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IVADAS

Disertacijos darbo tikslas - panaudojant lazering spinduliuote iStirti
degeneruojancio tarpslankstelinio disko struktiiros pokycius ir ivertinti lazerio
poveiki gydant tarpslankstelinio disko i$varza. Darba sudaro eksperimentiné
dalis - spektroskopinis tarpslankstelinio disko medziagos tyrimas po apsvietos
UV lazeriu ir klinikiné dalis — ligoniy disko i$varzy gydymas lazeriu -
perkutaniné lazeriné disko dekompresija (PLDD). I§ Lietuvos bioetikos
komiteto buvo gautas leidimas atlikti biomedicininj tyrima.

Nugaros skausmai yra viena dazniausiy priezasciy, salygojanciy darbingo
amziaus zmoniy nedarbinguma i$sivysciusiose Salyse. Nugaros skausmy daznis
ir paplitimas iSsivysciusiose Salyse sudaro svarbia epidemiologing problema.
80% suaugusiyjy populiacijos patirs bent viena nugaros skausmy epizoda per
gyvenima, 5% populiacijos vargina Iétiniai nugaros skausmai (Andersson GB,
1999; Deyo RA, 1987; Mooney V, 1987; Shvartzman L, 1992). Yra daugybé
nugaros skausmo priezasCiy, ta¢iau manoma, kad stuburo tarpslankstelinio
disko degeneraciniai pakitimai yra pagrindiné nugaros skausmuy priezastis
(Edgar MA, 1976). Mechanizmas, kuriuo tarpslankselininio disko degeneracija
gali salygoti apatinés nugaros dalies skausma dar néra pilnai iSaiSkintas, taciau,
manoma, kad nervy galiinéliy jaugimas i degeneruojancio tarpslankstelinio
disko plySimo vietas, disko degeneracijos procesa paverCia skausmingu -
prasideda degeneraciné disko liga (DDL) (Ito M, 1998; Saifuddin A, 1998;
Moneta GB, 1994). Medziagy pakitimai tarpslankstelinio disko matricoje bei
progresuojantys disko morfologijos pakitimai yra siejami su tarpslankstelinio
disko degeneracija (Benneker LM, 2005).

Tarpslankstelinio disko degeneracija yra visa gyvenima trunkanti disko
medziagy degradacija, sinchroniskai lydima disko remodeliacijos ir gretimy
slanksteliy pakitimy, leidzianciy prisitaikyti prie kintan¢iy aplinkos apkrovuy.
Stuburo tarpslankstelinio disko degeneracija yra ilgai trunkantis, laike kintantis
ir negriztamas procesas, prasidedantis vaikystés ir trunkantis iki gilios

senatvés. (Battie MC, 2006).



Vidutinio amziaus zmonéms, dél disko degeneracijos gali atsirasti
tarpslankstelinio disko iSvarza. Stuburo tarpslankstelinio disko i$varza, tai
tarpslankstelinio disko medziaga, atitrikusi nuo tarpslanstelinio disko ir
migravusi | nugaros smegeny kanalg. Disko iSvarza sudaro '5 atveju:
minkstasis branduolys, ¥3- minkstojo branduolio ir sausgyslinio ziedo derinys;
Y5 atvejy- sausgyslinio ziedo elementai (Yasuma T, 1986). Minéti disko
audinio fragmentai ir yra Salinami disko iSvarzos operacijos metu. Disko
iSvarza netik sukelia juosmens skausmus, bet gali suspausti greta esancia
nerving Saknelg, tuomet skausmai i§ juosmens iSplinta i koja pagal suspaustos
nervinés Saknelés eiga- prasideda radikulopatija (Kawakami M, 1998;
Wisneski RJ, 1992). Radikulopatinio skausmo paplitimas taipogi daznas,
registruojami 5 atvejai 1000 gyventoju per metus (Anderson GBJ, 1997).
Radikulopatinio skausmo patofiziologiniai mechanizmai néra iki galo
iSaiskinti. Svarbiis du patologiniai faktoriai: mechaninis nervinés Saknelés
suspaudimas ir cheminis nervinés $aknelés dirginimas tarpslankstelinio disko
minks$tojo branduolio medziagomis (Haro H, 1996; Olmarker K, 1993).
Nervinés Saknelés suspaudimas koreliuoja su skausmu ir neurologiniy funkciju
sutrikimu Saknelés inervuojamame dermatome (Olmarker K, 1991). Disko
iSvarza yra tik vienas, i$ visa gyvenima trunkancios, disko degeneracijos etapy.
Dauguma disko iSvarzas turinCiy pacienty sveiksta taikant konservatyvu
gydyma. Jei konservatyvus gydymas nesukelia pageréjimo, pacientus tenka
operuoti. Klinikingje darbo dalyje pristatome nauja Lietuvoje disko i§varzos
chirurginio gydymo biida- Perkutating Lazering Disko Dekompresija (PLDD).

Disko degeneracijai nustatyti ir jvertinti pasiilyta daugybé metody.
Tiksliausias disko degeneracijos jvertinimas yra patomorfologinis, kuomet
makroskopiskai vertinamas gretimy slanksteliy ir tarpslankstelinio disko
skerspjiivis. Sis metodas yra ir patikimas, ir esant reikalui kartotinas, tadiau
taikytinas tik tiriant lavono audinius, negali buti taikomas klinikinéje
praktikoje (Thompson JP, 1990). Biocheminiai disko degeneracijos vertinimo
metodai taip pat yra priimtini ir sékmingai taikomi moksliniuose tyrimuose.

Sie metodai gerai koreliuoja tarpusavyje ir yra naudojami moksliniuose



tyrimuose, kur tiriamas lavono audinys, bet ju klinikiné nauda yra ribota,
diagnostikai jprastai naudojamos neinvazinés tarpslankstelinio disko
degeneracijos nustatymo sistemos (Benneker LM, 2005; Salminen JJ, 1999),
pvz.: magnetinio rezonanso tomografija (MRT), rentgeno nuotraukos.
Klinikingje praktikoje taikomi disko degeneracijos vertinimo metodai
koreliuoja tarpusavyje, bet negali iSskirti konkreciu tarpslankstelinio disko
degeneracijos stadiju audinio lygmenyje (Horton WC, 1992), todél
eksperimentinéje darbo dalyje pritaikéme spektroskopini disko degeneracijos
vertinimo metoda, kuris galéty suteikti papildomos informacijos apie

tarpslankstelinio disko biocheming struktiira.

Eksperimentiné dalis:

Eksperimentinéje darbo dalyje pritaikéme spektroskopini disko
degeneracijos vertinimo metoda, kuris galéty suteikti papildomos informacijos
apie tarpslankstelinio disko matricos biocheming struktiira. IStyréme stuburo
tarpslankstelinio disko iSvarzas, disko fragmentus, paSalintus operacijos metu,
t.y., medziaga, kuri savo kilme ir sudétimi yra artimiausia degeneruojancio
disko struktiiroms. Sios dalies darbo tikslas buvo spektroskopiskai jvertinus
tarpslankstelinio disko iSvarzos (disko audinio fragmento) matricos
biocheminius kitimus ir ju itaka disko degeneracijos procesui, gautas
fluorescencines kreives palyginti su histologinio tyrimo radiniais ir

prieSoperaciniais vizualiniais tyrimais (MRT).

Eksperimentinés dalies tyrimo tikslas:

Sios dalies darbo tikslas buvo sukélus disko medziagy autofluorescencija
UV lazeriu, spektroskopiSkai jvertinti tarpslankstelinio disko iSvarzos (disko
audinio fragmento) matricos biocheminius kitimus ir ju itaka disko

degeneracijos procesui. Palyginti gautas fluorescencinio spektro kreives su



histocheminio tyrimo radiniais ir prieSoperaciniais vizualiniais tyrimais (MRT)

bei ivertinti $§iy duomeny pritaikomuma rutininei klinikinei praktikai.

Eksperimentinés darbo dalies uZdaviniai:

1. sukurti metoda tarpslankstelinio disko medziagos spektroskopiniams
tyrimams;

2. iSmatuoti tarpslankstelinio disko bandiniy fluorescencinius spektrus
spektrometru, charakterizuoti, iSanalizuoti ir atskirti biidingiausius
spektrus visiems tarpslanksteliniams diskams, bei nustatyti spektro
kitimus, priklausomus nuo biocheminés disko matricos sudéties;

3. surinkti skirtingy lokalizacijuy disko fragmenty méginius i§ operuojamy
ligoniy, istirti juos pagal unifikuota metodika, lyginti fluorescencinius
duomenis su MRT ir histocheminio tyrimy duomenimis bei jvertinti
atlikty tyrimy pritaikomuma intradiskiniy procediiry metu klinikinéje

praktikoje.

Klinikiné dalis:

Klinikingje Sio darbo dalyje, pirma karta Lietuvoje, pritaikéme nauja
minimaliai invazyvy bida disko iSvarzos gydymui lazerio spinduliu-
Perkutaning Lazering Disko Dekompresija. Nustatéme indikacijas Siai lazerinei
operacijai ir atrinkome pacienty grupeg, atlikome operacijas, ivertinome

prieSoperacinius pokycius ir sekéme pooperacing ligoniy buklg.

Klinikinés darbo dalies uzdaviniai:

. sukurti kliniking baze Perkutaninei Lazerinei Disko Dekompresijai (PLDD),
ivertinti indikacijas, kontraindikacijos §iai operacijai.
. atrinkti ligonius, tinkamus §iai operacijai, atlikti operacijas, jvertinti ligoniy

bukle pries operacija ir po operacijos. [vertinti PLDD efektyvuma, pritaikymo



galimybes.

Tyrimo privalumas ir naujumas:

Tyrime iSsamiai iSnagrinéjome biocheminius, struktiirinius ir
histocheminius tarpslankstelinio disko jungiamojo audinio matricos
degeneracijos kitimus. Pirma karta panaudojome spektroskopini tyrima
degeneruojancio  disko matricos fluorescencijos kreivéms gauti ir
biocheminiams disko matricos kitimams vertinti. Sukiirtme metoda
tarpslankstelinio disko paruoSimui ir iStyrimui $aldomuosiuose disko
pjuviuose. Pirma karta nustatéme tarpslankstelinio disko autofluorescencijos
spektrus, suzadinus tarpslankstelini diska ultravioletinés Sviesos lazeriu.
Atlikome gauty spektry analiz¢ ir juos palyginome su histocheminémis
tarpslankstelinio disko matricos charakteristikomis.

Klinikinéje darbo dalyje pirma karta Lictuvoje atlikome lazering
tarpslankstelinio disko iSvarzos operacija, nustatéme indikacijas ir
kontraindikacijas Siai operacijai ir surinkome pacienty grupg, bei

iSanalizavome gydymo rezultatus.

Ginamieji teiginiai:

1. Ultravioletiniu spinduliavimu sazadinus tarpslankstelinio disko medziaga,
sukeliama disko matricos autofluorescencija.

2. Tarpslankstelinio disko autofluorescencijos fenomenas rodo medziagas,
sudarancias tarpslankstelinio disko matrica.

3. Nustacius tarpslankstelinio disko autofluorescencijos spektrus, galima
spresti apie tarpslankstelinio disko biocheminius kitimus, budingus disko
degeneracijos procesui.

4. Ligoniai, kuriy MRT rodo nervinés Saknelés pasislinkima ar kontakta su
disko iSvarza turéty biiti operuojami minimaliai invazyvine perkutanine

lazerine disko dekompresija (PLDD). Ligoniai, kuriu MRT rodo nervinés



Saknelés kompresija ar kuriy iSvarza yra pratriikusi, turéty buati

operuojami atviru budu.

Darbas atliktas 2005-2009 metais Vilniaus Universiteto Medicinos
fakulteto Neurologijos ir Neurochirurgijos klinikoje, bendradarbiaujant su VU
Taikomyju Moksly Instituto pazangiu technologiju skyriumi ir VU
Eksperimentinés ir Klinikinés Medicinos Instituto eksperimentiniy tyrimy
skyriumi. IS Lietuvos bioetikos komiteto buvo gautas leidimas atlikti

biomedicininj tyrima.



1. LITERTUROS APZVALGA

1.1. STUBURAS, STUBURO TARPSLANKSTELINIS DISKAS

Nugaros judamasis aparatas yra paslanki kiety kauliniy segmenty sistema
(kauliniai segmentai - slanksteliai), sustatyty vienas ant kito su tarpikliais
(tarpiklis- tarpslankstelinis diskas) ir sutvirtinty iSoriniais elementais. UZ tokios
taisyklingos struktiiros palaikyma yra atsakinga tiksli raumenuy ir raisciu
sistema, kurios dalys tarpusavyje saveikauja sinergetiniais (kooperaciniais) ir
opoziciniais (prieSiniais) rySiais. Tokia sudétinga kauly, juos jungianéiy
rais¢iy, sanariy bei raumeny sistema visiSkai apsupa ir saugo stuburo kanale
esancias nugaros smegenis, tuo paciu funkcionuoja kaip lankstus pagrindas ir
pagrindiné galiiniuy judéjimo asis. TrisdeSimt trys (trisdeSimt keturi) stuburo
slanksteliai yra sutvirtinti sudétingy rysiy ir iterpty kremzliy: 7-ni kaklo, 12-ka
kraitinés, 5-ki juosmens, 5-ki kryzmens (suaugg i kryzkaulj) ir 4-5-ki uodegos
(suauge 1 uodegikauli). Kiekvienos grupés slanksteliams biidingos savitos
ypatybés, kurios skiria juos nuo kity grupiy slanksteliu. Jokie du slanksteliai
néra tiksliai vienodi, ir kiekvienas yra specifisSkai pakites ir prisitaikes prie savo
buvimo aplinkos. Zmogaus stubura sudaro 23 diskai: 6 kaklo, 12 kriitinés
srities ir 5 juosmens srities. Nors visy sri¢iy disky sandara yra panasi, Siame
darbe aptariama juosmeniné stuburo dalis. Juosmeningje stuburo srityje diskai
yra mazdaug 7—10 mm plocio ir 4 cm skersmens (Twomey LT, 1987; Roberts
S, 2006).

Stuburo tarpslankstelinis diskas yra sudarytas i§ skaidulinio fibrozinio
ziedo ir gelinio mikstojo branduolio, dengiamas i$ abiejy pusiu hialininés
kremzlés ir sudaro vientisa hermetiSka struktiirg, kuri uztikrina stuburo
atsparuma spaudimui, o taip pat judesiy laisvuma. Diskas tolygiai pasiskirsto
ant stuburo slankstelio net tuo atveju, jei stuburas yra spaudziamas ar,

atvirk§ciai- tempiamas (Adams MA, 2006).
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1.2. TARPSLANKSTELINIO DISKO SANDARA

Tarpslankstelinis diskas sudarytas i$ triju pagrindiniy struktiiry: minkstojo
branduolio (nucleus pulposus), skaidulinio ziedo (anulus fibrosus) ir
slankstelio galiniy ploksteliy. Disko centre yra gelinés struktiros minkStasis
branduolys, kurj lateraliai supa daug kolageno savo sudétyje turintis skaidulinis
ziedas, bei Zemiau ir auk$ciau esancios slanksteliy galinés ploksteles (Sally
Roberts et al., 2006; Urban JPG, 1988).

Anulus fibrosus sandara yra labiau pluostiné-skaiduliné nei minkstojo
branduolio. Anulus (Ziedo) lastelés yra iStestos ir kaip kolageno skaidulos
panasios | fibroblastus (Adams MA, 2006). Taip pat skaidulinio ziedo
sandaroje yra daugiau kolageno, bei maZziau vandens lyginant su nucleus
pulposus. Skaidulinio ziedo funkcija yra “uzdaryti” ir talpinti savyje minkstaji

branduoli, kuris yra linkes i8Sokti i§ anulus fibrosus dél didelio ji veikiancio

(@) (@)

slégio (1.1 pav.).

1.1 pav. Tarpslankstelinio disko struktiira (a) ir funkcija (b)

Skaidulinis Zziedas geba iSlaikyti nucleus pulposus dél jo sandaroje
esanCiy nuo 15 iki 25 koncentriniy kolageno laksSty, ploksteliy, vadinamy
lamellae, suklijuoty tarpusavyje proteoglikanais. Lamellae yra tokios formos,
kuri leidzia islaikyti didelio slégio veikiama nucleus pulposus skaiduliniame

ziede (1.2 pav.). Su amziumi ploksteliy organizacija tampa sudétingesné vis
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labiau iSsiSakojanti ir sutankéjusi. ISoring anulus dali papildomai sustiprina

Uzpakalinis iSilginis raiStis yra skiriamoji riba tarp disko ir lengvai
pazeidziamy stuburo smegeny, bei nerviniy Sakneliy.

Annulus Fibrosus

Nucleus Pulposus

Pav. 1.2 Tarpslankstelinio disko
anatomija

Lamellae

Trecioji funkciSkai reikSminga disko struktura yra slankstelio galiné
plokstelé (vertebral endplate). Tai plonas (¥4 mm), horizontalus hialininés
kremzlés sluoksnis (Urban JPG, 1988). Nepaisant pavadinimo, Sios ploksteles
néra tiesiogiai prijungtos prie slankstelio kiino, nes galiniy ploksteliy viduje
esanCios kolageno skaidulos (iSsidésCiusios horizontaliai ir lygiagreciai
slanksteliui) periferijoje pereina i diska (Roberts S, 20006), tiksliau, i disko
anulus fibrosus dali. D¢l Sios priezasties galinés plokstelés yra priskiriamos
diskui, o ne slanksteliui. Biocheminé galiniy ploksteliy struktira yra labai
panasi | paties disko: vanduo, proteoglikanai, kolagenai, kremzlinés lastelés
(chondrocitai). Medziagy iSsidéstymo tvarka yra tokia pati kaip ir diske; arciau
plokstelés centro yra daugiau vandens ir proteoglikany, o iSoréje dominuoja
kolageno skaiduly pluostai. Sis medZiagy i3sidéstymas leidzia maisto
medziagoms i$ subchondrinio kaulo difunduoti i diska. Hialininé kremzIl¢ yra
avaskuliari struktira maitinama difuzijos budu, nes milziniskas slégis
tarpslanksteliniame diske sutrikdyty bet kokio kraujagysles turincio audinio
mityba ir sukelty nekrozg, tuo tarpu difuzijos budu maitinamas audinys, gali
atlaikyti intradiskini slégi. Labiausiai nuo centro nutolgs slankstelio krastas

néra padengtas galine plokstele, taip kiekvieno slankstelio virSuje ir apacioje
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atsiranda viety kur kaulas néra apsaugotas. Sios neapsaugotos vietos
vadinamos ziedo apofizémis (ring apophysis) dazniausiai formuoja ataugas,

kurios siejamos su disko degeneracijos procesu.

1.2.1. TARPSLANKSTELINIO DISKO BIOCHEMINE SANDARA

Minkstasis branduolys, skaidulinis ziedas ir galinés plokstelés yra sudarytos i
triju pagrindiniy komponenty: proteoglikany, kolageno skaiduly ir vandens,
taCiau kiekvieno S$iy komponenty procentiné sudétis minétose struktiirose
skiriasi. Anulus lastelés, (fibrocitus primenancios lastelés- fibrocite like cell)
reaguodamos | tarpslankstelinio disko deformacija daugiausiai sintetina tvirta
kolagena I (Pritzker KP, 1977), tuo tarpu nucleus lastelés (chondrocitus
primenancios lastelés, chondroidinés lastelés- chondrocite like cell), veikiamos
hidrostatinio slégio, sintezuoja kolageno II fibriles ir proteoglikanus (Adams
MA, 2006). Pagrindinis minkstojo branduolio komponentas yra vanduo (80
%), kietaja nucleus medziaga sudaro proteoglikanai (65 %), II tipo kolageno
skaidulos (17 %) ir nedidelis kiekis elastino skaiduly. Proteoglikanai ir
kolagenas II kartu yra vadinamoji branduolio matrica (nuclear matrix). Centre
esanCio nucleus pulposus kolageno skaidulos yra organizuotos atsitiktine
tvarka (Roberts S, 1989), o elastino skaidulos (kartais sickian¢ios daugiau nei
150um ilgi) yra iSdéstytos radialiai; Sios skaidulos yra itvirtintos labai
hidratuotame, t.y, daug agrekano turin¢iame gelyje.

Anulus fibrosus cheminé sandara yra tokia pati kaip ir Nucleus pulposus,
tik medziagy proporcijos pasiskirste kitaip; 65 % vandens, kolagenai 1 ir II
sudaro 55 % sausos anulus masés, proteoglikanai (i§ kuriy net 60 % yra
agrekanai) sudaro 20 % sausos anulus masés. 10% sausgyslinio ziedo sudaro
elastingos skaidulos, kurios yra iSsidéste kontakto vietoje tarp anulus ir
slankstelio galiniy ploksteliy bei tarp lamellae. Lamellae sudaro kolageno I
(labai tvirto) ir kolageno II skaidulos. ISoriné Lamellae dalis sudaryta beveik
vien tik i$ I tipo kolageno, judant ar¢iau nucleus, kolageno I kiekis mazéja, o

atsiranda vis daugiau kolageno II skaiduly. Egzistuoja kolageny pasikeitimo
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gradientas, judant i§ periferijos i centra, kolageno I koncentracija tolygiai
maze¢ja, kolageno II koncentracija tolygiai auga (Guinot B, 2000). Centrinius
sausgyslinio ziedo sluoksnius labai sunku atskirti nuo branduolio, nes tarp ju
néra aiskios skiriamosios ribos.

Proteoglikanai yra labai svarbiis disko funkcionavimui, nes jie yra tas
komponentas, kuris sulaiko vandeni disko audinyje, juos gamina Iastelés
panasios i chondrocitus. Vanduo yra pagrindinis anulus, tiek nucleus
komponentas (minkstaji branduoli sudaro 80 % vandens, o skaidulini zieda 65
% vandens), o ji diske sulaiko proteoglikanas agrekanas, kuris d¢l savo gausios
anijoninés glikozaminoglikaninés sandaros (chondroitino sulfato ir keratano
sulfato) suriSa vandens molekules, suteikia diskui elastiSkumo savybe,
padedancia priesintis stuburo suspaudimui (Adams MA, 2006; Schmidt MB,

3

1990). Taigi agrekanas ir yra tikroji diske “vandeni uzrakinanti” molekulé.
Agrekanai jungiasi ] dideles struktiiras, vadinamuosius agregatus, kurie
suteikia jaunam sveikam diskui stipruma ir lankstuma. Pazymétina tai, kad
daug vandens turintis diskas yra stipresné struktiira nei pats stuburo slankstelis.
Disko hidratacija taip pat yra labai svarbi diska apriipinant maisto
medziagomis. Maisto medziagos difunduoja pro disko audinj, taigi §i difuzija
yra zymiai efektyvesné esant normaliam vandens balansui diske (Grunhagen T,
2006; Ogata K, 1981).

