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Pregledni ¢lanak/Review

Primjena plazme u medicini i stomatologiji

Plasma applications in medicine and dentistry

Diana Mance

Sazetak. U fizici, plazma je ioniziran, kvazineutralan plin za koji se Cesto kaZze da je Cetvrto
stanje materije. Dugo vremena se plazma u medicini koristila zbog svojih termalnih svojstava,
primjerice za sterilizaciju kirurSkog i medicinskog pribora te za rezanje i kauterizaciju tkiva.
Generiranjem hladne plazme u atmosferskim uvjetima zapocelo je novo razdoblje u primjeni
plazme u biomedicini. Plazma medicina novo je interdisciplinarno znanstveno podrucje koje
kombinira spoznaje fizike plazme s biomedicinskim i klinickim znanostima. Hladna
atmosferska plazma emitira elektromagnetno zraCenje te se sastoji od mnostva nabijenih i
nenabijenih Cestica, medu kojima su najznacajnije reaktivne kisikove i dusikove vrste. Smatra
se da su upravo reaktivne kisikove vrste najvainije za bioloske ucinke plazme kao $to su
inaktivacija mikroorganizama i biofilmova. U dermatologiji se pokazalo da hladna atmosferska
plazma pozitivno utjeCe na zacjeljivanje kronicnih rana. Prvi instrumenti za primjenu hladne
plazme na ljudima ve¢ su i komercijalno dostupni. Primjena hladne plazme ima velik
potencijal za primjenu u onkologiji, ali i u stomatologiji. Mnogobrojne studije dale su vrlo
obecavajuce rezultate za primjenu hladne plazme u medicini, no treba imati na umu da
mehanizmi medudjelovanja plazme s bioloskim tkivom jo$ uvijek nisu u potpunosti
razjasnjeni, da nema dogovorom prihvacene definicije doze koju plazma predaje materiji, da
jos uvijek nema standardiziranih instrumenata za generiranje i karakterizaciju plazme te da za
pravu procjenu potencijala primjene atmosferske plazme u medicini i stomatologiji nedostaje
vise detaljnih in vivo studija.

Kljucne rijeci: dermatologija; onkologija; plazma; stomatologija

Abstract. Physical plasma is an ionized, quasi-neutral gas. It is often said to be the fourth
state of matter. For a long time, plasma was used in medicine exclusively because of its
thermal properties for sterilization purposes of surgical equipment and medical supplies, and
also to cut and cauterize tissue. The possibility to generate cold plasma in atmospheric
conditions marked the beginning of a completely new era in the application of plasma in
biomedicine. Plasma medicine is a new interdisciplinary field of science that combines the
knowledge of plasma physics to biomedical and clinical sciences. Cold atmospheric plasma
emits electromagnetic radiation and it consists out of charged and uncharged particles,
among those reactive oxygen and nitrogen species are the most important ones. It is
considered that reactive oxygen species cause the most important biological plasma effects,
such as inactivation of microorganisms and biofilms. It has been shown in dermatology that
cold atmospheric plasma has a healing effect on chronic wounds. First instruments for the
application of cold plasma in humans are already commercially available. Cold plasma has a
great potential for application in oncology and in dentistry. Numerous studies have yielded
very promising results for the application of cold plasma in medicine, but it should be kept in
mind that the mechanisms of interaction between plasma and biological tissue are still not
fully understood. There is no agreement on the accepted plasma dosages and there are still
no standardized instruments for the generation and characterization of plasma. And lastly,
for a comprehensive assessment of the potential application of atmospheric plasma in
medicine and dentistry we lack more detailed in vivo studies.
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Za razliku od krvne plazme, koja je tekuéina, fi-
zicka plazma (plazma u fizici) je kvazineutralan,
djelomic¢no ili potpuno ioniziran plin. Plazma
¢ini gotovo 99 % vidljivog svemira, a neki od pri-
mjera plazme jesu planetarne maglice, Sunceva
jezgra, vanjski dio Zemljine magnetosfere i mu-
njel. Za plazmu se kaZe da je, uz kruto, tekuée i
plinovito stanje, jedno od osnovnih stanja mate-
rije.

Plazma medicina je novo interdisciplinarno podrucje u
kojem se ispreplece fizika plazme s medicinskim i klinic-
kim znanostima. Hladna atmosferska plazma izvor je
mnostva nabijenih i neutralnih Cestica, elektromagnet-
nog zracenja te reaktivnih kisikovih i duSikovih vrsta.
Upravo se te reaktivne vrste smatraju najodgovornijima
za dokazane bioloske ucinke plazme, poput inaktivacije
mikroorganizama i biofilmova, utjecaja na proliferaciju i
angiogenezu stanica, kao i na nekrozu i apoptozu stanica.

O fizickoj plazmi prvi je izvijestio britanski fizicar
Sir William Crookes 1879. godine nazvavsi je ,ma-
terijom koja zraci”?. Sam naziv ,plazma” u fiziku
je 50-ak godina kasnije uveo americki kemicar Ir-
ving Langmuir®.

