STRES A STARNUTI
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. Uvod

Stres ma znacny vliv na funkci imunitniho systému. Soucasné studie na-
znacuji, ze starnuti imunitniho systému (neboliimunosenescence) je z¢as-
ti spojena s psychologickym stresovymi faktory a stresovymi hormony.
Chronicky stres vede k pfed¢asnému starnuti zékladnich homeostatickych
systémd, které jsou klicové pro adaptaci organismu na zmény prostiedi.’

U mladych jedincl G¢inné imunitni odpovedi mohou kompenzovat
Ucinky stresu. Nicméné béhem procesu starnuti se funkce imunity zhor-
Suje, a to jak diky starnuti rozlicnych slozek imunitniho systému, tak vzni-
kem chronického prozanétlivého stavu zndmého jako ,inflammaging.”

Mezi znaky imunosenescence (at jiz pfirozené, nebo vzniklé ze
stresu) patfi:
+ vysoka hladina oxidativniho stresu (reactive oxygen species, ROS);
. pfetrvavajici chronicky zanét;
- kraceni telomer a inaktivace telomerazy;
- dlouhodobé ptsobeni endogennich glukokortikoidd;
+ snizeni bunécné imunity.

Mikroimunoterapie MISEN je diky svému slozeni a sekven¢ni pfiro-
zenosti vysoce vhodnd pro regulaci a stabilizaci parametrd zménénych
stresem a procesem Starnuti.

Mechanismus plsobeni:

MISEN ménf sekvence pro stimulaci regenerace, proliferace a Uc¢innou
funkci rlznych bunécnych linii; tyto sekvence jsou navrzeny pro opti-
malizaci procest bunécného cyklu a expresi tumor supresorovych gend.

Cilem je podpora bunéc¢ného omlazeni bez zvyseného rizika neoplas-
tické proliferace.

MISEN timto sméfuje k vyrovnani faktord vedoucich k bunécnému
starnuti, jako je dlouhodobé plsobeni endogennich glukokortikoid(,
a tim ke kompenzaci poruch, které jsou vysledkem procesu senescence.

Il. Mechanismus pusobeni pfipravku MISEN

1. Slozeni

» Specificka nukleova kyselina SNA®-HLA Il

 Interleukin 2 (IL-2)

» Ribonukleova kyselina (RNA)

» Specificka nukleova kyselina SNA®-MISEN

» Epidermalni ristovy faktor (EGF, Epidermal growth factor)
» Dimethylsulfoxid (DMSO)

» Specificka nukleova kyselina SNA®-HLA |

» Dehydroepiandrosteron (DHEA)

Pasobeni v pripravku: Stimulaéni - Modulacni - Inhibi¢ni

2. Popis slozek pripravku, cile a sekvencni
kaskada lécby (viz obr. na str. 21]

2.1 Specificka nukleova kyselina SNA®-HLA I

Senescence je proces, ktery vseobecné nastava jako reakce na stres
a poskozeni DNA. Tato pfirozend reakce na poskozeni DNA chréani orga-
nismus pred vznikem onkologickych nemocnénf, ale vede k velkému
zvyseni hladiny ROS a dalsich prozanétlivych faktord, spojenych s apo-
ptodzou (bunécnou smirti), kterd prispiva ke starnuti tkani. BEhem senes-
cence |ze pozorovat rozvoj zénétlivych procesd, vznikajicich nésledkem
sekrece prozanétlivych faktor souvisejicich s vyssim vékem (sekrecni
fenotypy vdzané na senescenci, SASP, senescence-associated secretory
phenotype), které tuto nerovnovahu dale zhorsuji. Tento stav Usti v pre-
trvavajici chronicky zanét rizného stupné zévaznosti*

Spusténi, siteni a modulace adaptivni imunitni odpovédi zavisi na
presné regulaci molekul MHC tfidy IIl. Na rozdil od molekul MHC tfidy
I, které jsou Siroce vytvafeny v rdznych typech bunék, exprese molekul
MHC tridy I, jako je HLA-DR, je za normélnich podminek omezena na
bunky prezentujici antigen (professional antigen-presenting cells, APCs)
vcetné makrofagl, dendritickych bunék a B-lymfocytl. Naproti tomu
v zanétlivych podminkach?®, napfiklad takovych, jaké nastdvaji béhem
imunosenescence, exprese HLA-DR mohou byt spustény v bunkéch,
které plvodné neprezentovaly antigeny (non-professional APCs), jako
jsou epitelidIni bunky a keratinocyty.5’#