Biocheminé disko analizé¢ identifikuoja molekulinius komponentus ir
pateikia daug kiekybinés informacijos, taciau labai sunku surasti, kur yra
issidéste Sie komponentai disko audiniuose. Siam tikslui reikia atlikti
histocheminius, imunohistocheminius, ar elektroninés mikroskopijos tyrimus.
Pavyzdziui, elastinas sudaro tik 2% sauso sausgyslinio ziedo svorio, taigi
akivaizdu, kad Sis komponentas néra vienas pagrindiniy disko komponenty.
Nepaisant to, elastino indelis disko funkcionavime yra labai didelis, nes jis yra
specifiSkai lokalizuotas sveikame diske dazniausiai tarp lamellae ir keliy
kolageno skaiduly, kurios yra iSdéstytos statmenai lamellae, &ia esantis
elastinas uztikrina laisva judesi tarp atskiry ploksteliy, tai yra veikia kaip

liubrikantas (Yu J, 2005).
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Tarpslankstelinj diska sudaro dar daug kity komponentuy, tokiy kaip III, V,
VLVIL, IX, X, XI, XII ir XIV tipy kolagenai; mazi proteoglikanai: lumikanas,
biglikanas, dekorinas ir firbromodulinas ir kiti glikoproteinai, tokie kaip
fibronektinas ir amiloidas (Roberts S, 1991; Melrose J, 2001). Daugumos Siy
papildomy matrica sudaran¢iy komponenty funkcijos dar iki $iol neisaiskintos.
Manoma, kad kolagenas IX gali buti susijes su susikryziavimy tarp kolageno
fibriliy formavimu, ir dél Sios savybés kolagenas IX yra svarbus palaikant
kolageny tinklo vientisuma. Matrica yra dinamiska struktiira. Jos molekulés
yra skaidomos proteinazémis, kurias sintetina disko lastelés: matricos
metaloproteinazémis (MMPs) ir agrekanazémis (Sztrolovics R, 1997; Roberts
S, 2000). Balansas tarp sintezés, skaidymo ir matricos makromolekuliy
kaupimo nulemia matricos kokybg ir vientisuma, o taip pat mechanini disko
funkcionaluma. Matricos vientisumas taip pat svarbus avaskulinés sveiko disko

prigimties i$laikymui.
1.2.2. TARPSLANKSTELINIO DISKO LASTELES

ISorinio ziedo lastelés yra iStestos ir kaip kolageno skaidulos panaSios |
fibroblastus. Pradzioje minkStojo branduolio lastelés yra notochordalinés, o
vaikystés metu jos yra laipsnisSkai pakei¢iamos | apvalaines lasteles panasias |
chondrocitus sanario hialininéje kremzl¢je (Roberts S, 2006). Stuburui augant,
lasteliy tankumas mazéja, o suaugusiam zmogui lastelés tesudaro 1% disko
tirio, ypatingai praretéja nucleus dalis (Chelberg MK, 1995). Toks lastelinés
populiacijos nykimas siejamas su zmogaus vertikalia eisena. Vaikui atsistojus
ant koju ir pradéjus vaikSCioti (apie 2-rus gyvenimo metus), slégis
tarpslanksteliniame diske per trumpa laika staiga iSauga, lastelés nyksta, nes
difuzijos biidu maitinamas audinys negali iSmaitinti gausios lastelinés
populiacijos. Lasteliy nykimas 2-rais gyvenimo metais sietinas ne su
degeneracijos procesu, bet greiciau, su prisitaikymu prie vertikalios eisenos
(Adams MA, 2002). Gimusio zmogaus dengiamosios plokstelés sudaro
mazdaug 50% tarpslankstelinés erdvés (suaugusio zmogaus dengiamosios

plokstelés tesudaro 5% disko auksc¢io) ir turi didelius kraujagyslinius kanalus.

15



Jauno Zmogaus tarpslankstelinis diskas taip pat turi Siek tiek kraujagysliu,
kurios yra iSsidésciusios tarp iSoriniy skaidulinio ziedo ploksteliy, penetruoja i
diska iki 2mm., kur daZniausiai randami nervai. Greitai po gimimo
dengiamosios plokstelés, bei sausgyslinio ziedo kraujagysliy kanalai prisipildo
ekstralasteline matrica ir kraujagysliniy kanaly diske nebelieka jau per pirmaji
gyvenimo deSimtmeti. D¢l Sios priezasties suaugusio individo tarpslankstelinis
diskas daznai yra vadinamas didziausiu avaskuliniu audiniu Zmogaus kiine
(Roberts S, 2006), diskas neturi tiesioginio kraujotakos Saltinio. Suaugusiujy
stuburo tarpslanksteliniuose diskuose kraujagyslés dazniausiai iSsidésto
siaurame iSorinio  ziedo (anulus fibrosus) sluoksnyje, ir subchondrinéje
ploksteléje, kuri guli iSkart po galine hialinine plokstele. Metabolity ir maisto
medziagy transportas vyksta visy pirma dél difuzijos, tai yra svarbu mazoms
molekuléms, o kita metabolizmo grandis - gelin¢ disko struktiira (svarbus
takumas), ji svarbi stambiy molekuliy judéjimui. (Grunhagen T, 2006).
Avaskuliné disko audiniy prigimtis lemia disko lasteliu medziagy apykaitos
btida. Energetinis lasteliy metabolizmas daugiausia vyksta dél glikolizés, todél
tam, kad biuity galima palaikyti auksSta pieno rugsties lygi disko lasteléms yra
reikalinga gliukozé. Deguonis yra taip pat biitinas elementas lasteliy
gyvybingumui palaikyti, o jo utilizacijos kelias yra iki Siol neisaiskintas. Dél
to, kad disko audiniai yra avaskuliarts, disko lastelés yra priklausomos nuo
disko aplinkos struktiiry kraujo apriipinimo. Vystantis subchondrinei sklerozei
(spongiozinio kaulo, esancio iSkart po hialinine kremzle sutankéjimui) kraujo
pristatymas sutrinka, blogéja disko lasteliy mityba, sutrinka ir kolageny sintezé

(Grunhagen T, 2006).

1.3. TARPSLANKSTELINIO DISKO DEGENERACIJA

Tarpslankstelinio disko degeneracija yra visa gyvenima trunkanti disko
medziagy degradacija, sinchroniSkai lydima disko remodeliacijos ir gretimy
slanksteliy pakitimy, leidzian¢iy prisitaikyti prie kintan¢iy aplinkos apkrovy.
Stuburo tarpslankstelinio disko degeneracija yra ilgai trunkantis, laike kintantis
ir negriztamas procesas, kuris prasideda vaikystéje ir trunka iki gilios
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senatvés.(Pav. 1.3.0)(Battic MC, 2006).

Pav. 1.3.0 Tarpslankstelinio disko degeneracija: A- sveikas tarpslankstelinis diskas;
B- degeneraves tarpslankstelinis diskas

Tradici$kai manoma, kad disko degeneracija prasideda dé¢l mechaninio
poveikio, taciau dabartiniai tyrimai parodo, kad genetiniai ir biocheminiai
mechanizmai gali turéti Zymiai didesng itaka disko degeneracijai, nei buvo
manyta anksCiau. Yra dvi vyraujanCio stuburo tarpslankstelinio disko
degeneracijos teorijos: ankstesné teigia, jog diskai tiesiog susidévi nuo per
didelés apkrovos daznai sportuojant ar dirbant sunky fizini darba (Adams MA,
2002), taciau naujoji teorija teigia, jog tarpslankstelinio disko degeneracija yra
apspresta genetiSkai ir gali biiti paveldima (Videman T, 1998), todel yra
pradéti jvairls tyrimai, kuriy pagalba galima biity nustatyti ne tik
morfologinius tarpslankstelinio disko degeneracinius pakitimus, bet ir ju
genetinius determinantus. Manoma, kad tai gali padeti uzkirsti kelig
degeneracijai, kuri gresia ateityje.

Disko degeneracija i§ esmeés apsprendzia Sie faktoriai:

= nebegaminami degenerave proteoglikanai, nyksta nucleus pulposus -
mazéja vandens kiekis branduolyje;

= silpsta kolageniniai ry$iai - silpsta anulus fibrosus kolageninés

ploksteles;
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= branduolys sutirstéja;

= 7ziedas iplysta;

= gretimy slanksteliy judesiai tampa netolygts, amplitudé pasidaro per
didelé¢ - atsiranda segmentinis nestabilumas;

= traumuojamas tarpslankstelinis sanarys, vystosi jo artrozé, hipertrofija,
bei geltonyjy raisciy hipertrofija

= disko aukStis sumazé¢ja, iSveSa krastiniai spondilofitai, kurie ilgainiui
suauga ir diskas nebetenka judrumo (Adams MA, 2002).

Dazniausiai degeneracija yra nezalinga ir vertinama kaip natiiralaus
senéjimo proceso dalis, taciau kai kuriems zmonéms degeneracijos procesas
vyksta labai anksti, ir sukelia juosmens skausmus. Toks patologinis disko
sen¢jimas vadinamas degeneracine disko liga (DDL). DDL yra skausminga
disko degeneracija (Nachemson AL, 1976; Deyo RA, 2001). Degeneracijos
paveiktuose diskuose pastebima padidéjusi vaskuliarizacija ir nerviniy
gallinéliy jaugimas, tai gali biiti 1étinio nugaros skausmo priezastimi (Freemont
Al, 1997). Skausma DDL atveju sukelia: anulus iplySimai ir nerviniy galiinéliy
jaugimas 1 disko iplySimo vietas, uzpakaliniy stuburo rai§¢iy pertempimas,
tarpslankstelinio sanario kapsulés tempimas padidéjus disko judesiy
amplitudei. Disko pasipiitimas, stuburo kanalo susiauré¢jimas, sukelia nerviniy

Sakneliy uzspaudima ir Sakneliy dirginimo skausmus.

1.3.1. DEGENERUOJANCIO DISKO BIOCHEMINIAI PAKITIMAI

Labiausiai pastebimas biocheminis disko pakitimas, atsirandantis dél disko
degeneracijos, yra proteoglikany irimas (Lipson SJ, 1981). Degraduojant
agrekano molekuléms greiCiausiai pasiSalina mazesni fragmentai, véliau

didesni (Pav.1.3.1)(Pearce RH, 1987).
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Pav. 1.3.1 Disko degeneracijos metu vyksta proteoglikany degradacija:
chondritinsulfato grandiné pakeiciama trumpesne keratansulfato grandine

Proteoglikany irimas ir vandens netekimas prasideda dar vaikystéje. Sis
procesas ypa¢ aktyvus disko nucleus srityje. Proteoglikany kiekio sumazéjimas
ir ju kokybés kitimas yra labai ankstyvas disko degeneracijos poZymis.
Chondritinsulfatas, turintis ilgesn¢ granding yra kei¢iamas keratansulfatu
(Stevens RL, 1982). Proteoglikany kiekio ir kokybés pokyciai prasideda
zymiai ank$c¢iau, nei atsiranda pirmieji morfologiniai degeneracijos poZymiai
(disko iplySimai).

Prarandami glikozaminoglikanai, dél Sios netekties sumazéja matricos
osmosinis slégis, minkstasis branduolys nebetenka vandeni suriSancios
savybés, diskas dehidratuoja (MRT tyrime stebimas disko signalo sumazéjimas
T2 rezime). Degeneruojant matricai, kolagenai taip pat kinta, taciau tas kitimas
néra toks akivaizdus kaip proteoglikany. Kolageno skaiduly kiekybiniai
poky¢iai beveik nezymis, bet jas sudaranciy kolageny tipai ir paciy skaiduly
i§sidéstymas degeneracijos metu gali reikSmingai kisti. Diskui degeneruojant,
kolagenas II denattiruojasi, matyt dél fermentinio aktyvumo. Denatiiruoto
kolageno II daugéja proporcingai disko degeneracijai (Antoniou J, 1998).

Senstant organizmui, taip pat atitinkamai daugéja kolageno diske, kolageno II-
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ojo skaidulos vidinéje anulus dalyje yra pakeic¢iamos kolageno I-ojo tvirtomis
skaidulomis (Takaishi H, 1997). Taigi ziedo ir minkStojo branduolio
demarkacija nyksta, substancijos susimai$o (skaidulinio ziedo audiniai pakeicia

branduolio audinj), diskas tampa neelastingas.

1.4. DISKO ISVARZOS HISTOGENEZE

Disko iSvarzos pagal savo struktiirg galéty biti skirstomos i protriizijas (disko
iSsipttimas) ir ekstrizijas (disko fragmento atplySimas). Protriizija- tai disko
i$siptitimas, stebimas disko lygyje, kuomet uzpakalinis iSilginis raistis islicka
nesuzalotas (nepratrukusi disko i$varza). Ekstruzija- disko fragmentas
pakenkia uzpakalini iSilgini raiStj, kartais pilnai atitroksta nuo disko ir
migruoja i stuburo kanala (laisvas sekvestras) (Milette PC, 1997). Klasiking
disko i§varza apibrézia minkStasis branduolys, migraves per plySusi sausgyslini
zieda, taCiau operacijos metu dauguma Salinamy iSvarzy yra Kkietos
konsistencijos (su sausgyslinio ziedo ir galinés plokstelés elementais).
Klasikinis disko iSvarzos apibrézimas nepaaisSkina sausgyslinio ziedo ir galinés
plokstelés radimo disko iSvarzos biopsijose (Yasuma T, 1986). Protriizijos ir
ekstriizijos skiriasi savo histogeneze, bet abu iSvarzy tipai yra tiesioginé disko
degeneracijos pasekmé (iSimti nebent sudaro iSvarzos dél trauminio galinés
plokstelés kremzlés atplySimo, randamos jauniems pacientams). Kaip jau
mingjome, disko iSvarzos sudétis '53 atvejy: minkStasis branduolys, Y3-
minkStojo branduolio ir sausgyslinio Ziedo derinys; 5 atveju- sausgyslinio
ziedo elementai (Yasuma T, 1986). Disko iSvarzos formavimasi nulemia
sausgyslinio ziedo skaiduly denatiiracija (sukeliama metaloproteinaziy) ir
minksStojo branduolio proteoglikany degradacija. Krentant minkS$tojo
branduolio osmosiniam slégiui, demarkacija tarp minkStojo branduolio ir
sasugyslinio ziedo nyksta, minkStasis branduolys tirpsta vidiniame sausgyslinio
ziedo sluoksnyje, anulus pluostiné struktiira brinksta (lamella brinksta) ir

keicia savo poliariskuma (pav. 1.4.1.)(Yasuma T, 1990). Suteikus tokiam
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diskui asinj apkrovima, visa uzpakaliné sausgyslinio Ziedo dalis pasislenka |

stuburo kanala, formuojasi protriizija (Yasuma T, 1986).

Nucleus

Nucleus
dehidratacija elementai
osmozé krenta irpsta anulus

_— o (& vidiniame
Anulus skaiduly sy sluoksnyje
miksomatoziné
degeneracija

Protrizija

ASinis apkrovimas
| 7
_—

((((

......

...........
------
----------

Pasipucia
Kei¢iasi lamely uzpakaliné anulus
poliariSkumas dalis

Pav.1.4.1. Principiné protriizijos formavimosi schema (paaiskinimas tekste).

Skiriami trys disko i§varzos formavimosi variantai (pav.1.4.2).

n

e

Pav.1.4.2. Trys iSvarzos formavimosi histogenezés variantai (paaiSkinimas tekste).
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Pirmas variantas: kuomet pro sausgyslinio ziedo plySima, minkstojo
branduolio elementai migruoja link disko periferijos. Tokios iSvarzos bus
sudarytos tik i§ minkStojo branduolio elementy, jos bus minkStos
konsistencijos, operacijos metu jos randamos retai, nes dauguma tokiy ligoniy
greitai sveiksta nuo konservatyvaus gydymo. Trecias variantas: kuomet i§varza
sudaro uzpakaliné sausgyslinio ziedo dalis, tokia iSvarza yra kietos
konsistencijos, operacijos metu randama daznai, nes i§varzos rezorbcija vyksta
létai, ligonis nesveiksta ir daznai gydomas chirurgiSkai. Antras variantas:
misrus, kuomet protriizijos fone plySta sausgyslinis ziedas ir minkstojo
branduolio elementai kartu su anulus dalimis migruoja link stuburo kanalo
(Yasuma T, 1986).

Eksperimentinés dalies tyrime mes radome visus tris i§varzy variantus.
Klinikinéje dalyje, lazerinés stuburo operacijos turéty biiti atlickamos tik toms

iSvarzoms, kurios formuojasi pagal treCig histogenezés varianta.

1.4.1. DISKO ISVARZOS NATURALI EIGA, INDIKACIJOS
OPERACIJAI

Tarpslankstelinio disko i§varza yra dazna juosmens skausmo ir radikulopatinio
kojos skausmo priezastis. Juosmens skausmai kyla dél degeneraciniy pakitimy
tarpslanksteliniame diske ir yra labai paplite: 80% suaugusiuju populiacijos
patiria bent viena juosmens skausmy epizoda per gyvenima, o 5% populiacijos
yra kamuojami létiniy juosmens skausmy (Shvartzman L, 1992).
Radikulopatinio skausmo paplitimas taipogi daznas, registruojami 5 atvejai
1000 gyventoju per metus (Anderson GBJ, 1997). Radikulopatinio skaumo
patofiziologiniai mechanizmai néra iki galo iSaiSkinti. Svarbiis du patologiniai
faktoriai: mechaninis nervinés Saknelés suspaudimas ir cheminis nervinés
Saknelés dirginimas tarpslankstelinio disko minkstojo branduolio medziagomis
(Olmarker K, 1993). Nervinés Saknelés suspaudimas koreliuoja su skausmu ir
neurologiniy funkcijy sutrikimu Saknelés inervuojamame dermatome

(Olmarker K, 1991). ISoriné nervinés Saknelés kompresija trikdo medziagy
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transporta nervinés Saknelés viduje. Daugumoje atveju tarpslankstelinio disko
iSvarzos sukelty simptomy natiirali eiga yra gerybiné¢ dél disko iSvarzos
spontaninés rezorbcijos (Teplick JG, 1985; Saal JA, 1990; Mochida K, 1998).
Disko iSvarzos rezorbcija tiesiogiai koreliuoja su klinikiniy simptomy geré¢jimu
(Saal JA, 1990; Takada E, 2001; Autio RA, 2006). Disko i§varzos rezorbcija
vyksta dél uzdegiminés infiltracijos iSoriniame iSvarzos sluoksnyje (Arai Y,
2000; Doita M, 1996; lkeda T, 1996), pagrindinés lastelés, atsakingos uz
rezorbcija, yra makrofagai (Haro H, 2000; Rothoerl R, 1998; Virri J, 2001).
Nustatyta daugybé faktoriy, susijusiy su disko iSvarZos rezorbcija: iSvarzos
penetracija pro uZpakalinj i8ilgini raisti (Ahn SH, 2000), iSvarzos dydis
(Komori H, 1996; Delauche-Cavallier MC, 1992), kremzlés ir sausgyslinio
ziedo elementy buvimas iSvarzos sudétyje (Carreon LY, 1997; Kokubun S,
1996). Pratriikusios pro uzpakalinj iSilginj raiSti ir migravusios disko i§varzos
(disko sekvestrai) turi didesn¢ tendencija rezorbuotis (Ahn SH, 2000; Komori
H, 1996), nezitrint | tai, disko sekvestrai tiesiogiai kontaktuoja ir spaudzia
nervines Sakneles, todél gali sukelti iSeminius pakitimus nervingje Sakneléje, ir
tuomet neurologinis deficitas tampa negriztamas (Kokubun S, 1996). Pacientai,
kuriems nustatytas disko sekvestras, turéty biiti atidziai sekami, jei progresuoty
pakenktos Saknelés motorinés funkcijos deficitas, tokie pacientai turéty buti
skubiai operuojami. Nepratriikusios (subligamentinés) disko iSvarzos nesiliecia
su sistemine kraujotaka, jose nekyla uzdegiminé makrofagy infiltracija dél to
iSvarza mazéja létai. Subligamentinés iSvarzos mazéjimas siejamas su iSvarzos
substancijos dehidratacija ir baltymuy degeneracija (Saal JA, 1990).
Subligamentinés disko iSvarzos tiesiogiai nekontaktuoja su nervine Saknele,
todél mazai tikétina, kad jos sukeltu iSeminius Saknelés pakitimus, bet
savaiminés rezorbcijos prognozé yra bloga. Dauguma disko iSvarzas turinciy
pacienty sveiksta taikant konservatyvy gydyma. Jei konservatyvus gydymas
nesukelia pageréjimo, pacientus tenka operuoti.

Kriterijai disko iSvarzos chirurginiam gydymui néra galutinai nustatyti,
tebevyksta diskusija apie chirurginio gydymo privalumus ir trikumus

(Greenfield K, 2003; Weber H, 1983; Weinstein JN, 2006). Disko iSvarzos
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chirurginis gydymas sukelia greitesnj simptomy regresa, leidZia greitesng
reabilitacijg ir greitesni darbingumo atstatyma, bet sudaro tam tikra vélyvy

komplikacijy rizika (Gibson JNA, 2007).

1.5. STUBURO TARPSLANKSTELINIO DISKO DEGENERACIJOS
NUSTATYMO METODIKA

Pirma karta tarpslankstelinio disko punkcija tiriamaisiais tikslais buvo atlikta
Skandinavijoje. Tada Lindblom, 1941m. palygino normaly diska su paZzeistu
(Lindblom K, 1948). Pirma karta rentgenografinius duomenis stuburo iSvarzai
aptikti Lindblom panaudojo tik 1948m., remdamasis Hirsch darbais (Hirsch C,
1948).

Medziagy pakitimai matricoje bei progresuojantys disko morfologijos
pakitimai yra siejami su tarpslanksteline disko degeneracija (Benneker LM,
2005). Dazniausiai Sie pakitimai yra charakterizuojami makroskopiskai
(Thompson JP, 1990), histologiskai (Boos N, 2002), ir naudojant daug
skirtingy vaizdavimo metody, tokiuy kaip rentgenologija (Resnick D, 1985),
diskografija (Adams MA, 1986), kompiuteriné tomografija (Fletcher G, 1990)
ar magnetinio rezonanso tomografija (MRT) (Yu S, 1989). Visi §ie vaizdavimo
biidai yra lyginami tarpusavyje, kad optimaliai jvertinti tarpslankstelinio disko
degeneracijos lygi. Disko degeneracija turéty biiti graduojama, kad galima biity
nustatyti sarysi tarp disko morfologijos ir jo klinikiniy pakitimy (pavyzdziui,
juosmens skausmo, nestabilumo). Tarpslankstelinio disko pokyciai gali buti
stebimi jvairiy modalumy pagalba. Pradinése disko degeneracijos stadijose,
kremzlinés plokstelés strukttra jau kinta ir Sios plokstelés tokie pokyciai kaip
sklerozé, Schmorl‘io mazgeliai ir kalcifikatai, gali biiti nustatomi paprasta
rentgenograma ir magnetinio rezonanso metodu (Salminen JJ, 1999).
Pirmosios disko degeneracijos stadijos metu vykstantis proteoglikany ir
kolageno II-ojo nykimas gali biiti lengvai uzfiksuojami (Antoniou J, 1998)
magnetinio rezonanso tomografija (MRT), nes magnetinio rezonanso metodika
paremta protony tankio, vandens kiekio ir cheminés protony aplinkos
(Panagiotacopulos ND, 1987) {vertinimu, t.y., magnetinis rezonansas gali
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fiksuoti asocijuota dehidratacija kaip disko signalo netekima T2 rezime. Sis
metodas tiksliausiai vizualiai suklasifikuoja degeneracija (Tertti M, 1991).
Deja, vandens ir proteoglikany kiekio kitimas visuose trijuose T2 lygiuose
nelabai skiriasi tarpusavyje. Zinoma, kad nucleus pulposus ry$kumas gerai
koreliuoja su proteoglikany koncentracija diske, bet ne su kolagenuose esanciu
vandens kiekiu (Pearce RH, 1991). Todé¢l MRT biidu galima nustatyti tik
pirmasias ligos stadijas. IS esmés MRT pagalba galima tik nusakyti ar diskas
yra visiSkai sveikas ar jau pazeistas, Siuo metodu preciziskai iSskirti pazaidos
stadijas yra sudétinga. Progresuojantys matricos bei morfologiniai pokyciai
taip pat gali biti stebimi ir rentgenologiskai. Siuo biidu yra klasifikuojamas
disko aukstis, galinés plokstelés sklerozé, osteofitai, Schmorl mazgeliai,
intradiskiniai kalcinatai ir galinés plokstelés forma. MRT metodu jvertinamas
bendras viso disko vaizdas, o rentgenografiskai yra ivertinamos tik kaulinés
struktiiros, matomi tik grubiis pakitimai, kuomet diskas yra stipriai pazeistas.
Kompiuteriné tomografija (KT) naudojama tik iSvarzy diagnostikai, kuomet
yra radikulopatiniai skausmai, o pacios disko degeneracijos vertinti negalima,
be to KT tyrimas padeda atmesti kitas juosmens skausmo priezastis (trauma,
navikas).

