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Souhrn 
 

Tato práce je zaměřena na experimentální léčbu míšního poranění (SCI) pomocí podávání 
lidských mezenchymálních buněk z Whartonova rosolu (hWJ-MSCs) a protizánětlivé látky 
nanokurkuminu a je doplněna o klinické zhodnocení nového mini-invazivního způsobu 
stabilizace hrudně-bederních obratlových zlomenin.  

Při experimentální léčbě SCI u modelu potkana pomocí hWJ-MSCs byly porovnány různé 
jednotlivé dávky (0,5 M a 1,5 M) a efekt opakovaného podávání pomocí lumbální punkce při 
porovnání s kontrolním vzorkem. Léčba byla aplikována v jedné dávce 7. den po SCI, nebo ve 
třech po sobě jdoucích dávkách vždy v rozmezí 7 dnů. Léčba pomocí inovativní protizánětlivé 
látky nanokurkuminu v porovnání s prázdným nanonosičem byla aplikována lokálně k místu 
poranění ihned po vytvoření SCI s následným čtyřtýdenním podkožním podáváním.  Efekt 
léčby byl pravidelně hodnocen sérií behaviorálních testů (BBB, chůze po kladině, motoRater), 
imunohistochemicky (rozsah gliové jizvy, axonální sprouting, počet protoplazmatických 
astrocytů), histologicky (morfometrie míšní tkáně) a pomocí qPCR vybraných genů (Gfap, 
Casp3, Irf5, Cd86, Mrc1, Cd163, Sort1, Fgf2, Olig2,  Gap43, Vegf, Nfkβ) a cytokinů (IL-1β, TNF-
α, IL-6, IL-12, CCL-5, IL-11, IL-10, IL-13). 

Při léčbě pomocí hWJ-MSCs bylo prokázáno signifikantní zlepšení hybnosti dolních končetin 
u všech skupin s výjimkou 0,5 M a byl potvrzen stoupající efekt zvyšujících se dávek na 
robustnější axonální sprouting, zachování šedé a bílé hmoty míšní a snížení rozsahu gliové 
jizvy. mRNA markery makrofágů a apoptózy byly méně exprimovány po aplikaci 3x1,5 M. 

Analýza efektu léčby nanokurkuminem odhalila signifikantní změny v pohybu dolních 
končetin s lepší schopností nosnosti vlastního těla, byla signifikantně více zachována bílá 
hmota míšní tkáně, snížený rozsah gliové jizvy a vyšší axonální sprouting. qPCR analýza 
zánětlivé odpovědi odhalila signifikantní změny v expresi zánětlivých cytokinů v prvních dvou 
týdnech po SCI.  

Při retrospektivním porovnání souborů pacientů operovaných klasickou otevřenou zadní 
transpedikulární stabilizací (OPEN), nebo mini-invazivní perkutánní stabilizací (MIS) byla 
pozornost zaměřena především na radiologické zhodnocení správnosti pozice umístění 
pedikulárního šroubu, Cobbův úhel, angulaci obratle (VBA) a index zlomeného obratle (VBI). 
Dále byly zhodnoceny časy operací a peroperační expoziční časy RTG záření. Při celkovém 
zhodnocení 147 pacientů v letech 2015-2018 nebyly mezi jednotlivými skupinami nalezeny 
signifikantní rozdíly v počtu malpozic pedikulárních šroubů ani ve vývoji radiologických 
parametrů kyfotizace. Naopak bylo dosaženo signifikantně delšího operačního času ve 
skupině OPEN a signifikantně vyššího expozičního času RTG záření ve skupině MIS. Metoda 
MIS byla zhodnocena jako bezpečná alternativa k metodě OPEN u selektivních operací 
zlomenin páteře. 
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Abstract 
 

In this study, experimental treatment of the SCI 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 SCI 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, Sort1, Fgf2, Olig2, 
Gap43, Vegf, Nfkβ) and interleukins (IL-1β, TNF-α, 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. 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. 

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. 
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1. Úvod do problematiky 
 

Zlomeniny páteře spolu s poraněním míchy (SCI) patří k závažným medicínským stavům. 
Zatímco terapie obratlových zlomenin hrudně-bederní oblasti páteře patří k základním 
neurochirurgickým operacím, léčba těžkého míšního poranění je klinicky neuspokojivá a 
odkázána na pokrok na poli experimentální medicíny. 

Úrazové zlomeniny páteře jsou způsobené vysokoenergetickým traumatem, přičemž až 80 % 
je lokalizováno v hrudní a bederní páteři (1, 2). Nečastější oblastí traumatické fraktury pak 
bývá tzv. torakolumbální (Th-L) junkce oblasti Th10– L2, kde dochází k přenesení energie z 
mobilní lumbální části na rigidní torakální část (3). Nejčastější příčinou závažných poranění 
páteře jsou pády z výšky a automobilové nehody. U závažných a složitých zlomenin páteře, 
při kterých dochází buď k významné dislokaci fragmentu kosti, nebo k distrakčně-rotačnímu 
pohybu v oblasti páteřního kanálu, bývá následkem zranění různý stupeň poranění míchy s 
výsledným neurologickým deficitem. 

Konečný stupeň poranění míchy, který koreluje s definitivním klinickým obrazem je 
výsledkem dvou patofyziologických dějů - primárního a sekundárního poranění. Primární 
poranění reprezentuje prvotní trauma z přímého impaktu. Sekundární poranění, které je pro 
jednotlivé charakteristické děje členěno na akutní, subakutní a chronické, je kaskádou 
tkáňových procesů, které zahrnují lokální imunitní reakci, iontové změny, tvorbu gliové jizvy 
a apoptózu buněk (4). Vzhledem k omezené endogenní schopnosti regenerace nervové tkáně 
je současná terapie cílena převážně na ochranu tkáně, která nebyla zničena během 
prvotního traumatu, avšak je v ohrožení sekundárními změnami (5). V klinické praxi se jako 
protektivní látka využívá účinku methylprednisolonu, který má však řadu nežádoucích účinku 
a jeho vliv na výsledný neurologický stav pacienta je spíše sporný. V experimentální medicíně 
bylo při snížení negativního dopadu patologicky zvýšené zánětlivé reakce dosaženo slibných 
výsledků využíváním parakrinního účinku mezenchymálních kmenových buněk, nebo 
protizánětlivé přírodní látky kurkumin (6). 

Mezenchymální kmenové buňky (MSCs) jsou multipotentní buňky se schopností multi-
diferenciace (např. do buněk osteocytů, osteoblastů, adipocytů nebo chondrocytů) a sebe 
obnovy (7-9). Jako zdroj MSCs byla potvrzena řada tkání a orgánů - tuková tkáň, plíce, srdce, 
placenta, endometrium, pupečníková krev či Whartonův rosol. U míšního poranění je jejich 
účinek převážně parakrinní, kdy produkují řadu cytokinů a růstových faktorů, které interagují 
s okolním prostředím. Při jejich využití u poranění nervové tkáně tak MSCs podporují 
revaskularizaci a modulují zánětlivou reakci, čímž podporují přežívání nervových buněk (10-
12). MSCs derivované z lidského Whartonova rosolu (hWJ-MSCs), jakožto velmi mladé MSCs, 
mají vyšší proliferační potenciál, nižší imunogenicitu pramenící z absence 
histokompatibilních komplexů MHC-I a MHC-II a navíc jsou prokázány jako bezpečné stran 
možnosti tvorby nádorů (13-15). Další výhodou je jejich relativně jednoduché a hlavně 
neinvazivní získávání z tkáně po porodu, které nepředstavuje žádné nebezpečí pro dárce (16). 

