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Souhrn

Tato prace je zamérena na experimentalni 1é¢bu miSniho poranéni (SCI) pomoci podavani
nanokurkuminu a je doplnéna o klinické zhodnoceni nového mini-invazivniho zplsobu
stabilizace hrudné-bedernich obratlovych zlomenin.

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 lumbalni punkce pfi
porovnani s kontrolnim vzorkem. Léc¢ba byla aplikovdna v jedné davce 7. den po SCI, nebo ve
tfech po sobé jdoucich davkach vidy v rozmezi 7 dnd. Lécba pomoci inovativni protizanétlivé
latky nanokurkuminu v porovnani s prazdnym nanonosi¢em byla aplikovana lokalné k mistu
poranéni ihned po vytvoreni SCI s naslednym ctyiftydennim podkoZnim podavanim. Efekt
|écby byl pravidelné hodnocen sérii behavioralnich testd (BBB, chlize po kladiné, motoRater),
imunohistochemicky (rozsah gliové jizvy, axonalni sprouting, pocet protoplazmatickych
astrocytll), histologicky (morfometrie misni tkané) a pomoci qPCR vybranych gend (Gfap,
Casp3, Irf5, Cd86, Mrc1, Cd163, Sortl, Fgf2, Olig2, Gap43, Vegf, Nfk8) a cytokinl (IL-1B, TNF-
a, IL-6, IL-12, CCL-5, IL-11, IL-10, IL-13).

Pti 1é€bé pomoci hWJ-MSCs bylo prokazano signifikantni zlepSeni hybnosti dolnich koncetin
u vSech skupin s vyjimkou 0,5 M a byl potvrzen stoupajici efekt zvySujicich se davek na
robustné;jsi axonalni sprouting, zachovani Sedé a bilé hmoty misni a snizeni rozsahu gliové
jizvy. mRNA markery makrofagli a apoptdzy byly méné exprimovany po aplikaci 3x1,5 M.

Analyza efektu lécby nanokurkuminem odhalila signifikantni zmény v pohybu dolnich
koncetin s lepsSi schopnosti nosnosti vlastniho téla, byla signifikantné vice zachovana bila
hmota misni tkané, sniZzeny rozsah gliové jizvy a vy$si axonalni sprouting. gPCR analyza
zanétlivé odpovédi odhalila signifikantni zmény v expresi zanétlivych cytokind v prvnich dvou
tydnech po SCI.

Pti retrospektivnim porovnani soubor(i pacientll operovanych klasickou otevienou zadni
transpedikularni stabilizaci (OPEN), nebo mini-invazivni perkutdnni stabilizaci (MIS) byla
pozornost zamérena predevsim na radiologické zhodnoceni spravnosti 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 bylo dosaZzeno signifikantné delSiho operacniho casu ve
skupiné OPEN a signifikantné vyssiho expozi¢niho ¢asu RTG zareni ve skupiné MIS. Metoda
MIS byla zhodnocena jako bezpecnd alternativa k metodé OPEN u selektivnich operaci
zlomenin patere.



Abstract

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 the treatment of the ischemic-compression model of SCl in rats
with hWJ-MSCs different dosages (0.5 or 1.5 million cells) and repeated applications were
compared. Cells or saline were applied intrathecally by lumbar puncture for one week only,
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 4 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, Mrc1, Cd163, Sortl, Fgf2, Olig2,
Gap43, Vegf, NfkB) and interleukins (IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-12, CCL-5, IL-11, IL-10, IL-13) was
studied with gRT 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. 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. mMRNA 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.

Behavioral tests revealed a significant improvement of the biomechanics of hindlimbs with a
better weight-carrying ability in the nanocurcumin treated group, compared to the
nanocarrier control. An immunohistochemical and histological analysis proved a significant
preservation 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 mRNA expression of
endogenous genes and interleukins showed changes in the expression of the inflammatory
cytokines in the first two weeks after SCI.

Retrospective 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, VBI 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.



1. Uvod do problematiky

Zlomeniny patefe spolu s poranénim michy (SCI) patfi k zdvainym medicinskym stavim.
Zatimco terapie obratlovych zlomenin hrudné-bederni oblasti patefe patfi k zakladnim
neurochirurgickym operacim, |écba tézkého misSniho poranéni je klinicky neuspokojiva a
odkdzana na pokrok na poli experimentalni mediciny.

Urazové zlomeniny patefe jsou zplisobené vysokoenergetickym traumatem, pfic¢emz aZ 80 %
je lokalizovano v hrudni a bederni patefi (1, 2). Necastéjsi oblasti traumatické fraktury pak
byva tzv. torakolumbalni (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
patefe jsou pady z vySky a automobilové nehody. U zdvaZznych a slozZitych zlomenin patere,
pfi kterych dochazi bud' k vyznamné dislokaci fragmentu kosti, nebo k distrakéné-rotac¢nimu
pohybu v oblasti paterniho kanalu, byvd ndsledkem zranéni rizny stupen poranéni michy s
vyslednym neurologickym deficitem.

Konecny stupent poranéni michy, ktery koreluje s definitivnim klinickym obrazem je
vysledkem dvou patofyziologickych déju - primarniho a sekundarniho poranéni. Primarni
poranéni reprezentuje prvotni trauma z prfimého impaktu. Sekundarni poranéni, které je pro
jednotlivé charakteristické déje ¢lenéno na akutni, subakutni a chronické, je kaskadou
tkanovych proces(, které zahrnuji lokalni imunitni reakci, iontové zmény, tvorbu gliové jizvy
a apoptozu bunék (4). Vzhledem k omezené endogenni schopnosti regenerace nervové tkané
je soucasna terapie cilena prevainé na ochranu tkané, ktera nebyla zni¢ena béhem
prvotniho traumatu, avsak je v ohrozeni sekundarnimi zménami (5). V klinické praxi se jako
protektivni latka vyuzivad ucinku methylprednisolonu, ktery ma vSak fadu nezddoucich ucinku
a jeho vliv na vysledny neurologicky stav pacienta je spiSe sporny. V experimentalni mediciné
bylo pfi snizeni negativniho dopadu patologicky zvysené zdnétlivé reakce dosazeno slibnych
vysledkll vyuzivanim parakrinniho Gcinku mezenchymalnich kmenovych bunék, nebo
protizanétlivé prirodni latky kurkumin (6).

Mezenchymalni kmenové burnky (MSCs) jsou multipotentni burky se schopnosti multi-
diferenciace (napf. do bunék osteocytl, osteoblastl, adipocytli nebo chondrocyti) a sebe
obnovy (7-9). Jako zdroj MSCs byla potvrzena fada tkani a organa - tukova tkan, plice, srdce,
placenta, endometrium, pupecnikova krev ¢i Wharton(v rosol. U miSniho poranéni je jejich
ucinek prevazné parakrinni, kdy produkuji fadu cytokind a rastovych faktord, které interaguji
s okolnim prostfedim. Pfi jejich vyuZiti u poranéni nervové tkané tak MSCs podporuji
revaskularizaci a moduluji zanétlivou reakci, ¢imz podporuji pfezivani nervovych bunék (10-
12). MSCs derivované z lidského Whartonova rosolu (hWJ-MSCs), jakoZto velmi mladé MSCs,
maji  vyssi  proliferani  potencidl, niZS§i imunogenicitu  pramenici z absence
histokompatibilnich komplexi MHC-I a MHC-Il a navic jsou prokdzany jako bezpecné stran
moznosti tvorby nddor( (13-15). Dalsi vyhodou je jejich relativné jednoduché a hlavné
neinvazivni ziskavani z tkané po porodu, které nepredstavuje Zadné nebezpecdi pro darce (16).

