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IVADAS

Nugaros skausmai, varzantys miisy iprastus judésius yra viena dazniausiy priezasciy,
dél kuriy didé¢ja darbingo amziaus Zzmoniy nedarbingumas iSsivysciusiose Salyse. Yra daugybé
nugaros skausmo priezasc¢iy, tatiau manoma, kad stuburo tarpslankstelinio disko
degeneraciniai pazeidimai yra viena i§ pagrindiniy ir dazniausiai pasitaikan¢iy nugaros
skausmo priezas¢iy. Nors mechanizmas, kuriuo tarpslankselininio disko degeneracija gali
lemti apatinés nugaros dalies skausma dar néra aiskus, ta¢iau, manoma, kad nervy galtinéliy
1augimas i degeneruojancio disko plySimo vietas, disko degeneracijos procesa pavercia
skausmingu - atsiranda diskogeniniy juosmens skausmy. Segmentinis disko judesiy
nestabilumas, kuris i$sivysto diskui netekus elastingumo, traumuoja tarpslankstelinio sanario
kapsulg, pertempia uzpakaliniy stuburo rais¢iy kompleksa (labai gerai inervintos struktiiros),
tokiu biidu sukelia nediskogeninius juosmens skausmus. Tai atsitinka dél progresuojancio
medziagu savybiy kitimo, ir siejama su tarpslankstelinés medziagos struktiira ir morfologija.
Medziagy pakitimai matrikse bei progresuojantys disko morfologijos pakitimai yra siejami su
tarpslankstelinio disko degeneracija (Lorin M. Benneker, 2005).

Stuburo tarpslankstelinio disko degeneracija yra ilgai trunkantis, per laika kintantis ir
negriZtamas procesas, trunkantis nuo 2 iki 8§ mety. Disko iSvarzos pasitaiko jauniems ir
vidutinio amzZziaus zmonéms, dazniausiai turintiems 2-aja, 3-aja disko degeneracijos stadija.

Vienas i§ tinkamy tarpslankstelinio disko degeneracijos diagnostikos metoduy yra
patomorfologinis diagnostikos metodas. Sis metodas yra ir patikimas, ir esant reikalui
kartotinas. Biocheminiai metodai taip pat yra priimtini ir sékmingai taikomi praktikoje. Sie
metodai gerai koreliuoja tarpusavyje ir yra naudojami tiriant lavono audini, taciau, kadangi ju
klinikiné nauda yra ribota, diagnostikai jprastai naudojamos neinvazings tarpslankstelinio
disko degeneracijos lygmens nustatymo sistemos (Salminen et al., 1999), pvz.: branduolinis
magnetinis rezonansas, kompiuteriné tomografija ir rentgeno spinduliavimas. Taciau Sie
zinomi metodai negali i$skirti konkreciy tarpslankstelinio disko degeneracijos stadiju
sukelian¢iy simptomuy (magnetinis rezonansas gali identifikuoti disko degeneracijos stadija,
bet nei vienas i§ i§vardinty metody negali jvertinti disko degeneracijos audinio lygyje), o tai
yra labai svarbu taikant gydyma, todél buvo pasiiilytas spektroskopinis metodas, galésiantis
suteikti papildomos informacijos, kuria naudojantis yra numatomas degeneracijos stadiju
molekulinio lygio iSskyrimas.

Stuburo tarpslankstelinio disko iSvarza, tai '3 atvejuy: minkStasis branduolys, /5-
minkstojo branduolio ir sausgyslinio ziedo derinys. /-os ir //os disko degeneracijos stadijose

riba tarp minkstojo branduolio ir sausgyslinio Ziedo yra aiski, o jau //l-ios ir IV-tos



degeneracijos stadijose minétoji demarkacija iSnyksta ir diskas tampa homogeniskas - t.y.
néra aiSkiai matomos disko audiniy (sausgyslinio Ziedo ir minkstojo branduolio) ribos.
Operuojami ligoniai, turintys ///-os stadijos tarpslankstelinio disko degeneracija, nes Sioje
stadijoje biina iSvarzos fragmenty, kurie yra Salinami chirurgiskai. /7-os stadijos ligoniams
Salinama jau nebe iSvarza, o visas tarpslankstelinis diskas.

Siame darbe mes tyréme stuburo tarpslankstelinio disko i§varzas, nes jos yra
Salinamos operacijos metu — tai yra butent ta medziaga, kuri savo kilme ir sudétimi yra
atrimiausia degraduojancio disko struktiroms. Palyginti su sveikais audiniais negalime dél
bioetiniy aspekty. Tokio darbo tikslas yra tiriant disko iSvarza (disko audinio fragmenta),
nustatyti viso disko degeneracijos laipsni. Disko degeneracija yra iStisinis procesas, o disko
iSvarza yra tik tam tikro laipsnio (//-ojo arba //I-0jo) degeneracijos iSraisSka.

Todeél Sio darbo tikslas buvo atlikti pateikty bandiniy liuminescencinius tyrimus ir
tvertinti jy pritaikomuma - naudaq minimaliai invazyviomis intradiskinémis procediiromis.
Tiriamoji diagnostiné operacija - minimaliai invazyvi intradiskiné procediira turéty minimaliai
kenkti organizmui ir gydomajam objektui.

Atlikdami darba kéléme tokius uzdavinius:

1. susipazinti su taikomomis metodikomis disko degeneracijos stadijoms nustatyti;

2. susipazinti su stuburo tarpslankstelinio disko iS§varzos anatomija bei morfologija;

3. sukurti stuburo tarpslankstelinio disko degeneracijos nustatymo metodika minimaliai
invazyvia intradiskines procediira;

4. iSmatuoti pateikty bandiniy liuminescencinius spektrus spektrometru, nustatyti
spektrometrijos panaudojimo galimybes minimaliai invazyviy procediiry metu, ir
atlikti gauty spektry charakterizavima bei analizg;

5. sudaryti audiniy autofluorescencijos duomeny bazg, pagrista endogeniy fluorofory
fluorescencija medziagoje;

6. tvertinti atlikty tyrimy tinkamuma tolimesnei tarpslankstelinio disko degeneracijos

tyrimo metodikai.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Stuburas, Stuburo Tarpslankstelinis Diskas

Nugaros judamasis aparatas yra paslanki bloky sistema (kauliniai segmentai -
slanksteliai), sustatyty vienas ant kito su tarpikliais ir sutvirtinty iSoriniais elementais. (/.7
pav.). Toki taisyklingos struktiiros palaikyma lemia tiksli raumeny ir raisciy sistema, kurios
tarpusavyje saveikauja sinergetiniais (kooperaciniais) ir opoziciniais (priesiniais) rysiais.
Tokia sudétinga kauly, juos jungianciy rais¢iy, sanariy bei raumeny sistema visiskai apsupanti
ir sauganti stuburo kanala, kuriame yra nugaros smegenys, kartu funkcionuoja kaip lankstus
pagrindas ir pagrindin¢ galiiniy judéjimo asis. TrisdeSimt trys (trisdeSimt keturi) stuburo
slanksteliai yra sutvirtinti sudétingy rysiy ir iterpty kremzliy: 7-1 kaklo, 12-ka kritinés, 5-1
juosmens, 5-1 kryzmens (daznai suaugg i kryzkaulj) ir 4-5-1 uodegos (daznai suaugg i
uodegikaulj). Kiekvienos grupés slanksteliams buidingos savitos ypatybés, kurios skiria juos
nuo kity grupiy slanksteliy. Jokie du slanksteliai néra tiksliai vienodi, ir kiekvienas yra
specifiskai pakites ir prisitaikes prie savo buvimo aplinkos (Lyn Lampman, 2005).

Stuburo tarpslankstelinis diskas atlieka minksto, bet tampraus, esancio tarp slanksteliy
tarpiklio, atskiriancio stuburo slankstelius vaidmeni. Stuburo tarpslanksteliniai diskai atlicka
tris funkcijas (/.2 pav.):

1. jie veikia kaip tarpiklis, suriSantis stuburo slankstelius;

2. zmogui esant vertikalioje padétyje, jie veikia kaip amortizatorius, kuris tolygiai
slankstelio pavirSiuje paskirsto zemyn nukreipta kiino maseés jéga;

3. jie veikia kaip aSinis kiino svorio taskas, kuris leidZia stuburui palinkti, pasisukti ir
apsisukti.

Zmogaus stubure yra dvidesimt trys tarpslanksteliniai diskai: 6-i kaklo srityje, 12-ka
kriitinés srityje ir 5-1 juosmens srityje (Douglas M. Gillard, 2002).
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1.1 pav. Bendras Zmogaus stuburo vaizdas:
) vaizdas i$ frontalinés puseés, b) lateralinis vaizdas, c) vaizdas i$ dorzalinés pusés.



1.2. Tarpslankstelinio Disko Anatomija Ir Funkcija

Stuburo tarpslanktelinis diskas - tai minkstas tarpiklis, sudarytas i$ skaidulinés
kremzlés, kuri uztikrina stuburo atsparuma spaudimui, o taip pat ir judesiy laisvuma. Diskas
tolygiai paskirsto apkrovima stuburo slankstelio pavirSiuje net tuo atveju, jei stuburas yra
spaudziamas ar, atvirksc¢iai - tempiamas.

Anatomiskai, tarpslankstelinis diskas susideda i$ trijy pagrindiniy struktiiry: minkstojo
branduolio (nucleus pulposus), skaidulinio ziedo (daznai skirstomas i iSorinj ir vidinj)
(annulus fibrosus) ir slanksteliy galinés plokstelés (end-plate). Minéty daliy sudétyje vyrauja
trys pagrindiniai komponentai: proteoglikanai (baltymai), kolagenas (jungiamojo audinio
skaidulos) ir vanduo. Kiekvienai struktiirai budingas savitas santykinis komponenty kiekis

(Douglas M. Gillard, 2002). Elastino kiekis sveikam diske vidutiniskai siekia 2-3% audinio

sausos maseés ir jo koncentracija nesiskiria priklausomai nuo disko vietos (minkstajame
branduolyje ir skaiduliniame Ziede). Esant degeneravusiam diskui, pastebétas zenklus bendras
elastino kiekio padidéjimas disko sausos masés dalyje priklausomai nuo audinio (P<0,001):
6.7%= 1,8% iSorinio skaidulinio ziedo, 9,3%=+2,3% vidinio skaidulinio ziedo ir 4,9+1,3%
minkstojo branduolio medziagoje. Taip pat pastebéta ir stipri teigiama koreliacija tarp elastino
kiekio ir degeneracijos lygmens (r=0,66 iSoriniame skaiduliniame Ziede, r=0,72 vidiniame
skaiduliniame Ziede ir r=0,79 minkstajame branduolyje) (Cloyd and Elliott 2007). Be Sity
i$vardinty, tarpslankstelinj diska taip pat sudaro dar daug kity komponenty, tokie kaip /77, 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 $iy papildomy matriksa sudaranciy
komponenty funkcijos iki $iol dar néra galutinai aiskios.

Disko tampriojoje dalyje (annulus fibrosus) daugiausiai yra kolageno /-ojo, kurio
skaidulos iSsiraizgiusios tarp stuburo slanksteliy ir virsta viena po kitos einan¢iomis kolageno
plokstelémis. Skaidulini Zieda sudaro nuo 15-0s iki 25-iy tokiy 1 kremzl¢ panaSiy ploks¢iy
(lamella). Pagrindiné tokios struktiiros funkcija yra sulaikyti spaudimo slegiama minkstaji
branduolj, kuris yra linkes iStryksti lauk. Disko centras- nucleus pulposus- yra Zele struktiiros
tarpslankstelinio disko minkStasis branduolys, sudarytas i§ proteoglikany, kuriuos gamina
disko lastelés, ir vandens - kolageno kiekis ¢ia yra minimalus. Sis gelis yra i§sidéstes tarp
kolageno /I-ojo ir elastino skaiduly tinklo (Douglas M. Gillard, 2002). Pagrindinis disko
proteoglikanas yra agrekanas, kuris dél savo gausios anijoninés sudéties (chondroitino sulfato

ir keratino sulfato) suteikia diskui savybg suristi vandens molekules osmozés biidu, taip



diskas tampa elastingas, iSlaiko didelj hidrostatinj slégi savo viduje sudarydamas natiiralia
atsvarg stuburo suspaudimui. Sveikas, nepazeistas jaunas diskas funkcionuoja kaip vandens
lova, t.y., didziaja minkstojo branduolio ir vidinés ziedo dalies dali sudaro biochemiskai
suriStas vanduo, suteikiantis audiniui elastiSkuma (/.2 pav.). Tik labiau nutolusi iSoriné Ziedo
dalis veikia kaip tasus apvalkalas, izoliuojantis bei prilaikantis branduoli. Senstant, vandens
kiekis diske pradeda mazéti, ypac nucleus dalyje, todél tam, kad atlaikyty visa tiesiogini
spaudima, didzioji dalis annulus pradeda funkcionuoti kaip tvirtas pluostas. Fiziskai
suardytuose diskuose $is tvirtas pluostas pradeda prieSintis mechaninei apkrovai visisSkai
atsitiktiniu budu, o hidrofilinis nucleus labai sunyksta, arba jo visai nebelieka. Toks, vandens
netekes diskas, netenka savo atsparumo spaudimui — spaudimas, kurj anksciau atlaikydavo
diskas, po truputi perduodamas i§ centro i iSorg - skaidulinio ziedo pavirSiui. Perkrautas
skaidulinis Ziedas gali tapti ir kity disko destrukciniy biocheminiy reakcijy priezastimi.