Dugi niz godina primjena fizicke plazme u medici-
ni svodila se na sterilizaciju instrumenata te reza-
nje i kauterizaciju tkiva*. Krajem 20. st. primjena
plazme dovela je do velikog napretka u tehnolo-
giji implantata, no tek je uspjesno generiranje
plazme ¢ija je temperatura priblizno 40 °C i koja
nastaje u atmosferskim uvjetima omogucilo pri-
mjenu plazme i na bioloskim materijalima. Time
je otvoren put Siroj primjeni plazme u medicini te
smo danas svjedoci intenzivnog razvoja interdis-
ciplinarnog podrucja plazma medicine (engl. pla-
sma medicine) u kojoj se kombiniraju znanja i
tehnike fizike plazme, biomedicinskih znanosti i
klinicke medicine®.

Ideja ovog rada je u kratkim crtama prezentirati
sto je fizicka plazma i koji uvjeti moraju biti zado-
voljeni da bi se ona mogla koristiti u medicini i
stomatologiji. Nakon toga ¢e biti opisan jedan od
uredaja za generiranje plazme, odobren za kori-
Stenje u klini¢kim uvjetima i primjenu na ljudima.

Posljednji dio donosi pregled dosadasnje primje-
ne hladne atmosferske plazme u medicini i sto-
matologiji. Plazma medicina je podrucje u kojem
se vrlo intenzivno istrazuje. Broj grupa istraZivaca
koji rade u ovom podrucju je velik, a posljedicno i
broj objavljenih rezultata. U radu ¢e biti obuhva-
¢eni samo najvazniji rezultati iz dermatologije
kao discipline u kojoj su uredaji za generiranje
hladne atmosferske plazme odobreni za koriste-
nje na ljudima, onkologije, za koju mozemo redi
da je trenutno najuzbudljivije podrucje moguce
primjene plazme, i stomatologije.

PLAZMA U FIZICI

Da bi ionizirani plin bio plazma trebaju biti zado-
voljeni sljededi uvjeti: a) dimenzije sustava su
puno vece od dosega elektricnog polja nekog na-
boja u plazmi, odnosno od polumjera Debyeve
sfere (A,) (gdje je Debyeva sfera dio prostora u
kojem se osjeca djelovanje elektricnog polja ne-
kog naboja u plazmi); b) broj nabijenih cestica u
Debyevoj sferi je vrlo velik; i c) plazmena frekven-
cija je veca od sudarne frekvencije nabijenih i ne-
utralnih Cestica®®.

Osobitosti plazme jesu njena kvazineutralnost te
kolektivno medudjelovanje Cestica plazme. Nai-
me, promatrana u cjelini plazma je elektricki neu-
tralna, ali kako se u plazmi uz neutralne Cestice
nalaze i nabijene Cestice, dijelovi plazme su ipak
elektricki nabijeni. Osim toga, zbog postojanja lo-
kalnih nakupina pozitivnog i negativnog naboja, u
plazmi se stvaraju elektri¢na polja koja utje¢u na
nabijene Cestice izvan tih lokalnih koncentracija
naboja. Na taj nacin, svaka nabijena Cestica u
plazmi istovremeno medudjeluje sa svim ostalim
nabijenim Cesticama plazme uzrokujuéi za plaz-
mu karakteristi¢no kolektivno (zajednicko) medu-
djelovanje.

Kao Sto je ve¢ spomenuto i munja predstavlja
jednu vrstu plazme. Ocigledno da takvu vrstu
plazme, izmedu ostaloga zbog visoke temperatu-
re i jakih elektri¢nih polja, ne mozemo koristiti u
terapijske medicinske svrhe. Da bismo bolje razu-
mjeli koja vrsta plazme jest pogodna za koristenje
u medicini i stomatologiji, potrebno je reéi neko-
liko rijeci o podjeli plazme.

Na slici 1 prikazana je jedna od mogucih klasifika-
cija plazme’. Termalne plazme su visoko ioni-
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plazma
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Slika 1. Podjela plazme

zirane i u njima su zadovoljeni uvjeti lokalne
termodinamicke ravnoteze (LTE, engl. local ther-
modynamic equilibrium). Zadovoljenje LTE znaci
da je u plazmi elektronska temperatura (T) pri-
blizno jednaka ionskoj temperature (T) koja je
pak priblizno jednaka temperaturi plina (Tg) (koja
odgovara translatornoj energiji molekula plina):
T=T=T,pri ¢emu te temperature mogu biti vise
i od 10° K.

Netermalna plazma je djelomicno ioniziran plin
koji ne zadovoljava LTE uvjete i Cije su elektronske
temperature nize od 10° K. Kod netermalne plaz-
me elektronska temperatura puno je visa od ion-
ske (T,>> T), a ionske temperature priblizno su
jednake temperaturi samoga plina (7, = Tg). Kada
temperatura plina odgovara sobnoj temperaturi
(= 300 — 400 K) ovu plazmu nazivamo nisko-tem-
peraturnom, odnosno hladnom plazmom.

