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Abstrakt

Multipotentni mesenchymalni stromalni builkky (MSC) jsou Siroce vyuZivany
v regenerativni mediciné diky své parakrinni aktivité, imunomodula¢nim funkcim
a diferenciatnim schopnostem. Cilem této prace je prozkoumat a shrnout moznosti zvyseni
terapeutické ucinnosti MSC pomoci technik cytokinového primingu a 3D kultivace ve
sféroidech. Analyza vyhod anevyhod jednotlivych pfistupti poskytne nové pohledy na
optimalizaci vyuZziti MSC v regenerativni mediciné.

Kli¢ova slova: MSC, priming, cytokiny, 3D kultury, sféroidy

Abstract

Multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs) are widely used in regenerative
medicine due to their paracrine activity, immunomodulatory and differentiation properties. This
thesis aims to investigate and summarize the potential enhancement of MSC therapeutic
efficacy through cytokine priming and 3D culture techniques. The analysis of the benefits and
drawbacks of each of these approaches will offer new insights into the optimization of the
application of MSCs in regenerative medicine.
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1. Uvod

Prvnim, kdo objevil, ze jsou buitkky podobné fibroblastim, piivodem z kostni diené, schopné
chondrogeneze v adhezivni kultute, byl Alexander Friedenstein (Friedenstein & Kuralesova,
1971). Pozd¢ji byly prokazany schopnosti diferenciace téchto bun¢k i do fady dalSich typi
bunck pojivovych tkani, coz vedlo k uznani jejich role jako mesenchymalnich kmenovych
bunék. A. I. Caplan, byl prvnim, kdo zavedl tento pojem (Caplan, 1994). V dnesni dob¢ jsou
mesenchymalni kmenové/stromdlni bunky typicky definovany jako adherentni buiiky podobné
fibroblastim, které jsou schopné in vitro diferenciace na osteoblasty, chondroblasty
a adipocyty.

Piivodné byly MSC izolovany z kostni diené (BM-MSC), a pravé tyto bunky, popsané
Friedensteinem, dodnes ziistavaji nejCastéji volbou pro pouziti v bunécné terapie. Prvni
terapeutické vyuziti MSC bylo popsdno H. Lazarem v roce 1995 (Lazarus et al., 1995), kdy
bylo experimentalné prokdzano, Ze mesenchymalni buiky, odvozené z lidské kostni dfené
pacientl s rakovinou, lze bezpecné izolovat, expandovat in vitro, a podavat intraven6zni infuzi
bez nezadoucich toxickych u¢inka. Nicméné, nejdiiv byly MSC povazovany za progenitorové
bunky kostni dfen¢, a jejich diferenciace za hlavni funkci. Pozdé&ji doSlo ke zméné paradigma,
a odhalilo se, ze kliCovou soucasti jejich 1é¢ebnych ucinkii neni diferenciace ale spiSe
parakrinni aktivita (Caplan, 2017).

1.1. Charakteristika a zdroje multipotentnich mesenchymalnich stromélnich
bunck

Pojmy mesenchymalni kmenové/stromalni buiiky, maji zavadéjici zkratku MSC, ktera plati pro
oba nazvy, proto tyto pojmy casto byvaji pfirovnany nebo substituovany jeden druhym.
Existuji, vSak urcité rozdily mezi vySe uvedenymi koncepty, ackoliv jde o ty samé bunky.
Z toho diivodu Internacionélni spolecnosti bunécnych terapeutu (ISCT) byly publikovany
piesné¢ definice, vyznacCujici multipotentni mesenchymalni stromalni buiikky (MSC)
s podminkou, Ze maji dalsi charakteristiky (Dominici et al., 2006; Horwitz & Keating, 2000):

e Adherence k plastu v standartnich kultiva¢nich podminkach za pouziti kultivacni lahve;

o Exprese specifickych povrchovych antigeni (CD90, CD73 a CD105);

e Minimalni exprese (< 2% bun¢k) CD14 nebo CD11b, CD45, CD34, CD79a nebo CDI19
a HLA ttidy Il (HLA-DR);

e Schopnost diferenciace do adipocytii, osteoblastli a chondroblastii za standartnich
podminek in vitro diferenciace.

Charakteristiky MSC jsou vyrazné ovlivnény pivodem bunék. Mesenchymadlni stromalni
bunky Ize izolovat z riznych zdroji (kostni nebo zubni dien, tukova tkan, kiize, periferni nebo
pupecnikova krev, placenta, Wharton’s jelly a jin¢). Dale budou uvedeny tii nej¢astéjsi z nich:

1) Kostni dfen (BM) je plivodnim a dosud hlavnim zdrojem izolace MSC. Metody odbéru
MSC z kostni diené jsou, vSak vysoce invazivni, a bylo prokazéno, ze diferenciacni
schopnost, pocet, a maximalni délka zivota bunék klesa se zvySujicim se vékem dérce
(Mueller & Glowacki, 2001; Stenderup et al., 2003).

2) Tukova tkan (AT), je jednim z alternativnich zdroji, které lze ziskat méné invazivni
metodou, a ve veétSim mnozstvi nez z BM. Bylo prokazéano, Zze AT obsahuje multipotentni
buniky, které¢ maji podobné charakteristiky jako MSC izolované z kostni diené¢ (BM-MSC)



(Zuk et al., 2002). Velkou vyhodou je moZnost ziskani téchto bunék ve velkém poctu
z kosmetickych liposukci, a snadné péstovani za standardnich podminek tkanové kultury.

3) Wharton’s jelly (WJ) z pupecnikové Sniiry je dalSim alternativnim zdrojem MSC.
Vyhodami tohoto zdroje MSC jsou mala invazivita metody odbéru (pupecni Sitira se
odebira po porodu) a absence etickych vyhrad, jelikoz je proces extrakce bezbolestny,
a pro matku a novorozence absolutné bezpe¢ny. Tyto buniky maji vynikajici proliferacni
potencial a mohou si, ve srovnani s dospélymi MSC z kostni dien¢ nebo tukové tkanég,
zachovat svou multipotenci pro vice pasazi in vitro.

MSC z riznych zdroju se lisi expresi markerd CD34, CD133, CD146, MSCA-1 a SSEA-4.
Naptiklad, MSC izolované z tukové tkan¢ (AT-MSC) maji nejvyssi expresi CD34, BM-MSC —
CD133 (Petrenko et al., 2020). Exprese genu pro protein CD146, ktery hraje podstatnou roli
v adhezi a vaskularizaci, je pozorovéna u 30 % WJ-MSC, ale jen u 5 % BM-MSC a AT-MSC.
Dale také, embryonalni marker, jako je napiiklad SSEA-4 je ptitomen u 60 % BM-MSC a
pouze u 10 % AT-MSC (Petrenko et al., 2020) Produkce riznych proteinu se rovnéz mtize liSit
podle metody kultivace, coz bude ptehledné popsano dale v této praci (viz ,,Priming cytokiny*
a ,,Priming 3D kultivaci ve sféroidech®).

Obecné plati, ze ve srovnani s MSC z jinych zdrojii, maji MSC z placenty a WJ-MSC vice
diverzni proteom a vyssi diferenciacni potencial (Shin et al., 2021).

Kazdy ze zdrojt izolace MSC ma své¢ specifika, proto je dilezité jiz béhem planovani vyzkumu
zvazit, ktery typ MSC je pro konkrétni ucely vhodny.

1.2. Terapeuticky potencidl a Iécebné vyuziti MSC

Diferenciacni potencial MSC in vitro svéd¢i o moznosti jejich vyuziti k terapeutickym uceliim
(regeneraci tkani). Presto, diferenciacni schopnost bunék in vivo a jejich ptispévek k regeneraci
tkani zGstdva nezcela objasnén. Navzdory nejasnostem vyskytujicim se kolem vyuziti
diferencia¢niho potencidlu MSC in vivo, regeneracni U€inky jejich parakrinni aktivity byly
jednozna¢né prokazany v fad¢ studii (Behm et al., 2024; Hwang et al., 2016; Iso et al., 2007).

Jednim ze zptsobti komunikace MSC s jinymi buitkami je pfimy bunéény kontakt (juxtakrinni
komunikace). Pro tento typ komunikace builkky vyuZzivaji fadu mechanismi, vétSinou
zalozenych na vyskytu urcitého ligandu na membrané jedné buriky, a receptoru pro tento ligand
na membran¢ druhé bunky, napi: CD200/CD200R (Najar et al., 2012), toll-like receptory
(TLR) (Opitzetal., 2009), FASL/FAS (Akiyamaetal., 2012), EphB/ephrin B
(Nguyen et al., 2013), ligand programované smrti 1 (PD-L1) (Augello et al., 2005) a molekuly
negativni ko-stimulace B7-H4 (Xue et al., 2010). Prostfednictvim vyse uvedenych molekul
jsou MSC schopny ptimym kontaktem modulovat funkce okolnich bun€k (napt. T-lymfocyti).

Rada studii rovnéz prokézala, ze MSC ovliviiuji funkce jinych bunék pomoci nepiimé
komunikace (parakrinni). Tuto komunikaci zajiStuji parakrinni faktory, jako jsou: cytokiny,
rastové faktory a miRNAs, umoznujici MSCs piispivat k regeneraci poskozenych tkani
prostiednictvim vytvofeni vhodného mikroprostfedi. Hraji tak velkou roli naptiklad
v imunomodulaci (Song et al.,, 2020)* (Luz-Crawfordetal., 2016), regeneraci tkéani
(Tang et al., 2011; Wangetal., 2012), angiogenezi (Kwon etal.,, 2014), anti-fibroze
(Hu et al.,2019; Liu et al., 2018) a anti-apoptoze (Faezi et al., 2018).



