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1. Streszczenie

Zimna plazma atmosferyczna (ang. Cold Atmospheric Pressure Plasma, CAPP)
inicjowana jest w wyniku przylozenia wysokiego napiecia do gazu wytadowczego,
doprowadzajac do jego jonizacji. Efektem jest ustalanie si¢ stanu nierdwnowagi
termodynamicznej, w ktorym temperatura wytworzonych elektronéw osigga wartosci
wielokrotnie wyzsze w poréwnaniu z temperaturg zjonizowanych molekut o wyzszej masie,
gdzie temperatura zimnej plazmy atmosferycznej osigga najczesciej wartosci ponizej 50 °C.
Obok zjonizowanych czastek gazu wytadowczego, zimna plazma stanowi zrddlo
reaktywnych form tlenu i azotu (RFT i RFA) w fazie gazowej tj. 102, O3, H202, O2*, OH®,
ONOO", NO2, N2". Oddzialywanie zimnej plazmy z o$rodkami ciektymi badz stalymi,
prowadzi do dalszego udzialu tych reaktywnych form w reakcjach kaskadowych,
wytwarzajac formy o dtuzszym czasie zycia i wysokiej aktywnosci zarowno chemicznej jak

I biologicznej.

W  prezentowanej rozprawie doktorskiej, nowatorskie uklady =zimnej plazmy
atmosferycznej zostaty wykorzystane w toku interdyscyplinarnych prac badawczych celem
okreslenia aktywnosci biologicznej wzgledem komorek linii ludzkiego raka piersi (MCF-
7, MDA-MB-231) i komorek nienowotworowych (MCF-10A) a takze patogenow
bakteryjnych (Escherichia coli, Bacillus subtilis, Serratia marcescens, Enterobacter
cloacae). Uktad wytadowczy tzw. pidoro plazmowe, zostal wykorzystany do
napromieniowania dwoch pozywek hodowlanych DMEM 1 Opti-MEM, ktore to nastepnie
uzyto do posredniego traktowania wspomnianych modeli komorek raka piersi. Komorki
poddano rowniez bezposredniej ekspozycji na zroédto zimnej plazmy oraz traktowaniu
mieszanemu, w ktorym komorki napromieniowane bezposrednio poddano nastgpnie
dzialaniu pozywek hodowlanych napromieniowanych zimng plazma. Analizujac wplyw na
zywotnos¢, ruchliwosé i indukcje apoptozy w komorkach raka piersi potraktowanych w
sposob posredni, bezposredni i mieszany, wykonano badania biologiczne tj. test MTT, test
zarysowania, barwienia komorkowego Aneksyng V i jodkiem propidyny. Wykorzystujac
metody optycznej spektroskopii emisyjnej (OES, ang. Optical Emission Spectroscopy)
dokonano analizy RFT i RFA wytworzonych przez pioro plazmowe w fazie gazowe;j.
Celem okre$lenia zawartosci reaktywnych form tlenu i azotu w pozywkach hodowlanych
napromieniowanych zimng plazma, wykorzystano metody kolorymetryczne dla okreslenia
stezen NO2", NO3z", NH4*, H20; i calkowitej zawarto$ci RFT. Zbadano ponadto, w jaki

sposob dodatek surowicy i1 wigkszej zawartosci sktadnikow odzywczych w pozywce
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hodowlanej wptywa na indukowana odpowiedz biologiczng a takze na wytwarzanie

reaktywnych form tlenu i azotu w fazie ciekte;.

Nowatorski uktad piora plazmowego, wraz z zaproponowang konstrukcja szczotki
plazmowej generujacej pie¢ stozkoOw zimnej plazmy zostaly poddane wieloczynnikowej
optymalizacji parametréw prowadzenia procesu z uzyciem metod statystycznych. Celem
przeprowadzonej optymalizacji bylo znalezienie ustawien zapewniajacych najwigksza
efektywnos¢ rozktadu antybiotykéw z roztworéw wodnych. Tak zoptymalizowane uktady
pidra plazmowego i szczotki plazmowej zostaly wykorzystane do stworzenia systemow
umozliwiajacych w trybie cigglego przeptywu potraktowania antybiotykow tj. Ofloksacyny
(OFX), Doksycykliny (DXC), Ampicyliny (AMP), Chloroamfenikolu (ChRP) o stezeniu
roztworéw wodnych 35 mg dm? a takze mieszanin tych czterech antybiotykéw o stezeniu
kazdego z analitu wynoszacego 35 mg dm? lub 10 mg dm?®. Efektywnos¢ degradacji
zaproponowanych dwoch uktadow zimnej plazmy zostata okreslona z wykorzystaniem
technik badawczych tj. wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem diodowym
(ang. High-Performance Liquid Chromatography with Diode-Array Detection, HPLC-
DAD), ultrasprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometria mas (ang.
Ultra-Performance Liquid Chromatography with Mass Spectrometry, UPLC-MS). Zmiany
w zawartosci wegla organicznego (TOC) i azotu (TN) w roztworach wodnych
antybiotykoéw poddanych dziataniu zimnych plazm zostaly okres$lone z pomoca analizatora
multi N/C 3100. Mozliwosci obnizenia zjawiska wielolekowej opornosci bakteryjnej
zbadano przeprowadzajac testy dyfuzyjno-krazkowe, gdzie poprzez degradacje
farmaceutykow z roztworow wodnych uzyskano jednocze$nie redukcje wlasciwosci
antybakteryjnych wzgledem Escherichia coli, Bacillus subtilis, Serratia marcescens,
Enterobacter cloacae. Obserwowana aktywnos¢ biologiczna uktadéw piodra plazmowego i
szczotki plazmowe;j zostata powigzana z wytworzeniem RFT i RFA w roztworach wodnych
antybiotykdw. Roztwory post plazmowe zostaty zbadane pod wzgledem zmian wartosci
pH, przewodnictwa elektronicznego jak i technik kolorymetrycznych, okre$lajacych

stezenia jonow NO2", NOs", oraz molekut H>O> i catkowitej zawartosci RFT.
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2. Summary

The cold atmospheric pressure plasma (CAPP) is generated following the usage of high
voltage to discharge gas, leading to their ionization. The achieved non-thermodynamic
equilibrium state, where the temperature of generated electrons reached several times higher
than that of ionized molecules with large mass, resulting in the temperature of cold plasma
plume not exceeding 50 °C. Besides the ionized molecules of discharge gas, the cold plasma
remains a rich source of several representatives of reactive oxygen and nitrogen species
(ROS and RNS) in the gas phase, such as 'Oz, Os, H202, 0,*", OH®*, ONOO", NO-", N2* The
interaction between the cold plasma plume and liquids or solids leads to further participation
of ROS and RNS in cascade reactions, forming reactive individuals with longer lifetime and

significant chemical as well as biological activity.

In the presented PhD thesis, a novel CAPP system was utilized to conduct
interdisciplinary research studies to assess the biological activity towards human breast
cancer cell lines (MCF-7, MDA-MB-231) and non-cancerous cell line (MCF-10A) as well
as pathogenic bacterial strains (Escherichia coli, Bacillus subtilis, Serratia marcescens,
Enterobacter cloacae). The CAPP system called plasma pencil was used for the activation
of two cultural media- DMEM and Opti-MEM, and subsequently used for the indirect
treatment of human breast cancer cell lines. The investigated in vitro models in the second
case were directly exposed to CAPP plume, while in the third case, during mixed treatment,
the cells were directly irradiated with plasma pencil and then incubated in plasma-activated
culture media. In order to assess the impact of indirect, direct and mixed CAPP treatment
of breast cancer cell lines on cell viability, motility and apoptosis induction, biological tests
were performed in particular test MTT, scratch test and Annexin V and Propidium lodide
cell staining. To determine the presence of ROS and RNS in the gas phase of CAPP
discharge, the Optical Emission Spectroscopy (OES) technique was used. The
colourimetric-based methods were utilized to determine the concentration of NO2", NOs3',
NHs", H202, in culture media after plasma pencil treatment. Moreover, the impact of
admixture of fetal bovine serum and higher contribution of nutrients in culture media on the
obtained biological activity of plasma activated media along with the generation of ROS
and RNS was studied.

The novel system of plasma pencil, together with the proposed construction of plasma
brush which generates five plasma plumes, were optimized with a multivariate optimization

route based on statistical tools dedicated to an effective degradation of antibiotics from
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water solutions. The main purpose of optimization studies was to obtain the operational
discharge parameters with the highest efficacy of antibiotic degradation. The so-optimized
systems of plasma pencil and plasma brush were used in a continuously-flowing manner
for the irradiation of water solutions of Ofloxacin (OFX), Doxycycline (DXC), Ampicillin
(AMP), Chloramphenicol (ChRP) with the concentration of 35 mg dm?®, as well as the
mixture of these four antibiotics with the content of each analyte equal 35 or 10 mg dm?.
The degradation efficacy of the proposed plasma pencil and plasma brush systems was
assessed using High-Performance Liquid Chromatography with Diode-Array Detection,
HPLC-DAD and Ultra-Performance Liquid Chromatography with Mass Spectrometry,
UPLC-MS. The changes in Total Organic Carbon (TOC) content and Total Nitrogen (TN)
in pharmaceutical solutions after CAPP irradiation were measured with a multi N/C 3100
analyzer. The possibility of reducing the multiple drug resistance in pathogenic bacteria was
examined with a standard disc-diffusion assay. Due to the degradation of antibiotics from
water solutions subsequently, with the reduction of antibacterial activity towards
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Serratia marcescens, and Enterobacter cloacae were
observed after treatment with plasma pencil and plasma brush. The observed biological
activity of CAPP systems was linked with their involvement in ROS and RNS generation
in antibiotic solutions. Post-plasma liquids were studied in terms of pH changes, and
electrical conductivity along with colourimetric techniques for concentration determination

of ions NO2", NO3s™ as well as molecules H20, and total ROS contribution.
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3. Wykaz skrétow

Przedstawione ponizej objasnienie skrotow zawartych w rozprawie doktorskiej zostaly
przygotowane w oparciu o kolejnos¢ ich wystgpienia w tekscie.

