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Pouzité zkratky

AANS

AMPA

AOS

AP
AQP
ATP
BBB
Bcl-2
Bcl-xI
BMP
BSCB
Ca
CNS
CPG
CSF
CSPGs
CT
EDTA

FGF

Americka asociace neurochirurgickych spole¢nosti; American

Association of Neurological Surgeons
a-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-propionat

Pracovni skupina pro spindlni osteosyntetickou problematiku;

Arbeitsgemeinschaft fiir Osteosynthesefragen Spine
pfedo-zadni; antero-posteriorni

aguaporin

adenosin tri fosfat

Basso, Beattie a Bresnahanovo skére

signalni molekula; B-cell ymphoma 2

signalni molekula; B-cell ymphoma-extra large
kostni protein; Bone morphogenetic protein

bariéra mezi krvi a michou; blood-spinal cord barrier
vapnik; calcium

centralni nervovy systém

generator rytmickych pohyb(; common pattern generator
mozkomisni mok, cerebrospinal fluid
chondroitin-sulfatové proteoglykany

pocitacova tomografie, computed tomography
ethylen-diamino-tetraacetylova kyselina

fibroblasticky rlistovy faktor; fibroblast growth factor



GST gluatathion S-transferaza

hWJ-MSCs lidské mesenchymalni kmenové bunky ziskané z Whartonova rosolu;
human mesenchymal stem cells derived from Wharton’s jelly

ICAM signalni molekula; intracellular adhesion molecule

IL interleukin

IP10/CXCL10 signalni molekula; interferon-inducible protein 10

iPS indukované pluripotentni kmenové buriky; induced Pluripotent Stem
Cells

K draslik; kalium

KA kainatova kyselina; kainic acid

LAT bocni; lateralni

LP lumbalni punkce

MAG myelin-asociované glykoproteiny

MCP-1 signalni molekula; monocyte chemotactic protein-1

MCU mitochondridlni kalciovy prenasec (uniporter)

MDA malondialdehyd

MIP-1a a MIP-1

interleukin; macrophage inflammatory protein-la a 1B

MIP-2 interleukin; macrophage inflammatory protein 2

MMP-9 matrix metalloproteinaza-9

MP methyprednisolon

MR magnetickd rezonance; magnetic resonance

MSC mezenchymalni kmenova bunka; mesenchymal stem cell
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Na sodik; natrium

NADPH nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfat

NADPO nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfat oxidaza

NASCIS multicentricka studie miSniho poranéni; National Acute SCI Study
NG2* neuronadlni gliova protilatka; Neuron-glial antigen 2*

NMDA N-methyl-D-aspartatova kyselina

OECs buriky derivované z olfaktorniho bulbu; olfactory ensheathing cells
OMgp oligodendrocytovy myelinovy glykoprotein

OPCs oligodendrocytarni prekursory, oligodendrocyte precursor cells
PARP Poly (ADP-rib6zo) polymeraza

gPCR kvantitativni polymerazova retézova reakce; quantitative Real-time

polymerase chain reaction

RHOA GTPaza, Ras homolog gene family member A

RNS reaktivni dusikaté produkty; reactive nitrogen species

ROS reaktivni kyslikové produkty; reactive oxygen species

Rpm otacky za minutu, rotates per minute

SCI poranéni michy; spinal cord injury

SCIWORA poranéni michy bez radiologického korelatu; Spinal cord injury without

radiological abnormality

SOD superoxid dismutaza
Th-L hrudné-bederni (torako-lumbalni) ¢ast patere
TNF interleukin; tumour necrosis factor
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VBA

VBI

VCAM

VECs

VEGF

Uhlova deformita obratle, vertebral body angulation
pomér komprese obratle, vertebral body index
signalni molekula; vascular cell adhesion molecule
vaskularni endotelové bunky; vascular endothelial cells

vaskularni rastovy faktor; vascular endothelial growth factor
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Souhrn

Zlomeniny patefe sdruzené s poranénim michy (SCI) patfi k zdvainym medicinskym stavim.
Zatimco terapie obratlovych zlomenin hrudné-bederni oblasti patere patfi k zakladnim
neurochirurgickym operacim, |é¢ba tézkého misniho poranéni je klinicky neuspokojivad a
odkdzana na pokrok na poli experimentdlni mediciny. Tato prace je zamérena jak na klinické
zhodnoceni nového mini-invazivniho zpuUsobu stabilizace zlomeniny obratle, tak na

experimentalni 1é¢bu misniho poranéni pomoci poddavani lidskych mezenchymalnich bunék

......

Pti experimentalni |écbé SCI u modelu potkana pomoci hWJ-MSCs byly porovnany rdzné
jednotlivé davky (0,5 M a 1,5 M) a efekt opakovaného poddvani pomoci lumbdalni punkce pfi
porovnani s kontrolnim vzorkem. Lécba byla aplikovdna v jedné davce 7. den po SCl, nebo ve
tfech po sobé jdoucich davkach vidy v rozmezi 7 dni. Lécba pomoci inovativni protizanétlivé
latky nanokurkuminu v porovnani s prazdnym nanonosi¢em byla aplikovana lokalné k mistu
poranéni ihned po vytvoreni SCI s naslednym ctyitydennim podkoznim podavanim. Efekt
|éCby byl pravidelné hodnocen sérii behavioralnich testd (BBB, chlize po kladiné, motoRater).
Po ukonceni experimentu, 9. tyden po SCI, byla extenzivné vySetfena misni tkan
imunohistochemicky (rozsah gliové jizvy, axonalni sprouting, pocet protoplazmatickych
astrocytll), histologicky (morfometrie misni tkané) a pomoci gPCR exprese vybranych genu
(Gfap, Casp3, Irf5, Cd86, Mrcl1, Cd163, Sortl, Fgf2, Olig2, Gap43, Vegf, Nfk8) a cytokinl (IL-
1B, TNF-q, IL-6, IL-12, CCL-5, IL-11, IL-10, IL-13).

PFi 1é¢bé pomoci hWJ-MSCs bylo prokazano signifikantni zlepSeni hybnosti dolnich koncetin u
vSech skupin s vyjimkou davky 0,5 M. Vysledek histologické a imunochistochemické analyzy
pak ukazal, Ze ¢im vyssi byla podana davka bunék, tim pozitivnéjsi efekt byl zaznamenan na
axonalni sprouting, zachovani Sedé a bilé hmoty misni a sniZeni rozsahu gliové jizvy. mRNA
markery makrofagli a apoptdézy byly méné exprimovany po aplikaci 3x1,5 M. Bylo
konstatovano, Ze pozitivni efekt |1é¢by pomoci hWJ-MSCs je zavisly na podaném poctu bunék

a opakované aplikaci.
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Analyza efektu Ié¢by nanokurkuminem odhalila signifikantni zmény v pohybu dolnich koncetin
s lepsi schopnosti nosnosti vlastniho téla. V histologickém a imunohistochemickém hodnoceni
miSnich fez( byla signifikantné vice zachovdna bild miSni tkan, snizeny rozsah gliové jizvy a
vysSi axonalni sprouting ve skupiné |éCené nanokurkuminem. gqPCR zanétlivé odpovédi

odhalilo signifikantni zmény v expresi zanétlivych cytokinl v prvnich dvou tydnech po SCI.

V retrospektivnim klinickém porovnani soubor( pacientl operovanych klasickou otevienou
zadni transpedikuldrni stabilizaci (OPEN), nebo mini-invazivni perkutdnni stabilizaci (MIS) byla
pozornost zamérena predevsSim na radiologické zhodnoceni sprdvnosti pozice umisténi
pedikularniho Sroubu, Cobbav Uhel, angulaci obratle (VBA) a index zlomeného obratle (VBI).
Dale byly zhodnoceny Casy operaci a peroperacni expozicni ¢asy RTG zareni. Pfi celkovém
zhodnoceni 147 pacientl v letech 2015-2018 nebyly mezi jednotlivymi skupinami nalezeny
signifikantni rozdily v po¢tu malpozic pedikularnich Sroubl ani ve vyvoji radiologickych
parametrd kyfotizace. Naopak byl nalezen signifikantné delSi operacni ¢as ve skupiné OPEN a
signifikantné vyssi expozi¢ni ¢as RTG zareni ve skupiné MIS. Metoda MIS byla zhodnocena jako

bezpecna alternativa k metodé OPEN u selektivnich indikaci operaci zlomenin patere.

Klicova slova: misni poranéni, lidské mezenchymalni kmenové buriky z Whartonova rosolu
(hWJ-MSCs) - nanokurkumin - zanétlivd odpovéd - neuroregenerace - gliova jizva - axonalni
sprouting - oteviena stabilizace - mini-invazivni perkutanni stabilizace - traumaticka
zlomenina obratle - pedikularni Sroub
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Abstract

Vertebral body fractures together with the spinal cord injury (SCI) remain a challenging
medical condition. While management of the thoracic-lumbar (Th-L) vertebral fractures
belongs to basic neurosurgical procedures with a usually excellent outcome, treatment of the
severe spinal cord injury has mostly unsatisfactory results and thus novel approaches are
highly in demand. In this study, experimental treatment of the SCl in a rat model using human
mesenchymal stem cells derived from Wharton’s jelly (WJ-MSCs) and a novel highly water
soluble, nano-formulated curcumin is evaluated. Furthermore, a novel method of mini-
invasive percutaneous posterior stabilisation (MIS) of Th-L vertebral fractures is

retrospectively compared with classical open posterior (OPEN) procedure.

To assess the effectivity of hWJ-MSCs treatment in the ischemic-compression model of SCl in
rats, different dosages (0.5 or 1.5 million cells) and repeated applications were compared.
Cells or saline were applied intrathecally by lumbar puncture once, or in three consecutive
weeks after injury. Nanocurcumin and a vehicle nanocarrier as a control were delivered both
locally, immediately after the spinal cord injury, and subcutaneously during the four
consecutive weeks after SCI. Rats were assessed for locomotor skills (BBB, flat beam,
motoRater) for 9 weeks. Spinal cord tissue was morphometrically analysed for axonal
sprouting, sparing of grey and white matter and astrogliosis. The expression of endogenous
genes (Gfap, Casp3, Irf5, Cd86, Mrcl, Cd163, Sortl, Fgf2, Olig2, Gap43, Vegf, Nfk8) and
interleukins (IL-1B, TNF-q, IL-6, IL-12, CCL-5, IL-11, IL-10, IL-13) was studied with qRT PCR.

Significant recovery of functional outcome was observed in all of the hWJ-MSCs treated
groups except for the single application of the lowest number of cells (0.5 M). Histochemical
analyses revealed a gradually increasing effect of grafted cells, resulting in a significant
increase in the number of GAP43* fibers, a higher amount of spared grey matter and reduced
astrogliosis. MRNA expression of macrophage markers and apoptosis was downregulated
after the repeated application of 1.5 million cells. We conclude that the effect of hWJ-MSCs

on spinal cord regeneration is dose-dependent, and potentiated by repeated application.
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The behavioural tests revealed a significant improvement of the biomechanics of hind limbs
with a better weight-carrying ability in the nanocurcumin treated group, compared to the
nanocarrier control. An immunohistochemical and histological analysis confirmed a significant
sparing of the white matter tissue, a reduced area of glial scaring and a higher amount of
newly sprouted axons in the nanocurcumin treated group. The mMRNA expression of
endogenous genes and interleukins showed changes in the expression of the inflammatory

cytokines in the first two weeks after SCI.

Retrospective clinical analysis of the patients who suffered traumatic vertebral fracture(s) of
the lower thoracic and lumbar spine and were operated by classical open posterior
stabilisation (group OPEN) or by mini-invasive percutaneous posterior stabilisation (group
MIS) was performed. The precise position of the pedicular screws, Cobb’s angle, vertebral
body angulation (VBA), vertebral body index (VBI), duration of the surgery and exposition to
the X-ray was evaluated. In the period 2015-2018 totally 147 patients were analysed. We
found no significant difference in number of pedicle screw malpositions, Cobb’s angle, VBl and
VBA between the groups. While duration of the operation was significantly shorter in the MIS
group, exposition time to the X-ray was in the same group significantly higher. MIS procedure

was found as a safe and comparable to the classical OPEN surgical procedure.

Key words: spinal cord injury - human mesenchymal stem cells derived from Wharton’s jelly
(hWJ-MSCs) - nanocurcumin - inflammatory response - neuroregeneration - astrogliosis -
axonal sprouting - open stabilisation - mini-invasive percutaneous stabilisation - traumatic
vertebral fractures - pedicular screw
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1. Uvod

Patefr, jakoito biomechanickd jednotka slozenda zfady kosténych struktur (obratl(),
meziobratlovych kloub(, desti¢ek a vazivového aparatu (ligament), je nejen zakladni osovou
strukturou lidského téla umoziujici vzpfimené drzeni, ale také poskytuje ochranu pro michu,
ktera probiha v chranéném uUseku patefniho kandlu (canalis vertebralis). Urazové zlomeniny
patere jsou zpuUsobené vysokoenergetickym traumatem, pficemz az 80 % je lokalizovano
v hrudni a bederni patefi (1, 2). Necastéjsi oblasti traumatické fraktury pak byva tzv.
torakolumbdlni (Th-L) junkce oblasti Th10-L2, kde dochazi k preneseni energie z mobilni
lumbalni ¢asti na rigidni torakalni ¢ast (3). Nejcastéjsi pri¢inou zavainych poranéni patere
v Ceské republice (CR) jsou pady z vysky a automobilové nehody (Tab. 1).

U zavainych a sloZitych zlomenin patere, pfi kterych dochdzi bud k vyznamné dislokaci

fragmentu kosti, nebo k distrakéné-rotaénimu pohybu v oblasti paterniho kanalu byva casto

nasledkem zranéni rdzny stupen poranéni michy.

Poranéni michy (Spinal cord injury, SCI) je zdvazné mutilujici onemocnéni, které vyznamné
ovlivni Zivot postizeného pacienta, a které ani v 21. stoleti medicina nedokaze uspokojivé lécit,
potazmo vylécit. Incidence misSniho poranéni ve Spojenych statech Americkych (USA) je
pfiblizné 54 pfipad na 1 milion lidi, v Ceské republice (CR) je incidence o néco nizsi, kdy je

ro¢né léceno asi 230-300 pacientl (Tab. 1).
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I 2016]  2015]  2014]  2013]  2012]  2011]  2010]  2009]  2008]  2007] 2006
celkovy pocet 281 278 243 266 285 303 257 263 237 261 249
pohlavi _muii 202 203 180 184 220 225 189 186
Zeny 79 75 63 82 65 78 68 77
pramérny vék 539  s1.5]  516]  53.9] 482 48| 47.67 49|  49.67] 425 47
vyska léze C 125 128 117 113 130 139 105 119 109 115 121
Th 107 99 93 113 114 123 106 105 94 117 88
L 49 51 33 40 41 41 46 36 34 29 37
AlS A 77 83 67 59 85 79 73
B 32 26 23 27 29 23 15
c 67 ) 69 70 68 113 )
D 105 79 84 110 103 88 79
etiologie _pad 86 75 78 94 98 87 66 70 64 67 70
auto/moto 45 42 30 31 50 54 48 44 56 70 60
sport 10 15 10 11 12 18 9 24 16 29 19
voda 10 12 13 12 19 19 20 20 21 15 18
jiné trauma 10 11 11 5 9 17 10 18 5 23 19
cévni 25 25 19 18 12 19 16 14 6 12 16
zanét 29 35 26 37 29 18 16 28 19 14 13
tumor 21 24 17 17 17 25 26 20 13 18 11
jiné 45 39 33 41 34 39 42 24 34 11 15

Tab. 1 Celkovy pocet pacientd |é¢enych ve spinalnich rehabilitaénich jednotkach v CR v letech 2006-
2016. Vybrané demografické udaje spolu s etiologiemi Uraz(. Pfevzato a upraveno z webovych
stranek https://www.spinalcord.cz/cz/statistiky/.

Vysledny neurologicky stav pacienta silné koreluje se stupném postizeni michy, kdy pfi iplném
pferuseni (transekci) prakticky neexistuje nadéje na funkéné vyznamné klinické zlepSeni.
UplIné morfologické prerudeni michy je viak i pfi klinickém obrazu kompletni misni léze vzacné,
ve vétsiné pripadud se jedna o rlizny stupen kontuzné-kompresivniho poranéni se zachovanim
alespon minimalniho mnoZstvi neprerusené misni tkané. Lécba poranéni ve vétsiné
traumatickych pripad( zacind na neurochirurgickém oddéleni nemocnice nejvyssiho typu
s traumacentrem, kde je provedena repozice a stabilizace zlomeniny patere spolu s pfipadnym
uvolnénim utlacenych nervovych struktur (michy, nervovych korent). Operacni feseni maze

byt provedeno nékolika rznymi chirurgickymi pfistupy. Na chirurgickou terapii navazuje

intenzivni podpUlirna lécba souvisejicich stavi a rehabilitace paralyzovanych funkci.

V oblasti experimentdlni mediciny byl v poslednich nékolika dekadach kladen ddraz na
pochopeni patofyziologie probihajicich déji s hledanim mozZnosti jejich terapeutickych
ovlivnéni. Byl alespon zcasti objasnén vyznam primarniho a sekunddarniho poranéni s roli
vapniku, sodiku, volnych radikdld, excitoxicity, zanétlivych cytokind, mechanismd neurondlni

apoptdzy a v neposledni radé i plasticity a regeneracnich procesl. Pfi experimentdlnich
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pristupech v rekonstrukci a regeneraci miSni tkané je v soucasné dobé vyuzivdno mnoha

raznych typU léCby zahrnujicich biologické i elektromechanické metody.

Tato prace se zaméruje na specificky experimentalni vyzkum zaméreny na lé¢bu sekundarniho
poskozeni michy pomoci aplikace lidskych mesenchymalnich kmenovych bunék a
protizanétlivého uc¢inku nanokurkuminu a je doplnéna o klinické zhodnoceni nové zavedené
mini-invazivni operacni techniky zlomeniny dolni Th-L patere. Experimentdlni misni |éze byla
vytvorena kompresi michy na potkanim modelu v Urovni Th8 pomoci zavedené metodiky (4).
PfestozZe se zavazné traumatické miSni léze vyskytuji v klinické mediciné ¢astéji v kréni oblasti,
hrudni micha byva v experimentalni mediciné preferovana vzhledem k reproducibilité a nizsi
mortalité zvifat. Zaroven vsak takto vytvorend léze zanechava tézky sensori-motoricky deficit
na dolnich koncetinach s poruchou mikce a defekace svelice podobnym pribéhem
patofyziologickych misnich jev(l. V praci jsou predkladany vysledky porovnavajici efekt
raznych efektivnich davek intratékdlné transplantovanych lidskych mesenchymalnich
kmenovych bunék ziskanych z Whartonova rosolu (hWJ-MSCs) a vysledky ziskané testovanim
lokdlné a celkové podavaného nového protizanétlivého pripravku - nanokurkuminu.
V chirurgické ¢asti autor prace retrospektivné porovnava presnost zavedenych pedikuldrnich
Sroubl klasickou zadni transpedikuldrni stabilizaci zlomeniny s nové zavedenou metodou
mini-invazivni  perkutanni transpedikuldrni stabilizace. Vzhledem k navaznosti na

experimentalni ¢ast a také na klinickou relevanci ¢etnosti zlomenin (i bez miSniho poskozeni)

byla zvolena jako oblast zajmu dolni hrudni a bederni patef.
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2. Patofyziologie traumatického misniho poranéni

2.1 Primarni poranéni

Primdrni poranéni patere a michy je vétsinou zplsobené vysokoenergetickym mechanickym
traumatem kombinujicim v sobé sily kompresivni, lacerujici, distrakéni a/nebo stfizné. Tyto
sily jsou pficinou lokalni deformace, kterd se projevi jako fraktura kosténych ¢asti patefe ¢asto

v kombinaci s rupturou diskoligamentdzniho aparatu (5).

Poranéni patefe bylo v pribéhu let klasifikovdno ridznymi klasifikatnimi schématy, kterd
kombinovala znalosti anatomické (6), mechanistické (7) a kombinace obou (dvou, pozdéji tfi
sloupcovy systém) (Obr. 1) (8, 9). V poslednich letech je nejcastéji a klinicky relevantné
pouzivany klasifikani systém dle AOS (Arbeitsgemeinschaft flir Osteosynthesefragen Spine),

ktery rozdéluje Th-L zlomeniny dle mechanismu Urazu a zdvaznosti poranéni do kategorii A, B

a C(Obr. 2).

Obr. 1 Biomechanicky koncept patere. Pfi déleni patefe na jednotlivé biomechanické jednotky byl
nejprve vyuzit tzv. 2-sloupcovy systém, kdy predni a zadni sloupec délilo lig. longitudinale posterius
(A). Po dalsich biomechanickych studiich se nasledné vice prosadil 3-sloupcovy koncept dle Denise,
ktery déli obratel na predni (B), stfedni (C) a zadni (D) sloupec.

Klasifikaéni systém AOS uplatiiuje 3 sloupcovy biomechanicky koncept stability patere dle
Denise (9) se zohlednénim obecnych definici stability patere dle Whitesidese, ktery definuje

stabilitu patefe jako schopnost odolat axidlné kompresnim, axialné distrakénim a rotaénim
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silam (10). Dle Denisova konceptu jsou struktury patere rozdéleny do 3 sloupcu. Predni
sloupec je tvoren prednim podélnym vazem (ligamentem), pfednimi 2/3 obratlového téla a
prednimi 2/3 meziobratlové ploténky (Obr. 1 B). Stfedni sloupec tvori zadni podélny vaz, zadni
1/3 obratlového téla a zadni 1/3 meziobratlové ploténky (Obr. 1 C). Zadni sloupec pak zahrnuje
vSechny struktury dorzalné od zadniho podélného vazu (Obr. 1 D).

£& AOSPINE

AQSpine Thoracolumbar
Classification System

IYEe R ..o s
Compression Injuries
B1. Transosseous tension

band disruption /
Chance fracture

B2. Posterior tension B3. Hyperextension
band disruption

Contact: research@aospine.org
il ifi ion

Further information: www. org/:

Obr. 2 Klasifikaéni systém pro zlomeniny obratll hrudni a bederni ¢asti patere navrhnuty dle AO
Spine. Pfevzato z oficidlnich webovych stranek AO Spine foundation
https://aospine.aofoundation.org/clinical-library-and-tools/aospine-injury-classification-system.

Fraktury typu ,,A“ (AO, A1, A2) jsou vysledkem axialné pUsobici sily na predni sloupec patere a
jsou ve vétsiné pripadl povazovdany za stabilni poranéni. Vyjimkou jsou poranéni typu ,A3 -
incomplete burst” a ,,A4 - complete burst”, které jiz zahrnuji trauma stfedniho paterniho
sloupce charakterizované poranénim zadni hrany obratlového téla pfimo sousediciho
s paternim kanalem. Tyto zlomeniny mohou byt klasifikovany jako potencialné nestabilni se
zvazenim operacniho feseni. Skupina poranéni typu ,B” reprezentuje nestabilni 3-sloupcové

poranéni patere, které je podminéno flekéné-distrakénim mechanismem (typ B1/B2) nebo

vvvs
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,C“ které predstavuji rotacné-translacni nestabilni zlomeniny s casto Uplnou dislokaci
paterniho kanalu. V zavislosti na typu zlomeniny se zvySuje riziko poranéni michy od 0 % u

typu ,A1l“ az k témér 100 % v pfipadé nestabilni zZlomeniny typu ,C3“ (11, 12) (Obr. 3).

Fracture type (AQ/OTA) Stability Risk of SCI Management
A-type: Axial compression 0%
Al: Impaction/comprassion Stable Nonoperative
A2: Split Stable Nonoperative
A3: Burst Stable/unstable® Nonoperative
[aperative
B-type: Flexion/distraction or hyperextension
B1: Flexion/distraction Unstabla Operative
B2: ‘Chance’ fracture Unstable Operative
B3: Hyperextension Unstahle Operative
C-type: A- or B-type with rotation
"*E LC1: Rotational wedge Unstable Operative
C2: Rotational flexionjextension Unstable Operative
ﬁ' C3: Rotational shear Unstahle Operative
'w (“holdsworth"slice fracture)

100%

Obr. 3 Vztah typu zlomeniny klasifikované dle AOS ke stabilité patefe, riziku vzniku misni |éze
s nejcastéjsim typem lécby (chirurgicka/konzervativni). Se zavaznosti poranéni dle AOS se zvysuje i
riziko misni |éze. Pfevzato z publikace Stahel et al. (13).

ZpUsob vzniku poranéni michy v zavislosti na typu pusobici energie Ize rozdélit do 4 kategorii:
1) axialné pusobici sila + perzistujici misSni komprese

2) axialné pusobici sila + prechodna misni komprese

3) distrakéné plsobici sila

4) lacerace/transekce michy

Nejcastéjsim typem SCl je poranéni pfi trvalé kompresi michy (14). Vznika v pfipadé dislokace

fragmentu kosti a/nebo pfi rupture a nasledné hernii intervertebralniho disku do paterniho
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kanalu. Druhy mechanismus je zplUsoben flekéné-extencnim mechanismem v terénu
chronickych degenerativnich zmén patere, kdy se micha poskodi , otlakem“ a prechodnou
ischemii o pfitomné vékem podminéné osteoproduktivni degenerativni zmény - osteofyty.
Distrakéni poranéni michy vznikd pfi mechanismu flekéné-extenénim, rotaénim nebo
dislokacnim, kdy dochazi ke stfiznému poranéni misni tkané a/nebo zasobujicich cév.
Vzhledem k prfevdinému poranéni meékkotkanovych struktur nebyvad tento typ poranéni
pozorovatelny na béZné zobrazenych RTG snimcich a rekonstrukcich pocitacové tomografie
(CT) a byva proto oznacovan jako ,SCIWORA“ (Spinal cord injury without radiological
abnormality). Toto poranéni je béiné hlavné u déti (15), vzdcnéji i u dospélych (16). Pri
podezieni na tento typ poranéni je nutné provedeni MR (magnetické rezonance), které odhali
patologii miSni tkané (17). Lacerace, nebo transekce michy byva dusledkem tézkého

transla¢niho nebo penetrujiciho (stfelného, bodného) poranéni.