Magnetinio rezonanso tomografija (MRT) yra geriausias neinvazinis
disko degeneracijos stadiju in vivo diagnozavimo biidas. Apjungiant MRT
duomenis su rentgenologiniais duomenimis, bei vertinant morfologinius ir
biocheminiais poky¢ius, galima optimaliai jvertinti disko degeneracijos stadija.
Beje, pastebéta, kad rentgenologiniai bei MRT tyrimai, nustatingjant disko
degeneracijos stadijas gerai koreliuoja (pav.1.5.1)( Fletcher G, 1990; Yu S,
1989).
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Pav.1.5.1 Makroskopinés (Thompson JP, 1990), rentgenologinés (Resnick D, 1985)
ir MRT (Pfirrmann CW, 2001) disko degeneracijos klasifikacijos ir ju koreliacija:
a-e¢ degeneracijos stadijos.

Sio tyrimo metu naudojome Christian W. A. Pfirrmann (Pfirrmann CW,
2001) sukurta disko degeneracijos MRT vertinimo skalg. Skiriamos penkios

degeneracijos stadijos (pav.1.5.2).
- B

Pav. 1.5.2 Disko degeneracijos stadijos pagal
Pfirrman:

A- T stadija

B- II stadija

C- I stadija

D- 1V stadija

E- V stadija
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I-a stadija:

Nucleus pulposus yra gelinés struktiiros, jo forma ovali arba apvali.
Annulus fibrosus - atskiros kolageno plokstelés (lamella). Galiné plokstelé
iStisinés formos, kremzlés storis tolygus. Slankstelio kiinas apvaliais krastais,
be Schmorl iSvarzy ar sklerozés poZymiu.

II-a stadija:

Nucleus pulposus - periferijoje matomas fibrozinis audinys. Annulus
fibrosus vietoje — mucinis skystis tarp kolageno skaiduly. Subchondrinés
plokstelés srityje kremzI€ nevientisa.

I1I-ia stadija:

Fibrozinis audinys nucleus puplosus, demarkacija tarp nucleus ir annulus
nyksta. Nucleus plokstéja ir iSplinta iki annulus vidinés dalies. Atsiranda
osteofitai, subchondriné sklerozé. Subchondrinés plokstelés defektai ir
koncentriniai ziedo iplySimai.

IV-ta stadija:

Makroskopiskai ~ stebimi  horizontalis  iplySimai  (lygiagretis
Subchondrinei plokstelei). Osteofitai. Nucleus medziaga iSplinta iki iSoriniy
annulus riby
V-ta stadija:

Disko aukstis sumazéjes. Nucleus nebéra. Dideli susiliejantys osteofitai,
Schmorl mazgeliai, difuziné sklerozé ir kalcifikacija.

Siekdami suklasifikuoti disko i$varzas pagal ju atitrikima nuo disko ir
migracija, papildomai naudojome Komori klasifikacija (Komori H, 1996).
Komori klasifikacija, naudojama {vertinti, kaip stipriai iSvarzos medziaga yra

atitolusi nuo motininio disko, kaip toli migravo disko sekvestras (pav. 1.5.3).
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Pav. 1.5.3. Komori disko i§varzos migravimo klasifikacija (Komori H, 1996):
Komori 0- protriizija disko lygyje

Komori 1- ekstriizija disko lygyje

Komori 2- ekstriizija pasislinkusi nuo disko lygio maziau nei 33% slankstelio
aukscio

Komori 3- sekvestras, pasislinkgs nuo disko lygio daugiau nei 33% slankstelio
aukscio.

Komori klasifikacija gali buti naudojama klinikinéje praktikoje, kaip
prognostinis rodiklis, nes Komori 0-1 iS§varzos turi bloga prognoze savaiminei
i8varzos rezorbcijai, Komori 2-3, turi geresng prognoze savaiminei rezorbcijai,
nes iSvarza biina pazeidusi uzpakalini iSilgini raiSti ir yra atakuojama
makrofagy (Autio RA, 2006).

Eksperimentinés dalies tyrime mes nustatétme Komori 1- dvideSimciai
ligoniy, Komori 2- keturiems ligoniams, Komori 3- penkiems ligoniams.
Klinikingje dalyje, lazerinés stuburo operacijos turéty biiti atlickamos tik toms
iSvarzoms, kurios klasifikuojamos pagal Komori O.

Disko i§varZos vertinamos kaip protriizija ir ekstriizija neatspindi realaus
iSvarzos santykio su nervine Saknele. Tokio paties dydzio iSvarza vienam
pacientui gali buti visiSkai asimptominé, o kitam sukelti intensyvia
radikulopatija (Boos N, 1997). MRT aprasymuose akcentuojamas démesys i
disko iSvaros dydj, lokalizacija ir morfologija (Fardon DF, 2002). Disko
i8varzos poveikis iSties priklauso nuo disko iSvarZos santykio su nervine

Saknele (Porter RW, 1978; Heliovaara M, 1986). Disko iSvarzos pagal
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nervinés Saknelés suspaudima gali biti skirstomos i: nekontaktuojancéias su
nervine Saknele (pav. 1.5.4.), kontaktuojanCias su Saknele (pav. 1.5.5.),
sukelianc¢ia nervinés Saknelés pasislinkima (pav.1.5.6.) ir sukeliancias nervinés

Saknelés kompresija (pav.1.5.7.)(Pfirrmann Ch, 2004).

NelieCia saknelés

Pav.1.5.4. Disko i$varza nelieCia nervinés Saknelés (schema ir MRT nuotrauka,
baltos strélés- nervinés Saknelés, balti trikampiai- disko i§varza, juodi trikampiai-
iSlikes riebalinis audinys aplink nerving Saknelg)

MRT duomenys apie Saknelés ir i§varzos santyki koreliuoja su operacijos
radiniais (Pfirrmann Ch, 2004), i juos biitina atsizvelgti pasirenkant gydymo
metoda. ISvarzos nekontaktuojan¢ios su nervine Saknele neturéty buti

operuojamos.
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Kontaktas su nervine Saknele

Pav.1.5.5. Disko i$varza kontaktuoja su nervine Saknele (schema ir MRT nuotrauka,
balta strélé- nerviné Saknelé, balti trikampiai- disko iSvarza, iSnykes riebalinis audinys
aplink nerving Saknelg)

Nervinés Saknelés deviacija

Pav.1.5.6. Disko i§varza sukelia nervinés Saknelés deviacija (pasislinkima dorsaliau)
(schema ir MRT nuotrauka, balta strélé- nerviné Saknelé, balti trikampiai- disko i§varza,
nesuspausta Saknelé dislokuota dorsaliau lyginant su sveika puse)

Isvarzos kontaktuojancios su nervine Saknele, ar sukelianCios nervinés

Saknelés deviacija gali buti operuojamos lazerine operacija. ISvarZos,
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sukelianCios nervinés Saknelés kompresija turéty biiti operuojamos atvira

operacija.

Nervinés saknelés kompresija

Pav.1.5.7. Disko i$varza sukelia nervinés Saknelés kompresija (schema ir MRT
nuotrauka, balta strélé- nerviné Saknelé, balti trikampiai- disko iSvarza, suspausta
tarp iSvarzos ir sanario, Saknelé blogai vizualizuojama MRT)

MRT vaizdas gerai koreliuoja su operacijos radiniais, taciau MRT vaizdas
nekoreliuoja su klinikine ligos iSraiSka (Rothoel R, 1998). MRT pakitimai
neatspindi radikulopatijos intensyvumo. Ligoniai su akivaizdzia nervinés
Saknelés kompresija gali neturéti simptomuy, o ligoniai su neZymia nervinés
Saknelés deviacija gali kentéti nuo intensyvios radikulopatijos. Sprendima
operuoti disko iSvarza nulemia ligos simptomy intensyvumas, o ne MRT

pakitimai (Boos N, 1997).

1.6. LAZERIAI MEDICINOJE

Lazeris - tai Zemo daznio kvantinis generatorius, kuris jvairias energijos rusis
priverstinio  spinduliavimo pagalba paveréia | optinio diapazono
monochromatines koherentines elektromagnetines bangas. Lazerio spinduliams
analogy gamtoje néra. Tai gamtoje naujas fenomenas. Pagrindinés lazerio
spinduliy ypatybés yra:
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1. Monochromatiskumas, t. y. pastovus kiekvienam lazeriui grieZtai
apibréztas vienos bangos ilgis,

2. Koherentiskumas - visu $viesos bangu faziy sutapimas erdvéje ir laike,

3. PoliariSkumas - Sviesos bangy skersumas spindulio krypties atzvilgiu.
Sios savybeés leidzia gauti praktiskai paralelini §viesos pluosta, kuris gali
buti sufokusuotas i taSka diametru, atitinkanciu spinduliuojamos Sviesos
bangos ilgi (Karenauskaite V, 2002).

Sviesos monochromatigkumas, kryptingumas ir koherentigkumas, o taip
pat didelés S$viesos energijos mazuose erdvés ir laiko intervaluose
koncentracijos galimybé leidzia selektyviai paveikti biologinius audinius ir
parinkti Sio poveikio dozg nuo koaguliacijos iki iSgarinimo ir praskrodimo
(Baltramiejinas R, 1986).

Lazeriai medicinoje pagal galia skirstomi :

= maZos galios (iki SmW). Tokia spinduliuoté inicijuoja fotocheminius

vyksmus. Dazniausiai pastebimas biostimuliacinis poveikis. Todél
tokie lazeriai (pvz., He-Ne, GaAl, GaAs) naudojami mazo

intensyvumo lazeriy terapijoje.

= vidutinés galios (nuo 6 iki 500mW). Naudojami diagnostikai (pvz.,
lazeriné fluorescenciné diagnostika, optiné kompiuteriné tomografija)

ir gydymui (fotosensibilizuota terapija).

= didelés galios (> 500mW). Pasireiskia fototerminis poveikis — audiniy
koaguliacija, garinimas ir kiti netiesiniai spinduliuotés saveikos su

biologiniu objektu vyksmai (Rotomskis R, 2007).

Eksperimentingje dalyje naudotas ,Standa“ monolitinis diodais
kaupinamas treCios harmonikos lazeris, bangos ilgis 355nm, galia 11mW,
10KHz, pulso ilgis 0,5ns. Klinikin¢je dalyje naudotas “Dornier” Diodinis
940nm lazeris, galia 12W, pulso ilgis 500ms
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1.6.1. LAZERINE DISKO ISVARZOS OPERACIJA

Mintis panaudoti lazerio spinduli disko iSvarzos gydymui kilo 1980m.
Profesorius Choy, po keleto in vitro eksperimenty, 1986m. atliko pirma PLDD
zmogui (Choy DSJ, 1992). ki 2002m. pasaulyje jau atlikta 35000 PLDD
procediry (Choy DSJ, 2003). PLDD principas pagristas teiginiu, kad
tarpslankstelinis diskas yra uzdara hidraulin¢ sistema, susidedanti i§ daug
vandens turinio minkstojo branduolio ir netampraus sausgyslinio ziedo.
Vandens kiekio padidéjimas minkstajame branduolyje sukelia neproporcingai
dideli slégio kilima tarpslanksteliniame diske. In vitro eksperimentuose
nustatyta, kad suleidus { minkstaji branduoli 1ml vandens, intradiskinis slégis
pakyla 312 kPa (2340 mm Hg)(Choy DSJ, 1992). Kita vertus, net nedidelis
disko tiirio sumazéjimas sukelia zenkly slégio kritima tarpslanksteliniame
diske. Esant nepratrikusiai disko iSvarzai radikulopatiniai skausmai kyla dél
disko i§varzos spaudimo i nerving Saknelg. Disko slégio kritimas sumazina
disko i§varzos spaudima i nerving Saknelg, dél ko radikulopatiniai skausmai
rimsta. PLDD metu $is mechanizmas jgyvendinamas panaudojant lazerio
spinduli, kuris iSgarina nedidele minksStojo branduolio dali. Vietinéje
nejautroje, rentgenoskopo kontroléje, plona adata jduriama i tarpslankstelini
diska, pro adata, i diska ivedamas $viesolaidis (pav.1.6.1). Sviesolaidziu
lazerio spindulys nukreipiamas i minkstaji branduoli. Lazerio spindulys ne tik
iSgarina vandeni, bet ir pakelia disko temperatiira, sukelia baltymy
denaturacija, strukttriniai disko baltymai nebetenka savybés suriSti vandeni,
disko slégio kritimas tampa ilgalaikis (Choy DSJ, 1992), PLDD efektas taipogi

tampa ilgalaikis.
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Pav.1.6.1. PLDD operacijos schema (paaiskinimas tekste).

Iki 2006 mety medicininéje spaudoje publikuota SeSiolika moksliniy studiju,
apzvelgian¢iy PLDD rezultatus (Schenk B, 2006). Viso ivertintas 1579 pacienty
gydymas. Pagrindinis PLDD principas yra panasSus visuose publikacijose, operacija
atlickama vietinéje nejautroje, nuskausminus oda ir giliau esanCius raumenis.
Rentgeno aparatu nustatomas reikiamas disko i§varzos lygis, plona adata jduriama i
pakenkta diska, taikoma i disko centra. Kuomet adata atsiduria reikiamoje vietoje,
atliekama dviejy krypc€iy rentgeno kontrolé, isitikinama, kad adata nukreipta i disko
minkstaj] branduolj (kartais taikoma KT kontrol¢). Pro adatos skylute { disko ertmg
ikiSamas Sviesolaidis ir leidZziamas lazerio spindulys. Lazeris iSgarina (vaporizuoja)
nedideli minkstojo branduolio kieki, aplinkiniai minkStojo branduolio baltymai yra
koaguliuojami, tai sukelia intradiskinio slégio kritimg vid. 179480 kPa (55.6%)(Choy
DS, 1995). Nors esminis PLDD principas iSliko nekintantis, skyrési skirtingy autoriy
operacijos atlikimo metodika. Dauguma autoriy naudojo rentgeno kontrole adatos
idirimui i diska, iSimtis- (Steiner P, 1998), kur buvo naudojama MRT kontrolé tiek
adatos idiirimui, tiek disko vaporizacijos sekimui. Dvi studijos (Gevargez A, 2000;
Gangi A, 1998) papildomai naudojo KT kontrolg, seké disko vaporizacija. Autoriai,
naudojantys rentgeno kontrolg, sunaudotos lazerinés energijos kieki apsprendzia i
anksto, tuo tarpu, tiesioginé KT arba MRT kontrolé leidzia individualiai parinkti
lazerinés energijos kieki konkreciam pacientui, tiesiogiai kontroliuojant disko
vaporizacijos efekta. Gydymo sékmés tikimybé taipogi varijuoja nuo 75% (Ascher
PW, 1991) iki 87% (Casper GD, 1996). Dél nepakankamo gydymo efekto ar
atsinaujinusiy simptomy teko operuoti nuo 4,4% (Casper GD, 1996) iki 25% (Ascher
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PW, 1991) pacienty. Dazniausia nesékmingo gydymo PLDD priezastis buvo laisvas

disko fragmentas, kuris buvo randamas operuojant atvirai.

1.7. FLUORESCENC1JOS FENOMENAS

Optiskai suzadinta molekulé gali prarasti energija iSspinduliuodama $viesa, ir
to fotono energija yra lygi energijos skirtumui tarp dvieju Sios molekulés
lygmeny. Tokios, galinfios efektingai spinduliuoti Sviesa molekulés,
vadinamos chromoforais. Molekulei sugeriant Sviesa, vyksta elektrony Suoliai
i§ pagrindinés blisenos i suzadintus auksStesnius energetinius lygmenis (S2). Po
fotono sugerties, spar¢iai vyksta vibraciné (nespindulin¢) relaksacija iki S1
lygmens. Fluorescencija paprastai stebima vykstant Suoliams i§ suzadinto S1
molekulinio lygmens i pagrindinj lygmeni SO arba jo virpesinius pakartojimus.
Fluorescencijos reiskiniu pagristos ivairios medicininés diagnostikos
metodikos (Rotomskis R, 2007). Liuminescencija — tai Sviesa, spinduliuojama
bet kokios medziagos, dél jos elektrony grizimo i§ ne terminiu biidu suzadinty
bliseny i pagrindines biisenas. Molekuliy liuminescencija formaliai yra
skirstoma i dvi kategorijas: fluorescencija ir fosforescencija, priklausomai nuo
suzadinty biiseny prigimties. Fluorescencija yra spinduliuojantis Suolis tarp
vienodo daugialypumo molekulés elektroniniy biiseny. Paprastai elektronai
orbitales uzpildo taip, kad energija buty kuo mazesné — i kiekviena orbitale
telpa du elektronai su prieSingais sukiniais taip, kad bendras sistemos sukinys
buty lygus nuliui (Hundo taisyklé). Molekuliy suzadintose singletinése
busenose elektronas suzadintoje orbitoje yra suporuotas su antru elektronu
pagrindinés biisenos orbitoje (sukiniai prieSingi). Todél elektrono Suolis i

pagrinding biisena yra leistinas (dél skirtingy sukiniy) ir spinduliuotés sparta

6 10 1
yra didelé. Fluorescencijos sparta yra apie 10 -10 s, o gyvavimo trukmé yra

atitinkamai apie 0,1 ns iki 1 ps. Tipiné fluorescencijos trukme yra apie 10 ns.
Fluorescencijos gyvavimo trukmé yra vidutiné laiko trukmé tarp suzadinimo ir
relaksavimo (grizimo) i pagrinding bisena. Daugumai fluorofory buidingos

subnanosekundinés gyvavimo trukmés (pvz. Kofaktorius redukuotas
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nikotinamido adenino dinukleotidas). Taigi, dél trumpos fluorescencijos
trukmés emisijos matavimams reikalinga moderni optika ir elektronika
(Lakowicz JR, 2006). Vienas i§ placiausiai zZinomy fluorofory yra chininas,
kuris gali biti aptinkamas netgi tonike (gaivusis gérimas). Jei toniko stikling
pastatysime prie$ saulg, tai atitinkamu kampu galésime stebéti silpna melsva
atspalvi dél saulés UV spinduliu suzadinamos chinino fluorescencijos
mélynoje spektro srityje. Reikia pazyméti, kad 1950 metais buvo sukurtas
pirmas pramoninis spektrinis fluorimetras, skirtas chinino fluorescencijai
registruoti. Sis jrenginys buvo naudojamas vaisty nuo maliarijos (kuriy
sudétyje yra chinino) kontrolei.

Kodél stebima fluorescencija?

1. Molekulés sugeria i§ pagrindinés blisenos apatinio vibracinio lygmens;

2. Molekulés spinduliuoja i§ pirmosios suzadintos biisenos apatinio

vibracinio lygmens (Kasha taisyklé)

Dalis suzadinimo energijos per vibracing relaksacijg virsta Siluma, todél
molekuliy fluorescencijos juosta sugerties juostos atzvilgiu yra pasislinkusi i
mazy energijy pusg. Toks fluorescencijos spektro poslinkis i ilgesniy bangy
puse bei atstumas tarp sugerties ir fluorescencijos spektruy maksimumuy
vadinamas Stokso poslinkiu. Remiantis Franko Condono principu (teigianciu,
kad dél didelio branduoliy ir elektrony masiy skirtumo, elektrono Suolis |
suzadinta busena vyksta taip sparciai, kad branduoliai nespéja pajudéti) ir
Kasha taisyklés gauname veidrodinés simetrijos taisykle: sugerties ir
fluorescencijos  spektrai pasizymi veidrodine simetrija, atitinkamai

fluorescencijos spektras — tai veidrodinis sugerties spektro atspindys.

1.7.1. BIOLIGINIU OBJEKTU FLUORESCENCIJA

Fluorescuojancios molekulés vadinamos fluorofortais, yra zinoma tiikstanciai
fluorofory. Fluoroforai gali buti padalinti i dvi pagrindines grupes: vidinius
(intrinsic) ir iSorinius (extrinsic) (Lakowicz JR, 2006). Vidiniai fluorofortai dar

vadinami natiiraliais. Svarbiausi nattiraliis fluoroforai yra baltymy aromatinés
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amino rugstys (triptofanas, tirozinas, fenilalaninas), kofaktoriai (redukuotas
nikotinamido adenino dinukleotidas, flavinai), struktfriniai baltymai
(kolagenas, elastinas), vitaminai (retinolis, piridoksinas, riboflavinas), lipidai
(lipofuscinas, ceroidas) ir tetrapirolai (porfirinai ir chlorofilai). Bet ne visada
molekulés fluorescuoja arba ju natiiralios fluorescencijos intensyvumas yra
labai silpnas. Tada { bandinj ivedamas iSorinis specifinis fluoroforas (Zymeklis,
pvz. danzilchloridas, fluoresceinas, rodominas ir t.t.), kuris suteikia informacija
apie tiriamaja molekule ir ja supancia aplinka. Audinio fluorescencija
dazniausiai apibrézta ne vienu natiiraliu fluoroforu, o keliais. Atpazinti tam
tikra fluorofora yra sunku, nes fluorofory fluorescencijos spektry juostos yra
placios ir tarpusavyje persikloja. Sios problemos sprendimui padeda selektyvus
suzadinimas, kai tam tikram fluoroforui parenkamas specialus suzadinimo

bangos ilgis.

1.7.2. TARPSLANKSTELINIO DISKO AUTOFLUORESCENCIJA

Tarpslankstelinis diskas fluorescuoja apSviestas ultravioletinio (UV) spektro
Sviesa be papildomy i§ iSorés jvesty fluorofory- pasizymi autofluorescencijos
savybe (Kasten F, 1993). Kolageno, elastino ir kity skaiduliniy baltymu
autofluorescencija pirma karta pastebéta iSradus stipry UV Sviesos Saltini
pracito Simtmecio pradzioje (Hoell T, 2006). Tarpslanksteliniame diske
fluorescuoja skirtingy tipy kolagenai, elastinas. Fluorescencija sukeliama
apsvietus tarpslankstelinio disko medziaga UV Sviesa. Fluorescencijos emisija
stebima plika akimi, regimos Sviesos diapazone nuo geltonai-zalios iki mélynai
zalios spalvos. Molekulinis fluorescencijos fenomeno pagrindas yra specifinés
aminortigStys esanc¢ios kolageno molekulés sudétyje (Eyre D, 1984). Visos
kolageno molekulés, visuose audiniuose pasizymi fluorescencija, apsvietus UV
Sviesa. Hemoglobinas slopina fluorescencija. Stipri absorbciné hemoglobino
molekulés jungtis (taip vadinama Soret jungtis) atsakinga uz fluorescencijos
slopinimg. Audiniai jsotinti hemoglobinu (raumuo, kaulas, gleiviné)

nedemonstruoja fluorecencijos fenomeno, tai taipogi taikytina méginiams,
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uzterStiems krauju. Tarpslankstelinis diskas yra kraujagysliy neturintis,
difuzijos budu maitinamas audinys, todél fluorescencijos tyrimai jame galimi,
jei méginys yra neuZzterStas ar iSvalytas nuo kraujo. Tarpslankstelinio disko

proteoglikanai ir skystieji disko komponentai nepasizymi fluorescencijos

savybe (Hoell T, 2006).