Skrot Termin polskojezyczny Termin anglojezyczny

CAPP Zimna plazma atmosferyczna Cold Atmospheric Pressure Plasma

RFT Reaktywne formy tlenu Reactive oxygen species (ROS)

RFA Reaktywne formy azotu Reactive nitrogen species (RNS)

10, Tlen singletowy Singlet oxygen

Os Ozon, trdjtlen Ozone

H20, Nadtlenek wodoru Hydrogen peroxide

0.* Anionorodnik ponadtlenkowy Superoxide radical

OH* Rodnik hydroksylowy Hydroxyl radical

ONOO Nadtlenoazotyn Peroxynitrite

NOy Anion azotanowy (I11) Nitrite ion

No* Kation azotanowy Nitrogen cation

MCF-7 Linia komorkowa EACC, ludzki nowotwor piersi o Breast cancer cell line, Michigan
niskiej zdolno$ci przerzutowania Cancer Foundation -7

MDA-MB-231  Linia komorkowa ATCC, ludzki nowotwor piersi o Breast cancer cell line
wysokiej zdolno$ci przerzutowania

DMEM Pozywka hodowlana Dulbecco’s Modified Eagle Dulbecco’s Modified Eagle
Medium Medium

Opti-MEM Pozywka hodowlana, Optimum Modified Eagle Optimum Modified Eagle Medium
Medium

MTT Sél tetrazolowa, bromek 3-(4,5- dimetylotiazol-2- Tetrazolium dye, 3-(4,5-
yl)- 2,5-difenylotetrazoliowy dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide

OES Optyczna spektrometria emisyjna Optical emission spectrometry

NH.* Jon amoniowy Ammonium cation

OFX Ofloksacyna, antybiotyk Ofloxacin

DXC Doksycyklina, antybiotyk Doxycycline

AMP Ampicylina, antybiotyk Ampicillin

ChRP Chloroamfenikol, antybiotyk Chloramphenicol

HPLC-DAD Wysokosprawna  chromatografia  cieczcowa z High-Performance Liquid

detektorem diodowym

Chromatography with Diode-Array
Detection
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UPLC-MS

TOC
TN
uv

UV/Vis

DBD
APPJ

RPMI 1640

F-12
PBS

He
Ar
0,
kINPen 11

u-DBD
FE-DBD

APGD

RONS

NO

He

Kl

NaCl
CM-H2DCFDA

CBA
L-15

Ultrasprawna chromatografia cieczowa sprzezona ze
spektrometriag mas

Catkowity wegiel organiczny
Catkowity azot

Ultrafiolet, promieniowanie ultrafioletowe o

dhugosci fali od 10 do 400 nm

Spektroskopia, wykorzystujaca promieniowanie
elektromagnetyczne w zakresie bliskiego ultrafioletu
i $wiatta widzialnego

Wyladowania barierowe, generujace zimna plazme

Plazmowy dzet ci$nieniem

atmosferycznym

generowany pod

Pozywka hodowlana, Roswell Park Memorial

Institute medium
Pozywka hodowlana, Ham’s F-12 medium

Roztwor buforowy, buforowana fosforanem sol
fizjologiczna

Hel, gaz wytadowczy
Argon, gaz wyladowczy
Tlen, gaz wyladowczy

Rodzaj plazmowego dzetu, generowanego pod
ci$nieniem atmosferycznym, produkt komercyjny

Mikroplazmowy system wytadowan barierowych

Wytadowania barierowe z ptywajaca elektroda

Wyladowania  jarzeniowe
ci$nieniem atmosferycznym

generowane  pod

Reaktywne formy tlenu i azotu

Tlenek azotu (I1)
Rodnik wodorowy
Jodek potasu
Chlorek sodu

Pochodna chlorometylowa zwiazku H2DCFDA -
dioctanu 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny

Kwas kumaryno-7- boronowy

Pozywka hodowlana Leibovitz's L-15 Medium

Ultra-Performance Liquid
Chromatography  with Mass
Spectrometry

Total organic carbon
Total nitrogen

Ultraviolet,
radiation

electromagnetic

Spectroscopy in the part of the
ultraviolet and visible region of the
electromagnetic spectrum

Dielectric barrier discharge

Atmospheric Pressure Plasma Jet

Roswell Park Memorial Institute
medium

Ham’s F-12 medium

Phosphate-buffered saline

Helium

Argon

Oxygen

Portable APPJ Cold Plasma Device

Micro dielectric barrier discharges

Floating electrode dielectric barrier
discharges

Atmospheric ~ Pressure  Glow
Discharges

Reactive oxygen and nitrogen
species

Nitric oxide

Hydrogen radical
Potassium iodide
Sodium chloride

Chloromethyl derivative of 2'7'-
dichlorodihydrofluorescein
diacetate

Coumarin boronic acid

Leibovitz's L-15 Medium

15



B16BL6

PANC-1

Hmell

A375

us7

GC
NH4VO3

HaCaT

MSU-1.1

HSKMEC.2

MMF

HelLa

SKBR3

A-549

SW742

ASPC-1

G-292

FMGB-1
MDA-MB-468

MAPK

NF-xB

JNK

Linia komoérkowa mysiego czerniaka

Linia komoérkowa ludzkiego raka trzustki

Linia komorkowa ludzkiego czerniaka

Linia komoérkowa ludzkiego czerniaka

Linia komorkowa ludzkiego glejaka mdzgu

Chromatografia gazowa
Metawanadan amonu

Ludzka linia komorkowa keratynocytow

Ludzka linia prawidtowa fibroblastow

Ludzka linia komoérkowa skérnego sroédbtonka

Mysia linia komoérkowa fibroblastu

Ludzka linia komorkowa raka szyjki macicy

Ludzka linia komorkowa raka piersi

Ludzka linia komorkowa raka ptuc

Ludzka linia komoérkowa raka jelita grubego

Ludzka linia komoérkowa raka trzustki

Ludzka linia komérkowa migsaka

Ludzka linia komodrkowa fibroblastu

Ludzka linia komorkowa raka piersi

Kinazy aktywowane mitogenami

Kompleks biatkowy ddziatajacy jako czynnik
transkrypcyjny

Kinaza domeny N-koncowej biatka Jun

Mouse cell line derived from
melanoma
Human cell line derived from

pancreatic duct

Human cell line derived from
endothelium of the foreskin

Human cell line derived from the
skin with malignant melanoma

Human cell line derived from
malignant gliomas

Gas chromatography
Ammonium metavanadate

Human primary
Keratinocytes

epidermal

Human cell line derived from

fibroblasts

Human cell line derived from Skin
Microvascular Endothelial

Murine Embryonic Fibroblast Cell
Lines

Human cell line derived from
cervical carcinoma

Human cell line derived from
pleural effusion cells

Human cell line derived from lung
cancer tissue

Human cell line derived from
colorectal cancer patient

Human cell line derived from
patient with cancer of the pancreas

Human cell line derived from the
bone of patient with osteosarcoma

Normal human skin fibroblasts

Human cell line derived from
pleural effusion of patient with
metastatic adenocarcinoma of the
breast

Mitogen-activated protein kinase

Nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells

c-Jun N-terminal kinases
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p65

p38

L929

B16

NADPH
ICD
HBL

CDK4
P16A

CTR
FCM
ATP
B16-F10

FCS
TNF-a
IL-10
CCL4

IL-1B

CXCL1

Erk1/2

CD28

CD4+

CD8+

Jedno z bialek z rodziny bialek NF-xB

Biatko, ich funkcje zblizone sg do kinaz grupy JNK

Mysia linia komorkowa fibroblastow

Mysia linia komorkowa czerniaka

Dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy
Immunogenna $mier¢ komdrkowa

Ludzka linia komoérkowa z nablonka gruczotlu
sutkowego

Enzym nalezacy do grupy kinaz cyklinozaleznych

Biatko inhibitor kinazy cyklinowej 2A

Biatko opiekuncze, chaperonowe
Cytometria przeptywowa
Adenozyno-5'-trifosforan

Linia komorkowa mysiego czerniaka

Surowica ptodowa cielat
Czynnik martwicy nowotworow
Interleukina 10, czynnik hamujacy syntezg cytokin

Biatko zapalne makrofagéow, nalezace do rodziny
chemotaktycznych cytokin

Interleukina 1 beta, cytokiny odpowiedzialne za
efekty wywotywane przez IL-1

Chemokinina 1, peptyd nalezacy do rodziny
chemokinin

Kinaza regulowana 1/2, $ciezka sygnalowa

aktywujaca RAS/RAF
Biatko na powierzchni limfocytow T
Glikoproteina, wystgpuje na powierzchni limfocytow

T

Btona glikoproteinowa, konceptor czasteczki TCR

Protein in the mammalian NF-xB
family

p38 mitogen-activated
kinases

protein

Murine cell line derived from
connective mouse tissue

Murine cell line derived from skin
melanoma

Nicotinamide adenine dinucleotide
Immunogenic cell death

Human epithelial cell line derived
from he milk of a nursing mother

Cyclin-dependent kinase 4

Protein, cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A

Chaperone (protein)
Flow Cytometry
Adenosine triphosphate

Mouse cell line derived from
melanoma

Fetal carf serum
Tumor necrosis factor
Cytokine synthesis inhibitory factor

Macrophage Inflammatory Proteins
(MIP) belong to the family of
chemotactic cytokines known as
chemokines.

