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Cil: Cilem studie bylo vyhodnotit tZinek NMN proti starnuti a jeho bezpecnost v dvoijité

zaslepené, paralelni, randomizované kontrolované klinické studii.
o

Metody: Studie byla provedena da 66 zdravych osobach ve véku 40 az 65 let, které
mély uzivat dvé kapsle (kazda obsat}ovala 150 mg NMN nebo skrobového prasku) jednou
denné po snidani po dobu 60 dna?

Vysledky: V 30. den se hladina I\iAD+ /NADH v séru vyrazné zvysila, a to o 11,3 %,
zatimco u skupiny s placebem S% nezménila vibec. Na konci studie, tj. 60. den, se
hladina NAD* /NADH oproti v;’rchdfzi hodnot¢ dile zvysila o 38 %, zatimco ve skupiné s
placebem o pouhych 14,3 %. V ptipadé SF 36 doslo v 60. den u skupiny Uthever ke
zvyseni 0 6,5 %, zatimco u skuping s placebem pouze o 3,4 %. Na konci studie vykizal
pramérny HOMA IR index u skupiny Uthever zvyseni 0 0,6 % a u skupiny s placebem o
30,6 % oproti vychozi hodnoté.

Zavér: Zvyseni hladin NAD* /NAD§1 ve 30. a 60. den ukazalo potencial Utheveru zvysit
hladinu NAD* v bunkach, coz souvisi s vyssi hladinou energie a ucinkem proti starnuti.
Zvysena citlivost na inzulin byla rov5[néi spojena s pusobenim proti starnuti. Ve skupiné
uzivajici piipravek Uthever nedoél@ k zadné pozoruhodné zméné skére HOMA, zatimco
ve skupiné uzivajici placebo dosld k pozoruhodnému narastu, coz dokazuje ucinek

zhorgily.

Registrace klinického hodnoceni: (clinicaltrials.gov), identifikitor (NCT04228640
NMN).

Klicova slova: NADH, stredni vék, anti-ageing, Uthever, randomizovana kontrolované studie, HOMA, SF-36, NMN
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Huang

UvoD

Pokroky v lékatskych védach vedly k celkovému prodlouzeni
délky lidského zivota. To vedlo k neustilému zatézovani
vladnich financi, aby bylo starnuti zdravé, coz vyvolalo zdjem
védci po celém svété o zkoumani latek proti starnuti. Na trhu je
k dispozici nékolik farmaceutickych ptipravki, jako je
metformin, rapamycin a aktivatory SIRT1, které jsou zkoumany
jako léky proti starnuti prostfednictvim klinickych studii
(Barzilai 2017; Campisi et al,, 2019, NCT04488601). Veédci
hledaji nékteré endogenni slouceniny, které by mohly mit
potencidl k dosazeni zdravého a produktivniho Zivota i ve
vy$$im véku. Jednou z takovych endogennich molekul je
nikotinamid mononukleotid (NMN). Nikotinamid
mononukleotid (NMN) je bioaktivni nukleotid pfirozené
syntetizovany z fosfitové skupiny a nikotinamid ribosidu
enzymem NAMPT (Bieganowski a Brenner, 2004). NMN je
mezimolekulou v biosyntéze nikotinamidadenindinukleotidu
(NAD ) (*Hsu et al,, 2010), ktery ptisobi jako dtlezity substrat
pro rizné enzymy, které pomahaji pfi enzymatické pfeméné na
NAD* u lidi (Berger et al., 2005). NAD* je nezbytnym
kofaktorem ve vSech zivych bunkach, které se podileji na
zékladnich biologickych procesech. Vycerpani hladiny NAD* je
spojeno s rysy starnuti, mnoha nemocemi souvisejicimi s vékem,
jako je rakovina, metabolické poruchy a neurologické poruchy
(Aman et al., 2018).

Je znamo, ze starnuti je charakterizovano snizenou produkci
energie v mitochondriich v dtsledku vy¢erpani NAD* v mnoha
organech, jako je slinivka bri$ni, kosterni svalstvo, jatra, kize,
tukova tkan a mozek (Mills et al., 2016; Mouchiroud et al., 2013;
Kincaid a Bossy-Wetzel, 2013). Studie ukazala, ze zvySena
hladina enzymi spotfebovavajicich NAD* , napf. na NAD*
zavislé acetylazy (Sirtuiny), poly ADP-ribéza polymerazy
(PARP) a NAD4zy (CD38), ptispiva k poklesu NAD* s vékem
(Camecho-Pereira et al., 2016). Spolu s nimi dochazi k dal$im
zménam, jako je poskozeni DNA, kognitivni poruchy,
inaktivace gent sirtuinu, které lze pomoci NAD* ustoupit.
Predpoklddda se, ze podivani NMN miize kompenzovat
nedostatek NAD* zptisobeny témito enzymy spotfebovavajicimi
NAD* . Studie in vitro (Berger et al,, 2005) zjistila, Ze tfi
izoformy lidské nikotinamidmononukleotidadenyl-transferazy
(NMNAT) Kkatalyzuji pfeménu NMN na NAD* katalyzaci
reverzibilni reakce NMN + ATP # NAD* + PPi.

Kromé toho maji NMN a NR méné nezadoucich ucinki nez
jiné prekurzory NAD* (Cant¢ et al., 2012; Mackay et al., 2012).

Rizné  preklinické  studie  prokdzaly  rozmanité
farmakologické uc¢inky NMN u srde¢ni a mozkové ischemie,
Alzheimerovy choroby, diabetu 2. typu vyvolaného stravou a
vékem a obezity, které jsou vSechny spojeny s nedostatkem
NAD* (Yoshino et al., 2011; Yamamoto et al., 2014; Long et al,,
2015; Fang et al,, 2017). Nejnovéjsi dukazy utvareji obraz, kdy
nizkokaloricky rezim a cvi¢eni mohou zlepsit zdravé starnuti, a
bylo navrzeno nékolik farmakologickych strategii proti starnuti.
Nejucinnéjsi dosud navrzené zasahy se sblizuji pouze v nékolika
bunéénych procesech, v

Vliv NMN na starnuti

TABULKA 1 | Prehled demografickych udaja o subjektu.