Kurkumin je pfirodni polyfenolovy derivat rostliny Curcuma longa, ktery je intenzivné
studovan pro své protizdnétlivé, antioxidacni a jiné neuroprotektivni ucinky (17-20).
Pfedchozi studie jeho Ucinku u SCI prokdzaly jeho vliv na snizeni zanétlivé reakce inhibici
kanonické NF-kB zanétlivé cesty a redukci tvorby zanétlivych cytokinG TNF-a a IL-1B,
prevenci apoptdzy a hlavné na zlepseni funkéniho neurologického stavu po poranéni (6, 18,



19, 21-24). Jeho klinické vyuziti je vSak velmi omezeno vzhledem k jeho nizké rozpustnosti ve
vodeé a rychlé eliminaci z organismu cestou jaterniho a stfevniho metabolismu (25, 26). Pro
zvySeni biodostupnosti byla ucinéna celd fada pokusl o navdzani kurkuminu na jiny,
biologicky privétivéjsi nosi¢ (cyklodextrin, fosfolipid apod.) (27-30). Pro ucely nasi studie byl
kurkumin navazan na nanonosi¢ na bazi lipidu (Lipodisg™). Vysledna sloucenina je rozpustna
ve vodé a v dalSich fyziologickych roztocich a je proto vhodna pro topické i systematické
podani.

V experimentalnich studiich jsme vyuZili ischemicko-kompresivni model miSniho poranéni u
potkana Wistar. PFfi transplantaci hWJ-MSCs byl wvyuZit klinicky relevantni model
intratékalniho podani cestou lumbalni punkce. Vzhledem ktomu, Ze prezZiti allogennich
bunék v hostitelském prostiedi je viadu 1 az 2 tydn( (31), byla vyslovena hypotéza, Ze
opakované podavani prodlouZi parakrinni efekt MSCs a zlepsi vysledny neurologicky stav
poranénych zvifat (32). Potkani proto byli rozdéleni do skupin s riznymi efektivnimi davkami
hWJ-MSCs (0,5 M a 1,5 M) a s jednotlivym, nebo trojitym poddnim bunék. Nanokurkumin byl
podavan jednak cestou invazivniho lokdlniho podani k mistu poranéni ihned po kontuzi
michy, ale také cestou mini-invazivniho systémového podkozniho poddani po dobu 4 tydna.
LéCena zvirata byla vidy porovnavdna s neléenou kontrolni skupinou. Vysledky byly
hodnoceny sérii behavioralnich testd (BBB, chlze po kladiné, motoRater),
imunohistochemicky, histologicky a pomoci analyzy qPCR vybranych genu.

Management zlomenin obratli Th-L oblasti se ftidi zdvaznosti zlomeniny a pritomnosti
neurologického deficitu. PFi rozhodnuti o chirurgické strategii I1éCby je zlatym standardem
zadni transpedikuldrni stabilizace  zlomeného segmentu s pfipadnym doplnénim o
dekompresi utlacenych nervovych struktur. Oteviend transpedikuldrni metoda zadniho
pfistupu vede vzhledem k Sirokému pfistupu a separaci paravertebralnich svall k denervaci a
ischemické nekrdze svalstva. Atrofované svalstvo neni schopno unést dynamické naroky
patere a u pacienta mlze vést aZz k blokovému ,flat back” postaveni s jen tézko ovlivnitelnou
bolesti zad (33). PoSkozeni svalu lze méfit pomoci sérovych hodnot kreatin-kinazy, kdy byly
publikovany vyssi hladiny pfi oteviené technice v porovndani s mini-invazivni technikou v
experimentalni studii (34). Dalsi nevyhodou otevieného pfistupu je vétsi krevni ztrata, ktera
se v prliméru vétSinou pohybuje v rozmezi 500 ml az 1200 ml (35). K vyhodam této oteviené
metody vsak patfi lepSi moznost repozice zlomeného obratlového téla.

Vzhledem k vyse uvedenym nedostatkim dosud nejpouZivanéjsi operacni techniky bylo
zavedeno nové mini-invazivni perkutanni zavadéni pedikularnich Sroubl (36). Pri této
technice nedochazi k separaci paravertebrdlniho svalstva a inzerce pedikularniho Sroubu se
déje pomoci specidlniho instrumentaria skrze kratky rez kdzi, podkozim a fascii za kontroly
RTG paprskll. KvyznamnéjSimu rozvoji perkutannich mini-invazivnich technik dochazi
v posledni dekadé hlavné diky vyvoji novych instrumentarii, které se dostavaji s odstupem i

evvs

postoperacni krevni ztrata a z toho plynouci nizsi riziko rané infekce (37).

Nova operacni technika byla zavedena na Neurochirurgické klinice Fakultni nemocnice
Hradec Krdlové v roce 2014. V nasi retrospektivni studii jsme se zaméfili na celkovy pocet
malpozi¢né zavedenych Sroubl, délku operace a expozici RTG zéareni v porovnani mezi
obéma skupinami.



2. Cile diserta¢ni prace

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 zdvisla na davce aplikovanych
bunék.

Cil: Vytvorit experimentdlni model ischemicko-reperfuzni misni léze u potkana.
Intratékalné pomoci lumbdalni punkce aplikovat rtizné mnozstvi kmenovych bunék, a
to bud jednordzové, nebo opakované. Sledovat efekt [éCby pomoci série
behavioralnich testl, analyzou imunohistochemickych fezi a mérenim exprese genu

souvisejicich s regeneraci tkané pomoci qPCR.

2. Lécba miSniho poranéni lokdlnim a systémovym poddnim protizdnétlivého a
antioxidacniho léciva kurkuminu navazaného na nanonosi¢ (nanokurkumin) u
experimentdlniho potkaniho modelu moduluje lokalni zanétlivou reakci a zlepSuje
hybnost dolnich konéetin.

Cil: V subakutni fazi experimentdlné vytvofeného potkaniho modelu misni léze
aplikovat nové vytvorené léCivo nanokurkumin dvéma zplsoby: lokadlné k mistu
poranéni a podkoznim podanim do oblasti zad. V pribéhu experimentu sledovat
efekt lécby pomoci behavioralnich studii, po skonceni experimentu morfometricky a
imunohistochemicky analyzovat misSni tkan a zménu exprese vybranych genu
uplatiiujicich se v imunitni zanétlivé reakci.

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

Cil: Retrospektivni analyza operaci traumatickych zlomenin hrudni a bederni patere
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
presnosti zavedenych transpedikularnich Sroubd, parametr( kyfotizace obratl(, davky
radiacniho zareni, ¢asu operace, celkového poctu reoperaci a infekénich komplikaci.



3. Material a metodika

3.1. Pou?ita experimentalni zvifata

K pokusu byli vyuZiti dospéli samci potkana Wistar (hWJ-MSCs n=90, nanokurkumin n=52)
odebranych ze zvéFince Fyziologického ustavu Akademie véd Ceské republiky (AVCR) v Praze.
Stafi zvifat na zacatku experimentu bylo 10 tydn( a jejich vaha se pfi chirurgickém zakroku
pohybovala mezi 275-305 g. Po vytvoreni misni léze byli potkani rozdéleni do jednotlivych
|éCebnych skupin. Trvani experimentu v behaviordlni, a posléze histologické,
imunohistochemické a qPCR ¢asti pokusu bylo 9 tydn(. Zvitata, ktera byla vyuzita k dalsi
gPCR a cytokinové analyze v dalSich ¢asovych intervalech, nebyla soucdsti behavioralni
studie.