Interleukin 1 beta mononuclear cell
factor, cytokine protein

Chemokine (C-X-C motif) ligand 1,
peptide belonging to chemokine
family

Extracellular signal-regulated
kinases pathway activated by
aberrant RAS/RAF signalling

Cluster of differentiation 28,
proteins expressed on T cells

Cluster of differentiation 4, helper
of T cells

Cluster of differentiation 8,
transmembrane glycoprotein
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IL-6

IL-8

MCP-1

TGF-bl

TGF-b2

DNA
CpG

HIF-1o

VEGFA

HCC1806

SW480

PC3

NCF3

HSP90

PKD2

AMJ13

AMN3

T-47D

S-DBD
TEM
RT-DC

Interleukina 6, cytokinina aktywuje procesy zapalne

Interleukina 8, witasciwie CXCL8, chemokina,
najsilniejszy czynnik chemotaktyczny

Biatko chemotaktyczne monocytow

Transformujacy czynnik wzrostu beta 1, polipeptyd
nalezacy do cytokin

Transformujacy czynnik wzrostu beta 2, biatko
nalezace do cytokin

Kwas deoksyrybonukleinowy

sekwencje  CpG, fragment DNA  bakterii

rozpoznawany przez limfocyty T
Czynnik indukowany hipoksja 1

Czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego

Ludzka linia komorkowa raka sutka

Ludzka linia komorkowa raka jelita grubego

Ludzka linia komorkowa raka prostaty

Ludzka linia komorkowa fibroblastow

Bialko szoku biatek

chaperonowych

cieplnego, mnalezy do
Gen, kodujacy bialko policystyne -2
Ludzka linia komérkowa raka piersi

Mysia linia komorkowa raka piersi

Ludzka linia komorkowa raka piersi

Powierzchniowe wytadowania barierowe
Transmysyjna mikroskopia elektronowa

Cytometria przeptywowa odksztalceh w czasie
rzeczywistym

Interleukin 6,
inflammatory

cytokine  pro-

Interleukin 8/ CXCL8, chemokine,
mediator of immune response

Monocyte chemoattractant protein
1, chemokine (C-C motif) ligand 2

Transforming growth factor beta 1,
polypeptide of cytokines

Transforming growth factor-beta 2,
protein, cytokine.

Deoxyribonucleic acid

CpG sites, bacterial DNA regions

Hypoxia-inducible factor 1)

Vascular endothelial growth factor
A

Human cell line derived from the
mammary gland

Human cell line derived from
colorectal cancer patient

Human cell line derived from bone
metastasis of prostatic
adenocarcinoma

Human cell line derived from
fibroblasts

Heat shock protein 90

Genes coding the Polycystin-2
protein

Human cell line derived from breast
cancer

Murine cell line derived from breast
cancer

Human cell line derived from
pleural effusion from patient with
an infiltrating ductal carcinoma of
the breast

Surface dielectric barrier discharges
Transmission electron microscopy

Flowing real-time deformability
cytometry
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MHC 1

A875

TNFR1
iINOS

Fas

FasL

LD50

Malme-3M

SK-MEL-28

LN229

us7

IC50

P53

CDKN2A

MDR
MRSA

VRSA

AOP
PCD
ATCC
EGF
ECGS
FBS
CO;
DMSO

Molekuty glownego ukladu zgodnosci tkankowej
klasy 1

Ludzka linia komérkowa raka piersi

Receptory btonowe typu 1

Indukowalna izoforma syntazy tlenku azotu

Transblonowy receptor

Ligand Fas, biatko transbtonowe typu Il

Srednia dawka $miertelna

Ludzka linia komoérkowa czernika

Ludzka linia komoérkowa czernika

Ludzka linia komoérkowa glejaka wielopostaciowego

Ludzka linia komoérkowa glejaka wielopostaciowego

Potowa maksymalnego st¢zenia hamujacego

Biatko, czynnik transkrypcyjny o wlasnosciach
supresora howotworowego

Gen kodujacy biatko p16

Wielolekowa opornosé

Oporny na metacyling szczep Staphylococcus aureus

Szczep Staphylococcus aureus odporny na dziatanie
wankomycyny

Zaawansowanych Proceséw Utleniania

Pulsowe wyladowania koronowe

Amerykanska Kolekcja Hodowli Komoérkowych
Naskorkowy czynnik wzrostu

Suplement do wzrostu komorek srodbtonka
Surowica ptodowa cielat

Tlenek wegla (1V)

Dimetylosulfotlenek

Major histocompatibility complex
(MHC) molecules class 1

Human cell line derived from breast
cancer

Tumor necrosis factor receptor 1

Inducible isoform of nitric oxide
synthases

Fas receptor, apoptosis antigen 1,
protein encoded by the FAS gene

Fas ligand, type-1l transmembrane
protein

Median Lethal Dose 50

Human cell line derived from skin
cancer

Human cell line derived from
malignant melanoma

Human cell line derived from
glioblastoma
Human cell line derived from
glioblastoma
Half maximal inhibitory

concentration

Tumor protein P53, cellular tumor
antigen p53, protein encoded by
homologous genes

Cyclin-dependent kinase inhibitor
2A, gen codes p16 protein

Multidrug resistant

Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus

Vancomycin-resistant
Staphylococcus aureus

Advanced Oxidation Process
Puls-corona discharge

American Type Cell Culture
Endothelial growth factor
Endothelial cell growth supplement
Fetal Bovine Serum

Carbon dioxide

Dimethyl sulfoxide
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CCD

RWC
EDTA
FVB

HI1 96708

HI 96728

Kzng|4

H2S04
DPBS

ANOVA

Pl
MEM
H.O*
NH
AQP1
AQP3
AQP5
RSM

BGSC
NBRC

DSM

M-HA

McF

Matryca CCD, skladajagca si¢ z elementoéw
$wiattoczutych

Wzgledne zamknigcie rany
Kwas wersenowy
Trybie catkowitego zbierania danych

Komercyjnie dostgpny zestaw spektrofotometryczny
dla oznaczania NO2

Komercyjnie dostepny zestaw spektrofotometryczny
dla oznaczania NO3

Odczynnik Nesslera, roztwor

tetrajodortecianu(Il) potasu

zasadowy

Kwas siarkowy (V1)

Buforowana fosforanem s6l fizjologiczna Dulbecco

Analiza wariancji, metoda statystyczna

Jodek propidyny

Medium do hodowli komérek, pozywka minimalna
Kation tlenku wodoru

Imidogen, prosty rodnik

Akwaporyna 1, biatko

Akwaporyna 3, biatko

Akwaporyna 5, biatko

Metodologia powierzchni  odpowiedzi, metoda
statystyczna

Temperatura stozka plazmy
Dhugos$¢ stozka plazmy
Tryb monitorowania wielu reakcji

Kolekcja Kultur Uniwersytetu w Gothenburg
Centrum Genetycznych Zapasow Bacillus

NITE Centrum Zasobow Biologicznych

Niemiecka kolekcja Mikroorganizmoéow 1 Kultur
Komoérkowych

Agar Mullera-Hintona

Skala McFarlanda

Charge-coupled device

Relative Wound Closure
Ethylenediaminetetraacetic acid

Full vertical Binning

Nitrite High Range Portable
Photometer
Nitrate High Range Portable
Photometer
Nessler’s reagent, dipotassium

tetraiodomercurate (I1)
Sulfuric acid

Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline

Analysis of variance, statistical
model

Propidium lodide

Minimum Essential Medium
Hydrogen oxide cation
Imidogen, radical, azanylidene
Aquaporin 1, protein
Aquaporin 3, protein
Aquaporin 5, protein

Response Surface Methodology,
statistical method

Temperature of plasma plume
Length of plasma plume
Multi Reaction Monitoring

Culture Collection University Of
Gothenburg

Bacillus Genetic Stock Center

National Institute of technology and
Evaluation, Biological Resource
Center

German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures
GmbH

Mueller—Hinton agar

McFarland standard scale value
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E. coli

E. cloacae

B. subtilis

S. marcescens
MIC

HNO;

HNO;

HF

TNM

kINPen® MED

Mieszanina czterech antybiotykow (OFX, DXC,
AMP, ChRP) o stezeniu analitow 35 mg/dm3

Mieszanina czterech antybiotykow (OFX, DXC,
AMP, ChRP) o stezeniu analitow 10 mg/dm?

Escherichia coli

Enterobacter cloacae

Bacillus subtilis

Serratia marcescens
Minimalne st¢zenie hamujace
Kwas azotowy (I11)

Kwas azotowy (V)

Kwas fluorowodorowy

System  klasyfikacji zaawansowania

klinicznego nowotworu

stopnia

Rodzaj plazmowego dzetu, generowanego pod
ci$nieniem atmosferycznym, produkt komercyjny

Mixture of four antibiotics (OFX,
DXC, AMP, ChRP) with the
content of each analyte equal 35
mg/dm?

Mixture of four antibiotics (OFX,
DXC, AMP, ChRP) with the
content of each analyte equal 35
mg/dm3

Escherichia coli

Enterobacter cloacae

Bacillus subtilis

Serratia marcescens

Minimum inhibitory concentration
Nitrous acid

Nitric acid

Hydrofluoric acid

TNM Classification of Malignant
Tumors

Portable APPJ Cold Plasma Device
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4. Wstep
4.1. Uklady zimnych plazm do zastosowan biologicznych

Rak piersi, obok nowotworu pluca, jest jednym z najczesciej wystepujacych
nowotworow u kobiet (Ghoncheh i wsp., 2016; 2020 Breast Cancer Statistics). Ze
wzgledow na ztosliwy charakter nowotworu piersi, a takze waski wachlarz efektywnych
terapii, znaczaco zmniejszone sg szanse powrotu do zdrowia u zdiagnozowanych pacjentek
(Rostami i wsp., 2016). Obecnie, najczesciej do zwalczania nowotworéw wykorzystuje sie
chemoterapeutyki nowej generacji, radioterapie lub immunoterapie, ktore czesto wigzg si¢
z bolem, ryzykiem infekcji, amputacji i innymi skutkami ubocznymi (Kamdje i wsp., 2014).
Pojawia si¢ zatem wysokie zapotrzebowanie na nowe, szybkie i nieinwazyjne metody
zwalczania nowotworu piersi. Jedng =z alternatyw zwalczania raka piersi jest
opracowywanie terapii celowanych (Calavia i wsp., 2018). Gtownymi atutami wydajg si¢
by¢ obiecujacy poziom przezywalnosci, a takze niski poziom skutkow ubocznych, opisany
przez Devi ze wspdtpracownikami (Devi 1 wsp.,2020). Innym podejsciem w zwalczaniu
raka piersi, jest zmniejszenie objetosci tkanki nowotworowej poprzez hipertermie¢ (Maluta
i wsp., 2015). Metoda ta opiera si¢ na miejscowym podniesieniu temperatury tkanki statej,
z wykorzystaniem zewngtrznego zrodia ciepla, prowadzac do uszkodzenia komorek
nowotworowych, ktore pozostaja bardziej wrazliwe na podwyzszong temperaturg
(Banobre-Lopez i wsp., 2013; Biazar i wsp., 2011). Alternatywng Sciezkg opracowywania
nowoczesne] terapii przeciwnowotworowej mozemy upatrywaé¢ w zimnych plazmach
atmosferycznych (ang. Cold Atmospheric Pressure Plasmas, CAPPSs), ktore odznaczajg si¢
wysoka efektywnos$cia, obiecujaca selektywnos$cig oddziatywania i stosunkowo niskimi
kosztami operacyjnymi (Bekeschus i wsp., 2019; Liu i wsp., 2017; Subramanian i wsp.,
2020; Zhang i wsp., 2020; Jezeh i wsp., 2020; Mokhtari i wsp., 2019). Drugim przypadkiem
stanowigcym znaczacy wkilad w rozwoj medycznego zastosowania zimnych plazm sa
badania nad wykorzystaniem do zwalczania czerniaka. Czerniak jest jednym z najbardziej
ztosliwych nowotworow skoéry, z powodu tego obcigzenia nowotworowego w USA
dochodzi do niemal 10 000 zgonéw kazdego roku (Siegel i wsp., 2019). Rozpatrujac
$miertelnos¢ pacjentow z czerniakiem w Europie, kazdego roku dochodzi do ponad 25 000
zgonOw (Globocan raport, 2020). Obserwowanym trendem jest coroczny przyrost liczby
nowych przypadkdbw na czerniaka, w szczegdlnosci wérod mezczyzn. Wskaznik
przezywalnosci zalezy w gldwnej mierze od stopnia jego zaawansowania w momencie
wykrycia (Apalla i wsp., 2017). Wspotczesnie wykorzystywane terapie w leczeniu

