodatnio. W przypadku przytozenia zewnetrznego
potencjatlu elektrycznego, przeptyw pradu bedzie zalezny od warto$ci napiecia, jak i jego
kierunku. Jezeli potencjal dodatni zostanie przytozony do obszaru p, a ujemny do n, to przez
taki uktad poptynie prad. Takie ustawienie ztacza p — n nazywa si¢ polaryzacja w kierunku
przewodzenia. W odwrotnej sytuacji warstwa zaporowa znacznie si¢ powigksza, przeptyw
pradu jest wstrzymany albo jest niewielki, a takie ustawienie zlagcza p — n nazywa si¢
polaryzacja w kierunku zaporowym. Dzi¢ki odpowiedniej polaryzacji i wartosci przylozonego
napigcia do zlagcza p — n mozna uzyska¢ wymuszong emisj¢ promieniowania
elektromagnetycznego [5]. Zastosowanie domieszkowania moze zmniejszy¢ warto$¢ progowa
gestosci pradu o rzad kilku wielkosci, co znacznie przyczynito si¢ do rozwoju urzadzen
emitujgcych promieniowanie elektromagnetyczne na bazie polprzewodnikoéw. Schemat
budowy podstawowego urzadzenia laserowego na bazie potprzewodnikoéw przedstawiono na

rycinie 1.
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Wyprowadzenie elektryczne

Warstwa catkowicie odbijajgca

Elektroda - anoda

Warstwa P

Zigcze

Warstwa N

Elektroda - katoda

‘Warstwa pdiprzepuszczalna

Wyprowadzenie elektryczne

Wigzka laserowa

Ryc. 1. Schemat dziatania lasera potprzewodnikowego (ze zbioréw wilasnych).

Dzigki powyzszym wlasciwosciom podlprzewodniki stanowig podstawe budowy urzadzen

optoelektronicznych, do ktérych zalicza si¢:

- diody elektroluminescencyjne, LED (ang. light — emitting diode) emitujgce niespojne
$wiatto od ultrafioletu do podczerwienti;

- fotodiody (fotodetektory);

- lasery potprzewodnikowe — diodowe (obszar czynny jest poiprzewodnikiem, pompowanym
przez przeptyw pradu elektrycznego).

Urzadzenia polprzewodnikowe emitujace Swiatlo takie jak lasery potprzewodnikowe,
oprécz wykorzystania w przemysle oraz elektronice coraz czgsciej maja zastosowanie w
medycynie. Niewielkie rozmiary, jakimi si¢ charakteryzuja, do$¢ wysokie moce,
zastosowanie gietkich swiattowodow poprawiajacych ergonomie pracy, generowanie krétkich
impulsow rzedu milisekund oraz szeroki zakres emitowanego promieniowania, stanowig o ich
atrakcyjnosci i czestym wykorzystaniu w medycynie [6, 7, 8]. Promieniowanie
elektromagnetyczne w obszarze ultrafioletu i $wiatta widzialnego jest najczesciej uzyskiwane
na bazie struktur poéiprzewodnikowych zbudowanych z azotku Galu (GaN), natomiast w
zakresie $wiatla widzialnego i podczerwieni z arsenku galu (GaAs) i fosforku indu (InP) [9,
10, 11].
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3.3 Laser — podstawy budowy i zasada dzialania

Nazwa LASER jest akronimem od ang. Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation, co oznacza wzmocnienie $wiatla przez wymuszona emisje promieniowania.
Pierwsze urzadzenie laserowe, na bazie krysztalu rubinowego, pompowanego lampa
btyskowa, zostalo zbudowane w 1960 roku przez T.H. Maimana [12]. Jednakze koncepcja
wymuszone] emisji $wiatta, na bazie ktérej opiera si¢ zasada dzialania lasera, zostata
opracowana na dlugo wczesniej przez Alberta Einsteina w 1917 roku [13]. Zjawisko to
zachodzi w o$rodku czynnym lasera, kiedy elektron bedacy w stanie wzbudzonym zderza si¢
z fotonem o odpowiedniej energii (réwnej energii wzbudzania atomu osrodka), w wyniku
czego dochodzi do emisji dwoch fotonow oraz powrotu elektronu ze stanu wzbudzonego
w stan spoczynkowy. Istotny jest fakt, iz wyemitowane dwa fotony majg takg sama energie,
czestotliwos$¢ oraz kierunek jak foton wywotujacy emisje, co jest podstawg unikalnych cech
$wiatla laserowego [14]. Ponadto te fotony moga zderza¢ si¢ z kolejnymi elektronami,
bedacymi w stanie wzbudzonym i stymulowaé¢ emisje kolejnych fotonow potegujac proces
wymuszonej emisji promieniowania. Aby wywola¢ to zjawisko niezbedne jest ciggle
dostarczanie energii do osrodka czynnego, za co odpowiedzialny jest uktad pompujacy lasera.
Jego zadaniem jest przeniesienie jak najwigkszej liczby elektrondw w osrodku czynnym do
stanu wzbudzonego. Uzyskuje si¢ to najczesciej w wyniku rozbtysku lampy btyskowej lub
emisji promieniowania innego lasera, przeptywu pradu (wyladowania) w gazie lub reakcji
chemicznej. Prowadzi to do sytuacji zwanej inwersjg obsadzen poziomow energetycznych,
w ktorej istnieje przewaga atoméw w stanie wzbudzonym w stosunku do atoméw w stanie
podstawowym [15]. Inwersja obsadzen poziomoéw energetycznych, umozliwia w dalszym
etapie kaskadowy wzrost emisji monochromatycznego i koherentnego promieniowania
elektromagnetycznego, ktore jest podstawa unikalnych cech §wiatta laserowego. Jednakze do
uporzadkowanej akcji laserowej niezbedny jest jeszcze odpowiedni uktad optyczny zwany
rezonatorem. Jest on zbudowany z luster, otaczajacych osrodek czynny lasera, z ktorych jedno
jest lustrem potprzepuszczalnym [16]. Odbijaja one wielokrotnie $wiatto tylko wzdtuz osi
lasera, pot¢gujac wymuszong emisj¢ promieniowania w os$rodku czynnym. W wyniku
odpowiedniego ustawienia luster, uprzywilejowany jest wtasnie ten kierunek promieniowania,
a $wiatlo posiadajace kierunek wzdtuz osi lasera, majace taka sama czgstotliwos¢ oraz bedace
zgodne w fazie moze opusci¢ laser (ryc. 2). Dzigki powyzszym procesom, zachodzacym

w urzadzeniu laserowym, wyemitowane S$wiatlo posiada unikalne cechy takie jak:
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monochromatyczno$¢ (jednobarwnos¢), koherentno$¢ (spojnos¢ w fazie) oraz kolimacja

wigzki (rownoleglos¢ wigzki) [17, 18].

Uktad pompowania

Zwierciadfo w petni
odbijajace rezonatora
optycznego

Zwierciadto
potprzepuszczalne
rezonatora optycznego

Osrodek czynny

Wigzka laserowa

Ryc. 2. Schemat dziatania urzgdzenia laserowego (ze zbiorow wiasnych).

3.4 Podzial laserow i ich zastosowanie w medycynie

W klasyfikacji laserow uwzglednia si¢ kryteria podzialu w zaleznosci od o$rodka
czynnego, mocy urzadzenia oraz sposobu emisji promieniowania. Rodzaj lasera wywodzi si¢
od osrodka czynnego, zwanego tez medium laserowym, ktére definiuje dlugo$¢ emitowanej
fali charakterystycznej dla danego urzadzenia. W zalezno$ci od stanu osrodka czynnego
wyroznia si¢ lasery na ciele stalym, lasery na cieczy, lasery gazowe oraz lasery
poiprzewodnikowe. Informacje na temat nazw oraz dlugosci emitowanej fali powszechnie

uzywanych urzadzen laserowych, przedstawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Rodzaje najczgsciej uzywanych urzadzen laserowych wraz z dtugoscig emitowane;j
fali.

Lasery polprzewodnikowe

Osrodek czynny Dlugo$é emitowanej fali
Arsenek galu GaAs Bliska podczerwien
Fosforek indu InP Bliska podczerwien
Swiatlo widzialne, $wiatlo
Azotek galu GaN niebieskie | UV
Azotek indu galu InGaN Swiatto niebieski i zielone
Lasery na ciele stalym
Osrodek czynny Dhlugos¢ emitowanej fali
Laser rubinowy 694 nm
Laser neodymowy na YAG-u
(Nd:YAG) 1064 nm
Laser erbowy na YAG-u (Er:YAG) 2940 nm
Laser holmowy na YAG-u
(Ho:YAG) 2090 nm
KTP 532 nm

Lasery na cieczy
Osrodek czynny Dhlugos$¢ emitowanej fali

Lasery barwnikowe (osrodkiem
czynnym sg roztwory barwnikow np.
rodamina, fluoresceina, kumaryna)

Spektrum emisyjne
uzaleznione od barwnika

PDL (pulsed dye laser) 595 nm, 585 nm
Osrodek czynny Dlugo$é emitowanej fali
Helowo-neonowy (He-Ne) 543 nm lub 633nm
Argonowy (Ar) 458 nm, 488 nm, 514,5 nm
Azotowy 337,1 nm
Kryptonowy 647,1 nm,
Laser na dwutlenku wegla 10,6 pm

W zaleznos$ci od warto$ci mocy, wyrazonej w funkcji czasu, mozna wyr6zni¢ dwa tryby pracy

urzadzenia laserowego:
- tryb ciagly (CW, ang. continue wave);
- tryb impulsowy (IMP, ang. impulse mode).

Parametry pracy urzadzenia laserowego moga by¢ modyfikowane poprzez szerokos¢
i czestotliwos¢ impulsu. CW zapewnia staly poziom energii W jednostce czasu. Praca

impulsowa ze statg szerokos$cig impulsu dostarcza dawke energii, po ktorej nastgpuje przerwa
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bez emisji. Impulsy powtarzaja si¢ regularnie, a ich dlugo$¢ w czasie (szerokos$¢ impulsu) jest
mniejsza niz dlugos¢ okresu. W przypadku pracy CW, szeroko$¢ impulsu jest rowna dtugosci
okresu. Praca impulsowa jest opisana przez dwa parametry: czestotliwos¢ 1 wspotczynnik
wypelnienia, czyli stosunek szerokosci impulsu do okresu, wyrazony jako procent (100% dla
pracy ciagtej) [19]. Czestotliwos¢ natomiast okresla liczbe cykli (impulséw) wystepujacych w
jednostce czasu. W uktadzie SI jednostka czgstotliwosci jest Herc (Hz), ktory jest réwny
jednemu cyklowi na sekundg. Wigkszos$¢ systemow laserowych emituje impulsy o szerokosci
mi¢dzy 0,1 ms i 100 ms. Krotsze szerokosci impulséw, rzedu kilku nanosekund, sg
charakterystyczne dla trybu pracy zwanego Q-switch [10, 21]. Ten tryb jest uzywany glownie

przy usuwaniu zmian barwnikowych, w tym piegow, plam typu café au lait i tatuazy.

Kolejnym kryterium podzialu urzadzen laserowych jest moc emitowanego

promieniowania. Wyrdznia si¢ tutaj lasery:
- niskoenergetyczne o mocy do 500 mW zwane tez laserami migkkimi;
- wysokoenergetyczne o mocy powyzej 500 mW zwane tez laserami twardymi.

Lasery niskoenergetyczne wykorzystuje si¢ gltownie do biostymulacji tkanek
wspomagajac procesy regeneracyjne, redukujac bol, stan zapalny oraz przyspieszajac gojenie
ran [22, 23, 24, 25]. Niskoenergetyczna terapia laserowa (LLLT— ang. low level laser
therapy), zwana rowniez fotobiomodulacjg (PBM — ang. photobiomodulation), jest stymulacja
komorek wykorzystujaca promieniowanie laserowe o niskiej mocy — do 500 mW, w zakresie
Swiatla czerwonego lub bliskiej podczerwieni [26]. Wywoluje to szereg proceséw
fizjologicznych w  tkankach, zwigkszajac metabolizm komoérkowy 1  produkcje
wysokoenergetycznego adenozyno-5’-trifosforanu (ATP) [27]. Zwiekszona zostaje synteza
kolagenu i czynnikéw wzrostu, indukowana jest angiogeneza oraz dochodzi do szybszych

podzialow komoérkowych.

Lasery wysokoenergetyczne sa uzyteczne w procedurach chirurgicznych, poniewaz
dzigki ich zastosowaniu mozna jednocze$niec osiggnagé efekt cigcia, koagulacji oraz
hemostazy, co znacznie skraca czas zabiegu, poprawia wglad w pole operacyjne, czesto
wykluczajac konieczno$¢ zaktadania szwow [28, 29, 30]. Dobierajac dlugos¢ emitowanej fali
urzadzen laserowych nalezy kierowa¢ si¢ m.in. obecnoscig chromoforéw w tkankach oraz ich
predylekcja do absorpcji odpowiedniej diugosci fali. W zakresie $wiatta widzialnego

w przedziale 400 — 700 nm, absorpcja $wiatla w tkankach zdominowana jest gtownie przez
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hemoglobing (ze szczytem w niebieskim i1 zo6ttym pasmie widma: 410 — 600 nm) oraz
melaning (400 — 800 nm) zmniejszajac si¢ wraz ze wzrostem diugosci fali w tym zakresie
[31]. Ponadto hemoglobina posiada jeszcze drugi, ale stabszy, pik absorpcyjny wykraczajacy
poza spektrum $wiatlta widzialnego, w przedziale 800 — 1100 nm (ryc. 3). Pozostale
chromofory tkankowe to woda i hydroksyapatyt, z absorpcja w przedziale odpowiednio:
1400 — 10000 nm oraz 2800 nm. Zatem do leczenia zmian o wysokiej pigmentacji oraz zmian
naczyniowych najbardziej uzyteczne jest swiatto emitowane przez lasery potprzewodnikowe
(400 nm — 980 nm), impulsowy laser barwnikowy 580-595nm, laser YAG domieszkowany
neodymem (Nd:Y3Als04, — 1064nm) oraz laser KTP — 532nm [16]. Laser na bazie dwutlenku
wegla (CO, — 10600 nm), bardzo dobrze sprawdza si¢ w cigciu tkanek migkkich,
zawierajacych duzg ilos¢ wody. Natomiast dtugo$¢ fali 2940nm, charakterystyczna dla lasera
YAG domieszkowanego erbem (Er:YAG), jest silnie absorbowana w wodzie i
hydroksyapatycie. Dzigki temu laser Er:YAG uzywany jest do cigcia tkanek migkkich oraz

opracowywania kosci [32].

Nd: YAG (1,064)
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Ryc. 3 Spektra absorpcyjne trzech gtdéwnych chromoforow skory. [Inja Bogdan Allemann,
Joely Kaufman. Laser principles. Curr Probl Dermatol. 2011;42:7-23]

W zalezno$ci od mocy, trybu pracy czy dilugosci fali, lasery znajduja szerokie
zastosowanie w wielu dziedzinach medycyny. Znajac powyzsze cechy, budowe tkanek oraz
skutki oddzialywania promieniowania elektromagnetycznego, mozna dokona¢ wiasciwego

doboru urzadzenia laserowego dla konkretnych zastosowan medycznych.
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3.5 Laser — oddzialywanie na tkanki 7 uwzglednieniem optyki tkankowej

Istniejg cztery typy interakcji promieniowania laserowego z tkankg poddang jego
dziataniu: absorpcja, odbicie, rozproszenie 1 transmisja. Te zjawiska zachodza jednoczesnie

w tym samym czasie, lecz z r6znym stopniem nasilenia [33].
1. Pochtanianie

W kontekscie terapeutycznym glowne znaczenie ma zjawisko pochlaniania wigzki
laserowej, zgodnie z prawem Grotthusa-Drapera, ktore mowi, ze reakcja fotochemiczna moze
zachodzi¢ tylko wtedy, gdy przynajmniej czg$¢ emitowanego $§wiatlta ma dtugos¢ fali, ktora
jest pochtaniana przez podtoze [34]. Zatem aby uzyskaé biologiczny efekt, swiatlo musi
zosta¢ pochtonigte przez tkanke. Zjawisko absorpcji zachodzi wtedy, kiedy docelowa
struktura, jaka jest wlasciwy chromofor tkankowy, pochtania foton, ktory przekazuje jej cala
swojg energi¢ (ryc. 4A). Pozostale §wiatlo, ktore nie zostanie pochtonigte moze zostac odbite,

rozproszone, lecz nie skutkuje to istotnymi efektami biologicznymi [35].
2. Odbicie

Proces ten zachodzi na powierzchni tkanki poddanej dziataniu promieniowania (ryc.4B).
Odbicie $wiatla zalezy od kata padania i mozna je minimalizowa¢, aplikujac wiazke pod
katem prostym do opracowywanej powierzchni. Dodatkowo sucha powierzchnia tkanki
zwigksza stopien odbicia $wiatta co mozna zredukowaé, aplikujgc cienkie warstwy zelu na
suchg tkanke. W zwigzku z wystepowaniem zjawiska odbicia, podczas pracy urzadzeniem
laserowym nalezy przez caly czas uzywac¢ okularéw ochronnych. Odbicie wigzki znaczaco
zmniejsza absorpcj¢ promieniowania i tym samym obniza jej skuteczno$¢ terapeutyczna,
dlatego tak wazne jest, aby minimalizowa¢ odbicie wigzki podczas pracy urzadzeniem

laserowym.
3. Rozproszenie

Kiedy wiazka laserowa przejdzie przez powierzchni¢ tkanki moze rozproszy¢ si¢ w jej
wnetrzu  (ryc. 4C). Rozproszone s$wiatto ma inny kierunek niz pierwotne zrodio
promieniowania. Wielko$¢ rozpraszanej energii jest odwrotnie proporcjonalna do dtugosci
fali, dlatego w przypadku krotszych dtugosci fal dochodzi do wigkszego rozproszenia niz przy

falach o wickszej dtugosci.

20



4. Transmisja

Swiatto, ktore nie uleglo absorpcji, rozproszeniu ani odbiciu zostaje przepuszczone do
glebszych struktur tkankowych (ryc. 4D). Krétsze dlugosci fal penetruja tkanke plycej
1 ulegaja wiekszemu rozproszeniu w poréwnaniu do fal o wiekszej dtugosci. Dlatego podczas
doboru urzadzenia laserowego do okreslonych wskazan klinicznych, nie nalezy kierowac si¢
tylko spektrum absorpcyjnym danego chromoforu, ale nalezy takze bra¢ pod uwage

glebokos¢ penetracji danej fali, aby mogta ona dotrze¢ do struktur glebiej potozonych.

A. Pochtanianie B. Odbicie

C. Rozproszenie D. Transmisja

Ryc. 4. Rodzaje oddziatywania wigzki lasera z tkankg (ze zbioré6w wihasnych).

3.6 Terapia fotodynamiczna - podstawowe informacje

Terapia fotodynamiczna (PDT, ang. photodynamic therapy) jest zatwierdzong klinicznie
metoda terapeutyczng o selektywnej aktywnosci cytotoksycznej. W sktad PDT wchodzg trzy
podstawowe skladniki: fotouczulacz, Swiatto w zakresie §wiatla widzialnego lub ultrafioletu
oraz tlen [36]. Po wniknigciu do tkanki docelowej fotouczulacz pod wplywem absorpcji
energii, pochodzacej z padajacej fali $wietlnej o okreslonej dlugosci, przechodzi w stan
wzbudzony. Wzbudzenie fotouczulacza i1 przekazanie nadmiaru energii otaczajacym
strukturom  wewnatrzkomorkowym oraz tkankom prowadzi do szeregu reakcji
cytotoksycznych, w wyniku ktérych dochodzi do uszkodzenia naczyn, martwicy komorek
oraz indukcji apoptozy [37]. Nalezy podkresli¢ fakt, iz dawki fotouczulacza, jak i samego

$wiatta zastosowane z osobna, s3 niewystarczajace, aby wyzwoli¢ wyzej wymienione
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procesy. PDT jest zatwierdzong metoda leczenia takich schorzen dermatologicznych jak:
rogowacenie stoneczne, odstoneczne zapalenie warg, tradzik pospolity, choroba Bowena,
powierzchowne postacie raka podstawnokomoérkowego [38, 39, 40, 41]. Dzieki
wprowadzeniu nowoczesnych metod endoskopowych, PDT stosowana jest réwniez w
leczeniu nowotwordw zenskiego narzadu rodnego, pegcherza moczowego, przewodu

pokarmowego, ptuc oraz optucnej [42, 43, 44, 45].

3.7 Fototerapia fotodynamiczna — mechanizm dziatania

Wyréznia si¢ dwa podstawowe mechanizmy reakcji fotouczulacza z otaczajagcymi go
czasteczkami, okreslane jako reakcja fotochemiczna typu I oraz typu II [46]. Obie reakcje sa
uzaleznione od tlenu czasteczkowego obecnego w tkankach. W wyniku pochtoniecia $wiatta,
fotouczulacz przechodzi ze stanu podstawowego PS do ultrakrotkiego (nanosekundy)
wzbudzonego stanu singletowego 'PS, po czym traci energi¢ emitujac $wiatlo (fluorescencja)
lub oddajac energie w postaci ciepta. Stan wzbudzony fotouczulacza 'PS moze przejsé
réwniez we wzbudzony stan tripletowy 3PS, w wyniku procesu zwanego krzyzowaniem
miedzysystemowym, ktory jest bardziej stabilny i liczony w milisekundach [47]. Jest to stan
wyjsciowy dla dalszych reakcji, skutkujacych wiasciwg odpowiedzig tkanek poddanych
terapii fotodynamicznej.

W reakcji fotochemicznej typu I, zachodzacej w warunkach obnizonego st¢zenia tlenu,
°ps reaguje bezposrednio z wielonasyconymi kwasami tluszczowymi, zawartymi w blonie
komorkowej, oraz z innymi strukturami wewnatrzkomérkowymi, prowadzac do powstania
wolnych rodnikéw organicznych. Moga one reagowac z tlenem komoérkowym, tworzac
reaktywne formy tlenu (ROS — reaktive oxygen species) takie jak anion ponadtlenkowy (Oy),
rodnik wodoronadlenkowy (HOO), nadtlenki (H,O, ROOH) i rodnik hydroksylowy (HO),

inicjujace reakcje tancuchowe wolnych rodnikéw [48].

