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1. Uvod

Vo fyzikalnych a chemickych vedach termin plazma
oznacuje Stvrté skupenstvo hmoty, zatial' o v medicine
a bioldgii je tento pojem zndmy ako tekutd zlozka krvi.
Tento termin zaviedol vo fyzike Irving Langmuir, ktorému
ionizovany plyn pripominal niektorymi svojimi vlastnos-
tami prave krvnu plazmu. Nizkoteplotna plazma sa zacala
v medicine a biologii vyuzivat az v poslednych desatro-
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¢iach, ¢o viedlo k vytvoreniu novej oblasti mediciny —
plazmovej mediciny. Okrem vyuzitia jej dekontaminac-
nych uU¢inkov ma plazma potencidl aplikicie aj
v dermatologii, v stomatoldgii, ale jednou z najperspek-
tivnejSich moZnosti jej vyuZitia v medicine je liecba nie-
ktorych onkologickych ochoreni.

2. Charakteristika plazmy a kritéria
jej klasifikacie

Hoci sa plazma zacala v biologickych experimentoch
pouzivat’ az v poslednych desatrociach, vo fyzike sa pou-
ziva takmer jedno storocie. Terminom plazma oznacil
Irving Langmuir vnutornti Cast' elektrického oblika, na
ktort nemali vplyv steny a elektrody vybojky. Dnes sa
plazma povazuje za Stvrté skupenstvo hmoty a tvori ju
mnozstvo rozlicnych Castic, ktoré si v neustalej interakeii.
Medzi tieto Castice patria fotony, elektrony, iony, atomy,
excitované a neexcitované molekuly ¢i radikaly, vratane
reaktivnych foriem kyslika a dusika (ROS a RNS). Plazma
teda predstavuje kvazi-neutralny ionizovany plyn. Na roz-
diel od plynu vsak obsahuje aj volné elektrické naboje,
a preto je elektricky vodiva. Prave tato vlastnost’ plazmy ju
preduréuje na rézne aplikacie'.

Vseobecne sa plazma rozdel'uje podla roznych krité-
rii. Na zaklade fyzikalnych vlastnosti plazmy je mozné
klasifikovat’ plazmu na slabo alebo silne ionizovani. Ak
vSak za hlavny klasifikacny faktor povazujeme strednt
energiu Castic v plazme, rozliSujeme plazmu na nizkotep-
lotnt a vysokoteplotni. Z praktického hl'adiska povazuje-
me plazmu za vysokoteplotntl, ak je stredna energia nabi-
tych castic vyssia ako 100 eV, Comu prislicha teplota vic-
Sia ako 1 MK. Za nizkoteplotni1 plazmu povazujeme plaz-
mu, ktorej strednd energia nabitych castic je nizSia ako
100 eV, napriek tomu vSak moze teplota, ktora takejto
plazme prishicha, dosiahnut’ 10° K (cit.").

3. Vyuzitie plazmy v medicine

Plazmovy vyskum v oblasti biologie je zamerany
najmé na potravindrstvo, pol'nohospodarstvo a medicinu.
Vyuzitie nizkoteplotnej plazmy v medicine patri medzi
najperspektivnejsiu biologicktl aplikaciu plazmy. Plazmo-
va medicina predstavuje novi oblast medicinskeho vy-
skumu na rozhrani fyziky plazmy a vied o Zivej prirode.
Hoci zavedené elektro-chirurgické techniky, akou je napr.
koagulacia pomocou argonovej plazmy, st zalozené najma
na deStrukénych Gc¢inkoch plazmy na biologicky material,
aktualny vyskum v plazmovej medicine sa zameriava hlav-
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ne na selektivne, neletdlne a stimula¢né U€inky plazmy na
7ivé bunky a tkaniva®.