Parakrinni faktory mohou byt také pienaSeny v extracelularnich vaccich. Vyuziti z MSC
odvozenych extracelularnich vackd, jako jsou exosoémy, microvezikuly, a apoptotické téliska,
obsahujicich parakrinni faktory, je jednou z nebunécnych alternativ 1écby na bazi MSC.
Velikost a obsah vacklt je velmi heterogenni. Obsahuji zejména bilkoviny, ale i mRNA
a miRNA (Raposo & Stahl, 2019) *, coz ¢ini definici jejich pfispévku k regeneraci obtiznou.

Dalsim zplisobem komunikace mezi MSC a okolnimi buiikami je horizontalni mitochondridlni
transfer (pfeddvani mitochondrii mezi bunikami), ktery je uskutecnén pomoci formovani
tunelovych/membranovych nanotrubic (TNT) mezi MSCs a posSkozenymi buinkami
(Rustom et al., 2004). Pozitivni efekt transferu mitochondrii byl prokdzan ve
vyzkumu Achmada Tanmeera na alveolarnim epitelu (Ahmad et al., 2014), a mnoha dalSich
studiich (Pasquier et al., 2013; Spees et al., 2005; Vallabhaneni et al., 2012).

Po zjisténi hlavni podstaty terapeutického potencidlti (parakrinni aktivity), zacaly se vice
zkoumat immunomodulacéni a regeneracni funkce MSC, a nakonec padl hlavni diraz na jejich
sekretom a parakrinni interakce mezi MSC, imunitnimi buiitkami a bunikami poskozené tkang¢.
Nasledovalo mnoho klinickych studii s vyuzitim pfipravki obsahujicich MSC nebo jimi
vyloucenymi latkami, a v riznych stadiich testovani byly pozorovany odlisné vysledky.
Ptipravky, ukazujici dostacujici vysledky pro schvéleni v prvni az druhé fazi klinickych testt
vétSinou nezvladaly prekonat tieti. Nékteré z nich vSak uspéSné prosly klinickym testovanim,
a po schvaleni zdravotnickou komisi EU vySly na trh. Pfikladem je Alofisel z roku 2018,
pouzivany pro terapii Crohnovy choroby u dospélych pacienttl. Casem viak Evropska lékova
agentura (EMA) provedla opakované testovani, které nakonec neprokézalo jeho efektivitu ve
srovnani s placebem. Preparat byl nasledné stazen z trhu Evropské Unie v roce 2024 (URL1).
Ackoliv se po svém objeveni zdaly MSC vhodné pro terapii, v dnesni dobé je schvaleno jen
malé mnozstvi preparati. Dale jsou shrnuté mozny ptic¢iny komplikaci, které mohou znemoznit
¢1 zpomalit schvaleni MSC pro lecbu.

1.3.  Vyzvy terapeutického vyuziti MSC

Ptiprava vétSiny MSC terapeutik zahrnuje expanzi bunék ex vivo, kryogenni
skladovani/prezervaci, rozmrazovani uloZzenych MSC a jejich podavani pacientovi.

Kazda ztéchto fazi mé svoje variace, které mohou, vice ¢i méné, ovliviiovat efektivitu
pusobeni MSC na organismus, coz je divodem heterogenity vysledkli a komplikaci posouzeni
ucinnosti terapie. Vyzvy, spojené s variabilnimi vysledky MSC terapii, se daji rozd¢lit do tfech
hlavnich skupin: problémy vyplyvajici z kultivace MSC, problémy spojené s uvedenim bunck
do organismu, a odpovéd’ recipienta.

V souvislosti s kultivaci bun€k Ize hovofit o riznych zdrojich (darci, tkan€), zpisobech izolace
a uchovani buné€k, a rovnéz o tom, jak dlouho, a jakym zplisobem byly buiky kultivovany
(medium, kultivaéni ldhev/bioreaktor, 2D/3D kultury). Variace kazdého procesu zanechava
stopu na finalni terapeutické ucinnosti MSC (Yin et al., 2019)*. V soucasnosti je ke kazdé
studii vyZadovan detailni popis celého procesu kultivace bun¢k. Integrace presné definovanych
laboratornich technik muze zajistit standardizaci bunécnych kultur urcenych pro pozdéjsi
terapeutické podani, a umozni tak jejich masovou produkci.

Po dostatecné expanzi bun€k, mohou MSC byt kryoprezervovany. Efektivni, tedy spravné
zvolena metoda kryoprezervace by neméla ovliviiovat terapeutické ucinky bunck.


https://www.ema.europa.eu/en/news/alofisel%E2%80%91withdrawn%E2%80%91eu%E2%80%91market

V soucasnosti jsou vSak moznosti kryoprezervacnich metod omezené, a vyZzaduji precizni
hodnoceni biologické bezpecnosti pied pouzitim. Nevhodna nebo chybna kryoprezervace
muze vést ke ztrat¢ diferenciatniho potencidlu a terapeutickych ucinkii bunék, toxicite,
poskozeni, nebo dokonce ksenescenci asmrti bunék (Gil-Chinchilla et al., 2024;
Wang & Li, 2024).

V okamzik, kdy jsou bunky pfipravené k uvedeni do organismu recipienta, se setkdvame
s dal$imi problémy. Chovani MSC, vcetné jejich biologickych vlastnosti, mohou byt ovlivnény
zpusobem podani bunck. Konkrétni faktory, jako je misto vpichu, vlastnosti injek¢éniho
zafizeni, a vlastnosti material nosie/pufru, maji vliv na potenci bunck (Antunes et al., 2014).

Nasledujicim kritickym krokem je navadéni (tzv. homing) MSC. V roce 2017, F. Nitzsche
poprvé definoval 2 druhy homingu: nesystemicky a systemicky (Nitzsche et al., 2017). Pti
nesystemickém homingu jsou buiiky implantovany lokaln€ do cilové tkané. K systemickému
homingu dochazi naopak aZ poté, co byly bunky intravendézné vpraveny do organismu
recipienta. Proces homingu je pak definovdn jako zastaveni bunck v krevnim fecisti,
s naslednou transmigraci ptes endotel do cilové tkan¢. Hlavnimi kroky systemického homingu,
podobné¢ jako u leukocyti, jsou: zachyceni a rolovani, aktivace, arest, transmigrace a migrace
(Sackstein, 2005).

Jiz na zac¢atku tohoto stoleti byla popsana fada komplikaci, které se objevuji béhem homingu
MSC (Barbash et al., 2003; Devine et al., 2001). Mezi nimi patii:

1) Nizka efektivita usazeni (engraftmentu) — po aplikaci se pouze malé ¢ast MSC uspésné
dostane do poskozeného mista, ajesté mensi pocet zde dlouhodobé setrva
(Devine et al., 2001);

2) Zachyceni v plicnim fec€isti — MSC maji, kvtli své velikosti a interakcim s endotelem,
tendenci se hromadit v plicnich kapilarach, coz snizuje jejich dostupnost v cilovych
tkanich (Wang et al., 2015);

3) Odpoveéd MSC na chemotaktické signaly a migracni schopnost nejsou tak robustni jako
u vyse uvedenych leukocytt (Shi et al., 2010).

Pritomnost MSC v cilové tkani v§ak vyvolava dalsi komplikace v podobé€ imunitniho systému
recipienta, ktery mize spustit bouflivou reakci na tyto bunky a jimi produkované molekuly.

U zrodu myslenky transplantace MSC, jako druhu bunééné terapie, hrala roli hypotéza, Ze
buiiky maji ,,imunitni privilegium®, které¢ jim dovoluje byt uvedeny do organismu recipienta
bez nasledného tzv. odmitnuti hostitelskym imunitnim systémem. Tento koncept by dovolil
masovou produkci MSC za velmi malého mnozstvi darcti. Nicmén¢, vétSina preklinicka data,
ktera podporovala tuto hypotézu, byla ziskand na mySich modelech za zkoumani u¢innosti
bun¢k se syngennim, tedy shodnym, hlavnim histokompatibilnim komplexem (MHC), coz
samo o sobé ¢ini odmitnuti cizorodych bunék malo pravdépodobnym.

Nasledn¢ bylo prokazano, ze MSC, stejn¢ jako vSechny somatické buiky, konstitutivné
produkuji molekuly MHC ttidy i (MHCI), a maji schopnost produkovat MHC tiidy II
(MHCII), pokud jsou vystaveny zanétlivym signadlim (jako je napf. interferon-y)
(Chan et al., 2008).

Dalsi poznatky ukazuji, Ze lidské mesenchymalni kmenové buiiky, které projdou replikativnim
vyCerpanim (tzv. senescenci), ztraceji ¢ast své schopnosti regulovat zanétlivé procesy
(Sepulveda et al., 2014), coz mlze vést ke snizeni jejich terapeutického potencialu.



Dalsim krokem v ptipravé MSC (pted aplikaci recipientovi) je kryoprezervace bunék, a jejich
rozmrazeni pred aplikaci. Mimo jiz diive zminénych komplikaci, mlize mit aplikace
bunék bezprostiedné po rozmrazeni niz§i terapeuticky ucinek nez aplikace buné€k, co
kryoprezervaci a ndslednému rozmrazeni nepodlehly.

Mimo imunitni odpovédi hostitele a negativniho vlivu kryoprezervace se dal$im problémem
mohou stat nepiiznivé podminky dlouhodobé bunécné kultivace. Pro buiiky péstované ve 2D
monovrstve s prebytkem O, v okoli, miiZze byt obtiZzné se adaptovat na hypoxické trojrozmérné
prostredi tkani, coz miize rovnéz ovlivnit jejich zivotaschopnost a schopnost homingu.