Vandens kiekis taip pat tiesiogiai susijgs ir su disko medziagy apykaita.

(@

et

1.2 pav. Tarpslankstelinio disko struktdra (a) ir funkcija (b)

Galiné plokstelé yra kremzlinis darinys, kuris pritvirtina tarpslankstelini diska prie
slankstelio kiino ir teikia maisto medZiagas skaiduliniam Ziedui bei minkStajam branduoliui,

kurie jas gauna jau difuziskai.

1. 3. Tarpslankstelinio Disko Lastelés

ISorinio Ziedo lastelés yra iStgstos ir kaip kolageno skaidulos panaSios i fibroblastus.
Pradzioje minkStojo branduolio Iastelés yra notochordalinés, o vaikystés metu jos yra

laipsniSkai pakeiCiamos 1 apvalaines lasteles panaSias | chondrocitus sanarin¢je kremzl¢éje.

-9.-



Daugiausia annulus lastelés produkuoja kolagena /-3ji, taip atsakydamos i deformacija, tuo
tarpu nucleus lastelés atsakydamos i hidrostatini slégi, sintezuoja proteoglikanus ir tvirtas
kolageno /I-ojo fibriles. Lastelei augant, jos tankumas mazéja, o suaugus zmogui ypatingai

praretéja nucleus dalyje esancios lastelés.

Nucleus
pulposus

\ /V'—i / Posterior
W . .
Ante.rlor \& k Epiphysial ring longitudinal
longitudinal AN ligament
higament

1.3 pav. Tarpslankstelinio disko anatomija: a) lateralinis pjavis, b) aSinis pjavis

1. 4. Histologiniai Disko Pakitimai

Ankstyvos vaikystés metu slanksteliy subchondrinése plokstelése sumazeja
apriipinimas krauju, tod¢l mikrostruktiiriniai iplySimai bei itrukimai, ypatingai nucleus
pulposus dalyje, ir subchondringje ploksteléje 15-0s mety amziuje biina gana dazni. Augant
diskui, lasteliy tankumas mazg¢ja. Tai priklauso ir nuo Zmogaus griauc¢iy brandos, dél kurios
did¢ja struktuiriniai annulus fibrosus defektai — ¢ia lemiama vaidmeni vaidina genetiniai
faktoriai. Nucleus pulposus linkgs kondensuotis i keleta tirStesniy, tankesniu skaiduliniuy

gniuzuly, kurie minkStesne, takesne medZiaga yra atskirti vienas nuo kito ir nuo kremzlinés
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subchondrinés plokstelés. Nuosekliis histologiniai pasikeitimai per devynis deSimtmecius
buvo suklasifikuoti. Apibendrinant, pasikeitimai pirmiausia paveikia subchondring plokstelg,

tada nucleus pulposus, o paskutinis yra paveikiamas annulus fibrosus audinys.

1. 5. Medziagy Apykaita Tarpslanksteliniame Diske

Stuburo tarpslankstelinis diskas yra didZiausia avaskuliari struktiira Zzmogaus
organizme, nes, skirtingai nei dauguma kity kiino audiniy, diskas neturi tiesioginio
kraujotakos Saltinio. Suaugusiyju stuburo tarpslanksteliniuose diskuose kraujagyslés
daZniausiai iSsidésto siaurame iSorinio ziedo (annulus fibrosus) sluoksnyje, ir
subchondrinéje ploksteléje, kuri yra iSkart uz galinés plokstelés. Metabolity ir maisto
medziagy transportas vyksta visy pirma dél difuzijos, tai yra svarbu mazoms molekuléms, o
kita metabolizmo grandis - geliné disko struktiira (svarbus takumas), ji svarbi stambiy
molekuliy judéjimui. Pagrindinés medziagos, reikalingos disko normalioms funkcijoms ir
atsistatymui uztikrinti, yra deguonis, gliukozé ir amino riigstys. Mazas deguonies kiekis disko
centre yra anaerobinio metabolizmo priezastis, kurio rezultatas - didelé pieno riigsties
koncentracija ir zemas pH (Douglas M. Gillard, 2002).

In vitro eksperimentai parod¢, kad nuolatinis deguonies stygius lemia nucleus
pulposus nejudruma, nepaslankuma. Tuo tarpu, chroniskas gliukozés trilkumas veda prie
negriztamy disko poky¢iy.Taigi medZziagy apykaitos nepakankamumas mazina medziagy
takuma tarp disko elementy ir metabolini aktyvuma disko lastelése, tod¢l diskas po
mechaninio ir metabolinio pazeidimo turi tik ribota galimybeg atstatyti savo prading biisena.
Organizmui augant ir senstant, galinés plokstelés pralaidumas mazéja, taigi ir disko medZiagy
apykaita paprastai mazéja, o disko degeneracijos metu, atvirksciai - medziagy apykaita
suaktyveja, taciau, vistiek subchondriné plokstelé yra pazeidziama. Tai yra esminis skirtumas

tarp senéjimo ir disko degeneracijos.

1. 6. Biocheminiai Disko Pakitimai

Proteoglikany irimas yra labiausiai pastebimas biocheminis disko pakitimas,
atsirandantis dé¢l disko degeneracijos. Degraduojant agrekano molekuléms grei¢iausiai
pasiSalina mazesni fragmentai, véliau didesni Proteoglikany irimas ir vandens netekimas
prasideda dar vaikystéje, $is procesas ypac aktyvus disko branduolyje (nucleus pulposus

srityje) (Buckwalter J. A., 1995). Senstant organizmui, taip pat atitinkamai didéja kolageno
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kiekis diske - tvirtos kolageno //-ojo skaidulos iSoriniame ziede (inner annulus dalyje) yra
pakeic¢iamos kolageno /-ojo skaidulomis. Taigi ziedo ir minks$tojo branduolio demarkacija
nyksta, substancijos susimaiso (ziedo audiniai pakei¢ia branduolio audinj), dél to diskas
praranda elastinguma. Be to, dél nezinomy priezas¢iy dar pirmajame deSimtmetyje disko
branduoliui gyvybiskai biitinas kraujotakos Saltinis nuolat maz¢ja (Boos N, et al., 2002). Be
maisto medziagy Saltinio (sumazéjusi kraujotaka) disko lastelés apmirsta ir diskas, ypac jo
branduolys, netenka didelio vandens kiekio.

Proteoglikany irimas ir vandens kiekio maz¢jimas diske yra létas ir negriZztamas
procesas. D¢l Sio proceso nucleus pulposus dalis diske yra pakei¢iama skaiduline annulus
fibrosus dalimi ir kremzlinémis slankstelio galinés plokstelés dalimis. 1982m. Trout ir
Buckwalter aptiko, kad su amziumi, daugiau nei 50% disko lasteliy tampa negyvos (Trout J.
J.,etal., 1982).

Nesuirusio proteoglikano funkcijas diske taip pat gerai gali vykdyti ir proteoglikano
fragmentai, kol jie dar néra visiskai sunyke. Senesniuose diskuose sumazéjusi tarplastelinés
medziagos apykaita skatina kolageno molekuliy ir skaiduly vis didesnj tarpusavio
susikryziavima, d¢l ko diskas tampa vis maziau elastingas.

Biocheminés reakcijos avaskuliarioje aplinkoje tarp baltymy (kolageno) ir redukuoto
cukraus molekuliy (laisvai difunduojancios gliukozés) yra vadinamos neenziminémis
glikacijomis, kuomet papildomi kolageno skaiduly susikryziavimai tampa priezastimi, dél
kurios seni diskai igauna jiems biidinga gelsvai-rusva spalva — taip jvyksta potransliaciné
baltymy modifikacija (Nerlich A. G., et al., 1997).

Kuo labiau disko aplinka yra avaskuliari, tuo neenziminés glikacijos yra daznesnés.
Padid¢jes skaiduly susikryziavimas sulétina disko tarplastelinés medziagos apykaita ir stabdo
seny disky regeneracija, skatindamas zalingy makromolekuliy uzlaikyma diske ir tai,
manoma, lemia audinio tvirtumo sumaZzéjima, kas skatina stuburo tarpslankstelinio disko

degeneracijos procesa (Banks R. A., et al., 1998).

1. 7. Funkciniai Disko Pakitimai

Hidrostatinés minkStojo branduolio savybés su amZiumi prarandamos ir jis nebéra toks
tankus - vis didesné spaudimo nasta tenka pluostiniam Ziedui. Kad buty galima patenkinti Sia
atraming funkcija, jauno organizmo vidiniuose annulu fibrosus sluoksniuose padaugéja
proteoglikany. Taciau, su amziumi, proteoglikanai pradeda irti dél to sausgyslinis Ziedas

tampa stangresnis ir silpnesnis. Stuburo tarpslankstelinio disko auks$¢io pakitimai nenusako

-12-



amzinés degeneracijos laipsnio, nors kita vertus — disko aukscio sumazé¢jimas didina viso

segmento judesiy amplitudg, sukelia segmentini nestabiluma, todél traumuojamas

vwe

(geltonyju raisc¢iy hipertrofija) - pastarieji poZymiai yra netiesioginiai disko degeneracijos
Zymenys.

1. 8. Disko Struktiiriné Degeneracija

Annulus fibrosus iplySimai biina 3-y tipy (/.4 pav): cirkumferenciniai (Circumferential

clefts or delamination), periferiniai (Peripheral rim lesion) ir radialiniai (Radial fissure)

Source: Spine @ 2008 Lippincott Wiliams & Wilkins

1.4 pav. Skaidulinio Ziedo jplySimai:
a) cirkumferenciniai, b) radialiniai, c) periferiniai

Suardytas audinys pary$kintas juoda spalva, minkstasis branduolys —
tamsiai pilkas, o skaiduliné dalis - balta. Kairéje skersinis pjavis, o deSinéje —
asSinis.
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(Adams et al., 2002). Siy jplysimy atsiradimo tikimyb¢ labai i3auga po pirmojo gyvenimo

desimtmecio. IplySimai ypac biidingi apatinei juosmeninei stuburo daliai.

Examples of Disc Problems Disko prolapsas - tai
reiSkinys, kai dél radialiniy ziedo
iplySimy branduolio medziaga
migruoja iSorinio ziedo link.
Priklausomai nuo disko
periferijos paveikimo laipsnio,
galima teigti, kad jvyko disko
prolapsas arba disko i$varza

(Adams et al.,1982 / 2000).

Herniated

3 Hialininé kremzl¢ yra avaskuliari
ISC

struktiira maitinama difuzijos

Thinning biuidu, toks audinys reikalingas dél

Biss milzinisko slégio disko viduje.
Joks kraujotaka turintis audinys

neatlaikyty disko viduje esancio

Disc Degeneration
with Osteophyte
Formation

slégio, nes dél slégio nutrukty
kraujotaka ir i$sivystyty audinio

_ _ 3 _ nekroze. Jei ivyksta hialininés

http://www.motchiro.com/img/photo_conditions_103.jpg

kremzlés itrukimas, slégis disko

1.5 pav. Stuburo tarpslankstelinio disko viduje sutrikdo uz kremzlés
degeneracijos pavyzdziai

esancios subchondinés plokstelés

mityba (sustoja kraujotaka), i§sivysto kaulo nekroze ir lyze; subchondriniame kaule atsiranda
ertme, i kuria iSsiverzia minkstasis branduolys - tai vadinama Schmorl i§varza.