,Opakujici” se prezentace antigent T-lymfocytdm neprofesionalinimi
APCs je jedna z pricin, které se projevuji jako ztraty efektorové funkce
T-bunék; mezi projevy tohoto stavu patfi ztrata exprese receptoru CD28
témito bunikami, zvlasté v kontextu chronického zanétu.”'® CD28 je ne-
zbytny kostimulacni receptor zodpoveédny za aktivaci, proliferaci a preziti
T-bunék."" Kostimulace CD28 je také nutna pro Uc¢innou aktivaci T-lym-
focytl CD4+, nebot hraje klicovou roli v nastaveni efektorové funkce v
téchto burikach."”

SNA®-HLA I

Funkce:

Inhibovat nadmérnou expresi molekul MHC tfidy Il v neprofesi-
onalnich APCs v zanétlivych prostiedich za Ucelem snizenfimunit-
niho vycerpani T lymfocytl CD8+ a jeho dusledkd.

2.2 Interleukin 2 (IL-2]

Akumulace T-lymfocytl CD28-, zvlasté v rdmci subpopulace CD8+,
je jedna z nejdUlezitéjsich zmén asociovana se starnutim. Kostimulace
CD28 podporuje imunitni odpovédi T-lymfocytl a rozsiteni populace T-
-bunék stimulaci produkce a sekrece IL-2."*'*

Imunosenescence je charakterizovdna specifickou remodelaci imu-
nitniho systému, kterd je zplsobena chronickym pisobenim antigen(
a oxidativniho stresu. Jak imunitni systém starne, adaptivni imunita se
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zhorsuje diky postupnému snizovani poctu nediferencovanych (,naiv-
nich”) T a B-lymfocytd a absolutniho poc¢tu T a B-lymfocyt(." Ddlezitou
roli v tomto procesu hraji telomery.

Telomery jsou specializované struktury umisténé na konci chromozo-
mU; postupné se zkracuji béhem naslednych bunécnych délenti, a toto
zkracovani je nepifmo Umérné ke starnuti.'® Chrani konce chromozom
pred degradaci DNA a opravnymi procesy. Telomerdza je nezbytna k
oprave telomer."”

Nadbytecné kraceni telomer vede k zastaveni bunécného cyklu
nebo k replikativni senescenci. Imunitni systém je velmi citlivy na kra-
ceni telomer, protoze jeho Ucinnost je zcela zavisla na bunécné obno-
vé a rozsiteni populaci T a B-lymfocytl. Imunitni bunky (T-lymfocyty
CD4+, T-lymfocyty CD8+, B-lymfocyty, granulocyty, monocyty a NK
buriky) jsou jediné bunky schopné navyseni telomerdzové aktivy, a
tedy uprednostiiujici prodluzovéani telomer a omezovani jejich degra-
dace v aktivovanych bunkach.'®

Interleukin 2 je nezbytny imunoregula¢ni cytokin, nebot zvysuje ak-
tivitu telomerdzy v imunitnich burkéch, jako jsou napriklad lymfocyty
a NK buriky.'9

| IL-2

Funkce:
Tlumit ddsledky stélého snizovani exprese CD28 T lymfocyty a
stimulovat telomerdzovou aktivitu v imunitnich burikach.

2.3 Ribonukleova kyselina (RNA)

Interferony typu | (IFN-a a IFN-B) jsou skupinou prozanétlivych
cytokinl nezbytnych pro antivirovou imunitu.?’ Nicméné jejich nad-
produkce je svadzana s nejrlznéjsimi autoimunitnimi nemocemi.”
IFN-a je uvolhovan jako reakce na pfitomnost virové RNA béhem
virovych infekcf.