Prve hladne plazme stvarane su ionizacijom u va-
kuumskim komorama. Te su niskotlacne hladne
plazme svoju primjenu nasle u mikroelektronici i
tehnici materijala®. Tek kada su stvoreni uvjeti za
nastanak hladne plazme pri atmosferskom tlaku,
mogla je poceti primjena hladne plazme u medi-
cinske terapijske svrhe. O primjenama hladne
atmosferske plazme (CAP, engl. cold atmospheric
plasma) na stanice sisavaca prvi su izvijestili Stof-
fels i sur. (2003) ¢ime je zapocelo ,moderno
doba” primjene plazme u medicini*®. Od tada su
razvijeni razliiti instrumenti za generiranje CAP-a
prema kojima su pojedine vrste CAP-a dobile ime.
Neke hladne atmosferske plazme koristene u bio-
medicinske svrhe jesu: atmosferski plazmeni

medicina fluminensis 2017, Vol. 53, No. 2, p. 179-190

niskotemperaturna (hladna)
netermalna plazma
T <<T <10°K
T,=T =300-400 K

mlaz (APPJ, engl. atmospheric pressure plasma
jet), korona izboji (engl. corona discharge), mi-
krovalni izboji (engl. microwave discharge) i izboji
s dielektricnom barijerom (DBD, engl. dielectric
barrier discharge).

CAP se generira ionizacijom plina koji nema di-
rektan biolo3ki ucinak (Ar, He, O,, N, zrak ili nji-
hovim mjesavinama)®. Predstavljaju izdasan izvor
nabijenih Cestica, pobudenih atoma/molekula,
elektromagnetnog (EM) zracenja (ultraljubicasto
(UV) i infracrveno (IR) zracenje, vidljiva svjetlost),
ali i reaktivnih kisikovih i dusikovih vrsta (ROS,
engl. reactive oxygen species; RNS, engl. reactive
nitrogen species; RONS, engl. reactive oxygen
and nitrogen species).?

PREDUVIETI ZA PRIMJENU PLAZME
U MEDICINI | STOMATOLOGUI

Primjena plazme u medicini i stomatologiji dijeli
se na posrednu i neposrednu primjenu (slika 2).
Kod posredne primjene plazma se koristi za pri-
premu instrumenata i materijala kako bi bili po-
godni za daljnju medicinsku primjenu. U
posredne primjene plazme ubrajaju se dekonta-
minacija/sterilizacija kirurskih i medicinskih in-
strumenata te modifikacija/optimizacija svojstava
biomaterijala, implantata i tekuéina koristenih u
biomedicinske svrhe. Kod neposredne primjene
plazme u medicini dolazi do direktnog kontakta
plazme sa stanicama i tkivom te se za nju koristi
CAP.

Da bi se CAP mogao primjenjivati u terapijske svr-
he neophodno je detaljno poznavanje:

http://hrcak.srce.hr/medicina
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primjena plazme u medicini i stomatologiji

./

.

neposredna (direktna)

posredna (indirektna)

- medudjelovanje plazme sa stanicama i Zivim
tkivom

- plazmom izazvani terapijski ucinci

Slika 2. Primjena plazme u medicini i stomatologiji

a) bioloskih uc¢inaka primijenjene plazme;

b) nuspojava/toksi¢nih ucinaka plazme na stani-
ce i tkiva okruzZenju tretiranog podrucja;

c) fizickih procesa u plazmi i fizickih parametara
plazme;

e) faktora rizika: temperature, UV i IR zradenja,
slobodnih radikala, EM polja, stvaranja toksic-
nih plinova, prijenosa energije;

f) ,radno-terapijskog raspona” primljene doze/
trajanja tretmana, u kojem su patogeni i mali-
gne stanice deaktivirani, a zdrave stanice jos
nisu nepovratno osStecene.

Za ispunjavanje nabrojenih uvjeta neophodno je

osigurati optimalnu i pouzdanu aparaturu kako za

generiranje tako i za dijagnostiku plazme u karak-
teristicnim biomedicinskim uvjetima. Ispitivanje
svojstava CAP-a izuzetno je zahtjevno i joS uvijek
je predmetom mnogobrojnih istrazivanja. Doda-
tan problem je to Sto ne postoji dogovorom pri-
hvaéena definicija primljene/predane doze te se

0 njoj najcesce govori u smislu duljine trajanja

tretmana, odnosno vremenske izloZzenosti djelo-

vanju plazme>*°,

Primjena CAP u biomedicini podrazumijeva rad u

vlaznom okruZenju. CAP, okolna atmosfera i teku-

¢i medij Cine slozen sustav u kojem nastaju mno-
gobrojne reaktivne Cestice. Kako bi se CAP sto
bolje okarakterizirao te Sto bolje shvatio nastanak
reaktivnih Cestica i promjena koje izaziva medu-
djelovanje plazme s bioloskim tkivom, koriste se
mnogobrojne eksperimentalne dijagnosticke teh-
nike. Neke od primjera koristenih dijagnostickih
metoda jesu: spektroskopija elektronskom para-
magnetskom rezonancijom (EPR) kojom se detek-
tiraju radikali (hidroksilni radikal 'OH, superoksidni
radikal O",), opticka emisijska spektroskopija (OES,

