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ZPRAVA O PROVEDENi TESTOVANI
Testovani ucinkd energetického €ipu ,,e.chi Kamarad na Imunitu“
s vyuzitim organové specifickych bunécnych kultur

1 Kontext a zadani

Neutrofily jsou u vétSiny savcl nejbéznéjSim typem granulocytd, tj. specifickym typem bilych
krvinek. Hraji dvoji roli — jako fagocyty a jako prozanétlivé bunky [1]. Tim, Ze plavou v cirkulujici
krvi, tvofi jakozto dulezita soucast vrozeného imunitniho systému prvni linii bunééné obrany
proti vnikajicim mikrobialnim patogentm. Kromé toho neutrofily migruji béhem zanétu z krve
do tkané [2,3].

Neutrofily napadaji mikrobialni patogeny pomoci tzv. oxida¢niho vzplanuti, tj. produkci
reaktivnich kyslikovych radikalu, které patogeny nici [4].

V tomto kontextu jsme zkoumali u€inky nového imunitniho Cipu nazvaného ,e.chi Kamarad na
Imunitu” na rastové vlastnosti a oxidac¢ni vzplanuti kultivovanych lidskych promyelocytu, které
byly v odpovidajicich kulturach diferencovany na funkéni neutrofily s expozici imunitnimu Cipu
a bez tohoto Cipu.

1. Witko-Sarsat V, Rieu P, Descamps-Latscha B, Lesavre P, Halbwachs-Mecarelli L (2000).
Neutrophils: molecules, functions and pathophysiological aspects. Lab Invest 80:617-653.

2. Ward PA (1999). The acute inflammatory response and its regulation. Arch Surg 134:666—
669.

3. Nathan C (2002). Points of control in inflammation. Nature 420:846-852.

4. Lambeth JD. 2004. NOX enzymes and the biology of reactive oxygen. Nature Rev
Immunol 4:181-189.

2 Popis imunitniho ¢ipu

Podle vyrobce je &ip e.chi Kamarad na Imunitu zasadné ovliviiovan frekvennimi spektry, ktera
jsou produkovana specialnimi frekvenénimi generatory. Pomoci tzv. technologie vitalniho pole
jsou specialnimi anténami generovana elektromagneticka pole (do 120 GHz), mikroproudoveé
frekvence (do 1 GHz) a rlizna magneticka pole. Cip se umisti na antény a po uréitou dobu je
vystaven témto specifickym frekvencim. Diky své schopnosti fungovat jako ulozisté maze Cip
tyto informace zaznamenat a po dobu nékolika mésicu uvolfiovat. U imunitniho Cipu byly
pouzity uloZené frekvence specifickych imunitnich bunék a €ip byl vystaven tomuto vzoru, aby
se dosahlo pozadovaného vysledku. Toto patentované ulozisté se vyrabi specialnim
postupem, ktery byl vyvijen po nékolik let. Pfesné definovany podil vysoce kvalitnich
pamétovych médii se zalije do silikonové baze obzvlasté Setrné k pokozce. To umozriuje
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zachovat ucinek téchto frekvencnich spekter po co nejdelsi dobu. Zkudenosti s realnymi daty
ukazuiji, ze Cip zUstane plné ucinny nejméné po dobu 6 mésicl a poté by mél byt vyménén.

3 Design experimentu (struéna verze)

Vyzkum byl provadén s lidskymi promyelocyty (bunééna linie HL-60, DSMZ, Braunschweig).
Buriky byly kultivovany jako suspenzni kultury v Zivném roztoku v inkubatoru pfi teploté 37 °C
a specialni atmosfére s témér 100% vihkosti. Pfidanim 1,5 % dimethylsulfoxidu po dobu 6 dn(
byly diferencovany na funk&ni neutrofily, pfi€emz nékteré byly vystaveny pisobeni imunitniho
Cipu a nékteré ne. Poté byly burnky centrifugovany, nékolikrat promyty a vliozeny do reakéni
smési, ktera po pfidani specialni chemické latky vyvola u bunék oxidaéni vzplanuti [5,6].
Reakce bunék byla méfena pomoci zmény barvy reakéni smési.

Kromé toho byl pomoci systému bunécné analyzy stanoven pocet bunék a rozloZeni velikosti
bunék jako meéfitka homogenity bunéfné populace. Celkem bylo provedeno 5 na sobé
nezavislych experimentd v prabéhu 4 tydna.

5. Tan AS, Berridge MV. 2000. Superoxide produced by activated neutrophils efficiently
reduces the tetrazolium salt WST-1 to produce a soluble formazan: a simple
colorimetric assay for measuring respiratory burst activation and for screening anti-
inflammatory agents. J Immunol Meth 238:59-68.