3.1. Generatory nizkoteplotnej plazmy pouzivané
v medicine

V poslednych rokoch sa venuje velka pozornost’ ge-
neratorom nizkoteplotnej plazmy, v désledku ¢oho sa vy-
vinuli dva zakladné typy plazmovych pristrojov, ktoré sa
pouzivaju vo vyskume, ale aj pri praktickych aplikaciach
v plazmovej medicine’. Prvym st dielektrické bariérové
vyboje (Dielectric Barrier Discharges, DBD), v ktorych sa
plazma generuje zvycajne vo vzduchu, ako pracovnom
plyne, v medzere medzi izolovanymi dielektrickymi vyso-
konapiatovymi elektrodami a oSetrovanym tkanivom, ktoré
sluzi ako protielektroda. Druhym typom plazmovych pri-
strojov si plazmové ,jety” pracujuce pri atmosférickom
tlaku (Atmospheric Pressure Plasma Jets, APPJ), ktoré
pozostavaju z trysky vybavenej jednou alebo dvomi elek-
trodami. Plazma je teda generovana vo vnitri trysky
a transportovana von priamo k objektu, ktory ma byt oset-
reny. Plazmové ,jety” sa mozu liSit" konfiguraciou elek-
trod, pracovnym plynom a elektrickymi parametrami
aplikacie®.

Z praktického hl'adiska majua oba koncepty svoje vy-
hody aj nevyhody. Pokrytie vdcSej plochy oSetrenia je
jednoduchsie s DBD, APPJ st v8ak vhodnejsie na presné
bodové oSetrenia. Velkou vyhodou DBD je, Ze zvycajne
vyuziva atmosféricky vzduch a pri aplikacii nepotrebuje
ziadne pridavné zariadenia dodavajlce selektivne plyny.
Plazmové ,,jety”, ktoré vyuzivaju selektivne pracovné ply-
ny, vSak generuji plazmu v presne definovanom
prostredi’.

3.2. Biologické ucinky nizkoteplotnej plazmy

V zaciatkoch plazmovej mediciny sa vyskum zameral
najmé na Stadium ucinkov nizkoteplotnej plazmy apliko-
vanej na mikroorganizmy a cicavc¢ie bunky v podmienkach
in vitro®®. Medzi efekty, ktoré su velmi uZitoéné hlavne
pre medicinu, patri najméd potencial plazmy inaktivovat’
Siroké spektrum mikroorganizmov vratane tych, ktoré su
viacnasobne rezistentné na lie¢iva a podporovat’ regenera-
ciu tkaniv a hojenie ran”®. Okrem toho sa ukazalo, Ze
v rakovinovych bunkach moze byt spustena programovana
bunkova smrt’ (apoptdza) pri vyssich expozi¢nych casoch
oSetrenia nizkoteplotnou plazmou, ¢o otvara d’alSie moz-
nosti jej aplikacie v onkologii’.

Na zaklade aktualneho stavu poznatkov su biologické
ucinky nizkoteplotnej plazmy zalozené na dvoch hlavnych
principoch. Prvym principom je, Ze biologické ucinky
plazmy st spojené so zmenami vnitorného prostredia bu-
niek indukovanymi plazmou. Druhym je, ze ROS a RNS,
ktoré sa tvoria v plazme a dostavaju sa do kvapaliny, hraju
dominantn(l tlohu v biologickych odpovediach indukova-
nych plazmou. Ostatné komponenty plazmy, ako st
UV ziarenie alebo elektrické pole ¢i prud, st povaZzované
za sekundarne zlozky plazmy. UV ziarenie ma navyse len
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slabé alebo Ziadne priame biologické ucinky, pretoze plaz-
mové zdroje vhodné na medicinske aplikacie su dizajnova-
né tak, aby sa eliminoval efekt UV Zziarenia. Do uvahy je
vSak potrebné vziat’ podpornt tlohu UV ziarenia pri tvor-
be reaktivnych foriem kyslika a dusika fotochemickou
reakciou’.