Kurkumin je přírodní polyfenolový derivát rostliny Curcuma longa, který je intenzivně 
studován pro své protizánětlivé, antioxidační a jiné neuroprotektivní účinky (17-20). 
Předchozí studie jeho účinku u SCI prokázaly jeho vliv na snížení zánětlivé reakce inhibicí 
kanonické NF-κB zánětlivé cesty a redukcí tvorby zánětlivých cytokinů TNF-α a IL-1β, 
prevenci apoptózy a hlavně na zlepšení funkčního neurologického stavu po poranění (6, 18, 
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19, 21-24). Jeho klinické využití je však velmi omezeno vzhledem k jeho nízké rozpustnosti ve 
vodě a rychlé eliminaci z organismu cestou jaterního a střevního metabolismu (25, 26). Pro 
zvýšení biodostupnosti byla učiněna celá řada pokusů o navázání kurkuminu na jiný, 
biologicky přívětivější nosič (cyklodextrin, fosfolipid apod.) (27-30). Pro účely naší studie byl 
kurkumin navázán na nanonosič na bázi lipidu (LipodisqTM). Výsledná sloučenina je rozpustná 
ve vodě a v dalších fyziologických roztocích a je proto vhodná pro topické i systematické 
podání. 

V experimentálních studiích jsme využili ischemicko-kompresivní model míšního poranění u 
potkana Wistar. Při transplantaci hWJ-MSCs byl využit klinicky relevantní model 
intratékálního podání cestou lumbální punkce. Vzhledem k tomu, že přežití allogenních 
buněk v hostitelském prostředí je v řádu 1 až 2 týdnů (31), byla vyslovena hypotéza, že 
opakované podávání prodlouží parakrinní efekt MSCs a zlepší výsledný neurologický stav 
poraněných zvířat (32). Potkani proto byli rozděleni do skupin s různými efektivními dávkami 
hWJ-MSCs (0,5 M a 1,5 M) a s jednotlivým, nebo trojitým podáním buněk. Nanokurkumin byl 
podáván jednak cestou invazivního lokálního podání k místu poranění ihned po kontuzi 
míchy, ale také cestou mini-invazivního systémového podkožního podání po dobu 4 týdnů. 
Léčená zvířata byla vždy porovnávána s neléčenou kontrolní skupinou. Výsledky byly 
hodnoceny sérií behaviorálních testů (BBB, chůze po kladině, motoRater), 
imunohistochemicky, histologicky a pomocí analýzy qPCR vybraných genů.  

Management zlomenin obratlů Th-L oblasti se řídí závažností zlomeniny a přítomností 
neurologického deficitu. Při rozhodnutí o chirurgické strategii léčby je zlatým standardem 
zadní transpedikulární stabilizace  zlomeného segmentu s případným doplněním o 
dekompresi utlačených nervových struktur. Otevřená transpedikulární metoda zadního 
přístupu vede vzhledem k širokému přístupu a separaci paravertebrálních svalů k denervaci a 
ischemické nekróze svalstva. Atrofované svalstvo není schopno unést dynamické nároky 
páteře a u pacienta může vést až k blokovému „flat back“ postavení s jen těžko ovlivnitelnou 
bolestí zad (33). Poškození svalu lze měřit pomocí sérových hodnot kreatin-kinázy, kdy byly 
publikovány vyšší hladiny při otevřené technice v porovnání s mini-invazivní technikou v 
experimentální studii (34). Další nevýhodou otevřeného přístupu je větší krevní ztráta, která 
se v průměru většinou pohybuje v rozmezí 500 ml až 1200 ml (35). K výhodám této otevřené 
metody však patří lepší možnost repozice zlomeného obratlového těla. 

Vzhledem k výše uvedeným nedostatkům dosud nejpoužívanější operační techniky bylo 
zavedeno nové mini-invazivní perkutánní zavádění pedikulárních šroubů (36). Při této 
technice nedochází k separaci paravertebrálního svalstva a inzerce pedikulárního šroubu se 
děje pomocí speciálního instrumentaria skrze krátký řez kůží, podkožím a fascií za kontroly 
RTG paprsků.  K významnějšímu rozvoji perkutánních mini-invazivních technik dochází 
v poslední dekádě hlavně díky vývoji nových instrumentárií, které se dostávají s odstupem i 
na český trh. Výhodou mini-invazivního perkutánního přístupu je nižší intraoperační i 
postoperační krevní ztráta a z toho plynoucí nižší riziko rané infekce (37).  

Nová operační technika byla zavedena na Neurochirurgické klinice Fakultní nemocnice 
Hradec Králové v roce 2014. V naší retrospektivní studii jsme se zaměřili na celkový počet 
malpozičně zavedených šroubů, délku operace a expozici RTG záření v porovnání mezi 
oběma skupinami. 
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2. Cíle disertační práce 
 

1. Léčba míšního poranění pomocí mezenchymálních kmenových buněk izolovaných 
z lidského Whartonova rosolu (hWJ-MSCs) u experimentálního potkaního modelu 
zlepšuje hybnost a koordinaci dolních končetin a je závislá na dávce aplikovaných 
buněk. 
Cíl: Vytvořit experimentální model ischemicko-reperfuzní míšní léze u potkana. 
Intratékálně pomocí lumbální punkce aplikovat různé množství kmenových buněk, a 
to buď jednorázově, nebo opakovaně. Sledovat efekt léčby pomocí série 
behaviorálních testů, analýzou imunohistochemických řezů a měřením exprese genů 
souvisejících s regenerací tkáně pomocí qPCR. 

 
2. Léčba míšního poranění lokálním a systémovým podáním protizánětlivého a 

antioxidačního léčiva kurkuminu navázaného na nanonosič (nanokurkumin) u 
experimentálního potkaního modelu moduluje lokální zánětlivou reakci a zlepšuje 
hybnost dolních končetin. 

Cíl: V subakutní fázi experimentálně vytvořeného potkaního modelu míšní léze 
aplikovat nově vytvořené léčivo nanokurkumin dvěma způsoby: lokálně k místu 
poranění a podkožním podáním do oblasti zad. V průběhu experimentu sledovat 
efekt léčby pomocí behaviorálních studií, po skončení experimentu morfometricky a 
imunohistochemicky analyzovat míšní tkáň a změnu exprese vybraných genů 
uplatňujících se v imunitní zánětlivé reakci. 

 

3. Mini-invazivní perkutánní stabilizace traumatické zlomeniny hrudní a bederní páteře 
je rovnocennou metodou stabilizace ke klasické otevřené zadní transpedikulární 
stabilizaci. 

Cíl: Retrospektivní analýza operací traumatických zlomenin hrudní a bederní páteře 
na pracovišti Neurochirurgické kliniky Fakultní Nemocnice v Hradci Králové, které byly 
provedeny klasickou otevřenou zadní transpedikulární stabilizací a nově zavedenou 
metodou mini-invazivní perkutánní zadní transpedikulární stabilizací. Porovnání 
přesnosti zavedených transpedikulárních šroubů, parametrů kyfotizace obratlů, dávky 
radiačního záření, času operace, celkového počtu reoperací a infekčních komplikací. 
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3. Materiál a metodika 
 

3.1. Použitá experimentální zvířata 
K pokusu byli využiti dospělí samci potkana Wistar (hWJ-MSCs n=90, nanokurkumin n=52) 
odebraných ze zvěřince Fyziologického ústavu Akademie věd České republiky (AVČR) v Praze. 
Stáří zvířat na začátku experimentu bylo 10 týdnů a jejich váha se při chirurgickém zákroku 
pohybovala mezi 275-305 g. Po vytvoření míšní léze byli potkani rozděleni do jednotlivých 
léčebných skupin. Trvání experimentu v behaviorální, a posléze histologické, 
imunohistochemické a qPCR části pokusu bylo 9 týdnů. Zvířata, která byla využita k další 
qPCR a cytokinové analýze v dalších časových intervalech, nebyla součástí behaviorální 
studie. 