Nasledkem primdarniho misniho poranéni je pouze vzacné kompletni transekce michy. Ve
vétsiné pripad( dochazi alespon k ¢aste€nému zachovani axon, ¢asto v tzv. ,subpialni zoné”.
Ze zvitecich studii vyplyva, Ze existence alesporn malého procenta v kontinuité zachovalych
axonU ma velky vyznam pro cilenou terapii a rehabilitaci. Jsou dokumentovany pripady, kdy i
5% prezivajicich axonl mélo vyznamny dopad na celkovy proces rehabilitace neurondlnich
funkci (18). V poslednich letech tyto zachované axony nabyvaji i na klinickém vyznamu pfi

jejich mozné reaktivaci pomoci epidurdlni elektrické stimulace michy (19).

2.2 Sekundarni poranéni

Rozvoj sekunddrniho misniho poranéni, které ihned navazuje na primdarni misni poranéni, je
nasledkem kaskady cévnich, biochemickych a celularnich déja (20, 21). Dle casové osy lze
déje sekundarniho poranéni rozdélit na okamzitou, akutni, subakutni a chronickou fazi (Tab.

2) (22).
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Faze sekundarniho misniho poranéni

okamiita akutni | subakutni | chronicka

Bunécéna smrt z pfimého poskozeni
Hemoragie

Ischemie

Systémova hypotenze a misni Sok
Vazospazmy

Ischemie

Edém michy

Bunécéna smrt z pfimého poskozeni
Hemoragie
Ischemie

Vazospazmy
Ischemie
Edém michy

Poruseni iontové homeostdzy
Akumulace neurotransmiterQ
Poruseni bunéénych membran

Poruseni iontové homeostazy
Akumulace neurotransmiter(
Poruseni bunéénych membran

Produkce volnych radikala
Peroxidace lipidG

Blok nervového vzruchu
Snizena tvorba ATP

Invaze zanétlivych bunék
Produkce cytokint

Zénétem fizend bunécna smrt
Inhibice axonalniho rlistu
Centrdlni chromatolyza
Demyelinizace preZzivajicich
axonu

Bunécna apoptdza
Pocinajici tvorba kavit
Pocinajici tvorba gliové jizvy

Pokracujici demyelinizace
Pokracujici bunécnd apoptdza
Pokracujici tvorba kavit
Dokonceni gliové jizvy
Regenerativni procesy
Axondlni sprouting
Syringomyelie

Tab. 2. Rozdéleni sekundarniho misniho poranéni s popisem typicky probihajicich déjl v jednotlivych
fazich. Upraveno volné dle publikace Oyinbo et al. (23).

2.2.1 Okamzita faze

Okamzitou fazi poranéni jsou chapany probihajici déje v prvnich 2 hodinach po primarnim
inzultu. V této fazi dochazi vlivem primarniho traumatu k okamzité smrti neuronl a glie
s doprovodnym  klinickym ptiznakem miSniho Soku. Kprimarnimu mechanickému
kompresivnimu poranéni misni tkdané je nachylnéjsi Sedd hmota lokalizovana kolem
centralniho misniho kanalku, coz je zplsobeno predevsim jemnéjsi konzistenci Sedé hmoty a
vySSi mirou vaskularizace (24). Po mechanickém impaktu vznikd hemoragie do misni tkané
s lokalnim infarktem z poranéni cévniho zdsobeni. Uddva se, Ze Seda hmota je ireverzibilné
znicena béhem prvnich hodin po primarnim poranéni, zatimco bild hmota je vice poskozovana
az nasledujicimi déji sekundarniho poranéni béhem dalSich 72 hodin. Prakticky ihned po

poranéni je aktivovana mikroglie, ktera zac¢ina exprimovat zvysené hladiny IL-1B a TNF-a (25).
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Je také znamo, Ze biomechanika primarniho poranéni ovliviiuje patofyziologii SCI, kdy celkova
energie sily zpGsobujici mi$ni kontuzi koreluje s anatomickou a funkéni degeneraci. Cim vétsi
kontuzni sila, tim mensi je moZnost zachovani funkéni misni tkané s ndslednou moZznosti

regenerace (26).

2.2.2 Akutnifaze

Akutni faze (2 h - 48 h) je charakterizovdna pokracujici hemoragii do kontuzni misni tkané
s rozvojem ischemickych lozZisek a naristem edematdznich zmén. Do mista poranéni migruji
slozky imunitniho systému s vytvarenim zdnétlivého prostfedi a rozvojem sekundarnich
procesl zahrnujicich tvorbu volnych kyslikovych radikali, akumulaci neurotransmiter( di
poruseni vnitfniho prostfedi s iontovou dysbalanci (22). Z klinického hlediska je toto obdobi
nejvyznamnéjsi vzhledem k tomu, Ze je to obvykle cas pfijeti pacienta do specializované

nemocnicni péce s nejvyssi Sanci ovlivnéni vysledného klinického stavu.

2.2.2.1 Ischemie, hypoxie

U polytraumatizovanych pacient se sou¢asnym multiorganovym postizenim s vétsi krevni
ztratou dochazi k hypovolemickému hemodynamickému Soku vedoucimu ke snizené perfuzi
michy s naslednou tvorbou ischemickych lozisek (27). Nasledkem traumatu dochazi k rupture
mensich intramedularnich cév s naslednou extravazaci bilych a éervenych krvinek. Sedd hmota
ma v porovnani s bilou hmotou pétkrat vétsi cévni zdsobeni a je proto mnohem nachylnéjsi
k hypoxickym zménam (28). Normalni krevni prutok je v bilé hmoté obnoven asi po 15
minutach, zatimco hypoperfuze Sedé hmoty trvd minimalné v prvnich 24 hodinach (29).
Ischemie misSni tkané vede k bunééné smrti s uvolnénim cytoplazmy vedouci kiontové
dysbalanci a glutamatové excitoxicité (30). Po obnoveni normalniho krevniho pritoku navic
dochazi kreperfuznimu poskozeni stvorbou volnych kyslikovych radikdll a potenciaci

zanétlivého prostredi (31, 32).
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2.2.2.2 Glutamatova excitoxicita

Béhem nékolika minut po primarnim misnim traumatu dochazi vlivem bunécného poskozeni
a hypoxicko-ischemickych zmén k uvolnéni vétSiho mnozstvi glutamatu kolem synaptickych
Stérbin. Glutamat reprezentuje hlavni excitaéni neurotransmiter v centralnim nervovém
systému (CNS) (23). Hladina glutamatu dosahne v extracelularnim prostoru velice rychle
neurotoxickych hodnot sindukci bunécné smrti (33-36). PFi vysokych hodnotach
extraceluldrniho glutamatu jsou aktivovany ionotropni NMDA (N-methyl-D-aspartic acid),
AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionate ) a KA (kainic acid) receptory (37).
Tyto receptory jsou po aktivaci permeabilni pro Ca?* ionty zpuUsobujici tok Ca?* do buriky.
Vysokd koncentrace intraceluldrniho vapniku spolu s dalsi iontovou dysbalanci uvnitf buriky
poskozuje sensitivni organely s ndsledujici kaskddou déjl indukujicich bunécnou smrt (38, 39).
Za normalnich okolnosti reguluji extracelularni hladiny iontd astrocyty, jejichz struktura je vsak

vlivem peroxidace lipidli po SCI porusena a proto ve své regulacni funkci selhavaiji (32).

2.2.2.3 lontova dysbalance

Jak jiz bylo predeslano vyse, pfi kaskadach patologickych procest nasledujicich po miSnim
traumatu dochazi k poruseni iontové homeostdazy, pficemz k nejdilezitéjsSim zménam patfi
zmény v koncentracich K*, Na* a Ca?*. Dochdazi k poruseni selektivity iontovych kanala po
poskozeni bunétné membrany peroxidaci lipid( spolu s vyssi koncentraci prozanétlivych
cytokin(. Zatimco koncentrace Na* Ca?* jsou oproti normalnimu stavu vy3si v burice, hladiny

K* a Mg?* jsou zvy$ené v mimobunééném prostoru (40).

Intraceluldrni koncentrace Ca®* je po SCl zvySena jiz za 1 minutu, pficemZ maximalni
koncentrace je dosazeno za 8 hodin od primarniho impaktu. Pfi déletrvajicim vzestupu Ca®*
v bunice dochdzi k poSkozeni pfedevsim mitochondridlniho metabolismu. Vapnik vstupuje do
mitochondrii pomoci mitochondridlniho kalciového uniporteru (MCU) (41, 42). Vysoké

koncentrace Ca?* zpUsobuji mitochondridlni dysfunkci, acidézu, produkci volnych kyslikovych
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radikalt a v konec¢ném dUsledku aktivaci celuldrnich enzym nekrézu a apoptdzu buriky (43).
Pokles mitochondridlniho metabolismu se projevuje ve snizeni produkce ATP s naslednym

zhroucenim ATP-vazanych transportérl, coz vede k dalSim iontovym zménam (44).

Tok iontd Na* do bunky je vysledkem selhani inaktivace Na* kanal( spolu se selhdanim
funkénosti Na*/K* ATPazy (45, 46). Zvysené hladiny intracelularniho Na* vedou k dalsimu
pumpovani Ca%* do buriky Na*/Ca?* transportnim mechanismem (47). Spolu s Na* vstupuje do
bunky také CI a voda, coz vede ke vzniku cytotoxického edému (48). Hypernatrémie dale
aktivuje Na*/H* vyménu s intracelularni akumulaci H* vedouci ke stimulaci fosfolipazové
aktivity a nastoleni intracelularni acidézy (30, 43). Experimentalnim podavanim blokator( Na*
kandll tetrodotoxinu (49, 50), riluzolu (51, 52) a phenytoinu (53, 54) byl potvrzen ptiznivy

efekt na zachovani bilé hmoty misni spolu s funkénim zlepSenim neurologickych funkci.

PFi disrupci myelinovych pochev po primdrnim traumatu dochazi ke zméné distribuce a
k poSkozeni funkce také iontovych K* kandlG (55). Poruseni iontovych K* kanal( pfispiva

k demyelinizaci a poruse vodivosti axond.

Zména v homeostaze jednotlivych iontl je klicovym mechanismem vedoucim k poruseni
vodivé funkce axoni s apoptdzou bunék a tim ke zvétSeni rozsahu neurologického poskozeni.
Celkové jsou k iontovym zménam nachylnéjsi axony, nez téla neurond, a to vzhledem k vysoké

koncentraci napétové fizenych Na* kanal( v Ranvierovych zarezech (23).

2.2.2.4 Posttraumaticky edém michy

Vznik a postupny narist edému v poranéné mise je klinicky velmi vyznamna zména, kterd vede
k sekundarnimu mechanickému poskozeni neuronl a drobnych kapilar, coz v disledku vede
ke zhorseni neurologického obrazu (56). Edematdzni zmény tkané narlstaji z epicentra léze
béhem nékolika malo minut po primarnim poskozeni, pretrvavaji az 14 dni a mohou pfrispivat
k vytvoreni kavit naplnénych tekutinou (57). Velikost a lokalizace edematdznich zmén na
zobrazovacich vysetfenich (MR) koreluje s vyslednym neurologickym postizenim (58, 59).

Narastajici edém je nasledkem zvySené kapilarni permeability v bezprostfedni blizkosti

27



primarné poskozené misni tkané (60). Zvysena permeabilita je dana jednak poruchou exprese
aquaporinil (AQPs) a jednak dysregulaci tkanovych faktorl regulujicich vaskularni
permeabilitu jako je napf. VEGF (61, 62). AQPs jsou skupinou transmembranovych proteint
usnadnujicich transport molekul vody v navaznosti na osmotické zmény prostfedi a/nebo
hydrostaticky tlak (63, 64). Doposud bylo objeveno 13 druhl AQPs s rliznym ucinkem (65-67).

Edém pfi miSnim poranéni je vidy kombinaci edému cytotoxického a vazogenniho (68).

Cytotoxicky edém u SCI, ktery je vzhledem k senzitivité k hladindm K* pfitomen vice
v astrocytech neZ neuronech, vznikd nasledkem kombinace Ucinku lokdlnich zanétlivych
mediator(, zvySenych hladin kyseliny arachidonové produkované membranovym lipidovym
metabolismem, deprivaci ATP a zvySenou expresi AQP 4 (69-72). VSe dohromady vede k
dysfunkci Na*K*-ATP pumpy zpUsobuijici iontovou dysbalanci vedouci k nizsim koncentracim
Na* v parenchymu. V dlsledku toho dochazi k fenoménu ,fenestrace” kapilar s dalSim
transportem vody pres BSCB (blood-spinal cord barrier) s nasledujicim vznikem vazogenniho

edému.

Vazogenni edém je dlsledkem rozruseni integrity BSCB. Za normalniho stavu molekuly vody,
glukézy a nékterych plasmatickych proteinl prekracuji bariéru jen ve velmi limitovaném
mnozstvi. Pfi poranéni misSni tkané dochazi ke zvySenému prostupovani molekul vody do
extraceluldrniho prostoru misniho parenchymu z divodu rozruseni ,tight junctions” mezi

vaskularnimi endotelidlnimi burikami (VECs) v BSCB a kapilarni sténé (73-75).

V soucasnosti je v klinické praxi k ovlivnéni posttraumatického misniho edému vyuzivan
methylprednisolon (MP), ktery také snizuje miru lipidové peroxidace (76). MP je vsak i IéCivem,
které ma radu vedlejSich Ucinkd, a jehoz indikace u miSniho poranéni zlistava kontroverznim
tématem (viz dale). Pfi ovliviiovani posttraumatického misniho edému také byla v nedavné

dobé publikovana prace zpochybnujici efekt MP ve schopnosti jeho snizeni (60).

V roviné experimentalnich a klinickych zkousek se pfi |é¢bé posttraumatického edému dale
zkoumd efekt melatoninu. Melatonin v experimentdlnich studiich snizZuje toxicitu neutrofil(,

pocet volnych kyslikovych radikald a lipidovou peroxidaci, prostfednictvim sniZzené exprese
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AQP 4 redukuje mnoizstvi vody v posttraumatické misni tkani, coz ve vysledku vede ke

zlepsené hybnosti paretickych koncetin ve srovnani s kontrolnimi skupinami (69, 77, 78).

2.2.2.5 Oxidativni stres

Dulezitou roli v patofyziologii sekundarniho misniho poskozeni hraje vznik volnych kyslikatych
a dusikatych radikali vedoucich k oxidativnimu stresu. Buriky neuron( a glie v misni tkdni jsou
k oxidativnimu stresu vice nachylné vzhledem k relativné vysoké koncentraci nenasycenych
mastnych kyselin a vétSimu poctu mitochondrii. Pocet mitochondrii ma vliv na vysoky
energeticky obrat burky s relativné nizkou schopnosti antioxidacni obrany (79, 80). Volné
kyslikové radikaly (Reactive oxygen species, ROS) a volné dusikaté radikdly (Reactive nitrogen
species, RNS) jsou generovany béhem nedokonalé redukce ¢i oxidace kysliku béhem
aerobniho metabolismu. Mitochondridlni hyperkalcémie aktivuje nikotinamid-adenin-
dinukleotid fosfat (NADPH) oxiddzu sgenezi superoxidu elektronovym transportnim
fetézcem. Poruseny transport elektron(i mezi kandly | a Ill vede k mitochondridIni dysfunkci a
tvorbé vétsiho mnoiZstvi ROS (81, 82). ROS a RNS aktivuji cytosolovou poly (ADP-rib6zo)
polymerazu (PARP). PARP nasledné spotiebovava NAD*, cozZ vede k selhani glykolyzy a depleci
ATP vedouci k bunécné smrti (41). Cely proces urychluje i stav hypermetabolismu,
multiorgdnového selhani ¢i generalizované infekce se zanétlivou reakci, které jsou casto
soucasti misniho poranéni. Do skupiny ROS patfi superoxid (O3 *), radikadl hydroxylu (OH °),
peroxid vodiku (H202) a neparovy atom kysliku (O*). Superoxid se v burice nachazi i za
fyziologickych podminek. Tehdy je produkovan pomoci enzymu nicotinamid adenin
dinucleotid fosfat oxidazy (NADPO) a je vyuzivan k lytickym procesiim ve fagocytech (83). Pfi
nadmeérné produkci peroxid vodiku pronika bunéénymi membranami, je toxicky pro procesy
v burice a vzhledem k vysoké reaktivnosti vede ke tvorbé dalSich kyslikatych radikalt (radikal

hydroxylu) poskozujicich DNA (84-86).

Za fyziologického stavu je v organismu udrZzovana prisna homeostdza hladiny ROS. K udrzovani
mnozstvi ROS jsou vyuZivany enzymatické a neenzymatické antioxidacni mechanismy (87).

Mezi neenzymatické nizkomolekularni antioxidanty patfi glutathion, vitaminy C a E ¢i B-
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karoten. Enzymy uplatiiujici se v antioxidacni Cinnosti jsou zejména superoxid dismutaza,
katalaza, glutathion reduktaza, glutathion peroxidaza ¢i glutathion S-transferdza, které se

vyuZzivaji pro svou funkci i jako markery pfi méreni miry oxidativniho stresu.

Vysoké hodnoty ROS ovliviiuji patofyziologické jevy sekunddrniho misniho poranéni pfimym i
neprimym mechanismem. Dochazi k Siroké Skale oxidativnich reakci ovliviiujicich v misni tkani
predevsim lipidy obsazené v bunééné membrané - nenasycené mastné kyseliny linolenovou,
arachidonovou, eicosapentaenoiovou nebo docosahexaenoikovou. Peroxidace téchto
nenasycenych mastnych kyselin vytvari nestabilni lipidové peroxylové radikaly, které ndsledné
vytvari stabilni ¢i nestabilni koncové produkty. Prikladem stabilniho koncového produktu je
malondialdehyd obsahuijici tfi atomy uhliku. Naproti tomu vznikaji i vysoce toxické produkty
4-hydroxynonenal nebo 2-propenal (acrolein), které se kovalentné vazou na bazické
aminokyseliny (lysin, histidin, arginin, cystein) a tim méni jejich strukturu a biologické
vlastnosti vedouci k poruseni mitochondridlni bioenergetiky s az nevratnym poskozenim

buriky (88-91).

Z latek, které se experimentalné vyuzivaji ke snizeni volnych kyslikovych radikdld, mizeme
uvést napf. Vitamin E (a-tocopherol) (92), montelukast (93), selegilin ((R) N-methyl-N-(1-
phenylpropan-2yl) prop-1-yn-3-amine) (94), Tetramethylpyrazin (95), kurkumin (96) a mnoho

dalsich.

2.2.3 Subakutnifaze

Subakutni faze (2 dny az nékolik tydna) je pfi nelé¢eném pribéhu charakterizovana rozsirenim
postizené misni tkdné a pokracovanim déji z faze akutni. Dochazi k dalSim elektrolytovym
posunuim, zvétsovani misniho edému a nekrdze bunék. Hlavnim znakem je postupné rozvijeni
zanétlivé reakce, kterd nasledné zvySuje tvorbu volnych kyslikovych radikall vedouci

k bunécné apoptoze.
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2.2.3.1 Zanétliva reakce

Rozvoj zanétlivé reakce je komplexnim déjem, na kterém se podili mnoho rliznych bunék a
protein(l. Na poranéni nejprve zareaguji buriky, které se nachazeji v misni tkdni - mikroglie,
astrocyty, neurony a oligodendrocyty (Obr. 4). Tyto buriky ihned po primarnim poranéni
zaCinaji vytvaret a produkovat prozdnétlivé cytokiny, které potencuji aktivaci a migraci

perifernich imunitnich slozek do mista poranéni.

A

mira Infiltrace

z 4
dny : tydny

Obr. 4 llustrativni obrdzek znazorfujici postupnou infiltraci poranéné misni tkané jednotlivymi
slozkami imunitniho systému v fadech hodin, dnd a tydn(. Nejprve na SCI reaguji rezidentni buriky
misni tkané - mikroglie. Nasleduje infiltrace neutrofily, monocyto/makrofdgového systému a
lymfocytd. Volné prevzato a prekresleno dle Neirincky et al. (97).

hodiny

Astrocyty

PrestoZe nejsou astrocyty primarné povazovany za bunky Ucastnici se zanétlivé reakce, svou
aktivitou pfispivaji k zanétlivé odpovédi po SCI zménou exprese intraceluldrnich signdlnich
drah (98). Po SCI reaguji prudkym zvysenim produkce cytokin( (IL-1B, TNF-a, IL-12, IFN-y) a
chemokinli (MCP-1, CCL2, CXCL1, CXCL2) a zvysuji expresi ICAM (intracellular adhesion
molecule) a VCAM (vascular cell adhesion molecule), které jsou esencialni k extravazaci
leukocytl, neutrofild a makrofagd do zanétlivého prostredi (98-100). Kromé prozanétlivé
ulohy v prvni fazi zanétlivé odpovédi vSak maji astrocyty v pozdéjsich fazich i regenerativni

ucinky v sekreci TGF-B a IL-10 s naslednou indukci M2 makrofagt (101).
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Neutrofily

Z periferni slozky imunitniho systému vstupuji do poranéné misni tkané jako prvni neutrofily,
které dosahuji nejvyssich hladin v 24-72 hodinach po poranéni (Obr. 4) (102-104). V prvnich
12 hodinach po poranéni tvofi neutrofily pfes 90 % bunécného infiltratu v poranéném misté
(105). Neutrofily s sebou nesou fadu oxidativnich (NADP oxiddza a myeloperoxiddza) a
proteolytickych (matrix metalloproteinaza-9; MMP-9) enzyml, které rozrusuji extracelularni
matrix (ECM) a mikrovaskularni strukturu a umoZiuji tak makrofagdm a monocytim
astrocyty a mikroglii (108). Hlavni tlohou neutrofil( je fagocytéza odumfrelé tkané. | pres jejich
aktivaci zanétlivych slozek panuje v poslednich letech nazor, Ze maji na prabéh sekundarniho
poskozeni spiSe pozitivni Ucinek. Pfi experimentalni redukci hladin neutrofill 24 h a 48 h po
SCI doslo ke zhorSeni neurologického stavu a snizeni hladin rlstovych faktorl FGFs
(fibroblasticky rlstovy faktor), VEGFs (vaskularni rastovy faktor) a BMPs (kostni

morfogeneticky protein) (109).

Monocyty/Makrofagy/Mikroglie

Monocyty z periferni cirkulace prostupuji do poranéné misni tkané zhruba za 2-4 dny, kdy
dochazi k apoptdze neutrofilt (Obr. 4) (98). Hlavnim chemoatraktantem monocytarnich bunék
jsou MCP-1 (Ccl-2), MIP-1a (Ccl-3) a IL-1B (110). Monocyty z periferni krve jsou v poskozené
misni tkani aktivovany na makrofdgy a spolu s aktivovanou mikroglii fagocytuji apoptotické
neutrofily (efferocytéza) a tkariovou debris (111, 112). Pfestoze makrofagy a mikroglie nesou
spolecné znaky, maji naprosto odlisny plvod. Mikroglie jsou imunitni buriky nachazejici se v
CNS s embryonalnim plvodem z tzv. ,Zloutkového vacku (Yolc sac)” (113). Makrofagy jsou
odvozeny z krevnich monocytl, které pochazeji z bunék kostni dfené (114). V misté poranéni
makrofagy infiltruji epicentrum léze, zatimco buriky mikroglie zUstavaji spiSe na jejim okraji
(115). Ve fazi aktivace jsou jiz od sebe buriky mikroglie a makrofagd morfologicky i
imunohistochemicky nerozlisitelné (116). V 72-96 hodinach po miSnim poranéni tvofi komplex
makrofagy/mikroglie az 70% CD45* populace (105). Makrofagy jsou vlivem Gcinku cytokind
v misté |éze polarizovany na tzv. M1 a M2 makrofagy (Obr. 5) (117-119).
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Obr. 5 llustrativni obrazek polarizace makrofagl. Makrofagy jsou v akutni fazi polarizovany vlivem
prozanétlivych interleukint IFN-y a IL-6 na ,zanétlivy” fenotyp M1. V pozdéjsi fazi regenerace prevlada
sekrece protizanétlivych cytokin(, jejichz vlivem dochazi k polarizaci na ,regeneracni” fenotyp
makrofagli M2. Pfevzato a upraveno dle publikace Anwar et al. (31).

Zanétliva odpovéd v organismu ma typicky pribéh ve 3 fazich. Brzka faze, popisovana jako
zanétliva faze, je charakterizovdna mohutnou aktivaci prozanétlivych M1 makrofagli. V mensi
vysokymi hladinami ROS, IL-6, TNF-a, IL-1p a IL-12 (120, 121). Stimulaci imunitniho systému
potencuji fagocytozu nekrotické tkané. M2a makrofdgy podporuji regeneracni procesy se
zvySenou bunécnou migraci a proliferaci pfi sekreci faktor(i arginase-1 a Ym1, protizanétlivych
cytokinl (IL-10, IL-4, CD206 a Fizz-1), chemokin( (CCL-17, CCL-18, CCL-22) a rUstovych faktoru
(122, 123).

Nasledujici faze zanétlivé odpovédi, prolifera¢ni faze, dosahuje svého maxima cca 5 dni po SCI
s postupnym sldbnutim az do 10. dne po SCI (124). V této fazi slabne vliv M1 makrofagl, a
naopak vétsiho vyznamu nabyva pritomnost skupiny M2 makrofagt (Obr. 6). Stoupa produkce

protizanétlivych cytokin( a rGstovych faktord IL-10, TGF-B a Insulin-like faktoru-1 (IGF-1) (125).
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M2 makrofagy v této fazi, také charakterizované jako M2b, maji jako hlavni znak sekreci IL-10,
s postupnym prechodem do M2c typu s rozvinutim regeneracni faze (122). V pfipadé SCl je
znamo, Ze hladiny IL-10 po 6. dnu klesaji, a proto je spravné rozvinuti proliferacni a regeneracni
faze naruseno (121, 126, 127). V mise pretrvavd prozanétlivé prostredi, které dlouhodobé

brani regeneraci poskozenych axond.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ‘mésice roky:

Obr. 6 llustrativni obrazek aktivace a pretrvavani jednotlivych typl makrofaglt v misni tkani po SCI.
Brzka zanétliva faze je spojend predevsim s makrofagy typu M1 a M2a, nasledujici reparativni a
regeneracni procesy jsou spojeny spiSe s fenotypem M2b a M2c. Volné prekresleno a upraveno dle
Gensel et al. (128).

