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Savoky ir santrumpy zodynélis

alR — artimosios infraraudonosios srities spinduliuoté

ArF — argono fluorido

BBO - -bario boratas (BaB2Oy)

BSS — [angl. Balanced Salt Solution] subalansuoty druskuy tirpalas
DFJ — daugiafotoné jonizacija

DNR - deoksiribonukleorugstis

ex vivo — [lot.] (bandymas, atliekamas) dirbtinéje aplinkoje, ne gyva-

jame organizme

Fotoabliacija — procesas, kurio metu medziaga Salinama intensyvia

lazerio spinduliuote, nesukeliant terminio aplinkiniy zony pazeidimo

Fotoardymas — skaidriose terpése vykstantis lazerinio ardymo proce-
sas, kai ultratrumpojo impulso intensyvumas virsija plazmos generaci-

jos slenkstinj intensyvuma ir jvyksta optinis pramusimas.

Femto-LASIK - lazeriné in situ keratomileze, kurios metu ragenos lo-
pas formuojamas femtosekundiniais infraraudonosios srities impulsais,
o refrakcijos pokytis sukuriamas ragenos stromg abliuojant nanosekun-
diniais UV impulsais

FLEx - [angl. Femtosecond Lenticule Extraction] refrakciné procedu-
ra, kurios metu atvertus ragenos lopa pasalinamas femtosekundiniais
impulsais iSpjautas lauziamosios gebos pokytj atitinkantis vidinés ra-

genos stromos sluoksnis

FRK — [angl. Photorefractive Keratectomy] fotorefrakciné keratekto-
mija

FTK — [angl. Phototherapeutic Keratectomy| fototerapiné keratekto-

mija



Turinys
FWHM - |angl. Full Width at Half Mazimum]| smailés plotis pusés
maksimumo aukstyje

in vivo — [lot.] (bandymas, atliekamas) gyvojoje sistemoje; gyvame

organizme

in vitro — [lot.] (bandymas, atlickamas) ne naturalioje, dirbtinéje bio-
loginéje aplinkoje

Yb:KGW - iterbiu legiruotas kalio gadolinio volframatas

LASEK - [angl. Laser-Assisted Sub-Epithelial Keratectomy] lazeriné

subepiteliné keratektomija

LASIK - [angl. Laser-Assisted in Situ Keratomileusis] lazeriné in situ

keratomilezé
PMMA - polimetilmetakrilatas ((C5O9Hg)y)

SmILE - [angl. Small Incision Lenticule Extraction] refrakciné proce-
dura, kurios metu femtosekundiniais impulsais iSpjautas lauziamosios
gebos pokytj atitinkantis vidinés ragenos stromos sluoksnis pasalina-

mas iStraukiant jj pro siaurg jpjova

TransFRK — transepiteliné fotorefrakciné keratektomija

Ultratrumpasis impulsas — impulsas, kurio trukmé yra pikosekun-

dziy (107'2s) eilés arba trumpesné

UV - ultravioletinio diapazono spinduliuote



Ivadas

Refrakcines regos ydos — trumparegyste, toliaregysté, presbiopija ir as-
tigmatizmas — daro didele jtaka zmogaus gyvenimo kokybei. Pastaraisiais
desimtmeciais visame pasaulyje trumparegysté diagnozuojama vis dazniau
ir vis jaunesniems [1-7]. Pavyzdziui, kai kuriuose Azijos regionuose Siandien
daugiau kaip 90 % paaugliy yra trumparegiai [1,8]. Ir nors trumparegystés
paplitimas smarkiai skiriasi skirtingose etninése grupese [7], bendras trum-
paregystés atvejy skaiciaus didéjimas stebimas visame pasaulyje ir yra sie-
jamas su tuo, kad vis daugiau laiko zmonés praleidzia skaitydami ar dirbami
su kompiuteriu [9,10]. Nenuostabu jog nemazai atlikty tyrimy rodo korelia-
cija tarp issilavinimo lygio ir trumparegystes laipsnio [10-13]. Ne iSimtis ir
Lietuva — remiantis 2013 m. Lietuvos Sveikatos apsaugos ministerijos duo-
menimis per ketverius metus nuo 2010 m. gydymo jstaigose uzregistruoty
trumparegystes atveju padaugéjo nuo 57,6 iki 63,5, o toliaregystés — nuo
58,5 iki 96,7 tukstanciui gyventojy. Nors daugeliu atvejuy refrakcinés ydos
netgi néra traktuojamos kaip liga (nes gali buti visiskai koreguojamos aki-
niais arba kontaktiniais lesiais), didelés refrakcinés ydos gali sukelti kitas
akiy ligas: katarakta, glaukoma, tinklainés ligas ir netgi akluma [14].

Lazeriné refrakciné chirurgija — tai alternatyva akiniams ir kontaktiniams
lesiams, kuri leidzia pagerinti paciento gyvenimo kokybe. Siandien viena i3
dazniausiai atlieckamy lazerinés refrakcinés chirurgijos procedury yra laze-
riné in situ keratomilezé (LASIK) [15]. Sios procediiros metu chirurginiu
skalpeliu arba femtosekundine artimosios infraraudonosios srities (alR) la-
zerine spinduliuote (tada procedura vadinama Femto-LASIK [16]) atpjau-
namas plonas virSutinis ragenos sluoksnis (lopas), o ji atvertus gilesniuose
stromos audiniuose ultravioletiniais (UV) nanosekundiniais impulsais for-
muojamas refrakcijos pokytis. Po proceduros atgal uzklotas ragenos lopas
grazina ragenos pavirsiaus optine kokybe.

Pirma karta femtosekundiniais impulsais ragenos lopas zmogaus akyje
buvo atpjautas gana neseniai, 2001 m. [17]. Nuo to laiko femtosekundiniai
lazeriai jsitvirtino oftalmologijoje dél itin tiksliy ir taisyklingos geometrijos
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intrastrominiy pjuviy [18], didesnio saugumo [19-22], greitesnio pooperaci-
nio gijimo ir geriau prognozuojamy refrakcinés chirurgijos baigciu [23, 24].
Didziausias Femto-LASIK proceduros trukumas yra tai, kad vienai procedu-
rai atlikti reikia dviejy lazeriniy sistemy, kurios generuoja femtosekundinius
alR ir nanosekundinius UV impulsus. Dél to gydytojas turi iSmokti valdy-
ti abi sistemas (dazniausiai skirtingy gamintoju), kiekvieng karta atskirai
abiems lazeriams nustatyti proceduros parametrus; taip pat operacijos metu
tenka perkelti pacientg nuo vienos sistemos prie kitos. Visa tai ilgina bendra
Femto-LASIK proceduros trukme ir kelia nepatogumy tiek gydytojui, tiek
pacientui. Negana to, abi lazerinés sistemos yra brangios bei uzima nemazai
vietos.

Situacija smarkiai pasikeisty, jeigu visa LASIK procedura buty atlickama
naudojant vieng lazerine sistema. Per pastarajj deSimtmetj smarkiai patobu-
léjus kietakuniy femtosekundiniy lazeriy technologijoms, atsirado techniné
galimybé turéti vieno Yb:KGW lazerio pagrindu veikiantj sviesos Saltinj,
generuojantj ir UV, ir alR srities femtosekundinius impulsus. Musy tiks-
las — istirti, ar tokio lazerinio Saltinio pagrindu sukurta refrakcinés regos
korekcijos sistema galéty pakeisti ir alR, ir UV srities lazerius, Siuo metu
naudojamus refrakcinei chirurgijai.

Siekiant sio tikslo buvo suformuluoti pagrindiniai uzdaviniai:

1. Surinkti ir optimizuoti femtosekundinio Yb:KGW lazerio penktosios
harmonikos (205 nm) generatoriy ir, optimizavus lazerinés sistemos pa-

rametrus, jvertinti ez vivo ir in vivo ragenos stromos abliacijos sparta.

2. Optimizuoti abliacijos algoritma islaikant minimaly Siluminj poveikj
ragenos audiniams, aukstg pavirsiaus kokybe bei didele trumparegystés
korekcijos sparta.

3. Jvertinti femtosekundiniais UV impulsais operuoty in vivo triusio rage-
ny pavirsiaus kokybe, gijimo tendencijas ir patologinius pakitimus bei
palyginti Siuos rezultatus su gautaisiais naudojant komercine nanose-

kunding argono fluorido (ArF) lazering sistema.

4. Pritaikyti Yb:KGW lazerinés sistemos alR srities impulsus LASIK ra-
genos lopo pjovimui ir lauziamaja ragenos geba keic¢ianciy turiniy dari-
niy formavimui. Istirti, kaip suformuoty dariniy optiné kokybeé, tikslu-
mas ir atkartojamumas priklauso nuo pluosto fokusavimo sistemos bei

lazerinés spinduliuotés parametry.

5. Jvertinti femtosekundinés ultravioletinés spinduliuotés citotoksinj! ir

Citotoksinis — ( [gr.] kytos — lastelé + [gr.] toxikon — nuodai) Zudantis
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genotoksinj? poveikj gyvoms lgsteléms bei palyginti jj su kity ultravio-

letinés spinduliuotés saliniy poveikiu.

Ginamieji teiginiai

1.

Dideliu pasikartojimo dazniu veikianc¢iy ketvirtosios ir aukstesniyjy
harmoniky femtosekundiniy impulsy generatoriy spinduliuotés modu-
liavimo sparta riboja UV spinduliuotés sugertis netiesiniuose kristaluo-
se. Moduliavimo sparta galima padidinti tukstancius karty adaptyviai

valdant netiesinio optinio kristalo fazinio sinchronizmo derinimo kam-

pa.

. Femtosekundiniais Yb:KGW kietakunio lazerio fundamentinés alR spin-

duliuotés impulsais ragenos lopas suformuojamas tiksliai ir atkartoja-
mai; Si lazeriné sistema lopo formavimo proceduros trukme nenusilei-

dzia Siuolaikinéms komercinéms sistemoms.

. Femtosekundiné Yb:KGW lazeriné sistema ragenos stromos abliacijos

sparta ir kokybe prilygsta komercinéms eksimerinéms ArF lazerinéms

sistemoms.

. Citotoksinis ir genotoksinis UV spinduliuotés poveikis lastelei stipriai

priklauso nuo bangos ilgio ir beveik nepriklauso nuo impulso trukmes.
Esant vienodoms apsvitos dozéms, femtosekundiniy 205 nm bangos il-
gio impulsy genotoksinis poveikis nevirsija oftalmologinéms procedu-

roms naudojamy nanosekundiniy UV impulsy genotoksinio poveikio.

. Dauguma lazeriu atliekamy siuolaikiniy refrakciniy akies ydy korekcijos

procedury, gali buti atliktos naudojant viena femtosekunding Yb:KGW
kietakune lazerine sistema su penktosios harmonikos generatoriumi.

Mokslinio darbo naujumas ir reiksmé

Yra zinoma, kad Siluminiai reiskiniai UV harmoniky generatoriuose ma-

zina generavimo efektyvuma, blogina pluosto charakteristikas bei keicia fa-

zinio sinchronizmo salygas [25,26]. Kai konvertuojami ilgi nanosekundiniai

ar pikosekundiniai impulsai, Siluminiy reiskiniy jtaka mazinama naudojant

jvairius kristalo ausinimo metodus [27-29]. Taciau generuojant didelio pa-

sikartojimo daznio (desimdciy kilohercy ir daugiau) ultratrumpuosius UV

lastele

2Genotoksinis — pazeidziantis lasteles DNR
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impulsus, paprastai naudojami itin ploni (iki 1 mm storio) netiesiniai opti-
niai kristalai, kuriems praktiskai pritaikyti standartinius ausinimo metodus
beveik nejmanoma. Siame darbe pirma karta iSsamiai charakterizuoti perei-
namieji reiskiniai keliy desimciy kilohercy pasikartojimo dazniu veikiancio
femtosekundinio lazerio UV harmoniky generatoriuje. Pasitulyti nauji Silu-
miniy reiskiniy jtakos sumazinimo budai, kurie galéty buti pritaikomi la-
zeriniam medziagy apdirbimui. Tai leisty sumazinti vidutinés spinduliuotés

galios svyravimus laike bei pagreitinti lazerinio apdirbimo procesus.

Kietojo kuino nanosekundiniai lazeriai su UV harmoniky generatoriais
refrakcinéje akiy chirurgijoje taikomi nuo 2004 m. [30, 31]. Ir nors ragenos
stromos abliacijos rezultatai visiskai tenkina refrakcinei chirurgijai keliamus
reikalavimus [32-34], Sioms sistemoms néra lengva konkuruoti su tradicine-
mis eksimerinémis ArF lazerinémis sistemomis, kurios toms pacioms refrak-
cinés regos korekcijos proceduroms pradétos taikyti kur kas anksciau [35].
Musy ziniomis, Siame darbe pristatoma ragenos stromos abliacija femtose-
kundinio Yb:KGW kietojo kuno lazerio penktosios harmonikos (205 nm)
impulsais buvo atlikta pirma karta. Lyginant su nanosekundiniais impul-
sais, femtosekundiniai impulsai pasizymi tuo, kad dél trumpesnés sgveikos

trukmeés abliacijos metu ragenos pavirsius maziau kaista.

Siuo metu jokia lazeriné sistema, galinti atlikti ir stromos abliacija, ir
ragenos lopo formavima, néra komerciskai prieinama. Nors ,,Katana Tech-
nologies* (Vokietija) jau kuris laikas savo elektroninéje svetainéje skelbia
apie tokj produkta [36], jokiy su Sia sistema susijusiy publikacijy rasti nepa-
vyko. Misy darbe pademonstruota galimybé viena femtosekundine lazerine
sistema atlikti pilng Femto-LASIK procedurg. Sukurus universaliag femto-
sekundine lazerine sistemg palengvéty chirurgo darbas: LASIK operacija
trukty trumpiau, nes nereikty perkelti paciento ir derinti dviejy lazeriniy
sistemy, viena integruota valdymo sistema abiems LASIK procediros eta-
pams sumazinty klaidos tikimybe, ta pacia sistema buty galima atlikti ir
kitas, vien tik femtosekundiniais impulsais atliekamas proceduras: kerato-

plastikos operacijas, refrakcijos ir presbiopijos korekcija.

Yra zinoma, kad trumpesnio UV bangos ilgio spinduliuoté (193-210 nm)
sukelia zZymiai mazesnj genotoksinj poveikj lastelése nei ilgesnio, ~ 260 nm
bangos ilgio spinduliuoteé [37,38]. Taciau iki siol nebuvo istirta, kaip keiciasi
citotoksinis ir genotoksinis spinduliuotés poveikis trumpéjant impulso truk-
mei, kai Sviesos intensyvumas skiriasi tukstancius karty. Mes jvertinome
femtosekundinés UV spinduliuotés citotoksinj ir genotoksinj poveikj peliy
kauly ciulpy ir odos epitelio lgsteléems bei palyginome gautus rezultatus
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su kity UV spinduliuotes Saltiniy poveikiais. Lyginant su nanosekundiniais
213 nm impulsais, didesnis femtosekundiniy 205 nm impulsy citotoksinis
poveikis lasteléms esant panasiam genotoksiniam poveikiui gali buti laiko-
mas privalumu, nes mazéja tikimybé, kad mutavusi lastelé (su pazeista ir
netinkamai atkurta DNR) sugebés replikuotis.
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niam Yb:KGW lazeriui, 38-0ji Lietuvos nacionaliné fizikos konferencija
(Vilnius, Lietuva, 2009).

17. E. Gabryte, M. Vengris, A. Aleknavicius, R. Danielius, Corneal shaping
by femtosecond UV laser pulses, 38-0ji Lietuvos nacionaliné fizikos kon-
ferencija (Vilnius, Lietuva, 2009).

Autorés ir bendraautoriy indélis

Sioje disertacijoje aprasomi tarpdisciplininiai tyrimai, kuriuos atliko skir-
tingy sric¢iy specialisty grupé. Aprasydama tyrimy metodika bei rezultatus
autoré labiausiai koncentruojasi ties fizikiniais reiskiniais (biologiniy terpiy
ir femtosekundinés spinduliuotés sgveikos mechanizmais, aukstesniyjy la-
zerio harmoniky generacija, femtosekundiniy impulsy optika) bei technine
tyrimy puse (lazeriné sistema ir jos pritaikymas refrakcinei chirurgijai, spin-
duliuotés parametrai, spinduliuotés ir medziagos saveikos kiekybiniai ir ko-
kybiniai vertinimai). Autoré surinko visas eksperimentams naudotas optines
schemas, kuré teorinius modelius, atliko kompiuterinius skaic¢iavimus, kure
lazerinés sistemos, varikliy bei skeneriy valdymo programas, atliko modeli-
niy medziagy abliacijos bei ex vivo ragenos lopo formavimo eksperimentus,
apdorojo bei apipavidalino rezultatus. Visuy in vivo operaciju bei genotok-
siskumo tyrimy metu buvo atsakinga uz lazerinés sistemos parengima bei

valdyma.
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Dr. R. Danielius ir dr. M. Vengris koordinavo visus eksperimentus bei
teiké visokeriopa pagalba techniniais ir teoriniais klausimais. S. Sobutas
padéjo atliekant eksperimentus su ex vivo ragenomis bei programuojant
motorizuota ketvirtosios harmonikos modulio valdyma.

Atliekant in wvivo triusiy ragenos abliacijos eksperimentus kartu dirbo
oftalmologé dr. E. Danieliené, kuri parengé operacijos protokols, kontrolia-
vo operacijy eiga bei vertino pooperacinj gyvuny gijimg. Operacijy metu
biologai prof. O. Ruksénas ir A. Vaiceliunaité priziuréjo elgesj su gyvunais,
ruoseé juos operacijoms bei atliko enukleacijas.

Genotoksiskumo tyrimams lasteliy méginius ruosé, rezultaty apdorojima
ir analize atliko dr. Vaidotas Morkunas ir Gintaré Urbonaiteé.
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1 skyrius

Lazeriné refrakciné chirurgija

Refrakcines akiy chirurgijos tikslas — pagerinti akies refrakcine funkcija
ir iSlaisvinti pacientg nuo akiniy bei kontaktiniy lesiy. Dazniausiai refrakci-
nés chirurgijos proceduros atliekamos kliento noru, dél asmeninio komforto,
o tik gana retais atvejais jas skiria gydytojas. Lazerio spinduliuote gali-
ma istaisyti ne tik tas regos ydas, kurios gali buti koreguojamos akiniais,
t. y. miopija (trumparegyste), hipermetropija (toliaregyste), astigmatizma
bei presbiopija, tac¢iau ir koreguoti arba bent jau pristabdyti degeneracinio
pobudzio keratokonusa (gaubtumo kitima dél ragenos plonéjimo) [39]. Ka-
dangi didziosios dalies visy lazerinés refrakcinés chirurgijos procedury esmé
yra modifikuoti ragenos forma, todél verta placiau aptarti zmogaus akj ir

jos ragenos anatomine struktura.

1.1 Zmogaus akies sandara

Zmogaus akis yra sudétingas organas, kurio déka mes galime matyti ir
orientuotis aplinkoje. Akis reaguoja j elektromagnetines bangas regimojoje
spektro srityje (nuo 400 nm iki 700 nm) [40] ir vercia jas nerviniais sig-
nalais. Didzioji dalis ziniy apie iSorinj pasaulj gaunama butent per rega —
atpazjstami aplinkos daiktai, suvokiamas juy judéjimas, padétys bei atstu-
mas, jsisavinama grafiné informacija.

Zmogaus akis néra taisyklingos sferos formos, jos priekiné dalis yra Siek
tiek gaubtesné. Akies obuolio asinis ilgis yra apytiksliai 23 mm, o verti-
kalus ir horizontalus skersmuo — apie 24 mm. Akies horizontalus pjuvis ir
pagrindinés dalys pavaizduotos 1.1 pav. Sviesa i akj patenka pro ragena —
skaidry jungiamojo audinio sluoksnj. Normali Zmogaus ragena ploniausia
btuna centre, jos storis ten yra ~ 0,5 mm, o periferijoje — ~ 0,7 mm. Viduti-

nis zmogaus ragenos luzio rodiklis n ~ 1,376. Dél gana didelio oro ir ragenos
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1.1 pav. Zmogaus akies horizontalaus pjuvio schematinis vaizdas. Apacioje
pazymétas apytikslis mastelis. Adaptuota is [40].

luziy rodikliy skirtumo mazdaug 2/3 visos akies lauziamosios gebos tenka
ragenai [38,39,41].

Ertmeé tarp ragenos ir rainelés vadinama priekine kamera, ji yra uzpildy-
ta vandeningu skysciu (n &~ 1,336), o jos storis siekia 3 mm. Akies rainelé
veikia kaip kintancio skersmens diafragma, ji kontroliuoja j akj patenkan-
¢ios spinduliuoteés kiekj ir akies skaitine aperturg. Luzio rodikliy skirtumas
tarp lesiuko ir priekinés kameros bei stiklakunio (esancio uz lesiuko) yra
gana nedidelis (~ 0,08), dél to lesiukui tenka 1/3 visos akies lauziamosios
gebos [39,41]. Svarbiausia akies lesiuko savybé — elastingumas ir gebéjimas
lengvai keisti iSgaubtuma bei akies lauziamaja gebg taip, kad nuo akies tam
tikru atstumu nutole daiktai biity gerai matomi. Si akies savybé vadina-
ma akomodacija. Praéjusi pro lesiukg sSviesa sklinda stiklakuniu, o vaizdas
projektuojamas ant tinklainés. Cia $viesos signalas pakei¢iamas j nervinj
impulsa ir nerviniais regos takais perduodamas smegeny zievei.

Ragena yra skaidrus audinys, kurio pagrindinés funkcijos — lauzti sviesos
spindulius nukreipiant juos per lesiuka j tinklaine bei saugoti akj nuo fiziniy
suzeidimy ir zalingo aplinkos poveikio.

Zmogaus ragena yra iSgaubta ir asferinés formos. Centre priekinio rage-
nos pavirsiaus kreivumas yra didesnis nei periferijoje. Ragenos lauziamoji
geba yra 40-44 D [39,41], todél net mazi ragenos formos ar storio pokyciai
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1.2 pav. Zmogaus ragenos skerspjuvis. Ragenos sluoksniy proporcijos yra
islaikytos. Adaptuota is [42].

gali sukelti reikSmingus vaizdo iSkraipymus ir refrakcines regos ydas. Dar
viena unikali ragenos savybé — skaidrumas, kurj uztikrina tvarkinga audinio

struktura ir mazi luzio rodiklio svyravimai.

Zmogaus ragenos skersinis pjuvis schematiskai pavaizduotas 1.2 pav.
Zmogaus ragena susideda iS penkiy sluoksniy: epitelio, Bowmano membra-
nos, stromos, Descemeto membranos ir endotelio. Priekinis ragenos pavir-

sius buina padengtas asary sluoksniu, o vidinj skalauja intraokulinis skystis.

Epitelis yra virSutinis ragenos sluoksnis, kuris vienintelis visoje rageno-
je geba atsinaujinti. Jj sudaro 5-6 lasteliy sluoksniai, kuriy bendras storis
~ 50 um [38,39,43]. Epitelio sluoksnis yra labai lygus ir drégnas. Jis sau-
go gilesnius ragenos sluoksnius nuo aplinkos poveikio bei uztikrina puiky
matymag. Dar viena svarbi epitelio funkcija — apsauga nuo ragenos stromos
tinimg ir uzdegima galinc¢io sukelti asary jsiskverbimo j ragena.

Bowmano membrana yra 812 um storio, jg sudaro atsitiktinai issidésciu-
sios kolageno skaidulos (fibrilés) ir j baltymus panasiis proteoglikanai. Sis
sluoksnis padidina ragenos pavirsiaus lyguma ir padeda epitelio lasteléms
geriau prisitvirtinti [43].

90 % viso ragenos storio (450-500 ym) sudaro mechaniskai tvirtas sluoks-
nis — stroma. Tik 2-3 % viso stromos turio uzima lastelés, likusi dalis —
tarplasteliné matrica, sudaryta i kolageno, vandens, proteoglikany, gliko-
zaminglikany ir kity baltymy, kurie geba sugerti 1000 karty didesnj vandens
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1. Lazeriné refrakciné chirurgija

turj, nei kad patys uzima. Apie 90 % stromos audinio (nejskaitant vandens)
sudaro skirtingy tipy kolageno skaidulos, kurios jungdamosi tarpusavyje for-
muoja plonus 1-2 ym sluoksnius [44]. Ragenos stromos pavirSiniuose sluoks-
niuose kolageno skaidulos yra issidésc¢iusios tankiau nei apatiniuose, dél to
virsutinis ragenos sluoksnis padeda ragenai islaikyti pastovy gaubtuma bei
suteikia biomechaninj stabiluma [45,46]. Taip pat dél skirtingos ragenos
stromos morfologijos virsutiniai sluoksniai absorbuoja maziau vandens nei
gilieji stromos sluoksniai [46,47].

IS vidinés puseés ragena saugo Descemeto membrana. Prie Sios membra-
nos tvirtinasi endotelis — heksagoniskai issidésciusiy lasteliy sluoksnis, kurio
pagrindiné funkcija — neleisti intraokuliniam skyséiui is priekinés kameros
prasiskverbti j ragena [39,43].

Operacijos metu arba netycia pazeidus vieng arba kelis ragenos sluoks-
nius, pakinta skysciy balansas, ragena tinsta ir praranda skaidruma [45,48].
Ragenos gijimo greitis ir tipas priklauso nuo to, kuris ragenos sluoksnis pa-
zeistas, koks zaizdos gylis, ar néra infekcijos sukéléjy, ar naudojami vaistai.
Refrakcineés chirurgijos poziuriu svarbiausi gijimo procesai — epitelio lasteliy
atsinaujinimas bei ragenos stromos gijimas.

Ragenos epitelio sluoksnio atsinaujinimas vyksta lasteléems dalijantis bei
migruojant is periferinés zonos j ragenos centra [49]. Epitelio migracijos grei-
tis yra 6070 um/h [50], todél, priklausomai nuo pazeidimo dydzio, epitelio
atsinaujinimas gali trukti nuo keliy valandy iki keleto dieny.

Ragenos stroma gyja zymiai léciau. Pazeistoje ragenos stromoje akty-
vuojamos uz gijimo procesa atsakingos lastelés — keratocitai [49,51-53]. Jos
gamina kolageng ir taiso audinio defektus. Taciau $is naujai sukurtas kola-
genas (IV ir VII tipo) savo sandara skiriasi nuo jprastai ragenoje esancio
kolageno (I ir III tipo), todél zaizdos vietoje formuojasi neskaidrus randas,
dar vadinamas drumstimi arba subepiteline migla [54]. Véliau Sis naujas
audinys pamazu kei¢iamas ir ragenos skaidrumas didéja [43,55].

1.2 Lazerinés refrakcinés chirurgijos proceduros

Refrakciniy ydy korekcijos principas gana paprastas — reikia tinkamai
pakeisti ragenos gaubtumg preciziskai pasalinant minimaly ragenos kiekj
ir taip pakei¢iant akies lauZiamaja geba. Siam tikslui puikiai tinka laze-
riniai impulsai. Lazerinés refrakcinés chirurgijos pradzia laikoma 1983 m.,
kai pirma karta S. L. Trockel su bendraautoriais paskelbé apie sékmingg

ex vivo versiuko ragenos pavirsiaus modifikavimg eksimerinio ArF lazerio
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193 nm spinduliuote [56]. 1989 m. buvo atlikti pirmieji kontroliuojami klini-
kiniai tyrimai [35] ir iki Siy dieny ArF lazerio impulsai sékmingai naudojami
trumparegystes, toliaregystés bei astigmatizmo korekcijai.

Nors siandieninéje oftalmologijoje yra daugybé skirtingy lazeriniy refrak-
ciniy ydy korekcijos procediiry, is esmés beveik visos jos pagristos tik dviem
skirtingais lazerinés spinduliuotés ir audinio sgveikos mechanizmais. Pirma-
sis — lazeriné abliacija. Tai yra tikslus audinio pavirsiaus garinimas nanose-
kundiniais arba trumpesniais UV impulsais, nesukeliant siluminiy pazeidi-
my gretimose audinio zonose. Antrasis — fotoardymas. Tai yra j mikrometry
dydzio déme sufokusuotais alR ultratrumpaisiais impulsais (7 < 1 ps) audi-
nio tiiryje formuojamy lokaliy mikropazeidimy sukiirimas. Siuos du saveikos
mechanizmus naudojant atskirai arba derinant kartu buvo sukurta nemazai

oftalmologiniy procedury. Keleta is jy trumpai aptarsime.

Fotorefrakciné keratektomija (FRK) — tai pirmoji lazeriné refrakciniy yduy
korekcijos procedura, kurios pagrindu véliau buvo vystomi pazangesni re-
gos korekcijos metodai. Pries FRK procedura mechaniskai arba praskiestu
alkoholiu pasalinamas ragenos epitelis, o po to lazeriu atliekama labai tiks-
li ragenos stromos abliacija. FRK proceduros metu nanosekundiniais UV
impulsais (193-213 nm) keliy Simty nanometry tikslumu pasalinami rage-
nos stromos audinio sluoksniai ir pakei¢iamas ragenos kreivumo spindulys.
Operuojant trumparege akj, daugiau audinio pasalinama optinés zonos cent-
re, ragena suplokstéja, o toliarege — periferijoje, ragena tampa iSgaubtesné
(1.3 pav.). Varijuojant gaubtuma skirtinguose ragenos meridianuose, gali-
ma istaisyti ir astigmatizma. DidZiausias diskomfortas po FRK proceduros
jauciamas pora dieny, kol visiskai atauga ragenos epitelis. Atauges epite-
lis uzlygina operacijos metu ragenos stromos pavirsiuje suformuotus mik-
rometry dydzio netolygumus bei sugrazina akies pavirsiui optine kokybe.
Lyginant su modernesnémis refrakcinémis proceduromis, po FRK procedu-
ros dél pazeisto epitelio jauciamas didesnis pooperacinis skausmas, atlie-
kant didesniy yduy (virs 6 D) korekcija dazniau atsiranda subepiteliné migla
(ragenos drumstumas), ji buna intensyvesneé, dazniau pasireiskia regos reg-
resija [57,58].

Norint iSvengti minéty FRK proceduros trukumy, buvo sukurtas nau-
jas metodas, leidziantis modifikuoti ne virsutinj ragenos pavirsiy, o vidinius
stromos sluoksnius, taip minimaliai pazeidziant ragenos epitelj. Siuo princi-
pu paremta, pati populiariausia refrakcinés chirurgijos procediira — lazeriné
in situ keratomilezé (LASIK) [15]. 1990 m. pirmasis LASIK termina pa-
vartojo L. G. Pallikaris kartu su bendraautoriais paskelbes apie sékmingai
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1.3 pav. Fotorefrakcinés keratektomijos procedira. Kairéje pavaizduota
trumparegystes, o desinéje — toliaregystés korekcijos principas.

atlikta operacija triusiams [59]. Pirmieji LASIK procedura zmonéms atliko
L. Buratto ir M. Ferrari 1992 m. [60]. Sios procediiros pradzioje mikrokera-
tomu (deimantiniu peiliuku) atpjaunamas 100-200 pm storio ragenos lopas
(visas ragenos storis ~ 500 um). Pakélus ragenos lopa atlickamas antrasis
LASIK proceduros etapas, analogiskas FRK procedurai — nanosekundiniais
UV impulsais atlieckama stromos abliacija, po kurios lopas uzklojamas at-
gal. Grazintas lopas prikimba dél adhezijos, o lopo krastas per keleta dieny
prisitvirtina dél gana greitai atsinaujinanciy epitelio lasteliy migracijos.

Lyginant su FRK, LASIK metodu galima koreguoti didesnes refrakci-
jos ydas, po proceduros akis gyja greiciau ir ne taip skausmingai, maziau
drumscéiasi ragena [57,58,61,62]. Kadangi mikrokeratomas valdomas ranko-
mis, rezultatai priklauso nuo chirurgo kvalifikacijos ir kruopstumo, islieka
zmogiskosios klaidos tikimybeé. Dazniausiai komplikacijos susijusios butent
su ragenos lopo atpjovimu, t. y. lopas gali buti netolygus, nevisiskai atpjau-
tas, su skyle arba visiskai nupjautas nepaliekant vyrio [20].

Dar viena refrakciné procedura atsirado 1996 m. [63], kaip tarpinis va-
riantas tarp FRK ir LASIK. Tai lazeriné subepiteliné keratektomija (LA-
SEK). Jos metu praskiestu alkoholiu atskiriamas ragenos epitelis nuo ba-
zinés membranos, tada atlieckama analogiska FRK procedura, o pabaigoje
epitelis grazinamas atgal [63,64]. Nors véliau atsirado ir daugiau Sios pro-
ceduros modifikaciju (epi-LASEK, epi-LASIK), dél ilgesnio pooperacinio
gijimo ir didesnio skausmo [65] si operacija dabar taikoma retai.

1994 m. W. Kautek tyrimy grupé pabandé pirma karta pritaikyti femto-
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sekundinius regimojo diapazono impulsus ragenos pavirsiaus abliacijai [66],
taciau rezultatai didelés praktinés naudos nedave. Dél netiesinés saveikos
prigimties ragenos abliacijos greitis smarkiai priklausé nuo vandens kiekio
ragenoje. Todel abliacijos procesas buvo sunkiai nuspéjamas. Geresniy re-
zultaty pavyko pasiekti kitai su femtosekundiniais lazeriais dirbanciai moks-
lininky grupei. 1996 m. T. Juhasz su bendraautoriais atliko fotoardymo pro-
ceso tyrima [67]. Jie pademonstravo, kad sufokusavus 620 nm bangos ilgio
150 fs trukmés impulsus ragenoje, fotoardymo budu yra sukuriamas lokalus
paZeidimas, kurio netiesioginis poveikis dél smiiginiy bangy ir kavitacijos'
efekto gretimiems audiniams yra zZymiai mazesnis nei pikosekundiniy ar na-
nosekundiniy impulsy atveju. Del Sios savybés T. Juhasz prognozavo, jog
femtosekundiniai lazeriai gali buti pritaikyti jvairioms refrakcinéms proce-
duroms ir savo galimybémis gali pralenkti iki tol naudotas kitas mechanines

ir lazerines sistemas bei technologijas [68].

llgai laukti nereikéjo — alR srities femtosekundiniai impulsai 2001 m. bu-
vo pritaikyti LASIK ragenos lopo pjovimui [17]. Nauja technologija leido
formuoti tolygaus storio, taisyklingos bei individualiai kiekvienam pacien-
tui pritaikomos geometrijos ragenos lopus [19,69]. Femto-LASIK proceduros
eiga, kai ragenos lopo formavimui naudojamas femtosekundinis lazeris, pa-
vaizduota 1.4 pav. Apie 300-500 fs trukmeés ir apytiksliai 1000 nm bangos
ilgio sufokusuotu impulsu sgsmaukoje sukuriamas burbuliuko pavidalo ke-
liy mikrometry dydzio pazeidimas. Skenuojant sufokusuota impulsinj alR
lazerio pluosta ragenos turyje formuojamas istisinis burbuliuky sluoksnis
(1.4 pav., a). Taip suformuojamas ragenos lopas bei atpjaunamas lopo kras-
tas, paliekant keliy milimetry ploc¢io vyrj. Chirurgine mentele ragenos lopas
mechaniskai atkeliamas (1.4 pav., b). Tada naudojant antrojo, nanosekun-
dinio UV lazerio spinduliuote, suformuojamas norimas lauziamosios gebos
pokytis (1.4 pav., ¢) ir ragenos lopas grazinamas atgal (1.4 pav., d).

Atsiradus pirmiesiems refrakcinei chirurgijai pritaikytiems komerciniams
femtosekundiniams lazeriams, LASIK procedura dar labiau iSpopuliaréjo.
Dél taisyklingesnés, individualiai pacientui pritaikytos lopo geometrijos bei
kontroliuojamo lopo storio sumazéjo komplikacijy rizika [19,20]. Pagrindi-
niai femtosekundinés LASIK proceduros trukumai susije su tuo, kad nau-
dojamos dvi lazerinés sistemos: brangiai kainuojanti jranga lemia didele
proceduros kaing, dviem lazerinéms sistemoms reikia didesnés operacinés

patalpos, proceduros metu pacienta reikia perkelti nuo vienos sistemos prie

IKavitacija — [lot. cavitas — tustuma], gary ar dujy burbuliuky susida-
rymas skystyje
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1.4 pav. Femto-LASIK procedura: a) ragenos lopo formavimas femtose-
kundiniais alR impulsais; b) suformuoto lopo atvertimas; ¢) ragenos stromos
abliacija UV impulsais; d) lopo uzvertimas.

1.5 pav. SmILE procedura: femtosekundiniais alR impulsais ragenoje is-
pjaunamas lesiukas (a), kuris pincetu istraukiamas pro siaura jpjova (b ir
¢). Po proceduros ragena tampa plokstesné (d).

kitos. Dél siy priezasc¢iy buvo ieskoma budy, kaip vienu femtosekundiniu
lazeriu (nenaudojant UV spinduliuotés ragenos abliacijai) atlikti pilng ref-
rakcijos korekcijos procedura [19,68,70].

2008 m. W. Sekundo su bendraautoriais paskelbé apie sékmingai atlikta
trumparegystes korekcija naudojant femtosekundine lazerine sistema ,,Visu-

22
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Max“ (,,Carl Zeiss Meditec“, Vokietija) [71]. Panasiai kaip LASIK lopo pjo-
vimo proceduroje, femtosekundiniais impulsais ragenos turyje atidalinamas
tam tikra lauziamosios gebos pokytj atitinkantis stromos sluoksnis. Atvertus
lopa, Sis sluoksnis pasalinamas, o atgal uzklotas ragenos lopas grazina akies
pavirsiui optine kokybe. Si procediira buvo pavadinta FLEx (angl. Femto-
second Lenticule Extraction). Véliau buvo sukurta maziau invaziné SmILE
(angl. Small Incision Lenticule Extraction) procedura [72], kurios principiné
schema pavaizduota 1.5 pav. DidzZiausias Sios proceduros privalumas — ne-
reikia atversti ragenos lopo. Femtosekundiniais impulsais suformuotas lesio
pavidalo ragenos sluoksnis (1.5 pav., a) istraukiamas pro keliy milimetry
plocio jpjova (1.5 pav., b ir ¢), taip modifikuojant ragenos lauziamaja geba
bei minimaliai pazeidziant epitelj. Taciau vien tik femtosekundinj lazerj tu-
rinti sistema kol kas negali atlikti visy standartiniy refrakciniy procedury.
Pagrindinis trukumas — nepavyksta patikimai atlikti toliaregystés korek-
cijos [73]. Be to, Sios sistemos netinka mazuy refrakcijos ydy korekcijoms
bei pakartotinéms operacijoms [74], nes néra lengva suformuoti ir patikimai

pasalinti labai plong ragenos sluoksnj.

1.3 Siuolaikinés lazerinés sistemos refrakcinei chirurgijai

1.3.1 Femtosekundinés alR lazerinés sistemos

Pradéjus taikyti infraraudonosios srities femtosekundiniy lazeriy impul-
sus biologiniy audiniy fotoardymui, prasidéjo ir nauja era oftalmologijos
istorijoje. Nors femtosekundiniai lazeriai oftalmologijoje pradéti naudoti tik
2001 m. [17], ta¢iau jau dabar sukurta daugybé procedury, kuriose ultrat-
rumpieji impulsai atlieka skalpelio vaidmenj. Preciziskai tikslus lazeriniai
pjuviai ir minimalus Salutinis poveikis gretimiems audiniams siandien lei-
dzia femtosekundiniais alR impulsais ne tik atidalinti ragenos lopa LASIK
proceduros metu, bet ir nenaudojant nanosekundiniy UV impulsy tiksliai
koreguoti trumparegyste [71,75, 76|, astigmatizma [72], presbiopija [77], pa-
ruosti donoro ir recipiento ragenas keratoplastikos procedurai [78]. Dar vie-
na oftalmologijos Saka, kurioje femtosekundiniai lazeriai sukélé revoliucija
— kataraktos chirurgija. Praeito deSimtmecio pabaigoje buvo pademonst-
ruota, jog kataraktos Salinimo operacijoje vienu femtosekundiniu lazeriu
galima atlikti kapsulotomija, lesiuko branduolio fragmentacijg ir ragenos
pjuvius [79, 80].