ludzkiego ztosliwego raka skory tracg na skuteczno$ci ze wzgledu na chemoopornosc,
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wysoki stopien ztosliwosci, a takze braku nowatorskich terapii o wysokiej skutecznosci
(Ferretti i wsp., 2016; Turner i wsp., 2018; Rozeman i wsp., 2018). Chemoterapia, wycigcie
chirurgiczne badz radioterapia wigza si¢ z bdélem, infekcjami, amputacjg, deformacjami
badz obrzgkiem limfatycznym. Obecnie jedng z obiecujacych i szeroko rozwijanych
nowatorskich terapii w leczeniu nowotworéw skory jest immunoterapia. Wysoka
efektywno$¢ immunoterapii wzgledem czerniaka jest zwigzana z duzym obcigzeniem
mutagennym powigzanym z ekspozycja na promieniowanie ultrafioletowe. Odpowiedz
immunogenna wzgledem czerniaka generowana w wyniku oddziatywania z zimnymi

plazmami zwigzana jest z wytwarzaniem reaktywnych form wraz z promieniowaniem UV.

Obiecujace wyniki stosowania zimnych plazm atmosferycznych w leczeniu nowotworu
piersi a takze czerniaka zachgcity liczne grupy badawcze do podjecia badan w obszarze
aktywnosci biologicznej r6znych uktadow wytadowczych zimnych plazm atmosferycznych
nie tylko w leczeniu nowotworu piersi (Xiang i wsp., 2018), skory (Daeschlein i wsp.,
2018) ale rowniez innych typéw nowotworu tj, okreznicy (Vodickova i wsp., 2018), mézgu
(Vermeylen i wsp., 2016), ptuc (Karami-Gadallo i wsp., 2017), szyjki macicy (Li i wsp.,
2017), prowadzonych zarowno w badaniach in vitro jak i in vivo. Ponadto, przez ostatnie
20 lat zimne plazmy przyciagnety duza uwage ze wzgledu na ich szeroki wachlarz
zastosowan w biologii, chemii i medycynie. Tak ré6znorodne mozliwosci wykorzystania
zimnych plazm jest powigzane z ich unikalnymi wilasciwosciami fizykochemicznymi, a
przede wszystkim wydajnym wytwarzaniem reaktywnych form tlenu (RFT) i reaktywnych
form azotu (RFA), rodnikami, energetycznymi jonami, zwigzkami obojetnymi,
promieniowaniem w zakresie UV i polem elektromagnetycznym. Ze wzgledow na rozne
rodzaje zrodet zimnych plazm, najpopularniejszym uktadem do zastosowan biologicznych
sg oparte o wyladowania barierowe (ang. Dielectric Barriere Discharge, DBD) (Yan i wsp.,
2017). Wytadowania barierowe moga by¢ generowane w dwojaki sposob, zalezny od
rozwigzan konstrukcyjnych konfiguracji elektrod (Rycina 1). W pierwszym przypadku, dla
konstrukcji objetosciowej- zimne plazmy sg podtrzymywane i operowane w przestrzeni
pomiedzy elektrodami dielektrycznymi 1 traktowanym obiektem, pelnigcym role
przeciwelektrody (Kang i wsp., 2014). Omawiana konstrukcja umozliwia wydajniejsza
kontrolg zimnych plazm, aczkolwiek ograniczajac objetos¢ traktowanej cieczy (Suwal i
wsp., 2019; Hertrich i wsp., 2017). Takie systemy wyladowcze byly wykorzystywane dla
zahamowania proliferacji komorek ludzkiego raka jelita (Han i wsp., 2017). Drugie

rozwigzanie Konstrukcyjne, wykorzystujagce strumien zimnych plazm wytwarzany
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pomiedzy elektrodami dielektrycznymi, dosigga napromieniowany obiekt pod postacia
stozka plazmy. W tym przypadku aktywne skladniki moga réwniez rozchodzi¢ sig
wewnatrz pozywki hodowlanej, prowadzac do wytworzenia cieczy aktywowanych plazma
, a nastepnie przenoszac tak wytworzone ciecze do badanych modeli biologicznych, celem
okreslenia ich aktywnos$ci (Mohades i wsp., 2015). W cieczach poddanych traktowaniu
zimnymi plazmami wytwarzane sg3 RFT 1 RFA z r6znym czasem zycia (tj. NO2', NOs/,
H20,, ONOO", OH®), ktore w gltdwnej mierze mogg by¢ odpowiedzialne za odpowiedz
biologiczng, zaburzajac procesy zyciowe komorek nowotworowych, badz wspomagajac

procesy leczenia ran.

7\
NS

A) B)
716 . .. Izolator
O'e'O Zrodlo wysokiego napiecia AR —
Zimna plasma atmosferyczna NS Anoda
I Katoda

Rycina 1. Reprezentacyjny schemat uktadéw reakcyjno-wytadowczych, oparty na wytadowaniach barierowych
DBD, dedykowane do zastosowan biologicznych i biomedycznych. A) Konstrukcja objetosciowa generacji
wyladowan. B) Plazmowy dzet wytwarzany w wyniku wyladowan barierowych, generujacy stozek plazmy
rozchodzaca si¢ do otoczenia.

Kolejnym rozwigzaniem konstrukcyjnym czesto wykorzystywanym w badaniach
biologicznych jest tzw. plazmowy dzet (z jezyka angielskiego- jet) generowany pod
ci$nieniem atmosferycznym (ang. Atmospheric Pressure Plasma Jet, APPJ) (Rycina 2).
Uktady typu APPJ sg operowane w trybie pulsacyjnym, wykorzystujac czestosci radiowe
pradu. Glowng czesScia skladowa tego typu ukltadow wyladowczych stanowi
wysokopradowa elektroda zlokalizowana w centralnej czgsci rurki dielektrycznej,
zapobiegajacej powstawaniu tukow elektrycznych. Elektrody wysokopradowe (najczesciej
w formie pierscieni badz plaskich dyskow) sg zasilane pradem czestotliwosci radiowej

(rzedu kHz- MHz) o napigciu 2-6 kV. Catkowity pobor mocy generowany w trakcie
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podtrzymywania wytadowan pozostaje w zakresie 0,9 — 2,2 W (Iseni i wsp., 2014). W tych
warunkach gaz wytadowczy przepltywajacy przez elektrod¢ wysokopradowa z predkoscia
przeptywu kilku litréw na minut¢ podlega procesom wzbudzenia i1 jonizacji, tworzac
charakterystyczny stozek (dzet), ktory sktada si¢ z szeregu plamek zimnych plazm. Tak
wytworzone stozki (o dtugosci 1-10 cm) rozchodzi¢ si¢ moga do otoczenia (Lu i wsp.,
2009).

Rurki dielektryczne

I||-f‘—c
O T iest

Wlot gazu
o—0
O-e-o Zrodlo wysokiego napiecia Izolator dielektryczny
‘]T} Zimna plazma I Anoda
' atmosfereryczna  Katoda

Rycina 2. Uktad reakcyjno-wyladowczy, generujacy plazmowy dzet pod cisnieniem atmosferycznym do
zastosowan biologicznych i biomedycznych.