Koncept M1 a M2 makrofagl byl poprvé popsan v roce 2000 Millsem (129). V posledni dobé
se ukazuje, Ze polarizace mezi M1 a M2 makrofagy je spiSe postupny, nezli jednordzovy déj
(130). Vzhledem k funkci makrofag(i v jednotlivych fazich poranéni nelze fict, Ze by pfitomnost
prozanétlivych makrofagli M1 byla jednoznacné skodliva. Jde spiSe o deregulaci spojenou s
dlouhodobou perzistenci vtkani ive fazi regeneracni, kdy jejich pfitomnost pfFispiva

k chronickému zanétlivému stavu, ktery negativné ovliviiuje neuronalni regeneraci (131).
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T a B lymfocyty

Lymfocyty predstavuji adaptivni slozku zanétlivé odpovédi. Infiltruji misto SCI béhem prvniho
tydne po poranéni a dlouhodobé pretrvavaji v postizené tkani (132). Podobné jako makrofagy
se mohou oba druhy lymfocytli adaptovat rlznym fenotypem a timto pfispivat jak
k zanétlivym, tak reparaénim procestim v zavislosti na fazi onemocnéni (133). U¢inky adaptivni
slozky imunity navic nejsou omezeny pouze lokalné na misni tkan, ale ovliviuji i funkci

kardiovaskuldrniho, renalniho a reprodukéniho systému (132).

Interleukiny (cytokiny) a chemokiny

Mezi hlavni prozanétlivé interleukiny (IL) patfi IL-1a, IL-1B, IL-6, TNF-a. a IL-18. Exprese
interleukind z rodiny IL-1 (IL-1a ,IL-1B) ma rapidni nastup jiz v prvnich hodinach po poranéni
s dosazenim nejvyssi hladiny po 12 hodinach a hraje tak nejdilezitéjsi roli v nastartovani
zanétlivé reakce (25, 134-137). TNF-a je v prvnich hodinach po poranéni uvoliovany vsemi
burikami v CNS. V subakutni fazi je jiz sekretovan pouze aktivovanou mikroglii a makrofagy
(138). Zvysené hladiny TNF-a zvySuji produkci NO (139), indukuji zvySenou infiltraci tkané
neutrofily (140), navozuji mikrovaskuldrni permeabilitu s edémem michy (141) a konecné
vyznamné snizuji remyelinizaci a neuroregeneraci (142). Vyznam IL-6 v zdnétlivé reakci je
ambivalentni. V akutni fazi je mohutné uvolfiovdan a navazovan na receptor IL-6R, ktery
prostifednictvim membranového ligandu rodiny gp130 déale zvySuje expresi IL-6. ZvySené
hladiny IL-6 atrahuji slozky zanétlivého systému a zvysuji hladiny neutrofilt (6x) a makrofagu
(2x) (143). Na druhou stranu bylo ovéreno, Ze v chronické fazi zvySené hladiny IL-6 ovliviuji

migraci reaktivnich astrocyt( a zlep3uji regeneraci poskozenych axonu (144, 145).

Pfi regulovani zanétlivé reakce se uplatiuji i protizanétlivé cytokiny, jejichz exprese je vsak
10, IL-13, IFN-B, IFN-y, G-CSF a GM-CSF. IL-4 je produkovdan aktivovanymi T lymfocyty a je
asociovan s Th2 imunitni odpovédi (146), kdy reguluje aktivaci makrofagl v akutni fazi, ridi

produkci M2 fenotypu makrofagl, omezuje tvorbu centralni post-kontuzni kavity a zlepSuje

.....

syntetizovan burikami monocyto/makrofagového systému, astrocyty nebo mikroglii (150,
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151). IL-10 zvysSuje expresi Bcl-2 a Bcl-xl a naopak snizuje produkci TNF-a, IL-1 a S1008, ¢imz
podporuje prezivani neuronl (152-155). Protizanétlivy ucinek IL-13 spociva hlavné ve
schopnosti polarizace mikroglie a makrofagd smérem k alternativnimu M2a fenotypu (156,
157). Regulaéni skupina interferond (IFN-B, IFN-y) u miSniho poranéni snizuje peroxidaci lipid(,
podporuje sekreci neurotrofnich faktord a moduluje zanétlivou reakci sniZzenim infiltrace
mista poranéni polymorfonukledrnimi elementy (158-160). G-CSF a GM-CSF jsou stimulaéni
faktory zabranujici apoptdze neuron(l a oligodendrocytl, stimulujici angiogenezi, axonalni

regeneraci a snizujici tvorbu glidIni jizvy (161-165).

Spolu s cytokiny jsou dalSimi dllezitymi regulacnimi prvky chemokiny a to zejména MIP-1a a
MIP-1B (macrophage inflammatory protein-1a and B), MIP-2, MCP-1 (monocyte chemotactic
protein-1) a IP10/CXCL10 (interferon-inducible protein 10), které vesmés dosahuji nejvyssich

hladin v prvnich 6 hodinach po poranéni (166).

Pomoci cytokin( je regulovana infiltrace mista poranéni bunéénymi slozkami imunitniho

systému.

2.2.4 Chronicka faze

Chronicka faze miSniho poranéni je konecnou fazi nastupujici nékolik tydnd po primarnim
poranéni. V této fazi dochazi k dokonceni a stabilizaci déjd subakutni faze - ke stabilizaci gliové
jizvy, tvorbé postmalatickych pseudocyst a k dokonéeni axonalni demyelinizace a degenerace.
Dochazi vsak také ke spontannim regenerativnim procesim zahrnujicim remyelinizaci nebo

axonalni sprouting.

2.2.4.1 Gliova jizva

Tvorba hypertrofické gliové jizvy je povaZovdna za vaznou biochemickou a mechanickou
prekazku pfi regeneraci miSni neuronalni tkané (167, 168). Po miSnim poranéni jsou

aktivovany astrocyty, pericyty, NG2* oligodendrocytarni prekursory (OPCs) a spolu
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s infiltrujicimi fibroblasty a Schwannovymi burfkami z periferie vytvareji slozku gliové
(bunécné) a fibrotické (nebunécné) jizvy. Jizevnaté jadro je v centru tvoreno migrujicimi
Schwannovymi bufikami a o néco perifernéji ulozenymi fibroblasty. Tyto bunky se pak spojuji
v neprostupnou sit s lamininem, fibronektinem a kolagenovymi depozity (Obr. 7) (169-174).
Toto tuhé jadro obsahujici slozky ECM vytvafi neprostupnou bariéru pro regenerujici axony
(175, 176). V jadre jsou vsak i dalsi inhibitorni komponenty ECM (tenascin, fibronektin,
chondroitin sulfatové proteoglykany (CSPGs)) a proteolytické enzymy (177-179), které

negativné ovliviiuji moZnost proruistani bunék jizvou.

Okolo jizevnatého jadra se shromazduji reaktivni astrocyty, které se v prvni fazi ucastni
uklidové reakce poskozené tkané. Tyto reaktivni astrocyty se po néjakém ¢ase méni na jizvu-
tvofici astrocyty, které obklopi tuhé jadro jizevnaté tkdné a demarkuji tak tkan okolni
penumbry (glia limitans) (Obr. 7) (180). V posledni dobé se ukazuje, Ze je velice dlleZité tyto
dva druhy astrocytl od sebe odliSovat. Reaktivni astrocyty jsou duleZitou soucasti reparacnich
proces( a jejich ¢innost je nékdy asociovana s prechodnym zlepSenim neurologickych funkci
po neuplné misni |ézi (181). Naproti tomu jizvu-tvofici astrocyty jsou v chronické fazi miSniho

poranéni zcela jednoznacné limitujicim faktorem mozné regenerace nervové tkané (182).

S——< dystroficky axon

reaktivni astrocyt
penumbra/glia
limitans -
- fibroblasty/stromadlni

buiiky

,g:? mikroglie/aktivované
makrofdgy
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Obr. 7 llustrativni obrazek bunécného slozeni gliové jizvy. Jizevnaté jadro je tvoreno predevsim
fibroblasty spolu s ECM. Jadro je od zdravé tkané ohrani¢eno pomoci glia limitans tvorené reaktivnimi
astrocyty. Prevzato a upraveno dle publikace Cregg et al. (183).
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Celkovy pfistup k formaci gliové jizvy se v poslednich letech vyznamné zménil. Anderson et al.
ve své studii poukdzal na nezbytnost pritomnosti gliové jizvy v brzkych fazich po misnim
poranéni pfi iniciaci neuroregenerace. Pfi pokusu o odstranéni jizvy byl zaznamenan
redukovany axonalni sprouting neurona dorzdalniho ganglia (184). Pfirozeny vyvoj gliové jizvy

tak musi byt spiSe modulovan nez Uplné odstranén.

2.2.4.2 Kavitace, syringomyelie

V subakutni fazi poranéni jsou nasledkem degenerace neurondini tkané tvoreny
mechanismem ex vacuo formace malych cyst, které jsou vyplnény extraceluldrni tekutinou,
tenkymi pruhy pojivové tkané a makrofagy (104). Postupem c¢asu se ve 3-5 % spojuji v jednu
centralni kavitu, ktera komunikuje s likvorem centralniho kanalku a presahuje pres nékolik
misnich segmentll. Tento stav je poté v miSe popisovan jako syringomyelie s typickymi
klinickymi pfiznaky. Patofyziologie vzniku syringomyelické dutiny neni Uplné znama, ale
predpokldadd se model ventilového mechanismu, kdy dochazi k akumulaci mozkomisniho
moku (CSF) v parenchymu (185, 186). Posttraumaticka kavita brani migraci a prorstani bunék
a tim znemoziiuje moznost neuroregenerace (14, 187). Syringomyelicka kavita se vétSinou
formuje nékolik mésicl az let po Uraze. V pripadé progrese velikosti syringomyelie a vzniku
klinicky vyznamného myelopatického neurodeficitu pfichdzi v dvahu chirurgické freseni

spocivajici v operaénim zavedenim derivace likvoru - shuntu (188).

2.2.4.3 Axonalni regenerace a axonalni sprouting

Axonalni regenerace

Pravou axonadlni regeneraci je mysleno opétovné nastartovani ristu poskozenych axon( (Obr.
8). Ke studiu axonalni regenerace je vyuzivan model transekéniho misSniho poranéni, ktery
zajistuje kompletni preruseni vsech vldken a pfipadné nové zjisténa vlakna naplnuji kritéria

regenerace dle Stewarda (189). Rlst axon( je za normalnich okolnosti inhibovan celou fadou

38



faktor(i a molekul. Mezi hlavni faktory patfi astrocytdrni jizva a zanétliva reakce. Dal$im silnym
inhibi¢nim prostfedkem jsou CSPGs. CSPGs (napf. neurocan, versican, brevican, phosphacan,
a NG2) jsou glykoproteiny extracelularni matrix, které pfi vyzravani CNS funguiji jako regulacni
a modulaéni faktory, avsak v dospélosti maji inhibi¢ni vliv na axonalni rlst, remyelinizaci a
vyzravani oligodendrocytl (184, 190). Ve vyzrdvajicich oligodendrocytech jsou pak tvoreny
dalsi inhibitory axondlniho rlstu, jako je myelinovy inhibitor Nogo, MAG (myelin-associated
glycoprotein) a OMgp (oligodendrocyte myelin glycoprotein) (191, 192). Tyto inhibitory se
vazou na Nogo receptor a p75 neurotrophin receptor (p75NTR; TNF receptor superfamily
member 16), které aktivuji RHOA (Ras homolog gene family member A) a Rho-asociovanou
proteinovou kindzu (ROCK), které zpUsobuji kolaps rdstového konu, axondlni retrakci a
zvysené riziko apoptézy (193). Ovlivnéni téchto inhibi¢nich molekul a vytvoreni pro-
regeneracniho prosttedi podporuje axondlni regeneraci. Nékolik provedenych studii potvrdilo
premosténi |éze nové regenerovanymi axony, a to i regeneraci dlouhych kortikospindlnich ¢i
retikulospindlnich drah i s naslednym zlepsenim v BBB (Basso, Beattie a Bresnahanovy) skdre
(194, 195). VSeobecné je vsak prijimano, ze pocet regenerovanych kortikospindlnich vldken je
pfilis maly na to, aby zpUsobil funkéni zlepSeni, a proto se uvazuje o jinych mechanismech
v ramci propriospinalnich drah a plasticity autonomnich generatori pohybu (CPG) (196).
Nutno také podotknout, Ze rfada studii v pokusech o vytvoreni funkéniho premosténi léze

neuspéla, kdyz regenerujici axony prorlstaly pouze v ramci hydrogelu (197).

axonalnl poran&ni

O—m= o

> :

axonalni regenerace

O~ «© o «©

Obr. 8 Schematické vyobrazeni rozdilu mezi axonalni regeneraci a axonalnim sproutingem.
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Axonalni sprouting

Axonalni sprouting (puceni) predstavuje alternativni cestu k neuroregeneraci poskozenych
axonalnich drah (Obr. 8). Pu¢enim je pojmenovan rlst axond z poSkozenych i neposkozenych
neurond a vytvareni novych funkénich synapsi. V posledni dekadé bylo dokazano, ze mnoho
téchto nové vzniklych synapsi je tvofeno s propriospinalnimi neurony. Propriospindlni drahy
jsou vzestupné i sestupné misni drahy, které pres interneurony spojuji jednotlivé ¢asti michy.
Mezi hrudni a bederni ¢asti michy Ize rozlisit dlouhé a kratké ascendentni i descendentni drahy
(198). RuUznymi druhy lécby lze docilit signifikantniho zvySeni kolaterdlniho sproutingu
vedouciho k funkénimu zlepseni (199, 200). Nové utvorené synapse mezi porusenymi drahami
a propriospinalnimi drahami mohou vytvofit funkéni motorické spojeni mezi supraspindlnimi

strukturami a motoneurony pod mistem léze (Obr. 9) (201-203).
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Obr. 9 llustrativni obrazek inkompletni misni |éze s nové vytvorenymi kolateralnimi drahami. Pfi
vysokoenergetickém traumatu jsou k poranéni nachylnéjsi dlouhé motorické drahy, které posléze
mohou pomoci kolateralniho axonalniho sproutingu vytvaret nové funkéni synapse s neporusenymi
axony. V neddvné dobé bylo dokdzano funkéni pfeneseni motorickych povell pod misto léze skrze
kortikospino-retikulospindlni (C-Rs) (204), kortikospino-rubrospinalni (C-Rb) (205) , retikulospino-
propriospinalni (R-P) (206) a kortikospino-propriospinalni (C-P) (201) drahu jako nasledek
kompenzaéniho axonalniho sproutingu po misnim poranéni.
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3. Klinické projevy poraneni michy

3.1 Klinické hodnoceni stupné postizeni

Klinické zhodnoceni tize misni léze zahrnuje hlavné testovani motorickych a senzorickych
funkci. Jednim z prvnich Siroce uzivanych klasifikacnich systému je Frankelova $kala (207) (Tab.
3). Klasifikace dle Frankela se vSak casem ukazala jako subjektivni a nepresna, protoze
nespecifikovala lokaliza¢ni Uroven ztraty misSnich funkci a pouze vagné definovala motorické

funkce jako uzite¢né vs. neuZitecné.

Frankel A | Kompletni misni [éze Bez motorické a senzorické funkce pod oblasti léze
(,Complete”)

Frankel B | Pouze senzorické funkce Bez motorické funkce, zachovalé nékteré senzorické
(,Sensory only“) funkce pod oblasti léze

Frankel C | NevyuzZiteIné motorické Zachovalé nékteré motorické funkce bez praktického
funkce (,,Motor useless”) vyuziti

Frankel D | VyuZitelné motorické funkce | Zachovalé motorické funkce pod oblasti léze
(,,Motor useful”) s praktickym vyuzitim

Frankel E | Normalni funkce Zachovalé motorické i senzorické funkce, mohou byt
(,,Recovery”) abnormality v reflexech

Tab. 3 Hodnoceni stupné misni léze dle Frankela.

V roce 1982 proto Americka spolec¢nost pro misni poranéni (ASIA) predstavila mezinarodni
standardy pro neurologickou klasifikaci miSniho poranéni, kterd se nasledné stala podkladem
pro ASIA klasifikacni systém v dnesni podobé (208). ASIA standardizované vysetteni se sestava
z motorického vysetfeni jednotlivych myotom(, senzorického vysetfeni jednotlivych
dermatom a anorektdlniho vySetfeni. Motorické vysetfeni svalovych funkci je bodovano
v rozmezi 0-5, vySetfeni citlivosti je bodovano hodnotami 0-2 a anorektalni zkouska 0-1. Na
zakladé téchto vysetfeni ASIA zhodnocuje neurologické funkce po misSnim poranéni jako

normalni, inkompletné ztratové nebo kompletné ztratové (Obr. 10).
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Obr. 10 Klasifikacni schéma pfi vySetfeni pacienta s misni l1ézi dle ASIA.

Kromé vyznamu diagnostického ma vsak ASIA skérovaci systém také vyznam prognosticky
(209, 210). Van Middendorp ve svych publikacich dokumentoval, Ze zatimco pacienti vedeni
jako AIS D maji 97,3% Sanci propusténi do ambulantni péce, tak pacienti vedeni jako AIS A

budou v 91,7 % pfipadl odkazani na trvalou hospitalizacni péci.

3.2 Misni Sok

Termin misni Sok poprvé pouzil v roce 1840 Hall, ktery popsal snizenou svalovou iritabilitu a
vymizeni Slachovych reflexd v drovni pod misnilézi (211). V soucasné dobé se termin misni Sok
pouziva pro dva zcela odlisné klinické jevy - celkovou hypotenzi (Sok) a do¢asnou ztratu vSech

nervovych funkci pod mistem misni léze.

43



3.2.1 Hypotenze - neurogenni sok

Hypotenze po miSnim poranéni ma pravdépodobné nékolik moznych pfric¢in. Mezi
nejpravdépodobné;jsi patfi sekundarni hypovolemie pfi krevni ztraté, relativni hromadéni Zilni
krve v paralyzovaném atonickém svalstvu a bradykardie. Vyznamna je také generalizovana
vazodilatace pfi ztraté sympatického tonu (neurogenni Sok) (212, 213). Neurogenni Sok se
vyskytuje prakticky pouze u misni |éze lokalizované nad urovni obratle Th6, protoZe nad touto
urovni se formuji splanchnické nervy, které ovliviiuji vaskuldrni tonus. Neurogenni Sok se
vyskytuje u cca 20 % pacientt s kréni misni 1ézi, bradykardie je pak pritomna prakticky u vSech

pacientu s tézkym poskozenim kréni michy (214).

3.2.2 Docasna ztrata neurologickych funkci

Tézké poranéni michy je charakterizovano Uplnou, nebo skoro Uplnou ztratou motorickych a
senzorickych funkci pod mistem léze. Tento stav je dale doprovazen ztratou svalového tonu a
absenci povrchovych i hlubokych sSlachovych reflex(. Tento jev je definovan jako misni Sok.
Klasicky se misni Sok déli do 4 fazi - faze areflexie/hyporeflexie, faze navratu reflex(i a faze
brzké a pozdni hyperreflexie (215). Ztrata reflex(, ktera je spiSe patofyziologickym vyusténim
poskozeni misni tkané nez anatomickym, ma obraz tézké chabé svalové paraparézy az
paraplegie. Pfi elektrofyziologickych studiich je nachdzena nevybavnost tibidlniho H-reflexu a
F-viny (216). Pti typickém projevu misniho Soku je ztrata i reflext sakralni michy, coz zahrnuje
ztratu andlniho a bulbokaverndzniho reflexu. Ztrata reflexd se vSak nevyskytuje absolutné,
jsou popsany pripady Uplné misni léze s inicidlnim zachovanim téchto reflex(i (217, 218). Dale
mohou byt tyto reflexy ¢asto zachovany u vysokych krénich Iézi, kdy vSak v pribéhu hodin i
dnl po primarnim poranéni vétSinou nakonec vymizi. Po inicidlni fazi areflexie dochazi
v zavislosti na mife misniho poskozeni k rizné obnové nervovych funkci a reflext (219). Misni
Sok mUlzZe pretrvavat dny az tydny, pficemz priimérna doba trvani je 4-6 tydnu a je zavisla na
celkovém poskozeni michy. Definice konce misniho Soku neni zcela jasné dana, vétsSina autoru

se vsak shoduje, Ze misni Sok je ukoncen znovunastolenim hlubokych Slachovych reflex,
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bulbokaverndézniho reflexu, obnovenim funkce detrusoru mocového méchyre a prechodem

chabé paraplegie (paraparézy) do spastické.

Patofyziologie miSniho Soku neni dosud zcela jasné objasnéna. Bylo publikovano nékolik teorii,
které zahrnuji biochemické zmény na synapsich neuront pod lézi, jako je akumulace vysokych
hladin glycinu, ktery je hlavnim inhibi¢nim neurotransmiterem (220-222) a jehoz hodnoty jsou
zvySené po SCI aZ ctyrikrat. Takto zvySené hladiny také souvisi se vznikem chabé paraplegie
(paraparézy) po odeznéni Soku. DalSim mozinym mechanismem podilejicim se na vzniku
miSniho Soku je hyperpolarizace misSnich motoneuroni (223, 224) a dysregulace
descendentnich miSnich drah (kortikospinalnich, rubrospinalnich, vestibulospindlnich a
retikulospindlnich) spojend se zvySenou lokdlni segmentalni inhibici motoneuront (225, 226).
Zajimavosti je také pritomnost tzv. Schiff-Sheringtonova fenoménu, kterym je pojmenovana

skutecnost sniZzenych az vymizelych Slachovych reflex(i spojenych s misty nad plvodni lézi.

3.3 Syndromy misni léze

Pfi drazu michy urcéuje vysledny klinicky obraz kromé vysky Iéze také stupen poskozeni misni
tkané. PFi uplném preruseni funkcnich drah mluvime o kompletni misni lézi. Pfi nedplném
preruseni se jedna o inkompletni misni 1ézi. Vzhledem k topologii funkénich drah v mise Ize
inkompletni miSni Iézi rozdélit do nékolika typl, které se vyznacuji typickym klinickym
obrazem pacienta (Obr. 11 A). Rozdéleni vyplyva z anatomického cévniho zdsobeni, kdy pfi
poskozeni privodné tepny vznika infarkt v misté zasobeni. Nej¢astéjsSim typem je syndrom
centralni miSni Sedi, kdy pfi hyperextenénimu mechanismu poranéni u spondylofyticky
degenerované patere dochazi k ischemii nejh(ife cévné zdsobené oblasti kolem centralniho
kanalku (227, 228) (Obr. 11 B). Podobnym klinickym obrazem se manifestuje i rostouci
syringomyelicka kavita. U traumatické dislokace téla obratle do miSniho kandlu dochazi
k syndromu predni miSni arterie s postizenim predevsim kortikospindlni drahy (Obr. 11 C).
K dal$im, jiz méné castym, syndromim patfi syndrom miSni hemisekce (Brown-Séquard(iv)

(Obr. 11 D) a syndrom zadni misni arterie (Obr. 11 E).
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Obr. 11 llustrativni obrazky misnich syndrom(. Poranéni v rlznych ¢astech michy vyusti v klinické
syndromy vyplyvajici z anatomie uloZeni misnich drah (A). Nejc¢astéji se vyskytujici syndromy zahrnuji
centralni syndrom (B), syndrom predni misni arterie (C), syndrom misni hemisekce (D) a syndrom
zadni misni arterie (E). Pfevzato a upraveno dle publikace Ahuja et al. (229).
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4. Lécba

Prvni Ié¢ebnd opatfeni jsou provadéna jiz pfi podezfeni na poranéni patere v prednemocniéni
fazi. Poranéni patere se vyskytuje aZ u 30 % pacientl s polytraumatem (230). P¥i zndmkach
poranéni patere by mélo byt vidy pfistoupeno k externi stabilizaci vakuovou matraci s krénim
limcem a implementovana strategie minimalni manipulace s poranénym spolecné s jeho

rychlym transportem do spadového traumacentra.

4.1 Konzervativni a chirurgicka lécba zlomenin Th-L oblasti patefe

Pti 1é¢bé zlomenin Th-L oblasti patefe se sleduje jako hlavni cil bezpecnost 1é¢by vzhledem
k udrzeni pacienta pfi zivoté, zabranéni poskozeni nervovych struktur, znovunastoleni
mechanické stability rekonstrukci anatomickych pomér( patefe a navraceni pacienta do
béZného pracovniho Zivota brzkou mobilizaci a rehabilitaci. Strategie 1é¢by zavisi hlavné na
posouzeni stability poskozeného segmentu a dale na pfitomnosti neurodeficitu. Dle typu
zlomeniny se nasledné zvazZuje konzervativni symptomaticka terapie nebo operacni stabilizace

s/bez dekomprese nervovych struktur.