Subchondrinés plokstelés pazaidos ir Schmorl mazgeliai — slankstelio subchondriné
plokstelé yra stuburo gniuzdymo jungtis ir ¢ia susikaupusios mikropazaidos paaiskina kodél
vélesniuose etapuose minkstasis branduolys i$sikiSa/iSkrenta i slankstelio kiing.
Subchondrinés plokstelés pazaida akimirksniu atpalaiduoja gretima minkStaji branduolj ir taip
perduoda visa atsiradusi spaudima minkstajam branduoliui, kuris i$sikiSa i sausgyslinio ziedo
vieta (Holm et al., 2004).

Tarpslankstelinio disko auk§¢io mazéjimas, radialinis iStisimas ir osteofity atsiradimas
(kremzliniy slankstelio dariniy kalcifikacija) yra tarpusavyje artimai susije (/.5 pav). Su
amziumi, minkStasis branduolys linkes iStisti 1 slankstelio kiing — tokiu atveju spaudimas {

branduoli sumazéja ir padidéja statinis kriivis sausgysliniam ziedui, salygojantis jo radialini
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18sikiSima i iSorg (retais atviejais 1 vidy). Dél to diskas funkcionuoja kaip tuscia automobilio
padanga —t. y., Ziedas, kuris salygoja atstuma tarp gretimy nerviniy Sakneliy, sublitiksta,
susiploja ir iStista taip, kad gali sukelti daugiau kaip 50%-ties spaudimo jéga i nerving
Saknele. Toks efektas geriausiai paaiskina, kod¢l susispaude diskai yra susij¢ su osteoartritu ir
osteofity atsiradimu ant stuburo slanksteliy kiiny krasty (Pollintine et al., 2004;).

Disko prolapsas, susiauréjimas, radialiniai itrukimai, ypac kai jie yra susij¢ su disko

iStisimu, yra susij¢ su nugaros skausmais (Videman et al., 2003).

1. 9. Kas Yra Stuburo Tarpslankstelinio Disko Degeneracija?

Yra dvi vyraujancios stuburo tarpslankstelinio disko degeneracijos teorijos: ankstesné
teigia, jog diskai tiesiog susidévi nuo per didelés apkrovos daznai sportuojant ar dirbant sunky
fizini darba (Bogduk N., Adams M., et al., 2002), tac¢iau naujoji teorija teigia, jog
tarpslankstelinio disko degeneracija yra apspresta genetiskai ir gali biiti paveldima (Videman
T., etal., 1998), tod¢l yra pradéti ivairiis tyrimai, kuriy pagalba galima bty nustatyti ne tik
morfologinius tarpslankstelinio disko degeneracinius pakitimus, bet ir juy genetines
determinantes. Manoma, kad tai gali padéti uzkirsti kelia degeneracijai, kuri gresia ateityje.

Tarpslankstelinio disko degeneracija yra visa gyvenima trunkanti disko medziagy
degradacija, sinchroniskai lydima disko remodeliacijos ir gretimy slanksteliy pakitimuy,
leidZianCiy prisitaikyti prie kintanciy aplinkos salygu: asmens laisvy judesiy amplitudés,
darbiniy drabuziy, darbo irankiy, sporto, imobilizacijos, masazo, hormoniniu pokyciy. Tokie
procesai organizme vyksta dél natiiraliy aplinkybiu: fizinio kriivio, genetinio paveldimumo,
sumaz¢jusio metabolity transporto, pakitusio enzimy aktyvumo, lasteliy senéjimo ar mirties,
terpés ar vandens kiekio pakitimy ir kraujagyslinio tinklo sutankéjimo. Visi Sie faktoriai
tiesiogiai susijg su funkcijy sutrikimu ir skausmu. Netinkamas metabolity transportas yra
neiSvengiamas augimo padarinys ir mediciniskai, tikriausiai, maZiausiai aktualus, nes
daugiausiai apsprendzia minkStojo branduolio gyvavima, kuris turi maziausiai nerviniy
galiiniy ir degeneravusiame plote paZeistas maZziausiai. Subchondrinés plokstelés pazaida
veda prie tarpslankstelinio disko degeneracijos, net jei tuo metu metabolity transportas | diska
padidéja, struktiirinis pazeidimas turi lemiama jtaka degeneracijos procesui. Natiiralus
sen¢jimas salygoja neiSvengiamus ir progresuojancius pakitimus disko kompozicijoje,
panasius kaip ir kituose senstanciuose audiniuose, savo sudétyje turinciuose kolageno ir
elastino (kosmetologijos problemos - vystanti oda). Kai kurie tarpslankstelinio disko

pakitimai aptinkami neinvaziniais tyrimo metodais, tokiais kaip: branduolinio magnetinio
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rezonanso tomografija, kopmiuteriné tomografija ir rentgeno spinduliuoté. Visgi, nuo amziaus
priklausantys pakitimai yra neiSvengiami nuo pat gimimo ir néra susij¢ su skausmu. Nuo
amziaus priklausantis tarpslankstelinio disko auk$¢io maz¢jimas, subchondrinés plokstelés
vaskuliarizacija ir disko takumos yra susij¢ su biitinu prisitaikymu didéjan¢iam mechaniniam
kriiviui, susijusiu su vaiksc¢iojimu staCiomis ir sumazéjusiu metabolity transportu i didéjant]
(besiplecianti i Sonus) diska. Mikrostruktiriniai ziedo iplySimai ir i$sikiSimai, kurie
neiSvengiamai pasirodo su amziumi, ateityje gali labiau pasireiksti savo neigiama itaka
1Sorinés mechaninéms tarpslanksteliniy diskuy funkcijoms. Padidéjes nerviniy ir kraujagysliniy
audiniy kiekis (avaskulinis audinys vaskuliarizuojasi) yra svarbus disky struktiirg ardantis
faktorius, tiesiogiai susijgs su skausmu (Freemont et al., 1997).

Disko degeneracija i§ esmés apsprendzia Sie faktoriai:
Nuo sen¢jimo arba/ir kartotiny mikrotraumy bei infekciju:

e nebegaminami degenerave proteoglikanai, nyksta nucleus pulposus - mazéja vandens

kiekis branduolyje;

e silpsta kolageniniai rysiai - silpsta anulus fibrosus kolageninés plokstelés;

e branduolys sutirstéja;

e 7ziedas iplysta;

e gretimy slanksteliy judesiai tampa netolygiis, amplitudé pasidaro perdidel¢ - atsiranda

segmentinis nestabilumas;

e traumuojamas tarpslankstelinis sanarys, vystosi jo artrozé, hipertrofija bei geltonyju

rai$¢iy hipertrofija;

e disko aukstis sumazeéja, iSvesa kraStiniai spondilofitai, kurie ilgainiui suauga ir diskas

nebetenka judrumo (Adams M. A., et al., 1996).

Sio tyrimo metu buvo naudotasi Christian W. A. Pfirrmann sukurtu branduolinio
magnetinio rezonanso atvaizdy tarpslankstelinés stuburo i§varzos degeneracijos gradavimo
metodu. Pagal autoriy skiriamos penkios degeneracijos stadijos (/.6 pav):

I-a stadija:

Nucleus pulposus yra gelinés struktiiros, jo forma ovali arba apvali. Annulus fibrosus -
atskiros kolageno plokstelés (lamella). End-plate iStisinés formos, kremzlés storis tolygus.
Slankstelio kiinas apvaliais krastais, be Schmorl i§varzy ar sklerozés pozymiuy.

11-a stadija:

Nucleus pulposus - periferijoje matomas fibrozinis audinys. Annulus fibrosus vietoje -
mucinas tarp kolageno skaiduly. Subchondrinés plokstelés srityje kremzlé nevientisa.
I11-1a stadija:

Fibrozinis audinys nucleus puplosus, demarkacija tarp nucleus ir annulus nyksta.
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Nucleus plokstéja ir iSplinta iki annulus vidinés dalies. Atsiranda osteofitai, subchondriné
skleroze. Subchondrinés plokstelés defektai ir koncentriniai Ziedo iplySimai.
IV-ta stadija:

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

Disko aukstis sumazéjes. Nucleus nebéra. Dideli susiliejantys osteofitai, Schmorl

mazgeliai, difuziné skleroze- kolagenas [ ir kalcifikacija.

1.6 pav. Tarpslankstelinio disko degeneracijos ir jy koreliacija:
Makroskopiné (Thompson JP, 1990), rentgenologiné (Resnick D, 1985) ir
MRT (Pfirrmann CW, 2001)

(a) pirma stadija. 19m. amZiaus moters L4—-L5 segmentai;

(b) antra stadija. 53m. amZiaus moters L2—-L3 segmentai;
(c) treCia stadija. 53m. amziaus moters L3-L4 segmentai;

(d) ketvirta stadija. 86m. amziaus moters L3-L4 segmentai;

(e) penkta stadija. 64m. amziaus vyro L4-L5 segmentai.

1.10. Stuburo Tarpslankstelinio Disko Degeneracijos Nustatymo Metodika

Pirma karta tarpslankstelinio disko punkcija tiriamaisiais tikslais buvo atlikta

Skandinavijoje. Tada Lindgren, 1941m. palygino normaly diska su paZeistu (Lindblom K.,
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1948). Pirma karta rentgenografinius duomenis stuburo iSvarzai aptikti Lindblom panaudojo
tik 1948m., remdamasis Hirsch darbais (Hirsch C. 1948).

Tik nuo 1980-yju mety branduolinio magnetinio rezonanso tyrimus imta taikyti
tarpslaknstelinio disko pazaidoms aptikti ir apibiidinti (Saifuddin A. et al., 1998). Tai yra
saugus, neinvazinis ir skausmo nesukeliantis tyrimo metodas. Tgsiant tyrimus buvo jsitikinta,
kad tai yra pakankamai jautrus metodas tarpslanksteliniy disko pazaidoms aptikti (Resnick et
al., 2002). Nors paprastas rentgeno aparatas, kompiuterinis tomografas ir magnetinio
rezonanso tomografo duomenys pakankamai gerai atspindi tarpslankstelinio disko
patologinius degeneracinius pakitimus, bet nei vienas $iu metody, net ir derinant juos
tarpusavyje, nesuteikia galimybés tiesiogiai nustatyti kuris diskas sukelia pacientui skausma —
t. y. neijmanoma nustatyti kurio disko degeneracija yra patologing, o kurio tik nattralus
organizmo sengjimas.

Bendri disko degeneracijos bruozai (DDD- Degenerative Disc Disease) yra aptinkami
branduolinio magnetinio rezonanso tyrimu ir Rentgeno spinduliuotés pagalba, bet ju
koreliacija su morfologiniais ir biocheminiais pakitimais néra nustatyta (Lorin M. Benneker et
al., 2005).

Aiskds tarpslankstelinio disko morfologiniai ir matrikso struktiiros pakitimai yra
pastebimi jvairiomis neinvazinémis vaizdinémis priemonémis. Manoma, kad netgi esant
asimptominei, neskausmingai disko degeneracijai, gali {vykti galinés plokstelés pakitimuy,
taip pat subchondrinés plokstelés pakitimy — skleroze, Schmorl i§varzos, subchondrinés
plokstelés formos poky¢ciai ir kalcifikacija. Minéti pakitimai gali biiti matomi paprasta
rentgenograma arba branduolinio magnetinio rezonanso tyrimu (Lorin M.et al., 2005). Taciau
nezymiis degeneraciniai disko pakitimai gali biiti skausmingi dél segmento hipermobilumo,
kuris sunkiai diagnozuojamas standartiniais tyrimais ar disko peraugimo inervintais
neovaskulizatais.