Fotoreakcja typu 1l polega na przenoszeniu energii wzbudzonego fotouczulacza °PS
bezposrednio do tlenu, w wyniku czego tworzy si¢ tlen singletowy, ktéry dalej utlenia rozne
substraty komorkowe i inicjuje procesy cytotoksyczne prowadzace do martwicy i apoptozy
komorek. W wyniku tej reakcji fotouczulacz przechodzi ze stanu tripletowego w stan
podstawowy, a jednym =z warunkow tej reakcji jest dostateczne stezenie tlenu

czasteczkowego.
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Reakcje fotchemiczne typu I i typu II mogg zachodzi¢ jednoczesnie, a proporcje mi¢dzy
nimi uzaleznione s3 od rodzaju fotouczoulacza, stezenia substratoéw oraz dostepnosci tlenu.
Skutki reakcji fotochemicznych dostrzegalne sg na poziomie pojedynczych atomow, struktur
komorkowych i szlakéw biochemicznych, tkanek oraz naczyn krwiono$nych. Przyjmuje sig,

ze W przewazajacej czesci odpowiedz biologiczng wywotuje reakcja typu I1 [49].

3.8 Fotouczulacze oraz rodta swiatla stosowane w PDT

Jednym z trzech sktadowych PDT, oprocz §wiatla oraz tlenu jest fotouczulacz. Jest to
substancja majaca zdolno$¢ pochlaniania $wiatta o odpowiedniej dlugosci, wywotujac
wlasciwe reakcje fotochemiczne i fotofizyczne w tkankach [44]. Idealny fotouczulacz

powinien charakteryzowacé si¢ nastgpujacymi cechami [44, 50]:
- wysokim stopniem czystosci chemicznej;
- stabilnoscig w temperaturze pokojowe;j;
- selektywnoscig akumulacji w patologicznych tkankach

-absorpcja w zakresie widma, w Ktorym tkanki charakteryzuja si¢ najwyzsza

przepuszczalnoscia dla swiatta;
- wysoka reaktywnoscig fotochemiczna;

- minimalng absorpcja w przedziale 400 — 600 nm (zapobiega to nadmiernej swiatloczutosci

tkanek na swiatto stoneczne);
- minimalng cytotoksycznoscig przy braku $§wiatla;

- wysoka wydajnoscig kwantowa tworzenia tlenu singletowego oraz innych reaktywnych

form tlenu.

Pierwszymi fotouczulaczami stosowanymi w PDT byty pochodne hematoporfiryny, ktére
naleza do pierwszej generacji fotouczulaczy. W zwiazku z licznymi wadami, m.in. dtugo
utrzymujgca si¢ fotowrazliwoscig skory oraz dlugim czasem niezbednym od podania
preparatu do wysycenia nim tkanek, poszukiwano innych zwigzkow wolnych od tych

ograniczen [51]. Obecnie najczesciej stosuje sie fotouczulacze drugiej generacji, do ktorych
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nalezg pochodne porotoporfiryny 1X, takie jak kwas 5-aminolewulinowy (ALA) i jego estry,
pochodne benzoporfiryny, pochodne tiopuryny, ftalocyjany, chloryny [52, 53, 54]. Trzecia
generacja fotouczulaczy obejmuje zwiazki powstale na drodze inzynierii genetycznej
i nanotechnologii, taczac fotouczulacze z przeciwcialami monoklonalnymi oraz

wykorzystujac liposomy bedace ich nosnikami [55, 56, 57]

Kwas d—aminolewulinowy jest prekursorem protoporfiryny IX, ktora jest wlasciwym
fotouczolaczem. Po wniknieciu do komorki przechodzi szereg reakcji biochemicznych,
zwigzanych z synteza hemu, co w koncowym efekcie skutkuje powstaniem czasteczki
protoporfiryny IX (pp. IX). Jest to preparat bardzo czg¢sto wykorzystywany w PDT jak 1 w
PDD, szczegdlnie w leczeniu powierzchniowych zmian skory jak i bton §luzowych. Moze by¢
aplikowany miejscowo w postaci kremow (dermatologia, ginekologia), wlewek (urologia)
oraz doustnie lub dozylnie. Maksymalne pasmo absorpcyjne dla protoporfiryny IX przypada
w tzw. pasmie Soreta — 405 nm. Kolejne wzrosty absorpcji, lecz o nizszej intensywnosci,
obserwuje si¢ dla tego zwigzku w pasmie Q. Wynosza one odpowiednio: 505 nm (pasmo Q
IV), 540 nm (pasmo Q IlI), 580 nm (pasmo Q II) oraz 630 nm (pasmo Q I). Wraz ze
wzrostem dlugosci fali rosnie réwniez gleboko$¢ penetracji $wiatta w tkankach, dlatego
najczesciej wykorzystuje si¢ $wiatlo czerwone podczas stosowania ALA [58]. Jednakze
powierzchniowe zmiany skorne mogg by¢ rowniez naswietlane Swiatlem filetowym lub
niebieskim. Ponadto $wiatto biate, jak i fioletowe wykorzystywane jest do diagnostyki
fotodynamicznej z uzyciem ALA [59, 60]. Wsérod zrodet swiatla, majacych zastosowanie w
terapii fotodynamicznej, znajduja si¢ diody emitujace $wiatlo, lasery polprzewodnikowe,
lasery barwnikowe, laser Nd-YAG, laser KTP, zarowki oraz lampy halogenowe [61]. Dzieki
zastosowaniu odpowiednich filtrow pasmowych w przypadku zarowek lub lamp
halogenowych, mozna uzyskaé¢ odpowiednig dlugo$¢ emitowanej przez nie fali. Jednakze ich
niska sprawnos¢, przektadajaca si¢ na duze straty energii, brak koherentnosci oraz kolimacji
wiazki, stanowi o ich istotnych wadach w przypadku PDT. Dlatego coraz czg¢$ciej sigga si¢ po
urzadzenia na bazie struktur potprzewodnikowych, takich jak lasery, ktére charakteryzujg si¢
waskim spektrum emisyjnym promieniowania, wykluczajacym potrzebe stosowania filtrow
oraz koherentnoscia i kolimacja wigzki, przez co mozna uzyska¢ wysokie wartosci gestosci
promieniowania. Zatem aby uzyska¢ najlepsze rezultaty terapii fotodynamicznej, oprocz
wyboru wihasciwego fotouczolacza, istotne jest rowniez zroédto §wiatla, ktérego dobor musi
uwzglednia¢ lokalizacje zmiany, gteboko$¢ penetracji swiatta w tkankach oraz whasciwosci

absorpcyjne danego fotouczulacza.

24



3.9 Charakterystyka zmian Venous lake

Jezioro zylne (VL, ang. venous lake) jest powszechnie wystepujaca zmiang powstajaca
w wyniku rozszerzenia cienko$ciennych zyt otoczonych grubg $ciang tkanki wtdknistej [62].
W 1956 roku Bean i Walsh opisali te zmiany jako mickkie, dajace sie tawo ucisngé,
lokalizujace si¢ w miejscach narazonych na dziatanie promieniowania stonecznego (uszy,
twarz, dlonie, wargi), wystepujace czesciej u osob starszych [63]. Lokalizujg si¢ one rowniez
na btonie §luzowej jamy ustnej, czerwieni wargowej, brzusznej stronie jezyka. W jamie ustnej
manifestuja si¢ jako niebolesne, migkkie, nieckrwawigce, dobrze odgraniczone, granatowe lub
fioletowe grudki, $rednicy od 2 — 10 mm, wykazujagce dodatni test diaskopii [64].
W pismiennictwie mozna réwniez spotkaé si¢ z inng nazwg - senile hemangioma albo lip
varices [65]. Mechanizm ich powstawania nie jest do konca wyjasniony. Uwaza si¢, ze wraz z
wiekiem pacjenta, wzrasta ryzyko ich powstawania, poniewaz najczgsciej spotykane sg
u ludzi starszych, powyzej 50 roku zycia. Innym czynnikiem usposabiajagcym do powstawania
tego typu zmian jest uraz mechaniczny. Jesli nie sg przyczyna problemoéw natury estetycznej,
badz nie sg zrodtem krwawienia nie wymagaja leczenia. Mogg jednak negatywnie wplywaé
na jakos¢ zycia, gtownie z powodu zaburzenia estetyki lub obawy przed mozliwoscig
zeztosliwienia, co czesto sktania pacjentow do szukania pomocy u specjalisty. Do
wspotczesnych metod leczenia tych zmian zalicza si¢: wycigcie chirurgiczne, kriochirurgie
z wykorzystaniem cieklego azotu, elektrokoagulacje, fotokoagulacje i skleroterapi¢ [66, 67,
68]. Jesli lokalizacja tych zmian obejmuje miejsca wrazliwe estetycznie, wazny jest dobor
odpowiedniej metody terapeutycznej. Wigze si¢ to z obraniem dla danego przypadku najmniej
inwazyjnej metody, ktora nie pozostawia blizn i przebarwien, a zakres jej nie wykracza
znacznie poza granice patologicznych zmian. Taka metoda jest fotokoagulacja
z wykorzystaniem laseréw potprzewodnikowych emitujacych promieniowanie w zakresie
$wiatta widzialnego oraz bliskiej podczerwieni. Wynika to z faktu, iz spektrum absorpcyjne
dla hemoglobiny zawartej w §wietle zmian naczyniowych obejmuje dwa obszary widma
410 — 600 nm oraz 800 - 1100nm [31]. Dzigki temu lasery pdtprzewodnikowe dobrze
sprawdzajg si¢ w terapii tego typu zmian, gdyz w selektywny sposob oddziatywaja na
hemoglobing zawartg w ich wnetrzu. W zwigzku z powyzszym fotokoagulacja z
wykorzystaniem laserow pOlprzewodnikowych staje sie metodg z wyboru w przypadku

leczenia zmian naczyniowych o typie VL w obszarze jamy ustne;j.
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3.10 Rak podstawnokomdorkowy skory — podstawowe informacje

Rak podstawnokomorkowy (BCC, ang. basal cell barcinoma) jest najczestszym
nowotworem skory, stanowi ok. 80% przypadkow rakow skory u cztowieka 1 nalezy do grupy
nieczerniakowych nowotworéow skory — (NMSC, ang. nonmelanoma skin cancers) [69, 70,
71]. Najwicksza zapadalno$¢ na ten nowotwdr wykazuja osoby starsze, powyzej 65 roku
zycia, jednak w ostatnich latach zaobserwowano znaczny wzrost wystgpowania BCC wsrod
ludzi mtodych [72]. Do najczgstszych lokalizacji BCC zalicza si¢ odstonigte czgsci ciata takie
jak: nos, czoto, warga goérna, fald nosowo-policzkowy, powieki, plecy, ramiona, grzbietowe
czesci rak, a 90% zmian umiejscawia sg pomiedzy linig wloséw a warga goérng. Nowotwor
wykazuje predylekcje do rasy biatej o fototypie skory I oraz Il wg klasyfikacji Fitzpatricka
[73, 74, 75]. Gléwnym czynnikiem wyzwalajagcym schorzenie jest promieniowanie
ultrafioletowe szczegélnie UV-B, co koreluje z najwickszg liczbg zachorowan w obszarach o
duzym nastonecznieniu [76]. Dodatkowe cechy predysponujace do karcynogenezy to:
immunosupresja, kontakt skory z weglowodorami i arsenem, promieniowanie jonizujace,
infekcja wirusem HPV, zespot Gorlina — Goltza [70, 77, 78]. BCC w obrebie glowy ro$nie w
postaci guzka o watowatych brzegach czg¢sto z centralnym owrzodzeniem lub jako
zaczerwieniona plama z drobnymi owrzodzeniami, czesto z centralnym zaglebieniem
i ogniskami silniejszej pigmentacji, czgsciowo pokryta strupem. Natomiast w obrgbie tutowia
obraz makroskopowy jest odmienny, przedstawia si¢ jako ptaskie i brunatne zmiany
z delikatnym zluszczaniem na powierzchni o wyniostych ograniczeniach. Nowotwor
wykazuje powolny wzrost 1 niski stopnien ztosliwosci miejscowej, rzadko doprowadzajac do
powstania przerzutow odlegtych [79]. Nieleczony wieloletni rozwdj guza powoduje rozlegta
destrukcje, nie tylko skory, lecz rowniez struktur potozonych w sasiedztwie guza, stanowigc

istotne zagrozenie dla waznych struktur anatomicznych szczegodlnie w obszarze glowy 1 szyi.

BCC wywodzi si¢ z komodrek warstwy podstawnej naskorka. Pod wzgledem
histologicznym wyr6zni¢ mozna nastgpujace postacie: niezroznicowany (solidum),
torbielowaty (cysticum), gruczolakowaty (adenoides), rogowaciejacy (keratoticum),
barwnikowy (pigmentosum), powierzchowny (superficiale multicentricum), bliznowaciejacy
(citatricans) oraz podstawnokolczystkomorkowy - metatypowy [80]. Obraz kliniczny

nowotworu jest znacznie zré6znicowany i moze przyjmowac postac [81]:
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- guzkowa lub guzkowo-wrzodziejaca;
- barwnikows;

- twardzino podobna;

- powierzchniowa,

- naciekowa.

W leczeniu BCC zlotym standardem nadal pozostaje leczenie chirurgiczne, ale z uwagi na
ograniczenia tej metody w obszarach szczegolnie wrazliwych estetycznie duza rolg odgrywaja
metody zachowawcze. Zalicza si¢ do nich: terapi¢ fotodynamicznag, radioterapi¢, miejscows
lub systemowg farmakoterapi¢ (5-Fluorouracyl, Vismodegib, Imiquimod) [82, 83, 84]. Wsrod
metod inwazyjnych wyrdznia si¢ metody polegajace na wycigciu zmiany oraz metody
ablacyjne, oparte na zniszczeniu patologicznej tkanki, takie jak: wymrazanie, laseroterapi¢ i
tyzeczkowanie, uzupelniane elektrodesykacja tkanek. Czesto ze wzgledow estetycznych
nowotwodr nie moze zosta¢ wyciety z wlasciwym marginesem, co skutkuje pozniejszymi
miejscowymi wznowami. W tych przypadkach nieoceniong korzys¢ daja wiasnie metody
nieinwazyjne do ktorych nalezy m.in. PDT z wykorzystaniem kwasu 5-amino lewulinowego
(5-ALA).

3.11 Analiza wymiaru fraktalnego - podstawowe informacje

Fraktal to twoér geometryczny, charakteryzujacy si¢ samopodobienistwem. Jest to cecha
unikalna, polegajaca na tym, ze ksztalt fraktala jest podobny, niezaleznie od skali w jakiej go
obserwujemy. Drugg unikalng wlasciwoscig fraktala jest, to ze mozna powigkszaé go
w nieskonczonos$¢ uzyskujac coraz to nowe szczegdly. Za ojca geometrii fraktalnej uznaje si¢
Benoit Mandelbrota (1924-2010), ktory podstawy geometrii fraktalnej opisat 1982 roku [85].
W klasycznej euklidesowej geometrii jesteSmy przyzwyczajeni, ze ilo$¢ wymiaréw
opisujacych jakgkolwiek forme geometryczng, jest liczbg catkowitg. Przyjmujemy, ze punkt
jest bezwymiarowy, czyli ilos¢ wymiardw réwna si¢ 0, odcinek posiada dlugos$¢ (1 wymiar),
figury ptaskie maja dwa wymiary (dlugo$¢, szerokos¢), natomiast bryly maja trzy wymiary
(dhlugos¢, szerokos¢, wysokos¢). Trudno sobie wyobrazi¢, ze mamy do czynienia z tworem
majgcym np. 2.5 wymiaru. Fraktale wymykajg si¢ tym prostym zasadom. Wymiar fraktalny
jest liczbg wymierng i zawiera si¢ w przedziale otwartym od 0 do 3. Ciekawym przyktadem
fraktala jest trojkat Sierpinskiego, opisany przez polskiego matematyka, na dlugo przed
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wprowadzeniem geometrii fraktalnej. Ksztatt ten wraz z poroéwnaniem do klasycznego
trojkata przedstawiony jest na rycinie 5. O ile trojkat jako figura geometryczna posiada dwa
wymiary, to wymiar fraktalny trojkata Sierpinskiego wynosi w przyblizeniu 1.585. Wartos¢ ta
sugeruje, ze mamy do czynienia Z ksztaltem, cechujacym si¢ mniejszym uporzadkowaniem od
klasycznego trojkata, forma posrednia migdzy dwu- i1 jednowymiarowym ksztaltem.
W przypadku analizy dwuwymiarowych obrazow, im mniejsza warto$¢ wymiaru fraktalnego,
tym obraz cechuje sie¢ wiekszg szczegdlowoScig, mniejszym uporzadkowaniem. Analiza
wymiaru fraktalnego daje zatem mozliwo$ci pordwnywania, na pozor trudnych do
rozréznienia skomplikowanych wzoréow, w przypadku ktérych geometria euklidesowa

zawodzi catkowicie.
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Rycina 5. A - Klasyczny trojkat wymiar fraktalny (FD)=2, B — trojkat Sierpinskiego
FD=~1.585. [Skoskiewicz-Malinowska, K.; Mysior, M.; Rusak, A.; Kuropka, P.; Kozakiewicz,
M.; Jurczyszyn K. Application of texture and fractal dimension analysis to evaluate
subgingival cement surfaces in terms of biocompatibility. Materials 2021, 14, 5857]
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3.12 Analiza tekstur — podstawowe informacje

W medycynie badania obrazowe stanowig nieodzowny element w procesie
diagnostycznym, monitorowaniu stanu pacjenta oraz ocenie postepu badz remisji procesu
chorobowego. Obrazy rejestrowane sa w zakresie promieniowania widzialnego (zbieranie
dokumentacji fotograficznej), elektromagnetycznego (zdjgcia rentgenowskie, tomografia
komputerowa, pozytronowa tomografia emisyjna, scyntygrafia) oraz innych zjawisk
fizycznych (odwzorowanie czasu relaksacji atomow wodoru w magnetycznym rezonansie
jadrowym — MRI). Czesto oprocz samego ogladania obrazéw potrzebne sg dodatkowe
metody, dostarczajace ilosciowych informacji na jego temat, do ktérych nalezy m.in. analiza
tekstur (TA, ang. texture analysis). Tekstura definiowana jest jako zlozony wzor obrazu,
posiadajacy elementy o okreslonym ksztalcie, kolorze czy jasnosci. Sg nimi powtarzajace si¢
atrybuty graficzne, takich jak jasno$¢, gtadkos$¢, chropowatos¢, liniowos¢, entropia oraz
regularno$¢ [86]. Teksture mozna réwniez zdefiniowac jako strukture obrazu utworzonego
przez piksele, czyli najmniejszg jednostke obrazu cyfrowego zawierajaca informacje na temat
koloru/jasnosci oraz jego wspotrzednych. Analiza tekstury pozwala na ilosciowe, doktadne
i czule wykrywanie subtelnych zmian w badanych obrazach. TA zawiera szereg
matematycznych technik, stuzacych do ilosciowego okreSlania i oceny zmiennosci
przestrzennej intensywnos$ci skali szarosci pikseli w obrazie cyfrowym [87]. Analiza tekstur
jest czgsto wykorzystywana do oceny obrazow rezonansu magnetycznego, tomografii
komputerowej, zdje¢ rentgenowskich oraz analizy obrazow medycznych [88,89]. Tekstury
przedstawiane s3 najczgsciej] w postaci dwuwymiarowej plaszczyzny pikseli, gdzie kazdy
piksel reprezentuje poziom jasno$ci w zakresie zdefiniowanego obszaru. Dalej w oparciu
0 cechy statystyczne, dokonywana jest ich analiza na podstawie histogramu, macierzy
gradientu, macierzy dlugosci pasm i macierzy zdarzen [90]. Cechy uzyskane z macierzy
zdarzen inaczej zwanej macierza wspolwystepowan sa jednymi z najczescie)

wykorzystywanych cech statystycznych do analizy obrazéw biomedycznych.
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4. CELE I ZALOZENIA PRACY

4.1 Cele pracy

Celem rozprawy doktorskiej jest ocena skutecznosci zrodet $wiatta na bazie
potprzewodnikow (w zakresie swiatta widzialnego oraz bliskiej podczerwieni), w wybranych

aplikacjach medycznych.

W pierwszej czgsci (publikacja nr 1) celem byla ocena zastosowania terapii
fotodynamicznej z wykorzystaniem lasera polprzewodnikowego, W leczeniu raka
podstawnokomorkowego skory, a takze wykorzystanie diagnostyki fotodynamicznej w ocenie
skuteczno$ci gojenia zmiany w trakcie leczenia. W opisanym przypadku klinicznym
zastosowano laser potprzewodnikowy w zakresie pracy 405 i 630 nm oraz fotouczulacz 5-
ALA.

W drugiej czgsci (publikacja nr 2) celem byla ocena pracy lasera pétprzewodnikowego,
mogacego emitowac jednocze$nie trzy dlugosci fali (450, 520 i 640 nm), na wzrost
temperatury oraz glebokos¢ wywotanych zmian w tkance, w badaniach ex vivo.
Innowacyjnos$¢ tego badania polegata na mozliwosci faczenia dwoch oraz trzech dlugosci fali
w jednej wigzce. Glgbokos¢ zmian w tkance oceniana byla w badaniu histopatologicznym.
Temperatura mierzona byta z uzyciem kamery termowizyjnej. Wymienione parametry
oceniane byly w konteks$cie fali cigglej oraz pracy impulsowej przy réznym wspotczynniku

wypehnienia.