38



2. EKSPERIMENTINE DALIS
TARPSLANKSTELINIO DISKO MEGINIU FLUORESCENCIJA

Tarpslankstelinio disko autofluorescencijos fenomenas Zinomas nuo 1964m.
(Kasten F, 1993). Taciau literatiroje pavyko rasti tik viena publikacija, kuri
nagrinéty disko autofluorescencijos diagnosting vertg¢ ir galimybes pritaikyti
praktikoje (Hoell T, 2006). Straipsnio autoriai nagrinéja kaklinio stuburo
tarpslankstelinio disko autofluorescencija, apsviesdami disko medziaga
mikroskope imontuota ultravioletine lempa. Autofluorescencijos fenomenas
minétame tyrime yra panaudotas ne disko medziagos analizei, o atskiry disko
struktiiry atskyrimui operacijos metu. Straipsnio autoriai neakcentavo
galimybés tyrinéti juosmens tarpslankstelini diska, dél didelio uzterStumo
krauju. Misy tyrimo tikslas, naudojant autofluorescencijos fenomena, nustatyti
biocheminius juosmeninio tarpslankstelinio disko medziagos kitimus ir sieti
juos su degeneraciniais pakitimais tarpslanksteliniame diske. Tarpslankstelinio
disko autofluorescencija sukelia skirtingy kolagenuy molekulés bei elastinas,
esantis tarpslanksteliniame diske. Kolageny santykio pasikeitimas ir kolageno
II migracija i disko periferija, bei kolageno I radimas centrinéje disko dalyje
atspindi disko degeneracijos procesa (zr. skyriy 1.3.1. Degeneruojancio disko
biocheminiai pakitimai).

Eksperimentinéje darbo dalyje pritaikéme spektroskopini disko
degeneracijos vertinimo metoda, kuris galéty suteikti papildomos informacijos
apie tarpslankstelinio disko matricos biocheming struktiira. IStyréme stuburo
tarpslankstelinio disko iSvarzas, disko fragmentus, pasalintus operacijos metu,
t.y., medziaga, kuri savo kilme ir sudétimi yra artimiausia degeneruojancio
disko struktiiroms. Sios dalies darbo tikslas buvo spektroskopiskai jvertinus
tarpslankstelinio disko iSvarzos (disko audinio fragmento) matricos
biocheminius kitimus ir juy itaka disko degeneracijos procesui, gautas
fluorescencines kreives palyginti su histologinio tyrimo radiniais ir

prieSoperaciniais vizualiniais tyrimais (MRT).
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Eksperimentinés dalies tyrimo tikslas:

Sio darbo eksperimentinés dalies tikslas- panaudojant lazering
spinduliuote, kaip suzadinimo Saltini, atlikti tarpslankstelinio disko bandiniy
fluorescencinius tyrimus, ivertinti gauty fluorescencijos spektry sarysi su
biocheminiais kitimais tarpslanksteliniame diske ir jvertinti $iy duomeny
pritaikomuma rutininei klinikinei praktikai.

Eksperimentinés darbo dalies uzZdaviniai:

1. sukurti metoda tarpslankstelinio disko medziagos spektroskopiniams
tyrimams;

2. iSmatuoti tarpslankstelinio disko matricos bandiniy liuminescencinius
spektrus spektrometru, charakterizuoti, iSanalizuoti ir jvertinti gautus
liuminescencinius spektrus, budingus visiems tarpslanksteliniams
diskams ir nustatyti spektro kitimus, priklausomus nuo biocheminés
disko matricos sudéties;

3. surinkti skirtingy lokalizacijy disko fragmenty méginiy, iStirti juos pagal
unifikuota metodika, lyginti liuminescencinius duomenis su MRT ir
histologinio tyrimo duomenimis bei jvertinti atlikty tyrimy

pritaikomuma intradiskiniy procediiry metu klinikinéje praktikoje.

2.1. NAUJOS METODOLOGIJOS SUKURIMAS

Vienas i§ darbo uzdaviniy yra sukurti stuburo iSvarzuy paruo$imo, bei ju
autofluorescencijos spektry matavimo metodika. RuoSiant metodika reikia
atsakyti i svarbiausius klausimus: kokio pavidalo bandiniai turi bati pateikiami
eksperimentams, ar bandiniy mikrotominiy pjiiviy spektrai yra artimi natyviy
bandiniy  spektrams, ar kinta  tarpslankstelinio disko  audiniy
autofluorescencijos spektrai praéjus laikui ir kokio dydzio mikrotominius
bandiniy pjuvius reikéty pasirinkti matavimams. Taipogi ruoSiant metodika
reikia parinkti optimaly $viesos Saltini autofluorescencijai iSgauti, nustatyti

spektry nuskaitymo ir analizés parametrus.
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Bandiniai pasalinti atviros disko i§varzos operacijos metu. Po operacijos
laikyti dezinfekuotuose induose natyvioje formoje, t.y., netalpinti i jokias
terpes. Bandinio patalpinimas | konservuojancia terpe (pvz.: formaling)
iSkraipyty spektrinés analizés rezultatus, nes kartu biity registruojamas ir terpés
spektras. Visi su bandiniu kontaktuojantys daiktai buvo dezinfekuoti,
nuriebalinti prie§ pradedant bandyma (riebalai ir bet koks kitoks uzterStumas i$
aplinkos, ypac¢ organinés kilmés, smarkiai paveikty liuminescencinius
spektrus). Prie$ pradedant vykdyti eksperimentus, visi bandiniai buvo laikomi
Saldytuve +4 °C temperatiiroje. Po operacijos, per 48val., buvo nustatyti
bandiniy autofluorescencijos spektrai zadinant juos skirtingo bangos ilgio
zadinancigja spinduliuote. Buvo tirti natyvus bandiniai (vientisas disko
fragmentas ir vientisas disko fragmentas patalpintas | fiziologini tirpala) ir
bandiniy pjuviai. Bandiniu pjiviams paruosti, disko fragmentas buvo
uzsaldomas iki -20°C ir supjaustomas Saldomuoju mikrotomu - atlikti Spm,
10pm, 15pum ir 20um. storio pjiviai ant objektiniy stikleliy. Tiriant natyvius
bandinius (vientisas disko fragmentas):

1. Pincetu i$ indo iSimta iSvarza uzdedama ant stiklo;

2. Stiklas su bandiniu tvirtinamas stacionariame stove;

3. Visi su bandiniu kontaktuojantys daiktai dezinfekuojami, nuriebalinami
pries prasidedant eksperimentui (riebalai ir bet koks kitoks uzterStumas
paveikty, t.y., pastumty tiriamos medZziagos spektra);

4. Suderinama optiné tyrimo sistema;

5. Lazerio arba diodinio Sviestuko $viesa leSio pagalba sufokusuojama i
natyvy bandini;

6. Spektrometras gali registruoti liuminescencijos Sviesa i§ bet kokio
erdvinio kampo, taciau tam, kad padidintume santykj signalas/-
triuk§mas, registravimo sistema statoma taip, kad biity minimalis
zadinancios $viesos Saltinio atspindziai nuo tiriamo objekto;

7. Kompiuteriu  analizuojame  duomenis  surinktus  spektrometre

(pav.2.1.1.).
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Pav. 2.1.1 Bandiniy liuminescencijos matavimo strukttiriné schema.

Tiriant bandinio pjivius (Spum, 10um, 15pm ir 20pm. storio pjuviai):

1.

Pincetu i§ indo iSimtas natyvus bandinys dedamas i Leica CM 1100
kriostata;

Natyvus bandinys laikomas -20°C temperatiiroje mazdaug 20min;
Susaldytas bandinys pritvirtinamas mikrotome ir pjaustomas i nustatyto
dydzio pjiivius;

Pjiivis dedamas ant stiklo ir talpinamas | Petri 1ékstele;

Visi su bandiniu kontaktuojantys daiktai dezinfekuojami, nuriebalinami
pries prasidedant eksperimentui;

Suderinama optiné tyrimo sistema;

Lazerio/Sviestuko Sviesa IgSio pagalba sufokusuojama 1 pjivi
(pav.2.1.2.);

Spektrometras gali registruoti liuminescencijos Sviesa i§ bet kokio
erdvinio kampo, taCiau tam, kad padidintume santykj signalas/-
triukSmas, registravimo sistema statoma taip, kad biity minimalis
zadinancios $viesos Saltinio atspindziai nuo tiriamo objekto;

Kompiuteriu analizuojame duomenis surinktus spektrometre.
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Pav. 2.1.2. Bandiniy pjuviu fluorescencijos nuotraukos; kairéje, SvieCiant 280nm
Sviestuku, deSinéie, Svieciant 355nm lazeriu.

Eksperimento salygu parinkimas

Kuriant stuburo iSvarzos audinio autofluorescencijos spektru matavimo
metodika visy pirma reikéjo iSsiaiskinti kokio pavidalo bandiniai turi biiti
pateikiami eksperimentams. Disko iSvarzos fragmentai paSalinti operacijos
metu buvo laikomi natyvioje formoje arba buvo patalpinami i fiziologini
tirpala, véliau abiem atvejais buvo matuojami natyvaus bandinio spektrai

(pav.2.1.3; pav.2.1.4):

2000 4

— natyvus
su fiziologiniu tirpalu
ex. 365nm

1000 —

fluorescencija, s.v

T T
600 300

bangos ilgis (nm)

Pav. 2.1.3. Bandinio autofluorescenciniai spektrai gauti zadinant 365nm diodu:
raudona spalva pazymétas bandinio patalpinto fiziologiniame tirpale spektras,
juoda spalva pazymeétas natyvaus bandinio spektras.
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Is 2.1.3 ir 2.1.4 paveiksly matyti, kad bandinio patalpinto fiziologiniame
tirpale autofluorescencijos spektras yra didesnio intensyvumo, taCiau natyvaus
bandinio spektras turi daugiau smailiy, kuriy dél fiziologinio tirpalo galbiit

nematome. Taigi, tolimesniems eksperimentams yra pasirinkti natyviis

bandiniai.
2000 | — su fiziologiniu tirpalu
—— natyvus® (koef. 2.7)
| ex. 365nm
>
w
@
T
=
& 1000
w
a
5
a2
0 J

T
400 600 800
bangos ilgis (nm)

Pav. 2.1.4. Bandinio autofluorescenciniai spektrai gauti zadinant 365nm diodu:
raudona spalva pazymétas bandinio patalpinto fiziologiniame tirpale spektras,
juoda spalva pazymétas natyvaus bandinio spektras, padaugints i§ koeficiento

Sekanciame metodikos kiirimo etape siekéme iSsiaiskinti ar Zadinant
natyvaus bandinio mikrotominius pjuvius galima gauti autofluorescencinius
spektrus, artimus natyvaus bandinio spektrams (pav.2.1.5; pav.2.1.6;
pav.2.1.7.) ir koks S$viesos S$altinis fluorescencijai sukelti biity optimalus

tolesniuose tyrimuose.
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Pav. 2.1.5. Natyvios formos bandinio (raudona spalva) ir 20pm bandinio (juoda
spalva) pjtvio spektrai, zadinant 380nm $viesos diodu.
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Pav. 2.1.6. Natyvios formos bandinio (raudona spalva) ir 20um bandinio (juoda
spalva) pjuvio spektrai, zadinant 355nm lazeriu.
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Pav. 2.1.7 pav. Apytikriai sunormuoti natyvaus bandinio ir 20um pjtvio spektrai.

I8 2.1.5 paveikslo matyti, kad zadinant bandinio 20pum pjtavi 380nm diodu
gaunamas signalas yra mazo intensyvumo; ji sunkiau analizuoti, nei zadinta
tuo paciu diodu, natyvaus bandinio autofluorescencini spektra. Taciau 20pm
bandinio pjuvi zadinant 355nm lazerio Sviesa (pav. 2.1.6) gaunamas rezultatas
yra prieSingas, pjiivio autofluorescencijos spektro amplitudé didesné, nei
natyvaus bandinio. Toki rezultata gali paaiskinti tai, kad lazerio ir diodo
Sviesos sklidimo audiniu savybés skiriasi. Tolesniems tyrimams buvo
pasirinktas 355nm lazerio Sviesos suzadinimas. Kitas lazerio Sviesos Saltinio
privalumas yra Sviesos monochromatiskumas, leidziantis atskirti Sviesos
Saltinio signala nuo fluorescencijos signalo analizuojant spektrus. Apytikriai
sunormavus natyvaus bandinio ir pjivio spektrus (pav.2.1.7.) matyti, kad
pagrindiné spektro forma islieka, tik storame bandinyje esanti strukttira labiau
iSreiksta, greiciausiai dél to, kad zonduojamas storesnis bandinio tiiris, kuriame
yra daugiau skirtingy dariniy. I$ spektry matyti, kad buvo suzadintos labai
skirtingos bandinio vietos, o jis Siuo atveju buvo nevienalytis. Siekiant
standartizuoti visy disko meéginiy iStyrima, buvo pasirinktas bandiniy pjiiviy

tyrimas, nes standartiniai 20pum bandiniy pjiviai turi panasy fluorescuojanciu
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medziagy kieki, todél skirtingy disko méginiy tyrimo salygos suvienodinamos.
Tiriant natyvy preparata, registruojamas spektras labai priklauso nuo tikslios
vietos, i kuria nukreiptas Sviesos Saltinis, disko fragmentas yra nevienalytis,
todél natyviy preparaty tyrimo salygu suvienodinti negalima. ISvada:
tolesniems tyrimams buvo pasirinktas 355nm lazerio Sviesos suZadinimas,
tiriami disko méginiy mikrotominiai pjuviai.

Kokio dydzio mikrotominius bandiniy pjavius reikéty pasirinkti
matavimams, matyti i§ 2.1.8 paveikslo. Kuo mazesnis bandinio mikrotominis
pjlivis, tuo mazesnio intensyvumo spektras gaunamas. Taciau, intensyvumuy
skirtumas néra toks didelis, kad galima biity teigti, jog kazkuris i§ pjuviy néra
tinkamas autofluorescencijos spektry matavimui. Savo tolimesniuose

tyrimuose pasirinkome 20um bandiniy pjivius.

2500 —— 5um pjuvis
| —— 10um pjuvis
15um pjuvis
2000 4 ex. 355nm
1500

fluorescendija, s.v

T T T T T T 1
400 500 500 700
bangos ilgis (nm)

Pav. 2.1.8. Spm (juoda spalva), 10um (raudona spalva), 15um (zalia spalva) pjuviy
spektrai. Zadinant 355nm lazeriu.

Kuriant tarpslankstelinio disko audinio autofluorescencijos spektry
matavimo metodikg, buvo noréta iSsiaiskinti ar praéjus laikui kinta bandiniy

spektrai (pav.2.1.9; pav.2.1.10).
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Pav. 2.1.9. (méginys 3b) 20um bandinio pjiivio spektrai, Zadinant 355nm lazeriu.
Raudona spalva pazymétas spektras yra gautas 2008.05.13, juoda spalva pazymétas
spektras gautas 2008.05.16.
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Pav. 2.1.10. (meéginys 3b) 05.13 dienos 20um bandinio pjavio spektras
padaugintas i§ koeficiento 2.2 (juoda spalva) ir 05.16 dienos spektras (raudona
spalva); zadinta 355nm.
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2.1.9 ir 2.1.10 paveiksluose pavaizduoti spektrai i$ kuriy daromos i§vados apie
audiniy senéjimo itaka ju autofluorescencijos spektrams. 2.1.9 paveiksle
pavaizduoti 20um bandinio pjuvio spektrai, Zadinant 355nm lazeriu (vienas i$
spektry registruotas ta pacia diena, kai bandinys buvo gautas, o kitas- pragjus
trims dienoms). I$ rezultaty matyti, kad 05.16 dienos spektrai yra didesnio
intensyvumo, nei 05.13 diena gauti spektrai. Taciau visus spektrus sunormavus
pagal pagrindinio piko amplitudg, skirtumy tarp abiejy dieny spektry formy
beveik nematyti (2.1.10 pav.). Spektro intensyvumo kitimas gali biiti susietas
su bandinio dziuvimu, fluorescuojanciy medziagy koncentracijos didé¢jimu, bei
eksperimento salygu neatsikartojimu. Méginio dziuvimas gali jtakoti spektro

amplitude, bet minimaliai jtakoja spektro forma.

Atsizvelgiant | minétus parametrus, buvo nustatyta tokia galutiné

tarpslankstelinio disko méginiy tyrimo metodika:
1. Disko fragmentas pasalinamas disko i§varzos operacijos metu;

2. Pasalintas fragmentas talpinamas i sterily inda, iSplaunamas steriliu
fiziologiniu tirpalu iki nebus kraujo priemaiSos, perteklinis tirpalas

nulaSinamas;

3. Indas su méginiu laikomas Saldytuve 4°C temperatiiroje,

fluorescenciniai matavimai atliekami per 48h po méginio paémimo;

4. Pincetu i§ indo iSimtas natyvus bandinys dedamas | Leica CM 1100
kriostata;

5. Natyvus bandinys laikomas -20°C temperatiiroje mazdaug 20min;

6. Susaldytas bandinys pritvirtinamas mikrotome ir pjaustomas i 20pm
dydzio pjivius;

7. Pjiivis dedamas ant kvarcinio stikliuko ir talpinamas i Petri 1ékstele, i$
kiekvieno disko méginio paruoSiami trys stikliukai, gretimi pjiviai
paimami histologiniam iStyrimui;

8. Visi su bandiniu kontaktuojantys daiktai dezinfekuojami, nuriebalinami
prie§ prasidedant eksperimentui, fluorescencija matuojama kambario

temperatiiroje;
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9. Suderinama optiné tyrimo sistema;

10.Lazerio Sviesa sufokusuojama i pjivi, suzadinimui naudojamas
lietuviskas naujos konstrukcijos ,,Standa“ monolitinis diodais
kaupinamas tre¢ios harmonikos lazeris. Suzadinimo bangos ilgis-
355nm.;

11.Spektrometras gali registruoti liuminescencijos Sviesa i§ bet kokio
erdvinio kampo, taciau tam, kad padidintume santyki signalas/-
triukSmas, registravimo sistema statoma taip, kad biity minimalis
zadinancios $viesos Saltinio atspindziai nuo tiriamo objekto;

12. Kompiuteriu analizuojami duomenys surinkti spektrometre.

2.1.1. SPEKTRU PALYGINIMAS SU EEM

Tarpslankstelinis diskas yra sudarytas i§ daugybés medziagy, mes palyginome
misy  gautus  spektrus  su  standartinémis  eksitacijos/emisijos-
suzadinimo/§vytéjimo matricomis ty medziagy, kurios sudaro tarpslankstelini
diska. Standartinés eksitacijos/emisijos matricos (EEM) yra publikuojamos
duomeny bazése (Characterization of the Excitation and Emission Matrices of
Possible Fluorophores in Human Tissues and Cells [duomeny bazé internete].
Toronto, Ontario (Kanada): The Photochemistry and Photobiology. Sukurta
2003.Adresas:http://eemdb.uhnres.utoronto.ca/cgi-bin/WebObjects/WebFluor),
jos sudaromos iSskyrus gryna medziaga, suzadinant ja jvairiais $viesos
Saltiniais ir registruojant fluorescencijos intensyvuma. Palyging misy gautus
spektrus su standartine eksitacijos\emisijos matrica nustatéme (pav. 2.1.11),
kad kolageno I maksimalus eksitacijos pikas sutampa su misy spektro

kylancigja dalimi ir gali sudaryti pirma Gausing dedamaja.
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Pav. 2.1.11. Kolageno I standartiné EEM, palyginta su miisy iSmatuotu spektru:
rodyklé- Kolageno I eksitacijos pikas sutampa su spektro kylanciaja dalimi, pirma
Gausine dedamaja.

Palyging elastino EEM su misy iSmatuotu spektru, nustatéme, kad
elastino eksitacijos maksimumas sutampa su misu spektro treCia Gausine
dedamaja ir gali formuoti antra spektro pika (pav. 2.1.12). Panasi paralelé
stebéta kolagenui VII, bet jo koncentracija tarpslanksteliniame diske yra
nedidelé. Kolageno II standartiné EEM néra nustatyta, mes iSmatavome gryno
sauso kolageno II (,,Sigma*“ kompanija, JAV) fluorescencija pagal miisy
metodika ir nustatéme, kad kolagenas II suzadinus 355nm. lazeriu,
fluorescuoja diapazone nuo 370nm iki 590nm, fluorescencijos maksimumas

ties 412nm.
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Pav. 2.1.12. Elastino standartiné EEM, palyginta su miisy iSmatuotu spektru: rodyklé-
Elastino eksitacijos pikas sutampa su spektro trecia Gausine dedamaja ir gali formuoti
antra pika.

Nustatéme, kad kolageno I, kolageno II, kolageno VII ir elastino
eksitacijos fluorescencijos  spektrai atitinka misy iSmatuota diapazona.
Remdamiesi Zinynais ir savais matavimais (kolagenas II) nustatéme kad
kolageno I, kolageno II, kolageno VII ir elastino fluorescencija randama miisy
tirtoje emisijos juostoje. Misu iSmatuoti spektrai atspindi daugelio
fluorescuojanciy medziagy buvima tarpslanksteliniame diske ir ju spektry
persiklojima. Fotodiagnostiniam algoritmui svarbus spektro komponenty
patikimas statistinis skirtumas lyginamose audiniy grupése, o ne ju
ivardinimas.

Eksperimento metu naudota aparatiira

Eksperimenty metu, bandiniai buvo pjaustomi Leica CM 1100 kriostatu,

esanciu VU Eksperimentinés ir klinikinés medicinos institute, eksperimentiniy
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tyrimy skyriuje.

Eksperimento metu naudotas: ,,4dvantes” stalinis ,,AvaSpec-2048TEC*
spektrometras sujungtas su asmeniniu kompiuteriu. Spektrofotometras su
kompiuteriu sujungiamas USB jungtimi. Jo matricos registravimo diapazonas
340 — 1000nm. Lazeriu indukuotos fluorescencijos matavimai buvo atlikti su
lietuvisku naujos konstrukcijos monolitiniu diodinio kaupinimo mikrolazeriu
STA-01. Zadinamas Nd(YAG) tredios harmonikos generatorius (355nm.)
(UAB ,,STANDA®).

2.2. EKSPERIMENTINES DALIES TYRIMO METODIKA

Tarpslankstelinio disko bandiniai buvo paSalinti atviros disko iSvarzos
operacijos metu. Operuojamo ligonio MRT vaizdas buvo ivertintas pagal
Pfirrmann disko degeneracijos klasifikacija ir pagal Komori disko i$varzy
gradacija (zr. skyriy 1.5.0. Stuburo tarpslankstelinio disko degeneracijos
nustatymo metodika).

