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ZPRAVA O PROVEDENI TESTOVANI
Testovani uc€inkua energetického cipu ,e.chi“ s vyuzitim organové
specifickych bunéénych kultur

1 Kontext a zadani

Podle informaci na domovské strance rakouské spole¢nosti GEONADO GmbH prenasi
energeticky Cip e.chi, na ktery je pomoci biofyzikalnich metod trvale nahrana informace, tyto
vibrace na organismus, a posiluje tim imunitni systém a endogenni ochranu téla. Tato studie
byla provedena za u€elem zkoumani ucink( &ipu pomoci testovacich systému in vitro
s vyuzitim organové specifickych bunéénych kultur. Zde pouzité testy byly jiZ mnohokrat
publikovany v recenzovanych (= pfedem experty posouzenych) mezinarodnich védeckych
Casopisech a jsou ve védeckém svété uznavany.

2 Predbézné testy s anonymizovanymi Cipy

Na zacatku testovani nam byly zaslany dva anonymizované d¢ipy, abychom mohli
v pfedbézném zkoumani porovnat uCinky. Na jeden z Cipu byly pfitom nahrany informace,
druhy zadné informace nenesl. VSechny pfedbézné testy ukazaly signifikantni rozdil mezi
témito dvéma Cipy. Po dotazu na spolecnost GEONADO bylo zjiSténo, Ze Cip s nahranymi
informacemi byl v porovnani s kontrolnim vzorkem bez pusobeni Cipu a ¢ipem bez nahranych
informaci tim, ktery mél vyrazné lepsi ucinnost. Proto bylo rozhodnuto energeticky Cip e.chi
prozkoumat podrobnéji.

Jiz pfi pfedbézném testovani se ukazalo, Ze kratkodobé experimenty trvajici pouze nékolik
hodin neukazaly zadny vyznamny ucinek €ipu s nahranou informaci. Teprve po minimalné 12
az 24 hodinach nepfetrZité expozice jsme ziskali jednoznacné vysledky. Tento fakt byl
zohlednén pfi dalSim testovani.

3 Testovani s vyuzitim fibroblastu pojivové tkané

Prvni série zde prezentovaného testovani byla provedena s fibroblasty pojivové tkané
bunécné linie L-929 (ACC-1; Leibniz-Institut DSMZ — Némecka sbirka mikroorganisml a
buné&nych kultur, Braunschweig). Bunky byly pouzity v pasazich 80 az 88 a rutinné
kultivovany v RPMI 1640 s 10 % ristového faktoru a 0,5 % gentamycinu v CO: inkubatoru pfi
teploté 37 °C ve vlhké atmosfére slozené z 5 % CO, a 95 % vzduchu.
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3.1 Bazalni energeticky metabolismus

Pro testovani byly bufiky z velkoobjemovych kultur vysévany v hustoté 20.000 bunék na jednu
jamku do 96jamkovych kultivaénich destiCek (200 ul kultivaéniho média na jamku) a
inkubovany po dobu 24 hodin az do uplné adheze bunék a dosazeni faze normainiho prabéhu
buné&ného metabolismu. Poté byly buné&éné kultury inkubovany po dalSich 24 hodin v pfimém
kontaktu kultivaéni desti¢ky s energetickym Cipem a bez Cipu. Kromé toho byly kultivaéni
destic¢ky s bufikami zabaleny do nékolika vrstev hlinikové félie, aby se predeslo nezadoucimu
vzajemnému ovliviiovani. Poté bylo kultivacni médium odsato a nahrazeno reakéni smési
fosfatového pufru s vapnikem a hoi€ikem, 5 mM glukdzy jako zdroje energie a tetrazoliovym
barvivem WST-1 (Roche Diagnostics, Mannheim). Pfitom je Stépeni barviva pfimo umérné
aktivité energetického metabolismu bunék, tj. &¢im vy3Si je energeticky metabolismus, tim vice
barva) reakéni smési zaznamenavana jako méreni rozdilu AOD = 450 — 690 nm v riznych
Casech po 80, 140 a 240 minutach ELISAreaderem (BioTek SLx808 se softwarem Gen 5 verze
3.00), vyhodnocovana pomoci programu MicrosoftExcel ve srovnani s po¢ate¢nim ¢asem t =
0 min a poté graficky znazornéna.

