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Abstrakt:

Existuje velké mnozstvi biomedicinskych aplikaci netermalniho plazmatu, napf.
sterilizace. Pokud je produkovano za atmosferického tlaku lze jej vyuZzit 1 pro dalsi
medicinské aplikace jako je oSetfeni ran (regenerace tkané a protizanétlivy efekt),
koagulace krve, antibakteridlni 1écba, podpora bun&cné proliferace a dalsi. Toto pole
vyzkumu — plazmova medicina — je velmi Siroké a multidisciplinarni, zasahuje do fyziky,
inZenyrstvi, biologie, mediciny a je staré pfiblizné¢ pouhé dvé dekady, ale za poslednich par
let se vyrazné rozrostlo. Je zde téz nékolik studii zabyvajicich se plazmatem vyvolanou
apoptozou a tlumeni aktivity rakovinnych bunék, které potvrzuji moznou budouci aplikaci
plazmové terapie u nadorovych onemocnéni. Stale vSak neni detailn¢ porozuméno vSem
fyzikalnim a biochemickym procestim, které hraji roli v interakci netermdlniho plazmatu s
buitkami a tkdnémi.

V predkladané préaci je prezentovana literdrni reSerSe v oblasti vlivu netermalniho
(nerovnovazného, atmosferického) plazmatu a predev§$im plazmatem oSetfenych roztokt
na desinfekci a hojeni ran, 1é€bu nddorovych onemocnéni a mechanismus jeho ucinku.
Nasledny vyzkum by mél obsahovat nejprve in vitro experimenty s oSetfovanim
mikrobidlnich kultur odpovidajicich mikrobidlnimu osidleni onkologickych 1ézi a poté na

zaklad¢ vysledkl planovani klinické studie oSetfovani onkologickych 1ézi.

Klicova slova: Plazmova medicina, netermalni plazma za atmosferického tlaku
(CAP), plazmatem aktivované roztoky, reaktivni formy kysliku a

dusiku (RONS)



Title: Non-thermal plasma traeatment of oncological lesions
Author: Anna Machkova
Abstract:

It was recently demonstrated that plasma has sterilizing, blood-coagulation, tissue
regenerating, induction of endothelial cell proliferation and anti-inflammatory effects.
Non-thermal atmospheric pressure plasma has been proposed as a new tool for various
biological and medical applications such as wound healing. Plasma medicine is
interdisciplinary field of research requiring close collaboration between physicists,
engineers, biologists, biochemists, and medical experts. There are also studies on plasma
induced apoptotic and proliferation-inhibitory effect on cancer cells, clarified so far, the
possibility of cancer plasma therapy application in the future, and problems to be solved.
Although many studies has been performed in this field of knowledge and our
understanding of the fundamental mechanisms playing important roles in the interaction
between low temperature plasma and biological cells and tissues has greatly expanded,
much remains to be done to get a through and detailed picture of all the physical and
biochemical processes that enter into play.

In this work is presented my literary research in the field of influence of non-thermal
(nonequilibrium, atmospheric pressure) plasma and especially plasma treated solutions on
wound disinfection and healing, cancer treatment and the mechanism issue of this
processes. My own research should then include at first in vitro experiments of plasma
treatment of microbial samples corresponding to microbial settlements of oncological
lesions and secondly the planing of clinical study for plasma treatment of oncological

lesions.

Key words: Plasma medicine, cold atmospheric plasma (CAP), plasma activated

solutions, reactive oxygen and nitrogen species (RONS)
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Uvod a cile prace

PtedloZena prace je reSersi a teoretickym ivodem pro naslednou diplomovou préci. Uvadi
do problematiky biomedicinského vyuziti plazmatu s diirazem na plazmovou medicinu a
aplikaci plazmatem aktivovanych roztokii. Toto pole vyzkumu je velmi Siroké a
multidisciplinarni, zasahuje do fyziky, inzenyrstvi, biologie, mediciny a je staré pfiblizné
pouhé dvé dekady, ale za poslednich par let se vyrazné rozrostlo. Existuje velké mnozstvi
aplikaci netermalniho atmosferického plazmatu v mediciné jako je oSeteni ran, koagulace
krve, antibakteridlni 1éba, podpora bunétné proliferace a dalsi. Ukazuje se, ze klicovou
roli v interakci plazmatu s builkami nebo tkdnémi hraji plazmatem generované reaktivni
formy kysliku a dusiku (RONS). Stale vSak neni detailn¢ porozuméno vSem fyzikélnim a
biochemickym procestim, které hraji roli v interakci netermalniho plazmatu s bunikami a
tkanémi. Pro vypracovani této reSerSe bylo pouzito velké mnozstvi odbornych publikaci a
shrnuje z nich ziskané poznatky o mechanismu u¢inku a moznych vyuziti netermélniho

atmosferického plazmatu na poli mediciny.
Cile diplomové prace jsou nasledujici:

1. Seznamit se se souCasnym stavem terapeutickych moznosti netermélniho plazmatu
smerem k onkologickym lézim.

2. Osvojeni si praktickych dovednosti pfi oSetfovani bakterialnich kultur odpovidajicich
mikrobidlnimu osidleni 1€zi in vitro.

3. Sezndmeni se s klinickou problematikou onkologickych 1ézi na konkrétnich pacientech.
4. Sestaveni planu klinické studie pro oSetfovani onkologickych 1ézi.

5. Zpracovani problematiky schvalovani uZziti netermalniho plazmatu v klinické praxi.

Prezentovand prace obsahuje nékolik kapitol ve kterych je rozebrana problematika
biomedicinského vyuziti plazmatu. Prvni kapitola Teoretické zaklady pouziti plazmatu v
biomedicing struéné nastiftuje vlastnosti plazmatu a jeho mozné aplikace v biomediciné,
kratce pojednava o historii tohoto pole vyzkumu a stru¢né shrnuje mechanismus ucinku

nizkoteplotniho plazmatu na biologické objekty. Kapitola Zdroje plazmatu pro medicinské



ucely pojednavéa o riznych moznostech produkovéani plazmatu a jeho parametrech. Treti
kapitola je vénovana Plazmatem aktivovanym roztoklim, kde je rozebrano ziskavani,
chemické podstata G¢inku a vyuziti plazmatem aktivovanych roztokl. Posledni kapitola je
vénovana Desinfekci a oSetfovani ran a popisuje aktudlni poznatky o vlivu plazmatu a
plazmatem aktivovanych roztokii na hojeni ran, jsou zde nastinény jeho vyhody a
mechanismy ucinku. V Diskuzi a zdvéru se nachédzi shrnuti hlavnich ziskanych poznatkl a

jejich nasledné pouziti pfi samotném vyzkumu pro diplomovou praci.



1. Teoretické zaklady pouziti plazmatu v biomediciné

Plazma je ¢tvrtym skupenstvim hmoty, obsahuje volné nosice naboje, ¢cimz ziskava nové
vlastnosti, které u jinych skupenstvi nezname, kolektivné reaguje na elektrické a
magnetické pole a samo je vytvaii. Existuje mnoho typl déleni plazmatu, podle jeho
riznych vlastnosti. (Kulhdnek, 2011) Tato prace je zaméfena na nizkoteplotni plazma za
atmosferického tlaku. V angli¢tiné je Casto pouzivana zkratka CAP (cold-atmospheric
plasma) oznacujici ionizovany plyn produkovany pii atmosferickém tlaku. Za poslednich
nékolik let zdroje plazmatu za atmosferického tlaku ziskaly obrovské mnoZzstvi pozornosti
diky jejich Sirokému vyuziti v riznych odvétvich biologie a mediciny véetné osetfovani
ran (Kuninovi a kol., 2017), sterilizace povrcht (Oehmigen a kol., 2010), koagulace krve
(Ikehara a kol., 2013), oSetieni kofenovych kanali zubii (Jha et al., 2017), 1é¢by rakoviny
(Keidar a kol., 2013) a oSetieni kiize (Heinlin a kol., 2011).