Pirmos tarpslankstelinio disko degeneracijos fazés metu yra pastebimas proteoglikany
ir /I-ojo tipo kolageno netekimas. Kadangi branduolinio magnetinio rezonanso tyrimo
metodas yra paremtas protony tankiu medZiagoje — vandens kiekiu ir chemine protony
aplinka, tai magnetinis rezonansas gali aptikti kartu su proteoglikany denatiiracija susijusia
dehidratacija, kaip T2 signalo susilpnéjima. Sis metodas paprastai taikomas ir tinka vaizdinei
klasifikacijai. Papildomai nusakyti pokyciams diske, naudojami Modic pakitimai - tai signalo
intensyvumo kitimas slankstelio kiine, gretimai subchondrinei plokstelei. Minéti pakitimai

tarpslankstelinio disko degeneraciniais poky¢iais (Antoniou J. 1996).
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Nepaisant to, netgi esant tokiems pakitimams, branduolinio magnetinio rezonanso
tomografija vis dar lieka informatyviausias metodas pavaizduojant disko morfologija kartu su
subchondrine plokstele. ASiné disko deformacija — disko iStisimas uz erdvés (disko iSvarza) —
yra klasifikuojmas Jansen ir kt. i 5-ias kategorijas: (1) sveikas (intact), (2) i$sipuites (bulge),
(3) issikiSes (protrusion), (4) iSstumtas (extrusion) ir (5) izoliuotas (sequestration) (Jensen et
al., 1994). Viikkari ir kt., naudodamasis sagitaliniais magnetinio rezonanso atvaizdais,
suskirsté branduolio formas i 4-ias klases: (1) apvalus/ovalus (round/oval), (2) istises i vidini
zieda (extension into inner annulus), (3) iStises 1 i1Sorinj Zieda (extension into outer annulus) ir
(4) istises uz iSorinio ziedo (extension beyond outer annulus) (Viikari - Juntura et al.1989).
Yu ir kt. suskirsté ziedinius iplySimus i 3-is laipsnius: (1) koncentriniai iplySimai (concentric
tears) skysciu uzpildytu tarpu tarp ziediniy ploksteliy; (2) radialiniai iplySimai (radial tears):
ekstaze visy Ziediniy sluoksniy (rapture o all annular layers) ir (3) skersiniai iplySimai
(transversal tears, plus rapture of Sharpey fibers). 2-asis ir 3-asis tipai yra atvaizduojami
magnetinio rezonanso tomografu kaip auksto intensyvumo 772 - nulemian¢iy zony atvaizdai
(YuS. W. et al.1988).

Dauguma $iy pavieniy parametry yra siejama su tarpslankstelinio disko degeneracijos
laipsniu, todél yra kombinuojamas ir kuriamas neinvazinis gradavimo metodas atvaizdams
formuoti. Kolkas dauguma $iy tyrimy atliekami naudojant klinikinius duomenis ir negali buti

lyginami su nustatytom tarpslankstelinio disko histologinémis degeneraciju gradacijomis.

1. 11. Bioobjekty Tyrimas Analitiniais Spektroskopijos Metodais

Biologiniy audiniy biklei vertinti naudojami tokie analitiniai spektroskopijos metodai
kaip branduolinio magnetinio rezonanso spektrometrija, fluorescenciné spektroskopija,
infraraudonosios srities Sviesos (4/R) sugerties spektroskopija, AIR atspindzio ir difuzinio
atspindZio spektroskopija, A/R Ramano sklaidos spektroskopija, Rel¢jaus Sviesos sklaidos
spektroskopija ir kt.. Kiekvienas jy turi savo privalumy ir trikumy. ISsamiausia informacija
teikia ir perspektyviausias yra AIR Ramano sklaidos metodas (Hanlon, E. B., et al., 2000).
Ramano sklaida sukelia visos medziagoje esancios molekulés todél jo spektruose esanti
informacija yra pilna, iSsami ir atspindi realius pokycius medziagoje. DidZiausias Ramano
sklaidos metodo trilkumas yra silpnas sklaidos signalas registruojamas kartu su stipriu
zadinancios spinduliuotés lazerio signalu. Silpnas atsako signalas daZnai dar maiSosi su
fluorescencijos signalu. Silpnas signalas turi biiti registruojamas jautriais prietaisais (pvz.

Saldomos CCD kameros). AIR sugerties spektroskopija taikoma didesniems bandinio tiiriams
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tirti (B. Chance, 1998). Bene placiausiai naudojama fluorescenciné spektroskopija (Nirmala
Ramanujam, 2000). Fluorescenciné spektroskopija pasizymi stipriu fluorescencijos signalu ir
nereikalauja ypatingy registravimo salygu. Aparatiira yra paprastesné ir mazesniy matmenuy
palyginus su Ramano sklaidos spektroskopijos aparatiira. Fluorescencinés spektroskopijos
(FS) metodas yra placiai taikomas zmogaus audiniy spektrinei analizei. Audinio
fluorescencija priklauso nuo lastelés biocheminés ir biofizikinés struktiiros ir ja sukelia
natiiraliai lasteléje egzistuojancios biomolekulés — endogeniniai fluoroforai: amino rugstys,
struktiiriniai baltymai, fermentai ir ko-fermentai, vitaminai, lipidai ir porfirinai. FS metodu
tyrinéjami audiniai néra pazeidziami, o tai svarbu atlickant biologinio audinio tyrimus ir
diagnostika in vivo. Be to, FS gali biiti naudojama tyrinéjant lastelés metabolini procesa,
vaskuliaruma, intravaskuliaring oksidacija ir audinio morfologinius pokyc¢ius. Dar viena FS
biidinga savybé yra ta, kad fluorescencijos prosecas vyksta tik ten, kur pasiekia Sviesa -
neskaidrios medziagos pavirsiuje, o ne didesniame tiiryje. Fluorofory suzadinimo
maksimumai yra 250 — 450 nm. srityje, o emisijos maksimumai 280 — 700 nm. srityje.
Fluoroforai, kuriy, kaip manoma, koncentracija kinta kintant audinio histopatologijai, yra
amino rigstys - triptofanas ir tirozinas, strukttriniai baltymai - kolagenas ir elastinas,
kofermentai - NADH ir FAD (Joseph R. Lakowicz, 20006).

Minéti spektroskopiniai metodai daznai yra kombinuojami siekiant gauti tikslesng ir
pilnesng informacija apie tyrin¢jama audini. Pavyzdziui norint gauti informacija apie audinio
strukturiniy elementy dydi (audinio morfologija), biocheming sudéti ir pan. (Irene
Georgakoudi ef al/, 2001). Derinti jvairius metodus kartais yra biitina, tarkim, siekiant
pakoreguoti iSkraipytus audinio savosios fluorescencijos spektrus dél audinyje vykstancios
fluorescencijos absorbcijos ir elastinio i§sklaidymo. Pasitelkus difuzinio atspindZio
spektroskopijos metoda, kurio biidu gaunama informacija apie audinio optines savybes leidzia

pasalinti fluorescencijos spektry iSkraipyma (G. Zonios et al., 1999).

1. 11. 1. Fluorescencinés spektroskopijos désningumai

Liuminescencija — tai optinis spinduliavimas, kurj sukelia medziagoje suzadinti
elektronai, jei tik tas suzadinimas néra Siluminis. Liuminescencijos ruSys daznai skiriamos
pagal suzadinancios energijos tipa:

1. fotoliuminescencija, kai suzadina optinis spinduliavimas;

2. katodiné liuminescencija, kai suzadina elektrony srautas;
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3. radioliuminescencija, kai suzadina greitosios dalelés ar aukStyju energiju
spinduliavimas;
4. elektroliuminescencija, kai suzadina elektrinis laukas ar srové.

Fotonai saveikauja su atomy ir molekuliy elektroniniais apvalkalais (debeséliais).
Sugerties (absorbcijos) vyksmo metu fotonas atiduoda savo energija molekulei, ir $i tampa
elektroniskai suzadinta. Tokio suzadinimo prigimtis yra optiné. Sugerties metu fotonas
perduoda energija molekulés elektronui, kuris perSoka i§ pagrindinio atomo lygmens 1
aukstesnés energijos lygmenj. Taip atomas tampa suzadintas — jvyksta Sviesos sugertis.
Molekulei sugeriant Sviesa, vyksta elektrony Suoliai 1§ pagrindinés biisenos i suzadintus
aukStesnius energetinius lygmenis (S,, n€N). Suzadintoji atomo biisena yra nestabili - sparciai
vyksta vibraciné (nespinduling) relaksacija iki S; lygmens, tod¢l elektronas grizta { pagrinding
biisena, atiduodamas energijos pertekliy aplinkai arba i§spinduliuodamas Sviesos kvanta —
tvyksta fluorescencija. Fluorescencija paprastai stebima vykstant Suoliams 1§ suzadinto S;
molekulinio lygmens i pagrindini lygmeni Sy arba jo virpesinius pakartojimus (/.7 pav.)

(R.Rotomskis, G.Streckyté, 2007).
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http://research.stowers-institute.org/wiw/external/Technology/Microscopy/Images/Fluorescence.jpg

1.7pav. Fluorescencijos reiskinys stebimas vykstant Suoliams i$ suzadinto

S1 molekulinio lygmens | pagrindinj lygmenj So.
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Molekuliy liuminescencija, priklausomai nuo suzadinty biiseny prigimties, salyginai
yra skirstoma yra fluorescencijg ir fosforescencija. Fluorescencija yra spinduliuojantis Suolis
tarp vienodo daugialypumo molekulés elektroniniy biiseny. Fluorescencijos sparta yra apie
10°- 10" s, 0 gyvavimo trukmé yra atitinkamai apie 0,1 ns iki 1 ps. Tipiné fluorescensijos
trukmé yra apie 10 ns. Fluorescencijos gyvavimo trukmé yra vidutiné laiko trukmé tarp
suzadinimo ir relaksavimo (grizimo) i pagrinding buisena (Joseph R. Lakowicz, 2006).

Dalis suzadinimo energijos per vibracing relaksacija virsta Siluma, todél molekuliy
fluorescencijos juosta sugerties juostos atzvilgiu yra pasislinkusi i mazy energiju pusg. Toks
fluorescencijos spektro poslinkis i ilgesniy bangu puse bei atstumas tarp sugerties ir

fluorescencijos spektry maksimumuy vadinamas Stokso poslinkiu.

1. 11. 2. Lazeriai medicinoje

Lazeris - tai Zemo daznio kvantinis generatorius, kuris jvairias energijos rasis
priverstinio spinduliavimo pagalba pavercia { monochromatines koherentines
elektromagnetines bangas. Lazerio spinduliavimui analogy gamtoje néra — gamtoje tai naujas
fenomenas. Pagrindinés lazerinio spinduliavimo ypatybés:

1. monochromatiskumas - pastovus, grieztai apibréztas bangos ilgis;
2. koherentiSkumas - visy spinduliuotés bangy faziy sutapimas erdvéje ir laike;
3. poliarizacija - spinduliuotés bangy skersumas spindulio krypties atzvilgiu.

Sios savybés leidzia gauti praktiskai lygiagrety Sviesos pluosta, kuris gali bati
sufokusuotas 1 taSka, diametru, atitinkan¢iu spinduliuojamos $§viesos bangos 1ilgi
(Karenauskaite V, 2002).

Sviesos monochromatiskumas, kryptingumas ir koherentikumas, o taip pat didelés
Sviesos energijos mazuose erdveés ir laiko intervaluose koncentracijos galimybe leidzia
selektyviai paveikti biologinius audinius ir parinkti Sio poveikio doz¢ nuo koaguliacijos iki
18garinimo ir praskrodimo (Baltramiejiinas R, 1986).

Lazeriai medicinoje pagal galia skirstomi 1 :

. mazos galios (iki 5mW). Tokia spinduliuoté inicijuoja fotocheminius vyksmus.
DaZniausiai pastebimas biostimuliacinis poveikis. Tod¢l 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).
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. didelés galios (> 500mW). Pasireiskia fototerminis poveikis — audiniy koaguliacija,
garinimas ir kiti netiesiniai spinduliuotés saveikos su biologiniu objektu vyksmai (Rotomskis R,

2007).
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2. TYRIMO MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Bandiniy Parinkimas

Tiriamosios grupés disko méginiai buvo paimti standartinés disko i§varzos 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 1), uzpildo
klausimyno forma (priedas 2);

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

3. operacijos metu pasalinamas pakankamas tarpslankstelinio disko fragmentas, kad galima
bty 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.).

Operuojamo ligonio MRT vaizdas buvo ivertintas pagal Pfirrmann disko degeneracijos
klasifikacija ir pagal Komori disko iSvarzy gradacija. 21 operuojamas diskas buvo jvertintas
tre¢iu degeneracijos laipsniu pagal Pfirrmann, 8- ketvirtu degeneracijos laipsniu. Pagal
Komori disko i§varZos migracijos skalg, dvideSimt iSvarzy jvertinta Komori 1, keturios
18varzos Komori 2, penkios i§varzos Komori 3 (migrave sekvestrai).