Celem trzeciej czeSci (publikacja nr 3) byla ocena skuteczno$ci leczenia zmian typu
vnous lake na btonie §luzowej jamy ustnej, przy uzyciu lasera poétprzewodnikowego 980 nm
(Smart M, Lasotronix, Piaseczno, Polska). Do badan zostato wtaczonych 23 pacjentow, ocena
efektywnosci leczenia zostala przeprowadzona z wykorzystaniem analizy tekstur oraz
wymiaru fraktalnego fotografii zmian przed leczeniem, bezposrednio po leczeniu oraz 12

tygodni po terapii.
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4.2 ZaloZenia pracy

1.

Zatozenia rozprawy doktorskiej przedstawiajg si¢ nastepujaco:

Wykazanie skuteczno$ci terapii fotodynamicznej w przypadku leczenia raka
podstawnokomorkowego skoéry twarzy z wykorzystaniem Zrddla §wiatta na bazie lasera
potprzewodnikowego.

Proba poszukiwania synergizmu (w aspekcie wzrostu temperatury) w oddziatywaniu
jednoczesnie dwoch oraz trzech dlugosci fali na tkanke w badaniu ex vivo.

Wykazanie skutecznosci lasera potprzewodnikowego 980nm, w leczeniu zmian o typie
venous lake w kontekscie estetyki gojenia, z wykorzystaniem algorytmu analizy tekstur

oraz wymiaru fraktalnego.

5. MATERIAL I METODY

Materiat dla prezentowanej rozprawy doktorskiej podzielono na trzy czesci odpowiednio

do trzech spdjnych tematycznie artykutdéw opublikowanych w czasopismach naukowych.

1.

2.

3.

Treatment of the facial basal cell carcinoma with the use of photodynamic therapy: a case
report. Mateusz Trafalski, Klaudia Kazubowska, Kamil Jurczyszyn. Dent.Med.Probl.
2019 Vol.56 no.15.105-110. DOI: 10.17219/dmp/100507.

Assessment of effects of laser light combining three wavelengths (450, 520 and 640 nm)
on temperature increase and depth of tissue lesions in an ex vivo study. Kamil Jurczyszyn,
Witold Trzeciakowski, Zdzistaw Wozniak, Piotr Ziotkowski, Matesz Trafalski. Materials
2020 Vol.13 no.23 art.5340. DOI: 10.3390/ma13235340.

Application of fractal dimension and texture analysis to evaluate the effectiveness of
treatment of a venous lake in the oral mucosa using a 980 nm diode laser - a preliminary
study. Mateusz Trafalski, Marcin Kozakiewicz, Kamil Jurczyszyn. Materials 2021 Vol.14
no.15 art.4140. DOI: 10.3390/ma14154140.
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5.1 Publikacja: ,, Treatment of the facial basal cell carcinoma with the use of photodynamic
therapy: A case report”

W artykule przedstawiono opis przypadku leczenia pacjenta chorujacego na raka
podstawnokomoérkowego skory z  wykorzystaniem PDT. Pacjent w wieku 82 lat,
z wspotistniejagcym nadci$nien tetniczym, zglosit si¢ do poradni Zaktadu Chirurgii
Stomatologicznej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu z powodu obecnosci zmiany na
skorze, okolicy kata zuchwy po stronie prawej. Powierzchowna zmiana o wymiarach
0,5 x 1,5 cm byta wznowa po przebytym 13 lat temu leczeniu chirurgicznym BCC tej okolicy.
Przed wdrozeniem leczenia rozpoznanie kliniczne byto potwierdzone badaniem
histopatologicznym — carcinoma basocelullare. Pacjent nie wyrazal zgody na powtorne
leczenie chirurgiczne, dlatego zdecydowat si¢ na alternatywna metode leczenia BCC jaka jest
terapia fotodynamiczna z wykorzystaniem kwasu 5-aminolewulinowego (5-ALA) jako
fotouczulacza. Przez trzy miesigc w odstgpach dwutygodniowych, przeprowadzono terapie
fotodynamiczng zmiany wraz z diagnostyka fotodynamiczng. Algorytm leczenia dla PDT oraz
PDD przedstawial si¢ nastepujaco. Badanie kliniczne, zebranie dokumentacji fotograficznej,
miejscowa aplikacja fotouczulacza na guz wraz z przylegtymi tkankami — 20% kwas 5-ALA
w postaci masci na bazie euceryny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) pokryty opatrunkiem
okluzyjnym. Po dwoch godzinach przeprowadzano PDD (parametry ekspozycji: dtugos¢ fali -
-405nm, 50mW/cm? zrodlo promieniowania laser pélprzewodnikowy (Instytut Wysokich
Cisnien w Warszawie, Polska, numer patentu: 9223123 B2), zebranie dokumentacji
fotograficznej w trakcie PDD. Kolejna aplikacja fotouczulacza (20% 5-ALA) na czas dwoch
godzin. Przeprowadzenie PDT wcze$niej wspomnianym laserem polprzewodnikowym
o parametrach naswietlania: 630 nm, 250 mW/cm? z energia wyemitowang na poziomie
120 J.

Guz po 3 miesigcach od rozpoczgcia terapii, ulegt czesciowej regresji, a po kolejnych
trzech miesigcach nie stwierdzono obecno$ci wznowy. Na wizycie kontrolnej po 9 miesigcach
od zakonczenia terapii, réwniez nie stwierdzono wznowy procesu NOWOtWOrowego.
Przeprowadzona na tej wizycie diagnostyka fotodynamiczna, nie ujawnila obszaroéw
fluorescencji fotouczulacza, co $wiadczy o braku obecno$ci komorek nowotworowych,

jednakze pacjent nie wyrazit zgody na pobranie wycinka do badania histopatologicznego.
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5.2 Publikacja: ,,4ssessment of Effects of Laser Light Combining Three Wavelengths (450,
520 and 640 nm) on Temperature Increase and Depth of Tissue Lesions in an Ex Vivo
Study”

W tym badaniu opisano wptyw dziatania lasera o trzech dtugo$ciach fali, z mozliwoscia
taczenia ich ze sobg w jednej wigzce, na tkanke w badaniu ex vivo. Oddziatywanie lasera
oceniane bylo pod wzgledem fizycznym (wzrost temperatury powierzchniowej tkanki
poddanej pracy lasera) oraz histopatologicznym (zakres glebokosci zmian w tkankach

wywolanych pracg lasera).

Materiat do badan stanowily swieze jezyki wotowe. Badaniem poddano ich powierzchnie
grzbietows, a kazdy naswietlany obszar byl wycinany 1 utrwalany w buforowanym roztworze
10 % formaldehydu. Probki do badan zostaty zatopione w bloki parafinowe i cigte na grubosé
5 um z barwieniem hematoksyling i eozyna (HE). Nastepnie przeprowadzano badanie
mikroskopowe przez dwodch niezaleznych patologdw. Oceniano nastgpujace zmiany
mikroskopowe: martwice, zweglenie tkanek, zapadnigcie si¢ naczyn krwionosnych, zatarcie
struktury komodrkowej oraz zaciemnienie struktury tkanek. Patolodzy zaznaczali granice
pomigdzy prawidtowa tkanka, a tkanka objeta zmianami opisanymi powyzej. Glebokos¢

zmian okres$lano jako dlugos$¢ linii, zawarta miedzy ta granica, a powierzchnia probki.

Naswietlanie prowadzono przy uzyciu lasera potprzewodnikowego o trzech dtugosciach
fali 450, 520 i 640 nm (Instytut Wysokich Cisnien w Warszawie, Polska, numer patentu: 9
223 123, B2; data patentu: 29 grudnia 2015). W sklad tego urzadzenia wchodza lasery
diodowe sprzgzone w §wiattowdd wielomodutowy (o rdzeniu 200 — 400 um) z odbty$nikiem
(w postaci regularnej piramidy). Optymalizacja ukladu optycznego umozliwia sprzeganie
70% - 90% s$wiatta do S$wiattowodu. Urzadzenie umozliwia prace w trybie fali ciaglej
I impulsowej (od 1 ms wzwyz) oraz emisj¢ poszczegolnych fal z osobna jak i w potaczeniu ze
sobg. Napromieniowanie pojedynczej dlugosci fali przeprowadzono przy mocy wyjsciowej
1,5 W. Jesli zastosowano dwie dlugosci fal jednoczes$nie, ustawiono 0,75 W dla kazdej
dlugosci fali. W przypadku zastosowania trzech dhugosci fal razem, moc wyjsciowa dla
kazdej z nich wynosita 0,5 W. Dla pracy impulsowej, szeroko$¢ impulsu wynosita 1 ms (10%
wypehienia), 5 ms (50% wypetnienia) oraz 8 ms (80% wypelienia), z okresem 10 ms
(czestotliwosé 100 Hz). 100% wypetnienia odpowiadato pracy fali ciaglej. Srednice plamki
lasera ustawiono na 4 mm. Czas naswietlania wynosit 7 s dla 100% wypeknienia, 9 s dla 80%

wypelnienia, 14 s dla 50% wypetienia oraz 70 s dla 10% wypetnienia. Catkowita dawka

33



wyemitowane] energii dla kazdej wiazki wynosita okoto 10,5 J, a powierzchniowa gestos$¢
energii wynosita 12 W/cm?. Badanie przeprowadzono na wigzkach laserowych z réznym

stopniem wypelnienia:

- Blue 450 nm (B): 100%, 80%, 50%, 10%;

- Green 520 nm (G): 100%, 80%, 50%, 10%;

- Red 640 nm (R): 100%, 80%, 50%, 10%;

- Blue + Greeen (B + G): 100%, 80%, 50%, 10%;

- Blue + Red (B + R): 100%, 80%, 50%, 10%;

- Green + Red (G + R): 100%, 80%, 50%, 10%;

- Green + Blue +Red (G + B + R): 100%, 80%, 50%, 10%.

Pomiar temperatury powierzchniowej tkanek dla kazdej badanej wigzki przeprowadzono
za pomocg kamery Compact Seek Thermal FLIR Camera (Seek Thermal Inc., Santa Barbara,
CA, USA). Kazde naswietlanie bylo rejestrowane nagraniem wideo, ktére byto analizowane
przy uzyciu oprogramowania Avidemux 2.7.5 (WWW. Avidemux.org. licencja GNU GPL).
Temperatura byla mierzona co jedng sekunde. Odchylenie standardowe maksymalne;j
temperatury zostalo wzicte z ostatnich trzech pomiaréw. Przed naswietlaniem temperatura
tkanki wynosita 27°C. Szybko$¢ wzrostu temperatury (dT/dt) okreslono jako catkowity
przyrost temperatury podzielony przez catkowity czas naswietlania (7 - 70 s). Caly
eksperyment zostal powtdrzony dwukrotnie w tych samych warunkach, uzyskujac w kazdym

przypadku takie same wyniKi.

5.3 Publikacja: ”Application of Fractal Dimension and Texture Analysis to Evaluate the
Effectiveness of Treatment of a Venous Lake in the Oral Mucosa Using a 980 nm Diode
Laser—A Preliminary Study”

W trzecim artykule przedstawiono skuteczno$¢ leczenia zmian typu venous lake na blonie
Sluzowej jamy ustnej, przy uzyciu lasera diodowego 980 nm (Smart M, Lasotronix,

Piaseczno, Polska). Do oceny leczenia wykorzystano analize tekstur oraz analiz¢ wymiaru
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fraktalnego fotografii zmian przed leczeniem, bezposrednio po leczeniu oraz 12 tygodni po

terapii.

Do badania wiaczono grupe 23 pacjentow (12 kobiet i 11 mezczyzn) ze zmianami typu
venous lake na blonie $luzowej jamy ustnej. Srednia wieku wynosita 66 lat (SD=14).
Najmtodszy pacjent mial 36 lat, najstarszy 87 lat. Lokalizacja zmian w jamie ustnej zostata

przedstawiona na ryc.6.

B warga dolna (11)
M kacik ust (6)
M policzek (4)

M jezyk (2)

Ryc. 6. Lokalizacja zmian na btonie §luzowej wérdd pacjentdw objetych badaniem.

Przyjeto nastepujace kryteria wykluczen: aktywna badz przebyta choroba nowotworowa
w obszarze glowy i szyi, stan po radioterapii i chemioterapii nowotworéw glowy i szyi,
leczenie immunosupresyjne, wrodzone guzy oraz malformacje naczyniowe. Projekt zostal

zaakceptowany przez Komisj¢ Bioetyczng przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu,
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zgoda numer KB — 805/2019 (2 grudnia 2019 r.) oraz KB — 14/2020 (16 stycznia 2020 r.),
numer regulacyjny CWN UMED: BW-110.

Rozpoznanie oparto na podstawie wnikliwego wywiadu oraz badania. Pod uwagg brano:
czas jaki uptynat od pojawienia si¢ zmiany chorobowej, towarzyszace objawy, dynamike
wzrostu, wyglad zmiany oraz objaw diaskopii. Pacjenci poddawani byl badaniu
przedmiotowemu i podmiotowemu przed leczeniem oraz kontrolowani byli w 7, 14 i 90 dniu
po zabiegu. Podczas kazdej wizyty zmiany byly mierzone przy pomocy wyskalowanej sondy
periodontologicznej. Dodatkowo wykonywano dokumentacj¢ fotograficzng. Za kryterium
remisji uznano calkowity brak zmiany lub nieznacznie jasniejszg $luzéwke, uznawang jako
blizng, w miejscu przeprowadzonego zabiegu. W przypadku braku gojenia po okresie 3
miesi¢gcy od zabiegu przeprowadzano ponowny zabieg z takg samg czestotliwoscig wizyt

kontrolnych.

Przed przystagpieniem do zabiegu, btone §luzowa znieczulano 10% lidokaing (Lidocain-
Egis 10 % Delfarma, 1.6dz, Polska), za pomoca opatrunku okluzyjnego przez 2 minuty.
Operator jak i pacjent w trakcie zabiegu byli zaopatrzeni w okulary ochronne. Procedure
wykonywano przy uzyciu lasera potprzewodnikowego 980 nm (Lasotronix Smart M,
Piaseczno, Polska). Srednica optycznego wtdkna $wiattowodu wynosita 400 pm, dlugos¢ fali
980 um, moc 6 W, tryb impulsowy 100 ms z wypetieniem wigzki na poziomie 50%.
Calkowita dawka wyemitowanej energii podczas zabiegu zalezala od wielko$ci zmiany
i zawierala si¢ w przedziale od 80 — 600 J. Naswietlanie prowadzono w trybie
bezkontaktowym przez szkietko podstawowe o grubosci 1 mm. Transparencja szkta wynosita
90%, a do oceny tego parametru uzyto miernika mocy i energii PM100USB (Thorlabs Inc,
Newton, NJ, Stany Zjednoczone). Tym samym 90% energii emitowanej przez urzadzenie
zostalo przekazane do tkanki, a pozostate 10% uleglo rozproszeniu i odbiciu przez szkto.
Szkietko podstawowe przykladano na leczong zmiang z lekkim uciskiem, celem zmniejszenia
jej wymiaru pionowego 1 tym samym lepszej penetracji wigzki laserowej w glab tkanki.
Nastepnie koncowke swiattowodu przyktadano pod katem prostym do powierzchni szkietka
podstawowego i aktywowano urzadzenie laserowe. Naswietlanie prowadzono do momentu
uzyskania nieznacznego zbielenia w miejscu przytozenia, a nast¢pnie przesuwano koncowke
w kolejne miejsce obok poprzedniego. Po uzyskaniu zbiclenia catej powierzchni zmiany
konczono zabieg. BoOl okotozabiegowy okreslano za pomoca skali NRS (ang. Numerical
Rating Scale), zawierajacej 11 stopni nasilenia bolu, gdzie 0 to brak bolu a 10 to bol

niemozliwy do zniesienia. Srednie nasilenie bolu byto na poziomie 4,76. Tylko w dwoch
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przypadkach dolegliwos$ci bolowe byly na tyle silne, Zze zabieg wymagat infiltracyjnego
znieczulenia 4% arytkaing (Septodont, Saint-Maur-des-Fosses, Francja). Po zabiegu zmiany
byly pozostawione do samoistnego gojenia. Zalecano unikania spozywania gorgcych i
pikantnych potraw oraz unikania draznienia mechanicznego zmiany. Zaden pacjent nie
wymagal zazywania S$rodkow przeciwbdlowych 1 we wszystkich przypadkach gojenie

przebiegalo bez powiktan.

Wszystkie zdjgcia zostaly wykonane aparatem telefonu komoérkowego Samsung S9
(Samsung Electronics, Seul, Korea Poludniowa) w formacie RAW, aby zredukowa¢ efekty
wyostrzania 1 algorytmy odszumiania. Wszystkie zdjgcia zostaly wykonane z tej samej
odlegtosci (45 cm), a 0§ optyczna obiektywu byta prostopadta do powierzchni zmiany. Dla
uzyskania powtarzalnosci ogniskowa obiektywu byta ustawiona na 45 cm. W zaleznosci od

rozmiaru zmiany, obszar zainteresowania (ROI, ang. region of interest) wynosit: 50 x 50,

100 x 100 lub 150 x 150 pikseli. Obrazy ROI zostaly przekonwertowane na 8-bitowe
fotografie w skali szaro$ci. Wszystkie operacje graficzne zostaly wykonane przy uzyciu
GIMP w wersji 2.10.24 (GNU Image Manipulation Program - www.gimp.org, bezptatna
licencja, dostep 3 maja 2021).

Do pomiaru powierzchni zmiany wykorzystywano oprogramowanie ImageJ , ver 1.53e
(bezptatna licencja, https:/imagej.nih.gov). Obecna na zdjgciu sonda periodontologiczna
z podziatka milimetrowa, przylozona obok leczonego obszaru, stuzyta jako skala
odwzorowania dla obliczania pola powierzchni zmian. Obliczanie powierzchni wykonywano
przed leczeniem oraz w przypadkach, gdzie nie zaobserwowano odpowiedzi na leczenie.
Srednia powierzchnia leczonych zmian wynosita 38mm? (SD=48). Najmniejsza zmiana

poddana leczeniu miata 10mm? a najwigksza 220mm 2.

Analize wymiaru fraktalnego (FDA, ang. fractal dimension analysis) zmian chorobowych
przeprowadzono w kazdym przypadku przed leczeniem, po 7 dniach oraz po 3 miesigcach od
leczenia. Grupe kontrolna stanowita prawidlowa btona $luzowa. Referencje obrazy
prawidtowej btony Sluzowej (grupy kontrolnej) rejestrowano po 3 miesigcach z tej samej
lokalizacji co badana zmiana; np. jesli zmiana znajdowala si¢ na wardze, kontrolny region
zainteresowania pobierano ze zdrowej okolicy btony §luzowej wargi. Rozmiar ROI zalezatl od
wielko$ci zmiany. W badaniu wykorzystano trzy rozmiary ROI: 50x50, 100x100 i 150x150
pikseli. Wszystkie analizy wymiaru fraktalnego zostaly wykonane przy pomocy

oprogramowania Image)J wersja 1.53e (https://imagej.nih.gov/ij/, dostep 3 maja 2021)
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i wtyczka FracLac w wersji 2.5 (Charles Sturt University, Australia). Do analizy wymiaru
fraktalnego zastosowano algorytm rdznicy intensywnosci. Zastosowany sposob obliczen
umozliwia analiz¢ 8- lub 16-bitowych obrazéw w skali szarosci. Analizowany obraz zostat
podzielony siatka kwadratow. Analiz¢ wykonywano w nastgpujacych po sobie krokach,
w ktorych dochodzi do zmiany wymiaru kwadratéw (skala €) pokrywajacych badany obraz.
W kazdym kroku, dla kazdego analizowanego kwadratu wykonywano sa nastepujace

operacje.

Rdéznica migdzy maksymalng 1 minimalng intensywnos$cig pikseli byla liczona w kazdym
analizowanym kwadracie (8;;., gdzie i,j oznacza pozycje analizowanego kwadratu na skali

€):

ol ;. = maksymalna intensywnoS$¢ piksela; ;. — minimalna intensywnos¢ piksela; ;.

Poniewaz powyzsza warto$¢ znajdzie si¢ w mianowniku, do uzyskanego wyniku dodawane

jest 1 by unikna¢ dzielenia przez 0):
Ii,j,e = 8li,j,e + 1
Ostatecznie, fraktalny wymiar roznicy intensywnosci opisany jest nastepujacym wzorem:

Ini{l
FD =lim n'de)

“mn(3)

Gdzie FD — wymiar fraktalny, Ie = £[181i,j,& +1] i e—skala. Wszystkie operacje pokazano na

rycinie 3.
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Rycina 3. Graficzna interpretacja algorytmu ro6znicy intensywnosci wymiaru fraktalnego. (A)
Przyktad 8 — bitowego obrazu w skali szarosci; Liczby w kwadratach pokazujg poziom
intensywnosci kazdego piksela: 0, czarny 1 255, biaty. Czerwony kwadrat pokazuje skale -
(01). (B). Warto$¢ roznicy intensywnosci dla kazdego stopnia redukcji skali ([1). (C) Linia
prosta poprowadzona przez punkty z tabeli B na wykresie x-y w naturalnej skali
logarytmicznej. Wspolczynnik nachylenia prostej jest wartoscig wymiaru fraktalnego
obliczong przez algorytm réznicy intensywnosci.

Tekstur¢ obrazu VL oraz btony $luzowej oceniano za pomoca cech pochodzacych
z macierzy wspotwystepowania. Obszary zainteresowania zostaly znormalizowane (u+30),
aby mie¢ t¢ sama $rednig () i standardowe odchylenie ggstosci optycznej w ROI. Wybrane
cechy tekstury obrazu (entropia 1 entropia roéznicowa (DifEntr) z macierzy
wspotwystepowania, moment uwydatniania krotkich 1 dtugich pasm macierzy dlugosci pasm

w ROI obliczano dla kazdego badanego obrazu ponizszymi wzorami:

N,
Diffntr == " pey Dlog (pu-y )

Ng—1 Ng Ng
Contrast = Z (Ji —jD? ZZ p(i,j)
li=71=0 i=1j=1
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gdzie ¥ to suma, Ng to liczba poziomow gestosci optycznej obrazu, i oraz j to gestosé
optyczna pikseli oddalonych od siebie o 5 pikseli, p to prawdopodobienstwo. Analiza tekstur

zostata wykonana przy pomocy oprogramowania MaZda 4.6 (Politechnika t.6dzka, Polska).