Parametry Uthever (N = 31) Placebo (N = 31) P
Hodnoty
aVeék (v letech) 0.74
Pramér 47.76 47.21
SD 06.60 06.55
Rozsah 40,00-64,00 let 40,00-64,00 let
aHmotnost (kg) 0.39
Prameér 62.10 60.83
SD 06.14 05.61
Rozsah 50,00-72,00 kg 53,00-76,00 kg
aVyska (cm) 0.81
Prameér 156.73 156.97
SD 04.03 04.18
Rozsah 149,00-162,00 cm 146,00-164,00 cm
aBMI (kg/m )? 0.37
Prameér 25.26 24.72
SD 02.34 02.40
Rozsah 21,60-29,20 kg/m? 20,10-30,30 kg/m?
bSex 0.60
Muzi 13 (41.9) 15 (48.4)
Samice 18 (58.1) 16 (51.6)

aStudentovym t-testem.
bPodle testu chi-kvadrdt p > 0,05 nebylo povazovino za vyznamné.

zejména nutri¢ni signalizace, mitochondridlni ucinnost,
proteostdza a autofagie (de Cabo et al., 2014).

Slibné vysledky predklinickych studii vedly k hodnoceni
NMN u lidi. Jednoramenna nerandomizovana intervence byla
provedena jednorazovym perordlnim podanim 100, 250 a 500
mg NMN u 10 zdravych japonskych muzi a zjistila, ze NMN je
bezpecny pro pouziti u lidi (Junichiro et al., 2020). Byl také
zkouman u obéznich Zen po menopauze s pred¢asnym vznikem
diabetu po dobu 10 tydnu s cilem zjistit jeho vliv na citlivost
svalti na inzulin (Yoshino et al., 2021). NMN je v souc¢asné dobé
hodnocen z hlediska u¢inkl na kardiometabolické funkce, z
hlediska t¢innosti u pacientt s hypertenzi a jako doplnék stravy
proti starnuti v davkach od 200 do 500 mg/den (registr studii v
USA, ¢ NCT03151239, NCT03151239, NCT04910061,
NCT04862338, NCT04823260, NCT04571008, NCT04903210 a
NCT04664361) po dobu 29 dni az 16 tydnii.

Udaje o t¢innosti NMN jako doplitku proti stirnuti jsou
omezené. Tento navrh studie vychazi z dostupnych
preklinickych udaji o NMN jako dopliku stravy. Cilem této
studie bylo zhodnotit bezpe¢nost a uc¢innost dopliku stravy
Uthever, nikotinamidového mononukleotidu (NMN), pfi
stimulaci metabolismu NAD* u dospélych stfedniho a vy$siho
véku, a posoudit tak jeho tcinek proti starnuti u 66 dospélych a
star$ich osob.

MATERIALY A METODY

Studovana populace

Studie byla provedena na zdravych osobach ve véku 40-65 let,
jejichz BMI (Body Mass Index) se pohyboval mezi 18,5 a 35
kg/m? . Zdravi subjekti bylo uréeno na zakladé posouzeni
zivotnich funkci, fyzikalniho vySetfeni a anamnézy,
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TABULKA 2 | Srovnani zmén pramérnych hodnot NAD* /NADH v krvi mezi skupinami.

Doba trvani (dny)
hodnota

Pramérna hodnota NAD v krvi* /NADH (pmol/ml) (X_ + SD) p

Uthever (N = 31)

Placebo (N = 31)

Zéakladni udaje 6.57 +4.36 7.12 + 4.56 0.62
30 7.31+£6.82 7.12 + 5.66 -
60 9.07 £ 5.65 8.14 + 4.86 -
Pramérmy rozdil (vychozi stav - 30. den) (p hodnota) 0.73 £ 8.38 (0.63) 0.00 +6.61 (1.0) 0.70
Praimeérny rozdil (vychozi stav - den 60) (p hodnota) 2.50 £8.21 (0.10) 1.01 £ 5.35 (0.30) 0.40
Podle Studentova "t" testu bylo p > 0,05 povazovano za

nevyznamné.

TABULKA 3 | Srovnani zmén v celkové ubéhnuté vzdalenosti (6minutovy test chiize) mezi skupinami.

Doba trvani (dny) Primérna celkova ujeta vzdalenost (km) (X7 + SD) P

hodnota

Uthever (N = 31)

Z&kladni udaje 0.46 £ 0.03
30 0.48 +0.02
60 0.49 £ 0.02

Priméry rozdil (vychozi stav - 30. den) (p hodnota)
Primémy rozdil (vychozi stav - den 60) (p hodnota)

Podle Studentova "t" testu bylo p > 0,05 povazZovano za
nevyznamné.

vcetné véech soubézné uzivanych léki a nékolika laboratornich
vysetieni (hematologie, klinickd chemie a vySetfeni moci),
elektrokardiografu (EKG) a rentgenu béhem screeningu. Do
studie nebyly zafazeny osoby s aterosklerotickym
onemocnénim a/nebo kardiopulmondlnim onemocnénim, s
anamnézou zneuzivani drog nebo alkoholu, s nestabilnim
du$evnim onemocnénim, které by mohlo ovlivnit schopnost
ucastnika dodrzovat podminky studie, osoby, které uzivaly
statiny, a téhotné nebo kojici Zeny. Screening byl proveden ¢tyti
dny pred podanim davky. Celkem bylo provéfeno 70
potencidlnich ucastnik(l, z nichz 66 bylo na zakladé vsech
zatazovacich a vyluCovacich kritérii shledano jako zpusobilych.
Téchto 66 subjektt bylo randomizovano bud do ramene s NMN,
nebo do ramene s placebem podle randomizaéniho schématu v
poméru 1:1. Po odlepeni bylo zjisténo, ze 31 subjektil je v
aktivnim rameni a 35 v placebovém rameni. Proto bylo z kazdé
skupiny nahodné vybrano 31 subjekti, aby se zabranilo
zkresleni udajii v analyze. Analyza byla provedena u celkem 62
subjektti Obrazek 1.