Pirmoji komerciné refrakcinei chirurgijai skirta femtosekundiné lazeri-

né sistema pasirodé 2001 metais (,Intralase Femtosecond Laser®, Abbott
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1. Lazeriné refrakciné chirurgija

Medical Optics“, JAV) [17]. Siuo metu refrakcinés chirurgijos rinkoje gali-
ma rasti penkias femtosekundines lazerines sistemas: ,Intralase iFS“ (,,Ab-
bott Medical Optics®, JAV), ,Visumax“ (,,Carl Zeiss Meditec“, Vokietija),
~Femtec* (, Technolas Perfect Vision®, Vokietija), ,Ziemer LDV* (, Ziemer
Ophthalmic Systems“, Sveicarija) ir ,,WaveLight FS200¢ (,Alcon“, Sveica-
rija) [81]. Siy femtosekundiniy sistemy pagrindiniai parametrai pateikiami
1.1 lenteléje.

Siekiant sukurti pigesne ragenos lopo formavimo lazering sistema, jau
pora mety vietoj alR srities femtosekundiniy impulsy bandoma pritaiky-
ti nanosekundine UV spinduliuote, kurios bangos ilgis dar néra tiesiskai
sugeriamas ragenoje A &~ 355nm [82,83]. UV impulsai ragenos lopo pjovi-
mui pasirinkti neatsitiktinai — kaip zinoma, sufokusuoto pluosto sagsmaukos
skersmuo ir ilgis yra tiesiogiai proporcingi fokusuojamos spinduliuotés ban-
gos ilgiui. Todél, vietoj alR impulsy naudojant trumpesnio bangos ilgio UV
impulsus, lazerio pluosta galima sufokusuoti | mazesne déme ir kartu pa-
gerinti audinio pjovimo tiksluma. Tac¢iau UV impulsy pritaikymas ragenos
lopo pjovimui klinikiniu poziuriu dar néra patvirtintas. Nera istirta, kokia
itaka 355 nm UV impulsai daro Zzmogaus ragenos gijimui po operacijos ir
kokj poveikj Sis bangos ilgis gali daryti akies lesiukui bei tinklainei.

2014 m. D. R. Brooks su bendraautoriais pristateé dar vieng prototipine
femtosekundine lazering sistema akiy chirurgijai [84]. Si ragenos apdirbimui

skirta lazeriné sistema 8 mm zonoje kartu su lazeriniu pluostu skenuoja ir

1.1 lentelé Siuolaikiniy komerciniy ragenos lopo atidalinimui skirty fem-
tosekundiniy lazeriniy sistemy pagrindiniai parametrai.

Intralase Vi Femt Ziemer  WaveLight
iFs isumax - FeHee 1 py FS200
Daznis (kHz) 150 500 80 >1000 200

Impulso
trukme (fs)
Bangos ilgis

(nm)

>500 400 >500  200-300 350

1053 1043 1052 ~ 1050

Atstumas tarp

Impulso

- 0,5-1,3 <0,3 >0,5 <0,1 0,3-1,5
energija (1J)

Prisiurbimo

pavirsius ploks¢ias gaubtas gaubtas plokscias plokscias
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1.3. Siuolaikinés lazerinés sistemos refrakcinei chirurgijai

didelés skaitinés aperturos fokusuojantj lesj (NA = 1,0). D. E. Savage ir
bendraautoriai pademonstravo, kad naudojant Sig sistemag in vivo katés ra-
genoje femtosekundiniais 400 nm bangos ilgio impulsais be invazijos galima
suformuoti refrakcines strukturas, isliekanc¢ias bent 12 ménesiy po procedu-
ros [85].

1.3.2 Lazerinés sistemos ragenos stromos abliacijai

Tam, kad abliacijos procesas vykty efektyviai ir nuspéjamai, lazerio spin-
duliuoté turi buti efektyviai sugeriama audinio pavirSiuje. Ragenos stromos
sugertis smarkiai iSauga tolimajame UV spinduliuotés diapazone, todél na-
nosekundiniais arba trumpesniais sviesos impulsais galima salinti pavirsi-
nj ragenos sluoksnj bei koreguoti akies lauziamaja geba. Kai spinduliuotés
bangos ilgis yra tarp 190 nm ir 220 nm, ragenos stromos abliacijos proce-
sa apibudinantys parametrai (abliacijos slenkstinis intensyvumas, abliacijos
sparta bei netiesioginis Siluminis poveikis gretimiems audiniams) iS esmés
nesiskiria [86].

Pirmasis FRK proceduroms buvo pritaikytas eksimerinis ArF lazeris, ku-
rio bangos ilgis yra 193 nm. Didziausias Sio lazerio privalumas — UV spin-
duliuoté gaunama tiesiogiai, nenaudojant netiesiniy daznio keitikliy. Taciau
eksimeriniai ArF lazeriai turi ir nemazai tritkumy. Sie lazeriai nepasizymi
gera pluosto kokybe ir didelé dalis sugeneruotos spinduliuotés prarandama
formuojant abliacijai tinkamg pluosto profilj. Taip pat eksimeriniy lazeriy
stabilumas néra pakankamai geras: lazerio impulsy energija turi buti tik-
rinama kelis kartus per dieng, o naudojant senesnes eksimerines sistemas
kalibravimo procediira privalo buti atlickama pries kiekvieng operacija. Sie
lazeriai reikalauja daznos techninés prieziuros, nes aktyviajag lazerio medzia-
ga periodiskai reikia papildyti Fy dujomis, kurios yra nuodingos. Taip pat
ArF eksimeriniai lazeriai yra gana jautrus aplinkos parametrams, todél ope-
racinéje patalpoje turi buti uztikrinta stabili oro temperatura bei drégmé.

[lgainiui eksimerinés ArF sistemos buvo smarkiai iStobulintos. Pirmosio-
se eksimerinése sistemose refrakcijos pokyc¢io formavimui lazerinis pluostas
buvo apribojamas naudojant kei¢iamo skersmens diafragmu sistemas [87]
arba siaurus besisukandcius plySius [88]. Vienu impulsu budavo paveikiama
didelé ragenos zona, o tai ribojo abliacijos skiriamaja geba. Siuolaikiniy
eksimeriniy lazeriy pluostas valdomas greitais galvanometriniais veidrode-
liy skeneriais, pluosto skersmuo ties abliuojamu pavirsiumi yra pakankamai
mazas (0,5-2 mm), todél galima koreguoti ne tik sferines bet ir aukstesniy
eiliy refrakcines ydas. Siandien moderniausiy eksimeriniy lazeriniy sistemy
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1. Lazeriné refrakciné chirurgija

impulsy pasikartojimo daznis siekia ~ 1kHz [89,90], kai pirmosios sistemos
veike vos keliy desimc¢iy hercy pasikartojimo dazniu. Dél to FRK proceduros
trukmeé gerokai sutrumpéjo, o kartu sumazéjo su operacijos trukme siejama
rizika — netiksli korekcija dél ragenos stromos pavirsiaus dehidratacijos ar

nevalingy akies judesiy [91].

Keiciantis lazeriniy sistemy spinduliuotés parametrams, keitési ir refrak-
ciniy ydy korekcijy algoritmai. Pavyzdziui, naujausios kartos ,,Schwind eye-
tech-solutions” firmos ,,Amaris“ lazerinés sistemos turi du abliacijos rezi-
mus: pradzioje ragena abliuojama greitai didelio energijos tankio impulsais
(450mJ /cm?), o procediira pabaigiama maZo energijos tankio (160 mJ/cm?)
impulsais — létai, bet su didesne gylio skyra, tiksliai suformuojamas galu-
tinis erdvinis darinys [92]. Siuo biidu i$laikoma trumpa procediiros trukmé
bei didelis abliacijos tikslumas. Dar vienas Sio metodo privalumas — mazes-
ni formuojamo pavirsiaus iskraipymai dél eksimerinio lazerio impulsy galios
nestabilumo laike bei abliuojancio pluosto kokybeés. DidzZigjg proceduros da-
lj ragena Salinama didelio energijos tankio impulsais, kai abliacijos gylis yra
ribojamas dél plazmos formavimosi ir iSaugusios sugerties ragenos pavir-
siuje [93]. Taip pat visos Siuolaikinés eksimerinés sistemos turi integruotus
akies judesiy sekimo modulius ir pagal akies pozicijg koreguoja galvanomet-
riniais veidrodeéliy skeneriais valdomo lazerinio pluosto padétj. Didziausias
daznis, kuriuo siuolaikinése lazerinés sistemose sekami akies judesiai, yra
1050 Hz.

Nors per daugiau kaip 30 mety nuo pirmyjy bandymy modifikuoti ra-
genos pavirsiy lazerio impulsais eksimerinés ArF lazerinés sistemos buvo
smarkiai iStobulintos, jau 25 metus ieskoma alternatyvy siam lazeriui pa-
keisti [94]. Lyginant su ArF lazeriu, kietakuinés lazerinés sistemos pasizymi
dideliu impulsy laikiniu stabilumu, Zymiai geresne pluosto kokybe bei rei-
kalauja maziau techninés prieziuros. Taciau didzioji dalis kietakuniy lazeriy
sviecia alR diapazone ir jy fundamentiné spinduliuoté netinka ragenos ab-
liavimui.

Efektyvus budas UV spinduliuotei gauti yra kietakuniy lazeriy (dazniau-
siai veikian¢iy neodimio jonuy pagrindu) harmoniky generacija. Gana ne-
sunkiai ir efektyviai gaunama ketvirtoji siy lazeriy spinduliuotés harmoni-
ka (266 nm) negali buti naudojama FRK dél maziausiai dvieju priezasciuy:
1) sio bangos ilgio sugertis ragenoje yra kur kas silpnesné nei ~ 200 nm
spinduliuotés, dél to abliacijos kokybeé ir efektyvumas smarkiai krinta [86];
2) 266 nm spinduliuoté pasizymi dideliu mutageniniu poveikiu dél to, kad
ja stipriai sugeria deoksiribonukleorugstis (DNR) [37]. Tac¢iau siy problemuy
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galima iSvengti generuojant penktaja neodimio lazeriy harmonika (213 nm).
Tyrimai parodé, kad nanosekundine 210-213 nm spinduliuote galima efek-
tyviai taikyti ragenos abliacijai [30,31,34,94,95], o jos mutageninis poveikis
nevirsija eksimerinio lazerio spinduliuotés poveikio [37]. Taip pat buvo mégi-
nama pritaikyti ir kietakunj erbio jony pagrindu veikiantj lazerj generuojant
astuntaja jo spinduliuotés harmonika (193 nm) [96], tac¢iau publikaciju apie
tolimesnius Sio gana komplikuoto metodo tyrimus rasti nepavyko.

Siame darbe ragenos stromos abliacijai naudojami kietakiinio Yb:KGW
femtosekundinio lazerio penktosios harmonikos (205 nm) impulsai. Lygi-
nant su kitomis refrakcinéje chirurgijoje naudojamomis lazerinémis siste-
momis, musy naudotos sistemos bangos ilgis (205 nm) yra tarp kietakuniy
(210-213nm) ir eksimeriniy ArF lazeriy (193 nm), todél ragenos stromos
abliacijos efektyvumas dél didelés sugerties siame UV diapazone is principo
neturéty skirtis [86].

1.4 Lazerinés spinduliuotés ir biologiniy audiniy saveika

Lazerinés spinduliuotés sgveikos su medziaga pobudj lemia medziagos
charakteristikos ir lazerio spinduliuotés parametrai. Skirtingos medziagos
skirtingai atspindi, sugeria ir sklaido Sviesa, taip pat turi tam tikrg savita-
ja silumine talpg bei laiduma, skirtingas mechanines savybes. Atspindzio,
sugerties ir sklaidos koeficientai savo ruoztu priklauso nuo spinduliuotés
bangos ilgio ir intensyvumo. Negana to, bendras spinduliuotés poveikio re-
zultatas irgi priklauso nuo ekspozicijos trukmes ir impulsy energijos tankio.
Todél naturalu, kad egzistuoja daug skirtingy spinduliuotés ir medziagos
saveikos rusiy. Pagrindiniai procesai, kurie vyksta lazerine spinduliuote vei-
kiant biologinius audinius, gali buti suskirstyti i 1) fotochemines reakcijas,
2) silumine saveika, 3) fotoabliacija, 4) plazma indukuota abliacija ir 5) fo-
toardyma [38]. Siy saveikos riisiy apytikslis klasifikavimas pagal lazerinés
spinduliuotés parametrus pateikiamas 1.6 pav. Spinduliuotés sgveikos su
biologiniais audiniais tipai ne visada gali buti tiksliai atskiriami, todeél vie-
nu metu dazniausiai pasireiskia kelios sgveiky rusys. Lazerinés refrakcinés
chirurgijos proceduros is esmés paremtos dviem sgveikos tipais — fotoardymu
ir fotoabliacija, todél juos placiau ir aptarsiu.

1.4.1 Fotoardymas

Fotoardymas — tai spinduliuotés ir medziagos saveikos mechanizmas,
kuriuo paremta daugybé oftalmologiniy procedury: LASIK ragenos lopo
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1.6 pav. Lazerinés spinduliuotés poveikio biologiniams audiniams apy-
tikslis klasifikavimas pagal spinduliuotés intensyvuma ir impulso trukme.
[Stisinémis linijomis Zymima medicininiams taikymams naudojamy lazeriy
spinduliuotés ribinés energijos tankio vertés. Adaptuota is [38,81].

formavimas, intrastrominiai pjuviai, ragenos transplantavimas, kataraktos
operacijos. Kai medziagg veikia intensyvus ultratrumpasis impulsas, skaid-
rioje terpéje dél daugiafotoneés ir griutinés jonizacijos gali susidaryti plazma.
Todeél smarkiai padidéja lazerio spinduliuotés sugertis ir jvyksta fotoardymo

procesas.

Tam, kad medziagoje susidaryty plazma ir jvykty optinis pramusimas,
laisvyjy elektrony tankis turi pasiekti tam tikrag kritine verte. Pavyzdziui,
fokusuojant femtosekundinius alR srities impulsus distiliuotame vandenyje
optinis pramusimas jvyksta tada, kai laisvyjy elektrony tankis yra Ny =~
10%! em ™3, 0 nanosekundiniams impulsams i verté yra Ny =~ 10%° cm ™3 [97].
Paprastai visose medziagose yra tam tikras nedidelis laisvyjy elektrony kie-
kis. Jeigu skaidri medziaga veikiama ultratrumpuoju impulsu, laisvieji elekt-
ronai gali buti sukurti dél daugiafotonés jonizacijos (DFJ). Daugiafotonés

jonizacijos sparta Wprj isreiskiama kaip intensyvumo funkcija:

WDFJ = O’KIK, (11)

¢ia o — daugiafotonés jonizacijos koeficientas, I — spinduliuotés intensyvu-
mas, K — maziausia jmanoma netiesinés sugerties eilé, kai K fotony suminé

energija yra lygi arba virsija draustinés energijos tarpg Fg:
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Khv > E,. (1.2)

Kitas budas sugeneruoti laisvuosius elektronus yra smuginé jonizacija.
Medziaga veikiant lazerio spinduliuote, laisvieji elektronai jgauna energijos
ir yra jgreitinami. Pakankamai jgreitinti elektronai gali iSlaisvinti suristuo-
sius elektronus perduodami savo energijg per smugine jonizacijg. Taip lais-
vyju elektrony kiekis vis didéja — vyksta gritutiné jonizacija. Dalis laisvojo
elektrono energijos gali buti panaudota lokaliam medziagos Sildymui.

Kai skaidrig medziagg veikia 10 fs—10 ps trukmeés impulsai, kritiné laisvy-
ju elektrony tankio verté pasiekiama veikiant abiem daugiafotonés ir griu-
tinés jonizacijos procesams kartu. Siuo atveju laisvyjy elektrony tankio N°

kitimas aprasomas tokia lygtimi:

dN°
dt

Cia 7 yra grititinés jonizacijos sparta, a — laisvyjy elektrony rekombinaci-

= WppyN® + nN°® — aN°®. (1.3)

jos sparta. Paprastai griutinés jonizacijos sparta 7 yra tiesiné intensyvumo
funkcija. Kai lazerio impulsai yra trumpesni nei 1 ps, rekombinacija apra-
santj paskutinjji (1.3) lygties narj galima atmesti, nes impulsas per trum-
pas ir elektronai rekombinuoti nespéja. Esant itin trumpiems impulsams
7 < 10fs, kritiné elektrony tankio verté gali buti pasiekta vien tik dél dau-
giafotonés jonizacijos. Jeigu intensyvaus ultratrumpojo impulso pradzioje
sugeneruojama pakankamai laisvyjy elektrony ir susiformuoja plazma, tai
likusiai impulso daliai sugertis smarkiai iSauga. Sugeriama likusios impulso
dalies energija kaitina plazma, ir kadangi sukurtas silumos kiekis is pluosto
sagsmaukos nespéja difunduoti, dél didelio slégio ir temperaturos gradien-
to susidaro smuginé banga. Smarkiai iSaugus temperaturai, sukuriami lo-
kalus jtempimai ir dél mechaniniy jégy audinys suardomas, susiformuoja
burbuliuko pavidalo tustuma. Kaip parodé masiy spektroskopiné analize,
po fotoardymo proceso ragenoje susidariusio burbuliuko viduje lieka CO,
CO,, CHy gary misinys, su CHs ir CH, fragmentais [98]. Sios molekulés
lengvai difunduoja j ragenos stromg, todél per kelias minutes burbuliukai
dingsta [99].

Kai audiniai veikiami didelés energijos nanosekundiniais ar pikosekundi-
niais impulsais, fotoardymo procesas vyksta dél mechaniniy jégy poveikio.
Kadangi plazmos elektrony kinetiné energija labai didelé, elektronai nebéra
lokalizuoti vien plazmos turyje — jie gali difunduoti j aplinking medziaga.
Kuo impulsas ilgesnis, tuo toliau nuo pluosto sagsmaukos nudifunduoja elekt-
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ronai ir tuo didesné impulso energijos dalis panaudojama audinio Sildymui.

Jeigu impulsai labai trumpi (keliy Simty femtosekundziu), tai fotoardy-
mui reikiamam spinduliuotés intensyvumui pasiekti pakanka zZymiai mazes-
nés energijos nei naudojant pikosekundinius ar nanosekundinius impulsus,
todél ir mechaniniai efektai gretimoms medziagos zonoms pasireiskia zy-
miai silpniau. Todél naudojant femtosekundinius impulsus minkstuosiuose
audiniuose galima suformuoti keliy mikrometry dydzio burbuliuko pavidalo
lokalius pazeidimus nesukeliant zZymaus mechaninio ar Siluminio poveikio
gretimiems audiniams [38].

Norint preciziskai pjauti audinius, reikia impulso energija kuo labiau kon-
centruoti erdvéje: trumpinti impulso trukme bei fokusuoti lazerio pluosty i
kuo mazesne déme. Kuo impulsas trumpesnis, tuo jo intensyvumas dides-
nis, todel trumpesniems impulsams slenkstiné optinio pramusimo intensyvu-
mo verté pasiekiama esant mazesnei impulso energijai. Ragenos lopo pjovi-
mui LASIK proceduros metu paprastai naudojama apie 200-800 fs trukmes,
300-1500 nJ energijos impulsai, kuriy bangos ilgis apie 1 gm. Trumpesnius
nei 200 fs impulsus naudoti ragenos pjovimui pasidaro nebepraktiska. Kuo
trumpesnis impulsas, tuo platesnis jo spektras ir tuo smarkiau pasireiskia
dispersinis impulso plitimas jam sklindant skaidrioje terpéje (pvz. rageno-
je).

Kitas budas sumazinti fotoardymo procesui reikiamos impulso energijos
slenkstj — sumazinti fokusavimo déme bei pluosto sgsmaukos ilgj. Maziau-
sias pluosto sgsmaukos dydis, kuris gali buti pasiekiamas fokusuojant lesiu
(objektyvu), priklauso nuo optinés sistemos zidinio nuotolio ir jos aperturos,
t. y. skaitinés aperturos (NA). Optinés sistemos skaitiné apertura apibre-

Ziama taip:

NA = nsin(0/2), (1.4)

¢ia n — medziagos, kurioje fokusuojamas pluostas, luzio rodiklis, # — didziau-
sias i$ lesio galincio iSeiti (arba i leSj jeiti) Sviesos kugio kampas.

Jeigu lesiu fokusuojamas kolimuotas Gauso pluostas, tai lesio zidinyje
pluosto sagsmaukos spindulys isreiskiamas pagal formule:

NEM?
W = s (15)
TWI,

¢ia A — spinduliuotés bangos ilgis, F' — lesio zidinio nuotolis, M? — pluosto
kokybe nusakantis parametras, kuris idealiam Gauso pluostui lygus 1, wr,
— kolimuoto pluosto spindulys ties lesiu [100]. Kitas svarbus parametras,
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nusakantis sufokusuoto pluosto sagsmaukos ilgj, yra Reléjaus atstumas. Jis
apibréziamas kaip atstumas 2y isilgai pluosto sklidimo krypties nuo pluosto
sasmaukos iki vietos, kur pluosto skersmuo padidéja /2 karto. Jis isreiskia-

mas taip:

2
TWE
= 1.
DV VE (16)

¢ia wgp — pluosto spindulys sgsmaukoje. Turis, i kurj fokusuojant lesiu su-

koncentruojama Gauso pluosto energija, priklauso nuo pluosto sgsmaukos

spindulio bei ilgio:
N34 M6
— (1.7)

2
ToWy,

Kai optinés sistemos skaitiné apertura néra didelé, galioja sarysis
wrL,
NA ~ —, 1.8
- (18)

todéel gauname, kad maziausias turis, j kurj gali buti sukoncentruojama
pluosto energija lesio zidinyje, yra atvirkséiai proporcingas lesio skaitinés

aperturos ketvirtajam laipsniui:

A1

Ve San

(1.9)

Todél kuo didesné lesio skaitiné apertura, tuo j mazesne déme gali buti sufo-
kusuojamas pluostas. Tai reiskia, kad slenkstiné energijos vertée fotoardymo

procesui taip pat bus mazesné.

IS skaitines aperturos apibrézimo akivaizdu, kad egzistuoja du budai, kaip
ja padidinti. Pirmasis, ganétinai brangus budas, yra didinti fokusuojanciy
optiniy elementy skersmenj, antrasis — mazinti zidinio nuotolj, o kartu ir

atstuma tarp fokusuojancio objektyvo ir spinduliuote veikiamo objekto.

Ragenos lopo formavimo proceduroje impulsai fokusuojami per ragenos
pavirsiy iSplokstinantj stikliuka (0,5-1 mm storio) nedideliame, mazdaug
100-160 pm, gylyje. Tam, kad ragenos turyje buty galima suformuoti is-
tisinj burbuliuky sluoksnj, lazerio pluosto sagsmauka turi buti skenuojama
8-10 mm skersmens plote. Todél pluostas dazniausiai valdomas galvanomet-
riniais veidrodeéliy skeneriais, o fokusavimui naudojamas uz galvanometriniy
skeneriy patalpintas sudétingas ir didelis objektyvas, kuris islaiko pastovy
pluosto fokusavimo gylj visame lazerio impulsais veikiamame plote. Dél Sios
priezasties atstumas nuo objektyvo iki akies negali buti labai mazas, tipiskai
komercinése sistemose jis siekia kelis centimetrus. IS kitos puses, fokusuo-
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1. Lazeriné refrakciné chirurgija

jancio objektyvo skersmenj praktiskai riboja zmogaus veido geometrija, t. y.
atstumas tarp akies ir nosies, antakio padeétis bei nosies dydis. Todél rage-
nos lopo pjovimui naudojamy komerciniy femtosekundiniy lazeriniy sistemy
objektyvy tipinés skaitinés aperturos siekia 0,2-0,3 [101].

Naudojant mazesnés skaitines aperturos fokusuojantj objektyva lazerio
pluostas fokusuojamas j didesne déme, todél reikia naudoti didesnés energi-
jos impulsus ir ragenos turyje formuojami didesni burbuliukai. Dél didelio
pluosto sasmaukos ilgio prastéja gylio skyra, o didinant spinduliuotés inten-
syvumg plazma pradeda formuotis vis arciau lesio, o ne siauriausioje pluosto
sasmaukos vietoje. Darosi sunku tiksliai kontroliuoti pjuvio gylj. Dar vienas
mazos skaitines aperturos objektyvy trukumas — virsijus kritine galia P,
netoli zidinio pasireiskia savaiminis pluosto fokusavimasis. Gauso pluostui
si galia apytiksliai gali buti isreiskiama taip:

)\2

non2

¢ia ng — tiesinis, o ne — netiesinis medziagos luzio rodikliai. Kritiné foku-
savimosi galia nusako salyga, kai fokusavimosi reiskinys atsveria pluosto
difrakcine skéstj. Todél kuo pluosto skéstis mazesné (mazesné fokusuojan-
¢io objektyvo skaitiné apertura), tuo mazesnio netiesinio luzio rodiklio ngy
pakanka jai kompensuoti. M. Miclea su bendraautoriais nustate, kad ex vi-
vo kiaulés ragenai kritiné fokusavimosi galia yra P, = 1,2 MW [102]. Jie
taip pat pademonstravo, kad didinant spinduliuotés galig dél netiesinio luzio
rodiklio ragenoje keiciasi fokusavimo gylis. Kitas pasalinis reiskinys, kuris
stebimas fokusuojant didelés energijos (~ 2 uJ) impulsus mazos skaitinés
aperturos objektyvu, yra plony (200-500 nm) tamsiy ruozeliy formavimasis
ragenoje isilgai pluosto sklidimo krypties [103]. Sie ruozeliai stebimi atlikus
histologinius ragenos pjuvius, o juy atsiradimas siejamas su fokusavimosi
metu susidariusiose gijose sukurtais laisvaisiais elektronais. Manoma, kad
tamsus ruozeliai susiformuoja kai laisvyjy elektrony tankis Sviesos gijose
nepasiekia plazmos tankio, tac¢iau yra pakankamai didelis, kad inicijuoty
kolagena ardancias chemines reakcijas [103]. Kaip parodé tyrimai, tokie pa-
kitimai ragenoje islieka net praéjus dviems savaitéms po operacijos [104].
Apibendrinant galima suformuluoti pagrindinius reikalavimus lazerinei

sistemai, kurie uztikrinty aukstg ragenos lopo formavimo proceduros koky-
be:

1. fokusuojancios optikos skaitiné apertura turi buti kuo didesné, pagei-
dautina NA =~ 0,3;
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1.4. Spindulivotés ir audiniy squeika

2. lazerio impulso trukmeé 200 fs < 7 < 300 fs;

3. pluosto intensyvumo skirstinys turi buti artimas Gauso skirstiniui (pluo-
Sto kokybé M? ~ 1).

1.4.2 Fotoabliacija

Medziaga veikiant didelio intensyvumo spinduliuote, sugerta sviesa suza-
dina molekules, atomy branduoliai pradeda virpéti ir molekulés salyginai is-
siplecia. Sumazejus atstumui tarp molekuliy, jos pradeda viena kita stumti.
Jeigu per impulso trukme sugerta energija yra pakankamai didelé ir nutrau-
kiamy molekuliniy rysiy skaicius virsija slenkstine riba, jvyksta fotoabliacija
— spinduliuote veikiama medziaga iSstumiama dar nespéjus perduoti savo
kinetinés energijos gretimoms zonoms. ISstumiamy molekuliniy dariniy dy-
dis priklauso nuo spinduliuoteés energijos tankio — kuo daugiau spinduliuotés
sugeriama, tuo daugiau nutraukiama molekuliniy rysiy ir mazéja salinamy
medziagos fragmenty dydis.

Fotoabliacijos proceso metu medziaga Salinama preciziskai, be terminio
poveikio aplinkiniams audiniams. Tai leidzia kontroliuojamai modifikuoti
audinio pavirsiy. Naudojant nanosekundinius arba trumpesnius UV Svie-
sos impulsus, medziaga ardoma kai virsijama slenkstiné abliacijos proceso
intensyvumo verté (107 W/cm?-10% W /cm?).

Pirmieji polimeriniy organiniy medziagy fotoabliacijos procesa 1982 m.
stebéjo R. Srinivasan ir V. Mayne-Banton [105]. Veikdami polietileno te-
reftalata eksimerinio ArF lazerio 193 nm bangos ilgio nanosekundiniais im-
pulsais (50-400mJ/cm?), jie tolygiai Salino pavirsinj medZziagos sluoksnj ir
Si procesa apibudino kaip fotocheminj medziagos ardyma. Véliau iSsamus
fotoabliacijos proceso tyrimai buvo atlikti naudojant organinius polimerus
(polimetilmetakrilata (PMMA), teflona, poliamida ir kt.) bei biologinius
audinius [59,106]. Siandien fotoabliacija placiai taikoma lazerinése refrakci-
nése regos korekcijos operacijose ragenos lauziamosios gebos modifikavimui.
Tam naudojama eksimeriniy ArF lazeriy (193 nm) arba kietakuniy lazeriy
aukstesniyjuy harmoniky (210-213 nm) nanosekundiné spinduliuoté.

Pirmoji salyga, kad vykty abliacijos procesas — sviesa turi buti efektyviai
sugeriama medziagos pavirsiuje. Sviesos sugertis nesklaidan¢iame audinyje
aprasoma Lamberto désniu:

I(z) = In (1 — Rs) exp (—az), (1.11)
¢ia z — atstumas, Iy — krintanc¢ios Sviesos intensyvumas, Ry — atspindzio
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10°g ———
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Sugerties koeficientas a (cm™)
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1.7 pav. Vandens, kolageno ir kity baltymy sugerties koeficienty priklau-
somybé nuo bangos ilgio. Adaptuota is [44].

koeficientas, a — audinio sugerties koeficientas.

Bendru atveju, biologinio audinio sugerties savybéms didziausig jtaka
daro baltymai, DNR, melaninas, hemoglobinas ir vanduo. Juy optiniy savy-
biy reikimé smarkiai priklauso nuo bangos ilgio. Siame darbe daugiausiai
démesio skiriama lazerinés spinduliuotés sgveikai su ragena, todél 1.7 pav.
pateikiama akies rageng sudaranciy komponenty — vandens, kolageno ir kity
baltymy — sugerties spektrai, kuriy superpozicija ir charakterizuoja bendra
akies ragenos sugerties spektra.

Audiniy abliacijai ypac¢ svarbus ultravioletinis optinio spektro diapazonas
(180-400 nm). Paprastai UV srityje audinio sugertj lemia baltymai, DNR ir
melaninas, o itin trumpuy bangy srityje (ties A &~ 190 nm) didziausia svarba
turi peptidinés jungtys (O=C-N-H), kurios yra visuose baltymuose [107].
Todél audiniuose, kurie turi didele baltymo kolageno koncentracija (pvz.
ragena, oda), sugerties koeficientas ties ~ 190 nm yra labai didelis av = (2—
4) x 10*em~* [108,109].

Fotoabliacija galima apibendrinti kaip dvipakopj suzadinimo ir disocia-
cijos procesg. Pagrindiniy organiniy molekuliniy rysiy disociacijos energijos
pateiktos 1.2 lenteléje. Verta pamineéti, kad kuo trumpesnis lazerio ban-
gos ilgis, tuo daugiau jvairiy molekuliniy rysiy nutraukiama, tuo smulkesni
medziagos fragmentai pasalinami abliacijos metu [110]. Todél apdirbto pa-
virsiaus kokybé priklauso nuo naudojamo lazerio bangos ilgio.

Antroji fotoabliacijos salyga — per lazerio impulso trukme audinio turyje

turi buti sugertas tam tikras energijos kiekis, kuris uztikrinty, jog mole-
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1.4. Spindulivotés ir audiniy squeika

1.2 lentelé Pagrindiniy organiniy molekuliniy rysiy disociacijos energijos
ir jas atitinkantys Sviesos bangy ilgiai.

Molekuliné  Rysio Bangos  Molekuliné  Rysio Bangos

jungtis energija  ilgis (nm)  jungtis energija  ilgis (nm)
(eV) (eV)
C=0 7,5 165 C-0O 3,6 345
C=C 6,4 194 C-C 3,6 345
O-H 4,8 258 S-H 3,5 354
C-H 4,3 288 C-N 3,0 414
N-H 4,1 303

kuliniy rysiy disociacijos sparta bus didesné nei nutrauktyjy rysiy rekom-
binacijos sparta. Tai reiskia, kad lazerio spinduliuotés intensyvumas turi
virsyti tam tikrg slenkstine verte I, kuriai esant nutraukiamy molekuli-
niy rysiy skaicius turio vienete yra pakankamas, kad medziagos fragmentai

bty isstumiami. Si salyga uzragoma taip:

Iy(1 — Rg) exp(—az) > Iqy. (1.12)

Jeigu spinduliuotés intensyvumas mazesnis uz slenkstinj, sugerta impul-

so energija virsta molekuliniais virpesiais — audinys Syla, garuoja skysciai,

koaguliuoja baltymai. Kai virSijama slenkstiné spinduliuotés intensyvumo

verte, abliacijos procesas audinyje vyksta iki tam tikro gylio, kol tenkinama

(1.12) lygtis. Todél abliacijos gylj galima isreiksti taip:
1. Io(1— Ry

d= —1In

1.13
- T (1.13)

Sis sarysis galioja tol, kol néra virsijamas plazmos generavimo slenkstinis
intensyvumas I,. Virsijus I, verte pradedama generuoti plazma, sugerianti
lazerinius impulsus smarkiau nei pats audinys, ir abliacijos gylis pradeda
nebepriklausyti nuo intensyvumo [38].

Miusy eksperimentuose naudojamos Yh:KGW femtosekundinio lazerio
penktosios harmonikos spinduliuotés bangos ilgis yra 205 nm. Sios spin-
duliuotés fotono energija (hv = 6,0eV) yra pakankama, kad buty suardyti
daugelis organiniy molekuliniy rysiy (zr. 1.2 lentele). Todél virsijus slenksti-
ne intensyvumo verte, vyksta ragenos fotoabliacija, t. y. audinys Salinamas

be salutiniy terminiy pazeidimy.
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2 skyrius

Siluminiy reiskiniy jtakos
valdymas UV harmoniky

generatoriuje

Femtosekundiniai lazeriniai impulsai naudojami ne tik oftalmologijoje,
bet ir jvairiuose moksliniuose taikymuose, industriniuose medziagy apdir-
bimo procesuose bei medicinoje [103,111]. Pagrindinis femtosekundiniy im-
pulsy privalumas lazeriniame medziagy apdorojime — tai galimybé precizis-
kai apdirbti jvairias medziagas termiskai juy nepazeidziant. Kai kietakuniai
femtosekundiniai lazeriai naudojami kartu su netiesiniais optiniais daznio
keitikliais — aukstesniyjy lazerio spinduliuotés harmoniky moduliais — ult-
ratrumpuosius impulsus galima generuoti ir UV diapazone. Tokios sistemos
tampa labai patrauklios medziagy, pasizyminciy dideliu Siluminiu laidumu
(pvz. metaly, puslaidininkiy), preciziniam mikroapdorojimui. Tokiose me-
dziagose UV impulsai yra sugeriami zymiai efektyviau nei alR arba regimojo
diapazono spinduliuoteé.

Didelio impulsy pasikartojimo daznio femtosekundiniai lazeriai su UV
harmoniky moduliais néra placiai naudojami industrijoje. Tam yra kele-
tas priezasciy. Pirma, norint naudoti ultratrumpuosius UV srities impulsus
vietoj alR arba regimojo diapazono spinduliuotés, iSauga reikalavimai die-
lektrinéms optiniy komponenty dangoms. Maza to, norint iSvengti greito
dangy degradavimo bei optinio pazeidimo, butina uztikrinti, kad optiniy
elementy aplinkoje nebuty organiniy medziagy (jie turi buti vakuume arba
Svaraus oro ar inertiniy duju aplinkoje). Antra, dél didelio UV impulsy in-
tensyvumo kristaluose ir stikluose [112-115] pasireiskia dvifotoné sugertis,
deél kurios skaidriuose optiniuose elementuose (dalikliuose, lesiuose, lange-
liuose) atsiranda papildomi nuostoliai, formuojasi termolesis. Todél daznai
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tiek laikinés, tiek erdvinés harmoniky generatoriaus is¢jimo spinduliuoteés
charakteristikos gali buti pastebimai iskraipytos. Kartais nepageidaujamy
efekty galima isvengti vietoj skaidriy optiniy elementy naudojant atspindin-
¢ig optika, pavyzdziui, vietoj lesiy — sferinius veidrodzius. Deja, dvifotoné
sugertis taip pat pasireiskia ir netiesiniuose optiniuose kristaluose (f-bario
borate (BBO), kalio dihidro fosfate (KDP), cezio li¢io borate (CLBO), li¢io
triborate (LBO) ir kt.), kurie naudojami bangos ilgio konvertavimui j UV
diapazong [25,114,116-118]. Esant dideliam lazerio impulsy pasikartojimo
dazniui (>1 kHz), dél UV spinduliuotés sugerties netiesiniuose optiniuose
kristaluose krinta daznio keitimo efektyvumas, kristalo turyje generuojama
Siluma ir kei¢iasi fazinio sinchronizmo salygos. Siandieninés technologijos
leidzia isauginti vis aukstesnés kokybés netiesinius kristalus, turinc¢ius ma-
ziau optiniy defekty bei tirpiklio intarpy, todél optiniy defekty sugertis UV
srityje yra gana maza [119,120]. Taciau jei tik dviejy didelés energijos ul-
tratrumpojo UV impulso fotony suminé energija virsija kristalo draustinés
energijos tarpa, medziagoje pasireiskia dvifotoné sugertis. Taigi, naudojant

didelio pasikartojimo daznio impulsus, iSvengti siluminiy efekty nepavyksta.

Neseniai C. Rothhardt su bendraautoriais pademonstravo, kad didelés
galios 1030 nm pikosekundinés spinduliuotés daznio dvigubinimo metu BBO
kristale indukuoti Siluminiai efektai gali buti efektyviai sumazinti netiesi-
nj kristala patalpinus tarp dvieju safyro ploksteliy [27]. Dél didelio safyro
Siluminio laidumo tokia ,sumustinio“ struktura efektyviai mazina tempe-
raturinius gradientus BBO kristale. Taciau Sig strukturg sunku realizuo-
ti techniskai, juo labiau, tame paciame saltinyje teigiama, jog apsaugine
danga padengty BBO kristalo pavirsiy pritvirtinti prie safyro ploksteliy
nepavyko. Be to, generuojant femtosekundinius UV impulsus, §i ir kitos pa-
nasios pavirsiy saldymo technikos [121] retai kada gali buti taikomos, nes:
1) dvifotoné sugertis pasireiskia ne tik netiesiniame kristale, bet ir ausinimui
naudojamoje medziagoje, 2) atsiranda papildomi atspindziai nuo pavirsiy,
todél mazéja bendras netiesinio optinio daznio keitiklio efektyvumas; 3) deél
papildomos grupiniy grei¢iy dispersijos ausSinancioje medziagoje didéja ul-
tratrumpojo impulso trukmeé (tai ypac stipriai pasireiskia UV diapazone).
Siluminiy reiskiniy jtaka kai kuriais atvejais gali biiti sumazinta naudojant
iSorinio saldymo technikas [28,29], taciau sie metodai néra veiksmingi kai
lazerio spinduliuoté greitai moduliuojama laike.