 

3.2. Pacienti 
Retrospektivně byl hodnocen soubor pacientů, kteří podstoupili operační stabilizaci 
traumatické fraktury jednoho, nebo více obratlů v oblasti Th8-L5 na Neurochirurgické klinice 
Fakultní nemocnice Hradec Králové v období od ledna 2015 do ledna 2018. V uvedeném 
období bylo na klinice operováno celkem 184 pacientů. Do studie nebyli zařazeni pacienti s 
absencí pooperačního vyšetření pomocí CT (celkem 30 pacientů, kteří byli pooperačně 
kontrolování pouze prostou skiaskopií v antero-posteriorní a laterální projekci) a pacienti 
trpící m. Bechtěrev vzhledem ke změněným anatomickým poměrům (7 pacientů s 
mnohaetážovou stabilizací). Pacienti byli operováni buďto klasickou otevřenou zadní 
transpedikulární stabilizací nebo mini-invazivní perkutánní transpedikulární stabilizací. První 
skupinu pacientů operovaných klasickou otevřenou technikou (skupina OPEN) tvoří celkem 
100 pacientů. Druhá skupina pacientů operovaná mini-invazivní perkutánní technikou 
(skupina MIS) čítá 47 pacientů. V předoperačním období byli všichni pacienti vyšetřeni 
pomocí CT, někteří z nich pak také pomocí MR k odhalení nitrodřeňových zlomenin a 
poranění měkkotkáňových diskoligamentózních struktur. 

 

3.3. Experimentální model míšní léze 
Jako model míšní léze byla zvolena metoda balónkové ischemicko-kompresní léze (38). 
Operace byly prováděny za standardních podmínek na operačním sále určeném pro malá 
zvířata na Ústavu experimentální medicíny AVČR v Praze. Před samotnou operací byli potkani 
uvedeni do celkové inhalační anestezie pomocí Isofluranu (Forane; Abbott Laboratories, 
Queenborough, UK), analgesie byla zajištěna intramuskulární aplikací carprofenu (Rimadyl, 
Cymedica, 4mg/kg) a chirurgická peroperační antimikrobiální profylaxe byla provedena 
intramuskulárním podáním antibiotika gentamicin sulfát (Lek Pharmaceutical 5 mg/kg). 

Po incizi kůže byly separovány paravertebrální svaly v rozsahu obratlů Th7 až Th12 a 
provedena částečná laminektomie obratle Th10. Následně byl do epidurálního prostoru 
velmi opatrně zasunut sterilní 2F Fogartyho katétr až do úrovně Th8. Po správném umístění 
katétru byl balónek rychle naplněn 15 μl fyziologického roztoku a udržován rozepjatý po 
dobu 5 minut, čímž se vytvořila kompresní míšní léze. Během samotné operace byla 
inhalační anestezie udržována průtokem Isofluranu 0,3 ml/min a teplota zvířete byla cílena 
na 37 °C pomocí vyhřívané podložky. Po pěti minutách byl balónek vypuštěn a katétr opatrně 
extrahován z epidurálního prostoru. Operace byla ukončena suturou paravertebrálních svalů 
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a kůže nevstřebatelným stehem. Neurologicky postižená zvířata byla periodicky 
kontrolována a po nezbytně nutnou dobu probíhala asistence při krmení a močení. 
Profylaktické podávání ATB bylo prodlouženo po dobu 7 dní po operaci. Voda i krmení bylo 
zvířatům poskytováno ad libitum. 

 

3.4. Aplikace terapeutických buněk/protizánětlivé látky 

3.4.1. hWJ-MSCs 
Buňky hWJ-MSCs byly izolovány a kultivovány z lidských pupečníků zdravých rodiček po 
přirozeném porodu ve fakultní nemocnici Plzeň. Všechny pacientky podepsaly informovaný 
souhlas o zpracovávání tkáně odsouhlasený institucionální etickou komisí. K dalšímu 
zpracování byly využity 10-15 cm dlouhé části pupečníku, které byly sterilně transportovány 
s antibioticko-antimykotickým roztokem při udržování stálé teploty 4 °C za 
účelem zpracování tkáně s následným kultivováním a pasážováním buněk.  

K transplantaci do experimentálního modelu potkana byly použity buňky hWJ-MSCs z třetí 
pasáže, přičemž jejich aplikace proběhla 7., 14. a 21. den po provedení kompresní míšní léze 
(SCI). Buňky byly podávány cestou lumbální punkce (LP) v etáži L4/5 nebo L3/4 jehlou o 
tloušťce 25 G za krátké celkové anestezie Isofluranem. Jako ověření subarachnoidálního 
prostoru bylo nejprve nataženo malé množství mozkomíšního moku (CSF) a následně byla 
aplikována dávka fyziologického roztoku obsahující hWJ-MSCs. Během aplikace buněk bylo 
možno pozorovat pohyb ocasu jako výsledek mechanického dráždění nervových kořenů 
oblasti cauda equina. Zvířata byla rozdělena do 5 skupin podle počtu aplikovaných buněk. 
První skupině (0,5 M) bylo transplantováno 0,5 milionu buněk v 50 μl fyziologického roztoku 
v jedné dávce 7. den po SCI (n=12). Druhá skupina (1,5 M) obdržela 1,5 milionu buněk v 50 μl 
fyziologického roztoku v jedné dávce 7. den po SCI (n=9). Třetí skupině (3x0,5 M) byla 
provedena trojitá transplantace 0,5 milionu buněk v 50 μl fyziologického roztoku 7., 14. a 21. 
den po SCI (n=8). Čtvrté skupině (3x1,5 M) byla aplikována trojitá transplantace 1,5 milionu 
buněk v 50 μl fyziologického roztoku 7., 14. a 21. den po SCI (n=7). U kontrolní skupiny 
(kontrola) proběhla jednotlivá, nebo trojitá implantace 50 μl fyziologického roztoku 7. (14., 
21.) den po SCI (n=11). Vzhledem k tomu, že se výsledky jednotlivé, nebo trojité aplikace u 
kontrolní skupiny nelišily, byla tato skupina brána jako homogenní při porovnávání se 
skupinami ostatními. Den před transplantací buněk byla aplikována všem zvířatům 
imunosupresivní látka Cyclosporine A intraperitoneální injekcí (10 mg/kg). Imunosuprese 
byla podávána denně po celou dobu trvání experimentu. 

 

3.4.2. Nanokurkumin 
Pro aplikaci byl použitý vysoce purifikovaný syntetický kurkumin obsažený v diskoidní nano-
částici na bázi lipidu o velikosti 10-25 nm - LipodisqTM (Malvern Cosmeceutics, Malvern, UK).  

Aplikace nanokurkuminu do experimentálního modelu potkana s míšní lézí byla prováděna 
lokálním a podkožním podáváním. Po vytvoření míšní léze byli potkani rozděleni do dvou 
skupin. První skupině (n=21) byl podán nanokurkumin lokálně kolem dury mater ihned po 
operaci SCI a poté pomocí minimálně invazivního přístupu 7., 14. a 28. den po SCI. Každá 
lokální aplikace byla cílena do oblasti laminektomie a byl podán roztok nanokurkuminu o 
celkové dávce 0,01 ml. Zároveň byl roztok nanokurkuminu aplikován podkožní injekcí v dávce 
0,1 ml, která byla podávána dvakrát denně po dobu čtyř týdnů do podkoží v oblasti zad. 
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Druhé skupině potkanů, kontrolní skupině (n=11), byl podáván roztok obsahující nanočástice 
bez navázané léčivé látky kurkumin lokálně i podkožně podle stejného protokolu jako u první 
skupiny.  