3.2. Pacienti

Retrospektivné byl hodnocen soubor pacientl, ktefi podstoupili operacni stabilizaci
traumatické fraktury jednoho, nebo vice obratld v oblasti Th8-L5 na Neurochirurgické klinice
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 laterdlni projekci) a pacienti
trpicim. Bechtérev vzhledem ke zménénym anatomickym pomérlim (7 pacientl s
mnohaetazovou stabilizaci). Pacienti byli operovani budto klasickou otevienou zadni
transpedikularni stabilizaci nebo mini-invazivni perkutanni transpedikularni stabilizaci. Prvni
skupinu pacientl operovanych klasickou otevienou technikou (skupina OPEN) tvori celkem
100 pacientl. Druhd skupina pacientd operovand mini-invazivni perkutanni technikou
(skupina MIS) ¢itd 47 pacient(. V predoperacnim obdobi byli vSichni pacienti vySetreni
pomoci CT, néktefi z nich pak také pomoci MR k odhaleni nitrodfefiovych zlomenin a
poranéni mékkotkanovych diskoligamentdznich struktur.

3.3. Experimentalni model misni léze

Jako model misni Iéze byla zvolena metoda baldnkové ischemicko-kompresni léze (38).
Operace byly provadény za standardnich podminek na operaénim sale uréeném pro mala
zvitata 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, 4mg/kg) a chirurgickd peroperacni antimikrobidlni profylaxe byla provedena
intramuskularnim podanim antibiotika gentamicin sulfat (Lek Pharmaceutical 5 mg/kg).

Po incizi kGize byly separovany paravertebralni svaly v rozsahu obratll Th7 az Thl2 a
provedena castecna laminektomie obratle Th10. Nasledné byl do epidurdlniho prostoru
velmi opatrné zasunut sterilni 2F Fogartyho katétr aZz do urovné Th8. Po sprdvném umisténi
katétru byl balének rychle naplnén 15 ul fyziologického roztoku a udrzovan rozepjaty po
dobu 5 minut, ¢imZ se vytvofila kompresni misni léze. BEhem samotné operace byla
inhalacni anestezie udrzovana pritokem Isofluranu 0,3 ml/min a teplota zvifete byla cilena
na 37 °C pomoci vyhtivané podlozky. Po péti minutach byl balének vypustén a katétr opatrné
extrahovan z epiduralniho prostoru. Operace byla ukoncena suturou paravertebralnich sval(i
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a klZe nevstrebatelnym stehem. Neurologicky postizend zvifata byla periodicky
kontrolovana a po nezbytné nutnou dobu probihala asistence pfi krmeni a moceni.
Profylaktické poddvani ATB bylo prodlouzeno po dobu 7 dni po operaci. Voda i krmeni bylo
zvitatim poskytovano ad libitum.

3.4. Aplikace terapeutickych bunék/protizanétlivé latky

3.4.1. hWJ-MSCs
Bunky hWJ-MSCs byly izolovany a kultivovany z lidskych pupecnik(i zdravych rodicek po
pfirozeném porodu ve fakultni nemocnici Plzerl. VSechny pacientky podepsaly informovany
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 udrZovani stalé teploty 4 °C za
Ucelem zpracovani tkané s naslednym kultivovanim a pasazovanim bunék.

K transplantaci do experimentdlniho modelu potkana byly pouzity buriky hWJ-MSCs z treti
pasaze, pricemz jejich aplikace probéhla 7., 14. a 21. den po provedeni kompresni misni léze
(SCI). Bunky byly podavany cestou lumbdlni punkce (LP) v etdZzi L4/5 nebo L3/4 jehlou o
tloustce 25 G za kratké celkové anestezie Isofluranem. Jako ovéfeni subarachnoidélniho
prostoru bylo nejprve natazeno malé mnoZstvi mozkomisniho moku (CSF) a nasledné byla
aplikovana davka fyziologického roztoku obsahujici hWJ-MSCs. Béhem aplikace bunék bylo
mozZno pozorovat pohyb ocasu jako vysledek mechanického drazdéni nervovych korenu
oblasti cauda equina. Zvifata byla rozdélena do 5 skupin podle poctu aplikovanych bunék.
Prvni skupiné (0,5 M) bylo transplantovano 0,5 milionu bunék v 50 ul fyziologického roztoku
v jedné ddavce 7. den po SCI (n=12). Druha skupina (1,5 M) obdrzZela 1,5 milionu bunék v 50 pl
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 ul fyziologického roztoku 7. (14.,
21.) den po SCI (n=11). Vzhledem k tomu, Ze se vysledky jednotlivé, nebo trojité aplikace u
kontrolni skupiny neliSily, byla tato skupina brana jako homogenni pfi porovnavani se
skupinami ostatnimi. Den pred transplantaci bunék byla aplikovana vsem zviratim
imunosupresivni latka Cyclosporine A intraperitonealni injekci (10 mg/kg). Imunosuprese
byla podavana denné po celou dobu trvani experimentu.

3.4.2. Nanokurkumin
Pro aplikaci byl pouzity vysoce purifikovany synteticky kurkumin obsazeny v diskoidni nano-
Castici na bazi lipidu o velikosti 10-25 nm - LipodisgTM (Malvern Cosmeceutics, Malvern, UK).

Aplikace nanokurkuminu do experimentalniho modelu potkana s misni 1ézi byla provddéna
lokalnim a podkoZnim podavanim. Po vytvofeni misni |éze byli potkani rozdéleni do dvou
skupin. Prvni skupiné (n=21) byl podan nanokurkumin lokalné kolem dury mater ihned po
operaci SCl 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 ddvce 0,01 ml. Zaroven byl roztok nanokurkuminu aplikovan podkozni injekci v ddvce
0,1 ml, kterd byla poddvana dvakrat denné po dobu ¢tyf tydnl do podkoZi v oblasti zad.
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Druhé skupiné potkand, kontrolni skupiné (n=11), byl podavan roztok obsahujici nanocastice
bez navazané |écivé latky kurkumin lokalné i podkoZzné podle stejného protokolu jako u prvni
skupiny.

3.5. Operacni stabilizace zlomeniny (OPEN, MIS)

K opera¢nimu feSeni zlomeniny byly vyuZity dvé metody zadni transpedikuldrni stabilizace -
oteviena (OPEN) a mini-invazivni perkutanni (MIS). Oteviena stabilizace byla provedena ze
stfedové incize klGzZe a podkoZi nasledované paraspindznim bilateralnim protnutim dorzalni
fascie s Sirokou separaci paravertebrdlniho svalstva a obnaZenim meziobratlovych kloubd.
Dle anatomickych orientacnich bodu byl nalezen vpad nad pedikly obratlG uréenych k inzerci
pedikuldrnich Sroubll. Naslednd inzerce pedikuldrniho Sroubu probéhla pod kontrolou RTG
pfistroje v antero-posteriorni (AP) a laterdlni (LAT) pozici. Hlavy Sroubl byly nasledné
spojeny tyci a po provedeni nepfimych repozicnich manévrl (ligamentotaxe, lordotizace) byl
cely systém uzamcen. P¥i zavainych poranénich s impresi kosténych struktur do duralniho
vaku byla pak navic provedena dekomprese nervovych struktur pomoci jedné nebo vice
etazové laminektomie. Operace byla ukonéena suturou jednotlivych anatomickych vrstev
s/bez ponechani Redonova drénu in situ.