Meéginiai suskirstyti { tris grupes pagal meéginio paémimo vieta operacijos metu.
ISskirtos trys disko méginiy grupés:

e D- iSvarza paSalinta 1§ disko gilumos, esant nepazeistam uzpakaliniam

v

e S- laisvas sekvestras, tiesiogiai kontaktuojantis su  peridurinémis
kraujagyslémis (2.1 pav.).
Galutiniam jvertinimui atrinkome 29 disko meéginius: devynis D grupés, dvylika

P grupés ir astuonis S grupés; iSanalizavome daugiau nei 290 spektry.
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2.1 pav. Méginiy paémimo vietos: D- iSvarza pasalinta iS disko gilumos;
P- iSvarza pasalinta iS po raiScio, esant pazeistam uzpakaliniam iSilginiam raiSciui;
S- laisvas sekvestras, tiesiogiai kontaktuojantis su peridurinémis kraujagyslémis.

2.2. Bandiniy ParuoSimas

Stuburo tarpslankstelinio disko iSvarzos audiniy liuminescencijos spektrai buvo
18Smatuoti Vilniaus Universiteto taikomyjy moksly institute (VU TMI) bendradarbiaujant su
Vilniaus greitosios pagalbos universitetine ligonine (VGPUL) ir Valstybiniu moksliniy tyrimo
instituto inovatyvios medicinos centru (VMTI IMC). Siame darbe buvo tirti stuburo
tarpslankstelinio disko i§varzos fragmentai, paSalinti atviros operacijos metu, t.y., medZiaga,
kuri savo kilme ir sudétimi yra artimiausia degeneruojancio disko struktiiroms. Operuojamo
ligonio MRT vaizdas buvo {vertintas pagal Pfirrmann disko degeneracijos klasifikacijq ir
pagal Komori disko i§varzy gradacija. Visi tarpslankteliniai diskai kliniSkai buvo jvardinti
kaip /1l-10s disko degeneracijos stadijos. Sveiky audiniy palyginimui neturime.

Visam tyrimui yra gautas Lietuvos bioetikos komiteto leidimas. Disko biopsiju
operaciné medZiaga morfologiskai ir histochemiskai iStirta Valstybinio moksliniy tyrimo
instituto Inovatyvios medicinos centro Eksperimentiniy tyrimy skyriaus Patologijos
padalinyje (tyréja dr. Vida Grazieng, vyr.laboranté- histologé Saloméja Stanaitiené).

Tiriamoji medZiaga Zeiss‘o mikrokriotomu (Leica CM1100) buvo dalinama { dvi
dalis: viena dalis bandiniy buvo paruosta po Saldomyjy 20 um. storio pjiiviy ant
mikroskopiniy objektiniy stikleliy ir buvo tirta spektrofotometriskai per 48 val. po operacijos.
Bandiniai buvo apSvitinti UV srities Zadinanciaja lazerine spinduliuote (Nd-YAG mikrolazeris

STA-01-TH 355nm.) autofluorescencijos spektrams gauti. Visi su bandiniu kontaktuojantys
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daiktai buvo dezinfekuoti, nuriebalinti pries pradedant bandyma (riebalai ir bet koks kitoks
uzterStumas 1§ aplinkos, ypac organinés kilmeés, smarkiai paveikty liuminscencinius spektrus).
Kita medziagos dalis buvo fiksuojama spirito- formolo fiksatoriuje ir po
dehidratacijos, liejama parafinu audiniy morfologijai tirti. Parafino pjtiviai buvo dazomi
Hematoksilinu-eozinu (HE) - bendrai histologijai ir struktiiriniy lasteliy poky¢iy jvertinimui;
Toluidino- méliu prie pH 2.0 (TW) ir Safraninu O (SO) - lasteliy ir matricos gaminamuy
proteoglikany jvertinimui; Alciano méliu - PAS (AM-PAS) - rugs¢iy muciny (AM) ir
mukopolisacharidy (PAS) jvertinimui; Pikrosirijum raudonuoju (PS) (Puchtler H, 1973;
Junqueira LCU, 1979) — skaiduliniu komponenty (///1/ kity kolageny) santykiui jvertinti (2.2
pav.) ir Kongo raudonuoju (KR) - amiloido (Eastwood H, 1971) ivertinimui poliarizuotoje
Sviesoje. Preparatai, dazyti HE, TW, SO ir AM-PAS buvo tiriami §viesos, o PS ir KR

Olympus BX51 mikroskopo poliarizacingje Sviesoje. Nudazyti preparatai buvo vertinami

2.2 pav. |vairiy kolageno skaiduly lokalizacija, nudazyty pikrosirijum raudonuoju:
Zalias- kolagenas I/, raudonas- kolagenas /, geltonas- kiti kolagenai. PS x 200.

balais pagal Boos N. Ir autoriy protokola (Boos N, 2002), skirta tarslanksteliniy disky
amziaus salygotiems degeneraciniams pokyciams. Protokola papildéme matricos baltymy ir
kolageno skaiduly histocheminiais kokybiniais ir pusiaukiekybiniais tyrimais (priedas 3),
siekdami juos susieti su spektroskopinio tyrimo fluorescenciniais spektrais, galinciais
18ryskinti skirtingus disko cheminius komponentus po bandiniy suzadinimo lazerine

spinduliuote.
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2.3. Eksperimento Metu Naudota Aparatiira

Visa tiriamoji medziaga tiek spektrofotometriniams, tiek ir histologiniams tyrimams

buvo paruosta Zeiss
mikrokriotomu Leica CM1100.
Spektrofotometriniy
eksperimenty metu naudotas
,Avantes* stalinis ,,AvaSpec-
2048TEC* (2.3 pav.)
spektrometras su asmeniniu

kompiuteriu sujungtas USB

jungtimi. Jo CCD matricos

registravimo diapozonas 200 —
1100 nm. 2.3 pav. ,Avantes” spektrometras

Lazeriu indukuotos
fluorescencijos matavimai buvo
atlikti su lietuvisku naujos - "-
konstrukcijos monolitiniu diodinio VA ©F
kaupinimo mikrolazeriu STA-01 (2.4
pav.). Zadinamas Nd(YAG) tre¢ios

oo
gl

o
Sl L

harmonikos generatorius - bangos
ilgis 355nm., galia 11mW, 10KHz,
pulso ilgis 0,5ns. (UAB ,, STANDA*).

2.4 pav. ,STA-01“ mikrolazeris

Esant biitinybei, abu prietaisai, d¢l savo mazy gabarity yra lengvai ir patogiai transportuojami

ir nesudaro kliti¢iy eksperimentams kitoje aplinkoje.

2.4. Eksperimento Eiga

Suderinama opting tyrimo sistema (2.5 pav.):

1) Monochromatorius gali registruoti liuminescensijos Sviesa i$ betkokio erdvinio kampo
(bandinio liuminescencijos spektry surinkimui naudojamas Sviesolaidis) - nuo
apSviesto bandinio fluorescuojanti Sviesa sklinda visomis kryptimis, tac¢iau tam , kad

padidintume santyki signalas/triuk§mas, registravimo sistema nustatoma taip, kad
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rezultatui biity minimalus Zadinancios Sviesos Saltinio atspindziy indelis nuo tiriamojo
objekto;

2) Jei Sviesolaidziu Sviesa sklinda dviem kryptim: i§ §viesos $altinio i bandini ir nuo
bandinio { monochromatoriy, tai Sviesolaidis tiesiog nukreipiamas taip, kad
nesusidaryty visiskas atspindys nuo tiriamosios medziagos;

3) Nuo bandinio sklindanti fluorescencija surenkama SviesolaidZiu ir registruojama
monochromatoriuje su CCD kamera;

4) Surinkti monochromatoriuje duomenys analizuojami kompiuteriu.

Visi tyrimai buvo atlikti specialiai pritaikytoje ir paruostoje optiniy tyrimy
laboratorijoje. Laboratorijos langai ir durys uzdengti specialia, Sviesos nepraleidziancia
medziaga, siekiant i§vengti matavimo metu papildomy triukSmy i§ aplinkos. Taip pat, siekiant
papildomai pasalinti atsiradusiy triukSmuy lygi i8 aplinkos, visas bandymy stendas, kuriame
buvo atlickami tyrimai, papildomai buvo apgaubtas specialia juoda, Sviesos nepraleidziancia

medziaga (Vaitkuviené at al., 2007).

4
B
-
-

2.5 pav. Optiné tyrimy schema
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Programiné jranga: Signaly registravimas ir pradinés informacijos apdorojimas
vyksta su spektrofotometro gamintojy programine jranga: ,,4vantes* programa AvaSofi-Basic.

Surinkti duomenys apdoroti Origin, MS Office Excel, Statistica 6.0 ir PAST programomis.

2.5. Darbo Metodika

Bandiniai buvo ruosti keliy tipy eksperimentams: po operacijos pasalinti disko
fragmentai buvo pakuojami ir i$ Vilniaus Universiteto greitosios pagalbos ligoninés,
neurochirurgijos skyriaus transportuojami i Valstybinio moksliniy tyrimy instituto Inovatyvios
medicinos centrq (VMTI IMC), kur $aldomuoju mikrotomu buvo pjaustomi — ruosiami
histologinei analizei ir fluorescencinei spektroskipijai. Ir vieno ir kito tipo eksperimentams
labai svarbi salyga yra kuo skubesnis bandinio tyrimas, todél visi bandiniai yra tiriami po
operacijos pra¢jus ne daugiau nei 48val. Saldomuoju mikrotomu yra daromi 20pm. storio
medziagos pjiviai. Salia esanys fragmentai yra atskiriami histologinei ir fluorescencinei
analizei tam, kad gautus duomenis ateityje galima bty lyginti tarpusavyje (Kozlovskaja at al.
2008).

Pradedant darba, pirmas yra registruojamas aparatiiros tamsinis spektras (2.6 pav.).

Tamsinio spektro registracija yra atlickama be fotosuzadinimo — tai yra aplinkos fono

[ T T S spinduliavimo
L el

- NI EE e E . .. .
e TT— A S—T registracija, kuri

veliau, registruojant
bandiniy
liuminescencijos
spektrus, bus
eliminuojama, siekiant
gauty duomeny
korektiSkumo.
Tamsinio spektro

registracijai pries

pradedant registruoti

2.6 pav. Bendras OOIBase32 programos registravimo langas | bandinio

http://www.avantes.ru/spectrometer/avaspec/Avasoft-raman6_small.jpg liuminesc encij a

pasirenkama Save Dark komanda 1§ komandinés eilutés arba Spectrum | Dark komanda i§

uzduociy juostos.
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Uzregistruotas tamsinis spektras yra biitinas prie$ pradedant registruoti duomeny
liuminescencijos spektrus — tokiu btidu yra pasirenkamas standartinis tyrimy spektras, kuris
atimamas i$ registruojamo bandinio spektro. Tamsinio spektro atémimas i§ bandinio
registruojamo spektro vyksta jau esant fotosuzadinimui ir nekeiciant kity aplinkos salygu -
pasirenkant Store Dark komanda 1§ komandinés eilutés arba Spectrum | Store Dark komanda
1§ uzduociy eilutés. Tamsinio aplinkos spektro registravimo procediira placiau yra apraSyta
gamintojo teikiamame aparatiiros ir programings irangos apraSyme.

Uzregistravus tamsinj aplinkos spektra yra registruoajamas bandinio padéklo
liuminescencijos spektras, kuris po to yra atimamas i§ pacio bandinio liuminescencijos
spektro. Dabar yra nustatomi registracijos parametrai (integravimo laikas — Integ. Time.
(msec.) ir vidurkinimas - Average ), atsizvelgiant | bandinio spektra. Nustatyti parametrai
tamsiniam spektrui ir bandinio liuminescencijos spektrui turi biiti vienodi, prieSingu atvieju
liuminescencijos spektrai bus uzregistruoti nekorektiskai. Atlikus aprasytus nurodymus yra

uzregistruojamas pradinis liuminescencijos spektras (2.7 pav.).