Mes tyréme Siluminius procesus, vykstancius femtosekundinio Yb:KGW
lazerio ketvirtosios harmonikos generatoriuje. Naudodami teorinj modelj pa-
demonstravome, kad, lazeriui veikiant keliy desimciy kilohercy pasikartoji-
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mo dazniu, netiesinio optinio daznio keitiklio spinduliuotés galios dinamika
yra tiesiogiai susieta su ketvirtosios harmonikos kristalo temperaturos ki-
timu dél UV spinduliuotés sugerties bei §ilumos mainy su aplinka. Silumi-
niy reiskiniy jtaka harmoniky generatoriaus iséjimo charakteristikoms po
lazerinés sistemos jjungimo buvo efektyviai sumazinta naudojant adaptyvy
ketvirtosios harmonikos kristalo sinchronizmo kampo valdyma. Sis metodas
leido sutrumpinti UV spinduliuotés galios nusistovéjimo laikg trimis eilémis

— nuo keliasdesimt sekundziy iki 50 ms.

2.1 Yb:KGW lazerio ketvirtosios harmonikos

generatorius

Tyrimams buvo naudojamas alR femtosekundinis kietakunis Yb:KGW
lazeris (A = 1026nm) ,Pharos“ (UAB MGF “Sviesos konversija”, Lietuva)
veikiantis 50 kHz impulsy pasikartojimo dazniu, kurio vidutiné fundamen-
tinés spinduliuotées galia 3 W, o impulso trukme 280 fs. Lazerio pluosto
intensyvumo profilis buvo artimas Gauso skirstiniui (M? = 1,1), o skers-
muo lygus 1,5 mm (iSmatuota 1/e? maksimalaus intensyvumo lygyje).

Femtosekundiniai UV impulsai buvo gaunami generuojant ketvirtaja laze-
rio spinduliuotés harmonikg naudojant 2.1 pav. pavaizduota optine schema.
Fundamentiné lazerio spinduliuoté buvo konvertuojama j antraja (513 nm),
0 i$ jos — | ketvirtaja (257 nm) harmonika netiesiniuose optiniuose BBO
kristaluose NKa, (ilgis 2 mm, iSpjautas kampu Opng, = 23,5°) ir NKy,
(ilgis 0,7 mm, iSpjautas kampu Opya, = 50,4°). Kristalo NKy,, fazinio sin-
chronizmo kampas buvo derinamas naudojant sukimo staliuka su zingsniniu
varikliu (MSS). Sugeneruota ketvirtosios harmonikos spinduliuoté nuo ne-
konvertuotos antrosios harmonikos spinduliuotés buvo atskirta dielektriniais
veidrodziais Vo ir V3.

257 nm impulsai buvo registruojami greitu ir UV srityje jautriu silicio fo-
todetektoriumi (,DET10A“,  Thorlabs“, JAV). Fotodetektoriaus (FD) sig-
nalai buvo registruojami sinchronizuotai su lazerio impulsais. Detektoriaus
atsako funkcija buvo sukalibruota naudojant galios matuoklj ,,Ophir Nova
IT* su siluminiu galios jutikliu ,30A-BB-18“ (,,Ophir Optronics“, Izraelis).
Netiesinio kristalo NKy,, pavirsiaus temperaturos skirstinys buvo registruo-
jamas naudojant infraraudonaja kamera ,ThermaCAM S65¢ (,,FLIR Sys-
tems“, JAV). Vertinant temperaturos skirstinj ketvirtosios harmonikos BBO
kristale buvo laikoma, kad skaidrinancia dielektrine danga dengto kristalo
spinduliavimo geba € = 0,82. Si spinduliavimo gebos verté buvo nustaty-
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2.1. Yo:KGW lazerio ketvirtosios harmonikos generatorius
—
V, V3
ﬂ} 257 nm %} I

NKZw

Yb:KGW
lazeris 1026 i H513 — I GM

2.1 pav. Femtosekundinio Yb:KGW lazerio ketvirtosios harmonikos gene-
ratoriaus laikiniy charakteristiky matavimo schema. V;-V3 — dielektriniai
veidrodziai, NKy,,, NKy, — netiesiniai optiniai kristalai, P — pleistas, MSS —
motorizuotas sukimo staliukas, FD — fotodetektorius, GM — galios matuok-
lis.

ta atlikus atskirg matavima: jkaitinus kristalg iki 60°C buvo uzfiksuotas
termografinis galinio kristalo pavirsiaus vaizdas, o parinkus emisijos gebos
verte termokamera uzfiksuota kristalo temperatura buvo sulyginta su tik-
raja kristalo temperatura.

Laikinés spinduliuotés charakteristikos

Netiesiniuose optiniuose kristaluose generuojant femtosekundinio alR la-
zerio spinduliuotés aukstesnigsias harmonikas (pvz. ketvirtaja arba penk-
taja), tiesiné ir netiesiné UV spinduliuotés sugertis kristale gali reiksmin-
gai pakeisti kristalo temperatira, o kartu ir fazinio sinchronizmo salyga!.
Dél siy Siluminiy reiskiniy harmoniky generavimo kristale, jjungus dide-
lio impulsy pasikartojimo daznio femtosekundinio alR lazerio kaupinimo
spinduliuote, kurj laika keiciasi UV harmoniky spinduliuotés galia. Galios
kitimo pobudis bei trukmeé stipriai priklauso nuo pradinio UV spinduliuo-
te generuojancio kristalo fazinio sinchronizmo derinimo kampo. Tam, kad
pademonstruotume Sig priklausomybe, iSmatavome ketvirtosios harmonikos
galios bei kristalo temperaturos laikines priklausomybes esant skirtingiems

ketvirtosios harmonikos kristalo fazinio sinchronizmo derinimo kampams.

T Atkreipkite démesj, kad generuojant antraja 1026 nm femtosekundinés
spinduliuotés harmonika, BBO kristalo kaitimas dél daugiafotonés sugerties
néra reikSmingas, nes dviejy 513 nm bangos ilgio fotony suminé energija
nevirsija BBO kristalo draustinés energijos tarpo [122]. Todél, matuojant
ketvirtosios harmonikos galig, galima stebime Siluminius efektus, tiesiogiai
susijusius su BBO kristalo NCy,, kaitimu.
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2. Siluminiy reiskiniy jtakos valdymas

Ketvirtosios harmonikos galios bei kristalo temperaturos dinamikos po
lazerio spinduliuotés jjungimo pavaizduotos 2.2 pav. IStisinémis linijomis
zymima iSmatuota ketvirtosios harmonikos galia (2.2 pav, a) ir netiesinio

kristalo galinio pavirSiaus temperatura (2.2 pav, b) esant skirtingiems ket-
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2.2 pav. ISmatuotos (istisinés linijos) bei sumodeliuotos (bruksninés linijos)
ketvirtosios harmonikos galios (a) bei netiesinio kristalo temperaturos (b)
priklausomybés nuo laiko, pra¢jusio po lazerio spinduliuotés jjungimo, esant
skirtingiems kristalo posukio kampams 6. Legendoje pateikiamos isderinimo
kampo vertés A = 6 — 0y (zr. teksta).
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2.1. Yo:KGW lazerio ketvirtosios harmonikos generatorius

virtosios harmonikos kristalo NKj,, isderinimo kampams A6 = 0 — 0y. Af
apibréziamas kaip kristalo posukio kampo 6 nuokrypis nuo atskaitos kampo
0y, ties kuriuo optimaliai tenkinama fazinio sinchronizmo sglyga ir generuo-
jama didziausia ketvirtosios harmonikos galia P, = 760 mW, kai harmoniky
generatorius suderintas nepertraukiamai veikai. Siuo atveju, kai Af = 0,
taip pat buvo uzregistruota ir didziausia kristalo pavirsiaus temperatira
lazerio pluosto centre, Ty, = 62 °C. Tam, kad buty paprasciau uzrasyti ma-
tematines israiskas, kristalo postukio kampus perskaic¢iavome j vidinius kam-
pus tarp sviesos sklidimo krypties ir netiesinio kristalo optinés asies (tokiu
paciu budu, kaip yra apibréziamas fazinio sinchronizmo kampas kristale).
Verta atkreipti démesj, kad kristalo iSderinimo kampas Af néra tapatus fa-
zinio sinchronizmo isderinimo kampui Afpy\i(7') = 6 — Opy(T), nes optimali
fazinio sinchronizmo salyga priklauso nuo temperaturos pasiskirstymo kri-
stale skersai lazerio pluosto, o temperaturos pasiskirstymas dar priklauso ir

nuo laiko, praéjusio nuo lazerio spinduliuotés jjungimo.

[jungus lazerio spinduliuote esant pradiniam ketvirtosios harmonikos kri-
stalo iSderinimo kampui Af = 0 (2.2 pav., a, oranziné linija), pirmasias 80's
sugeneruotos UV spinduliuotés galia auga létai, po to pradeda staigiai di-
déti, bei pasiekia maksimalig verte. Pradinj 1éta galios augima galima gana
paprastai paaiskinti — jjungus kaupinimo spinduliuote kristalo temperatura
artima kambario temperaturai, todél fazinio sinchronizmo isderinimo kam-
pas Afpy yra didelis, o daznio keitimo efektyvumas — mazas. Todél pradinés
ketvirtosios harmonikos spinduliuotés nepakanka, kad del UV sugerties in-
dukuotas pradinis Silumos kiekis reikSmingai pakelty kristalo temperatura.
Tiktai dél teigiamo griztamojo rysio (daugiau UV spinduliuotés — labiau
kaista kristalas) fazinis iSderinimas palaipsniui mazéja, kol galiausiai pa-
siekiama optimali fazinio sinchronizmo salyga bei generuojama maksimali

ketvirtosios harmonikos galia.

Mazinant kristalo posukio kampa nuo pradinés jo vertés 6y (t. y. ma-
zinant kampa tarp pluosto sklidimo krypties ir netiesinio kristalo optinés
asies), ketvirtosios harmonikos galia auga ir pasiekia maksimalia verte Zy-
miai grei¢iau (2.2 pav., a, —2,69 mrad < Af < Omrad). Siuo atveju pradinis
fazinio sinchronizmo iSderinimas yra mazesnis, todél savo ruoztu padidéja
ir pradinis indukuojamos silumos kiekis bei greiciau pasiekiama fazinio sin-
chronizmo salyga. Dar labiau mazinant kristalo posukio kampa (kai isde-
rinimo kampas —5,47 mrad < Af < —1,30mrad, zr. 2.2 pav., a), optimali
temperatura pasiekiama dar greiciau, taciau kristalui ir toliau kaistant ji

yra virSijama, fazinis iSderinimas pradeda didéti, o ketvirtosios harmonikos
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2.3 pav. Nusistovéjusios ketvirtosios harmonikos galios (a) ir laiko inter-
valo At, per kurj pasiekiama maksimali UV spinduliuotés galios verté (b),
priklausomybé nuo ketvirtosios harmonikos kristalo isderinimo kampo A#.
Laiko intervalai atideti logaritminéje skaléje. Bruksninés linijos zymi atitin-
kamus modeliavimo rezultatus.

galia — mazéti.

Parinkus kristalo postukio kampa taip, kad fazinio sinchronizmo salyga
buty tenkinama kambario arba zemesnéje temperaturoje (A = —4,08 mrad
ir A0 = —547mrad, 2.2 pav., a), ketvirtosios harmonikos galia didziausig
verte pasiekia i$ karto. Tada kristalo temperatura sparciai kyla dél tiesinés
ir netiesinés UV spinduliuotés sugerties, fazinio sinchronizmo isderinimas
didéja, o ketvirtosios harmonikos galia sparciai mazéja.

Kai pradinis kristalo posukio kampas 6 > 6, fazinio sinchronizmo sa-
lyga niekada nepasiekiama, nes pradineés UV spinduliuotés intensyvumas
per mazas, kad pakankamai pakelty kristalo temperatura (2.2 pav., a,
Af = 0,09 mrad).

Is lazerio pluosto centre iSmatuoty ketvirtosios harmonikos kristalo tem-
peraturos dinamiky (2.2 pav., b) matyti, kad, mazinant kristalo posukio
kampa, nusistovi vis mazesné ketvirtosios harmonikos kristalo temperatura.
Kai isderinimo kampas yra pakankamai mazas (|Af| < 0,1 mrad), kristalo
temperaturos priklausomybé nuo laiko savo forma yra artima ketvirtosios
harmonikos galios priklausomybei. Laiko intervalas, per kurj nusistovi ket-
virtosios harmonikos galia, yra tiesiogiai susijes su kristalo temperatiira. Sis
laikas trumpéja mazinant kristalo postkio kampa, t. y. mazéjant nuostoviai
kristalo temperaturai.

2.3 pav. pateikti grafikai glaustai atspindi pagrindines ketvirtosios har-
monikos generatoriaus spinduliuotés galios dinamiky charakteristikas visa-
me matuoty iSderinimo kampy diapazone —547mrad < Af < Omrad.
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2.1. Yo:KGW lazerio ketvirtosios harmonikos generatorius

Nusistovejusios ketvirtosios harmonikos galios, iSmatuotos pra¢jus 120 s po
lazerio spinduliuotés jjungimo, priklausomybé nuo kristalo iSderinimo kam-
po Af pavaizduota 2.3 pav., a dalyje. 2.3 pav., b dalyje demonstruojama
laiko intervalo, per kurj pasiekiama maksimali ketvirtosios harmonikos ga-
lia, priklausomybé nuo kristalo iSderinimo kampo A#. Laiko intervalas, per
kurj pasiekiama maksimali UV spinduliuotés galia, eksponentiskai mazéja,
kai kristalo iSderinimo kampas kei¢iamas nuo 0 mrad iki —3,40 mrad. Ket-
virtosios harmonikos nusistovéjusios galios priklausomybé rodo, kad esant
maziems iSderinimo kampams (—0,5mrad < Af < Omrad), nuostovi ga-
lia beveik nekinta, taciau, kai A0 < —0,5mrad, sugeneruotos ketvirtosios

harmonikos galia ima mazéti.

Impulsy voros moduliavimas

Praktiniuose taikymuose, pvz. medziagy mikroapdirbime, dazniausiai im-
pulsinis lazerio pluostas yra ne tik valdomas apdirbamo objekto pavirsiuje
ir/ar turyje, bet ir moduliuojamas laike (jjungiamas ir iSjungiamas). Tam,
kad pademonstruotumém, kokig jtaka lazerio impulsy voros moduliavimas
turi ketvirtosios harmonikos generatoriaus iS¢jimo charakteristikoms, modu-
liavome lazerio impulsy vora daznio keitiklio jéjime ir matavome viduting

ketvirtosios harmonikos spinduliuotés galig.

800 — T T T T T T
i —=— -0 mrad y
700 + —=—-0.09 mrad
i —=— -0.39 mrad
—=—-0.52 mrad
600 - —=—-0.69 mrad
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2.4 pav. Ketvirtosios harmonikos vidutinés galios priklausomybé nuo mo-
duliuojanciojo signalo uzpildymo koeficiento, esant skirtingiems kristalo is-
derinimo kampams. Bruksniné linija Zymi teorine riba.
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2. Siluminiy reiskiniy jtakos valdymas

Lazerio impulsy vora daznio keitiklio jéjime buvo moduliuojama val-
dant elekrooptine sklende staciakampio formos signalu, kurio periodas bu-
vo 20 ms. 2.4 pav. pateikta iSmatuota ketvirtosios harmonikos vidutineés
galios priklausomybé nuo impulsy voros uzpildymo koeficiento? ky, esant
skirtingoms ketvirtosios harmonikos kristalo sinchronizmo kampo isderini-
mo vertéms. Kai ketvirtosios harmonikos fazinio sinchronizmo isderinimo
kampas parenkamas taip, kad uztikrinty optimaly veikimg nemoduliuoto
lazerio signalo atveju (Af = Omrad), o uzpildymo koeficientas kinta ribo-
se 85% < ky < 100 %, harmoniky generatoriaus galia mazai nukrypsta
nuo teorinés vertés (2.4 pav., bruksniné linija). Taciau kai uzpildymo ko-
eficientas k,, < 85%, temperaturos balansas kristale smarkiai pakinta bei
drastiskai sumazéja ketvirtosios harmonikos galia.

Vidutiné netiesinio kristalo temperatura stipriai priklauso nuo moduliuo-
janciojo signalo uzpildymo koeficiento (t. y. nuo vidutinés sugeneruotos ket-
virtosios harmonikos galios), dél to keiciasi ir fazinio sinchronizmo salygos.
Kai moduliavimo periodas yra pakankamai mazas (keliasdesimt milisekun-
dziy ar trumpesnis), esant tam tikram impulsy voros uzpildymo koefici-
entui ky,, varijuojant kristalo iSderinimo kampa galima keisti ketvirtosios
harmonikos vidutinj generavimo efektyvuma ir galios kitimo fronto pobudj.
Panasiai kaip ir 2.2 pav. pavaizduotais atvejais po kaupinimo spinduliuotés
jjungimo, taip ir periodiskai moduliuojant spinduliuote, fronto pobudis pri-
klausys nuo isderinimo kampo. Keiciant kristalo iSderinimo kampa galima
stebéti impulsy voros galios augima arba kritima, o idealiu atveju — beveik
visiskai staty fronta ir pastovig galia visos impulsy voros metu. Taciau tai
galioja tik siauram uzpildymo koeficiento verciy diapazonui.

Is 2.4 pav. taip pat matyti, kad, esant bet kokiam kristalo isderinimo
kampui, daznio keitimo efektyvumas niekada nepasiekia maksimalios vertés
(britk$niné linija), kai moduliacijos koeficientas ky, > 70 %. Sis konvertavi-
mo efektyvumo sumazéjimas gali buti siejamas su termolesio susiformavimu
ketvirtosios harmonikos kristale. Termolesio formavimosi hipoteze taip pat
patvirtino i$ karto po lazerio spinduliuotés jjungimo (augant kristalo tem-
peraturai) tolimajame lauke stebéti ketvirtosios harmonikos pluosto profilio
iskraipymai.

Taip pat is 2.4 pav. galima pastebéti vieng svarbig tendencijg — jeigu
signalo moduliacija yra pastovi (taigi ir netiesinio kristalo temperatura yra

pastovi), visada galima parinkti tokj kristalo fazinio sinchronizmo isderini-

2km = 100 % — nepertraukiama impulsy vora; ky, = 0% — lazerio spin-
duliuote visg laika iSjungta; k,, = 50 % — pauziy trukmeé tarp impulsy vory
(1, = 10ms) lygi impulsy voros trukmei (7, = 10 ms)
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2.1. Yb:KGW lazerio ketvirtosios harmonikos generatorius

mo kampa, kad spinduliuotés konvertavimo efektyvumas buty maksimalus.
Todél norint isSvengti neigiamos moduliuotos lazerinés spinduliuotés sukelty
Siluminiy reiskiniy jtakos mikroapdirbimo (musy atveju, lazerinés refrakci-
jos korekcijos) metu, pakanka islaikyti vienoda spinduliuotés moduliavimo
daznj ir, atsizvelgiant ] kristalo temperatura, parinkti optimalius netiesiniy
kristaly posukio kampus. Taciau Sis budas pasiteisina tik esant pastoviai
kristalo temperaturai ir neiSsprendzia problemy, susijusiy su kristalo kai-
timu po lazerio spinduliuotés jjungimo. Vienas, kantrybés reikalaujantis,
variantas — jjungus kaupinimg ir uzblokavus harmoniky generatoriaus iséji-
mo spinduliuote porg minuciy palaukti, kol kristalo temperatura nusistoves.
Taciau mes radome kitg alternatyvy buda, kaip sutrumpinti laika, per kurj
UV spinduliuotés galia pasiekia nuostovig verte. Jis bus aptartas 2.3 sky-

riuje.

Laikinés kristalo ausimo charakteristikos

Norédami jvertinti kristalo temperaturos pasiskirstymo jtaka ketvirtosios
harmonikos generavimo dinamikai, infraraudonyjy spinduliy termokamera
iSmatavome temperaturos kitimg kristalui véstant. IS pradziy, harmoniky
generatoriui veikiant optimaliu rezimu (Af = Omrad), buvo leista nusi-
stovéti temperaturos balansui ketvirtosios harmonikos kristale. Po to, is-
jungus lazerio spinduliuote, kristalui véstant iki kambario temperaturos,
buvo fiksuojami ketvirtosios harmonikos kristalo pavirsiaus temperaturos
skirstiniai. Lazerio spinduliuotés iSjungimo metu uzregistruotame kristalo
vesimo termografiniame vaizde matyti, kad kristalo temperatura néra vieno-
da: kristalo centre matyti karsta zona, o kristalo krastai yra zymiai vésesni
(2.5 pav., a). Toks pasiskirstymas gali buti paprastai paaiskintas — mazo
skersmens (1,5 mm) ketvirtosios harmonikos pluostas generuoja Siluma ma-
zame kristalo turyje, o Zymiai didesnio pavirsiaus ploto periferija (kristalo
apertura 8 mm) veikia kaip rezervuaras, létai perduodantis Siluma aplin-
kai. ISjungus lazerio spinduliuote, is karStos centrines kristalo dalies Siluma
perduodama j vésesnius kristalo krastus, todél kristalo centrinés dalies tem-
peratura greitai mazéja. Mazdaug po 5 s temperaturos skirstinyje nebelieka
isreiksStos karstos centrinés zonos ir visas kristalas austa tolygiai dél silumos
mainy su aplinka (2.5 pav., a ir b). Reikia paminéti, kad kristalo ilgis yra
zymiai mazesnis nei skersiniai jo matmenys (atitinkamai, 0,7 mm ir 8 mm),
todél silumos persiskirstymas kristale gali buti nagrinéjamas kaip dvimatis
procesas laikant, kad isilgai pluosto sklidimo krypties temperatura nusistovi
iskart. Aproksimavus iSmatuotus laikinius kristalo temperaturos skirstinius
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Temperatira (°C)

X (mm)

2.5 pav. Ketvirtosios harmonikos BBO kristalo ausimas isjungus har-
moniky generatoriy kaupinancia lazerio spinduliuote: a) temperaturos pa-
siskirstymas kristale laiko momentais ¢ = 0,00s, ¢ = 0,25s ir t = 1,00s
ir b) temperaturos pasiskirstymas skersai kristalo. Kristalo krastai zymimi
juodomis bruksninémis linijomis.

dvieju gestanciy eksponenciy suma (jskaitant ir nuolatine dedamaja, kuri
atitinka aplinkos temperatira) [123], buvo jvertintos vésimo laiko konstan-
tos 71 = 0,95s ir 7o = 8,83 s. Pirmoji (1) siejama su greitu skersiniu Silumos
pernesimu kristale, o antroji (72) — viso kristalo ausimu dél silumos mainy
su aplinka.

Ketvirtosios harmonikos generavimo efektyvumas

Ketvirtosios harmonikos generavimo efektyvumas priklauso tiek nuo kri-
stalo temperaturos (luzio rodikliai n° ir n® paprastajai ir nepaprastajai ban-
goms priklauso nuo temperaturos), tiek nuo kristalo iSderinimo kampo, tiek
nuo antrosios harmonikos (kuri konvertuojama j ketvirtaja) impulso spekt-
ro plocio. Netiesinio kristalo kampinio fazinio sinchronizmo derinimo kreive
apraso, kaip daznio keitimo j ketvirtgja harmonika efektyvumas priklauso
nuo kristalo kampo esant pastoviai temperaturai ir tam tikram antrosios
harmonikos bangos ilgiui. Kadangi antrosios harmonikos impulso spektro

plotis yra tik keli nanometrai, tokiame siaurame diapazone fazinio sinch-
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2.1. Yo:KGW lazerio ketvirtosios harmonikos generatorius

ronizmo kampas gali buti aproksimuojamas tiesine bangos ilgio funkcija.
Todél galime antrosios harmonikos impulso spektra tiesiogiai susieti su fazi-
nio sinchronizmo kampu. Tokiu atveju, ketvirtosios harmonikos generavimo
efektyvumo priklausomybé nuo iSderinimo kampo gali buti iSreiskiama kaip
kristalo fazinio sinchronizmo kampinio derinimo kreivés bei antrosios har-
monikos spektro sgsuka. Jeigu vienos i$ siy kreiviy kampinis juostos plotis
yra zymiai didesnis nei kitos, tai jos forma ir nulems ketvirtosios harmonikos

generavimo efektyvumo funkcijos pavidalg.

Teoriné netiesinio kristalo kampinio fazinio sinchronizmo derinimo krei-
vé apraSoma sinc?(Ak L/2) pavidalo funkcija, kur L — kristalo ilgis, Ak —
faziniy greiciy iSderinimas. Esant maziems fazinio sinchronizmo isderinimo
kampams Afpn (T, faziniy greiciy iSderinimas gali buti apytiksliai suskai-
¢iuotas skleidziant Ak Teiloro eilute fazinio sinchronizmo kampo Opy(T')

aplinkoje ir paliekant tik pirmajj skleidimo narj:

O(AK)

Ak(0) = Ak(Opm(T)) + =55~

0=0pn1 (T) 0P (2.1)

Tariant, kad faziniy greic¢iy isderinimas ties kritinio fazinio sinchronizmo

kampu Opy(T') yra lygus nuliui, gauname:

d(Ak)

Ak(8) = =5

G:HPM(T)AQPM = ’Y(T) AGPM, (2.2)

kur

1(T) = sin(20pn (7). (2:3)

2ino 3 (nZw)Q_(néelw)Q
)\Zw( 2w) [ (niw)2(niw)2

Cia ng,, yra NKy, kristalo luZio rodiklis paprastajai antrosios harmonikos

spinduliuotés bangai, nj, ir ng, — atitinkami luzio rodikliai ketvirtosios
harmonikos spinduliuotés paprastajai ir nepaprastajai bangoms, Ay, yra
antrosios harmonikos spinduliuotés bangos ilgis [124]. Kampinio fazinio sin-

chronizmo derinimo juostos plotis pusés maksimalaus intensyvumo aukstyje
(FWHM) isreiskiamas kaip

5,568
V(T L

ir 0,7 mm ilgio ketvirtosios harmonikos BBO kristalui kambario temperatu-

Abpwnm (T) (2.4)

roje yra apytiksliai lygus 2,3 mrad. Musy eksperimentuose naudoty femtose-
kundiniy antrosios harmonikos impulsy spektras gali buti aproksimuojamas
Gauso funkcija, kurios plotis pusés maksimalaus intensyvumo aukstyje yra
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2.6 pav. Ketvirtosios harmonikos spinduliuoteés intensyvumo priklausomy-
bé nuo kristalo iSderinimo kampo, esant pastoviai temperaturai ir mazam
kaupinimo spinduliuotés intensyvumui. Juodi taskai — matavimy duomenys,
aproksimacija Gauso funkcija (mélyna linija) ir apskai¢iuota teoriné ketvir-
tosios harmonikos BBO kristalo kampinio fazinio sinchronizmo derinimo
kreivé (raudona linija).

~ 2nm. Atitinkamali, bangos ilgiui pakitus 1 nm ketvirtosios harmonikos fa-
zinio sinchronizmo kampas netiesiniame BBO kristale pakinta ~ 2,6 mrad.
Kadangi sinchronizmo kampy diapazonas femtosekundinio antrosios harmo-
nikos impulso spektriniams komponentams yra mazdaug du kartus didesnis
uz kristalo sinchronizmo juostos plotj, ketvirtosios harmonikos intensyvu-
mo priklausomybé nuo kristalo postukio kampo savo pobudziu artimesneé
antrosios harmonikos spektro formai — Gauso funkcijai. 2.6 pav. pateikta
eksperimentiskai iSmatuota ketvirtosios harmonikos intensyvumo priklau-
somybé nuo iSderinimo kampo (juodi taskai), kai keitimo efektyvumas j
ketvirtaja harmonika yra mazas (t. y. Siluminiai reiskiniai neturi jtakos).
Matavimo duomenis galima labai gerai aproksimuoti Gauso funkcija, ku-
rios plotis pusés maksimalaus intensyvumo aukstyje yra Afgw = 4,4 mrad
(mélyna linija). Musy tirtu atveju BBO kristalo kampinio fazinio sinchroniz-
mo derinimo kreivés (raudona linija) jtaka bendrai generavimo efektyvumo
kreivei pastebima tik esant dideliam iSderinimo kampui (|Af| > 5 mrad).
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2.2 Teorinis siluminiy reiskiniy jtakos modeliavimas

Norédami geriau paaiskinti iSmatuotas netiesinio optinio daznio keitik-
lio charakteristikas, sukuréme matematinj modelj ketvirtosios harmonikos
galios bei kristalo temperaturos laikiniy priklausomybiy teoriniam skaicia~
vimui. Pagrindiné modelio idéja yra ta, kad antrosios harmonikos keitimo
efektyvumas j ketvirtaja priklauso ne tik nuo netiesinio kristalo sinchro-
nizmo derinimo kampo, bet ir nuo kristalo temperaturos, nes luzio rodikliai
paprastajai (n°) ir nepaprastajai (n®) bangoms priklauso nuo temperatiros.

Atsizvelgdami j 2.6 pav. pateiktus ketvirtosios harmonikos keitimo efek-
tyvumo matavimo rezultatus laikéme, kad efektyvumas aprasomas Gauso
pavidalo fazinio sinchronizmo kreive (Afpw = 4,4 mrad), kurios maksimu-
mo padétis priklauso nuo temperaturos. Modeliuojant buvo laikoma, kad,
nepaisant temperaturos gradiento kristale, lazerio pluosto zonoje kristalo
temperatura T islieka pastovi. Ketvirtosios harmonikos intensyvumo pri-

klausomybé buvo aprasoma taip:

41In 2(9 — QPM(T))2>
JA ’

¢ia Ity ir Iyp — vidutiniai ketvirtosios ir antrosios harmonikos spinduliuo-

IIV (0,T> = UIHGXp (— (25)

¢iy intensyvumai, o n = 0,39 — eksperimentiskai iSmatuotas maksimalus
daznio keitimo efektyvumas, kai tenkinamos fazinio sinchronizmo salygos.
Pazymésime, kad fazinio sinchronizmo kampas 0py(7') taip pat netiesiogiai
priklauso nuo laiko, nes temperatura yra laiko funkcija.

Remiantis iSmatuotomis kristalo vésimo charakteristikomis (2.5 pav.), Si-
lumos perdavimas kristale gali buti aprasomas dviejy temperatury modeliu.
Kristalas salyginai padalinamas j dvi zonas, centrine ir periferine. Centri-
néje zonoje sugerta ketvirtosios harmonikos spinduliuoté virsta siluma, o
periferiné zona kaista tik dél silumos kiekio, pernesamo is centrinés kristalo
dalies. Sis procesas vyksta kelis kartus grei¢iau, nei kad Siluma is kristalo
atiduodama aplinkos orui. Silumos perdavima i$ centrinés kristalo dalies,
kurios temperatura 7', j T}, temperaturos periferijg bei viso kristalo ausimg

deél silumos mainy su aplinka (7p) apraso Silumos balanso lygtys:

pep' s = 71 (adiy (0.1) + AR, (01) ~ I (T~ T,), (26)
dT; h
poogy = ¢ @ =To) = he (T, = ). (2.7)

c¢ia T}, ir Tp zymi atitinkamai kristalo periferijos ir aplinkos temperaturas, o
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ir 8 — santykiniai tiesinés ir dvifotonés sugerties koeficientai, p — BBO kri-
stalo masés tankis, ¢, — savitoji kristalo silumine talpa, 7 — impulso trukme,
f — impulsy pasikartojimo daznis. Koeficientai hy = %2 ir hy = £ apra-
so Silumos perdavimo spartg iS kristalo centro j periferija ir i$ periferijos i
aplinka. Modeliuojant Silumos pernesima, kristalo ausimo greitj nusakanciy
laiko konstanty 7 ir 7 vertés buvo paimtos iS kristalo ausimo aproksi-
mavimo dviejy gestanciy eksponenciy suma. Koeficientas £ nusako kristalo
periferinés ir centrinés zony turiy santykj bei jy temperatiros pokycius, kai
maza centriné dalis Sildo didele perifering sritj (t. y. periferijos temperatura
nepakyla tiek pat, kiek sumazéja centrinés dalies temperatura). Kadangi Sis
parametras tik atspindi dviejy temperatiry modelio koncepcija, o ne realy
temperaturos pasiskirstyma, jis buvo laisvai kei¢iamas modeliuojant tempe-
ratury ir ketvirtosios harmonikos spinduliuotés galios dinamikas. Taip pat
laisvai buvo varijuojami santykiniai ketvirtosios harmonikos tiesinés («) ir
dvifotonés () sugerties koeficientai. Pazymeésime, kad ¢ia naudojamos inte-
gralinés sugerties charakteristikos atspindi vidutinj tiesiskai ir dvifotoniskai
sugeriamg spinduliuoteés kiekj per visg kristalo ilgj ir nejskaito ketvirtosios
harmonikos pluosto profilio bei to, kad ketvirtosios harmonikos intensyvu-
mas netiesiskai priklauso nuo sklidimo atstumo kristale. Todél Sie paramet-
rai savo vertémis yra mazesni nei realus tiesinés ir dvifotonés ketvirtosios
harmonikos sugerties koeficientai. Ketvirtas laisvai varijuojamas paramet-
ras musy modelyje buvo koeficientas x, nusakantis kaip fazinio sinchronizmo
kampas Opy(T) priklauso nuo temperaturos:

QPM(T) = QPM(T()) + X(T — T()) (28)

Diferencialiniy lygciu sistema ((2.6) ir (2.7)) buvo skaitmeniskai spren-
dziama Runge-Kutta metodu. Modeliavimo rezultatai buvo optimizuoti
naudojant “Nelder—-Mead simplex” [125] netiesinio optimizavimo algoritma
ir kiekvienoje jo iteracijoje lyginant diferencialiniy lyg¢iy sprendinius su
matavimo rezultatais ir varijuojant keturis laisvuosius parametrus. Geriau-
siai su eksperimentiniais duomenimis sutampantys ketvirtosios harmonikos
spinduliuoteés galios bei kristalo temperaturos modeliavimo rezultatai patei-
kiami 2.2 pav. ir 2.3 pav. Ketvirtosios harmonikos generavimo efektyvumo
priklausomybé nuo kristalo iSderinimo kampo bei temperaturos atvaizduota
2.7 pav., kur spalvy skalé rodo sugeneruotos ketvirtosios harmonikos spin-
duliuotés intensyvuma. Modeliavimo rezultatai pakankamai gerai atkartoja
matavimy rezultatus, o kartu ir patvirtina, kad musy aprasytas matemati-

nis modelis gali buti naudojamas Siluminiy procesy modeliavimui plonuose
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2.7 pav. Sugeneruotos ketvirtosios harmonikos vidutinio intensyvumo Iy
priklausomybé nuo kristalo isderinimo kampo A# ir temperaturos.

optiniuose kristaluose su tiesine ir dvifotone sugertimi.

Optimizuotas laisvyjy parametry vertes palyginome su atitinkamais fi-
zikiniais parametrais, kuriy vertés pateikiamos literaturoje. IS teorinio mo-
deliavimo gavome, kad optimalaus fazinio sinchronizmo kampo priklauso-
mybé nuo temperaturos (2.7 pav.) yra zymiai stipresné nei galima buvo
tiketis i$ luzio rodikliy n° (A = 513nm) ir n® (A = 257 nm) teoriniy tem-
peraturiniy priklausomybiy [122]. Apskaiciuotas fazinio sinchronizmo kam-
po pokytis, atsirandantis kristalo temperaturai pakilus vienu laipsniu, yra
Xteor = 0,03 mrad/°C, tuo tarpu is modeliavimo gautas pokytis yra daugiau
kaip tris kartus didesnis, y = 0,10mrad/°C. Toks skirtumas galéjo atsi-
rasti, jeigu reali temperatura kristalo centre buty buvusi gerokai didesne,
nei miisy iSmatuotoji. Si situacija yra labai tikétina, nes temperatiiros ma-
tavimams naudota IR kamera pagal paskirtj néra pritaikyta mazy objekty
temperaturos matavimams. Kameros erdviné skyra (~1 mm) palyginama su
pluosto skersmeniu (1,5 mm), todél akivaizdu, kad pluosto centrinéje dalyje
reali temperatura turéjo buti didesné, nei iSmatuotoji. Kita priezastis, dél
kurios sumodeliuota temperaturiné fazinio sinchronizmo kampo priklauso-
mybeé galéty iSsikreipti bei nesutapti su teorine, tai temperatury gradiento
susidarymas kristalo viduje lazerio pluosto sklidimo kryptimi. UV spindu-
liuotés intensyvumas kristale auga pluosto sklidimo kryptimi ir didziausia
netiesiné sugertis pasireiskia ties galiniu kristalo pavirsiumi.

Atsizvelgiant i literaturoje pateikiamas vertes [122], absoliutus tiesinés
sugerties koeficientas o netiesiniame BBO kristale ties ~ 265 nm turéty bu-
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2. Siluminiy reiskiniy jtakos valdymas

ti intervale tarp 0,04 cm™" ir 0,17 cm~!. Tariant, kad Sios vertés galioja ir
ties 257 nm, i modeliavimo gauta santykinio tiesinés sugerties koeficiento
verté o = 0,52 cm~! iskelia prielaida, kad musy naudotame ketvirtosios har-
monikos BBO kristale galéjo buti papildomy priemaisy, didinanciy tiesine
sugertj. Tiesiné sugertis taip pat galéjo iSaugti dél trumpos gyvavimo truk-
més defekty, kurie daznai stebimi kituose optiniuose kristaluose [126-129].

Vertinant dvifotone sugertj, musy modelyje nebuvo jskaitytas ketvirto-
sios harmonikos intensyvumo kitimas isilgai kristalo bei pluosto skirstinio
itaka. Todél, kaip ir buvo tikétasi, netiesinés sugerties egzistavima jskai-
tancio parametro vertée § = 0,18 cm/GW gauta kelis kartus mazesné nei
absoliuti BBO kristalo dvifotonés sugerties koeficiento verté (literaturoje
pateikiamos vertés ties 266 nm 0,47 cm/GW ir 0,93 cm/GW [122]). Mu-
sy modelyje laisvieji parametrai buvo varijuojami stengiantis modeliavimo
rezultatus kuo geriau sutapatinti su iSmatuotomis ketvirtosios harmonikos
galios ir kristalo temperaturos dinamikomis, todél optimizuota koeficiento
[ verté taip pat yra tiesiogiai susieta su eksperimentiskai iSmatuota kristalo
temperatura. Todél jeigu reali kristalo temperatura lazerio pluosto centre
buvo didesné uz iSmatuotaja (t. y. kristalo centre sugeneruojamas didesnis
silumos kiekis), tai ir dvifotone sugertj aprasancio koeficiento 3 verté turéty

buti proporcingai didesne.

2.3 Motorizuotas fazinio sinchronizmo isderinimo

kompensavimas

Is 2.1 skyriuje pristatyty rezultaty matyti, kad Siluminiai efektai netiesi-
niame optiniame kristale sukelia léta ketvirtosios harmonikos galios kitima
laike, o tai apriboja praktines aukstesniyjy lazerio harmoniky taikymo ga-
limybes. Tam, kad suvaldytume siuos nepageidaujamus efektus ir sutrum-
pintume ketvirtosios harmonikos spinduliuotés galios nusistovéjimo laika,
pabandéme rasti optimalig netiesinio kristalo kampo keitimo funkcijg, kuri
kompensuoty fazinio sinchronizmo kampo kitimg augant kristalo tempera-
turai.