Majac na uwadze najnowsze osiggni¢cia dotyczace mozliwosci zastosowania zimnych
plazZm w medycyny, a szczegdlnie w onkologii, przedstawiono zgrupowanie i
podsumowanie warunkow wzbudzania plazmy i ich wptywu na aktywnos$¢ biologiczna
nowotworu skory, gtéwnie skupiajac si¢ nad nowotworami piersi i czerniaka. Ponadto,
przedstawiono szczegdtowe podsumowanie systemow wytadowczych zimnych plazm z ich
parametrami operowania wykorzystywanych w badaniach nad leczeniem obcigzen
nowotworowych (Tabela 1). Najczgstszym srodowiskiem dla badan nad nowotworem piersi
i skory z wykorzystaniem technologii zimnych plazm atmosferycznych byly pozywki
hodowlane (DMEM, RPMI 1640 i F-12 wraz z PBS). Zimna plazma do zastosowan
biomedycznych najczgsciej generowana jest w ukltadach wytadowan barierowych oraz
APPJ, wykorzystujac najczesciej jako gaz wytadowczy hel (He), argon (Ar), powietrze, a
takze dodatki innych gazow, glownie tlenu (O2). Prezentowane prace badawcze do opisu
parametrow wzbudzania zimnej plazmy atmosferycznej wykorzystuja wartosci napieé (W
zakresie 1-20 kV), czestotliwosci (w zakresie 1-40 kHz), natezenia pradu, poboru energii
(w przedziatach 1-60 W). Istotnym parametrem okreslanym w pracach pozostaje odlegtos¢

zrodta zimnej plazmy atmosferycznej od traktowanej powierzchni ciektej pozywki lub
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komorek, oscylujac w granicach 0-30 mm. Tutaj nalezy rowniez wprowadzi¢ podziat ze
wzgledu na sposob poddawania modeli biologicznych traktowaniu ukladami zimnych
plazm atmosferycznych. Poprzez traktowanie bezposrednie nalezy rozumie¢ poddanie
rozpatrywanych komorek bezposredniemu dziataniu ukladow reakcyjno-wytadowczych.
Komorki w tym przypadku moga by¢ zawieszone w pozywce hodowlanej. Jako traktowanie
posrednie przyjmowaé bedziemy ciekle pozywki, ktore zostaly poddane ekspozycji
zimnych plazm atmosferycznych, a nastepnie wykorzystane do prowadzenia hodowli
komorkowych, poddajac je tym samym ekspozycji tak uzyskanych cieczy aktywowanych
zimng plazma. Traktowanie mieszane stanowi potaczenie traktowania bezposredniego z
traktowaniem posrednim, gdzie wykorzystywane modele biologiczne najpierw poddaje si¢
bezposredniej ekspozycji na zrédlo zimnej plazmy a nastepnie tak potraktowane komorki
zostaja zawieszone w oddzielnie przygotowanych cieczach aktywowanych zimng plazma.
Celem okre$lenia dawki zimnej plazmy dostarczanej do rozpatrywanych uktadow

biologicznych, uscislany zostaje czas traktowania, nieprzekraczajacy zazwyczaj 300 s.
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Kolejng preznie rozwijajaca si¢ dziedzing wykorzystujaca aktywno$¢ biologiczng
zimnych plazm jest ich zastosowanie do rozktadu farmaceutykow z roztworéw wodnych, a
nastepnie okreslenie wplywu tak uzyskanych cieczy na zjawisko wielolekowej opornosci
bakteryjnej. Ze wzgledu na ukierunkowanie uktadow generujacych zimng plazme¢ do
zastosowan poOlprzemystowych i przemystowych oczyszczania §ciekdéw, ich konstrukcja
moze si¢ rozni¢ od tych dla zastosowan biomedycznych. Najpopularniejszym
rozwigzaniem konstrukcyjnym dedykowanym rozktadowi antybiotykéw z roztworow
wodnych pozostajg uktady planarne, generujagce wyladowania barierowe (Rycina 1 A). W
tym przypadku, istnieje jednakze kilka modyfikacji konstrukcyjnych. Pierwsza
modyfikacja uktadu planarnego wykorzystywanego w badaniach nad rozkladem
antybiotykow stanowi zanurzenie dolnej elektrody w roztworze farmaceutyku, ktory tworzy
warstwe grubosci kilku kilkunastu milimetrow a nastepnie przytozenie napigcia pomigdzy
tak ustalonymi elektrodami. Zimne plazmy generowane w przestrzeni pomigdzy
elektrodami, oddziatuja bezposrednio na roztwdr wodny otaczajacy elektrode. Uktady te
najczesciej okreslane sg mianem systemow DBD z ptywajaca elektroda (ang. Floating
electrode DBD, FE-DBD) (Magureanu i wsp., 2011; Smith i wsp., 2018). Ponadto uktady
takie mozna zmodyfikowac, poprzez dobranie atmosfery, w ktorej inicjowane s3
wyladowania. Kolejng modyfikacja uktadow planarnych wykorzystujacych wytadowania
barierowe, jest ich dostosowanie do traktowania roztworow antybiotykow w trybie ciagtego
przeplywu przez uklad. W tym celu, wewnatrz systemu montowana jest elektroda w
ksztalc¢ walca lub plyty, z ktorej sptywa cigglym strumieniem roztwor antybiotyku,
rownomiernie rozprowadzony po catej powierzchni. Elektroda w ksztatcg walca otoczona
jest z zewnatrz drugg elektroda. Poprzez przylozenie napigcia pomigdzy tymi dwoma
elektrodami, indukowana jest zimna plazma, oddzialujaca na powierzchnig
przeplywajacego roztworu antybiotyku. Takie rozwigzanie, niewatpliwie umozliwia
prowadzenie procesu traktowania roztworéw farmaceutykéw zimng plazmg w sposob
ciggly, zwiekszajac znacznie jego wydajnos¢ (Aggelopoulos 1 wsp., 2020). Kolejnym
rozwigzaniem konstrukcyjnym stosowanym w badaniach nad degradacja farmaceutykow z
roztworéw wodnych stanowig uklady generujace wytadowania koronowe (ang. Corona
discharge). W najprostszym przypadku, metaliczna igta, pret lub wigzka przewodow
petliacych role elektrody wysokich napie¢ umiejscowiona zostaje nad zbiornikiem
wypelionym wodnym roztworem farmaceutyku, petnigcej role elektrody uziemienia.
Przyktadajac wysokie napigcia pomiedzy tak umiejscowionymi elektrodami nastepuje

generacja wyladowan zimnej plazmy, oddziatujacej bezposrednio na roztwor wodny
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farmaceutyku (El Shaer i wsp., 2020; Guo i wsp., 2019). Coraz czg¢sciej spotykana jest
modyfikacja tego uktadu, gdzie metaliczne elektrody w postaci igiet zostaja zanurzone w
roztworze traktowanego farmaceutyku. Nad zanurzonymi elektrodami umieszcza si¢
nastepnie przeciwelektrode w formie ptaskiej metalicznej ptytki. Przez metaliczne igly
odgrywajace role elektrod, przepuszczony zostaje gaz wyltadowczy, ktéry inicjuje
wyladowania zimnej plazmy uwig¢zionej w pecherzykach (ang. Corona in bubbles) (El
Shaer 1 wsp., 2020). Kolejnym przyktadem uktadow generujacych zimng plazme¢ do
rozktadu antybiotykéw z roztworo6w wodnych stanowig systemy oparte na APPJ (Rycina
2), gdzie szczegblny nacisk jest potozony na wytworzenie stozka zimnej plazmy o jak
najwiekszej srednicy. Wykorzystanie wyladowan zimnej plazmy generowanej w uktadach
APPJ odbywa si¢ w tym przypadku najczeSciej przy zachowaniu stalej objetosci
traktowanych roztworow antybiotykow (Park i wsp., 2019; Li i wsp., 2020). Ostatnim
systemem, ktory zaczeto wykorzystywa¢ do rozktadu farmaceutykow z roztwordw
wodnych jest uklad opracowany w zespole badawczym, w ktorym niniejsza rozprawa
doktorska zostala zrealizowana. Wyladowania jarzeniowe generowane pod ci$nieniem
atmosferycznym (ang. Atmospheric Pressure Glow Discharges, APGD) inicjowane sg
poprzez przytozenie stalopradowego lub o czestosciach radiowych wysokiego napigcia
pomigdzy metaliczng zaostrzong elektrode a elektrode ciekla, ktora stanowi stale
przeplywajacy roztwor wodny farmaceutyku. Wytadowania jarzeniowe rozchodzace si¢ w
atmosferze bezposrednio oddzialuja na przeptywajacy roztwédr farmaceutyku
(Dzimitrowicz 1 wsp., 2022). Niezwykle proste rozwigzanie konstrukcyjne, umozliwia
uzyskanie wysokiej efektywnosci prowadzenia procesu degradacji ze wzgledéw na
operowanie w trybie statego przeplywu jak prostota dostosowania dla uzytku
przemystowego. Zaprezentowano zestawienie systemow wytadowczych zimnych plazm z
ich parametrami operowania wykorzystywanych w pracach nad degradacja farmaceutykow

z roztworo6w wodnych (Tabela 2).
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4.2.Przestrzenna dystrybucja reaktywnych form tlenu i azotu dla zastosowan
biologicznych.

Aktywno$¢ biologiczng ukladow zimnych plazm przypisuje si¢ ich zdolnosci do
wytwarzania RFT i RFA (ang. Reactive Oxygen Species, Reactive Nitrogen Species, ROS,
RNS), generowanych w wyniku reakcji kaskadowych pomiedzy stozkiem zimnych plazm
a otaczajacg atmosfera, w ktorej si¢ rozchodzi, badz srodowiskiem wodnym, z ktérym
pozostaje w kontakcie ( Bekeschus i wsp., 2019; Liu i wsp., 2017; Chauvin i wsp., 2017).
Wykorzystujac swiadomos¢ mozliwego wytworzenia nadtlenku wodoru (H203), tlenku
azotu II (NO), jonow azotanowych (V) (NOz), azotanowych (111) (NO2’) i amonowych
(NH4"), a takze rodnikow hydroksylowych (OH®), wodorowych (H*®), tlenowych (O), ozonu
(O3) w efekcie kontaktu stozka zimnej plazmy ze $rodowiskiem wodnym lub pozywka
hodowlana (Bekeschus 1 wsp., 2019; Chauvin i1 wsp., 2017), tak aktywowane ciecze badz
reakcje z nimi wykorzystywane sg do procesow gojenia ran (Kleineidam i wsp., 2019),
zwalczania pasozytow (Fridman i wsp., 2008), a takze w stomatologii (Sladek i wsp., 2004),
syntezie nanoczastek (Dzimitrowicz 1 wsp., 2018) badz w agrotechnice (Ling i wsp., 2014).
W celu zbadania kluczowych parametréw koniecznych do uwzglednienia podczas badan z
wykorzystaniem zimnych plazm tj. rozklad przestrzenny generowanych RFT i RFA jak
réwniez zdolno$¢ ich penetracji wgleb skory i tkanek wykorzystywanych jest kilka metod
(Tan 1 wsp., 2018). Celem uwazniejszego przesledzenia zjawisk towarzyszacych
oddziatywaniu RFT i RFA do zastosowan biologicznych, przeprowadzono liczne prace
badawcze skupiajac si¢ wokot okreslenia ich przestrzennej dystrybucji (Dobrynin i wsp.,
2012; Szili i wsp., 2018; Naito i wsp., 2008; Kawasaki i wsp., 2016, Mitsugi i wsp., 2019;
Liu i wsp., 2018; Duan i wsp., 2017; Nie i wsp., 2018). Jednym z bardziej popularnych
podejs¢ do okreslenia przestrzennego rozprzestrzenienia reaktywnych form jest
zastosowanie zeli agarowych imitujacych powierzchnig rany (Dobrynin i wsp., 2012; Szili
i wsp., 2018). Kolejny model przygotowywany jest z cienkich warstw TiO2 (Naito i wsp.,
2008) lub zeli z kompleksami jodku potasu ze skrobig (KI-skrobia) dla lepszej wizualizacji
penetracji RFT. Wizualizacja reaktywnych form tlenu zostata zaprezentowana i oméwione
przez zespot Mitsugi (Mitsugi i wsp., 2019). Mieszanina KI-skrobia (w formie zelu) zostata
potraktowana APPJ, pozwalajac na zaobserwowanie wytworzenia RFT poprzez pojawienie
si¢. widocznych granatowych obszarow w formie pierscieni. Za kolor granatowy byt
odpowiedzialny kompleks jodu ze skrobig. Z kolei jod byt produktem reakcji utleniania
jonéw jodkowych za pomocg wytworzonych RFT. Inna metoda dla oznaczenia