Je ziejmé, ze pro rozvoj MSC terapii je tfeba se vypotadat s vySe uvedenymi a mnoha dalSimi
vyzvami. Od pocatku vyzkumu terapeutickych ucinkt MSC bylo objeveno nékolik metod
optimalizace a modifikace stavu a funkci MSC. Mezi né€ patii, mimo jiné, in vitro priming
(preconditioning). Nasledujici text prace bude vénovan pravé tomuto tématu.

1.4.  Vyhody primingu MSC

Pro modulaci aktivity a funkci MSC byla vyvinuta fada strategii. Tyto strategie muzeme
rozdélit na dvé skupiny: intracelularni a extracelularni inzenyrstvi. Intraceluldrni inzenyrstvi
spoc¢iva v genetické modifikaci bunck. Principem extracelularniho inZenyrstvi je optimalizace
podminek, ve kterych je kultura péstovana. Plsobeni na bunécnou aktivitu prostfednictvim
vnéjsich faktoru poméha se vyhnout riziku, které predstavuje zdsah do genomu bunék, jez casto
vede k mutacim. Pro priming (licencovani, stimulaci) patfici do druhé skupiny byla vyvinuta
fada riznych metod. Nékteré druhy primingu, jako jsou napi. hypoxie a 3D kultivace, jsou
zaméfené na upravu kultivacniho prostfedi bunék tak aby napodobovalo pfirozené prostiedi
lidského organismu (omezeni ptistupu kysliku nebo trojrozmérny riist umoziuji MSC vytvaret
extracelularni matrix (ECM) a, poskytuji vétsi plochu pro adhezi a mezibunééné interakce), coz
snizuje stres a miru umrti bunék po aplikaci do organismu (Hu & Li, 2018; Noronha et al.,
2019)*. Jiné druhy primingu, jako je aplikace cytokinl nebo malych molekul, naopak piisobi na
buiiky s cilem spustit v nich specifické procesy (odpoveéd na zanét, zménu metabolickych drah,
aj.) (Hu & Li, 2018; Noronha Nc et al., 2019)*. Takovy zptsob primingu MSC dovoluje posileni
a modulaci jejich terapeutickych schopnosti pro konkrétni ucely.



2. Priming cytokiny

Interakce mezi riistovym faktorem a jeho receptory aktivuje signalni kaskadu, ktera signalizuje
ve prospéch pieziti bun¢k a jejich diferenciace, proto mize priming rastovymi faktory
a cytokiny ovlivnit hostitelskou tkan prostfednictvim parakrinnich/autokrinnich drah. MSC
sekretuji rizné trofické faktory a cytokiny s velkou diverzitou biologickych funkci, véetné

-----

(Prockop & Oh, 2012)*.

Dulezitou vlastnosti MSC pro terapii je, ze v podminkdch homeostdzy je hladina MHCII
a kostimula¢nich molekul (CD40, CD80, and CD86) velmi nizka, az nedetekovatelna
(Dominici et al., 2006). Existuje pfesvédceni, ze pravé diky tomu, za podminek homeostazy,
jsou bunky vhodné pro allogenni transplantaci. Vyskytuji se vSak rovnéz studie, které toto
ptesvédéeni zpochybnuji (Ankrum et al., 2014; Oliveira et al., 2017; Schu et al., 2012).

Za zanétlivych podminek, tzn. za pfitomnosti prozénétlivych cytokinli (napf. interferon-y
(IFN-y), faktoru nadorové nekrdzy o (TNF-a), interleukin-17 (IL-17) a interleukin-1f (IL-18))
dochazi k vyraznému zvyseni exprese geni pro MHCII a kostimulacni molekuly
(Shi et al., 2012)*. Bunky v takovém stavu jsou nazyvany aktivované/stimulované/primovangé,
a zustavaji vhodné pro pouziti v terapii diky tomu, ze efektivnéji potlacuji imunni odpovéd’
hostitele.

Vysledky riznych studii zabyvajicich se vlivem zanétlivych podminek, a to konkrétné
prozanétlivych cytokinli (IFN-y, IL-2 a TNF-a) na MSC si ponékud protifeci. Mnohé¢ studie,
ukazuji, Ze za terapeutickym u¢inkem MSC stoji zfejmé jejich schopnost imunosuprese, ktera
muze zvysit pravdépodobnost a dobu preziti graftu cizorodé tkané po transplantaci do
organismu hostitele (Bartholomew et al., 2002; Casiraghi et al., 2008; Huang et al., 2013).
V rozporu s témito studiemi, se vSak vyskytuji studie ukazujici opacné vysledky, kde MSC
vykézaly minimalni Gc¢inek, ktery nestacil k zabranéni odmitnuti $t€pu, nebo doslo pouze ke
kratkodobému zabranéni, po némz byl §té€p rovnéz odmitnut (Chabannes et al., 2007), n€kdy
mohl jejich uc¢inek dokonce k odmitnuti ptispét (Inoue et al., 2006).

P. Renner et al. ve svém vyzkumu na mySich srde¢nich transplantatech ukazal, Ze vysoké
hladiny cytokinii indukuji imunosupresivni u¢inky MSC. Nizké koncentrace cytokinli naopak
malo ovliviluji imunosupresivni vlastnosti bun€k, a mohou dokonce spustit opacné
(prozéanétlive) funkce MSC (Renner et al., 2009). Zvyseni produkce MHCII bunikami vyZaduje
nizkou koncentraci IFN-y (<25 pg/ml). V takovém stavu MSC jsou schopny posilnit imunitni
odpovéd’ spusténé adaptivni imunity (T-lymfocyty), coz mize podpofit odmitnuti cizorodé
tkan¢. Kdyz koncentrace IFN-y pfesahne 25 pg/ml, MSC potlacuji produkci MHCII, a vykazuji
imunosupresivni funkce (Chan et al., 2006).

V jiné studii W. Ling et al. ukazali, ze béhem zanéctu je produkce ligandu programované smrti
1 (PD-L1), indoleamin 2,3-dioxygenazy (IDO, enzym fidici metabolismus L-tryptofanu)
a interleukinu 6 (IL-6) v MSC siln€¢ zvySena (Ling et al., 2014). Kazdy z vySe uvedenych
proteinti ma imunomodulaéni funkci, které je souéasti kontroly imunitni odpovédi. Uéelem této
kontrolni reakce je zabranit autoimunnim poSkozeni nebo prevést zanét z akutni faze do
chronické, coz zeslabi imunni odpovéd'.



I za nepfitomnosti zanétlivych faktori vykazuji MSC nadéale imunoregulac¢ni vlastnosti,
konkrétné: zvySuji miru pteziti B-lymfocyti (Franquesa et al., 2015) a zabranuji spusténi
apoptozy T-lymfocyti (Normanton et al., 2014).

Z dostupnych studii Ize usoudit, ze U¢inky rtznych cytokini na MSC mohou byt velmi
ruznorodé, a v nékterych piipadech Gpln€é opacné. Z tohoto diivodu je dilezité mit dobry
prehled o mechanismech a disledcich stimulace MSC danym faktorem/cytokinem. Nasledujici
podkapitoly budou vénovany konkrétnim u¢inkiim, nejcastéji v praxi vyuzivanych cytokind.

2.1.  Priming pomoci interferonu y (IFN-y)

IFN-y hraje zésadni roli jak v pfirozené, tak v adaptivni imunitni odpovédi. Piirozené je
produkovan T-pomocnymi bunikami typu 1 (Thl), cytotoxickymi T-lymfocyty (CTL nebo
CD8+), NK bunikami (tzv Natural Killers, buiikky vrozené imunity, funkéné podobné
cytotoxickym T-lymfocytiim) a pfirozenymi lymfoidnimi bunikami (ILC). Biologické funkce
IFN-y zahrnuji antivirovou obranu, imunomodulaci a protinadorovou aktivitu, ato
prostfednictvim spousténi proteinovych signaliza¢nich kaskad, zacinajicich z povrchovym
proteinem INFGR (receptoru pro IFN-y). Mezi vysledné efekty téchto kaskad patii takové
procesy jako je napf. aktivace makrofagl, zvySeni produkce molekul MHC, a indukce
antimikrobialnich enzymt, naptiklad oxidu dusnatého (iNOS).

vvvvvv

Prvnim, kdo navrhl a prokazal moznost pouziti IFN-y pro priming MSC, byl M. Krampera
ajeho kolegové, jejichz vyzkum ukéazal, ze MSC maji antiprolifera¢ni u¢inek na buiiky
imunniho systému (hlavné T-lymfocyty a NK buiiky), ktery vSak nebyl spojen se zménami
v expresi aktivanich markert, indukci apoptozy, ani s modulaci aktivity regulatornich
T-lymfocytd (Treg). Imunosupresivni aktivita MSC nebyla podminéna pfimym bunéénym
kontaktem, ale vyzadovala pfitomnost IFN-y, produkovaného aktivovanymi CTL a NK
buiikami. Rovnéz B-lymfocyty, v reakci na IFN-y, ziskavaji zvySenou citlivost k inhibi¢nimu
pusobeni primovanych MSC. Mechanismy, jimiz MSC piimo ovliviiuji funkci B-lymfocyta,
dosud nejsou zcela objasnény. Pozorovany ucinek byl zprosttedkovan schopnosti IFN-y
indukovat v MSC expresi enzymu IDO, ktery nasledné potlacoval proliferaci aktivovanych T
a NK bunék (Krampera et al., 2006).