Kaip buvo parodyta, kristalo ausima isjungus lazerio spinduliuote gali-
ma gerai aproksimuoti dviejy gestanciy eksponenciy suma, todél pabandéme
pritaikyti atvirkstinj variantg — Sylancio kristalo fazinio sinchronizmo isde-
rinimo kitimg kompensuoti keiciant kristalo posukio kampg. Tam kristalo

iSderinimo kampg isreiskéme kaip:
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AG(t) = Ae" ™ + Be 5. (2.9)

Amplitudés (A ir B) ir laiko konstantos (74 ir 75) buvo surastos naudojant
ta patj teorinj modelj, aprasyta skyrelyje 2.2, papildzius (2.5) lygti laikine
kristalo kampo priklausomybe, t. y. pakeitus 0 i 6+ A6f(t). Pradinés salygos
modelyje buvo parinktos taip, kad lazerio jjungimo momentu kristalo tem-
peratira yra lygi kambario temperaturai 7'(0) = Tp(0) = 7,,(0) = 23,3°C,
o ketvirtosios harmonikos kristalo posukio kampas atitinka fazinio sinch-
ronizmo salyga AA(0) = 6(0) — 6y = —3,56 mrad. Tokiu atveju pradiniu
laiko momentu sugeneruojama ketvirtos harmonikos galia turi buti maksi-
mali (musy atveju P, = 760 mW). Kristalo sukimo trajektorijos parametrai
buvo optimizuoti siekiant islaikyti pastovig sugeneruotos ketvirtosios har-
monikos galig. Atsizvelgiant ] modeliavimo rezultatus, idealiai stataus fron-
to galios uzaugimas turéty buti gautas, kai amplitudés A = —1,96 mrad ir
B = —1,60 mrad, o laiko konstantos 74 = 0,93 s ir 73 = 10,00s.

Pritaikius teoriskai optimizuota trajektorija ketvirtosios harmonikos spin-
duliuotés galios augimo greitj pavyko zenkliai padidinti: galia nusistovéjo
ties maksimalia verte per pirmasias dvi sekundes (2.8 pav., a, raudona li-
nija). Palyginimui priminsime, kad be motorizuoto kampo valdymo galios
nusistovejimo laikas buvo ~ 100s. Motorizuotai valdant kristalo posukio
kampa pirmosiomis sekundémis po lazerio spinduliuoteés jjungimo ketvirto-
sios harmonikos galios nuokrypis nevirsijo 12 % maksimalios vertés. Praéjus
40 s nuo lazerio spinduliuotés jjungimo, motorizuotas kristalo sukimas buvo
sustabdytas pasiekus optimalig kristalo pozicija 8y. Taciau verta pastebeéti,
kad daugiau nei pusé viso valdymo laiko (20s < ¢ < 40s) buvo neefekty-
viai naudojama létam kristalo pozicijos derinimui netoli optimalaus kristalo
kampo 6y, kur ketvirtosios harmonikos galia beveik nekinta (2.3 pav., a,
Omrad > Af > —0,5mrad). Todél motorizuoto valdymo laikas i$ esmeés
gali buti efektyviai sutrumpintas atitinkamai modifikavus kristalo kampo
keitimo funkcija (pvz. papildzius kristalo sukimo funkcija (2.9) nuolatine
dedamaja, o variklio judéjimg sustabdzius iS karto, kai tik pasiekiama op-
timali pozicija).

[Smatuota ketvirtosios harmonikos galios dinamika (2.8 pav.) taip pat pa-
rodé, kad musy tirtoje sistemoje egzistuoja labai greiti procesai, kuriy mes
nejskaitéme teoriniame modelyje. Pirmasias ~ 70 ms po lazerio spinduliuo-
tés jjungimo ketvirtosios harmonikos galia staigiai krinta, po to per ~ 2s
pasiekiama maksimali galia (2.8 pav., a, raudona linija jterptiniame grafike).
Greitas galios sumazéjimas gali buti siejamas su temperaturos gradienty for-
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2.8 pav. Temperaturineés fazinio sinchronizmo kampo priklausomybés kom-
pensavimas valdant kristalo iSderinimo kampa laike: a) iSmatuota ketvir-
tosios harmonikos galios priklausomybé nuo laiko po lazerio spinduliuoteés
jjungimo ir b) funkcija, pagal kuria buvo keic¢iamas kristalo isderinimo kam-
pas.

mavimusi kristale skersai ir iSilgai lazerio pluosto sklidimo krypties. Deja,
sios hipotezes patikrinti negaléjome, nes musy turimy matavimo priemoniy
laikine (keliasdesimt milisekundziy) ir erdviné (~ 1 mm) skyros buvo nepa-
kankamos. Greity siluminiy procesy egzistavimas (Silumos sklidimas isilgai
kristalo bei skersinis Silumos pasiskirstymas lazerio pluosto zonoje) taip pat
paaiskinty matavimy bei modeliavimo rezultaty, pavaizduoty 2.3 pav., b,
nesutapimg. Kaip matyti iS 2.3 pav., b grafiko, eksperimentiskai iSmatuo-
ti laiko intervalai (iStisiné linija), per kuriuos pasiekiama maksimali galios
verté esant dideliems kristalo kampo isderinimams (Af < —2mrad), yra
trumpesni nei gaunami i modeliavimo rezultaty (bruksniné linija).

Labai tikétina, kad ketvirtosios harmonikos galios stabilumg galima dar
labiau pagerinti papildzius kristalo sukimo funkcija (2.9) treciu greitai ges-
tanciu eksponentiniu nariu, kompensuojanciu labai greitus Siluminius efek-
tus, susijusius su silumos perdavimu iSilgai kristalo. Visgi mes radome al-
ternatyvy buda, kuris leidzia pagerinti ketvirtosios harmonikos startavimo
charakteristikas nepridedant papildomo eksponentinio nario. Tariant, kad
pradiniai siluminiai reiskiniai yra labai greiti, galima parinkti mazesnj pra-
dinj kristalo iSderinimo kampa A€ (kartu sumazinant variklio greitj) taip,
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kad greitai auganti kristalo temperatura per keliasdesimt milisekundziy ,,pa-
sivyty“ fazinj sinchronizmag. Stengiantis pagerinti ketvirtosios harmonikos
spinduliuotes galios nusistovéjimo charakteristikas bei sutrumpinti moto-
rizuoto valdymo trukme, buvo parenkama (2.9) lygties amplitudé A bei
motorizuoto valdymo trukme trumpinanti papildoma nuolatiné dedamoji.
IS modeliavimo rezultaty gautos 74, 75 bei amplitudé B vertés nebuvo kei-
¢iamos. Geriausi ketvirtosios harmonikos startavimo rezultatai buvo gauti,
kai A = —1mrad, o nuolatiné dedamoji 0,2mrad (2.8 pav., mélynos lini-
jos). Siuo atveju maksimali galia pasiekiama per 50 ms, o visas motorizuotas
kristalo kampo valdymas trunka 20 s.

2.4 Rezultaty aptarimas

Buvo istirta didelio impulsy pasikartojimo daznio (50 kHz) alR spindu-
liuotés femtosekundiniu lazeriu kaupinamo ketvirtosios harmonikos modulio
startavimo dinamika. [jungus lazerio spinduliuote, ketvirtosios harmonikos
galios savaiminis nusistovéjimas trunka keliasdesimt sekundziy ir yra tie-
siogiai siejamas su Siluminiais reiskiniais ketvirtosios harmonikos kristale.
Dél tiesinés ir netiesinés UV spinduliuotés sugerties netiesiniame optiniame
kristale, didéja kristalo temperatura, o kartu keiciasi fazinio sinchronizmo
salygos. Tai neigiamai veikia UV generatoriaus spinduliuotés galios nusisto-
véjimo charakteristikas. Siluminiy reiskiniy jtaka gali biiti smarkiai suma-
zinta keic¢iant Sylancio kristalo fazinio sinchronizmo derinimo kampg laike.
Po kaupinimo spinduliuotés jjungimo, kristalui kaistant, optimali kristalo
postkio kampo priklausomybé nuo laiko randama pasinaudojant kristalo
ausimo laikinémis charakteristikomis. IS kristalo ausimo dinamikos randa-
mos charakteringos vésimo trukmeés, nusakancios silumos atidavimo aplin-
kai bei Saltesniems kristalo krastams spartas. Sios charakteringos trukmes
tiesiogiai priklauso nuo kristalo Siluminio laidumo, kristalo geometrijos ir
tvirtinimo budo bei UV pluosto charakteristiky — skersmens ir intensyvumo
skirstinio. Zinant juos, nesunkiai randama ir optimali kristalo sinchronizmo
kampo valdymo laikiné funkcija.

Musy sukurtas modelis gali buti taikomas ne tik BBO, bet ir kity netiesi-
niuose optiniuose daznio keitikliuose naudojamy kristaly siluminiy reiskiniy
valdymui. Pagrindinés medziagos charakteristikos, kurias reikia rasti (arba
apskaiciuoti) — tai Silumos perdavimo greitis kristale statmenai pluosto skli-

dimo krypties bei kristalo kaitimg nusakantys sugerties koeficientai.

Siame darbe pateiktas teorinis modelis gerai apraso Siluminius mainus
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standartiniuose didelés, kelis kartus didesnés nei pluosto skersmuo, aper-
turos ir plonuose (iki 1 mm storio) ultratrumpyju impulsy generavimui
naudojamuose netiesiniuose kristaluose. Norint modeliuoti Siluminiy reis-
kiniy jtaka ilgesniuose pikosekundiniams ar nanosekundiniams impulsams
generuoti skirtuose kristaluose, butina j (2.6) ir (2.7) lygtis jvesti Silumos
sklidima iSilgai kristalo aprasancius narius. Taip pat, norint jvertinti Silumi-
niy reiskiniy jtaka UV spinduliuotés generavimo dinamikai kai naudojamas
didelio skersmens kaupinimo pluostas, reikety atsizvelgti j tai, kaip dél tem-
peraturos gradiento kinta sinchronizmo salyga radialine pluosto kryptimi.

Generuojant didelio pasikartojimo daznio (f > 20kHz) ir didelés viduti-
nés galios (P > 1 W) UV spinduliuotés impulsus kartais siluminiy procesy
itaka gali buti tokia didelé, kad be motorizuoto kristalo kampo valdymo
is viso buty nejmanoma pasiekti maksimalaus keitimo efektyvumo. Tokiu
atveju, po kaupinimo spinduliuoteés jjungimo, kambario temperaturos netie-
siniame optiniame kristale pradinis fazinio sinchronizmo isderinimas buna
per didelis, o pradinés UV spinduliuotés intensyvumas — per mazas tam,
kad buty inicijuotas reikSmingas kristalo temperatiros augimas.

Kartais motorizuotas valdymas reikalingas is karto dviejy kristaly fazinio
sinchronizmo kampo derinimui. Tokio atvejo pavyzdys — penktosios femtose-
kundinio Yb:KGW lazerio harmonikos generatorius. Tada penktosios har-
monikos netiesinio kristalo ausimo charakteristikos matuojamos pries tai
optimizavus ketvirtosios harmonikos kristalo fazinio sinchronizmo kampo
derinima. Siuo atveju kristaly kampy derinimas turi buti grieztai sinch-
ronizuotas laike bei naudojamos papildomos griztamajj rysj uztikrinancios
priemonés. Vienas i budy realizuoti griztamajj rysj — netiesiogiai stebéti
generatoriaus iséjimo galig matuojant nekonvertuotos kaupinimo spindu-
liuotés galios pokytj.
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3 skyrius

Ragenos abliacija
femtosekundiniais UV

impulsais

Siuolaikinéje lazerinéje refrakcinéje chirurgijoje ragenos stromos gaubtu-
mas koreguojamas naudojant stipriai ragenoje sugeriamus nanosekundinius
UV srities impulsus [86,108]. Tam taikomi eksimerinio ArF lazerio (193 nm)
arba kietakuniy lazeriy aukstesniyju harmoniky (210-213 nm) impulsai.
Musy tyrimuose ragenos audiniy abliacija atliekama naudojant femtosekun-
dinio kietakunio Yb:KGW lazerio penktosios harmonikos 205 nm impulsus,
sis bangos ilgis yra tarp komerciniy ArF eksimeriniy ir kietakuniy lazeriniy
sistemy bangos ilgiy.

3.1 Femtosekundiné lazeriné sistema

Ragenos abliacijos tyrimams naudoto penktosios Yb:KGW femtosekun-
dinio lazerio harmonikos (205 nm) generatoriaus principiné optiné schema
pavaizduota 3.1 pav. Teleskopu, sudarytu is lesiy Ly (lesio zidinio nuotolis
Fy = +250mm) ir Ly (F» = —65mm), lazerio pluosto skersmuo sumazina-
mas nuo 6 mm iki 1,6 mm (1/e? maksimalaus intensyvumo lygyje). Dalikliu
D1, kurio atspindZio koeficientas R = 65 %), spinduliuoté padalinama j dvi
dalis. Didesnio intensyvumo spinduliuoteés dalis, atspindéta nuo daliklio Dy,
naudojama antrosios harmonikos (513 nm) generavimui netiesiniame BBO
kristale NKg,,. Keitimo efektyvumas j antrajg harmonikyg siekia 65 %. Ne-
tiesiniame kristale NKy,, antrosios harmonikos spinduliuoté konvertuojama
i ketvirtaja (257 nm), pasiekiant 27 % keitimo efektyvuma (jvertinta pagal
pradine fundamentinés 1026 nm spinduliuotés galia). Ketvirtosios harmo-

o7



3. Ragenos abliacija
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3.1 pav. Penktosios harmonikos generavimo principiné optiné schema. Li—
L3 — lesiai, Dy — daliklis, V1—Vg — dielektriniai veidrodziai, NKo,—NKj5, —
netiesiniai BBO kristalai, VL — vélinimo linija, GV, GV, — galvanometriniai
veidrodéliai, G1—G3 — gaudykleés.

nikos spinduliuotés daznis kolineariai sumuojamas su likusia fundamenti-
nes spinduliuotes dalimi netiesiniame penktosios harmonikos kristale NKs,,.
Optimalus laikinis ketvirtosios harmonikos ir fundamentinés spinduliuoteés
impulsy persiklojimas penktosios harmonikos kristale parenkamas keiciant
veélinimo linijos VL padétj. Sugeneruota penktosios harmonikos spinduliuote
atspindima dielektriniais veidrodziais, o visa daznio konvertavimui nepanau-
dota ir pro dielektrinius veidrodzius Vg—Vg pra¢jusi spinduliuoté patenka j
gaudykles G1—Gs. Lazeriui veikiant 50 kHz impulsy pasikartojimo dazniu
ir esant 5 W fundamentinés spinduliuotés galiai, sugeneruotos penktosios
harmonikos vidutiné galia siekia 470 mW ir atitinka 9,4 pJ impulso energi-
ja. Spinduliuotés daznio keitimo efektyvumas is fundamentinés j penktaja
harmonikg siekia 9,4 %.

Kei¢iant lazerio impulsy pasikartojimo daznj bei norint uztikrinti dide-
lj penktosios harmonikos generavimo efektyvuma, reikia islaikyti optimaly
spinduliuotés intensyvuma netiesiniuose kristaluose, t. y. tinkamai parinkti
teleskopo (sudaryto is L; ir Ly lesiy) mazinima arba didinima. Keisdami
lazerio impulsy pasikartojimo daznj nuo 5 kHz iki 70 kHz bei parinkdami
pluosto skersmenj visame dazniy diapazone sugebéjome islaikyti 8-10 %
keitimo efektyvuma. Kaip buvo minéta 2 skyriuje, didinant impulsy pasi-
kartojimo daznj, didéja siluminiy reiskiniy jtaka harmoniky generatoriaus
iséjimo charakteristikoms, todél naudoti didesnj nei 70 kHz impulsy pasi-
kartojimo daznj tampa nebetikslinga.

Lazerio impulsai ragenos pavirsiuje buvo skenuojami naudojant galva-

nometrinius veidrodéliy skenerius ,hurrySCAN I 7¢ (,Scanlab“, Vokieti-
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3.1. Femtosekundiné lazeriné sistema

ja). Galvanometriniy veidrodéliy skeneriy padétys ir lazerio impulsai buvo
valdomi naudojant kompiuterine PCI sasajos plokste RTC®5 (,Scanlab®,
Vokietija). Pagal RTC®5 plokste siunc¢iamas kompiuterines komandas ge-
neruojami skaitmeniniai signalai, nurodantys veidrodziy padétis. Sie signa-
lai galvanometriniy veidrodziy valdikliuose verc¢iami j analogines jtampas ir
sustiprinami. Generuojamos galvanometry valdymo srovés pagal nurodytas
padeétis bei valdomas padéties nustatymo griztamasis rysys. Atgal j RTC®5
plokste grazinami skaitmeniniai veidrodziy padéties griztamojo rysio signa-
lai. Visos galvanometriniy skeneriy ir lazerinés sistemos valdymo programos
buvo parasytos LabView programavimo aplinkoje, naudojant gamintojo pa-
teiktas dinamines bibliotekas.

Refrakcinés korekcijos proceduros principai naudojant didelio impulsy
pasikartojimo daznio (f ~ 50kHz) femtosekundinj lazerj techniniu poziu-
riu skiriasi nuo proceduros, atlieckamos standartine eksimerine ArF lazerine
sistema. Kadangi eksimeriniy lazeriy spinduliuoté nepasizymi gera pluosto
kokybe, norimo (plokscios virsunés, Gauso arba supergausinio) intensyvumo
skirstinio pluostas suformuojamas naudojant specialius pluosto formuotu-
vus [130]. Ragenos pavirsiaus gaubtumo modifikavimui naudojamu eksime-
riniy ArF lazeriy pluostas yra pakankamai didelis — nuo 0,6 mm iki 6,5 mm
skersmens. Maksimalus eksimeriniy lazeriniy sistemy impulsy pasikartoji-
mo daznis siekia tik 1050 Hz [90]. Dél $iy spinduliuotés charakteristiky susi-
formavo ir eksimeriniy sistemy pluosto valdymo bendrieji principai: mazas
impulsy pasikartojimo daznis leidzia greitais galvanometriniais skeneriais
kiekvieng lazerio impulsg nukreipti j skirtinga ragenos pavirsiaus vietg taip,
kad gretimi laike lazerio impulsai nepersikloty ant ragenos pavirsiaus ir ra-

gena kuo maziau kaisty [131-134].

Deja, standartinés eksimeriniy lazeriy pluosto valdymo technikos nega-
lima tiesiogiai pritaikyti keliasdesimt kilohercy impulsy pasikartojimo daz-
niu veikianciai femtosekundinei lazerinei sistemai. Atliekant regos korekcijos
operacijas lazerio pluostas skenuojamas 5-8 mm skersmens zonoje, todél no-
rint laisvai valdyti kiekvieno impulso padét] visoje abliacijos zonoje, reikéty
lazerio pluosta skenuoti mazdaug 500 m/s greic¢iu. Atsizvelgiant j tai, kad
impulsai ragenos pavirsiuje turi buti pozicionuojami itin tiksliai (mikromet-
ry tikslumu), toks didelis skenavimo greitis jprastiniams galvanometriniams
skeneriams néra pasiekiamas. Taciau individualiai valdyti kiekvieno impul-
so padétj néra butina, nes femtosekundinio lazerio penktosios harmonikos
pluosto skersmuo (~ 100 um), o kartu ir vieno impulso ragenoje sugene-

ruotas nepageidaujamas silumos kiekis, yra zymiai mazesnis nei komerciniy

99



3. Ragenos abliacija

ArF eksimeriniy lazeriniy sistemy. Todél galima sukurti alternatyvy pluosto
valdymo algoritma, kuris uztikrinty kontroliuojama pavirsiaus abliacija ir
minimaly ragenos kaitima bei nekelty itin auksty reikalavimy galvanomet-
riniy skeneriy greic¢iui. Be to, naudojant mazo skersmens femtosekundinio
lazerio pluostelj galima pasiekti zZymiai didesne abliacijos skiriamaja geba,
nei naudojant didelio skersmens eksimerinio lazerio pluosta.

Formuojant refrakcijos pokyti lazerio pluostas turi buti tiksliai valdo-
mas ragenos pavirsiuje. Lazerio pluosto judéjimo trajektorija valdoma taip,
kad skirtingose ragenos pavirsiaus vietose buty pasalinamas reikiamas audi-
nio kiekis. Lazeriniame apdirbime medziagos pavirsiaus modifikavimui daz-
niausiai naudojama standartiné pluosto valdymo ir fokusavimo konfigura-
cija — pluostas skenuojamas pries fokusuojantj lesj [129]. Galvanometriniai
veidrodéliai nukreipia kolimuota lazerio pluosta uzduotu kampu erdvéje,
o iskart uz juy statomas objektyvas, kurio zidinio plokstumoje skenuojama
sufokusuota pluosto démelé. Siekiant kompensuoti sferines ir lauko kreivu-
mo aberacijas, paprastai naudojami plokscio lauko arba f-theta objektyvai.
Taciau jei skenavimas vyksta mazu kampu, tinka ir paprastas singletinis le-
sis arba sferinis veidrodis. Jeigu fokusuojancio lesio zidinio nuotolis didelis
(keliasdesimt centimetry), lesj galima patalpinti ir pries galvanometrinius
veidrodeliy skenerius. Musy atliktuose abliacijos eksperimentuose femtose-
kundiniai UV impulsai buvo fokusuojami naudojant didelio zidinio nuotolio
(250-750 mm) singletinius lesius (arba sferinius veidrodzius), patalpintus

pries galvanometrinius veidrodéliy skenerius.

Femtosekundinio UV pluosto valdymg ir fokusavimg apsunkina tai, jog
daugelis jprasty optiniy elementy gamybai naudojamy medziagy néra visis-
kai skaidrios UV srityje. Dél Sios priezasties projektuojant optines schemas
femtosekundiniy UV impulsy taikymams vengiama naudoti skaidrius op-
tinius elementus (lesius, optinius langelius) ir stengiamasi, kur jmanoma,
juos pakeisti atspindinciais ir léciau degraduojanciais optiniais elementais —
veidrodziais. Modeliniy medziagy abliacijos eksperimentuose (kurie apraso-
mi 3.2 skyriuje) bei pirmuosiuose in vivo ragenos abliacijos tyrimuose UV
spinduliuotes fokusavimui naudojome kvarcinius, MgFs arba CakFsy single-
tinius lesius. Taciau dél daugiafotonés sugerties UV srityje bei pastebimo
minéty medziagy degradavimo, fokusuojantj lesj véliau pakeitéme sferiniu
veidrodziu. Pluosto fokusavimui naudojant sferinius veidrodzius, butina uz-
tikrinti, kad Sviesa j veidrodj kristy mazu kampu ir atsirades astigmatizmas
nedaryty didelés jtakos abliacijos kokybei. Musy eksperimentuose didziau-
sias kampas, kuriuo lazerio pluostas krito j sferinj veidrodj (f = +250 mm),
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3.1. Femtosekundiné lazeriné sistema

buvo 4,2°. IsSmatave sufokusuoto pluosto intensyvumo skirstinj ties abliuo-
jamu pavirsiumi gavome, kad pluosto eliptiskumas yra 1,05.

Dielektriniy veidrodziy dangos garinamos konkrec¢iam bangos ilgiui, to-
dél veidrodis papildomai veikia kaip is dalies atrankus bangos ilgiui optinis
elementas. Pavyzdziui, penktosios harmonikos dielektrinis veidrodis gerai
atspindi netiesiniame kristale sugeneruotos penktosios harmonikos spindu-
liuote, o nekonvertuoty fundamentinés ir ketvirtosios harmonikos spindu-
liuociy atspindzio koeficientai siekia vos kelis procentus. Todél atsispinde-
jusi nuo keliy dielektriniy veidrodziy spinduliuoté efektyviai isfiltruojama.

UV srities dielektriniai veidrodziai taip pat turi nemazus nuostolius. Pa-
vyzdziui, 205 nm bangos ilgiui skirtas veidrodis atspindi apie 98 % kritusios
spinduliuotés. Todél norint efektyviai panaudoti sugeneruotyg UV spindu-
liuote, net ir naudojant vien tik atspindincius optinius elementus reikia

stengtis, kad jy skaicius optinéje schemoje buty kuo mazesnis.

Refrakciniy regos ydu korekcijos principai. Formuojant refrakcijos
pokytj, didziausias ragenos sluoksnio, kurj reikia pasalinti, storis randamas

i$ formulés:

i f

Ay, = R; — Ry + Rﬁf sin (arcsin (]};) — arcsin (g)) , (3.1)

¢ia R; ir Ry — atitinkamai pradinis ir galutinis ragenos kreivumo spindulys,
o R — abliacijos zonos spindulys. Zinant pradinj ragenos kreivumo spindulj
R; ir norint rasti, koks turi buti kreivumo spindulys po abliacijos Ry, reikia

pasinaudoti plonojo lesio formule:

AD = (1—n) (é _ éf) | (3.2)

¢ia n — ragenos luzio rodiklis. Siame darbe visuose skai¢iavimuose naudo-
jome vidutine zmogaus ragenos luzio rodiklio verte n = 1,376 [38,41], bei
daréme prielaida, kad galutinis ragenos kreivumo spindulys lygus normalios
zmogaus ragenos vidutiniam kreivumui, t. y. Ry = 7,7mm [38,135].
Naudojantis formulémis (3.1) ir (3.2) apskai¢iuotos didziausio abliacijos
gylio Ay, priklausomybés nuo lauziamosios gebos pokycio AD esant skir-
tingoms abliacijos zonos skersmens vertéms, pavaizduotos 3.2 pav. | kaire
nuo nulio — trumparegystés korekcija, i deSing — toliaregystés. IS 3.2 pav.
matyti, kad abliacijos gylis (o taip pat ir ragenos stromos, kuria reikia pa-
salinti, turis), auga didéjant lauziamosios gebos pokyc¢iui ir/arba abliacijos
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3.2 pav. Didziausio abliacijos gylio priklausomybé nuo suformuoto lauzia-

mosios gebos pokycio, kai abliacijos zonos skersmuo kinta nuo 4 mm iki
7 mm (zr. legenda).

zonos skersmeniui. Todél praktiskai optimalus abliacijos zonos dydis pa-
renkamas atsizvelgiant j paciento vyzdzio skersmenj, centrinj ragenos storj
bei numatyta lauziamosios gebos pokytj. Taip pat reikia paminéti, kad tik-
rasis abliacijos gylis dazniausiai buna didesnis nei apskaiciuojamas pagal
(3.1) formule. Jis priklauso nuo to, kokia gali buti pasiekta erdviné ablia-
cijos skyra naudojant konkrecig lazerine sistema (t. y. koks vienu impulsu
sukuriamo ragenos kraterio plotas ir gylis bei koks naudojamo lazerio pluos-
to profilis). Tam, kad buty uztikrintas reikiamas sferinis refrakcijos pokytis
tam tikro skersmens optinéje zonoje, formuojama papildoma pereinamoji
zona atsizvelgiant j lazerio pluosto parametrus. Si zona auga didéjant pluos-
to skersmeniui, dél to proporcingai auga bendras abliacijos gylis. Refrakci-
néje chirurgijoje mazas abliuojancio pluosto skersmuo laikomas privalumu,
nes refrakcijos pokytis suformuojamas pasalinant minimaly ragenos audinio
turj, o didelé abliacijos skyra suteikia galimybe koreguoti aukstesniy eiliy
aberacijas [136].

Formuodami refrakcijos pokytj desimciy kilohercy daznio femtosekundi-
niais impulsais naudojome rastrinj' lazerio pluosto skenavimo bida. Atsi-
zvelgiant i lazerio impulsy pasikartojimo daznj bei pluosto skersmenj sa-
smaukoje, pluosto skenavimo greitis bei atstumas tarp rastro linijy buvo
parenkamas taip, kad pavieniais impulsais suformuotos duobutés is dalies
persikloty ir biity pasalinamas tolygus medziagos sluoksnis. Zinant Sio vie-

LAbliuojamame plote lazerio impulsai yra iSdéstomi tvarkingomis linijo-
mis
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3.2. Ex vivo ragenos ir modeliniy medZiagy abliacija

Trumparegystés korekcija Toliaregystés korekcija

a) | 1 b § .

3.3 pav. Trumparegystés (a — skerspjuvis, ¢ — vaizdas i$ virSaus) ir toliare-
gystes (b — skerspjuvis, d — vaizdas i virsaus) koregavimas Salinant ragenos
audinj vienodo storio sluoksniais. Tamsesné spalva zZymi didesnj pasalina-
mos ragenos kiekj.

nu rastriniu skenavimu pasalinto sluoksnio storj, galima apskaiciuoti, kiek
ir kokios formos sluoksniy reikia, kad buty suformuotas norimas regos yda
koreguojantis erdvinis darinys. Trumparegystés korekcijos atveju, darinys,
kurj reikia pasalinti, yra iSgaubto lesio formos. Todél daugiausiai audinio
reikia pasalinti ragenos centre, o maziausiai — periferijoje. 3.3 pav. pavaiz-
duotas trumparegystés korekcija atitinkancios figuros, sudalintos j vienodo
storio sluoksnius, skersinis pjuvis (a) ir vaizdas i$ virsaus (c). Toliaregys-
teés korekcija atliekama Salinant skirtingo vidinio ir iSorinio diametro ziedo
pavidalo sluoksnius. Figuros, kurig reikia pasalinti toliaregystés atveju, is-
skaidymo j sluoksnius pavyzdys pateiktas 3.3 pav., b ir d dalyse.

3.2 FEx vivo ragenos ir modeliniy medziagy abliacija

Pavirsiaus abliacijos tyrimams buvo naudojami didele UV spinduliuotés
sugertimi pasizymintys bandiniai - PMMA, Zelatina ir ez vivo kiauliy rage-
nos [137,138]. Siy tyrimy metu rasti optimaliis modeliniy medZiagy abliaci-
jos parametrai bei iSbandytos refrakcinés chirurgijos procedury metodikos
véliau buvo pritaikytos in vivo triusiy ragenos abliacijai.

Chemiskai grynos zelatinos (,,Carl Roth“, Vokietija) bandiniai buvo ruo-
Slami iStirpinant 15 g zelatinos milteliy karstame (~ 80°C) distiliuotame

63



3. Ragenos abliacija

vandenyje, 80 ml turyje. Koloidinis istirpintos Zelatinos tirpalas buvo islie-
jamas ]} pasiruostg liejimo forma ir atSaldomas iki 4 °C temperaturos, kad
sustingty. Liejimo forma buvo pagaminta i$ dviejy objektiniy mikroskopo
stikliuky, paliekant 2 mm tarpa tarp jy. Pries atliekant abliacijos bandy-
mus vienas stiklas budavo atsargiai pasalinamas — taip gaunamas skaidrus
ir lygus (optinés kokybés) zelatinos pavirsius. Antrasis (apatinis) stiklas
paliekamas tam, kad buty islaikyta plono zZelatinos bandinio forma.

Fx vivo kiauliy akiy obuoliai buvo gaunami is UAB ,,Cesta“. Akys po eks-
cizijos buvo laikomos fiziologiniame tirpale, 4 °C temperaturoje. Visi eksper-
imentai buvo atlikti ne véliau kaip per 24 h po gyvuny numarinimo. Pries
eksperimentus ragenos epitelio sluoksnis buvo mechaniskai nuvalomas nau-
dojant chirurgine mentele. Reikiamas akispudis uztikrinamas j akies obuolj
per sklerg arba optinj nervg suleidziant fiziologinio tirpalo. Akis dedama j
specialy laikiklj, kuris fiksuoja akies ragenos padétj.

Modeliniy medziagy ir ex vivo rageny pavirsiaus parametrai buvo cha-
rakterizuojami optiniy pavirsiy konfokaliniu profilometru ,PLu2300“ (,,Sen-
sofar”, Ispanija) ir optiniu Sviesaus lauko mikroskopu ,Crystal-Pro 5424
(,Konus“, Italija).

3.2.1 PMMA abliacija

PMMA - pigi ir lengvai prieinama medziaga, puikiai tinka skenavimo
algoritmy analizavimui bei palyginimui. PMMA pavirsiuje suformuoty da-
riniy forma nekinta, todél galima atlikti jvairius ilgai trunkancius matavi-
mus, pvz. didelés zonos profilio matavimag optiniu profilometru, abliacijos
gylio vertinimus. Kai kurie refrakcinés chirurgijos lazeriniy sistemy gamin-
tojai PMMA bandinius naudoja lazerio parametry kalibravimui. Taciau dél
savity mechaniniy savybiy PMMA pavirsiaus struktura po abliacijos ge-
rokai skiriasi nuo ragenos pavirsiaus. Abliuotas PMMA pavirsius turi is-
reiksta smulkia struktura (charakteringi nelygumai yra mikrometry eilés,
t. y. zymiai mazesni uz abliuojancio pluosto skersmenj, ~ 100 ym), todeél
po abliacijos pavirsius neislaiko optinés kokybeés, tampa matinis. Taip yra
dél to, jog PMMA, skirtingai nei zelatina arba ragena, yra neelastinga, kie-
ta medziaga, ir, jeigu spinduliuotés Siluminis poveikis yra mazas (medzia-
ga neislydoma), po abliacijos pavirsius lieka grublétas. Si PMMA savybé
turi ir teigiama pus¢ — matinis pavirsius yra geras indikatorius, kuris pa-
tvirtina, jog abliacijos femtosekundiniais impulsais metu siluminis poveikis
nevirsija medziagos lydymosi temperaturos. Kita isskirtine PMMA savybeé
— inkubacinis UV spinduliuotés poveikis [139]. Paveikus PMMA pavirsiy

64



3.2. Ex vivo ragenos ir modeliniy medziagy abliacija

3.4 pav. Femtosekundiniais UV impulsais abliuoto PMMA pavirsiaus tam-
saus lauko mikroskopijos vaizdas. Pries abliacija dalis pavirsiaus buvo ap-
Sviesta mazo intensyvumo spinduliuote (vaizdas apacioje), kai tuo tarpu
kita dalis buvo uzdengta (virsuje).

UV spinduliuote, kurios intensyvumas mazesnis nei slenkstinis abliacijos
intensyvumas, pavirsius vizualiai nepakinta, tac¢iau vélesniems impulsams
apsSviesto pavirsiaus abliacijos slenkstinio intensyvumo verté Zymiai suma-
zéja. Inkubacinis UV spinduliuotés poveikis tampa akivaizdus analizuojant
pavieniy lazeriniy impulsy abliacijos efektyvuma.

Inkubaciniy reiskiniy jtaka PMMA abliacijos efektyvumui akivaizdziai
parodyta 3.4 pav. Cia pateikiamas PMMA pavirSiaus vaizdas (tamsaus lau-
ko mikroskopija), kai pries abliacija nepersiklojanciais 205 nm impulsais
(virstininis energijos tankis ~ 130mJ/cm?) dalis bandinio buvo apsviesta
to paties bangos ilgio, bet kelis kartus mazesnio nei slenkstiné abliacijos ver-
té intensyvumo spinduliuote. Kaip matyti iS 3.4 pav., neapsviestojoje dalyje
(vaizdas virSuje) vienu impulsu suformuojamo kraterio skersmuo yra kelis
kartus mazesnis, nei apSviestoje (vaizdas apacioje). Taip pat matyti, kad
neapsviestoje zonoje kraterius suformavo ne kiekvienas lazerinis impulsas.

3.5 pav. pavaizduota PMMA pavirsiuje vienu (a) ir dviem (b) femtose-
kundiniais UV impulsais suformuoty krateriy topografiniai vaizdai bei jy
skerspjuviai (atitinkamai c ir d). Kaip matyti i$ topografiniy vaizdy, pir-
muoju impulsu suformuojamas mazesnio skersmens (d, = (60,7 + 1,5) pm,
dy = (44,9 £ 2,7) pm, gylis Az = (0,4 £ 0,1) pum) krateris, kurio krastuose
medziaga néra pilnai pasalinama, aplinkui formuojasi kauburiai. Tai gali
buti aiskinama taip — Gauso pluosto krastuose, kur spinduliuotés intensy-
vumas yra artimas slenkstinei abliacijos intensyvumo vertei, dalis PMMA
molekuliniy rysiy yra nutraukiama ir medziaga pradeda pléstis. Taciau spin-
duliuotes intensyvumas, o kartu ir nutraukty molekuliniy rysiy skaicius, yra
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3.5 pav. PMMA abliacija femtosekundiniais UV impulsais: a) vienu im-
pulsu ir b) dviem impulsais suformuoto kraterio topografinis vaizdas bei ju
skerspjuviai (c) ir (d).
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3.6 pav. Femtosekundiniais impulsais PMMA pavirsiuje suformuoto le-
Sio a) topografinis vaizdas, b) jo skerspjuvis abscisiy asies kryptimi ties
y = 0,4mm, c¢) centrinés lesio dalies nuokrypiy nuo sferinés aproksimacijos
topografinis vaizdas ir d) jo skerspjuvis ties y = 0,4 mm.
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per mazas, kad medziagos fragmentai buty pilnai pasalinami. Dél to susi-
formuoja kauburiai.

Antruoju impulsu (3.5 pav., b) suformuojamas didesnio skersmens (d, =
(68,8 £ 1,1) um, dy, = (52,7 = 0,7) pm) ir gilesnis krateris (Az = (0,7 £
0,2) pm), bei pasalinama kelis kartus didesnis PMMA turis nei pirmuoju
impulsu. Dél inkubacinio pirmojo impulso poveikio antrajam impulsui reikia
suardyti zymiai maziau molekuliniy rysiy, kad pluosto periferijoje medzia-
ga buty pasalinta. Todél didéja kraterio skersmuo ir gylis. Toliau didinant
impulsy skaiciy, inkubaciniai reiskiniai nebedaro didelés reikSmeés abliaci-
jos efektyvumui, nes dél stiprios sugerties didzioji impulso energijos dalis
sugeriama keliy Simty nanometry storio pavirsiaus sluoksnyje ir kiekvienas
impulsas ,jaucia“ tik pries ji buvusio impulso poveik].

UV femtosekundiniais impulsais PMMA pavirsiuje suformuoto lesio to-
pografinis vaizdas ir jo skerspjuvis isilgai abscisiy asies pateikti 3.6 pav., a
ir b dalyse. Lazerio impulsy pasikartojimo daznis formuojant lesj buvo
50 kHz, maksimalus impulso energijos tankis 135mJ/cm?, atstumas tarp
gretimy sufokusuoto pluosto démiy 55 ym. Norint jvertinti abliuoto pavir-
siaus nelygumus, lesis buvo aproksimuotas sferiniu pavirsiumi. Gautas skir-
tuminis lesio ir jo sferinés aproksimacijos topografinis vaizdas bei jo sker-
spjuvis isilgai abscisiy asies pateikiami 3.6 pav., ¢ ir d dalyse. [vertinome
nuokrypiy dz nuo sferos kvadratinj vidurkj:

1
dzrms = \/N (dZ% +dzg 4+ dZJQV), (3.3)

¢ia N — tasky skaicius. Apskai¢iuota PMMA pavirsiaus nelyguma po abliaci-
jos charakterizuojanti kvadratinio nuokrypiy vidurkio dzgyg verté 1,48 pm.