http://hrcak.srce.hr/medicina

- sterilizacija medicinskih i kirurskih
instrumenata i pribora

- modifikacija svojstava materijala i tekudina za
daljnju primjenu u medicini/stomatologiji

engl. optical emission spectroscopy) za detekciju
kemijski aktivnih vrsta, deaktivacija biofilmova na
Ti diskovima promatrana je fluorescencijskom mi-
kroskopijom kao i pretraznim elektronskim mikro-
skopiranjem (SEM, engl. scanning electron
microscopy), termalne sonde koriste se za mjere-
nje temperature plazme i odredivanje prenesene
toplinske energije, a spektrometrijom izotopnih
omjera promatraju se izotopne promjene u plaz-
mom tretiranim tekué¢inama*?’,

Nastojanja da se konstruira Sto bolji instrument za
CAP generiranje rezultirala su mnogobrojnom apa-
raturom razli¢ite konfiguracije i posljedi¢no, mno-
gobrojnim geometrijama plazme: plazmena igla
(engl. plasma needle), DBD, APPJ, plazmene baklje
(engl. plasma torch), mikroplazme, korona izbaji...
Na slici 3 prikazan je APPJ kINPen 09 (INP Greif-
swald/neoplas tools GmbH, Greifswald, SR Nje-
macka). Ovaj instrument je komercijalno dostupan
te ima CE odobrenje kojim se potvrduje da ispu-
njava zahtjeve koji osiguravaju sigurnost za primje-
nu na ljudima te je sukladan zahtjevima o ocuvanju
zdravlja i okoliSa Europske unije. Osim toga, kIN-
Pen 09 je koristen u mnogobrojnim biolosko-medi-
cinskim ispitivanjima i primjenama®*. PoboljSana
verzija kINPen-a 09, kINPen MED, je prvi APPJ s do-
zvolom za primjenu na ljudima s posebnom na-
mjenom za dermatologiju te je jedan od prvih CAP
instrumenta detaljno okarakteriziran prema speci-
fikaciji 91315 njemackog instituta za standardizaci-
ju, nazvanoj ,,Opdi zahtjevi za izvore plazme koji se
primjenjuju u medicini“>%,

APPJ kINPen radi u kontinuiranom ili pulsnom
modu, pri ¢emu se najcescée koriste He, Ar ili zrak
sa standardnim protokom od 5 slm. Osnovni dije-
lovi kINPen-a (slika 3) su dio za dotok plina, su-
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dotok plina — _—>
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Slika 3. Shematski prikaz (lijevo) i fotografija (desno) izvora plazmenog mlaza kINPen 09 s osnovnim vrstama

generiranih Cestica i zracenja

stav napajanja (8 W, 220 V, 50/60 Hz) i cilindri¢na
jedinica za generiranje plazme. Plazma se generi-
ra primjenom radiofrekventnog (RF) napona (1,1
MHz; 2 — 6 kVpp) na centralnu RF elektrodu. Plaz-
meni mlaz (dijametra 1 — 2 mm) se Siri od vrha
centralne elektrode u okolni prostor (slika 3). kIN-
Pen je prvenstveno namijenjen tretiranju malih
tockastih povrsina, pri cemu je preporucena uda-
lienost od vrha centralne elektrode do tretirane
povrsine 7 — 10 mm (na taj nacin se osigurava
kontakt plazme i tretirane povrsine). Detaljnije o
kINPen 09 moze se naci u literaturi®®.

NEKE PRIMJENE HLADNE ATMOSFERSKE
PLAZME U MEDICINI | STOMATOLOGUI

Upravo zbog velikog broja grupa koje rade u po-
drucju plazma medicine, pri ¢emu koriste razlicite
CAP izvore, kao i razliCite vrste stanica, tesko je
dati jednostavan pregled dosadasnjih rezultata.
Woedtke i sur. (2014.) podijelili su CAP bioloske
ucinke letalne i neletalne ucinke®. Jedan od letal-
nih uc¢inaka plazme je inaktivacija mikroorganiza-

medicina fluminensis 2017, Vol. 53, No. 2, p. 179-190

ma. Kod sisavaca, ovisno o primljenoj dozi,
primjena plazme moZe inducirati ubrzano stare-
nje stanica, ali i dovesti do apoptoze i nekroze.
Neletalni ucinci plazme jesu stimulacija metabo-
lizma mikroorganizama te selektivni ucinci na sta-
nice sisavaca koji uklju¢uju odvajanje stanica iz
klastera, utjecaj na migraciju stanica, utjecaj na
proliferaciju i angiogenezu, djelovanje na DNK...
Nabrojeni ucinci ovise o duljini trajanja CAP tre-
tmana, plinu koristenom za generiranje plazme,
vrsti CAP primjene (posredna/neposredna), vre-
menu koje je proteklo nakon CAP tretmana, vrsti
stanica i okolini u kojoj se stanice nalaze®.

