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Abstrakt

Vyskum mezenchymovych kmenovych/stromalnych buniek
(MSCs) a ich sekretému v poslednych desiatich rokoch viedol
k vieobecnému zaveru, Ze MSC-sekretém mad Specificky
regenerany Gcinok. V zdvislosti od druhu buniek, z ktorych
sekretém pochddza, obsahuje extrabunkové vezikuly ~ exozé-
my a paletu cytokinov, chemokinoy, rastovych faktorov a inych
biologicky aktivnych latok. V prehfadovom ¢lanku sa snaZime
poukazat na imunoregulacné a hojivé mechanizmy indukova-
né MSC-exozémami veddcimi k regenerdcii tkaniv pri jednot-
livych ochoreniach. Pocetné klinické Stidie naznacuju, Ze ex-
trabunkové vezikuly vylu¢ované mezechymovymi stromdlnymi
bunkami pomdhaju pri terapeutickom rieSeni ochoreni, ktoré
doteraz nemaji dostato¢ne Gcinnd Standardnd liecbu. Napriek
mnohym celosvetovym §tididm je klinickd regeneracnd liecba
stdle v experimentdlnom §tadiu. Pri¢ina je v komplexnosti sa-
motného problému, finanénej ndro¢nosti, vo velkej heteroge-
nite realizovanych 3tddii a v regulaénych pravidlach, ktoré sa v
jednotlivych krajindch extrémne li3ia (obr. 1, lit. 54). Text v PDF
www.lekarsky.herba,sk.

KLUCOVE SLOVA: mezenchymové kmeriové/stromdine
bunky, extrabunkové vezikuly - exozémy, regeneracnd medi-
cina, autoimunitné ochorenia, hojenie ran, omladzovanie, na-
dorovy tropizmus, klinické vyuZitie.
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Abstract

Research on mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) and
their secretome in the last ten years has led to the general
conclusion that the MSC-secretome has a specific regenerative
effect. Depending on the type of cells from which the secre-
tome originates, it contains extracellular vesicles - exosomes
and a range of cytokines, chemokines, growth factors and
other biologically active substances. In the review article, we
try to point out the immunoregulatory and healing mecha-
nisms induced by MSC-exosomes, leading to tissue regenera-
tion in individual diseases. Numerous clinical studies indicate
that extracellular vesicles secreted by mesenchymal stromal
cells help in the therapeutic solution of diseases that up to now
do not have sufficiently effective standard treatment. Despite
many worldwide studies, clinical regenerative treatment is still
in the experimental stage. The reason lies in the complexity of
the problem itself, the financial demands, the great heteroge-
neity of the studies carried out, and the regulatory rules, which
differ extremely in individual countries (Fig. 1, Ref. 54). Text
in PDF www.lekarsky.herba.sk..
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Uvod
Zdklad pre regenera¢nli medicinu vo forme terapie
bunkami polozil pred 46 rokmi Friedenstein so spolu-
pracovnikmi, ked' izoloval z kostnej drene mezenchymo-
vé kmeriové bunky (MSCs) - morfologicky fibroblasto-
idné bunky s vysokou proliferacnou aktivitou a
adherenciou k plastu (1). Boli oznacené ako kmeriové

bunky, lebo sa daju in vitro indukovat k diferencidcii na
cely rad 3pecializovanych buniek, ako si osteocyty,
chondrocyty, adipocyty. MozZno ich in vitro transdiferen-
covat na bunky neurogénne, svalové, kardiocyty, bunky
steny ciev a iné vysokospecializované bunky. Prdve tieto
vlastnosti spolu s adherenciou na plast, expresiou CD13,
CD29, CD44, CD63, CD73, CD30 a CD105 na ich po-
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vrchu, ako aj nepritomnosfou hematopoetickych marke-
rov CD14, CD31, CD45 a CD144, sia zakladom
medzindrodne schvalenych kritérii, ktoré ich charakteri-
zuju (2). Neskorsi vyskum dospel k zdveru, Ze to nie si
skutocné kmernové bunky lebo nevedia tvorit vietky
druhy tkaniv. MSCs s sicasfou strémy mnohych tkaniv,
a preto sa v literatlre oznacuju ako kmeriové/stromdlne
alebo len mezenchymové stromdlne bunky. MSCs uplat-
fuji svoje priaznivé Ucinky najmd prostrednictvom pa-
rakrinnych mechanizmov tym, Ze sekretuji rozne imu-
nomodulacné a regeneracné medidtory podporujice
opravu tkaniv.

Charakter mezenchymovych
kmenovych/stromdlnych buniek

A.l. Caplan v roku 2017 navrhol MSCs premenovat
na ,Medicinal Signalling Cells”, lebo tak lepsie odrdZaju
skuto¢nost, Ze smeruji na miesto chorobného poskode-
nia, ¢im ziskali kredit lieciva (3). MSCs sa izoluji z mno-
hych tkaniv, ako kostna dren, tukové tkanivo, pupoéni-
kova $ndra, placenta, dentilna pulpa a mozZno ich in
vitro zmnozit na klinickd aplikdciu. Zastipenie tychto
buniek v jednotlivych tkanivdch je velmi rozdielne, ¢o
vyrazne ovplyvriuje aj ich dalSie namnoZenie. Vyhodnym
zdrojom je tukové tkanivo, kde ich je priblizne 2 %,
kym v kostnej dreni si pritomné v 0,005 %. Vytazky
MSCs z tkaniv urcuje aj ich schopnost replikdcie v in
vitro podmienkach. Z malého mnoZstva dentdlnej pulpy
sa dd ziskat dostatocny pocet buniek na klinické poda-
nie. Pri dlhodobej kultivacii in vitro sa MSCs sprdvaji
ako normadlne fudské bunky, t. j. zachovdvaji pravidlo
Hayflickovho limitu. Bunky po 40 - 60 deleniach pod-
liehaji programovanej bunkovej smrti - apoptéze.
Biologickda funkcia MSCs spociva v indukcii opravy
opotrebovanych a poskodenych tkaniv. Preto neprekva-
puje, Ze MSCs izolované od mladsich jedincov alebo
vyvojovo miadsich tkaniv maja vyssi regeneracny poten-
cidl ako bunky ziskané od starsich darcov (4 - 7).
Schopnost regulovat imunologické odpovede a podpo-
rovat preZitie poskodenych buniek je hlavnym benefi-
tom aplikdcie MSCs pri ich terapeutickom poufZiti.
Schopnost MSCs diferencovat na $pecializované bunky
viedla k predstave, Ze MSCs injikované do organizmu
budid putovaf na miesto poskodenia, kde sa zabuduji
a naslednou diferencidciou na prisluiné bunky tkanivo
opravia, alebo obnovia biologické funkcie zlyhdvajice-
ho orgédnu. Pokracujici vyskum funkcie MSCs ukdzal, Ze
tato predstava bola mylnd.