3.2.2 Zelatinos bandiniy abliacija

Elastingy medziagy pavirsius po abliacijos atrodo kiek kitaip nei PMMA.
Pavyzdziui, zelatinos bandiniy pavirsiai po abliacijos femtosekundiniais UV
impulsais islieka glotnus net ir tada, kai pasalinama net keliy Simty mik-
rometry storio medziagos sluoksnis. Zelatinos, kaip ir ragenos, pagrindiné
sudedamoji dalis yra kolagenas. Butent todél Zelatina gerai sugeria UV Svie-
sa. Be to, elastinémis savybémis Zelatina taip pat artimesné ragenai, todél
ir Siy medziagy pavirSiai po abliacijos atrodo panasiai. Dar viena savybé,
deél kurios patogu naudoti Zelating — iS karsto zelatinos koloidinio tirpalo
lengva islieti norimos formos bandinius, kurie turi lygius, optinés kokybeés
pavirsius. Tai yra labai patogu vertinant pavirsiaus kokybe po abliacijos,
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3.7 pav. Zelatinos pavirsiuje suformuoto legio a) topografija, b) nuokrypis
nuo sferinés aproksimacijos, ¢) lesio skerspjuviai ir d) skerspjuviy nuokrypiai
nuo sferos ties + = 1,1 mm (raudona linija) ir y = 0,6 mm (juoda linija).

nes vien vizualiai apziurejus bandinj galima greitai ir gana tiksliai jvertinti
rezultatus. Taip pat zelatinos bandiniai yra labai jautrus temperaturos po-
kyciui, todél lengva pastebeti, ar abliacijos proceso nelydi salutiné silumine
saveika.

Kaip ir PMMA bandiniuose, Zelatinoje buvo formuojamos lesio pavidalo
struktiiros. Zelatinoje suformuoto lesio pavirsiaus topografinis vaizdas (a),
jo nuokrypis nuo sferinés aproksimacijos (b) bei atitinkami skerspjuviai ties
lesio centru (c ir d) pateikiami 3.7 pav. Kaip matyti is $io paveikslélio, ze-
latinos pavirsius po abliacijos yra zymiai lygesnis nei PMMA (7r. 3.6 pav.).

Reikia paminéti, kad 3.7 pav. (o ypa¢ b dalyje) matomos horizonta-
lios ir vertikalios linijos (y ~ 0,9mm, y ~ 1,75mm, y ~ 2,6 mm ir x =~
1,2mm, = ~ 2,3mm) téra ilgos topografijos matavimo proceduros rezulta-
tas. Kadangi konfokalinis profilometras skenuoja gana nedidelj bandinio plo-
ta (1,275 mm x 0,956 mm), todél norint gauti keliy milimetry skersmens lesio
pavirsiaus topografinj vaizda, matavimai atliekami keletg karty, paslenkant
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bandinj vis | nauja pozicija. Nuskenavus visg bandinio plota, atskiry mata-
vimy rezultatai sujungiami j vieng topografinj vaizda. Vieno segmento ma-
tavimas uztrunka apie 1-2 min (priklausomai nuo skenuojamo gylio), todél
bendra matavimo trukmé matuojant 9 cm? ploto zong trunka 10-20 min. Tai
yra pakankamai ilgas laikas, per kurj zelatinos bandinio pavirsius gali pa-
dziuti, todél jungiant skirtingais laikais iSmatuotus topografijos segmentus
ju riboje matomas suoliskas auksc¢io pokytis. Tam, kad buty iSvengta papil-
domos paklaidos, atsirandancios dél didelio ploto profiliavimo netikslumy,
abliuoto zZelatinos pavirsiaus lygumas buvo vertinamas skaic¢iuojant kvad-
ratinj nuokrypiy vidurkj dzgryg atskiruose topografijos segmentuose, pries
tai is kiekvieno segmento topografijos atémus sferine pavirsiaus aproksima-
cija. Gauta vidutiné kvadratinio vidurkio verté dzgrms = 0,27 ym. Zelatinai
sis pavirsiaus kokybe nusakantis parametras yra daugiau kaip penkis kar-
tus mazesnis nei PMMA bandiniui. Tai taip pat paaiskina, kodél Zelatinos
pavirsius po abliacijos islieka skaidrus, o PMMA smarkiai sklaido sviesa.

3.2.3 Ex vivo kiaulés ragenos abliacija

Pirmieji ex vivo kiaulés ragenos stromos abliacijos tyrimai buvo atlikti la-
zeriui veikiant 12,5 kHz dazniu, kai vidutiné impulsy galia buvo P = 27 mW,
o pluosto skersmuo sgsmaukoje ~ 44 um (iSmatuota 1/e? maksimalaus in-
tensyvumo lygyje ,peilio aSmenuy® (angl. knife-edge) metodu [140], tariant
kad pluosto intensyvumo skirstinys yra artimas Gauso skirstiniui). Abliuo-
jancios démeés dydis buvo jvertintas konfokaliniu profilometru (3.8 pav.),
iSmatuotos duobutés skersmuo buvo ~ 35 pm. IS 3.8 pav. matyti, jog vienu
impulsu kiaulés ragenoje suformuojamas gana taisyklingos formos krateris
lygiu dugnu (skirtingai nei PMMA pavirsiuje).

Lazerio pluosto skenavimo parametrai (skenavimo greitis ir atstumas tarp
skenuojamy eiluciy) buvo parinkti atsizvelgiant j abliacijos démeés profilj.
Atstumas tarp gretimy démiy buvo parinktas Siek tiek mazesnis nei vienu
impulsu suformuojamo kraterio skersmuo. Skenuojant Gauso pluostg rastru,
gretimi lazerio impulsai is dalies persikloja, todél Salinamas gana tolygaus
storio medziagos sluoksnis.

Tam, kad lazerio impulsais buty galima pasalinti norimg kiekj ragenos
audinio, i$ pradziy reikia jvertinti ragenos slenkstinj abliacijos intensyvuma
bei abliacijos gylio priklausomybe nuo energijos tankio. Tam tikslui, ske-
nuodami lazerio pluosta rastru ir keisdami UV impulsy vidutine galia nuo
6,5 mW iki 31 mW, abliavome ez vivo kiaulés ragena bei matavome ablia-
cijos gyli. Kad galétume tiksliau iSmatuoti abliacijos gylj, lazerio pluosta
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3.8 pav. Ex vivo kiaulés ragenoje vienu impulsu suformuotos duobés a) to-
pografinis vaizdas ir b) skerspjuviai z ir y kryptimis.
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3.9 pav. Ezx vivo kiaulés ragenos stromos abliacijos gylio priklausomybé nuo
energijos tankio. Matavimy duomenys (juodi taskai) impulso energijos tan-
kiy intervale nuo 0,1 J/cm? iki 0,25 J/ecm? aproksimuoti pagal (3.4) formule
(pilka tiese).

1mm x 1 mm zonoje pakartotinai skenavome 50 karty. Abliacijos gylis bu-
vo vertinamas optiniu konfokaliniu profilometru. ISmatuota kiaulés ragenos
stromos abliacijos gylio priklausomybé nuo impulso energijos tankio pavaiz-
duota 3.9 pav.

Kaip matyti is 3.9 pav., ex vivo kiaulés ragenos stromos abliacija 205 nm
bangos ilgio, ~ 300 fs trukmeés impulsais vyksta kai energijos tankis virsi-
ja 0,06 J/cm?. Kai energijos tankis didesnis nei 0,1.J/cm?, abliacijos gylio
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priklausomybé gerai aprasoma formule:

i—1m (?) | (3.4)

« sl

¢ia o — kiaulés ragenos stromos sugerties koeficientas 205 nm bangos ilgiui,
F' — energijos tankis, Fy — slenkstinis kiaulés ragenos stromos abliacijos
energijos tankis. Aproksimave eksperimentinius duomenis pagal sig formule
(7r. 3.9 pav., pilka linija) gavome, kad kiaulés ragenos slenkstinio abliacijos
energijos tankio verté yra (0,091 40,005) J /cm?. Taéiau, kaip matyti i gra-
fiko, abliacijos procesas vyksta net ir tada, kai energijos tankis yra mazesnis
uz sig verte. Tai reiskia, kad energijos tankiui artéjant prie slenkstinés ablia-
cijos vertés, abliacijos gylio priklausomybé nebetenkina (3.4) formulés. Tokj
abliacijos gylio priklausomybés nuo energijos tankio pobudj galima paais-
kinti tuo, kad salinamy ragenos audinio fragmenty dydziai néra vienodi [38].
Isivaizduokime, kad kiekvienas medziagos fragmentas pries abliacija yra lai-
komas molekulinémis jungtimis, kuriy skaicius yra proporcingas fragmento
pavirsiaus plotui. Fragmentas islaisvinamas kai Sie laikantys molekuliniai
rysiai nutraukiami. Didesniems medziagos fragmentams turio ir pavirSiaus
ploto santykis yra didesnis nei tas pats santykis maziems fragmentams, todél
slenkstiné abliacijos intensyvumo verté skirtingo dydzio medziagos fragmen-
tams néra vienoda, o mazéja didéjant fragmento dydziui. Kadangi ragenos
stroma néra homogeniska, eksperimentiskai iSmatuota vidutinio abliacijos
gylio priklausomybé nuo energijos tankio artéjant link abscisiy asies tampa

nuozulnesné nei kad seka i (3.4) formulés.

Musy iSmatuotos abliacijos gylio priklausomybés nuo energijos tankio
pobudis atitinka teorinés kreivés pobudj [38], kuris budingas ragenos ab-
liacijai 193 nm [93,108,141] ir 213 nm [142, 143] bangos ilgio impulsais. I3
3.9 pav. pavaizduoto grafiko matyti, kad femtosekundiniams 205 nm impul-
sams ex vivo kiaulés ragenos stromos abliacijos slenkstiné energijos tankio
verté ~ 0,06 J/cm?. Si verté yra artima literatiiroje pateikiamoms nanose-
kundiniy UV impulsy slenkstinio abliacijos energijos tankio vertéems, kurios
193 nm bangos ilgio spinduliuotei yra tarp 0,03 J /cm? ir 0,05 J /cm? [93,141,
144,145], 0 213 nm impulsams — tarp 0,05J/cm? ir 0,07 J /em? [137,143)].

Atlike ex vivo kiaulés ragenos abliacijos eksperimentus, nustatéme, kaip
ragenos abliacijos gylis priklauso nuo energijos tankio. Si priklausomybé
yra labai svarbi, nes, atsizvelgiant j ja bei lazerinés sistemos spinduliuotés
charakteristikas (impulsy pasikartojimo daznj, pluosto diametra ir inten-
syvumo skirstinj), galima parinkti optimalius darbinius parametrus refrak-
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ciniy ydy korekcijos proceduroms. Pavyzdziui, mazo energijos tankio im-
pulsai naudotini norint pasiekti didele abliacijos gylio skiriamaja gebg ir
tiksliai formuoti ragenos pavirsiy. Taciau dél to gali iSaugti regos korek-
cijos proceduros trukmeé. Tuo tarpu, kai ragenos abliacijai naudojamas ne
stac¢iakampio pavidalo intensyvumo skirstinj turintis pluostas (pvz. Gauso
arba supergausinis), dalyje pluosto intensyvumas yra mazesnis uz slenks-
tine abliacijos verte, todél dalis impulso energijos virsta siluma. Siluminiai
nuostoliai gali buti sumazinti didinant impulso energijos tankj [146]. Tada
didesné energijos dalis panaudojama abliacijai, bet prastéja abliacijos gylio
skyra. Taigi, atsizvelgiant | abliacijai naudojamos lazerinés sistemos para-
metrus, visada ieskoma kompromiso tarp proceduros trukmes ir abliacijos
tikslumo bei stengiamasi islaikyti minimaly Siluminj spinduliuotés poveikj.

Apibendrinant, modelinés medziagos ir ex vivo audiniai yra nepamaino-
mi derinant lazerinés sistemos ir galvanometriniy veidrodéliy skeneriy pa-
rametrus, kuriant ir tarpusavyje lyginant abliacijos algoritmus bei tikrinant
rezultaty atsikartojamuma. Pasitelkus modelines medziagas ir ex vivo au-
dinius pademonstruotos femtosekundiniy UV impulsy taikymo refrakciniy
regos ydu korekcijai galimybeés placiau aptariamos musy publikacijoje [147].

3.3 In vivo triusio ragenos abliacija

Ragenos abliacijos tyrimus atlikome su 3-16 ménesiy amziaus, 1,3-4 kg
svorio burgundiskais triusiais (i$ viso 81), gautais iS Vilniaus universiteto
Imunologijos instituto.?

In vivo ragenos stromos abliacijos eksperimentuose (iSskyrus viena) vi-
sada imitavome trumparegystés korekcija. Trumparegystés korekcija pasi-
rinkome dél keliy priezasciy. Pirma, trumparegiy zmoniy skaicius visame
pasaulyje sparc¢iai auga [1] ir naturalu, kad butent lazeriné trumparegystés
korekcijos procedura klinikose atliekama dazniausiai. Antra, pasalinus lesio
pavidalo ragenos sluoksnj, didziausias abliacijos gylis gaunamas apdorotos
zonos centre, todél pamatavus ragenos storj pries procedurg ir po jos nesun-
ku jvertinti didziausig abliacijos gylj, o kartu ir sukurtg refrakcijos pokyt;j.
Trecia, tokios korekcijos metu ragenos pavirsiaus temperaturos pokytis yra
maksimalus, nes lazeriniais impulsais ilgiausiai veikiama butent centriné
abliacijos zonos dalis, tuo tarpu toliaregystés korekcijos atveju didziausias
abliacijos gylis formuojamas periferijoje ir Silumos kiekis paskirstomas di-

?Bandymai su gyviinais buvo atlikti gavus Valstybinés maisto ir veteri-
narijos tarnybos leidimus Nr. 0180 ir Nr. 0213
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desnéje ziedo pavidalo zonoje. Kaip parodysime siame skyriuje, maksimali
ragenos pavirsiaus temperatura yra svarbus parametras, kuris gali daryti
didele jtaka pooperaciniam gijimui.

In vivo tyrimai buvo atliekami trimis etapais:

1. Pirmasis etapas buvo skirtas pradiniy lazerinés sistemos parametry pa-
rinkimui, pirminiam triusio ragenos abliacijos femtosekundiniais UV
(205 nm) impulsais jvertinimui bei operacijos eigos ir baig¢iy vertini-
mo protokolo parengimui (rezultatai aprasomi 3.3.2 skyrelyje).

2. Antrojo tyrimy etapo tikslas buvo palyginti triusio ragenos abliacijos
rezultatus bei ragenos gijimo tendencijas po FRK proceduros femtose-
kundiniais UV (205 nm) impulsais bei analogiskos proceduros nanose-
kundiniais eksimerinio ArF lazerio UV (193 nm) impulsais (rezultatai
aprasomi 3.3.3 skyrelyje).

3. Treciasis etapas buvo skirtas ragenos abliacijos rezultaty ir gijimo eigos
jvertinimui po greitos (didelés abliacijos spartos) ir gilios transepitelinés
abliacijos (transepitelinés fotorefrakcinés keratektomijos (TransFRK)
procedura) femtosekundiniais UV (205 nm) impulsais bei analogiskos
transepitelinés abliacijos nanosekundiniais UV (193 nm) impulsais (re-
zultatai aprasomi 3.3.4 skyrelyje).

3.3.1 Tyrimy metodika

Femtosekundinés lazerinés sistemos parametrai. Femtosekundinés
lazerinés Yb:KGW sistemos su penktosios harmonikos generatoriumi spin-
duliuotés parametrai triju in vivo tyrimy etapy metu pateikti 3.1 lenteléje.
FRK eksperimentuose buvo naudojami du parametry rinkiniai.

Kaip matyti iS 3.1 lentelés, ragenos lauziamosios gebos modifikavimo
tyrimy metu femtosekundinés lazerinés sistemos spinduliuotés parametrai
buvo kei¢iami gana placiose ribose: impulsy pasikartojimo daznis buvo kei-
¢iamas nuo 5 kHz iki 50 kHz, vidutiné spinduliuotés galia — nuo 145 mW iki
400 mW, pluosto skersmuo — nuo 80 gm iki 280 pm. Lyginant musy pasku-
tinius TransFRK eksperimentus su pirmaisiais in vivo abliacijos bandymais
ragenos abliacijos greitis buvo padidintas keletg karty. Todel naturalu, kad
keiciant lazerinés sistemos parametrus buvo ieskoma geriausio pluosto ske-
navimo algoritmo, kuris leisty iSlaikyti minimalig pavirsiaus temperatura
abliacijos metu kartu islaikant abliuojamo pavirsiaus kokybe. Atlikdami
lauziamosios gebos pokycio formavimo eksperimentus in vivo triusio rage-
noje naudojome kelis skirtingus lazerio pluosto skenavimo algoritmus.
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3.1 lentelé Lazerio spinduliuotés parametrai in vivo ragenos abliacijos eks-
perimenty metu.

Pirmasis FRK TransFRK

etapas
Impulsy pasikartojimo daznis (kHz) 5-20 5 20 50
Vidutiné 205. nm spinduliuotés 145-200 200 180 400
galia (mW)

Fundamentinés spinduliuotés

impulso trukme (fs) 200 200 200 230

Pluosto skersmuo ties abliuojamu
pavir§iumi 1/e? maksimalaus 80-280 280 130 115
intensyvumo lygyje (pum)

Maksimalus 205 nm impulsy

energijos tankis (mJ/cm?) 130-290 130 130 135

Pirmuosiuose bandymuose suformuoti refrakcijos pokytj imituojant trum-
paregystes korekcijos procedura Gauso pluosta skenavome rastru, skritulio
pavidalo sluoksniais (7zr. 3.3 pav., a ir ¢ dalis). Atsizvelgiant j lazerio impul-
sy pasikartojimo daznj bei pluosto skersmenj sagsmaukoje, skenavimo greitis
bei atstumas tarp rastro linijy buvo parenkamas taip, kad pavieniais impul-
sais suformuotos duobuteés is dalies persikloty ir buty pasalinamas tolygus
medziagos sluoksnis. Ragena buvo salinama pradedant nuo maziausio skers-
mens sluoksnio ir baigiant didziausiu.

Sis buidas turi pora trukumy. Pirma, vienas po kito déliojami tarpusavyje
persiklojantys impulsai lokaliai Sildo abliuojamg pavirsiy, todél didéja rizi-
ka netiesiogiai pazeisti gilesnius ragenos stromos audinio sluoksnius. Antra,
lazerio pluosta skenuojant rastriniu budu ir nekeic¢iant rastro linijy posu-
kio kampo, ragenos pavirsiuje po abliacijos suformuojami nepageidaujami
lygiagretus grioveliai.

Norédami isvengti Siy salutiniy rezultaty, FRK proceduros tyrimams mo-
difikavome skenavimo algoritmg. Tam, kad sumazintume lokaly impulsy
persiklojimo daznj (t. y. padidintume vidutinj laiko tarpa tarp dvieju persi-
klojan¢iy impulsy), padalinome vieng skenavimo sluoksnj j keturis pasluoks-
nius — dvigubai praretinome rastro eilutes ir padidinome atstumus tarp
gretimy impulsy vienoje rastro linijoje. Tam, kad sumazintume rastrinio
skenavimo jtaka abliuoto pavirsiaus kokybei, jvedéme skenavimo sluoksniy

sukimg abliuojamos zonos centro atzvilgiu.

Kaip ir tikéjomeés, modifikuotas skenavimo algoritmas leido sumazinti
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3.10 pav. Femtosekundinio UV pluosto intensyvumo skirstinys ties ragenos
pavirsSiumi. a) safyro plokstelés liuminescencijos intensyvumo skirstinys ir
b) jo skerspjuviai x (juoda linija) ir y (pilka linija) asiy kryptimis.

lokaly ragenos kaitinimg bei pagerinti ragenos stromos pavirsiaus kokybe
po abliacijos. Sj skenavimo algoritmg naudojome atlikdami FRK procediira
femtosekundiniais impulsais.

Norédami padidinti abliacijos nasuma TransFRK procedurai modifika-
vome abliuojancio pluosto intensyvumo skirstinj. Gauso pavidalo pluosta
konvertavome j supergausinj. Penktosios harmonikos pluosto intensyvumo
skirstinys buvo jvertintas naudojant CCD kamera ir registruojant ties ab-
linojamu pavirsiumi patalpintos 0,2 mm storio safyro plokstelés liuminescen-
cija (3.10 pav.). I$ liuminescencijos intensyvumo skirstinio jvertintas pluosto
skersmuo 1/e? maksimalaus intensyvumo lygyje buvo 115 & 5 ym ir gerai
sutapo su ,peilio asmeny”“ matavimo metodu iSmatuota pluosto skersmens
verte 113 4+ 10 um. ISmatuoty pluosto intensyvumo skirstinj aproksimavus
antros eilés supergausine funkcija buvo jvertinta maksimali energijos tankio
verteé F' = 13545 mJ/cm? pluosto centre. Lyginant su Gauso pluostu, super-
gausinis erdvinis intensyvumo skirstinys turi viena privaluma — abliuojant
mazesné impulso energijos dalis prarandama pluosto ,sparnuose®, kur in-
tensyvumas yra mazesnis uz slenksting abliacijos intensyvumo verte. Dél to
mazesne energijos dalis tenka medziagos Sildymui ir didesné sunaudojama
fotoabliacijai.

TransFRK proceduros metu pirmiausia buvo pasalinamas ragenos epi-
telio sluoksnis, o tada ragenos stromoje formuojamas refrakcijos pokytis.
Epitelis buvo salinamas skenuojant lazerio pluosta praretintomis rastro ei-
lutémis, kiekviena sluoksnj pasukant pries tai buvusio sluoksnio atzvilgiu.
Tam, kad pereinant epitelio ir stromos riba stromoje nebuty suformuotas
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3.11 pav. Ragenos skersinis pjuvis ir TransFRK proceduros metu sufor-
muojamo darinio profilis.

status laiptelis ties abliacijos zonos krastu, 80 % epitelio abliacijos buvo
atlieckama skenuojant lazerio pluosta pastovaus 6,6 mm skersmens zonoje, o

20 % — tiesiskai mazinant abliacijos zonos skersmenj iki 6 mm (zr. 3.11 pav.).

TransFRK procedurai lazerio impulsy pasikartojimo daznis buvo 2,5 kar-
to didesnis nei ankstesniuose FRK eksperimentuose, todel, norint islaikyti
pastovy atstuma tarp impulsy skenavimo eilutéje, reikéjo dar labiau didinti
(jau ir taip didelj) pluosto skenavimo greitj. Eilutés gale lazerio spinduliuo-
teé iSjungiama, nes keiciant skenavimo kryptj veidrodéliai juda su pagreiciu.
Naujoje eilutéje lazerio spinduliuoté jjungiama tik pasiekus pastovy skenavi-
mo greitj. Todél kai didinamas skenavimo greitis, kartu didéja galvanometry
igreitéjimo ir stabdymo laikas. Musy atveju, padidinus skenavimo greitj 2,5
karto, §is nenaudingas laikas sudaryty mazdaug 20-30 % visos proceduros
trukmeés. Dél Sios priezasties nusprendéme nebedidinti skenavimo greicio ir
atsisakéme impulsy retinimo vienoje skenavimo eilutéje. Vietoje to, imda-
mi kas penkta sluoksnio eilute, kiekvieng skenavimo sluoksnj padalinome j
penkis pasluoksnius: pirmajj pasluoksnj sudaro 1, 6, 11, 16 t. t., antrajj —
2, 7,12, 17 t. t., treciajj — 3, 8, 13, 18 t. t., ketvirtaji — 4, 9, 14, 19ir t. t., o
penktaji — 5, 10, 15, 20 ir t. t. sluoksnio eilutes. IS kiekvieno sluoksnio imant
po pirmajj pasluoksnj bei mainant didelio ir mazo skersmens pasluoksnius
paeiliui, buvo suformuojamas penktadalis viso numatyto refrakcijos poky-
¢io. Visas refrakcijos pokytis suformuojamas dar keturis kartus pakartojus
ta pacig procedura su antraisiais, trecCiaisiais, ketvirtaisiais ir penktaisiais
visy sluoksniy pasluoksniais. Siekiant iSvengti dél rastrinio skenavimo budo
suformuojamy lygiagreciy grioveliy, kaip ir FRK eksperimenty metu, kiek-

vienas skenavimo sluoksnis buvo sukamas abliacijos zonos centro atzvilgiu.

76



3.3. In vivo triusio ragenos abliacija

Eksimerinés ArF lazerinés sistemos parametrai. Tam, kad galétu-
me palyginti ragenos abliacijos femtosekundiniais impulsais eksperimenty
rezultatus su atitinkamais rezultatais po abliacijos klinikiniams taikymams
aprobuota eksimerine ArF lazerine sistema, dalj triusiy operavome komerci-
ne nanosekundine sistema ,, Technolas 217z2100“ (,,Technolas Perfect Vision“,
JAV). Kadangi Si sistema turi akies judesiy sekimo pagal rainele funkcija,
triusio akis proceduros metu nebuvo papildomai imobilizuota. Eksimerinio
lazerio impulsy pasikartojimo daznis buvo 50 Hz, impulso energijos tankis
120 & 5mJ/cm?, pluosto skersmuo 2 mm (ploks¢ios virsinés intensyvumo
skirstinys), impulso trukme 18 ns.

Antrajame tyrimy etape (rezultatai aprasomi 3.3.3 skyrelyje) eksimeri-
né ArF lazeriné sistema buvo naudojama FRK proceduroms atlikti. Pries
FRK procedurg ragenos plotas, nuo kurio nuvalomas epitelis, buvo zZymi-
mas mechaniniu zymekliu. Atliekant FRK proceduras buvo nustatyta 5 mm
skersmens optiné abliacijos zona, peréjimo zonos dydis apskaiciuotas auto-
matiskai ir nebuvo kei¢iamas.

Treciajame tyrimy etape (rezultatai aprasomi 3.3.4 skyrelyje) eksimeri-
niu lazeriu buvo imituojama TransFRK procedira. Ji buvo atlieckama dviem
etapais: 1) i$ pradziy atliekama fototerapinés keratektomijos (FTK) proce-
dura, kurios metu tolygiais sluoksniais salinamas epitelis; pilnai pasalinus
epitelj, atliekama 2) standartiné FRK procedura — stromoje suformuojamas
refrakcijos pokytis.

Operacijos protokolas. Pries atliekant narkoze, triusiui j akj jlasinama
vienas lasas chloramfenikolio ir deksametazono (Oftan dexa-chlora) tirpalo.
Eksperimenty metu visi triusiai buvo uzmigdomi suleidus 35 mg/kg ketami-
no hidrochlorido (Byoketan) ir 10 mg/kg ksilazino hidrochlorido (Xylazine
2 %). Pries operacijg ir operacijos metu akies praplovimui buvo naudojamas
subalansuoty drusky tirpalas (angl. Balanced Salt Solution, BSS). Refrak-
cijos korekcijos procedurg atliekant femtosekundiniu lazeriu, uzmigdytas
triusis buvo paguldomas j specialiai operacijai pagaminta lova, nukerpa-
mos j operacijos zong patenkancios blakstienos ir uzklijuojama sterili, kailj
prilaikanti operaciné plévelé. Reguliuojant operacine lovg trimis kryptimis
bei keiciant triusio galvos pokrypio kampa, akis pozicionuojama ties ziedo
formos vakuuminiu siurbtuku. In vivo triusiy operacijoms buvo pagaminti
trijy rusiy vakuuminiai siurbtukai: 15 mm ir 13 mm diametro siurbtukai
aukstais krastais ir 13 mm diametro siurbtukai Zemais krastais. Siurbtu-
kas buvo parenkamas atsizvelgiant j individualaus triusio akies ir treciojo
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3. Ragenos abliacija

voko dydj. Akis pagal vyzdj centruojama siurbtuko atzvilgiu ir, pasiekus
reikiamg pozicija, jjungiamas siurbimas — akis imobilizuojama. Sulasinus
pirma vietinio anestetiko proksimetakaino hidroclorido 5 mg/ml (Alcaine)
tirpalo doze, siurbtuko ziedo centre pachimetru ,,Pocket 11 (,,Quantel Medi-
cal“, Prancuzija) matuojamas ragenos storis. Atlikus matavima, antra karta
lasinamas anestetikas. Tada femtosekundiniu lazeriu atliekama lazeriné ref-
rakciné trumparegystés korekcijos procedura. Kaip jau buvo minéta, siame
darbe aprasomos dvi skirtingo pobudzio refrakcijos korekcijos procediuros,
kurios buvo atliekamos femtosekundiniais impulsais, in vivo triusio rageno-
je.

Pirmoji, tai FRK procedura. Jos metu mechaniskai nuvalomos epitelio
lasteles, o po to atlickama ragenos stromos abliacija femtosekundiniais UV
impulsais. Sios procediiros metu femtosekundinio lazerio UV spinduliuote
epitelyje apibréziamas 6,5 mm skersmens apskritimas, taip pazymimas de-
epitelizacijos plotas, kurio centre véliau bus atliekama abliacija. Nuo Sios
lazeriu pazymétos zonos, naudojant chirurging mentele, mechaniskai pasali-
namas epitelis ir antrg kartg pachimetru pamatuojamas ragenos storis. Tada
femtosekundiniais UV impulsais atlieckama miopiné ragenos stromos ablia-
cija 5 mm skersmens optinéje zonoje ir suformuojama papildoma 0,5 mm
peréjimo zona (visas abliacijos zonos diametras 6 mm). Si zona formuojama
tam, kad buty susvelninta riba tarp abliuoto ir neabliuoto ragenos pavir-
siaus, t. y. kad abliacijos zonos kraste nelikty Suolisko ragenos kreivumo

spindulio pokycio.

Antroji abliacijos procedura — TransFRK. Jos metu epitelis Salinamas
nekontaktiniu budu, atliekant ,Sulinio* (pilnavidurio cilindro) pavidalo ab-
liacijg. Pasalinus epitelj, ragenos stromoje formuojamas refrakcijos pokytis.
Ragenos skersinis pjuvis ir TransFRK proceduros metu suformuoto darinio
profilis pavaizduotas 3.11 pav.

Po refrakcinés korekcijos proceduros dar karta atliekama pachimetrija,
iSjungiamas prisiurbimas, pasalinama kailj laikanti plévelé. Operuota rage-
na patepama chloramfenikolio ir deksametazono (Oftan Dexa-Chlora) tepa-
lu, dedamas sterilus tvarstis ir uzklijuojama pleistru. Po operacijos triusis
sugrazinamas j vivariuma ir nuimamas tvarstis (jeigu triusis dar buna jo
nenusidraskes).

Po operacijos chloramfenikolio ir deksametazono (Oftan Dexa-Chlora)
lasai buvo lasinami septynias dienas po keturis kartus, po to dar tris dienas
po du kartus per dieng.
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3.12 pav. Ragenos storio matavimo sistemos principiné schema (a) bei $ios
sistemos taikymo praktikoje pavyzdys (b). Li—Ls — lesiai, PS — poslinkio
staliukas, GVS — galvanometriniai veidrodeliy skeneriai.

Ragenos storio stebéjimas operacijos metu. Ragenos storio jverti-
nimui ir pavirSiaus kokybeés charakterizavimui buvo surinkta 3.12 pav. pa-
vaizduota plySinio apsvietimo sistema. 532 nm bangos ilgio lazerio pluostas
iSple¢iamas lesiais Ly ir Ly ir fokusuojamas j plong juostele cilindriniu lesiu
L3 (F = +50mm) ties ragenos pavirsiumi. Ragenoje iSsklaidyta Sviesa re-
gistruojama naudojant skaitmening CCD kamerg CMLN-13S2M-CS (,,Point
Grey“, Kanada). Taip atvaizduojamas ragenos skerspjuvis ~ 1,25 mm ilgio
zonoje. Siuo metodu galima stebéti femtosekundine lazerine spinduliuote
suformuotg ragenos lopa, jvertinti ragenos lopo storio pokycius skirtingo-
se lopo vietose, charakterizuoti ragenos pavirsiaus nelygumus ir registruoti
ragenos storio kitimg abliacijos metu. Akies ragenos storio pokytis jvertina-
mas paslenkant ant poslinkio staliuko PS pritvirtinta matuojancia sistema
zinomu atstumu ir iSmatuojant, kokj bandinio pavirsiaus poslinkj tai ati-
tinka ekrane. Zinant § poslinkiy santykj ir uzfiksavus ragenos vaizda pries
abliacija ir po jos, galima apskaiciuoti absoliuty ragenos storio pokytj. La-
zerio pluosto kritimo kampas (« = 30°) parinktas taip, kad § CCD kamerg
nepatekty nuo ragenos pavirsiaus atsispindéjusi spinduliuoté, o buty stebi-

ma tik turyje skaidoma Sviesa (kamera orientuota 45° kampu).

3.12 pav. pavaizduota sistema tinka ne tik ragenos turyje issklaidytos
Sviesos, bet ir ragenos pavirsiaus stebéjimui — tam tereikia lazerinj Sviesos

saltinj pakeisti paprasta lempa, kuri tolygiai apsviesty tiriama pavirsiy.
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3.13 pav. Skirtingo intensyvumo triusio ragenos subepitelinés miglos nuo-
traukos, darytos pooperaciniy apziury metu. Nuotrauky kampuose zymimas
drumsties laipsnis pagal Fanteso skale [148]. E. Danielienés nuotraukos.

Pooperacinis stebéjimas. Iki reepitelizacijos pabaigos triusiy ragenos
buvo apziurimos plysine lempa ir fotografuojamos kas 1-3 dienas, po to
pirma meénesj kas savaite ir véliau kas ménesj iki 6 ménesiy. Apziuros me-
tu triusiai nebuvo migdomi. Rageny subepiteliné migla (drumstis) buvo
vertinama naudojant plysSine lempa. Subepitelinés miglos laipsnis buvo ver-
tinamas pagal Fanteso ir bendraautoriy sudaryta skale [148]. Pagal sia skale
subepiteliné miglos laipsnis lygus:

e 0 — ragena yra visiskai skaidri;
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1 — kiek didesné drumstis, netrukdanti jziuréeti smulkiy rainelés detaliy;

2 — svelnus rainelés detaliy neryskumas;

3 — vidutinis rainelés ir lesiuko vaizdo neryskumas;

4 — intensyvi stromos drumstis abliacijos vietoje.

Nuotraukos, iliustruojancios skirtingus triusio ragenos subepitelinés miglos
laipsnius, pateikiamos 3.13 pav.

Praéjus savaitei po operacijos (ataugus epiteliui) pachimetru buvo ma-
tuojamas ragenos storis: po apziuros plysine lempa sulasinama vietinio ane-

stetiko proksimetakaino hidrochlorido ir, ragenos drumsties centre (jeigu
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3.3. In vivo triusio ragenos abliacija

ji buvo matoma plika akimi) arba ragenos centre (jeigu drumstis nezymi),

iSmatuojamas ragenos storis.

Histologiniai tyrimai. Po numarinimo triusiy akiy obuoliai buvo enu-
kleuojami, fiksuojami 10 % neutraliame buferiniame formalino tirpale ir dvi
dienas laikomi kambario temperaturoje. Veliau atliekamas pjuvis per rage-
nos centrg link regos nervo, iSdziovinti audiniai impregnuojami parafinu.
Paruosti 5 um storio centrines akies dalies preparatai buvo dazomi hema-
toksilinu ir eozinu. Histologiniai pjuviai buvo analizuojami sSviesaus lauko
mikroskopu, registruojami ,Scanscope GL* (,Aperio Technologies“, JAV)
skeneriu. Ragenos pakitimai buvo vertinami lyginant su kontroline sveika

triusio ragena.

3.3.2 Lazerinés sistemos parametry pritaikymas in vivo eksper-
imentams

Pirmyjy in vivo eksperimenty tikslas buvo pritaikyti lazerine sistema
miopinei FRK procedurai, nustatyti ragenos abliacijos greitj ir optimalius
lazerinés spinduliuotés parametrus, patikrinti procedury atkartojamuma bei
parengti operacijos eigos ir gijimo vertinimo protokolus tolimesniems rage-
nos abliacijos femtosekundiniais 205 nm ir nanosekundiniais 193 nm impul-
sais tyrimams. Pirmajame in vivo tyrimy etape buvo atliktos 24 miopinés
FRK proceduros femtosekundiniais impulsais, 4 miopinés abliacijos komer-
cine eksimerine ArF lazerine sistema ir pademonstruota viena hipermetro-
piné transepiteliné abliacija femtosekundiniais impulsais (toliaregystes ko-
rekcija).

Atliekant abliacijos eksperimentus buvo pastebéta, kad skiriasi ex vivo
kiaulés ir in vivo triusio ragenos stromos abliacijos greiciai, todél negalima
tiesiogiai taikyti ex vivo kiauliy ragenose nustatyty parametry. Pachimetru
matuojant centrinj triusio ragenos storj pries abliacijg ir po jos, matavi-
my rezultatai prastai atsikartodavo. Todél triusio ragenos abliacijos greicio
jvertinimui buvo nuspresta atlikti ,Sulinio“ pavidalo abliacijg iki perforaci-

jos (ragena pazeidziama kiaurai).

Abliacijos greicio nustatymas. Atkartojama ir kontroliuojama refrak-
cijos pokycio formavimo procedura in vivo triusiy ragenose gali buti atlikta
tik zinant, kokio storio ragenos sluoksnis pasalinamas. Radus vienu ske-
navimo sluoksniu pasalinamos ragenos storj, galima tiksliai sumodeliuoti
abliuojamg erdvinj darinj, kuris atitikty konkrety refrakcijos pokytj. Taip
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pat svarbu zinoti, ar abliacijos greitis pavirsiniuose ir gilesniuose stromos
sluoksniuose yra vienodas.

IS pirmyjy n vivo triusiy rageny abliacijos tyrimy buvo pastebéta, kad,
paveikus mechaniskai arba abliuojant lazerine spinduliuote, gyvo organizmo
ragena deél sudirginimo bei j operuojama zong patekusiy skysciy ima tinti
(paburksta). Ilgai laikant atvira akj pastebimas ir priesingas efektas — rage-
na dziusta ir jos storis mazeéja. Todél norint suzinoti, kokj ragenos kiekj pa-
saliname, neuztenka kontaktiniu budu (pachimetru) iSmatuoti ragenos storj
pries abliacijg ir po jos. Norint iSsiaiskinti tikraja ragenos audinio abliacijos
sparta, triusio ragenoje buvo formuojamas 5,6 mm skersmens ,,Sulinys*“, Sa-
linant skritulio pavidalo sluoksnius. Pries eksperimentg pachimetru jvairiose
vietose buvo iSmatuotas ragenos storis. Eksperimentas buvo tesiamas tol,
kol ragena kazkurioje vietoje abliuojant pazeidziama kiaurai. Zinant rage-
nos storj pries operacija ir padalinus §j storj is abliacijos sluoksniy skaiciaus,
randamas vienu sluoksniu pasalintos ragenos stromos storis.

[Smatuotas in vivo triusio ragenos storio kitimas abliacijos metu pateiktas
3.14 pav. Pries abliavimg ragenos storis buvo 308 um, ragena pazeista kiau-
rai po 135 sluoksniy. Tai reiskia, kad vienu sluoksniu vidutiniskai buvo pasa-
linama 2,3 um ragenos. Abliacijos metu lazerio impulsy pasikartojimo daz-
nis buvo f = 20kHz, energijos tankis Gauso pluosto centre F' = 0,13 J /cm?,
spinduliuotes vidutiné galia P = 180 mW. IS 3.14 pav. taip pat matyti, kad
abliacijos greitis viso eksperimento metu isliko pastovus. Tai reiskia, kad
skirtingame gylyje esantys ragenos sluoksniai abliuojami vienodu greiciu,
todél suformuoti jvairius erdvinius darinius ir koreguoti ragenos refrakcija
galime lengvai, nejvesdami papildomy pataisy. 3.14 pav. desinéje pateiktas
ragenos skerspjuvis skirtingais laiko momentais, uzfiksuotas 3.12 pav. pa-
vaizduota sistema. Matome, kad netgi pacioje proceduros pabaigoje ragenos
pavirsius iSlieka gana lygus, o ragenos storis — pastovus visame skerspjuvyje.