Konzervativni |é¢ba je indikovdna u vétSiny méné zdvainych kompresivnich zlomenin Th-L
oblasti patere, a to pfiabsenci neurologického deficitu, vylouéeni instability a kompresi predni
hrany obratle do 25 % jeho pUvodni vysky. Stabilita je posuzovana na zakladé integrity
diskoligamentézniho komplexu, zavisejiciho zejména na lig. supraspinosus, lig. interspinosus,
lig. flavum a kloubnim pouzdru intervertebrainiho kloubu (8, 231, 232). Podezieni na rupturu
vazl lze vyjadfrit pfi zvétSené distanci mezi procc. spinosi a diastdze kloubnich facet na RTG
snimku ¢i CT vySetieni. LepSi obraz o stavu mékkotkanovych struktur pak lze ziskat pomoci
vySetfeni MR, kdy je suspekce na poranéni dana zvySenym signalem na T2 vaZenych
sekvencich pfi potlaceni tukového signalu. MR vysetieni ma pfi porovnani s intraopera¢nim
nalezem vysokou specificitu i senzitivitu (233-237). Konzervativni lécba spociva v intenzivni
[é€bé bolesti a po kratkém obdobi klidového rezimu v brzké mobilizaci. Je vyZadovana

spoluprdace pacienta pfi plnéni rezimovych opatienich, fyzioterapeuta a praktického lékare.
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Pacient je v pravidelnych intervalech kontrolovan jak klinicky, tak radiologicky. Klasicky je
doporucovano noseni externiho fixacniho korzetu jako prevence kyfotizace. V posledni dobé
je vSak ucinek korzetu zpochybrovan na zakladé studii, které neprokazaly zadny pozitivni
ucinek ve srovnani sjeho nenosenim (238-240). V pfirozeném vyvoji zlomeniny je vidy
pozorovana jistd mira kyfotizace, ktera vSak u vétSiny pacientd s kyfotizaci do 30 stupnd

nekoreluje s mirou klinickych obtizi (241-243).

Chirurgickd lécba zlomenin spociva vinstrumentované repozici a stabilizaci postizeného
segmentu s ev. doplnénim o dekompresi nervovych struktur a fakultativnim provedenim
meziobratlové fluze. PrestoZe se Casto kritéria k operacni 1éCbé prekryvaji s konzervativni
|écbou, vSeobecné pfijimanymiindikacemi k chirurgické l1é¢bé jsou: oteviené poranéni patere,
inkompletni ¢i progresivni neurologicky deficit, misni komprese, dislokace fragment, kyféza
vétsi nez 30°, nestabilni zlomenina a nutnost brzké mobilizace. Pfi kompresi misni tkané
obratlovymi fragmenty je nutné provést dekompresi paterniho kanalu. Dekomprese se
provadi bud neprima (distrakce, ligamentotaxe) nebo pfima
(laminektomie/korporektomie/odstranéni fragmentu kosti). Pfi pfitomnosti neurologického
deficitu je doporucovano provést dekompresni operaci ¢asné (<24 hod), kdy je dosazeno
vyznamné lepsich funkénich vysledkd pti porovndni s dekompresi odloZzenou (,time is spine”)
(244). Na vétsiné pracovist je dekompresni operace provadéna urgentné ve chvili, kdy je

pacient schopen podstoupit celkovou anestezii s operac¢nim vykonem (245, 246).

Pfi chirurgickém reSeni zlomenin Th-L oblasti patere je popsano nékolik operaénich technik
zahrnujici patefni pFistupy zadni, pfedni nebo kombinované. Zadné studie porovnavajici
jednotlivé pfistupy zatim nebyly provedeny, proto volba pfistupu zavisi predevsim na
pritomné patologii a strategii operatéra tak, aby byla provedena dostate¢na repozice a

stabilizace patere spolecné s co nejmensim zatizenim pacienta moznymi komplikacemi.

Zadni transpedikuldrni fixace je nejcastéjsi volbou pro vétsinu zlomenin oblasti Th-L patere.
Provadi se z klasické ,mid-line” incize a bilateralni separace paravertebrdlniho svalstva.
Alternativnim, a o néco SetrnéjSim zplsobem je pak pfistup dle Wiltseho skrze trans-
muskularni septum, které bézi mezi m. longissimus a m. multifidus (247, 248). V obou

pfipadech vsak dochazi pfi poutziti retraktor béhem operace k tézkému poskozeni zejména

48



m. multifidus (249). Mezi vyhody zadniho transpedikuldrniho patfi dobrd korekéni moznost
redukce kyfdzy a relativné bezpecna trajektorie pro zavadéni Sroubd, naopak k nevyhodam
patfi vy$Si moznost infekce, selhani instrumentace, vznik pseudoartrézy, vyssi krevni ztrata a
riziko nutnosti extrakce instrumentaria (250-253). Transpedikularni trajektorie pro zavadéni

Sroubu je mozna také v rdmci mini-invazivniho perkutanniho pfistupu.

Technika mini-invazivniho perkutanniho zavadéni pedikuldrnich Sroub( byla poprvé popsana
Magerlem v roce 1984, kdy byla pouZita k externi fixaci zlomeniny (254). Postup perkutanni
vnitfni fixace zlomeniny obratlll pomoci pedikularnich Sroubd, jeji indikace a techniku pak
poprvé publikoval Assaker vroce 2004 (255). Pfi této technice nedochdzi k separaci
paravertebrdlniho svalstva a inzerce pedikuldrniho Sroubu se déje pomoci specialniho
instrumentaria skrze kratky rez kizi, podkozim a fascii za skiaskopické kontroly. Vyhodou

evvs

Setrnéjsi pristup k paravertebralnimu svalstvu a z toho plynouci niZsi riziko rané infekce (256).

Rekonstrukce predniho obratlového pilife je vyuzivdna v pfipadech roztfiSténi obratlového
téla (,,A4 - complete burst fractures”). Fixace je provadéna pomoci expandibilniho implantatu
nahrazujiciho opérnou funkci pfedniho sloupce s pfipadnym dopinénim o dlahy se Srouby,
které jsou zavadény do sousednich obratlovych tél. Indikaci k pfedni nebo kombinované fixaci
zlomeniny jsou nemozZnost repozice Ulomku obratle z kanalu zadnim pfistupem a kyfotizace
segmentu. Korekce kyfdzy je signifikantné lepsi u pacientll po rekonstrukci prednim pfistupem
(257). Biomechanické studie také dokdazaly lepSi mechanickou stabilitu nez u pouhé zadni
stabilizace (258, 259). Na druhé strané vsak stoji zvySend morbidita pti transtorakalnim
pFistupu, ktera mize dosahovat az 26 % (260). V posledni dobé je vSak rozvoj mini-invazivnich

technik transtorakalniho pfistupu, které riziko zavazné morbidity vyznamné snizuji (261).
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4.2 Farmakoterapie
4.2.1 Antiedematdzni terapie - kortikoidy

Methylprednisolon (MP) je synteticky glukokortikoid, ktery byl po dlouhou dobu povaZzovan
za vysoce efektivni |ék pti terapii sekunddrniho misniho poranéni. Hall et al. pfisuzoval MP
efekt na redukci miry oxidativniho stresu a tim na sniZzeni peroxidace lipid(i (262). V roce 1984
probéhla prvni multicentricka randomizovana studie ktera u 330 pacientl porovndvala vysoké
(1000 mg bolus + 250 mg & 6 hod po dobu 10 dni) a nizké (100 mg bolus + 25 mg 4 6 hod po
dobu 10 dni) davkovani - NASCIS | (National Acute SCI Study phase ). Vzhledem k ndzoru
nepostradatelnosti podani kortikoidu nebyla zahrnuta kontrolni skupina. Vice nez 70 %
pacientl bylo zlepSeno, avsak studie neodhalila rozdil ve vysledném klinickém neurologickém
obraze pacientli mezi jednotlivymi skupinami, a naopak poukazala na vyssi vyskyt ranych

infekci, sepse, plicni embolie a konecné i smrti ve skupiné s vyssim davkovanim (263).

V roce 1990 probéhla studie NASCIS Il, ktery porovnavala MP (30 mg/kg bolus + 5,4 mg/kg/hod
po dobu 23 hod), naloxon (5,4 mg/kg + 0,5 mg/kg/hod po dobu 23 hod) a placebo. Pfi
zhodnoceni po 1 roce od zapoceti Ié€by nebyly nalezeny mezi skupinami zadné signifikantni
rozdily. Teprve nasledna post-hoc analyza identifikovala podskupinu pacient( zlepsenych o 5
bod( v ASIA skérovacim systému po 6 mésicich od zapocati 1é¢by pfi podani MP v prvnich 8
hodinach po SCI (264). Tyto sekundarni vysledky vsak byly vdalSich letech vyznamné
zpochybnény pro nehomogennost jednotlivych skupin, uvadéni vysledkl pouze z pravé

poloviny téla a v selhanych pokusech pfi reprodukci vysledkt (265).

NASCIS Il v roce 1997 zkoumal efekt prodlouzeného podavani MP na 48 hodin, avSak opét
nebyl nalezen zadny rozdil mezi skupinami. Po skonéeni studie pak byl nahlasen vyssi vyskyt

tézké pneumonie u pacientl s prodlouzenym podavanim (266).

Na zakladé vyse uvedenych studii vydala americka asociace neurochirurgi (AANS/CNS) v roce
2002 zavazné doporuceni (guideline) navrhujici Ié¢bu MP v prvnich 24 nebo 48 hodinach jako

metodu volby pfi soubézném posouzeni moznych vedlejsich ucinkl (267).
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V roce 2012 byla nadaci Cochrane provedena metaanalyza studii NASCIS a dalSich dvou studii
se stejnym lécebnym protokolem. Studie dospéla k vysledku, Ze vysoké davky MP poddvané
po dobu 24 hodin vedou ke zvySeni ASIA skére o 4 body pfi porovnani s placebem. Co se tyce
nezadoucich ucinkd, byly objeveny pouze nesignifikantni trendy ve zvySeni gastro-
intestindlniho krvaceni a rizika infekce rany (268). Po publikaci téchto vysledkd zacal byt MP
rutinné vyuZivan u vSech pacientl s SCI prijatych do 8 hodin od uUrazu, coz nasledné vedlo
k Siroké kritice toho pfistupu vyvrcholené vydanim revidované verze zavazného doporuceni

(guideline) AANS/CNS, ktera jiz podavani MP pti SCI nedoporucuje (Obr. 12) (269).

’

Vzhledem k vySe uvedenym faktim zUstava vyuzivani MP v [é¢bé SCI velmi kontroverznim
tématem (270, 271). VétSina soucasnych neurochirurgl se v otdzce podavani MP pfiklani
k vysoce selektivnimu pfistupu zavislém na konkrétnim pacientovi s uvazenim dostupné

evidence vsech rizik i benefita.
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Obr. 12 Prehledna ¢asova osa vydanych stéZzejnich publikaci a zdvaznych doporuceni pro vyuzivani
terapie methylprednisolonem (272).

4.2.2 Podplrna lécba

Pacient s potvrzenym miSnim poranénim by mél byt |éen na jednotce intenzivni péce

s persondlem vySkolenym vtéto problematice. Brzké rozpoznani a feSeni moZnych
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systémovych komplikaci po SCI (hypoxie, hypotenze, plicni dysfunkce, obéhova nestabilita) ma
zcela jisté priznivy dopad na sekundarni misni poranéni a vede k lepsi rekonvalescenci (29, 57).
Redeni hypotenze jako priivodniho jevu SCI je esencialni k udrzeni dostate¢né perfize misni
tkané. Dle zavazného doporuceni AANS/CNS zroku 2013 je doporuceno udriovat MAP
(stfedni krevni tlak) mezi 85-90 mmHg v prvnich 7 dnech po SCI (273, 274). Dale je nutna

dostatecna oxygenoterapie k dosazeni SpO2 290 % a profylaxe hluboké Zilni trombdzy.

4.3 Rehabilitacni lécba

Nedilnou soucasti terapie pfi snaze o dosazeni co nejlepSiho funkéniho vysledku je
rehabilitace. V akutnim a subakutnim stadiu je rehabilitace zamérena predevSim na
predchazeni komplikaci, které mohou pfi tézkém postizeni nastat. Pasivnim cviéenim
s koncetinami lze predejit svalovym kontrakturam, zatuhnuti kloubd, svalovym atrofiim,
dekubitim a ¢astecné i svalové bolesti. Dechova cviceni jsou zamérena na edukaci a motivaci
pacienta k zapojeni jinych svalovych skupin k pfedejiti sniZzeni celkové plicni kapacity. Pfi
zapoceti rehabilitacni |écby jsou definované cile v zavislosti na stupni postiZzeni. Pacienti s lézi
nad C3 (pentaplegie) jsou odkazani na podpurnou ventilaci. Pti [ézi v Urovni C4 (tetraplegie) je
cilem zajisténi spontanni ventilace. Pacienti slézi C5 maji zachovalou flexi v lokti a po
dostatecné rehabilitaci zvladaji ovladat elektrické kreslo joystickem. Rehabilitace pacient(
s |ézi C6 je cilena k posileni extenze zapésti s facilitovanym uchopem s naslednym zvladanim
zakladnich hygienickych potifeb. Pacienti slézi pod C7-8 (paraplegie) jsou po edukaci a
rehabilitaci schopni zvladat vétsinu zakladnich potfeb, ovladani manualniho pojizdného kresla
s pfesunem mezi sedadly, mohou vyuzivat specialné upravena osobni vozidla. Pacient je
zaucen v intermitentni katetrizaci moc¢ového méchyre a vyuzivani specidlnich inkontinencnich

pomlUcek.
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4.4 Experimentalni [é¢ba misni léze

Vzhledem k neuspokojivym klinickym vysledkdm pti dosavadni dostupné [écbé SCI a
naslednému ekonomickému dopadu je vyzkum novych IéCebnych metod v popredi zajmu
experimentdlni mediciny. Jak jiz bylo wvysvétleno, hlavnim ddvodem vysledného
neurologického deficitu je vedle pfimého poranéni také ztrata misni tkané v dlsledku
sekundarnich procesli po poranéni. Experimentdlni lé¢ba je proto zaméfena hlavné na
moznosti ovlivnéni patologicky zvySené zanétlivé reakce a na nahrazeni a regeneraci funkéni
nervové tkdné. V experimentdlnim vyzkumu se vyuzivaji bunécéné a nebunécné pristupy. Mezi
bunécné patfi hlavné vyvoj v oblasti kmenovych bunék, které se podle typu mohou uplatiovat
pfi zachrané, ale i pfi ndhradé neuronl. K vytvoreni novych neuronl po transplantaci se
vyuZivaji pred-diferenciované neuronalni kmenové buriky, derivované z embryonalnich nebo
indukovanych pluripotentnich bunék. U kmenovych bunék non-neurondlniho typu
(mezenchymalni kmenové buriky) se vyuZiva jejich parakrinniho sekre¢niho plsobeni a tim
ovliviiovani bunék zodpovédnych za patologicky zvySenou zanétlivou reakci. K nebunéénym
pfistuplm patfi vyvoj material(l, které se vyuzivaji k premosténi léze a vytvoreni vhodného
prostredi k prorlstani poskozenych axonll. Tohoto principu vyuzivaji rizné typy hydrogelQ

nebo polymer( a na podobném principu jsou zalozeny i mikrocipy.

4.4.1 Kmenoveé bunky

Pfi snaze o snizeni negativniho vlivu sekundarni faze misniho poranéni, a naopak pfi podpore
endogennich regeneracnich proces( jsou vyuzivany rizné druhy kmenovych bunék. Kmenové
buriky maji unikatni vlastnost generovat pfi svém déleni jak dcefinou kmenovou buriku, tak
funkéni progenitorovou bunku. Timto asymetrickym délenim zachovavajici svou linii jsou do
urcité miry bunkami ,nesmrtelnymi“. Kmenové bunky mulzeme rozdélit dle potencialu
dcefinych bunék na totipotentni (moznost diferenciace do vSech typl somatickych bunék
véetné bunék embrya), pluripotentni (moznost diferenciace do bunék vSech 3 zarodecnych
listd) a multipotentni (moZnost diferenciace do unipotentnich somatickych prekurzort).

Kromé mozné funkce pfimé nahrady poskozenych a odumfelych bunék misni tkdné jsou

53



v poslednich letech kmenové bunky studovany hlavné pro jejich schopnost vylu¢ovat mnozstvi
rastovych a imunomodulac¢nich faktor(l ovliviiujicich pribéh sekunddrni faze misniho

poranéni.

4.4.1.1 Mezenchymalni kmenové buriky

Mezenchymalni kmenové burnky (MSCs) jsou multipotentni buriky se schopnosti sebe obnovy
a multidiferenciace do bunék predevsim mezenchymadlniho typu (275-277). Jako zdroj
mezenchymadlnich kmenovych bunék byla potvrzena tukova tkan, periferni krev, plicni a
srdecni tkan, zubni dren, stroma rohovky, placenta, endometrium, amnioticka membrana i
pupecnikova krev nebo tkan (Whartontv rosol). Pfestoze byly popsany znamky diferenciace
mezenchymadlnich kmenovych bunék do neuronalnich typl bunék (278, 279), je validita téchto
dat zpochybriovdna vzhledem k nespecificité proteinovych markerd neurondlni diferenciace
(280, 281). Regenerativni potencial v |é¢bé misniho poranéni tak spociva hlavné v parakrinnim
efektu secernovanych trofickych faktor( interagujicich s prostfedim poranéné tkané. MSCs
podporuji v poranéné misni tkani revaskularizaci, moduluji zanétlivou odpovéd (282),
produkuji rlstové faktory a cytokiny (283) a plsobi protektivné proti oxidativnimu stresu a

nasledné indukované apoptoze (284).

V |écbé misniho poranéni jsou pouzivany MSCs z rGznych zdrojl, zejména pak z tukové tkané
(AT-MSCs), kostni dfené (BM-MSCs), pupecnikové krve (UB-MSCs) a pupecnikové tkané -
Whartonova rosolu (WJ-MSCs). Whartonlv rosol je gelatindzni pojivova tkan pupecniku
popsana Thomasem Whartonem v roce 1656. Vyhodou MSCs ziskanych z Whartonova rosolu
je ve srovnani s BM-MSCs a AT-MSCs jejich vyssi proliferacni potenciadl (285), a nizsi
imunogenicita, ktera je dana nizsi expresi komplexu MHC-I a Uplnou absenci komplexu MHC-
Il (286). | pres vyssi proliferacni potencidl je vyloucena moZnost tumorigeneze a jsou
povazovany v tomto ohledu za bezpecné (287). Vzhledem k moznosti klinického vyuziti maji
WJ-MSCs nespornou vyhodu v moznosti ziskani zdrojového materialu. Zatimco kmenové
buniky z kostni difené ¢i z tukové tkané je nutné ziskat invazivnimi metodami (punkce +
aspirace), WJ-MSCs jsou neinvazivné ziskavany zlehce dostupné pupecnikové tkané po

porodu a nepredstavuji tak riziko pro darce (288).
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4.4.1.2 Kurkumin

Kurkumin (1,7-bis[4-hydroxy-3-methoxyfenyl]-1,6-heptadien-3,5-dion) je Zlutym extraktem ze
stonk rostliny curcuma longa, zndmé téz jako indicky zdzvor. Kurkumin je vzhledem ke svym
rdznym biologickym a neuroprotektivnim uc¢inklm pfi poranéni CNS intenzivné studovan jako
pfirodni alternativa k MP  (289-291). Kurkumin sniZzuje produkci ROS, peroxidaci lipidl a
produkci NADPH oxidazy (292, 293) a naopak zvysuje expresi antioxidacnich a detoxifikacnich
enzym( NADPH quinon oxidoreduktazy-1, glutathion S-transferazy P, hem-oxygendzy 1, nebo
transkripéniho faktoru Nrf2 (292, 294, 295). Pfi potlaceni rozvoje sekundarniho misniho
poskozeni se uplatfiuje zmirnéni zanétlivé reakce potlacenim aktivity NF-kB a p38 MAPK
(mitogen-activated protein kinase) (199, 290, 295, 296). Dale byly po aplikaci kurkuminu
zjisStény nizsi hladiny NLRP3 a prozanétlivych cytokinG TNF-a a IL-1B (297-300). Potlaceni
exprese prozanétlivych cytokinl spolu s inhibici exprese kaspazy-3 a naopak zvySenim exprese
Bcl-2 vede k signifikantné niz8i mikroglidini aktivaci, potlacené zanétlivé reakci a prevenci
apoptdzy (301). VSechny tyto regulacni funkce kurkuminu ve vysledku vedou ke zlepSeni

neurologickych funkci po SCI (199, 291, 302).

Klinické vyuziti kurkuminu je bohuzel limitovano jeho Spatnou rozpustitelnosti ve vodném
prostfedi a rychlym jaternim a stfevnim metabolismem (303, 304). Snaha o zlepSeni
biodistribuce je v poslednich letech zjevnd na poli nanotechnologii, kdy enkapsulace do
nanocastice tvorené fosfolipidy nebo cyklodextriny vyznamné zvysila koncentraci latky v téle

(305, 306).

4.4.1.3 Hydrogely

Pfi Uplné disrupci misni tkané je kromé potlaéeni sekundarniho poranéni nutné pfemosténi
kavity, kterd by po vytvoreni gliové jizvy branila prorlstani regenerovanych axonu.
K pfemosténi léze se vyuzivaji rzné modifikované materidly v ¢ele s hydrogely (307-309).
Hydrogely jsou hydrofilické polymery sriznymi chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi

vyrobené z Cisté syntetickych nebo biologickych materidll, popfipadé kombinaci obou
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(agardza, kolagen, hyaluronan, fibrin, alginat, 2-hydroxyetyl metakrylat HEMA). Vytvorené
hydrogely jsou povrchové modifikovany rlznymi bioaktivnimi molekulami (napf. laminin,
fibronektin) k podporeni bunééné adheze (310-312). ProrUstani regenerovanych axon( je dale
umoznéno 3D orientaci porézniho materialu ve sméru regenerace. K potenciaci neurondlni
regenerace mohou byt hydrogely osazeny rldznymi druhy kmenovych bunék - indukovanymi
pluripotentnimi bunkami (IPSs) (313), burikami z olfaktorniho bulbu (OECs) nebo MSCs (314,
315), poptipadé mohou byt zakomponovany rzné rlstové faktory (BDNF, NT-3, GDNF) a
buriky Schwannovy (316-320).
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5. Hypotézy a cile prace

Lécba misSniho poranéni pomoci mezenchymalnich kmenovych bunék izolovanych
z lidského Whartonova rosolu (hWJ-MSCs) u experimentdlniho potkaniho modelu
zlepSuje hybnost a koordinaci dolnich koncetin a je zdavisld na davce aplikovanych

bunék.

Cil: Vytvorit experimentalni model ischemicko-reperfuzni misni léze u potkana.
Intratékalné pomoci lumbalni punkce aplikovat rlizné mnozstvi kmenovych bunék, a to
bud jednordzové, nebo opakované. Sledovat efekt 1é¢by pomoci série behavioralnich
testl, analyzou imunohistochemickych fezi a mérenim exprese genu souvisejicich

s regeneraci tkdné pomoci gPCR.

Lécba misSniho poranéni lokdlnim a systémovym podanim protizanétlivého a
antioxidacniho léciva kurkuminu navazaného na nanonosi¢ (nanokurkumin) u
experimentdlniho potkaniho modelu moduluje lokalni zanétlivou reakci a zlepsuje

hybnost dolnich kon¢éetin.

Cil: V subakutni fazi experimentalné vytvoreného potkaniho modelu misni léze
aplikovat nové vytvorené léCivo nanokurkumin dvéma zpUsoby: lokalné k mistu
poranéni a podkoZiné do oblasti zad. V prlibéhu experimentu sledovat efekt lécby
pomoci behaviordlnich studii, po skonleni experimentu morfometricky a
imunohistochemicky analyzovat misni tkan a zménu exprese vybranych genu

uplatiujicich se vimunitni zanétlivé reakci.

Mini-invazivni perkutanni stabilizace traumatické zlomeniny hrudni a bederni patere
je rovnocennou metodou stabilizace ke klasické oteviené zadni transpedikuldrni

stabilizaci.
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Cil: Retrospektivni analyza operaci traumatickych zlomenin hrudni a bederni patefe na
pracovisti Neurochirurgické kliniky Fakultni Nemocnice v Hradci Kralové, které byly
provedeny klasickou otevienou zadni transpedikuldrni stabilizaci a nové zavedenou
metodou mini-invazivni perkutanni zadni transpedikularni stabilizaci. Porovnani obou
operacnich metod hodnocenim presnosti postaveni zavedenych transpedikularnich
Sroubl, parametr kyfotizace obratl(, ddvky radiacniho zareni, ¢asu operace a

celkového poctu reoperaci.
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6. Metody
6.1 Pouzita experimentalni zvirata
6.1.1 hWIJ-MSCs

K pokusu bylo vyuZito celkem 90 dospélych samcl potkana (Wistar) odebranych ze zvéfince
Fyziologického Ustavu Akademie véd Ceské republiky (AVCR) v Praze. Stafi zvifat na zacatku
experimentu bylo 10 tydna a jejich vaha se pfi chirurgickém zdkroku pohybovala mezi 275-305
g. Dle typu lécby byli potkani nahodné rozdéleni do celkem 5 skupin (viz dale). Celkova doba
prezivani zvifat zavisela na typu analyzy. Kbehaviordlnimu, histologickému,
imunohistochemickému a qPCR testovani bylo vyuzito celkem 47 potkanl (n=47) s celkovou
dobou trvani experimentu 9 tydnt (9T). Ke gPCR analyze gen( 4 tydny po SCI bylo vyuZito
dalSich 39 potkan( (n=39). K ozifejméni prezivani bunék v mozkomisnim moku po poddani 0,5

M nebo 1,5 M hWJ-MSCs 2 tydny po SCI byli vyuzZiti 4 potkani (n=4).

6.1.2 Nanokurkumin

K pokusu bylo vyuZito celkem 52 dospélych samcl potkana (Wistar) odebranych ze zvéfince
Fyziologického Ustavu AVCR v Praze. Stéfi zvifat na zacatku experimentu bylo 10 tydnd a jejich
vaha pfi chirurgickém zakroku se pohybovala mezi 270-300 g. Po vytvoreni experimentalniho
modelu misni léze byla zvifata ndhodné rozdélena na dvé skupiny - skupinu |écenou
nanokurkuminem (n=21) a kontrolni skupinu, které byl poddn pouze nanonosi¢ bez ucinné
latky (n=11). Zvifata, ktera byla zafazena do behavioralni, histologické, imunohistochemické a
gPCR studie (n=32) prezivala 9 tydn(. K cytokinové analyze byla zvifata usmrcena 7. a 14. den

pokusu (n=20).