Terapeuticky efekt MSCs je sprostredkovany
ich sekretomom

Na zvieracich modeloch a neskér aj u fudi sa
opakovane zistilo, Ze pri intravenéznom podani oznace-
nych MSCs vigsina (80 %) z nich skoncila docasne
v plicach a nedali sa ndjst na mieste poskodenia tka-
niva. Bunky boli v priebehu 1 - 2 dni vylicené z orga-
nizmu a tito kratka doba stacila na to, aby v intervale
5 - 8 tyzdiiov doslo k regenerdcii poskodenia. Tieto
skuto€nosti neboli pri reparacnom procese v suhlase

s priamym UGcinkom transplantovanych kmeriovych bu-
niek tak, ako sa to predpokladalo. Potvrdilo sa tak, Ze
MSC-sekretém je zodpovedny za indukciu a reguldciu
endogénnych reparacnych procesov organizmu para-
krinnym uc¢inkom. Mnohé zistenia podporovali to, Ze
sekretém - plejada latok, ktoré MSCs vyluéujd, md ho-
jivy ucinok na rany a md schopnost pésobit na mikro-
prostredie protizdpalovym tcinkom (8). MSCs kultivova-
né in vitro neustdle vylucuji do kultivacného roztoku
- média rézne latky, extrabunkové vezikuly, a tym mé-
dium kondiciujd. Kondiciované médium je médium, do
ktorého definovany pocet buniek v rastovej fize bunko-
vého cyklu vylucuje svoj sekretém po urcitd dobu, napr.
24 hodin. MSC sekretém obsahuje cytokiny, chemokiny,
vysoké koncentracie rastovych faktorov, extrabunkové
vezikuly, z ktorych MSC-exozémy v koncentrdcii pribliz-
ne 10%'%/ml tvoria podstatnd cast. Exozémy sliZia ako
prostriedok na medzibunkovi komunikdciu prendasajic
medzi bunkami proteiny, lipidy, mRNA, mikro-RNA
a iné biologicky aktivne latky v zavislosti od druhu bu-
niek a ich mikroprostredia. Prenos sa deje do sused-
nych buniek, ale aj do buniek vzdialenejsich orgdnov.
ZloZenie ich karga zavisi od stavu bunky a jej charak-
teru, a preto extrabunkové vezikuly - exozémy vyluco-
vané napr. z nddorovych buniek sa povazuji za diag-
nostické markery, ktoré informuji o agresivite nadoru,
o lie¢ebnej rezistencii a inych biologickych vlastnostiach
nadoru. MSC-exozémy okrem toho udrzuji homeosta-
zu bunky tym, Ze vylucuju latky, ktoré bunka nepotre-
buje, latky, ktoré si bunke cudzie, alebo pritomné vo
vysokej koncentrdcii, alebo jej skodia. Objav exozémov
sa spatne datuje aZ do Stvrtého desafrocia minulého
storoCia, ked' boli vtedy definované ako bunkovy ,od-
padkovy ko3“, a preto sa im nevenovala velkd pozor-
nost (9). Tato vlastnost extrabunkovych vezikil sa vdaka
novym poznatkom o ich funkcii ako dorucovatela sprav
medzi bunkami vyuZiva pri cielenej terapii klasickymi
chemoterapeutikami (10), alebo pri génovej proti-nd-
dorovej terapii (11).

Vietky tieto sfubné poznatky viedli k vzniku velké-
ho poctu klinickych 3tidii na ochorenia, ktoré nemaju
uspokojivi terapiu, ako je skleréza multiplex, amyotro-
fickd laterdlna skler6za, mftvica, akitne a chronické srd-
cové zlyhanie, reumatickd artritida a osteoartritida,
Crohnova choroba, chronické ochorenie obliciek alebo
pecene, sepsa, kontdzia miechy, kritickd ischémia kon-
Catiny a iné. Zaciatkom aprila 2022 bolo v databdze
(http://www.clinicaltrials.gov registrovanych 1413 klinic-
kych $tddii pri kfd¢ovom vyraze ,mesenchymal stem
cells” a 23 klinickych 3tidii pri hfadani ,exosomes me-
senchymal stem celis”.

Latky, ktoré MSCs vylucuju, si zodpovedné
za indukciu regeneracného procesu
MSC-sekretém je definovany ako stibor bioaktivnych
faktorov vyluovanych tymito bunkami. Sd to rastové
faktory, cytokiny, chemokiny, nukleové kyseliny, lipidy
a extrabunkové vezikuly (EVs). EVs preukazujd
terapeuticky efekt podobny transplantovanym bunkdm.
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EVs st heterogénnou skupinou nanocastic IiSiacich sa
velkosfou, spbésobom tvorby, vyluCovania a obsahom
ich karga. Exozémy podfa novej nomenklatdry (12) s
malé extrabunkové vezikuly velkosti 30 - 150 nm, ktoré
bunky vylu¢ujd ako prostriedok na medzibunkovi ko-
munikdciu. Slovo exozémy v tomto prehladovom ¢lanku
je pouZivané ako synonymum pojmu malé extrabunko-
vé vezikuly (sEVs). Exozémy - sEVs vylucované z MSCs
majd tie isté membrdnové receptory ako ich bunky, a
preto obdobnym spbsobom putuji k miestu poskode-
nia. Exozémy vylu¢ované z MSCs réznych tkaniv preu-
kazuji ur¢itd 3pecifickost na rézne druhy podkodenia.
DP-MSC-exozémy vyrazne ovplyviuji transkripciu
génov neurogenézy, maji schopnost regenerovat neu-
rény lepsie ako exozémy z MSCs kostnej drene. Naproti
tomu transkripty v MSC-EVs odvodenych z tukového
tkaniva by mohli byt uZito¢né pri omladzovani pokozky,
angiogenéze a pri regenerdcii svalov. Sekretém z MSCs
placenty preukazoval lepsi dGcinok pri imunomoduldcii
ako sekretom z MSCs pupocnika (13).