6. WYNIKI

6.1 Publikacja: “Treatment of the facial basal cell carcinoma with the use of photodynamic
therapy: a case report”

W  wyniku zastosowania PDT, z wykorzystaniem 5-ALA oraz lasera
potprzewodnikowego 630 nm, uzyskano petne wyleczenie ogniska BCC, zlokalizowanego na
skorze twarzy. Ponadto uzyskano wysoce estetyczny wynik terapii. Na wizytach kontrolnych
po 3 oraz 12 miesigcach od zakonczonego leczenia nie stwierdzono makroskopowo ognisk
nowotworu w obszarze poddanym leczeniu. Rownocze$nie przeprowadzona diagnostyka
fotodynamiczna tego obszaru w trakcie wizyt kontrolnych nie wykazata ognisk fluorescencji
(w kolorze czerwonym), co mozna interpretowaé¢ jako brak ognisk nowotworowych

w leczonym obszarze.

6.2 Publikacja: “Assessment of effects of laser light combining three wavelengths (450, 520
and 640 nm) on temperature increase and depth of tissue lesions in an ex vivo study ”

W przypadku zastosowania wigzki sktadajacej si¢ z dwoch fal (450 i 520 nm), niezaleznie
od jej stopnia wypelnienia, zaobserwowano synergistyczny efekt na przyrost temperatury W
funkcji czasu jak 1 na maksymalng temperaturg tkanek poddanych jej dziataniu. W przypadku
tej wigzki w trybie pracy ciaglej, maksymalny przyrost temperatury wynosit 10,43°C/s,
a maksymalna temperatura powierzchniowa badanych tkanek osiggngta 100°C. Natomiast
najglebsze zmiany w tkankach odnotowano podczas naswietlania wigzka o trzech dlugosciach
fali (450 + 520 + 640 nm) przy wypehieniu 50%, 80% i 100%, co ciekawe bez istotnych
roznic statystycznych miedzy tymi grupami. Wartosci te wynosity odpowiednio 1,44 mm,

1,36 mm oraz 1,43 mm.
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6.3 Publikacja: “Application of fractal dimension and texture analysis to evaluate the
effectiveness of treatment of a venous lake in the oral mucosa using a 980 nm diode laser -
a preliminary study”

W badaniu obejmujacym leczenie 23 pacjentow ze zmianami VL, uzyskano catkowite
wygojenie bez formowania si¢ blizn w 83% przypadkow. W 9% (dwa przypadki) obszar
poddany leczeniu wygoil si¢ z pozostawieniem blizny. Brak gojenia zaobserwowano w 4%
(Jeden przypadek) oraz czgsciowe gojenie poprzez redukcje rozmiaru zmiany uzyskano
réwniez w 4% (jeden przypadek). W kontekscie gojenia wymiar fraktalny zmian byl mniejszy
przed leczeniem (1,359) i 7 dni po leczeniu (1,354) w porownaniu do wygojonego obszaru po
3 miesigcach (1,440). Nie zaobserwowano rowniez statystycznych roéznic miedzy FD
wygojonego obszaru a zdrowag btona §luzowa. Zaréwno leczone zmiany naczyniowe jak
i zmiany po 7 dniach od zastosowanego leczenia charakteryzowaty si¢ zmniejszonym
mikrokontrastem (31+19, 40+18) w poréwnaniu do zdrowej btony §luzowej oraz wygojonych
obszarow. W wyniku zabiegu, po 3 miesigcach od zastosowanego leczenia, tekstura obrazu
zmiany naczyniowe] powrocita do normy (57+32), przybierajac cechy prawidtowej btony
sluzowej. W procesie leczenia nie zaobserwowano istotnych zmian podczas badania entropii
réznicowej, jako miary losowych wzoréw w teksturze. Powyzsze wyniki potwierdzaja
skutecznos¢ leczenia zmian VL z wykorzystaniem lasera poiprzewodnikowego 980 nm.
Zastosowanie FDA i TA obejmujgcej mikrokontrast w kontek$cie oceny gojenia zmian VL,

potwierdza uzyteczno$¢ tych metod.
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7. WNIOSKI

Whioski ptynace z powyzszych prac naukowych przedstawiajg si¢ nastgpujaco:

1. Terapia fotodynamiczna, z wykorzystaniem 5-ALA oraz lasera potprzewodnikowego
630 nm, jest skuteczng metodg leczenia powierzchownych postaci BCC. Z uwagi na
swoja wysoka selektywno$¢ w stosunku do komoérek nowotworowych, skutkuje
bardzo dobrymi efektami kosmetycznymi po zabiegu. Stanowi alternatywe dla innych
opcji terapeutycznych, szczegdlnie w obszarach waznych w kontekscie estetycznym,
jakim sg glowa i szyja. Pomimo, iz leczenie chirurgiczne nadal pozostaje ,,zlotym
standardem” w leczeniu BCC, terapia fotodynamiczna moze by¢ réwniez stosowana,
jako uzupehienie innych metod leczniczych, szczegdlnie u pacjentéw, ktdrzy nie
akceptujg efektow kosmetycznych oferowanych przez klasyczne metody chirurgiczne

lub sa wykluczeni z leczenia operacyjnego.

2. Wiazka lasera potprzewodnikowego sktadajaca si¢ z dwoéch fal o dtugosci 450
i 520 nm, wykazuje synergizm w stosunku przyrostu temperatury w funkcji czasu jak
i do maksymalnej temperatury tkanek poddanej jej dziataniu (badania ex vivo).
Ponadto w trakcie naswietlania wigzka sktadajaca si¢ z trzech fal o dtugosci 450, 520
i 630 nm, obserwuje si¢ najwigksza gleboko$¢ zmian zachodzgcych w tkance w
poréwnaniu do gtebokos$ci zamian, jakie wywotuja te wigzki uzyte osobno. Powyzsze
badania otwieraja nowe perspektywy w chirurgii tkanek migkkich, oferujac
zastosowanie laseréw diodowych o roznych dtugo$ciach fali w jednej wigzce. Poprzez
odpowiedni dobor parametrow wigzki, tego typu urzadzenie laserowe moze mied
zastosowanie w réznych sytuacjach Klinicznych, np. w cigciu tkanek migkkich,
leczeniu zmian o podlozu naczyniowym, pobieraniu wycinkow tkankowych z tkanek
migkkich. Odpowiednia konfiguracja wiazki moze wplywa¢ na uzyskanie
optymalnych wynikéw leczenia, jednocze$nie minimalizujagc skutki uboczne

oddzialywania lasera z tkankami.

3. Praca w trybie bezkontaktowym lasera potprzewodnikowego 980 nm jest skuteczng
I bezpieczng metoda leczenia zmian typu venous lake zlokalizowanych na btonie
sluzowej jamy ustnej. Ponadto w kontekscie estetyki gojenia tych zmian, laser

potprzewodnikowy 980 nm wykazuje si¢ bardzo dobrymi wynikami.
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4. Analiza tekstur oraz analiza wymiaru fraktalnego stanowig obiektywng i skuteczng
metodg oceny skutecznosci leczenia zmian o typie venous lake na blonie Sluzowej
jamy ustnej. Wymiar fraktalny zmian naczyniowych jest istotnie mniejszy niz zdrowej
btony $luzowej jamy ustnej, a po 3 miesigcach od zastosowanego leczenia wygojone
miejsca nie wykazujg statystycznych rdznic w wymiarze fraktalnym w poréwnaniu do
prawidlowej btony Sluzowej. Zmiany naczyniowe posiadaja mniejszy kontrast niz
prawidtowa btona §luzowa. Po 3 miesigcach od zastosowanego leczenia wygojone

miejsce osiaga cechy tekstur zdrowej btony §luzowe;j.
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Abstract

Basal cell carcinoma (BCC) is the most common skin cancer. It accounts for approx. 80% of human skin
cancers and belongs to the group of non-melanoma skin cancers (NMSC). The highest incidence of this
cancer is visible in older people, over 65 years of age. Photodynamic therapy (PDT) is a clinically approved
method with a selective cytotoxic activity. Itis used in the treatment of superficial forms of BCC, precancer-
ous conditions (hyperkeratosis, actinic keratosis) and non-cancerous diseases (acne vulgaris, infection with
herpes simplex virus — HSV, leukoplakia, lichen planus).

The aim of the study was to apply PDT to a patient with a clinical diagnosis and histopathologically con-
firmed BCC.

The patient, male, aged 82, reported to the Department of Oral Surgery at Wroclaw Medical University with
BCC of dimensions 0.5 x 1.5 cm, present for 13 years in the area of the right mandibular angle, after previ-
ous surgical treatment. Photodynamic diagnosis (PDD) and PDT were employed using a semiconductor laser.
5-aminolevulinic acid (5-ALA) was used as a photosensitizer. The PDD and PDT procedures were applied at
2-week intervals for 3 months. Control visits after 3, 6 and 12 months did not show local recurrence. Photody-
namic therapy is a highly useful, independent method of treating superficial forms of BCC.

Key words: basal cell carcinoma, photodynamic therapy, photodynamic diagnosis, aminolevulinic acid

Stowa kluczowe: rak podstawnokomdrkowy, terapia fotodynamiczna, diagnostyka fotodynamiczna,
kwas aminolewulinowy
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Introduction

Basal cell carcinoma (BCC) is the most common skin
cancer. It accounts for approx. 80% of human skin can-
cers and belongs to the group of non-melanoma skin
cancers (NMSC). The highest incidence of this can-
cer is visible in older people, over 65 years of age, but
in recent years, a significant increase in the incidence
of BCC among young people has been observed.! The
most common BCC locations include exposed parts
of the body, such as the nose, forehead, upper lip, na-
solabial fold, eyelids, and 90% of lesions are placed be-
tween the hairline and the upper lip. Furthermore, BCC
may also appear in other areas (the back, shoulders,
dorsal parts of the hands).?? In relation to sex, men are
slightly more likely to get ill. The main factor trigger-
ing this disorder is ultraviolet radiation, especially UVB
(280-320 nm). This correlates with the highest number
of cases in areas with high insolation. Additional fea-
tures that predispose to carcinogenesis include skin
contact with hydrocarbon or arsenic, ionizing radia-
tion, human papilloma virus (HPV), as well as Gorlin
and Goltz’s syndrome. In the area of the head, BCC
grows in the form of a nodule with heaped-up edges,
often with central ulceration or as a red spot with minor
ulcers, often with a central cavity and centers of more
intense pigmentation (partially covered with a scab).
On the other hand, in the area of the trunk, the mac-
roscopic image is different. The cancer is presented as
flat and brown lesions with delicate exfoliation on the
surface, with elevated borders. The tumor shows slow
growth and low local malignancy rates, rarely leading
to distant metastases.* Long-term growth of untreated
tumor causes extensive destruction of the skin, as well
as destruction of the neighboring tissues, posing a sig-
nificant threat to important anatomical structures, in
particular in the area of the head and neck.

Basal cell carcinoma is derived from cells found in the
basal layer of the epidermis. Histologically, the following
forms of BCC have been distinguished: solidum, cysti-
cum, adenoides, keratoticum, pigmentosum, superficiale
multicentricum (located mainly on the trunk and limbs),
cicatricans, and styloides — it is characterized by the least
favorable prognosis; it grows deeper in the form of a sepa-
rating strand that penetrates tissues.® Diagnostics of BCC
usually does not cause any problems during an interview
and physical examination of the patient. However, the
final verification and diagnosis is based on a histopatho-
logical examination of the lesions — entirely cut out or
their fragments.

In the treatment of BCC, surgical treatment remains
the golden standard, but due to the limitations of this
method in the particularly sensitive or esthetically im-
portant areas, behavioral methods play an important
role and they include the following: photodynamic the-
rapy (PDT), radiotherapy and local pharmacotherapy.
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In contrast, invasive methods include methods involving
the excision of the lesion and ablative methods, based on
destruction of pathological tissue, such as freezing, laser
therapy and curettage, supplemented by electrodesic-
cation of tissues. For esthetic reasons, the tumor often
cannot be cut out with the right margin, which results
in later local recurrence. In these cases, an invaluable
advantage is given by non-invasive methods, which in-
clude, among others, PDT.

Photodynamic therapy is a clinically approved method
with a selective cytotoxic activity. It is used for the treat-
ment of superficial forms of BCC, precancerous condi-
tions (hyperkeratosis, actinic keratosis) and non-cancer-
ous diseases (acne vulgaris, infection with herpes simplex
virus — HSV, leukoplakia, lichen planus).®~® However, PDT
is used for small and superficial lesions located on the skin
and mucosa. The effectiveness of PDT is limited mainly
by the ability of light to penetrate into tissues (approx.
3 mm). It is particularly recommended in the treatment
of superficial BCC (sBCC).1°

The main components of PDT are a compound called
a photosensitizer and light. As a result of the absorp-
tion of energy coming from an incident light wave, the
photosensitizer goes into an excited state. Excitation
of the photosensitizer and transfer of the excess energy
around the intracellular structures and tissues lead to
a series of cytotoxic reactions, resulting in necrosis or
induction of apoptosis. One of the widely used com-
pounds which act as photosensitizers are porphyrin
derivatives. These compounds have a maximum ab-
sorption around 405 nm. Therefore, it would seem that
the best source of light to excite this group of photo-
sensitizers is a light-emitting source in this range. Due
to the presence of melanocytes, the skin and mucous
membranes strongly attenuate ultraviolet radiation,
which is why light in the range from blue to near in-
frared is used in PDT. Transmission of light in the skin
and mucosa is increased along with the wavelength. In
order to achieve greater effectiveness of PDT in deeper
layers of the treated lesions, photosensitizers whose
absorption window falls within the range from 600 nm
to near infrared are used. Due to the fact that porphy-
rin-based photosensitizers have a high affinity for cells
with increased metabolism, it is possible to preserve
PDT selectivity only for the treated lesions. In addi-
tion to photosensitizers, their precursors are also used
in PDT. One of the most frequently used precursors
of protoporphyrin IX is 5-aminolevulinic acid (5-ALA)
and its methyl derivative (MAL).

Case report

The patient, R.R. (man), aged 82, suffering from arterial
hypertension, reported to the Department of Oral Surgery
at Wroclaw Medical University concerned about a lesion



Dent Med Probl. 2019;56(1):105-110

107

of dimensions 0.5 x 1.5 cm, which had been recurring for
13 years in the area of the right mandibular angle (Fig. 1)
after surgical treatment. Figure 2 shows the lesion during
PDD - red fluorescence of the photosensitizer indicates
neoplasm cells. Before the implementation of the treat-
ment, a clinical diagnosis was confirmed by a histopatho-
logical examination. For 3 months, the patient had PDD at
2-week intervals and he was treated with PDT.

Fig. 1. Local state of patient before treatment

Fig. 2. Lesion during photodynamic diagnosis (PDD) — red fluorescence
of photosensitizer indicates neoplasm cells

The treatment algorithm for PDT and PDD was as fol-
lows: clinical examination; collection of photographic
documentation; local application of the photosensitizer
on the BCC site — 20% 5-ALA ointment on eucerin base
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); after 2 h, PDD carried
out with the following exposure parameters: wavelength
— 405 nm, 50 mW/cm?, source of radiation — a semicon-
ductorlaser (developed by professor Witold Trzeciakowski,
Polish Academy of Science, Warszawa, Poland, patent
No. 9223123 B2); photographic documentation dur-
ing the PDD procedure; after PDD, another application
of the photosensitizer —20% 5-ALA covered with dress-
ing — for another 2 h; PDT carried out with the follow-
ing parameters: wavelength — 630 nm, 250 mW/cm?, total
energy — 120 J, source of radiation — the above-mentioned
semiconductor laser. After 3 months, the BCC outbreak
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partially regressed. Figure 3 presents the local condition.
After another 3 months, the patient reported to the control
visit — no recurrence was found (Fig. 4). The next control
was performed 9 months after the procedure. There was
no local recurrence in the postoperative area. The state
after a period of 12 months is shown in Fig. 5. Photody-
namic diagnosis after 12 months is shown in Fig. 6 — there
is no red fluorescence of the photosensitizer, which indi-
cates there are no more neoplasm cells. Figure 7 shows
a standard histological pattern of BCC before treatment
(magnification x100, hematoxylin-eosin (H&E) stain).

Fig. 5. Local state after 12 months
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Fig. 6. Photodynamic diagnosis (PDD) procedure after 12 months - there is
no red fluorescence of photosensitizer

Fig. 7. Standard histological pattern of basic cell carcinoma (BCC) before
treatment (magnification X100, hematoxylin-eosin (H&E) stain

Discussion

Factors that should be taken into account before the
selection of a treatment strategy for BCC include, among
others, the following: degree of advancement and size
of the tumor, infiltration of the tumor into the adjacent
tissues, location of the tumor, general condition of the
patient, and any previous treatment of the lesion. Among
the many possible therapies, surgical treatment of BCC
remains the golden standard. It ranks first among the
methods with the lowest numbers of relapses in the 5-year
period after the end of treatment — 98.6% effectiveness in
primary BCC and 96% efficiency in secondary BCC.!! In
comparison with conservative therapies, surgical treat-
ment gives the opportunity to evaluate the radicality of the
resection of the tumor by performing intraoperative ex-
aminations with the use of the Mohs micrographic surgery
(MMS). Moreover, it provides the final histopathological
verification of the tumor, which is impossible with the use
of conservative methods. The Mohs micrographic surgery
is based on precise excision of lesions due to a histopatho-
logical examination of the edges in the removed tissues.
This technique gives the maximum possibility of saving
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healthy tissues and it is recommended especially in ar-
eas requiring high esthetics after treatment, such as the
face. Furthermore, it is preferred in the cases of recurrent
BCC lesions with poorly marked borderlines and tumors
exceeding 2 cm in diameter. The Mohs micrographic sur-
gery gives less recurrence over a 5-year period compared
to classical tumor excision.!?!*> When determining the ex-
tent of the surgical margin for BCC, the doctor should be
guided mainly by the diameter of the tumor. Therefore, it
is assumed that for lesions not exceeding 2 cm in diam-
eter, a margin of 3 mm ensures effective resections in 85%
of the cases and a 5-millimeter margin guarantees success-
ful resections in 95% of the cases.® This significantly affects
the post-operative esthetic effect in a given anatomical
area, which is very important for the head and neck re-
gion. Scars after surgical treatment depend mainly on the
extent of the tumor and the method of closing the defect
in the resected tissues. Apart from the excised lesions in
the treatment area, healthy tissues are often also excised in
order to collect skin patches used to close the primary cav-
ity. This procedure significantly increases the surgical area
above the correct surgical margin of the resected tumor.
However, there are situations, especially in the head
area, where the determination of a sufficient margin is
limited by the presence of important anatomical struc-
tures, such as the eyeballs, eyelids and earlobes. In these
cases, there are methods that work outstandingly selec-
tively against cancer cells. They include PDT, local the-
rapy with 5% imiquimod and 5-fluorouracil (5-FU), and
targeted molecular therapy with vismodegib, all of which
specifically save the healthy tissues adjacent to the tumor.
Comparing the response to treatment in the case
of a surgical method and PDT with MAL as a photosensi-
tizer (MAL-PDT), a complete response at the level of 96%
for the surgical method and 73% for PDT (in the observa-
tion period of 5 years) has been shown.!* However, when
analyzing the esthetic effect of both methods obtained af-
ter the treatment, PDT significantly exceeds the surgical
treatment.!*'¢ Therefore, PDT has become an alternative
method for patients excluded from the surgical treatment
due to general health reasons and for patients in whom,
because of the location of the lesion, scarring after the
surgical treatment would disrupt the esthetic effect.
Methods including topical pharmacological therapy
are mainly used for the treatment of small-size tumors.
In these cases, imiquimod can be used. This is a modula-
tor of the immune response, especially in the field of den-
dritic cells and monocytes. It has been approved by the
Food and Drug Administration (FDA) and the European
Medicines Agency (EMA) for the treatment of BCC with
a diameter not exceeding 2 cm. In addition to anticancer
activity, it is used in the treatment of viral diseases, espe-
cially related to HPV. It is used in the form of 5% cream in
occlusive dressings, depending on the form of BCC, from
6 to 12 weeks, 5-6 times a week. A comparison of lo-
cal treatment with the use of 5% imiquimod for 6 weeks
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in sBCC and for 12 weeks in the nodular form of BCC with
the classical surgical excision showed a 5-year cure rate at
the level of 82.5% for the group treated with imiquimod
and 97.7% for the group where the lesion was excised.'”
Imiquimod is generally well-tolerated by patients, and the
most common side effects observed during therapy are
erythema, scabs, erosions, or dermatitis. The conducted
research comparing the topical therapy with imiquimod
and MAL-PDT showed a slightly higher effectiveness
of the imiquimod treatment in the period of 3 months
and 12 months — 83.4% of patients fully responding to the
treatment in relation to 72.8% in the case of MAL-PDT.!8

Another topical treatment of BCC, approved by FDA, is
the 5-FU therapy. 5-fluorouracil is a locally used pyrimi-
dine analog in the form of a cream which acts as an antime-
tabolite disturbing the local DNA synthesis. Pilot studies
on the efficiency of this monotherapy demonstrated 90%
of responses to the treatment with 5% cream with 5-FU on
the phosphatidylcholine substrate. Among patients treated
with 5-FU on the petrolatum substrate, a positive response
was received in 57% of the lesions.!® Other studies exam-
ined the effectiveness of MAL-PDT compared to the 5-FU
therapy. These examinations showed that the percentage
of patients fully responding to the treatment in the period
of 3 months and 12 months was 72.8% for MAL-PDT and
80.1% for the 5-FU therapy. Patients after local pharmaco-
therapy more often reported moderate or severe swellings,
erosions, scab formation, and itchy skin compared to pa-
tients treated with MAL-PDT. On the other hand, during
MAL-PDT, moderate or severe pain, burning sensation
and redness of the skin were most commonly reported.!®

Non-invasive BCC treatment methods include molecular
therapy with the use of vismodegib. It works by interrupting
the Hedgehog signaling pathway, which becomes excessively
active in BCC. Vismodegib is an inhibitor of Smoothened
transmembrane protein (SMO), involved in the activation
of the Hedgehog pathway. By blocking this pathway, vis-
modegib inhibits the development of the tumor and slows
down its growth. In 2012, it was approved by FDA for the
treatment of BCC metastases, recurrence after the resection
of the tumor, and for the treatment of patients excluded from
surgery and radiotherapy. The Safety Events in VIsmodEgib
study (STEVIE) is one of the largest examinations involving
the use of vismodegib. It showed 66.7% of responses in pa-
tients with locally advanced BCC and 37.9% of responses in
patients with a metastatic form of BCC. Patients took orally
150 mg of vismodegib in 28-day cycles. The median of re-
sponse time was 22.7 months, with an average treatment
time of 36.4 weeks. Side effects during the treatment were
reported in 98% of patients. The most common side effects
are the following: muscle spasms (64%,) baldness (62%), taste
disorders (54%), weight loss (33%), fatigue (28%,) decreased
appetite (25%), and diarrhea (18%).%°

Furthermore, there are reports on the possibility
of combining PDT with vismodegib. The research conduc-
ted in this direction showed that the combined therapy
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was well-tolerated by patients. The percentage of re-
sponses to the treatment was 90% (total) and 10% (partial)
responses within 30 days since the end of the therapy. The
combination of vismodegib and PDT is a potentially safe
and effective therapy in the treatment of BCC. It increases
the effectiveness of individual therapies, while maintain-
ing a perfect cosmetic effect.?!