 

3.5. Operační stabilizace zlomeniny (OPEN, MIS) 
K operačnímu řešení zlomeniny byly využity dvě metody zadní transpedikulární stabilizace - 
otevřená (OPEN) a mini-invazivní perkutánní (MIS). Otevřená stabilizace byla provedena ze 
středové incize kůže a podkoží následované paraspinózním bilaterálním protnutím dorzální 
fascie s širokou separací paravertebrálního svalstva a obnažením meziobratlových kloubů. 
Dle anatomických orientačních bodů byl nalezen vpád nad pedikly obratlů určených k inzerci 
pedikulárních šroubů. Následná inzerce pedikulárního šroubu proběhla pod kontrolou RTG 
přístroje v antero-posteriorní (AP) a laterální (LAT) pozici. Hlavy šroubů byly následně 
spojeny tyčí a po provedení nepřímých repozičních manévrů (ligamentotaxe, lordotizace) byl 
celý systém uzamčen. Při závažných poraněních s impresí kostěných struktur do durálního 
vaku byla pak navíc provedena dekomprese nervových struktur pomocí jedné nebo více 
etážové laminektomie. Operace byla ukončena suturou jednotlivých anatomických vrstev 
s/bez ponechání Redonova drénu in situ.  

Mini-invazivní perkutánní přístup byl veden ze čtyř krátkých (1-2 cm) incizí kůže, podkoží a 
dorzální fascie nad projektovanými vpády do pediklů. Vpád do pediklu byl vyhledán za 
použití AP skiaskopie s následnou inzercí pedikulárního šroubu. Po zkontrolování trajektorie 
šroubu v AP a LAT projekci byly následně hlavy šroubů spojeny tyčí, která byla protažena skrz 
paravertebrální svaly pod kůží. Celý systém byl následně uzamknut a jednotlivé kožní vpády 
suturovány. K mini-invazivní perkutánní metodě nebyli indikováni pacienti s těžším typem 
zlomeniny než B1 dle klasifikace AOS a pacienti s přítomností neurologického deficitu. 

 

3.6. Analýza efektu hWJ-MSCs/nanokurkuminu 

3.6.1. Behaviorální testování 

3.6.1.1. BBB 

Kvalita a rozsah hybnosti zadních končetin společně s jejich koordinací s pohybem předních 
končetin byla posuzována podle Basso, Beattie a Bresnahanovy (BBB) hodnotící škály (0-21 
bodů) při pohybu potkanů v ohraničeném otevřeném prostoru (39).  Hodnocení probíhalo 
vždy jednou týdně po celou dobu trvání experimentu. Potkani byli pozorováni při nerušeném 
pohybu po prostoru a byla posuzována hybnost zadních končetin, kvalita došlapu tlapky, 
schopnost podpory váhy těla a případná koordinace pohybu všech končetin při chůzi.  

 

3.6.1.2. Chůze po kladině 

Stabilita, vyrovnanost a koordinace pohybu končetin byla dále testována při přecházení 100 
cm dlouhé a 3,4 cm široké kladiny. Na jednom konci kladiny byla umístěna úniková krabice 
s motivačním pamlskem. Pohyb zvířete od startovací pozice jednoho konce kladiny do cílové 
únikové krabice na druhém konci kladiny byl zaznamenáván pomocí CCD kamery (TSE-
Systems Inc., Bad Homburg, Germany). Každý pokus zvířete o zdolání vzdálenosti byl omezen 
časovým limitem 60 s a bodově hodnocen pomocí modifikovaného skórovacího systému dle 
Metz a Whishawa (40). Potkani byli před započetím experimentu v tomto úkolu trénováni. 
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Testování pak probíhalo každý týden počínaje druhým týdnem po indukci SCI až do konce 
experimentu, přičemž byly provedeny dvě měření za den ve třech po sobě jdoucích dnech. 

 

3.6.1.3. MotoRater 

Pokročilá analýza hybnosti dolních končetin byla prováděna za pomocí přístroje MotoRater 
303030 a následně vyhodnocována počítačovým programem TSE Motion 8.5.11. Přístroj se 
sestává ze 150 cm dlouhé trasy, kterou musí zvířata přeběhnout. Jejich pohyb je přitom 
nahráván na soustavu kamer s vysokým rozlišením (CamRecord CL600x2, 1280 x 1024 pixel, 
Stemmer Imaging, Německo). Před započetím experimentu byly vyznačeny na kůži zvířete 
zájmové body (hřeben kosti kyčelní, kyčelní kloub, kolenní kloub, zevní kotník a  
metatarzofalangeální kloub) pomocí oholení srsti s následným zanesením permanentního 
podkožního označení za použití tetovacího zařízení (Hugo Sachs Elektronik, Harvard 
Apparatus). Získaná pohybová videa byla analyzována pomocí softwaru TSE Motion 8.5.11. 
Postupně byly vykresleny a spočítány maximální a minimální pohybové úhly v kyčelním a 
kolenním kloubu. Dále byla změřena výška hřebenu kosti kyčelní nad zemí značící schopnost 
zvířete unést vlastní váhu. Mechanika pohybu packy byla měřena pomocí retrakce a 
protrakce. Zvířata v obou skupinách byla testována ve dvou intervalech - pátý a devátý týden 
po míšní lézi, a to vždy čtyřikrát za sebou. Z každé skupiny bylo hodnoceno 5 zvířat. Všechny 
parametry byly ve skupinách zprůměrovány a porovnány s pohybem zdravých potkanů (n=6).  

 

3.6.2. Imunohistochemická analýza 
Experiment byl plánovaně ukončen vždy po 9 týdnech léčby od indukce SCI. Všechna 
přežívající zvířata byla uvedena do hluboké analgosedace za pomocí ketaminu (100 mg/kg) a 
xylazinu (20 mg/kg) a následně byla ve speciální operační místnosti provedena transkardiální 
orgánová perfúze za použití roztoku fosfátového pufru (250 ml) následovaného 4% roztokem 
paraformaldehydu (200 ml). Z každé skupiny byly analyzovány vzorky z 5-7 zvířat. Z každé 
míchy bylo zhotoveno celkem 11-15 řezů kolem středu míšní léze s jednotlivými odstupy 1 
mm. Řezy byly prohlédnuty a naskenovány v digitální podobě pomocí mikroskopu Axioskop 2 
plus (Zeiss, Oberkochen, Německo), nebo LEICA CTR 6500 s grafickým nástrojem FAXS 
4.2.6245.1020 (TissueGnostics, Vídeň, Rakousko). Na získaných snímcích byla poté změřena 
celková plocha bílé a šedé hmoty, rozsah gliové jizvy, počet reaktivních astrocytů a axonální 
sprouting pomocí programu ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA), nebo Tissue FAXS (Tissue 
Gnostics, Vídeň, Rakousko) s následným porovnáním mezi jednotlivými skupinami. 

K vizualizaci šedé a bílé hmoty míšní v histologických řezech bylo využito barvení „Kresol 
violeť a luxolová modř“. K vizualizaci rozsahu gliové jizvy byla využívána protilátka proti GFAP 
(Sigma, St. Louis, MO, USA). Na uvedených snímcích byly také manuálně spočítány 
morfologicky charakteristické tzv. reaktivní astrocyty. Imunohistochemická vizualizace nově 
pučících axonálních konů byla analyzována po barvení protilátkou proti GAP43 (Millipore, 
Billerica, MA). Při analýze imunohistochemického signálu byla hodnocena celková plocha 
hyperintenzního signálu značícího aktivní pučení konců axonů s následným porovnáním mezi 
jednotlivými skupinami. 
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3.6.3. qPCR 
Zánikové a reparační procesy jsou v CNS charakterizovány zvýšenou, či naopak sníženou 
expresí celé řady regulačních genů. K posouzení vlivu různých typů experimentální léčby byla 
exprese zvolených genů (Gfap, Casp3, Irf5, Cd86, Mrc1, Cd163, Sort1, Fgf2, Olig2, Gap43, 
Vegf, Nfkβ) a cytokinů (IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-12, CCL-5, IL-11, IL-10, IL-13) analyzována 
pomocí kvantitativní polymerázové řetězové reakce (qRT-PCR). 