Zakladné vlastnosti extrabunkovych vezikul (EVs)

Extrabunkové vezikuly - exozémy st malé membra-
nou ohrani¢ené nanocastice, ktoré vo vetkom pocte
sekretuji vietky bunky tela. Nachddzaji sa vo vietkych
biologickych tekutindch tela. Tvoria sa v cytoplazme
bunky procesom maturdcie endozémov. Z bunky su vy-
lu¢ované procesom vnitorného pucania, ¢im ziskavaji
povrchové bielkoviny sekretujicej bunky. Do recipient-
nej bunky sa dostdvaji endocytézou, flziou alebo cez
receptor. Proces je zndzorneny na obrdzku 1.

Ukdzalo sa, Ze prave exozémy si hlavne zodpoved-
né za regeneratné vlastnosti MSCs. MSC-exozémy re-

guluji v ciefovych bunkdch parakrinnou signalizéciou
procesy, ako je imunomoduldcia, apoptéza, angiogené-
za a tkanivové prebudovanie (14). MSC-exozémy u re-
cipienta parakrinne stimuluji jeho lokalne 3pecifické
kmefiové bunky, ktoré opravia poskodenie &i vytvoria
nové tkanivo (15). Zistenie, Ze MSCs produkuji peptidy
s antibakteridlnym Gcinkom, dopla tak ich komplexné
G¢inkovanie pri hojeni rdn (16). Antibakteridlny Gcinok
MSC sekretému je sprostredkovany nielen priamo vylu-
Covanymi faktormi, ale aj nepriamo aktivdciou vrode-
nych efektorovych iminnych buniek (17). Inhaldcia kon-
diciovaného média MSCs izolovanych z kostnej drene
a pupocnikovej $ntry velmi Gcinne inhibovalo proliferd-
ciu klinickych izoldtov multirezistentnej baktérie Klebsiella
pneumoniae (18).

Vyhody vyuzitia MSC-EVs v klinickych Studiach
oproti pouzitiu buniek

Liecba mezenchymovymi kmefiovymi bunkami sa
konvertuje na bezbunkovi terapiu pouZitim ich nano-
Castic. Najvacsou vyhodou exozémov oproti bunkdm je,
7e liecba sa stiva ovela bezpecnejSou. Na rozdiel od
buniek nie si EVs imunogénne, neobsahuji funkénd
genémovid DNA, nemajl jadro buniek, nereplikuji sa,
a tym nemoZe dojst k tomu, Ze sa bunka usadi na ne-
vhodnom mieste, kde sa pod vplyvom prostredia kon-
vertuje na bunku potencidlne nebezpecnid - napr.
bunku nadorovd. je viak potrebné povedat, Ze pocas
celého obdobia $tidia MSCs v regeneracnej medicine
nie je o transformdcii MSC na bunku nddorovd
publikovany ani jeden spolahlivy pisomny dékaz. Pri dI-
hodobe;j kultivécii in vitro nedochddza k ich malignej
transformdcii ani pod tlakom priamo pdsobiaceho che-

Obrazok 1. Extrabunkové vezikuly (exozémy). St vo vietkych biologickych tekutinch tela. Tvoria sa v cytoplazme bunky procesom maturdcie
endozémov. Z bunky s vylutované procesom vnitorného pucania, ¢im ziskavajii povrchové bielkoviny sekretujicej bunky. Do recipientnej

bunky sa dostdvaji endocytézou, fiziou alebo cez receptor.

Extrabunkove
vezikuly (EVs)

Exocytéza
Proteiny viazané na membrénu

Ektozomy
Fagocytéza
Recipienﬁ@
Endocytoza byfhka
Muitivezikuldme
zoskupenie Fuzia
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mického karcinogénu (19, 20). Naopak pri parcidlnej
resekcii karcinému prsnika sa Casto uskutociiuje sdcas-
ne rekonstrukcia prsnika tukovym tkanivom, kde si pri-
tomné MSCs produkujice extrabunkové vezikuly - exo-
z6my. V kontrolovanej $tddii bolo ukdzané, zZe
rekonstrukcia prsnika tukovym tkanivom nezvysuje rizi-
ko rekurencie nddoru oproti patricnym kontroldam (21).
Vyhoda pouzitia MSC-exozémov v regeneracnej medi-
cine oproti pouzitiu MSCs spociva v tom, Ze aj napriek
ich rozdielnym vlastnostiam je zachovany terapeuticky
Gcinok buniek. Dalsim bonusom si praktické dévody
pri ich produkcii, skladovani, atd. MSC-exozémy si na-
smerované, putuji k miestu poskodenia bez rozdielu
ich systémovej ¢i lokdlnej aplikacie, si schopné prenikat
krvno-mozgovou bariérou, na rozdiel od buniek sa ne-
hromadia v plicach, netvoria zhluky. MSCs nie si vie-
obecne imunogénne, ich exozémy si organizmu vlast-
né. K vyraznym vyhoddm exozémov oproti bunkdm
patri ich mozZnost dorucovat do recipientnych buniek
mRNA a miRNA, a tak ovplyviiovat expresiu génov
a transldciu na funkéné bielkoviny. MSC-exozémy sa
fahko uchovavaji zmrazenim na -80 °C bez straty ich
aktivity, daji sa sterilizovat filtraciou, lyofilizovat, ich
ddvkovanie sa dé kontrolovat.