6. Dartsch PC. 2006. TIIOS — a sensitive and cell-based test assay for the screening of
biologically active substances for their antioxidant potential. Innov Food Technol 32:72-
75.

4 Vysledky

Ve vSech provedenych experimentech se pocet bunék dosazeny po diferenciaci zvySil pfi
pouziti imunitniho €ipu v porovnani s kontrolnimi vzorky, které nebyly plsobeni Cipu vystaveny,
0 17,2 + 3,8 % (stfedni hodnota + smérodatna odchylka). Tento nardst byl statisticky vyznamny
(p = 0,05; Wilcoxon-Mann-Whitneylv test). To svéd¢i o tom, Ze imunitni Cip zpUsobuje
zrychleni mitotického déleni téchto bunék.

Kromé toho se ve vSech experimentech zvysil také maximalni priimér bunék z 9,5 £ 0,2 na
10,4 £ 0,3 (stfedni hodnota + smérodatna odchylka). To odpovida relativnimu narlstu 0 9,5 +
0,2 % a je rovnéz statisticky vyznamné (p < 0,05; Wilcoxon-Mann-Whitneyuyv test). Rozlozeni
velikosti bunék a zména maximalniho praméru bunék je znazornéna na obrazku 1 pro jeden
experiment.
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Obr. 1: Pfiklad rozloZeni velikosti diferencovanych bunék bez imunitniho €ipu (A) a s imunitnim
Cipem (B) béhem 6denni diferenciace na funkéni neutrofily. PferuSovana €ara oznacuje
maximalni prmér bunék pro tento experiment. Bunééna populace vykazuje v obou pfipadech
velmi homogenni rozloZeni velikosti. Levy vrchol pfedstavuje malé Castice (napf. zbytky
bunék, mrtvé buriky) a neni zahrnut do méfeni.

Jak ukazuje obrazek 2A, vedlo pouziti imunitniho Cipu ve v8ech 5 nezavislych experimentech
v porovnani s kontrolnimi vzorky, které nebyly vystaveny pulsobeni C&ipu, ke zvySeni
buné&ného metabolismu funkénich neutrofild. Celkové Cinilo zvySeni bazalniho bunééného
metabolismu 23,0 £ 5,5 % (stfedni hodnota + smérodatna odchylka), coz bylo statisticky
vyznamné (p < 0,05; Wilcoxon-Mann-Whitneylv test). Ve shodé se zvySenym bunécnym
metabolismem, ktery byl zplsoben expozici imunitnimu Cipu, doSlo ke zvySeni produkce
superoxidovych aniontovych radikal( exponovanych bunék o 21,3 + 6,2 % (stfedni hodnota +
smérodatna odchylka; p < 0,05; Wilcoxon-Mann-Whitney(v test; obrazek 2B). Ta byla fadové
stejna jako zvy3eni bunéfného metabolismu.
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Obr. 2: (A) ZvySeny bunécny metabolismus funk&nich neutrofill po 6denni expozici
imunitnimu &ipu b&hem procesu diferenciace. Udaje predstavuji stfedni hodnoty kazdého
nezavislého experimentu (n = 5). PferuSovana €ara oznacuje stfedni zvySeni pro vSechny
experimenty. (B) Zvy$ena produkce superoxidovych aniontovych radikall funkénimi neutrofily
po 6denni expozici imunitnimu &ipu b&hem procesu diferenciace. Udaje predstavuiji stfedni
hodnoty kazdého nezavislého experimentu (n = 5). PferuSovana ¢ara oznacuje stfedni zvySeni
pro v8echny experimenty. V obou diagramech jsou kontrolni vzorky, které nebyly vystaveny
pusobeni Cipu, nastaveny na 0 %.

5 Zaveér

Souhrnné tyto vysledky ukazuji, ze Cip ,e.chi Kamarad na Imunitu“ je pfi vicedennim
nepretrzitém pouzivani schopen stimulovat u bunék, které se diferencuji na funkéni neutrofily
(= fagocytujici bunky vrozené imunitni obrany), mitotické déleni a produkci reaktivnich
kyslikovych radikalu k likvidaci mikrobialnich patogen(. Vysledky naznaduiji, Ze pouzivani Cipu
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,&.chi Kamarad na Imunitu“ maze také vést ke zlepSeni obrany proti mikrobialnim patogenum
v celém organismu.

ol

Prof. dr. Peter C. Dartsch
diplomovany biochemik
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