Navrh studie

Tato studie byla provedena jako randomizovana, multicentricka,
dvojité zaslepend, placebem kontrolovana klinickd studie s
paralelnim designem. Byla provedena na klinice Swasthya clinic
& research centre a v nemocnici Nirmaya v indickém mésté
Pune. Pfed zahdjenim studie prezkoumala Kralovskd eticka
komise v indickém Pune protokol klinické studie, formulat
informovaného souhlasu a pfislusné preklady ICF (hindstina a
marathstina) a udélila souhlas na zaseddni konaném 6. ledna
2020. Nezavisla eticka komise byla vytvorena podle pravidel pro
nové 1éky a klinické studie z roku 2019 a je fadné registrovana u
Generalniho kontrolora 1é¢iv v Indii prostfednictvim Cisla -
ECIV45/Indt/MII/2013/RR-19. Tato studie byla provedena v

*0.02 + 0.04 (0.01)
*0.03 + 0.04 (0.00)

Placebo (N = 31)

0.51+0.24 0.25

0.53 +£ 0.26 -

0.53+0.27 -
*0.02 £ 0.03 (0.01) 0.10
*0.02 £ 0.05 (0.03) 0.38

souladu se spravnou Kklinickou praxi (GCP) a zdsadami
Helsinské deklarace. VSechny subjekty byly informovany o cili,
obsahu a rizicich studie.
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a pred zarazenim do studie dobrovolné podepsali pisemny
informovany souhlas.

Hodnoceni ucinnosti a bezpec€nosti
Vsichni Gcastnici studie byli pouceni, Ze maji uzivat dvé
tobolky (kazda obsahovala 150 mg NMN/skrobového prasku)
bud ptipravku Uthever (doplnék NMN), nebo placeba jednou
denné po snidani po dobu 60 dntl. Za tcelem vyhodnoceni
u¢innosti NMN (Uthever) pfi stimulaci metabolismu NAD* a
jeho vlivu na osoby stfedniho a vyssiho véku bylo ve studii jako
primarni koncové body hodnoceno nékolik parametru, jako je
koncentrace NAD* /NADH v krevnich bunkach, test
vytrvalosti pfi chizi v délce 6 min, systolicky a diastolicky
krevni tlak, pulzni tlak a dotaznik SF-36. Jako explorativni
endpoint byl hodnocen také HOMA (homeostatic model
assessment). Pro ovéreni bezpe¢nosti NMN v davce 300 mg po
dobu 60 dnt byly zachovany bezpecnostni laboratorni testy a
testy organovych funkci. Tato hodnoceni bezpe¢nosti byla
provedena na zaciatku a na konci navstévy studie. Jakékoli
vyznamné nezidouci uc¢inky by tedy Dbyly patrné
prostfednictvim de-ranych laboratornich hodnot a testd
organovych funkci. V dasledku toho by jakékoli klinicky
vyznamné zhorSeni parametrii ve srovnani s Zadnou lé¢bou (jak
bylo prokazino na pocatku 1é¢by) naznacovalo, Ze aktivni
skupina ma negativni vliva ma obavy o bezpe¢nost.
Koncentrace NAD* /NADH v séru byla testovana
kolorimetrickou  kvantifikatni ~ soupravou od  firmy
MyBioSource (CA, USA). Test je zalozen na enzymatické
cyklické reakci, pfi niz se NAD* redukuje na NADH. NADH
reaguje s kolorimetrickou sondou za vzniku barevného
produktu, ktery se méri pti 450 nm. Intenzita barvy produktu
je umérnd mnozstvi NAD* a NADH ve vzorku. Jednoduché
o$etfeni kyselinou nebo zasadou odli$i NADH od NAD* ve
vzorku. Vzorky a standardy byly inkubovany po dobu 1 az4 h
a poté odecteny pomoci manudlni ¢tecky ELISA (PR4100) od
spole¢nosti BioRad Laboratories (CA, USA).

Vliv NMN na starnuti
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TABULKA 4 | Srovnani zmén pramérného celkového skére dotazniku SF-36 mezi skupinami.

Doba trvani (dny) Primérné celkové skoére dotazniku SF-36 (X_ + SD) P
hodnota

Uthever (N = 31) Placebo (N = 31)
Zakladni udaje 132.77 £ 8.91 129.64 + 17.04 0.37
30 138.15+7.45 134.52 + 14.48 -
60 141.36 + 8.62 134.04 + 18.06 -
Pramérmy rozdil (vychozi stav - 30. den) (p hodnota) *5.38 + 08.94 (0.00) *4.88 + 07.83 (0.00) 0.82
Pramémy rozdil (vychozi stav - den 60) (p hodnota) *8.59 + 11.83 (0.00) *4.40 + 16.06 (0.13) 0.25

Podle Wilcoxonova znaménkového testu bylo p > 0,05 povazovino
za nevyznamné. Mann Whitney U testem.

TABULKA 5 | Srovnani zmén pramérného pulzniho tlaku, systolického a diastolického krevniho tlaku mezi skupinami.

Doba trvani (dny) Pramérny SBP (mmHg) (X_ + SD) P Pradmérny DBP (mmHg) (X_ + P Primérny PP (mmHg) (X_ + P
SD) SD)
Uthever Placebo hgt%n Uthever Placebo hggn Uthever Placebo Q&dn
(N=31) (N=31) (N=31) (N=31) (N=31) (N=31)
Zakladni udaje 124.26 + 14.73128 90 0.23 78.65+8.7679 .06 +7.46 0.84 49.42 +17.4651 .19+ 12.38 0.64
15.84
30 123.84 + 15.49127 52+ - 76.94 £9.0079 .19+6.90 - 48.03 + 12.4648 .32+ 10.93 -
11.65
60 124.19 £ 12.03126 26 - 76.81+8.3077 .84 +9.01 - 49.23 £ 11.0948 .10 + 12.02 -
13.51
Primérmy rozdil (vychozi -0.42 +1 39+ 0.77 -1.71 10 NKE- 0.36 -1.39 +2 87+ 0.72
stav -den
30) (p hodnota) 11.10 (0.83) 14.76 (0.60) 7.63 (0.22) 8.09 (0.92) 18.37 (0.67) 13.75 (0.25)
Primérny rozdil (vychozi -0.06 +2 .65+ 0.42 -1.84 +1 23+ 0.79 -0.19 +3 10+ 0.48
stav -den
60) (p hodnota) 10.31 (0.97) 14.72 (0.32) 8.51(0.23) 9.90 (0.49) 18.59 (0.95) 14.02 (0.22)

Podle Studentova "t" testu bylo p > 0,05 povaZovano za nevyznamné.

TABULKA 6 | Srovnani zmén pramérného HOMA IR indexu mezi skupinami.