wytworzonych RFT zostata przedstawiona przez Liu ze wspotpracownikami (Liu 1 wsp.,
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2018). W tym przypadku pomiarow dokonano z uzyciem modeli tkanek zawierajacych na
powierzchni zel KI-skrobia. Wykazano, ze potraktowanie modeli tkankowych zimnymi
plazmami prowadzi do pojawienia si¢ ciemnych brazowych wzorow w ksztalcie pierscieni
oraz niewielkim punktem w centralnej czeSci o najintensywniejszym zabarwieniu.
Zaobserwowane réznice w odbarwionych obszarach byly efektem wytworzenia RFT.
Srednica zabarwionych powierzchni w ksztalcie pierécieni wzrastata wraz z natezeniem
przepltywu gazu plazmotworczego (mieszanina helu z tlenem) (Rycina 3). Potwierdzono
dodatkowo, ze wraz z wydtuzeniem czasu traktowania zimnymi plazmami nie wptywa w
znaczacym stopniu na rozklad przestrzenny wytwarzanych RFT. Jednakze wydtuzenie
czasu napromieniowania zimnymi plazmami doprowadzilo do wzrostu st¢zenia
wytworzonych RFT obserwowanych jako poglebienie koloru obszaru poreakcyjnego.
Sprawdzono rowniez wplyw kata nachylenia stozka zimnych plazm wzgledem traktowanej
powierzchni na przestrzenng dystrybucje wytworzonych RFT. Katy nachylenia wychodzac
z potozenia prostopadlego zostaly dobrane w zakresie od 0° do 90°. Zauwazono, ze
zwigkszenie konta nachylenia Zzroédta zimnych plazm doprowadzito do zwigkszenia obszaru
zabarwionego na braz podczas gdy ksztalt zabarwionego rejonu zmienil sie w
przypominajacy spadajaca kroplg. Prezentowane wyniki potwierdzaja konieczno$¢ doboru
odpowiedniego konta nachylenia zrédla generujacego zimne plazmy a stezenie

generowanych RFT i moze by¢ trudne do kontrolowania (Liu i wsp., 2018).
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Rycina 3. Wplyw czasu traktowania zimng plazmg i predkosci przeptywu gazu (Hel z tlenem) wytadowczego na
dystrybucje przestrzenng RFT na modelach zelowych KI-skrobii. Grafika wykorzystana z publikacji (Liu i wsp.,
2018).

Ciekawa metoda oznaczania reaktywnych form tlenu i azotu zostata oméwiona przez
zespot Duan (Duan 1 wsp., 2017), ktorzy przesledzili glebokos¢ penetracji poszczegdlnych
reaktywnych indywiduow przez r6znej grubosci ptaty Swinskich migsni. Reaktywne formy
wytworzone w wyniku wyladowania w mieszaninie helu z tlenem plazmowego dzetu, po
przeniknieciu przez roznej grubosci modele tkanki, ulegaty zawieszeniu w PBS, prowadzac
do wytworzenia reaktywnych form tlenu i azotu o dhugim czasie zycia tj. Oz, H202, NO2’,
NOs". Stwierdzono, ze aktywne sktadniki wytworzone poprzez dzet zimnych plazm sg w
stanie przenikna¢ tkanki o grubosci 1250 um z wytaczeniem Oz i NO2". Wydtuzenie czasu
napromieniowania doprowadzilo do znacznego zwigkszenia stezenia gtoéwnego RFT —
nadtlenku wodoru (Duan i wsp., 2017). Podobne badania zostaty zrealizowane przez zespot

Nie (Nie i wsp., 2018), opisujac metodologie eksperymentu dla penetracji RFT 1 RFA do
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podwodjnie destylowanej wody, roztworu PBS i roztworu NaCl, oraz wodnych roztworéw
glukozy, ciektych pozywek i dwoch roztwordw surowicy o roznych stg¢zeniach. Uzyskane
wyniki byly poréwnywalne z tymi, ktore zostaty omdwione powyzej, jednakze okreslono
glebokos¢ penetracji RFT 1 RFA zalezata od rodzaju traktowanego uktadu ciektego. Dla
modelu tkanki o grubosci 1250 um potwierdzono droge maksymalng, jaka moze pokonaé
wiekszos¢ reaktywnych form. Ponadto, stezenie tak wytwarzanych reaktywnych zwiazkéw
ulegato akumulacji wraz z wydluzeniem czasu traktowania zimnymi plazmami.
Wytwarzanie RFT 1 RFA w sposdb znaczny wzrastalo wraz ze zwigkszeniem udziatu
materii organicznej w napromieniowanych cieczach. Pozostate techniki badawcze
wykorzystywane do pomiaréw st¢zenia reaktywnych form podczas prowadzonych prac z
komorkami linii nowotworu piersi i czerniaka zostaty ujete i podsumowane w Tabela 3.
Glownag technika badawcza okreSlajaca reaktywne formy tlenu wewnatrz komorek
wykorzystuje wskaznik stresu oksydacyjnego, tj. CM-H2DCFDA. Oznaczanie nadtlenku
wodoru przeprowadzane jest czgsto z wykorzystaniem testu CBA (ang. coumarin boronic
acid). Analize zawartosci RFA przeprowadza si¢ z wykorzystaniem réznych metod
kolorymetrycznych, jednakze najczgséciej wykorzystywany w tym celu jest metoda Griessa
dla oznaczen NO2". Czgsto stosowana jest rowniez modyfikacja tej metody, prowadzaca do
chemicznej redukcji jonow NOs” do NO2™ i oznaczenie catkowitej zawartosci tej formy z
uzyciem odczynnika Griessa. Na uwage zastuguje coraz szersze wykorzystanie
komercyjnie  dostepnych  kitbw  pomiarowych, bazujacych na  oznaczeniach

kolorymetrycznych zarowno dla RFT jak i RFA.
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Prace podejmujace si¢ tematyki wykorzystania aktywnosci biologicznej ukladéw
zimnych plazm atmosferycznych do degradacji antybiotykdw z roztworé6w wodnych, wraz
z obnizeniem zjawiska wielolekowej opornosci wsrod patogendw wykorzystuja liczne
techniki badawcze. Pierwsza technika badawczg wykorzystywang niemalze we wszystkich
badaniach nad degradacja antybiotykow z udzialem zimnej plazmy pozostaja metody
bazujace na wysokosprawnej chromatografii cieczowej lub chromatografii gazowej (ang.
High Performance Liquid Chromatography - HPLC, Gas chromatography -GC) . Badania
te pozwalajg na doktadne oznaczenie zawarto$ci farmaceutykow w roztworach wodnych
zarowno przed jak i1 po traktowaniu zimng plazma. Poprzez pordwnanie st¢zenia
antybiotyku w probkach traktowanych i nietraktowanych, wyznaczany jest parametr
efektywnosci rozktadu, wyrazony najcze$ciej w procentach. Kolejng réwnie czesto
wykorzystywang technikg analityczng jest spektrometria mas (ang. Mass Spectrometry —
MS), ktora swoje zastosowanie w tego typu badaniach znalazta przy okreslaniu produktow
rozkladu w roztworach wodnych antybiotykow poddanych dziataniu zimnej plazmy.
Badania te umozliwiaja analiz¢ mechanizmu rozktadu danego farmaceutyku, podajac
powstatem w trakcie produkty posrednie. Istotnym parametrem zawieranym w pracach
wykorzystujacych uktady zimnej plazmy do degradacji antybiotykdw jest stopien
mineralizacji, ktory wyznaczany jest z pomoca analizatorow catkowitej zawartos$ci wegla
organicznego (ang. Total Organic Carbon, TOC). Dla pelniejszego okreslenia
mechanizmow oddziatywania zimnej plazmy z czasteczkami antybiotykéw w roztworach
wodnych, czgsto przeprowadzana jest analiza RFT i RFA. W procesach degradacji
antybiotykow w skutek dzialania zimnej plazmy najwigksza rol¢ upatruje si¢ w aktywnosci
RFT, w szczegblnosci ozonu (O3z), rodnikéw hydroksylowych (OH®), nadtlenku wodoru
(H202). Podobnie jak zostato to opisane dla badan skupiajacych si¢ wokot wykorzystania
zimnej plazmy w zwalczaniu raka piersi 1 skory, H202— oznaczany jest najczesciej z
wykorzystaniem technik kolorymetrycznych, w szczeg6lnosci jodku potasu (K1), zwigzkow
soli tytanu bgdz metawanadanu amonu (NHsVO3). Kwestie oznaczenia stezen OH® i Oz sg
problematyczne dla oznaczen kolorymetrycznych, w zwigzku z czym najczgscie)
wykorzystywane sg pomiary maskujace aktywno$¢ tych reaktywnych form. W tym celu, do
wodnych roztworow antybiotykow, wprowadzane sg zwigzki maskujace tj. alkohol etylowy
badz butylowy dla maskowania OH®, a naste¢pnie takie roztwory poddawane sg procesowi
degradacji z pomocg zimnej plazmy. Uzyskane roztwory post-plazmowe analizowane s3
nastgpnie pod katem efektywno$ci rozktadu farmaceutyku. Dzigki $wiadomosci

zamaskowania aktywnosci rodnikow OH®, w przypadku otrzymania mniejszego stopnia
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degradacji mozemy podsumowaé, ze ta konkretnie RFT w wysokim stopniu jest
zaangazowana w procesy rozkladu. Dla pomiarow RFA, doswiadczenia z uzyciem
zwigzkow maskujacych przeprowadzane sa rzadko, skupiajac si¢ gléwnie nad
wykorzystaniem komercyjnie dostepnych kitdow pomiarowych, stanowigcych zaplecze
metod kolorymetrycznych. Dla pehiejszego wgladu w techniki badawcze,
wykorzystywane do okreslenia stgzen RFT i RFA w roztworach wodnych antybiotykoéw

poddanych dziataniu zimnej plazmy, prosze¢ zapoznac si¢ z Tabela 4.
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4.3. Dawka promieniowania zimna plazma a uzyskiwana odpowiedz biologiczna