1.1 Historicky uvod

V poloviné devadesatych let vysledky vyzkumu Laroussiho a kol. (1996) ukazaly, ze CAP
lze pouzit k inaktivaci bakterii. Na zaklad¢ slibnych vysledkt byl vyzkum na tomto poli
dalSich né¢kolik let sponzorovan US Air Force Office of Scientific Research. Vysledky
tohoto vyzkumného programu byly publikovany v literatufe a nové objevenou aplikaci
CAP v biologii a medicin¢ pfildkaly pozornost komunity kolem fyziky plazmatu.
Piivodnim zdmérem US Air Force Office of Scientific Research byla aplikace CAP pro
oSetfovani ran zranénych vojaki a sterilizaci/desinfekei biotickych a abiotickych povrchi.
Na zacatku druhého tisicileti byl vyzkum rozsifen i na eukariotické buiiky, kde pfi aplikaci
malych davek CAP bylo pozorovano zvySeni fagocytdzy, zrychleni proliferace fibroblasti,
oddéleni sav¢ich bunek bez zptisobeni nekrézy a za nékterych podminek vedla k apoptdze
(Shekhter a kol., 1998; Stoftels a kol., 2002). Vyse popsané pielomové objevy ukazaly, ze
plazma miize Setrn¢ interagovat s builkami (prokaryotickymi i eukaryotickymi) tak, aby
zpiisobilo urcity pozadovany vysledek. Tyto pocatecni Uspéchy vzbudily velky zajem
mnoha laboratofi vSude po svété a na konci prvni dekady 20. stoleti byla kolem této

discipliny zavedena globalni védeckd komunita. Vzniklé odvétvi je dnes znamo jako
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plazmova medicina a zahrnuje n€kolik riznych aplikaci CAP v biologii a medicing,
napiiklad (Laroussi, 2018): Sterilizace, desinfekce a dekontaminace, oSetfeni ran za
pomoci plazmatu, plazmové zubni 1ékafstvi, vyuziti pro 1écbu nadorovych onemocnéni —
plazmova onkologie, plazmovéa farmakologie a oSetfovani implantati plazmatem pro lepsi
biokompatibilitu. Na zacatku 20. stoleti bylo téz schvaleno nékolik zdroji CAP pro
kosmetické a medicinské ucely. Nektera z téchto zatizeni zacala byt komeréné vyrabéna a
par z nich jsou k dispozici na klinikach. Na obrazku 1 je vidét Casova osa s hlavnimi
milniky ve vyvoji na poli plazmové mediciny.
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Obr. 1 — Casova osa znazoriiujici diilezité milniky na poli pouziti CAP v biomedicinskych aplikacich. Neni
zde uveden pfipad termalniho plazmatu, které bylo po mnoho desetileti pouzivano v medicinskych aplikacich

vyzadujicich teplo, jako je kauterizace (zcelovani ran palenim) a koagulace krve. (Laroussi, 2018)

Jak je vidét z obrazku 1, biomedicinské aplikace CAP zacaly experimenty na
inaktivovanych bakteriich na biotickych a abiotickych povrSich a médiich. Bakteridlni
kontaminace je problémem v nékterych primyslovych odvétvich a na poli zdravotni péce,
konkrétné¢ napiiklad dekontaminace potravin a sterilizace potravinovych obalii, nebo
nozokomidlni ndkazy zpisobené kmeny bakterii rezistentnich na antibiotika. CAP je tedy
povazovano za novou metodu, kterd by mohla byt spésné¢ uplatnéna pii feSeni téchto
problémi. Naopak jednou z nejnovéjSich aplikaci, kterym je aktudlné vénovano hodné

pozornosti je vyuziti plazmatu k selektivnimu niceni rakovinnych bun€k a nadort.
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1.2 Zakladni mechanismus biologického u¢inku CAP

Ze systematickych studii vychazi, ze vliv CAP na biologické bunky je zprostiedkovan
pomoci reaktivnich forem kysliku a dusiku — RONS (reactive oxygen and nitrogen species)
(Lu a kol., 2016; Laroussi a kol., 2017). Tyto formy zahrnuji hydroxyly (OH), atomarni
kyslik (O), singletni delta kyslik (O2('A)), superoxid (Oy), peroxid vodiku (H,0O,) a oxid
dusnaty (NO). Hydroxylovy radikdl je zndm plsobenim peroxidace nenasycenych
mastnych kyselin, ze kterych jsou slozeny lipidy tvofici cytoplazmatickou membranu
buiiky. Biologicky vliv peroxidu vodiku je zptisoben jeho silnym oxidativnim G¢inkem na
lipidy, proteiny a DNA (zde zptsobuje zlomy vldken DNA). Molekula NO, ktera v bunce
funguje jako messenger a regulator biologickych funkci je zndma vlivem na regulaci
imunitnich reakci, bunééné proliferace, vyvolava fagocytdzu a reguluje syntézu kolagenu a
angiogenezi. Pfedpoklada se, ze mechanismus u¢inku CAP v nadorovych buiikach souvisi
se zvySenim intracelularni koncentrace ROS, coz miize vést k zastaveni bunécného cyklu v
S fazi, dvouvlakennym (DS) zlomim v DNA a apoptéze. Vyzkumy rtiznych skupin
ukazuji, ze RONS generované pomoci CAP reaguji s bunécnou membranou a mohou
dokonce pronikat do buiky a nasledné uvnitf reagovat, coz muZze spustit bunécné
signaliza¢ni kaskady které¢ mohou nakonec vést k apoptdze rakovinnych bunék (Laroussi a
kol., 2017). Navic bylo experimentalné prokézano, Ze plazmatem generované RONS
mohou skute¢né pronikat biologickymi tkdnémi az do hloubky vice nez 1 mm a tedy
interagovat nejen s bunikami na povrchu, ale i t¢émi hloubéji (Duan a kol., 2017). Pisobeni
netermalniho plazmatu mtze kromé chemickych aspektli, plisobit také pomérné silnym
elektrickym polem. Rozsah téchto poli je nékolik kV/cm a ptedpoklada se, ze hraji roli
napiiklad v bunécné elektroporaci, kterd by mohla umoznit vétsim molekuldm pronikat

dovnitf bunék.
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2. Zdroje plazmatu pro medicinské ucely

Elektricky vyboj, nebo plazma, je obecné ziskdvano aplikaci vysokého napéti na aktivni
elektrodu za pomoci pracovniho plynu napi. helia, argonu, neonu, dusiku, kysliku,
vzduchu, ¢i jejich smési. Dvéma hlavnimi zdroji pouZivanymi ve vyzkumu na poli
plazmové mediciny je dielektricky bariérovy vyboj (dielectric barrier discharge — DBD) a
nerovnovazny plazmovy paprsek generovany za atmosferického tlaku (plazmovy hotak,
neboli plazma jet). Na pocatcich vyzkumu byl pouzivan DBD pii experimentech s
inaktivaci bakterii. DBD vyuZzivd deskové elektrody pokryté dielektrikem (napft. sklo).
Plazma je generovano v prostoru mezi elektrodami pomoci silného sinusového napéti ve
frekvencnim rozsahu fadu kHz. Obvykle jsou pouzivany plyny jako helium s pfimési
kysliku ¢i vzduchu. Na obrazku 2 je vidét schéma DBD a fotografie difizniho plazmatu
generovaného pomoci DBD za atmosferického tlaku. Plazma jet produkuje oblaky
plazmatu (plasma plumes), které se propaguji do okolniho vzduchu a diky proudicimu
plynu smérem od pusobeni elektrod. Reaktivni formy generované plazmatem mohou tedy
byt snadno transportovany smérem ven z hlavni oblasti kde je plazma vytvareno a plisobit
na vzdaleny cil (napf. tkan). Tato charakteristickd vlastnost ¢ini plazma jet velmi
atraktivnim ndastrojem pro biologické a medicinské aplikace (Weltmann a kol., 2010; Lu a

kol., 2016).