Doba trvani (dny) Primérny HOMA IR index (X_ + SD) P
hodnota

Uthever (N = 31) Placebo (N = 31)
Zakladni udaje 1.78 £ 0.85 1.83+1.15 0.85
60 1.79+0.94 2.39+208 -
Primérmy rozdil (vychozi stav - den 60) (p hodnota) 0.01 £ 0.90 (0.95) 0.55 £ 2.02 (0.14) 0.18

Podle Wilcoxonova znaménkového testu bylo p > 0,05 povaZovano za
nevyznamné. Mann Whitneyho testem.

TABULKA 7 | Srovnani zmén pramérné hladiny glukézy v krvi (nala¢no) mezi skupinami.

Doba trvani (dny) Prameérna glykémie (cukr) nalaé¢no (mg/dl) (X_ + SD) P
hodnota

Uthever (N = 31) Placebo (N = 31)
Zakladni udaje 95.33 + 20.98 101.88 + 27.04 0.29
60 91.53 £ 21.41 108.48 £ 47.12 -
Primémy rozdil (vychozi stav - den 60) (p hodnota) -3.80 + 19.03 (0.27) 6.60 +42.22 (0.39) 0.21

Podle Studentova "t" testu bylo p > 0,05 povaZovano za
nevyznamné.

TABULKA 8 | Srovnani zmén pramérnych hodnot inzulinu v séru (nala¢no) mezi skupinami.

Doba trvani (dny) Primérny inzulin v séru nalaéno (mikroU/ml) (X7 + SD) P
hodnota

Uthever (N = 31) Placebo (N = 31)
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Zakladni tdaje 14.33 £ 6.80 15.12+£9.25 0.70
60 14.06 + 7.52 19.08 + 18.09 -
Prmérny rozdil (vychozi stav - den 60) (p hodnota) -0.26 + 7.59 (0.85) 3.96 £ 17.37 (0.21) 0.22

Wilcoxonovym znaménkovym testem Mann Whitneyho testem.
p > 0,05 bylo povazovano za nevyznamné.
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TABULKA 9 | Profil nezadoucich
acinki.
Nezadouci udalosti

Uthever (N = 31) Placebo (N = 31)

Ne. % Ne. %
Dyslipidemie 01 03.2 01 03.2
Celkovy pocet udalosti 01 - 01 -
Celkovy pocet subjektt 01 03.2 01 03.2

Fisherovym presnym testem.

Vzorky byly porovnany se znamou koncentraci standardu
NAD* ve formatu 96jamkové mikrotitra¢ni desticky.

Index HOMA IR byl vypocitan pomoci kalkulatoru HOMA2
IR, ktery byl vytvofen na University of Oxford Diabetes Trial
Unit. Kalkulacka pouziva hladinu glukézy v krvi nala¢no a
hladinu inzulinu v séru nala¢no. Vzorky krve subjekti byly
odebrany pro stanoveni HOMA po no¢nim la¢néni (nejméné 8

Vliv NMN na starnuti

Pro posouzeni zlepSeni fyzické vykonnosti a energie byl
proveden 6minutovy test chiize, pii kterém mél subjekt ujit
50metrovou vnitfni drahu a vzdalenost, kterou urazil, byla
méfena podle

subjektu za 6 minut (Enright, 2003).

K posouzeni zlepseni celkové pohody subjektu byl pouzit
dotaznik SF-36, ve kterém subjekt odpovidal na 36 otazek
tykajicich se energie, emoci, socidlnich aktivit a fyzického zdravi
subjektt (Ware et al., 1992).

Statisticka analyza

Primarni cile byly hodnoceny 30. a 60. den po zahajeni 1é¢by.
Pro analyzu byla pouzita data ziskand z obou pracovist, tj. z
Kkliniky a vyzkumného centra Swasthya a z nemocnice Nirmaya.
Veskera analyza ucinnosti byla provedena na podskupiné per-
protokol (PP), tj. do populace per-protokol by zahrnuty subjekty
bez zavaznych poruseni protokolu,

h nala¢no).

TABULKA 10 | Srovnéni pramérnych laboratornich udaji (CBC, hematologie) mezi skupinami.

Laboratorni
hodnota

Hemoglobin (g/dl)

Hematokrit-PCV (%)Celkem

Celkovy pocet leukocytd-WBC Total Count (/cmm)

Neutrofily (%)

Absolutni neutrofily (/cmm)

Lymfocyty (%)

Monocyty (%)

Bazofily (%)

Eozinofily (%)

Pocet krevnich desticek (/cmm)

Pocet ¢ervenych krvinek (mil/mm)

testyDoba trvani (dny)

Promer (X + SD)

Uthever (N = 31)

Placebo (N = 31)

Zakladni udaje 13.32 £ 1.65 13.28 £ 1.86 0.92
60 13.05 + 1.68 13.32£1.97 -
Pramémy rozdil (vychozi stav - den 60) (p -0.27 + 0.66 (0.03) 0.04 + 1.03 (0.83) 0.16
hodnota)

Zakladni udaje 40.78 £ 4.37 39.40 + 8.05 0.40
60 39.73+4.36 40.85 + 5.06 -
Prameémy rozdil (vychozi stav - den 60) (p -1.05 + 2.03 (0.00) 1.46 +7.26 (0.27) 0.06
hodnota)

Zakladni udaje 6745.16 + 1650.62 6612.90 + 1289.64 0.72
60 6296.77 + 1813.01 6490.32 + 1359.25 -
Primérny rozdil (vychozi stav - den 60) (p  -448.39 + 1662.50 (0.14) -122.58 + 899.89 (0.45) 0.34
hodnota)

Zakladni udaje 55.88 +7.87 53.09 + 9.66 0.21
60 56.41 + 8.15 55.14 + 9.45 -
Primérmy rozdil (vychozi stav - den 60) (p 0.53 + 7.46 (0.69) 2.05 +6.86 (0.10) 0.40
hodnota

Zékladn? Udaje 3682.93 + 1439.17 4185.51 + 4267.12 0.53
60 4698.02 + 5771.45 3635.80 + 1205.23 -
Prameémy rozdil (vychozi stav - den 60) (o0 1015.09 + 5672.56 (0.32) -549.72 + 4396.63 (0.49) 0.22
hodnota

Zakladn? Udaje 33.79 £ 6.12 35.36 + 6.89 0.34
60 34.61+6.71 35.45+9.51 -
Primémy rozdil (vychozi stav - den 60) (p 0.82 +7.39 (0.54) 0.08 £ 6.70 (0.94) 0.68
hodnota)