4. Nizkoteplotna plazma v onkoterapii

V minulosti bol zaznamenany obrovsky pokrok
v systémovych terapiach pri liecbe rakoviny, ktoré viedli
k zvySenej miere prezitia, dlhodobej remisii a dokonca aj
k vylie¢eniu niektorych nadorovych ochoreni'®. Uginnost
terapie sa zvySila v kombindcii s liecbou zameranou na
chirurgické odstranenie nadoru alebo radioterapiu''. Pri
pouziti chemoterapeutik je problémom, Ze tie okrem na-
dorovych buniek poskodzuju aj nenadorové. Zdravé tkani-
vo je vSak schopné toto poskodenie opravit, o umoziuje
pokratovanie v lietbe pacienta'’. Vzhladom na to, Ze
zna¢né mnozstvo pacientov neodpoveda na existujuce typy
liecby alebo trpi relapsom ochorenia, pokracuje hl'adanie
novych pristupov k liecbe rakoviny. Klucovou ulohou
vSak stale ostdva minimalizovanie vedl'ajSich Gc¢inkov pri
su¢asnom maximalizovani ucinnosti cytotoxickych agen-
sov aplikovanych na rakovinové bunky, ¢o moze vyrieSit
préave pouzitie nizkoteplotnej plazmy".

4.1. Vplyv nizkoteplotnej plazmy na rakovinové
bunky

Utinky plazmy na cicavéie bunky boli prvykrat za-
znamenané v roku 2004, ked’ Kieft a spol.'* sledovali inhi-
biciu bunkovej adhézie, ¢o malo za nasledok indukciu
bunkovej smrti — apoptozy. Odvtedy bola apopticka bun-
kova smrt’ indukovana plazmou pomocou DBD pozorova-
na nielen na normalnych bunkach, akymi su fibroblasty
a epitelové bunky mliecnej Zl'azy, ale aj na réznych typoch
rakovinovych buniek, ako st bunky mozgového tumoru,
kolorektalne, kozné, pluicne a pankreatické rakovinové
bunky a rakovinové bunky vajeénikov' ™'’

Pri oSetreni nadorového tkaniva plazmou je dolezité,
aby sa jej antitumorovy ucinok selektivne prejavil len
u rakovinovych buniek. Niektoré §tadie naznacuji, Zze
plazma, na rozdiel od doteraz pouZivanych protinaddoro-
vych lieciv, dokaze selektivne inhibovat’ bunkovi prolife-
raciu v naddorovych bunkach alebo v nich indukovat’ apop-
tézu vo vysSej miere v porovnani s normalnymi bunkami.
Viaceri autori pozorovali selektivnu toxicitu plazmy gene-
rovanii pomocou DBD alebo APPJ na nadorovych bun-
kéach, pri€om porovnavali rakovinové bunky plic s nor-
malnymi bunkami (embryonalnymi fibroblastmi a pl'icny-
mi epitelovymi bunkami)'®, bunky melanému s normal-
nymi koznymi keratinocytmi'’, bunky gliému (typ mozgo-
vého tumoru) so zdravymi astrocytmi18 alebo nadorové
bunky vaje¢nikov s normalnymi fibroblastmi'®.

Predpokladd sa, ze zasadny rozdiel v citlivosti na-
dorovych a normalnych nenadorovych buniek by mohol
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byt podmieneny kontaktnou inhibiciou charakteristickou
pre normalne bunky, pri ktorej sa proliferacny signal vyp-
ne. Naopak, pri nadorovych bunkach tento kontrolny sys-
tém nefunguje, a preto sa neustale delia. Je mozné, ze pra-
ve pritomnost’ tychto rozdielov v proliferacnej aktivite a v
kontrolnom systéme apoptozy nadorovych a nenadorovych
buniek, ovplyviluje zmeny v ich senzitivite na oSetrenie
plazmou'®. Okrem neobmedzeného mnoZenia existuju aj
dalsie bunkové vlastnosti pouzivané ako indikatory malig-
nej transformacie buniek. Je to napriklad schopnost’ vnik-
nat’ do okolitého tkaniva (invazivnost’), schopnost’ tvorit’
metastazy (pohyblivost’) a schopnost’ pevne pril'nut’ k oko-
litym bunkdm a formovat metastatické lézie
(adhezivnost). Prave oSetrenie plazmou moze znizit' inva-
zivnost’ naddorovych buniek, mechanizmus tohto javu vSak
nie je v su¢asnosti dostatoéne objasneny?*>'.