Dale tato studie ukézala, Ze k inhibici proliferace T-lymfocytd dochazi po tfech dnech od
pridani INF-y. Tyto vysledky naznacuji, ze pro navozeni imunosupresivniho uc¢inku MSC je
nezbytna vzajemnd interakce mezi MSC a cilovymi buitkami béhem pocatecni faze kultivace
(Krampera et al., 2006).

Pozd¢jsi studie také prokazaly, ze indukce exprese genu kodujiciho IDO v MSC pomoci INF-y
vede k fadé¢ dalSich zmén:

e Malé zvySeni produkce cyklooxigenazy (COX-1,2), coz je enzym zajiStujici syntézu
PGE2 z kyseliny arachidonové a nasledné zvyseni hladiny prostaglandinu-E2 (PGE2)
(English et al., 2007), ktery inhibuje proliferaci T-lymfocyti, indukuje syntézu IL-10
aredukuje progukci INF-a, IL-12, IL-1B, alL-8 (protizanétlivé cytokiny)
v makrofazich;

e Zvyseni produkce HGF, ktery podporuje angiogenezi (English et al., 2007);

¢ Indukce exprese genu pro transformujici ristovy faktor B (TGF-B) (English et al., 2007;
Ryan et al., 2007), ktery se spolecné s transkripénim faktorem FOxP3 podporuje

10



diferenciaci T-lymfocytu do Treg (Fu et al., 2004); a v kombinaci s I[L-6 a IL-21 se
podili na diferenciaci T-lymfocytt na Th17 (Kimura et al., 2007; Yang et al., 2008),
coz, v obou piipadech, vede k potlaceni zanétu, anebo dokonce k imunosupresi.

e ZvySeni produkce cytokinu CCL2, které nasledné potlacuje imunitni odpovéd’
zprostfedkovanou Th1, Th2 a Th17 lymfocyty (Rafei et al., 2009).

e Indukce expresse genu pro PD-L1 (nikoliv PD1 nebo PD-L2) (English et al., 2007),
ktery zptisobuje blokaci aktivace T-lymfocytu.

Vsechny zminéné procesy vedou k potlac¢eni zanétu a oslabeni imunitni odpovédi, coz ¢ini IDO
velmi i¢innym imunosupresivnim faktorem.

Nekteré studie vSak uvadi odlisnad data ohledné mnozstvi IL-10 (inhibitoru bunécné imunity)
detekovaného v kultute MSC po vystaveni plisobeni IFN-y. V nékterych studiich nebyla
pozorovana konstitutivni exprese genu zodpoveédného za produkei IL-10, a po stimulaci INF-y
dochazelo ke zmé&nam koncentrace proteinu (English et al., 2007; Krampera et al., 2003). Jiné
studie naopak uvadi zvySeni detekovaného IL-10 (Beyth et al., 2005; Rasmusson et al., 2005).
Pozdé&jsi studie ukazaly, ze priming IFN-y ma komplexni vliv na expresi a produkci IL-10.
C. Dunn a kolegové ve své studii prokézali, ze IFN-y vyznamné zvySuje expresi mRNA
koédujici IL-10 v MSC v zavislosti na davce a délce expozice INF-y. Nejvyssi nartst byl
pozorovan pii pusobeni 25 ng/ml IFN-y po dobu 48 hodin (Dunn et al., 2022). Navzdory
zvysené genoveé expresi, vSak zustava sekrece IL-10 do média/okoli nizka, az nedetekovatelna

v

(Burnham et al., 2023; Dunnetal., 2022). Pfi tom, nejsiln¢j$i imunosupresivni ucinky,

Cvwr

klicovym medidtorem imunomodulaénich funkci MSC stimulovanych INF-y.

Bylo prokéazano, Ze zvySena produkce IDO a PGE2 u MSC, pfedb&zné stimulovanych IFN-y,
pomaha buitkdm efektivnéji potlacovat aktivaci NK bunék, nez to délaji MSC, které nebyly
stimulovany. Parakrinni uc¢inek stimulovanych MSC zplisobuje inhibici syntézy IFN-y NK
buiikami a snizeni produkce aktiva¢niho ligandu NKG2D (ktery spousti cytotoxické funkce
NK bunék) na povrchu (Noone et al., 2013). Zabranéni aktivace NK bunék vede k zeslabeni
imunni odpovédi zprostfedkované vrozenou bunécnou imunitou.

Rada studii také uvadi, ze priming pomoci IFN-y piispiva ke zvyseni exprese genovych
komplexti HLA ttidy I (HLA-ABC) a Il (HLA-DR), které koduji proteiny pro MHCI a MHCIL.
Tento jev mlze zvySovat riziko odmitnuti pii alogenni transplantaci (English et al., 2007;
Noone et al., 2013; Rafei et al., 2009).

E. Szab6 a kolegové paraleln¢ studovali Sest monokultur MSC po stimulaci pomoci IFN-y
a TNF-a. Tyto buiiky byly piivodné izolovany z jedné mysi, ale vykazovaly siln¢€ heterogenni
aktivitu. Vyzkum ukézal, Ze po stimulaci bunék tyto rozdily v imunosupresivni aktivité
ruznych linii zanikaji, a inhibi¢ni u¢inky bunék se sjednoti (Szabd et al., 2015), coz poskytlo
hypoteticky podklad pro vyuziti INF-y za Gi€elem snizeni heterogenity expresniho profilu MSC.
Priming pomoci IFN-y tak umozZnil sjednoceni a snaZzis§ kontrolu 1 predikci vyslednych ucink.

Vroce 2017 byl publikovan odborny clanek, zcasti odhalujici genetickou podstatu
imunosupresivnich U¢inkli mySich MSC stimulovanych IFN-y (Vigo et al., 2017). Autofi
prokézali souvislost téchto ucinka s ¢asnou fosforylaci signdlniho transduktoru a aktivatoru
transkripce (STAT1/STAT3), a rovnéz s potlatenim aktivity mTOR dréhy. Vysledkem byla
zvysSend exprese genu zodpovédnych za imunoregulaci, a sniZzeni exprese genll spojenych
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s diferenciaci, proliferaci a kmenovosti. U lidskych MSC inhibice drdhy mTOR rovnéz zvySuje
jejich imunoregulaéni potencial (Vigo et al., 2017).

Pozoruhodné, ve studii z roku 2016 bylo dokézano, Ze stimulace IFN-y pied kryokonzervaci
MSC zlepsuje jejich imunoregulacni vlastnosti po rozmrazeni. Buiiky vykazovaly podobnou
schopnost inhibovat proliferaci T-lymfocyti a degranulaci (aktivaci) CTL prostfednictvim
sekrece IDO, jako pfed zmrazenim. Ve srovnani s nestimulovanymi, rozmrazené¢ MSC
stimulované IFN-y byly také méné nachylné k lyze hostitelskymi lymfocyty. Navzdory
pozitivnim uc¢inkiim na pfeziti bunék nebyla stimulace IFN-y schopna zvratit defekt homingu,
obvykle pozorovany po rozmrazeni (Chinnadurai et al., 2016).

V preklinickych studiich se tento typ primingu vyuziva hlavné pro 1écbu reakce Stépu proti
hostiteli, (tzn. graft-versus-host disease, GvHD), atozdivodu toho, Ze ve srovnani
s nestimulovanymi MSC, stimulace MSC pomoci INF-y vyrazné zvySuje miru preziti téchto
bunck (Polchert et al., 2008).

A. Burnham a kolegové (Burnham etal., 2023) ve svém vyzkumu prokazali, ze MSC
stimulované IFN-y mohou pfedstavovat u¢innéjsi imunomodula¢ni terapii u onemocnéni, kde
1ze lecbu cilit na T buiiky (napt. u GvHD) ve srovnani s MSC stimulovanymi TNF-a nebo
MSC, které nepodlehly zadné stimulaci. Tyto buiiky vSak stdle mohou ptedstavovat vhodnou

volbu pro terapii jinych patologickych stavi.

Souhrnem dosavadnich poznatkt 1ze konstatovat, ze priming MSC pomoci IFN-y ma nejvétsi
vliv na imunomodula¢ni schopnosti bun€k, konkrétné: inhibice proliferace (ptipadné
degranulaci) CTL a NK bunék a snizeni produkci jejich prozanétlivych cytokintl, coz vede
k potlaceni zan¢tu a imunosupresi. Tento typ primingu se jevi jako nejvic vhodna volba pro
terapii autoimunnich onemocnéni, zptisobenych T-lymfocyty nebo NK bunikami. Nicméné,
jelikoz po stimulaci INF-y hladina exprese HLA obou tiid stoupa, pii transplantaci bunék je
dilezité brat v potaz MHC kompatibilitu recipienta a darce.

2.2.  Priming pomoci faktoru nadorové nekrozy o (TNF-a)

TNF-a je prozanétlivy cytokin, ktery hraje klicovou roli v regulaci imunniho systému,
a odpovédi na zanét v jeho akutni fazi. Primarn€ je v organismu produkovan aktivovanymi
makrofagy, T-lymfocyty, NK bunikami a dal$imi imunitnimi buiikkami. TNF-a plsobi
prostfednictvim dvou specifickych receptorti, TNF receptor 1 (TNFR1) a TNF receptor 2
(TNFR2), ¢imz spousti riizné bunécné signalni drahy vedouci k preziti bunck, apoptdze nebo
zanétlivé odpovédi. Biologické ucinky TNF-a zahrnuji obranu proti infekcim a nadortm.
Porucha jeho produkce pfispiva k rozvoji mnoha autoimunitnich a zanétlivych onemocnéni,
jako je revmatoidni artritida, zdnétlivd onemocnéni stfev a psoriaza.