Dermatologija

Kako je problem tretiranja kroni¢nih rana na koZzi
usko povezan s razvojem bakterija i biofilmova na
ranama, medu prvim CAP primjenama promatra-
lo se upravo njihovu inaktivaciju'®. Rezultati in vi-
tro istrazivanja pokazali su da CAP ucinkovito
inaktivira biofilmove i mikroorkanizme medu ko-
jima su Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudo-

http://hrcak.srce.hr/medicina
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monas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidi, Micrococcus luteus i
adenovirusi?*?, Posebno valja istaknuti rezultate
Alkawareeka i sur. (2014.) koji su izvijestili o pot-
punoj inaktivaciji bakterija Bacillus cereus, Stap-
hylococcus aureus otporne na meticilin (MRSA),
E. colii P. aeruginosa®.

Pozitivni ucinci inaktivacije mikroorganizama za-
biljezeni su i na in vivo Zivotinjskim modelima in-
ficiranih akutnih i kroni¢nih rana332, lzvjeséa o
sluCajevima procjene moguénosti zacjeljivanja
rana na koZzi domacih Zivotinja (pasa, macaka i za-
moraca) kombinacijom CAP tretmana i standar-
dnih antiseptika pokazuju da do potpunog
zacjeljivanja rana (na koje sama primjena stan-
dardnih antiseptika nije imala ucinka ili nije rezul-
tirala potpunim zacjeljivanjem) dolazi u periodu
od 3 do 24 tjedna®.

Kontrolirana klini¢ka studija na zdravim ispitanici-
ma, na Cijoj su koZi djelovanjem CO,-lasera izazva-
ne lezije, pokazala je da je nakon tretmana CAP-om
doslo do zacjeljivanja koZe3. Ispitanici su praceni
12 mijeseci nakon terapije i u tom razdoblju nije
utvrdeno pojavljivanje prekanceroznih pojava na
koZi za koje se pretpostavljalo da bi mogle biti nus-
pojava tretmana CAP-om*®. Kako u ovim studijama
oStecenja na kozi nisu bila inficirana mikroorganiz-
mima, rezultati istrazivanja ukazuju na potencijal
plazme da stimulira regeneraciju tkiva neovisno o
antisepti¢kim ucdincima CAP-a°. | noviji izvjestaji o
klinickim studijama provedenim na ljudima tako-
der govore u prilog CAP-u kao novom pristupu tre-
tiranja kroni¢nih rana®?,

lako se mehanizmi djelovanja CAP-a na rane jo$
uvijek istrazuju, trenutno je prihvaéen koncept
plazmom potpomognutog zacjeljivanja koznih
rana u kojem CAP djeluje u dvije nezavisne faze:
1) antisepticko djelovanje plazme inaktivacijom
bakterija bez ostecivanja okolnog zdravog tkiva; i
2) stimulacija regeneracije tkiva i procesa zacjelji-
vanja’. Nabrojeni ucinci su posljedica djelovanja
ROS-a i RNS/RONS-a, kao i plazmom induciranih
promjena u vlaznom okolisu stanica i tkiva®.

Uz tretiranje kroni¢nih rana, u novije vrijeme
objavljuju se rezultati primjene CAP-a i u drugim
podrucjima dermatologije, kao Sto su ublazava-
nje bolova i ubrzavanje lijeCenja herpes zostera
te tretiranje ekcema i psorijaze®°,

http://hrcak.srce.hr/medicina

Moguca primjena u terapiji tumora

Stanice tumora osjetljive su na egzogene ROS

zbog Cega se nametnula ideja tretmana CAP-om

kao alternative zracenju i kemoterapiji u tretira-
nju tumora?>*!, Utjecaj tretmana CAP-om na sta-
nice tumora intenzivho se istraZuje, Sto je
rezultiralo velikim brojem studija u kojima su ko-
risteni razliciti izvori CAP-a i mnogobrojne stanic-
ne linije izvedene iz razli¢itih tumorskih tkiva*>*3,
lako mehanizmi ucinka tretmana CAP-om na
stanice tumora joS uvijek nisu u potpunosti ra-
zjasnjeni, treba istaknuti nekoliko osnovnih za-
kljuéaka/rezultata dosadasnjih studija:

1. tretman CAP-om rezultira pove¢anom koncen-
tracijom intracelularnih ROS*+%;

2. CAP generirane ROS (u manjem udjelu i RNS)
induciraju apoptozu stanica raka ostecivanjem
njihovog DNK i izazivanjem mitohondrijalne
disfunkcije!>444647,

3. pretpostavlja se da u djelovanju CAP-a na sta-
nice tumora klju¢nu ulogu imaju H,0, i NO *%;

4. CAP ima selektivni ucinak: normalne (zdrave)
stanice pokazuju vecu otpornost na negativne
ucinke CAP-3!01249,

5. ucinci CAP-a ovise o vremenskom trajanju tre-
tmana, odnosno o predanoj dozi®®*3,