(a) (b)

ﬁD'—L

Plasma

Dielectric barrier

Obr. 2 — (a) Schéma a (b) fotografie dielektrického bariérového vyboje (DBD) produkujiciho difuzni plazma
za atmosferického tlaku. Na fotografii vpravo je vyboj zplisobeny vysokym napétim se sinusovym priabéhem

fadu kHz, pouzitym pracovnim plynem je helium s malou pfimési vzduchu. (Laroussi, 2018)
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Byly vyzkouseny rtizné metody napdjeni véetné¢ DC a RF pulzl, nebo mikrovin. Také jsou
mozné ruzné konfigurace elektrod (Lu a kol., 2012) od jedné elektrody az po dvé
prstencové elektrody obtoCené kolem vnéjsi stény valcového dielektrického trupu a dvé
prstencové elektrody pfipojené k centrdlnimu dielektrickému disku. Obrazek 3 znazortiuje
fotografie dvou riznych zdrojl typu plazma jetu — plazmovou tuzku a kINPen, které jsou

hojné vyuzivany ve vyzkumu na poli plazmové mediciny.

(a) (b)

Obr. 3 — Fotografie dvou typd plazma jetu, pouzivanych v rtznych biomedicinskych aplikacich. (b)
Plazmova tuzka (plasma pencil, ODU, Norfolk, USA) a (c) kINPen (INP, Greifswald, Germany). (Laroussi,
2018)

Pozdé&ji se ukdazalo, Ze oblaky plazmatu emitované plazma jetem jsou sloZeny z

CN19

malych ,balicki“ pohybujicich se velmi vysokymi rychlostmi (desitky km/s). Tyto
plazmové balicky zacaly byt znamé jako ,,plazmové kulky* (plasma bullets) a byly poprvé
objeveny na zac¢atku 20. stoleti nezdvisle na sob¢é dvéma riznymi skupinami: Techke a kol.
(2005) a Lu a Laroussi (2006). Lu a Laroussi vyuZzivali nanosekundové DC pulzy zatimco
Techke a kol. se zabyvali RF napajenim. Nasledn¢ byly plazmové kulky rozsahle
zkoumany riznymi skupinami, jak experimentalné, tak pomoci pocitacového modelovani.
Dnes panuje obecné shoda, ze plazmové kulky jsou fizené ioniza¢ni viny (Lu a kol., 2014).
VétSina energie zdroje CAP je rozptylena na ionizaci neutralnich molekul a atomi plynu
jejiz vysledkem jsou elektrony, excitované nebo ionizované atomy, UV zafeni, elektrické
pole, mirné teplo a ostatni efekty s celkovou teplotou blizkou okolnimu prostredi.
Excitované/ionizované¢  atomy  reaguji s  ostatnimi  atomy  pracovniho

(nebo okolniho) plynu, vysledkem je zformovani hojného mnoZstvi RONS, které maji v

biomedicing Siroké pole vyuziti. Na zdklad¢ tohoto zjisténi bylo vSude po svété vyvinuto
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mnoho riznych plazmovych zafizeni jako jsou plazma jet a DBD zdroje s rtiznymi
konfiguracemi. Navic byl formulovan oficialni postup pro testovaci proceduru CAP
zafizeni, coz umoznuje porovnani bezpecné aplikace téchto zafizeni pro klinické ucely
(Mann a kol., 2016). Na konci prvni dekady 20. stoleti bylo schvaleno n¢kolik CAP zdrojt
pro kosmetické a medicinské ucely. Piikladem jsou: 2008 US FDA schvalila Rhytec
Portrait® (plazma jet) pro pouziti v dermatologii. V US jsou pouzivana 1 jina zatizeni
produkujici CAP pro rizné medicinské aplikace, napt. Bovie J-Plasma® a Canady Helios
Cold Plasma a Hybrid PlasmaTM Scalpel. V Némecku byla v roce 2013 udélena
certifikacni tfida medicinskych zatizeni Ila pfistroji KINPen® (plasma jet), zndzornénému

na obrazku 4 a také PlasmaDerm® device (CINOGY GmbH) bylo schvaleno.

(a) (b)

== Mol se9

9p0.29|3

&= Mo se9

2po.199|3

l
|

Sample

Obr. 4 — (a) Schéma a (b) fotografie komercné pouzivané¢ho zdroje typu plazma jet - kINPen (Mai-

Prochnow, 2015).

Pokud jsou zdroje plazmatu pouzity pro biomedicinské aplikace, specifické cile mohou
vyzadovat piimé, nebo nepiimé oSetfeni. Pii piimé 1€cbé je aktivni vybojova zéna oblaku
plazmatu o okolni teploté v pfimém kontaktu s biologickym cilem. Toto mize byt vyhodné
pro oSetieni siln¢ postizenych ran a v podminkéch, kdy je plazmovy zdroj snadno dostupny
(Akimoto et al., 2016; Bekeschus et al., 2016). Béhem neptimé 1é¢by je biologicky roztok
vystaven, dotykovée ¢i bezdotykove, zdroji plazmatu po piedem uréenou dobu. K oSetfeni

biologického cile je poté pouzit tento roztok a ne plazma piimo. Tento pfistup je

podrobnéji rozebran v nasledujici kapitole.
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3. Plazmatem aktivované roztoky

Plazmatem aktivované roztoky lze vytvofit napt. z biologickych tekutych medii, jejich
vystavenim pusobeni CAP po dobu v fddu minut. Plazmatem generované reaktivni formy
molekul a atomt, v tésné blizkosti zivného media pro bunécné kultury ¢i vody, s tekutinou
reaguji a vytvaii roztoky obsahujici reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS), které
nazyvame plazmatem aktivované medium (PAM), nebo plazmatem aktivovand voda
(PAW). Po osetfeni plazmatem jsou takto aktivované roztoky obohaceny o dlouho zijici
RONS jako je peroxid vodiku (H,0,), dusitany (NO’), dusi¢nany (NO5’), peroxynitridy
(ONOO) a organické radikaly, které maji dobu zivota od hodin po nékolik dni a jsou nyni
Siroce studovany pro jejich rozlicné vyuziti v riznych biomedicinskych aplikacich.
Nespornou vyhodou plazmatem aktivovanych roztokl je moznost je dopravit na mista, kde
by generace samotného plazmatu nebyla mozZna, jako jsou malé organy a tézko ptistupné
dutiny. Takovyto typ roztoku mize poslouzit jako 1é¢ivo a zda se, ze by mohl byt novym
slibnym nastrojem na poli plazmové mediciny. Téz vykazuji velmi slibné vysledky v
souvislosti se sterilizaci zivych tkani, koagulaci krve, ni¢enim rakovinnych bunék, hojeni
ran, jako desinfekce pro medicinské vybaveni a také jako typ ustni vody pii zubnich
obtizich. Plazmatem aktivované roztoky jsou unikatni tim, Ze zlstavaji stabilni pii
pokojové teploté a ani pii efektivni davce neposkozuje zdravé tkdn€. Jejich ucinnost zavisi
na mnoha faktorech jako je exponovana davka plazmatu a délka a teplota skladovani.