TNF-a je druhym nejéast&jsim cytokinem pouzivanym pro stimulaci MSC. Rada u¢ink®, které
ma priming pomoci TNF-a jsou podobné u¢inkiim IFN-y (PGE2, IDO, HGF, CD54, a MHCI),
ale jeho efekt je ve srovnani s IFN-y slabsi. Z tohoto divodu se TNF-a castéji pouziva
v kombinaci s jinymi cytokiny nebo i jinymi zptisoby primingu (Prasanna et al., 2010).

G. Ren akolegové ve své studii zkoumali pisobeni riiznych cytokind (jednotliveé
a kombinovan¢) na MSC, a nésledné jejich schopnost potlatovat proliferaci T-lymfocytt.
Vysledky ukézaly, Ze IFN-y je schopen inhibice pouze za ptitomnosti TNF-a, IL-1a nebo
IL-1B. Zaroven, TNF-a, IL-1a a IL-1f jsou vzdjemné zaménitelné a Zadny z nich samostatné
nemél vliv na proliferaci lymfocyti (Renetal.,, 2008). Navic, béhem vyzkumu bylo
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pozorovano, ze¢ kombinace téchto prozéanétlivych cytokinli zvySuje produkci chemokint
(CXCL9 a CXCL10), které¢ jsou zodpoveédné za atrakci imunitnich bun¢k, produkujicich
CXCR3+ receptory na povrchu (B a T-lymfocyty, dendritické bunc¢ky (DC) a NK)
(Peperzak et al., 2013; Ren et al., 2008). Tento jev umoznuje MSC efektivnéjsi komunikaci
s imunitnimi buiitkami skrze parakrinni faktory nebo pfimym kontaktem a navadéni vice
imunnich bunék mista zdnétu.

Mimo jiné, ukazalo se, Ze zvySeni produkce IDO pii primingu MCS pomoci obou IFN-y
a TNF-a podporuje specializaci monocytii na makrofagy typu M2 (CD14+/CD206+), které
sekretuji protizanétlivy cytokin IL-10. Takovym zptisobem M2 makrofagy inhibuji proliferaci
T-lymfocytil, coz ma imunosupresivni u¢inek (Frangois et al., 2012). Produkce IDO se snizuje
po rozmrazeni kryoprezervovanych bunék (Rovira Gonzalez et al., 2016). Nicméné, stimulace
MSC pomoci IFN-y a TNF-a indukuje piestavbu promotoru /D01, coz koreluje se zvySenim
acetylace histonu H3 na lysinu 9 (H3K9) soucasné¢ s redukci trimethylace H3K9. Pii
opakovaném vystaveni MSC plsobeni IFN-y tato modifikace chromatinu zlstava i po
kryoprezervaci, coz pomahé rychlému navratu hladiny /DOI mRNA po rozmrazeni bunék
(Rovira Gonzalez et al., 2016).

Nicméné, dilezitym faktorem je zde variabilita supresivnich u€¢inkl vici T-lymfocytim. MSC
puvodem od riiznych darci po primingu IFN-y a TNF-o takovouto variabilitu vykazuji,
a divodem je pravdépodobné variabilita miry zvySeni hladiny IDO (Frangois et al., 2012;
Szabd et al., 2015). Heterogenita G¢inkl stimulovanych MSC komplikuje predikci vysledku,
coz hraje negativni roli v kontextu terapie.

Jind studie demonstrovala, ze TNF-a v kombinaci s lipopolysacharidy (LPS) a hypoxii
stimuluje MSC k produkci cévniho endotelidlniho riistového faktoru (VEGF), fibroblastového
rastového faktoru 2 (FGF2), a insulin-like rastového faktoru 1 (IGF1, také somatomedin C)
(Crisostomo et al., 2008). Uvedené molekuly nasledné podporuji angiogenezi, rist fibroblasti,
a regeneraci okolnich tkani.

Shrneme-li vySe uvedené, dochdzime k zavéru, Ze priming MSC pomoci TNF-a je vyhodnéjsi
v kombinaci s jinymi cytokiny, proto je nej€astéji vyuzivan spolecné s IFN-y. TNF-a zesiluje
ucinky IFN-y, které byly uvedeny v ptedchozi podkapitole, tim, Ze zplisobuje atrakci lymfocytt
a zvySeni mnozstvi makrofagi, inhibujicich proliferaci bun€k adaptivni imunity.

2.3.  Priming pomoci interleukinu 17 (IL-17)

Dal8im, ¢asto pro priming MSC pouzivanym cytokinem, je interleukin 17 (IL-17). Tento
prozanétlivy cytokin hraje kliCcovou roli v obrané hostitele proti extracelularnim patogentim
a v patogenezi riznych zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni. Primarné je produkovan
specializovanou subpopulaci T bunék (Th17), ale také yo T bunkami, pfirozenymi lymfoidnimi
buikami a neutrofily. IL-17 plisobi prostiednictvim receptorového komplexu IL-17
(IL-17RA/IL-17RC), ktery nasledné aktivuje signalni drahy jako NF-kB a MAPK, vedouci
k produkei prozanétlivych medidtorti, véetné cytokinill, chemokinil a antimikrobialnich peptidt
(Chang & Dong, 2009)*. Jeho biologické funkce zahrnuji aktivaci neutrofilli, posileni imunitni
bariery a ptevod zanétu z akutni faze do chronické.

MSC maji na povrchu velké mnozstvi IL-17A (nejaktivnéjsi z izoforem IL-17) receptori, coz
dalo hypoteticky podklad moznosti stimulace bun¢k timto cytokinem. IL-17A je zndmy také
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tim, Ze funguje jako ristovy faktor MSC, plsobici pfes signalni kaskady AKT, ERK, MEK
a p38 (Park et al., 2005).

K. N. Sivanathan a jeho kolegové se v roce 2015 jako jedni z prvnich pokusili stimulovat MSC
pomoci IL-17 aukazali, Ze na rozdil od INF-y primingu, zde dochdzi ke zvySeni miry
proliferace bun€k, neménici pfi tom jejich morfologii nebo expresi povrchovych markeri
(napt. PD-L1). Navic, priming neovlivnil hladiny MHC I a I, coZ znamena, Ze MSC si po
vystaveni IL-17 zanechédvaji své hypoimunogenni schopnosti (malo aktivuji imunitu)
(Sivanathan et al., 2015). Studie také ukazala, Ze po stimulaci IL-17, podobné jako v piipade
INF-y, zainaji buiikky podporovat diferenciaci CD3+ T-lymfocytli na Treg (misto CTL).
Podminkami, potfebnymi pro pfeménu CD3+ T bunky na Treg, jsou juxtakrinni indukce
a vysoké hladiny TGF- B1 a PGE2. Zaroven po vystaveni IL-17 MSC zvysuji produkci IL-6,
bez toho, aby zménili hladinu IDO1, COX-1 nebo TGF-B1 (Baratellietal.,, 2005;
Chen et al., 2003; English et al., 2009).

Soucasné se zvySenim mnoZstvi Treg bun€k bylo pozorovdno snizeni hladiny IL-2, ato
v piipad¢ jak IL-17 stimulovanych, tak INF-y stimulovanych kulturdch. Regulatorni T bunky
neprodukuji IL-2, ale produkuji vysoké hladiny receptoru IL-2R (CD25), ktery je zodpovédny
za jejich preziti a indukci proliferace cytotoxickych T-lymfocytl (Sivanathan et al., 2015).
Timto zpusobem, tedy snizenim hladiny IL-2 v kultufe, MSC buiiky nepiimo inhibuji
proliferaci CTL.

Studie H. Huang a kolegl ukazala, ze priming IL-17 zpasobuje zvySeni migrace, motility
a diferenciace MSC do osteoblastii (Huang et al., 2009). Vysledky riiznych studii na toto téma
se vSak Casto velmi li$i. Studie, vyuZzivajici lidské MSC, uvadi, Ze IL-17 stimuluje osteogenni
a inhibuje adipogenni diferenciaci MSC prostiednictvim zvySené produkce IL-6 aIL-8
(Huang et al., 2009; Noh, 2012), které se ucastni procesu diferenciace (Shin et al., 2009).
Nicméné, vyzkum provadény na mySich modelech ukazuje opacné vysledky: priming IL-17
zpisobuje potlaceni osteogenni diferenciace MSC pomoci IkB kinazy a jaderného faktoru
kappa B (NFxB) (Chang et al., 2013). Co se ty¢e chondrogenni diferenciace, nasledna studie
ukazala, Ze priming inhibuje protein kindzu A (PAK), s ndslednym snizenim miry fosforylace
transkripéniho faktoru SOX9, ktery se ucastni formovani chrupavky. Takovym zptisobem bylo
prokézano, ze IL-17 inhibuje chondrogenni diferenciaci (Kondo etal., 2013). V rozporu
s uvedenymi priiklady studii na mySich modelech, kde IL-17 ovlivnil diferenciacni potencial
MSC, studie S. Mojsilovic a kolegli neprokéazala vliv IL-17 na diferenciaci mySich BM-MSC
(Mojsilovi€ et al., 2011). Kviili zdsadnim rozdilim ve vysledcich riznych védeckych skupin se
da posoudit, ze fenotypicky profil, funkciondlni heterogenita, diferenciacni potencial,
a odpovéd’ na zanétlivé podminky MSC, se v zavislosti na ptiivodu bunék (druh, darce, tkan)
velmi lisi.