4.2. Antitumorovy u¢inok média oSetrené¢ho
nizkoteplotnou plazmou

Rakovina vajecnikov je jednym z typov rakoviny
s najhorSou progndzou medzi gynekologickymi malignymi
tumormi, pricom v mnohych pripadoch progresivnej rako-
viny vajecnikov sa vyskytuje rezistencia na lieCiva. Vy-
skumnici z Nagoya University preto vyvinuli originalny
pristup, ked” pomocou plazmového generatoru, ktory bol
zalozeny na DBD, oziarili médium potrebné pre kultivaciu
nadorovych buniek. Po pridani oSetreného média k na-
dorovym bunkam vajecnikov pozorovali jeho selektivny
antitumorovy Uc¢inok, pricom pre normalne peritonealne
mezotelidlne bunky nachadzajice sa v okoli nadorovych
buniek vajenikov bolo menej toxické. Autori navySe po-
zorovali signaly redukénych produktov indukovanych
ROS a RNS v nadorovych bunkach vaje¢nikov, ktoré boli
vystavené médiu oziarenému plazmou. To naznacuje, Ze
pri¢inou eliminacie nadorovych buniek je indukcia apopto-
zy spoOsobena zvySenou produkciou intracelularnych ROS
a RNS. Inhibi¢ny G€inok média oSetreného plazmou bol
pozorovany aj pri nadorovych bunkach vajec¢nikov, ktoré
boli rezistentné na lieiva. Prave preto je tato lieCebna
metdda perspektivnejSia aj pri liecbe nadorov rezistent-
nych na protirakovinové lie¢ivd, ktoré navyse nie je mozné
odetrit’ plazmou priamo®.

4.3.Vyuzitie zivo¢isSnych modelov pri skimani
tumor-inhibi¢ného Uc¢inku nizkoteplotnej plazmy

Predtym, ako sa nizkoteplotna plazma mdze vyuZzit
v klinickej praxi, je potrebné otestovat’ jej ucinky na zivo-
¢iSnych modeloch. Dosial’ vSak bolo zrealizovanych len
niekol’ko §tadii zameranych na sledovanie tumor-
inhibi¢nych G¢inkov plazmy na Zivo¢isSnych modeloch.

Dnes uz je znamych niekolko $tadii, v ktorych sa
potvrdil pozitivny ucinok plazmy na eliminaciu nadoro-
vych buniek aj na mySacom modeli. Pomocou oSetrenia
plazmou s DBD sa podarilo inhibovat’ rast mozgového
nadoru a nadoru mocového mechura mysi, ¢o v oboch
pripadoch viedlo k prediZenému &asu preZivania
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u oSetrenej skupiny v porovnani s kontrolnou skupi-
nou”?*. V daliej $tadii sa podarilo redukovat hmotnost
nadoru pankreasu mysi pri kombinovanom ucinku plazmy
generovanej pomocou DBD a protinadorového lieciva
gemcitabinu v porovnani so samotnym gemcitabinom'’.
Pomocou plazmového osetrenia s DBD sa navySe na my-
Sacom modeli podarilo zredukovat’ hmotnost’ subkutanne-
ho tumoru, ktory bol tvoreny bunkami rezistentnymi na
liegiva®. Je teda vysoky predpoklad, Ze osetrenie povrcho-
vych tumorov, pritomnych na tele alebo na povrchu telo-
vych dutin, bude v budicnosti mozné prostrednictvom
plazmy aj u ¢loveka.