3.5e+6

3.0e+b P 0 um
- €8 um
m —— 132um
=~ 2.5e+6 1 210 um
£ 282 um
% 2 0e+6 e
E
c 1.5e+6 1
e,
S 10e+6
e 1
L

5.0e+5 4

0.0

500 600 700 800
Wavelength /nm

2.7 pav. Padéklo ir bandinio liuminescencijos signaly pavyzdys.
http://www.clas.ufl.edu/jur/200410/images/gustetic_2b.jpg

Liuminescencijos spektrai buvo iSmatuoti diapazone nuo 340nm iki 1000nm.Turimi
bandiniy spektrai yra normuojami pagal ilgabangés srities peti taip, kad toliausiai | ilgabange
sritj nutolgs smailés petis sutapty per visa intensyvuma (2.8 pav.). Siy bandiniy spektrai buvo

sunormuoti pagal visiems bandiniams pastovia forma iSlaikancia ilgabangg sriti (A

-30 -



=540,01nm.) — tai reiSkia kad absoliuciai visy bandiniy amplitudé ties pasirinktu bangos ilgiu
A turi buti 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 daugiklj i§ kurio dabar galime padauginti visa spektra, tam
kad pasirinktame taSke A (A=540,01nm.) jo intensyvumas biity toks, koks yra nustatytas.
Atlikus $i paprasta matematinj veiksma, galime plika akimi matyti spektrinius skirtumus ir
panasumus — panaikiname galimus matavimo artefaktus dél Sviesos Saltinio ar spektro
amplitudés. Jokios jtakos kokybinei analizei toks matematinis veiksmas nedaro. Spektry
normavimas pagal ilgabangg peti Siame darbe buvo atlieckamas naudojantis Origin 7.0
programa. Prelimenariai matomos pagrindinés signaly smailés — matyti, kad sudétingas
signalas susideda i$ keliy paprasty komponenty, todél sekanti procediira yra kiekvieno atskiro
spektro apraSymas normaligja kreive (gausoide). Pagal spektro smailes, spektrai yra apraSomi
keturiomis gausoidémis — iSrySkinamos keturios pagrindinés spektriniy smailiy grupés, kurios
gana tiksliai apraSo turimus spektrus 370-600nm. srityje (2.9 pav.). Detalesné spektry

dedamuyjy analiz¢ atliekama norint gautus duomenis sieti su histologiniy tyrimy iSvadomis.
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1000004 @&
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400 500 600 700 800 400 500 600 700 800
Wavelenght, nm Wavelenght, nm

2.8 pav. Normuotas bandiniy serijos spektras (deSinéje) ir nenormuotas ty

paciy bandiniy serijos spektras (keirgje).

Gauti duomenys saugomi kompiuteryje, kur analizuojami Origin 7.0 ir Excel
programiniais paketais. Duomenims analizuoti naudojome Zinomas fluorofory, esanc¢iuose
miisy tiriamoje medZiagoje, suzadinimo/emisijos i8klotines (Characterization of the
Excitation and Emission Matrices of Possible Fluorophores in Human Tissues and Cells,

2003), kurie, kaip manome, sukelia fluorescencija nagrinétuose bandiniuose (zitréti priedus:

1-3 pav.).
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Fluorescence intensity, SU

Data:i2_Q
Model: Gauss

140000 4 Equation: y=y0 + (A/(W*sqrt(P1/2)))*exp(-2*((x-XC)w)*2)
Weighting:
y No weighting
120000 + Chi*2/DoF =402889.54834
RA2 = 089847
100000 y0 0 £0
xcl 407.37419 +0.69924
wi 24.95857 +1.22046
A1 2484473.74877+291343 95842
80000 xc2 43121775 +1.50872
w2 27.46134 +1.66637
A2 1728812.82613+269270.59366
60000 - xc3 468.00879 +0.5917
w3 3864996 +0.88923
A3 1826396.9807 +117457.36163
xcd  507.88955 +3.2631
40000 + wd 114.18597 +4.27832
A4 3035727.73023+171202.21055
20000 ~
0 T T T T T T T 1
400 500 600 700 800

Wavelenght, nm

2.9 pav. Spektras (juoda linija) ir pagrindiniai spektro gausiniai

komponentai (zalia linija)

Spektry dedamujy statistiné analize atlikta naudojant Stjudento ¢ kriterijy. Pasirinktas

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

Gausinis skirstinys rezultaty apraSymui pasirinktas ne kaip analitinis, o matematinis

metodas , todél gautus rezultatus negalime priskirti konkre¢ioms biocheminéms medziagoms,

esancioms tirtoje medziagoje. Gausinis skirstinys, kaip metodas, pasirinktas del

standartizuoty programy ir pasirinkto tikslo sukurti audiniy kitimy atpazinimo algoritma, kuri

galima bty diegti klinikoje. Analiting schema numatoma toliau tobulinti i§siaiSkinant

pagrindiniy komponenty spektrus ir juos jjungiant i analizés procediira, taciau tam dar truksta

daugelio parametry, o Siame darbe gautos iSvados pasitarnaus tolesniam metodikos

tobulinimui.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siame darbe buvo isskirti stuburo tarpslankstelinio disko /7/-ios degneracijos stadijos
iSvarzy liuminescencijos spektry skirtumai ir gauti duomenys palyginti su degeneraciniy
pokyc€iuy morfologiniu, struktiiriniu bei imunohistocheminiu jvertinimu. Tirti bandiniai buvo
suskirstyti | grupes pagal lokalizacija atliktos atviros chirurginés operacijos metu. Gauti
liuminescenciniai spektrai buvo analizuojami Origin multi-peaks analysis programiniu
paketu, kuris iSrySkina vyraujancios autofluorescencijos bangos ilgio santykini intensyvuma.
Gauti duomenys, buvo analizuojami naudojantis Excel/ statistinés analizés paketu ir lyginami

su gautom histologiném i§vadom.

120000 - Data: ¢3_W
Model: Gauss
Equation: y=y0 + (A/(w*sqrt(P1/2)))*exp(-2*((x-xc)A)"2)
Weighting:
100000 - y No weighting
Chi*2/DoF =541902.69
s RM2 = 0.99
=
: 80000 yO 0 +0
E xc1 40429
8, wi 28.81
= Al 35608722
2 60000 - xc2  431.39
8 w2 2613
§ A2 1677761.98  +251338.33
S xc3 46573 +0.61
T w3 41.44 +1.13
[
40000 A3 2352019.02  +174720.42
xcd 505.18 +4.99
wa 114.84 16.23
3107821.1 +266896.66
20000 —
0 T

T T
400 600

Bangos ilgis [nm]
3.1 pav. Spektro iSskaidymas gausoidéemis.

1; 2; 3 ir 4-tu numeriais pazymétos gausinés dedamosios. Raudonai pabrauktas
yra pirmo gausiano centras, mélynai — pusplotis, o Zaliai — plotas. Raudonu ovalu
yra apibrauktos parametry paklaidos.

Buvo kaupiama visy gauty bandiniy duomeny bazé. Siekiant kuo didesnés duomeny

vairoves i§ turimos tyrimo medziagos, kiekvienas didesnis disko nuopjovos fragmentas buvo
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tirtas keliuose atskiruose taskuose (lazerinés spinduliuotés indukuojamas fluorescencijos
plotas kelis kartus maZzesnis nei bandinys), nes buvo pastebéta, kad kiekvienas fragmentas ne
tik skiriasi tarpusavyje (net ir to pacio paciento), bet ir pats pasizymi skirtinga struktiira, kuri
gali atsispindéti fluorescencijos spektriniuse duomenyse.

Kiekvienas gautas spektras buvo aproksimuotas keturiomis gausoidémis, ka atspindéjo
pagrindinés spektry charakteristikos ir taip iSskirtos pagrindinés keturios dedamosios, kuriy
parametrai buvo reikSmingi tolimesnéje statistin¢je analizéje: gausiano centras, plotas ir
pusplotis (3.1 pav.).

Spéjama, kad pagal liuminescencijos spektro forma ir intensyvuma galima biity spresti
apie duoto bandinio sandara. Zinoma, kad skirtinga kalogeno rasis liuminescuoja skirtingai ir
tai gali buti vienas i atraminiy tasky stuburo iSvarzos degeneracijos stadijai nustatyti. Be to
stuburo tarpslankstelinio disko audinyje be kolageny yra ir kity fluorofory (kraujo, elastino),
kurie gali turéti lemiamos itakos fluorescencijos spektry formai.

Detaliau analizuojant gautus spektrus, pastebéti santykiniai vyraujanciy smailiy
aukscio skirtumai, kurie galéty biiti siejami su esamy fluorofory kiekybine dinamika, kas yra
labai svarbu diagnozuojant stuburo tarpslankstelinio disko degeneracija atskiruose regionuose
ar net taSkuose, priklausomai nuo aparatiiros galimybiy ir matavimo salygu.

Tarpslankstelinis diskas yra sudarytas i§ daugybés medziagy, mes palyginome musu
gautus spektrus su standartinémis suzadinimo/emisijos iSklotinémis ty medziagy, kurios
sudaro tarpslankstelini diska. Standartinés suzadinimo/emisijos iSklotinés (EEM) yra
publikuojamos duomeny bazese (Characterization of the Excitation and Emission Matrices of
Possible Fluorophores in Human Tissues and Cells [duomeny baze internete]. Toronto,
Ontario (Kanada): The Photochemistry and Photobiology. Sukurta 2003
Adresas:http://eemdb.uhnres.utoronto.ca/cgi-bin/WebObjects/WebFluor), jos sudaromos
1$skyrus gryna medziaga, suzadinant ja jvairiais Sviesos Saltiniais ir registruojant
fluorescencijos intensyvuma placiame diapozone. Miisy tyrimuose labai svarbaus fluoroforo
kolageno /I-ojo standartinés suzadinimo/emisijos iSklotinés mums rasti nepavyko, bet
taikydami ta pacia metodika, mes iSmatavome sauso kolageno /7-ojo (,,Sigma‘ kompanija,
JAV) fluorescencija esant 355nm. fotosuZadinimui ir nustatéme, kad jo fluorescencija vyrauja

misy nagrinéjamame diapozone: 370-590nm. (zidiréti priedus: 4 pav.).

-34 -



3.1. Degeneraciniuy Pokyc¢iu Morfologinis, Struktiirinis Ir Imunohistocheminis

Ivertinimas

Nors disko audinys patiria dramatiSkus amzinius degeneracinius pokycius, manome,
kad disko (D), i§varzos (P) ir nutolusiy sekvestry (S) pusiaukiekybinis morfologinis
struktiirinis ir histocheminis tyrimas leidzia palyginti atskiry audini sudaranc¢iy komponenty
(lasteliy, kolageno skaiduly ir matricos baltymy) degeneracijos laipsni, atskirti juos nuo
amziniy poky¢iy ir palyginti su spektroskopinémis kreivémis, gautomis po lazerinés

spinduliuotés fotosuzadinimo.

3. 1. 1. Tarpslanksteliniy disky (D), i§varzy (P) ir sekvestry (S) struktiriniai (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 TW
metachromatiskai (3.1.7 pav.), o Safraninu O - oranzine spalva arba rtig§tiis mucininio tipo
baltymai (nusidazg Alciano meliu melsvai - Zitiréti priedus: 3.7.2 pav.) - mucininé
degeneracija arba //-ojo tipo kolageno baltymai, formuojantys //-ojo tipo kolageno fibriles
(zitreti priedus: 3.1.4 pav.). Neatmetame galimybés, kad sutrikus PG gamybai, chondroidinés
lastelés ima gaminti fermentus, ardancius save pacia ir matrica, kaip kad yra sanario
hialininéje kremzl¢je, nes chondrocitai ypac jautriis bet kokiems PG ir fermenty santykio
pasikeitimams matricoje. Deja, neturéjome galimybés imunohistochemiskai iStirti
kolagenazés ir metaloproteinaziy. Apie chondrocity ir chondroidiniy Iasteliy degeneracija
sprendéme pagal juy hipertrofijq ir rySkia proliferacija, gaminamy pirmtakiniy baltymy
skirtinga rusi, kapsulés turinio vakuolizacija ir lasteliy branduolio piknoze (zitréti priedus:
3.1.1 pav.) ir lastelés mirti (apoptoze) kai lastelés branduolys subyra i chromatino fragmentus.
Giléjant disko degeneracijai abu lasteliy tipai buvo jtraukiami i mazesnius po 2 lasteles
(zitiréti priedus: 3.1.1 pav.), vidutinius iki 8 lasteliy (ziureéti priedus: 3.1.2 pav.) ir stambius
iki 15 lasteliy klasterius (zitréti priedus: 3.1.3 pav.), apribotus viena mukopolisacharidine
kapsule, kurioje, po branduolio apoptozés, lastelés turinys vakuolizavo, keitési gaminamuy