IL-17 se Casto pouziva jako alternativa k INF-y primingu, protoze timto zpisobem primované
lidské MSC vykazuji velmi podobné imunosupresivni G€inky, a zaroven jsou hypoimunogeni
diky tomu, Ze produkuji niz§i hladiny MHCI all neZz po INF-y primingu
(Sivanathan et al., 2017). Navic, IL-17 umoziuje modulaci diferenciace MSC do bunék
specifickych typt tkani, coz opét zesiluje kontrolu nad vysledky a usnadiuje jejich predikci.

2.4. Kombinace cytokinli

V soucasnosti se stavd ¢im dal tim popularnéjsi strategii primingu kombinace nékolika
cytokintl, coz zvysuje efektivitu primingu, a snizuje variabilitu vysledkd mezi riznymi darci.
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Nejcastéjsi kombinaci je IFN-y a TNF-q, jejichZ ucinky byly popsany v piedchozi kapitole
(kapitola ,,Priming pomoci tumor nekrotického faktoru o (TNF-a)*). Casto se ale piidavaji
1dalsi cytokiny a farmakologické latky, a to naptfiklad IL-1B ¢i lipopolysacharidy (LPS),
curcumin a dal$i (Noronha et al., 2019).

Kombinace IFN-y, TNF-a a IL-1p je velmi efektivni, protoze kombinuje, a zaroven posiluje,
efekty kazdého z jednotlivych cytokint diky aktivaci vét§iho mnozstvi signalnich drah. IFN-y
primarné aktivuje STAT1 a dradhu JAK-STAT (Darnell et al., 1994), ¢imz zvySuje hladinu
CXCLI10 (také znamy jako interferon gamma-induced protein 10) a IDO1 (Meisel et al., 2004;
Peperzak et al., 2013). TNF-a a IL-1f zase spoustéji signalizaci NF-kB a MAPK, ¢imz zesiluji
produkci IL-6, COX2 a CCL2 (Hess etal., 2009; Wang et al., 2006). ZvySenim hladiny
imunosupresivnich faktort, jako jsou IDO1, COX2, PD-L1, a PD-L2 buiiky inhibuji aktivaci
CTL a podporuji tvorbu Treg. (Augello et al., 2005; Meisel et al., 2004), coz vede k potlaceni
imunitni odpovédi. Navic, po kratkodobém primingu témito cytokiny, byl prokdzan vliv jejich
kombinace na ddrcem podminénou heterogenitu genové exprese a syntézy proteintt v MSC
(Valencia et al., 2025).

Pfi studiu vlivu kombinace rtiznych cytokini na diferenciaci MSC dochézi ke rozliSnym
pozorovanim a vysledkim. Studie K.M. Fawzy El-Sayeda a kolegii ukazala, Ze po primingu
TNF-o (10 ng/ml), IFN-y (100 ng/ml), a IL-1B (1 ng/ml) se hladina ranych osteogennich
markerti (RUNX2, ALPL) signifikantné¢ snizuje, kdeZto hladina pozd&jsich osteogenni markerti
(COL1A1, OCN) ztstava beze zmény (Fawzy El-Sayed et al., 2020). Néktetfi autofi naopak
prokazali, ze IL-1P a TNF-a potlacuji osteogenni (Lacey et al., 2009; Rogulska et al., 2025)
a adipogenni diferenciaci (Sullivan et al., 2014) BM-MSC. Déle n¢kolik studii, v€etné studie
M. Duijvesteina et al. a J. Valencia et al., uvadi, ze diferencia¢ni potencial BM-MSC smérem k
osteoblastiim, adipocytlim a chondroblastiim zlstava po primingu témito cytokiny neménnym
(Duijvestein et al., 2011; Valencia et al., 2025).
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3. Priming 3D kultivaci ve sféroidech

Historicky byly MSC po izolaci z tkani udrzovéany zpravidla ve form¢ adherentni monovrstvy
v kultivaéni lahvi. Pozdéji vSak bylo pozorovano, Ze kolonii bun¢k maji tendenci tvofit pelety
(Johnstone et al., 1998), a Ze centrifugace bun€k zptisobuje formovani malych shluki a vétSich
agregatll, coz vyrazné ovliviiuje jejich vysledné charakteristiky (Arufe et al., 2009; Bartosh et
al., 2010).

V dnesni dobé je vSak popularni, z technického hlediska relativné jednoducha alternativa, ktera
zaroven zesiluje terapeutické ucinky MSC, a to — kultivace ve formée sféroidi. Pocatky metody
kultivace bun¢k ve 3D sférach mtizeme sledovat jiz v prvni poloviné XX. stoleti, kdy byla
uspésné vyuzivana pro kultivaci embryondlnich a nddorovych bunék, pro ucely zkoumdani
morfologie/organogeneze, malignity, aefekti riznych terapeutik proti ndadortim
(Mueller-Klieser, 1997).

Vyskytuje se n€kolik metod ptipravy 3D kultur z Zivych bunék. V ptipadé MSC jsou nejcastéji
vyuzivané nasledujici metody:

1) Metoda visici kapky (tzv. hanging drop metoda) — je tradi¢ni technika, pfi které je mala
kapka bunécné kultury, obvykle o objemu 10-30 pl, zavéSena ze stiedu kryciho
sklicka/vicka do Petriho misky naplnéné roztokem (napt PBS) (Foty, 2011). Bunky
formuji sféru na spodni ¢asti kapky piisobenim gravitacnich sil.

2) Metoda kapalného prekryvu (tzv. liquid overlay metoda) je technika kultivace na
neadhezivnich povrSich, vyuZzivajici destiCky s jamkami. Dna téchto jamek jsou ve
tvaru U a jejich povrch je potazen malo adhezivni latkou, jako je naptiklad agardza.
Podobné jako v predchozi metodé, bunky se vlivem gravitace postupné shlukuji,
a nasledn¢ formuji sféroidy (Costa et al., 2018; Yuhas et al., 1977).

3) Metoda rotujici se lahve (tzv. spinner flask metoda) spoc¢iva v neustalé rotaci a michani
média s buitkami, coz zabranuje adhezi, a zvySuje pravdépodobnost interakci mezi
nimi. Tato technika je vhodna pro velkoobjemovou produkci, ale vyzaduje peclivou
kontrolu odstiedivych sil, aby nedoslo k poskozeni bun¢k (Yang et al., 2022).

4) Metoda agitace/otfesu (tzv. shaking culture) pouziva podobnou neadhezivni Upravu
povrcht kultivacnich nadob jako liquid overalay, tyto nadoby jsou vSak vystaveny
kontinudlnimu otfesu tiepackou. Otfes podporuje tvorbu sféroidi a zachovava jejich
3D strukturu (Niibe et al., 2020).

5) Dalsi metody pro kultivaci sféroidi jsou zaloZeny na vyuZiti scaffoldfi. K jejich vyrobé
jsou vyuzivany biomateridly, jako jsou napft. hydrogely nebo chitosanové membrany
pro agregaci bunék. Tyto materidly pomadhaji tvorbé sféroidi tim, Ze poskytuji
strukturni podporu (Laschke et al., 2013; Miyagawa et al., 2011). Material, ze kterého
je scaffold vytvoren, miize také vyznamné ovliviiovat charakteristiky MSC
(Petrenko et al., 2017), coz by mélo byt vzato v potaz pii planovani pokusu a nasledném
hodnoceni vysledkii.

Hlavnimi vyhodami trojdimenzionalni kultivace ptfed dvoudimenzionalni je zvétSeni plochy
pfimého kontaktu mezi bunkami, a bliz§i podobnost kultivacnich podminek s pfirozenym
mikroprostiedim tkani in vivo. Kratkodoba kultivace bunék ve 3D kultute nezplisobuje vyrazné
zmeény v expresi povrchovych markerii, mnoho védeckych skupin vSak poukazalo na podstatné
zmény ve schopnosti adheze MSC bunék (Potapova et al., 2008; Ryang et al., 2009), v jejich
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protizanétlivych a angiogennich ucincich (Bartosh etal., 2010; Bhangetal., 2012;
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Potapova et al., 2007), kmenovosti (Guo et al., 2014), a také jejich viabilité po aplikaci do
organismu recipienta (Bhang et al., 2012; Lee et al., 2009; Zhang et al., 2012) (Obr.1).

V dnesni dobé je zndmo, Ze ve srovnani s buikami kultivovanymi v monovrstvé, lidské MSC,
kratkodob€ kultivované ve formé sféroidi maji zvySenou expresi genu CXCR4
(Potapova et al., 2008), ktery podporuje jejich schopnost adheze na endotelidlni bunky,
a zaroven vykazuji sniZzenou hladinu transmembranového proteinu PODXL (Ryang et al.,
2009), ktery ma antiadhezivni vlastnosti diky svému siln€ negativnimu naboji. Ve vysledku
maji bunky lepsi adhezivni schopnosti, coz podporuje jejich migraéni schopnost (homing).

I. Potapova a kolegové provedli vyzkum, ve kterém srovnali obsah média odebran¢ho z MSC
kultivovanych v monovrstvé s témi, co byly kultivovany ve sférdch. Pomoci kvantitativni
analyzy bylo zjiSténo, ze koncentrace angiogeninu (ANG), fibroblastického riistového faktoru
2 (FGF-2), Angiopoetinu 2 (ANGPT-2), VEGF, procathepsinu B, IL-11, akostniho
morfogenetického proteinu 2 (BMP2) byly 5-20krat vyssi v sféroidni kultufe, nez v adhezivni
(Potapova et al., 2007). Vysledky potvrdily hypotézu, Ze MSC jsou trofickymi mediatory pro
endotelialni bunky, a prokédzaly, ze bunky kultivované ve sféroidech jsou v tomto sméru
efektivnéjsi.