6.2 Pacienti

Retrospektivné byl hodnocen soubor pacientld, ktefi podstoupili operacni stabilizaci

traumatické fraktury jednoho, nebo vice obratll v oblasti Th8-L5 na Neurochirurgické klinice
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Fakultni nemocnice Hradec Kralové v obdobi od ledna 2015 do ledna 2018. V uvedeném
obdobi bylo na klinice operovano celkem 184 pacientd. Do studie nebyli zarazeni pacienti s
absenci pooperacniho vysetfeni pomoci CT (celkem 30 pacientl, ktefi byli pooperacné
kontrolovani pouze prostou skiaskopii v antero-posteriorni a laterdini projekci) a pacienti
trpicim. Bechtérev vzhledem ke zménénym anatomickym pomérdm (7 pacientl s
mnohaetdzovou stabilizaci). Pacienti byli operovani budto klasickou otevienou zadni
transpedikularni stabilizaci nebo mini-invazivni perkutanni transpedikuldrni stabilizaci. Volba
operacniho postupu zdvisela na preferenci operatéra. Mini-invazivni perkutanni technika byla
na nasem pracovisti zavedena v prabéhu roku 2014. Studovany soubor obsahuje celkem 147
pacientU. Prvni skupinu pacientli operovanych klasickou otevienou technikou (skupina OPEN)
tvori celkem 100 pacient( - 55 muzl a 45 Zen s primérnym vékem 48 (19-88) let. K oteviené
stabilizaci bylo nejvice vyuZito instrumentarium s rigidnimi Schanzovymi Srouby (98 pacienta),
pouze v minimu pfipadl pak instrumentarium s polyaxidlnimi Srouby (2 pacienti). Druha
skupina pacientli operovanych mini-invazivni perkutdnni technikou (skupina MIS) ¢ita 47
pacientd - 34 muzl a 13 Zen s primérnym vékem 44 (17-72) let. K operaci bylo vyuZito
standardni instrumentarium s polyaxidlnimi Srouby. V predoperaénim obdobi byli vSichni
pacienti vySetfeni pomoci CT, néktefi z nich pak také pomoci MR k odhaleni nitrodferiovych

zlomenin a poranéni mékkotkanovych diskoligamentdznich struktur.

6.3 Experimentalni model misni léze

Jako model misni [éze byla zvolena metoda balédnkové dorzalni ischemicko-kompresni léze (4).
Operace byly provadény za standardnich podminek na opera¢nim sale uréeném pro mala
zvifata na Ustavu experimentalni mediciny AVCR v Praze. Pfed samotnou operaci byli potkani
uvedeni do celkové inhala¢ni anestezie pomoci Isofluranu (Forane; Abbott Laboratories,
Queenborough, UK), analgesie byla zajisténa intramuskularni aplikaci carprofenu (Rimadyl,
Cymedica, 4 mg/kg) a chirurgickd peroperacni antimikrobidlni profylaxe byla provedena

intramuskularnim podanim antibiotika gentamicin sulfat (Lek Pharmaceutical, 5 mg/kg).
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Po incizi kGize byly separovany paravertebralni svaly v rozsahu obratld Th7 az Th12 a po
anatomické identifikaci jednotlivych obratlovych obloukli byla provedena ¢éastecna
laminektomie obratle Th10. Ndasledné byl do epiduralniho prostoru velmi opatrné zasunut
sterilni 2F Fogartyho katétr az do urovné Th8 (Obr. 13). Po spravném umisténi katétru byl
baldnek rychle naplnén 15 pl fyziologického roztoku a udrZovan rozepjaty po dobu 5 minut,
¢imZ se vytvofila kompresni miSni |éze. BEhem samotné operace byla inhala¢ni anestezie
udrZzovana pratokem Isofluranu 0,3 ml/min a teplota zvifete byla cilena na 37 °C pomoci
vyhfivané podlozky. Po péti minutdch byl baldnek vypustén a katétr opatrné extrahovan
z epiduralniho prostoru. Operace byla ukoncena suturou paravertebralnich svalli a klze
nevstrebatelnym stehem. Neurologicky postizend zvitata byla periodicky kontrolovdna a po
nezbytné nutnou dobu probihala asistence pti krmeni a moceni. Profylaktické podavani ATB
bylo prodlouzeno po dobu 7 dni po operaci. Voda i krmeni bylo zvifatim poskytovdno ad

libitum.

Obr. 13 llustrativni obrazek vytvoreni klinicky relevantni ischemicko-kompresivni misni léze. V levé
Casti obrazku zndzornéno poranéni mich kompresivni frakturou s porusenim vsech 3 pdaternich
sloupct. V pravé c¢asti zobrazen baldnek Fogartyho katétru v dorzalnim epiduralnim prostoru na drovni
Th8 rozepjaty 15 pl fyziologického roztoku zasunuty cestou laminektomie Th10.

6.4 Aplikace terapeutickych bunék/protizanétlivé latky
6.4.1 hWJ-MSCs

Buriky hWJ-MSCs byly izolovany a kultivovany z lidskych pupecnikl zdravych rodi¢ek po

prirozeném porodu ve fakultni nemocnici Plzen. VSechny pacientky podepsaly informovany
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souhlas o zpracovdvani tkdané odsouhlaseny instituciondlni etickou komisi. K dalsimu
zpracovani byly vyuzity 10-15 cm dlouhé casti pupecniku, které byly sterilné transportovany
s antibioticko-antimykotickym roztokem pfi udriovani stalé teploty 4 °C. Po odstranéni
umbilikalnich cév byla pupecnikova tkan fragmentovana na cca 1mm fezy a vloZena do
kultivatniho media Nunc (Schoeller, Praha, Ceska republika) obsahujici ,alpha-Minimum
Essential Medium“ (aMEM; East Port, Ceskd republika), desti¢kovy lyzat o koncentraci 5 %
(IKEM, Ceskd republika) a antibiotikum gentamicin sulfat v davce 10mg/ml. Buriky byly
nasledné kultivovany pfi teploté 37 °C ve zvlhéené atmosfére obsahujici 5% CO». Po 10 dnech
byla zbyla tkan odstranéna a zbyvajici adherujici buriky byly kultivovany po nasledujici 3 tydny
a pasazovany za pouziti 0,05% Trypsin/EDTA (Life Technologies, USA). Po pasazi byly buriky
vysazeny do kultivaénich nddob (Nunc; Schoeller, Ceska republika) o hustoté 5 x 103 bb/cm?.
Buriky tfeti pasdze byly charakterizovany pritokovou cytometrii s naslednou analyzou jejich

rastového a diferenciacniho potencidlu.

K transplantaci do experimentalniho modelu potkana byly pouzity buriky hWJ-MSCs z treti
pasaze, pricemz jejich aplikace probéhla 7., 14. a 21. den po provedeni kompresni misni |éze
SCI. Buriky byly podavéany cestou lumbalni punkce (LP) v etaZi L4/5 nebo L3/4 jehlou o tloustce
25G za kratké celkové anestezie Isofluranem. Jako ovéreni subarachnoidalniho prostoru bylo
nejprve natazeno malé mnoZstvi mozkomisniho moku (CSF) a nasledné byla aplikovana davka
fyziologického roztoku obsahujici hWJ-MSCs. Béhem aplikace bunék bylo moZino pozorovat
pohyb ocasu jako vysledek mechanického drazdéni nervovych korenl oblasti cauda equina.
Po injekci bunék byla jehla ponechana in situ po dalSich 30 vtefin jako prevence zpétného toku
bunék pristupovym kanalem. Zvirata byla rozdélena do 5 skupin podle poctu aplikovanych
bunék. Prvni skupiné (0,5 M) bylo transplantovano 0,5 milionu bunék v 50 pl fyziologického
roztoku v jedné davce 7. den po SCI (n=12). Druha skupina (1,5 M) obdrzela 1,5 milionu bunék
v 50 ul fyziologického roztoku v jedné davce 7. den po SCI (n=9). Treti skupiné (3x0,5 M) byla
provedena trojita transplantace 0,5 milionu bunék v 50 ul fyziologického roztoku 7., 14. a 21.
den po SCI (n=8). Ctvrté skupiné (3x1,5 M) byla aplikovéna trojitd transplantace 1,5 milionu
bunék v 50 pl fyziologického roztoku 7., 14. a 21. den po SCI (n=7). U kontrolni skupiny

(kontrola) probéhla jednotliva, nebo trojita implantace 50 pl fyziologického roztoku 7. (14.,

62



21.) den po SCI (n=11). Vzhledem k tomu, Ze se vysledky jednotlivé a trojité aplikace u
kontrolni skupiny neliSily, byla tato skupina brana jako homogenni pfi porovnavani se
skupinami ostatnimi. Den pred transplantaci bunék byla aplikovana vSem zvifatim
imunosupresivni latka Cyclosporine A intraperitonedlni injekci (10 mg/kg). Imunosuprese byla

podavana denné po celou dobu trvani experimentu.

6.4.2 Nanokurkumin

Pro aplikaci byl pouzity vysoce purifikovany synteticky kurkumin obsazeny v diskoidni nano-
¢astici na bazi lipidu o velikosti 10-25 nm - LipodisqTM (Malvern Cosmeceutics, Malvern, UK).
Tato nanocastice je biodegradabilni a je zkonstruovana k inkorporaci hydrofobnich, ve vodé
nerozpustnych latek vhodnych klokdlnimu nebo systémovému poddni. Na rozdil od
kurkuminu, ktery je rozpustny pouze v tucich, methanolu, ethanolu, ethyl acetdtu, acetonu,
methylen chloridu, dimethylformamidu, dimethylsulfoxidu a methylethyl ketonu je

nanokurkumin (C21H2006) rozpustny ve vodé a dalSich fyziologickych roztocich.

Aplikace nanokurkuminu do experimentalniho modelu potkana s misni lézi byla provddéna
lokalnim a podkoZnim (systémovym) poddvanim. Po vytvoreni misni |éze byli potkani rozdéleni
do dvou skupin. Prvni skupiné (n=21) byl podan nanokurkumin lokdlné kolem dury mater
ihned po operaci SCI a poté pomoci minimalné invazivniho pfistupu 7., 14. a 28. den po SCI.
Kazda lokalni aplikace byla cilena do oblasti laminektomie a byl podan roztok nanokurkuminu
o celkové davce 0,01 ml. Zaroven byl roztok nanokurkuminu aplikovan podkozni injekci
v davce 0,1 ml, ktera byla podavdna dvakrat denné po dobu ¢tyr tydn( do podkoZi v oblasti
zad. Druhé skupiné potkantl, kontrolni skupiné (n=11), byl podavan roztok obsahujici
nanocastice bez navazané lécivé latky kurkumin lokalné i podkozné podle stejného protokolu
jako u prvni skupiny. Zvirata, ktera byla pouzita v behavioralni studii a k histologické a
imunohistochemické analyze byla v experimentu sledovana po dobu 9 tydn( po indukci SCI
(n=32). Dalsi skupina zvirat byla vyuZita k analyze zanétlivych cytokint a byla usmrcena 1 a 14
dni po SCI, pficemz bylo pouZito vidy 5 zvifat na lIé¢enou skupinu a konkrétni ¢asovy usek

(n=20).
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6.5 Operacni stabilizace zZlomeniny (OPEN, MIS)

K opera¢nimu feSeni zlomeniny byly vyuZity dvé metody zadni transpedikuldrni stabilizace -
oteviend (OPEN) a mini-invazivni perkutanni (MIS). Klasicka oteviend zadni transpedikuldrni
stabilizace je nejcastéjsi chirurgickou metodou lé¢by thorakolumbdlnich zlomenin. Operace
byla provedena ze stfedové incize kize a podkozi nasledované paraspindznim bilateralnim
protnutim dorzalni fascie s Sirokou separaci paravertebralniho svalstva a obnazenim
meziobratlovych kloub(. Dle anatomickych orientacnich bod0 byl nalezen vpad nad pedikly
obratlG uréenych kinzerci pedikularnich Sroubll. Nasledna inzerce pedikuldarniho Sroubu
probéhla pod kontrolou RTG pfistroje v antero-posteriorni (AP) a laterdlni (LAT) pozici. Hlavy
Sroubl byly nasledné spojeny tyci, a po provedeni nepfimych repoziénich manévri
(ligamentotaxe, lordotizace) byl cely systém uzamcen. Pfi zavainych poranénich simpresi
kosténych struktur do duralniho vaku byla pak navic provedena dekomprese nervovych
struktur pomoci jedné, nebo vice etdzové laminektomie. Operace byla ukoncena suturou

jednotlivych anatomickych vrstev s/bez ponechani Redonova drénu in situ.

Mini-invazivni perkutanni pfistup byl veden ze ¢tyr kratkych (1-2 cm) incizi kGiZe, podkozi a
dorzalni fascie nad projektovanymi vpady do pedikl(. Vpad do pediklu byl vyhledan za pouziti
AP skiaskopie s naslednou inzerci pedikularniho Sroubu (Obr. 14 A, B, C). Po zkontrolovani
trajektorie Sroubu v AP a LAT projekci byly nasledné hlavy Sroubl spojeny tyci, kterd byla
protaZzena skrz paravertebralni svaly pod klzi. Cely systém byl nasledné uzamknut a jednotlivé
koZzni vpady suturovany. K mini-invazivni perkutanni metodé nebyli indikovani pacienti s

tézsim typem zlomeniny nez B1 dle klasifikace AOS a s pfitomnosti neurologického deficitu.

Obr. 14 Peroperacni fluoroskopie k navigaci inzerce pedikuldrniho Sroubu. Inicidlni idedlni vstup do
pediklu dolni Th-L patere (A), postup pres pedikl ke hrané obratlového téla (B), konecné postaveni
pedikularniho sroubu (C). Obrazek prevzaty z publikace Bai et al. (321).
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6.6 Analyza efektu hWJ-MSCs/nanokurkuminu

6.6.1 Behaviordlni testovani
6.6.1.1 BBB

Kvalita a rozsah hybnosti zadnich koncetin spolecné s jejich koordinaci s pohybem prednich
koncetin byla posuzovadna podle Basso, Beattie a Bresnahanovy (BBB) hodnotici skaly (0-21
bod() pfi pohybu potkan(i v ohrani¢eném otevieném prostoru (322) (Tab. 4). Hodnoceni
probihalo vidy jednou tydné po celou dobu trvani experimentu. Potkani byli pozorovani pfi
neruseném pohybu po prostoru a byla posuzovana hybnost zadnich koncetin, kvalita doSlapu

tlapky, schopnost podpory vahy téla a pfipadna koordinace pohybu vSech koncetin pfi chizi.

body popis
0 | Bez viditelného pohybu zadnich koncetin.

1 | Nepatrny pohyb jednoho nebo dvou kloub, obvykle ky¢le a/nebo kolene.
Vyrazny pohyb jednoho kloubu, nebo vyrazny pohyb jednoho kloubu spolu s nepatrnym
2 | pohybem dalSiho kloubu.
3 | Vyrazny pohyb dvou kloubd.
4 | Nepatrny pohyb vsech tfi kloub(.
5 | Nepatrny pohyb dvou kloubt a soucasné vyrazny pohyb tretiho.
6 | Vyrazny pohyb dvou kloub( a soucasné nepatrny pohyb tretiho.
7 | Vyrazny pohyb vsech tfi kloub.
8 | Plantarni umisténi packy bez vahové podpory.

Plantarni umisténi packy s vahovou podporou pouze ve stoji (ne pfi chlzi), popfipadé obcasna,
Casta nebo konzistentni chiize po dorsum pedis s vahovou podporou a absenci plantarniho

9 | umisténi packy.

Obcasné plantarni umisténi packy s vahovou podporou pti chlzi, bez koordinace pohybl mezi
10 | zadnimi a prednimi koncetinami.

Casté a7 konzistentni plantarni umisténi packy s vahovou podporou, bez koordinace pohybd

11 | mezi zadnimi a pfednimi koncetinami.

Casté a? konzistentni plantarni umisténi packy s vdhovou podporou spolu s ob&asnou koordinaci
12 | pohybl mezi zadnimi a prednimi koncetinami.

Casté a7 konzistentni plantarni umisténi packy s vahovou podporou spolu s ¢astou koordinaci
13 | pohybl mezi zadnimi a prednimi koncetinami.

Konzistentni plantarni umisténi packy s vdhovou podporou s konzistentni koordinaci pohybl
mezi zadnimi a prednimi koncetinami. Packa je rotovana zevné nebo zevnitf pfi zvednuti packy a
14 | pfi prvnim kontaktu.

Konzistentni plantarni umisténi packy s vdhovou podporou s konzistentni koordinaci pohybl
mezi zadnimi a pfednimi kon&etinami. Zddné nebo ob&asné zvedani prstcll. Packa je paralelné k
15 | télu pti prvnim kontaktu.

Konzistentni plantarni umisténi packy s vdhovou podporou s konzistentni koordinaci pohyb
mezi zadnimi a pfednimi kon&etinami. Casté zvedani prstcll. Packa je paralelné k télu pfi prvnim
16 | kontaktu a rotovdna ve fazi zvednuti.
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Konzistentni plantarni umisténi packy s vahovou podporou s konzistentni koordinaci pohybU
mezi zadnimi a pfednimi kon&etinami. Casté zvedani prstcd. Packa je paralelné k télu p¥i prvnim
17 | kontaktu i ve fazi zvednuti.

Konzistentni plantarni umisténi packy s vahovou podporou s konzistentni koordinaci pohybU
mezi zadnimi a pfednimi koncetinami. Konzistentni zvedani prstc(. Packa je paralelné k télu pfi
18 | prvnim kontaktu a rotovana ve fazi zvednuti.

Konzistentni plantarni umisténi packy s vdahovou podporou s konzistentni koordinaci pohybt
mezi zadnimi a pfednimi koncetinami. Konzistentni zvedani prstc(. Packa je paralelné k télu pfi
19 | prvnim kontaktu i ve fazi zvednuti. Ocas vétsSinu doby lezi na zemi.

Konzistentni plantarni umisténi packy s vahovou podporou s konzistentni koordinaci pohybU
mezi zadnimi a pfednimi konéetinami. Konzistentni zveddni prstcd. Packa je paralelné k télu pfi
20 | prvnim kontaktu i ve fazi zvednuti. Nestabilita trupu. Konzistentni zvedani ocasu.

ZDRAVY POTKAN. Konzistentn{ plantarni umisténi packy s vahovou podporou a konzistentni
21 | predozadni koordinace. Konzistentni zvedani prst(. Stabilita trupu. Konzistentni zvedani ocasu.

Tab. 4 - BBB hodnotici $kala k bodovani pohybu potkan( dle publikace kolektivu Basso et al. (322).

6.6.1.2 Chlze po kladiné

Stabilita, vyrovnanost a koordinace pohybu koncetin byla déle testovana pfi pfechdzeni 100
cm dlouhé a 3,4 cm Siroké kladiny. Na jednom konci kladiny byla umisténa unikova krabice
s motivaénim pamliskem. Pohyb zvifete od startovaci pozice jednoho konce kladiny do cilové
unikové krabice na druhém konci kladiny byl zaznamendavan pomoci CCD kamery (TSE-Systems
Inc., Bad Homburg, Némecko). Kazdy pokus zvifete o zdolani vzddlenosti byl omezen ¢asovym
limitem 60 s a bodové hodnocen pomoci modifikovaného skdrovaciho systému dle Metz a
Whishawa (323). Potkani byli pfed zapocetim experimentu v tomto ukolu trénovani. Testovani
pak probihalo kazdy tyden pocinaje druhym tydnem po indukci SCI az do konce experimentu,

pricemz byly provedeny dvé méreni za den ve tfech po sobé jdoucich dnech.

6.6.1.3 MotoRater

Pokrocila analyza hybnosti dolnich konéetin byla provadéna za pomoci pfistroje MotoRater
303030 a nasledné vyhodnocovana pocéitaéovym programem TSE Motion 8.5.11. Pfistroj se
sestava ze 150 cm dlouhé trasy, kterou musi zvifata prebéhnout. Jejich pohyb je pritom
nahrdvan na soustavu kamer s vysokym rozliSenim (CamRecord CL600x2, 1280 x 1024 pixel(,

Stemmer Imaging, Némecko). Pred zapocetim experimentu byly vyznaceny na klzi zvifete

66



zajmové body (hfeben kosti kycelni, kycelni kloub, kolenni kloub, zevni kotnik a
metatarzofalangedlni kloub) pomoci oholeni srsti s ndslednym zanesenim permanentniho
podkoZniho oznaceni za pouZiti tetovaciho zafizeni (Hugo Sachs Elektronik, Harvard
Apparatus) (Obr. 15 A). Ziskana pohybova videa byla analyzovana pomoci softwaru TSE Motion
8.5.11. Postupné byly vykresleny a spocitany maximalni a minimalni pohybové uhly v kycelnim
(Obr. 15 B) a kolennim kloubu (Obr. 15 C). Dale byla zmérena vyska hfebenu kosti kycelni nad
zemi znacici schopnost zvifete unést vlastni vahu téla (Obr. 15 D). Mechanika pohybu packy
byla mérena pomoci retrakce (Obr. 15 E) a protrakce (Obr. 15 F). Zvifata v obou skupinach byla
testovana ve dvou intervalech - paty a devaty tyden po misni lézi, a to vidy Ctyrikrat za sebou.
Z kazdé skupiny bylo hodnoceno 5 zvifat. VSechny parametry byly ve skupinach zpriimérovany

a porovnany s pohybem zdravych potkant (n=6).

Obr. 15 Analyza pomoci pfistroje MotoRater. Pfedoperacné je potkan oznacen podkoZni tetovazi nad
hifebenem kosti kycelni (HKK), kycelnim kloubem (KK), kolennim kloubem (KolK), zevnim kotnikem
(ZK) a metatarzofalangealnim kloubem (MFK) (A). V intervalech 5. a 9. tydne po SCI jsou vypocitany
maximalni a minimalni rozsahy hybnosti v KK (B) a KolK (C), vyska HKK nad zemi (D) a retrakce (E)
spolu s protrakci (F) chodidla.
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6.6.2 Imunohistochemicka analyza

Experiment byl planované ukoncen vzdy po 9 tydnech Ié¢by od indukce SCI. VSechna pfezivajici
zvirata byla uvedena do hluboké analgosedace za pomoci ketaminu (100 mg/kg) a xylazinu (20
mg/kg) a nasledné byla ve specidlni operacni mistnosti provedena transkardialni organova
perfuse za poutZiti roztoku fosfatového pufru (250 ml) nasledovaného 4% roztokem
paraformaldehydu (200 ml). Po dostatecné fixaci tkané byla mikrochirurgickou technikou
vyjmuta misni tkan z paterniho kanalu, ktera byla ddle laboratorné zpracovana ke zhotoveni
parafinovych histologickych block. Po makroskopické identifikaci stfredu misni léze byly
pomoci mikrotomu zhotoveny série transverzalnich rfez( o tloustce 5 um z oblasti 2 cm kolem
léze. Z kazdé jednotlivé skupiny bylo nahodné vybradno 5-7 zvitat, u kterych byly histologické a

imunohistochemické rezy analyzovany.

6.6.2.1 Morfometrie Sedé a bilé hmoty misni

K vizualizaci Sedé a bilé hmoty misni v histologickych fezech bylo vyuzZito barveni ,,Kresol violet
a luxolova modr“. Z kazdé skupiny byly analyzovany vzorky z 5-7 zvirat. Z kazdé michy bylo
zhotoveno celkem 11-15 ezl kolem stfedu misni léze s jednotlivymi odstupy 1 mm (Obr. 16
A, B, C, H). Rezy byly prohlédnuty a naskenovény v digitalni podobé pomoci mikroskopu
Axioskop 2 plus (Zeiss, Oberkochen, Némecko). Na ziskanych snimcich byla poté zméfena
celkovd plocha bilé a Sedé hmoty pomoci programu Imagel (NIH, Bethesda, MD, USA)

s naslednym porovnanim mezi jednotlivymi skupinami.

6.6.2.2 Gliova jizva a reaktivni astrocyty

Gliova jizva vznika v CNS jako reakce na poranéni. Vznik gliové jizvy je vSeobecné pfijiman jako
jedna z bariér mozné regenerace poranénych axon (viz vyse). K vizualizaci rozsahu gliové jizvy
je vyuzivana protilatka proti GFAP (Sigma, St. Louis, MO, USA). Z kazdé michy bylo zhotoveno

celkem 11-15 fez( kolem stfedu misni |éze s jednotlivymi odstupy 1 mm (Obr. 16 D, E, F, G).
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Rezy byly prohlédnuty a naskenovany v digitalni podobé& pomoci mikroskopu Axioskop 2 plus
(Zeiss, Oberkochen, Némecko). Na ziskanych snimcich byla nasledné zméfena pomoci
programu Imagel) (NIH, Bethesda, MD, USA) celkova plocha rozsahu zvySeného signalu
reprezentujiciho gliovou jizvu kolem centrdlni traumatické kavity s ndslednym porovnanim
mezi jednotlivymi skupinami. Na uvedenych snimcich byly také manudlné spocitany
morfologicky charakteristické tzv. reaktivni astrocyty, jejich pocet zaznamendn a ndsledné

porovnan mezi jednotlivymi skupinami.

A B C

Cranlal ——— Stled ——— Caudal
D E F

Obr. 16 Imunohistochemickd analyza. Pfiklad transverzalniho fezu michou potkana v oblastech
kranidlné, kauddlné a ve stfedu léze pfi barveni znazornujici morfologii Sedé a bilé hmoty misni (A, B,
C, H) a gliovou jizvu spolu s reaktivnimi astrocyty (D, E, F, G).