Jak ukazuje obr. 1, vedla 24hodinova expozice bunék energetickému Cc&ipu e.chi
k vyznamnému zvySeni energetického metabolismu o 12.6 + 4.0 % (stfedni hodnota *
smérodatna odchylka) v porovnani s kontrolnim vzorkem neovlivnénym ¢€ipem pfi 3 paralelné
provedenych testech (p < 0.05; Wilcoxon-Mann-Whitneyav test).
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Obr. 1: Vliv energetického Cipu e.chi na energeticky metabolismus kultivovanych fibroblastu
pojivové tkané po 24hodinové expozici bunék s Cipem podle riznych reakénich dob pfi
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enzymatickém mérfeni. Kontrolni vzorek neovlivnény ¢ipem je nastaven na hodnotu ,0%
PreruSovana ¢ara ukazuje primérnou stimulaci o 12,6 £ 4,0 %. Uvedena je stfedni hodnota +
smérodatna odchylka 3 paralelné provadénych experimenta.

3.2 Bunécna vitalita/bunécéna proliferace v ,,tenkych*

velkoobjemovych kulturach

Bunky byly vysety ze subkonfluentnich velkoobjemovych kultur v hustoté 200.000 bunék na
jednu lahev (riistova plocha 75 cm?) a inkubovany po 24 hodin, aby se dosahlo adheze bunék
a normalniho bunééného metabolismu. Poté byly bunééné kultury inkubovany po dalSich 6 dni
v pfimém kontaktu dna lahve s energetickym Cipem nebo bez né&j a zabalené do nékolika
vrstev hlinikové félie. Kultivaéni médium nebylo po celou dobu inkubace vyménéno.

Po Sesti dnech byly za ucelem dokumentace nejprve pofizeny mikrosnimky rlistové plochy
kolonizované bunkami, poté byly buriky oddéleny trypsinem/EDTA (30 minut pfi 37 °C) a byl
zjistén pocet bunék a rozloZeni podle velikosti pomoci pfistroje pro pocitani a analyzu bunék
(OLS-OMNI Life Science, Brémy, Némecko). Toto zafizeni kvantifikuje bufiky a Castice, které
jsou nasavany pies 150 um méfici kapilaru s aplikovanym elektrickym polem. Na zakladé
velikosti a vysledné zmény vodivosti je generovan a zaznamenavan signal.

Jak ukazuje obr. 2, byla kolonizovana rlstova plocha kultivacnich lahvi mnohem vétsi v
pfipadé bunék, které byly po 6 dni v kontaktu s energetickym d&ipem, nez u bunék
neovlivnénych Cipem. Kontrolni vzorky bez plsobeni Cipu vykazovaly ¢etné prostory bez
bunék, zatimco buriky, které byly v kontaktu s Cipem, byly konfluentni, tj. bufiky se nachazely
tésné u sebe po celé kultivaéni plose. Zjistény pocCet bunék tento obraz potvrdil. Lahve
s burikami neovlivnénymi ¢ipem vykazovaly pocet bunék 8,3 + 1,5 x 10° bunék na jednu lahev
(stfedni hodnota + smérodatna odchylka), zatimco pocet bunék v kontaktu s Cipem &inil 13,0
+ 1,8 x 10° bunék na jednu lahev (stfedni hodnota + smérodatna odchylka). Statisticky byl tedy
pocet bunék u vzorku ovlivnénych €ipem vyznamné vysSi 0 56,6 + 15,6 % (p < 0.05, Wilcoxon-
Mann-Whitneylv test). Energeticky Cip e.chi nemél vliv na pramérnou velikost bunék, ale
zpUsobil vyrazné ostiejsi Gaussovo rozlozeni (obr. 3).

Kontrolni vzorek Energeticky Cip e-chi

Obr. 2: Mikrosnimky ukazujici rozdil mezi kolonizaci povrchu po 6 dnech mezi kontrolnim
vzorkem nevystavenym pUsobeni Cipu (vlevo) a bunécnou kulturou s energetickym Cipem
(vpravo). Inverzni mikroskop Olympus IX-50 s planachromatickym objektivem Olympus
Planachromat 10x a digitalnim fotoaparatem Olympus E-10 s rozliSenim 4 megapixely ve
fazovém kontrastu.
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Obr. 3: RozloZeni velkosti bunék a poc€et bunék u kontrolniho vzorku bez E&ipu (vlevo) a
bunécné kultury s energetickym &ipem (vpravo) po Sesti dnech. Stanoveni bylo provedeno
pomoci pfistroje CASY pro poditani a analyzu bunék.