Skysciy jtaka abliavimo greiciui. Jau seniai zinoma, kad, ragenos au-
dinj pamerkus j vandenj ar druskos tirpala, jis smarkiai iStinsta bei pra-
randa pradinj skaidruma [47, 48]. Dél ypatingos ragenos audinio sanda-
ros, absorbuojant skyscius ragena tinsta tik viena kryptimi — storéja [149].
Rentgeno spinduliy bei neutrony difrakcijos tyrimo metodai parodeé, kad,
didéjant hidratacijos laipsniui, didéja atstumai tarp kolageno skaiduly (fi-
briliy) [150, 151]. Esant pakankamai nedideliam skyscio kiekiui, kolageno
skaiduly skersmuo i$ pradziy tolygiai didéja [152]. Kai skyscio kiekis pa-
kankamai didelis, kolageno skaiduly skersmuo nustoja dideéti, tac¢iau ragena
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3.14 pav. In vivo triusio ragenos abliacijos femtosekundiniais impulsais
dinamika. Skirtingi simboliai atitinka skirtingose ragenos vietose atliktus
matavimus. Desinéje pateiktas ragenos skerspjuvis skirtingais laiko momen-
tais.

toliau tinsta, nes skystis yra sugeriamas kolageno skaidulas laikanciy pro-
teoglikany matricoje. Toks plétimasis nebéra tolygus — formuojasi zonos,
kuriose nebéra kolageno [153]. Didelé UV spinduliuotés sugertis ragenoje
siejama butent su kolageno baltymu, todél naturalu, kad abliacijos grei-
tis bei ragenos pavirsiaus kokybé po abliacijos smarkiai priklauso nuo sio
baltymo pasiskirstymo ragenos turyje.

Ragenos stromos tinimas turi neigiama jtaka pavirsiaus lygumui po ope-
racijos [154]. Del skirtingo skyscio kiekio skirtingose ragenos vietose, ab-
liacijos metu pasalinamas nevienodas ragenos storis, o dél pabrinkimo gali
pasikeisti ir ragenos abliacijos efektyvumas (salinama ne tik ragena, bet
ir joje esantis skystis) [155—-157]. Dél to operacijos baigtis sunkiai nuspe-
jama: sunku sukurti reikiamg refrakcijos pokytj, didéja ragenos pavirsiaus
nelygumai, kurie savo ruoztu taip pat daro neigiama jtaka pooperaciniam
gijimui [158].

FRK procediry metu, stebédami ragenos skerspjuvj bei matuodami ra-
geny storj pachimetru pries operacija ir po jos, pastebéjome, kad operacijos
metu ragenos storis keiciasi ne vien dél lazerinés spinduliuotés poveikio. Itin
akivaizdziai ragenos storis kinta tada, kai ragena yra drékinama BSS tirpa-
lu. Po abliacijos sudrékinta ragena is karto pradeda tinti. Kai kada ragenos
storis po keliy minuciy virsija pradinj ragenos storj, kuris buvo iSmatuotas
dar pries abliacijos procedura. Taip pat pastebéjome, kad ragena tinsta ne
tik po abliacijos lazerio impulsais, bet ir po mechaninio epitelio Salinimo
proceduros.
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3.15 pav. In wivo triusio ragenos tinimas po abliacijos femtosekundine

205 nm bangos ilgio spinduliuote, drékinant stromos pavirsiy BSS tirpalu.
Ragenos storis pries abliacija (298 ym) pazymétas bruksnine linija.

Norédami issamiau istirti, kaip kinta ragenos storis, kai stromos pavirsius
drékinamas, ir kaip abliacijos greitis priklauso nuo vandens kiekio ragenoje,
atlikome ,Sulinio® pavidalo ragenos abliacija. Lazerio spinduliuotés para-
metrai buvo identiski kaip ir pries tai atliktame abliacijos grei¢io eksperi-
mente. Vengdami papildomo mechaninio ragenos dirginimo atlikome tran-
sepiteline ~ 100 pm gylio abliacija 5,6 mm skersmens zonoje. 298 pm storio
ragena po abliacijos suplonéjo iki 207 um. Abliuotg ragenos pavirsiy 10 min.
drékinome BSS tirpalu ir kas minute matavome ragenos storj pachimetru.
In vivo triusio ragenos storio priklausomybé nuo laiko pavaizduota 3.15 pav.
Kaip matyti iS Sio paveikslélio, drékinamos ragenos storis per pora minu-
¢iy pasieké pradine neabliuotos stromos storio verte (298 um), o po 10 min

ragena buvo mazdaug du kartus storesné (428 pm) nei pradzioje (207 um).

Po drékinimo proceduros triusio akies ragena tolygiai abliavome 5,6 mm
skersmens zonoje iki perforacijos ir, naudodami 3.12 pav. pavaizduotg plysi-
nio pasvietimo sistema, filmavome ragenos storio kitimg. Gautus rezultatus
palyginome su nedrékintos ragenos abliacija tokiomis paciomis salygomis
(aprasyta ankstesniame skyrelyje). 3.16 pav. pateikiama brinkintos ir neb-
rinkintos triusio ragenos storio priklausomybé nuo laiko, abliuojant femtose-
kundiniais UV impulsais. Tam, kad buty galima palyginti abliacijos sparta,
matavimy duomenys buvo aproksimuoti tiesémis, kuriy polinkio kampas
nusako abliacijos greitj. Mélyna kreivé vaizduoja normalios (neisbrinkusios)
triusio ragenos storio kitimg laike, raudona — brinkintos ragenos storio ki-
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3.16 pav. Normalios triusio ragenos (mélyna kreive) ir brinkintos BSS tir-
palu (raudona kreivé) storio kitimas abliuojant femtosekundiniais UV im-
pulsais. Zalia kreivé iliustruoja brinkintos ragenos storio kitima, sunormuota

1 pradinj ragenos storj pries brinkinimg. Matavimy rezultatai aproksimuoti
tieseémis.

tima abliacijos metu, o zalia kreivé atitinka tos pacios iSbrinkintos ragenos
storio kitima, sunormuota j ragenos storj pries brinkinima (207 pm).

Aproksimave matavimy duomenis tiesémis nustatéme, kad 5,6 mm skers-
mens plote normali (nebrinkinta) ragena buvo salinama (1,004 0,02) yum/s,
o isbrinkusi — (1,794 0,03) um/s greiciu. Is siy rezultaty galima daryti iSva-
da, kad, vertinant bendra pasalinta ragenos audinio ir jame esancio skyscio
turj, iSbrinkusi triusio ragena femtosekundiniais impulsais abliuojama grei-
¢iau nei neisbrinkusi. Tai paaiskina ir musy stebéty ex vivo kiaulés ir in
vivo triusio rageny abliacijos greiciy skirtuma — skysciy apykaitos balansas
ex vivo akyse yra sutrikes (ragenos isbrinkusios), todél abliacijos greitis ex
vivo kiauliy ragenose yra mazdaug du kartus didesnis nei in vivo triusiy
ragenose. Butent todél ex vivo eksperimenty rezultatai negali buti tiesiogiai
pritaikyti praktikoje ir in vivo tyrimai yra butini.

Grijzkime prie in vivo ragenos abliacijos greic¢io. Svarbiausia uzduotis for-
muojant refrakcijos pokytj — pasalinti reikiamag ragenos audinio kiekj, kuris
uztikrinty tinkama refrakcinés ydos korekcija po operacijos, kai skysciy apy-
kaita ragenoje yra normali. Todél, vertinant abliacijos greitj, reikia atmesti
ragenos absorbuoto skyscio jtaka, t. y. iSbrinkusios ragenos storj butina su-
normuoti j pries brinkinima iSmatuota verte (zr. 3.16 pav., raudona ir zalia
kreivés). Tai padare gauname, kad isbrinkusios ragenos abliacijos greitis,
atmetus skysciy jtaka, yra (0,85+0,01) pm/s, t. y. mazesnis nei nebrinkin-
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tos (1,00 pm/s). Smarkiai hidratuotos ragenos abliacijos greicio sumazéjima
galima paaiskinti tuo, jog dalis impulso energijos sunaudojama papildomo
skyséio pasalinimui [146]. Verta pastebéti, kad Ssiame musy eksperimente,
dirbtinai drékinant akies pavirsiy, buvo sukurtos ekstremalios salygos (akies
pavirsius 10 min. laikomas uzpiltas BSS tirpalu), kurios visiskai neatitinka
realiy standartinés lazerinés refrakcijos korekcijos proceduros salygy. Todél
drasiai galima teigti, kad atliekant refrakciniy ydy korekcija femtosekundi-
niais 205 nm impulsais, dél pertekliniy skysciy arba ragenos iSsauséjimo,
abliacijos greitis neturéty pasikeisti daugiau nei 10 %.

1994 m. P. J. Dougherty su bendraautoriaus, atlikdami galvijy rageny
abliacijos eksimerinio ArF lazerio impulsais eksperimentus, taip pat nusta-
te, kad abliacijos greitis priklauso nuo ragenos hidratacijos lygio — didéjant
vandens kiekiui, abliacijos greitis mazéja [155]. Nors yra zinoma, kad virsu-
tiniuose ragenos sluoksniuose vandens kiekis yra mazesnis nei giliuosiuose
sluoksniuose [46, 47], taciau musy ex vivo abliacijos eksperimentai tokios
tendencijos nerodo — ragenos stromos abliacijos femtosekundiniais UV im-
pulsais greitis islieka pastovus ir nepriklauso nuo abliacijos gylio. Todél ga-
lime teigti, kad hidratacijos pokytis per visa ragenos storj yra pakankamai
mazas ir nedaro pastebimos jtakos abliacijos greiciui. O tai yra labai svarbu,
nes atliekant tiek mazo, tiek didelio gylio abliacijas femtosekundiniais UV

impulsais, galima tikétis atkartojamy refrakciniy ydy korekcijos rezultaty.

Imuninio atsako jtaka gijimui. IS pirmajame tyrimy etape, kurio tiks-
las buvo parinkti lazerinés sistemos parametrus, atlikty FRK procedury
rezultaty pastebéjome, kad triusiy ragenos gijimas gana smarkiai priklauso
nuo konkretaus individo imuninio atsako. Po vienody abliacijos procedu-
ry skirtingy triusiy akys gijo skirtingai, o to paties individo ragenos gijo
panasiai net tada, kai abiejose akyse buvo atliktos skirtingos proceduros.
Tokios individualios triusiy gijimo tendencijos daro gana didele jtakg bend-
riems rezultatams, ypac kai tarpusavyje lyginama mazy tiriamyjy grupiy
gijimo rezultatai. Norint gauti patikimus rezultatus, vienos tiriamosios gru-
pés operuoty triusiy akiy skaic¢ius turi buti pakankamai didelis (bent 10-20,
atsizvelgiant dar ] tai, kad gali pasitaikyti komplikacijy ir dalis akiy nebus
itraukiama j bendrus rezultatus). Stengdamiesi sumazinti skirtingy indivi-
dy imuninio atsako jtaka bendriems gijimo rezultatams kai kuriuose FRK
tyrimuose vienam triusiui skirtingose akyse atlikome skirtingas tiriamasias
procediiras. Sj buida taikéme lygindami femtosekundiniais 205 nm ir na-
nosekundiniais 193 nm impulsais atliktas FRK proceduras. Taciau visiskai
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isvengti individualaus triusio gijimo jtakos visy tyrimy rezultatams mums
nepavyko deél gana didelio skaic¢iaus skirtingy tiriamyjy procedury bei riboto
triusiy skaiciaus.

Atsizvelgdami | siame skyriuje aprasytus rezultatus, suformulavome ke-
leta gairiy, kuriy reikéty laikytis norint operacijos metu suformuoti prog-
nozuojama refrakcijos pokytj bei islaikyti lygy stromos pavirsiy po abliaci-
jos: 1) operacijos metu turi buti kontroliuojamas operaciniy skysciy kiekis,
2) priesoperacinis pasiruo$imas turi trukti kiek galima trumpiau ir 3) pries
stromos abliacijg reikia vengti bet kokio bereikalingo mechaninio ragenos
dirginimo. Siy gairiy laikémeés atlikdami 3.3.3 ir 3.3.4 skyriuose aprasomus
FRK ir TransFRK eksperimentus.

3.3.3 Fotorefrakciné keratektomija

Siekdami iSsiaiskinti, kaip gyja triusiy ragenos po abliacijos femtosekun-
diniais UV impulsais, atlikome skirtingy gyliy — 130 gm ir 30 gm — miopijos
korekcijos proceduras. Po abiejy procedury stromos pavirsiaus lygumas, ap-
ziuréjus ragenas mikroskopu, atrodé panasiai. Tam, kad stromos pavirsiaus
lygumas buty jvertintas nuodugniau, dviejy triusiy akys (dvi po gilios ir dvi
po negilios abliacijos) i karto po operacijos buvo paimtos histologiniams
tyrimams. Sviesaus lauko mikroskopiné histologiniy preparaty analizé jokiy
esminiy skirtumy tarp abliuoty rageny pavirsiy taip pat neparodé. Tiek po
gilios, tiek po negilios abliacijos pavirsiniame ragenos sluoksnyje Siluminiy
stromos pazeidimy nepastebéta.

Po operacijos iki 6 ménesiy sekéme, kaip kinta triusiy ragenos subepite-
linés miglos intensyvumas. IS viso buvo stebéta 16 akiy po 30 um ir 14 akiy
po 130 um gylio miopinés abliacijos. Subepitelinés miglos intensyvuma ver-
tinome tik normaliai gyjanc¢ioms ragenoms, t. y. kurios po operacijos reepi-
telizavosi per 7 dienas ir kuriose nebuvo uzdegiminiy reakcijy pozymiy. Per
leta reepitelizacija buvo stebéta vienoje akyje po gilios abliacijos ir dviejose
po negilios abliacijos. Taip pat, vertinant subepiteline migla, nejtraukta vie-
na akis is gilios abliacijos grupes dél pastebéto infiltrato ir viena is negilios
abliacijos grupes deél tre¢ia savaite atsiradusio keratito. Sios komplikacijos
galéjo atsirasti dél to, kad musy tyrimy laboratorijoje nebuvo uztikrintos
sterilios salygos, o ragenos imobilizavimui naudotas daugkartinis siurbtukas.
Kaip ir buvo galima tikétis, po gilesnés abliacijos ragenos drumsteési inten-
syviau nei po negilios abliacijos (3.17 pav.). Pirmaji ménesj abiejy triusiy
grupiy subepiteliné ragenos migla intensyveéjo, praéjus meénesiui po opera-
cijos drumstis buvo intensyviausia, o veliau ragenos laipsniskai skaidreéjo.

87



3. Ragenos abliacija

” 410 ! | ! | ! | ! | ! | ! |
% 35l —a— Abliacijos gylis 130 pm
'(_%' —A— Abliacijos gylis 30 pm
3 3,0 % -
2 i —_
E 25 -
3 -
S 20} \%/% i
]
I I
@ 15F AT 1 -
5 i I\T
R 110 B I\T =+ -
C L —T AV
5 I T~ T
c 05 .L\I —
> L

0’0 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | |

0 30 60 90 120 150 180 210

Laikas po FRK procediros (dienos)

3.17 pav. Vidutinés subepitelinés miglos dinamika po gilios 130 um (juoda
spalva) ir negilios 30 um (pilka spalva) miopinés FRK proceduros femto-
sekundiniais UV impulsais. Statistiskai besiskiriantys duomenys pazymeéti
tusciaviduriais simboliais.

Tokia triusio ragenos gijimo eiga budinga ir po abliacijos eksimeriniu ArF la-
zeriu [52]. Pagal Mann—Whitney statistinj testa jvertinus gijimo rezultatus,
statistiskai reikSmingas vidutinio subepitelinés miglos intensyvumo skirtu-
mas (p = 0,05) tarp abiejy tiriamyju grupiy stebétas nuo trecios savaités
iki stebéjimo pabaigos (6 mén.).

Pasibaigus gijimo stebéjimo laikotarpiui 11 akiy po gilios ir 6 akys po
negilios abliacijos buvo enukleuotos histologinei analizei. Po gilesnés ablia-
cijos kai kuriuose histologiniuose pjuviuose buvo stebimas storesnis sube-
pitelinés fibrozés sluoksnis. Tai patvirtina ir subepitelinés miglos vertinimo
rezultatus. Daugiau esminiy skirtumy tarp abiejy grupiy atlikus histologine
analize nebuvo pastebeéta. Keliose ragenose is abiejy tiriamyjy grupiy bu-
vo uzregistruota nezymi epitelio pamatiniy (kurios yra arciausiai stromos)
lasteliy edema. Gilesniuose stromos sluoksniuose, Descemeto membranoje
ir endotelyje patologiniy pakitimy nepastebéta.

Antroji tyrimo dalis buvo skirta palyginti femtosekundiniais UV impul-
sais (205 nm) ir komercine nanosekundine eksimerine ArF lazerine siste-
ma (193 nm) atliktas vienodo abliacijos gylio miopines FRK proceduras.
Devyniems triusiams vienoje akyje atlikome miopine 30 pm gylio abliaci-
ja femtosekundiniais impulsais, kitoje akyje — tokio pat gylio abliacija na-
nosekundiniais impulsais. Vienoje akyje po femtosekundinés, ir vienoje po
nanosekundinés abliacijos iSsivysté keratitas, todél subepiteliné migla buvo
vertinama tik 8 akims is kiekvienos grupés. Subepiteliné migla stebéta vieng
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3.18 pav. Vidutinés subepitelinés miglos dinamika po 30 pm gylio miopinés
FRK procediuros femtosekundiniais Yb:KGW lazerio penktosios harmonikos
(zalia spalva) ir tokio pat gylio abliacijos nanosekundiniais eksimerinio ArF
lazerio (raudona spalva) impulsais.
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3.19 pav. Triusio ragenos pavirsiaus temperaturos pokytis FRK proceduros
metu: 130 pm (mélyna kreivé) ir 30 um (zalia kreivé) gylio miopiné abliacija
femtosekundiniais UV impulsais, bei 30 um (raudona kreivé) gylio miopiné
abliacija nanosekundiniais eksimerinio ArF lazerio impulsais.

meénesj po operacijos, iki kol pasiekiamas intensyviausias ragenos drumstu-
mas [52]. Vidutiné subepiteliné migla visa stebéjimo laikotarpj buvo Siek
tiek intensyvesné eksimeriniu ArF lazeriu operuotose akyse (zr. 3.18 pav.),
taciau statistiskai gijimo rezultatai nesiskyré (p = 0,05).

Praéjus ménesiui po operacijos triusiy akys buvo enukleuotos histolo-
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gijai. Sviesaus lauko histologiniy preparaty mikroskopija neparodé esminiy
skirtumy tarp ragenuy, operuoty femtosekundiniais (205 nm) ir nanosekundi-
niais (193 nm) impulsais. Femtosekundiniais UV impulsais operuotose akyse
epitelis buvo normalus, tik vienoje akyje pastebéta epitelio hiperplazija. IS
septyniy nanosekundiniu lazeriu operuoty rageny trijose rasti lokalus isplo-
néjimai (atrofija), vienoje ragenoje — nedidelé epitelio pamatiniy lasteliy
edema. Abiem lazeriais operuoty rageny, kuriose buvo uzfiksuota intensy-
vesné subepiteliné migla, histologiniuose pjuviuose buvo matyti panasios
strukturos ir panasaus storio subepitelinés fibrozés sluoksniai.

FRK procedury metu IR spinduliy kamera buvo stebima ragenos pavir-
Siaus temperatura. Ragenos temperaturos pokyciai gilios (130 um) ir negi-
lios (30 um) abliacijos femtosekundiniais 205 nm impulsais bei 30 um gylio
abliacijos nanosekundiniais eksimerinio ArF 193 nm lazerio impulsais metu
pateikti 3.19 pav. Kaip matyti is Sio grafiko, atliekant 30 pm gylio abliacija
tiek ArF (raudona linija), tiek Yb:KGW lazerio penktosios harmonikos im-
pulsais (zalia linija), maksimalus ragenos temperaturos pokytis sieké 2 °C.
Taip pat verta atkreipti démesj j tai, kad eksimerinio ArF lazerio spinduliuo-
té FRK proceduros metu buvo periodiskai iSjungiama, todél ragena turéjo
laiko atvesti (3.19 pav., raudona linija). Tuo tarpu, abliuojant femtosekun-
diniais UV impulsais, FRK procedura buvo atlikta be pauziy.

Miopiné 30 pm gylio abliacija 5 mm skersmens optinéje zonoje su 0,5 mm
peréjimo zona is viso truko 11 s. Tokio gylio abliacija 5 mm optinéje zono-
je pasalintu ragenos turiu atitinka 3,0 D refrakcijos korekcijos procedura.
Tai reiskia, kad femtosekundiniais impulsais 1,0 D refrakcijos pokytis sufor-
muojamas per 3,7 s. Si trukmeé yra artima musy naudotos eksimerinés ArF
lazerinés sistemos abliacijos spartai (3,0 D per 10 s, jeigu nejskaic¢iuojame
pauziy FRK proceduros metu). Taciau siuolaikinés komercinés eksimerinés
ArF lazerinés sistemos yra kur kas greitesnés — abliacijos sparta formuo-
jant miopija koreguojant] refrakcijos pokyti 6 mm optinéje zonoje siekia
1,3 /D [90].

3.3.4 Transepiteliné fotorefrakciné keratektomija

Si in vivo eksperimenty serija buvo skirta iSsiaiskinti, kaip gyja triusiy ra-
genos po gilios abliacijos femtosekundiniais impulsais, kai abliacijos sparta
yra dar didesné. Siam tikslui buvo atlikti eksperimentai su 33 triusiais. Dvi
triusiy akys naudotos epitelio abliacijos proceso charakterizavimui, 20 akiy
atlikta nepertraukiama ~ 110 ym gylio TransFRK procedura, 12 akiy ope-
ruotos komercine eksimerine ArF lazerine sistema bei 8 akys operuotos mo-
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difikavus femtosekunding TransFRK procedira, imituojant eksimerinio la-
zerio abliacijos protokola. Histologinei analizei iS karto po operacijos buvo
paimtos 2 akys po eksimerinio ArF lazerio abliacijos ir 3 akys po modifikuo-
tos TransFRK procediros. TransFRK abliacijos procedura tyrimams buvo
pasirinkta dél keleto priezasciy.

Pirma, si procedura leidzia imituoti sudétingiausias FRK procediiros sa-
lygas: atliekant gilig transepiteline abliacija lazeriu pasalinamas zymiai di-
desnis ragenos audinio turis nei atliekant jprasta FRK procedura. Didinant
abliacijos gyli (didéjant lazerio impulsy skaiciui), abliuojamo pavirsiaus ne-
lygumai auga [159, 160]. Maza to, iSauga proceduros trukmeé, o kartu ir
maksimali ragenos pavirSiaus temperatura. Ragenos pavirsiaus tempera-
turos pokytis abliacijos metu bei pavirSiaus kokybé po abliacijos yra labai
svarbus gijimo procesui [160-164]. Todél, atliekant gilia transepiteline ablia-
cija, mes galime jvertinti patj blogiausiag gijimo scenarijy — didelis pasalinty
audiniy kiekis, maksimali ragenos temperatura, didZiausi ragenos stromos
pavirsiaus nelygumai.

Antra, kitaip nei nuvalant epitelj] mechaniskai, transepitelinés abliacijos
metu visiems triusiams epitelis Salinamas vienodomis salygomis — simetris-
koje, vienodo skersmens zonoje, vienoda laiko tarpa, be papildomo mecha-
ninio dirginimo. Todél sumazinama pasaliniy veiksniy jtaka gijimui.

Trecia, kadangi nebereikia epitelio salinti mechaniskai, o taip pat epitelio
ir stromos abliacija atliekama viena po kitos, be stabdymy, sutrumpéja
bendra procediiros trukmeé ir sumazéja infekcijos rizika. Sis veiksnys buvo
itin aktualus, nes abliacija femtosekundiniais UV impulsais buvo atliekama
ne sterilioje operacinéje, o jprastoje laboratorinéje patalpoje.

Ketvirta, kadangi epitelio nereikia salinti mechaniskai, iSvengiama papil-
domo ragenos tinimo, kuris savo ruoztu gali turéti jtakos refrakcijos korek-

cijos rezultatams.

Procediuros. Femtosekundiniais UV impulsais atlikome nepertraukiama
110 pm gylio TransFRK procedira, epitelj pasalinome 6,6 mm zonoje, o
refrakcijos pokytj formavome 6 mm skersmens optinégje zonoje (abliacijos
metu suformuojamo darinio profilis pavaizduotas 3.11 pav.). Atsizvelgdami
i vidutinj triusio epitelio storj (32,2-47,7 um [34, 55, 165-168]) jvertinome,
kad 110 pum gylio abliacijos metu pasalinamos stromos storis turéty buti 60—
80 pm. Pagal pasalinamos stromos storj galima jvertinti apytikslj miopinés
abliacijos refrakcijos pokytj — kai 6 mm optinéje zonoje centrinis abliacijos
gylis 70 pm, tai sukuriamas ~ 5,0 D refrakcijos pokytis. Laika, per kurj fem-
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tosekundiniais impulsais 6 mm skersmens zonoje visiskai pasalinamas epi-
telis, nustatéme stebédami ragenos liuminescencijos kitimg abliacijos metu.
Tam atlikome miopine transepiteline abliacija dviejose triusio akyse. Rage-
nos liuminescencija buvo registruojama filmuojant skaitmeniniu fotoaparatu
,COOLPIX P310“ (,Nikon“, Japonija). Pagal liuminescencijos pokytj jver-
tinome epitelio pasalinimo laika bei parengéme abliacijos protokola 110 ym
gylio TransFRK procedurai: 15 s tolygiai salinamas epitelis, 8 s ragenos
stromoje formuojamas refrakcijos pokytis.

Tam, kad galétume atkartoti analogiska transepiteline abliacija komerci-
ne eksimerine ArF lazerine sistema, turéjome iSsiaiskinti, kokj stromos ab-
liacijos gylio ekvivalentg reikia nustatyti FTK proceduros metu, kad epitelis
buty visiskai pasalintas 6 mm optinéje zonoje. Todél dviejose ragenose, at-
likdami didelio gylio FTK procedura, registravome liuminescencijos pokyt;j.
Nustatéme, kad epitelio liuminescencija smarkiai sumazéja atlikus 55 pm
gylio FTK procedurg. Atsizvelgdami j tai, suformulavome transepitelinés
abliacijos protokolg eksimerinei ArF lazerinei sistemai: is pradziy atliekama
55 um gylio FTK procedura 6,6 mm skersmens zonoje, o tada atliekama
miopiné 70 um gylio FRK procedura ,,PlanoScan* rezimu (refrakcijos poky-
tis skaic¢iuojamas ne pagal individualy, bet pagal standartinj keratometrijos
dydj, t. y. 43,3 D). Naudota eksimeriné lazeriné sistema pagal gamintojo nu-
statyta protokola jterpia privalomas periodines pauzes j abliacijos algoritma.
Dél sios priezasties FTK proceduros metu lazerio spinduliuoté 7 kartus bu-
vo iSjungta mazdaug 2 s, o refrakcijos pokycio formavimo metu — 3 kartus
po ~ 2s. Eksimerinés sistemos parametry pakeitimas tarp FTK ir FRK
procedury uztrukdavo apie 3 min.

Ragenos storio matavimo rezultatai po abliacijos eksimeriniu ArF lazeriu
mus nustebino — jvertintas vidutinis abliacijos gylis buvo 151,4 £ 19,7 pum,
vietoje planuoto 110 pm (priezastys aptariamos 3.4 skyrelyje). Todél nutare-
me pakartoti femtosekundine abliacija, modifikuodami abliacijos algoritma
taip, kad procedura buty kaip galima artimesné eksimerinio lazerio ablia-
cijai: jterpéme atitinkamas pauzes | abliacijos algoritma (7 pauzés po 2 s
epitelio abliacijoje, 3 min pauzeé tarp epitelio ir stromos abliacijos ir 3 pauzés
po 2 s refrakcijos pokycio formavimo etape) bei pagilinome stromos abliaci-
ja tiek, kad bendras TransFRK proceduros gylis buty 150 um, t. y. artimas

vidutiniam eksimerinio lazerio abliacijos gyliui.

Epitelio abliacija. TransFRK procedury metu nufilmavome vienuolikos

triusiy rageny liuminescencijos dinamikas. Analizuodami video medziaga,
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3.20 pav. Triusio ragenos liuminescencijos pokytis femtosekundinés ne-
stabdomos 110 um gylio TransFRK proceduros metu.

vertinome, kaip tiksliai pasalinamas epitelis, stebéjome epitelio sluoksnio
tolyguma bei skirtingy triusiy epitelio storio variacijas. 3.20 pav. parodyta,
kaip keiciasi triusio ragenos audinio liuminescencija abliuojant femtosekun-
diniais UV impulsais. IS nuotrauky matyti, kad ragenos epitelis (t = 1s)
liuminescuoja Zymiai intensyviau nei stroma (¢ = 14s). Taip pat, i§ vi-
duriniajame paveikslélyje (¢ = 12's) uzfiksuoto netolygaus liuminescencijos
intensyvumo pasiskirstymo (tuo metu, kai pasiekiama epitelio ir stromos
riba) matyti, jog ragenos epitelio storis visoje 6,6 mm abliacijos zonoje né-
ra pastovus. 3.20 pav. pateiktu atveju epitelis storesnis ragenos centrinéje
dalyje. Taciau, iSanalizavus 11 akiy abliacijy duomenis, bendra epitelio sto-
rio netolygumy tendencija nebuvo pastebéta — vieta, kurioje epitelio laste-
liy sluoksnis storiausias, buvo stebima skirtingose abliacijos zonos vietose.
Taip pat reikia paminéti, kad abliacijos metu stebétas liuminescencijos in-
tensyvumo pokytis nebuvo vienintelis indikatorius, pagal kurj sprendéme,
ar epitelis visiskai pasalintas. Abliacijos metu, pasiekus epitelio ir stromos
ribg, kartu su liuminescencijos sumazéjimu buvo stebimas suoliskas ragenos
pavirsiaus kokybés pasikeitimas — i$ blizgancio (epitelis) j Sviesa sklaidantj
(stroma). Tai matyti ir 3.20 pav., lyginant lempos atspindzius nuo ragenos

pavirsiaus laiko momentais t = 1sir t = 14s.

Laikas, per kurj pasalinamas epitelis, buvo vertinamas analizuojant fil-
muota medziaga. Video kadrai buvo isskaidyti j raudona, zalig ir mely-
na kanalus. Epitelio liuminescencija intensyviausia mélynojoje spektro da-
lyje (400-500 nm) [169, 170], todél tolimesnei analizei buvo imamas tik
melynas kanalas. Pazymeéjus abliacijos zong elipse, visy toje zonoje esan-
¢iy tasky intensyvumas buvo suvidurkintas ir gauta suintegruota santyki-
né liuminescencijos intensyvumo verté. Atlikus tokia analize visiems video
kadrams, buvo gauta liuminescencijos intensyvumo priklausomybé nuo lai-
ko (3.21 pav.). Isanalizavus 11 video jrasy i$ triusiams atlikty TransFRK
procedury, buvo jvertinta, per kiek laiko pasiekiama ragenos stroma ir
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3.21 pav. Triusio ragenos liuminescencijos kitimas laike atliekant a)
femtosekunding nestabdoma 110 pm gylio TransFRK ir b) 150 um gylio
TransFRK su pauzémis.

kada visiSkai pasalinamas epitelis visoje 6,6 mm abliacijos zonoje. Nu-
statyta, kad 6,6 mm skersmens abliacijos zonoje ragenos stroma pasie-
kiama vidutiniskai per (13,2 + 1,3)s, o epitelis visiskai pasalinamas per
(15,0 + 0,8) s. Perskai¢iavus procentais nuo triusio epitelio storio viduti-
neés vertés, gaunama, kad epitelio storio variacijos 6,6 mm zonoje siekia
(12 + 5) %. Mes neturéjome techniniy galimybiy tiksliai iSmatuoti triusiy
epitelio storio, todél epitelio abliacijos greitj vertinome tik atsizvelgdami j
literaturoje pateiktas vidutines triusio epitelio storio vertes, kuriy diapa-
zonas 32,2-47,7 um [34,55,165-168|. Pagal tai galima jvertinti, kad triusio
epitelio abliacijos femtosekundiniais 205 nm bangos ilgio impulsais sparta
yra tarp 0,186 x 10° ym?/mJ ir 0,275 x 10% ym?/mJ.

Triusio ragenos storio kitima laike stebéjome naudodami 3.12 pav. pa-
vaizduotg plysinio pasvietimo sistema. Ragenos skerspjuvio vaizdai fem-
tosekundinés 110 pm gylio TransFRK proceduros metu pateikti 3.22 pav.
Kaip matyti is paveikslélio, laiko momentu ¢ = 0's ragenos virsuje matomas
plonas epitelio sluoksnis, kuris visiskai dingsta po epitelio Salinimo etapo
(t = 15s). TransFRK proceduros pabaigoje (t = 23s) ragena akivaizdziai
suplonéjusi, o stromos pavirsius islieka lygus.

Kaip matyti iS 3.21 pav., ragenos liuminescencijos registravimas leidzia
gana tiksliai jvertinti, kada abliuojant pasiekiama epitelio ir stromos ri-
ba. Kadangi liuminescencijos registravimui reikia tik CCD kameros, toks
metodas galéty buti naudojamas realiuoju laiku. Tai leisty ne tik tiksliai
nustatyti epitelio ir stromos ribg ir kartu iSsaugoti maksimaly ragenos storj
po operacijos, bet ir jvertinti paciento epitelio sluoksnio netolygumus. Kaip
jau minéta, epitelio lastelés atlieka ragenos glotninimo funkcija, dél to epi-
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3.22 pav. Ragenos skerspjuvis femtosekundinés 110 pm gylio TransFRK
proceduros metu.

telio storio netolygumai is tikryjy tik atspindi ragenos stromos pavirSiaus
defektus. Todél refrakcinés korekcijos proceduros metu registruojama ra-
genos liuminescencijos dinamika sudaryty galimybe ne tik tiksliai pasalinti
epitelj, bet ir individualiai kiekvienam pacientui koreguoti stromos defektus.

Abliacijos sparta. Tam, kad galétume jvertinti, kokig ragenos stromos
audinio dalj vidutiniskai pasalinome kiekvienos is procedury metu (110 gm
ir 150 um gylio TransFRK abliacija femtosekundiniais impulsais bei 150 pm
gylio abliacija eksimerinio ArF lazerio nanosekundiniais impulsais), visiems
triusiams pachimetru matavome ragenos centrinj storj. 3.23 pav., a dalyje
grafiskai pateikiami apibendrinti centrinio ragenos storio matavimo rezul-
tatai skirtingais proceduiry etapais (pries abliacija, po epitelio pasalinimo ir
po stromos abliacijos), o 3.23 pav., b dalyje — ragenos storis po operacijos
ir praéjus savaitei po operacijos (su ataugusiu epiteliu). Kad buty lengviau
jsivaizduoti, histogramy stulpeliai iliustruojami kaip ragenos histologiniai
pjuviai, kur virsutinis lasteliy sluoksnis yra epitelis, po juo — ragenos stro-
ma (storiausias ragenos sluoksnis), o apacioje du ploni ragenos sluoksniai
— Descemeto membrana ir endotelis (ragenos struktura iSsamiai aprasyta
1 skyriuje ir pavaizduota 1.2 pav.).

Kaip matyti is 3.23 pav., Salinant epitelj eksimerinio ArF lazerio im-
pulsais buvo nuabliuojamas Zymiai storesnis ragenos sluoksnis nei femtose-
kundiniy procedury metu. Priminsime, kad epitelio abliacijos etapo trukme
abiems lazerinéms sistemoms parinkome vienodai — pagal mélynos liumines-
cencijos intensyvumo sumazéjimg. Didesnis eksimeriniu ArF lazeriu pasalin-

ty ragenos audiniy kiekis gali buiti susijes su proceduros trukme — eksimeriné
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3.23 pav. Vidutinio centrinio ragenos storio matavimy rezultatai a) skir-
tingais lazeriniy procedury etapais: pries procediira (visas stulpelio aukstis),
pasalinus epitelj (bruksniné linija) ir po stromos abliacijos (taskiné linija);
b) po abliacijos proceduros (taskiné linija) ir praéjus savaitei po operaci-
jos (visas stulpelio aukstis). Ties kiekviena vidutinio ragenos storio verte,
viduryje stulpelio pateikiami atitinkami standartiniai nuokrypiai.

lazeriné sistema veiké su pauzémis ir epitelio salinimas truko zymiai ilgiau,
nei atitinkama procedura femtosekundiniais impulsais (atitinkamai ~ 69s
ir 15 s). Dél to ragena galéjo issauséti ir, dél iSgaravusio vandens, pasikeité
ragenos stromos storis. Fakta, kad eksimerinio lazerio impulsais pasalinus
epitelj triusio ragena issausédavo, patvirtina ir tai, kad nei vienai ragenai
negaléjome atlikti pachimetrijos nesudrékine matavimo zondo galiuko. Tuo
tarpu po analogiskos (150 um gylio ir panasios trukmeés) TransFRK proce-
duros femtosekundiniu lazeriu visi pachimetrijos matavimai atlikti nedre-
kinant ragenos. Uzregistruotas pasalintos ragenos storis po visos abliacijos
eksimeriniu lazeriu taip pat buvo didesnis nei tikétasi. Vietoje numatyty
110 pm, jvertine vidutine abliacijos gylio verte, gavome 151,4 + 19,7 pym.
Tokj didelj abliacijos gylio neatitikimg galéjo lemti keli veiksniai. Pirma, ra-
genos galéjo issauséti del ilgos proceduros trukmeés, siluminio spinduliuotés
poveikio ir sauso oro operacinéje patalpoje, o tai savo ruoztu galéjo dary-
ti jtaka abliacijos greiciui [155-157]. Antra, pachimetrijos rezultatai galéjo
buti iskraipyti del per stipraus pachimetro zondo jspaudimo j sausa ragena.
Literaturoje aprasytas atvejis, kai zmoniy ragenos pachimetriniy matavimy
rezultatai po TransFRK proceduros taip pat gana smarkiai (28 %) neatitiko
realaus abliacijos gylio. Sj neatitikima autoriai siejo su ragenos dehidrata-
cija ir proceduros trukme [171]. Trecia priezastis galéty buti eksimerinés
ArF lazerinés sistemos gamintojo jskaic¢iuota abliacijos gylio korekcija, kuri
yra jvertinta statistiskai, pagal sugijusios Zzmogaus akies vidutinj refrakcijos
pokyti [172].

Tiksliau pasalintos ragenos stromos storio pokytj galima jvertinti lygi-
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nant ragenos storj po operacijos su ragenos storiu po reepitelizacijos, kai
hidratacijos lygis tampa normalus. Lygindami ragenos storio vidurkj pries
operacijg ir praéjus vienai savaitei po jos, gavome, kad po femtosekundiniy
110 pm ir 150 pm gylio TransFRK procedury pasalintos stromos storis buvo
atitinkamai 75,8 +23,3 pm ir 119,6 £ 28,3 pum. [skaicius ataugusj triusio epi-
telio storj, Sios vertés atitinka musy numatyta abliacijos gylj. Tokiu paciu
budu apskaic¢iuotas eksimeriniu lazeriu pasalinto stromos sluoksnio storis
buvo 120,8 + 17,4 pm.