Among the invasive methods of BCC treatment, cryo-
therapy (i.e., local freezing) deserves special attention.
It involves the application of a freezing agent in the form
of liquid nitrogen at a temperature of approx. -196°C to
the pathological lesion, thus causing local tissue necro-
sis. In order to destroy BCC tumor cells, it is necessary to
achieve a temperature in the tissue at the level of —-50°C
with 2 freezing and thawing cycles.?? Cryotherapy, just
like PDT, is applicable to the treatment of small and su-
perficial forms of BCC. Conducted research concerning
the comparison of cryotherapy and MAL-PDT in the
treatment of sSBCC has shown the response to treatment
at a similar level. During a 5-year period, recurrence
of the diseases at the level of 22% for MAL-PDT and 20%
for cryotherapy was observed. However, the cosmetic
effect obtained with the use of PDT significantly exceed-
ed the results received after the use of cryotherapy, since
healing after freezing very often leaves scars and discol-
oration on the skin.?®> August believes that this method
should be avoided in the treatment of BCC on the scalp
and in the nasolabial folds due to the large number of re-
currences after the treatment.?* Ceilley and Del Rosso
also mentioned that cryotherapy can cause recurrence
due to the survival of the tumor in the fibrous stroma
of the scar.?® Moreover, there was also an attempt to
combine PDT with CO, laser ablation and modified
cryotherapy. This attempt demonstrated high efficiency
and a good cosmetic effect in the treatment of BCC in
the nodular form.2

Conclusions

In the light of the above-mentioned factors, PDT is
a highly useful, independent method of treating superfi-
cial forms of BCC. Furthermore, it provides a satisfactory
effect in combination with other therapeutic options. Due
to its advantage over other therapies in the form of highly
selective action toward cancer cells and very good cos-
metic results after the treatment, it has become an impor-
tant alternative to other approaches, especially in estheti-
cally sensitive areas, such as the head and neck. Studies on
PDT with regard to sBCC show satisfactory treatment re-
sponse rates. The surgery procedures are recommended
for the treatment of BCC, but in special cases, PDT could
be applied. Therefore, it can be considered as a reason-
able therapeutic option, especially for patients who do not
accept possible surgical complications or for patients ex-
cluded from the surgical treatment.
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Abstract: Background: Lasers are widely used in medicine in soft and hard tissue surgeries and
biostimulation. Studies found in literature typically compare the effects of single-wavelength lasers
on tissues or cell cultures. In our study, we used a diode laser capable of emitting three components of
visible light (640 nm, red; 520 nm, green; 450 nm, blue) and combining them in a single beam. The aim
of the study was to assess the effects of laser radiation in the visible spectrum on tissue in vitro,
depending on the wavelength and pulse width. Methods: All irradiations were performed using the
same output power (1.5 W). We used various duty cycles: 10, 50, 80 and 100% with 100 Hz frequency.
Maximum superficial temperature, rate of temperature increase and lesion depth were investigated.
Results: Maximum superficial temperature was observed for 450 + 520 nm irradiation (100% duty
cycle). The highest rate of increase of temperature was noted for 450 + 520 nm (100% duty cycle).
Maximum lesion depth was observed in case of three-wavelength irradiation (450 + 520 + 640 nm) for
100, 80 and 50% duty cycles. Conclusions: The synergistic effect of two-wavelength (450 + 520 nm)
irradiation was observed in case of maximum temperature measurement. The deepest depth of lesion
was noted after three-wavelength irradiation (450 + 520 + 640 nm).

Keywords: diode laser; multi-wavelength laser; diode laser surgery; interaction light-tissue

1. Introduction

Lasers, including semiconductor lasers are widely used in medicine. They are mainly used
in soft tissue surgery for cutting and cauterization [1,2]. They are also used in biostimulation and
photodynamic therapy [3-5]. Their usefulness stems from their small size, low cost of operation and
the use of flexible optical fibres, which have a positive impact on work comfort. Properties which
characterise laser light include approximate monochromaticity, coherence and beam parallelism [6,7].
Laser beams can selectively affect chromophores found in tissues, as they absorb electromagnetic
waves with predilection to their specific length [6]. In the visible range (400-700 nm), the absorption in
the tissue is dominated by hemoglobin (with peaks in the blue and yellow region) and by melanin
(decreasing monotonically towards longer wavelengths) [5,8]. The above properties are used to select
the right laser device for given clinical needs. For the treatment of highly pigmented lesions and vascular
lesions, light emitted by diode lasers (400-980 nm), pulsed dye lasers (580-595 nm), neodymium-doped
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yttrium aluminum garnet lasers (Nd:YAG, Nd:Y3Al501;, 1064 nm) and frequency-doubled (using
potassium titanyl phosphate, KTP) YAG lasers (532 nm) is most useful [9]. Carbon dioxide-based lasers
(CO,, 10,600 nm) are very well suited to cutting soft tissue with high water content. A wavelength
of 2940 nm, characteristic for erbium-doped YAG lasers (Er:YAG), is in turn strongly absorbed by
water and hydroxyapatite. Due to this, Er:YAG lasers are used for both soft tissue cutting and bone
preparation [1,10]. Apart from wavelength, tissue response is affected by power, energy density and
radiation dose. An increase in power and energy density leads to intensification of thermal and ablative
processes [11,12].

Depending on the value of power expressed as a function of time, lasers can be divided into
continuous wave (CW) lasers and pulsed wave lasers. Operating parameters of a laser device can be
further modified via pulse width and frequency. CW lasers provide a constant light beam, and the
supplied energy is constant within a unit of time. Pulsed operation, with a constant pulse width,
supplies a dose of energy, which is followed by an interval with no emission. Impulses repeat regularly,
and their length over time (pulse width) is lower than the length of the period. Equality between
pulse width and the length of the period indicates a CW laser. Pulsed operation is described by
two parameters: frequency and duty cycle, that is, the ratio of pulse width to period, expressed as a
percentage (100% for continuous wave lasers) [9]. Most laser systems emit pulses with a width between
0.1 ms and 100 ms. Even shorter pulse widths, in the order of a few nanoseconds (1.0 ns = 1079 s),
are characteristic for a mode of operation called Q-switch [13,14]. This mode is used mainly in removal
of pigmented lesions, which include freckles, café au lait spots, lentigines and tattoos [15].

Studies found in literature typically compare the effects of single-wavelength lasers on tissues
or cell cultures. In our study, we used a diode laser capable of emitting three components of visible
light (RGB: 640 nm, red; 520 nm, green; 450 nm, blue) and combining them in a single beam. The aim
of the study was to assess the effects of laser radiation in the visible spectrum on tissue in vitro,
depending on wavelength and pulse width. This assessment concerned not only the individual RGB
components, but also their combination during exposure. The effects on tissue were studied from
physical (assessment of temperature using a thermal imaging camera) and histopathological points of
view, the latter of which involved an assessment of the depth of lesions caused by irradiation. We found
unexpected synergies while combining two different wavelengths simultaneously.

2. Materials and Methods

2.1. Laser Irradiation

Irradiation was performed using a three-wavelength laser source (450 nm, 520 nm and 640 nm).
This laser was developed specifically for this project at the Institute of High Pressure Physics, Warsaw,
Poland (patent number: 9,223,123, B2; date of patent: 29 December 2015). Diode lasers are coupled to
a multi-mode fibre (with a 200400 pm core) using a reflector in the form of a regular pyramid [16].
Optimization of the optical setup makes it possible to couple 70%-90% of light into the fibre. Our laser
device allows continuous wave (CW) and pulsed operation (from 1 ms upwards). All single-wavelength
irradiations were performed using the same output power (1.5 W). If two wavelengths were used
simultaneously, 0.75 W was set for each wavelength. In case of three wavelengths applied together,
0.5 W was set for each. For pulsed operation, a pulse width of 1 ms (10% duty cycle), 5 ms (50% duty
cycle) and 8 ms (80% duty cycle) was set, with a 10 ms period (frequency 100 Hz). The 100% duty cycle
corresponded to continuous wave operation. Our pulses were much longer than those of Q-switched
or mode-locked lasers so we expected mainly thermal effects on the tissue. Laser spot diameter was set
to 4 mm. The time of irradiation was 7 s for 100% duty cycle, 9 s for 80% duty cycle, 14 s for 50% duty
cycle and 70 s for 10% duty cycle. The total dose for each irradiation was approximately 10.5 J.
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2.2. Tissue

Irradiation was performed on the dorsal surface mucosa of a fresh (not frozen) cow’s tongue.
Each irradiated area was cut off and placed in a 10% buffered formaldehyde solution. Samples were
routinely processed as paraffin-embedded blocks, cut into 5 pum slices and stained with haematoxylin
and eosin (HE). Each microscopic examination was performed by two independent pathologists.
The following microscopic changes were examined: necrosis, occlusion of blood vessels and congestion,
inflammatory reactions and obfuscation of tissue structure. Pathologists marked the border between
affected tissue and normal tissue (on the digital microscopic image of the tissue). The length of the line
between the border of lesions and perpendicular to the surface of the sample was a depth lesion.

2.3. Temperature Measurement

All irradiation procedures were recorded using a Compact Seek Thermal FLIR (forward looking
infra red) Camera (Seek Thermal Inc., Santa Barbara, CA, USA). Recorded video clips were analysed
using Avidemux 2.7.5 (www.avidemux.org, GNU GPL licence). Temperature was measured every
1s. The standard deviation of maximum temperature was taken from the last three measurements.
The temperature of tissue before irradiation was 27 °C. The rate of temperature increase (dT/dt) was
determined as the total temperature increase divided by the total illumination time (7-70 s). However,
since the increase was non-linear (faster at the beginning and slow towards the end), we also included
the T(t) curves for each of the illumination parameters in Appendix A (Figure Al).

The whole experiment was repeated two times under the same conditions.

2.4. Statistical Analysis

Statistica version 13.3 (StatSoft, Cracow, Poland) was used to perform all statistical analyses.
A statistical significance level of 0.05 was assumed. The Shapiro-Wilk test was used to check the
normality of distribution. Analysis of variance (ANOVA) was applied to check temperature increase
and maximum temperature differences between groups. The least significant difference post hoc test
was used to check the differences in temperature between individual groups. The correlation matrix
was used to estimate the correlation between lesion depth and maximum temperature and the rate of
temperature increase (dT/dt).

3. Results

The ambient surface temperature of tissue was 27 °C. Maximum surface temperatures after
irradiation are shown in Table 1 and Figure 1. In the 10% duty cycle group, maximum temperature
was observed during 450 + 520 nm (BG) irradiation; it reached 37 °C, which was significantly higher
compared with other wavelengths (p < 0.05, Table 2). In the 50% duty cycle group, maximum
temperature reached 71 °C; and in the 80% duty cycle, maximum temperature reached 89 °C, while for
the 100% duty cycle, maximum temperature reached 100 °C.

Table 1. Mean of increase of temperature in time (dT/dt), maximum temperature (Max temp) and
lesion depth. SD, standard deviation; blue (B), 450 nm; green (G), 520 nm; red (R), 640 nm; RGB,
450 + 520 + 640 nm; BG, 450 + 520 nm; BR, 450 + 640 nm; GR, 520 + 640 nm; bold font, highest value in

the duty cycle group.
e, B w Mgw @ SR o
B10% 0.11 0.53 35.00 0.58 0.00 0.00
G10% 0.06 0.24 31.00 0.00 0.00 0.00
R10% 0.03 0.24 29.00 0.00 0.00 0.00
RGB10% 0.09 0.28 33.00 0.00 0.00 0.00
BG10% 0.14 0.39 37.00 0.00 0.00 0.00

60



Materials 2020, 13, 5340 40f 16

Table 1. Cont.

Wavelength/ dT/dt Max Temp Lesion

Duty Cycle (%) (CJs) & e 8 pepgr O
BR10% 0.10 0.39 34.00 0.00 0.00 0.00
GR10% 0.03 0.17 29.00 0.00 0.00 0.00

B50% 2.64 285 64.00 1.00 027 005
G50% 1.93 208 54.00 058 0.49 002
R50% 0.64 0.69 36.00 0.58 0.33 0.06
RGB50% 2.00 2.15 55.00 0.58 1.44 0.02
BG50% 3.14 3.38 71.00 1.00 0.38 0.03
BR50% 236 254 60.00 1.00 0.43 002
GR50% 1.71 1.85 51.00 0.58 0.36 0.05
B80% 5.67 424 78.00 2.52 1.04 0.06
G80% 3.78 2.82 61.00 3.00 0.41 0.05
R80% 1.33 076 39.00 1.00 026 012
RGB80% 4.56 3.44 68.00 252 1.36 0.06
BG80% 6.89 6.69 89.00 2.08 0.63 0.10
BR80% 5.44 4.82 76.00 1.73 0.64 0.06
GR80% 511 3.06 73.00 551 056 007
B100% 9.00 6.66 90.00 4.04 1.00 0.24
G100% 4.86 2.66 61.00 3.51 1.04 0.07
R100% 1.57 0.41 38.00 2.00 0.42 0.02
RGB100% 7.43 641 79.00 6.00 143 005
BG100% 10.43 6.18 100.00 8.74 1.26 0.04
BR100% 8.43 4.62 86.00 5.51 0.75 0.04
GR100% 6.57 2.42 73.00 6.03 0.57 0.08

In every duty cycle group, the highest temperature was recorded during irradiation using
450 + 520 nm wavelengths. Conversely, the lowest temperature was recorded for the 640 nm
wavelength; it did not exceed 39 °C in any duty cycle group. Regardless of duty cycle, the temperature
reached during irradiation using the 640 nm wavelength showed statistical differences compared
to other wavelengths. It is worth noting that for the 10% duty cycle group, irradiation using
520 + 640 nm wavelengths (GR) yielded a temperature of 29 °C, similar to red light. In other duty
cycle groups, irradiation using 520 + 640 nm wavelengths resulted in statistical differences compared
to the 640 nm wavelength.

Combining three wavelengths during irradiation (450 + 520 + 640 nm, RGB) in the 50% and
80% duty cycle groups yielded a temperature reading statistically similar to irradiation using green
light alone (520 nm). In continuous wave operation (100% duty cycle), temperature reading was
statistically similar to subgroups irradiated using 520 + 640 nm wavelengths (GR) and 450 + 640 nm
wavelengths (BR).

For the 50% and 80% duty cycle groups, obtained temperatures were similar between the 450 nm
wavelength and 450 + 640 nm wavelengths.

In the 100% duty cycle group, the highest temperatures, statistically comparable, were recorded
for the 450 nm wavelength (B, 90 °C), 450 + 520 nm wavelengths (BG, 100 °C) and 450 + 640 nm
wavelengths (BR, 86 °C).

For continuous wavelength operation (100% duty cycle), the highest recorded temperature was
100 °C for 450 + 520 nm wavelengths (BG) and 90 °C for the 450 nm wavelength (B). No statistical
differences were observed between individual groups; however, such differences did occur with respect
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to remaining wavelengths. The lowest temperature of 39 °C was recorded during irradiation using the
640 nm wavelength (R).

Table 2. Results of post hoc statistical analysis (least significant differences) for maximum temperature.
Bold font, statistically significant, p < 0.05; B, 450 nm; G, 520 nm; R, 640 nm; RGB, 450 + 520 + 640 nm;
BG, 450 + 520 nm; BR, 450 + 640 nm; GR, 520 + 640 nm).

Maximum Temperature

Wavelength/

ity Sycls B10% G10% R10% W10% BG10% BR10% GR10%
B10% 0.000000  0.000000  0.000000  0.000000  0.002189  0.000000
G10% 0.000000 0.000000  0.000000  0.000000  0.000000  0.000000
R10% 0.000000  0.000000 0.000000  0.000000  0.000000  1.000000
RGB10% 0.000000  0.000000  0.000000 0.000000  0.000064  0.000000
BG10% 0.000000  0.000000  0.000000  0.000000 0.000000  0.000000
BR10% 0.002189  0.000000  0.000000  0.000064  0.000000 0.000000
GR10% 0.000000  0.000000  1.000000  0.000000  0.000000  0.000000
Maximum Temperature
ng";lil;flt:/ B50% G50% R50% W50% BG50% BR50% GR50%
B50% 0.000000  0.000000  0.000000  0.000000  0.000022  0.000000
G50% 0.000000 0.000000 0141872  0.000000  0.000001  0.000137
R50% 0.000000  0.000000 0.000000  0.000000  0.000000  0.000000
RGB50% 0.000000  0.141872  0.000000 0.000000  0.000009  0.000009
BG50% 0.000000  0.000000  0.000000  0.000000 0.000000  0.000000
BR50% 0.000022  0.000001  0.000000  0.000009  0.000000 0.000000
GR50% 0.000000  0.000137  0.000000  0.000009  0.000000  0.000000
V\éal‘l’t‘;l‘z‘;%;:/ B80% G80% R80% W80% BG80% BR80% GR80%
B80% 0.000034  0.000000  0.000941  0.000192 0586834  0.418096
G80% 0.000034 0.000000  0.092173  0.000000  0.000090  0.000149
R80% 0.000000  0.000000 0.000000  0.000000  0.000000  0.000000
RGB80% 0.000941 0092173  0.000000 0.000000  0.002811  0.004885
BG80% 0.000192  0.000000  0.000000  0.000000 0.000070  0.000043
BR80% 0.586834  0.000090  0.000000  0.002811  0.000070 0.784989
GR80% 0418096  0.000149  0.000000  0.004885  0.000043  0.784989
Vg‘tl"t‘;li;flt:‘/ B100% G100% R100% W100% BG100%  BR100%  GR100%
B100% 0.000017  0.000000  0.010143 0180197 0227531  0.000837
G100% 0.000017 0.000269  0.004185  0.000002  0.000155  0.049241
R100% 0.000000  0.000269 0.000001  0.000000  0.000000  0.000006
RGB100% 0.010143  0.004185  0.000001 0.000628 0109788  0.227531
BG100% 0.180197  0.000002  0.000000  0.000628 0.018204  0.000061
BR100% 0227531  0.000155  0.000000  0.109788  0.018204 0.010143
GR100% 0.000837  0.049241  0.000006 0227531  0.000061  0.010143
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Maximum superficial temperature

Max temperature
[°C]

Duty cycle

Wavelength [nm]

Figure 1. Maximum superficial temperature. B, 450 nm; G, 520 nm; R, 640 nm; RGB, 450 + 520 + 640 nm;
BG, 450 + 520 nm; BR, 450 + 640 nm; GR, 520 + 640 nm).

Maximum temperatures for all studied groups are shown in Table 1 and Figure 1. A post hoc
statistical analysis between the groups is shown in Table 2.

The dT/dt values for all studied groups are shown in Table 1 and Figure 2. Table 3 shows the
results of post hoc analysis between the groups. The highest value of temperature increase over time
(dT/dt) for the all duty cycle groups was recorded for 450 + 520 nm wavelengths (BG). In the 100%
duty cycle group, the highest increase of temperature was 10.43 °C/s for 450 + 520 nm wavelengths.
The lowest increase of temperature was seen during 640 nm irradiation in all of the duty cycle groups
(0.03-1.57 °C/s).

A breakdown of lesion depths is given in Table 1 and Figure 3. The results of post hoc analysis
between the groups are presented in Table Al. In the 10% duty cycle group, no tissue lesions were
observed under microscopic examination, regardless of the wavelength. It wass interesting that the
deepest penetration of tissue lesions was observed for 450 + 520 + 640 nm wavelengths (RGB) at duty
cycles of 50%, 80% and 100%. It was important that the values did not differ statistically between
the 50%, 80% and 100% duty cycle groups. A similar, albeit less intense, effect (limited to only two
duty cycle groups, 80% and 100%) was observed for the 450 nm (B) range. For the 520 nm (G) range
and 450 + 520 nm (BG) range, the greatest depth of lesions was observed only in the 100% duty cycle
group with statistical differences in relation to the other duty cycle group. The least intense lesions in
tissue were observed in the 630 nm (R) range. Macroscopically, charring of the surface of the mucous
membrane and, microscopically, presence of erosions were observed only in the group exposed to the
450 nm (B) and 450 + 520 nm (BG) lasers with the duty cycle coefficient of 100%.
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dT/dt [°C/s]

Duty cycle

Increase of temperature in time dT/dt [°C/s]

Wavelength [nm]

Figure 2. Increase of temperature in time (dT/dt (°C/s)). B, 450 nm; G, 520 nm; R, 640 nm; RGB,
450 + 520 + 640 nm; BG, 450 + 520 nm; BR, 450 + 640 nm; GR-520 + 640 nm.