U tablici 1 prikazani su osnovni rezultati odabra-
nih in vitro studija na humanim tumorima. In vivo
studije na misjim modelima takoder su dale vrlo
obecavajuce rezultate**054,
Dosadasnje studije opravdavaju optimizam vezan
uz mogucu terapiju tumora CAP-om, no ne treba
smetnuti s uma da ROS imaju negativan utjecaj i
na zdrave stanice te da mehanizam plazmom in-
ducirane apoptoze jos uvijek nije razjasnjen®*,
Da bi se tretman CAP-om razvio kao moguca tera-
pija za tumore mora se, uz dokazanu selektivnost
tj. izrazenije negativno djelovanje CAP-a na stani-
ce tumora u odnosu na zdrave stanice, osigurati i
,radno-terapijski” raspon kako bi doza koju je tki-
vo primilo istovremeno osigurala letalne posljedi-
ce za stanice tumora i Sto brzi oporavak zdravih
stanica nakon tretmana®®>>,
Dosad se za tretiranje tumorskih stanica najvise
koristila neposredna primjena CAP-a, no u po-
slijednjih nekoliko godina sve se vise painje po-
sveCuje posrednoj primjeni CAP-a, odnosno
utjecaju koji na stanice tumora imaju plazmom
tretirani (aktivirani) mediji*®.
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Tablica 1. Osnovni rezultati primjene hladne atmosferske plazme na tumorskim stanicama

N

Vrsta stanica/tumora

Stanicne linije

Plazma

Ucinak plazme

Referenca

karcinom dojke

MCF-7

APPJ (He+O,)

apoptoza

Kim i sur. (2010)%®

karcinom grli¢a maternice

Hela

APPJ (zrak, N,)

apoptoza, mitohondrijalna
disfunkcija

Ahnisur. (2011)*

karcinom jajnika, fibroblasti

SKOV3, HRA, WI-38, MRC-5

APPJ (Ar)

antiproliferacijski ucinak i
apoptoza stanica tumora,
selektivni ucinak: negativni
ucinci plazme izrazeniji za
stanice tumora

Iseki i sur. (2012)*

adenokarcinom gusterace

Colo-357, PaTu8988T

APPJ (Ar)

ovisnost ucinka o trajanju
tretmana (apoptoza za
tretmane < 20 s)

Partecke i sur. (2012)*°

karcinom pluca, fibroblasti

H460, HCC1588, MRC5, L132

DBD

apoptoza, veca osjetljivost
stanica tumora na tretman
CAP-om

Panngom i sur. (2013)*?

tumor mozga

T98G

APPJ (zrak)

toksi¢ni ucinci na stanice
tumora ovise o primljenoj
dozi

Kaushik i sur. (2013)**

normalne stanice prostate

adenokarcinom grlic¢a Hela, IMR90, ASC, YD-9, DBD (He) antiproloferacijski ucinak, Ma i sur. (2014)%
maternice, fibroblasti, G-361, HCT 116 (p53+/+), apoptoza, selektivni ucinak:
mati¢ne stanice iz adipoznog | HCT 116-E6 (p532/2), RKO, negativni ucinci plazme
tkiva, oralni planocelularni HT29, LoVo, DLD-1, HCT15 5, posebno izraZeni za stanice
karcinom, maligni melanom, | HCT15/CL02, H1299, tumora s mutiranim
kolorektalni karcinom, MES-SA, MES-SA/Dx5, proteinom p53
kolorektalni adenokarcinom, | HepG2
karcinom pluca, sarkom
maternice, hepatocelularni
karcinom
karcinom plocastih stanica JHU-022, JHU-028, JHU-029, | APPJ (He) selektivni uc¢inak: smanjeno | Guerrero-Preston i sur.
vrata, normalne epitelne SCC25, OKF6, NOKsi prezivljavanje stanica (2014)>
stanice usne Supljine tumora u odnosu na
normalne stanice, ovisnost
ucinka o trajanju tretmana
gliomi, normalne endotelne | U87, U373, A172, HUVEC, APPJ (He) apoptoza gliomskih stanica, | Siuisur. (2015)>
stanice pupcane vene, E6/E7 negativni ucinci CAP
astrociti tretmana izrazeniji za
gliomske stanice, ovisnost
ucinka o primljenoj dozi
karcinom prostate, DU145, PreC DBD negativni utjecaji plazme Zhunussova i sur.

izrazeniji za tumorske
stanice, normalne stanice
imaju mogucénost oporavka

(2016)1°

APPJ — atmosferski plazmeni mlaz, DBD — izboji s dielektricnom barijerom

Osim daljnjeg proucavanja utjecaja plazme na
stanice tumora, studije ukazuju i na potrebu za
unaprjedenjem/modifikacijom konfiguracija izvo-
ra plazme koji bi se koristili u terapiji CAP-om>°56,