Aktivita interferon( typu | v pfitomnosti zdnétu nizkého stupné nebo
v prozanétlivém prostiedi, spojend se senescenci?, podporuje produk-
ci bunék CD28-. Z tohoto dlvodu béhem starnuti, pfi pretrvavajicich,
reaktivovanych ¢i recidivujicich virovych infekcich dochézi ke kontinu-
alni aktivaci TCR (T-cell antigen receptor, antigenni receptor T bunék) a
zvyseni sekrece IFN- a, podporuje hromadéni T-bunék se senescentnim
fenotypem CD8+ CD?*+%

IFN-a inhibuje telomerdzovou aktivitu a tim akceleraci diferenciace

T lymfocytd CD8+.% Kromé tohoto plsobeni na T-lymfocyty tento
cytokin také inhibuje rozli¢nymi mechanismy telomerazovou aktivitu v
burkach dalsich linif, jako jsou hepatopoietické bunky.?%

Stimulace Toll-like receptord (TLR, receptor podobny genu Toll)
a jejich signalnich cest spousti sekreci interferonll typu I. Receptory
TLR7, TLR8 a TLR9 v plazmacytoidnich dendritickych burkéach (pDCs,
plasmacytoid dendritic cells) spousti produkci IFN-a v reakci na viry a
navazani jejich ligandg.?282%3

Syntetické a virové jednovldknové molekuly RNA jsou ligandy recep-
torl TLR7 a TLR8.213%%

§ RNA

Funkce:

Modulovat sekreci interferont typu | a jejich negativnich Gcinkd
na expresi CD28 a telomerdzovou aktivitu, bez ztraty obrannych
kapacit poskytovanymi témito molekulami.

2.4 Specifickad nukleova kyselina (specific
nucleic acid) SNA®-MISEN

U zvifat jejich geny, prostfedi a nahodilé faktory ovliviuji délku Zivo-
ta.** Veskeré genetické mutace ovliviiujici endokrinni signaliza¢ni drahy,
stresové odpovédi, metabolismus a délku telomer mohou ovliviiovat
délku Zivota organisma.*

Rdzné faktory regulujici expresi gent mohou ovlivnit proces starnuti
pomoci modulace poskozenf tkdni nebo starnuti bunék.*

| SNA®-MISEN

Funkce:
Inhibovat geny s expresemi charakteristickymi pro stres nebo
starnuti.

2.5 Epidermalni ristovy faktor
(EGF, epidermal growth factor)

Bunécnd senescence je bezpecnostni odpoved, kterd chrani proti
nadorové transformaci.’” Senescence bunky nastava pfi,kritickém” zkra-
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ceni telomer diky replika¢nim mechanismim DNA. Postupné zkracenf
telomer za nepfitomnosti telomerdzy nemd zadny vliv na bunécny cyk-
lus. Naproti tomu  kritické” zkraceni telomer hraje kli¢covou roli v senes-
cenci® Zkraceni telomer je jednim ze zakladnich mechanismU starnuti
a limitace délky Zivota.

Telomeraza je vysoce regulovany enzym: jeho aktivita je blizce asocio-
vana s bunécnou proliferaci. Pokud nedochdzi ke zkraceni telomer, jako je
tomu napfiklad v nddorovych burikdch, ve kterych je telomerdza aktivni,
je starnuti zpomaleno a transformované bunky neprochdzi senescenci®

Epidermalni rlstovy faktor (EGF) aktivuje telomerazu piimou aktivaci telo-
merdzové reverzni transkriptazy (TERT, telomerase reverse transcriptase).*'

Béhem senescence byly pozorovéany nizké hladiny EGF. Kromé akti-
vovani telomerdzy stimuluje EGF neurogenezi’ a hraje dllezitou ulohu
v hojeni ran a regeneraci rliznych tkani, napfiklad tkani k(ize, rohovky a
gastrointestindlniho traktu.®

Souhrnem je mozno fici, ze aktivace receptoru EGF vede ke zvyse-
ni maximalni délky zivota, zatimco snizeni aktivity na drdze EGF vede k
zrychlenému starnuti* a degeneraci.

EGF

Funkce:
Modulovat snizeni telomerdzové aktivity, predejit tak kritické-
mu zkracovani telomer a tim podpofit omlazent.