Terapeutické vyuzitie MSC-EVs

Intenzivny vyskum v oblasti regeneracnej mediciny
ukazuje, Ze MSC-exozémy s velmi Gcinny inovativny
terapeuticky prostriedok na bezbunkovi lie¢bu réznych
kategdrii chorob. Rastové a imunitné faktory pritomné
v MSC extrabunkovych vezikuldch uruji ich pdsobenie
v regeneracnych procesoch. Uplatiiuji sa pri musku-
loskeletdlnych poskodeniach kibov, platniciek, kostf,
§liach. Imunomodulaéné pésobenie MSC-exozémov s
pritomnostou IL-10 sa uplatfiujd pri konverzii lymfocytov
na regulatné. MSC-exozémy nahrddzaji predtym uZiva-
né bunky pri lietbe autoiminnych syndrémov, ako je
napr. generalizovany lupus erythematosus, reumatoidnd
artritida a diabetes 1. typu. MSC-exozémy sa uplatiiuji
pri neurodegenerativnych diagnézach, ako si skler6za
multiplex, Parkinsonova, Alzheimerova choroba a pri
poraneni miechy. Ich hojivy (c¢inok sa pozoruje pri zd-
palovych procesoch typu ulceréznej kolitidy alebo
Crohnovej choroby. MSC-exoz6my majd uplatnenie aj
pri_infarkte myokardu, pri traumatickom poskoden{
mozgu a miechy a pri repardcii nefunkcnosti obliCiek.
Vietky tieto dspe3né vysledky s exozémami alebo
s kondiciovanym médiom z ludskych MSCs boli
realizované na zvieracich modeloch, ¢o je umoznené
ich neimunitnou povahou. V literatire nechybaji ani
zmienky o pokusoch terapeuticky ovplyvnit autizmus.
Intranazélna aplikicia exozémov z fudskych MSCs na
my$om modeli autizmu ukdzala pozitivny efekt spociva-
juci v zlepseni vzdjomnych vztahov medzi zvieratami.
Neboli pozorované Ziadne vedfajsie Gcinky (22).

Vyuzitie MSC-EVs pri rieseni jednotlivych ochoreni
Stddie vyuzivajice MSC-EVs na ovplyvnenie auto-
imunitnych ochoreni

Autoimunitné stavy s charakterizované abnormadl-
nou imunitnou odpovedou, ktord vedie k destrukcii
zdravych buniek telesnych orgdnov. MSC-EVs pre svoju
schopnost G¢inne modulovat imunologicki odpoved
maju terapeuticky potencidl pri autoimunitnych ochore-
niach (23). V predklinickych $tididch na zvieracich mo-
deloch sa MSC-exozémy ukdzali ako Uspesny terapeu-
ticky prostriedok okrem iného pri diabetes mellitus 1.
typu, roztrisenej skler6ze, pri zdpalovom ochoreni
&reva, pri reumatoidnej artritide, pri psoridze, autoimu-
nitnej encafalomyelitide, pri autoimunitnej uveitide a pri
potlagenti reakcie Stepu proti hostitefovi (GvHD). V dobe
pisania tohto ¢lanku v americkej databdze klinickych
$tidii bolo registrovanych 10 klinickych 3tddii orientova-
nych na rieSenie autoimdnnych syndrémov pomocou
EVs derivovanych z MSCs. ;

MSCs a MSC-EVs pri potlaceni reakcie Stepu
proti hostitelovi (GvHD)

Prvé dspeiné pouZitie MSCs z kostnej drene(BM-
-MSCs) realizovala $védska skupina vedcov v roku 2004
u diefafa s akdtnou GvHD (24). Nésledné klinické Stidie
ukdzali, Ze intravenézne podané MSCs potldcaji voci ste-
roidom rezistentnu, Zivot ohrozujicu akitnu GvHD (25).
Mechanizmus G¢inku intravenézne podanych buniek kon-
¢iacich hlavne v plicach spocdiva v silnom lokalnom
a systémovom imunomodula¢nom ucinku na imunitny
systém hostitefa. MSC-EVs znizuji produkciu prozépalo-
vych cytokinov IL-1B,TNF-a. a IFN-y. Inflizia stromdlnych
buniek je bezpe¢nd, dobre tolerovana a len u obmedze-
ného pottu pacientov spdsobuje miernu horicku, ale vo
viacerych $tididch bezpecnosti neboli hldsené Ziadne za-
vazné vedlajSie dc¢inky. Dnes je tdto terapia registrovand
pre akidtnu GvHD v Japonsku a pre GvHD u deti
v Kanade a na Novom Zélande a je tolerovand liekovou
agentirou FDA v USA. Na Slovensku Transplantacnd jed-
notka kostnej drene Ndrodného Ustavu detskych chordb
v Bratislave vyuZiva BM-MSCs na zvladnutie voci steroi-
dom rezistentnej akitnej GvHD. BM-MSCs sa pripravuiju
na Oddelent pripravy kmefiovych buniek na Onkologickom
Gstave sv. Alzbety v tkanivovom zariadenf, ktoré spiia
podmienky na pripravu klinicky aplikovaného materidlu.
Pokradujdci intenzivny celosvetovy vyskum MSCs ukazu-
je, Ze MSC-EVs, rovnako ako bunky, si schopné potlacit
terapeuticky refraktérnu akdtnu GvHD (26). Uplatnenie
EVs z MSCs pupocnika pri liecbe syndrému suchého oka
u pacientov s chronickou GvHD je predmetom klinickej
Stidie NCT04213248. Dal Collo et al. skimali mozZnost
vyuZitia MSC-EVs na prevenciu akitnej GvHD pri alogén-
nej transplantdcii hematopoetickych buniek. Na mySom
modeli GvHD ukdzali, Ze MSC-EVs produkované v defi-
novanych podmienkach s vyuzitim lyzdtu krvnych dosti-
ciek ako rastového faktoru produkujd EVs, ktoré zabrariu-
jad vzniku akitnej GvHD (27).