Mini-invazivni perkutanni pfistup byl veden ze ctyr kratkych (1-2 cm) incizi kGize, podkoZi a
dorzalni fascie nad projektovanymi vpady do pedikl(i. Vpad do pediklu byl vyhledan za
pouziti AP skiaskopie s naslednou inzerci pedikuldrniho Sroubu. Po zkontrolovani trajektorie
Sroubu v AP a LAT projekci byly nasledné hlavy Sroubl spojeny tyci, kterd byla protazena skrz
paravertebralni svaly pod kGzi. Cely systém byl nasledné uzamknut a jednotlivé kozni vpady
suturovany. K mini-invazivni perkutanni metodé nebyli indikovani pacienti s téZSim typem
zlomeniny nez B1 dle klasifikace AOS a pacienti s pfitomnosti neurologického deficitu.

3.6. Analyza efektu hWJ-MSCs/nanokurkuminu
3.6.1. Behaviordlni testovani
3.6.1.1. BBB
Kvalita a rozsah hybnosti zadnich koncetin spolecné s jejich koordinaci s pohybem prednich
koncetin byla posuzovana podle Basso, Beattie a Bresnahanovy (BBB) hodnotici skaly (0-21
bodl) pti pohybu potkand v ohraniceném otevieném prostoru (39). Hodnoceni probihalo
vzdy jednou tydné po celou dobu trvani experimentu. Potkani byli pozorovani pfi neruseném
pohybu po prostoru a byla posuzovdana hybnost zadnich koncetin, kvalita doslapu tlapky,
schopnost podpory vahy téla a pfipadnd koordinace pohybu viech koncetin pfi chizi.

3.6.1.2. Chize po kladiné
Stabilita, vyrovnanost a koordinace pohybu koncetin byla déle testovana pfi pfechazeni 100
cm dlouhé a 3,4 cm Siroké kladiny. Na jednom konci kladiny byla umisténa unikova krabice
s motivacnim pamliskem. Pohyb zvifete od startovaci pozice jednoho konce kladiny do cilové
unikové krabice na druhém konci kladiny byl zaznamendvan pomoci CCD kamery (TSE-
Systems Inc., Bad Homburg, Germany). Kazdy pokus zvitete o zdolani vzdalenosti byl omezen
¢asovym limitem 60 s a bodové hodnocen pomoci modifikovaného skérovaciho systému dle
Metz a Whishawa (40). Potkani byli pred zapocetim experimentu v tomto ukolu trénovani.
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Testovani pak probihalo kazdy tyden pocinaje druhym tydnem po indukci SCI az do konce
experimentu, pficemz byly provedeny dvé méreni za den ve tfech po sobé jdoucich dnech.

3.6.1.3. MotoRater
Pokrocild analyza hybnosti dolnich koncetin byla provadéna za pomoci pfistroje MotoRater
303030 a nasledné vyhodnocovana pocitacovym programem TSE Motion 8.5.11. Pfistroj se
sestava ze 150 cm dlouhé trasy, kterou musi zvifata prebéhnout. Jejich pohyb je pfitom
nahrdvan na soustavu kamer s vysokym rozliSenim (CamRecord CL600x2, 1280 x 1024 pixel,
Stemmer Imaging, Némecko). Pfed zapocetim experimentu byly vyznaceny na klzi zvifete
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). Ziskand pohybova videa byla analyzovdna pomoci softwaru TSE Motion 8.5.11.
Postupné byly vykresleny a spocitdny maximalni a minimalni pohybové uhly v kyéelnim a
kolennim kloubu. Dale byla zmérena vyska hiebenu kosti ky¢elni nad zemi znacici schopnost
zvitete unést vlastni vahu. Mechanika pohybu packy byla méfena pomoci retrakce a
protrakce. Zvifata v obou skupinach byla testovana ve dvou intervalech - paty a devaty tyden
po misni |ézi, a to vidy Ctyrikrat za sebou. Z kazdé skupiny bylo hodnoceno 5 zvifat. VSechny
parametry byly ve skupinach zprlimérovany a porovnany s pohybem zdravych potkan( (n=6).

3.6.2. Imunohistochemicka analyza

Experiment byl planované ukoncen vidy po 9 tydnech |écby od indukce SCI. VSechna
preZivajici zvitata byla uvedena do hluboké analgosedace za pomoci ketaminu (100 mg/kg) a
xylazinu (20 mg/kg) a nasledné byla ve specialni operacni mistnosti provedena transkardialni
orgdnova perfluze za pouZiti roztoku fosfatového pufru (250 ml) ndsledovaného 4% roztokem
paraformaldehydu (200 ml). Z kazdé skupiny byly analyzovadny vzorky z 5-7 zvitat. Z kazdé
michy bylo zhotoveno celkem 11-15 fez( kolem stfedu misni léze s jednotlivymi odstupy 1
mm. Rezy byly prohlédnuty a naskenovany v digitalni podobé& pomoci mikroskopu Axioskop 2
plus (Zeiss, Oberkochen, Némecko), nebo LEICA CTR 6500 s grafickym nastrojem FAXS
4.2.6245.1020 (TissueGnostics, Viden, Rakousko). Na ziskanych snimcich byla poté zméfena
celkova plocha bilé a Sedé hmoty, rozsah gliové jizvy, pocet reaktivnich astrocytd a axonalni
sprouting pomoci programu Imagel) (NIH, Bethesda, MD, USA), nebo Tissue FAXS (Tissue
Gnostics, Viden, Rakousko) s ndslednym porovnanim mezi jednotlivymi skupinami.

K vizualizaci Sedé a bilé hmoty misni v histologickych fezech bylo vyuZito barveni ,Kresol
violet a luxolova modr“. K vizualizaci rozsahu gliové jizvy byla vyuzivana protilatka proti GFAP
(Sigma, St. Louis, MO, USA). Na uvedenych snimcich byly také manualné spocitany
morfologicky charakteristické tzv. reaktivni astrocyty. Imunohistochemicka vizualizace nové
pucicich axonalnich konU byla analyzovdna po barveni protilatkou proti GAP43 (Millipore,
Billerica, MA). Pfi analyze imunohistochemického signalu byla hodnocena celkova plocha
hyperintenzniho signalu znaciciho aktivni puceni koncl axon( s naslednym porovnanim mezi
jednotlivymi skupinami.
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3.6.3. gPCR
Zanikové a reparacni procesy jsou v CNS charakterizovany zvysenou, ¢i naopak sniZzenou
expresi celé fady regulacnich gen(l. K posouzeni vlivu rliznych typl experimentalni 1éCby byla
exprese zvolenych genl (Gfap, Casp3, Irf5, Cd86, Mrcl, Cd163, Sortl, Fgf2, Olig2, Gap43,
Vegf, Nfk8) a cytokinl (IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-12, CCL-5, IL-11, IL-10, IL-13) analyzovana
pomoci kvantitativni polymerdzové retézové reakce (QRT-PCR).