2.6 Dimethylsulfoxid (DMSO)

Exprese TERT* vede k aktivité telomer a tim i k prodlouzeni Zivota béz-
nych lidskych bunék pomoci snizeni jejich senescence’#¢ Jak jiz bylo
vysvétleno vyse, telomerdza mize zvratit degeneraci tkani vyvolanou
starnutim v rGznych orgénech, véetné nervového systému.*

Nicméné nesmi byt zapomenuto, ze dysfunkce telomer a telomera-
zové aktivity jsou davany do souvislosti s onkogenezi*® Na jedné strané
postupné zkracovani telomer omezuje zivotaschopnost bunék upred-
nostrovanim senescence®’, ale na druhé strané genomicka nestabilita
spusténa dysfunkci telomer je svédzéna s vysokym rizikem mutace upted-
nostnujicim onkogenezi®? Podobné telomerdzovd aktivita zpomaluje
bunécné starnuti upfednostnénim regenerace tkani, ale téz prispiva k
imortalizaci transformovanych bunék >3

Takze aby byla intervence zamérena proti starnuti Ucinna, je nezbytné
nutné dosazeni rovnovahy mezi témito dvéma prvky, které jsou vztaze-
né k véku: starnutim a onkogenezi. Rizné studie upozornily na terape-
utickou hodnotu kombinace zvysené exprese TERT a tumor supresoro-
vych gend, zvlasté p53 a p16 ke stimulaci anti-aging aktivity a zarover k
potlaceni onkogeneze >

Tumor supresorovy gen p53, ktery je oznacovan jako ,strézce genomu™’
koduje transkripeni faktor, zapojeny do kontroly buné¢ného cyklu, opravy
DNA, apoptdzy a odpovédi bunky na stres. Mlize spustit zablokovani riistu
bunky pomoci pfimé aktivace inhibitoru buné¢ného cyklu p21 (inhibitor
cyklin-dependentni kindzy, CDK).*® Prevaha mutaci tumor supresorového
genu p53 u vetsiny lidskych tumord ukazuje dlezitost tohoto genu v pre-
venci onkogeneze.** Nicméné p53 aktivuje bunécnou senescenci a starnuti
organismu spusténim zablokovani rdstu bunék a apoptézou 5’

NF-kappa B je pfimym antagonistou p53, ktery spousti preziti bunék,
proliferaci, migraci a invazi.*? Béhem starnuti je zvyseni hladiny NF-kap-

pa B63 spojeno s kardiovaskuldrnimi onemocnénimi®* a mdze vyustit v
oxidativni stres® nebo v pretrvavajici zanétlivy stav, protoze zanétlivé
podnéty mohou vyvolat produkci NF-kappa B.%¢

Dimethylsulfoxid (DMSO) ma antioxidacni®®, cytoprotektivni®® a
protizénétlivé vlastnosti.”® DMSO mé i protinddorovy Ucinek: spousti
expresi tumor supresorového genu p537"72 Také snizuje hladiny pro-
toonkogenu c-myc’?, ktery neni regulovan u vétsiny lidskych néddort a
prispivéa k maligni transformaci spusténim nekontrolovatelné prolifera-
ce bunék a genomické nestabilité.”

OMSO0

Funkce:
Aktivace tumor supresorovych gen(, jako je p53, a snizeni ex-
prese protoonkogend, jako je c-myc.

2.7 Specificka nukleova kyselina (specific
nucleic acid) SNA®-HLA |

NK buriky maji schopnost rozlisit mezi normalnimi burikami a burika-
mi, které ztratily expresi molekuly MHC tfidy | po virové infekci nebo na-
dorovou transformaci.”” Tumor supresorovy gen p53 aktivuje bunécnou
senescenci a predchazi onkogenezi. Nicméné NK buriky musi eliminovat
senescentni nadorové bunky. p53 vyvolava sekreci chemokind nadoro-
vymi burikami; tyto molekuly slouzi jako signaini pro privolani NK bunék
do prostredi nadoru.”® Nicméné znovuobnoveni p53 nezvysi citlivost
nadorovych bunék k lyze zprostfedkované NK bunkami.”” Bunécna lyza
zprostredkovand NK burikami je Ucinnéjsi v nepritomnosti antigent MHC
tridy I. Antigeny HLA-I ,komplikuji* rozpoznani pfeménénych bunék pro
NK buriky a jimi zplisobenou lyzu a zasahuji do ¢innosti rozlicnych mole-
kul, jez jsou zapojeny do lyzy, kterd je témito burikami zprostiedkovana.”®

Ve stresovych podminkach je aktivita NK bunék downregulovana glu-
kokortikoidy. Jak samotna lyza, tak spojeni s burikami citlivymi k lyze jsou
ovlivnény glukokortikoidy.”