Ochorenia spojené s neregulovatelnym zapalom
a MSC-EVs a hojenie ran

Zapal vznikd ako imunologickd obrannd reakcia or-

ganizmu proti patogénom. Zapal je primdrne sprostred-
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kovany vrodenymi imtnnymi faktormi, ako su IL-1, IL6,
cytokiny, chemokiny a bunky vrodenej imunity. Problém
so zapalom nastdva pri neregulovatenej nadstandard-
nej imunitnej odpovedi, ¢o vedie k zdpalovym a autoi-
munitnym ochoreniam. Nekontrolovany zdpal sa pova-
fuje za pri¢inu mnohych chordb, ako si infarkt
myokardu, cievna mozgovd prihoda, diabetes 2. typu,
Alzheimerova choroba a dokonca aj vyskyt nadoru sa
spaja so zdpalom. MSCs fungujd v organizme ako vni-
torny reguldtor zdpalu, vyznacuji sa schopnostou imu-
nosupresie a znizuji zdpal a imunitni odpoved na zd-
palové stimuly. MSC-exozémy ako protizdpalové
a imunomodulaéné nanocastice si teda lepSou ndhra-
dou na reguldciu zdpalu ako bunky. Na klinické pouZitie
sa ich produkcia zvy$uje kultiviciou buniek v trojroz-
mernom priestore bioreaktora, kde sa exozémy kontinu-
lne oddeluji z média v kazete s dutymi vldknami
s 20 kDa pérmi (28). Hojenie ran je velmi komplexny
proces, pri ktorom v istom Casovom silade dochadza
k rozdielnym aktivitdm, ako je proliferacia buniek, dife-
rencidcia bunkovych zloZiek koZe, diferencidcia buniek
imunitného systému a indukcia angiogenézy. Ukdzalo
sa, e MSC-exozémy indukuji tieto endogénne procesy
organizmu a prispievaji k urychleniu hojenia ran (29).
Subkutdnne podané MSC-exozémy urychlujd hojenie
rén tym, Ze podporuji tvorbu kolagénu typu 1 a lli
a sekréciu elastinu z fibroblastov. MSC-exozémy maji
dolezitd dlohu pri dozrievani krvnych kapildr v mieste
poskodenia. MSC-exozémy ako protizdpalové a imuno-
modulaéné nanocastice st teda lepSou a bezpecnejsou
nahradou buniek. Jeden z molekulovych mechanizmov
regeneraéného hojenia rdn spociva v inhibicii receptora
transformac¢ného rastového faktora beta (30). VSeobecne
plati, Ze lokdlna aplikdcia MSC-exozémov na miesto po-
tkodenia a ich protrahované pdsobenie je Gcinnejsie
ako jednorazové intravenézne podanie. Z tychto dovo-
dov sa stdle viac uplatiiuje ich podanie v podobe hyd-
rogélov. Americkou FDA a Eurépskou liekovou agentd-
rou je schvéleny pripravok Pluronic F127, do ktorého sa
daji vkladat exozémy, kondiciované médium, ale aj
bunky. Pluronic F127, v urcitej koncentrdcii, tvori roztok
pri 4°C a stdva sa gélom pri 37°C (31).

Pouzitie MSCs a MSC-EVs na liecbu
ischémie koncatin

Prvi slovenskd regeneracni Stadiu vyuZivajicu MSCs
inicioval J. Madari¢ so spolupracovnikmi na Ndrodnom
dstave kardiovaskuldrnych choréb v Bratislave. Vysledky
liecby pacientov s kritickou ischémiou koncatiny (CLD po-
mocou aplikdcie autolégnych MSCs z kostnej drene bola
publikovand uZ pred 11 rokmi (32). Odvtedy bolo publiko-
vanych vefa $tidii potvrdzujicich, Ze mezenchymové stro-
mélne bunky a ich EVs méZu poskytnit zdchrannu terapiu
u pacientov s nevyhnutnostou amputdcie koncatiny (33).
Najnovéi trend vo vyuZiti MSC-EVs na opravu nehojacich
sa ran diabetickych konZatin spociva v predlZeni ¢asu kon-
taktu EVs v mieste rany. Dosahuje sa to prostrednictvom
poutitia lokdlne aplikovanych biogélov obsahujicich spo-
lupdsobiace EVs z MSC a z krvnych dosticiek (34).

MSC-EVs a osteoartritida

Osteoartritida (OA) je chronické ochorenie kibu
charakterizované miernym systémovym zdpalom, de-
generdciou kibovych tkaniv, ako je kibova chrupka
a zmenou kostnych $truktir. Na patogenéze sa podiefaju
EVs vyluCované kfbovou chrupkou, zvy3end produkcia
zépalovych medidtorov a proteindzy, ktoré degraduji
chrupky. MSC-EVs a EVs z krvnych dosticiek si hlavnym
prostriedkom na lie¢bu OA tym, Ze inhibujd zdpalové
makroprostredie, konvertuji prozdpalové M1 makrofagy
na M2 makrofégy, ktoré pdsobia protizdpalovo a zniZuji
apoptézu chondrocytov. Okrem toho mdZu byt tieto
EVs pridané do hydrogélov na zlep3enie zacielenia
a protrahované pdsobenie, o zvySuje Gcinnost OA
lie¢by (35). Tieto poznatky boli ziskané hlavne na
mysich modeloch. Cosenza et al. na kolagénom indu-
kovanej artritide pozorovali protizdpalovy Gcinok na
lymfocyty T a B vyvolany BM-MSC-EVs. Terapeuticky
dcinok sa zvy3il, ked do karga MSC-EVs boli zaclenené
$pecifické miRNA (36).

MSC-EVs pri liecebnom ovplyvneni
neurokognitivnych poriich

Kmefiové bunky z dentdlnej pulpy (DP-MSC) sa od-
liduji od buniek izolovanych z kostnej drene (BM-MSC)
alebo tukového tkaniva v expresii pluripotentnych
génov, &o je hlavne dosledok ich embryondlneho neu-
roektodermalneho povodu a charakteru (37). VyluCované
extraceluldrne vezikuly neurotropného typu obzvlast
z dentdlnej pulpy detskych vypadavajlcich zibkov st
predmetom intenzivneho vyskumu na pouZitie pri liec-
be neurodegenerativnych chorob. Ich vyhodou oproti
kmefiovym bunkdm izolovanych z kostnej drene alebo
podkoZného tuku je to, Ze sa ziskavaji minimalne inva-
zivnym sposobom so zanedbatefnymi etickymi ndmiet-
kami. Okrem toho neutropny charakter DP-MSC-
exozémov ich umozZiuje aplikovat intranazdlne.
Imunomodulatné pésobenie MSC-exozémov nahrddza
povodne pouzivané bunky pri lie¢be autoiminnych syn-
drémov, ako je napr. generalizovany lupus erythemato-
sus, reumatoidnd artritida a diabetes 1. typu. DP-MSC-
exozémy sa uplatiuji pri neurodegenerativnych
diagnézach, ako sd skleréza multiplex, poranenie mie-
chy, Parkinsonova a Alzheimerova choroba.