Plazmatem aktivované roztoky odkazuji na nepfimou aplikaci plazmatu na biologické
cile. Roztoky ziskané po piimé aplikaci plazmatu jsou poté pfesunuty na oSetfované misto.
Schématicky diagram piipravy plazmatem aktivovaného roztoku pomoci konvencniho
plazma jetu je znazornén na obrazku 5. Parametry, které mohou meénit charakteristické
vlastnosti PAM jsou na obrdzku v teckovanych obdélnicich. Hlavni komponentou je
pracovni plyn, bézn¢€ je pouzivan inertni plyn jako argon, helium, nebo neon. Toto je nutné
pro produkci vyboje pfi niz§i dodané energii. Do hlavni slozky mohou byt pfidany dalsi
plyny jako dusik, kyslik, vodni para a jejich smési pro zménu produkovanych reaktivnich
forem. Dielektrickym materidlem muize byt kiemen, sklo, akryl, nebo teflon a
vysokonapétova elektroda je z vodivého materidlu jako méd’, nerezova ocel, nebo stiibro.

Tento typ plasma jetu mize byt provozovan za ptitomnosti zemnici elektrody nebo bez ni,
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kol. 2015).
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Obr. 5 — Schématicky diagram znazornujici metody piipravy PAM pomoci plazmatu (a) vné prostiedi
tekutiny a (b) uvnitf tekutiny. V te¢kovanych obdélniki jsou parametry, které lze meénit pro ptizptisobeni
charakteristickych vlastnosti PAM (kromé doby puisobeni CAP na roztok a dodané energie zdroje). (Kaushik
akol., 2018)

3.1 Chemické zaklady

Produkce reaktivnich forem v plazma jetu je realizovano aplikaci vysokého stfidavého
napéti pres vysokonapétovou elektrodu. Oblak z plazma jetu ma velikost od par milimetra
do n€kolika centimetrti, je tedy mozno ho pozorovat pouhym okem. Dopravit aktivni
slozky do PAM pomoci plazmatu lze dvéma riznymi zplsoby aplikace: (a) vné tekuté
prostiedi a (b) uvnitf tekutiny. Schématicky diagram téchto dvou metod je ukazan na
obrazcich 5a a 5b. Pokud je zdroj plazmatu (typicky plazma jet, viz. obrazek 5)
provozovan mimo tekuté prostiedi, existuji dva zptisoby formovani aktivnich slozek, bud’
piimou interakci (dotykem) a nebo nepiimou interakci (bez dotyku) s plazmovym oblakem

(Norberg a kol., 2014). V bezdotykovych podminkach je biologicky roztok umistén ptimo
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pod zdroj plazmatu tak, ze zde neni zadny pfimy kontakt mezi viditelnou casti oblaku a
povrchem kapaliny. RONS jsou zpocatku generovany v plynné fazi interakci plazmatu se
vzduchem a nésledné se rozpousti/akumuluji v roztoku. V podminkach, kdy dochazi k
dotyku je plazma v pifimém kontaktu s biologickym roztokem. Kromé akumulace
reaktivnich forem atomt a molekul vzniklych interakci vzduchu s plazmatem, je zde navic
mnoho dalSich reaktivnich forem vytvofenych interakci plazmatu s tekutinou. V téchto
podminkach je tedy generace reaktivnich forem vyrazné umocnéna, jelikoz
excitované/ionizované atomy reaguji jak s molekulami okolniho plynu, tak s molekulami
vody. Na druhou stranu plazma uvnité tekutého prostiedi je obvykle formovano skrze
bublinky zptisobené proudem plynu (Chen a kol., 2017). Bylo zjisténo, Ze pro delsi Casy
generace plazmatu v tekutém prostiedi je produkovano vice RNS a méné¢ ROS (Chen a
kol., 2016). Kapalina pfipravena pomoci jedné z téchto metod mize hrat roli bioaktivniho
roztoku pro fadu vyuziti a je snadnéjsi ji transportovat ke specifickému cili. Formovani
aktivnich slozek v PAM miize byt upraveno zménou urcitych parametrti plazmového
zpracovani, jako je pracovni plyn, pritok plynu, ¢as ptsobeni, vzdalenost mezi tekutinou a
plazmatem, typ cilového roztoku a jeho mnozstvi, napt. v souladu se zménou dodané
energie. Toto mize byt vice ¢i méné dulezit¢ v zavislosti na mnozstvi riznych pufrd a

antioxidantl v roztoku (Ghimire a kol., 2017).

Discharge area

Primary [

s lPe- M¥ N O OH O,-
Secondary

reactive [ Gas phase
species NO NO, NO; OH H,0, O, O !0, HO, HNO, N O,- s Tiaquid
— r‘_— L
- interface

" NO,- H,0, ONOO-  ONOOH

species NO,- HNO, HNO, NO o, PAM

inside liquid

Obr. 6 — Schéma formovani aktivnich slozek v mediu aktivovaném pomoci konvenéniho plasma jetu.

(Kaushik a kol., 2018)
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Na obrazku 6 je znazornén schématicky diagram formovani aktivnich slozek plazmatu, tj.
reaktivnich forem, generovanych v oblasti vyboje, v plynné fazi a uvniti tekutiny, pomoci
konven¢niho plazma jetu. Kromé efektu elektrického pole (EF) a UV zafeni mohou byt
neutrdlni molekuly plynu (M) excitovany (M"), nebo ionizovany (M') srdzkami s
energetickymi elektrony (e) produkovanymi béhem vyboje. Primdrni RONS jako jsou
hydroxylové radikaly (OH), radikaly oxidu dusnatého (NO), radikaly superoxidu (O"),
atomovy kyslik (O), singletni kyslik (‘O,) a excitovany dusik (N) jsou produkovéany piimo
v oblasti vyboje diky interakci elektronti s molekulami pracovniho plynu, nebo okolniho
vzduchu. Tyto maji pomérné€ kratkou dobu Zivota a jejich koncentrace uvniti oblasti vyboje
je velmi vysoka. Byly pouzity riizné diagnostické techniky pro ziskani kvalitativni analyzy
tykajici se téchto forem atomi a molekul vné i uvnitf povrchu tekutiny, napi. Opticka
emisni spektroskopie, laserem indukovand fluorescence, UV absorpcni spektroskopie,
elektronova spinova resonance a kalorimetrické metody (Yue a kol., 2016a,b; Ghimire a
kol., 2017). Ve studiich je uvedena koncentrace OH radikéali a atomického kysliku v
okolnim prostfedi = 1 . 10" cm? (Dvofdk a kol., 2017; Xiong a kol., 2015), ty jsou
pfeménény na sekundérni/dlouho zijici molekuly jako je peroxid vodiku (H,O,), dusitany
(NOy), dusi¢nany (NOs;) a ozon (Os). Formy generované v plynné fdzi mohou ptejit do
kapalné faze a rozpustit se v roztoku. H>O, je vysoce rozpustny ve vod¢, NO, a NOs se
preménuji na NO>™ a NOs'. Nicméné chemické procesy okolo formovani RONS se 1isi v
zavislosti na tom, zda se plazmovy oblak dotyka povrchu tekutiny ¢i nikoliv. V pfitomnosti
plazmového zdroje probihd velké mnozstvi kreacnich a destrukénich procesti riznych
RONS skrze mnoho kratce Zijicich forem, utvarenych béhem vyboje, které se velmi rychle
a snadno pfeménuji na stabilni formy. Diky dlouhé dob¢ Zivota hlavnich slozek, v tomto
ptipadé H,O,, NO, NO,, NO; a HNO;, mimo jiné, miize byt PAM skladovéan nékolik dni a
muze tedy byt prevezen i na vzdalena mista, kde plazmové zdroje nejsou k dispozici.
Ackoli PAM vzdy obsahuje podobné slozky, ma Siroké pole uplatnéni. Na ptiklad H,O,
muze, v zavislosti na jeho koncentraci, efektivné pusobit apoptozu/nekrézu a mize byt
pouzit na nddorové bunky (Xiang a kol., 2016). Stejnd sloucenina také projevuje bélici
vlastnosti, naznacujici jeji potencidl aktivni slozky pro pouziti v pfipravcich na béleni
zubl. Byla téZ pouZita na sterilizaci a v oblasti zeméd¢lstvi diky jeji efektivité pfi zabijeni
bakterii a plisni (Friedline a kol, 2015). Dale t¢zZ NO je mnohostranné vyuzitelnd molekula