Zakladni udaje 5.82+1.77 5.91+193 0.84
60 4.67 +1.49 4.87 +1.51 -
Primérny rozdil (vychozi stav - den 60) (p -1.15 £ 1.72 (0.00) -1.03 £ 1.55 (0.00) 0.77
hodnota)

Zakladni udaje 0.00 + 0.00 0.01+£0.03 0.06
60 0.01 £ 0.02 0.01 £ 0.03 -
Pramérmy rozdil (vychozi stav - den 60) (p 0.01 £ 0.02 (0.00) 0.00 + 0.05 (1.0) 0.30
hodnota)

Zakladni udaje 4.27 +4.47 4.60 +2.94 0.73
60 4.19+343 4.53 +3.12 -
Pramémy rozdil (vychozi stav - den 60) (p -0.09 + 1.79 (0.78) -0.07 + 1.49 (0.79) 0.96
hodnota)

Zakladni udaje 268141.94 + 89517.44 276096.77 + 75638.77 0.70
60 272806.45 + 81622.88 265764.52 + 87540.73 -
Pramérmy rozdil (vychozi stav - den 60) (p 4664.52 + 47631.74 (0.58) -10332.26 + 58404.87 (0.33) 0.27
hodnota)

Zakladni udaje 4.66 +0.58 4.59 £ 0.57 0.63
60 4.64 +0.61 4.58 +0.55 -
Primérmy rozdil (vychozi stav - den 60) (p -0.02 £ 0.24 (0.64) -0.00 £ 0.36 (1.0) 0.79

hodnota)

Frontiers in Aging | www.frontiersin.org

Kvéten 2022 | Ro¢nik 3 | Clanek

851698


https://www.frontiersin.org/journals/aging
http://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/aging#articles
https://www.frontiersin.org/journals/aging#articles

PHtSmbinovy ¢as (sekundy)

Aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as (sekundy)

Zakladni udaje

60

Primérny rozdil (vychozi stav - den 60) (p
hodnota)

Zakladni udaje

60

Primérmy rozdil (vychozi stav - den 60) (p
hodnota)

Podle Studentova "t" testu bylo p > 0,05 povaZovano za nevyznamné.

3.72+£522
3.82+4.94
0.10 £ 4.76 (0.90)

29.61 + 3.36
29.81+ 3.64
0.20 + 3.55 (0.75)

4.89 + 543 NMN na stimug 39

4.92+643
0.02 £ 5.51 (0.98)

28.91 £ 3.01
30.22 £ 320
1.323.03 (0.02)

0.39
0.95

0.39

0.18
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TABULKA 11 | Srovnéni pramérnych laboratornich udaji (LFT) mezi skupinami.

Laboratorni testyDoba trvani (dny) Pramér (X_ +SD) P

hodnota

Uthever (N = 31)

Placebo (N = 31)

Celkovy bilirubin (mg/dl) Zakladni udaje 0.62 £0.27 0.59 +£0.27 0.66
60 0.63+0.27 0.60 + 0.26 -
Primémy rozdil (vychozi stav - den 60) (p hodnota) 0.01 + 0.18 (0.75) 0.01£0.18 (1.0) 0.82
Aspartataminotransferaza (U/L) Zakladni udaje 19.75+5.14 19.62 + 5.99 0.92
60 18.31 £4.09 18.97 £ 4.11 -
Primémy rozdil (vychozi stav - den 60) (p hodnota) -1.44 + 4.79 (0.10) -0.65 + 5.09 (0.48) 0.53
Alaninaminotransferaza (U/L) Zakladni udaje 20.28 +9.55 18.75 £ 7.00 0.47
60 17.20 £ 6.58 19.45 £ 8.77 -
Primémy rozdil (vychozi stav - den 60) (p hodnota) -3.08 + 8.33 (0.04) 0.70 + 7.34 (0.59) 0.06
Alkalicka fosfataza (U/L) Zakladni udaje 75.50 + 25.67 83.68 + 35.94 0.30
60 76.04 + 25.93 85.58 + 31.91 -
Primémy rozdil (vychozi stav - den 60) (p hodnota) 0.54 + 13.78 (0.82) 1.90 + 14.32 (0.46) 0.70
Podle Studentova "t" testu bylo p > 0,05 povaZovano za nevyznamné.
TABULKA 12 | Srovnani pramérnych laboratornich udaji (RFT) mezi skupinami.
Laboratorni testyDoba trvani (dny) Pramér (X + SD) P
hodnota
Uthever (N = 31) Placebo (N = 31)
Rychlost glomerularni filtrace (ml/min/1,73 m2) Z&akladni udaje 94.26 + 16.42 92.23 +21.25 0.67
60 92.71 + 16.56 90.52 + 17.67 -
Primérny rozdil (vychozi stav - den 60) (p -1.55 £ 13.15 (0.51) -1.72 £ 10.85 (0.38) 0.95
hodnota)
Mocovina (mg/dl) Zakladni udaje 18.35 £ 4.63 20.52 +6.28 0.12
60 17.79 £5.37 20.30 +7.06 -
Primeérny rozdil (vychozi stav - den 60) (p -0.56 + 5.87 (0.59) -0.22 + 5.24 (0.81) 0.81
hodnota)
Dusik mocoviny v krvi (mg/dl) Zéakladni udaje 8.58 +2.16 9.59 +293 0.12
60 8.37 £2.50 9.44 +3.34 -
Primérmy rozdil (vychozi stav - den 60) (p -0.21 + 2.68 (0.66) -0.15 +2.53 (0.74) 0.92
hodnota)
Kreatinin v séru (mg/dl) Zéakladni udaje 0.82+0.15 0.86 £ 0.24 043
60 0.83+0.14 0.86 + 0.22 -
Primeérny rozdil (vychozi stav - den 60) (p 0.01+0.11 (0.61) 0.01 + 0.08 (0.49) 1.0
hodnota)
Kyselina mocova (mg/dl) Z&akladni udaje 4.85+1.60 4.86 + 1.36 0.97
60 4.60+1.23 4.63+1.33 -
Primérny rozdil (vychozi stav - den 60) (p -0.25 + 0.80 (0.09) -0.24 + 0.57 (0.02) 0.95
hodnota)
Sodik v séru (mmol/l) Z&akladni udaje 141.35 £ 2.03 140.58 + 3.82 0.32
60 139.60 + 6.84 140.19 £ 2.65 -
Primérny rozdil (vychozi stav - den 60) (p -1.75 +6.73 (0.15) -0.39 + 2.35 (0.36) 0.29
hodnota)
Chloridy v séru (mmol/l) Zakladni Udaje 102.51+2.16 101.63 + 3.64 0.25
60 102.77 £ 2.53 101.36 + 3.16 -
Primeérny rozdil (vychozi stav - den 60) (p 0.26 + 1.87 (0.44) -0.27 £2.11 (0.48) 0.29
hodnota)
Podle Studentova "t" testu bylo p > 0,05 povaZovano za nevyznamné.
TABULKA 13 | Srovnani pramérnych laboratornich udaju (lipidovy profil) mezi skupinami.
Laboratorni testyDoba trvani (dny) Pramér (X + SD)
hodnota
Uthever (N = 31) Placebo (N = 31)
Celkovy cholesterol (mg/dl) Zakladni udaje 178.55 + 38.91 186.15 + 50.70 0.51
60 172.86 + 31.89 179.79 + 39.40 -
Prameérny rozdil (vychozi stav - den 60) (p hodnota) -5.68 + 20.22 (0.12) -6.36 + 22.90 (0.13) 0.90
Triglyceridy v séru (mg/dl) Zakladni udaje 141.02 + 77.48 168.46 + 106.32 0.25
60 132.48 + 60.41 167.91 + 198.89 -
Primémy rozdil (vychozi stav - den 60) (p hodnota)-8.54 + 61.85 (0.44) -0.55 + 127.61 (0.98) 0.75
LDL (mg/dl) Zakladni udaje 115.51 £ 26.10 124.65 + 42.13 0.30
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60 114.45 £ 30.75 119.42 £ 37.76 -
Pramémy rozdil (vychozi stav - den 60) (p hodnota) -1.06 + 18.08 (0.74) -5.23 + 19.92 (0.15) 0.39