Cytokinová studie byla cílena na brzké změny a byla provedena 1 a 14 dnů po SCI. Exprese 
růstových a zánětlivých genů byla následně prováděna 4 a 9 týdnů po SCI. K analýze bylo 
vždy využito 5 zvířat z každé léčebné skupiny. Studovaná RNA byla izolována z parafinových 
bločků obsahujících míšní tkáň pomocí speciální sady „High Pure RNA Paraffin Kit“ (Roche, 
Penzberg, Německo) nebo RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, Německo). 

Všechny takto získané výsledky byly analyzovány pomocí softwaru StepOnePlus®. Výsledky 
byly převedeny na log2 škálu k zobrazení zvýšené, nebo snížené exprese oproti kontrolnímu 
vzorku, který byl převeden na nulovou hodnotu.  
 

3.7. Hodnocení přesnosti zavedených šroubů a dalších klinických parametrů 
Přesnost zavedení transpedikulárních šroubů byla hodnocena na postoperačních 
rekonstrukčních transverzálních řezech z počítačové tomografie (CT). CT bylo provedeno 
druhý nebo třetí pooperační den. Ke zhodnocení byla použita modifikovaná 4stupňová 
klasifikace dle Gertzbeina hodnotící pozici šroubu ve vztahu k zevnímu kortikálnímu okraji 
pediklu (stupeň 0: bez prolomení l. corticalis, stupeň 1: prolomení <2 mm, stupeň 2: 
prolomení mezi 2 a 4 mm; stupeň 3: prolomení >4 mm). Vzhledem k odlišné klinické 
významnosti bylo ještě rozlišováno prolomení pediklu směrem mediálním -  typ A a směrem 
laterálním -  typ B. Následně byly změřeny Cobbův úhel, angulace obratle (vertebral body 
angulation; VBA) a poměr komprese obratle (vertebral body index; VBI) s porovnáním údajů 
před operační stabilizací a po ní. Na předoperačním CT byly také změřeny šířky pediklů 
obratlů, do kterých byly při operaci zavedeny pedikulární šrouby. Délka operace byla 
extrahována z nemocničního systému, kde je uváděna standardně u každé operace. 
Expoziční čas a celkový produkt kermy a plochy RTG přístroje byly vyhledány v denících 
radiologických asistentů, kam je zapisováno každé použití RTG přístroje. Ke skiaskopii byly 
využívány přístroje Ziehm Vision RFD (Ziehm Imaging GmbH, Norimberk, Německo) a Philips 
Veradius (Royal Philips, Amsterdam, Nizozemí). 

 

3.8. Statistická analýza 
Výsledky a prezentované grafy byly zprůměrovány a jsou znázorňovány se směrodatnou 
odchylkou (± SEM). Statistická signifikance mezi jednotlivými skupinami byla posuzována 
pomocí testů „one-way ANOVA“, nebo v případě posuzování i druhého faktoru (čas) pomocí 
„two-way ANOVA“. V případě nutnosti byla k posouzení signifikance v konkrétním časovém 
bodě využita analýza „post hoc pair-to-pair“. V případě neparametrických hodnot byl 
k testování využit test „one-way Kruskal-Wallis“ (vše pomocí Sigmastat 3.1, Sistat Software 
Inc., San Jose, CA, USA). Rozdíly ve výsledcích byly považovány za signifikantní při p<0,05 a 
dále označovány jako * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. 
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4. Výsledky 
 

4.1. Experimentální léčba míšního poranění pomocí hWJ-MSCs/nanokurkuminu 

4.1.1. Behaviorální testování 

4.1.1.1. hWJ-MSCs 

BBB 

V prvním týdnu po vytvoření míšní léze měla všechna zvířata bez rozdílu skupiny paraplegii 
nebo velmi těžkou paraparézu (BBB 0-1). V druhém týdnu bylo zaznamenáno signifikantní 
zlepšení pohybu končetin u skupiny 1,5 M hWJ-MSCs (skóre 5,28±0,9) ve srovnání s kontrolní 
skupinou (2,1±0,43). Od třetího týdne do konce experimentu pokračovalo kontinuální 
zlepšování schopností dolních končetin u zvířat ve skupinách 1,5 M, 3x0,5 M a 3x1,5 M. Tyto 
skupiny dosahovaly podobných výsledků a byly signifikantně lepší, než zvířata ve skupině 0,5 
M a v kontrolní skupině. Konečné BBB skóre na konci experimentu bylo 4,29±0,57 u 
kontrolní skupiny; 5,19±0,36 ve skupině  0,5 M; 9,81±0,88 ve skupině 3x0,5 M; 8.67±0,88 ve 
skupině 1,5 M a 9,21±0,45 ve skupině 3x1,5 M (Obr. 1 A). 

Chůze po kladině 

Vzhledem k závažnosti neurologického deficitu nebyla většina zvířat schopná kladinu 
úspěšně přejít a pouze balancovala na začátku dráhy. V průběhu celého pokusu byla oproti 
ostatním skupinám signifikantně nejlepší skupina 3x1,5 M s dosáhnutím konečného výsledku 
3,1±0,33 v 7. týdnu po SCI (Obr. 1 B). 

Spolu s bodováním pohybu po kladině byl měřen i čas potřebný ke zdolání vzdálenosti. 
V prvních dvou týdnech zvířata převážně balancovala na začátku dráhy bez pohybu vpřed. 
V následujících týdnech došlo k výraznému zlepšení pohybu u zvířat ze skupiny 3x1,5 M, 
která dosahovala signifikantně lepších výsledků při porovnání se všemi ostatními skupinami 
včetně skupiny kontrolní. 

 

 
Obr. 1 Výsledky behaviorální studie hWJ-MSCs. Při testování hybnosti dolních končetin při volném 
pohybu (BBB) dosáhly signifikantně lepšího výsledku skupiny se zvýšeným a opakovaným podáním 
transplantovaných buněk (A). Zlepšená pokročilejší koordinace končetin nutná pro úspěšné přejití 
kladiny se projevila u skupiny s nejvyšším podáním (3x1,5 M) (B). 
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4.1.1.2. Nanokurkumin 

BBB 

První den po míšní lézi měla všechna zvířata bez rozdílu skupiny paraplegii nebo velmi těžkou 
paraparézu (BBB 0-1). V průběhu experimentu bylo pozorováno postupné lepšení hybnosti 
končetin u zvířat z obou skupin.  Přesto, že po celou dobu experimentu byla hybnost 
končetin u zvířat léčených nanokurkuminem  hodnocena o cca 2 skórovací body lépe než u 
kontrolní skupiny, nebyl při statistickém zpracování výsledků nalezen signifikantní rozdíl mezi 
skupinami. Konečné BBB skóre na konci experimentu bylo 7,8±0,9 ve skupině léčené 
nanokurkuminem a  5,7±1,1 v kontrolní skupině. 

Chůze po kladině 

V průběhu trvání experimentu došlo k mírnému zlepšení koordinace pohybů u obou skupin, 
avšak bez signifikantního rozdílu při statistickém testování. 

Podobných výsledků bylo dosaženo i při měření času zdolávání vzdálenosti, kdy došlo pouze 
k minimálnímu nesignifikantnímu zlepšení v obou sledovaných skupinách. 

MotoRater 

V průběhu experimentu byly zaznamenány jasné změny pohybu dolních končetin mezi 
zdravými potkany a potkany s míšní lézí. Signifikantně odlišných výsledků bylo dosaženo mezi 
skupinou zvířat léčených nanokurkuminem a kontrolní skupinou při měření výšky hřebenu 
kosti kyčelní a retrakci chodidla v devátém týdnu měření (silný trend také v pátém týdnu; 
p=0,072) (Obr. 2 A, B). Ve všech výše uvedených výsledcích pak byla zvířata ze skupiny léčené 
nanokurkuminem blíže k fyziologickým hodnotám naměřených u zdravých potkanů než 
zvířata ze skupiny kontrolní.  