Table 3. Results of post hoc statistical analysis (least significant differences) for increase of temperature.
Bold font, statistically significant, p < 0.05; B, 450 nm; G, 520 nm; R, 640 nm; RGB, 450 + 520 + 640 nm;
BG, 450 + 520 nm; BR, 450 + 640 nm; GR, 520 + 640 nm.

dT/dt

d’::;’:;‘i‘l‘é‘:'}/) B10% G10% R10% RGB10% BG10% BR10% GR10%
B10% 0307940 0126436 0610064 0610064 0798710  0.123345
G10% 0.307940 0610064  0.610064 0126436 0444364  0.603765
R10% 0126436  0.610064 0307940  0.041767 0202643  0.994248
RGB10% 0.610064  0.610064  0.307940 0307940 0798710  0.302842
BG10% 0610064 0126436  0.041767  0.307940 0444364  0.040348
BR10% 0798710  0.444364 0202643 0798710  0.444364 0.198530

GR10% 0123345 0603765 0994248 0302842  0.040348  0.198530
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Table 3. Cont.

dT/dt

d‘;v:y":;i’l‘ftg/) B50% G50% R50% RGB50% BG50% BR50% GR50%
B50% 0372804  0.013920 0422296 0532259  0.720979  0.247329
G50% 0.372804 0110389 0928830  0.131326  0.592311  0.788773
R50% 0.013920  0.110389 0092220  0.002316  0.034243  0.182460
RGB50% 0422296 0928830  0.092220 0.155274  0.655344  0.720979
BG50% 0532259 0131326 0.002316  0.155274 0327132 0.076570
BR50% 0720979 0592311  0.034243  0.655344  0.327132 0.422296

GR50% 0247329 0788773 0182460 0720979  0.076570  0.422296
d?fy"ﬁ;’i’;f:}}/ ) B80% G80% R80% RGBS80% BG80% BR80% GR80%
B80% 0347996  0.034168 0579935 0542755 0911741  0.781760
G80% 0.347996 0225781  0.698232  0.124672 0407219  0.506835
R80% 0.034168  0.225781 0112041  0.007317  0.044070  0.063549
RGB80% 0579935  0.698232  0.112041 0247309  0.657763  0.781760
BG80% 0542755  0.124672  0.007317  0.247309 0472238 0376871
BR80% 0911741 0407219  0.044070  0.657763  0.472238 0.867958

GR80% 0781760 0506835  0.063549 0781760 0376871  0.867958
dﬁf‘y"g}i’;g;ﬂ}j | B100% G100% R100%  RGB100%  BG100%  BR100%  GR100%
B100% 0161044 0014214 0591242  0.625293  0.844939  0.407680
G100% 0.161044 0264239 0380892  0.061831  0.225558  0.558100
R100% 0.014214  0.264239 0050103  0.003950  0.022914  0.092439
RGB100% 0591242 0380892  0.050103 0307440 0732273  0.769303
BG100% 0625293  0.061831  0.003950  0.307440 0494752 0191235
BR100% 0.844939 0225558  0.022914 0732273  0.494752 0.525921

GR100% 0407680 0558100  0.092439 0769303  0.191235  0.525921

A positive correlation (r = 0.73) between the maximum obtained temperature and the depth
of lesions in tissue was observed (Figure 4A). It is worth noting that, above 60 °C, the correlation
coefficient was only 0.37. A positive correlation was also observed between the dT/dt value and the
depth of the lesions, although in this case the correlation coefficient was 0.74 (Figure 4B).
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Figure 3. Lesion depth (mm). B, 450 nm; G, 520 nm; R, 640 nm; RGB, 450 + 520 + 640 nm; BG,
450 + 520 nm; BR, 450 + 640 nm; GR, 520 + 640 nm.
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Figure 4. (A) Correlation between the maximum obtained temperature and the depth of lesions in

tissue. (B) Correlation between lesion depth temperature and the rate of temperature increase.

Despite the dynamic development of laser devices, we have not encountered in the literature
research on lasers enabling simultaneous emission of three components (RGB) of visible light
(red, 640 nm; green, 520 nm; blue, 450 nm) in one beam. Most of the research available in the
literature compares the impact of lasers with different wavelengths on live tissue, tissue cultures
or tissue preparations. However, even irradiation with different wavelengths is not conducted
simultaneously, but subsequently [17-20]. Every type of laser may cause thermal damage to tissue.
It can be divided into selective or non-selective. In the first case, the activity of lasers is based on the
selective photothermolysis principle (ST), in which the conversion of laser energy into heat is limited to
proper chromophores [21,22]. Selective destruction of target structure, with minimum thermal damage
to the adjacent tissues, can be achieved through the selection of adequate wavelength (with the right
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absorption spectrum for a given tissue), pulse length (equal to or shorter than the time of thermal
relaxation of the tissue) and energy density (enabling an effective increase of the temperature in the
target tissue). The ability of tissues to dissipate heat, sometimes referred to as thermal relaxation
time (TRT), is the time in which the tissue temperature is reduced to the half of beginning value [23].
The value depends on the type and volume of the tissue. If the duration of the pulse is shorter or
equal to the thermal relaxation time, heat is not accumulated, which protects the adjacent structures
from thermal damage. This type of action is useful when removing pigmentary lesions, vascular
malformations or tattoos [24]. When selective removal of tissue is not necessary, a significant increase
in temperature occurs with an increase in energy power and density and pulse width, which results
in non-selective damage to tissues. Thermal effects may take the form of reversible hyperthermia
when the temperature of tissues does not exceed 42 °C. Denaturation of proteins and nucleic acids
occurs within the temperature range from 42 °C to 60 °C, and coagulation occurs within the range
from 60 °C to 100 °C. Evaporation of water and tissue is observed above 100 °C; however, when the
temperature exceeds 200 °C, tissues are charred [2]. The above phenomena are used mainly in soft
tissue surgery as we can simultaneously achieve the effect of cutting, coagulation and homeostasis
with the use of high-energy lasers [25]. It shortens the procedure time, improves the insight into the
operating field and frequently removes the need for stitches. Most of the diode lasers available in the
market enable work within a power range of up to 10 W together with regulation of pulse duration
and intervals between them, the so-called Ton/Toff (Time on/Time off) [26]. Studies conducted by
Matys et al. showed the impact of the operation mode of a 980 nm diode laser (SmartM, Lasotronix,
Poland) on the increase in the temperature measured with the use of a TM-902-C thermometer, on a
K-type probe, TP-02 (Zhangzhou Weihua Electronic Co., Fujian, China) [27]. The authors of the study
observed that, regardless of the mode of operation, a significant increase in temperature occurred
together with an increase in the laser power. During the pulsed mode (PM) operation, they did not
observe significant differences in the increase in temperature between various pulse length settings
for all ranges of the tested beam power. However, the duty cycle in all PM groups was 50% as the
interval between them was proportionately extended together with the lengthening of the pulse.
The aforementioned authors observed that the emission of 180 J of energy in the pulsed mode for
60 s caused an increase in temperature that was 26 °C higher compared with that of the CW mode.
It may suggest that, in order to achieve a similar thermal effect, the total dose of PM energy should be
decreased by approximately 30% compared to the CW dose. Our observations obtained on the basis of
our own studies were contrary to this conclusion as in all groups the increase in temperature occurred
together with an increase in the duty cycle value. It should be taken into account, however, that the
study conducted by Matys et al. was based only on temperature measurements with the use of the
K-type probe (TP-02) subjected to direct exposure to laser beam irradiation, and the measurements
of the surface temperature of tissue preparations in our research were conducted with the use of a
thermal imaging camera.

Another study conducted by Fornaini et al. compared the increase in tissue temperature during
the collection of specimens (ex vivo) with the use of four diode lasers with various wavelengths:
808 nm (Eufoton, Italy), 980 nm (Quanta System, Italy), 1470 nm (Quanta System, Italy) and 1950 nm
(Quanta System, Italy) [28]. Power settings were 2 W and 4 W in the CW mode for all groups, with a
fibre diameter of 320 um, providing power densities of 2488 W/cm? and 4976 W/cm?. The increase in
temperature was measured with the use of two thermocouples, the first at the depth of 0.5 mm and
the second at 2 mm from the incision line. The initial and final surface temperatures were recorded
with the use of an IR thermometer. The greatest increase in temperature measured on the surface was
observed for the 980 nm beam and 4 W (AT 16.3 °C), while the lowest was observed for the 1950 nm
beam and 2W (AT 9.2 °C), which was also observed during temperature measurements in deeper
tissue layers (980 nm and 4W, AT 40.7 °C; 1950 nm and 2W, AT 34.9 °C). It stems from the fact that,
together with an increase in wavelength in the range from near to far infrared, the absorption of light
by haemoglobin and melanin decreases (the last and the lowest of the three absorption peaks occurs at
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the wavelength of 920-940 nm) and the value of absorption for water increases (beginning from 700 nm,
reaching the highest peak at 2500-3000 nm [29]. The authors also observed that the fastest cutting of
tissue was achieved when using the 1950 beam and 4 W, and the slowest cutting was achieved when
using the 880 nm beam and 2 W. It may be explained by the high value of absorption of light of 1950 nm
wavelength in water. Our studies confirmed the fact that the highest tissue temperature was observed
when using a beam created after combining blue and green light (BG group at all duty cycle values:
10%, 35 °C; 50%, 71 °C; 80%, 89 °C; 100%, 100 °C) as the highest absorption peaks for haemoglobin
(420 nm and 520-577 nm) occurred for this wavelength. The greatest increase in temperature (dT/dt)
was observed in the CW mode for wavelength BG (10.43 °C/s).

We analysed the range of the changes that occurred in tissues and observed that the greatest
depth of damage was observed during exposure to beam RGB, formed after the combining of colours
R+G+B for all duty cycles except for the 10% duty cycle, and amounted to 1.43 mm (standard deviation
(SD) = 0.05). In addition, no statistically significant differences in terms of their depth were observed
for 50%, 80% and 100% cycle duties. The most-shallow lesions were visible for the red light (640 nm)
in all duty cycle groups and ranged from 0 to 0.42 mm. Many studies presenting the scope of tissue
damage as a result of the application of various laser devices can be found in the literature. Ex vivo
studies, conducted by Romeo et al. with the use of lasers Er:-YAG, Nd:YAG and Er-Cr:YSGG (erbium,
chromium: yttrium-scandium-gallium-garnet) as well as two diode lasers (808 nm and 980 nm),
showed that the 808 nm diode laser (2 W, 100 ms, duty cycle 50%, 248 ]/cmz) and Er-Cr:YSGG (2780 nm,
3 W, 20 Hz, 53 J/cm?) were characterised by the smallest range of tissue damage during biopsy, which
did not exceed 1 mm [30]. Moreover, comparing the 808 nm diode laser in the CW mode (2 W in power,
2400 J/em?2) and in the PM mode (2 W in power, 100 ms, duty cycle 50%, 248 J/em?), they observed that
much deeper damage occurred in the CW mode than in the PM mode (3 mm and 1 mm, respectively).

Ex vivo studies conducted by Azevedo et al. also indicated a different range of tissue damage
depth depending on the applied laser device [31]. The instruments among the studied lasers—CO,,
10.6 um, 3.5 W, 50 Hz; CO,, 10.6 um, 7 W, 50 Hz; CO,, 10.6 um, 7 W, CW; Nd:YAG, 1.06 um, 6 W, 40 Hz;
Er:YAG, 2940 nm, 2 W, 10 Hz; laser diode, 980 nm, 3.5 W, PM)—causing the deepest damage within the
margin of the collected tissue were the Nd:YAG laser and the 908 nm diode laser, and the mean depth
was 670.68 pm and 626.82 pm, respectively. The most-steady cuts were observed when using the CO,
(3.5 W, PM) laser. It stems from the fact that the light of the 980 nm diode laser and Nd:YAG is to a
lesser extent absorbed by water and to a greater extent absorbed by melanin and haemoglobin. As a
result, they penetrate tissues better than the light of lasers with a larger wavelength, such as the CO,
laser, the activity of which is rather superficial [32].

Studies on the 445 nm diode laser (2.5 W, CW, 3100 J/cm?2; Eltech K-Laser srl, Treviso, Italy),
used during the biopsy of soft tissues within the oral cavity, showed the mean scope of thermal
damage to the epithelium reaching a depth of 650.43 um (+ 311.96 pm) and damage to the subepithelial
connective tissue reaching a depth of 468.23 um (+ 264.23 pum) [33]. In all samples, but one, the total
thickness of thermal damage did not exceed 1 mm. Lesions of vascular aetiology, such as granuloma
pyogenicum, showed much greater depth of thermal damage, which can be explained by the high
absorption of light of 445 nm in wavelength for haemoglobin, occurring in large numbers in this type
of lesions. Lesions diagnosed as papillomavirus showed less thermal damage due to the small share of
vessels in their structure. The authors did not observe any negative impact of the laser activity on
histopathological evaluation of the examined tissue. In our study, we observed a similar range of tissue
penetration by a laser of 450 nm in wavelength, namely 1 mm for the 100% duty cycle. Interestingly,
there were no statistically significant differences between the depth of the damage for the 80% and
100% duty cycle. The above studies suggest that most laser devices can be used for the collection of
soft tissue specimens. The condition is to take into account the depths of lesions in tissues as a result of
the activity of laser radiation, extending the margins of surgical excisions accordingly. A reduction of
thermal damage is of key importance for histopathological evaluation. The presence of pathological
tissue in the marginal area with thermal damage makes it impossible to the determine the radicality of
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the lesion excision and creates the risk of miscalculation of its extent, which is of key importance for
further treatment. Therefore, in order to obtain a proper specimen collected with the use of a laser
device, proper margin should be maintained. The margin must be greater than the depth of thermal
damage characteristic for a given wavelength and laser beam parameters.

According to our research, the optimum beam for the collection of soft tissue specimens is the
450 nm beam (B). The temperature reached at 100% duty cycle (90°C) and dT/dt at the level of 9.0 °C/s
are sufficient to obtain the necessary tissue cutting and coagulation effect. In addition, the depth
of the thermal changes does not exceed 1 mm, thanks to which it is possible to maintain a small
surgical margin during biopsy. The RGB beam (640 + 520 + 450 nm) was characterised by the greatest
penetration depth (1.43 mm) among all studied groups. In addition, it caused an increase in tissue
temperature (100% duty cycles, 79 °C; dT/dt, 7.43 °C) to the level enabling effective coagulation thereof.
It can be applied in the treatment of shallow vascular lesions on mucous membranes, for which other
laser systems are also used [34,35]. The diode lasers used most frequently in these cases are the lasers
ranging from 800 nm to 980 nm as such wavelength is within one of the three absorption peaks for
haemoglobin [29,36]. In addition, systems of this type rarely offer wavelengths within the range of
410-577 nm, encompassing the highest absorption peak for the protein. For this reason, the use of the
RGB beam becomes promising as the components of its spectrum are within the optimum haemoglobin
absorption range. Moreover, the depth of penetration was the greatest among all groups included in
our study.

5. Conclusions

The synergistic effect of two-wavelength (450 + 520 nm) irradiation was observed in case of
maximum temperature measurement. The deepest depth of lesion was noted after three-wavelength
irradiation (450 + 520 + 640 nm). Our research, although conducted ex vivo, opens new perspectives in
the field of soft tissue surgery, proposing the use of diode lasers with various wavelengths in one beam.
They may be useful in the selection of proper configuration when working with diode lasers in various
clinical settings. However, due to the lack of reports in the literature regarding this type of laser devices
(combining several wavelengths in one optic beam), it was not possible to compare our results with
other studies. Thus, further research is needed in order to obtain more detailed information regarding
the activity of such lasers on tissues.
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Appendix A

Table Al. Post hoc Scheffe’s test results in case of duty cycle vs.

450 + 520 + 640 nm; BG, 450 + 520 nm; BR, 450 + 640 nm; GR, 520 + 640 nm).

130f16

lesion depth. Bold font, statistically significant, p < 0.05; B, 450 nm; G, 520 nm; R, 640 nm; RGB,

Wavelengt/y B B B B G G G G R R R R RGB RGB RGB BG BG BG BG BR BR BR BR GR GR GR GR RGB
DutyCydle ~ 10% 50% B0% 100% 10% 50% 80% 100% 10% 50% 80% 100% 10% 50% 80% 10% 50% 80% 100% 10% 50% 80% 100% 10% 50% 80% 100% 100%
B10% 0634 0000 0000 1000 0000 0012 0000 1000 0659 0189 0007 1000 0.000 0000 1000 0030 0000 0000 1000 0005 0.000 0000 1000 0061 0.000 0000 0.000
B50% 0634 0000 0000 0634 0914 1000 0000 063 1000 1000 1000 0634 0000 0000 0634 1000 0061 0000 063 099 0038 0000 0634 1000 0438 0310 0000
BSO%  0.000 0000 1000 0000 0000 0000 1000 0.000 0.000 0.000 0.000 0000 0016 0244 0000 0000 0009 0947 0000 0000 0016 0411 0.000 0.000 0.000 0001 0023
B100% 0000 0.000 1000 0000 0000 0000 1000 0000 0000 0000 0000 0.000 0.003 0076 0.000 0.000 0043 0740 0000 0000 0065 0740 0000 0.000 0.002 0005 0005
G10% 1000 0634 0000 0.000 0000 0012 0000 1000 0689 0189 0007 1000 0000 0000 L0 0030 0000 0.000 1000 0.005 0000 0000 1000 0061 0.000 0.000 0.000
G50% 0000 0914 0000 0000 0.000 1000 0000 0000 0885 0999 1000 0.000 0.000 0.000 0000 1000 1000 0000 0000 1000 1000 0689 0000 1000 1000 1000 0000
GS0% 0012 1000 0000 0000 0012 1000 0000 0012 1000 1000 1000 0012 0000 0000 0012 1000 0914 0000 0012 1000 0850 0117 0012 1000 1000 099 0.000
G100% 0000 0000 1000 1000 0000 0000 0.000 0.000 0.000 0000 0000 0000 0014 0225 0000 0000 0011 0937 0000 0.000 0.018 0435 0000 0000 0000 0001 0020
RI0% 1000 0634 0000 0000 1000 0000 0012 0.000 0689 0159 0007 1000 0000 0000 1000 0030 0000 0000 1000 0005 0.000 0000 1000 0061 0.000 0.000 0.000
R50% 0689 1000 0000 0000 0689 0885 1000 0.000 0689 1000 0999 0689 0000 0000 0689 1000 0049 0000 0689 0998 0030 0000 0689 1000 0384 0265 0000
R80% 0189 1000 0000 0000 0159 0999 1000 0000 0189 1.000 1000 0189 0000 0000 0189 1000 0334 0000 0189 1000 024 0006 0189 1000 0885 0788 0.000
RI00% 0007 1000 0000 0000 0007 1000 1000 0000 0.007 0.9 1000 0007 0000 0000 0007 1000 095 0000 0007 1000 0914 0172 0007 1000 1000 1000 0.000
RGBIO% 1000 0.634 0000 0.000 1000 0000 0012 0000 1000 0689 0189 0.007 0000 0000 1000 0030 0000 0000 1000 0005 0.000 0000 1000 0061 0000 0000 0.000
RGBS0% 0000 0000 0016 0003 0000 0000 0000 0014 0000 0000 0000 0.000 0.000 1000 0.000 0000 0000 099 0000 0000 0000 0000 0000 0.000 0.000 0000 1.000
RGBSO% 0000 0.000 0244 007 0000 0000 0000 0225 0000 0.000 0000 0.000 0.000 1000 0000 0000 0000 1000 0000 0000 0.000 0000 0.000 0.000 0.000 0000 1000
BGI0% 1000 0634 0000 0.000 1000 0000 0012 0000 1000 0689 0189 0007 1000 0000 0.000 0030 0000 0000 1000 0005 0000 0000 1000 0061 0000 0000 0000
BGS0% 0030 1000 0000 0000 0030 1000 1000 0000 0030 1000 1000 1000 0030 0.000 0000 0.030 0755 0000 0030 1000 0689 0055 0030 1000 0997 0988 0000
BGSO% 0000 0061 0009 0.043 0000 1000 0914 0011 0000 0049 0334 0956 0000 0.000 0000 0000 0788 0000 0000 0970 1000 1000 0000 0634 1000 1000 0.000
BGI00% 0000 0000 0947 0740 0000 0.000 0000 0937 0000 0.000 0000 0000 0000 099 1000 0.000 0.000 0.000 0000 0000 0.000 0000 0000 0.000 0.000 0.000 0.9%
BRIO% 1000 0634 0000 0000 1000 0000 0012 0000 1000 0689 0189 0007 1000 0000 0.000 1000 0030 0000 0.000 0005 0.000 0000 1000 0061 0000 0000 0.000
BRS0%  0.005 0999 0000 0000 0005 1000 1000 0000 0005 0998 1000 1000 0.005 0.000 0.000 0.005 1000 0970 0000 0.005 0937 0206 0005 1000 1000 1000 0.000
BRSO%  0.000 0038 0016 0068 0000 1000 0850 0018 0000 0030 0244 0914 0.000 0000 0000 0000 0689 1000 0.000 0.000 0937 1000 0000 0521 1000 1000 0.000
BRIOO% 0000 0000 0411 0740 0000 0689 0117 0435 0000 0000 0006 0172 0000 0000 0000 0000 0055 10G0 0.000 0000 0206 1.000 0000 0026 0984 099% 0.000
GRIO% 1000 0634 0000 0000 1000 0000 0012 0000 1000 0689 0189 0007 1000 0000 0000 1000 0030 0.000 0000 1000 0005 0000 0000 0061 0000 0.000 0000
GR30% 0061 1000 0000 0000 0061 1000 1000 0000 0061 1000 1000 1000 0061 0000 0000 0061 1000 0634 0000 0061 1000 0521 0026 0061 0984 0956 0000
GRS0% 0000 0438 0000 0002 0000 1000 1000 0000 0000 0384 0885 1000 0000 0000 0000 0000 0997 1000 0000 0000 1000 1000 0984 0000 0984 1000 0.000
GRI00% 0000 0310 0001 0005 0.000 1000 099 0001 0000 0265 0785 1000 0000 0000 0000 0000 0985 1000 0000 0000 1000 1000 09% 0000 095 1.000 0.000
RGBIOO% 0000 0000 0023 0005 0000 0000 0000 0020 0000 0000 0000 0000 0000 1000 1000 0000 0000 0000 0996 0000 0.000 0000 0000 0000 0.000 0.000 0.000
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Figure Al. Increase of temperature in time during irradiation for (A) 10%, (B) 50%, (C) 80% and
(D) 100% duty cycles. B, 450 nm; G, 520 nm; R, 640 nm; RGB, 450 + 520 + 640 nm; BG, 450 + 520 nm;

BR, 450 + 640 nm; GR, 520 + 640 nm.
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Abstract: Venous lake (VL) is a common lesion resulting from the enlargement of thin-walled veins
surrounded by a thick wall of fibrous tissue. Photocoagulation is becoming one of the basic methods
for treating small vascular lesions. The aim of this study was an application of texture analysis (TA)
and fractal dimension analysis (FDA) to evaluate VL treatment. Twenty-three VLs were included in
the study. We used a 980 nm diode laser, 6 W, 100 ms pulse mode with a 50% duty cycle. The total
dose of energy was in a range from 80 J to 600 ]. We used the difference of intensity algorithm for FDA
and microcontrast and a co-occurrence matrix for TA. A complete therapeutic effect was achieved in
83%, and in 9%, scar formation was observed after three months. No healing was observed in 4%,
and there was partial healing in 4%. No differences in FD were observed between the lesions after
three months and the healthy mucosa. The fractal dimension and microcontrast of a vascular lesion
are mutually coupled. FDA and TA is a useful and objective method of assessing treatment effects
for venous lakes. The non-contact mode of the 980 nm diode laser is an effective and safe method for
treating a VL.