6.6.2.3 Axonalni sprouting

Regenerace misni tkané je doprovazena pucenim axonalnich koncl (axonalni sprouting).
Imunohistochemicky Ize tento jev vizualizovat protildtkou proti GAP43 (Millipore, Billerica,

MA). Z kazdé skupiny byly analyzovany vzorky z 5-7 zvifat. Z kazdé michy bylo zhotoveno
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celkem 11-15 fez( kolem stfedu midni léze s jednotlivymi odstupy 1 mm (Obr. 17 A, B, C). Rezy
byly prohlédnuty a naskenovany v digitdlni podobé pomoci mikroskopu LEICA CTR 6500
s grafickym nastrojem FAXS 4.2.6245.1020 (TissueGnostics, Viden, Rakousko). Ziskané obrazky
byly hodnocené pomoci programu Tissue FAXS (Tissue Gnostics, Viden, Rakousko). Pfi analyze
imunohistochemického signalu byla hodnocena celkova plocha hyperintenzniho signalu
znaciciho aktivni puceni koncd axonl s naslednym porovnanim mezi jednotlivymi skupinami

(Obr. 17 D).

Obr. 17 Imunohistochemicka analyza axonalniho sproutingu. Zndzornény priklady transverzalnich fez(
michou kranidlné (A), kaudalné (B) a ve stfedu misni léze (C). Detailni pohled se zndzornénim vladken
pozitivnich pfi barveni proti GAP43 (D).

6.6.3 gPCR

Zanikové a reparacni procesy jsou v CNS charakterizovany zvysenou, ¢i naopak snizenou
expresi celé rady regulacnich genl. K posouzeni vlivu rliznych typl experimentalni [écby byla
exprese zvolenych gen( (Tab. 5) a cytokinG (Tab. 6) analyzovana pomoci kvantitativni

polymerazové retézové reakce (qRT-PCR).
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Zkratka Nazev Charakteristika a vyznam u SCI
Gfap Glial fibrillary acidic protein Protein asociovany s astrocyty, ktery je zvySené exprimovan
v reaktivnich astrocytech a pfi tvorbé glialni jizvy.
Mrcl C-type mannose receptor 1 175-kDa velky transmembranovy glykoprotein, ktery je
(CD206) markerem M2 fenotypu makrofagu.
CD163 Cluster of Differentiation 163 | Marker M2 fenotypu makrofag(.
Irf5 Interferon Regulatory Factor | Regulacni faktor s klicovou ulohou v polarizaci makrofagli k M1
5 fenotypu.
CD86 Cluster of Differentiation 86 | Marker M1 fenotypu makrofaga.
Casp3 cysteine-aspartic acid | Clen kaspdzové rodiny, sekvenéni aktivace jednotlivych
protease 3 kaspazovych proteaz ma klicovou roli ve spusténi apoptozy -
marker apoptdzy.
Sortl Sortilin 1 Vybérovy receptor v Golgiho aparatu. Iniciuje neuronalni
(NT-3) apoptoézu zprostredkovanim endocytdzy proBDNF a proNGFB.
Fgf2 Fibroblast growth factor 2 Rastovy faktor, ktery hraje dileZitou roli v regulaci proliferace
neurondlnich bunék a jejich prekurzorl, podporuje preZivani
neurond.
NF-kB Nuclear factor NF-kappa-B | Pleiotropni transkripcni faktor pfitomny ve vétsiné bunék. U SCI
p105 subunit zvy$ena exprese potencuje zanétlivou reakci skrze Jak/Stat3 a
TLR4-MyD88 transkripc¢ni cesty.

Tab. 5 Pfehled gent zvolenych ke kvantitativnimu zhodnoceni exprese po SCI.
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Zkratka Nazev Charakteristika a vyznam u SCI

IL1-B Interleukin-1 beta Silny prozanétlivy cytokin. Plvodné objeven jako vyznamny endogenni
pyrogen. Podporuje migraci a aktivaci neutrofilQ, aktivaci T-bunék, B-bunék a
tvorbu protilatek.

TNF-a Tumor necrosis factor | Silny prozanétlivy cytokin sekretovan predevsim aktivovanymi makrofagy.
ligand superfamily | Reguluje funkci zanétlivych bunék predevsim v akutni fazi zanétu, kdy muze
member 2 vyvolat i apoptozu bunék.

IFN-y Interferon gamma Protizanétlivy cytokin produkovany aktivovanymi lymfocyty. Antiproliferativni

ucinek.

IL-6 Interleukin-6 Silny prozanétlivy cytokin hrajici hlavni roli v akutni fazi zanétu a pfi diferenciaci
B-bunék na buriky sekrecni.

-12 Interleukin-12 Prozanétlivy cytokin, ktery puUsobi jako rlistovy faktor pro aktivované T a NK-
bunky, zvysuje jejich lytickou aktivitu a stimuluje produkci cytokinu IFN-y.

CCL-5 Eosinophil  chemotactic | Chemoatraktant pro krevni monocyty, pamétové T-buriky a eozinofily.
cytokine (RANTES) Zpusobuje uvolnéni histaminu z bazofild a aktivuje eozinofily.

IL-11 Interleukin-11 Ambivalentni cytokin, ktery v rozdilnych fazich zdnétu plsobi jak pro-, tak
protizanétlivé. Stimuluje produkci hematopoetickych kmenovych bunék a
maturaci megakaryocyt(.

IL-10 Interleukin-10 Silny protizanétlivy cytokin produkovany aktivovanymi makrofagy a
pomocnymi T-burikami. Inhibuje syntézu cytokinG IFN-y, IL-2, IL-3, TNF and GM-
CSF.

IL-13 Interleukin-13 Protizanétlivy cytokin, ktery sniZuje tvorbu prozanétlivych interleukin(. Spolu
s IL-2 reguluje tvorbu IFN-y.

Tab. 6 Pfehled interleukinG zvolenych ke kvantitativnimu zhodnoceni exprese po SCI.

Cytokinova studie byla cilena na brzké zmény a byla provedena 1 a 14 dn(i po SCI. Exprese

rastovych a zanétlivych genl byla nasledné provadéna 4 a 9 tydni po SCI. K analyze bylo vidy

7

vyuzito 5 zvifat z kazdé l1écebné skupiny. Studovana RNA byla izolovana z parafinovych bloc¢k

obsahujicich misni tkan pomoci specialni sady ,High Pure RNA Paraffin Kit“ (Roche, Penzberg,

Némecko) nebo RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, Némecko). MnozZstvi ziskané RNA bylo

méreno spektrofotometricky (NanoPhotometerTM P-Class, Mnichov, Némecko). cDNA bylo

ze ziskané RNA izolovano pomoci reverzni transkripce pomoci sady “Transcriptor Universal

cDNA Master” (Roche) a termalniho cycleru (T100™ Thermal Cycler, Bio-Rad, Hercules, CA,

USA). Retézova reakce qPCR byla provedena pomoci roztoku cDNA, sondy , FastStart Universal
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4

Probe Master” (Roche, Némecko) a transkripcnich eseji , TagMan® Gene Expression Assays’
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

Vysledny 10ul roztok obsahujici 25 ng extrahované RNA byl podroben reverzni transkripci
na pristroji StepOnePlus™ real-time PCR cycler (Life Technologies). Proces amplifikace byl
opakovdn za stale stejnych podminek: 120 sekund pti 50 °C, 300 sekund pti 95 °Cs naslednymi
40 cykly pti 95 °C (15 sekund) a pfi 60 °C (60 sekund). Kazdy cyklus obsahoval také negativni
kontrolu (vodu). Jako referenéni gen byl zvolen Gapdh. Metoda AACt byla vyuzZita pro relativni
kvantifikaci genové exprese. VSechny takto ziskané vysledky byly analyzovany pomoci
softwaru StepOnePlus®. Vysledky byly prevedeny na log2 skalu k zobrazeni zvySené, nebo
snizené exprese oproti kontrolnimu vzorku, ktery byl pfeveden na nulovou hodnotu. Vysledky
byly podrobeny statistické analyze pomoci jednocestné analyzy ANOVA s post hoc parovym

testovanim. Rozdily byly povaZzovany za signifikantni pfi p<0,05.

6.7 Hodnoceni pfesnosti zavedenych Sroubt a dalSich klinickych
parametr(

Pfesnost zavedeni transpedikuldrnich 3Sroubl byla hodnocena na postoperacnich
rekonstrukénich transverzalnich fezech z pocitatové tomografie (CT). CT bylo provedeno
druhy nebo tfeti pooperacni den. Ke zhodnoceni byla pouzZita modifikovana 4stupnova
klasifikace dle Gertzbeina hodnotici pozici Sroubu ve vztahu k zevnimu kortikalnimu okraji
pediklu (stupen 0: bez prolomeni |. corticalis, stupen 1: prolomeni<2 mm, stupen 2: prolomeni
mezi 2 a 4 mm; stupen 3: prolomeni >4 mm). Vzhledem k odlisné klinické vyznamnosti bylo
jesSté rozliSovano prolomeni pediklu smérem medidlnim - typ A a smérem lateralnim - typ B
(Obr. 18). Nasledné byly zméreny Cobblv Uhel, angulace obratle (vertebral body angulation;
VBA) a pomér komprese obratle (vertebral body index; VBI) s porovnanim udaju pred operacni
stabilizaci a po ni. Na predoperacnim CT byly také zméreny Sitky pediklt obratll, do kterych
byly pfi operaci zavedeny pedikularni Srouby. Délka operace byla extrahovana z nemocnicniho
systému, kde je uvadéna standardné u kazdé operace. Expozi¢ni ¢as a celkovy produkt kermy

a plochy RTG pfistroje byly vyhledany v denicich radiologickych asistentd, kam je zapisovano

73



kazdé pouziti RTG pfistroje. Ke skiaskopii byly vyuZzivany pfistroje Ziehm Vision RFD (Ziehm
Imaging GmbH, Norimberk, Némecko) a Philips Veradius (Royal Philips, Amsterdam,

Nizozemi).

Obr. 18 llustrativni obrazek modifikované klasifikace ulozeni pedikularnich Sroub( dle Gertzbeina.

6.8 Statisticka analyza

Vysledky a prezentované grafy byly zprimérovany a jsou zndzornovany se smérodatnou
odchylkou (+ SEM). Statistickd signifikance mezi jednotlivymi skupinami byla posuzovéna
pomoci testl ,,one-way ANOVA“, nebo v pfipadé posuzovani i druhého faktoru (¢as) pomoci
,two-way ANOVA“. V pfipadé nutnosti byla k posouzeni signifikance v konkrétnim ¢asovém
bodé byla vyuZita analyza ,post hoc pair-to-pair”. V pfipadé neparametrickych hodnot byl

k testovani vyuzit test ,,one-way Kruskal-Wallis“ (vSe pomoci Sigmastat 3.1, Sistat Software
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Inc., San Jose, CA, USA). Rozdily ve vysledcich byly povaZzovany za signifikantni pti p<0,05 a

dale oznacovany jako * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

75



7. Vysledky

7.1 Experimentalni [é¢ba miSniho poranéni pomoci hWJ-
MSCs/nanokurkuminu

7.1.1 Behaviordlni testovani
7.1.1.1 hWJ-MSCs

BB

V prvnim tydnu po vytvoreni misni léze méla vSechna zvirata bez rozdilu skupiny paraplegii
nebo velmi tézkou paraparézu (BBB 0-1). V druhém tydnu bylo zaznamenano signifikantni
zlepseni pohybu konéetin u skupiny 1,5 M hWJ-MSCs (skére 5,28+0,9) ve srovnani s kontrolni
skupinou (2,1+0,43) (p<0,05). Ve tretim tydnu byla hybnost dolnich koncetin zvifat ve
skupinach 1,5 M, 3x0,5 M a 3x1,5 M signifikantné lepsi oproti skupiné kontrolni (p<0,05).
Zvirata ve skupiné 0,5 M zaznamenaly pouze malé zlepsSeni ve srovnani s kontrolni skupinou,
které nebylo hodnoceno jako signifikantni. Od ctvrtého tydne do konce experimentu
pokracovalo kontinualni zlepSovani schopnosti dolnich konéetin u zvifat ve skupindch 1,5 M,
3x0,5 M a 3x1,5 M. Tyto skupiny dosahovaly podobnych vysledk( a byly signifikantné lepsi,
nez zvirata ve skupiné 0,5 M a v kontrolni skupiné (p<0,05; p<0,001). Kone¢né BBB skére na
konci experimentu bylo 4,29+0,57 u kontrolni skupiny; 5,19+0,36 ve skupiné 0,5 M; 9,81+0,88
ve skupiné 3x0,5 M; 8,67+0,88 ve skupiné 1,5 M a 9,21+0,45 ve skupiné 3x1,5 M (Obr. 19 A).

(Two-way RM ANOVA, Davka; F= 8,481, p<0,001)
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A BBB skére B Chize po kiading

A

a - g
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C Chiize po kladiné - Easavé skére

Cas {s)

o5 B88588

PP 2 3 4 5 6 7 g
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H Kontrola H0,5MMSC H15MMSC O 3x05SMMSCH 3x 1,5 M MSC
Obr. 19 Vysledky behavioralnich studii pti [é¢bé pomoci riznych davek hWJ-MSCs s opakovanim a bez

opakovani. Rozsah pohybu dolnich koncetin pfi pohybu v otevieném prostoru byl hodnocen pomoci
testu BBB, kde signifikantné lepsich vysledk( dosahly skupiny s vyssi ddvkou a opakovanym podavanim
(A). Pokrocila koordinace koncetin byla mérena chuzi po kladiné, kde bylo zaznamenano celkové skére
pohybu s vyznamnym zlepSenim u skupiny 3x1,5 M (B) a casové skére opét s jasnym rozdilem pfi
podani nejvyssi davky (C). PP - pfed poranénim

* p<0,05 versus kontrola; ** p<0,01 versus kontrola *** p<0,001 versus kontrola; + p<0,05 versus 0,5
M MSC; ++ p<0,01 versus 0,5 M MSC; +++ p<0,001 versus 0,5 M MSC; # p<0,05 versus 3x0,5 M MSC;
## p<0,01 versus 3x0,5 M MSC; ### p<0,001 versus 3x0,5 M MSC; e p<0,05 versus 1,5 M MSC; ee
p<0,01 versus 1,5 M MSC; eee p<0,001 versus 1,5 M MSC; e p<0,05 versus 3x1,5 M MSC; ee p<0,01
versus 3x1,5 M MSC; eee p<0,001 versus 3x1,5 M MSC
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Chiize po kladiné

Vzhledem k zavazinosti neurologického deficitu nebyla vétsina zvifat schopna kladinu Gspésné
prejit a pouze balancovala na zacatku drahy. V priibéhu celého pokusu byla oproti ostatnim
skupinam signifikantné nejlepsi skupina 3x1,5 M s dosahnutim konec¢ného vysledku 3,1+0,33

v 7. tydnu po SCI (p<0,01-p<0,001) (Obr. 19 C).
(Two-way RM ANOVA, Typ lécby; F= 20,656, p<0,001)

Spolu s bodovanim pohybu po kladiné byl méren i ¢as potrfebny ke zdolani vzdalenosti.
V prvnich dvou tydnech zvifata prevaziné balancovala na zacatku drahy bez pohybu vpred.
V nasledujicich tydnech doslo k vyraznému zlepSeni pohybu u zvifat ze skupiny 3x1,5 M, ktera
dosahovala signifikantné lepsich vysledk( pfi porovnani se vSsemi ostatnimi skupinami véetné

skupiny kontrolni. Nejlepsiho ¢asu bylo dosazeno v Sestém tydnu (34,917 s) (Obr. 19 D).

(Two-way RM ANOVA, Typ lécby; F= 5,001, p=0,002)

7.1.1.2 Nanokurkumin

BBB

Prvni den po misni Iézi méla vSechna zvifata bez rozdilu skupiny paraplegii nebo velmi tézkou
paraparézu (BBB 0-1). V pribéhu experimentu bylo pozorovano postupné lepseni hybnosti
koncetin u zvirat z obou skupin. Pfesto, Ze po celou dobu experimentu byla hybnost konéetin
u zvitat lé¢enych nanokurkuminem hodnocena o cca 2 skérovaci body Iépe neZ u kontrolni
skupiny, nebyl pfi statistickém zpracovani vysledkd nalezen signifikantni rozdil meazi
skupinami. Konec¢né BBB skdre na konci experimentu bylo 7,840,9 ve skupiné |éCené

nanokurkuminem a 5,7+1,1 v kontrolni skupiné (Obr. 20 A).

(Two-way RM ANOVA, Typ lécby; F=2,720 p=0,110)
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Obr. 20 Vysledky behavioralnich testl pri Iécbé nanokurkuminem. Pfi testovani pohybu a koordinace
dolnich koncetin byly vyuZity testy BBB (A) a chiize po kladiné (B, C). PfestoZe byl ve vSech testech
zaznamenan trend pfi zlepSeni hybnosti ve skupiné zvifat, kterym byl poddvan nanokurkumin, nebyly
zaznamenany zadné signifikantni rozdily mezi skupinami.

Chtize po kladiné

V pribéhu trvani experimentu doslo k mirnému zlepseni koordinace pohyb( u obou skupin,
avsak bez signifikantniho rozdilu pfi statistickém testovani. Vysledné skére bylo 1,5+0,4 ve

skupiné lIé¢ené nanokurkuminem a 1,2+0,5 ve skupiné kontrolni (Obr. 20 B).
(Two-way RM ANOVA, Typ lécby; F=0,273 p=0,605)

Podobnych vysledk( bylo dosazeno i pfi méreni ¢asu zdoldvani vzdalenosti, kdy doslo pouze

k minimalnimu nesignifikantnimu zlepSeni v obou sledovanych skupinach (Obr. 20 C).

(Two-way RM ANOVA, Typ lécby; F=0,831 p=0,369)
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MotoRater

Pokrocila analyza hybnosti dolnich koncetin byla provddéna ve dvou intervalech - paty a
devaty tyden po misni lézi. Obé skupiny byly zaroven porovnany s vysledkem zdravych
potkan(. Byl méren maximalni a minimalni rozsah pohybu v kyéelnim a kolennim kloubu (Obr.
21 A, B). Dale byla vypocitana vyska hiebenu kosti kycelni (Obr. 21 C, D) a protrakce/retrakce
chodidla (Obr. 21 E, F).

V pribéhu experimentu byly zaznamendany jasné zmény pohybu dolnich koncetin mezi
zdravymi potkany a potkany s misni |ézi. Signifikantné odliSnych vysledkd bylo dosazeno mezi
skupinou zvitat |é¢enych nanokurkuminem a kontrolni skupinou pfi méreni vysky hiebenu
kosti kycCelni a retrakci chodidla v devatém tydnu méreni (silny trend také v patém tydnu;
p=0,072). Ve vSech vySe uvedenych vysledcich pak byla zvifata ze skupiny lécené
nanokurkuminem bliZe k fyziologickym hodnotdm namérenych u zdravych potkan( nez zvirata

ze skupiny kontrolni.

(Two-way RM ANOVA, hieben kosti kycelni, Typ 1éCby; F=36,427 p<0,001, SNK test q=3,010 p=0,047;
retrakce chodidla, Typ Ié€by; F=57,238 p<0,001, SNK test 9W g=3,501 p=0,021, 5W g=2,663 p=0,072
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Obr. 21 Vysledky behavioralni studie kinetiky pohybu pomoci pfistroje motoRater pfi Iécbé
nanokurkuminem. Méfeni rozsahu pohybu v kolennim a kycelnim kloubu bylo 5. tyden (A) i 9. tyden

vvvvvv

zadnimi koncetinami byla hodnocena mérenim vysky hiebenu kosti kyéelni od zakladny (C, D), kdy bylo
dosazeno signifikantné vyssich hodnot 9. tyden po SCI ve skupiné |é¢ené nanokurkuminem. Stejného
vysledku pak bylo dosazeno i pfi méreni retrakce a protrakce packy, kde byly naméfené hodnoty
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signifikantné blizsi fyziologickym hodnotam v l1é¢ené skupiné (E, F).

* p<0,05
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7.1.2 Histologicka a imunohistochemicka analyza
7.1.2.1 hWJ-MSCs

Morfometrie Sedé a bilé hmoty misSni

Morfometrie bilé a Sedé hmoty prokadzala zmény hlavné v oblastech kolem strfedu léze.
Signifikantné vice zachovalé sedé i bilé hmoty misni bylo prokazano u skupin s vy$simi davkami

hWJ-MSCs - 1,5 M a 3x1,5 M (Obr. 22 A, B).

(Two-way RM ANOVA, Typ lécby; Sedd hmota miSni — F=3,341, p=0,03, bild hmota misni — F=1,290,

p=0,307)
B
Morfometrie $edé hmoty miBnl Morfometrie bilé hmoty miZn/
0.6 14
05 1,2
N -
0,4 | [l ©
<. W 5 it <o
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Obr. 22 Vysledky morfometrie Sedé a bilé hmoty misni pfi Ié¢bé hWJ-MSCs. Signifikantné vyraznéjsiho
zachovani Sedé hmoty misni kolem stfedu misni léze bylo prokazano ve skupinach 3x1,5Ma 1,5 M (A).
Podobného vysledku bylo dosaZeno také pfi porovnavani ploch bilé hmoty misni (B).

* p<0,05 versus kontrola; ** p<0,01 versus kontrola; *** p<0,001 versus kontrola; + p<0,05 versus 0,5
M MSC; ++ p<0,01 versus 0,5 M MSC; +++ p<0,001 versus 0,5 M MSC; # p<0,05 versus 3x0,5 M MSC;
## p<0,01 versus 3x0,5 M MSC; # # # p<0,001 versus 3x0,5 M MSC; e p<0,05 versus 1,5 M MSC; ee
p<0,01 versus 1,5 M MSC; eee p<0,001 versus 1,5 M MSC; e p<0,05 versus 3x1,5 M MSC; ee p<0,01
versus 3x1,5 M MSC; eee p<0,001 versus 3x1,5 M MSC
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Gliova jizva a reaktivni astrocyty

Pfi porovnavani velikosti rozsahu gliové jizvy bylo dosazeno podobnych vysledkd jako
v ostatnich imunohistochemickych vysetfenich. Skupina 0,5 M se témér neliSila od kontrolni
skupiny, zatimco ostatni skupiny s vy$simi ddvkami (3x1,5 M, 3x0,5 M, 1,5 M) mély kolem
centralni rozpadové dutiny signifikantné nizsi rozsah gliové jizvy (Obr. 23 A) i pocet reaktivnich

protoplazmatickych astrocytd (Obr. 23 B).

Two-way RM ANOVA, Typ lécby - gliova jizva; F=4,026, p=0,015; Typ lécby - protoplazmické astrocyty;
F=3,997, p=0,015)
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Obr. 23 Vysledky méreni rozsahu gliové jizvy a poctu protoplasmatickych astrocytu pfilécbé h-WIJMSCs
9. tyden po SCIl. Rozsah gliové jizvy byl signifikantné nizsi u skupin lé¢enych 3x1,5 M a 3x0,5 M (A).
Pocet protoplasmatickych astrocytu byl signifikantné zvyseny kolem stfedu léze v kontrolni (nelécené)
skupiné (B).

+ p<0,05 versus 0,5 M MSC; ++ p<0,01 versus 0,5 M MSC; +++ p<0,001 versus 0,5 M MSC; # p<0,05
versus 3x0,5 M MSC; # # p<0,01 versus 3x0,5 M MSC; # # # p<0,001 versus 3x0,5 M MSC; e p<0,05
versus 1,5 M MSC; ee p<0,01 versus 1,5 M MSC; eee p<0,001 versus 1,5 M MSC; e p<0,05 versus 3x1,5
M MSC; ee p<0,01 versus 3x1,5 M MSC; eee p<0,001 versus 3x1,5 M MSC
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Axonalni sprouting

Pfi porovnavani jednotlivych skupin bylo dosazeno vyznamnych rozdilG. Efekt 1é¢by na pocet
nové vétvicich se axon(l byl nejen zavisly na velikosti davky, ale také na opakovaném podavani.
Davka 0,5 M, podobné jako pfi behavioralnim testovani, se vyznamnéji nelisila od kontrolni
skupiny (102+4 %). S postupnym zvySovanim ¢i opakovanim davky se zvySoval rozdil
jednotlivych skupin pti porovnani's kontrolni skupinou (1,5 M - 140+4 %, 3x0,5 M - 168110 %).
Nejvyznamnéjsi efekt pak méla podani ve skupiné 3x1,5 M, kdy byl celkovy pocet nové
vypucéenych axon( vice nez dvojnasobny v porovndni s kontrolni skupinou (3x1,5 M - 212418

%) (p<0,05) (Obr. 24).

(One-way ANOVA, Typ lécby; H4=21,844, p<0,001)
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Obr. 24 Vysledky axonalniho sproutingu pfi [é¢bé hWJ-MSCs v porovnani s kontrolni skupinou, ktera je
brana jako 100 %. Histologickd analyza odhalila zvySujici trend v poc¢tu pucicich axon(l se zvySovanim
davky bunék se signifikantnim rozdilem pfi [é¢bé ve skupindch s opakovanym podavanim.

* p<0,05 versus kontrola; + p<0,05 versus 0,5 M MSC

7.1.2.2 Nanokurkumin

Morfometrie Sedé a bilé hmoty misSni

Celkova plocha Sedé hmoty misni byla lehce vétsi ve vSech zkoumanych fezech michou, avsak

nedosahla signifikantniho rozdilu mezi jednotlivymi skupinami (Obr. 25 A).
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Morfometrie bilé hmoty misni prokazala signifikantné vice zachovalé tkané v kranidlnich

Usecich od centra Iéze u skupiny Ié¢ené nanokurkuminem (Obr. 25 B).

(Two-way RM ANOVA, Typ lécby; Sedda hmota misni F=1,350 p=0,266, bild hmota misni F=7,216

p=0,019)
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Obr. 25 Vysledky morfometrie Sedé a bilé hmoty misni pti [éCbé nanokurkuminem. Pti porovnavani
celkové zachované plochy Sedé hmoty byl nalezen trend ke zlepSeni ve skupiné lécené
nanokurkuminem, ale pfi statistickém prlkazu nebyly nalezeny signifikantni rozdily (A). Bild hmota
misni byla signifikantné vice zachovana po SCl u skupiny lé¢ené nanokurkuminem a to v kranialni ¢asti
michy od stfedu léze (B).