Nékolik nasledné zjisténych rozdili mezi buitkami kultivovanymi
ve dvou- a trojdimenzionélnich kulturach mély velky vyznam pro potencial terapeutického
vyuziti lidskych MSC primovanych kultivaci ve sféroidech. Ve studii T. Bartosh a kolegli
indukovatelného nadorovym nekrotickym faktorem (TSG-6) byla vyssi, nez byla dfive
pozorovana pii kultivaci MSC stimulovanych TNF-a (Lee etal.,, 2009). Rovnéz byla
detekovana zvySend exprese genu pro stanniocalcin-1 (STC-1) (Bartosh et al., 2010), proteinu
Hladiny obou proteinti (TSG-6 a STC-1) ziistavaly zvySené po dobu nejméné 24 hodin po
disociaci bunék ze sféroidnich struktur. Tyto vysledky ukazuji, ze ve srovnani s MSC
kultivovanymi v adherentnich podminkach, mohou jak sféroidy, tak z nich odvozené MSC
vykazovat vyssi i€innost v modulaci zanétlivych odpovédi. Tato hypotéza byla dale podpotfena
experimentalnim zjisténim, ze sféroidy, a znich odvozené MSC efektivnéji inhibovaly
produkci TNF-a aktivovanymi makrofagy v in vitro podminkach (Bartosh et al., 2010).

Narozdil od vySe zminénych proteinil, méfeni hladiny jednoho z klic¢ovych imunosupresord,
IDO, vSak neukdzalo z4dné podstatné zmény ve srovndni se 2D kulturami
(Zimmermann & Mcdevitt, 2014).

I. S. Park a kolegové provedli lokalni injekci AT-MSC do svalli mysi, trpicich na ischemii
a ¢asteCnou nekrézu tkani koncetin. MSC kultivované ve formé 3D kultury byly predbézné
pozorovany in vitro, coz vedlo ke zjisténi, ze béhem tii dni zacinaji bunky vyluCovat
angiogenni faktory (VEGF, IL-8), a pfeméiovat se na cévni buiiky. Nasledn¢ byly MSC
uvedeny do dvou skupin mysi, pfi€emz prvni skupina dostala klasicky kultivované AT-MSC, a
druhé skupiné uvedli do organismu 3D kultivované bunky. V prvni skupiné bylo pozorovano
zpomaleni nekrotickych procest, avSak u 50 % mysi doslo ke ztrate koncetin béhem
nasledujicich 28 dni. V druhé skupiné rovnéz bylo detekovdno zpomaleni nekrotickych
procesti, a nasledné navic doslo k caste¢né regeneraci vaskularizace, coz zabranilo ztraté
koncetin u 89 % jedinct (Park et al., 2014). Jedna se o prvni studii, kterd demonstrovala pfimou
vaskularizaci pomoci MSC kultivovanych ve sféroidech v ischemickém zvifecim modelu, a
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oteviela tim nové teoretické moznosti vyuziti téchto bunék v 1€€bé nemoci kardiovaskularniho
sytému.

Zvlastni pozornost si zaslouzi vyzkum J. Frithe a kolegii, ktefi kultivovali MSC pomoci
spinning flask metody a rotac¢niho bioreaktoru, a prokazali, Ze v bunkéach sféroidi byly
produkovany vysoké hladiny tumor supresorového proteinu IL-24 (Frith et al., 2009). Dale
bylo zjisténo, Ze sféroidy MSC, pfipravené za optimalizovanych podminek pro produkci
TSG-6, vykazovaly rovnéZ vysoké hladiny transkripti pro TRAIL protein, selektivné
indukujici apoptozu u nekterych nadorovych bun¢k (Bartosh et al., 2010; Mellier et al., 2010),
a pro CDS82, ktery potlacuje metastatické Sifeni nékterych typl rakovinnych bunéck
(Bartosh et al., 2010). Tyto vysledky naznacuji, Ze sféroidy a z nich odvozené MSC mohou byt
zvlasté ucinné jako adjuvantni terapie pro nékteré typy nadorovych onemocnéni, zejména pro
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R. Lee a kolegové uvadi, Ze dalsi vyhodou 3D primingu je velikost MSC, ktera je pii tomto
zpusobu kultivace bunék ctytikrat mensi nez v adherentnich kulturach. Z tohoto zjisténi lze
usoudit, ze po intravendzni injekci existuje nizs$i pravdépodobnost zachyceni (zastaveni)
velkého poctu téchto malych bunék v plicich. Tento disledek 3D primingu tedy znamena, ze
buiiky v hojnéjSim poctu dorazi do cilovych tkéni (Lee et al., 2009; Ryang et al., 2009).
Vyskytuji vSak dalsi faktory, které maji vliv na preziti buné€k, jelikoz MSC kultivované ve
sférach maji mnohem niz§i miru apoptoézy ve srovnani s klasicky kultivovanymi MSC (v 2D
kultufe). Prvnim znich je zvySend produkce hypoxia-inducibilniho faktoru (HIF)-1/2a
a manganasy superoxid dismutasy (MnSOD), které snizuji riziko spusténi apoptozy zptisobené
oxidativnim stresem (Zhangetal., 2012). Druhym faktorem je narGst hladiny
antiapoptotického  proteinu ~ BCL-2  apokles hladiny  proapoptotického  Bax
(Bhang et al., 2012).

Dalsim dualezitym nasledkem 3D kultivace jsou zmény v multipotenci, neboli
tzv. ,.,kmenovosti“ MSC. Bunky dlouhodobé pé€stované v monovrstvé vykazuji znamky starnuti
a spontanni diferenciace (zvétSeni velikosti bunék a exprese osteogennich a adipogennich
gentl), hor$i schopnost tzv. buné¢ného traffickingu a homingu, sniZzeni produkce parakrinnich
faktort a pokles efektivity obnovy tkani. (Krampera et al., 2005; Li et al., 2011; Wu & Zhao,
2012)*. Takové zmény mohou byt kritické z hlediska terapeutického vyuziti a klinické
relevance MSC.

L. Guo a kolegové ve své studii ukazali, ze kratkodoba (dva az tfi dny) kultivace MSC ve
sféroidech mtZe u bunék zpiisobit navraceni jejich multipotence a zménu jejich epigenetického
profilu (Guo et al., 2014). Nartst mnozstvi MSC klonti byl pozorovan ihned po disociaci bunek
ze sféroida. Autofi uvadi, Ze naméftili zvySenou hladinu exprese genti pluripotence — Oct4, Sox2
a Nanog, stejn¢ jako genu kddujiciho protein telomerasova reverzni transkriptaza (TERT),
ktery umoznuje prubéh vétsSiho mnozstvi bunéénych cykli, aniz by dochéazelo k senescenci
bun¢k. Bylo také pozorovano, Ze zmény genové exprese jsou podminény hlavné
epigenetickymi faktory, jmenovité miRNA a acetylaci histonu H3K9. Rada studii uvadi, Ze
miRNA hraji podstatnou roli v multipotenci a diferencia¢nich schopnostech bunék (Guo et al.,
2011; Xu et al., 2009). V ptipad¢ studie L. Guo bylo prokdzano navySeni mnozstvi miRNA
(miR-489, miR-370 a miR-433), zodpovédnych pravé za multipotenci a pievedeni dospélych
MSC do klidového stavu (tzv. quiescence), a naopak snizené mnozstvi miRNA, pfispivajicich
k bunééné diferenciaci (miR-7, miR-21 a miR-24) (Guoetal., 2011). Dale také bunky
vykazovaly zvySeny neuralni diferenciacni potencial, a to za zachovani schopnosti osteogeneze

18



a adipogeneze (Guo et al., 2014), coz miiZe vyrazné rozsitit potencial MSC pro vyuZiti v terapii
neurologickych onemocnéni.

V roce 2010 se také ukazalo, Ze sféroidy AT-MSC Ize pouzit pro 1écbu dermalnich ran. Amos
a kolegové provedli studii na diabetickém mySim modelu charakterizovanym deficitem
leptinového receptoru. Knock-out genu pro leptinovy receptor zplisobuje dysfunkci fady
enzymatickych kaskad, vedouci k vytvoreni a ndslednému setrvani diabetickych dermalnich
ran. Ve srovnani se skupinami, kterym bylo uvedeno do organismu specificky pocet MSC
predbézné disociovanych ze sféroidi, byla u skupin, kde byly bunky ve stejnym po¢tuuvedeny
do organismu ve formé sféroidii, pozorovdna vyznamné vyssi rychlost hojeni ran. Autofi
prokézali, ze sféroidy MSC produkovaly vyrazné vétsi mnozstvi proteini ECM, vcetné
tenascinu C, kolagenu VI alfa 3 a fibronektinu (Amos et al., 2010), coz pfispé€lo k rychlejsimu
zahojeni dermalnich ran.

* Zlepseni adhezivnich schopnosti
* Protizanétlivé ucinky

* Angiogenni ucinky

* Zvyseni diferenciacniho potencialu
* Zvyseni viability

Obriazek 1. Vliv kratkodobé kultivace ve sféroidech na mesenchymalni stromalni buiiky. Zkratky: ANG
angiogenin, F'GF fibroblasticky rastovy faktr, ANGPT-2 angiopoietin-2, VEGF vaskularni endotelialni ristovy
faktor, /L interleukin, BMP2 kostni morfogeneticky protein-2, 7SG-6 protein genu 6 indosovatelny nadorovym
nekrotickym faktorem, STC-1 stanniocalcin-1, TRAIL ligand indukujici apoptdzu ptibuzny faktoru nadorové
nekrézy, BCL-2 B-cell lymfom 2, HIF rustovy faktor hepatocytti, MnSOD manganasa superoxid dismutasa.
Created with BioRender.com.