Keywords: venous lake (VL); diode laser 980 nm; texture analysis; fractal dimension analysis;
laser surgery

1. Introduction

A venous lake (VL) is a common lesion resulting from the enlargement of thin-walled
veins surrounded by a thick wall of fibrous tissue [1]. In 1956, Bean and Walsh described
these lesions as being soft, easily compressible and arising in sun-exposed areas (ears,
face, hands, lips), especially in older people [2]. They are also present on the oral mucosa,
the red zone of the lip and the ventral surface of the tongue. In the oral cavity, they
appear as non-painful, soft, non-bloody, well-demarcated, dark blue or purple papules,
2-10 mm in diameter and showing a positive diaphoresis test [3]. Another name, senile
haemangioma or lip varices, can also be found in the literature [4]. The mechanism of
their formation is not fully explained, but age is the most likely factor, as they are most
common in older people over 50 years of age. If they do not cause aesthetic problems
or are not a source of bleeding, no treatment is necessary. However, they can have a
negative impact on quality of life, mainly due to aesthetic concerns or fear of malignancy,
which lead patients to seek specialist help. Contemporary methods of treatment of these
lesions include surgical excision, cryosurgery using liquid nitrogen, electrocoagulation,
coagulation with infrared light, photocoagulation and sclerotherapy [5-8]. If the location of
these lesions includes aesthetically sensitive areas, this poses additional requirements for
the therapeutic option. This involves the selection of the least invasive method, which will
not leave scars or discolouration and has a range not exceeding the borders of pathological
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changes for the given case. The absorption spectrum for the haemoglobin contained in
the blood found in the lumen of vascular lesions covers two spectral regions, 410-600 nm
and 800 nm-1100 nm [9]. By selecting the right laser device, such lesions can be selectively
treated. Therefore, photocoagulation is becoming one of the basic methods for treating
small vascular lesions in the oral area.

Clinical evaluation of the efficacy of treatment of superficial VL is relatively simple.
Their characteristic round or oval shape, clear demarcation from the substrate and dark
colour make monitoring the progress of treatment easier. Therefore, the response to
treatment, or lack thereof, is clearly observable. However, macroscopically, it is difficult
to assess whether the cured area is similar in appearance to the normal mucosa. By using
texture analysis (TA) and fractal dimension analysis (FDA) to evaluate the efficacy of VL
treatment, the results of our study became more objective.

Fractal dimension analysis (FDA) is used in the estimation of complex, irregular
shapes. In medicine, FDA is useful during analyses of positron emission tomography,
radiographic images, computed tomography and magnetic resonance images [10-13]. Eu-
clidean geometry may fail in the analysis of complicated shapes. Using classical Euclidean
geometry on a daily basis, we are used to the fact that the number of dimensions that
an object possesses is an integer. Thus, a point has zero dimensions; a segment has one
dimension, which is its length; an item on a plane has two dimensions, length and width;
and a 3D item has height, width and length. However, fractals are shapes that go beyond
the rules of classical geometry. Their dimensions are not integers. Another surprising
feature of fractals is their self-similarity. This is a feature that manifests itself in the fact
that fractals can be enlarged without limit and that subsequent details of their structure
are similar to the initial shape. In everyday life, we are confronted with numerous natural
creations that can be roughly described as fractals, e.g., networks of blood vessels or nerves.
There are a number of mathematical methods for calculating fractal dimension—in our
study, we used a modified box counting method that allowed analysis of grayscale images.

Another mathematical image analysis that we used in our study was texture analysis
(TA). Every digital image consists of pixels. Each pixel is characterised by two features:
coordinates and colour/brightness. Digital colour images produced by typical cameras
have a colour depth of 24 bits. This means that three components (responsible for red, green
and blue) are needed to describe a coloured pixel. Each element can be in one of 256 %)
brightness levels. The pixels form a fine image structure called a texture. A texture is a set
of repeating graphic patterns characterised by brightness, entropy, smoothness, uniformity,
roughness, granularity, randomness or linearity [14]. TA offers the possibility of surface
analysis. Texture analysis is widely applied to magnetic resonance images, computed
tomography and X-ray images [15-18].

The first aim of the study was to investigate the efficacy of oral mucous venous
lake lesion treatment, using a 980 nm diode laser. The second goal of the study was the
application of texture and fractal dimension analysis in the assessment of the effectiveness
of treatment of these lesions. We did not find more studies in the literature about the
application of fractal dimension and texture analysis in cases of treatment evaluations of
venous lake lesions.

2. Materials and Methods
2.1. Patients and Lesions

Twenty-three VL lesions in 23 patients (12 women and 11 men) were included in the
study. The mean age was 66 years (SD = 14). The youngest patient was 36, and the oldest
was 87 years old. The mean age for women was 66, and for men, it was 64 years. The most
common location of VL was the lip, and the rarest location was the tongue. The number
of cases for the lip was 11; for the corner of the mouth, it was 6; for the cheek, it was 4;
and for the tongue, it was 2. Patients suffering from cancer or undergoing radiotherapy
or chemotherapy for head and neck cancer, undergoing immunosuppression or with
congenital tumours and venous malformation were excluded from the project. The project
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was approved by the Bioethics Committee at the Medical University of Wroctaw, approval
number KB—805/2019 (2 December 2019) and regulatory number CWN UMED: BW-110.
The diagnosis was based on a thorough history and examination. The circumstances and
the time elapsed since the appearance of the lesion, the accompanying symptoms, the
growth dynamics, the appearance of the lesion and the symptom of the diascopy were all
taken into account. The patient underwent a physical examination and anamnesis before
the treatment with follow-up visits at 7, 14 and 90 days after the treatment. During each
visit, the lesion was measured with a graduated periodontal probe, and photographic
documentation was taken. The complete absence of a lesion or a slightly lighter mucosa
(scar) at the site of the treatment were considered criteria for remission. If there was no
healing 3 months after the procedure, a repeat procedure was performed with the same
frequency of follow-up visits.

2.2. Laser Procedure

Before the procedure, the mucosa was superficially anaesthetised with 10% lidocaine
(Lidocain-Egis solution 10%, Delfarma, £6dZz, Poland), using an occlusive dressing (soaked
surgical gauze) placed on the mucosa for 5 min. The operator as well as the patient wore
safety goggles during the procedure. The procedure was performed using a 980 nm diode
laser (Lasotronix Smart M, Piaseczno, Poland). The optical fibre diameter was 400 pum,
power 6 W and illumination in 100 ms pulse mode with a 50% duty cycle. The total dose
of energy emitted during the treatment depended on the size of the lesion and ranged
from 80 J to 600 ]J. The irradiation was carried out in non-contact mode through a 1 mm
thick transparent microscope slide. The slide was applied to the lesion with slight pressure
in order to reduce its vertical dimension and thus, better penetrate the laser beam deep
into the tissue. The transparency of the glass was 90%. The Power and Energy Meter
PM100USB, Thorlabs Inc, Newton, NJ, United States was used to assess this parameter.
Therefore, 90% of the energy emitted by the device was transferred to the tissue, and the
remaining 10% was scattered and reflected by the glass. The tip of the fibre optic was
then applied at right angles to the lesion surface, and the laser device was activated. The
procedure was carried out until slight convergence was achieved at the exposure site, and
then, the tip was moved alongside. Once slight convergence of the entire lesion surface was
achieved, the procedure was completed. Perioperative pain was determined using the NRS
(numerical rating scale), which contained 10 levels of pain severity, where 1 was minimal
pain and 10 was unbearable pain. Intraoperative pain intensity averaged 4.76. Only in
three cases was the pain so severe that infiltration anaesthesia had to be performed using
4% articaine with norepinephrine 1:200,000 (Septodont, Saint-Maur-des-Fossés, France).
The lesions were left to heal on their own. It was recommended to avoid irritation of the
treated area and not to eat hot and spicy food. No patient required analgesics, and in all
cases, the healing progressed without complications.

2.3. Taking Images

All images were taken with the camera of a Samsung S9 mobile phone (Samsung
Electronics, Seoul, South Korea) in RAW format to reduce the effects of sharpening and
denoising algorithms. All images were taken from the same distance (45 cm), and the
optical axis of the camera was perpendicular to the lesion surface. The focus point was
locked at 45 cm for repeatability. Depending on the lesion area, a region of interest (ROI) of
50 x 50,100 x 100 or 150 x 150 pixels was determined. All ROI images were converted to
8-bit greyscale bitmaps.

All graphic operations were performed using GIMP version 2.10.24 (GNU Image Manip-
ulation Program—www.gimp.org (accessed on 3 May 2021), free and open source license).

2.4. Measurement of Lesion Surfaces

Imagine ] software, version 1.53e (open source licence, https:/imagej.nih.gov—accessed
on 3 May 2021) was used to measure the lesion area. A periodontal probe with a millimetre
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scale, applied next to the treated area, served as a mapping scale for calculating the lesion
area. Calculations were performed before treatment and at 3 months after treatment in
cases where no or an incomplete response was observed. The mean area of the treated
lesions was 38 mm? (SD = 48). The smallest lesion subjected to treatment was 10 mm?, and

the largest was 220 mm?.

2.5. Fractal Dimension Analysis

Fractal dimension analysis was performed in each case before lesion treatment as well
as at 7 days and at 3 months after treatment. The control group consisted of normal mucosa.
ROIs of reference mucosa were taken 3 months after surgery from the same location as the
examined lesion. The ROI was dependent on the size of the lesion. Three ROIs were used
in the study: 50 x 50, 100 x 100 and 150 x 150 pixels, with images taken 3 months after
surgery from the same location as the lesion; e.g., if the lesion was in the control lip, the ROI
was taken from the healthy lip area. All fractal analysis was performed in Image] version
1.53e (Image Processing and Analysis in Java—Wayne Rasband and contributors, National
Institutes of Health, USA, public domain license, https://imagej.nih.gov/ij/, accessed on
3 May 2021) and plugin FracLac version 2.5 (Charles Sturt University, Australia, public
domain license).

In our research, we decided to use a modified box counting method algorithm that
allowed for the analysis of 8- or 16-bit monochrome images. For greyscale images, FracLac
offers three options for FD (fractal dimension) analysis. One of these options is intensity
difference, which we applied in our study. The analysed image was divided into boxes as
in the box counting method. The difference between the maximum pixel intensity and the
minimum pixel intensity was counted in each box (81;,e, where i, j denotes the position of
the analysed box in the scale €):

8lj; e = maximum pixel intensity;; . — minimum pixel intensity;
In the next step, 1 is added to the intensity difference to prevent 0 value:
Ii,j,g = 5Ii,j,£ +1

Finally, the fractal dimension of the intensity difference is described by the following
formula:

D Idiff = lim "€)

eﬂoln(%)

where D Idiff—difference intensity fractal dimension, I = £[18];; +1] and e—box scale.
All operations are shown in Figure 1.
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Figure 1. Graphical interpretation of the intensity difference algorithm of the fractal dimension calculation. (A) An example
of a greyscale 8-bit image; the numbers in squares represent the intensity level of each pixel: 0, black and 255, white. The red
squares represent the scale—e. (B) The values of the intensity difference for each step of scale reduction (¢). (C) A straight
line drawn through the points from table B on the x—y chart in a natural logarithmic scale. The slope factor of this straight
line is a value fractal dimension counted by the intensity difference algorithm.

2.6. Texture Analysis

The texture of oral mucosa was evaluated using features derived from a co-occurrence
matrix [19,20]. The regions of interest (ROIs) were normalized (i =+ 30) to share the same
average (i) and standard deviation (o) of optical density within the ROIs. Selected image
texture features (entropy and difference entropy (DifEntr) from the co-occurrence matrix;
a good short- and long-run emphasis moment from the run length matrix) in ROIs were
calculated for each composite material tested:

Ng

DifEntr = — p,\._y(i)log(px_y(i)) @
i=1
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Contrast= ) (li—j|)")_ Y p(ij) @
li—j|=0 i=1j=1

where ¥ is the sum, Ng is the number of optical density levels in the radiograph, i and j are
the optical density of pixels that are 5 pixels away from one another, p is probability and
log is the common logarithm. The equation was a measure of microcontrast because the
image was sampled at distances of 5 pixels.

2.7. Statistical Analysis

Statistica version 13.3 (StatSoft, Krakow, Poland) was used to perform all statistical
tests. A statistical significance level of 0.05 was assumed. The Shapiro-Wilk test was
applied to confirm the normality of the distribution. Parametric tests were carried out due
to the normality of the distribution. Analysis of variance (ANOVA) and post hoc least
significant difference were used to show differences in fractal dimensions between normal
mucosa and lesions before treatment as well as at 7 days and at 3 months after treatment.
A correlation matrix was used to assess the FD correlation between the measured area and
the fractal dimension before and after lesion treatment.

We calculated the power of all applied statistical tests on the basis of sample size
(n =23). At alevel of alpha of 0.05, the powers of tests in these conditions were 0.71 (for
difference entropy), 0.88 (FD) and 0.94 (microcontrast).

3. Results

A complete therapeutic effect without scar formation was achieved in 83% (19 lesions).
In 9% (two cases), scar formation was observed after three months. No healing was
observed in 4% (1 case) and partial healing (reduction in lesion size) in 4% (1 case). An
example of total response treatment is shown on Figure 2.

Figure 2. Application of a diode laser, 980 nm, in the treatment of a venous lake of the lower lip.
(a) The appearance of lesions before treatment, (b) the appearance immediately after applying laser
application, (c) 7 days after treatment (d) 3 months after treatment.

The overall results of the surface area and fractal dimension values are shown in
Table 1. The mean lesion size was 38 mm?; it was significant that the standard deviation
was very high (48 mm?). The smallest lesion had an area of 10 mm?, and it was located
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in the cheek region, and the largest lesion had an area of 220 mm? and was located in the
lip region. The fractal dimension (FD) was smaller for the lesion before treatment (1.359)
and 1 week after treatment (1.354) than for the lesion 3 months after treatment (1.440).
The results of the post hoc ANOVA (least significant difference) test are shown in Table 2.
There were no statistical differences between FDs of lesions before and 7 days after laser
treatment. It should be noted that our results showed statistical differences between the
changes in FDs before treatment and 3 months after treatment. No statistically significant
differences were observed between the lesion after three months and the healthy mucosa,
confirming that fractal dimension analysis was a useful method to objectively assess the
treatment effect.

Table 1. Mean values and standard deviations (SD) of lesion areas and fractal dimension (FD) values
before treatment, 7 days after treatment, 3 months after treatment and with normal mucosa.

FD Value
Number Surface
of Lesions (mm?) Before 7 Days 3 Months Normal
Treatment After After Mucosa
Mean 38 1.359 1.354 1.440 1.500
- sD 48 0.095 0.087 0.155 0.135

Table 2. Post hoc ANOVA results (least significant difference) for comparison of FD values of lesions
before treatment, lesions at 7 days and at 3 months after treatment and normal (healthy) mucosa.
(bold and underline font—statistically significant differences, p < 0.05).

FD Value
Vvs. Before 7 Days 3 Months Normal
Treatment After After Mucosa
Before treatment 0.892209 0.026944 0.000162
7 days after 0.892209 0.019182 0.000099
FD value

3 months after 0.026944 0.019182 0.094181

Normal mucosa 0.000162 0.000099 0.094181

The results did not confirm the linear correlation between the area and the fractal
dimension of the lesion before treatment (Pearson coefficient, r = 0.154).

Digital texture analysis is shown in Figure 3. The treated vascular lesions resulted in
decreased colour contrasts in the oral mucosa (p < 0.001). Both the lesion image and the
condition 7 days after treatment have reduced contrast. As a result of the treatment (after
3 months), the texture of the mucosa image was restored to normal (Table 3 and Figure 4).
When examining difference entropy as a measure of random patterns in texture, no change
in the treatment process was observed.

Table 3. Mean values of microcontrast and difference entropy of normal mucous, lesions before
treatment, 7 days after treatment and 3 months after treatment.

Before 7 Days 3 Months Normal
Texture Feature Treatment After After Mucous Note
Microcontrast 31+19 40 +18 57432 71 £35 p <0.0001

Difference Entropy 1.00+0.11 1.04+£015 1.08+£012 1.03£0.15 p=0.1773
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Before treatment 7 days after 3 months after  Normal mucous

Intra-oral Photography

Texture Contrast

Figure 3. Digital texture analysis: The top row of images represents treatment documentation
captured with a digital camera. These are black and white photographs. Below the bottom row of
images are presented maps of intensity of the texture feature under study. In white in these maps are
marked areas of high microcontrast detection. Conversely, black areas indicate low intensity of the
contrast feature. Healing is characterized by the appearance of scattered areas of high microcontrast.
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Before treatment 7 days after 3 months after Normal mucous
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Figure 4. Texture contrast findings in oral mucosal images. The lesion had significantly lower contrast
than normal mucosa (similar site condition 7 days after treatment). After 3 months, the treated site
achieved texture features that were the same as the intact mucosa. The horizontal lines in the boxes
indicate the median. Red brackets show groups with statistically significant differences (p < 0.0001).

The FD was moderately strongly related with texture microcontrast in images of the
pathological lesion (Figure 5), the 3-month healing effect and of healthy oral mucosa (before
treatment: R2 = 26%, correlation coefficient = 0.51, p < 0.05; 3 months after: R2 = 30%,
correlation coefficient = 0.55, p < 0.01; control: R2 = 27%, correlation coefficient = 0.52,
p <0.05). The image of the healing wound on the seventh postoperative day alone did not
reveal an association of the FD with the contrast (R2 = 2.7%, CC = 0.16, p = 0.45).
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Figure 5. The fractal dimension and microcontrast of a vascular lesion are mutually coupled (p < 0.05).
Grey lines indicate confidence limits.

4. Discussion

VL is most often not accompanied by distressing symptoms and is usually not a
problem for patients. This is why few of them see a doctor regarding this condition.
Aesthetic reasons or possible bleeding that may result from mechanical trauma to these
lesions are two of the main factors that lead patients to seek help [6]. It is therefore difficult
to establish the prevalence of VL in the population. Meeni et al., in their study, stated
that the mean age of patients treated for VL was 76.7 years [21], Cebeci et al. reported
62.1 years [22] and Azewedo et al., 55 years [23]. In our study, the mean age was 66 years,
which confirmed the literature stating that these types of lesions appear at an older age.
Gender predilections are also difficult to establish. Voynov et al. [24] indicated a higher
prevalence of VL in men with an M:F ratio of 4:1, Menni et al. [21] reported M:F—1.48:1
while Azewedo et al. [23] reported M:F—0.7:1. Our findings showed that the frequency of
VL was similar in both sexes with a slight female predominance and M:F—0.91:1.

800-980 nm diode lasers are often used to treat superficial vascular lesions in the
oral area, as they are a safe and effective therapeutic method [23-25]. The non-contact
application of the 980 nm diode laser is highly effective in treating these lesions due
to the high absorption of this wavelength by haemoglobin, whose absorption spectra
are between 410 and 600 nm and 800 nm and 1100 nm [9]. As a result of this process,
the energy of the laser beam is converted into heat and causes coagulation of proteins
and obliteration of pathological blood vessels. In addition, the heat generated during
absorption of the laser light energy causes photocoagulation of well-vascularised tissues to
a depth of 7-10 mm [6]. This makes this type of device very suitable for treating vascular
surface lesions. Our results are consistent with the literature, which reports that the
transmucosal application of lasers is associated with a low incidence of complications such
as bleeding and oedema and is characterised by low peri- and postoperative pain [26-28].
The non-contact application of lasers also includes a spot irradiation technique called the
“Leopard technique”, which involves irradiating the vascular lesion with a distance of
several millimetres between the irradiated areas. This prevents excessive heat accumulation
and minimises epithelial damage, resulting in better healing. In addition, the occurrence of
complications such as pain, excessive swelling, ulceration or scarring is reduced. However,
this type of approach may require multiple treatment sessions, as confirmed by the study of
Miyazaki et al., who used this technique as well as the Nd:YAG—1064 nm laser (VersaPulse
Holmium/Nd-YAG Laser Dual Wavelength model; Lumenis, Ltd., Yokneam, Israel) to
treat venous malformation in the oral cavity [29]. This mode of irradiation can be used
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alone or in combination with other techniques, especially in cases of large or deeper-lying
vascular lesions.