Rezultatus galima apibendrinti taip: nors transepitelinei abliacijai is pir-
mo karto nepavyko tinkamai parinkti eksimerinés ArF lazerinés sistemos
parametry, taciau, pakeite femtosekundinés Yb:KGW lazerinés sistemos ab-
liacijos parametrus (jterpe pauzes ir padidine abliacijos gylj), sugebéjome

gana tiksliai atkartoti eksimerine sistema atliktas abliacijos proceduras:

o Vidutinis triusio ragenos storio pokytis po numatytos 150 um gylio
TransFRK abliacijos femtosekundiniais 205 nm impulsais buvo 148,4 +
15,9 um, o po abliacijos nanosekundiniais 193 nm impulsais — 151,4 £+
19,7 pm,

» Vidutinis triusio ragenos storio pokytis pra¢jus savaitei po 150 ym gylio
TransFRK abliacijos femtosekundiniais 205 nm impulsais buvo 119,6 +
28,3 um, o po abliacijos nanosekundiniais 193 nm impulsais — 120,8 +
17,4 pm.

Ivertintas vidutinis centrinis triusio ragenos abliacijos gylis leidzia apytiks-
liai apskaiciuoti triusio ragenos abliacijos femtosekundiniais impulsais spar-
ta. Naudojantis formulémis (3.1) ir (3.2) ir zinant didZiausig abliacijos gylj
Ay bei abliacijos zonos spindulj R, galima jvertinti sukurtg lauziamosios
gebos pokyti AD. 110 ym gylio TransFRK proceduros metu pasalintas ra-
genos stromos storis, apskaic¢iuotas is centrinio ragenos storio matavimo
pries operacijg ir pra¢jus savaitei po operacijos rezultaty, atitinka 5,5 D
lauziamosios gebos pokyti. Kadangi stromos abliacija truko 8 s, tai ablia-
cijos sparta buvo 1,45s/D. Atitinkamai jvertine lauziamosios gebos pokytj
po gilios TransFRK proceduros (150 um) gavome, kad per 14 s buvo sufor-
muotas 8,7 D lauziamosios gebos pokytis. Tai atitinka 1,61s/D abliacijos
spartq.

Triusio ragenos abliacijos greitis jvertintas ir kitu budu. Zinant centri-
nj abliacijos gylj ir tariant, kad epitelio ir stromos abliacijos greiciai yra
vienodi, pagal numatyta TransFRK abliacijos metu pasalinamos ragenos
dalies geometrine forma, galima jvertinti bendra pasalinta ragenos audinio
tlirj. Zinant visa procediiros trukme, kurios reikéjo Siam turiui pasalinti,
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bei tur}, kuris atitinka 1 D lauziamosios gebos pokytj tam tikro diametro
optinéje zonoje, galima jvertinti abliacijos spartg. Atlike Siuos skaiciavimus
jvertinome, kad viena miopijos korekcijos dioptrija 6 mm abliacijos zonoje

femtosekundiniais UV impulsais suformuojama per ~ 1,6s.

Ragenos kaitimas abliacijos metu. Ragenos pavirsiaus temperatura
abliacijos proceduros metu buvo registruojama naudojant IR kamera. Ma-
tuojant temperaturg buvo laikoma, kad triusio ragenos spinduliavimo geba
yra tokia pati kaip ez vivo kiaulés ragenos ir lygi 0,96 (jvertinta atski-
ru matavimu, pries tai palaikius kiaulés akies obuolj Zinomos temperaturos
vandens voneléje ir IR kamera uzfiksavus nusausinto ragenos pavirsiaus tem-
peratura). Triusio ragenos temperatury kitimo laike palyginimas skirtingy
procedury metu pateiktas 3.24 pav. Transepitelinés nestabdomos abliacijos
femtosekundiniais impulsais metu maksimalus temperaturos pokytis nevir-
Sijo 7°C (zr. 3.24 pav., zalia linija). Tokia temperaturos laikiné priklau-
somybé yra tiesiogiai susieta su pluosto skenavimo algoritmu. IS pradziy,
salinant epitelj lazerio pluostas monotoniskai skenuojamas 6,6 mm skers-
mens skritulio zonoje, todeél pirmasias 10 s temperatira auga, kol centrinéje
abliacijos zonos dalyje nusistovi mazdaug 3 °C aukstesné nei pradiné tempe-
ratura. Taciau mazdaug po 15s baigiamas Salinti epitelis ir abliacijos zona
sumazinama iki 6 mm skersmens bei pradedamas formuoti lesis — pluos-
tas skenuojamas pamainomis tai mazo (O0mm < d < 3mm), tai didelio
(3mm < d < 6 mm) skersmens skritulio zonoje, todél, lyginant su epitelio
salinimo etapu (d = 6,6 mm), centrinéje abliacijos zonos dalyje padidéja
spinduliuotes galios tankis. Dél to lesio formavimo metu ragenos centre
maksimali temperatura iSauga. Temperaturos pokycio priklausomybéje nuo
laiko, refrakcinio poky¢io formavimo metu (nuo 15 s iki 23 s), matomi penki
maksimumai. Jie taip pat susije su pluosto skenavimo algoritmu. Stengiantis
sumazinti lokaly kaitinimg, viename abliacijos sluoksnyje skenavimo eilu-
tés buvo praretintos penkis kartus, o kiekvieng sluoksnj sudarantys penki
pasluoksniai papildomai isretinti laike. Todél visg refrakcinio pokycio for-
mavima galima jsivaizduoti kaip vienas po kito abliuojamus penkis lesiukus,
kurie sudaryti iS pavieniy pasluoksniy su praretintomis eilutémis.
Eksimerinés transepitelinés abliacijos metu uzregistruota triusio ragenos
pavirsiaus temperaturos pokycio laikiné dinamika pavaizduota raudona li-
nija 3.24 pav. Dél ribotos infraraudonosios kameros vidinés atminties talpos
nepavyko jrasyti visos eksimeriniu lazeriu atliktos proceduros, todél siame
grafike pateikta tik ragenos stromos abliacijos metu uzregistruota tempera-
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3.24 pav. Skirtingy procedury metu uzregistruoto maksimalaus ragenos
pavirsiaus temperaturos pokycio priklausomybé nuo laiko: nepertraukia-
ma 110 um gylio TransFRK femtosekundiniais UV impulsais (zalia linija),
150 pm gylio stromos abliacija ArF eksimerinio lazerio impulsais (raudo-
na linija), femtosekundiné 150 ym gylio TransFRK su jterptomis pauzémis
(mélyna linija).

turos pokycio priklausomybé nuo laiko, kuri i esmeés nesiskiria nuo epitelio
abliacijos metu stebimos temperaturos dinamikos. Atliekant transepiteline
abliacijg eksimeriniu ArF lazeriu maksimali ragenos temperatura nevirsijo
5°C. Dél gamintojo numatyto operacijos protokolo, procedura mazdaug kas

7s buvo periodiskai stabdoma jterpiant ne trumpesnes kaip 2s pauzes.

I femtosekundinio lazerio abliacijos protokola jterpus ta patj, minimalig
eksimerinio lazerio stabdymo trukme atitinkantj (At = 2s), pauziy skai-
¢iy, maksimalus triusio ragenos temperaturos pokytis visos transepitelinés
abliacijos metu nevirsijo 2,5°C (3.24 pav., mélyna linija).

Musy tyrimuose naudoto eksimerinio ArF lazerio pluostas turéjo ploks-
¢ios virsuneés intensyvumo skirstinj, todél beveik visame pluosto plote in-
tensyvumas buvo vienodas (didesnis uz slenkstine abliacijos intensyvumo
verte). Femtosekundinio lazerio pluostas ties abliuojamu pavirsiumi turéjo
supergausinj intensyvumo skirstinj, todél periferinéje pluosto dalyje inten-
syvumas buvo mazesnis uz slenkstinj ir dalis impulso energijos virsdavo
siluminiais nuostoliais. Nepaisant to, femtosekundinés abliacijos su pauze-

mis metu ragena kaito zymiai maziau nei abliuojant nanosekundiniais ArF
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3.25 pav. Vidutinio subepitelinés miglos laipsnio dinamika triusio ragenoje
po skirtingy transepitelines abliacijos procedury: nepertraukiamos 110 ym
gylio TransFRK femtosekundiniais UV impulsais (zalia kreivée), transepi-
telinés 150 um gylio abliacijos ArF eksimerinio lazerio impulsais (raudona
kreive) ir femtosekundinés 150 ym gylio TransFRK su jterptomis pauzémis
(mélyna kreive).

lazerio impulsais.

Subepitelinés miglos vertinimas. Triusiyragenos gijimo eiga buvo ver-
tinama pagal subepitelinés miglos dinamika po operacijos. Dviejose rageno-
se po 110 um gylio TransFRK proceduros femtosekundiniais UV impulsais
issivyste keratitas, todél Sioms ragenoms subepitelinés miglos dinamika ne-
buvo vertinta.

Subepiteliné migla, kaip ir po FRK proceduros, is pradziy intensyvéjo,
ryskiausiai matési pra¢jus ménesiui po operacijos, o véliau ragenos palaips-
niui skaidréjo (3.25 pav.). Silpniausiai drumstési ragenos po modifikuotos
150 um gylio TransFRK proceduros femtosekundiniais impulsais. Lyginant
ragenos gijimg po modifikuotos 150 ym gylio TransFRK ir kity dviejy pro-
cedury (110 pm gylio TransFRK ir eksimerinio ArF lazerio abliacijos), sta-
tistinis Mann—Whitney testas po 14 d. ir 30 d. rodé reiksminga subepitelinés
miglos intensyvumo skirtuma, taciau deél mazo triusiy skaic¢iaus Sioje gru-
péje sunku daryti apibendrintas iSvadas.

Histologiné analizé. IS karto po abliacijos paimty akies obuoliy histo-
loginiy pjuviy mikroskopiné analizé neparodeé jokiy esminiy stromos pavir-
siaus lygumo skirtumy tarp eksimeriniu ArF lazeriu bei femtosekundiniais
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3.4. Rezultaty aptarimas

UV impulsais (150 um gylio TransFRK) abliuoty rageny.

Praéjus ménesiui po 110 pm gylio TransFRK operacijos, visy histologi-
niams tyrimams paimty akiy epitelio storis buvo normalus, vietomis bu-
vo pastebétas sustoréjes ir nedidelius stromos jdubimus islyginantis epi-
telio sluoksnis. Epitelio sustoréjimas po refrakcijos korekcijos yra jprastas
reiskinys [173,174]. Trijose ragenose pastebéta galima pavieniy epiteliocity
edema. Po eksimerinio ArF lazerio abliacijos ir modifikuotos 150 um gylio
TransFRK proceduros femtosekundiniais impulsais daugumos triusiy epite-
lio sluoksnis buvo Siek tiek plonesnis nei jprastai. Histologiniuose prepara-
tuose stebétas subepitelinis fibrozés sluoksnis savo storiu ir sandara buvo
panasus po visy skirtingy lazeriniy procedury. Gilesniuose stromos sluoks-
niuose, Descemeto membranoje bei endotelyje patologiniy pakitimy nepa-
stebéta.

3.4 Rezultaty aptarimas

In wvivo triusio ragenoje atlikti abliacijos tyrimai parode, kad FRK ir
TransFRK procedury metu femtosekundiniais impulsais galima tiksliai ir
atkartojamai modifikuoti ragenos pavirsiy. Abliacijos sparta femtosekundi-
niais 205 nm bangos ilgio impulsais 6 mm optinéje zonoje trumparegystés
korekcijos proceduros metu per ~ 1,6 leidzia suformuoti 1 D lauziamosios
gebos pokytj, o tai prilygsta siuolaikiniy moderniausiy eksimeriniy sistemy
abliacijos spartai. Kol kas didesne abliacijos spartg demonstruoja tik dvi
komercinés ArF eksimerinés sistemos. ,,Amaris® RS1050“ (,,Schwind eye-
tech-solutions®, Vokietija) 1D lauziamosios gebos pokyti suformuoja per
1,3 s [90], o ,WaveLight® EX500“ (,Alcon®, JAV) — per 1,4 s [175]. Di-
delé abliacijos sparta refrakcinéje chirurgijoje laikoma privalumu, ypac¢ kai
koreguojama didelés refrakcijos ydos arba atlieckama transepiteliné abliaci-
ja: kuo trumpiau trunka procedira, tuo mazesné atsitiktiniy akies judesiy
rizika ir mazesnis ragenos hidratacijos kitimas [91], o kartu ir mazesné ti-
kimybé, jog prireiks pakartotinés korekcijos. Atliekant LASIK procedurs,
keliasdesimt sekundziy trunkanti abliacija UV impulsais sudaro tik paly-
ginti nedidele visos procediiros trukmeés dalj. Jeigu buty jmanoma atlikti
visg LASIK procedurg vienu lazeriu, procedura galéty sutrumpeéti keliomis
minutemis.

Skirtinga vandens kiekj turinc¢iy rageny abliacijos greitis 193 nm bangos
ilgio spinduliuote néra pastovus ir tai daro didele jtaka refrakcijos rezulta-
tams bei ragenos stromos pavirsiaus lygumui [155-157,176]. Naturaly ra-
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3.26 pav. TransFRK procedury abliacijos trukmiy palyginimas nejskaitant

pauziy. Procentai zymi, kuri proceduros laiko dalis buvo skirtas epitelio
(pilka spalva) ir stromos (balta spalva) abliacijai.

genos hidratacijos lygj gali pakeisti j operuojama zong pateke skyséiai, ilga
proceduros trukmeé ar aplinkos drégmeé [177]. Taip pat yra jrodyta, kad na-
turalus ragenos hidratacijos laipsnis priklauso nuo zmogaus amziaus [178].
Kietakunés femtosekundinés Yb:KGW lazerinés sistemos penktosios har-
monikos spinduliuotés 205 nm bangos ilgis skys¢iuose sugeriamas silpniau
nei trumpesnis eksimerinio lazerio 193 nm bangos ilgis [179]. Todél ablia-
cijos greitis turéty maziau priklausyti nuo vandens kiekio ragenoje ir gali-
ma tikeétis tikslesniy refrakcijos korekcijos rezultaty po operacijos. Femto-
sekundiniais impulsais atlikta triusio ragenos abliacija iki perforacijos taip
pat neparodé jokio abliacijos greic¢io kitimo skirtinguose ragenos stromos
sluoksniuose. Tai, kad femtosekundiniai impulsai silpnai sugeriami skystyje
patvirtino ir musy stebéjimai iStinusiose ex vivo kiauliy ragenose — abliuo-
jant drégna ragenos pavirsiy vandens sluoksnis nedingsta, bet ragenos storis
pastebimai mazéja. Po abliacijos femtosekundiniais impulsais in vivo triu-
Sio ragena taip pat neatrodé isdzituvusi ir, net po 150 um gylio TransFRK
proceduros su pauzémis, ragenos storj visada pavykdavo iSmatuoti papildo-
mai nedrékinant ragenos pavirsiaus. Po transepitelinés abliacijos eksimeri-
nio ArF lazerio impulsais, iSmatuoti ragenos storio, papildomai nesudreéki-
nus ragenos pavirsiaus, mums nepavyko.

Visy procediiry epitelio ir stromos abliacijos trukmiy (nejskaitant pauziy)
grafinis palyginimas pateikiamas 3.26 pav. Vertinant pagal tai, kiek procen-
ty abliacijos laiko buvo skirta epitelio Salinimui ir kiek ragenos stromos
modifikavimui, 110 um gylio TransFRK abliacija femtosekundiniais impul-
sais nesiskyré nuo abliacijos eksimeriniu ArF lazeriu: 65 % proceduros laiko
buvo Salinamas epitelis, o likusius 35 % — ragenos stroma. Ir nors epitelio
salinimo etapo pabaiga abiems procediroms buvo nustatoma vienodu budu
(pagal epitelio liuminescencijos intensyvumo sumazéjima), tac¢iau pachimet-

ru jvertintas centrinis abliacijos gylis smarkiai skyrési.
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3.4. Rezultaty aptarimas

Modifikavus femtosekundine TransFRK procedura abliacijos gylis buvo
parinktas taip, kad atitikty eksimeriniu ArF lazeriu atlikty transepiteliniy
procedury gylj. Geras abliacijos gylio atsikartojimas gautas ne tik is kar-
to po proceduros, bet ir pra¢jus savaitei po operacijos, kai ataugo ragenos
epitelis. Kaip matyti is 3.26 pav., 150 um gylio transepiteliné abliacija fem-
tosekundiniais impulsais truko 2,8 karto trumpiau nei tokio pat gylio ablia-
cija nanosekundiniais ArF lazerio impulsais. Atsizvelgiant j tai ir j ragenos
stromos pavirSiaus temperaturas abiejy procedury metu (zr. 3.24 pav.), is-
ryskeéja akivaizdus femtosekundiniy impulsy pranasumas — femtosekundinés
abliacijos metu per 2,8 karto trumpesnj laika pasalinus panasy stromos au-
dinio turj, maksimali ragenos pavirsiaus temperatura islieka du kartus ma-
zesné nei atliekant analogiska abliacijos procedura nanosekundiniais ArF
lazerio impulsais. Si femtosekundiniy impulsy savybé (Zymiai mazesnis $i-
luminis poveikis gretimoms spinduliuote veikiamos medziagos zonoms nei
veikiant pikosekundiniais ar ilgesniais impulsais) yra gerai zinoma bei pla-
¢iai taikoma lazeriniame medziagy mikroapdirbime [103,180].

Triusiy ragenos gijimo tendencijos po abliacijos femtosekundiniais 205 nm
ir nanosekundiniais 193 nm bangos ilgio impulsais, vertinant subepitelinés
miglos dinamikg, buvo panasios. Visg subepitelinés miglos stebéjimo lai-
kotarpj triusiy ragenos po gilios 150 um TransFRK abliacijos femtosekun-
diniais impulsais su jterptomis pauzémis atrodé skaidriausios. Maziausia
ragenos subepiteliné drumstis po Sios proceduros gali buti siejama su ze-
miausia ragenos pavirsiaus temperatura abliacijos metu, taciau dél mazo
triusiy skaiciaus Sioje grupéje, sunku daryti grieztas iSvadas. Tam, kad bu-

ty patvirtinta musy hipoteze, butina atlikti iSsamesnius tyrimus.
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4 skyrius

UV spinduliuotés citotoksinis ir

genotoksinis poveikis

Pries pradedant klinikinius femtosekundinés UV spinduliuotés taikymo
refrakciniy ydy korekcijai tyrimus, butina atsakyti dar j vieng labai svarby
klausimg — ar femtosekundiné 205 nm spinduliuoté, kurios intensyvumas ke-
liomis eilémis virsija nanosekundinio eksimerinio ArF lazerio spinduliuoteés
intensyvuma, nesukelia biologiniuose audiniuose nepageidaujamo mutageni-
nio poveikio. Norédami jvertinti, kaip skirtingy impulso trukmiy ir skirtingy
bangos ilgiy spinduliuotes veikia lasteles DNR, tyréme UV spinduliuotés ci-
totoksinj ir genotoksinj poveikj peliy kauly ¢iulpy ir odos epitelio lasteléms.

4.1 Tyrimo metodai

Eksperimentai su gyvunais buvo atliekami gavus leidimg iS Valstybinés
maisto ir veterinarijos tarnybos. Gyvunai gauti i Vilniaus universiteto Imu-
nologijos instituto. Eksperimentams naudoti BALB /c albinosy genties peliy
patinéliai. UV spinduliuoteés citotoksinis ir genotoksinis poveikis buvo tiria-
mas apsvitinus peliy lasteliy ir Dulbecco fosfato buferinio tirpalo (DPBS)
suspensijas.

Peliy kauly ciulpy lastelés tyrimams buvo pasirinktos dél palyginti nesu-
détingo Siy lasteliy isskyrimo budo bei didelio jautrumo isoriniam poveikiui.
In vitro isaugintas peliy odos epitelio lasteliy kulturas tyrimams pasirinko-
me dél keliy priezasciy. Naturaliomis salygomis odos epitelio lastelés, kitaip
nei kauly ¢iulpy lastelés, yra nuolatos veikiamos saulés spektro UV spindu-
liuote. Todél j UV spinduliuotés poveikj Sios lastelés turéty reaguoti panasiai
kaip gyvy organizmy odos bei ragenos epitelio lastelés. Odos epitelio laste-
lés savo sandara ir dydziu labiau panasios j ragenos epitelio lasteles, jos yra
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4.1 pav. Vandens, DPBS tirpalo ir kauly ¢iulpy lasteliy sugerties spektrai.

gerokai didesnes uz kauly c¢iulpy lasteles. Vidutinis peliy odos epitelio las-
telés skersmuo yra (35,942,0) um, tuo tarpu kauly ¢iulpy lastelés skersmuo
daugiau kaip keturis kartus mazesnis — (7,6 4+ 0,2) pm.

Tam, kad jvertintume, kuri skirtingo bangos ilgio spinduliuotés dalis su-
geriama buferiniame tirpale ir kauly ¢iulpy lasteliy suspensijoje, spektrofo-
tometru ,,UV-310PC* (,,Shimadzu“, Japonija) iSmatavome lasteliy suspen-
sijos, DPBS ir vandens sugerties spektrus. IS 4.1 pav. pateikty spektry ma-
tyti, kodél, naudodami lgsteliy suspensijos svitinimo metoda, negalétume
tiesiogiai palyginti eksimerinio ArF lazerio ir penktosios femtosekundinio
Yb:KGW lazerio harmonikos spinduliuoc¢iy poveikio. Buferinio tirpalo, ku-
riame buvo laikomos lastelés, sugertis ties 193 nm yra keliasdesimt karty
didesné nei ties 205 nm. Visa eksimerinio lazerio spinduliuoté sugeriama
ploname pavirsiniame suspensijos sluoksnyje ir didzioji lasteliy dalis lieka
nepaveiktos. Todél, norint teisingai palyginti 193 nm ir 205 nm spinduliuo-
¢iy poveikj, reikéty naudoti kitokius metodus, pavyzdziui, Svitinti ne lasteliy
suspensija, bet lasteliy kolonijas, uzaugintas ant UV Sviesai skaidraus pa-
déklo.

Norédami istirti, ar femtosekundiniai 205 nm impulsai dél didelio intensy-
vumo (trumpos impulso trukmeés) nesukelia didesnio genotoksinio poveikio,
palyginimui mes pasirinkome artimo bangos ilgio 213 nm nanosekundine
spinduliuote. Sio bangos ilgio Saltinis pasirinktas dar ir dél to, kad 210
213 nm bangos ilgio nanosekundiniai impulsai sékmingai taikomi ragenos
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4. UV spinduliuotés poveikis lgsteléms

stromos abliacijai [30,31,34,94]. Tyrimais jrodyta, kad 213 nm spinduliuotés
genotoksinis poveikis lagsteléms yra nedidelis ir artimas 193 nm ArF laze-
rio spinduliuotés genotoksiniam poveikiui [37]. Taip pat yra zinoma, kad
193 nm ar 213 nm bangos ilgio spinduliuoté sukelia Zymiai mazesnj geno-
toksinj poveikij nei 254 nm ar 266 nm UV spinduliuote [37,38,181]. Stipresnis
didesnio bangos ilgio UV spinduliuotés genotoksinis poveikis yra siejamas
su didele DNR sugertimi ties 260 nm. Kad galétume palyginti mazesniy
(205 nm ir 213 nm) ir didesniy (~ 260 nm) bangos ilgiy spinduliuo¢iy povei-
kj, lasteles Svitinome is viso penkiais skirtingais Sviesos saltiniais. Trys ilges-
niy bangy spinduliuotés saltiniai buvo naudojami norint palyginti, ar didelio
intensyvumo femtosekundiniai 257 nm ir nanosekundiniai 266 nm impulsai
nepasizymi didesniu genotoksiniu poveikiu nei nuolatiné 254 nm lempos
spinduliuoteé. Lasteliy suspensijy Svitinimui naudojome Siuos Sviesos salti-
nius: femtosekundinio Yb:KGW lazerio ketvirtosios (257 nm) ir penktosios
(205 nm) harmonikos impulsus, nanosekundinio Nd:YAG lazerio ,NL301¢
(UAB ,Ekspla“, Lietuva) ketvirtosios (266 nm) ir penktosios (213 nm) har-
monikos impulsus bei gyvsidabrio lempos (,,Carl Roth®, Vokietija) 254 nm
bangos ilgio nuolating spinduliuote.

UV spinduliuotés genotoksinio poveikio vertinimui naudojome kometos
(pavieniy lasteliy elektroforezeés gelyje) metoda [182]. Komety analizé bei
lasteliy paruosimo procedura iSsamiai aprasyta musy straipsnyje [183]. Tam,
kad buty nustatytos kometos metodo veikimo ribos, visada lygiagreciai bu-
vo atliekamas ir lgsteliy gyvybingumo vertinimas. Kai apsvitinty lasteliy
gyvybingumas didelis, t. y. artimas kontrolinés nesvitinty lasteliy grupés
gyvybingumui, galima teigti, kad DNR pazaidos atsiranda vien tik dél ge-
notoksinio spinduliuotés poveikio. Tuo tarpu, jeigu spinduliuoté greta ge-
notoksinio pasizymi ir citotoksiniu poveikiu, gaunami nebevienareikSmiai
komety analizeés rezultatai, nes stebimos visos, ir dél genotoksinio, ir del
citotoksinio poveikio atsiradusios, DNR pazaidos. Kai dél citotoksinio spin-
duliuotés poveikio lgsteliy gyvybingumas sumazéja daugiau kaip 25 %, ko-
mety analizes rezultatai pasidaro nebepatikimi. Butent todél DNR pazaidy
tyrimui kometos metodu apsvitos dozés turi buti parenkamos atsizvelgiant
1 citotoksinj spinduliuotés poveikj. Pries atlikdami genotoksinio UV spin-
duliuoteés poveikio tyrimus, apsvitos dozes parinkome taip, kad jos perkloty
visg kometos metodo veikimo diapazong: maziausia apsvitos dozé buvo pa-
renkama taip, kad genotoksinis spinduliuotés poveikis buty dar nezymus
(nesiskirty nuo kontrolinio nesvitintose lastelése aptinkamy DNR pazaidy
kiekio), o didziausios — atsizvelgiant j citotoksinj spinduliuotés poveikj.
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4.1. Tyrimo metodai

4.1 lentelé Peliy kauly ¢iulpy lasteliy suspensijos Svitinimui naudoty UV
spinduliuoteés Saltiniy parametrai.

205 nm 213 nm 266 nm 254 nm

Impulso trukmeé ~ 500 fs 6 ns 6 ns -
DazZnis 20 kHz 10 Hz 10 Hz -
Impulso energijos tankis 35 £ sz 35 £ Cm2 35 £ Cm2 -
Impulso energija 1,35  ~100pd ~ 100 pd -

Pluosto skersmuo ties
1/e? maksimalaus 22mm ~25mm -~ 25mm -
intensyvumo verte

Vldut1n1§ spmdqhuotes 3.5 mW 035mW  (35mW (35w W
galios tankis cm cm cm cm

Dél riboty musy turimos jrangos techniniy galimybiy, vienu metu geno-
toksiskumo vertinimui galéjome apdoroti ne daugiau kaip 20 lasteliy meé-
giniy, jskaitant kontrolinj nesvitinty lasteliy meginj. Dél Sios priezasties,
genotoksiskumo tyrimui turéjome rasti kompromisg tarp svitinimui naudo-
jamy spinduliuotés Saltiniy skaiciaus ir apsvitos doziy skaiciaus. Peliy kauly
¢iulpy lasteliy Svitinimui pasirinkome keturis (205 nm, 213 nm, 266 nm ir
254 nm), o odos epitelio lasteliy — tris (205 nm, 257 nm ir 254 nm) UV
spinduliuoteés saltinius.

Peliy kauly ¢iulpy lasteliy svitinimui naudoty UV spinduliuotés Saltiniy
parametrai pateikiami 4.1 lenteléje.

Tiriant UV spinduliuotes poveikj peliy kauly ciulpy lasteléms is viso bu-
vo apsvitintos desimties peliy kauly c¢iulpy lasteliy suspensijos. 60 ul lasteliy
suspensijos buvo paskleidziama ~ 1 cm? plote, ap$vitinama ir padalinama j
dvi dalis: 20 pl — lasteliy gyvybingumo jvertinimui tripano meélio testu [184],
o likusi 40 ul — DNR pazaidy jvertinimui kometos metodu. Vienos pelés
kauly ¢iulpy suspensija buvo svitinama keturiais UV spinduliuotes salti-
niais, po SeSias skirtingas apsvitos dozes: 1) 0,35mJ/cm?, 2) 1,75mJ/cm?,
3) 3,5mJ/cm?, 4) 17,5mJ/cm?, 5) ir 6) 105mJ/cm?. Dél riboto vienu me-
tu apdorojamy meéginiy skaic¢iaus, genotoksinis poveikis buvo vertinamas
tik keturioms maziausioms apsSvitos dozéms. Visy impulsiniy lazeriniy spin-
duliuo¢iy (205 nm, 213 nm ir 266 nm) parametrai buvo parenkami taip,
kad impulso energijos tankis ties Svitinamu bandiniu buty vienodas ir lygus
35 uJ /em?. Nd:YAG lazerio impulsy pasikartojimo daznis buvo 2000 kar-
ty mazesnis nei Yb:KGW lazerio, todél, norint islaikyti vienoda impulso
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4. UV spinduliuotés poveikis lgsteléms

energijos tankj ir tolygiai apsviesti ~ 1 cm? plote paskleistg lasteliy suspen-
sijos lasa, teko naudoti skirtingas svitinimo technikas. Didelio impulsy pa-
sikartojimo daznio ir mazo skersmens femtosekundinis 205 nm bangos ilgio
pluostas buvo tolygiai skenuojamas didesniame nei suspensijos lasas plote,
naudojant galvanometriniy veidrodéliy skenerj ,,hurrySCAN10* (,,Scanlab®,
Vokietija). Tuo tarpu nanosekundiné mazo impulsy pasikartojimo daznio
213 nm ir 266 nm spinduliuoté buvo isple¢iama singletiniu lesiu, o ban-
dinys apsvitinamas tik centrine iSplésto pluosto dalimi, kur spinduliuotés
intensyvumas yra beveik vienodas.

Tiriant UV spinduliuotés poveikj peliy odos epitelio lasteléms, Svitinimo
eksperimentai buvo kartojami is viso penkis kartus. Ju metu femtosekun-
dinis lazeris veiké 50 kHz impulsy pasikartojimo dazniu. Penktosios har-
monikos spinduliuoté (205 nm), kaip ir eksperimentuose su kauly ciulpy
lasteléemis, buvo tolygiai skenuojama galvanometriniais veidrodziais. Ket-
virtosios harmonikos (257 nm) pluostas buvo isple¢iamas lesiu iki ~ 3 cm
skersmens, o Svitinimui naudojama tik centriné pluosto dalis. 257 nm ir
205 nm spinduliuotés vidutinis galios tankis visy eksperimenty metu buvo
1,4mW /em?, gyvsidabrio lempos galios tankis kito 0,8-0,9 mW /cm? ribose,
taciau kiekvieng karta skaiciuojant svitinimo trukme j tai buvo atsizvelgia-
ma.

Vidutinés spinduliuotés galios matavimas buvo atliekamas galios ma-
tuoklio ,Nova II* Siluminj galios jutiklj ,3A“ (,,Ophir Optronics“, Izraelis)
pastacius j Svitinamos zonos centra, Svitinimo plokstumoje. Visais atve-
jais apsvitinamas plotas buvo didesnis nei galios matuoklio jutiklio plotas
(0,7 cm?), todeél norint jvertinti galios tankj, iSmatuota galia buvo dalinama
i3 jutiklio ploto. Svitinant skirtingomis dozémis, buvo kei¢iama tik §vitinimo

trukme.

4.2 UV spinduliuotés poveikis peliy kauly ¢iulpy ir odos

epitelio lgsteléms

4.2 pav. pateikti suvidurkinti desimties peliy kauly c¢iulpy lasteliy sviti-
nimo rezultatai. VirSutiniame grafike (4.2 pav., a) pateikta, kaip nuo $vi-
tinimo dozés priklauso gyvybingu lasteliy (su nepazeista membrana) dalis,
apsvietus skirtingais UV spinduliuotes saltiniais. IS jo matyti, kad is vi-
sy musy tirty spinduliuociy, 205 nm femtosekundiné spinduliuoté pasizymi
stipriausiu citotoksiniu poveikiu, t. y. esant vienodai apsvitos dozei nuzudo
daugiausiai lasteliy. Nors teiginys, kad ,femtosekundiné spinduliuoté nuzu-
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4.2. UV spinduliuotés poveikis peliy kauly ciulpy ir odos epitelio lgsteléms
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4.2 pav. Peliy kauly ¢iulpy lasteliy a) gyvybingumo bei b) DNR pazai-
du kiekio priklausomybé nuo apsvitos dozés, esant skirtingiems (205 nm,
213 nm, 266 nm ir 254 nm bangos ilgio) UV spinduliuotés Saltiniams. Zvaigy-
dutémis pazyméta kometos metodu aptiktos DNR pazaidos, kurias sukeélé
ne tik genotoksinis, bet ir citotoksinis 205 nm spinduliuotés poveikis.

do daugiausiai lasteliy® skamba bauginanciai, taciau musy tiriamu atveju
,mirusi lastelé — gera lastelé”, nes jos DNR daugiau nebesireplikuos. Di-
dziausias pavojus kyla, kai lastele lieka gyva, bet jos DNR yra pazeista.
Tada islieka tikimybé, kad DNR trukiai bus netinkamai atstatyti ir tos
mutacijos bus perduodamos lastelés dalijimosi metu.

Taip pat is 4.2 pav., a dalies, galima pastebéti, kad citotoksinis povei-
kis labiau priklauso nuo bangos ilgio nei nuo impulso trukmeés. 205 nm
femtosekundiniai ir 213 nm nanosekundiniai impulsai kauly ¢iulpy lasteles
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4. UV spinduliuotés poveikis lgsteléms

zudo zymiai smarkiau nei 266 nm nanosekundiniai impulsai arba nuolatine
gyvsidabrio lempos 254 nm spinduliuoteé. Atlike dviejy nepriklausomy iméiy
vidurkiy analize pagal Stjudento testg, neradome statistinio skirtumo tarp
nuolatinés 254 nm ir nanosekundinés 266 nm spinduliuotés poveikiy lasteliy

gyvybingumui (p < 0,05).

Kaip matyti is 4.2 pav., b grafiko, esant vienodoms apsvitos dozéms stip-
riausiu genotoksiniu poveikiu pasizyméjo 205 nm ir 213 nm spinduliuoteés.
Kai lagsteliy gyvybingumas sumazéja ~ 25% ir daugiau, Zymus citotoksi-
nis spinduliuotés poveikis iskraipo komety analizés rezultatus ir jie nebe-
ra patikimi. Sios DNR pazaidy kiekio vertés 4.2 pav., b dalyje pazymétos
zvaigzdutémis. 205 nm spinduliuotés citotoksinis poveikis esant 3,5 J/cm?
apsvitos dozei buvo reikSmingai pakites (75,6 +2,0) %, palyginti su kontro-
linés nesvitinty lasteliy grupés gyvybingumu (85,1 +0,3) %, todél siai dozei

komety analizés rezultatai taip pat galéjo buti iskraipyti.

Kaip minéjome, tikimybé lgstelei mutuoti priklauso tiek nuo citotoksi-
nio, tiek nuo genotoksinio spinduliuotés poveikio. Saugiausia spinduliuoté
Siuo poziuriu yra ta, kuri nuzudo lasteles nepaveikdama lasteles DNR, o
pavojingiausia — ta, kuri nedaro poveikio lastelés gyvybingumui, bet ini-
cijuoja DNR trukius. Todél naudingiau yra jvertinti ne kaip genotoksinis
spinduliuociy poveikis priklauso nuo dozés, bet palyginti skirtingy spindu-
liuotés saltiniy genotoksinj poveikj esant tam paciam lasteliy gyvybingu-
mui. [vertinus UV spinduliuociy poveikj lasteliy gyvybingumui, kiekvienam
spinduliuoteés saltiniui buvo nustatytos apsvitos doziy ribos, kuriose laste-
liy gyvybingumas, palyginti su kontroliniu nesvitinty lasteliy gyvybingumu,
reikSmingai nepakinta. Siuo atveju komety analizés rezultatai atspindi vien
tik genotoksinj spinduliuotés poveikj, kuris kartu yra proporcingas laste-
lés mutavimo tikimybei. ISmatuotas nesvitinty lasteliy gyvybingumas buvo
(85,1 + 0,3) %, todél laikéme, kad, esant lasteliy gyvybingumui didesniam
nei 80 %, DNR pazaidos yra sukeltos tik dél genotoksinio UV spinduliuotés
poveikio. 4.2 lenteléje pateikiamos skirtingais UV spinduliuotés Saltiniais
sukelto genotoksinio poveikio kauly ¢iulpy lasteléms palyginimas, esant di-
dziausiai apsvitos dozei, kuria paveikty lasteliy gyvybingumas islieka di-
desnis nei 80 %. Vertinant siuo budu, kai lasteliy gyvybingumas apsvitinus
skirtingais spinduliuoteés saltiniais yra panasus, 205 nm spinduliuoteé sukelia
Siek tiek maziau DNR pazaidy (7,24 + 0,8) % nei kiti $vitinimo Saltiniai
(nuo (9,0 +1,1) % iki (9,9 +1,3) %).

Atsizvelgdami j pateiktus rezultatus pastebésime, kad nors 205 nm spin-
duliuoteés intensyvumas buvo penkiomis eilémis didesnis, genotoksinis po-
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4.2. UV spindulivotés poveikis peliy kauly ciulpy ir odos epitelio lgsteléms

4.2 lentelé Skirtingais UV spinduliuotés Saltiniais sukelto genotoksinio po-
veikio kauly ¢iulpy lasteléms palyginimas, esant didziausiai apsvitos dozei,
kuria paveikty lasteliy gyvybingumas islieka didesnis nei 80 %.

Dozé . DNR pazaidos (%
A(nm) (mJ /em?) Gyvybingumas (%) 1 1etos uodegoje)

205 1,75 83,14 1,2 7240,8
213 3,5 84,8 + 1,0 904 1,1
266 17.5 84,34+ 1,2 9,74+ 1,2
254 17.5 84,3 40,9 99+1,3

veikis kauly ciulpy lasteléms buvo palyginamas su 213 nm spinduliuotés
poveikiu. Kadangi 213 nm spinduliuoté laikoma nepavojinga ir yra taikoma
ragenos stromos abliacijos proceduroms, musy gauti rezultatai leidzia teigti,
kad 205 nm spinduliuoté taip pat gali buti saugiai taikoma analogiskoms
proceduroms. Neaisku, ar dél skirtingo lasteliy suspensijos pralaidumo skir-
tingiems bangos ilgiams, ar dél mazo kauly ciulpy lasteliy dydzio, ar del
pacio lasteliy tipo, musy gauti genotoksinio poveikio rezultatai, kitaip ne-
gu literaturoje pateikiami duomenys [37, 38], neparodé stipresnio ilgesniy
bangu (254 nm ir 266 nm) genotoksinio poveikio.