s dichotomickou regulacni schopnosti v mnoha oblastech biologie. Jakozto signalni
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molekula aktivuje rtzné procesy v biologickych systémech a téz ovliviiuje bunécné
rozhodovani ohledné smrti buiiky, sepnutim apoptotickych drah, nebo jejich vypnutim.

w7

pouziti PAM 1 na zemé&d¢lstvi.

3.2 PAM a apoptoza — role RONS

VéEii se, ze RONS, nebo jejich derivaty obsazené v PAM jsou klicovymi faktory

ey

vedoucimi k jeho protinadorovému efektu. Kratce zijici RONS produkované plazmatickym
vybojem jsou pireménény na relativné dlouho zijici formy popsané vysSe, které jsou
zodpovédné za vysokou a trvalou reaktivitu PAM. Vychytavani RONS, pozorované u
mnoha kment nadorovych bunc€k, ma za néasledek poskozeni buiiky. Na druhou stranu,
protinadorovy efekt PAM muize byt zcela potlacen diky NAC (N-acetyl cysteine). NAC je
Siroce vyuzivany jako antioxidant, ptimo rozkladda OH, H,O, a kyselinu chlornou (HCIO),
na O, vSak nema vliv. Z toho lze vyvodit, Ze minimalné jedna z reaktivnich forem
ovlivitovanych NAC je zodpovédna za PAM vyvolané bunééné poSkozeni. Nicméné OH
jako je peroxid vodiku. H,O, je povazovéan za hlavni aktivni slozku pti PAM vyvolaném
poskozeni bunék (Boehm a kol., 2017) a navic mize voln¢ difundovat ptes bunétnou
membranu aniz by ji porusil. Nicméné produkty aktivity H,O,, napf. organické peroxidy,
mohou porusit strukturu membrany a zvysit jeji propustnost, coz se muze stdt prvnim
krokem k bunéénému poskozeni vyvolanému diky H,O,, ktery miize byt nésledovan
ptilivem extraceluldrnich reaktivnich forem z PAM do buiky. H,O,-scavenging ¢inidla
jako je kataldza, nebo pyruvat vyrazné utlumuji protinddorovy efekt PAM. Jiné formy
obsazen¢ v PAM maji vSak vzhledem k H,O, kooperativni roli, coz bylo prokazano
porovnanim s ucinky media s pfidanym H,O,, které =zabijelo bunky plicniho
adenokarcinomu méné, nez PAM (Adachi a kol., 2015). NO miZze snadno prochdzet
bunénou membranou a membranou organel, snadno se rozpousti ve vod¢, zplisobuje
narust intracelularnich ROS a poskozeni mitochondrii, coz v kone¢ném dtsledku vede ke
spusténi apoptdzy. Byly vyvinuty specifické druhy PAM, jako na pfiklad NO-PAM, kdy se
zvySuje koncentrace NO, probublavanim plynu ve vodé, a7z na 140 pmol. Rozsahla

akumulace NO radikald uvnitf bunék kréniho nadoru vyvolava jejich apoptézu (Li a kol.,
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2017a). Studie se nicméné neshoduji co se tyce doby Zivota NO, existuji vyzkumy, kdy ve
vodném roztoku byl udrZovan polocas rozpadu NO az 24h, jiné skupiny tvrdi, Ze NO je
koncentrace tisici mikromold, velmi maélo toxickd pro burky glioblastomu. Nicméné
pridanim NO; k H,0, do media vznika synergicky efekt, ktery zvySuje schopnost zabijeni
nadorovych bunék H,O,, stadle vSak neni tak silny jako v pfipadé kompletniho PAM
(Kurake a kol., 2016). Tento experiment dokazuje, Ze dalsi molekuly obsaZené v PAM hraji
téZ nezanedbatelnou roli ve vysledné protinadorové aktivité. Déle bylo objeveno, Ze NO,,
nebo NO radikaly a H,O, spolu reaguji za vzniku peroxynitritu (ONOO-), ktery je toxicky
a napada dtlezité makromolekuly v burice, coZz by mohlo vysvétlovat pozorovany
synergicky efekt. Schopnost PAM pisobit bunécna poskozeni je zavisla na rtznych
faktorech, jako je typ media, hustota bunék v mediu a objem pouZitého PAM. Pokud
medium obsahuje Cinidla potlacujici RONS, na ptiklad pyruvat, bude protinadorovy efekt
PAM mensSi. NiZsi hustota bunék a vétsi objem PAM vedou k vySSimu procentu poskozeni
bunék. DalSim dutlezitym faktorem ve vztahu k PAM je fetalni bovinni serum (FBS).
Protinddorova kapacita PAM mtzZe byt regulovana kontrolovanim koncentrace FBS v
mediu a teploty skladovani PAM. Yan a kolegové (2014) demonstrovali protektivni roli
FBS v PAM u bunék U87. Kapacita zabijeni bunék PAM klesala s rostouci koncentraci
FBS. Podobny fenomén byl pozorovan jinymi védeckymi skupinami které ukazaly, Ze
pritomnost FBS v PAM fungovala jako RONS scavenger, proto sniZovala protinadorovou
aktivitu. Diky scavenging efektu FBS, koncentrace H,O, v PAM rostla linearné s dobou
oSetfeni media plazmatem, avSak rostla pomaleji pro media s obsahem FBS v porovnani s
medii bez FBS. Koncentrace NO, vsak roste linearné s rostouci délkou doby piisobeni
plazmatu na medium a neni ovlivnéna pritomnosti FBS v mediu (Kurake a kol, 2016). Tyto
vysledky naznacuji, Ze FBS ma vétsi scavenger efekt na ROS, neZ na RNS, coZ by mohlo
prispivat k nestabilitt PAM béhem jeho skladovani. Kromé toho in vivo experimenty
ukazaly, Ze objem nadoru nebyl pomoci PAM zcela potlacen, pravdépodobné kviili
rozlicnym RONS scavengerim pritomnym v Zivych tkanich, které neutralizuji RONS v
PAM. Budouci prace by mély vést k porozuméni velice komplexnim procestim
iniciovanym RONS, obsaZenymi v PAM, ve skute¢nych burikach a tkanich.