Cytokinova studie byla cilena na brzké zmény a byla provedena 1 a 14 dn( po SCI. Exprese
rastovych a zanétlivych genl byla ndsledné provadéna 4 a 9 tydnu po SCI. K analyze bylo
vzdy vyuZito 5 zvifat z kazdé lé¢ebné skupiny. Studovana RNA byla izolovana z parafinovych
blo¢kd obsahujicich misni tkan pomoci specialni sady ,,High Pure RNA Paraffin Kit“ (Roche,
Penzberg, Némecko) nebo RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, Némecko).

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.

3.7. Hodnoceni pfesnosti zavedenych Sroubd a dalSich klinickych parametr(
Pfesnost zavedeni transpedikuldrnich Sroubl byla hodnocena na postoperacnich
rekonstrukénich transverzalnich fezech z pocitacové tomografie (CT). CT bylo provedeno
druhy nebo treti pooperacni den. Ke zhodnoceni byla pouZita modifikovana 4stupriova
klasifikace dle Gertzbeina hodnotici pozici Sroubu ve vztahu k zevnimu kortikalnimu okraji
pediklu (stupen 0: bez prolomenil. 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 jesté rozliSovdno prolomeni pediklu smérem medialnim - typ A a smérem
laterdInim - typ B. Ndsledné byly zméreny CobbUv Uhel, angulace obratle (vertebral body
angulation; VBA) a pomér komprese obratle (vertebral body index; VBI) s porovnanim udajl
pfed operacni stabilizaci a po ni. Na predopera¢nim CT byly také zméreny Sitky pediklt
obratll, do kterych byly pfi operaci zavedeny pedikularni Srouby. Délka operace byla
extrahovdna z nemocni¢niho systému, kde je uvddéna standardné u kazdé operace.
Expoziéni ¢as a celkovy produkt kermy a plochy RTG pfistroje byly vyhledany v denicich
radiologickych asistent(, kam je zapisovano kazdé pouziti RTG pfistroje. Ke skiaskopii byly
vyuZivany pfistroje Ziehm Vision RFD (Ziehm Imaging GmbH, Norimberk, Némecko) a Philips
Veradius (Royal Philips, Amsterdam, Nizozemi).

3.8. Statisticka analyza
Vysledky a prezentované grafy byly zprilmérovany a jsou znazorriovany se smérodatnou
odchylkou (+ SEM). Statisticka signifikance mezi jednotlivymi skupinami byla posuzovana
pomoci testll ,,one-way ANOVA”, nebo v pfipadé posuzovani i druhého faktoru (¢as) pomoci
,two-way ANOVA“. V pripadé nutnosti byla k posouzeni signifikance v konkrétnim ¢asovém
bodé vyuZita analyza ,post hoc pair-to-pair”. V pripadé neparametrickych hodnot byl
k testovani vyuzit test ,one-way Kruskal-Wallis“ (vSe pomoci Sigmastat 3.1, Sistat Software
Inc., San Jose, CA, USA). Rozdily ve vysledcich byly povazovany za signifikantni pti p<0,05 a
déle oznacovany jako * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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4. Vysledky

4.1. Experimentalni 1é¢ba misSniho poranéni pomoci hWJ-MSCs/nanokurkuminu

4.1.1. Behaviordlni testovani
4.1.1.1. hWJ-MSCs
BBB
V prvnim tydnu po vytvoreni miSni |éze méla vSechna zvifata 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 srovndani s kontrolni
skupinou (2,1+0,43). Od tretiho tydne do konce experimentu pokracovalo kontinudlni
zlepSovani schopnosti dolnich koncetin u zvifat ve skupinach 1,5 M, 3x0,5 M a 3x1,5 M. Tyto
skupiny dosahovaly podobnych vysledk( a byly signifikantné lepsi, nez zvitata ve skupiné 0,5
M a v kontrolni skupiné. Konec¢né BBB skdre 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 9,2140,45 ve skupiné 3x1,5 M (Obr. 1 A).

Ch(ze po kladiné
Vzhledem k zdvaznosti neurologického deficitu nebyla vétSina zvifat schopna kladinu
Uspésné prejit a pouze balancovala na zacatku drahy. V priibéhu celého pokusu byla oproti
ostatnim skupinam signifikantné nejlepsi skupina 3x1,5 M s dosdhnutim konecného vysledku
3,1+0,33 v 7. tydnu po SCI (Obr. 1 B).

Spolu s bodovanim pohybu po kladiné byl méren i ¢as potrebny ke zdolani vzdalenosti.
V prvnich dvou tydnech zvifata prevazné balancovala na zacatku drahy bez pohybu vpred.
V nasledujicich tydnech doslo k vyraznému zlepsSeni pohybu u zvifat ze skupiny 3x1,5 M,
kterd dosahovala signifikantné lepsich vysledk(l pfi porovndni se vsemi ostatnimi skupinami
véetné skupiny kontrolni.

A BBB skdre B Chiize po kladiné
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Obr. 1 Vysledky behavioralni studie hWJ-MSCs. PFi testovani hybnosti dolnich koncetin pfi volném
pohybu (BBB) dosahly signifikantné lepsiho vysledku skupiny se zvySenym a opakovanym podanim

transplantovanych bunék (A). Zlepsena pokrocilejsi koordinace koncetin nutna pro Uspésné prejiti
kladiny se projevila u skupiny s nejvyssim podanim (3x1,5 M) (B).
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4.1.1.2. Nanokurkumin

BBB
Prvni den po misni lIézi méla vSechna zvirata bez rozdilu skupiny paraplegii nebo velmi téZzkou
paraparézu (BBB 0-1). V pribéhu experimentu bylo pozorovano postupné lepseni hybnosti
koncetin u zvifat z obou skupin. Presto, Ze po celou dobu experimentu byla hybnost
koncetin u zvirat lé¢enych nanokurkuminem hodnocena o cca 2 skérovaci body |épe nez u
kontrolni skupiny, nebyl pfi statistické m zpracovani vysledkd nalezen signifikantni rozdil mezi
skupinami. Konecné BBB skdre na konci experimentu bylo 7,8+0,9 ve skupiné lécené
nanokurkuminem a 5,741,1 v kontrolni skupiné.

Chuze po kladiné
V pribéhu trvani experimentu doslo k mirnému zlepSeni koordinace pohyb( u obou skupin,
avsak bez signifikantniho rozdilu pfi statistickém testovani.

Podobnych vysledk( bylo dosazeno i pfi méreni ¢asu zdolavani vzdalenosti, kdy doslo pouze
k minimalnimu nesignifikantnimu zlepSeni v obou sledovanych skupinach.

MotoRater

V priibéhu experimentu byly zaznamenany jasné zmény pohybu dolnich koncetin mezi
zdravymi potkany a potkany s misni |ézi. Signifikantné odliSnych vysledki bylo dosazeno mezi
skupinou zvirat |é¢enych nanokurkuminem a kontrolni skupinou pfi méfeni vysky hiebenu
kosti kycCelni a retrakci chodidla v devatém tydnu méreni (silny trend také v patém tydnu;
p=0,072) (Obr. 2 A, B). Ve viech vyse uvedenych vysledcich pak byla zvifata ze skupiny |é¢ené
nanokurkuminem blize k fyziologickym hodnotam naméfenych u zdravych potkani nez
zvitata ze skupiny kontrolni.
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Obr. 2 Pokrocilé mapovani pohybu potkana 9. tyden po SCl pomoci pfistroje MotoRater odhalilo
signifikantné lepSi nosnost vlastniho téla pfi vyssim postaveni hrebenu kosti kycelni (A) a
fyziologictéjsi biomechaniku pfi retrakénim pohybu packy (B) u skupiny Ié¢ené nanokurkuminem.