 

Obr. 2 Pokročilé mapování pohybu potkana 9. týden po SCI pomocí přístroje MotoRater odhalilo 
signifikantně lepší nosnost vlastního těla při vyšším postavení hřebenu kosti kyčelní (A) a 
fyziologičtější biomechaniku při retrakčním pohybu packy (B) u skupiny léčené nanokurkuminem.  

 

4.1.2. Histologická a imunohistochemická analýza 

4.1.2.1. hWJ-MSCs 

Morfometrie bílé a šedé hmoty prokázala změny hlavně v oblastech kolem středu léze. 
Signifikantně více zachovalé šedé i bílé hmoty míšní bylo prokázáno u skupin s vyššími 
dávkami hWJ-MSCs - 1,5 M a 3x1,5 M (Obr. 3 A). 

Při porovnávání velikosti rozsahu gliové jizvy bylo dosaženo podobných výsledků jako 
v ostatních imunohistochemických vyšetřeních. Skupina 0,5 M se téměř nelišila od kontrolní 
skupiny, zatímco ostatní skupiny s vyššími dávkami (3x1,5 M, 3x0,5 M, 1,5 M) měly kolem 
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centrální rozpadové dutiny signifikantně nižší rozsah gliové jizvy i počet reaktivních 
protoplazmatických astrocytů. 

Efekt léčby na počet nově větvících se axonů byl nejen závislý na velikosti dávky, ale také na 
opakovaném podávání. Dávka 0,5 M, podobně jako při behaviorálním testování, se 
významněji nelišila od kontrolní skupiny (102±4 %). S postupným zvyšováním či opakováním 
dávky se zvyšoval rozdíl jednotlivých skupin při porovnání s kontrolní skupinou (1,5 M - 
140±4 %, 3x0,5 M - 168±10 %). Nejvýznamnější efekt pak měla podání ve skupině 3x1,5 M, 
kdy byl celkový počet nově vypučených axonů více než dvojnásobný v porovnání s kontrolní 
skupinou (3x1,5 M - 212±18 %) (Obr. 3 B). 

 

Obr. 3 Pozitivní účinek vyššího podávání hWJ-MSCs byl potvrzen signifikantně zvýšeným zachováním 
šedé hmoty míšní kolem středu léze (A) a gradientně narůstajícím axonálním sproutingem (B). 

4.1.2.2. Nanokurkumin 

Celková plocha šedé hmoty míšní byla lehce větší  ve všech zkoumaných řezech míchou, 
avšak nedosáhla signifikantního rozdílu mezi jednotlivými skupinami. Morfometrie bílé 
hmoty míšní prokázala signifikantně více zachovalé tkáně v kraniálních úsecích od centra léze 
u skupiny léčené nanokurkuminem (Obr. 4 A).  

Skupina léčená pomocí nanokurkuminu měla v porovnání s kontrolní skupinou signifikantně 
menší zónu gliové jizvy jak kraniálně, tak kaudálně od středu léze (Obr. 4 B). Počet 
protoplazmatických astrocytů byl v obou skupinách velmi podobný, pouze ve středu léze byl 
signifikantní nárůst v kontrolní skupině oproti skupině léčené nanokurkuminem. 

Skupina léčená nanokurkuminem při porovnání s kontrolní skupinou dosáhla vyššího počtu 
GAP43 pozitivních axonů, avšak tento rozdíl nebyl hodnocen jako signifikantní (168±55 %). 
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Obr. 4 Signifikantně vyšší zachování bílé hmoty míšní kraniálně od centra léze (A) a povšechně menší 
rozsah gliové jizvy (B) byl prokázán u skupiny léčené nanokurkuminem při sorvnání s kontrolní 
skupinou. 

4.1.3. qPCR 

4.1.3.1. hWJ-MSCs 

Geny M1 (Irf5, Cd86) makrofágů, které jsou hodnoceny převážně jako pro-zánětlivé, měly ve 
4. týdnu nesignifikantně zvýšenou expresi u skupin 1,5 M a 3x0,5 M, zatímco v 9. týdnu byla 
exprese snížena u všech sledovaných skupin kromě 3x0,5 M. Signifikantní snížení bylo pouze 
u skupiny 3x1,5 M  (p<0,05). 

Geny M2 (Mrc1, Cd163) makrofágů, hodnocené převážně jako proti-zánětlivé, měly ve 4. 
týdnu nesignifikantní zvýšení exprese u skupin léčených celkovou dávkou buněk 1,5 milionu 
(1,5 M a 3x0,5 M). V 9. týdnu byla naopak exprese snížena ve všech léčených skupinách se 
signifikantním rozdílem oproti kontrolní skupině ve skupinách 0,5 M (p<0,05) a 3x1.5 M 
(p<0,001). 

Genová exprese Gfap byla ve 4. týdnu nevýznamně snížená ve všech skupinách kromě 3x0,5 
M. V 9. týdnu zůstala exprese významně snížená pouze u skupiny 3x1,5 M, což 
korespondovalo i s nálezem imunohistochemickým, kdy v této skupině byla i nejnižší gliová 
jizva. Exprese apoptotického genu Casp3 byla snížená u skupin 0,5 M a 3x1,5 M a zůstala 
přibližně stejná v obou sledovaných časových intervalech. 

 

4.1.3.2. Nanokurkumin 

V 9. týdnu po míšní lézi byla analyzována pomocí qPCR genová exprese vybraných genů. 
Výsledky odhalily trend snížené exprese hlavně u genů Mrc1 a Casp3 ve skupině léčené 
nanokurkuminem, avšak podle statistického testování nebyl nalezen žádný signifikantní 
rozdíl. 

V rámci posuzování zánětlivé odpovědi v reakci na podání protizánětlivého léčiva 
nanokurkuminu jsme se soustředili na velmi časné změny v expresi interleukinů. Vyšetření 
qPCR bylo ze vzorků míchy provedeno 1 den (1D) a 14 dní (14D) po míšní lézi. V prvním 
časovém úseku (1D) byla ve skupině léčené nanokurkuminem významně snížená exprese IL-
11 a IL-1β. 
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V druhém časovém intervalu (14D) byla u skupiny léčené nanokurkuminem signifikantně 
zvýšená exprese genů patřící do skupiny RANTES (CCL5), IL-11 a IL-12. Dále byl také 
pozorován silný trend významnosti u zvýšené exprese genů IL-6 a IL-13. 

 

4.2. Klinické hodnocení stabilizace ve skupinách MIS a OPEN 
Celkově bylo zavedeno 632 pedikulárních šroubů. Z tohoto počtu pak 430 otevřenou 
technikou a 202 pomocí mini-invazivní perkutánní techniky.  

Ve skupině OPEN bylo dosaženo zcela bezchybného umístění pedikulárního šroubu – stupeň 
0 v 80,2 % případů. Nejčastějším typem malpozice byl stupeň 1B a 2B (shodně 5,1 %), dalšími 
typy malpozice byly stupeň 1A (3,9 %), stupeň 3B (2,5 %), stupeň 2A (1,8 %) a stupeň 3A (1,1 
%). 

Skupina MIS zahrnovala celkem 84,2 % šroubů zavedených bezchybně -  tedy hodnocených 
jako stupeň 0. Malpozičně zavedených šroubů bylo celkem 32 (15,8 %). Stejně jako v 
přechozí skupině byl nejčastějším typem malpozice stupeň 1B (4,0 %), z dalších typů pak 
stupeň 3A (3,5 %), stupně 1A, 2B, 3B (shodně 2,5 %) a stupeň 2A (1,0 %). Rozdíl v uložení 
pedikulárních šroubů v jednotlivých skupinách nebyl signifikantní (p=0,319). 

Cobbův úhel před operací byl ve skupině MIS v průměru 11° (±1,3°) s redukcí po operaci na 
9,8° (± 1,4°). Ve skupině OPEN byl operačně Cobbův úhel redukován z 14,7° (±1,3°) na 10,2° 
(±1,3°). Rozdíl nebyl hodnocen jako signifikantní (p=0,134). V ostatních parametrech 
kyfotizace se jednotlivé skupiny od sebe taktéž signifikantně nelišily. 