baltymu pobudis kol lastelé visiSkai nustojo funkcionuoti. IStirpus kapsulei, zuvusiy
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chondroidiniy lasteliy gaminami baltymai disko matricoje sudaré zidinines jy sankaupas,
hialinizavo, sutrikdé kolageno skaiduly normalia fibrilogenezg lasteliy iSoréje ir sudaré randus
(zitiréti priedus: 3.1.6 pav.). Maziau degeneruotoje matricoje dazniausiai vyravo /7-0jo tipo
kolageno skaidulos (zitiréti priedus: 3.1.4 pav.), PS nusidaziusios raudonai ir mikroskopo
tamsiame lauke poliarizuojancios zalia spalva (2.2 pav.). Labiau degeneruotuose
pavyzdziuose mazgejo 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 (2.2 pav.). Imunohistochemiskai identifikavome tik
1I-ojo kolageno baltymuy sankaupas ir //-ojo tipo fibriles. Imunohistochemiskai jos dazési
ryskiai ruda spalva (diaminobenzidinas) ir ju lokalizacija sutapo su zaliu poliarizaciniu
Svytéjimu matricoje ir chondroidiniy lasteliy klasteriuose nudazius pjivius PS. Histocheminis
audinio pjuviy nudazymas PS leido nustatyti ne tik disko skirtingy kolageno skaiduly
kokybini sastata, bet ir pusiaukiekybiSkai {vertinti ju pasiskirstyma audinyje (/I///kiti). Disko
(D), i8varzos (P) ir sekvestry (S) audiniy preparatuose, dazytuose AM-PAS gerai iSryskéjo
mazi ir stambiis plySiai (zitiréti priedus: 3.1.5 pav. ir 3.1.6 pav.) pripildyti rig§taus mucininio
skyscio, kuris taip pat persunké disko baltyming matricg ir kolageno skaidulas (zitiréti
priedus: 3.1.8 pav.), sukeldami ryskia jungiamojo audinio edema. Terminaling kolageno
skaiduly destrukcija atspindéjo skaiduly ir juy pluostu fragmentacija i zidinines granuliy
sankaupas (ziuréti priedus: 3.1.7 pav.) - granuliaciné degeneracija arba skaiduly lyzé.
Morfologini ir histochemini disky, ju iSvarzy ir nutolusiy sekvestry degeneracijos laipsni rodo
1 lentelé. Ji rodo, kad rySkiausia degenercijq patyré iSvarzos (P), antroje vietoje buvo nutolg
sekvestrai (S) ir galiausiai tarpslankstelinis diskas (D). Bet tiek diskai, tiek i§varzos, tiek
sekvestrai tur¢jo jvairaus lygio struktiirinius ir histocheminius - cheminio sastato
degeneracijos poky¢ius, kuriy Boos N. nefiksavo savo protokole. Jie gal¢jo labiausiai
atsispindéti fluorescencinése kreivése, nes skaiduliniai komponentai turi tikslia tvarkinga
kristaling struktira, kuri faktiSkai ir sukelia skirtinga poliarizacing spalva skirtingus
cheminius komponentus turin¢ios kolageno skaidulos, nudaZytos PS ir skirtingai

poliarizuojancios.
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1 lentelé. MORFOLOGINIAI IR HISTOCHEMINIAI STUBURO DEGENERACINIU
DISKU, ISVARZU IR SEKVESTRU DEGENERACIJOS POZYMIAI

Strukttiriniy Histocheminiai pokyciai
Bandinio | ., POXYelL T/ Vkiti
numeris | reikStumas TW Safr. O Ale.m- kolagenai
(Boos N., ' PAS
balais)

18-D; 18 L+3 Mx+2 +3 80/0/20
19-D, 22 L+1 Mx+2 +3 40/40/20
23-Ds 14 L+3 Mx+2 +2.,5 10/40/50
28-D,4 15 L+3 Mx+1 +2,5 60/10/30
29-Ds 17 L+3 Mx+1 +3 60/40/0
30-Dg 17 L+0 Mx+0 +2 30/70/0
38-D; 14 L+0 Mx+3 +2 50/20/30
40-Dyg 15 L+2 Mx+1 +3 30/60/10
42-Dyy 16 L+3 Mx+2 +3 70/0/30
14-P, 9 L+2 Mx+2 +2 30/20/50
15-P, 16 L+2 Mx+1 +1,5 40/30/30
17-P; 14 L+2 Mx+2 +2 20/40/40
21-Py 11 L+1 Mx+1 0 10/80/10
22-Ps 13 L+1 Mx+2 +2 60/30/10
24-Ps- 13 L+1 Mx+1 +2 60/30/10
25-Pg 15 L+2 Mx+0 +2 20/60/20
32-Pg 16 L+0 Mx+2 +2 70/10/20
34-Py 14 L+0 Mx+2 +1 50/10/40
35-Py 13 L+2 Mx+2 +2 85/5/10
36-Py; 15 L+2 Mx+2 +2 20/40/40
43-Py, 20 L+1 Mx+0 +2 70/0/30
16-S; 17 L+1 Mx+2 +2 20/30/50
26-Ss 22 L+0 Mx+1 +3 50/0/50
27-Se 14 L+2 Mx+3 +2 50/10/40
31-S; 18 L+2 Mx+3 +3 60/10/30
38-Sg 19 L+2 Mx+3 +3 60/10/30
41-Sg 21 L+2 Mx+2 +2 40/10/50
44-S, 22 L+2 Mx+2 +3 20/50/30
45-Sy, 21 L+2 Mx+2 +3 40/40/20

3. 1. 2. Morfologiniai ir histocheminiai degeneracijos poZymiai méginiuose i§ disko

gilumos (D grupé; n=9)

Misy gautoje medziagoje diskuose vyravo chodroidiniy lasteliy hiperplazija,
hipertrofija ir proliferacija, vidutiniai ir stambis chondroidiniy lasteliy klasteriai su
totalia lasteliy branduoliy piknoze ir apoptoze, vidutiniS§ku ir gausiu skysciy kiekiu tarp

klasterius sudaranciuy lasteliy ir kapsulés, skysciai smulkiuose ir stambiuose plySiuose
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ir matricos baltymy persunkimas skysc¢iais. Penkiuose diskuose dar vyravo //-ojo tipo
kolageno skaidulos, dengiancios iki 80% (ziaréti priedus: 3.1.8 pav.) pjuvio ploto.

Sesiy disky chondroidinés lastelés gamino (L+3) ir matrica turéjo (Mx+3)
gausias PG sankaupas, dazniausiai disko centre nucleus pulposus arba jo likuciuose.
Esant sveikesnioms 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.

3. 1. 3. Morfologiniai ir histocheminiai degeneracijos pozymiai tarpslanksteliniy disky

iSvarzose (P grupé; n=12)

Kaip matome 1-oje lenteléje P grupés iSvarZzuy degeneracijos laipsnis buvo
didesnis uz tarslanklsteliniy disky (D-grupé) ir didziausias trijuose audiniuose. 4—iose
18varzose vyravo mazos chondrocity lasteleés, likusiose 8-iose vidutiniSki ir stambiis
mazy ir dideliu chondroidiniy lasteliy klasteriai su totalia branduolio apoptoze ir PG
Zidininémis sankaupomis iSvarZos jungiamajame audinyje. Labiausiai degeneruotos
lastelés iSsidésté iSvarzos krastuose, kaip ir disko pjiiviuose.

Skaidulini iSvarzos komponenta sudaré vyraujanios [-ojo kolageno tipo
skaidulos iki 50%, II-o tipo kolageno skaiduly sumazéjimo saskaita ir padidejes kity
kolageny skaidulinis komponentas, siekiantis net iki 50% keliose i§varzose. Daznos
1Svarzos turéjo hialininés kremzlés fragmentus centre arba kraStuose (zidréti priedus:
3.1.9 pav.) Zidininés smulkios PG sankaupos, pasklidusios difuziskai po visa i§varza.
Matomi atskile nuo krasty audinio fragmentai ir reti smulkiis granuliacinio audinio
zidinéliai iSvarzos kraStuose. Trys diskai krastuose turéjo 2 ir 3-ju skory (<50 lasteliy
zidinyje) perivaskulininius uzdegiminius Zidinius, dazniausiai 1§ fibroblasty, histiocity,
limfocity, nesubrendusiy plazminiy lasteliy su sensoriniy lasteliy su ilgomis
citoplazminémis iSaugomis priemaiSa, ¢ia buvo matomi ir keliolika smulkiy
kraujagysliu plySiy (Ziaréti priedus: 3.1.10 pav.), tai patvirtina teorija, kad autoimuniné

ovive

medZiagai susilietus su peridurinémis kraujagyslémis.
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Matéme kolageno skaiduly fragmentacija ir zidinines smulkias granuliy
sankaupas, sumazéjusius PG kiekius, kai kuriose iSvarzose lastelés visai nustojo juos
gaminti, bet padaugéjo lasteliy su Alciano méliui teigiamais mucininio tipo skysciais.

Tuo bidu, disko jungiamasis audinys pasizyméjo degeneracijos pozymiu
tvairove be nurodyty protokole, pasipildé, jame nenurodytais, tokiais kaip kremzliniai
fragmentai, iSvarzos kraSty fragmenty atskilimas, didesnis matricos baltymu ir

skaiduly degeneracijos laipsnis.

3. 1. 4. Morfologiniai ir histocheminiai degeneracijos pozymiai nutolusiuose nuo disko

sekvestruose (S grup¢; n=8)

Sekvestry degeneracijos laipsnis kiek maZzesnis, nei i§varzos, 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 klasteriuy
detritas. /7-ojo tipo kolageno skaiduly maz¢jo 1iki 20% daugéjant kity tipuy kolageno
skaiduloms net iki 50- 80% (ziaréti priedus: 3.1.11 pav.). Riig8¢iy mucininio tipo
skysc¢iy padaugejo labiausiai iki 2 baly tiek matricoje ir stambiuose plySiuose.

Sekvestry krastuose pasitaiké rety uzdegiminiy lasteliy, tik viename gausesnis -
3 skory uzdegimo zidinys (limfocitai, plazminés Iastelés, histiocitai, fibroblastai).
Viename sekvestre steb¢jome 1 krasta jaugusias nervines ataugeles, rodancias

sekvestro lokalizacija Salia nerviniy Sakneliy.

3. 2. Grupiy Statistinis 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, turé¢jo maziausia degeneracijos laipsni, laisvi sekvestrai- didziausia. Grupés
nesiskyré pagal amziy, kolageny koncentracija. Grupés skyrési pagal Komori indeksa D<P<S
(p=0,001), laisvi sekvestrai buvo toliausiai migravg nuo motininio disko. Grupés skyrési pagal
proteoglikany radima D>S5>P (p<0.0001). Grupés skyresi pagal mucininiy skysc¢iy radima
D>S>P (p=0,001). Méginiai i$ disko gilumos turéjo didziausia proteoglikany ir mucininiy
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skysciy kieki. Grupés nesiskyré pagal Pfirrmann (MRT) degeneracijos laipsni. Magnetinis
rezonansas neatspindéjo disko iSvarzos biocheminés struktiiros sandaros.

Buvo atlikta visy trijuy méginiy grupiu (D, P ir S) gausiniy komponenty koreliaciné
analizé su bendru degeneracijos indeksu (Boos N.) grupés méginiuose (zitiréti priedus - 2
lentelé). Rezultatai parodé, kad 1§ visu keturiy dedamyju, su degeneracijos indeksu geriausiai
koreliavo biitent iSvarzos meéginiai (P grupé) (3 lentelé).

3 lentelé. Degeneracijos Ingekso Koreliacija Su Spektry Komponentais*

Grupé/gausoidé 1 2 3 4
D -0,03 0,24 -0,13 0,43
P -0,35 0,29 -0,48 0,66
S 0,02 0,02 -0,08 0,5

* iSreiksta % ir apvalinta Simtyjy tikslumu
IS lenteléje pateikty duomeny matome tokias tendencijas:

e su degeneracijos indeksu geriausiai koreliuoja 4-ta gausoidé (deSinysis
stulpelis);

e didziausia koreliacijos koeficienta atitinka labiausiai histologiskai
degeneravusiy méginiu grupé (P), maziausia degeneracijos ir histologijos
koreliacija pasizymi maziausiai degeneravusi grupé (D) (1 lentelé);

e P grupés méginiy koreliacija su gausoidémis yra stipriausia: su 1 ir 3
atvirkstiné koreliacija, o su 2 ir 4 - tiesioging.

Koreliacijos koeficientas, dé¢l ribotos grupés méginiy imties (12 meginiy P grupéje),
Siuo atveju rodyty ne tiesioging priklausomybeg tarp pasirinkty parametry, bet tendencijas,
kurias ateityje, esant pakankamai im¢iai galima biity patvirtinti arba paneigti naujiais
statistiniais skai¢iavimais.