Selektivni mechanismus vii¢i nddorovym buiikdm v prostfedi PAM, zprostiedkovany diky

RONS, miiZe byt vysvétlen z hlediska rozdilnych statusti nddorovych a normélnich bunék.
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Jedno mozné vysvétleni jsou vysSi rezervy antioxidantli, které méa normalni burika na
rozdil od nadorové, proto jsou normalni burky tolerantnéjsSi k exogennimu stresu
zpusobenému RONS a otazka spravné davky PAM je zde méné dileZitd. Naproti tomu
nadorové buriky maji specifické metabolické potfeby a vice aquaporint na svém povrchu,
nez normalni zdravé bunky. Nadorové bunky jsou tedy vice bezbranné vicéi akumulaci

intracelularnich RONS.

3.3 Mechanismus piisobeni PAM na molekularni urovni

Existuje nékolik studii zaméfenych na molekularni mechanismy spojené s
protinadorovym efektem PAM. PAM funguje jako donor reaktivnich forem pro inhibici,
nebo posileni signdlni drdhy preziti a proliferace v buiice a tedy silné potlacujicich
karcinogenezi. Drahy PI3K/AKT a Ras/MARP jsou nachazeny aktivni v nadorovych
bunkach mozku (glioblastoma), po jejich osetfeni PAM byly ob¢ drahy nalezeny omezené.
Toto by mohlo téz vysvétlovat selektivni efekt PAM, vzhledem k tomu, Ze v nich obsazené
reaktivni formy napadaji signalni drdhy které jsou aktivovany specidlné¢ v nadorovych
buiikach. Jelikoz tyto dvé drahy uzce souvisi a proliferaci nddorovych bunék a inhibici
apoptozy, jejich omezeni muze vyvolavat fizenou smrt nadorové bunky. Reaktivni formy
ptitomné v PAM mohou zplsobovat poskozeni struktury DNA porusenim vodikovych
mustkli mezi komplementarnimi bazemi. Tento typ oxidace DNA je také spjat se zvySenou
tvorbou 8-hydroxy-20-dexyguanosine a aktivaci poly(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-
1), coz ma za nasledek snizeni obsahu ATP uvniti buiiky, vedouci k bunécné smrti (Kumar
a kol., 2016). H,O, produkovany kvili PAM zplisobené mitochondridlni dysfunkci maze
pusobit jako spousté¢ v apoptotické signalni draze. Mitochondrie hraje stézejni roli v
bunécné apoptéze diky uvolilovani proapoptotickych faktorti, jako je apoptdézu indukujici
faktor (AIF) a cytochrom c. Aktivaci PAPR-1 dochézi k uvolnéni AIF z mitochondrii,
doprovazeného formovanim poly(ADP-rib6zy) (PAR) a vyCerpadnim nicotinamide adenin
dinukleotidu (NAD"). AIF uvolnéné z mitochondrie putuji do jadra, spousti kondenzaci
chromatinu a zpisobuji rozsahla poskozeni jadra. Pokud jsou mitochondrie poskozené a
jejich membranovy potencial je snizeny, propustnost membrany vzristad a umoznuje vytok
AIF a tedy dalsi pfesun AIF do jadra, coz vyvolava kondenzaci chromatinu, fragmentaci

DNA a nakonec apoptdzu buiiky. OSetieni PAM tedy aktivuje PARP-1, vyvolava tvorbu

22



PAR v bunééném jadte, akumulaci AIF obklopujici jadro a vycerpani celkového mnozstvi
NAD+ v nadorové buiice. Nicméné tento poskozujici efekt mize byt potlacen pomoci
PAPR-1 inhibitorem, coz jen potvrzuje, Ze PAM aktivuje pravé tuto drdhu a nasledn¢
zpiisobuje mitochondridlni dysfunkci. Mimoto PAM vyrazné zvySuje pocet vapnikovych
ionth (Ca®") a tedy spousti stresovou apoptotickou drahu endoplazmatického retikula (ER),
coz je potvrzeno pozorovanim zvysSené exprese ER stresovych markert (Adachi a kol.,
2015). Ackoli komplexni sit mechanismu interakce PAM s buiikou je stale tfeba objasnit,
vySe popsana zjisténi poskytuji vyznamny vhled do vnitrobunéénych molekularnich
mechanismi vedoucich k PAM zprostfedkované apoptéze nadorovych bunék. To je
potfeba ptfedevSim k porozumeéni selektivnimu efektu pii zabijeni bun¢k a molekularnim

mechanismim, nutnému k budouci klinické aplikaci PAM.

3.4 Vliv na zdravé bunky

PAM ma vsak 1 jiné pozitivni vlastnosti, nez je zpiisobovani bunécné apoptdzy u vétSiny
nadorovych bunék. Dulezitd je jeho izolace chemickych efektd (RONS) v aktivovaném
mediu, oddélenych od pifimého efektu ostatnich ¢inidel v plazmatu, jako jsou napf. nabité
castice, UV zafeni a teplo. Také je mozné PAM uchovat pro pozdéjsi vyuziti. Tyto objevy
rozsifily aplikaci CAP indukované terapie v podobé PAM tam, kde jsou nadorové terapie
spojeny s nechténymi vedlej§imi efekty kvili poSkozeni zdravych tkéni. Ve vztahu k
dalsimu medicinskému vyuziti je velmi dulezit¢ porozumét interakci mezi plazmatem a
proti plazmatem vyvolanému oxidativnimu stresu nez nadorové builky, diky tomu by
mohlo byt oSetfovani plazmatem cileno na konkrétni druh bun¢k (Iseki a kol., 2012; Wang
a kol., 2013). Friedman a kolegové (2008) pozorovali, ze oSetieni plazmatem nezpiisobuje
zadné poskozeni kiize a vSimli si, ze jeho selektivni efekt je vysoce zavisly na davce, tedy
dobé wvystaveni plazmatu. Normalni buiikky tudiz mohou vydrZzet mirnou uroven
oxidativniho stresu, ovSem do urCité¢ho limitu, del$i ¢as expozice nevyhnuteln¢ zplsobi
jejich  tézké poskozeni. Osetfeni PAM muize byt zodpovédné za 1 potlaceni
zivotaschopnosti mnoha druht normalnich buné€k, jako jsou MDCK (canine kidney
epithelial cells) bunikky a ScaBER buriky, kviili obsahu peroxidu vodiku (Mohades a kol.,

2016a,b). Bylo prokazano snizeni zivotaschopnosti buiiky, morfologie a migrace, dva dny
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po osetfeni MDCK bun¢k pomoci PAM. Imunobarveni v jddie MDCK bunék potvrzuje
utlumeni bunécné proliferace. Kultivace jaternich nadorovych bunék (HepG2) a
normalnich bunék jater (L02) v mediich oSetfenych plazma jetem po rizné¢ dlouhé
intervaly, ukazuje u monokultur pokles v adherenci bungk s rostouci dobou oSetfeni PAM.
Tento vyvoj naznacuje, ze optimalni davka PAM (10 min oSetfeni plazmatem) muze pii
spole¢né kultivaci zabit nadorové bunky a tém zdravym zpisobit jen lehkd poskozeni.
Vyzkumy ukazuji, ze neadherujici (non-adherent) nadorové bunky piechazi do stavu
apoptozy spiSe nez do stavu nekrdzy, bez vyraznych zmén hodnoty pH v PAM (Duan a
kol., 2017). To mlze byt pfipisovano zvysené koncentraci H,O, (594 pmol) a NO (29
pmol) pii1 oSetfeni plazmatem 10 minut. PAM jsou téZ zndmy potlacovanim choroidalni
neovaskularizaci u mysi, coz by mohl byt novy terapeuticky koncept pro vékem
podminénou makuldrni degeneraci (Ye a kol.,, 2015). Voda oSetfena nizkou davkou
plazmatu mize podporovat riist bunék, zatimco pfi oSetfeni velkou davkou plazmatu tato
voda vyvoldva apoptozu, nebo nekrdézu, coz znazornuje zavislost zplsobeného
oxidativniho stresu na davce plazmatu.