Disko biopsiju operaciné¢ medziaga, morfologiSkai ir histochemiskai
iStirta VU Eksperimentinés ir klinikinés medicinos instituto Eksperimentiniy
tyrimy skyriaus Patologijos padalinyje (tyréja dr. Vida Graziené, vyr.laboranté-
histologé Saloméja Stanaitien¢). Medziaga buvo dalinama { dvi dalis: viena
jos dalis po Saldymo Zeiss‘o kriomikrotomu (Leica CM1100), Saldomuyju
pjiviy gavimo ir juy apSvietos mikrolazeriu Nd-YAG (STA--01-TH 355nm
spinduliu) buvo tiriama spektrofotometriskai fluorescencinéms kreivéms gauti.
Kita medziagos dalis buvo fiksuojama spirito-formolo fiksatoriuje ir po
dehidratacijos, liejama parafinu audiniy morfologijai. Parafino pjiiviai buvo
dazomi Hematoksilinu-eozinu (HE) - bendrai histologijai ir struktiriniy lasteliu
poky¢iy ivertinimui; Toluidino-méliu prie pH 2.0 (TW) ir Safraninu O (SO) -
lasteliy ir matricos gaminamy proteoglikany jvertinimui; Alciano méliu - PAS
(AM-PAS) - riig8¢iy muciny (AM) ir mukopolisacharidy (PAS) ivertinimui;
Pikrosirijum raudonuoju (PS) (Puchtler H, 1973; Junqueira LCU, 1979) —
skaiduliniy komponentu (II/I/ kity kolagenu) santykiui jvertinti (pav. 2.2.1).
Preparatai, dazyti HE, TW, SO ir AM-PAS buvo tiriami $viesos, o PS-

53



Olympus BX51 mikroskopo poliarizacinéje Sviesoje. Nudazyti preparatai buvo
vertinami balais pagal Boos N. ir autoriy protokola (Boos N, 2002), skirta
tarslanksteliniy disky amziaus salygotiems degeneraciniams pokyc¢iams.
Protokola papildéme matricos baltymy ir kolageno skaiduly histocheminiais
kokybiniais ir pusiaukiekybiniais tyrimais, siekdami juos susieti su

spektroskopinio tyrimo fluorescencinémis kreivémis, iSrySkinanciomis

skirtingus disko cheminius komponentus po pjuviy apsvietos lazeriu (priedas

1.

Pav.2.2.1 . [vairiy kolageno skaiduly lokalizacija, nudazyty pikrosirijum raudonuoju:
zalias- kolagenas II, raudonas- kolagenas I, geltonas- kiti kolagenai. PS x 200.

Liuminescencijos spektrai buvo iSmatuoti diapazone nuo 340nm iki
1000nm. Zadinimo $viesos altinis- Standa mikrolazeris STA-01-TH 355nm.
Nustatyta, kad disko matrica fluorescavo diapazone nuo 370nm iki 700nm.
Gauti duomenys buvo saugomi kompiuteryje ir analizuoti Origin 7.0
programiniu paketu. Turimi bandiniy spektrai buvo normuojami pagal
ilgabanges srities petj taip, kad toliausiai { ilgabangg sriti nutolgs smailés petys

sutapty per visa intensyvuma. Siy bandiniy spektrai buvo sunormuoti pagal
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visiems bandiniams pastovia forma iSlaikancia ilgabangg sriti (A=540,01nm.) —
tai reiSkia kad absoliuciai visy bandiniy amplitudé ties pasirinktu bangos ilgiu
A turi biiti vienoda (A=17944 sant.vnt.). Tam, ties pasirinktu bangos ilgiu, yra
nustatoma spektro fluorescencijos intensyvumo verté. Gauta vertg daliname i$
nustatyto 17944 intensyvumo ir gauname norima daugikli i§ kurio dabar
galime padauginti visa spektra, tam kad pasirinktame taske A (A=540,01nm.) jo
intensyvumas biity toks, koks yra nustatytas. Atlikus §i paprasta matematini
veiksma, galime plika akimi matyti spektrinius skirtumus ir panasumus —
panaikiname galimus matavimo artefaktus dél Sviesos Saltinio ar spektro
amplitudés (pav.2.2.2). Jokios itakos kokybinei analizei toks matematinis
veiksmas nedaro. Spektry normavimas pagal ilgabangi peti Siame darbe buvo
atlickamas naudojantis Origin 7.0 programa.
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50000
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60000

40000
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Fluorescence, SU

200004 ¢

= ———
T 1 0

T T T T T T T
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Pav.2.2.2 Kair¢je- spektras surinktas i§ spektrometro, desinéje- spektras, normuotas
pagal ilgabangg sriti (amplitudés ir $viesos Saltinio artefaktai pasalinti).

Preliminariai matomos pagrindinés signaly smailés — matyti, kad
sudétingas signalas susideda i§ keliy paprasty komponenty, todél sekanti
procedira yra kiekvieno atskiro spektro apraSymas normaligja kreive
(gausoide). Pagal spektro smailes, spektrai buvo skirstomi pagal Gausines
dedamasias, nustatomi spektro komponentai (pav.2.2.3.). I$ kiekvieno méginio
spektry visumos atrinkome deSimt budingiausios formos spektry ir juos

suskirstéme | Gausines dedamasias.
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Data: i2_Q
Model: Gauss
140000 - Equation: y=y0 + (A/(w*sqrt(PI/2)})"exp(-2"*((x-xc)/w)"2)
Weighting:
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2 120000 ~ Chi*2/DoF = 402889.54834
o R2 = 0.99947
=
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Pav. 2.2.3. Spektras (juoda linija) ir pagrindiniai spektro komponentai (zalia linija).

Spektry duomenys apdoroti Origin7.0, MS Olffice Excel, Statistica 6.0 ir
PAST programomis. Spektry dedamuyjuy statistiné analizé atlikta naudojant
Stjudento ¢ kriterijy. Pasirinktas reikSmingumo lygmuo p<0,05, kuriame
rezultatai laikyti statistiSkai patikimais.

Eksperimentinés tyrimo dalies grupiy palyginimo statistiné duomeny
analizé bei grafinis vaizdavimas atlikti taikant kompiuterinés statistikos
programa SPSS for Windows (versija 12.0). Naudota statistikos metodine
medziaga. Apskaiciuoti normaliyjy parametry reikSmiy vidurkiai (V) su
standartiniais nuokrypiais (SN). Nominaliyju duomeny skirtumo statistinis
reikSmingumas nustatytas pagal Chi kvadratu (¥?) kriterijy, normaliyju
kiekybiniy duomeny vidurkiy skirtumas dviem nepriklausomoms imtims —
naudojant Stjudento ¢ kriterijy, normaliyjy kiekybiniy duomenuy vidurkiy
skirtumas trims nepriklausomoms imtims — vienfaktoring dispersing analize
ANOVA. Ranginiy duomeny skirtumo statistinis reik§mingumas esant dviem
nepriklausomoms imtims nustatytas naudojant Mano — Vitnio - Vilkoksono

(Mann-Whitney — Wilcoxon) kriterijy, esant trims nepriklausomoms imtims -
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naudojant Kruskalo — Voliso (Kruskal — Wallis) kriterijy. Pasirinktas

reikSmingumo lygmuo p<0,05, kuriame rezultatai laikyti statistiskai patikimais.

2.3. EKSPERIMENTINES DALIES TIRIAMOJI GRUPE

Tiriamosios grupés disko méginiai buvo paimti standartinés disko iSvarzos
operacijos metu VU greitosios pagalbos ligoninéje, neurochirurgijos skyriuje,
nuo 2009 02 02 iki 2009 09 11.

Atrinkimo Kriterijai:

1. pacientas sutinka dalyvauti tyrime, pasiraso sutikimo forma (priedas 2),
uzpildo klausimyno forma (priedas 3);

2. pacientas planine tvarka pirma karta operuojamas dél juosmeninio disko
i$varzos;

3. operacijos metu paSalinamas pakankamas tarpslankstelinio disko
fragmentas, kad galima buty atlikti fluorescencinius ir histologinius
tyrimus;

4. prie§ operacija pacientas iStirtas magnetinio rezonanso tomografija,
nustatyta tarpslankstelinio disko iSvarza;

5. operacijos momentu néra sisteminio ar lokalaus uzdegimo pozymiy
(reumatiniy ligy, spondilodiscito ir kt.).

Méginiai suskirstyti { tris grupes pagal méginio paémimo vieta operacijos
metu. ISskirtos trys disko meéginiy grupés: D- iSvarza pasalinta i§ disko
gilumos, esant nepazeistam uzpakaliniam iSilginiam raiSciui; P- iSvarza
laisvas sekvestras, tiesiogiai kontaktuojantis su peridurinémis kraujagyslémis

(pav.2.3.1).
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S- laisvas sekvestras, tiesiogiai kontaktuojantis su peridurinémis kraujagyslémis.

Galutiniam jvertinimui atrinkome 29 disko méginius: devynis D grupés,

dvylika P grupés, aStuonis S grupés; iSanalizavome 290 spektry.

2.4. EKSPERIMENTINES DALIES DARBO REZULTATAI
2.4.1. PRIESOPERACINIS MRT J[VERTINIMAS

Operuojamo ligonio MRT vaizdas buvo jvertintas pagal Pfirrmann disko
degeneracijos klasifikacija ir pagal Komori disko i§varzy gradacija (zr. skyriy
1.5.0. Stuburo tarpslankstelinio disko degeneracijos nustatymo metodika). 21
operuojamas diskas buvo jvertintas treCiu degeneracijos laipsniu pagal
Pfirrmann, 8- ketvirtu degeneracijos laipsniu. Pagal Komori disko iSvarzos
migracijos skale, dvideSimt iSvarzy ivertinta Komori 1, keturios iSvarzos

Komori 2, penkios i§varzos Komori 3 (migrave sekvestrai).

2.4.2. GAUTI SPEKTRAIL SPEKTRU ANALIZE

Analizuojant disko méginiy spektrus, visi i§ méginio gauti spektrai buvo
normuojami ir apdorojami Origin 7.0 programiniu paketu. Spektrai buvo
apdorojami panaudojant Gausines dedamasias-spektro komponentus. ApraSyti

spektrams buvo naudojamos keturios Gausinés dedamosios. Nustatyta, kad
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visy méginiy spektrams biidingos trys Gausinés dedamosios, kuriy pikai-
vir§iinés yra pastovils ir ju bangos ilgis statistiSkai patikimai skyrési vienas nuo
kito:  Al- 4069+ 297, A2- 4319+ 7,63; A3- 4675 5,03
(p<0,0001)(Pav.2.4.1.). Ketvirta Gausiné¢ dedamoji svyravo skirtinguose
méginiuose tiek savo amplitude tiek piko reikSme, i ja neatsizvelgta, atliekant
galutinius skai¢iavimus. Gausiniy dedamyju piku statistiné analizé pateikta

priede Nr. 4.
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Pav. 2.4.1. Trys Gausinés dedamosios, kuriy pikai-vir§tinés yra pastovis ir ju
bangos ilgis statistiSkai patikimai skyrési vienas nuo kito: Al-406,9+ 2,97;
A2- 431,94+ 7,63; A3-467,5+ 5,03 (p<0,0001).
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Pagal spektry formos skirtumus i§skyréme dvi spektrines grupes: A (pav.2.4.2)

ir u (pav.2.4.3).
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Pav.2.4.2. A spektro pavyzdys: deSingje spektras, kair¢je Gausinés dedamosios.
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Pav.2.4.3. u spektro pavyzdys: desinéje spektras, kairéje Gausinés dedamosios.

A grupéje pagal Gausiniy dedamyjy piko amplitudg A1> A2 >A3; o u grupgje

pagal Gausiniy dedamujy piko amplitude A1> A2 <A3 (pav.2.4.4).
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Pav.2.4.4. Dvi spektry grupés: A- A grupé (Gausinés dedamosios primena graikiska A-
mélyna linija), B- p grupé (Gausinés dedamosios primena graikiska p -mélyna linija).

A spektry pavyzdziai pateikti priede Nr.5; p spektry pavyzdziai pateikti priede Nr.6.

2.4.3. DEGENERACINIU POKYCIU MORFOLOGINIS
STRUKTURINIS IR IMUNOHISTOCHEMINIS JVERTINIMAS

Nors disko audinys patiria dramatiskus amzinius degeneracinius poky¢ius,
manome, kad disko (D), iSvarzos (P) ir nutolusiy sekvestry (S)
pusiaukiekybinis morfologinis strukttirinis ir histocheminis tyrimas leidzia
palyginti atskiry audini sudaran¢iy komponenty (lasteliy, kolageno skaiduly ir
matricos baltymy) degeneracijos laipsni, atskirti juos nuo amziniy poky¢iy ir
palyginti su spektroskopinémis kreivémis, gautomis po lazerio apsvietos,
tikintis pritaikyti fluorescencing diagnostika DDL ligai operacijos metu.
Tarpslanksteliniy disky (D), iSvarzy (P) ir sekvestry (S) struktiiriniai
(Iasteliy) ir imunohistocheminiai (matricos skaiduly ir proteoglikany)
degeneracijos poZymiai. Pagrindinés tarpslankstelinio disko lastelés buvo:
vienuose diskuose mazi chondrocitai ir retos stambios chondroidinio tipo
lastelés apsuptos mukopolisacharidine kapsule, bet vyravo arba pirmos arba
antros, arba buvo diskai su misriomis lastelémis. Tarp kapsulés supancios

chondroidines lasteles buvo ju gaminami proteoglikanai (PG), nusidazantys
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TW  metachromatiskai (pav.2.4.5), o Safraninu O oranzine spalva

Pav.2.4.5 Mazi chondroidiniy lasteliy klasteriai ir juose gaminami proteoglikanai
rySkiai metachromatiski dazant TW. Lasteliy klasteriai, isiterpg tarp disko
kolageniniy skaiduly patyrusiu ryskia fibriliacija su iSplautais proteoglikanais i$
matricos sekvestro pitivyie. TW x 400.

Pav. 2.4.6 Rigstlis mucininio tipo skyséiai (Alciano mélis+) vidutinio dydzio
chondroidiniy lasteliy klasteriuose, apsupti mukopolisacharidine kapsule (PAS+)
ir chondroidiniy lasteliy branduoliy piknozé. SkysCiai persunkia skaidulini

arba riigS§tlis mucininio tipo baltymai (nusidazg¢ Alciano méliu melsvai, pav.

2.4.6) - mucininé degeneracija arba II-o tipo kolageno baltymai, formuojantys

II-o tipo kolageno fibriles (pav.2.4.8). Neatmetame galimybés, kad sutrikus PG
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gamybai, chondroidinés Iastelés ima gaminti fermentus, ardancius save pacia ir
matrica, kaip kad yra sanario hialininéje kremzléje, nes chondrocitai ypac
jautriis bet kokiems PG ir fermenty santykio pasikeitimams matricoje. Deja,
netur¢jome  galimybes imunohistochemiSkai iStirti kolagenazés ir
metaloproteinaziy. Apie chondrocity ir chondroidiniy lasteliy degeneracija
sprendéme pagal ju hipertrofija ir ryskia proliferacija, gaminamy pirmtakiniy
baltymy skirtinga rusi, kapsulés turinio vakuolizacija ir lasteliy branduolio
piknozg (pav.2.4.7) ir lastelés mirtj (apoptoze), kada lastelés branduolys subyra
1 chromatino fragmentus. Gil¢jant disko degeneracijai abu lasteliy tipai buvo
itraukiami | maZesnius po 2 lasteles (pav.2.4.5), vidutinius iki 8 Iasteliy
(pav.2.4.6) ir stambius iki 15 lasteliy klasterius (pav.2.4.7), apribotus viena
mukopolisacharidine kapsule, kurioje, po branduolio apoptozés, lastelés turinys
vakuolizavo, keitési gaminamy baltymy pobudis kol lastelé visiSkai nustojo
funkcionuoti. IStirpus kapsulei, Zuvusiu chondroidiniy lasteliy gaminami
baltymai disko matricoje sudaré¢ zidinines ju sankaupas, hialinizavo, sutrikdé
kolageno skaiduly normalia fibrilogeneze lasteliy iSoréje ir sudaré randus
(pav.2.4.11).

Pav. 2.4.7. Stambus (iki 15 lasteliy) chondroidiniy lasteliy klasteriai labai
piknoziskais branduoliais, vakuolisSka citoplazma ir iStirpusiomis kapsulémis arba
ju likuciais ryskiai degeneruotame sekvestre. HE x 400.
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Pav. 2.4.8. 1I-o tipo kolageno imunohistocheminis Zymuo chondroidiniy lasteliy
vidutiniuose klasteriuose ir skaidulinéje sekvestro matricoje.
Imunohistocheminis dazymas panaudojus antikiinus prie$ II-o tipo kolagena,
7vmémtms krienn neraksidaze THC x 400

Maziau degeneruotoje matricoje dazniausiai vyravo II tipo kolageno
skaidulos (pav.2.4.8), PS nusidaziusios raudonai ir mikroskopo tamsiame lauke
poliarizuojancios  zalia spalva (pav.2.4.9). Labiau degeneruotuose
pavyzdziuose mazéjo II-o tipo kolageno fibriliy, atsirado vis daugiau I tipo
kolageno skaiduly nusidaziusiy geltonai ir poliarizavusiy oranzine-raudona
spalva ir kity kolagenu grupé, kurie dazési rausvai ir poliarizavo gelsva spalva.
( pav.2.4.9). Imunohistochemiskai identifikavome tik II kolageno baltymuy
sankaupas ir II-o tipo fibriles. ImunohistochemiSkai jos dazési ryskiai ruda
spalva (diaminobenzidinas) ir ju lokalizacija sutapo su Zaliu poliarizaciniu
Svytéjimu matricoje ir chondroidiniy lasteliy klasteriuose nudazius pjiivius PS.
Histocheminis audinio pjiiviy nudaZymas PS leido nustatyti ne tik disko
skirtingy kolageno skaiduly kokybini sastata, bet ir pusiaukiekybiskai ivertinti
ju pasiskirstyma audinyje (II/I/kiti).
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Pav.2.4.9. [vairiu kolageno skaiduly lokalizacija, nudazyty pikrosirijum
raudonuoju: zalias- kolagenas II, raudonas- kolagenas I, geltonas- kiti kolagenai. PS

Disko (D), isvarzos (P) ir sekvestry (S) audiniy preparatuose, dazytuose
AM-PAS gerai iSryskéjo mazi ir stambiis plysiai (pav.2.4.10 ir pav.2.4.11)
pripildyti riigS§taus mucininio skyscio, kuris taip pat persunké disko baltyming
matrica ir kolageno skaidulas (pav.2.4.13), sukeldami ryskia jungiamojo

audinio edema.

Pav.2.4.10. Smulkiis plySiai sekvestro skaidulingje matricoje ir tarp
degeneruojanc¢iu chondroidiniu lasteliy klasteriu. Alciano mélis-PAS x 400.
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Pav.2.4.11. Stambis plysiai pripildyti riig§¢iy mucininiy baltymuy isiterpg tarp ryskiai
degeneruoto disko skaiduliy pluosty ir jas fragmentuoja. Alciano mélis-PAS x 400.

Terminaling kolageno skaiduly destrukcija atspindéjo skaiduly ir ju
pluosty fragmentacija | zidinines granuliy sankaupas (pav.2.4.12) -

granuliaciné degeneracija arba skaiduly lyzé.

Pav.2.4.12. Granuliné¢ kolageno skaiduly fragmentacija nutolusiame sekvestre su
pavienémis degeneruotomis chondroidinémis lastelémis. TW x 200.
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Morfologinj ir histocheminj disky, ju iSvarZzy ir nutolusiy sekvestry
degeneracijos laipsni rodo 1 lentelé. Ji rodo, kad ryskiausia degenercija patyre
i8varzos (P), antroje vietoje buvo nutole sekvestrai (S) ir galiausiai
trapslankstelinis diskas (D). Bet tiek diskai, tiek iSvarzos, tiek sekvestrai turéjo
ivairaus lygio struktiirinius ir histocheminius - cheminio sastato degeneracijos
poky¢ius, kuriu Boos N. nefiksavo savo protokole. Jie galéjo labiausiai
atsispindéti  fluorescencinése kreivése, nes skaiduliniai komponentai turi
tikslia tvarkinga kristaling struktiira, kuri faktiSkai ir sukelia skirtinga
poliarizacing spalva skirtingus cheminius komponentus turincios kolageno
skaidulos, nudazytos PS ir skirtingai poliarizuojancios.

Pirma lentele. MORFOLOGINIAI IR HISTOCHEMINIAI STUBURO DEGENERACINIU
DISKU, ISVARZU ir SEKVESTRU DEGENERACIJOS POZYMIAI

Meéginiai Atv. N.Struktiiriniy poky¢iy iSreikStumas Histocheminiy pokyc¢iai ~ Ps Spektro forma

(Boos N, balais), TW, Safr.O Alc.m.-PAS II/I/kiti kol.

D 18-D, 18 L+3, Mx+2  +3 80/0/20 n
19-D, 22 L+1, Mx+2  +3 40/40/60 A

N=9  23-D; 14 L+3, Mx+2  +2.5 10/40/50 p
28-Dy 15 L+3, Mx+1 +2.5 60/10/30 A

29-Ds 17 L+3, Mx+1 +3 60/40/0 n

30-Dg 17 L+0, Mx+0 +2 30/70//0 n

38-D; 14 L+0, Mx+3 +2 50/20/30 n

40-Dy 15 L+2, Mx+1 +3 30/60/10 A

42-Dy 16 L+3, Mx+2 +3 70/0/30 A

P 14-P1 9 L+2,Mx+2 +2 30/20/50  n
N=12 15-P2 16 L+2,Mx+1 +1.5 40/30/30 A
17-P3 14 L+2,Mx+2 +2 20/40/40

21-P4 11 L+1Mx+1 0 10/80/10  p

22-P5 13 L+1Mx+2 +2 60/30/10 p

24-P5¢ 13 L+1,Mx+1 +2 60/30/10 A

25-P6 15 L+2,Mx+0 +2 20/60/20 p

32- P8 16 L+0,Mx+2 +2 70/1020

34-P9 14 LO,Mx+2 +1 50/10/40 A

35-P10 13 L+2,Mx+2 +2 85/5/10 A

36-P11 15 L+2,Mx+2 +2 20/40/40 A
43-P12 20 L+1,Mx+0 +2 70/0/340 A
S 16-S3 17 L+1, Mx+2 +2 20/30/50 A
N=8  26-S5 22 L+0,Mx+1 +3 50/0/50 A
27-S6 14 L+2,Mx+3 +2 50/10/40 p

31-S7 18 L+2,Mx+3 +3 60/10/30 A

37-S8 19 L+2,Mx+3 +3 60/10/30 A

41-S9 21 L+2,Mx+2 +2 40/10/50 A
44-S10 22 L+2,Mx+2 +3 20/50/30
45 -ST 21 L+2,Mx+2 +3 40/4020 A
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Morfologiniai ir histocheminiai degeneracijos poZymiai méginiuose i§
disko gilumos (D grupé, n=9). Miisy gautoje medziagoje diskuose vyravo
chodroidiniy lasteliy hiperplazija, hipertrofija ir proliferacija, vidutiniai ir
stambiis chondroidiniy Iasteliy klasteriai su totalia lasteliy branduoliy piknoze
ir apoptoze, vidutini§$ku ir gausiu skys¢iy kiekiu tarp klasterius sudaranciy
lasteliy ir kapsulés, skysCiai smulkiuose ir stambiuose plySiuose ir matricos
baltymy persunkimas skysciais. Penkiuose diskuose dar vyravo II tipo

kolageno skaidulos, dengiancios iki 80% (pav.2.4.13) pjuvio ploto.

Pav.2.4.13. Vyraujantis II-o tipo kolageno zymuo disko (D grup¢) audinyje
(ryskiai ruda spalva) ir chondroidinése lastelése. Lasteliy branduolio
chromatininiai fragmentai (apoptoz€) matomi ir matricoje ant II-o tipo skaiduly.