P méginiy grupé, pagal bendra degeneracijos indeksa buvo salyginai padalinta i dvi
grupes — su mazesniu (maziau nei 15) ir didesniu (daugiau arba lygu 15) degeneracijos

indeksu (3.2.1 pav.).
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<14 wx=14

band nridata ||:|eg.-“ Iaip5n|f1 plotas band nr/data |I:|Eg.-" Iaipsn|4 plotas
F104.09 9 1733247 P1109.01 15 J633065
P10 09.01 13 2060704 P2 04.09 16 465725
P4 0611 1 263965584 P304.22/04 23 14 3111362
P5 0511 13 831301 PR 15 2005087
=) 13 2444170 Fa 0211 16 2861342
P 09.01 14 JE067ER
P12 20 3864316

3.2.1 pav. P grupés méginiy suskirstymas | dvi grupes: mazesnes

degeneracijos(kairéje) ir didesnés degeneracijos (desinéje).

Pirmas stulpelis kairéje — bandinio numeris ir tyrimo data; antras —
degeneracijos indeksas; treCias — ketvirtosios gausiodés plotas.

Gauty dvieju grupiy statistiné analiz¢ atlikta naudojant Stjudento t kriteriju.
Pasirinktas reikSmingumo lygmuo p<0,05, kuriame rezultatai laikyti statistiSkai patikimais.
Testas parodé, kad pagal degeneracijos indeksa suskirstyty grupiy 4-tosios gausinés

dedamosios plotai patikimai skyreési (p=0,001) (4 lentelé).

t-Test: Two-Sample Assuming Unegual Wariances

Varable T Variable 2

hlean 18941821 1571429
“Wariance 4 ZZ2E+11 4 238095
Ohserations 5 7
Hypothesized Mean Difference 0

df 4

t Stat B BE2819

P(T==t) one-tail I ] EIEI13EI3_|

t Critical one-tail 2131847

P(T==t) two-tail 0, 002607

t Critical two-tail 2778445

4 lentelé. Gauty dviejy P grupiy statistiné analizé atlikta naudojant Stjudento t
kriterijy.

Tirtas grupes sudaré pakankamai maza imtis (visol2 atvieju), tai galéjo jtakotj toki
didelj reikSmingumo lygmeni tarp tirty grupiy. Nepaisant to, minétieji skai¢iavimai, nors ir
neparodo tiesioginio tikslaus duomeny pasiskirstymo skirtumo, bet yra pakankami nustatyti
spektriniy duomeny tendencijas. Remiantis minétais skai¢iavimais (ketvirto gausinio
komponento koreliacija su P grupés duomenimis ir pakankamai didelis reik§mingumo lygmuo

atskyrus grupes pagal degeneracija), galime numanyti, jog tirtame sausgysliniame ziede (P
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grupé) galima biity jvertinti degeneracijos laipsni, priklausantj nuo spekroskopiniu metodu
gauty duomenu.

Nustatéme, kad pagrindiniy tarpslankstelinio disko fluorofory: kolageno 7, kolageno 17
ir elastino suzadinimo fluorescencijos spektrai atitinka miisy iSmatuota diapazona.
Remdamiesi zinynais ir savais matavimais (kolagenas /7) nustatéme, kad kolageno 7, kolageno
11 ir elastino fluorescencija randama miisy tirtoje emisijos juostoje (zitréti priedus: 1-4 pav.).
Misy iSmatuoti spektrai atspindi daugelio endogeniniy fluorofory buvima tarpslanksteliniame
diske ir ju spektry persiklojima. Be to fluorescencijos spektry désningumai 470-540nm. ruoze
dazniausiai gali atspindéti jvairius metabolinius kitimus lastelése — tai galéty biiti tolimesnio
biocheminio tyrimo kryptis. Tuo tarpu fotodiagnostiniam algoritmui svarbus spektro

komponenty patikimas, statistinis skirtumas lyginamose audiniy grupése, o ne ju ivardinimas.
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ISVADOS

Metodiskai atlikta spektroskopiné stuburo tarpslankstelinio disko tyrimo in vitro analizé
parodé liuminescencijos spektry ir bendro degeneracijos indekso (Boos N.) koreliacijos
tendencija;

IS gauty fluorescencijos spektry galima netiesiogiai spresti apie disko degeneracijos
laipsnj — 4-tas gausinis spektro komponentas koreliuoja su bendru degeneracijos indeksu
(P>S>D);

Stuburo tarpslankstelinio disko sausgysliniame ziede (P grup¢), naudojantis
spektroskopiniais metodais, netiesiogiai galima jvertinti bendra degeneracjos indeksa
(Boos N.) — skirtingo bendro degeneracijos indekso méginiai patikimai skiriasi
tarpusavyje pagal spektroskopinius parametrus

. Autofluorescenciniai in vitro tyrimo rezultatai leidzia tikétis spektroskopinio
degeneracijos laipsnio nustatymo disko i§varzoje (P grupe¢), perkutaninés lazerines disko

dekompresijos procediiros metu ir planuoti gydyma pagal spektroskopinius duomenis.
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Darius Varanius

STUBURO ISVARZOS AUDINIO AUTOFLUORESCENCIJOS TYRIMAI

Magistrinis darbas

Santrauka

Atlikta klinikinés medziagos spektroskopiné analiz¢ indukuojant
autofluorescencija lazerine spinduliuote. Eksperimento metu naudotas nesiojamas trecios
harmonikos generatorius (355nm.). Tiriamoji medziaga atviros stuburo i§varzos
pasalinimo operacijos metu buvo imta i§ skirtingy viety: D- 1§ disko gilumos, P — i§varza
1§ po raiscio ir S — laisvas sekvestras. Viso buvo surinkta 29 bandiniai: 9 - D, 12— P ir 8
S. Eksperimenty mety gauti rezultatai buo lyginami su histologinémis tos pasios
medziagos iSvadomis.

Misy atlikty tyrymuy rezultatai rodo, kad sukeltoji autofluorescencija rodo
skirtingas medZiagas sudarancias tarpslankstelini diska. Manome, kad pritaikius
spektroskoping analiz¢ galima nustatyti disko biocheminés struktiiros kitimus, taipogi,

netiesiogiai spresti apie disko degeneracijos procesa. IS spektro sudedamyjuy komponenty

galima prelimenariai nustatyti tarpslanksteliio disko i§varZos sausgyslinio ziedo (P grupé)

degeneracijos lygmeni, kuris neatsispindi kitais, neinvaziniais atvaizdavimo metodais.
Pasalinty tarpslankstelinio disko méginiy spektrinis tyrimas sudaro pagrinda

tolimesniems degeneruojancio disko biocheminiams ir spektriniams tyrimams.

-44 -



VILNIUS UNIVERSITY
FACULTY OF NATURAL SCIENCES
DEPARTAMENT OF BIOCHEMISTRY AND BIOPHYSICS

Darius Varanius

INVESTIGATION OF SPINAL HERNIA TISSUE AUTOFLUORESCENCE
SPECTRUM

Master thesis

Summary

The analysis of material of clinical state was made inducing the autofluorescence
using the third harmonic 355 nm. laser radiation generator. Experimental material was taken
during open vertebral hernia removal procedure. Accordingly to intraoperative findings, all
the samples were divided into three groups: D group- disc specimen gathered from inside the
disc space; P group- herniation removed from subligamentous space; S group- free sequester
in direct contact with epidural vessels. For the final assessment 29 disc specimens were
collected. Stained disc sections were evaluated also histologicaly.

The results indicate that auto fluorescence refers to different substances
constituting intervertebral disc. Spectral analysis can be used to determine biochemical
changes content of intervertebral disc matrix, and signs of disc degeneration can be
identified indirectly. According to the spectral gaussian components in spectra,
degeneration in intervertebral disc (P group) may be determined indirectly. Moreover,
spectroscopy may be a new very sensitive tool in determining intervertebral disc
degeneration where other non-invasive methods are helpful.

Spectroscopic analysis of intervertebral disc removed during open surgery,
creates background for further investigation on degenerating intervertebral disc spectral

features and biochemical changes.
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4 pav. Sauso kolageno ll-ojo fluorescencija esant 355nm. fotosuzadinimui

P AR e @ . :
3.1.1 pav. Mazi chondroidiniy Igsteliy klasteriai ir juose gaminami proteoglikanai
rySkiai metachromatiski dazant TW. Lasteliy klasteriai, jsiterpe tarp disko
kolageniniy skaiduly patyrusiy ryskig fibriliacijg su iSplautais proteoglikanais i$
matricos sekvestro pjavyje. TW x 400.
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3.1.2 pav. Rugstus mucininio tipo skysc€iai (Alciano mélis+) vidutinio dydZio
chondroidiniy Igsteliy klasteriuose, apsupti mukopolisacharidine kapsule (PAS+) ir
chondroidiniy Igsteliy branduoliy piknozé. Skysciai persunkia skaidulinj matrica.
Alciano melis-PAS x 200.

- g v.,:...

3.1.3 pav Siambus (|k| 15 Iastellq) chondr0|d|n|u_ Iastellq klasterlal labai
piknoziskais branduoliais, vakuoliSka citoplazma ir iStirpusiomis kapsulémis arba jy
likuCiais rySkiai degeneruotame sekvestre. HE x 400.
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3.1.4 pav. ll-ojo tipo kolageno imunohistocheminis Zymuo chondroidiniy Igsteliy

vidutiniuose klasteriuose ir skaidulinéje sekvestro matricoje. Imunohistocheminis
dazymas panaudojus antiklinus prie$ //-ojo tipo kolagena, Zymétus krieny,

peroksidaze. IHC x 400.

3.1.5 pav. Smulkis plySiai sekvestro skaidulinéje matricoje ir tarp degeneruojanciy
chondroidiniy Igsteliy klasteriy. Alciano mélis-PAS x 400.

-55.-




3.1.6 pav. Stambus plyéiai pripildyti rﬂgéi mucininiy Iqu isiterpe tarp ryskiai
degeneruoto disko skaiduliy pluosty ir jas fragmentuoja. Alciano mélis-PAS x 400.

3.1.7 pav. Granuliné kolaeno skaiduly fragmentacija nutolusiame sekvestre su
pavienémis degeneruotomis chondroidinémis lastelémis. TW x 200.

-56-




....
.

l.\ a2 4 .o 2 v
3.1.8 pav. Vyraujantis Il-o tipo kolageno Zymuo disko (D grupé) audinyje (ryskiai
ruda spalva) ir chondroidinése lgstelése. Lasteliy branduolio chromatininiai
fragmentai (apoptozé) matomi ir matricoje ant //-ojo tipo skaiduly. IHC x 400.
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3.1.9 pav. Diskogeninés kilmés kremzlés fragmentas su destrukciniais
chondrocitais jsiterpes j iSvarzg riboje su iSvarZos vakuoliSku chondroidiniy

Igsteliy klasteriu. TW x 400.

AN L N Pt ol

3.1.10 pav. Granuliacinio audinio Zidinys su limfocitais, histiocitais, fibroblgstais ir

sensorinémis lgstelémis ilgomis citoplazminémis ataugomis iSvarzos krastuose. H-
eo x 200.
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3.1.11 pav. Sekvestras su degeneravusio skaidlinio Ziedo elementais, sekvestro

skaidulinj substratg sudaro vyraujancios kity ir I-o kolageny sankaupos su Zaliai
poliarizuojancio /I-ojo kolageno smulkiais zidinéliais. PS x 200.

ausai
1 2 3 4
Grupe
Colupn T Column 2 Column T Coluran 2 Colurn T Calumn 2 Coluran T Column 2
D Column 1 | 1 Column 1 | 1 Calumn 1 | 1 Calurmn 1 | 1
Column 2 | 0,03166 1 Column 2 | 0,241763 1 Calurmn 2 0,1347 1 Colurnn 2 | 0,434455 1
Colurn 1 Caluran 2 Column 1 Coluran 2 Calurn 1 Golumn 2 Coaluran T Caluran 2
P Colurmn 1 | 1 Colurn 1 | 1] Calurmn 1 | 1 Calumn 1 | 1
Column 2 | 0,34909 1/ Column 2 | 0,292423 1 Column 2 | 047896 1 Column 2 | 0,664057 1
Colurn 1 Colurmn 2 Column 1 Coluran 2 Colurmn 1 Column 2 Coluran 1 Caluran 2
5 Colurmn 1 1 Colurnn 1 1 Calurin 1 1 Calurin 1 1
Column 2 0,020697 1/Column2 | 0,015989 1 Column2 | 0,08128 1/ Column 2 | 0,49899 1

2 lentelé. Méginiy grupiy (stulpelis) gausiniy komponenty (eiluté) koreliaciné
analizé su bendru degeneracijos indeksu grupés méginiuose (Boos N.).
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