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

Gliova jizva a reaktivni astrocyty

Skupina lé¢ena pomoci nanokurkuminu méla v porovnani s kontrolni skupinou signifikantné
mensi zénu gliové jizvy jak kranialné, tak kaudalné od stfedu léze. Pocet protoplazmatickych
astrocytl byl v obou skupinach velmi podobny, pouze ve stfedu Iéze byl signifikantni nardst

v kontrolni skupiné oproti skupiné Ié¢ené nanokurkuminem (obr. 26 A, B).

(Two-way RM ANOVA, Typ lécby - gliova jizva F=25,952 p<0,001; Typ lécby - protoplasmatické
astrocyty F=1,020 p=0,342)
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Obr. 26 Vysledky méreni rozsahu gliové jizvy a poctu protoplasmatickych astrocytl pfi lécbé
nanokurkuminem 9. tyden po SCI. Rozsah gliové jizvy byl signifikantné zvétSen kranialné i kaudalné od
sttedu léze v kontrolni skupiné (A). Polet protoplasmatickych astrocytl dosahl signifikantné
rozdilného vysledku pouze ve stfedu léze, kdy byl zvySen v kontrolni skupiné (B).

* p<0,05; ** p< 0,01

Axonalni sprouting

Skupina Ié¢end nanokurkuminem pfi porovnani s kontrolni skupinou dosahla vyssiho poctu
GAP43 pozitivnich axont, avsak tento rozdil nebyl hodnocen jako signifikantni (168+55 %)
(Obr. 27).

(One-way ANOVA F=1,111 p=0,319)
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Axonaini sprouting

of
Obr. 27 Vysledky axonalniho sproutingu pfi Ié¢bé nanokurkuminem v porovnani s kontrolni skupinou,

kterd byla brdna jako 100 %. Ptes trend zvySeni pucicich vldken ve skupiné |é¢ené nanokurkuminem
nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil.

7.1.3 gPCR
7.1.3.1 hWJ-MSCs

Vzorky k analyze dynamiky exprimovanych gent pomoci qPCR byly odebrany Ctvrty a devaty
tyden po vytvoreni miSni léze. Kontrolni skupina (podavan fyziologicky roztok) byla pro
porovnavani stanovena na nulové hodnoté. V rdmci porovnavani byly analyzovany geny patfici
do skupiny M1 makrofagl (/rf5, Cd86), M2 makrofagl (Mrc1, Cd163), marker( gliové jizvy

(Gfap) a marker(i apoptézy (Casp3).

Geny M1 makrofagl, které jsou hodnoceny prevainé jako pro-zanétlivé, mély ve 4. tydnu
nesignifikantné zvySenou expresi u skupin 1,5 M a 3x0,5 M, zatimco v 9. tydnu byla exprese
snizena u vSech sledovanych skupin kromé 3x0,5 M. Signifikantni sniZzeni bylo pouze u skupiny

3x1,5M (p<0,05).

Geny M2 makrofagli, hodnocené prevainé jako proti-zanétlivé, mély ve 4. tydnu
nesignifikantni zvysSeni exprese u skupin lé¢enych celkovou davkou bunék 1,5 milionu (1,5 M
a 3x0,5 M). V9. tydnu byla naopak exprese snizena ve vsech l|écenych skupinach se
signifikantnim rozdilem oproti kontrolni skupiné ve skupinach 0,5 M (p<0,05) a 3x1,5 M
(p<0,001).

Genova exprese Gfap byla ve 4. tydnu nevyznamné snizena ve vSech skupinach kromé 3x0,5

M. V 9. tydnu z(stala exprese vyznamné snizend pouze u skupiny 3x1,5 M, cozZ korespondovalo
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vy

apoptotického genu Casp3 byla snizena u skupin 0,5 M a 3x1,5 M a zUstala pfiblizné stejna

v obou sledovanych ¢asovych intervalech (Obr. 28 A, B).

(One-way ANOVA, Typ lé¢by; Gfap — H4=18,454, p=0,001, Casp3 — H4=15,153, p=0,004, Cd163 -
F=20,243, p<0,001, Mrcl1 - F=59,317, p<0,001, Cd86 — H4=19,170, p<0,001, Irf5 — F=47,495, p<0,001)

A qPCR 4 tydny

Iog 2 ratlo

& b e N A @

Gfp Cosp3 CdiS3 Mrncd CdBS IS5
B qPCR 9 tjdnd

gsg.gl*i

Gfup Cosp3 Cd163 Mrcl  Cd86  If5

log 2 mtio

EEehbhbhonam

Ho5MMSC EL5MMSC [ 3x0,5SMMSCH 3x 1,5 MMSC

Obr. 28 Vysledky gPCR vybranych gen( pfi Ié¢bé hWJ-MSCs 4. a 9. tyden po SCI. Zatimco 4 tydny po
SCI nebyly zaznamendny Zadné signifikantni zmény v expresi zkoumanych gent (A), 9. tyden byly
signifikantné snizené hodnoty u skupiny 3x1,5 M.

* p<0,05 versus kontrola; ** p<0,01 versus kontrola; *** p<0,001 versus kontrola; + p<0,05 versus 0,5
M MSC; ++ p<0,01 versus 0,5 M MSC; +++ p<0,001 versus 0,5 M MSC; # p<0,05 versus 3x0,5 M MSC;
## p<0,01 versus 3x0,5 M MSC; ### p<0,001 versus 3x0,5 M MSC; e p<0,05 versus 1,5 M MSC; ee
p<0,01 versus 1,5 M MSC; eee p<0,001 versus 1,5 M MSC; e p<0,05 versus 3x1,5 M MSC; ee p<0,01
versus 3x1,5 M MSC; eee p<0,001 versus 3x1,5 M MSC
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7.1.3.2 Nanokurkumin

Genova exprese vybranych gent

V 9. tydnu po misni lézi byla analyzovana pomoci qPCR genova exprese genl asociovanych s
rastovou aktivitou (Sortl, Vegfa, Fgf2), tvorbou gliové jizvy (Gfap, Olig2), axonalnim
sproutingem (Gap43), apoptotickymi procesy (Casp3) a gen(l patficich do skupin M1 nebo M2
makrofagl a zanétlivych procest (Mrcl, Irf5, NfkB). Vysledky odhalily trend snizené exprese
hlavné u genli Mrc1 a Casp3 ve skupiné lé¢ené nanokurkuminem, avsak podle statistického

testovani nebyl nalezen Zadny signifikantni rozdil (Obr. 29 A).

Zanétliva odpovéd’

Vradmci posuzovani zanétlivé odpovédi vreakci na poddni protizanétlivého |éciva
nanokurkuminu jsme se soustredili na velmi ¢asné zmény v expresi interleukin(. Vysetreni
gPCR bylo ze vzorkd michy provedeno 1 den (1D) a 14 dni (14D) po misni lézi. V prvnim
¢asovém useku (1D) byla ve skupiné |é¢ené nanokurkuminem vyznamné snizend exprese IL-

11 a IL-1B (Obr. 29 B).

(One-way ANOVA, Typ lécby; II-11 - F=10,360 p=0,004, SNK test q=3,979 p=0,019, II-1B - F=7,644
p=0,010, SNK test q=2,834 p=0,073)

V druhém casovém intervalu (14D) byla u skupiny lé¢ené nanokurkuminem signifikantné
zvySend exprese genu patrici do skupiny RANTES (CCL5), IL-11 a IL-12. Dale byl také pozorovan

silny trend vyznamnosti u zvysené exprese genu IL-6 a IL-13 (Obr. 29 C).

(One-way ANOVA, Typ lécby; RANTES - F=6,551 p=0,015, Holm-Sidak test t=3,111 p=0,022, II11 -
F=4,566 p=0,039, Holm-Sidak test t=2,967 p=0,042, 1112 - F=5,002 p=0,031, Holm-Sidak test t=2,929
p=0,045, 1I-6 - F= 8,054 p=0,008, Holm-Sidak test t=2,285 p=0,089, 1113 - F=5,948 p=0,020, Holm-Sidak
test t=2,407 p=0,072)
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Obr. 29 Vysledky analyzy vybranych gen( po |écbé nanokurkuminem. 9 tydni po SCI nebyly
zaznamenany zadné signifikantni zmény v expresi zanétlivych, rlstovych ani apoptotickych gent (A).
Brzké zmény exprese zanétlivych cytokinl byly sledovédny 1 den (B) a 14 dni po SCI (C). Byly
zaznamenany signifikantni zmény v expresi IL-11, IL-12 a CCL 5.

* p<0,05

7.2 Rozdily mezi operacemi vedenymi MIS a OPEN

Celkové bylo zavedeno 632 pedikuldrnich Sroubl. Z tohoto poctu pak 430 otevienou
technikou a 202 pomoci mini-invazivni perkutanni techniky. V obou skupinach byla nejcasté;jsi
indikaci ke stabilizaci fraktura typu A3 (Obr. 30 A) a nejcastéji postizeny obratel L1 (Obr. 30 B).
NejcetnéjsSim typem osetfeni byla klasickd stabilizace pomoci 4 pedikularnich Sroubl
(podrobnosti v Tab. 7). Tloustka pedikl(i, do kterych byly zavadény pedikularni Srouby, se v

jednotlivych skupinach od sebe signifikantné nelisila (obr. 30 C).
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Obr. 30 Charakteristika zlomenych obratl(. Typy operovanych zlomenin dle klasifikace AOS (A). Pocet
operovanych obratld (B) a Sitky pedikld, do kterych byly zavedeny pedikularni Srouby (C).

OPEN MIS

celkem pacientd 100 47
pomér muzi:zeny 55:45 34:13
pramérny vek 48 44
celkem zavedenych Sroubl 430 202
typ operace Klasicka stabilizace obratle | 93 41

(4 Srouby)

Jiny typ stabilizace 7 6

(6-8 Sroubu)

Tab. 4 — Charakteristika jednotlivych operovanych skupin
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Ve skupiné OPEN bylo dosaZzeno zcela bezchybného umisténi pedikularniho Sroubu-stupen 0
v 80,2 % pripadul. Nejc¢astéjsSim typem malpozice byl stupeni 1B a 2B (shodné 5,1 %), dalSimi
typy malpozice byly stupen 1A (3,9 %), stupen 3B (2,5 %), stupen 2A (1,8 %) a stupen 3A (1,1
%) (Obr. 31 A).

Skupina MIS zahrnovala celkem 84,2 % Sroubl zavedenych bezchybné - tedy hodnocenych
jako stupen 0. Malpozi¢né zavedenych Sroub( bylo celkem 32 (15,8 %). Stejné jako v pfechozi
skupiné byl nejc¢astéjsim typem malpozice stupen 1B (4,0 %), z dalSich typU pak stupen 3A (3,5
%), stupné 1A, 2B, 3B (shodné 2,5 %) a stupen 2A (1,0 %) (Obr. 31 A). Rozdil v uloZeni

pedikuldrnich Sroubl v jednotlivych skupinach nebyl signifikantni (p=0,319).

Cobbuv uhel pred operaci byl ve skupiné MIS v praméru 11° (+1,3°) s redukci po operaci na
9,8° (+1,4°). Ve skupiné OPEN byl operacné Cobblv uhel redukovéan z 14,7° (+1,3°) na 10,2°
(+1,3°). Rozdil nebyl hodnocen jako signifikantni (p=0,134) (Obr. 28 B). V ostatnich

parametrech kyfotizace se jednotlivé skupiny od sebe taktéz signifikantné nelisily (obr. 31 C).

A B
Pozice pedikubirnich Broubd Parametry kyfotizace 1
{ Paverm 100
Grade modi 3 die Gartthaina [l | peapeed [t Faced
C
Parametry kyfotizace 2
E: mMIS = OPEN
T R B

Obr. 31 Vysledky presnosti zavedenych Sroubl dle modifikované Gertzbeinovy skaly (A) a
radiologickych kyfotizacnich parametr( (B, C). Rozdily mezi jednotlivymi skupinami nebyly hodnoceny
jako signifikantni.
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Celkova doba operace byla ve skupiné OPEN 103 minut a byla signifikantné vyssi nez ve

skupiné MIS, kde operace trvala v priiméru 91 minut. (p=0,36; H=4,416) (obr. 32 A)

Expozi¢ni ¢asy RTG zareni byly signifikantné delsi ve skupiné MIS — 45 s, neZ ve skupiné OPEN
— 33 5 (p=0,018; q=3,428) (obr. 32 B). Radia¢ni kerma na plochu byla ve skupiné OPEN 670
mGy.cm?, ve skupiné MIS 917 mGy.cm2. Rozdil nebyl hodnocen jako signifikantni (p=0,215)

(obr.32 Q).
A B
Dperalni tas RTG expoziZni fas
- * o7 *
i- i
i, g0
Cc
RTG kerma
'%"' E MIS @ OPEN
Jo

Obr. 32 Zhodnoceni celkové operacniho casu (A), RTG expozi¢niho ¢asu (B) a radiacni kermy (C). Byly
nalezeny signifikantni rozdily mezi jednotlivymi skupinami, kdy operacni ¢as byl signifikantné zvySen u
oteviené metody, zatimco RTG expozicni ¢as byl signifikantné zvySen u metody MIS.

* p<0,05

Ve skupiné OPEN byla z celkového poc¢tu 100 operaci celkem v 5 pfipadech indikovana
reoperace a to pro klinicky obraz radikuldrniho syndromu stranové korelujiciho s malpozici
Sroubu typu 3A (3x), 3B (1x) a 2A (1x). Dalsi dva pacienti s CT verifikovanou malpozici typu 3A

nebyli revidovani z divodu negativniho klinického nalezu.

Ve skupiné MIS bylo z celkem 47 operaci nutné pfristoupit k revizni operaci u 6 pacient(, a to

vzdy pro malpozici typu 3A s odpovidajici radikularni symptomatikou. Zatimco ve skupiné
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OPEN zuUstaval pocet reoperaci v jednotlivych letech velmi podobny, ve skupiné MIS byl
zaznamenan vétsi rozdil mezi prvnim rokem zavedeni této techniky a lety nasledujicimi (obr.

33).

Polet reoperovanych paclent

recparacs [n}

1
a
2008 7
Roky
EMIS T OPEN

Obr. 33 Pocet reoperovanych pacientt v jednotlivych sledovanych letech.

Ve skupiné OPEN byly zaznamendany celkem dvé infekce rany, které vsak nevyzZzadovaly

chirurgickou revizi. Ve skupiné MIS nebyl problém s hojenim rdny zaznamenan.
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8. Diskuze

8.1 hWJ-MSCs

Po primarni akutni chirurgické dekompresi a stabilizaci zZlomené patere se stava cilem terapie
sekundarniho misniho poranéni s minimalizaci negativniho dopadu patologickych jevd.
Mezenchymalni kmenové burnky (MSCs) svoji parakrinni sekreci interaguji s okolnim
mikroprostfedim zranéné tkané. MSCs podporuji revaskularizaci, moduluji zanétlivou
odpovéd (282) a produkuji rdzné druhy rlstovych faktor a cytokind (283), ¢imz pomahaji

redukovat oxidativni stres zpUsobujici apoptézu bunék (284).

Lidské mezenchymalni buriky Ize izolovat z mnoha dospélych tkani zahrnujicich kostni dren,
tukovou tkan, periferni krev, plice ¢i srdce (324-327). MSCs ziskané z Whartonova rosolu maji
nespornou vyhodu ve zplisobu ziskdvani, ktery je neinvazivni, nepredstavuje eticky problém a
vzhledem k uniformité bunék po celé délce pupecniku lze z jedné izolované tkané ziskat velké
mnozstvi bunék (328). hWJ-MSCs maji také pfi porovnani s ostatnimi MSCs vyssi proliferativni
hodnotdm MHC-I a uUplné absenci MHC-Il a jsou prokazatelné nontumoriformni (285-287,

329).

Zpusob podavani kmenovych bunék k dosazeni idealni distribuce je ¢astym ndmétem k diskuzi
predevsim vzhledem k poméru risk/benefit jednotlivych aplikaénich metod pfi moziném
klinickém vyuziti. VyuZiva se intravendzni vstup, intratékalni aplikace do subarachnoidalniho
prostoru paterniho kandlu poptipadé pfima implantace do mista léze. Prestoze je dokdzan
vyssi vyskyt bunék v misté léze po pfimém intraparenchymadlnim poddani (330-332),
metaanalyzy neodhalily signifikantné lepsi efekt na funkéni zlepseni hybnosti dolnich koncetin
(332, 333). Nékteré studie dokonce zminuji zlepSeni v behavioralnich studiich pouze po
intratékalnim podani (334). Vzhledem k potencidlni klinické translaci byla zvolena mini-
invazivni cesta intratékalni aplikace lumbalni punkci, kterd je lehce proveditelna i
v podminkach klinického pracovisté bez vyznamnéjsiho rizika. Po aplikaci bunék do

subarachnoidalniho prostoru by méla byt zajisténa diseminace bunék v subarachnoiddlnim
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prostoru paterniho kanalu pomoci cirkulace likvoru (335-337). V nasi studii jsme vsak
vyznamné;jsi migraci bunék patefnim kanalem nezaznamenali a 2 tydny po aplikaci byla vétSina

prezivajicich bunék nalezena v oblasti caudy equiny v zdhybech mezi nervovymi koteny.

Pro aplikaci bunék byl zvolen 7. pooperaéni den v subakutni fazi misniho poranéni, ktera je u
potkan( definovana jako obdobi mezi 3. a 14. dnem po primarnim inzultu. V humanni
mediciné je toto obdobi definovano jako prvni dva mésice po poranéni. Tento ¢asovy horizont
je optimalni k cileni bunécné terapie, nebot jiz postrada agresivni zanétlivé prostredi akutni
faze, avsak jeSté nejsou rozvinuté chronické zmény jako gliova jizva ¢i postmalatické kavity

(338-340).

V nasi experimentalni studii jsme porovnavali intratékalni podavani rizného poctu hWJ-MSCs
(0,5 mil. a 1,5 mil.) formou jednotlivého, nebo tfikrat opakovaného podani. Vzhledem
k udavané dobé preziti allogenich kmenovych bunék v patefnim kanalu v rozmezi nékolika dn(
az dvou tydn( (341-343) byla vyslovena hypotéza, Ze opakovanym podavanim Ize prodlouzit

troficky a imunomodulaéni parakrinni efekt hWJ-MSCs.

MnozZstvi MSCs potfebnych k dosazeni dostate¢cného modulacniho parakrinniho efektu je
Casto diskutovanym tématem. VétSina experimentalnich studii zaméfenych na posouzeni
efektu intratékalné podavanych MSCs z rlznych zdrojd vyuZivala davku o velikosti 0,2-1 milion
bunék aplikovanou jednordzovym podanim (344-348). Pfi vyuZiti opakovaného (1x - 5x)
podavani bylo zjisténo, Ze trojnasobna transplantace bunék muze vést k prodlouzenému
prezivani bunék v hostitelském prostfedi vedoucimu ke zlepseni celkového neurologického

stavu (340, 349).

Podobné jako ve studii od autord Himes et al. vysledky funkénich testd hybnosti dolnich
koncetin odhalily parcialni zavislost na celkovém poctu podanych bunék (345). V testu BBB
dosahly vsechny skupiny kromé 0,5 M signifikantné lepSich vysledk, které se vsak jiz déle dle
zavislosti celkové davky neménily. Pokrocilé testovani stability a koordinace koncetin pfi chlizi
na kladiné vsak odhalilo efekt nejvyssi podané davky ve skupiné 3x1,5 M, ktera jako jedind

méla signifikantné lepsi vysledky v porovnani se skupinami ostatnimi. Obdobné vysledky byly
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pozorovany také pri |é¢bé pomoci BM-MSCs o celkové davce 2M a 5 M na kilogram ve studii
od autord Pal et al. (334).

Vzhledem k limitovanému in vivo prezivani hWJ-MSCs v prostfedi pfijemce je obecné
pfijimano, Ze terapeuticky efekt MSCs spociva v jejich parakrinni sekreci ovliviiujici zanétlivou
reakci, podporujici neovaskularizaci a protekci neuron( pred apoptdzou (350). Prestoze byla
popsdna in vitro diferenciace MSCs do neuronalni tkané (351, 352), panuje skepse ohledné
pfimé inkorporace a diferenciace MSCs do funkéni neuronalni tkané in vivo. PfestoZe byla nase
studie ve svém protokolu velice podobnd nasi predchozi studii s vyuzitim hBM-MSCs (353),
aplikace 0,5 M hWJ-MSCs nevedla k funkéné vyznamnému zlepseni tak, jako u predchozi
studie. Signifikantniho efektu bylo dosazeno aZ pfi minimdlné trojnasobné davce. Pri
porovnavani parakrinnich uc¢inkli hWJ-MSCs s hBM-MSCs a hAT-MSCs ve snaze zhodnotit
terapeuticky efekt nejsou publikované studie zcela jednotné. In vitro byly pozorovany vyssi
hladiny sekretovanych neurotrofnich faktorii bFGF, NGF, NT3, NT4 a GDNF (354), ale naopak
nizsi hladiny VEGF (a to aZ 4x nizsi) (285). Pti ovliviiovani zanétlivé reakce je zmifiovan vyssi
protizanétlivy efekt hWJ-MSCs pfi porovnani s hBM-MSCs (355, 356). VSechny vySe zmifiované
studie viak byly provadény in vitro, kde proliferacni index hWJ-MSCs (zdvojeni populace za 40
h) je mnohem vyssi, nez u hBM-MSCs (zdvojeni populace za 70 h) (357), coz vede k celkové
vétSimu sekretomu z vétsiho mnoizstvi bunék v kultivaénim mediu. Tyto Casy odpovidaji i
nasim namérenym vysledkdm, kdy hWJ-MSCs zdvojily populaci za 34 h, kdezto hBM-MSCs za
84 h. Dalsim prehlizenym faktorem je celkové mensi velikost hWJ-MSCs pfi porovnani s hBM-
MSCs, coz muze vyustit jednak ve vétsi diluci v hostitelském prostredi a jednak ve snazsi unik
bunék ze subarachnoidalniho prostoru. Mensi velikost vSak mlzZe naopak usnadnit pohyb
bunék likvorem paterniho kanalu s nasobné vyssim efektem po opakovaném podani.

Pri hodnoceni histologickych a imunohistochemickych misnich fezd byl znat stoupajici
pozitivni Uéinek hWJ-MSCs s poétem transplantovanych bunék. Terapie hWJ-MSCs zvysila
regeneracni potencial zvySenim poctu nové pucicich axondlnich vldken a naopak snizenim
poctu reaktivnich astrocytl, coz vedlo k mensi tvorbé gliové jizvy. Podobnych vysledkd dosahl
i Li et al., ktery popsal hlavni t¢inek hWJ-MSCs ve sniZzeni exprese IL-1B a zvySeni sekrece NGF,
kterézto oba hraji dulezitou roli pfi regulaci axonalniho rastu (358). Podobnych vysledk( bylo

dosazeno také pfi analyze mnoZstvi zachované $edé a bilé hmoty midni. Sedd hmota
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reprezentovana neuronalnimi tély byla kolem stfedu léze signifikantné vice zachovana u
skupin 3x1,5M a o néco méné u 1,5 M. Vzhledem k tomu, Ze tento efekt zavisly na davce nebyl
vyraznéji patrny v behavioralnim BBB testu, se domnivame, Ze trvani experimentu bylo pfilis
kratké ktomu, aby se plné projevil potencidl zachovalé misni tkané a v dlouhodobéjsim
horizontu by méla zvifata z téchto skupin vyssi Sance rehabilitace nervovych funkci. Je
evidentni, Ze k nastartovani regeneracnich zmén vedoucich ke stfednédobému funkénimu
zlepseni po SCI je nutné urcité minimalni mnozstvi hWJ-MSCs, které v nasem pfipadé
reprezentovala davka 1,5 M. Pfi detailné&jsi analyze misni tkané Ize vSak vypozorovat, Ze vyssi
davky vedou kdalSimu oslabeni sekundarni reakce a navySeni neuroprotektivniho a
neuroregeneracniho potencialu lé¢by hWJ-MSCs.

Nase studie potvrdila pozitivni tcinek Ié¢by SCI u potkan( pomoci hWJ-MSCs s podobnymi
vysledky, jaké byly dosaZzeny s vyuzitim MSCs z jinych lidskych zdrojd (BM-MSCs, AT-MSCs, UC-
MSCs) (334, 345, 348, 359-366). V roce 2014 byla provedena metaanalyza studii vyuzivajicich
MSCs u SCI s potvrzenim jejich pozitivniho ucinku na funkéni vysledek, avsak nebyla schopna
detekovat Zadné signifikantni rozdily mezi jednotlivymi typy bunék (332). Vzhledem
k vyhodam, které poskytuje ziskavani hWJ-MSCs, si vSak myslime, Ze tyto buriky maji nejvyssi
klinicko-translac¢ni potencial.

Klinické podavani MSCs je povétSinou ve fazi | klinického vyzkumu - tedy hodnoceni
MSCs v klinickych studiich je také provadéno prevazné v chronické fazi poranéni, kdy i pres
zminky parcidlniho funkéniho zlepSeni je efekt |écby zatim nejasny (370). Dle serveru
clinicaltrials.gov v souc¢asné dobé probiha 17 klinickych studii s vyuzitim MSCs, z toho dvé jsou

ve fazi lll a jedna studie se zabyva aplikaci hWJ-MSCs.
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8.2 Nanokurkumin

Vedle bunécné terapie SCl je vyuZivana celd fada nebunécnych protizanétlivych substanci.
Kurkumin je pfirodnim extraktem s Sirokou Skdlou neuroprotekcénich Gcinkd s ovlivnénim
patologicky zvySené zanétlivé reakce, kterou sniZuje prostfednictvim blokady NF-kB
s naslednym snizenim kli¢ovych prozanétlivych cytokind TNF-a, IL-8 a COX-2 (199, 371, 372).
PfestozZe je ucinek kurkuminu intenzivné zkouman v experimentalni mediciné, jeho vyuziti
v klinické mediciné je zna¢né limitovano jeho rychlym metabolismem, Spatnou rozpustnosti
ve vodnych roztocich a rychlym systémovym vylu¢ovanim z organismu (373, 374). Za ucelem
zlepsSeni jeho biodostupnosti byly ucinény pokusy sjeho navazanim na proteinovy,
cyklodextrinovy nebo fosfolipidovy nosic (375, 376). V poslednich letech je vyznamny pokrok
v oblasti nanotechnologii, predevsim v syntéze polymerovych nanonosicl, které jsou
vyuzivany jako nosice rdznych typa léciv (377-379). Takto upraveny kurkumin (nanokurkumin)
dosahuje vyssich plasmatickych koncentraci (380, 381), pUsobi proti aktivaci glie a napomaha
pfi obnové myelinu (382). Dale ma nanokurkumin signifikantni imunomodulacni efekt a pfi
|écbé degenerativnich zmén mozku md dokonce lepsi ucinky nez kurkumin samotny (383,

384).