Podle Studentova "t" testu bylo p > 0,05 povaZovano za nevyznamné.
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Assessed for eligibility
(Screened) N=70

A\

Excluded (n=4)

+ Not meetinginclusion
criteria (n=2)

+ Declined to participate (n=2)
+ Other reasons (n=0)

Randomized subjects

OBRAZEK 1 | Vyvojovy diagram pro distribuci subjektii.

N= 66

Allocated to intervention NMN 300 Allocation Allocated to intervention Placebo

mg (n=31) 300 mg (n=35)

¢ Received allocated intervention ¢ Received allocated intervention

(n=31) (n=35)

v v
Lost to follow-up (n=0) Follow up Lost to follow-up (n=0)
Discontinued intervention (n=0) Discontinued intervention (n=0)
Analysed (n=31) Analysis Analysed (n=31)
+ Excluded from analysis (give ¢ Excluded from analysis (give
reasons) (n=0) reasons) (n=4)
Due to random nature of treatment

allocation, after unbinding 31
subjects were found to be on active
arm and 35 to be on the placebo arm.
Hence 31 subjects from each group
were selected for analysis and
analysis was performed on total 62
subjects.

vcetné subjektll, které absolvovaly vSechny navstévy a které
béhem studie neuzivaly zadné zakazané léky. U Zzadného z
t¢astnikd studie nedoslo k porudeni pravidel. Zadny ze subjektt
nebyl vyloucen z analyzy uc¢innosti z diivodu nezadouci ptihody
nebo jakéhokoli poruseni. Bylo provedeno srovnani aktivni a
placebové vétve 1é¢by, pricemz zmény vysledkil od pocatku do
konce studie byly shrnuty podle 1é¢by.

Kategoridlni proménné byly vyjadieny jako ¢isla a procenta.
Vsechny primarni parametry ucinnosti byly shrnuty pomoci
statistickych metod vhodnych pro kazdy typ souboru udaju a
byly uvedeny v tabulkdch pro kazdy ¢asovy bod pro uvadéné
parametry. Primarni koncové ukazatele u¢innosti byly

analyzovany pomoci studentského "t" testu. U nékolika
proménnych byl pouzit neparametricky pristup, ktery vyuzival
Wilcoxoniv znaménkovy test a Manntiv Whitneyho U test pro
koncové ukazatele, jako je SF-36, primérny HOMA IR index a
priamérny sérovy inzulin.

VYSLEDKY

Demografické udaje o sledované populaci
Demografické a zékladni charakteristiky subjektt byly v obou
lé¢ebnych skupinach velmi podobné; celkovy pramérny vék byl
priblizné 47 let a subjekty byly prevazné Zeny (tabulka 1).
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NAD v krevnich bunkach /NADH*

Primdrni parametr a¢innosti, hladina NAD* /NADH ve

v séru se v aktivni skupiné (skupina Uthever) zvysil o 11,3 % ve
30. den, zatimco ve skupiné s placebem nebyla pozorovana
vibec Zddnd zména. Na konci studie (60. den) se hladina NAD*
/NADH ve skupiné Uthever zvysila oproti vychozi hodnoté jesté
0 38 %, zatimco ve skupiné s placebem doslo k nartstu o
pouhych 14,3 % (tabulka 2). ZvySeni v placebové skupiné lze v
této studii pricist placebo efektu. Piestoze rozdil mezi aktivni a
placebovou skupinou neni statisticky vyznamny, vysledky
naznacuji, ze Uthever skute¢né zvySuje hladinu NAD* v séru i
po 2 mésicich trvani.

6minutovy test vytrvalosti pfi chuzi

Vydrz pri chiizi se 30. den 1écby zvysila o 4,3 % ve skupiné s
ptipravkem Uthever a 0 3,9 % ve skupiné s placebem. Ve 30. dni
1é¢by tedy nebyl pozorovan zadny uéinny rozdil ve vytrvalosti
pfi chizi. Pfi pokracovani stejné lé¢by do 60. dne doslo u
skupiny Uthever ke zvySeni o 6,5 %, zatimco u skupiny s
placebem ziistala stejna, tj. 3,9 % (tabulka 3). Zjisténi nebyla
shledana statisticky vyznamnymi.

Z této analyzy vyplynulo, ze placebo efekt byl patrny az do
30. dne, ale poté skupina Uthever vykazovala daldi zlepsSeni
vytrvalosti pfi chizi, zatimco skupina s placebem zustala na
stejné trovni.