4.1.2. Histologicka a imunohistochemicka analyza
4.1.2.1. hWJ-MSCs
Morfometrie bilé a Sedé hmoty prokdzala zmény hlavné v oblastech kolem stfedu léze.
Signifikantné vice zachovalé Sedé i bilé hmoty misni bylo prokdzano u skupin s vysSimi
davkami hWJ-MSCs - 1,5 M a 3x1,5 M (Obr. 3 A).

Pri porovnavani velikosti rozsahu gliové jizvy bylo dosazeno podobnych vysledkd jako
v ostatnich imunohistochemickych vysettenich. Skupina 0,5 M se témér nelisila od kontrolni
skupiny, zatimco ostatni skupiny s vysSimi davkami (3x1,5 M, 3x0,5 M, 1,5 M) mély kolem
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centrdlni rozpadové dutiny signifikantné nizsi rozsah gliové jizvy i pocet reaktivnich
protoplazmatickych astrocytu.

Efekt IéCby na pocet nové vétvicich se axonl byl nejen zavisly na velikosti davky, ale také na
opakovaném poddavani. Davka 0,5 M, podobné jako pfi behaviordlnim testovani, se
vyznamnéji nelisila od kontrolni skupiny (10214 %). S postupnym zvySovanim ¢i opakovanim
davky se zvySoval rozdil jednotlivych skupin pfi 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 vypucenych axon( vice neZ dvojnasobny v porovnani s kontrolni
skupinou (3x1,5 M - 212418 %) (Obr. 3 B).

B
Morfometrle $edé hmoty mignl Axondlni sprouting

765 43 210 1 2345067
Vdélenost (mm)
kranifind === stfed = kaudiiind

O Kontrola D0,5MMSC EL5MMSC O 3x0,5 MMSCH 3x 1,5 M M5C

Obr. 3 Pozitivni Ucinek vyssiho podavani hWJ-MSCs byl potvrzen signifikantné zvySenym zachovanim
Sedé hmoty misni kolem stfedu |éze (A) a gradientné nardstajicim axondlnim sproutingem (B).

4.1.2.2. Nanokurkumin
Celkova plocha Sedé hmoty misni byla lehce vétsi ve vSech zkoumanych fezech michou,
avSak nedosahla signifikantniho rozdilu mezi jednotlivymi skupinami. Morfometrie bilé
hmoty misni prokazala signifikantné vice zachovalé tkané v kranialnich Usecich od centra léze
u skupiny Ié¢ené nanokurkuminem (Obr. 4 A).

Skupina lé¢ena pomoci nanokurkuminu méla v porovnani s kontrolni skupinou signifikantné
mensi zonu gliové jizvy jak kranidlné, tak kaudalné od stfedu léze (Obr. 4 B). Pocet
protoplazmatickych astrocytl byl v obou skupinach velmi podobny, pouze ve stfedu léze byl
signifikantni nardst v kontrolni skupiné oproti skupiné Iécené nanokurkuminem.

Skupina Iééend nanokurkuminem pfi porovnani s kontrolni skupinou dosahla vyssiho poctu
GAP43 pozitivnich axon(, avsak tento rozdil nebyl hodnocen jako signifikantni (168+55 %).
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Obr. 4 Signifikantné vyssi zachovani bilé hmoty miSni kranidlné od centra léze (A) a povsechné mensi
rozsah gliové jizvy (B) byl prokdzan u skupiny Iécené nanokurkuminem pfi sorvnani s kontrolni
skupinou.

4.1.3. gPCR
4.1.3.1. hWJ-MSCs
Geny M1 (Irf5, Cd86) makrofagu, 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 snizeni bylo pouze
u skupiny 3x1,5 M (p<0,05).

Geny M2 (Mrcl1, Cd163) makrofagl, hodnocené prevaziné jako proti-zanétlivé, mély ve 4.
tydnu nesignifikantni zvySeni exprese u skupin Ié¢enych celkovou davkou bunék 1,5 milionu
(1,5 M a 3x0,5 M). V 9. tydnu byla naopak exprese snizena ve viech |é¢enych 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. V9. tydnu sttaIa exprese vyznamné sniiené pouze u skupiny 3x1 5 M, coi
jizva. Exprese apoptotického genu Casp3 byla snizena u skupin 0,5 M a 3x1,5 M a z(stala
priblizné stejna v obou sledovanych ¢asovych intervalech.

4.1.3.2. Nanokurkumin
V 9. tydnu po misni lézi byla analyzovdna pomoci qPCR genova exprese vybranych genu.
Vysledky odhalily trend snizené exprese hlavné u genl Mrcl a Casp3 ve skupiné |éCené
nanokurkuminem, avsak podle statistického testovani nebyl nalezen Zadny signifikantni
rozdil.

Vramci posuzovani zanétlivé odpovédi vreakci na podani protizanétlivého [éciva
nanokurkuminu jsme se soustredili na velmi ¢asné zmény v expresi interleukind. 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 snizena exprese IL-
11 a IL-1p.
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V druhém casovém intervalu (14D) byla u skupiny lé¢ené nanokurkuminem signifikantné
zvySend exprese genl patfici do skupiny RANTES (CCL5), IL-11 a IL-12. Ddle byl také
pozorovan silny trend vyznamnosti u zvySené exprese genl IL-6 a IL-13.

4.2.Klinické hodnoceni stabilizace ve skupinach MIS a OPEN
Celkové bylo zavedeno 632 pedikuldrnich Sroubl. Z tohoto poctu pak 430 otevienou
technikou a 202 pomoci mini-invazivni perkutanni techniky.

Ve skupiné OPEN bylo dosazeno zcela bezchybného umisténi pedikularniho Sroubu — stupen
0 v 80,2 % pripadl. Nejc¢astéjsim typem malpozice byl stupen 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
%).

Skupina MIS zahrnovala celkem 84,2 % Sroubl zavedenych bezchybné - tedy hodnocenych
jako stupen 0. Malpozicné zavedenych Sroubl bylo celkem 32 (15,8 %). Stejné jako v
prechozi skupiné byl nej¢astéjsSim 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 %). Rozdil v uloZeni
pedikuldrnich Sroubl v jednotlivych skupinach nebyl signifikantni (p=0,319).

Cobbuv uhel pred operaci byl ve skupiné MIS v prdméru 11° (+1,3°) s redukci po operaci na
9,8° (* 1,4°). Ve skupiné OPEN byl operacné Cobblv uhel redukovan z 14,7° (+1,3°) na 10,2°
(£1,3°). Rozdil nebyl hodnocen jako signifikantni (p=0,134). V ostatnich parametrech
kyfotizace se jednotlivé skupiny od sebe taktéz signifikantné nelisily.

Celkova doba operace byla ve skupiné OPEN 103 minut a byla signifikantné vyssi neZ ve
skupiné MIS, kde operace trvala v priméru 91 minut. (p=0,36; H=4,416).

Expozi¢ni Casy RTG zareni byly signifikantné delsi ve skupiné MIS - 45 s, nez ve skupiné OPEN
- 33 5 (p=0,018, q=3,428). 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).