Vitamin C je hlavnim antioxidantem pfitomnym v nasi zékladni stravé a jeho mnozstvi
rychle klesa s v€kem, proto i jeho redukéni potencial klesd a je nutné ho ve vyssim véku
pfijimat v potravinovych doplicich. Studie na genomické trovni ukéazaly ochrannou a
antioxidativni roli CAP ve vodném mediu (Kurita a kol., 2014). PAM obsahuji z velké
¢asti vodu a maji vysoky redukéni potencial (-250 mV do 300 mV), coz z nich dé€la hlavni
scavenging Cinidlo aktivniho kysliku. Normdalni voda obsahuje shluky 10 — 13 molekul
H,O, v PAM jsou tyto shluky mensi, 5-6 molekul. Elektrolyza vody v PAM zplsobuje
mirnou zésaditost a zaroven snizuje velikost shlukii molekul zhruba na polovinu (Santos a
kol., 2013). Diky elektrolyze zplisobené oSetienim plazmatem se v tekutém médiu generuje
vice aktivnich vodiki a ma nizs§i povrchové napéti nez ma bézna kohoutkova voda. Diky
niz§imu povrchovému napéti se PAM (zésadita, ionizovand voda) snadnéji absorbuje
pomoci osmoézy do buiikky. PAM rychle prostupuje télem a poskytnutim elektront
aktivnimu kysliku blokuje oxidaci biologickych molekul a tim jim umoziiuje normalné

fungovat bez oxida¢nich poSkozeni.
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4. Desinfekce a oSetfrovani ran

Existuje mnoho praci referujicich o schopnosti CAP efektivné dezinfikovat Sirokou fadu
mikroogranizmu vcetn¢ bakterii, plisni, vir, bakteridlnich spor a biofilmu (Kolb a kol.,
2008; Pan a kol., 2013). Kli¢ovymi inaktiva¢nimi Ciniteli pfi pfimém piisobeni plazmatu
na mikrobialni buiiky jsou ROS, jako je O, OH a 0, , zpusobujici poskozeni DNA a
proteind, tento oxidativni stres md za nasledek poSkozeni bunky a nasledné jeji smrt
(Zhang a kol., 2012). PAW ziskany vystavenim sterilni destilované vody plazmovému
oblaku obloukového vyboje mlZe inaktivovat bakterie a kvasinky v jejich planktonické i
adherentni form¢ (Kamagang-Youbi a kol, 2007). Plasma jetem aktivovana voda byla
uspésné pouzita k desinfekci bakterii jako B. Subtilis (Sun a kol., 2012), S. Aureus (Shen a
kol., 2016) a dalSich jinych. Schopnost PAM inaktivovat piisedlé bakterie (Gram pozitivni
a gram negativni) potvrzuje mnoho publikaci a je pfipisovana piitomnosti H,O, spolu s
kyselym pH dusitanti a dusi¢nant (Kamagang-Youbi, 2007). Panuje obecna shoda, ze
baktericidni aktivita PAW je déna synergickym efektem vysokého, kladného, oxidacné
redukcniho potencialu (ORP) a nizkého pH. Mezi riznymi reaktivnimi formami v PAW je
mohou reagovat za vzniku stabilnich forem a toxickych molekul. Navic je nutné uvazovat i
RNS zptlisobujici vysoky ORP, napt. NO a jeho derivaty vznikajici pfi kontaktu s vodou,
napt. NO,, NO; a ONOOH (Laroussi, 2005). Krom¢ toho produkce RNS téz hraje
dominantni roli v acidifikaci PAW. Co se ty¢e uc¢innosti PAW, Kamgang-Youbi a kol.
(2008) zjistili, ze pro reprezentativni zastupce gram pozitivnich a gram negativnich bakterii
Utinnost PAW zavisi na typu mikroorganismu (efektivnéji piisobi na bakterie neZ na
kvasinky) a na produkovanych RONS, zéavislych na pracovnim plynu, typu vyboje, ¢asu
pusobeni na vodu, okolnim prostiedi, délce skladovani, atd. Vliv plazmatu na vodu spociva
hlavné ve zméné pH a elektrické vodivosti, diky ¢emuz je dosazeno dilezitého oxidacniho
potencialu. Chemické pozadi vzniku PAW bylo podrobnéji popséano vysSe, obecné vytvaii
kyselé roztoky s pH cca 2-3, obsahujici H,O,, NO, a NO; anionty (Oehmigen a kol., 2010).
Takto kysely roztok efektivné zabije bakterie v suspenzi, pokud vSak pH piekro¢i hodnotu

3-4, antibakteridlni efekt znacné klesne. Na obrazku 7 je vidét sterilizacni mechanismus
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PAW pro S. Aureus, jak ho popsal Zhang a kol., (2016). Kumulace RONS uvnitt buiiky lze
docilit dvéma zptisoby. Nejreaktivnéjsi a nejtoxictéjsi z RONS (piedevsim OH) mohou
pusobit peroxidaci lipidd fosfolipidové dvojvrstvy bunécné membrany, coz vede k
zesitovani (cross-linking) boc¢nich fetézcli mastnych kyselin a k formovani pifechodnych
port, nasledované zprichodnénim bunéné membrany a depolarizaci membranového
potencialu. To umoziuje extracelularnim RONS vstoupit do buiiky. Druha moznost je, ze
vnéjSi oxidativni stres zplsobi oxidativni stres 1 v bufice a na zakladé toho vzroste
koncentrace intracelularnich RONS. Pokud se ptes porusenou membranu dostane do buniky
velké mnozstvi protont H" z PAW, snizi se pH. Intracelularni RONS oxiduji DNA a
zpusobuji jeji fragmentaci, reaguji s proteiny, lipidy a sacharidy a méni jejich molekularni
strukturu a chemické vazby. Extrémni snizeni pH a ptitomnost RONS v buiice nici redoxni

a pH homeostazu a nakonec Usti ve fyziologické dysfunkce a buné¢nou smrt.
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Obr. 7 — Schématicky diagram plazmatem zptisobené apoptdzy, rozdéleny do ¢tyt stadii. (Zhang a kol., 2016)
(A) Vznik RONS a kyselé pH PAW. (B) Zprichodnéni a depolarizace bunééné membrany zptisobené reakci
RONS s lipidovou dvojvrstvou. (C) Akumulace ROS a snizeni pH v bunice. (D) Poskozeni DNA a nasledna