Stomatologija

Zubni karijes je kroni¢na infekcijska bolest tvrdog
zubnog tkiva uzrokovana bakterijskim djelova-
njem. Karijesom zahvaceno podrucje zuba prekri-
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va mikrobni biofilm (zubni plak). Metabolicki
procesi u mikrobnom biofilmu dovode do stvara-
nja kiselina odgovornih za ireverzibilno razaranje
zubnog tkiva®*’. Klasi¢an pristup tretiranju karijesa
ukljuéuje odstranjivanje nekroti¢nog/deminerali-
ziranog/inficiranog tkiva mehanic¢kim busenjem.
Nedostatak ove metode, medu ostalim, je de-
struktivnost: kako bi se osiguralo da Supljina u
zubu bude potpuno ocis¢ena od bakterija, od-

http://hrcak.srce.hr/medicina




D. Mance: Primjena plazme u medicini i stomatologiji

stranjuje se i dio zdravog zubnog tkiva. Parodonti-
tis je takoder bolest povezana sa zubnim plakom,
koja moZe dovesti do odvajanja zubnog mesa od
zuba te u konacnici rezultirati gubitkom zuba.

Kao sto je vec spomenuto, CAP se pokazao pogod-
nim za inaktivaciju mikrobnih biofilmova, stoga ne
Cudi da ima velik potencijal za primjenu u stoma-
tologiji*®. CAP zbog svoje konfiguracije (posebice
tzv. plazma igla) pruza mogucnost tretiranja malih,
nepravilnih i dubokih Supljina i napuklina na zubu
kao i zubnih korijenskih kanala®.

Mnogobrojne studije polucile su vrlo obecavajuée re-
zultate o mogucéim primjenama hladne atmosferske
plazme u medicini i stomatologiji, no mehanizmi medu-
djelovanja hladne atmosferske plazme i bioloskih mate-
rijala joS nisu u potpunosti razjasSnjeni. Za pravu
procjenu moguénosti primjene plazme u medicini ne-
dostaju detaljnije in vivo studije, kao i standardizirani
uredaji za generiranje i karakterizaciju plazme.

Glavni uzrocnik karijesa (primarnog i sekundar-
nog) je bakterija Streptococcus mutans. Djelova-
nje CAP-a na S. mutans na agar podlozi i/ili
uzorcima dentina promatrali su, izmedu ostalih,
Goree i sur. (2006.), Yang i sur. (2011.) te Liu i sur.
(2014.) koji su u izvijestili o potpunoj inaktivaciji
bakterija izloZzenih djelovanju CAP-a u vremen-
skom periodu od 10 — 15 s°°%, Liu i sur. posebno
isticu mogucénost koriStenja CAP-a za dezinfekciju
korijenskih kanala®®. Rupf i sur. (2010) koristili su
atmosferski plazmeni mlaz za inaktivaciju vise mi-
krobioloskih vrsta za koje je poznato da su uzroc-
nici karijesa: uz S. mutans, atmosferskim
plazmenim mlazom tretirani su i Eschericia Coli,
Lactobacillus casei i Candida albicans koje su bile
uzgojene na agarovim podlogama i uzorcima
dentina®. lako je studija imala svoja ogranicenja
te je S. mutans pokazala najvecu otpornost na
tretiranje plazmenim mlazom, a antimikrobna
ucinkovitost bila je ve¢a na agarovim podlogama
nego na uzorcima dentina, rezultati su ocijenjeni
kao vrlo obecavajuci za stomatolosku primjenu.

Barbieri i sur. (2007.) upozorili su na visoku pre-
valenciju S. mutans u biofilmovima u kojima se
nalazi gljivica C. albicans®®. Time su ukazali na
mogucéu povezanost medudjelovanja ovih bakte-

rija i gljivica s nastankom karijesa®’. Osim toga,
uzrocCnici protetskog stomatitisa (upale sluznice
nepca kod nositelja zubnog protetskog nadomje-
ska) u 10 — 75 % slucajeva su biofilmovi u kojima
je prisutna C. albicans®. Koban i sur. (2010) poka-
zali su da je DBD ucinkovitiji u uklanjanju C. albi-
cans biofilmova s titanovih plocica u odnosu na
klasicne antisepticke tretmane 0,1 % otopinom
klorheksidin diglukonata i 0,6 % otopinom natri-
jeva hipoklorita®.

Bakterija Porphyromonas gingivalis jedan je od
glavnih uzrocnika parodontitisa. Mahasneh i sur.
(2011) pokazali su znacajnu inaktivacjiu ovog pe-
ridonalnog patogena uzgojenog na agar podloga-
ma i tretiranog CAP-om u odnosu na kontrolnu
skupinu®. Xiong i sur. (2011.) pokazali su da plaz-
meni mlaz moze prodrijeti 15 pm duboko u bio-
film i inaktivirati P. gingivalis®®.

Enterococcus faecalis, jedna od najznacajnijih
bakterija koje uzrokuju neuspjeh tretmana zub-
nog korijenskog kanala, ucinkovito je inaktivirana
primjenom CAP-a na ekstrahiranim zubima®’. Pei i
sur. (2012) koristili su prijenosni generator APPJ
kojim su uspjeli inaktivirati 25,5 um E. faecalis bio-
filma, Sto je ukazalo na to da reaktivne vrste ne
djeluju inaktiviraju¢e samo na povrsinski sloj, veé
prodiru do dna biofilmova®®.