SF-36

Dotaznik SF 36 ukazuje, jak se subjekt citi dobre. ¢im vyssi je
skore, tim lepsi je zdravotni stav subjekti. Tticaty den se ve
skupiné Uthever skére zvysilo o 4,0 %, zatimco ve skupiné s
placebem o 3,7 %. Ve skore 30. dne tedy neni Zadny vyznamny
rozdil. V 60. dni doslo ve skupiné Uthever ke zvy$eni skére o0 6,5
%, zatimco ve skupiné s placebem pouze o 3,4 %. Rozdil ve skdre
SFE-36 mezi aktivni a placebovou skupinou nebyl statisticky
vyznamny, ale zvy$eni skore ve skupiné Uthever

byl téméf dvojnasobny oproti placebové skupiné.

Pulzni tlak, systolicky a diastolicky krevni
tlak

Za parametr pro hodnoceni ué¢inku pripravku Uthever proti
starnuti bylo povaZovano sniZeni pulzniho tlaku, systolického a
diastolického krevniho tlaku smérem k normalizaci. Ve 30. dni
vykazoval pramérny pulzni tlak pokles o 2,8 % ve skupiné
uzivajici piipravek Uthever a o 5,6 % ve skupiné uzivajici
placebo oproti vychozi hodnoté. Primérny systolicky krevni
tlak vykdzal pokles o 0,3 % ve skupiné Uthever a 0 1,1 % u
placeba.

1Clinicaltrials.gov search, citovano 11. inora 2022, dostupné
zhttps://clinicaltrials. gov/ct2/show/NCT031512392term=NMN&draw=2&rank=2
2Vyhledévani na webu “"“"** gov, citovéno 11. 2. 2022, dostupné
zhttps://clinicaltrials. gov/ct2/show/NCT04910061?term=NMN&draw=2&rank=3.
3Vyhledévani na webu “"“"** gov, citovéno 11. 2. 2022, dostupné
zhttps://clinicaltrials. gov/ct2/show/NCT048623382term=NMN&draw=2&rank=4.
4Vyhled4vani na webu “"“""** gov, citovéno 11. 2. 2022, dostupné
zhttps://clinicaltrials. gov/ct2/show/NCT04823260?term=NMN&draw=2&rank=>5.

Vliv NMN na starnuti

skupiny od vychoziho stavu. Pramérny diastolicky krevni tlak
vykazal ve skupiné s Utheverem pokles o 2,2 % a ve skupiné s
placebem vzestup o 0,2 % oproti vychozi hodnoté (tabulky 4, 5).
Zjisténi nebyla statisticky vyznamna.

HOMA

K vyhodnoceni prizkumného uc¢inku proti starnuti na regulaci
inzulinu smérem k normalizaci byl hodnocen index HOMA IR
spolu s hladinou cukru v krvi nala¢no a sérovym inzulinem
(nala¢no). Na konci studie vykazal primérny index HOMA IR u
skupiny s piipravkem Uthever nariist o 0,6 % a u skupiny s
placebem nartst o 30,6 % oproti vychozi hodnoté. Primérna
glykémie (cukr) nala¢no vykdazala pokles o 4,0 % u skupiny
Uthever a vzestup o 6,5 % u skupiny s placebem oproti vychozi
hodnoté. Priimérny sérovy inzulin nala¢no vykazal pokles o 1,9
% ve skupiné Uthever, zatimco ve skupiné s placebem doslo k
naristu o 26,2 % oproti vychozi hodnoté (tabulky 6-8). Rozdil v
HOMA IR indexu mezi skupinami Uthever a placebo nebyl
shleddn statisticky vyznamnym.

Bezpec€nostni analyza

U dvou pacientt se vyskytly nezadouci ptihody dyslipidemie, z
nichz jeden byl v aktivni skupiné a druhy ve skupiné s
placebem. U obou subjektil se jednalo o mirnou dyslipidémii,
kterd se podanim léka zcela vyfesila, a pfi¢inna souvislost byla
nepravdépodobnd. Profil nezddoucich u¢inki uvadi, ze 3,2 %
ptipadi z obou skupin mélo nezadouci ucinky, coz bylo v obou
skupinach stejné (tabulka 9). Zavaznost pfihod byla v obou
pripadech mirna.

V obou skupinich nedoslo ke klinicky vyznamnym
odchylkdm (zhorseni) v bezpe¢nostnich laboratornich testech,
coz svéd¢i o bezpecnosti doplitku Uthever (NMN) (tabulky 10-
13).

DISKUSE

Primdrnim cilem studie bylo zjistit u¢inek pripravku Uthever
proti starnuti. Jako primarni koncovy bod byl zvolen NAD* ,
aby se prokdzal ucinek doplitku stravy Uthever zlepsujici
pracovni vykon a pusobici proti stairnuti. NAD* je aktivni
slozkou v energetickém mechanismu bunék. Vys$si hladiny
NAD* v bunkach byly korelovany s vy$§imi hladinami energie.
NAD* poméha produkovat ATP, coz je pro burky snadno
vyuzitelna forma energie.
Mezi dalsi funkce NAD* patfi ochrana a oprava DNA, snizeni
poctu mutaci DNA, sniZeni hladiny cholesterolu a posileni
imunitniho systému, coz by mohlo byt pti¢inou uc¢inku
Utheveru proti starnuti (Navas a Carnero, 2021). Z toho
vyplyva, Ze vzestup hladin NAD* /NADH ve 30. dni a v den.
60 ukazal potencidl Utheveru zvysit hladinu NAD*

5Vyhledévani na webu ““<"** gov, citovano 11. 2. 2022, dostupné
zhttps://clinicaltrials. gov/ct2/show/NCT04571008?term=NMN&draw=2&rank=6.
6Vyhledévani na webu “""* gov, citovano 11. 2. 2022, dostupné
zhttps://clinicaltrials. gov/ct2/show/NCT04903210?term=NMN&draw=2&rank=7.
7Vyhledévani na webu ““<""** gov, citovéno 11. 2. 2022, dostupné
zhttps://clinicaltrials. gov/ct2/show/NCT046643612term=NMN&draw=2&rank=8.
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v bunkach. Nartst NAD* /NADH v aktivni skupiné byl
podstatné vyssi nez u placeba, aby mél vétsi vyznam, mohla by se
davka nebo doba trvani déle zvy$it. Druhym primarnim
koncovym bodem studie byl test vytrvalosti pti chiizi v délce 6
minut. Predpokladalo se, ze Uthever zlepsi hladinu energie, a tim
zvys$i kapacitu subjekti pfi chiizi. Z udaji bylo zjisténo, ze
vytrvalost chiize subjektt v aktivnim, tj. Utheveru, se zvys$ila o 6
min.

na konci studie doslo k pozoruhodnému nartstu.