MSC-EVs pri omladzovani buniek
a telesnych organov

So starnutim fudskej populdcie neustdle rastd prob-
lémy s chorobami stvisiacimi s vekom. Starnutie buniek
sposobené tvorbou reaktivnych foriem kyslika (ROS)
v dosledku vystavenia Ziareniu alebo farmakologickym
lstkam vedie k poskodeniu DNA a k ndslednej dysfunk-
cii telomér pocas bunkového delenia. Omladzovacia
schopnost MSC-EVs sa javi ako prostriedok na zlep3enie
tohto stavu. Pred viac ako 40 rokmi vedci ukdzali na
modeli my3i, e organizmus moZno omladit. Omladili
staré mysi pomocou tvorenia parabiotickych pdrov
s miladymi my$ami. Vystavenie starych mysi faktorom
pritomnym v mladom sére viedlo k zvySeniu regenerac-
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nej kapacity ich kmenovych buniek. DoleZitym zistenim
bolo, Ze zvySend regenerdcia starndceho svalu bola
sposobend takmer vylu¢ne aktivaciou rezidentnych star-
ndcich buniek a nie prihojeniu cirkulujicich progenito-
rovych buniek z mladych mysf (38). Dnes vieme, Ze EVs
z vyvojovo mladych stromdinych MSCs si zodpovedné
za indukciu endogénnych reparacnych procesov v jed-
notlivych organoch. EVs sekretované z MSCs pupo¢ni-
kovej 3ndry (UC-MSCs), ako tkaniva velmi mladého
blizkeho embryondlnym bunkdm, vedia spomalit proce-
sy starnutia a tym organizmus omladif (39). Starnutie
fudi sa prejavuje dobre pozorovatelnymi zmenami na
pokozke, ale dochddza aj k zniZenej funkcii telesnych
orgdnov. Vekom podmienend zniZend prirodzend schop-
nost repardcie obliciek vedie k dramaticky zvy$enému
vyskytu chronického ochorenia obli¢iek u starich fudi,
ktoré modZe byt spojené s vyskytom dalSich diagnéz,
ako su kardiovaskularne ochorenia a systémovd zdpalo-
va ateroskleréza (40).

MSC-EVs z buniek pupocnika zmierfiuji progresiu
chronickych obli¢kovych ochoreni. Celkova funkcia ob-
liciek sa zlepsila aj u pacientov lIl. - IV. stupfia choroby.

Starnutie kmenovych buniek kultivovanych in vitro
sa prejavuje senescenciou, znizenou schopnosfou repli-
kécie, predlZzovanim doby zdvojenia buniek a zniZenou
kontrolou apoptézy. Proces sa dd zvrdtif pomocou in-
kubdcie s EVs z UC-MSCs.

Terapeutické uplatnenie MSC-EVs v dermatolégii

MSC-EVs maju dolezitd imunomodula¢nad dlohu via-
cerych zapalovych koznych poruchdch vritane psoridzy,
atopickej dermatitidy, lichen planus, buléznej epidermo-
lyzy, systémového lupus erythematosus a hojenia
chronickych rdan. Na mysich modeloch sa ukdzalo, Ze
MSC-EVs sa integruji do dermalnych fibroblastov a nd-
sledne zniZuji bunkovi senescenciu, indukuji angioge-
nézu a de novo syntézu kolagénu a imunomoduluji
mikroprostredie. DéleZitd imunomodulaénd funkciu
plnia makrofdgy M1 pritomné v koZnom poskodeni.
MSC-EVs polarizuji ich prozapalovy fenotyp na protiza-
palovy reparacny fenotyp M2. Yoon-Jin Kim so spolu-
pracovnikmi v experimentoch na fudskej koZi zistili, Ze
zafarbené MSC-EVs z kondiciovaného média behom 18
hodin penetruji do epidermalnej vrstvy koZze. MSC-EVs
v kondiciovanom médiu sa vstrebdvaji do ludskej po-
kozky a po troch diioch od aplikdcie sa detegovala zvy-
$end tvorba kolagénu | a elastinu v pokozke, ¢o viedlo
k jej omladeniu (41). Aj ked povrchové koznd aplikicia
MSC-EVs preukazuje regeneracny ucinok, proces sa dd
urychlit mikroinjektdZou alebo aplikdciou hydrogélov
(scaffold) obsahujicich MSC-EVs. EVs, pochddzajice
hlavne z mladych mezenchymovych stromdlnych bu-
niek, akymi si UC-MSC-EVs alebo DP-MSC-EVs, sa
uplatfiuja pri prevencii fotooxida¢ného poskodenia po-
kozky a podporuji omladenie koZe. Regeneralnd
schopnost UC-MSC-EVs pri liecbe rdn sa dd zvysit lo-
kdlnou aplikdciou na miesto poskodenia ich protrahova-
nym poddvanim pomocou termoreagujiceho hydrogélu
Pluronic F127 (42). Regenera¢nd aktivita a nasmerova-

nie MSC-EVs sa dd ovplyvnit vhodne zvolenymi miRNA.
MSC-EVs ziskané z pupocnikovej krvi obohatené o miR-
21-3p podporovali proliferdciu a migréciu fibroblastov
a zdroven urychfovali angiogenézu a opatovnu epiteli-
zaciu (43). Niekotko vyskumnych stidii preukdzalo, ze
lokdlna aplikdcia MSC-EVs vedie k zlep$eniu chronic-
kych zapalovych koZnych ochoreni, ako je psoridza.
Terapeuticky efekt bol sprostredkovany zmiernenim
uvoltiovania IL-17 z neutrofilov (44). Podobné zlepsenia
sa pozorovali aj vo vyskumnych stididch zameranych
na uUcinky lokalnej aplikdcie MSC-EVs z podkozného
tuku na lie¢bu atopickej dermatitidy (45). VyuZitie MSC-
EVs v dermatolégii je predmetom klinickych stadir.
MSC-EVs maju potencidlne kozmetické uplatnenie (46).
Klinické Stidie nasmerované na hodnotenie ich bezpe¢-
nosti a Ucinnosti bolo prehlfadovo spracované (47).

Terapeuticky tcinok MSC-EVs
na diabetes mellitus 1. typu
Elimindcia Langerhansovych ostrovéekov B-buniek
pankreasu autoimunnym prostredim je charakteristicky
znak diabetes mellitus 1. typu (T1DM). Vysledky rando-
mizovanej klinickej Stidie uz pred niekolkymi rokmi
u pacientov s TIDM preukazali liecebny potencidl
MSCs zachovanim funkcie B-buniek (48). Na mySom
modeli TIDM EVs z UC-MSCs sa ukdzali ako bezpec-
nejsi a rovnako ucinny prostriedok na zmiernenie pri-
znakov choroby (49). Diabeticka periférna neuropatia
(DPN) je jednou z hlavnych komplikdcii cukrovky, ktord
vyrazne obmedzuje kvalitu Zivota diabetickych pacien-
tov. MSC-EVs zmierfuji neurovaskuldrnu dysfunkciu
a potlac¢enim prozapalovych génov zlepsuji DPN (50).
MSC-EV odvodené z kostnej drene sa ukdzali ako dobry
prostriedok na zvySené preZivanie pankreatickych
ostrov€ekov pri transplanta¢nej lie¢be diabetu.