V behavioralnich testech jsme pozorovali trend ve zlepseni hybnosti dolnich konéetin, ktery
byl patrny jak v klasickych observacnich testech (BBB, chize po kladiné), tak v pokrocilé
analyze hybnosti nosnych kloub(. Celkovy rozsah hybnosti v kolennim a kycelnim kloubu spolu
s biomechanikou tlapky byl ve skupiné lécené nanokurkuminem pfi analyze pfistrojem

vvvvvv

pfi schopnosti unést vahu vlastniho téla.

Zakladem zachovani motorickych funkci je zachovani funkénich drah a neurond. Skupina
[é¢end nanokurkuminem méla kranidlné od centra léze signifikantné vice zachovalé bilé misni
tkdné a méné vyrazné téz Sedé misni tkané ve srovnani se skupinou kontrolni. Podobnych
vysledk( bylo dosaZzeno i v nasi predeslé studii s pouzitim samotného kurkuminu bez nano-
nosice (199). Kurkumin vykazuje neuroprotektivni ucinky modulovanim patologicky zvysené

zanétlivé reakce (385-388) a redukci tvorby ROS (389). Zanétliva reakce je u misniho poranéni

99



fizena nékolika regulacnimi mechanismy. Zatimco negativni stimulace signdlni cesty
PI3K/AKT/IKK/NF-kB snizuje prezivani bunék v fadé tkani (plice, ledviny, prso) (390-392),
pozitivni stimulace pomoci kurkuminu snizuje zanik bunék v CNS tim, Ze zamezuje autofagii
(393). Kurkumin dale pozitivné ovliviiuje regula¢ni mechanismy pomoci Jak/Stat3 a TLR4-
MyD88-NF-kB signdlnich drah (96, 199, 296). NF-kB se obecné povaZuje za jednoho
hraje roli prozanétlivého modulatoru a mlzZe byt aktivovdn jak oxidativnim stresem, tak
cytokiny sekretovanymi zanétlivymi burikami (395). NF-kB podporuje syntézu prozanétlivého
TNF-a, ktery nasledné aktivuje NF-kB, ¢imz vznika circulus vitiosus, ktery zhorSuje neuronalni
poskozeni (396). Kurkumin snizuje hladinu NF-kB indukci aktivity Nrf2 a snizenim
prozanétlivych cytokinl TNF-a a IL-6 (385, 397). V nasi studii jsme méfili aktivitu NF-kB pomoci
gPCR analyzy 9 tydnu po SCI s insignifikantnim sniZzenim ve skupiné lé¢ené nanokurkuminem.
Efekt kurkuminu na snizeni NF-kB je tedy nejvétsi ¢asné po jeho podani, coz podporuji studie
autord Hao et al. ¢i Machova et al., ktefi méfFili aktivitu NF-kB 12 h, 24 ha 72 h, resp. 10 a 28

dni po SCI s aplikaci kurkuminu s pouze mirny snizenim 24 h, resp 10 dni po SCI (199, 301).

Kromé ovlivnéni zanétlivé reakce ma kurkumin pozitivni vliv na maturaci misnich
progenitorovych neuronalnich kmenovych bunék, kteryzto efekt je pfimo zavisly na pouzité
ddvce (398, 399). Prfi synergistické |é¢bé SCI pomoci neurdlnich kmenovych bunék (NSC) a
kurkuminu doslo také k potenciaci parakrinniho efektu NSC ve srovnani s pouzitim NSC
samotnych (400). Pfi sou¢asném podavani kurkuminu a hBM-MSC bylo také popsano delsi
prezivani intratékalné aplikovanych bunék oproti skupiné s podanymi samotnymi burfikami

(401).

Hlavni mechanickou bariérou branici prorlstani nové vytvorenych axonU je gliova jizva.
V primarnich astrocytarnich kulturach, tedy in vitro, ale i in vivo kurkumin sniZuje mnoZzstvi a
formovani GFAP jako hlavni slozky gliové jizvy (199, 371). V nasi studii jsme naméfili
signifikantni redukci v objemu gliové jizvy ve skupiné [é¢ené nanokurkuminem pfi pouziti
imunohistochemické anylyzy. Tento rozdil nekoreloval s genovou expresi GFAP na konci
experimentu, ktera zlstala prakticky nezménéna oproti kontrolnimu vzorku. Podobné

vysledky vSak publikovala skupina Tao et al., ktefi méfili hodnotu GFAP po SCI s vysledkem, Ze
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nejvyssich hladin jsou dosazeny kolem 28. dne s postupnym poklesem k normalnim hodnotam

kolem 56. dne po SCI (402).

Misto poranéni je béhem prvnich hodin infiltrovdano neutrofily, aktivovanou mikroglii,
cirkulujicimi makrofagy a T-lymfocyty, které dosahnout maximalnich hodnot pfiblizné 7-14 dni
po poranéni (403, 404). Aktivaci a migraci zanétlivych bunék fidi celd fada pro a
protizanétlivych cytokinl/chemokind. Excesivni zanétliva reakce muze zvlasté v prvnich
hodinach az dnech po poranéni zplsobit nezvratné skody a proto ovlivnéni tohoto patologicky
zvySeného zanétu mlZe vyznamné zlepsit progndzu. V nasi studii jsme se proto také zaméfili

na ¢asné zmény exprese zanétlivych interleukint v misté poranéni.

V prvnich 24 hodindch po poranéni jsme ve skupiné Ié¢ené nanokurkuminem zaznamenali
signifikantni snizeni exprese IL-11, silny trend ve sniZeni exprese IL-1 a mirné snizeni exprese
ostatnich prozanétlivych cytokinG TNF-a, IL-6, IFN-y a RANTES. IL-11 je uzndvan jako
multifunkéni cytokin regulujici zdnétlivou odpovéd. V akutni fazi miSniho poranéni je
sekretovan reaktivnimi astrocyty s nejvyssimi hodnotami 24 hodin po SCI (405, 406). IL-1B je
u SCI jednim z hlavnich prozanétlivych cytokinl s vyznamnou roli v regulaci zanétlivé reakce
(25, 120). Nanokurkumin potlacuje aktivaci reaktivnich astrocytl s naslednym snizenim
exprese IL-11 a IL-1B. SniZeni exprese IFN-y koreluje se snizenim IL-12, ktery produkci IFN-y
pozitivné ovliviiuje (407). Dale byl zaznamendn mirny nesignifikantni vzestup exprese

protizanétlivych cytokint IL-10 a IL-13.

V akutni fazi misSniho poranéni je pfitomnost zanétlivé reakce pfirozenou reakci organismu.
Na jednu stranu plni roli obranného mechanismu k eliminaci patogent a odstranéni nekrotické
tkané, ale na druhou stranu ma velmi negativni vliv na prezivani poskozenych a oslabenych
bunék v z6né penumbry. V subakutni a chronické fazi SCI vSak zanétlivé buriky nastartovavaji
hojivé procesy, které mohou podporovat remyelinizaci poskozenych axonl. Z tohoto divodu

se obc¢as mluvi o zanétlivé reakci jako o dvousecéné zbrani (,,two-edged sword“) (408).

K posouzeni dynamiky exprese cytokind jsme provedli dalsi analyzu 14 dni po SCI. U IL-10 a IL-
13 jsme vyznamnéjsi zmény nezaznamenali a jejich exprese zUstala mirné zvysena. Jina situace

nastala u exprese IL-12, ktera byla signifikantné zvySena a korelovala taktéz se vzestupem
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exprese IFN-y. Je zndamo, Ze IL-12 koreluje nejen sIFN-y, ale také ovliviiuje hladiny
Regeneracni a protizanétlivy ucinek IL-12 byl také pozorovdn ve studii autor(l Yaguchi et al.,
ktefi po podani IL-12 pozorovali snizenou tvorbu glidlni jizvy, vétsi mnoZstvi
remyelinizovanych axon( a hlavné zlepSenou motorickou funkci experimentalnich zvirat (413).
ZvySené hladiny IL-12 byly také pozorovany v nasSich predchozich studiich s wvyuzitim

kurkuminu a indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék (iPS-NPs) (199, 343).

Prekvapivym vysledkem byla v nasi studii signifikantné zvySena exprese RANTES. Prestoze je
ucinek RANTES obecné bran jako prozanétlivy a neurodegenerativni, jsou v literature zminky i
o jeho neuroprotektivnim efektu v chronické fazi onemocnéni. Nékteré geny fidici RANTES

hraji dllezitou roli v diferenciaci a prezivani neuronalnich bunék (414) (415).

Signifikantné zvySené hladiny byly také detekovany 14 dni po SCI u IL-11. IL-11 je ¢lenem
cytokinové rodiny gp130 a sdili jak imunoregulaéni funkci spolu s IL-6, tak neuroprotektivni
funkci s LIF (leukemia inhibitory factor) a CNTF (ciliary neurotropic factor). Dosud byl
publikovan efekt IL-11 na zvySeny pocet oligodendrocytl, omezeni demyelinizace s podporou
remyelinizace a to jak ve studiich in vitro, tak in vivo (406, 416, 417). Nicméné presny

mechanismus plsobeni stale neni dostatecné objasnén (405).

Nase studie potvrdila pozitivni uc¢inek kurkuminu navdzaného na nanonosi¢ (nanokurkumin)
na regeneraci po miSnim poranéni. Nanokurkumin zlepSil pohybové vlastnosti paretickych
koncetin potkand, zvysil mnozstvi zachované bilé hmoty misni a snizil objem gliové jizvy. Dale
byly pozorovany zmény v lokdlni imunitni odpovédi v casné fazi poranéni. Lécba
nanokurkuminem je snadno dostupna a mUlzZe se stat doplnujici terapii s cilem zlepSeni

progndzy tézkého onemocnéni, jakym poranéni misni tkané bezesporu je.
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8.3 Klasickd versus mini-invazivni technika chirurgické stabilizace

Strategie lé¢by zlomenin obratl(i hrudni a bederni patere zdleZi na mnoha faktorech — typ
zlomeniny, pfitomnost neurologického deficitu, komorbidity pacienta, vék pacienta, celkovy

stav pacienta a v neposledni fadé i opomijena zvyklost konkrétniho pracovisté.

Zlomeniny typu AO, Al a A2 jsou ve vétsiné pfipad(l indikovdny ke konzervativni [éc¢bé.
Chirurgické reseni u téchto typl zlomenin pfipada v ivahu pouze u signifikantni kyfotizace (>
50%) segmentu, popfipadé u nezvladatelnych bolesti. Zlomeniny typu B a Cjsou jako nestabilni
poranéni jasnou indikaci k chirurgické |écbé, stejné tak jako zlomeniny typu A3 a A4
s neurologickym deficitem. U zlomenin typu A3 a A4 bez neurologického deficitu je vzhledem
k nedostatku dukazl typ IéCby stale kontroverznim tématem. Metaanalyza autorli Rometsch
et al. zroku 2017 neodhalila Zadné rozdily mezi operacni a konzervativni |é€bou co se tyce
bolesti nebo morbidity. V soucasné dobé probiha prospektivni observacéni studie na toto téma
sponzorovana AO s o¢ekdavanymi vysledky v roce 2022

(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02827214).

Na neurochirurgické klinice v Hradci Kralové je pfiindikaci chirurgické terapie zlomeniny brana
jako zlaty standard technika otevfené zadni transpedikularni monosegmentalni repozice a
fixace bez provedeni posterolaterdlni fuze. V roce 2014 byla pak zavedena nova technika mini-

invazivniho perkutanniho pfistupu.

V nasi retrospektivni studii jsme se zaméfili na porovnani presnosti zavedenych Sroubl pfi
transpedikularni stabilizaci otevienou, nebo mini-invazivni perkutanni metodou. Mini-
invazivni perkutanni technika je nejcastéji zvazovana u indikovanych pacientl s frakturami
typu Al, A2, A3 a A4 dle AOS a téch, ktefi maji vypocitané TLICS (Thoracolumbar Injury

Classification and Severity) skére <5 (253).

K detailni analyze postaveni pedikuldarniho Sroubu byla zvolena modifikovana skala dle
Gertzbeina (418). Za vyhovujici postaveni bylo povazovédno postaveni grade 0, 1A, 1B a 2B.
Tohoto umisténi pedikularnich Sroubl bylo dosazeno v 93 % pripadl ve skupiné MIS a v 94,4

% pripadd ve skupiné OPEN. V literatufe se procento excelentné zavedenych Sroubl udava
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znacné variabilné. Laudato et al. udava ve skupiné OPEN 70 % spravné zavedenych Sroubl
(419), Gertzbein a Robbins publikovali studii s 85 % dobre zavedenych Sroub( (418). Naproti
tomu metaanalyzy publikované v roce 2015 a 2016 australskymi a americkymi autory udavaji
pouhé 3 %, respektive 4,2 % malpozi¢né zavedenych Sroubt (420, 421). Toto znacné variabilni
procento malpozici je pravdépodobné dano ne zcela jasnou definici malpozice - za malpozici
byva nékdy povazovano pouze umisténi typu grade 3. Vanék et al. ve své publikaci z roku 2014
udavaji 2,8 % malpozic ve skupiné MIS a 7,4 % ve skupiné OPEN. Nicméné opét neni
specifikovdno o jaky typ malpozice jde, sledovano bylo pouze prolomeni medialni, nikoliv

laterdlni hrany pediklu (422).

V neddvno publikované metaanalyze Sun et al. zamérené Cisté na srovnani stabilizaci
traumatickych fraktur autofi nenachazi rozdil mezi presnosti zavedenych Sroubd, coz souhlasi
s daty nasi studie (423). PrestoZe byl v naSem souboru vyssi podil excelentné zavedenych
Sroubl hodnocenych jako grade 0 ve skupiné MIS, negativem zlstdva vyssi procento
malpozi¢né zavedenych Sroubd hodnocenych jako grade 3A - 3,5 % ve skupiné MIS oproti 1,1
% ve skupiné OPEN. Z toho vyplyva i vyssi procento reoperaci - 12,7 % ve skupiné MIS oproti
5 % ve skupiné OPEN, které jisté neni nezanedbatelné. Pishnamaz et al. udavaji reoperace ve
skupiné OPEN 9,3 %, resp. 3,4 % ve skupiné MIS (424), Ringel et al. udavaji 8,7 % ve skupiné
MIS (425), Dahdaleh et al. pfiznavaji 3,3 % reoperaci ve skupiné MIS (426). Rada studii naopak
neptiznava zadné reoperované pacienty pro malpozici fixatniho materidlu (422, 427, 428).
Vyssi riziko reoperaci v nasi skupiné je ovlivnéno jednak nezarazenim pacient(, ktefi nebyli
kontrolovani pomoci pooperacniho CT a revidovani samoziejmé nebyli (MIS 13 pacient(,
OPEN 17 pacientt). Ddle se na tomto rozdilném cisle vyznamné podilel prvni rok zavedeni
mini-invazivni perkutanni techniky, ve kterém byli revidovani celkem 4 pacienti ze 17. V dalSich

letech se reoperace vyskytly vidy pouze u 1 pacienta rocné (cca 5-6 %).

Operacni ¢as je zminovan jako jedna z vyhod MIS. V nasem souboru byly operace vedené mini-
invazivni technikou v priméru o 12 minut kratSi, coz bylo hodnoceno jako statisticky

signifikantni rozdil. Podobné vysledky vykazuje rada publikaci a metaanalyz (420-422). Kratsi

vevs
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nez samotnému casu zavedeni pedikuldrnich Sroubl. Dale je predpoklad ovlivnéni délky

operace zkusenostmi operatéra s celkovym sblizovanim obou metod (423, 429).

Vyuziti fluoroskopie, ¢i peroperacniho CT je pro zavadéni pedikuldrnich SroubUl nezbytnost. Pfi
absenci peroperacniho CT jsou pfi pldnovani trajektorie vyuzivany jak anatomické pomeéry
v daném segmentu, tak AP a LAT fluoroskopicka projekce. Vzhledem k minimalni vizualizaci
obratle pfi mini-invazivnim perkutannim pfistupu je technika MIS zcela zavisla na peroperaéni
fluoroskopii, z €ehoz vyplyva vétsi expozice RTG zareni. V nasi studii byla expozice RTG zareni
signifikantné delsi ve skupiné MIS. Celkova davka kermy na plochu byla nesignifikantné vyssi

taktéz ve skupiné MIS.

Wanek et al. publikovali praci, ve které prospektivné srovndvali expozici radiaCnimu zareni pfi
oteviené a mini-invazivni perkutanni stabilizaci patefe. Ve skupiné OPEN byl expozi¢ni ¢as
vrozmezi 23-57 s, ve skupiné MIS 42-89 s, coz odpovida nasim i dalSim publikovanym

vysledkim (253, 430-432).

PFi hodnoceni radiologickych parametr( kyfotizace (Cobbuv uhel, VBA, VBI) nebyly v obou
skupindch nalezeny zadné signifikantni rozdily. Pti korekci Cobbova Uhlu ¢asto panovaly obavy
z nedostatecné redukce plynouci z nevyhody polyaxidlnich Sroubl pouzivanych u MIS techniky
oproti rigidnim Schanzovym Sroubdm u OPEN techniky. Nase vysledky, spolu s ostatnimi

pracemi a metaanalyzami, vSak tento predpoklad vyvraceji (422, 423, 433, 434).

V literature byva pfi volbé otevieného zplsobu operace ¢asto zmifiovdna moznost zalozZeni
posterolateralni fuze jako augmentace pedikuldrni fixace. Tuto fuzni techniku na nasem
pracovisti u traumatickych fraktur obratli nepouzivdme a pfi nutnosti doplnéni fixace u
vybranych vysoce nestabilnich zlomenin vyuzivame vyhradné metodu predni nahrady téla
obratle pomoci intervertebralniho expandéru (v nasem souboru 31 % pacientl ve skupiné
OPEN a 15 % ve skupiné MIS). Nutnost rutinniho provedeni artrodézy je zpochybriovana
v nedavno publikované metaanalyze autorl Diniz et al., ktefi konstatovali, Ze rutinni doplnéni
posterolateralni fuze nejen zvySuje Cas operace a krevni ztratu, ale pacienti ve skupiné
s provedenou fuzi nasledné trpi vétsi pooperacni bolesti a horsi mobilitou (435, 436). Selhani

instrumentace se v jednotlivych skupinach signifikantné neliSilo i pres zachovani vyssi
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pohyblivosti v operovaném segmentu (436). V parametrech kyfotizace taktéZ nebyl nalezen
zadny signifikantni rozdil (436). Podobnych vysledk( bylo dosaZzeno i v dalSich publikacich (437,
438). Domnivame se tedy, Ze rutinni provadéni fuzi u ,,jednoduchych” traumatickych zlomenin

patefe neniindikovano a je vyhrazeno pro vysoce nestabilni pfipady.

Kontroverznim tématem je idealni délka konstrukce. Jako prvni byla zavedena metoda kratké
konstrukce 1/1 (fixace jednoho obratle nad zlomeninou a jednoho obratle pod zlomeninou)
s vyvhodou kratSiho operacniho ¢asu a zachovanim hybnosti ve vice paternich segmentech
(439). V nasledujicich letech vSak tato metoda vykazovala vyssi riziko selhdni instrumentaria
ve srovnani s delSimi konstrukcemi (440). V nasem souboru byla drtiva vétSina stabilizaci
provedena systémem 1/1 a v kratkém sledovacim obdobi jsme Zadné selhani nezaznamenali.
Soucasné metaanalyzy ukazuji, Ze pres lepsi korekci radiologickych parametrt sledovanych u
Th-L fraktur dosazenych pomoci delSich konstrukci, nejsou statisticky signifikantni rozdily
v klinickych parametrech a volba pfistupu tak zlistava predevsim na vysoce personalizovaném

pfistupu (441-443).

Dalsi ¢asto diskutovanou otazkou je odstranéni konstrukce fixa¢niho materialu u nonfuzni
techniky fixace, poptipadé jeho nacasovani (444). Vzhledem k rychlosti hojeni obratle se za
adekvatni dobu odstranéni fixatniho materialu povazuje perioda 8-18 mésicl po operaci (445,
446). Odstranéni fixace vSak s sebou nese zvySené riziko morbidity s podstoupenim dalsiho
chirurgického vykonu v celkové anestezii. Na naSem pracovisti proto rutinné odstranujeme
fixacni material pouze u pacientl bez zdvaznych komorbidit a mladsich 40 let (bez rozdilu, zda
jde o fixa¢ni material zavedeny otevienou, nebo mini-invazivni perkutanni cestou). U starsich
pacientll postupujeme pfisné individualné sohledem na klinické obtize souvisejici
s pfitomnosti ciziho materidlu. Z dlouhodobého hlediska pfi ponechani instrumentaria in situ
vznikd otdzka rizika uvolnéni konstrukce, ¢i vzniku pseudoartrézy. V naSem souboru jsme ani
v jedné skupiné tuto komplikaci nezaznamenali, avSsak podobné jako v ostatnich publikacich je
doba sledovani (,,follow up”) prilis kratka k objasnéni této problematiky (435, 445, 447, 448).

Nase pacienty v tomto ohledu budeme jisté sledovat i v budoucnosti.

Vysledky nasi studie potvrdily nové zavedenou metodu mini-invazivni perkutanni fixaci Th-L

zlomenin patere jako rovnocennou alternativu k dosud provadéné oteviené stabilizaci. Vyssi

106



procento reoperaci prikldaddme efektu tzv. ,learning curve” s potvrzenim klesajici tendence
v letech nasledujicich. Za limitaci nasi studie je nutné uvést jeji retrospektivni charakter, vétsi
pocet operatérl, absenci standardizovaného protokolu snimkovani pacienta i absenci
klinickych skal hodnoticich bolest, navrat do zaméstnani apod. Cilem studie vSak bylo
zhodnoceni redlného potencidlniho operac¢niho rizika malpozice Sroubu v béinych
podminkach chodu kliniky pfi dvou vedle sebe probihajicich metodach operacni stabilizace

traumatické patere.
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9. Zavéry

1) Lécba misniho poranéni pomoci mezenchymalnich kmenovych bunék izolovanych
z lidského Whartonova rosolu (hWJ-MSCs) u experimentdlniho potkaniho modelu
zlepSuje hybnost a koordinaci dolnich koncetin a je zdavisld na davce aplikovanych
bunék.

» V experimentdlni studii [é¢by hrudni misni léze jsme prokazali pfiznivy vliv hWJ-
MSCs, ktery byl parcidlné =zdvisly na opakované a zvySené davce
transplantovanych bunék. V histologické a imunohistochemické analyze misni
tkané byl s rostouci celkovou davkou jasné patrny stoupajici pozitivni efekt na
zachovani Sedé miSni hmoty, sniZeni gliové jizvy a zvySeny axonalni sprouting.
Odrazem zachovalejSich tkanovych vlastnosti pak bylo funkéni zlepSeni
hybnosti dolnich koncetin pozorované od podané ddvky 1,5 milionu bunék
hWJ-MSCs. U nejvy$si podané davky (3x1,5 M) byl pak také prokazan
imunomodulaéni a antiapoptoticky efekt v potlacené expresi makrofagovych a
apoptotickych gen(. Studie byla inovativni ve smyslu porovnani nékolika
efektivnich davek lidskych WJ-MSCs s prikazem moznosti bezpec¢ného zvyseni

terapeutického ucinku pfi jejich opakované aplikaci.

2) Lécba misniho poranéni lokalnim a systémovym podanim protizanétlivého a
antioxidacniho léciva kurkuminu navazaného na nanonosi¢ (nanokurkumin) u
experimentdlniho potkaniho modelu moduluje lokdlni zdnétlivou reakci a zlepsuje
hybnost dolnich koncetin.

» V experimentdlni studii hrudni misni Iéze byl prokazan pozitivni vliv 1é¢iva
nanokurkuminu. Bylo pozorovdno zlepseni pohybovych vlastnosti dolnich
koncetin, které korespondovalo s imunohistochemickym ndlezem zvySeného
zachovani bilé hmoty misni, rozsahlejSim axondlnim sproutingem a naopak
snizenym rozsahem gliové jizvy. Terapie nanokurkuminem také v prvnich
tydnech po SCI modulovala zanétlivou odpovéd zménou exprese regulacnich

zanétlivych cytokin(. Studie prokdzala terapeutické ucinky kurkuminu, ktery
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byl za ucCelem zlepSené biodistribuce syntetizovan ve formé ve vodé rozpustné

nanocastice.

3) Mini-invazivni perkutanni stabilizace traumatické zlomeniny hrudni a bederni patere
je rovnocennou metodou stabilizace ke klasické oteviené zadni transpedikularni
stabilizaci.

» Vnasi retrospektivni analyze jsme neodhalili signifikantni rozdily v poctu
malpozi¢né ulozenych Sroubl mezi jednotlivymi operacnimi technikami. Taktéz
parametry kyfotizace jako ukazatele dostatec¢né operacni repozice zlomeniny
se od sebe v jednotlivych skupinach signifikantné neliSily. Byl nalezen vyssi
pocet reoperovanych pacientd v prvnim roce po zavedeni nové techniky.
Operace mini-invazivni technikou trvala kratsi operacni ¢as, avsak byla zatizena
vys$sSim expozicnim c¢asem RTG paprsku. Celkové byla nové zavedend operacni

technika zhodnocena jako bezpecna a efektivni alternativa u selektovanych

indikovanych pacient(.
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