Ve skupiné OPEN byla z celkového pocétu 100 operaci celkem v 5 pfipadech indikovana
reoperace a to pro klinicky obraz radikularniho 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 dlvodu negativniho klinického nalezu.
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Obr. 5 Pfi analyze pozic zavedenych pedikularnich Sroubl byly odhaleny pouze minimalni
nesignifikantni rozdily v poc¢tu malpozic (A). Naopak signifikantni zmény mezi obéma skupinami byly
nalezeny pfi srovnani celkového operacniho ¢asu (B) a RTG expozi¢niho ¢asu (C).
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5. Diskuze
7.1 hWJ-MSCs

Role mezenchymalnich kmenovych bunék (MSCs) pfi ovliviiovani nepfiznivého vyvoje po
miSnim poranéni spocivda predevSim v parakrinni sekreci, kterou MSCs podporuji
revaskularizaci, moduluji zanétlivou odpovéd (10) a produkuji rGzné druhy ristovych faktoru
a cytokinl (11), ¢imZ pomdhaji redukovat oxidativni stres zpUsobujici apoptdézu bunék (12).

MSCs ziskané z Whartonova rosolu maji ve srovndni s ostatnimi MSCs nespornou vyhodu v
neinvazivnim zpUsobu ziskavani, vyssSim proliferativnim potencidlu s nizkou senescenci pfi

evvys

MHC-I (13-15, 41).

V nasi experimentalni studii jsme porovnavali intratékalni poddvani rizného poctu hWi-
MSCs (0,5 mil. a 1,5 mil.) formou jednotlivého, nebo tfikrat opakovaného podani. Vzhledem
k udavané dobé preziti allogennich kmenovych bunék v patefnim kanalu v rozmezi nékolika
dn0 aZ dvou tydnl (42-44) byla vyslovena hypotéza, Ze opakovanym podavanim lze
prodlouZit troficky a imunomodulaéni parakrinni efekt hWJ-MSCs.

Vysledky funkénich testl hybnosti dolnich koncetin odhalily parcidlni zavislost na celkovém
poctu podanych bunék, kdy v testu BBB dosahly vSechny skupiny kromé 0,5 M podobnych,
signifikantné lepSich vysledk(, avsak chlize po kladiné odhalila efekt nejvyssi podané davky
ve skupiné 3x1,5 M, kterd jako jedind méla signifikantné lepsi vysledky v porovnani se
skupinami ostatnimi. Obdobné vysledky byly pozorovany také pfi |é¢bé pomoci BM-MSCs o
celkové davce 2 M a 5 M na kilogram ve studii od autort Pal et al. (45).

Pfi hodnoceni histologickych a imunohistochemickych misnich fez(i byl znat stoupajici
pozitivni uéinek hWJ-MSCs s poétem transplantovanych bunék. Terapie hWJ-MSCs zvysila
regeneracni potencial zvySenim poctu nové pucicich axondlnich vlaken a naopak snizenim
poctu reaktivnich astrocytli, coz vedlo k mensi tvorbé gliové jizvy. Podobnych vysledku
dosahl i Li et al., ktery popsal hlavni u¢inek hWJ-MSCs ve snizeni exprese IL-1B a zvyseni
sekrece NGF, kterézto oba hraji dllezitou roli pfi regulaci axondlniho rlstu (46).Pri
morfometrii miSni hmoty byla Seda i bild hmota kolem stfedu léze signifikantné vice
zachovana u skupin 3x1,5 M a o néco méné u 1,5 M. Vzhledem k tomu, Ze tento efekt zavisly
na ddvce nebyl vyraznéji patrny v behavioralnim BBB testu, se domnivdame, Ze trvani
experimentu bylo pfilis kratké k tomu, aby se plné projevil potencial zachovalé misni tkané a
v dlouhodobéjsim horizontu by méla zvifata ztéchto skupin vyssi Sance rehabilitace
nervovych funkci. Nase vysledky napovidaji, Ze k nastartovani neuroprotektivniho efektu
vedouciho k funkénimu zlepsSeni je zapotiebi uréité minimalni mnozstvi bunék, které v nasem
pripadé znamenalo davku 1,5 M.

Nase studie potvrdila pozitivni Gcinek |écby SCI u potkanl pomoci hWJ-MSCs
s podobnymi vysledky, jaké byly dosaZzeny s vyuzitim MSCs z jinych lidskych zdroja (BM-
MSCs, AT-MSCs, UC-MSCs) (45, 47-56).
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7.2 Nanokurkumin

Kurkumin je pfirodnim extraktem s Sirokou $kdlou neuroprotektivnich ucinkd. Nanestésti je
vSak vyuziti nanokurkuminu limitovano jeho rychlym metabolismem, Spatnou rozpustnosti
ve vodnych roztocich a rychlym systémovym vylucovanim z organismu (57, 58). Inkorporace
kurkuminu do nanonosi¢e dramaticky zvysSuje jeho biodostupnost, kdy dosahuje vyssich
plasmatickych koncentraci (59, 60). Pfi Ié¢bé SCl se vyuziva jeho imunomodulaénich Gc¢inkd
se snizenim prozanétlivych cytokint TNF-a, IL-8 a COX-2a proregeneracniho plsobeni (6, 61-
63).

V behavioralnich testech jsme pozorovali trend ve zlepseni hybnosti dolnich koncetin, ktery
byl patrny jak v klasickych observacnich testech (BBB, chize po kladiné), tak v pokrocilé
analyze hybnosti nosnych kloubl. Celkovy rozsah hybnosti v kolennim a kycelnim kloubu
spolu s biomechanikou tlapky byl ve skupiné I1é¢ené nanokurkuminem pfi analyze pfistrojem

vvvvvv

pfi schopnosti unést vahu vlastniho téla.

Zakladem zachovani motorickych funkci je zachovani funkénich drah a neuron(. Skupina
[é¢end nanokurkuminem méla kranidlné od centra léze signifikantné vice zachovalé bilé
miSni tkané a méné vyrazné téz Sedé misni tkdné ve srovnani se skupinou kontrolni.
Podobnych vysledk( bylo dosaZzeno i v nasi predeslé studii s pouzitim samotného kurkuminu
bez nano-nosi¢e (6). Zachovani misni hmoty kranidlné od mista léze spolu s prokdazanym
nizsim rozsahem gliové jizvy a vy$Si mirou axonalniho sproutingu pfispiva k tvorbé novych
synapsi s moznosti vytvareni novych funkénich drah k pfemosténi prerusené kortikospinalni
drahy (64).

V prvnich 24 hodinach po poranéni jsme ve skupiné lé¢ené nanokurkuminem zaznamenali
signifikantni snizeni exprese IL-11, silny trend ve sniZeni exprese IL-18 a mirné snizeni
exprese ostatnich prozdnétlivych cytokinG TNF-a, IL-6, IFN-y a RANTES.

K posouzeni dynamiky exprese cytokinl 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, kterd byla signifikantné zvySend a korelovala taktéz se
vzestupem exprese IFN-y. Je znamo, Ze IL-12 koreluje nejen s IFN-y, ale také ovliviiuje hladiny
protizanétlivého IL-10, jehoZ hladiny byly v nasi studii taktéz zvyseny (65-68). Regeneracni a
protizanétlivy Ucinek IL-12 byl také pozorovan ve studii autord Yaguchi et al., ktefi po podani
IL-12 pozorovali snizenou tvorbu glidIni jizvy, vétsi mnozstvi remyelinizovanych axonl a
hlavné zlepsenou motorickou funkci experimentalnich zvifat (69). ZvySené hladiny IL-12 byly
také pozorovany v nasich predchozich studiich s vyuzitim kurkuminu a indukovanych
pluripotentnich kmenovych bunék (iPS-NPs) (6, 44).