Terapeuticky ucinok MSC-EVs

na diabetes mellitus 2. typu
Odhaduje sa, Ze polovica fudi vo veku 65 rokov trpi
zhorsenou glukézovou toleranciou (HbA1c krvny test v
rozmedzi 42 - 47 mmol/mol), ktora vedie k cukrovke
2. typu. Choroba je tizko spojend s obezitou aj kardio-
vaskuldarnymi ochoreniami. Bolo dokdzané, e MSC-
exozémy upravujl prozapalové prostredie na protizapa-
lové, ktoré sa takto udrzuje dlhodobo, ¢o vedie k vizbe
inzulinu na jeho receptory zvySenou afinitou. MSC-
exozémy potldcaji apoptézu betabuniek v pankrease
a zvySuju produkciu inzulinu (51). MSC-EVs maji aj
vedlaj8i priaznivy G¢inok na zmiernenie sarkopénie svo-
jim proangiogénnym pésobenim a produkciou vaskular-

neho endotelového rastového faktora (VEGF) (52).

Uplatnenie MSCs a MSC-EVs pri liecbe
pacientov infikovanych SARS-CoV-2 virusom
Pandémia spdsobend koronavirusom zintenzivnila
vyskum pouzitia MSCs na zmiernenie ¢i lieCbu ndsled-
kov virusovej infekcie. V mnohych klinickych Stddidch
sa ukdzalo, Ze intravenézna aplikdcia buniek vedie
k dramatickému zlep3eniu stavu pacientov odkdzanych
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na kyslikovi ventildciu. Je to v dosledku toho, Ze 80 %
intravenézne podanych buniek skonéi v pliicach, ktoré
st najviac postihnuté. Tak ako v inych regeneracnych
lie¢bach aj tu s za terapeuticky efekt zodpovedné bun-
kami produkované EVs. Regeneratnd schopnost MSC-
exozémov sa ukazuje ako vhodny pleiotropny lieCebny
prostriedok na zvlddnutie fatdlnej pneumdnie vyvolanej
pri COVID-19 pacientov infekciou koronavirusom
SARS-CoV-2. Bolo preukdzané, Ze inhalacia MSC
sekretému v podobe kondiciovaného média alebo izo-
lovanych MSC-exozémov pomocou nebulizétora alebo
intranazdlnym podanim md pozitivny efekt pri liecbe
COVID-19 pacientov s obojstrannym zdpalom pfiic
ohrozujdci ich Zivot, ale aj pri lietbe pacientov s neskor-
&imi nasledkami sposobenymi infekciou SARS-CoV-2 vi-
rusom. Nedavno bol zverejneny vysledok americkej kli-
nickej §tddie, kde intravenézne podanie 100 miliGnov
MSCs COVID-19 pacientom v kritickom stave spdsobilo
vymiznutie zlyhania viacerych orgdnov, zotavenie sa
z kémy a obnovenie neurologickych, pficnych, pecefio-
vych a rendlnych funkcii 24 hodin po injekcii buniek
(53). FDA tak schvdlila aplikdciu alogénnych MSCs kri-
ticky chorym COVID-19 pacientom. Na Slovensku sa
napriek dostupnosti klinicky aplikovatefnych produktov
MSCs Ziadna lie¢ba neuskutocnila.

Nadorovy tropizmus MSCs

a ich extrabunkovych vezikil - exozomov

Vieobecnd tloha MSCs ako systém opravy posko-
denia tkaniv v organizme sa prejavuje aj v tom, Ze
bunky rozozndvaji nador ako poskodenie a v snahe
opravit ho, putuju k nddoru, a tym sa stdvajd stcastou
nadorovej strémy. To isté plati o exozémoch, ktoré vy-
luuju. V zdvislosti od povodu MSCs a druhu nadoru
méZu rast nadoru podporovat, ale aj inhibovat. Zapalovy
proces v mieste vzniku a rastu nddoru sa povaZuje za
moznd pri¢inu nadorového tropizmu MSCs. Tiito viast-
nost zdiefajd aj ich exozémy. MSCs bunky & MSC-
exozémy podporujd progresiu nadoru tym, Ze produku-
ji rastové faktory. MSCs konvertuji na nador
asociované fibroblasty, tvoriac tak Cast strémy nddoru.
MSC-exozémy stimuluji nddorovi angiogenézu, inhibu-
jii apoptézu nddorovych buniek a maji aj imunomodu-
laéné vlastnosti. Z tychto ddvodov je pouzitie MSCs
a ich extrabunkovych vezikil v regeneratnej medicine
kontraindikované u onkologickych pacientov.

Nadorovy tropizmus MSC-exozémov sa dd vyuZit
na cieleny transport chemoterapeutik do tazko dostup-
nych nddorov vyuzivajic schopnost exozémov prenik-
nat hematoencefalickd bariéru. MSC-exozémy sa vyuZi-
vaji na nador nasmerovani génovi terapiu ich
modifikiciou niektorymi terapeutickymi molekulami, ako
si miRNA, anti-mikroRNA, Specifické mRNA, a mRNA
samovrazednych génov (11). MSC-exozémy modifikova-
né miR-126-3p inhibujd rast karcinému pankreasu,
miR143-3p nadory prsnika a miR-205 prostaticky karci-
ném. Pozorovala sa aj ich prirodzend inhibicia rastu na-
dorovych buniek sposobend inhibiciou AKT and Wnt
signaliza¢nych drah.