Celem przyblizenia istotnosci uwzglednienia sposobu jak i dlugos$ci zastosowania
zrodta zimnej plazmy do traktowania poszczegdlnych linii komérkowych, przytoczone
zostang wyniki prac eksperymentalnych z wykorzystaniem nowatorskiego uktadu
reakcyjnego, ktory zostanie wykorzystany do dalej opisanych prac zrealizowanych na

potrzeby przedstawianej rozprawy doktorskiej.

Przenosny uktad reakcyjno-wyladowczy, na potrzeby prowadzonych prac zostat
skonstruowany i zoptymalizowany (Dzimitrowicz i wsp., 2020) przez zesp6t badawczy,
m.in. z moim udzialem, z wykorzystaniem metodologii odpowiedzi powierzchni,
wykorzystujac proces optymalizacji Box-Behnken. Szczegdtowy opis omawianego uktadu
reakcyjno-wytadowczego zostal zaprezentowany i zawarty w dalszej czeSci sporzadzonej
rozprawy. Celem tak dobranego planu prowadzenia doswiadczen bylo ustalenie
parametréw pradowo-napigciowych wykorzystanych do inicjacji zimnej plazmy na skutek
wyladowan barierowych, skutkujac wytworzeniem stozek plazmy o temperaturze gazu
ponizej 37 °C, zalecanej do zastosowan biomedycznych. Parametry operacyjne,
wykorzystane na potrzeby przeprowadzenia procesu optymalizacji zostaly dobrane w
sposob nastgpujacy: Parametr A, odpowiadajacy czgstotliwosci modulacji napigcia z jego
nastawami 2,10; 2,45 i 2,80 kHz. Parametr B, prezentujacy wypehienie z nastawami 25,
501 75 %. Parametr C — predko$¢ gazu wytadowczego, w tym przypadku Helu, ustalong na
wartosci 4,0; 7,5 badz 11,0 dm®/min. Tak okreslone parametry z wykorzystaniem procesu
optymalizacji Box-Behnken doprowadzito do zaproponowania 15 kolejnych zbioréw
parametrow A + B + C operacyjnych, wykorzystanych do generacji zimnej plazmy w
wyniku wytadowan barierowych. Zadajac wymagang odpowiedZ dobranych parametrow
wyladowczych jako temperature stozka zimnej plazmy ponizej 37°C, przygotowany model
statystyczny doprowadzit do uzyskania nastaw: czestotliwosci modulacji napiecia 2,10
kHz, wypetnienie 74 % i predkosci przeptywu gazu wytadowczego 10,6 dm3/min. Autorski
uktad reakcyjno-wyladowczy, wykorzystujac uzyskane na drodze analizy statystycznej
parametry operacyjne zostat wykorzystany do bezposredniego napromieniowania ludzkich
linii nienowotworowych tj. linia komorkowa keratynocytéw HaCaT; fibroblasty MSU-1.1;
linia komorkowa skornego s$rodbtonka HSKMEC.2. Wymienione modele in vitro
zawieszono w 0,85 % (m/v) roztworze NaCl, uzyskujac gestos¢ 1 x 10® komoérek/cm?.

Przygotowana zawiesina komdrkowa w probowkach eppendrofa zostata ulokowana 15 mm
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ponizej konca pidra plazmowego, eksponujac nastepnie na zrédlo zimnej plazmy w czasie
10, 30, 60, 90, 180, 270 i 360 s. Celem tak dobranej metodologii prowadzenia badan z
wybranymi modelami in vitro bylo okre$lenie dawki promieniowania zimnej plazmy,
mogace] wesprze¢ procesy gojenia ran, uzyskujac pozytywny wptyw na zdolnosci do

proliferacji, migracji a takze angiogenezy.

Zdolnosci do proliferacji w.w. modeli in vitro tj. komorek linii HSKMEC.2, HaCaT,
MSU-1.1. wystawionych na bezposrednig ekspozycje zimnej plazmy w czasie 10, 30, 60 i
90 s zostaty zbadane z wykorzystaniem testu MTT, przeprowadzonego po 2, 51 7 dniach
od rozpoczecia eksperymentu. W poczatkowym etapie prowadzonego badania stwierdzono,
ze dla czaséw ekspozycji przekraczajacych 90 s, odnotowano wyrazne zahamowanie

proliferacji komorek 1 wystapienie §mierci apoptotycznej.

Analizujac zaprezentowane wyniki analiz testu MTT, wzrost zdolnosci do proliferacji
wspomnianych linii komorkowych byt istotny dla czasow ekspozycji nieprzekraczajacych
30 s. W poszczeg6lnych przypadkach, dla czasow ekspozycji 60 1 90 s stwierdzono
zahamowanie = zywotno$ci  komorkowej.  Optymalny  czas  bezposredniego
napromieniowania zrodtem zimnych plazm atmosferycznych wynoszacy 30 s, przyczynit
si¢ do uzyskania znaczacego wzrostu ruchliwos$ci omawianych modeli biologicznych.
Odnotowano ponadto znaczny przyrost liczby wytworzonych rurek pseudo-naczyn
krwionosnych po 30 sekundowej ekspozycji komorek linit HSKMEC.2 na Zrédlo zimnej
plazmy. Liczba ta znaczaco malala wraz z wydtuzeniem czasu traktowania. W toku
przeprowadzonych badan biologicznych, potwierdzono mozliwo$¢ wykorzystania zrodta
zimnej plazmy generowanego w autorskim uktadzie reakcyjno-wyladowczym, celem
uzyskania zwigkszonej zdolnosci do proliferacji, migracji a takze angiogenezy. Jednakze,
uzyskiwana odpowiedz biologiczna w gtoéwnej mierze zalezata od doboru odpowiedniej
dawki napromieniowania tj. czasu ekspozycji na Zrdédlo zimnej plazmy. Obserwowany
korzystny efekt aktywacji komoérek linii HSKMEC.2, MSU-1.1 i HaCaT byt
prawdopodobnie zwigzany z generacja RFT i RFA na skutek oddziatywania stozka zimnej
plazmy z 0,85 % roztworem NaCl. Z przeprowadzonych oznaczen stwierdzono, ze wraz z
wydluzeniem czasu traktowania wzrastato stezenie RFT i RFA, uzyskujac dla najdluzszego
czasu ekspozycji ponad 10 mg/dm? nadtlenku wodoru, a stezenie NO2~ wyniosto ponizej 5
mg/dm3. Odnoszac uzyskane wyniki do obserwowanego efektu biologicznego wzgledem
wybranych modeli biologicznych, odnotowany wzrost zdolnosci do proliferacji, migracji a

takze angiogenezy zwigzany jest najprawdopodobniej z aktywno$cig nadtlenku wodoru.
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Bezposrednie napromieniowanie zrédlem zimnych plazm przyczynia si¢ do zwigkszonego
stresu oksydacyjnego traktowanych komorek. Stres oksydacyjny, zaleznie od poziomu jego
Wystgpienia moze prowadzi¢ do aktywacji wewnatrzkomorkowych $ciezek sygnatowych,
wspomagajacych tym samym procesy gojenia ran. Majac na uwadze obserwowany wpltyw
wybranych dawek zimnej plazmy na komorki linit HSKMEC.2, MSU-1.1 i HaCat, jesteSmy
w stanie modulowa¢ uzyskiwang odpowiedz biologiczng poprzez odpowiednie dobranie
warunkow prowadzenia procesu, wptywajac tym samym na st¢zenia poszczegolnych RFT
i RFA, ktore dostajac si¢ do wnetrza komoérek doprowadzajg do aktywacji okreSlonych
sciezek sygnatowych, tym samym zapewniajac zréznicowang odpowiedz biologiczng.