4.4. Nizkoteplotna plazma v nadorovej imunoterapii

Imunoterapia je terapia, ktora vyuziva zlozky vlastné-
ho imunitného systému pacienta. Nadorova imunoterapia
je slubny liecebny pristup, pri ktorom st ochranné Gcinky
vlastného imunitného systému pacienta vyuzivané na Spe-
cifické zacielenie na nadorové bunky bez negativneho
vplyvu na nenadorové bunky®. Za normalnych podmie-
nok, bunky imunitného systému identifikuju a zni¢ia mu-
tované bunky skor, ako vytvoria v tele nddor. Medzi iden-
tifikované kI'i€ové bunky protinddorovej imunitnej odpo-
vede patria antigén prezentujiice bunky (APC), T-bunky
a NK (Natural Killer) bunky26. Pri hromadeni viacerych
mutécii sa vSak niektoré poskodené bunky stavaju pre
imunitné bunky ,neviditelné* a postupne sa mnozia, az
kym nevytvoria nador. Takéto bunky navyse aktivne potla-
¢aju aktivitu imunitnych buniek prostrednictvom mecha-
nizmov, ktoré stale nie su uplne vysvetlené”’. Ciefom imu-
noterapie je obnovit imunitné odpovede, ktoré vedu
k potlaceniu rakoviny prostrednictvom procesov prirodze-
nych pre Tludské telo. Tento ucinok je systémovy
a Specificky voci nadoru, proti ktorému bol iniciovany. To,
Ze imunitné bunky méZu participovat’ pri lieCbe rakoviny
pomocou plazmy, naznacuju viaceré prace, v ktorych boli
ako modelové organizmy pouzité mysi s rozli¢nymi typmi
nadorov, ako su pankreatické nadory, gliomy alebo nadory
vajeénikov®' >,

V sucasnosti sa imuno-onkoldgovia zameriavaju na
indukciu imunogénnej bunkovej smrti (ICD, Immunogenic
Cell Death) v nadoroch s vyuzitim plazmy, ¢im by sa po-
tencidlne mohla zlepsit' viditelnost’ nadorovych buniek
(imunogénov) v procese imunitnej reakcie'“**%. Ked’ bun-
ky podstupuju takato smrt’, komunikuju s bunkami imunit-
ného systému pomocou tzv. DAMP (Damage Associated
Molecular Patterns). Medzi DAMP patria aktivne sekreto-
vané molekuly, akymi si ATP alebo HMGBI1 proteiny
(High Mobility Group Box 1). Iné DAMP, akymi su kalre-
tikulin alebo HSP90, sii mobilizované presunom zvnutra
bunky na vonkajsi povrch bunkovej membrany, alebo st
sekretované von z bunky3 0, Molekuly ATP potom funguju
ako tzv. ,.find me* signaly a kalretikulin ako tzv. ,,eat me*
signal pre imunitné bunky. Vysledky niektorych Studii
naznacujui, Ze prave oSetrenie plazmou pomocou DBD
pocas niekol’kych nanosekind sposobuje pri urcitych rezi-
moch sekréciu ATP a externalizaciu kalretikulinu, ktoré su
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dolezitym iniciaénym krokom pre aktivaciu ICD (cit.’").

Extracelularne ATP teda iniciuju pripravu APC, napr.
makrofagov a dendritickych buniek, na potencidlne nebez-
pedenstvo v ich blizkosti*>. Hned’, ako sa tieto bunky pri-
blizia k sekretovanym DAMP a na povrchu cielovych
buniek sa dostanu do kontaktu s kalretikulinom, zaCnt
takéto cielové bunky fagocytovat’ a rozloZia ich na malé
fragmenty, ktoré funguju ako antigény>>. Toto je klGovy
inicia¢ny krok pri tvorbe Specifickej imunitnej odpovede.
APC, ktoré so sebou nesu aj antigény v podobe fragmen-
tov buniek, migruju do organov imunitného systému, naj-
mai do lokalnych lymfatickych uzlin a sleziny. Tu sa dosta-
nu do kontaktu s T-bunkami, t.j. bunkami zodpovednymi
za vysoko Specializované odpovede, a stimuluju ich dele-
nie. Tieto bunky potom migruji pomocou obehového
a lymfatického systému a hl'adaji cielové nadorové bun-
ky, ktoré po najdeni zni¢ia®. Je délezité, Ze tieto cielové
nadorové bunky modzu, ale nemusia byt pritomné
v iniciatnom mieste oSetrenia plazmou pre ICD. To zna-
mend, Ze akékol'vek metastatické alebo novovzniknuté
nadory budui odstranené, ak maju rovnaky antigénovy mo-
tiv. Dalgim délezitym aspektom takejto $pecifickej imunit-
nej odpovede je produkcia malého mnozstva pamétovych
T-buniek. Tie funguju ako obrana voc¢i nadoru pri relapse
ochorenia v buducnosti. Indukcia ICD je teda lepSou vol-
bou pre uspesny klinicky vysledok, pretoze ochrana trva
dlhsie ako len pocas liecby, ako naznacuju niektoré
stadie' .