Peliy odos lgsteliy gyvybingumo ir DNR pazaidy vidutinés vertés esant
skirtingoms apsvitos dozéms pateiktos 4.3 pav. Kaip matyti is 4.3 pav., a
dalies, taip pat kaip ir kauly ¢iulpy lasteléms, odos epitelio lasteléms di-
dziausia citotoksinj poveikj daré femtosekundiniai 205 nm impulsai. Dar
karta buvo patvirtinta hipoteze, kad citotoksinis poveikis stipriai priklauso
nuo bangos ilgio, bet ne nuo impulso trukmeés — femtosekundiniy 257 nm
bangos ilgio impulsai lasteliy gyvybinguma veiké taip pat kaip ir nuolatine
254 nm bangos ilgio spinduliuote. Taciau genotoksinis poveikis femtosekun-
diniy 257 nm impulsy atveju buvo didesnis nei nuolatinés 254 nm lempos
spinduliuotés (zr. 4.3 pav., b dalis, raudona ir zalia kreivés). Tam jtakos
galéjo turéti didelis 257 nm impulsy spinduliuotés intensyvumas (trum-
pa ~ 350 fs impulso trukmé). Maziausiu genotoksiniu poveikiu pasizyméjo
205 nm femtosekundiniai impulsai (4.3 pav., b, mélyna kreivé). DNR frag-
menty kometos uodegoje skaicius smarkiai iSaugo tik dviems didziausioms
205 nm spinduliuotés dozéms, kurioms esant lasteliy gyvybingumas buvo ge-
rokai mazesnis (atitinkamai (57,0 £5,9) % ir (38,54 7,4) %) nei kontrolinés
nesvitinty lasteliy grupés (81,3 £+ 1,0) %. Tai reiskia, kad 205 nm spindu-
linote apsvitinty lasteliy komety analizés rezultatams, esant 17,5 mJ/cm? ir
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4.3 pav. Peliy odos epitelio lasteliy a) gyvybingumo bei b) DNR pazai-
du kiekio priklausomybé nuo apsvitos dozés esant skirtingiems (205 nm,
257 nm ir 254 nm bangos ilgio) UV spinduliuotés saltiniams. Zvaigzdute-
mis pazymeéta kometos metodu aptiktos DNR pazaidos, kurias sukelé ne tik
genotoksinis, bet ir citotoksinis 205 nm spinduliuotés poveikis.

35mJ/cm? dozémis, turéjo jtakos spinduliuotés citotoksiskumas (Sie taskai
4.3 pav., b grafike pazyméti zvaigzdutémis).

Tripano mélio testu jvertintas nesvitinty odos epitelio lasteliy gyvybingu-
mas buvo (81,3 £ 1,0) %. Atsizvelgdami j tai, lyginome genotoksinj spindu-
liuociy poveikj esant didziausiai apsvitos dozei, kuria paveikty lasteliy gyvy-
bingumas islieka didesnis nei 70 %. Analizés rezultatai pateikiami 4.3 lente-
léje. IS Sios lentelés matyti, kad esant ~ 74 % lasteliy gyvybingumui femtose-
kundiniy 205 nm impulsy poveikis DNR yra beveik keturis kartus mazesnis

112



4.3. Rezultaty aptarimas

4.3 lentelé Skirtingais UV spinduliuotés Saltiniais sukelto genotoksinio po-
veikio odos epitelio lasteléms palyginimas, esant didziausiai apsvitos dozei,
kuria paveikty lasteliy gyvybingumas islieka didesnis nei 70 %.

Dozé . DNR pazaidos (%
A(nm) (mJ/em?) Gyvybingumas (%) | 1etos uodegoje)

205 1,75 7524+ 2,0 4,640,4
257 17,5 740418 30,1 £2.8
254 17,5 73,6 + 2.6 18,6 £2,4

nei 254 nm nuolatinés spinduliuotés bei daugiau kaip SeSis kartus mazesnis

nei femtosekundinés 257 nm spinduliuotés.

4.3 Rezultaty aptarimas

IS visy musy tirty UV spinduliuotes saltiniy femtosekundiniai 205 nm
impulsai pasizymi stipriausiu citotoksiniu bei, esant dideliam lasteliy gy-
vybingumui, maziausiu genotoksiniu poveikiu. Todél galima daryti iSvada,
kad 205 nm femtosekundiniais impulsais paveikty lasteliy geny mutacijy ti-
kimybé yra itin maza. Musy rezultatai parodeé, kad esant tokioms pacioms
apsvitos dozéms didesnio bangos ilgio (257 nm ir 254 nm) spinduliuoté
labiau pazeidzia odos epitelio lasteliu DNR nei mazesnio (205 nm). Tai
patvirtina ir kity mokslininky tyrimy rezultatai, atlikti su triusiy [37, 185]
ir kiauliy [186] ragenos epitelio lastelémis. Skirtingas trumpy (205 nm ir
213 nm) ir ilgy (254 nm, 257 nm, 266 nm) UV bangy poveikis skirtingo
tipo lasteléems gali buti siejamas su lastelés dydziu [181]. Kadangi biologi-
niuose audiniuose UV spinduliuotés sugertis didéja mazéjant bangos ilgiui,
trumpesnio bangos ilgio spinduliuoté sugeriama mazesniame gylyje. Kai las-
tele didelé (pvz., epitelio lastelé), o branduolys yra lastelés centre, didZioji
trumpo bangos ilgio UV spinduliuotés dalis sugeriama dar nepasiekus las-
telés branduolio, todél didéja tikimybe, kad lastelés iSoriné membrana ar
gyvybiskai svarbios organelés bus suardytos ir lastelé zus. Tuo tarpu lastelés
branduolyje esanti DNR yra ekranuojama nuo trumpy bangy. Todél mazéja
tikimybe, kad lastelé su pazeista DNR, iSgyvens, netinkamai susiremontuos
DNR trukius (t. y. mutuos), bei savo pakitusia, DNR dalijimosi metu per-
duos naujoms lgsteléms. Ilgesniy UV bangy atveju, lastelés membranoje ir
citoplazmoje sugeriama palyginti nedidelé spinduliuotés dalis, todél didéja
tikimybe, kad spinduliuoté pasieks lastelés branduolj ir bus indukuoti DNR
grandinés trukiai. Kai lastelé yra maza (kaip kauly ciulpy), ilgesnio ban-
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4. UV spinduliuotés poveikis lgsteléms

gos ilgio UV spinduliuoteés sugerties tikimybé iS esmés nepasikeicia. Taciau
trumpoms bangoms si tikimybé gerokai iSauga — dél kelis kartus trumpesnio
atstumo iki lastelés branduolio didesné kritusios spinduliuotés dalis sugeba
prasiskverbti iki DNR ir indukuoti trukius.

Musy atlikty tyrimy rezultatai parodé, kad citotoksinis ir genotoksinis
spinduliuoteés poveikis labiausiai priklauso nuo bangos ilgio, o ne nuo impul-
so trukmeés. Esant vienodoms apsvitos dozéms, 205 nm femtosekundiné ir
213 nm nanosekundiné spinduliuotés pasizymi stipresniu citotoksiniu povei-
kiu nei 254 nm nuolatiné, 266 nm nanosekundiné ar 257 nm femtosekundiné
spinduliuotes. Reikia paminéti, kad musy atlikti tyrimai vertino DNR pazai-
dy kiekj, ta¢iau mutageniskumo tyrimams buty pravartu jvertinti apsvitinty
lasteliy su pazeista DNR gebéjima atstatyti DNR grandinés trukius ir dau-
gintis. Ypac svarbu jvertinti, kokia dalis DNR trukiy atstatoma ne taip, kaip
deréty (Sis procesas vadinamas neprogramuota DNR sinteze). Todél ateity-
je mutageniskumo tyrimus zadame testi naudodami kitus metodus, kurie

leisty tiksliau jvertinti femtosekundiniy UV impulsy keliamus pavojus.
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5 skyrius

Femtosekundiniy alR impulsy
taikymas refrakcinéje regos

chirurgijoje

Femtosekundiniai alR impulsai refrakcinéje chirurgijoje taikomi ragenos
lopo formavimui bei tiiriniy dariniy ragenos stromoje sukiirimui. Sias pro-
ceduras atkartojancius eksperimentus atlikome naudodami ta pacia femto-
sekundine Yb:KGW lazering sistema, kaip ir ankstesniuose ragenos stromos
abliacijos tyrimuose. Eksperimentams buvo naudojama fundamentiné laze-
rio spinduliuoté (1026 nm). Siame skyriuje aptariami du ragenos lopo for-
mavimo budai, paremti skirtingais pluosto skenavimo metodais: naudojant
f-theta objektyva (5.1 skyrius) ir skenuojant didelés skaitinés aperturos lesj
(5.2 skyrius). Eksperimentai buvo atlikti tiek ez vivo, tiek in vivo ragenose.

Femto-LASIK proceduros metu, ragenos lopas suformuojamas mikro-
metry tikslumu valdant astriai sufokusuotg lazerio pluostg ragenos turyje.
Tam reikia tiksliai ir greitai skenuoti didelio pasikartojimo daznio impulsus
~ 1 cm skersmens zonoje islaikant pastovy fokusavimo gylj. Realizuoti to-
kig procedura galima dviem budais. Pirmas budas — valdant lazerio pluosta
galvanometriniais veidrodéliy skeneriais per specialiai Siai procedurai pri-
taikyta sudétinga objektyva, kurio zidinio nuotolis nepriklauso nuo lazerio
pluosto krypties, o sufokusuotos démeés poslinkis objektyvo zidinio plokstu-
moje yra tiesiskai proporcingas lazerio pluosto kritimo kampui (toks objek-
tyvas vadinamas f-theta objektyvu). Sis pluogto skenavimo biidas naudoja-
mas daugelyje komerciniy oftalmologiniy sistemy. Antras budas — greitai x,
y ir z asiy kryptimis skenuoti didelés skaitinés aperturos asferinj lesj kartu
su pluosto uzvedimo veidrodéliais, islaikant statmena pluosto kritimo i lesj
kryptj [84].
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5. Femtosekundiniy alR impulsy taikymas

Lazeriné sistema. 5.1 pav., a dalyje pateikta musy eksperimentuo-
se naudotos ragenos lopo pjovimo sistemos su f-theta objektyvu principiné
schema. Femtosekundinio Yb:KGW lazerio pluostas fokusuojamas lesiu Lo,
kurio zidinio nuotolis F5 = 200 mm. Sasmaukoje pluostas iSvalomas erdvi-
niu filtru (125 pm skersmens keraminé diafragma). Lesio L padétis valdoma
motorizuotu poslinkio staliuku (MPS), taip realizuojamas pluosto fokusa-
vimo gylio keitimas ragenos turyje. 8 mm skersmens pluostas (iSmatuota
1/e* maksimalaus intensyvumo lygyje ,peilio aSmeny® metodu) valdomas
galvanometriniais veidrodeliy skeneriais GVS bei fokusuojamas F' = 50 mm
zidinio nuotolio f-theta objektyvu. Objektyvas buvo sumodeliuotas ir paga-
mintas specialiai lopo pjovimo procedurai. Jis buvo sudarytas tik is trijy
optiniy elementy, o jo skaitiné apertura NA =~ 0,1, todél lazerio pluostas
buvo fokusuojamas j mazdaug 9 um skersmens déme (1/e? maksimalaus
intensyvumo lygyje). Praktikoje naudojamuy lopo formavimo sistemuy objek-
tyvai yra zymiai sudétingesni, ju skaitiné apertura siekia 0,3 [101] ir pluosta
fokusuoja j gerokai mazesnes, vos keliy mikrometry skersmens démes. Dél
to buvo sunku tikétis, kad naudojant turima f-theta lesj, ragenos pavirsius

po lopo atidalinimo bus labai lygus.

Pries lopo formavimo procedurg akies ragenos pavirsius priglaudziamas
prie ploks¢io 1 mm storio stikliuko ir imobilizuojamas prisiurbimo ziedu
(5.1 pav., a). Akies fiksavimo pavirsius taip pat naudojamas fokusavimo
gylio kalibravimui pries lopo atidalinimo procedura. Judant motorizuotam
poslinkio staliukui su lesiu Ls, keic¢iasi objektyvu fokusuojamo pluosto sgs-
maukos padétis. Slenkant poslinkio staliuka pastoviu greiciu ir registruojant
fotodiodo FD signala, gaunama is pluosto sasmaukos atsispindéjusios ir per
fokusavimo objektyva grizusios Sviesos intensyvumo priklausomybé nuo po-
slinkio staliuko koordinatés. Siuo atveju diafragma A veikia kaip filtras,
kuris praleidzia tik iS pluosto sasmaukos atsispindéjusia Sviesg. Todél foto-
diodu FD ismatuotoje konfokalinio atsako priklausomybéje nuo poslinkio
staliuko koordinatés bus matomos dvi smailés, kuriy padétys atitiks fiksavi-
mo stikliuko apatinio ir virSutinio pavirsiaus koordinates. Tokiu budu rasta
apatinio stikliuko pavirsiaus koordinatée véliau naudojama kaip atskaitos
taskas parenkant fokusavimo gyli ragenoje, o atstumas tarp smailiy (zi-
nant stikliuko luzio rodiklj ir stikliuko storj) naudojamas zingsninio variklio
padéties susiejimui su pluosto sasmaukos padétimi.

Ragenos lopas formuojamas lazerio pluosta skenuojant spirale is lopo
krasto j centra. Pavieniais lazerio impulsais sukurti burbuliukai fiksuotame
ragenos gylyje formuoja istisinj burbuliuky sluoksnj. Po to pjaunamas lopo
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5.1 pav. Ragenos lopo atidalinimui skirty pluosto valdymo sistemy princi-
pinés schemos: a) sistema su f-theta objektyvu ir galvanometriniais veidro-
déliy skeneriais ir b) sistema su skenuojamu didelés skaitinés aperturos lesiu.
L;-L4 — singletiniai lesiai, V1-V4 — dielektriniai veidrodziai, D; — daliklis,
A — apertura, FD — fotodiodas, MPS — motorizuotas poslinkio staliukas,
GVS — galvanometriniai veidrodeéliy skeneriai, PSM — pluosto skenavimo
modulis, Ly — didelés skaitinés aperturos fokusuojantis lesis.

krastas — lazerio pluostas skenuojamas mazdaug 320° lanku ir keic¢iant lesio
L3 padétj tolygiai mazinamas fokusavimo gylis. Taip suformuojamas pju-
vis nuo ragenos turyje sukurto burbuliuky sluoksnio iki ragenos pavirsiaus,
kraste paliekamas apie 40° nejpjautas vyris lopo atvertimui.

5.1 pav., b dalyje pateikta intrastrominiy ragenos pjuviy formavimo, nau-
dojant didelés skaitinés aperturos lesj, principiné optiné schema. Lazerio
pluosto skersmuo parenkamas naudojant is dviejuy teigiamy Lo ir L3 lesiy
sudarytg teleskopa, o pluosto intensyvumo skirstinys papildomai isvalomas
Ls lesio zidinyje patalpinus keramine apertura A. Lazerio pluosto sagsmaukos
padétis akies ragenoje keiciama valdant veidrodéliy Vo-Vy ir fokusuojancio
lesio Ls padétis x, y ir 2z kryptimis. Sioje schemoje akies fiksavimo pavirsiaus
padéties nustatymui taip pat naudojamas konfokalinis metodas. Nuo fiksa-
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vimo stikliuko pavirsiaus atsispindéjusi Sviesa grjzta per fokusavimo optika
atgal pro aperturg A ir, pragjusi pro daliklj Dy, registruojama fotodiodu
FD.

Abiem aprasytoms ragenos lopo pjovimo sistemoms LabView progra-
mavimo aplinkoje buvo parasytos atskiros valdymo programos, leidziancios
keisti jvairius pjovimo parametrus: lopo skersmenj, atstuma tarp lazerio im-
pulsy, lopo storj, lopo krasto pjovimo parametrus, impulsy energija, lopo
vyrio padétj bei dydj. Sukurtos programos taip pat leido atlikti ne vien
tik LASIK lopo formavima, bet ir SmiLE ir FLEx refrakcijos korekcijos
proceduras.

5.1 Ragenos lopo formavimas naudojant f-theta

objektyva

Atlikus eksperimentus su ex vivo kiauliy akimis buvo rasti optimalus ra-
genos lopo formavimo parametrai, jie pateikti 5.1 lenteléje. Naudojant Siuos
parametrus suformuotas ragenos lopas gana lengvai atskiriamas mentele.
Lopo formavimo ez vivo kiaulés akyje eiga pavaizduota 5.2 pav. Visa 10 mm
skersmens ragenos lopo ir jo krasto formavimo procediira uztruko 20 s.

5.3 pav. pateiktas ex vivo kiaulés ragenos lopo, suformuoto naudojant
f-theta objektyva, vaizdas pries atvertima, po atvertimo ir ji uzvertus. Kaip

matyti i§ 5.3 pav. a dalies ir 5.2 pav., ragenoje suformuojamas taisyklin-

5.1 lentelé Optimalus ez vivo kiaulés ragenos lopo formavimo parametrai.

Parametras Verte
Impulsy pasikartojimo daznis 200 kHz
Impulso energija 1,0 pd
Impulso trukme 300 fs
Pluosto skersmuo sasmaukoje ~ 9 pum
Atstumas tarp spiralés linijy 8 pm
Atstumas tarp impulsy linijoje 3 pm
Atstumas tarp linijy pjaunant krasta 3 pm
Lopo skersmuo 10 mm
Lopo formavimo trukme 20 s
Lopo storis 110-250 pm
Ragenos pavirsiaus fiksavimas Prie plokscio stiklo
Pluosto skenavimas Spirale
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5.1. Ragenos lopo formavimas naudojant f-theta objektyvg

5.2 pav. Ragenos lopo formavimas fokusuojant galvanometriniais veid-
rodziais valdoma impulsinj lazerio pluosta f-theta objektyvu. Virsutiniame
kairiajame kampe pazymeétas laikas, praéjes nuo proceduros pradzios.

gos geometrijos iStisinis burbuliuky sluoksnis. Kadangi lazerio pluostas bu-
vo skenuojamas galvanometriniais veidrodéliy skeneriais ir fokusuojamas
f-theta objektyvu, fokusavimo kokybé lopo centre ir krastuose Siek tiek sky-
rési. Centre lazerio pluostas buvo fokusuojamas | mazesne déme (didesnis
spinduliuotés intensyvumas), todeél lopo centre susiformavo Siek tiek didesni
burbuliukai nei periferijoje (5.2 pav., 20 s).

Atvertus lopg, ragenos stromos pavirsius buvo grublétas ir sklaidé Sviesg
(5.3 pav., b), taciau uzlasinus skyscio ir grazinus lopa atgal ragena atrodé
gana skaidri ir lygi (5.3 pav., ¢). IS karto po lopo atidalinimo gilesniuose
stromos sluoksniuose kartais matydavosi pavieniai burbuliukai, kurie per
kelias minutes iSnykdavo.

Norédami jvertinti suformuoto lopo storj bei jo tolyguma, ragenos skersi-
nj pjuvi stebéjome naudodami plySinj pasvietima (zr. 3.12 pav.). Tam, kad
buty ryskiai matoma lopo apatinio pavirsiaus riba, reikéjo sumazinti Sviesos
sklaidg nuo femtosekundiniais impulsais suformuoty burbuliuky. Burbuliu-
kai buvo pasalinti ragenos lopg mechaniskai atskyrus mentele, bet paliekant
lopa neatversta. Ragenos skersinio pjuvio vaizdas su mechaniskai atidalintu
lopu pries atverciant (a) ir ji pilnai atvertus (b) pateikiamas 5.4 pav. Kaip
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a) b) <)

5.3 pav. F-theta objektyvu suformuotas ~ 100 um storio ragenos lopas:
a) burbuliuky sluoksnis pries atverc¢iant lopa, b) stromos pavirsius atvertus
lopa ir ¢) ragenos pavirsius uzvertus lopa.

5.4 pav. Ez vivo kiaulés ragenos skerspjuvio vaizdas suformavus ~ 100 pm
storio lopo a) pries lopo atvertimg ir b) atvertus lopa. Rodyklés zymi fem-
tosekundiniais impulsais suformuotg pjuvi.

matyti is Sio paveikslélio ragenos lopo storis yra gana tolygus visoje stebeé-
toje zonoje. Pagal poslinkio staliuko padétj (zr. 3.12 pav.) jvertintas lopo
storis ~ 100 pm.

Reikia pazymeéti, kad nepaisant to, jog suformuota ez vivo lopa pavyko
gana lengvai atidalinti, ragenos stromos pavirsius atvertus lopa buvo nely-
gus. Tai galima sieti su gana nedidele naudoto objektyvo skaitine apertura
NA =~ 0,1. Taip pat atlieckant lopo formavimo eksperimentus buvo paste-
béta, kad pjuvio formavimo gylis mazéja didinant impulso energija, t. y.
virsijama kritiné pluosto fokusavimosi galia (zr. 1.10 formule). Tai patvir-
tina M. Miclea ir bendraautoriy stebéta fokusavimo gylio mazéjima ex vivo
kiaulés ragenoje, kai didinama impulso energija, o fokusavimui naudojamas
mazos skaitinés aperturos objektyvas NA = 0,086 [102].

Kadangi ex vivo kiaulés ragenoje suformuoti lopai gana lengvai atsivers-
davo, pabandéme suformuoti ragenos lopa in vivo triusio ragenoje. Naudo-
jant tuos pacius spinduliuotés parametrus kaip ir ez vivo kiaulés ragenoje
(zr. 5.1 lentelg), buvo suformuotas burbuliuky sluoksnis, taciau atversti lo-
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5.5 pav. In vivo triusio ragenoje suformuotas lopas a) pries atidalinimg ir
b) is dalies atvertus.

po nepavyko. Padidinus impulso energija iki 2,5 1J bei sumazinus atstuma
tarp skenavimo spiralés vijy nuo 8 pm iki 4 um, in vivo triusio ragenoje buvo
suformuotas dideliy burbuly sluoksnis (5.5 pav., a) ir lopa i$ dalies pavyko
atversti, tac¢iau stromos pavirsius atrodé labai nelygus (5.5 pav., b).

Atsizvelgiant | gautus rezultatus, galima daryti isvada, kad musy eks-
perimentuose naudota sistema su f-theta objektyvu turi buti patobulinta,
siekiant ja panaudoti tolimesniems taikymams. Norint pagerinti intrastro-
miniy pjuviy kokybe bei uztikrintai kontroliuoti pjuviy gylj, butina didinti
fokusuojanciosios optikos skaiting apertura.

5.2 Ragenos lopo ir refrakcinio pokycio formavimas

skenuojant didelés skaitinés aperturos lesj

Ragenos lopo pjovimo bandymus atlikome ez vivo kiaulés akyje, naudo-
dami NA =~ 0,3 skaitinés aperturos lesj. Lopo pjovimo parametrai pateikti
5.2 lenteléje.

Skenuojant didelés skaitinés aperturos lesj suformuotas ex vivo kiaulés
ragenos lopas atsiverté itin lengvai. Atvertus lopg ir apziuréjus rageng po
sviesaus lauko mikroskopu, stromos pavirsius atrodé lygus. Kitaip nei po
lopo pjovimo naudojant f-theta objektyva, gilesniuose stromos sluoksniuose
atvertus lopa pasaliniy burbuliuky nesimate. Tai galima sieti su trumpesniu
fokusuoto pluosto sgsmaukos ilgiu. Femtosekundiniais impulsais suformuo-
to lopo atvertimas ir uzvertimas iliustruotas 5.6 pav. Kaip matyti is Sio
paveikslélio, stromos pavirsius atvertus lopa yra gana lygus, o grazinus lopa
ragena atrodo visiskai skaidri ir lygi (5.6 pav., h).

Naudodami tuos pacius lazerio spinduliuotés parametrus atpjovéme trijy
skirtingy storiy lopus 250 pm, 110 pm ir 30 pm. Visi skirtingy storiy lopai
lengvai atsiverté, ir nors burbuliuky sluoksniai atrodé skirtingai (didziausi
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5.2 lentelé Ez vivo kiaulés ragenos lopo formavimo parametrai.

Parametras Verte
Impulsy pasikartojimo daznis 1 MHz
Impulso energija 0,16 pud
Impulso trukme ~ 3251s
Pluosto skersmuo sagsmaukoje ~ 4 pym
Atstumas tarp impulsy 3 pm
Atstumas tarp linijy pjaunant krasta 3 pm
Lopo skersmuo 9mm
Lopo formavimo trukmeé ~ 128
Lopo storis 30250 pm
Ragenos pavirsiaus fiksavimas Prie plokscio stiklo
b) c) \ d) 4

5.6 pav. Femtosekundiniais impulsais suformuoto ragenos lopo atvertimas
(a—d) ir uzvertimas (e-h).

burbuliukai susiformuodavo pjaunant plona lopa, maziausi — stora), taciau
stromos pavirsiy nelygumai vertinant mikroskopu nesiskyré. Atpjovus dau-
giau kaip 30 vienody, 110 pgm storio lopy, visus pavyko atversti nejplésiant.
[smatavus 12 ex vivo ragenos lopy storj apskaic¢iuotas vidutinis storis buvo
(109,2 +12,4) pm. Palyginimui galima paminéti, kad ragenos lopa pjaunant
mechaniniu budu (chirurginiu mikrokeratomu), standartinis lopo storio nuo-
krypis nuo vidutinés storio vertés jprastai buna 15-35 pm [187,188|.
Kadangi pavyko atpjauti ir sékmingai atversti plona 30 ym lopa, paban-
déme atlikti ir SmILE procedura. 110 um gylyje atpjovéme 140 um centri-
nio storio lesio pavidalo sluoksnj, atitinkantj —5 D refrakcijos pokytj 8 mm
skersmens zonoje. Tam, kad buty jmanoma iStraukti visg suformuotg struk-
turg iSvengiant atplySimo periferijoje, lazerio pluosto valdymo programo-
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5.7 pav. Ragenos lesiuko istraukimas pro siaurg jpjova: ragenos stromos
lesiuko apatinio pavirsiaus atidalinimas (a ir b), virSutinio pjuvio atskyrimas
(c ir d), lesiuko iStraukimas pincetu (e—h).

je buvo nustatytas minimalus 15 um ragenos stromos storis pjovimo zo-
nos kraste (ploniausias iSpjautos strukturos stromos sluoksnis). Suformuota
struktura iStraukéme pro siaura (~ 5mm) jpjova ragenos periferijoje (zr.
5.7 pav.). Kadangi femtosekundiniais impulsais suformuotas lesiukas pakan-
kamai plonas, tai daugiausiai laiko uztruko bandymai atskirti, kuris pjuvio
pavirsius yra virsutinis, o kuris apatinis. Atskyrus, kur virsus ir kur apacia
pincetu istraukti visa lesiukg nebuvo sunku. Po proceduros ragena atrode
skaidri ir lygi (zr. 5.7 pav., h). Istrauktas lesiukas buvo vientisas, taisyklin-
gai apvalios formos.

Kadangi ragena greitai dziusta ir laikui bégant kei¢ia savo forma, tiesio-
giai jvertinti lopo tolyguma bei pavirsiaus kokybe néra lengva. PavirSiaus
charakterizavimui naudojant optinj konfokalinj profilometra, matavimo pro-
cedura trunka kelias minutes, todél sunku gauti patikimus rezultatus. No-
réedami jvertinti ragenos stromos nelygumus atvertus lopa, bei suformuoto
ragenos lopo tolyguma is karto po lopo atvertimo gaminome ragenos stro-
mos pavirsiaus klijy kaukes. Kadangi sustingusios klijy kaukés gerai islaiko
savo forma, jy pavirsius galima veéliau iSmatuoti standartiniu profilometru.

Kaukiy gamybai buvo naudojami nuo UV spinduliuotés kietéjantys klijai
OP-4-20641 (Dymax, JAV). Darant ragenos lopo kaukes, lazeriu atpjautas
audinys uztiesiamas ant plokscio tefloninio pavirsiaus ir iSlyginamas men-
tele. Svelnia oro srove nusausintas pavirsius uzliejamas klijais bei i§ viraus

uzdengiamas stikliuku, suteikianc¢iu kaukei stabilumo. Sukietinti klijai ga-
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100 —71 1717 1171 1511
i —— 150 pm storio lopas
—— 10 D refrakcijos pokytis |

50

Gylis (um)
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Atstumas (mm)
5.8 pav. 150 um storio ragenos lopo (mélyna linija) ir 10 D hipermetro-

pinés korekcijos (raudona linija) kliju kaukiy skerspjuvio profiliai. Juodu
punktyru pazymeétas uzprogramuoto 10 D pokycio pjovimo profilis.

5.9 pav. In vivo triusio akyje a) suformuotas ragenos lopas, b) ragenos
stromos pavirsius atvertus lopa ir ¢) ragena uzvertus lopa.

na lengvai atSoka nuo tefloninio pavirsiaus, o ragenos audinio dalis smailiu
pincetu atsargiai pasalinama nuo klijy kaukeés. Skenuojamu didelés skaiti-
nés aperturos lesiu suformuoto 150 um storio ragenos lopo pavirsiaus klijy
kaukes profilis pateiktas 5.8 pav. (mélyna linija). Kaip matyti i$ Sio paveiks-
lélio, lopo storis visame skerspjuvyje yra gana tolygus ir artimas numatytai
150 pm vertei. Kadangi stromos pavirsius po lopo atvertimo atrodé pakan-
kamai lygus, kilo idéja nuo ragenos pavirsiaus pasalinti hipermetropine ko-
rekcijg atitinkancig struktura. Kaip ir ragenos lopas, taip ir si struktura ex
vivo kiaulés ragenoje atsiverté gana lengvai, o pasalintas ragenos sluoksnis
buvo vientisas. Sio pasalinto ragenos darinio klijy kaukés skersinis profilis
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raudona linija pavaizduotas 5.8 pav. Nepaisant to, jog ploni, dideliy skersi-
niy matmeny ragenos sluoksniai repliky ruosimo metu uzklojus ant teflono
pavirSiaus ir bandant istiesinti galéjo Siek tiek padziuti ir/ar deformuotis,
geometriné forma isliko artima uzprogramuotai pjovimo funkcijai (juoda
punktyriné linija 5.8 pav.). 8 mm skersmens 150 um storio ragenos lopo for-
mavimo procedura uztruko ~ 12s, o 8,7 mm skersmens hipermetropinés
10 D korekcijos ~ 30s.

Ragenos lopo formavimo eksperimentus atlikome dviems triusiams. In
vivo triusio akyje suformuoto ragenos lopo, kuris lengviausiai atsiverté, nuo-
traukos pateikiamos 5.9 pav. Kaip matyti is Sio paveiksléelio b dalies, ragenos
stromos pavirsius atvertus lopa atrodo gana lygus, rainelés krastas mato-
mas ryskiau nei po analogiskos proceduros naudojant f-theta objektyva (zr.
5.5 pav., b). Grazinus atverstg ragenos lopa atgal, ragena islieka skaidri ir
lygi (5.9 pav., ¢).

5.3 Rezultaty aptarimas

Ragenos lopo formavimui naudojant skenuojamg didelés skaitinés aper-
turos lesj galima preciziskai atpjauti bei nepazeidziant integralumo atvers-
ti keliasdesimties mikrometry storio ragenos sluoksnius. Kai lazerio pluos-
tas skenuojamas galvanometriniais veidrodeéliy skeneriais ir fokusuojamas
f-theta objektyvu pluosto fokusavimo kokybé lopo centre ir kraste skiria-
si. Todél dazniausiai lopo krastas pjaunamas naudojant didesn¢ impulso
energija ir/arba mazinant atstuma tarp fokusavimo démiy [189,190]. Tuo
tarpu skenuojant didelés skaitinés aperturos lesj lazerinio pjuvio kokybeé
nepriklauso nuo pjovimo vietos, todél lopo krastas kokybiskai atpjauna-
mas nemazinant skenavimo greicio ir iSlaikant ta pacia impulso energija.
Valdant lazerio pluosta x, y ir z kryptimis galima tiksliai atpjauti ne tik
ragenos lopa LASIK procedurai, bet ir suformuoti refrakcinj pokytj nenau-
dojant papildomo UV lazerio. Taip pat femtosekundiniais impulsais galima
paruosti donoro ir recipiento ragenas keratoplastikos proceduroms, sufor-
muoti intrastrominius pjuvius ragenos implantams, kei¢iant biomechanines
ragenos savybes koreguoti presbiopija.

Naudodami prototipine femtosekundine sistema pademonstravome, kad
ex vivo kiaulés akyje 9 mm skersmens ragenos lopas gali buti atpjautas per
12 s. Si trukmé patenka j $iuo metu naudojamy komerciniy sistemy trukmiy
diapazong — 8-60 s [190,191].

Sékmingas hipermetropinés korekcijos suformavimas femtosekundiniais

125



5. Femtosekundiniy alR impulsy taikymas

impulsais pabrézia musy kuriamos sistemos lankstumg — galima tiksliai ir
greitai valdyti fokusavimo gylj ir kokybiskai atpjauti tiek plonus (30 pum),
tiek storus (250 um) ragenos sluoksnius. Taciau reikéty atlikti papildomus
tyrimus, ar toks pirma kartg pademonstruotas toliaregystés korekcijos meto-
das galéty buti taikomas praktikoje. Néra aisku, kaip gyty ragena po tokios
korekcijos, ar pakankamai lygus stromos pavirsius ir ar issilaikyty norimas
refrakcijos pokytis ataugus epiteliui. Si procediira turéty potenciala dideliy
refrakcijos yduy korekcijai — priesingai nei atliekant korekcija UV impulsais,
femtosekundiniais alR impulsais formuojant refrakcijos pokytj, proceduros
trukmeé nepriklauso nuo pasalinamy audiniy storio.

Siuo metu rinkoje yra tik viena lazeriné sistema, kuri gali koreguoti ref-
rakcines ydas vien tik femtosekundiniais alR impulsais — tai , VisuMax*
(,Carl Zeiss Meditec*, Vokietija). Kitos komercinés femtosekundinés laze-
rinés sistemos néra pajégios formuoti tikslius erdvinius darinius ragenos
turyje, nes jose naudojamy fokusavimo objektyvy skaitiné apertura néra
pakankama arba néra numatytos techninés galimybés laisvai keisti pluosto
fokusavimo gylj. Naudodami femtosekundine Yb:KGW lazerine sistema mes
pademonstravome, kad galime atlikti SmILE procedura, tiesa, kol kas tik ex
vivo kiaulés akyje. Kai refrakciniy ydy korekcijai naudojamas vien tik fem-
tosekundinis alR lazeris (SmILE, FLEx proceduros), galima jzvelgti keletg
privalumy: operacijos metu neuzuodziamas deginamy audiniy kvapas; mini-
maliai pazeidziamas epitelis; refrakcijos rezultatai nepriklauso nuo aplinkos
parametry, nes ragenos stroma pjaunama nepazeidus epitelio, islaikant pa-
stovy stromos hidratacijos lygi. Taciau yra ir keletas trukumy: kol kas ne-
pavyksta koreguoti toliaregystes [73]; SmILE procedura reikalauja geresniy
chirurginiy jgudziy, nei jprasta LASIK procedura [192,193]; femtosekun-
diniais alR impulsais netiksliai suformuotas refrakcijos pokytis negali buti
pakoreguotas atliekant pakartotine procedurs femtosekundiniais impulsais,
pakartotineé korekcija gali buti atlikta tik abliuojant ragenos stromg UV im-
pulsais [74]. Musy kuriama femtosekundiné sistema, esant butinybei, galéty
atlikti ir pakartotine korekcija, naudojant femtosekundinius UV impulsus.
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Apibendrinimas

Siame darbe tyréme femtosekundinio Yb:KGW kietojo kiino lazerio fun-
damentinés alR (1026 nm) ir penktosios harmonikos UV (205 nm) spindu-
liuociy taikymo refrakcinéje akiy chirurgijoje galimybes.

Atlikti in vivo tyrimai parodeé, kad femtosekundiniais UV impulsais triu-
Sio ragenos stromoje per trumpg laikg galima suformuoti tikslius ir atkarto-
jamus turinius darinius, o ragenos stromos pavirsiaus kokybé po abliacijos
nesiskiria nuo eksimeriniu ArF lazeriu abliuoty rageny kokybeés. [vertinus
rageny gijimag po FRK ir TransFRK procedury pagal subepitelinés miglos
dinamikg bei histologinés analizés rezultatus, nustatyta, kad po femtosekun-
dinés abliacijos ragenos gyja taip pat, kaip ir po standartinés eksimerinio
ArF lazerio abliacijos.

Naudodami vieng lazerine sistemg pirma karta pademonstravome, kad
vienu lazeriu galima atlikti pilng Femto-LASIK refrakciniy ydy korekcijos
procedura.

UV spinduliuotés poveikio tyrimai naudojant peliy kauly ¢iulpy ir odos
epitelio lasteles parodé, kad femtosekundiniai 205 nm impulsai nevirsija of-
talmologijai naudojamy nanosekundiniy 213 nm bangos ilgio impulsy geno-
toksinio poveikio, o didelis femtosekundiniy (205 nm) impulsy citotoksinis
poveikis gali buti laikomas privalumu, nes mazéja tikimybeé lasteléems mu-
tuoti.

Visi musy atlikti tyrimai rodo, jog femtosekundinio Yb:KGW lazerio pag-
rindu sukurta sistema yra universalus chirurginis instrumentas, galintis at-

likti daugelj Siuolaikiniy (o gal ir naujy) oftalmologiniy procedury.
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Padéka

Nuosirdziai dékoju visiems musy mokslinés grupés nariams, prisidéju-
siems prie Sioje disertacijoje pristatomy tyrimy. Labai dziaugiuosi, kad stu-
dijy metu turéjau netgi du labai nuostabius mokslinius vadovus — dr. Mika
Vengrj ir dr. Romualda Danieliy. Noriu jiems padékoti uz visakeriopa pagal-
ba, suteiktas zinias bei kantrybe. Nuosirdziai dékoju oftalmologei dr. Eglei
Danielienei uz bendradarbiavima atliekant in vivo tyrimus. Noriu tik pasi-
dziaugti, kad pries keleta mety Romas su Egle uzkuré visa sioje disertacijoje
aprasomy (ir toli grazu dar nesibaigianc¢iy) tyrimy katilg — jiems kilo idéja
lietuviska femtosekundinj lazerj pritaikyti oftalmologijai.

Noriu padékoti prof. Osvaldui Ruksénui ir dr. Agnei Vaiceliunaitei uz
pagalba atliekant in vivo tyrimus; dr. Vaidotui Morkunui ir Gintarei Ur-
bonaitei uz bendradarbiavima atliekant genotoksiskumo tyrimus; Vilniaus
universiteto vivariumo darbuotojoms uz rupinimasi laboratoriniais gyvu-
nais; Simui Sobutui ir dr. Aidui Aleknaviciui prisidéjusiems prie fizikinés
eksperimentinés darbo dalies; Algirdui Gutauskui uz ArF lazerine sistema
atliktas operacija ir visiems kitiems ¢ia nepaminétiems.

Uz moksling bei moraling pagalba, konsultacijas rasybos klausimais, tech-
nine darby prieziurg bei kulinarinj palaikymg kurybiniy kanciy metu bai-
siausiai dékoju Vytautui Butkui.

Aciu visiems, kurie mane palaiké — tévams, draugams ir visam UAB MGF
Sviesos konversija* kolektyvui.

Taip pat dékoju UAB ,,Cesta“ uz geranoriska mokslo parama.

Siame darbe pristatyti tyrimai buvo i$ dalies finansuoti Lietuvos Valsty-
binio mokslo ir studijy fondo (dotacijos nr. B-07008). Taip pat dékoju uz
Lietuvos mokslo tarybos projekto ,,Studenty mokslinés veiklos skatinimas*
(VP1-3.1-SMM-01-V-02-003) parama (projektas finansuojamas pagal Zmo-
giskyjy istekliy plétros veiksmy programos 3 prioriteta ,, Tyréjy gebéjimy
stiprinimas® i§ Europos socialinio fondo ir Lietuvos Respublikos valstybeés
biudzeto lésy).
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