3.3 Bunécéna regenerace / hojeni ran

ZlepSeni metabolismu bunék pojivové tkané je zpravidla spojeno s podporou regenerace
bunék/hojeni ran. Tento proces se vyznacuje mimo jiné zim, ze dochazi k migraci a proliferaci
bunék, které vypliuji defekty. Pfevladajicim typem bunék jsou zde firbroblasty z okolni tkané
a intaktni tkané pod defektem.

Aby bylo mozno zjistit, zda energeticky Cip mize podpofit rovnéz regeneraci bunék/hojeni ran,
byly buriky vysety v hustoté 50.000 bunék/ml do tfi oddild tzv. kultivacnich insertl se tfemi
jamkami ze silikonu (ibidi, Mnichov). Oddily insertd byly navzajem oddéleny 500 pym silnym
silikonovym prouzkem a na vnéjSi strané jsou ohrani¢eny 700 pm silnym silikonovym
ramecCkem. Diky specialni adhezni ¢asti je insert pfichycen na dné kultivaéni misky a pozdéji
tak vytvofi jasné ohraniCenou oblast bez bunék.

Fibroblasty pojivové tkané vyseté do jednotlivych oddilt byly kultivovany s energetickym Cipem
e.chi a bez néj po 24 hodin, dokud nevznikl silny bunéény porost, a potom byly silikonové
ramecky odstranény. Bunky se zacaly Sifit do volného prostoru a zde se délily. Po uplynuti
dalSich 20 hodin s energetickym Cipem a bez néj byly buriky fixovany metanolem a obarveny
roztokem Giemsovy azur-eosin-metylenové modfi (Merck, Darmstadt) a byl zméfren zbyvajici
prostor bez bunék.

Kultury bez pusobeni Cipu vykazovaly po 20 hodinach jesté zfetelné rozeznatelny prostor bez
bunék/umélou ranu, zatimco u kultur vystavenych pusobeni Cipu byl tento prostor témér
uzavieny (obr. 4). Sitka zbylého prostoru bez bunék &inila 28,5 + 8,7 um pro kultury s ipem a
80,0 £ 7,7 um pro kultury bez Cipu (stfedni hodnota + smérodatna odchylka pfi 3 paralelné
provadénych experimentech). Tento rozdil byl pro obé testovaci rfady statisticky vyznamny (p
< 0.05, Wilcoxon-Mann-Whitneyuv test) a dokumentuje podporu regenerace bunék pouzitim
energetického Cipu e.chi.

Kontrolni vzorek Energeticky Cip e.chi
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Obr. 4: Reprezentativni mikrosnimky obarvenych bunéénych kultur ukazujici regeneraci a
uzavieni rany u kontrolniho vzorku bez plsobeni energetického Cipu (vlevo) a kultury
s energetickym Cipem (vpravo). Je dobfe rozpoznatelné, Ze prostor bez bunék je u
energetického Cipu témér uzavreny, zatimco u kultury bez pusobeni energetického Cipu je
stale zfetelné viditelny. Inverzni mikroskop Olympus 1X-50 s planachromatickym objektivem
Olympus Planachromat 10x a digitalnim fotoaparatem Olympus E-10 s rozliSenim 4
megapixely v jasném poli.

4 Testovani s vyuzitim funkénich neutrofilt

Druha série testovani byla provedena s lidskymi promyelocyty (bunééna linie HL-60; ACC-3;
ECACC 98070106; Leibniz-Institut DSMZ — Némecka sbirka mikroorganisml a bunécnych
kultur, Braunschweig). Buriky byly rutinné kultivovany jako velkoobjemové kultury v suspenzi
v kultivaénim médiu RPMI 1640 s 10 % rastového faktoru a 0,5 % gentamycinu a inkubovany
v inkubatoru pfi 37 °C a ve vihké atmosféfe skladajici se z 5 % CO» a 95 % vzduchu. Kultivaci
po 5 az 7 dni s 1,5 % dimethylsulfoxidu se buriky HL-60 diferencovaly na funkéni neutrofily,
které pak maiji typické vlastnosti fagocytd (= bunky pohlcujici pevné Castice z okolniho
prostfedi) a mohou pomoci oxidacniho vzplanuti ni€it mikrobialni patogeny (= plUvodce
chorob). Aktivace funkénich neutrofill maze vést in vivo ke zvySené obranyschopnosti krve
proti vniknuti cizorodych zarodkd.