fyziologicka disfunkce zptsobena narusenim redoxni a pH homeostazy.
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Spravna a rychlé regenerace tkané je diilezitd pro hojeni po chirurgickych zékrocich, nebo
jiném posSkozeni. CAP a plazmatem aktivované roztoky nepiisobi tepelné poSkozeni tkané
(dosahuji teplot cca 40°C) a podnécuji jak hojeni koznich poranéni, tak regeneraci
epitelidlnich tkani. Jejich dal$i dllezitou vlastnosti je protizanétlivy, sterilizacni a
hemokoagulacni efekt. Hemostaza — zacelovani rany, je soubor soucasné probihajicich a
navzajem se ovliviigjicich déja, které vedou k zastaveni krvaceni. Témito dé&ji je
vazokonstrikce (reakce cév v misté poSkozeni), ¢innost krevnich desti¢ek a srdzeni krve
(hemokoagulace). SraZzeni krve je kaskddou enzymatickych reakci aktivujicich pottebné
enzymy a vysledkem je tvorba sit¢ z fibrinovych vldken, do které se zachycuji krevni
buniky. PAW usnadnéné koagulace krve je novou metodou, kterd je velmi efektivni pii
zastavovani tekouci krve pfi chirurgickych operacich (Miyamoto a kol., 2016). PAW
vyvolava tvorbu eosinofilni, vldknité, membranovité struktury, kterd prekryje ranu, coz se
nedéje pii prirozené koagulaci (Ikehara a kol., 2013). Zanétlivé procesy po osetfeni PAW,
nebo tepelnym koagulatorem byly zviditelnény pomoci radiofarmak 2-deoxy-2-[18F]
fluoro/D/glukopzranosa (18F-FDG) a bylo ukazano, Ze prvni zplsob je méné¢ zanétlivy
(Ueda a kol., 2015). Analyza elektronovym mikroskopem téz odhalila pfitomnost
roztiisténych fibroblasti v klzi oSetfené elektrokoagulaci, v kizi oSetfené PAW vsSak
fragmenty pfitomny nebyly (Akimoto a kol., 2016). OSetfeni rany plazmatem se tedy jevi
mén¢ invazivni, nez elektrokauterizace. Imunoelektronovou mikroskopii byla téz
pozorovana piitomnost galektinli v blizkosti membranovité struktury, vytvafené pfi
oSetfeni plazmatem, které jsou znamy jejich vyznamnym zapojenim do hojeni koznich
poranéni a Uizce souvisi s bunécnou proliferaci. Galektiny -2 a -3 ziejmé hraji zasadni roli
pii formovani membranovité struktury, ktera udrzuje vlhké prostfedi a podporuje
reepitelizaci poranéni a dale urychluji hojeni rany. U lidskych bronchidlnich, epitelialnich
bun¢k bylo po oSetfeni plazmatem aktivovanym mediem (s 0,9 % NaCl, kvili podobnosti
se salinem, pouzitym v in vivo experimentech) prokazano zvysSeni bunécné proliferace a
migrace, zasadné ovliviiujici proces hojeni rany (Ho-Ryun a kol., 2018). Na obrazku 8a je
vidét statisticky vyznamné zvySeni bunééné proliferace, vyhodnocené pomoci BrdU testu.
Bunéénad migrace pozitivné ovliviiuje schopnost rany se hojit. Migrace byla zkouména
pomoci testu seSkrabnutim vrstvicky ptisedlych bunék. Pod mikroskopem byl vyhodnocen

pomeér odhalené Casti Skrabnuti u PAM oSetfené a kontrolni skupiny (po 24h) a vysledek je

27



vidét v obrazku 8b. Migrace byla znatelné¢ zvySena po oSetieni plazmatem aktivovanym

roztokem.
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Obr. 8 — Plazmatem aktivované roztoky zvySuji proliferaci a migraci bronchialnich epitelialnich bunék
(BEAS-2B). Na diagramu (a) je pozorovatelny staticky vyznamny vzrist proliferace s rostouci délkou ¢asu
oSetfeni roztoku pomoci CAP. (*P < 0.05; ***P < 0.001). (b) Buiikky byly oSetfeny roztokem, vystavenym
CAP po dobu 30s a inkubovany 24 hodin. Byl proveden test hojeni rany seskrabnutim vrstvy bun€k a
porovnanim vysledkd pro vzorek oSetfeny NTS (CAP aktivovanym roztokem) a kontrolni skupiny. (Ho-Ryun
akol., 2018)

Dale bylo zjisténo, ze epidermdlni ristovy faktor (EGF) je kliCovym faktorem v hojeni
nosni sliznice. Plazmatem oSetfeny roztok pozitivné ovliviuje aktivitu tohoto faktoru, coz
naznacuje jeho souvislost se zvySenou bunécnou proliferaci a migraci. Aktivace EMT
(epithelial-to-mesenchymal transition) signdlni drahy béhem hojeni kozni rany zptsobuje
bunéénou migraci. Bylo prokdzano, ze plazmatem oSetfeny roztok podporuje migraci
bun¢k zvysenim EMT signalizace. Na zvifecim modelu byla demonstrovana schopnost
plazmatem aktivovaného salinu (0,9% NaCl) zlepSovat regeneraci sliznice nosniho septa.
Bylo pozorovano zvyseni bunécna proliferace, snizeni zanétlivych procesti a otoku rany po
oSetfeni plazmatem aktivovanym salinem v porovnani s kontrolni skupinou (Ho-Ryun a

kol., 2018).
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5. Diskuze a zavér

Z ptedkladané reserSe jsou patrny pozitivni vyhlidky, co se ty¢e vyuziti CAP, PAW, PAM
a jinych aktivovanych roztokii v riznych odvétvich biologie a mediciny, od sterilizace a
oSetfovani ran, az po plazmovou onkologii. Je vSak také ziejmé, Ze i ptes ¢im dal lepsi
vhled do mechanismi uU¢inku CAP a plazmatem aktivovanych roztoki na bunky a
biologické tkang, stale neni uplné jasné co piesné se zde odehrava. To je dano obrovskou
komplexnosti a provazanosti déjii a také velkym mnoZzstvim moznosti volby typu bunék,
druhu zdroje CAP, doby oSetfeni a slozeni roztoku, atd. TéZ podminky experimentu se
mohou liSit na raznych pracovistich (vlhkost a slozeni vzduchu, atd.). Navzdory tomu je
vzhledem k ziskanym vysledkiim nezpochybnitelné, ze CAP a jim oSetfené roztoky maji
pozitivni vliv na hojeni ran na ktzi i sliznici (podporuji bunéénou proliferaci a migraci a
hemokoagulaci), desinfekci a deaktivaci bakterii (diky nizkému pH a plsobeni
oxidativniho stresu bakteridlnich bun¢k) a pisobeni apoptdézy nddorovych bunck (diky
vy$si citlivosti buiikky na oxidativni stres a aktivité urcitych typickych signélnich drah).

Z celé této Skaly moznych vyuziti CAP v medicin€ bylo pro praktickou ¢ast diplomové
prace, navazujici na tento vyzkumny ukol, vybrano pouziti plazmatem aktivované vody k
1é¢bé onkologickych 1ézi. V pripad¢, kdy ma pacient nehojici se rdny neni mozné nasadit
chemoterapeutickou lécbu, jelikoz ta ze svého principu hojeni brzdi, proto by vyuZiti
dekontaminace rany pomoci plazmatem aktivované vody mohlo byt zde velmi napomocné.
Dale v ptipad¢ paliativni 1écby se podporou hojeni 1ézi miize znacné zvysit kvalita Zivota
pacienta. K tomuto ucelu je navazana spoluprace s ustavem radia¢ni onkologie v
nemocnici na Bulovce. Voda byla vybrana jelikoz pfiprava PAW neni piili§ slozita a je
mozné ji provadét piimo na misté. Aplikace bude provadéna na vhodnych pacientech, kde
neni schvaleni pouziti této metody pfili§ narocné a zdlouhavé, tedy u pacientl s tézce
paliativni 1écbou. Bude téZ provedena in vitro studie na bakteridlnich kulturach
odpovidajicich mikrobidlnimu osidleni onkologickych 1€ézi, pro urCeni nejefektivnéjSich
podminky oSetfeni vody plazmatem. Pijde tedy o sezndmeni se s klinickou problematikou
onkologickych 1ézi na konkrétnich pacientech kde by aplikace PAW byla pouzitelnd a o

stanoveni postupu a parametra pii oSetfeni vody plazmatem z in vitro experimentt.
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