Sterilizacija Ti diskova, odnosno odstranjivanje S.
mutans i biofilmova te sterilizacija stomatoloskih
instrumenata odstranjivanjem Bacillus subtilis i E.
coli, pokazala se uspjesnijom od klasicne UV ste-
rilizacije®%. lako nije u potpunosti eliminirao bio-
filmove s Ti ploCica, CAP se ipak pokazao kao
metoda superiorna tretiranju laserom i klorheksi-
dinom te zraénom abrazijom™.

Primjena CAP-a na Ti implantatima rezultira inak-
tivacijom biofilmova, ali i promjenom hrapavosti i
sposobnosti mocenja tretirane povrsine. Pokaza-
lo se da to pozitivnho utjeCe na rast osteoblasta
¢ime se tretman CAP-om nametnuo kao moguca
pomoc u uspjesnijoj oseointegraciji implantata’.
Duske i sur. (2015.) usporedivali su ponasanje
osteoblasta na Ti diskovima koji su bili tretirani
mehanickim putem, CAP-om ili kombinacijom
mehanickog cetkanja i CAP-a, u svrhu uklanjanja
bakterijskih biofilmova’. Utvrdeno je da je kom-
binirani tretman, koji je zapo¢eo mehanickim cet-
kanjem, nakon kojeg je uslijedilo tretiranje
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CAP-om, rezultirao cistom Ti povrSinom, Sto je
omogudilo stanicama osteoblasta rast usporediv
s rastom stanica na sterilnim kontrolama.

Lee i sur. (2010.) su, na ekstrahiranim ljudskim
zubima, pokazali da kombinacija CAP-a i vodikova
peroksida povecava ucinkovitost izbjeljivanja kod
zubi s mrljama od crnog vina i kave, u odnosu na
kontrolnu skupinu u kojoj su zubi tretirani samo
vodikovim peroksidom”. Santak i sur. (2014.) po-
kazali su da CAP u kombinaciji s gelovima za izbje-
liivanje ubrzava proces izbjeljivanja zubi’*.
Uspjesnost izbjeljivanja zuba temelji se na kon-
centraciji gela i vremenskom trajanju samog
postupka izbjeljivanja. No, produljeno vrijeme
primjene gela na zubima moZe dovesti do ostece-
nja cakline, kao i do demineralizacije i smanjene
tvrdoce zubi. CAP se u ovom slucaju koristi kao
kemijski aktivator jer ubrzava degradaciju vodiko-
va peroksida. Konvencionalni ,ubrzivaci“ izbjelji-
vanja jesu razni izvori svjetlosti kao Sto su
halogene i IR lampe, svijetleca dioda (LED, engl.
light emission diode) i laser. Za CAP metodu utvr-
den je manji porast temperature u odnosu na
konvencionalne metode, Sto znaci da se upora-
bom CAP-a u svrhu izbjeljivanja zubi smanjuje
mogucnost oStecenja potpornog aparata zubi i/ili
zubne pulpe’.

Iz navedenih primjera vidimo da je primjena CAP-a
u stomatoloskim in vitro studijama do sada dala
vrlo obecavajuce rezultate, no za stvarnu procje-
nu uspjesnosti tretmana CAP-om nedostaju de-
taljna in vivo istraZzivanja’.

ZAKLJUCAK

Plazma je ionizirani plin koji se ¢esto naziva i Ce-
tvrtim agregatnim stanjem materije. UspjeSnim
generiranjem tzv. hladne atmosferske plazme
(CAP) zapocelo je intenzivno razdoblje istraZiva-
nja mogucih primjena plazme na bioloskim mate-
rijalima. CAP se sastoji od nabijenih i neutralnih
Cestica, emitira EM zracenje te reaktivne kisikove
i dusikove vrste za koje se vjeruje da su najvise
odgovorne za prepoznate bioloske ucinke plaz-
me.

Do sada se CAP najvisSe koristio u dermatoloskim
istrazivanjima, posebno u podrucju inaktivacije
mikroorganizama i zacjeljivanja kroni¢nih rana,
pa su tako i prvi instrumenti s dozvolom za pri-
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mjenu na ljudima upravo iz ovog podrucja. Tre-
nutno je najviSe paZnje istrazivaca usmjereno na
mogucu primjenu CAP-a u onkologiji. No, kao i u
stomatologiji, i ovdje su istrazivanja najveéim di-
jelom in vitro te za stvarnu procjenu uspjeha tre-
tiranja CAP-om moramo pri¢ekati na vise in vivo
studija.

lako su rezultati dosadasnjih istrazivanja vrlo obe-
¢avajudi, pred znanstvenicima je mnogo posla:
jo$ uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni mehaniz-
mi medudjelovanja CAP-a i materije, nije definira-
na doza koju CAP predaje materiji na koju djeluje
te nema standardiziranih instrumenata za generi-
ranje, ali niti za karakterizaciju plazme namijenje-
noj za primjenu u medicini.

Izjava o sukobu interesa: autorica izjavljuje da ne po-
stoji sukob interesa.
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