Sesiy disky chondroidinés lastelés gamino (L+3) ir matrica turéjo (Mx+3)
gausias PG sankaupas, dazniausiai disko centre nucleus pulposus arba jo
likucivose. Esant sveikesnéms chondroidinéms lasteléms PG buvo zymiai
daugiau nucleus pulposus zonoje, tuo tarpu annulus fibrosus zonos randinis
audinys tur¢jo tik destrukcinius lasteliy klasterius, zidinines PG sankaupas ir

randus.
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Morfologiniai ir histocheminiai degeneracijos poZymiai
tarpslanksteliniy disky iSvarzose (P grupé, n= 12). Kaip matome 1-oje
lenteléje P grupés iSvarzu degeneracijos laipsnis buvo didesnis uz
tarslanklsteliniy disky (D-grupé) ir didziausias trijuose audiniuose. 4 —iose
i8varzose vyravo mazos chondrocity lastelés, likusiose 8-iose vidutiniski ir
stambiis mazy ir dideliy chondroidiniy Igsteliy klasteriai su totalia branduolio
apoptoze ir PG zidininémis sankaupomis iSvarzos jungiamajame audinyje.
Labiausiai degeneruotos lastelés iSsidésté iSvarzos kraStuose, kaip ir disko
pjuviuose.

Skaidulinj i§varzos komponenta sudaré vyraujancios I-o kolageno tipo
skaidulos iki 50%, II-o tipo kolageno skaiduly sumazé¢jimo saskaita ir
padidéjes kity kolageny skaidulinis komponentas, siekiantis net iki 50%
keliose iSvarzose. Daznos iSvarzos tur¢jo hialininés kremzlés fragmentus
centre arba krastuose (pav.2.4.15) Zidininés smulkios PG sankaupos,
pasklidusios difuziskai po visa i§varza. Matomi atskile nuo krasty audinio
fragmentai ir reti smulkiis granuliacinio audinio zidinéliai i§varzos krastuose.
Trys diskai krastuose turéjo 2 ir 3-ju skory (<50 lasteliy zidinyje)
perivaskulininius uzdegiminius zidinius, dazniausiai i§ fibroblasty, histiocity,
limfocity, nesubrendusiy plazminiy lasteliy su sensoriniy lasteliy su ilgomis
citoplazminémis iSaugomis priemaiSa , ¢ia buvo matomi ir keliolika smulkiy
kraujagysliy plysiuy (pav.2.4.16), tai patvirtina teorija, kad autoimuniné disko
medziagai susilietus su periduriném kraujagyslém.

Matéme kolageno skaiduly fragmentacija ir zidinines smulkias granuliy
sankaupas, sumazéjusius PG kiekius, kai kuriose iSvarzose lastelés visai
nustojo juos gaminti, bet padaugéjo Iasteliy su Alciano méliui teigiamais

mucininio tipo skys¢iais.
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Pav. 2.4.15. Diskogeninés kilmés kremzlés fragmentas su destrukciniais
chondrocitais isiterpgs i i§varza riboje su iSvarzos vakuoliSku chondroidiniy
lasteliy klasteriu. TW x 400.

Pav. 2.4.16. Granuliacinio audinio zidinys su limfocitais, histiocitais, fibroblastais
ir sensorinémis lastelémis ilgomis citoplazminémis ataugomis iSvarzos krastuose.
H-eo x 200.

Tuo budu, disko jungiamasis audinys pasiZyméjo degeneracijos pozymiy

ivairove be nurodyty Protokole, pasipildé, jame nenurodytais, tokiais kaip
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kremzliniai fragmentai, i§varzos krasty fragmenty atskilimas, didesnis matricos
baltymy ir skaiduly degeneracijos laipsnis.

Morfologiniai ir histocheminiai degeneracijos poZymiai nutolusiuose
nuo disko sekvestruose (S grupé, n= 8). Sekvestry degeneracijos laipsnis
kiek mazesnis, nei iSvarzos, bet didesnis, nei disko. Sekvestry pjuviuose
vyravo rySkiai edemiSkas skaidulinis substratas dalinai ar visiSkai
fragmentuotos retos kolageno skaidulos ir zidininés stambios granuliy
sankaupos, totaliai mirusiomis mazomis chodroidinémis lastelémis arba
klasteriy detritas. II-tipo kolageno skaiduly mazéjo iki 20% daugéjant kity
tipu kolageno skaiduloms net iki 50- 80% (pav. 2.4.17). Rugs¢iy mucininio

tipo skys¢iy padaugéjo labiausiai iki 2 baly tiek matricoje ir stambiuose

plysiuose.

Pav. 2.4.17. Sekvestras su degeneravusio skaidulinio ziedo elementais, sekvestro
skaidulini substratg sudaro vyraujancios kity ir I-o kolageny sankaupos su zaliai
poliarizuojancio II-o kolageno smulkiais zidinéliais. PS x 200.

Sekvestry krastuose pasitaiké rety uzdegiminiy lasteliy, tik viename
gausesnis 3 skory uzdegimo zidinys (limfocitai, plazminés lastelés, histiocitai,
fibroblastai). Viename sekvestre stebéjome | kraSta jaugusias nervines
ataugéles, rodancias sekvestro lokalizacija Salia nerviniy Sakneliy.
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2.4.4. GRUPIU PALYGINIMAS

Analizuojant D, P ir S grupes pagal méginio paémimo vieta, nustatéme, kad
grupés skyrési pagal bendra degeneracijos (Boos N.) indeksa D<P<S
(p=0.002). Méginiai, paimti i$ disko gilumos, turéjo maziausia degeneracijos
laipsnj, laisvi sekvestrai- didziausia. Grupés nesiskyré pagal amziy, kolageny
koncentracija. Grupés skyrési pagal Komori ind. D<P<S (p=o0,001), laisvi
sekvestrai buvo toliausiai migravg nuo motininio disko. Grupés skyrési pagal
proteoglikany radima D>S>P (p<0.0001). Grupés skyrési pagal mucininiy
skys¢iy radimg D>S>P (p=0,001). Méginiai i§ disko gilumos tur¢jo didZiausia
proteoglikany ir mucininiy skys¢iy kieki. Grupés nesiskyré pagal Pfirrmann
(MRT) degeneracijos laipsni. Magnetinis rezonansas neatspindéjo disko
iSvarzos biocheminés struktiiros sandaros.

Pagal spektry formos skirtumus i§skyréme dvi spektrines grupes (A ir ),
kur A grupéje pagal Gausiniy dedamujy piko amplitudg Al> A2 >A3; o p
grupéje pagal Gausiniy dedamyju piko amplitudg A1> A2 <A3. [ lambda
grupe pateko 5 disky (D), 7 iSvarzy (P) ir 6 sekvestru (S) fluorescencinés
kreivés. Miu grupei priskyréme 4 diskus (D), 5 iSvarzas (P) ir 2 sekvestrus (S).
Lambda fluorescencing grupe sudaré¢ diskai, iSvarzos ir sekvestrai, kuriy
sudétyje buvo mazai II tipo kolageno skaiduly iki 10-20%, su iSimtimis iki
70% dviejuose diskuose, vienoje iSvarzoje ir dviejuose sekvestruos. Bet
daugéjo I ir kity tipy kolageno skaiduly. [ miu fluorescencing grupe pateko tie
diskai, iSvarzos ir sekvestrai, kuriuose iki 80 sudare Il-o tipo, ir kity tipy
kolageno skaidulos, I-o tipo skaidulas sudaré apie 10%. Analizuojant grupes
pagal spektro forma nustatéme, kad grupés skyrési pagal kolageny
koncentracija: kolageno I - A>p (p=0.005); kolageno II - A<<p (p<0.0001);
kity kolageny - A>p (p=0.002). Taigi, spektro forma atspindéjo kokybini
kolageny sastata disko méginyje. Spektrinés grupés nesiskyré pagal amziy ir

pagal bendra degeneracijos indeksa. Grupés taip pat nesiskyré pagal Komori
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indeksa, pagal randama proteoglikany ir pagal mucininiy skysc¢iu kieki, pagal

Pfirrmann MRT degeneracijos laipsni.

2.5. EKSPERIMENTINES DALIES REZULTATU APTARIMAS

Kolagenai, sudarantys tarpslankstelinio disko matrica fluorescuoja apsvietus
UV Sviesa, skirtingy kolageny fluorescencinés savybés skiriasi. Miisy
nustatytas A tipo spektras buidingas méginiams, turintiems daugiau kolageno I
ir kity kolageny, p spektras bidingas méginiams, turintiems daugiau kolageno
II. Kolagenas I randamas sveiko disko periferijoje arba degeneravusio disko
centre. Kolagenas II randamas disko centre. A spektras pasizymi didesne
fluorescencijos amplitude, nei p spektras. Sj reiskinj galima bity paaiskinti
tuo, kad kolageno I skaidulos yra maziau padengtos proteoglikanais
(proteoglikanai nefluorescuoja). Maziau degeneravusiame diske, kolageno II
skaidulos  gausiai padengtos  proteoglikanais, kurie ,,uzmaskuoja*
fluorescencija, todél p spektrai yra nuozulnesni ir mazesnés amplitudés.
Tiesioginés priklausomybés tarp spektro formos ir disko degeneracijos
indekso negauta, nes sveiko disko periferijoje ir degeneravusio disko centre
tikétina gauti toki pati- A spektra. p spektras labiau budingas méginiams
kuriuose gausu kolageno antro- disko centras, maziau degeneraves diskas. IS
spektro formos galima tik netiesiogiai spresti apie disko degeneracija-

nustacius A spektra disko centre.
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3. KLINIKINE DARBO DALIS

Klinikingje Sio darbo dalyje, pirma karta Lietuvoje, pritaikéme nauja
minimaliai invazyvy biida disko iSvarzos gydymui lazerio spinduliu
Perkutaning Lazering Disko Dekompresija. Atrinkome pacienty grupg, tinkama
Siam gydymo metodui, atlikome operacijas, jvertinome prieSoperacinius
poky¢ius ir sekéme pooperacing ligonio buklg.
Klinikinés darbo dalies uzdaviniai:
1. Sukurti kliniking baz¢ Perkutaninei Lazerinei Disko Dekompresijai
(PLDD), ivertinti indikacijas, kontraindikacijos Siai operacijai.
2. Atrinkti ligonius, tinkamus $iai operacijai, atlikti operacijas, jvertinti
ligoniy bukle prie§ operacija ir po operacijos. [vertinti PLDD
efektyvuma, pritaikymo galimybes.

3.1.1. PACIENTU ATRANKA

PLDD procedirai atrenkami pacientai besiskundziantys radikulopatiniu kojos
skausmu, negave efekto taikant konservatyvy gydyma 2 ménesius nuo
simptomy pradzios ir turintys rentgenologiSkai patvirtinta disko iSvarza,
atitinkancCia pakenktos Saknelés lygmeni (Gangi A, 1998; Ascher PW, 1991).
PLDD veikimo principas pagristas slégio sumazinimu uzdaroje hidraulingje
sistemoje- tarpslanksteliniame diske, todél §iai procedurai tinka tik pacientai,
turintys nepratriikusias ir neatsidalinusias disko iSvarzas (disko protriizijas).
Sekvestro radimas yra kontraindikacija PLDD procediirai (Liebler WA, 1995).
Lazerio iSgarinamas disko tiiris yra nedidelis, todél PLDD procediroms
atrenkami pacientai, kuriy magnetinio rezonanso tomogramoje (MRT) stebima
nezymi nervinés Saknelés kompresija, ar nerviné Saknelés kontaktas su disko
iSvarza. Kuomet MRT stebima isreiksta nervinés Saknelés kompresija pacientui

tikslingesné atvira disko iSvarzos operacija, nes atviros operacijos metu galima
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pasalinti didesnj iSvarzos tiiri. Disko tarpo susédimas >50%, segmento
nestabilumas, spondilolistezé, uzpakalin¢ kaulin¢ stenozé¢ bei buvusi disko
operacija taipogi yra kontraindikacijos PLDD operacijai. PLDD netinka
pacientai, turintys zenkly neurologini deficita, cauda equina kompresijos
sindroma, iSreik§ta motorinés funkcijos silpnuma ir kitas biukles,
reikalaujancéias neatidéliotino chirurginio gydymo, bei pacientai, turintys

sistemines uzdegimines ligas, spondiloartrozg¢ (Simons P, 1994).

3.1.2. KLINIKINES DALIES PACIENTU GRUPE

Pirmoji Lietuvoje Perkutaniné Lazeriné Disko Dekompresija atlikta Vilniaus
Universiteto Vaikuy ligoningje 2007 geguzés 29d., operuota 14 mety pacienté
deél nepratriikusios L4-L5 disko iSvarzos. Nuo 2007 geguzés iki 2009 birzelio
mén. 20 pacienty atrinkta PLDD operacijai, atliktos 24 operacijos. Operacijos
atliktos VU Vaiky ligoninéje, VU Greitosios Pagalbos ligoningje ir VU
Antakalnio ligoningje. Tarp pacienty 9 moterys, 11 vyry, amzius nuo 14 iki 73
mety, vidutinis amzius 38,1 mety. Visi pacientai skundési radikulopatiniu
kojos skausmu, taikytas konservatyvus gydymas nedavé efekto. Simptomy
trukmé nuo 2 iki 36 mén. vidutiné trukmé 6,75 mén. Klinikinis ligoniy
iStyrimas atskleidé jutimy sutrikimus pakenktame dermatome 15 pacienty
(75%), motorikos silpnumas rastas 4 pacientams (20%), Achilo reflekso
nebuvimas 14 pacienty (70%). Skausmo intensyvumas prie§ operacija
ivertintas pagal VAS (Visual Assessment Analogue Scale) skalg, gyvenimo
kokybé ir nejgalumo laipsnis- pagal ODI (Oswestry Disability Index)
klausimyna (priedas 3). VAS skausmo indeksas prie§ operacija svyravo nuo 3
iki 7 baly ramybés biisenoje (vid.- 5.0), judesio metu- nuo 5 iki 9 baly (vid.-
6.75). ODI neigalumo indeksas svyravo nuo 20% iki 60% (vid. 47.5%).
PrieSoperacinis MRT istyrimas rodé nepratritkusia disko iSvarza, atitinkancia
pakenktos nervinés Saknelés lygmeni (pav.3.1). MRT nebuvo stebéta disko

sekvestracijos, kaulinés stenozés, disko tarpo susiauréjimo pozymiy (atmetimo
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kriterijai). Pacientams nerekomenduota PLDD, jei MRT tyrime stebima

akivaizdi nervinés Saknelés kompresija, ar disko iSvarza yra masyvi.

Pav.3.1. PrieSoperaciné paciento MRT: nepratriikusi disko iSvarza L5-S1 lygyje, sukelia
nervinés Saknelés poslinkj (strélé), néra ryskios nervinés Saknelés kompresijos.

3.2. PLDD OPERACIJA

Operacijoms naudota bendra prieSoperacin¢ sedacija: midazolam 5 mg,
injekcija | raumenis, bei vietiné punkcijos vietos nejautra, atlickama lidocaini 5
cm?®,  0,5%. Rentgenoskopo kontroléje L[4-L5 diskas punktuotas
posterolateraliniu pri¢jimu, L5-S1 diskas punktuotas dorsaliai Salia dura mater
maiSo. Adatos padétis verifikuota dviejy krypc¢iy Rentgeno kontrole. Operacijai
naudotas Dornier 940 nm diodinis lazeris. Siekiant iSvengti tarpslankstelinio
disko perkaitimo, naudotas impulsinis rezimas: impulsas 0,5s., pauzé 1,0s.
Bendra sunaudota lazerio energija svyravo nuo 700 iki 1200 J, priklausomai

nuo tarpslankstelinio disko dydzio (pav.3.2).
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Pav.3.2. Vyksta PLDD operacija.

Vykdant operacija, {vyko viena komplikacija, neplanuotai pradurtas dura
mater maiSas, kity perioperaciniy komplikaciju nestebéta. Hospitalizacijos
laikas svyravo nuo 1 iki 5 dieny (vid. 2 dienos). Pooperacinio sekimo trukmé
nuo 2 mén. iki 27 meén., vidutiné sekimo trukmeé 12 mén. Pooperacinis MRT

iStyrimas atliktas antra ir $eSta ménesj po operacijos.

3.3. KLINIKINES DALIES REZULTATAI

Geras, ilgai trunkantis, efektas stebétas 14 pacienty (70%), 2 pacientams (10%)
negauta efekto, 1 pacientui (5%) gautas trumpalaikis efektas (truko 6meén.),
véliau simptomai atsinaujino, pacientas operuotas pakartotinai. 3 pacientai
(15%) pajauté pageréjima, bet negrizo i pilnaverti gyvenima, neatstaté
darbingumo. Po 6meén. - VAS ramybéje svyravo nuo 1 iki 5 (vid.1,75), judesio
metu nuol iki 7 baly (vid.2,6). Vidutinis VAS kritimas: ramybéje- 3.25;
judesio metu- 4.15. ODI po 6mén. svyravo nuo 2% iki 48% (vid.ODI-18.8%);
vidutinis ODI kritimas- 28.7%. Pooperaciniuose MRT tyrimuose nestebéta
disko sekvestracijos ar uzdegimo poZymiy, nestebéta ir Zzenklesnés

rentgenologinés dinamikos (pav.3.3).

77



Pav. 3.3. Pooperacinis MRT vaizdas (2mén. po operacijos) stebimas lazerio destrucijos Zidinys
(strelé), néra sekvestracijos ar uzdegimo pozymiy

3.4. KLINIKINES DALIES REZULTATU APTARIMAS

Kriterijai disko iSvarzos chirurginiam gydymui néra galutinai nustatyti,
tebevyksta diskusija apie chirurginio gydymo privalumus ir trikumus. Disko
iSvarzos chirurginis gydymas sukelia greitesni simptomy regresa, leidzia
greitesng reabilitacija ir greitesni darbingumo atstatyma, bet sudaro tam tikra
velyvy komplikacijy rizika (Gibson JNA, 2007). Perkutaniné Lazeriné Disko
Dekompresija (PLDD) pastaruoju metu pripazystama, kaip efektyvus,
minimaliai invazyvus, chirurginis disko i§varzos gydymo bitidas, taikytinas kai
kurioms disko i§varzoms. Publikuota daugyb¢ studijy apie PLDD indikacijas,
lazerio tipa, sugeriamos energijos kieki ir kt. (Schenk B, 2006). Dvi studijos
yra itraukos i ,,Cochrane Collaboration” apzvalga, nagrinéjanc¢ia irodymais
pagristas publikacijas apie disko i§varzos chirurginio gydymo privalumus (Paul
M, 2000; Schenk B, 2006).

Atvira disko i$varzos operacija (mikrodiskektomija) ir PLDD neturéty
buti vertinami kaip du alternatyviis metodai gydyti ta pati pacienta, nes

itraukimo kriterijai PLDD ir atvirai operacijai skiriasi. Gydymo metodo
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pasirinkima lemia iSvarzos morfologija, nustatoma MRT tyrimu. Abu metodai
tiréty buti prieinami ir gyvuoti greta ligoninése, kur operuojama stuburo

patologija.
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1.

4. DISERTACIJOS ISVADOS

Sukiiréeme metoda tarpslankstelinio disko spektroskopiniams tyrimams.
Tarpslankstelinio disko matricos fluorescencija sukeliama, suzadinus ji
355nm bangos ilgio UV lazerio $viesa. Disko matricos fluorescencija
registruojama bangos ilgiuose nuo 370 - 700nm. Pagrindiniai spektro
komponentai yra Al- 406,9+ 2,97; A2- 431,9+ 7,63; A3- 467,5+ 5,03
(Gausinio komponento piky padétis nm., p<0,0001).

Tarpslankstelinio disko autofluorescencijos fenomenas rodo medziagas,
sudaranéias tarpslankstelinio disko matrica. Skirtingos fluorescencinio
spektro formos, atspindi skirtinga disky matricy biochemini kolagenuy
sastata ir jo kitimus degeneruojant diskui, kurie nebttinai atitinka MRT

vaizda.

. Pagal spektro forma galima spresti apie kolageny sastata disko méginyje,

biocheminiai kitimai tarpslanksteliniame diske gali buti identifikuoti taikant
spektring analize. Pagal kolageny sastato kitima tarpslanksteliniame diske,
galima netiesiogiai spresti apie disko degeneracijos procesa, galima sukurti
diagnostinj algoritma diagnostikai operacijos metu.

Lazeris gali biiti naudojamas disko i§varzy gydyme. Ligoniai, turintys disko
sekvestra, pratrikusia disko iSvarza ar masyvia subligamenting disko
iSvarza, turéty biti operuojami atvira operacija; ligoniai, turintys
nepratritkusia disko iSvarza, nesukeliania zymios nervinés Saknelés
kompresijos, turéty biiti operuojami minimaliai invazyvine tausojamaja

perkutanine lazerine disko dekompresija.
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S. DISERTACIJOS APIBENDRINIMAS

Rezultatai rodo, kad autofluorescencija rodo skirtingas medziagas sudarancias
tarpslankstelini diska. Spektriné analizé gali nustatyti disko biocheminés
struktiiros kitimus, taipogi, leidZia netiesiogiai spresti apie disko degeneracijos
procesa. Pagal spektro forma galima nustatyti skirtingas kolageny riisis, todél
spektriné analizé galéty nustatyti skirtingas anatomines disko vietas.

Salia klasikinés disko i§varzos operacijos, atsiranda naujy minimaliai
invazyviy disko iSvarzos gydymo biidy. Perkutaniné Lazeriné Disko
Dekompresija (PLDD) pastaruoju metu pripazistama, kaip efektyvus,
minimaliai invazyvus, chirurginis disko i§varzos gydymo biidas, taikytinas kai
kurioms disko iS§varzoms. Atvira disko iS§varzos operacija ir PLDD neturéty
biti vertinami kaip du alternatyviis metodai gydyti ta pati pacienta, nes
itraukimo kriterijai PLDD ir atvirai operacijai skiriasi. Gydymo metodo
pasirinkimg lemia iSvarzos morfologija, nustatoma MRT tyrimu. Lazerinés
operacijos metu tarpslankstelinis diskas pasiekiamas per adata, histologinio
tyrimo paimti negalima. Spektroskopinis iStyrimas atliktas per Sviesolaidi
adatoje, ivestoje 1 tarpslankstelini diska, galéty suteikti papildomos
informacijos apie adatos padéti ir uztikrinti, kad adatos galas nukreiptas {
tarpslankstelinio disko substancija.

Pasalinty tarpslankstelinio disko méginiu spektrinis tyrimas sudaro pagrinda

tolimesniems degeneruojancio disko biocheminiams ir spektriniams tyrimams.

81



6. PUBLIKACIJU SARASAS

Originalios publikacijos

1. Terbetas G., Vaitkuviené A. Perkutaniné lazeriné liumbalinio
tarpslankstelinio disko dekompresija. // Lietuvos chirurgija 2009, vol.
7(1-2), p. 35—40. ISSN 1392-0995, ISSN 1648-9942 (online).

2. Terbetas G., Kozlovskaja A., Varanius D., Graziene V., Vaitkus J.,
Vaitkuviene A. Spectroscopic parameters of lumbar intervertebral disc
material. / LASER FLORENCE 2008: Selected Presentations at the
International Laser Medicine Congress Florence (Italy), 31 October—1

November 2008./ Proceedings of AIP Conference, vol. 1142, p. 15-20.
Publikacijos disertacijos tema

3. Terbetas G., Saniukas K., PoSiunas G, Jarzemskas E. Percutaneous laser
disc decompression on pediatric patient // Lasers in Medical Science. —
2008, vol. 23, no 1: Laser Florence 2007: 17th ISLSM & 22 IALMS
International congress laser medicine, Florence, November 8-10, 2007:
abstracts, p. 95.

4. Kozlovskaja A., Varanius D., Terbetas G., Vaitkuviene A., Kuril¢ik G.
Luminescence characterization of degenerative disc disease level // Lasers
in Medical Science. — 2008, vol. 23, no 1: Laser Florence 2007: 17th
ISLSM & 22 TALMS International congress laser medicine, Florence,
November 8-10, 2007: abstracts, p. 96.