Velkoobjemové kultury bunék HL-60 byly béhem poslednich dvou dnu diferenciace kultivovany
s energetickym Cipem e.chi a bez né&j. Po nékolika krocich promyti a centrifugace pro ziskani
suspenze s vysokou hustotou bunék byl zaznamenan energeticky metabolismus Stépenim
tetrazoliového barviva, jak jiz bylo popsano pro bazalni energeticky metabolismus fibroblast(
pojivové tkané. JelikozZ jsou vSak buriky HL-60 vyrazné& metabolicky aktivnéjsi nez adherentni
fibroblasty, necinila maximalni reak¢éni doba nékolik hodin, ale pouze 30 minut.

Vysledky testu ukazaly vyraznou aktivaci bunék vystavenych plsobeni €ipu o 38,0 £ 4,8 %
(stfedni hodnota = smérodatna odchylka ve 4 paralelné provadénych experimentech)
v porovnani s kontrolnimi burikami, které nebyly ovlivnény Cipem. Tato aktivace byla statisticky
vyznamna (p < 0.05, Wilcoxon-Mann-Whitneyuv test) a dokumentuje zvySenou obrannou
reakci v krvi proti proniknuti cizorodych zarodka.

5 Shrnuti a zavéry

Pomoci riznych testl in vitro s kultivovanymi organové specifickymi burikami byly zkoumany
ucinky energetického Cipu e.chi rakouské spolecnosti GEONADO GmbH. Pouzité testovaci
metody byly jizZ mnohokrat popsany a akceptovany v mezinarodni védecké literature.
Kratkodobé experimenty s reakéni dobou pouhych nékolika hodin neodhalily Zadné vyznamné
rozdily mezi kontrolnimi vzorky a burikami vystavenymi pusobeni Cipu. Teprve po uplynuti
minimalné 12 az 24 hodin bylo u bunék ovlivnénych ¢ipem dosazeno jednoznacnych vysledku.
Konkrétné mél energeticky Cip e.chi pfi provedenych testech nize uvedené vlastnosti:
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1 24hodinové vystaveni fibroblastl pojivové tkané pusobeni energetického Cipu e.chi
zpUsobilo aktivaci energetického metabolismu o 12,6 + 4,0 % v porovnani
s kontrolnim vzorkem, ktery nebyl ovlivnén Cipem.

2 Velkoobjemové kultury fibroblastl pojivové tkané vyseté v tenké vrstvé meély pod
vlivem energetického &ipu po 6 dnech zfetelné vysSi pocet bunék nez kontrolni
vzorky neovlivnéné Cipem. Rozdil ¢inil 56,6 £ 15,6 %.

3 V testu bunécné regenerace / hojeni ran s fibroblasty pojivové tkdné mély buriky
vystavené plsobeni energetického Cipu po 20 hodinach Sitku rany pouze 28,5 + 8,7
Mm; u kontrolniho vzorku to bylo jesté 80,0 £ 7,7 um.

4 PFi inkubaci funk&nich neutrofild v poslednich 48 hodinach procesu diferenciace
s energetickym ¢ipem e.chi doSlo k vyznamné aktivaci rdstu bunék od 38,0 + 4,8 %
v porovnani s kontrolnimi  bufikami neovlivnénymi Cipem. Tento vysledek
dokumentuje zlepSeni primarni obranyschopnosti krve proti vniknuti cizorodych
zarodku (= mikrobialnich patogen).

Souhrnné tyto vysledky ukazuji, Ze energeticky Cip e.chi pusobi jako energeticky stimulator na
buné&né urovni a maze vyrazné pfispét ke zkraceni regeneracni doby téla, zlepSeni vitality

bunék a udrzeni celkové pohody.

Prof. dr. Peter C. Dartsch
diplomovany biochemik
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