Pro ovéfeni u¢inku ptipravku Uthever (NMN) proti starnuti
bylo na zacatku, 30. a 60. den kontrolovano snizeni systolického
krevniho tlaku, diastolického krevniho tlaku a pulzniho tlaku
smérem k normalizaci. U diastolického ani systolického krevniho
tlaku nedoslo k vyznamnému poklesu ani vzestupu smérem k
normalizaci v aktivni ani placebové skupiné. To lze pric¢ist
relativné niz$i davce pripravku Uthever a kratkému trvani
studie.

Kone¢nym parametrem t¢innosti bylo skére dotazniku SF-
36. Cim vyssi je skére SF 36, tim lepi je pohoda subjektu. Ve
skupiné uzivajici pripravek Uthever byl pozorovan
pozoruhodny nartist skore SF 36, coz znamena, ze pohoda
subjektl se konzumaci pfipravku Uthever po dobu 60 dnt
zvysila,

HOMA byl zvolen jako parametr pro kontrolu citlivosti
bunék na inzulin. S rostoucim biologickym vékem se tato
schopnost snizuje. Proto byla zvySena citlivost na inzulin
spojena s bojem proti starnuti. Ze stejného dtivodu byl v této
studii jako prazkumny cil hodnocen index HOMA IR.

Analyza ukazala, Ze ve skupiné s pripravkem Uthever
nedoslo k zadné pozoruhodné zméné skore HOMA, zatimco ve
skupiné s placebem doslo k jeho zvySeni. Prestoze vzestup ve
skupiné s placebem byl margindlni a nebyl statisticky
vyznamny, muizeme toto zjisténi spolu-vztahovat s tc¢inkem
ptipravku Uthever proti starnuti, protoze pfi jeho absenci se
parametry zhorsily.

Vysledky zjisténé v nasi studii lze korelovat s nékolika
dal$imi klinickymi studiemi (Dollerup et al., 2018; Gale, 2004).
Suplementace  NMN (250 mg/den) zvysila inzulinovou
signalizaci kosterniho svalstva, citlivost na inzulin a remodelaci
svali u Zen po menopauze s nadvahou nebo obezitou. Ucinek
NMN byl vsak specificky pro inzulinovou citlivost ve svalech a
neovlivnil dal$i dulezité proménné spojené s inzulinovou
rezistenci, véetné indext inzulinové citlivosti jater a tukové
tkané, plazmatické glukézy nala¢no, inzulinu a koncentraci
adiponektinu. Nezménilo se ani sloZeni téla (hmotnost tuku,
hmotnost bez tuku, objem intraabdominalni tukové tkané a
obsah intrahepatalnich triglyceridi), krevni tlak, plazmaticka
glukoéza, inzulin, volné mastné kyseliny, lipidy, koncentrace
adiponektinu a leptinu a bazdlni kinetika glukézy i mastnych
kyselin (Yoshino et al., 2021). Je dtlezité poznamenat, ze nase
studie nezahrnovala zvlast obézni subjekty, ackoli nebyla
zavedena zadna dietni omezeni. Subjekty byly ponechany na své
bézné stravé a béhem studie nebylo povoleno zadné vylepseni
stravy subjektuL.

Sekundarnim cilem studie bylo vyhodnotit bezpec¢nost
ptipravku Uthever po dobu trvani studie. Toho bylo dosazeno
analyzou hodnoceni nezddoucich tu¢inkii a hodnocenim
odchylnych laboratornich parametri a testi organovych funkci,
jako je test jaternich funkci (LFT) a test ledvinnych funkci

(RFT).
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V této studii byla dobfe prokazana bezpecnost a t¢innost
peroralniho podavani NMN-300 mg u zdravych jedinct.
Peroralni podavani NMN (300 mg) nezptisobilo u zdravych
dobrovolnikd zadné specifické $kodlivé ucinky, zatimco je
znamo, Ze nikotinamid negativné ovliviiuje organy, jako jsou
ledviny, jatra a beta bunky slinivky bfi$ni, a pti vyssich davkach
vyvolava nevolnost a bolesti hlavy, coz zptsobuje potize pfi
pouziti nikotinamidu ve vysokém mnozstvi ke zvySeni
bunécného NAD* . V této studii jsme nepozorovali nezadouci
ucinky, jako je nevolnost a hepatotoxicita, protoze NMN
nezvy$il hladinu nikotinamidu v krvi natolik, aby v této studii
zpusobil takové nezadouci ucéinky. Kdyz jsme porovnavali
skére HOMA mezi skupinami, objevily se urcité orientaéni
dukazy, ze NMN do jisté miry podporuje schopnost subjekta
regulovat hladinu glukézy, ale je tfeba se na to podivat za
riznych podminek, jako je zvyS$ena davka vs. doba trvani vs.
pravidelnost stravovani atd. Celkové byl NMN dobte snasen az
do davky 300 mg.

Analyza Gdaji ziskanych v této studii nezjistila Zadné
statisticky vyznamné zmény ve vysledcich ucinnosti mezi
skupinami s aktivnim lé¢ivem a placebem. Klinicky vyznamné je
v$ak zvy$eni hladin NAD* /NADH v séru, zlepseni celkového
zdravotniho stavu a vytrvalosti pti chuzi. Zdd se, Zze prvni
vysledky této studie signalizuji pozitivni smér, ale pro
stanoveni vyraznych zavéra se statistickou vyznamnosti jsou
nutné dalsi rozsahlé studie se zvy$enim davky a délky 1écby. Tato
studie otevira zcela nové obzory pro zkouSeni NMN v
oblastech, jako je zvraceni starnuti, regenerace specifickych organt
na zékladé ucinka proti starnuti a zvraceni véku, zvraceni
metabolickych poruch, a dokonce i vliv NMN na prevenci
rakoviny (Knip et al., 2000; Hwang a Song, 2020; Igarashi et al.,
2021).
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