Nase studie potvrdila pozitivni ucinek kurkuminu navdzaného na nanonosic¢ (nanokurkumin)
na regeneraci po misnim poranéni. Nanokurkumin zlepsil pohybové vlastnosti paretickych
koncetin potkana, 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.
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7.3 Klasicka versus mini-invazivni technika chirurgické stabilizace

Volba typu lécby zlomenin obratli hrudné-bederni oblasti se odviji od typu zlomeniny,
pritomnosti neurologického deficitu, komorbidity, véku a celkového stavu pacienta.

Zlomeniny typu AO, Al a A2 jsou ve vétsiné pripadl indikovany ke konzervativni [écbé.
Chirurgické reseni u téchto typl zlomenin pfipada v tvahu pouze u signifikantni kyfotizace (>
50 %) segmentu, popfipadé u nezvladatelnych bolesti. Zlomeniny typu B a C jsou jako
nestabilni poranéni jasnou indikaci k chirurgické 1é¢bé, stejné tak jako zlomeniny typu A3 a
A4 s neurologickym deficitem. U zlomenin typu A3 a A4 bez neurologického deficitu je
vzhledem k nedostatku dlkazl typ |éCby stale kontroverznim tématem.

Mini-invazivni technika zcela jednoznacné neni vhodnou technikou pro vSechny typy
zlomenin. Mini-invazivni perkutanni technika je nejcastéji zvazovana u pacientt indikovanych
k chirurgické terapii s frakturami typu Al, A2, A3 a A4 dle AOS a téch, ktefi maji vypocitané
TLICS (Thoracolumbar Injury Classification and Severity) skore <5 (35).

K detailni analyze postaveni pedikularniho Sroubu byla zvolena modifikovand skala dle
Gertzbeina (70). Za vyhovujici postaveni bylo povazovano postaveni grade 0, 1A, 1B a 2B,
které nese uspokojivé biomechanické vlastnosti celé konstrukce. Tohoto umisténi
pedikuldrnich Sroubl bylo dosazeno v 93 % pfipadl ve skupiné MIS a v 94,4 % pripadl ve
skupiné OPEN. V literatufe se procento excelentné zavedenych Sroub(l udava znacné
variabilné - 70 % (71), 85 % (70), 97 % (72, 73). Tento rozptyl je pravdépodobné dan ne zcela
jasnou definici samotné malpozice Sroubu - za malpozici byvd nékdy povaziovano pouze
umisténi typu grade 3. V neddvno publikované metaanalyze Sun et al. zamérené Cisté na
srovnani stabilizaci traumatickych fraktur autofi nenachazi rozdil mezi presnosti zavedenych
Sroub, coZ souhlasi s daty nasi studie (74).

Pfi hodnoceni radiologickych parametri kyfotizace (Cobb(v uhel, VBA, VBI) nebyly v obou
skupindch nalezeny zadné signifikantni rozdily. Pfi korekci Cobbova uhlu ¢asto panovaly
obavy z nedostatecné redukce plynouci z nevyhody polyaxialnich Sroubl pouzZivanych u MIS
techniky oproti rigidnim Schanzovym Sroublm u OPEN techniky. NaSe vysledky, spolu
s ostatnimi pracemi a metaanalyzami, vSak tento predpoklad vyvraceji (74-77)

Vzhledem k minimalni ¢asové naroénosti opera¢niho pfistupu u mini-invazivni techniky je
operace ve vétsiné pripada kratsi (72, 73, 75), coz potvrdily i nase vysledky. Naopak
vzhledem k absenci pfimého vizudlniho vjemu pfi cileni Sroubu neni pfekvapenim vyssi
peroperacni vyuZziti RTG zareni - opét v souladu s literaturou (35, 78-80).
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6. Zavéry

1) Lécba misSniho poranéni pomoci mezenchymadlnich kmenovych bunék izolovanych z lidského
Whartonova rosolu (hWJ-MSCs) u experimentalniho potkaniho modelu zlepsSuje hybnost a koordinaci
dolnich koncetin a je zavisla na davce aplikovanych bunék.

» V experimentalni studii [écby hrudni miSni léze jsme prokazali ptiznivy vliv hWJ-MSCs, ktery
byl parcidlné zavisly na opakované a zvySené ddvce transplantovanych bunék. V histologické
a imunohistochemické analyze misni tkané byl s rostouci celkovou ddvkou jasné patrny
stoupajici pozitivni efekt na zachovani Sedé miSni hmoty, snizeni gliové jizvy a zvySeny
axonalni sprouting. Odrazem zachovalejSich tkanovych vlastnosti pak bylo funkéni zlepsSeni
hybnosti dolnich koncetin pozorované od podané davky 1,5 milionu bunék hWJ-MSCs. U
nejvyssi podané davky (3x1,5M) byl pak také prokazan imunomodulacni a antiapoptoticky
efekt v potlacené expresi makrofagovych a apoptotickych gen(. Studie byla inovativni ve
smyslu porovnani nékolika efektivnich davek lidskych WJ-MSCs s prikazem mozZnosti
bezpecného zvyseni terapeutického ucinku pfi opakované aplikaci.

2) Lécba misniho poranéni lokalnim a systémovym podanim protizanétlivého a antioxidacniho
|é¢iva kurkuminu navdzaného na nanonosic¢ (nanokurkumin) u experimentalniho potkaniho modelu
moduluje lokalni zanétlivou reakci a zlepsuje hybnost dolnich koncetin.

» V experimentalni studii hrudni misni léze byl prokdzan pozitivni vliv 1éCiva nanokurkuminu.
Bylo pozorovano zlepSeni pohybovych vlastnosti dolnich koncetin, které korespondovalo s
imunohistochemickym ndlezem zvySeného zachovdni bilé hmoty misni, rozsahlejSim
axonalnim sproutingem a naopak snizenym rozsahem gliové jizvy. Terapie nanokurkuminem
také v prvnich tydnech po SCI modulovala zanétlivou odpovéd zménou exprese regulacnich
zanétlivych cytokinl. Studie prokdzala terapeutické ucinky kurkuminu, ktery byl za ucelem
zlepsené biodistribuce syntetizovan ve formé ve vodé rozpustné nanocastice.

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

» V nasi retrospektivni analyze jsme neodhalili signifikantni rozdily v poétu malpoziéné
ulozenych Sroubld mezi jednotlivymi operac¢nimi technikami. TaktéZz parametry kyfotizace
jako ukazatele dostatecné operacni repozice zlomeniny se od sebe v jednotlivych skupindch
signifikantné neliSily. Byl nalezen vy3$si pocet reoperovanych pacientl v prvnim roce po
zavedeni nové techniky. Operace mini-invazivni technikou trvala kratsi operacni ¢as, avsak
byla zatiZzena vyssim expozicnim ¢asem RTG paprskd. Celkové byla nové zavedena operacni
technika zhodnocena jako bezpecna a efektivni alternativa u selektovanych pacient(.
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