Celková doba operace byla ve skupině OPEN 103 minut a byla signifikantně vyšší než ve 
skupině MIS, kde operace trvala v průměru 91 minut. (p=0,36; H=4,416). 

Expoziční časy RTG záření byly signifikantně delší ve skupině MIS - 45 s, než ve skupině OPEN 
- 33 s (p=0,018, q=3,428). Radiační kerma na plochu byla ve skupině OPEN 670 mGy.cm2, ve 
skupině MIS 917 mGy.cm2. Rozdíl nebyl hodnocen jako signifikantní (p=0,215). 

Ve skupině OPEN byla z celkového počtu 100 operací celkem v 5 případech indikována 
reoperace a to pro klinický obraz radikulárního syndromu stranově korelujícího s malpozicí 
šroubu typu 3A (3×), 3B (1×) a 2A (1×). Další dva pacienti s CT verifikovanou malpozicí typu 
3A nebyli revidováni z důvodu negativního klinického nálezu. 

 

Obr. 5 Při analýze pozic zavedených pedikulárních šroubů byly odhaleny pouze minimální 
nesignifikantní rozdíly v počtu malpozic (A). Naopak signifikantní změny mezi oběma skupinami byly 
nalezeny při srovnání celkového operačního času (B) a RTG expozičního času (C).  



20 
 

5. Diskuze 
7.1 hWJ-MSCs 

 

Role mezenchymálních kmenových buněk (MSCs) při ovlivňování nepříznivého vývoje po 
míšním poranění spočívá především v parakrinní sekreci, kterou MSCs podporují 
revaskularizaci, modulují zánětlivou odpověď (10) a produkují různé druhy růstových faktorů 
a cytokinů (11), čímž pomáhají redukovat oxidativní stres způsobující apoptózu buněk (12).  

MSCs získané z Whartonova rosolu mají ve srovnání s ostatními MSCs nespornou výhodu v 
neinvazivním způsobu získávání, vyšším proliferativním potenciálu s nízkou senescencí při 
pasážování a nižší imunogenicitě vzhledem ke sníženým hodnotám MHC-I a úplné absenci 
MHC-II (13-15, 41).  

V naší experimentální studii jsme porovnávali intratékální podávání různého počtu hWJ-
MSCs (0,5 mil. a 1,5 mil.) formou jednotlivého, nebo třikrát opakovaného podání. Vzhledem 
k udávané době přežití allogenních kmenových buněk v páteřním kanálu v rozmezí několika 
dnů až dvou týdnů (42-44) byla vyslovena hypotéza, že opakovaným podáváním lze 
prodloužit trofický a imunomodulační parakrinní efekt hWJ-MSCs.  

Výsledky funkčních testů hybnosti dolních končetin odhalily parciální závislost na celkovém 
počtu podaných buněk, kdy v testu BBB dosáhly všechny skupiny kromě 0,5 M podobných, 
signifikantně lepších výsledků, avšak chůze po kladině odhalila efekt nejvyšší podané dávky 
ve skupině 3x1,5 M, která jako jediná měla signifikantně lepší výsledky v porovnání se 
skupinami ostatními. Obdobné výsledky byly pozorovány také při léčbě pomocí BM-MSCs o 
celkové dávce 2 M a 5 M na kilogram ve studii od autorů Pal et al. (45). 

Při hodnocení histologických a imunohistochemických míšních řezů byl znát stoupající 
pozitivní účinek hWJ-MSCs s počtem transplantovaných buněk. Terapie hWJ-MSCs zvýšila 
regenerační potenciál zvýšením počtu nově pučících axonálních vláken a naopak snížením 
počtu reaktivních astrocytů, což vedlo k menší tvorbě gliové jizvy. Podobných výsledků 
dosáhl i Li et al., který popsal hlavní účinek hWJ-MSCs ve snížení exprese IL-1β a zvýšení 
sekrece NGF, kteréžto oba hrají důležitou roli při regulaci axonálního růstu (46).Při 
morfometrii míšní hmoty byla šedá i bílá hmota kolem středu léze signifikantně více 
zachována u skupin 3x1,5 M a o něco méně u 1,5 M. Vzhledem k tomu, že tento efekt závislý 
na dávce nebyl výrazněji patrný v behaviorálním BBB testu, se domníváme, že trvání 
experimentu bylo příliš krátké k tomu, aby se plně projevil potenciál zachovalé míšní tkáně a 
v dlouhodobějším horizontu by měla zvířata z těchto skupin vyšší šance rehabilitace 
nervových funkcí. Naše výsledky napovídají, že k nastartování neuroprotektivního efektu 
vedoucího k funkčnímu zlepšení je zapotřebí určité minimální množství buněk, které v našem 
případě znamenalo dávku 1,5 M. 

Naše studie potvrdila pozitivní účinek léčby SCI u potkanů pomocí hWJ-MSCs 
s podobnými výsledky, jaké byly dosaženy s využitím MSCs z jiných lidských zdrojů (BM-
MSCs, AT-MSCs, UC-MSCs) (45, 47-56).  
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7.2 Nanokurkumin 
 

Kurkumin je přírodním extraktem s širokou škálou neuroprotektivních účinků. Naneštěstí je 
však využití nanokurkuminu limitováno jeho rychlým metabolismem, špatnou rozpustností 
ve vodných roztocích a rychlým systémovým vylučováním z organismu (57, 58). Inkorporace 
kurkuminu do nanonosiče dramaticky zvyšuje jeho biodostupnost, kdy dosahuje vyšších 
plasmatických koncentrací (59, 60). Při léčbě SCI se využívá jeho imunomodulačních účinků 
se snížením prozánětlivých cytokinů TNF-α, IL-8 a COX-2a proregeneračního působení (6, 61-
63). 

V behaviorálních testech jsme pozorovali trend ve zlepšení hybnosti dolních končetin, který 
byl patrný jak v klasických observačních testech (BBB, chůze po kladině), tak v pokročilé 
analýze hybnosti nosných kloubů. Celkový rozsah hybnosti v kolenním a kyčelním kloubu 
spolu s biomechanikou tlapky byl ve skupině léčené nanokurkuminem při analýze přístrojem 
MotoRater vyhodnocen jako fyziologičtější se signifikantním rozdílem v síle zadních končetin 
při schopnosti unést váhu vlastního těla.  

Základem zachování motorických funkcí je zachování funkčních drah a neuronů. Skupina 
léčená nanokurkuminem měla kraniálně od centra léze signifikantně více zachovalé bílé 
míšní tkáně a méně výrazně též šedé míšní tkáně ve srovnání se skupinou kontrolní. 
Podobných výsledků bylo dosaženo i v naší předešlé studii s použitím samotného kurkuminu 
bez nano-nosiče (6). Zachování míšní hmoty kraniálně od místa léze spolu s prokázaným 
nižším rozsahem gliové jizvy a vyšší mírou axonálního sproutingu přispívá k tvorbě nových 
synapsí s možností vytváření nových funkčních drah k přemostění přerušené kortikospinální 
dráhy (64).  

V prvních 24 hodinách po poranění jsme ve skupině léčené nanokurkuminem zaznamenali 
signifikantní snížení exprese IL-11, silný trend ve snížení exprese IL-1β a mírné snížení 
exprese ostatních prozánětlivých cytokinů TNF-α, IL-6, IFN-γ a RANTES.  