3D priming MSC piedstavuje inovativni piistup ke zlepSeni jejich terapeutickych vlastnosti.
Kultivace MSC ve sféroidech nejen napodobuje pfirozené mikroprostiedi tkani, ale 1 vyznamné
ovlivilyje jejich charakteristiky, v€etné produkce ruznych parakrinnich faktort, adhezivnich
schopnosti, a v neposledni fadé také viability po aplikaci do organismu. Bylo prokazano, ze 3D
priming zvysuje expresi protizanétlivych a angiogennich faktori, zlepSuje odolnost bunék viici
stresovym podminkdam, a mize dokonce vést k obnoveni jejich multipotence. VysSe zminéné
zmény mohou hrét kli¢ovou roli v klinickém vyuziti MSC pro regenerativni medicinu, 1é¢bu
zanétlivych onemocnéni, a dokonce i onkoterapii. Piestoze 3D kultivace pfinasi fadu vyhod, je
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zapottebi dalsitho vyzkumu k optimalizaci podminek kultivace, a porozuméni molekularnim
mechanismim, které vedou ke zlepseni terapeutickych vlastnosti MSC.

4. Porovnani primingu MSC cytokiny a 3D kultivaci

Pro porovnani dvou metod primingu je potieba uvést shrnuti klicovych informaci spojenych
s kazdou z nich.

4.1. Priming cytokiny shrnuti

Priming cytokiny se zaklada na vystaveni MSC protizanétlivym molekuldm. Hlavnim cilem je
aktivace urCit¢ imunomodula¢ni drahy v MSC napodobenim zé&nétlivého mikroprostiedi.
Stimulace vyvolava hluboké transkriptomické zmény, které vedou ke zvySené expresi
imunomodula¢nich molekul, coz se promita do zesilenych parakrinnich signali a jejich u¢inka,
a imunomodulace, zprostfedkované pfimym bunéénym kontaktem (Hu & Li, 2018;
Noronha et al., 2019)*. Takovym zptisobem jsou MSC schopné ovliviiovat fadu bunék adaptivni
(rizné typy T-lymfocytl, nékdy se uvadi i B-lymfocyty) avrozené (DC, NK bunky,
Makrofagy) imunity (viz kapitola ,,Priming cytokiny*). Uginky riznych p¥idavanych cytokintl,
stejné jako jejich ddvkovani, mohou na imunitni systém piisobit odliSn€, coz rozsifuje potencial
vyuziti této metody. At uz dochazi k podpote imunitni odpovédi, nebo k jejimu potlaceni, oba
vysledky pfedstavuji formu imunomodula¢niho terapeutického efektu.

Mimo piimého ovlivnéni imunitniho systému ma priming cytokiny dalsi vyznamnou vyhodu, a
to snizeni heterogenity mezi jednotlivymi darci (Szabd et al., 2015; Valencia et al., 2025).

Konzistentnéj§i imunomodulacni aktivita vede ke sjednoceni vysledki, a je klicova pro
zlepseni reprodukovatelnosti a presnéjsi predikei vysledka v klinickych aplikacich.

Terapeutické uc¢inky MSC po primingu cytokiny pfetrvavaji v Case, a zlstavaji aktivni 1 po
sekunddrnich zdnétlivych stimulech (Chinnadurai et al., 2016; Herger et al., 2024). Tato
perzistence terapeutickych G¢inkl bunék naznacuje, Ze funkéni zmény vyvolané cytokinovym
primingem nejsou pouze prechodné, ale pfedstavuji stabilni fenotypovy posun, ktery muiize
poskytnout dlouhodobé terapeutické piinosy pii 1é€bé zanétlivych onemocnéni
charakterizovanych opakujicimi se vzplanutimi.

Kromé vySe uvedeného, priming cytokiny vétSinou nezpusobuje velké zmény diferenciacniho
potencialu, imunofenotypu, ani viability MSC, ¢imz zachovava jejich zakladni vlastnosti
a zaroven posiluje jejich terapeutické funkce.

Vyse zminéné efekty ¢ini priming cytokiny vhodnym pro 1é€bu onemocnéni spojenych
s imunitnim systémem (autoimunni onemocnéni, GvHD aj.), nebo v piipadé opakujicich se
vzplanuti. Kromé toho, MSC stimulované cytokiny mohou také podporovat imunitni systém
v ptipad¢ jeho oslabeni.

4.2.  Priming 3D kultivaci shrnuti

Priming MSC pomoci 3D kultivace ve sféroidech, ma za cil vytvofeni mikroprostiedi
napodobujiciho ptirozené in vivo podminky a timto zptisobem snizit stres, kterému budou MSC
vystaveny po uvedeni do organismu recipienta (Hu & Li, 2018; Noronha et al., 2019)*. Na
rozdil od tradi¢nich 2D kultur, trojrozmérné prosttedi umoziuje ptirozenéj$i bunééné interakce
a produkci extracelularni matrix. Takové usporadani posiluje bunééné komunikacni sité, ¢imz
zlepsuje terapeutické vysledky jak mechanickymi, tak biochemickymi mechanismy.
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3D priming také posiluje imunomodulaéni vlastnosti MSC, avSak prostfednictvim odliSnych
mechanismu, nez cytokinova stimulace (Bartosh et al., 2010). 3D prostiedi vytvaii podminky
podporujici neustalou mezibunéénou komunikaci, coz vede k udrzeni regulacnich funkce.
Imunomodulace vSak neni tak vyrazna jako v ptipadé cytokinli a neni hlavni vyhodou metody.

Jak jiz bylo zminéno diive, 3D kultivace zplisobuje zlepSeni adhezivnich (Potapova et al.,
2008; Ryangetal.,, 2009), angiogennich (Bhangetal., 2012; Potapovaetal.,, 2007)
aregeneracnich (Amos etal., 2010) schopnosti bunck, obnovuje jejich potenci
(Guo et al., 2014), avyrazné¢ zvySuje viabilitu (Bhangetal.,, 2012; Leeetal, 2009;
Zhang et al., 2012). Takové spektrum uUCinkl rozSifuje potencidl jejich vyuziti v oblasti
tkatiového inzenyrstvi a regenerativni mediciny nad ramec samotné imunomodulace. Rada
studii také uvadi efektivitu MSC péstovanych ve sféroidech v 1é¢bé nddorovych onemocnéni
(Frith et al., 2009).

Ptesto, Ze existuje n€kolik vyhod 3D primingu, setrvani jeho u¢inkl se zda byt vice zavislé na
zachovani fyzického trojrozmérného prostfedi, nez na konkrétnich molekuldrnich zménach
(Herger et al., 2024). To naznacuje, ze samotna 3D struktura poskytuje trvalé stimuly, které
udrzuji vylepSeny funkéni stav MSC.

Shrnutim vySe predlozeného lze dojit k zaveéru, ze 3D priming MSC mé vyuziti hlavné
v regenerativni medicing, tkdniovém inzenyrstvi, a vykazuje perspektivu pro protinadorovou
terapii. Imunosupresivni u€inky a zlepSeni preziti a homingu bunék ¢ini 3D kultivaci MSC také
vhodnou metodou primingu pro bunécnou 1écbu GvHD.

4.3. Komplementarni G€inky primingu

A B
& : ™

Jednobunééna suspenze

Potlagenl aktivace NK

bunék . Z\gjéenl’ miry proliferace
Inhibice proliferace CD3+ MSC

Indukce diferenciace * Indukce diferenciace
CD3+ na Treg CD3+ na Treg

Podpora angiogeneze + Inhibice proliferace CTL
Sjednoceni vysledka

Zlepseni adhezivnich schopnosti
Protizanétlivé uginky

Angiogenni ucinky

Zvyseni diferenciaéniho potencialu
Zvyseni viability

» Atrakce DC, NK, B a T lymfocytd

* Indukce diferenciace monocytl na
M2 makrofagy

* Inhibice CTL

* o o e @

Obrazek 2. A — Vyhody primingu cytokiny, B — vyhody primingu 3D kultivace ve sféroidech. Zkratky: /FN-y interferon v,
TNF-a faktor nadorové nekrdzy o, [L- 17 interleukin-17, NK natural killer, CD3+ prekurzory cytotoxickych T-lymfocytt, Treg
T regulatorni lymfocyty, DC dendritické buiiky, CTL cytotoxické T-lymfocyty. Created with BioRender.com.

Rozdilné mechanismy zapojené do cytokinového a 3D pimingu (Obr. 2) naznacuji jejich
potencidlni komplementdrni ucinky. Zatimco priming cytokiny vynikd ve zlepSovéni
imunomodulacnich funkci a sniZovani variability mezi darci, 3D priming poskytuje lepsi
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viabilitu, homing, a zachovani diferencia¢niho potencidlu bun¢k. Tato komplementarita otevira
moznost kombinovanych ptistupii, které by mohly pfinést synergické vyhody pro specifické
terapeutické aplikace.

5. Zavér
Vybér mezi dvéma piistupy primingu (cytokiny, 3D kultivace) by mél byt fizen specifickymi
terapeutickymi cili, konkrétnim onemocnénim, a praktickymi aspekty klinické implementace.

Budouci vyzkum by mél prozkoumat moznosti kombinovanych piistupt, které by mohly
maximalizovat terapeuticky potencidl MSC v Sirokém spektru klinickych aplikaci.
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