82



10.

11

12.

13.

Literatiiros saraSas

Adams MA, Dolan P, Hutton WC (1986). The stages of disc degeneration as
revealed by discograms // J Bone Joint Surg Br. - 1986, vol. 68, no. 1, p. 36-41.

Adams M A, Bogduk N, Burton K (2002). The Biomechanics of back pain. -
Edinburgh; New York: Churchill Livingstone, 2002. - 238 p.: ill.

Ahn SH, Ahn MW, Byun WM (2000). Effect of the transligamentous extension of
lumbar disc herniations on their regression and the clinical outcome of sciatica //
Spine. - 2000, vol. 25, no. 4, p. 475-80.

Andersson GB (1999) Epidemiology of low back pain. // Acta Orthop Scand
Suppl; vol. 69: p. 28-31.

Anderson GBJ (1997). The epidemiology of spinal disorders // Frymoyer JW. The
adult spine: principles and practice / ed. T.B. Ducker et al. - 2nd. - Philadelphia:
Lippincott-Raven, 1997.

Ascher PW (1991) Laser trends in minimally invasive treatment: atherosclerosis,
disk herniations// J Clin Laser Med Surg; vol. 9 p. 49-57.

Antoniou J, Steffen T, Nelson F, Winterbottom N, Hollander AP, Poole RA, Aebi
M, Alini M (1996). The human lumbar intervertebral disc: evidence for changes
in the biosynthesis and denaturation of the extracellular matrix with growth,
maturation, ageing, and degeneration // J Clin Invest. - 1996, vol. 98, issue 4, p.
996-1003.

Arai Y, Yasuma T, Shitoto K, et al. (2000) Immunohistological study of
intervertebral disc herniation of lumbar spine. // J Orthop Sci vol. 5, p. 229-31.

Autio RA, Karppinen J, Niinimaki J,0Ojala R, Kurunlahti M, Haapea M,
Vanharanta H, Tervonen O (2006). Determinants of spontaneous resorption of
intervertebral disc herniations // Spine. - 2006, vol. 31, no. 11, p. 1247-1252.

Baltramiejtinas R (1986). Lazeriai ir ju ,,profesijos*“.— V.: Mokslas, p.1986.— 88.

. Battie MC, Videman T (2006). Lumbar disc degeneration: epidemiology and

genetics // ] Bone Joint Surg Am. - 2006, vol. 88, no. 1, p. 3-9.

Benneker LM, Heini PF, Anderson SE, Alini M, Ito K(2005). Correlation of
radiographic and MRI parameters to morphological and biochemical assessment
of intervertebral disc degeneration // Eur Spine J. - 2005, vol. 14, no. 1, p. 27.

Boos N, Dreier D, Hilfiker E, et al. (1997). Tissue characterization of
symptomatic and asymptomatic disk herniations by quantitative magnetic
resonance imaging // J Orthop Res. -1997, vol. 15, no. 1, p. 141-149.

83



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Boos N, Weissbach S, Rohrbach H, Weiler C, Spratt KF, Nerlich AG (2002).
Classification of agerelated changes in lumbar intervertebral discs: 2002 Volvo
Award in basic science // Spine. - 2002, vol. 27, no. 23, p. 2631-2644.

Carreon LY, Ito T, Yamada M, et al. (1997). Neovascularization induced by
anulus and its inhibition by cartilaginous endplate. Its role in disc absorption //
Spine. - 1997, vol. 22, no. 13, p. 1429-1434.

Casper GD, Hartman VL, Mullins LL.(1996) Results of a clinical trial of the
holmium: YAG laser in disc decompression utilizing a side-firing fiber: a two-
year follow-up. // Lasers Surg Med vol. 19, p. 90-96.

Chelberg MK, Banks GM, Geiger DF, Oegema TR Jr (1995). Identification of
heterogeneous cell populations in normal human intervertebral disc // J Anat. -
1995, vol. 186, no. 1, p. 43-53.

Choy DS, Altman P (1995) Fall of intradiscal pressure with laser ablation. //J Clin
Laser Med Surg vol. 13(3), p. 149-151

Choy DSJ. (2003) Percutaneous laser disc decompression: a practical guide. New
York: Springer-Verlag.

Choy DSJ, Michelsen J, Getrajdman D, et al. (1992) Percutaneus laser disc
decompression: an update: spring 1992.// J Clin Laser Med Surg; vol. 10 p.177—
84.

Delauche-Cavallier MC, Budet C, Laredo JD, et al. (1992). Lumbar disc
herniation. Computed tomography scan changes after conservative treatment of
nerve root compression // Spine. - 1992, vol.17, no. 8, p. 927-933.

Deyo RA, Weinstein JN.(2001) Low back pain. / N Engl J Med vol. 344, p. 363—
70.

Deyo RA, Tsui-Wu Y. (1987) Descriptive epidemiology of low-back pain and its
related medical care in the United States.// Spine vol. 12, p. 264-268.

Doita M, Kanatani T, Harada T, et al. (1996) Immunohistologic study of the
ruptured intervertebral disc of the lumbar spine. // Spine vol. 21, p. 235-41.

Eastwood H, Cole KR. (1971). Staining of amyloid by buffered Congo red in 50%
ethanol. // Stain Technology 1971; vol. 46, p. 208-09.

Edgar MA, Ghadially JA. (1976) Innervaton of the lumbar spine. // Clin Orthop
Res vol. 115, p. 35-41.

Eyre D, Paz M, Gallop P (1984). Cross-linking in collagen and elastin // Annu
Rev Biochem. - 1984, vol. 53, p. 717-748.

84



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Fardon DF, Milette PC (2001). Nomenclature and classification of lumbar disk
pathology: recommendations of the combined task forces of the North
American Spine society, American society of spine radiology, and American
society of neuroradiology // Spine. - 2001, vol. 26, no. 5, p. E93-E113.

Fletcher G, Haughton VM, Ho KC, Yu SW (1990). Agerelated changes in the
cervical facet joints: studies with cryomicrotomy, MR, and CT // Am J
Roentgenol. - 1990, vol. 154, no 4, p. 817-820.

Freemont AJ, Peacock TE, Goupille P, Hoyland JA, O'Brien J, Jayson MIV
(1997). Nerve ingrowth into diseased intervertebral disc in chronic back pain //
Lancet. - 1997, vol. 350, no. 9072, p. 178-181.

Gangi A, Guth S, Dietemann J-L, et al. (1998) Interventional radiology with laser
in bone and joint// Radiol Clin North Am; vol.36, p. 547-56.

Gevargez A, Groenemeyer DW, Czerwinski F, et al. (2000) CT-guided
percutaneous laser disc decompression with Ceralas D, a diode laser with 980-nm
wavelength and 200-microm fiber optics. // Eur Radiol vol. 10, p. 1239-41.

Gibson INA, Waddell G (2007). Surgical interventions for lumbar disc prolapse:
updated cochrane review // Spine. - 2007, vol. 32, no. 16, p. 1735-1747.

Greenfield K, Nelson RJ, Findlay GD, Egger M, Sanford E.(2003)
Microdiscectomy and conservative treatment for lumbar disc herniation with back
pain and sciatica: a randomised clinical trial. // Proceedings of the International
Society for the Study of the Lumbar Spine. 2003: 245.

Grunhagen T, Wilde G, Soukane DM, Shirazi-Adl SA, Urban JPG (2006).
Nutrient supply and intervertebral disc metabolism // J Bone Joint Surg Am. -
2006, vol. 88, suppl. 2, p. 30-35.

Guinot B, Fessler RG (2000). Molecular biology of degenerative disc disease //
Neurosurgery. - 2000, vol. 47, no. 5, p. 1034-1040.

Haro H, Crawford HC, Fingleton B, MacDougall JR, Shinomiya K, Spengler DM.
et al.(2000) Matrix metalloproteinase-3-dependent generation of a macrophage
chemoattractant in a model of herniated disc resorption. // J Clin Invest vol. 105,
p. 133-41.

Haro H, Crawford HC, Fingleton B, Shinomiya K, Spengler DM, Matrisian LM.
(2000) Matrix metalloproteinase-7-dependent release of tumor necrosis factor-? in
a model of herniated disc resorption. // J Clin Invest vol. 105, p. 143-50.

Haro H, Shinomiya K. Komori H. Okawa A, Saito I, Miyasaka N, et al. (1996)
Upregulated expression of chemokines in herniated nucleus pulposus resorption.
// Spine vol. 21, p. 647-52.

85



40. Heliovaara M, Vanharanta H, Korpi J, Troup JD (1986). Herniated lumbar disk
sindrome and vertebral canals // Spine. - 1986, vol. 11, no 5, p. 433—435.

41. Hirsch C.(1948). An attempt to diagnose the level of a disc lesion clinically by
disc puncture // Acta Orthop. - 1948, vol. 18, p. 132-140.

42. Hoell T, Huschak G, Beier A, Huttmann G, Minkus Y, Holzhausen HJ, Meisel HJ
(2006). Auto fluorescence of intervertebral disc tissue: a new diagnostic tool //
Eur Spine J. - 2006, vol. 15, suppl. 3, p. S345-S353.

43. Horton WC, Daftari TK. (1992) Which disc as visualized by magnetic resonance
imaging is actually a source of pain? A correlation between magnetic resonance
imaging and discography. //Spine vol.17, p. 164-71.

44. Tkeda T, Nakamura T, Kikuchi T, et al. (1996) Pathomechanism of spontaneous
regression of the herniated lumbar disc: histologic and immunohistochemical
study. // J Spinal Disord vol. 9, p. 136-40.

45. Ito M, Incorvaia KM, Yu SF, et al.(1998) Predictive sins of discogenic lumbar
pain on magnetic resonance imaging with discography correlation. / Spine; vol.
23, p.1252-60.

46. Junqueira LCU, Bignolas G, Brentani RR (1979). Picrosirius staining plus
polarization microscopy, a specific method for collagen detection in tissue
sections// Histochem J-1979; vol. 11, p. 447-55.

47. Karenauskaité V, Bagdonas S, Streckyté G, Butrimaité J, Rotomskis R (2002)
Biomedicinos fizika kolegijuy studentams. // Vilnius: Vilniaus kolegija, 2002. p.
114-118 p.

48. Kasten F (1993). Introduction of fluorescent probes: properties, history and
applications // Fluorescent and luminescent probes for biological activity i ed by
W Mason. — [S.L.]: Elsevier, 1993. - P. 12-34.

49. Kawakami M, Tamaki T, Hayashi N, Hashizume H, Nishi H. (1998) A possible
mechanism of painful radiculopathy in lumbar disc herniation. / Clin Orthop vol.
351, p. 241-51.

50. Komori H, Shinomiya K, Nakai O, et al. (1996). The natural history of herniated
nucleus pulposus with radiculopathy // Spine. - 1996, vol. 21, no. 2, p. 225-229.

51. Lakowicz JR (2006). Principles of fluorescence spectroscopy. - 3" ed. - New
York: Springer, 2006. - 954 p.

52. Liebler WA (1995) Percutaneous laser disc nucleotomy// Clin Orthop; vol. 310
p-58-66.

53. Lindblom K. (1948) Diagnostic puncture of intervertebral discs in sciatia / Acta
Orthop Scand. - 1948, vol. 17, no. 3-4, p. 231-239.

86



54. Lipson SJ, Muir H. (1981) 1980 Volvo award in basic science: Proteoglycans in
experimental intervertebral disc degeneration. // Spine vol. 6, p. 194-210.

55. Melrose J, Ghosh P, Taylor TK (2001). A comparative analysis of the differential
spatial and temporal distributions of the large (aggrecan, versican) and small

(decorin, biglycan, fibromodulin) proteoglycans of the intervertebral disc // J
Anat. - 2001, vol. 198, pt. 1, p. 315.

56. Milette PC. (1997) The proper terminology for reporting lumbar intervertebral
disk disorders. / AJNR Am J Neuroradiol vol. 18, p. 1859-1866.

57. Mochida K, Komori H, Okawa A, et al. (1998). Regression of cervical disc
herniation observed on magnetic resonance images // Spine. - 1998, vol. 23, no. 9,
p. 990-997.

58. Moneta GB, Videman T, Kaivanto K, et al. (1994) Reported pain during lumbar
discography as a function of anular ruptures and disc degeneration: A reanalysis
of 833 discograms. // Spine vol. 19, p. 1968-74.

59. Mooney V. (1987) Where is the pain coming from? // Spine; vol. 12 p. 754-9.

60. Nachemson AL. (1976) The lumbar spine an orthopedic challenge. Spine vol. 1 p.
59-71.

61. Ogata K, Whiteside LA. (1981) 1980 Volvo award winner in basic science:
Nutritional pathways of the intervertebral disc—An experimental study using
hydrogen washout technique. // Spine vol. 6, p. 211-216.

62. Olmarker K, Rydevik B (1991). Pathophysiology of sciatica // Orthop Clin North
Am. - 1991, vol. 22, no. 2, p. 223-234.

63. Olmarker K, Rydevik B, Nordborg C.(1993) Autologous nucleus pulposus
induces neurophysiologic and histologic changes in porcine cauda equina nerve
roots. / Spine vol. 18, p. 1425-1432.

64. Panagiotacopulos ND, Pope MH, Krag MH, Block R (1987).Water content in
human intervertebral discs. Part . Measurement by magnetic resonance imaging //
Spine. - 1987, vol. 12, no. 9, p. 918-924.

65. Paul M, Hellinger J (2000) Nd-YAG (1064nm) versus diode (940nm) PLDN: a
prospective randomised blinded study.// Proceedings of the First Interdisciplinary
World Congress on Spinal Surgery and related disciplines. 2000 p. 555-558.

66. Pearce RH, Grimmer BJ, Adams ME. (1987) Degeneration and the chemical
composition of the human lumbar intervertebral disc. // J Orthop Res vol. 5, p.
198-205.

87



67.

68.

69.

70

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

Pearce RH, Thompson JP, Bebault GM (1991). Magnetic resonance imaging
reflects the chemical changes of aging degeneration in the human intervertebral
disk // J Rheumatol Suppl. - 1991, vol. 27, p. 42-3.

Pfirrmann Ch, Dora C, Schmid M, Zanetti M, Hodler J, Boos N. (2004). MR
Image—based Grading of Lumbar Nerve Root Compromise due to Disk
Herniation: Reliability Study with Surgical Correlation // Radiology. - 2004, vol.
230, no. 2, p. 583-588.

Pfirrmann CW, Metzdorf A, Zanetti M, Hodler J, Boos N (2001) Magnetic res
resonance classification of lumbar intervertebral disc degeneration // Spine. - vol.
26,no. 17, p. 1873-1878.

. Porter RW, Hibbert CS, Wicks M. (1978) The spinal canal in symptomatic

lumbar disk lesions // J Bone Joint Surg Br. - 1978, vol. 60-B, no. 4, p. 485-487.

Pritzker KP. (1977) Aging and degeneration in the lumbar intervertebral disc. //
Orthop Clin North Am vol. 8, p. 66-77.

Puchtler H, Waldrop FS, Valentine LS (1973). Polarization microscopic studies of
connective tissue stained with picro-sirius red FBA// Beitr Path 1973; vol. 150,
p.174-87.

Resnick D (1985). Degenerative diseases of the vertebral column // Radiology. -
1985, vol. 156, no. 1, p. 3—-14.

Roberts S, Evans H, Trivedi J, Manage J (2006). Histology and pathology of the
human intervertebral disc // J. Bone Joint Surg Am. - 2006, vol. 88, suppl. 2, p.
10- 14.

Roberts S, Menage J, Urban JPG (1989). Biochemical and structural properties of
the cartilage endplate and its relation to the intervertebral disc // Spine. - 1989,
vol. 14, no. 2, p. 166174.

Roberts S, Menage J, Duance V, Wotton S, Ayad S (1991). Volvo award in basic
sciences: Collagen types around the cells of the intervertebral disc and cartilage
end plate: An immunolocalization study // Spine. - 1991, vol. 16, no. 9, p. 1030-
1038.

Roberts S, Caterson B, Menage J, Evans EH, Jaffray DC, Eisenstein SM (2000).
Matrix metalloproteinases and aggrecanase: their role in disorders of the human
intervertebral disc // Spine. - 2000, vol. 25, no. 23, p. 30053013.

Rothoerl R, Woertgen C, Holzschuh M, et al. (1998) Macrophage tissue
infiltration, clinical symptoms, and signs in patients with lumbar disc herniation.
A clinicopathological study on 179 patients // Acta Neurochir (Wien). - 1998, vol.
140, p. 1245-1248.

88



79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91

Rotomskis R, Bagdonas S, Valancitnaité J (2007) Biofotonika. 2007 Vilniaus
Universiteto leidykla. ISBN: 978-9955-33-072-1, p.166

Rotomskis R, Streckyté G (2007). Fluorescenciné diagnostika medicinoje. -
Vilnius: Vilniaus universiteto leidykla, 2007. - 182 p.: iliustr.

Saal JA, Saal JS, Herzog RJ (1990). The natural history of lumbar intervertebral
disc extrusions treated nonoperatively // Spine. - 1990, vol. 15, no. 7, p. 683-6.

Saifuddin A, Braithwaite I, White J, et al. (1998) The value of lumbar spine
magnetic resonance imaging in the demonstration of anular tears. // Spine vol. 23,
p.- 453-7.

Salminen JJ, Erkintalo MO, Pentti J (1999). Recurrent low back pain and early
disc degeneration in the young. // Spine. - 1999, vol. 24, no. 13, p. 1316-1321.

Schenk B (2006) Percutaneous laser disc decompression is more cost-effective
than conventional surgical treatment for lumbar disc herniation and allows faster
patient rehabilitation, while long-term results are comparable.
ISRCTNR25884790.

Schenk B, Brouwer PA, Peul WC, van Buchem MA (2006) Percutaneous Laser
Disk Dekompression: A Review of the Literature / Am J Neuroradiol vol. 27 p.
232-235.

Schmidt MB, Mow VC, Chun LE, Eyre DR. (1990) Effects of proteoglycan
extraction on the tensile behavior of articular cartilage.// J Orthop Res vol. 8, p.
353-363.

Shvartzman L, Weingarten E, Sherry H, Levin S, Persaud A(1992). Cost-
effectiveness analysis of extended conservative therapy versus surgical
intervention in the management of herniated lumbar intervertebral disc // Spine. -
1992, vol. 17, no. 2, p. 176—182.

Simons P, Lensker E, von Wild K (1994) Percutaneous nucleus pulposus
denaturation in treatment of lumbar disc protrusions: a prospective study of 50
neurosurgical patients// Eur Spine J; vol. 3 p.219-21.

Steiner P, Zweifel K, Botnar R, et al. (1998) MR guidance of laser disc
decompression: preliminary in vivo experience. // Eur Radiol vol. 8, p. 592-97.

Stevens RL, Ryvar R, Robertson WR, O’Brien JP, Beard HK (1982). Biological
changes in the annulus fibrosus in patients with lowback pain // Spine. - 1982,
vol. 7, p. 223-233, 1982.

. Sztrolovics R, Alini M, Roughley PJ, Mort JS (1997). Aggrecan degradation in

human intervertebral disc and articular cartilage // Biochem J. - 1997, vol. 326, pt.
1, p. 235-241.

89



92. Takada E, Takahashi M, Shimada K (2001). Natural history of lumbar disc hernia
with radicular leg pain: Spontaneous MRI changes of the herniated mass and
correlation with clinical outcome // J Orthopaed Surg. - 2001, vol. 9, no. 1, p. 1-7.

93. Takaishi H, Nemoto O, Shiota M, Kikuchi T, Yamada H, Yamagishi M, Yabe Y
(1997). Type-II collagen gene expression is transiently up-regulated in
experimentally induced degeneration of rabbit intervertebral disc // J Orthop Res.
- 1997, vol. 15, no. 4, p. 528-538.

94. Teplick JG, Haskin ME(1985). Spontaneous regression of herniated nucleus
pulposus // Am J Roentgenol. - 1985, vol. 145, no. 2, p. 371-375.

95. Tertti M, Paajanen H, Laato M, Aho H, Komu M, Kormanc M (1991). Disc
degeneration in magnetic resonance imaging. A comparative biochemical,
histologic, and radiologic study in cadaver spines // Spine. - 1991, vol. 16, no 6, p.
629-634.

96. Thompson JP, Pearce RH, Schechter MT, et al.(1990) Preliminary evaluation of a
scheme for grading the gross morphology of the human intervertebral disc
//Spine. - 1990, vol. 15, no. 5, p. 411-415.

97. Twomey LT, Taylor JR (1987). Age changes in lumbar vertebrac and
intervertebral discs // Clin Orthop Relat Res. - 1987, vol. 224, p. 97-104.

98. Urban JP, McMullin JF (1988). Swelling pressure of the lumbar intervertebral
discs: influence of age, spinal level, composition and degeneration // Spine. -
1988, vol. 13, no. 2, p. 179-187.

99. Videman T., et al. (1998). Intragenic polymorphisms of the vitamin D receptor
gene associated with intervertebral disc degeneration // Spine. - 1998, vol. 23, no.
23, p. 2477-2485.

100. Virri J, Gronblad M, Seitsalo S, et al. (2001). Comparison of the prevalence of
inflammatory cells in subtypes of disc herniations and associations with straight
leg raising // Spine. - 2001, vol. 26, no. 21, p. 2311-2315.

101. Weber H. (1983) Lumbar disc herniation. A controlled, prospective study with
ten years of observation. Spine vol. 8(2), p. 131-40.

102. Weinstein JN, Tosteson TD, Lurie JD, Tosteson ANA, Hanscom B, Skinner JS,
et al. (2006) Surgical vs nonoperative treatment for lumbar disk herniation. The
Spine patient outcomes research trial (SPORT): a randomized trial. / JAMA vol.
296(20), p. 2451-9.

103. Wisneski RJ, Garfin SR, Rothman RH.(1992) Lumbar disc disease. In:
Rothman RH, Simeone FA, editors. The spine, vol. 671. Philadelphia,PA:
Saunders.

104. Yasuma T, Makino E, Saito S, Inui M (1986). Histological development of
intervertebral disc herniation // J Bone Joint Surg Am. - 1986, vol. 68, no. 7, p.
1066-1072.

90



105. Yasuma T, Koh S, Okamura T and Yamauchi Y. (1990) Histological changes in
aging lumbar intervertebral discs. Their role in protrusions and prolapses // ] Bone
Joint Surg Am. Vol. 72 p. 220-229.

106. Yu S, Haughton VM, Sether LA, Ho KC, Wagner M (1989). Criteria for
classifying normal and degenerated lumbar intervertebral disks // Radiology. -
1989, vol. 170, no. 2, p. 523-536.

107. Yu SW, Sether L. A., Ho P. S., Wagner M., Haughton V. M. (2005). Tears of
the annulus fibrosus: correlation between MR and pathologic findings in cadavers
// Am J Neuroradiol. — 1998, vol. 9, no. 2, p. 367— 370.

91



Priedas Nr. 1

MODIFIKUOTAS LUMBARINIU DISKU DEGENERACIJOS HISTOLOGINIO
GRADAVIMO PROTOKOLAS
Sagitaliniuose parafino pjuviuose dazytuose HE, Toluidino méliu, Safraninu O,
Alciano méliu-PAS, Pikrosirium, Kongo raudonuoju*

Intervertebrarinis (slankstelinis) diskas Gama-met+  Alc.m.-PAS PS
Kongo r. (n.pulposus/ann.fibrosus) (L, Mx) (L, Mx
plys$.) (I/I/kiti kol.)