K posouzení dynamiky exprese cytokinů jsme provedli další analýzu 14 dní po SCI. U IL-10 a 
IL-13 jsme významnější změny nezaznamenali a jejich exprese zůstala mírně zvýšená. Jiná 
situace nastala u exprese IL-12, která byla signifikantně zvýšená a korelovala taktéž se 
vzestupem exprese IFN-γ. Je známo, že IL-12 koreluje nejen s IFN-γ, ale také ovlivňuje hladiny 
protizánětlivého IL-10, jehož hladiny byly v naší studii taktéž zvýšeny (65-68). Regenerační a 
protizánětlivý účinek IL-12 byl také pozorován ve studii autorů Yaguchi et al., kteří po podání 
IL-12  pozorovali sníženou tvorbu gliální jizvy, větší množství remyelinizovaných axonů a 
hlavně zlepšenou motorickou funkci experimentálních zvířat (69). Zvýšené hladiny IL-12 byly 
také pozorovány v našich předchozích studiích s využitím kurkuminu a indukovaných 
pluripotentních kmenových buněk (iPS-NPs) (6, 44). 

Naše studie potvrdila pozitivní účinek kurkuminu navázaného na nanonosič (nanokurkumin) 
na regeneraci po míšním poranění. Nanokurkumin zlepšil pohybové vlastnosti paretických 
končetin potkanů, zvýšil množství zachované bílé hmoty míšní a snížil objem gliové jizvy. Dále 
byly pozorovány změny v lokální imunitní odpovědi v časné fázi poranění. Léčba 
nanokurkuminem je snadno dostupná a může se stát doplňující terapií s cílem zlepšení 
prognózy těžkého onemocnění.  
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7.3  Klasická versus mini-invazivní technika chirurgické stabilizace 
 

Volba typu léčby zlomenin obratlů hrudně-bederní oblasti se odvíjí od typu zlomeniny, 
přítomnosti neurologického deficitu, komorbidity, věku a celkového stavu pacienta. 

Zlomeniny typu A0, A1 a A2 jsou ve většině případů indikovány ke konzervativní léčbě. 
Chirurgické řešení u těchto typů zlomenin připadá v úvahu pouze u signifikantní kyfotizace (≥ 
50 %) segmentu, popřípadě u nezvladatelných bolestí. Zlomeniny typu B a C jsou jako 
nestabilní poranění jasnou indikací k chirurgické léčbě, stejně tak jako zlomeniny typu A3 a 
A4 s neurologickým deficitem. U zlomenin typu A3 a A4 bez neurologického deficitu je 
vzhledem k nedostatku důkazů typ léčby stále kontroverzním tématem.  

Mini-invazivní technika zcela jednoznačně není vhodnou technikou pro všechny typy 
zlomenin. Mini-invazivní perkutánní technika je nejčastěji zvažována u pacientů indikovaných 
k chirurgické terapii s frakturami typu A1, A2, A3 a A4 dle AOS a těch, kteří mají vypočítané 
TLICS (Thoracolumbar Injury Classification and Severity) skóre <5 (35). 

K detailní analýze postavení pedikulárního šroubu byla zvolena modifikovaná škála dle 
Gertzbeina (70). Za vyhovující postavení bylo považováno postavení grade 0, 1A, 1B a 2B, 
které nese uspokojivé biomechanické vlastnosti celé konstrukce. Tohoto umístění 
pedikulárních šroubů bylo dosaženo v 93 % případů ve skupině MIS a v 94,4 % případů ve 
skupině OPEN. V literatuře se procento excelentně zavedených šroubů udává značně 
variabilně - 70 % (71), 85 % (70), 97 % (72, 73). Tento rozptyl je pravděpodobně dán ne zcela 
jasnou definicí samotné malpozice šroubu - za malpozici bývá někdy považováno pouze 
umístění typu grade 3. V nedávno publikované metaanalýze Sun et al. zaměřené čistě na 
srovnání stabilizací traumatických fraktur autoři nenachází rozdíl mezi přesností zavedených 
šroubů, což souhlasí s daty naší studie (74).  

Při hodnocení radiologických parametrů kyfotizace (Cobbův úhel, VBA, VBI) nebyly v obou 
skupinách nalezeny žádné signifikantní rozdíly. Při korekci Cobbova úhlu často panovaly 
obavy z nedostatečné redukce plynoucí z nevýhody polyaxiálních šroubů používaných u MIS 
techniky oproti rigidním Schanzovým šroubům u OPEN techniky. Naše výsledky, spolu 
s ostatními pracemi a metaanalýzami, však tento předpoklad vyvracejí (74-77) 

Vzhledem k minimální časové náročnosti operačního přístupu u mini-invazivní techniky je 
operace ve většině případů kratší (72, 73, 75), což potvrdily i naše výsledky. Naopak 
vzhledem k absenci přímého vizuálního vjemu při cílení šroubu není překvapením vyšší 
peroperační využití RTG záření - opět v souladu s literaturou (35, 78-80). 
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6. Závěry 
 

1) Léčba míšního poranění pomocí mezenchymálních kmenových buněk izolovaných z lidského 
Whartonova rosolu (hWJ-MSCs) u experimentálního potkaního modelu zlepšuje hybnost a koordinaci 
dolních končetin a je závislá na dávce aplikovaných buněk. 

 V experimentální studii léčby hrudní míšní léze jsme prokázali příznivý vliv hWJ-MSCs, který 
byl parciálně závislý na opakované a zvýšené dávce transplantovaných buněk. V histologické 
a imunohistochemické analýze míšní tkáně byl s rostoucí celkovou dávkou jasně patrný 
stoupající pozitivní efekt na zachování šedé míšní hmoty, snížení gliové jizvy a zvýšený 
axonální sprouting. Odrazem zachovalejších tkáňových vlastností pak bylo funkční zlepšení 
hybnosti dolních končetin pozorované od podané dávky 1,5 milionu buněk hWJ-MSCs. U 
nejvyšší podané dávky (3x1,5M) byl pak také prokázán imunomodulační a antiapoptotický 
efekt v potlačené expresi makrofágových a apoptotických genů. Studie byla inovativní ve 
smyslu porovnání několika efektivních dávek lidských WJ-MSCs s průkazem možnosti 
bezpečného zvýšení terapeutického účinku při opakované aplikaci.  

 

2) Léčba míšního poranění lokálním a systémovým podáním protizánětlivého a antioxidačního 
léčiva kurkuminu navázaného na nanonosič (nanokurkumin) u experimentálního potkaního modelu 
moduluje lokální zánětlivou reakci a zlepšuje hybnost dolních končetin. 

 V experimentální studii hrudní míšní léze byl prokázán pozitivní vliv léčiva nanokurkuminu. 
Bylo pozorováno zlepšení pohybových vlastností dolních končetin, které korespondovalo s 
imunohistochemickým nálezem zvýšeného zachování bílé hmoty míšní, rozsáhlejším 
axonálním sproutingem a naopak sníženým rozsahem gliové jizvy. Terapie nanokurkuminem 
také v prvních týdnech po SCI modulovala zánětlivou odpověď změnou exprese regulačních 
zánětlivých cytokinů. Studie prokázala terapeutické účinky kurkuminu, který byl za účelem 
zlepšené biodistribuce syntetizován ve formě ve vodě rozpustné nanočástice.  

 

3) Mini-invazivní perkutánní stabilizace traumatické zlomeniny hrudní a bederní páteře je 
rovnocennou metodou stabilizace ke klasické otevřené zadní transpedikulární stabilizaci. 

 V naší retrospektivní analýze jsme neodhalili signifikantní rozdíly v počtu malpozičně 
uložených šroubů mezi jednotlivými operačními technikami. Taktéž parametry kyfotizace 
jako ukazatele dostatečné operační repozice zlomeniny se od sebe v jednotlivých skupinách 
signifikantně nelišily. Byl nalezen vyšší počet reoperovaných pacientů v prvním roce po 
zavedení nové techniky. Operace mini-invazivní technikou trvala kratší operační čas, avšak 
byla zatížena vyšším expozičním časem RTG paprsků. Celkově byla nově zavedená operační 
technika zhodnocena jako bezpečná a efektivní alternativa u selektovaných pacientů. 
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