SNA®-HLA |

Funkce:
Blokovani tvorby molekul HLA-I a upfednostnéni lytické odpo-
védi NK bunkami.

2.8 Dehydroepiandrosteron (DHEA]

Dehydroepiandrosteron, ktery je vylu¢ovan nadledvinami, je jed-
nim z nejhojnéjsich steroidd, jez cirkuluji v lidském organismu. Hladi-
ny DHEA se postupné snizuji s vékem, coz naznacuje jejich moznou
ulohu v procesu starnuti. Podle neuroendokrinni hypotézy imunose-
nescence, starnuti a stres zpusobuji nerovnovahu v poméru kortizol/
DHEA, coz je rozhodujici ¢initel v imunologickych zménach, které jsou
pozorovany u starsich 1idi Snizeni sekrece DHEA spolu se zvysenou
sekreci kortizolu Usti k vétsi expozici lymfoidnich bunék ke skodlivym
ucinkdm glukokortikoidd.'

DHEA mé imunostimulacni potencidl a prispiva ke zvyseni hustoty
kostnich minerdld a ochrané kardiovaskuldrniho a nervového systému.®'

DHEA také hraje dulezitou roli v kontrole bunécného cyklu. Plsobf
proti onkogenezi spusténim bunécné senescence, omezenim bunécné
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Stimulace
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bunécného cyklu
(p21, p16)

Aktivace NK
bunék

Stimulace
inhibitord
bunécného cyklu
(p21, p16)

proliferace a podporou apoptézy. U¢inky DHEA na buriky jsou spojové-
ny se zvysenou expresi gent p16 a p21, které inhibuji bunécny cyklus.®
Protein p21 (inhibitor cyklin-dependentni kindzy - CDK, téZ oznacovany
jako p2TWAF1/Cip1) upfednostriuje zastaveni bunécného cyklu v reakci
na nejriznéjsi podnéty.t3 Gen p16 je také ddlezitym tumor supresoro-
vym genem. Vysoka cetnost vymizeni p16 v primarnich liniich nddoro-
vych bunék naznacuje ddlezitou roli p16 v onkoogenezi; ztrata p16 je
¢asto uvadéna jako brzké a ¢asto kritickd udalost v progresi nadoru.®

| DHEA

Funkce:

Znovuobnoveni rovnovéhy hladin glukokortikoidd (zména pomé-
ru kortizol/DHEA) a stimulace exprese inhibi¢nich gent bunécného
cyklu (jako jsou geny p21 a p16) za Ucelem prevence tumorigenni
proliferace bunék.

I . Zaver

MISEN je urcen k ovlivnéni nékolika patofyziologickych mecha-
nism0 spojenych s chronickym stresem a starnutim, s nasledujici-
mi funkcemi:

» Prevence imunologického vycerpani, které nastava béhem
senescence (at jiz pfirozeného ¢i vyvolaného chronickym
stresem) a ke zvySeni imunologické obranné kapacity.

« Pisobeni proti prozanétlivym tcinkdm rozli¢nych faktoru.

» Uprednostnéni bunécné regenerace a omlazeni pomoci pre-
vence snizeni aktivity telomerazy a pfidruzenych faktorti.

» Zaroven zvyseni protinadorové a antiproliferacni kapacity
organismu.

PRVKY MISEN: UCINEK NA NEKOLIKA
ROZNYCH HLADINACH

Modulovani
sniZeni exprese
(D28 T lymfocyty

Modulovani
telomerazové
aktivity

Souhrnné Ize konstatovat, Ze pfipravek MISEN je zaméfen na zlep-
seni funkce imunitniho systému a nastoleni rovnovéhy mezi procesy
senescence a bunécné proliferace.
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