Lastelés (chondrocity proliferacija)
0 = proliferacijos néra
1 = padidéjes lasteliy tankis
2 = ry8ys tarp 2-ju chondrocity
3 = mazy lasteliy klonai (kelios chondrocity
4 = vidut.dydzio klonai (>8 lastelin)
5 = stambiis klonai (15 Iasteliy)
6 = randai/audinio defektai
Gleiviné degeneracija
0 =néra
1 = retai pasitaiko
2 = yra vidut.kiekiu
3 = yra gausiai
4 = randai/audinio defektai
Lasteliy mirtis
0 =néra
1 = pasitaiko retai
2 = yra vidut.kiekiu
3 = gausi
4 = randai/audinio defektai
Skysciai ir plysiai
0 =néra
1 = pasitaiko retai
2 = yra vidutiskai
3 = yra gausiai
4 = randai/ply$iai
Granuliaciniai poky¢iai
0 =néra
1 = pasitaiko retai
2 = yra vidut.kiekiu
3 = yra gausiai
4 = randai/

Maximum: 22 balai
*Boos N, Wessbach S, Rohrbach H, Weiler C, Spratt KF, Nerlich AG (2002)

Classification of age related changes in lumbar intervertebral discs: 2002 Volvo
Award in basic science. Spine 27(23): 2631-2644.
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Priedas Nr. 2

ASMENS INFORMAVIMO FORMA

Biomedicininio tyrimo Stuburo tarpslankstelinio disko degeneracijos
spektrofotometrinis tyrimas

pavadinimas

Protokolo numeris, versija DDSI1, versija 2

Paciento vardas, pavardé
Paciento numeris

Tyréjo vardas, pavardé

Gerbiami pacientai. Norétume pakviesti Jus dalyvauti tyrime: ,,Stuburo
tarpslankstelinio disko degeneracijos spektrofotometrinis tyrimas®. Dalyvavimas
tyrime yra visiSkai savanoriSkas. Svarbu, kad prie§ apsispr¢sdami, suprastuméte,
kodél ir kaip §is tyrimas atlieckamas. Tyrimo rezultatai bus labai svarblis gydytojams,
padés geriau suprasti tarplsnksteliniame diske vykstancius pokycius. Prasome Jisy
atidziai perskaityti Sia informacija. Kai gydytojas paaiskins Jums apie tyrima ir Jis
nuspresite jame dalyvauti, papraSysime Jsy pasirasyti sutikimo forma. Js turite teisg
atsisakyti dalyvauti arba pasitraukti i§ tyrimo bet kuriuo metu, ir §is atsisakymas
niekaip nejtakos Jisy tolimesnés medicinings priezitiros. Siam tyrimui pritaré
Lietuvos bioetikos komitetas.

Tyrimo tikslai: 1) iStirti paciento kliniking buklg pries tarpslankstelinio disko
operacija, iStirti tarpslankstelinio disko rentgenologini vaizda (rentgeno nuotraukos,
magnetinio rezonanso tomografija); 2) iStirti operacijos metu pasalinto
tarpslankstelinio disko savybes (spektrofotometrinis ir histologinis tyrimas).

Tyrime gali dalyvauti visi pacientai, kuriems konsultacijos metu gydytojas
neurochirurgas nustaté tarpslankstelinio disko patologija ir atrinko Jus gydyti
operaciniu biidu. [ tyrima numatoma itraukti 100 abiejy ly¢iu asmeny.

Kviefiame Jus dalyvauti Siame tyrime.

Tyrimo metu:

1. Jasy ligos trukmé, buklé prieS operacija bus vertinama pagal jums pateikta
klausimyng. Pildydami klausimyna uztruksite 10-20min.

2. Bus atliktos jiisy stuburo rentgeno nuotrauky ir magnetinio rezonanso tomogramuy
kopijos, bei atliktas juy vertinimas.

3. IS operacijos protokolo bus nustatyta tiksli jusy disko iSvarzos anatominé padétis.

4. Operacijos metu paSalintas tarpslankstelinio disko fragmentas bus tiriamas
spektrofotometrijos (ap$vieciant audinj tam tikra Sviesa) ir histologijos (stebint
audinj per mikroskopa) budu.
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Tyrimo nauda

Dalyvavimas tyrime yra naudingas, nes Jisy operacijos metu pasalinta disko i§varza
bus tiriama visiSkai naujais tyrimo metodais (spektrofotometriskai), kuriuos
artimiausiu metu ruosiamés pritaikyti kasdieninéje gydymo praktikoje. Papildomas
jusu disko iSvarzos iStyrimas padés mums geriau suprasti patologinius pakitimus
tarpslaksteliniame diske ir ju atitikima ligos simptomams.

Galimi tyrimo nepatogumai: Sugaistas laikas 10-20min.

Galima rizika bei Zala

Sio tyrimo objektas yra Jisu gyvenimo kokybé ir stuburo biklé prie§ operacija, bei
tarpslankstelinio disko kurj jums numatoma 3alinti medziaga. Siems poky¢&iams tirti
bus naudojami tiktai neinvaziniai metodai (apklausa, jisy rentgeno nuotraukos,
branduolinio magnetinio rezonanso tomograma, operacijos metu pasalintos
medziagos papildomas iStyrimas). Jums nebus skirtas papildomas medikamentinis,
operacinis ar kitas invazinis gydymas, todél dalyvaujant tyrime rizikos ir Zalos
nenumatoma. Jis galite bet kokiu metu pasitraukti i§ tyrimo ir §is atsisakymas
nejtakos tolimesnés medicininés priezitiros.

Jusy konfidencialumo uztikrinimas

Jisy konfidencialumas  garantuojamas. Jokiuose biomedicininio  tyrimo
dokumentuose (iSskyrus Informuoto asmens sutikimo forma) Jiisy vardas ir pavardé
nebus nurodomi. Tyrimui naudojamoje anketoje Jis biisite identifikuojamas tik
specialiu numeriu, pagal kuri asmens tapatybg galés nustatyti tik tyrime dalyvaujantis
pagrindinis tyréjas. Koduota informacija apie asmens sveikata nebus teikiama kitiems
asmenims. Publikuojant tyrimo rezultatus, bus pateikiama tik apibendrinta
informacija, nebus skelbiama jokia konfidenciali informacija apie tiriamuosius
asmenis. IS moksliniy publikacijy ar skelbiamy biomedicininio tyrimo duomeny
nebus galima identifikuoti tiriamyjy asmeny. Tyrimo dokumentai bus saugomi 5
metus, uz jy saugojimg atsakingas pagrindinis tyréjas.

Kompensacija ar uZmokestis uz dalyvavimg tyrime

Uz dalyvavima tyrime mokama nebus.

Tyrimo nauda tyréjams bus tik moksliné. Jokios finansinés naudos uz tyrima tyréjai
negaus.

Papildomos informacijos teikimas

Uz §j tyrima atsakingas tyréjas yra gyd. Gunaras Terbetas. Jei Jums iskilty bet kokiy
klausimy dél Sio tyrimo, prasome susisiekti su juo telefonu: +370-5-2362128, arba
+370-687-43481.

Jiis taip pat galite kreiptis j neSaliSkus treciuosius asmenis:

Dr. E. Gefena, Lietuvos bioetikos komiteto pirmininka, tel./faks.: 8-5-2124565,
Vilniuyje.

INFORMUOTO ASMENS SUTIKIMAS

Perskaiciau §ig informacija ir supratau tyrimo ,,Stuburo tarpslankstelinio disko
degeneracijos spektrofotometrinis tyrimas* tikslus ir metodus. Turéjau galimybg
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pateikti klausimus; i visus klausimus man buvo suprantamai atsakyta. PasiraSydamas
Sia forma, a§ duodu sutikima dalyvauti Siame tyrime.

Man bus duota S$ios informacijos ir pasiraSytos sutikimo formos kopija.
PasiraS§ydamas $ia sutikimo forma, a$ neatsisakau jokiy savo istatymais numatyty
teisiy.

Paciento vardas, pavardé (didziosiomis raidémis) ir parasas:

Data

Tyréjo vardas, pavardé (didziosiomis raidémis) ir parasas:

GUNARAS
TERBETAS
Data
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Priedas Nr. 3

KLAUSIMYNAS (Pildo Pacientas) [raSykite ar pazymeékite teisinga atsakyma (1 > )

Jusy gimimo data...............o.coooiiiiiiine AMZIUS....coooiiiiieieeee

Lytis 0O Vyras O Moteris Ar riikote (rukéte ankscéiau)? OTaip
[ONe

Kiek laiko jums skauda juosmenj? .................ccccooeiiriiniininnnnnn. (metai, ménesiai, savaités)
Kiek laiko jums skauda koja? .............ccocoovivinininiiniiee (metai, ménesiai, savaités)

Kokij darba dirbote iki susirgdamas?
Osédimas [nefizinis Olengvas fizinis Clsunkus fizinis Clabai sunkus fizinis darbas

Ar jusy pirmos eilés giminés sirgo stuburo ligomis (tévai, broliai, seserys)?
OTaip OONe ONezinau

VAS Skalé
Tarkime, kad skausmas sugraduotas 10 baly sistema, kuomet 1balas- tai tik nemalonus
pojiitis, 10baly- tai baisiausias skausmas kurj galima jsivaizduoti. Kaip stipriai jums
skauda?
Ramybés biisenoje (J1b [2b O3b O4b O5b Oe6b O7b O8 O9b [O10b
Judesio biisenoje [Ilb [2b [3b [O4b O5b Oeb O7b [O8b [O9b [10b

Gyvenimo kokybés jvertinimas
Pagal Oswestry Disability Index 2.0

Prasome uzpildyti §j klausimyna, jis suteiks mums informacijos, kaip jiisy juosmens (kojos)
skausmai paveike jusy kasdieninj gyvenima ir galimybe apsitarnauti. Atsakykite kiekviena
klausima, apibraukite vienq atsakymgq kuris labiausiai atspindi jlisy savijauta Siandien.
Skausmo intensyvumas

O Man $iuo metu neskauda

O Skausmas labai lengvas

O Vidutiniskai skauda

[0 Skauda intensyviai

[ Labai stipriai skauda

[ Baisiausias skausmas, kurj galima jsivaizduoti

Asmeniné prieZiiira (nusiprausti, apsirengti ir kt.)

O AS galiu save prizitréti nesukeldamas papildomo skausmo

O AS galiu save prizitréti, bet tai sukelia skausmus

O Man skausminga save prizitiréti, todél atlieku viska létai ir atsargiai

[ Man reikia pagalbos, bet dauguma asmeninés priezitiros atlieku pats

O Man reikia pagalbos kasdien uztikrinant asmening prieZitira

O AS negaliu apsirengti, sunku nusiprausti, guliu lovoje

Svorio kélimas

O AS galiu kelti sunkius daiktus, tai nesukelia papildomo skausmo

O AS galiu kelti sunkius daiktus, bet tai sukelia skausma

O Dél skausmo negaliu kelti sunkiy daikty nuo grindy, bet galiu kelti sunkuma patogiame
aukstyje (pvz.: nuo stalo)

[0 Dél skausmo negaliu kelti sunkiy daikty, bet galiu kelti lengvus ir vidutinio svorio daiktus
patogiame aukstyje

O Galiu kelti tik lengvus daiktus

O Negaliu kelti ar nesti jokiy daikty
Vaiksciojimas (€jimas)

[0 Skausmas netrukdo eiti bet kokia distancija

O Skausmas neleidZia nueiti daugiau nei 1,5km.

O Skausmas neleidZia nueiti daugiau nei 400m.
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10.

[0 Skausmas neleidzia nueiti daugiau nei 100m.

O Galiu vaiks¢ioti tik pasiremdamas lazdele ar ramentais
O Dauguma laiko guliu lovoje, sunkiai nusigaunu iki tualeto
Sédéjimas

O Galiu sédéti betkokioje kédéje kiek tik noriu

[0 Galiu sédéti savo mégstamoje kédéje kiek tik noriu

O Dél skausmo negaliu sédéti ilgiau nei 1valanda

O Dél skausmo negaliu sédéti ilgiau nei pusg valandos

O Dél skausmo negaliu sédéti ilgiau nei 10min.

[0 Dél skausmo i$vis negaliu sédéti

Stovéjimas

[ Galiu stovéti kiek tik noriu, tai nesukelia skausmo

[0 Galiu stovéti kiek tik noriu, bet tai sukelia skausma
[0 Dél skausmo negaliu stovéti ilgiau nei 1valanda

[0 Dél skausmo negaliu stovéti ilgiau nei puse valandos
[0 Dél skausmo negaliu stovéti ilgiau nei 10min.

[0 Dél skausmo i§vis negaliu stovéti

O Dél skausmo miegu maziau nei 6val.

O Dél skausmo miegu maziau nei 4val.

O Dél skausmo miegu maziau nei 2val.

O Dél skausmo i§vis negaliu miegoti

Lytinis gyvenimas (jei pritaikoma)

O Mano lytinis gyvenimas normalus, papildomo skausmo nesukelia

O Mano lytinis gyvenimas normalus, bet sukelia papildoma skausma

O Mano lytinis gyvenimas beveik normalus, bet sukelia stipry skausma

O Mano lytinis gyvenimas Zenkliai suvarzytas skausmo

O Mano lytinis gyvenimas beveik nevyksta dél skausmo

O Skausmas i$vis neleidzia turéti lytiniy santykiy

Socealinis gyvenimas

O Mano socealinis gyvenimas yra normalus, papildomo skausmo nesukelia
O Mano socealinis gyvenimas yra normalus, bet sukelia papildoma skausma
[0 Skausmas neriboja mano socealinio gyvenimo, i$skyrus veikla susijusia su fiziniu
aktyvumu, pvz.:sportas

O Skausmas apribojo mano socealini gyvenima ir a$ neiSeinu i§ namy taip daznai, kaip iki
susirgdamas

O Sakusmas apribojo mano socealini gyvenima, a§ biinu tik namuose

[ Dél skausmo neturiu jokio socealinio gyvenimo

Keliavimas

O Galiu keliauti bet kur be skausmo

[0 Galiu keliauti bet kur, bet tai sukelia papildoma skausma

O Skausmas trukdo, bet galiu keliauti ilgiau nei 2val.

O Dél skausmo negaliu keliauti ilgiau nei 1val.

O Deél skausmo galiu keliauti tik btinais reikalais ne ilgiau nei 30min.

O Dél skausmo visai negaliu keliauti, nuvykstu gydytis.

ACIU UZ BENDRADARBIAVIMA
TOLIAU PILDO TYREJAS VAS ODI
Lydinti patologija: CD Podagra Reumatines ligos Létinés uzdegiminés lig Uzdegimas
kraujo tyrime
Refleksai: Pateliarinis D S Pat Achil Achilo D S
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Motorika: Slaunis D S Pédos ekstenzijaD S Nykscio ekstenzijaD S Pédos
dorzofleksijaD S BlauzdaD S

SLR testas Neigiamas[1 ~SLR>300 SLR<300O Slaunies tempimas+]

RENTGENOGRAMOS  Makronestabilumas [J

MRT (Pfirrmann) I II 11 v A% Komori 0 1 2 3
Operacijos radiniai: Subligamentiné[d  Subligament. PlySes raistis 0 Transligamentiné (]
Sekvestras (]

Pastabos
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Priedas Nr. 4

Gausiniy dedamuyju palyginimo statistinés lentelés:
Lyginama Al su A2, Al su A3 ir A2 su A3 Gausiniy dedamyju piky (bangos
ilgis nm.) variacijos.

t-Test: Two-Sample Assuming Unegqual Variances Alir A2
| 1

Variable 1 Variable 2
Mean 406,9827586 4319655
Variance 2970763547 7638054
Observations 29 29
Hypothesized Mean Difference 0
df 47
t Stat -41,30631104
P{T==t) one-tail A.B05BTE-39
t Critical one-tail 1,677926722
P(T==t) two-tail 1.36117E-38
t Critical two-tail 2.01174048
t-Test: Two-Sample Azsuming Unequal Variances Alir A3

Variable 1 Variable 2

Mean 406 9827586 467 5724
Variance 2970763547 5036355
Observations 29 29
Hypothesized Mean Difference 0

df 53

t Stat -115,3079787

PiT==t) one-tail 1,27801E-65

t Critical one-tail 1,674116237

P{T<=t} two-tail 2 55603E-65

t Critical two-tail 2005745949

t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances A2 ir A3

Variable 1 Varable 2

Mean 431,9655172 4B7 6724
Variance 7.638054187 5.036355
Observations 29 29
Hypothesized Mean Difference 0
df 54
t Stat -53.86036166
P(T<=t) one-tail 6.40305E-49
t Critical one-tail 1.673564907
P({T==t) two-tail 1,28061E-48
t Critical two-tail 2.004879275
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Priedas Nr. 5

A spektry pavyzdziai

=1

Data: c3_
Model Gauss
140000 140000 Equation; y=y0 + (A/(w"sqra(PI2)))" exp(-2"{[x-xe)w)*2)
Weighing
¥ No weighting
120000 . ChADDOF = 50706052483
R*2 = 0.99948
4 100000 4 ¥O o 10
200000 @ xe! 40582858 095104
E wl 2778517 £1.58060
$0000 A1 3171858.943742371682.44726
80000 3 %e2 43119386 167174
< w2 2702311 +163550
- A2 1696849 445211331220.08129
4 60000 xc3 48671557 070181
60000 w3 4003118 £1.22075
A3 2008007 83508+ 16576370801
xcd 505.05023 511224
40000 40000 Wi 11817608 67308
3175508 980661275086.82374
20000 4 20000
o T T T 0 T T T 1
300 400 500 600 400 500 700 800
X Axis Title
P2 spektras P2 Gausinés dedamosios
140000 ] —5
Data: b5_S
140000 :“" En;—l:ﬂ (A PY2) 2 2)
g oy + (TSP (sl D)
120000 - ‘ e
\ ¥ No waghting
120000
T —
100000 4 ‘\ R2 = 000058
100000 \ o
@ el 404 TESOT 0 47051
80000 = | Wi 226es73 120525
Lo A1 276605475306 £520995 63555
1 80000 o g o
v e mows
60000 - | N 345004808048 10753 30000
> 00004 | KD 4B4OTITY 4083833
- ey
W DS
400001 - e e
40000 e 10383002 1539222
o s
20000 4 20000 -
0 T T T T o T T T T T T
400 500 600 700 300 400 500 600 700 800 800
X Axis Title X Auds Title
S8 spektras S8 Gausinés dedamosios
140000
140000 4
120000 Data 3 G
s
120000 4 Enuaton: yord » (W sarPU2)exp 2
100000 ¥ e waipung
100000 4
o craoer  missacasons
= R2 =0 5
80000 g
w 80000 w0
é et 40652481 1092102
Ay s
60000 S P
% mrme s
B e e v
40000 40000 4 wd 46699767
W isams o
Vi msseonrs
= ot
20000 200004 w rrase  mieste
W o 0203 e p0ss?
iy
0 T T T T 0 T T
400 500 600 T00 400 500 600
X Axis Title X Axis Title

D2 spektras

D2 Gausinés dedamosios
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Priedas Nr. 6
u spektry pavyzdziai

140000
Data: €3_¢
120000 Madel: Gauss
80000 Equation: y=y0 + (AW SaI(PIZ)) exp(-2'(
Weighting
¥ Nowasighting
100000
Chi2iDoF = 226183 14621
50000 R2 = 000870
80000 ° )
2 acl AOBTTABY 140050
= wi 2045283 sz6278s
» Al 1255587.744364200583 31149
60000 % 40000 xe2 43522280 1152071
S / v T i
> A2 B18633.45110 +181428.33428
L/ a3 ATI001Z  40.42847
h/ w3 3426125 4076851
40000 20000 A3 1142009.79112467728.93308
v et 50008502 4316231
wa 12452408
20000 Ad 3446134 76850 £174780 87234
0 S
0 . : : : i ; i
400 500 600 300 400 500 600 700 800 900
- X Axis Title
X Axis Title
D5 spektras D5 Gausinés dedamosios
140000
80000 Dot 4.4
Modet Gauss
120000 — 70000 - Equaton: y=y0 + (AW sqri(PUZ)))"exp(-2"({x-xehw)'2)
Weightng
¥ Nowsghing
100000 - 60000 Ch2DoF  =219262 56008
R2 = 099901
© 50000
80000 - = ¥ 20
z Wl 41000129 4127098
2 40000 wi o 2838556 22825
é A1 1556752.608744243175.04861
] w2 43500906 174956
60000 > 30000 W asoes s
A2 §36428.04325 £21020207%
3 46919702 2035698
40000 o 20000 wh 303197 2085721
A3 159454542414457122.8872
A 52041128 214175
10000 4 wi 0005475 160768
20000 A4 2444170.91808454099 87806
04 SN
o T T T T -10000 T T T
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700 800 900
X Axis Title X Axis Title
’ ’ T .
P5’ spektras P5’ Gausinés dedamosios
80000 Data:82_C
140000 - Model: Gauss
Equation: y=y0 + (AW sar{PU2I))'exp( 2*(x 3c)wi'2)
Weighting
120000 - ro e
ChA2DOF = 250967 64991
60000 4 R'Z = 0.0986
100000 w e 0
o w1 09ESS 4144385
= wi o 2562033 1282134
80000 o A1 119508.802401261350 42774
2 i 433001 x2 19384
3 40000 2610034 1210484
> 955620.73332 123547205866
60000 - 46943168 2048321
334786 1062021
143657534047 47175303603
5107375 4154085
40000 20000 4 10243278 2232462
2494717.9218 475501 44267
20000 -
o T T — 0 T — T T T T
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700 800 900
X Axis Title X Axis Title

P6 spektras P6 Gausinés dedamosios
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VILNIUS UNIVERSITY
Gunaras Terbetas

APPLICATION OF LASER METHODS FOR DIAGNOSTICS AND
TREATMENT OF THE INTERVERTEBRAL DISC DISEASES
Summary of doctoral dissertation
Biomedical sciences, medicine (07B)

Vilnius, 2010

The aim of this investigation is to apply laser light to investigate intervertebral
disc material and to use laser light for treating intervertebral disc herniations.
Our investigation consists of experimental part- spectroscopic study of
intervertebral disc material; and clinical part- percutaneous laser disc
decompression, introduction of the treatment method and case series analysis.

Study analyses biochemical, structural and histological/histochemical
changes of intervertebral disc, happening during degeneration process. We
applied luminescence investigation of disc tissue auto fluorescence to
investigate biochemical change in disc matrix. We created methodology for
preparing and investigating intervertebral disc specimen. For the first time, we
recorded disc auto fluorescence spectra, gathered by irradiation of disc material
by UV laser. We compared collected spectra with histological/histochemical
and biochemical changes in disc specimens.

In clinical part of our study, for the first time in Lithuania, we
performed laser surgery (PLDD) for intervertebral disc herniation. We
collected group of the patients, evaluated indications and contraindication for
the laser surgery, analyzed efficiency of the procedure.

The results indicate that auto fluorescence refers to different substances
constituting intervertebral disc. Spectral analysis can be used to determine
biochemical changes in collagen types content of intervertebral disc matrix,
and signs of disc degeneration can be identified indirectly. Spectroscopic
investigation of degenerated disc according to the shape of spectra and
spectroscopy may be a new very sensitive tool in determining different
collagen types in different anatomical parts of intervertebral disc.
Spectroscopic analysis of intervertebral disc removed during open surgery,
creates background for further investigation on degenerating intervertebral disc
spectral features and biochemical changes.

Laser application can be used in treating intervertebral disc herniation.
Patients having sequestration, transligamentous or extensive subligamentous
extrusion are poor candidates for laser surgery and should go for open surgery;
patients having moderate or mild protrusion of intervertebral disc without
obvious compression of nerve roots are good candidates for laser surgery.
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