Je zname, ze okrem nadorovych buniek obsahuje
mikroprostredie nadoru aj makrofagy a iné APC, ktoré
viak namiesto eliminacie nadoru pomahaju jeho rastu™.
Pre efektivhu imunoterapiu je idedlne, aby bolo mozné
navodit’ ICD a zvratit’ alebo prekonat’ tuto imunosupresiu
obnovenim imunitnej funkcie. Prdve plazma ponutka jedi-
necné rieSenie, ktoré ziadny uz existujici spdsob liecby
zatial’ nema.

5. Zaver

Plazma patri medzi faktory, ktoré sposobuji oxidacny
stres, pretoZze je zmesou reaktivnych foriem kyslika
a dusika (ROS a RNS). Okrem toho obsahuje nabité Casti-
ce Ci neutralne atdomy. Nizkoteplotna plazma predstavuje
ionizovany plyn, ktorého potencidlne vyuZitie sa vo viace-
rych oblastiach mediciny neustdle zvySuje. Plazma sa
v poslednych rokoch zacina aplikovat’ pri liecbe ran, ked-
ze je schopna urychlit’ zrazanie krvi a zefektivnit’ tak liec-
bu poraneni. PredovSetkym vSak moZe najst vyuZitie
v onkoterapii. Plazma dokaze selektivne eliminovat’ na-
dorové bunky bez poSkodenia zdravych tkaniv a pri tomto
procese aktivuje organizmu vlastné obranné bunky. Tuto
vlastnost’ plazmy je mozné pouZzit' pri nddorovej imunote-
rapii. Velkou vyzvou imunoterapie pomocou nizkoteplot-
nej plazmy je liecba nadorovych ochoreni, ktoré sa nena-
chadzaju na povrchu. Problémom je totiz hibka penetracie
plazmy. Jednou z moznosti, ako dostat’ zlozky plazmy do
tkaniv vo vagsich hibkach, je vyuzitie kvapalin aktivova-
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nych plazmou. Pomocou in vitro experimentov sa zistil
pozitivny efekt takychto kvapalin na likvidaciu chemore-
zistentnych nddorovych buniek. Mechanizmus, ktory vedie
k takejto selektivite, vSak stale nie je dostatocne objasne-
ny, a preto je potrebny d’alsi vyskum.

Tato prdca bola financne podporend grantmi APVV-
16-0216 a VEGA 1/0410/18.
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Potential Use of Non-thermal Plasma in Oncotherapy

In addition to solids, liquids and gases there is the
fourth fundamental state of matter, the plasma which is
a partially ionized medium, consisting of electrons, ions,
neutral atoms and reactive oxygen and nitrogen species.
Application of the non-thermal plasma has a large poten-
tial in various areas including medicine. A significant ac-
celeration of wound healing can be achieved through the
non-thermal plasma due to its antimicrobial effects, stimu-
lation of proliferation, as well as migration of cells and its
influence on cellular adhesive receptors. The non-thermal
plasma is able to selectively eliminate cancer cells through
reactive oxygen and nitrogen species and it can be used in
anticancer therapy.
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