Reguldcie klinického vyuzitia MSCs a ich EVs

Velky pocet registrovanych klinickych $tadif vyuZiva-
jlicich MSCs na liecbu diagnéz, ktoré nemaji dspesnu
lie¢bu, viedol k pravidldm, podla ktorych je potrebné
postupovat pri ich priprave, aby boli klinicky vyuZitefné.
MSCs boli klasifikované Eurépskou liekovou agentdrou
v roku 2016 ako pokrodily medicindlny liecebny pro-
dukt (Advanced Therapy Medicinal Product - ATMPs).
Jednym z atribitoy, ktoré charakterizuji ATMPs je pri-
tomnost bunkového jadra alebo aktivnej transgénnej
zlozky. Extenzivny vyskum terapeutickych schopnosti
MSCs viedol k zisteniu, Ze ich terapeuticky potencidl
spociva v produkcii extrabunkovych vezikil - MSC-
exozémov, ktoré vedia nahradit aplikdciu buniek.
Extrabunkové vezikuly typu exozémov nie si predme-
tom reguldcii FDA na rozdiel od buniek, nemajd karci-
nogénny potencidl, a preto ich mozno pouZivat v klinic-
kych 3tddidch. Podla stanoviska ISEV (Internaciondlna
spolo¢nost pre extrabunkové vezikuly) EVs a aj EVs pro-
dukované z geneticky modifikovanych MSCs sa povazu-
jli za biologicky medicinsky produkt (54). MSC-exozémy
neobsahuijt ani jadro, ani transgénny produkt, preto ne-
patria do kategérie produktov charakterizovanych ako
ATMP. Kondiciované médium obsahujiice MSC-exoz6my
(médium, v ktorom sa MSCs kultivuji) odpovedd cha-
rakteru biologického produktu/lieku podia zdkona
362/2011 Z.z. Podfa stanoviska Stitneho dstavu pre
kontrolu lie¢iv mozno produkt testovat formou biome-
dicinskeho vyskumu, 3pecificky prostrednictvom Klinic-
kého skagania. Na jeho pouZitie v klinickom skdsani je
potrebné schvalenie od SUKL (do 90 dni podfa § 35
ods. 1 pism. b bod 4) a kladné stanovisko nezdvisle]
etickej komisie. Pouzitie MSC-exozémov v klinickych
$tddidch sa navrhuje pri diagnézach, kde nie je vhodna
terapia a kde sa vyuZili vietky Standardné lie¢ebné
postupy s neuspokojivym vysledkom. Takyto produkt sa
v EU d4 pouzif u jednotlivych pacientov pod zodpoved-
nosfou konkrétnej nemocnice, alebo podévajiceho le-
kdra. Produkcia MSCs pre klinicki aplikdciu nie je lacna
zalezitost a pre moznost vzniku chromozémovych abe-
racii pri dlhodobom kultivovani MSCs sa odpordca ich
pouZivanie len do tretej pasdZe in vitro. Kondiciované
médium sa dd ziskavaf opakovane z velkého poctu bu-
niek kultivovanych vo velkopovrchovych bioreaktoroch,
&m sa zmen3ujd finanéné ndklady. Z praktického hfa-
diska sa kondiciované médium dd bez problémov
uskladiiovat zmrazené pri -80 °C nekonecne dlho a je
k dispozicii okamZite po rozmrazeni. Nasa skisenost
a literdrne dokazy sved&ia o tom, Ze ho mozno lyofili-
zovat bez straty biologickej aktivity, ¢o ho zaraduje
medzi typické liekové formy. Stale pokracujdci intenziv-
ny vyskum extrabunkovych nanocastic - exozémov
z réznych buniek poukazuje na ich zna¢nd velkostnu
heterogénnost, ktord sa odrdZa aj v ich biologickej ak-
tivite. Napriek terapeutickych dspechom MSC-EVs, do-
kumentovanym mnozZstvom predklinickych $tddii na
zvieracich modeloch a v klinickych 3tddiach, ich schva-
fovanie v regulaénych orgdnoch nardza Casto aj na
opodstatnené vahanie. Castym argumentom je, Ze sa
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nevie, ¢ ich aplikdcia nebude mat nasledky po rokoch.
Jednym z argumentov o neSkodnosti exozémov moZe
byt transfizia krvi pacientom s najréznej$imi diagnéza-
mi a zdravotnymi situdciami. V plazme fudskej krvi sa
nachddzaji exozémy v pocte 10%%/ml, ktoré sa dosta-
vaju pri transfdzii krvi do ich tela. Mnohoro¢nd skise-
nost a nespocetné mnoZstvo transfizii nepreukazuje
u recipientov ndsledné zdravotné problémy.

Zaverecné zamyslenie

Nie je pochyb o tom, Ze EVs-exozémy z mezenchy-
movych kmenovych/stromélnych buniek si vefmi uZi-
to¢nym prostriedkom na liecbu a zmiernenie mnohych
chorob, ktoré doteraz nemajd Gspesni Standardnu tera-
piu. Ich zavedenie do klinickej praxe vyZaduje testova-
nie ich G¢inku v kontrolovanych dvojito zaslepenych
klinickych $tididch tak, ako je v medicine zvykom.
Vlastnosti MSC-EVs s viak velmi rozmanité, obsah ich
karga je velmi komplexny (viac ako 150 bielkovin,
miRNA a dalsich zloZiek). Ich nasmerovanie zavisi od
druhu buniek, ich povodu, spdsobov kultivicie buniek,
metdéd ich izoldcie a dalSich faktorov, ¢o je pricinou
mnohych ndmietok na ich pouZitie v klinike. MSC-EVs
mozZno modifikovat, obohatit o dalSie lieCivd, a teda je
tazké ich dostato¢ne charakterizovat, aby odpovedali
prisnym kritéridm pre vacsinu chemicky exaktne defino-
vanych zli¢enin zapisanych v liekopisoch. Jednym
z moZnych rieSeni tohto problému komplexnosti pri-
pravkov MSC-EVs sa ndm javi moznost pripravit sekre-
tém, kondiciované médium alebo MSC-EVs vo velkom
mnoZstve, charakterizovat ho a namrazit v pouZitelnych
ddvkach na -80 °C. Takyto prepardt opakovane pouZzi-
vat v klinickych 3tddidch, a tym zarucit, Ze poddvany
potencidlny liek je stile rovnaky. Nedd sa ocakdvat sto-
percentnd dcinnost terapil, lebo stav pacienta a jeho
geném md déleZitd dlohu v tejto terapii. Vysledky pilot-
nych studii tohto druhu hovoria o 80 % UGcinnosti aj
u pacientov s ,no option” kvalifikiciou, ¢o predstavuje
nddej pre mnohych pacientov s chorobami bez doteraz
uspesnej liecby.*

‘Autori prehlasuju, Ze 3tidia bola realizovana v silade s etickymi
tandardmi prisludnej komisie zodpovednej za klinické 3tidie a
Helsinskou deklardciou z roku 1975, revidovanou v roku 2000.
Konflikt z&ujmov: autori Cestmir ALTANER, Ursula ALTANEROVA,
]ana JAKUBECHOVA, Peter SVEC, Juraj KAU§ITZ vyhlasujd, Ze nema-
ju Ziaden konflikt zdujmov.
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