Established therapeutic approaches for VL include, among others, photocoagulation
using various laser devices such as a diode laser (800 nm-980 nm), a CO2 laser—10,800 nm,
a neodymium-doped yttrium aluminium garnet laser (Nd:YAG) (1064 nm), an alexandrite
laser (755 nm) or a potassium titanyl phosphate laser (KTP)—532 nm [23,30-33].

The study of Nammour et al., using four laser devices including a CO2 laser (10.600 nm)
(Smart US20 D Laser, High Tech Laser, Herzele, Belgium), a continuous wave (CW) at 1 W
power, a diode laser at 980 nm (Smart M Pro, Lasotronix, Poland), a 4 W, CV, ND:YAG
1064 nm (Fidelus Plus, Fotona Medical Laser, Ljubljana, Slovenia) in pulsed mode (PM) at
15 Hz and an Er,Cr:YSGG 2790 nm (Waterlase, Biolase, Inc., Foothill Ranch, CA, USA) at
0.25 W and 20 Hz for the treatment of vascular lesions in the oral area, confirming their
high efficacy regardless of the wavelength or treatment procedure used [34]. They reported
no significant differences in aesthetic healing 6 months after treatment. No recurrences
were observed with CO, and Er,Cr:YSGG lasers as opposed to diode and Nd:YAG lasers,
which were 11% and 0.9%, respectively. However, in the case of the Er,Cr:YSGG laser and
the CO; laser, invasive methods consisting of excision and vaporisation of the lesion were
also used. The other two lasers were minimally invasive and non-contact methods such as
in our study. Our observations showed that we obtained a similar result in cases of absent
or incomplete healing of lesions, which were only 8% among all cases.

Voynov et al., conducting a study using a 980 nm diode laser (LiteMed-ics®, Italy),
2-3 W, CW, in non-contact mode, reported that they achieved complete healing of the VL
in all treated—35 patients over a period of 2—4 weeks [24]. Furthermore, in no case did
they observe scar formation, hypopigmentation or hyperpigmentation or mucosal atrophy,
which was in contradiction with our results. Similar results were reported by Azevedo et al.
using an 808 nm diode laser (Lasering 808, Milan, Italy), 2-3 W, CV, in non-contact mode for
the treatment of VL, where they obtained a complete response in all 17 cases over a period
of 2-3 weeks [23]. It took only one therapy session to achieve this result. Different results
were reported by Bacci et al., who conducted a study on VL and venous malformation
using an 830 nm diode laser (Opus 10, Sharplan Laser Industries, Ltd., Tel-Aviv, Israel),
1.6 W, in continuous mode [35]. After 30 days, complete healing was achieved in 74.5%
and after one year, in 81.3%. Only 6.7% of patients required a repeat therapy session and
3.3%, three sessions. Their results were in line with our observations, where in 4% of cases,
no improvement was obtained, and one patient required an additional therapy session,
also representing 4% of the subjects. Our results were similar in that 4% needed another
therapy session.

Romeo et al. conducted a study using a KTP 532 nm (DEKA, Florence, Italy), 2.5 W,
CV laser and a GaAlAs diode laser (Laser Innovation, Castelgandolfo, Italy, 808 nm) to
treat benign vascular lesions in the oral area [27]. With the KTP laser, three techniques
were used: irradiation using a non-contact technique applying a microscope slide to the
mucosa, irradiation by placing an optical fibre inside the lesion and using the laser to cut
out lesions. The 808 nm diode laser was only used to irradiate the inside of the lesion. In all
13 cases, they reported complete healing, and only 1 patient required a repeat procedure.
Only superficial anaesthesia with lidocaine cream was used for a period of 10 min before
the procedure itself. Among all the methods used, patients reported an intraoperative NRS
score of —1.92 and in the case of transscleral photocoagulation using a basic slide, 1.77. In
our study, the intraoperative NRS score was 4.76. Therefore, non-contact VL treatment can
be considered minimally invasive and safe, accompanied by moderate pain.

The application of no-contact mode through a transparent microscope slide reduces
the vertical dimension of lesion and enables better penetration of the laser beam deep into
the tissue. This procedure increases light penetration, but still, the main limitation of any
laser procedure is the depth of beam penetration.

In previous studies, we applied the FDA when analysing the efficacy of oral leuko-
plakia treatment. In that study, we used the classical box counting method to estimate the
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count up fractal dimension. This method has one major drawback, in that it requires 1-bit
images as source material for analysis. Converting a colour image to a single-bit image
is a process in which some of the analysed details are lost. We showed that the FD of
oral leukoplakia was significantly lower than that of healthy mucosa with no statistical
differences between the treated lesion and healthy mucosa [36]. In the aforementioned
study, the FD of the examined lesion was lower than that of the reference mucosa, and
after treatment, it was close to that of the normal mucosa, as in our study. These results
confirmed our previous observations that FD was a useful method to objectively describe
post-treatment lesions compared to healthy mucosa. Lucchese et al. investigated the fractal
dimension of the capillary pattern of the oral lichen planus. They showed that the erosive
form of oral lichen planus had a higher FD value (1.167) compared to healthy control
mucosa (1.123) [37]. Igbal et al. demonstrated that the fractal dimension of oral leukoplakia
with dysplastic lesions was significantly greater than that of non-dysplastic lesions [38].
Goutzanis et al. studied the vascular pattern of oral cancer in histological sections. Their
study showed that cancer vessels had a higher FD value than normal mucosa [13].

Although DifEntr is a frequently used texture feature in medical image recognition, it
did not perform well in observing the healing process of vascular lesions (p = 0.1773). It is
reasonable to assume that this was due to the structured shape of the vascular lesions and
the low stochastic components in their images (low measures of chaos such as entropy in
texture) [39-45].

On the other hand, the microcontrast of the texture (variable: contrast) presented in the
photographic images in this study gave full agreement with clinical observation and fractal
analysis (p < 0.05). It can be speculated that relatively large venous lacunae significantly
affect the image structure. They lower the overall ROI contrast, which increases with
healing. Finally, the microcontrast of the treated site reaches the level of normal oral
mucosa. The fit of this feature to the lesions studied here is not surprising. Similar features
derived from the co-occurrence matrix (sum of average) have already proven successful
in oral surgery [46—48]. The contrast feature analysis of the structure recorded in the
vascular lesion photographs used in this study revealed microstructures of keratinized
epithelium. This was due to good visibility of the whitish structures of the superficial
layer of the epithelium. They increased the value of the microcontrast parameter. The
anatomically /histologically structured epithelial lining is also important. This stroma in
a vascular lesion is simply the contents of the vascular malformation contrary to control
sites, where the epithelium lies on collagen-structured connective tissue. The authors see
in these conditions an explanation for the obtained results of the texture analysis.

5. Conclusions

1.  Fractal dimension and texture analysis was a useful and objective method for assess-
ing the treatment effects on venous lake lesions treated with diode lasers;

2. The fractal dimension and microcontrast of a vascular lesion were mutually coupled;

3. Fractal dimensions of the venous lakes were significantly lower than healthy mucous.
There was no statistical difference between the FDs of healthy mucous and the lesions
3 months after treatment.

4. The venous lake lesions had significantly lower contrast than normal mucosa (similar
site conditions 7 days after treatment). After 3 months, the treated site achieved
texture features that were the same as the intact mucosa.

5. The non-contact mode of the 980 nm diode laser was an effective and safe method of
treating a venous lake.
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2. Opinia komisji bioetycznej

KOMISJA BIOETYCZNA

przy

Uniwersytecie Medycznym

we Wroctawiu

ul. Pasteura 1; 50-367 WROCLAW

OPINIA KOMISJI BIOETYCZNEJ Nr KB — 805/2019

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu, powolana
zarzadzeniem Rektora Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu nr 133/XV R/2017 z dnia 21
grudnia 2017 r. oraz dzialajagca w trybie przewidzianym rozporzgdzeniem Ministra Zdrowia
i Opieki Spolecznej z dnia 11 maja 1999 r. (Dz.U. nr 47, poz. 480) na podstawie ustawy
o zawodzie lekarza z dnia 5 grudnia 1996 r. (Dz.U. nr 28 z 1997 r. poz. 152 z p6zniejszymi
zmianami ) w skladzie:

prof. dr hab. Jacek Daroszewski (choroby wewnetrzne, endokrynologia, diabetologia)
prof. dr hab. Krzysztof Grabowski (chirurgia)

dr Henryk Kaczkowski  (chirurgia szczgkowa, chirurgia stomatologiczna)

mgr Irena Knabel-Krzyszowska (farmacja)

prof. dr hab. Jerzy Liebhart (choroby wewngtrzne, alergologia)

ks. dr hab. Piotr Mrzygtod, prof. nadzw. (duchowny)

mgr Luiza Miiller  (prawo)

dr hab. Stawomir Sidorowicz (psychiatria)

prof. dr hab. Leszek Szenborn, (pediatria, choroby zakazne)

Danuta Tarkowska (pielggniarstwo)

prof. dr hab. Anna Wiela-Hojenska (farmakologia kliniczna)

dr hab. Andrzej Wojnar, prof. nadzw. (histopatologia, dermatologia) przedstawiciel
Dolnoslaskiej Izby Lekarskiej)

dr hab. Jacek Zielinski (filozofia)

pod przewodnictwem
prof. dr hab. Jana Kornafela ( ginekologia i potoznictwo, onkologia)

Przestrzegajac w dzialalnoéci zasad Good Clinical Practice oraz zasad Deklaracji Helsinskiej,
po zapoznaniu si¢ z projektem badawczym pt.

»Ocena skutecznosci leczenia zmian naczyniowych w obrebie btony §luzowej jamy ustnej

przy uzyciu trzech metod terapeutycznych: fotoablacji przezsluzowkowej, fotoablacji
wewngtrz zmiany oraz skleroterapii Aethoxysklerol 3%”
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zgloszonym przez lek. dent. Mateusza Trafalskiego zatrudnionego w Katedrze i Zakladzie
Chirurgii Stomatologicznej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu oraz ztozonymi wraz z
wnioskiem dokumentami, w tajnym glosowaniu postanowita wyrazi¢ zgode na
przeprowadzenie badania w Katedrze i Zakladzie Chirurgii Stomatologicznej Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu pod nadzorem pod warunkiem zachowania anonimowosci
uzyskanych danych. :

Uwaga: Badanie to zostato objgte ubezpieczeniem odpowiedzialnosci cywilnej Uniwersytetu
Medycznego we Wroclawiu z tytutu prowadzonej dziatalnosci:

Pouczem:e: W ciagu 14 dni od otrzymania decyzji wnioskodawcy przystuguje prawo
odwotania do Komisji Odwolawczej za posrednictwem Komisji Bioetycznej UM we
Wroclawiu

Opinia powyzsza dotyczy: projektéw badawczych realizowanych poza dziatalnoscia
statutowg
Nr rejestrowy CWN UMW: BW - 110

Opinia jest wazna do dnia 31 grudnia 2022 r. (3 lata)

Wroclaw, dnia —Z grudnia 2019 .

P BIOETYCZNA
BW o

niczacy
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KOMISJA BIOETYCZNA

przy

Uniwersytecie Medycznym

we Wroctawiu

ul. Pasteura 1; 50-367 WROCLAW

OPINIA KOMISJI BIOETYCZNEJ Nr KB - 14/2020

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu, powotana
zarzadzeniem Rektora Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu nr 133/XV R/2017 z dnia 21
grudnia 2017 r. oraz dziatajgca w trybie przewidzianym rozporzadzeniem Ministra Zdrowia
i Opieki Spotecznej z dnia 11 maja 1999 r. (Dz.U. nr 47, poz. 480) na podstawie ustawy
o0 zawodzie lekarza z dnia 5 grudnia 1996 r. (Dz.U. nr 28 z 1997 r. poz. 152 z pézniejszymi
zmianami ) w skladzie:

prof. dr hab. Jacek Daroszewski (choroby wewnetrzne, endokrynologia, diabetologia)
prof. dr hab. Krzysztof Grabowski (chirurgia)

dr Henryk Kaczkowski  (chirurgia szcz¢kowa, chirurgia stomatologiczna)

mgr Irena Knabel-Krzyszowska (farmacja)

prof. dr hab. Jerzy Liebhart (choroby wewnetrzne, alergologia)

ks. dr hab. Piotr Mrzygtéd, prof. nadzw. (duchowny)

mgr Luiza Miller  (prawo)

dr hab. Stawomir Sidorowicz (psychiatria)

prof. dr hab. Leszek Szenborn, (pediatria, choroby zakazne)

Danuta Tarkowska (pielegniarstwo)

prof. dr hab. Anna Wiela-Hojeriska (farmakologia kliniczna)

dr hab. Andrzej Wojnar, prof. nadzw. (histopatologia, dermatologia) przedstawiciel
Dolnoslaskiej Izby Lekarskiej)

dr hab. Jacek Zielinski (filozofia)

pod przewodnictwem
prof. dr hab. Jana Kornafela ( ginekologia i potoznictwo, onkologia)

Przestrzegajac w dziatalnosci zasad Good Clinical Practice oraz zasad Deklaracji Helsinskiej,
po zapoznaniu si¢ z wnioskiem zgloszonym przez lek. dent. Mateusza Trafalskiego
zatrudnionego w Katedrze i Zakladzie Chirurgii Stomatologicznej Uniwersytetu Medycznego
we Wroctawiu do projektu badawczego pt.
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»Ocena sk.utecznos'ci leczenia zmian naczyniowych w obrebie blony $luzowej jamy ustnej
przy uzyciu trzech metod terapeutycznych: fotoablacji przezsluzéwkowej, fotoablacji
wewnatrz zmiany oraz skleroterapii Aethoxysklerol 3%”

W tajnym glosowaniu postanowita wyrazi¢ zgode na:
- dodanie do projektu metody badawczej o nazwie »fotokoagulacja technikg Leopard,

- Zmiang fom.la.lnq nazwy dwéch metod wymienionych we wniosku:

z: ,,fotoablacja wewnatrz Zmiany” na: »fotokoagulacja wewnatrz zmiany,
oraz

z: fotoablacja przez§luzéwkowa” na: »fotokoagulacja przezsluzéwkowa”.

Po wprowadzeniu dodatkowej metody badawczej nast¢puje zmiana tytulu projektu na:

»Ocena skutecznosci leczenia zmian naczyniowych w obrebie blony §luzowej jamy ustnej
przy uzyciu czterech metod terapeutycznych: fotokoagulacji przez§luzéwkowej,
fotokoagulacji wewnatrz zmiany, fotokoagulacji metoda Leopard oraz skleroterapii
Aethoxysklerol 3%”

Badanie prowadzone jest w Katedrze i Zakladzie Chirurgii Stomatologicznej Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu pod warunkiem zachowania anonimowosci uzyskanych

danych.

Uwaga: Badanie to zostato objete ubezpieczeniem odpowiedzialnosci cywilnej Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu z tytutu prowadzonej dzialalnosci:

Pouczenie: W ciggu 14 dni od otrzymania decyzji wnioskodawcy przyshiguje prawo
odwolania do Komisji Odwotawczej za posrednictwem Komisji Bioetycznej UM we

Wroctawiu

Opinia powyzsza dotyczy: projektéw badawczych realizowanych poza dziatalnoscig

statutowsa
Nr rejestrowy CWN UMW: BW - 110

Opinia jest wazna do dnia 31 grudnia 2022 r. (3 lata)

Projekt otrzymat opinie komisji nr: KB — 805/2019

Uniwersytet Medyczny/we
KOMISJA BIOEYCZNA
:w:G

Wroclaw, dnia / é stycznia 2020 r.

BW Komafel

prof. dr hab.
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IV. WYKAZ PUBLIKACJI I STRESZCZEN ZJAZDOWYCH AUTORA

1. Publikacje w czasopiSmie naukowym posiadajacym Impact Factor

1. Assessment of effects of laser light combining three wavelengths (450, 520 and 640 nm) on
temperature increase and depth of tissue lesions in an ex vivo study. [AUT. KORESP.] KAMIL
JURCZYSZYN, [AUT.]WITOLD TRZECIAKOWSKI, ZDZISLAW WOZNIAK, PIOTR
ZIOLKOWSKI, MATEUSZ TRAFALSKI. Materials 2020 Vol.13 no.23 art.5340 [16 s.], ryc.,
tab., bibliogr. 36 poz., summ. DOI: 10.3390/ma13235340

IF: 3,623, Pkt. MNiSW/KBN: 140

2. Application of fractal dimension and texture analysis to evaluate the effectiveness of treatment
of a venous lake in the oral mucosa using a 980 nm diode laser - a preliminary study. [AUT.]
MATEUSZ TRAFALSKI, MARCIN KOZAKIEWICZ, [AUT. KORESP.] KAMIL
JURCZYSZYN. Materials 2021 Vol.14 no.15 art.4140 [13 s.], ryc., tab., bibliogr. 48 poz.,
summ. DOI: 10.3390/mal4154140
IF: 3,623, Pkt. MNiSW/KBN: 140

2. Publikacje w czasopi$mie naukowym nieposiadajacym Impact Factor

1. Treatment of the facial basal cell carcinoma with the use of photodynamic therapy: a case
report. MATEUSZ TRAFALSKI, KLAUDIA KAZUBOWSKA, KAMIL JURCZYSZYN.
Dent.Med.Probl. 2019 Vol.56 no.l1 s.105-110, ryc., bibliogr. 26 poz., summ. DOI:
10.17219/dmp/100507
Pkt. MNiSW/KBN: 70
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3. Streszczenia zjazdowe

1. Leczenie naczyniaka btony sluzowej policzka przy uzyciu lasera diodowego Lasotronix - 0pis
przypadku. [AUT.] MATEUSZ TRAFALSKI, OLGA SZACHNOWSKA. W: IX Sympozjum
"Wspodlczesna mysl techniczna w naukach medycznych i biologicznych". Wroctaw, 22-23
czerwca 2018 r. Materialy konferencyjne Wroctaw 2018, Oddziat Polskiej Akademii Nauk we
Wroctawiu, s.137-138, bibliogr. 1 poz, 978-83-942714-8-0.

2. Postgpowanie rehabilitacyjne u dzieci z porazeniem nerwu twarzowego, hospitalizowanych w
Oddziale Rehabilitacji Dziecigcej (The process of rehabilitation in children with facial nerve
paralysis, hospitalized in Departament of Pediatric Rehabilitation). [AUT.] AGATA
TRAFALSKA, MATEUSZ TRAFALSKI, WOJCIECH BOROWICZ, ANNA MARIA
CHOINSKA, EWA GIEYSZTOR. W: Migdzynarodowy Dzien Inwalidy - XXIV-edycja "Zycie
bez bolu. Zdrowe dzieci - zdrowa Europa”. Zgorzelec, 15-17 marca 2018 roku. Streszczenia
[CD-ROM] Zgorzelec 2018, "Obrzeza" Oficyna Wydawnicza, s.231-232 poz.199, 978-83-
88380-76-1.

3. Wptyw czynnikow socjodemograficznych na jako$¢ zycia pacjentow z Zespoltem Post (Polio
Influence of sociodemographic factors on quality of life of patients with Post Polio Syndrome).
[AUT.] WOJCIECH BOROWICZ, AGATA TRAFALSKA, MATEUSZ TRAFALSKI,
LESZEK SZENBORN. W: Miedzynarodowy Dziefi Inwalidy - XXIV-edycja "Zycie bez bolu.
Zdrowe dzieci - zdrowa Europa”. Zgorzelec, 15-17 marca 2018 roku. Streszczenia [CD-ROM]
Zgorzelec 2018, "Obrzeza" Oficyna Wydawnicza, s.166 poz.140, 978-83-88380-76-1.

4. Korelacje miedzy wystgpowaniem dolegliwosci bolowych kregostupa a stylem zycia
wspoltczesnych nastolatkow. [AUT.] AGATA TRAFALSKA, ANNA KRZESINSKA-
NOWACKA, MATEUSZ TRAFALSKI, MAGDALENA KAZIMIERSKA-ZAJAC. W: X
Sympozjum "Wspoéiczesna mysl techniczna w naukach medycznych 1 biologicznych". Wroctaw,
14-15 czerwca 2019 r. Materiaty konferencyjne Wroctaw 2019, Oddziat Polskiej Akademii Nauk
we Wroctawiu, s.125-127, bibliogr. 10 poz, 978-83-942714-9-7.
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5. Uzycie lasera biostymulacyjnego w leczeniu porazenia nerwu brédkowego o podtozu
zapalnym - opis przypadku (The use of biostimulating laser in the treatment of mental nerve’s
paralysis with inflammatory nature - a case report). [AUT.] MATEUSZ TRAFALSKI,
AGNIESZKA KUKAWCZYNSKA-CHWALEK, AGATA TRAFALSKA, WOJCIECH
BOROWICZ. W: Miedzynarodowy Dzien Inwalidy - XXV-edycja "Zycie bez bolu. Zdrowe
dzieci - zdrowa Europa : wielka nauka dla matych pacjentow". Zgorzelec 28-30 marca 2019
roku. Streszczenia Zgorzelec 2019, "Obrzeza" Oficyna Wydawnicza, s.240-241 poz.P75,216,
978-83-88380-77-8.

6. Znicksztalcenia ulozeniowe glowy - kompleksowe post¢gpowanie terapeutyczne (Head
deformities - comprehensive therapeutic treatment). [AUT.] AGATA TRAFALSKA, ANNA
KRZESINSKA-NOWACKA, MATEUSZ TRAFALSKI, MAGDALENA KAZIMIERSKA-
ZAJAC, WOICIECH BOROWICZ. W: Miedzynarodowy Dzien Inwalidy - XXV-edycja
"Zycie bez bolu. Zdrowe dzieci - zdrowa Europa : wielka nauka dla matych pacjentow".
Zgorzelec 28-30 marca 2019 roku. Streszczenia Zgorzelec 2019, "Obrzeza" Oficyna
Wydawnicza, s.238-239 poz.P74,215, 978-83-88380-77-8.
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