4.4. PoSrednie traktowanie komorek nowotworowych zimnymi plazmami
atmosferycznymi

Rozpatrujac sposéb posredni traktowania komorek linii nowotworu piersi i skory za
pomoca zimnych plazm, gtéwnym czynnikiem dla takiego podejscia prowadzenia badan
jest napromieniowanie odpowiednich cieczy (pozywka hodowlana i surowica), a nastgpnie
wykorzystanie takich cieczy jako no$nikow RFT 1 RFA (Chauvin i wsp., 2017). Celem
osiggnigcia celu tj. wytworzenia reaktywnych sktadnikéw podczas traktowania zimng
plazma, kilka uktadow reakcyjno-wytadowczych zimnych plazm zostato wykorzystanych,
stosujac APPJ (Li i wsp., 2018), DBD (Daeschlein i wsp., 2018; Azzariti i wsp., 2019,
Subramanian i wsp., 2020; Jezeh i wsp., 2020; Mokhtari i wsp., 2019; Xiang i wsp., 2018)
lub urzadzenie biomedyczne kINPen (Rodder i wsp., 2019). Obok licznie dostrzegalnych
zalet posredniego traktowania zimnych plazm wzglegdem komorek czerniaka, wystepuje
kilka ograniczen, ktére krytycznie zostaty przedstawione i omowione w wymienionych
pracach (Li i wsp., 2018; Azzariti i wsp., 2019; Rodder i wsp., 2019). Pierwsza praca
omawiajaca posrednie wykorzystanie zimnej plazmy wzglgdem nowotworu piersi, skupita
si¢ nad potraktowaniem wody dejonizowanej w ukladzie z wyladowaniami DBD,
operowanym w atmosferze powietrza. Aktywno$¢ biologiczna wody poddanej dziataniu
zimnej plazmy zostata zbadana wzgledem komorek linii MDA-MB-231 a takze mysich
fibroblastow MMF. Woda przygotowana w uktadzie stacjonarnym w objetosci 20 mL,
zostata napromieniowana w czasie do 20 min. Przeprowadzajac pomiary zywotnosci
komorek wystawionych na dziatanie tak potraktowanej wody dejonizowane;j, stwierdzono
znaczaca redukcje zywotnosci komorek linii MDA-MB-231 a takze zaburzenia aktywnosci
komorek linii MMF. Obserwowany wplyw wody aktywowanej zimng plazmg zostat

przypisany w gléwnej mierze obecnosci RFA (NO2 i NOz) i RFT (H202), nie za$
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znaczacemu spadkowi warto$ci pH. Na uwage zastuguje réwniez fakt, ze wytworzona w
ten sposob woda dejonizowana zachowata swoja aktywno$¢ przez 14 dni podczas
przechowywania w temperaturze -20°C (Subramanian i wsp., 2020). Praca zespotu Jezeh
(Jezeh 1 wsp., 2020) wykorzystata plazmowy dzet generowany w uktadzie DBD. Zimna
plazma generowana w atmosferze mieszaniny helu z tlenem zostata wykorzystana do
bezposredniego a takze posredniego traktowania komodrek ludzkiego nowotworu piersi
(MDA-MB-231) i szyjki macicy (HeLa), jako kontrole wykorzystujgc komorki ludzkiego
fibroblastu. Bezposrednie taktowanie przeprowadzono poprzez zawieszenie komorek w
200 pL kompletnej pozywki DMEM, a nastgpnie napromieniowanie w czasie do 5 min.
Posrednie traktowanie przebiegalo analogicznie, poddajac traktowaniu objetos¢ pozywki
hodowlanej pozbawionej komorek. Zarowno podczas traktowania bezposredniego jak i
posredniego, po 48 godzinach od ekspozycji na zrodlo zimnej plazmy, zaobserwowano
znaczgcg redukcje zywotnosci komorek linii MDA-MB-231 i1 HeLa. Spadek aktywnosci
mitochondrialnej komorek nowotworowych wzrastat wraz z wydluzeniem czasu
traktowania. W obydwu sposobach traktowania zimng plazmg odnotowano znaczacy
spadek zywotno$ci komorek ludzkiego fibroblastu. Traktowanie bezposrednie odnoszac do
posredniego przyczynito si¢ do wigkszej ekspresji bialek apoptotycznych — Kaspazy 3 i
Kaspazy 8, wskazujac na indukcje apoptozy wskutek dziatania zimnej plazmy
atmosferycznej. Potwierdzone zostato wytworzenie wigkszych ilosci nadtlenku wodoru w
wyniku traktowania bezpos$redniego, przekladajac si¢ na zwigkszong indukcje $mierci
apoptotycznej u komorek nowotworowych (Jezeh i wsp., 2020). Badania przeprowadzone
przez zespot Mokhtari (Mokhtari 1 wsp., 2019) skupily si¢ nad wykorzystaniem zimnej
plazmy atmosferycznej generowanej w wyniku wyladowanh DBD w atmosferze helu.
Uformowany dzet zimnych plazm zostat uzyty do potraktowania niewielkich objgtosci
kompletnego DMEM. Przygotowane pozywki hodowlane aktywowane plazmg w réznym
czasie zostalo wykorzystane do dalszych badan wzgledem komorek linii ludzkiego
nowotworu piersi (MCF-7 i SKBR3), ludzkiego nowotworu ptuc (A-549), ludzkiego
nowotworu jelita grubego (SW742), ludzkiego nowotworu trzustki (ASPC-1), ludzkiego
nowotworu mig¢saka (G-292). Jako modele nienowotworowe wybrano komoérki linii MCF-
10A i FMGB-1. Najwigksza wrazliwo$¢ na dziatanie pozywki DMEM aktywowanej zimng
plazmg stwierdzono dla komoérek linii SKBR3, najmniejszg natomiast w przypadku
komorek linii SW742. Komoérki nienowotworowe wykazaly najwigksza oporno$¢ na
dziatanie uktadu zimnych plazm sposrod badanych modeli biologicznych. Obserwowana

aktywnos$¢ biologiczna zimnej plazmy zostata przypisana w gléwnej mierze wytworzonemu
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ozonowi, ktorego stezenie w pozywce DMEM wzrastalo wraz z czasem traktowania
(Mokhtari 1 wps., 2019). Kolejna istotna praca poruszajaca badania nad wykorzystaniem
zimnej plazmy w traktowaniu komérek ludzkiego nowotworu piersi zostata opisana przez
zespot Xiang (Xiang i wsp., 2018). Wykorzystujac plazmowy dzet generowany w wyniku
wyladowan DBD w atmosferze DBD, napromieniowano objetos¢ 2 mL kompletnej
pozywki DMEM i mieszaning pozywek DMEM z F-12. Wytworzone w ten sposob pozywki
hodowlane zostaty wykorzystane do badan nad komorkami ludzkiego nowotworu piersi
(MDA-MB-231, MDA-MB-468 i MCF-7) a takze komorkami nienowotworowymi MCF-
10A. Wraz z wydluzeniem czasu napromieniowania pozywki hodowlanej odnotowano
znaczacy spadek zywotnosci komorek nowotworu piersi zaliczanego do potrojnie ujemnego
raka piersi (MDA-MB-231, MDA-MB-468), podczas gdy aktywno$¢ mitochondrialna
komorek linii MCF-7 i MCF-10A znaczaco wzrosta. Pozywka DMEM aktywowana zimnag
plazma przyczynita si¢ ponadto do znacznej indukcji apoptozy wylacznie w komodrkach
linii MDA-MB-231 i MDA-MB-468. Stwierdzone =zostalo ponadto selektywne
zmniejszenie zdolnosci migracji komorek linii MDA-MB-231 i MDA-MB-468 poddanych
dziataniu pozywki DMEM napromieniowanej zimng plazma, podczas gdy pozostate
rozpatrywane linie komérkowe nie wykazaly zmian w ruchliwosci. Rak potrojnie ujemny
piersi czesto wigzany jest ze wzmozong aktywnos$cig kinaz aktywowanych mitogenami
(MAPK i NF-kB), potwierdzajac ze aktywnos¢ pozywki DMEM poddanej dziataniu zimnej
plazmy doprowadzita do znaczacego obnizenia poziomu fosforylacji kinazy domeny N-
koncowej biatka Jun (JNK) 1 p65, jednocze$nie nieznacznie wptywajac na ekspresje biatka
p38 w komorkach linit MDA-MB-231. Wywarta odpowiedz biologiczna zostata przypisana
obecnos$ci nadtlenku wodoru w pozywkach DMEM i DMEM z domieszka F-12, gdzie
najwyzsze stezenie potwierdzono dla pozywki DMEM (Xiang i wsp., 2018).

Pierwsza praca wybrana do omowienia, przedstawia posrednie zastosowanie zimnych
plazm wzgledem komorek czerniaka, gdzie przeprowadzono napromieniowanie tryptofanu,
nastepnie sprawdzajac efekt tak przygotowanego roztworu na Zywotno$¢ komorek mysiego
czerniaka (B16) i komoérek mysich fibroblastow (L929) (Li i wsp., 2018). W uktadzie APPJ
wytadowania byly generowane z argonu wykorzystujac prad o czgstotliwosciach
radiowych. Tak inicjowane wyladowania wykorzystano do napromieniowania roztworu
tryptofanu, a nast¢pnie sprawdzajac w jaki sposob wytworzone w tym procesie pochodne
hydroksylowe, wodorotlenkéw i N-formylo-L-kinureiny oraz innych RFT. Stwierdzono

znaczny wzrost stezenia nadtlenku wodoru wraz z wydtuzeniem czasu traktowania zimna
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plazma, przyczyniajac si¢ do efektywnego obnizenia zywotnosci komorek linii B16.
Przeciwny efekt uzyskano dla skroconego czasu traktowania zimng plazma, doprowadzajac
do zwigkszenia proliferacji komoérek. Przeprowadzono poréwnanie wykorzystania zimne;j
plazmy z uzyciem przygotowanego roztworu nadtlenku wodoru, ktory doprowadzil do
nieznacznego wpltywu na komoérki nowotworowe. W pracy tej potwierdzona zostata wysoka
selektywno$¢ oddziatywania roztworu tryptofanu aktywowanego zimng plazma na linie
mysiego czerniaka 1 komorki fibroblastow 1.929. Selektywno$¢ oddziatywania
napromieniowanego plazmg tryptofanu na komorki mysiego czerniaka prawdopodobnie
jest zwigzana z aktywnosciag oksydazy NADPH, prowadzac do wewnatrzkomoérkowej
zmiany stgzenia RFT. Wykazano znacznie zwigkszong wrazliwo$¢ komorek
nowotworowych na traktowanie roztworem tryptofanu poddanego dziataniu zimnych
plazm w porownaniu z komoérkami nienowotworowymi (Li i wsp., 2018). Innym
przyktadem realizowanych prac przez zespot Azzariti (Azzariti i wsp., 2019), gdzie
szczegolng uwage przylozono do indukcji immunogennej $mierci komorkowej (ang.
Immunogenic cell death, ICD) w populacji komorek linii ludzkiego czerniaka zto§liwego
(Hmell), komoérek nowotworu trzustki (PANC-1) i komorek nabtonka gruczotu sutkowego
(HBL) poprzez RFT zawarte w cieczy poddanej dziataniu zimnych plazm. Rozpatrywane
modele biologiczne zostaty wybrane na podstawie ich pochodzenia z probek pobranych z
biopsji ludzkiego czerniaka, do ktérych byly przypisane zmutowane biatka Arg-24 Cys,
zapobiegajace wigzaniu bialek CDK4 do PI16A. Napromieniowanie cieczy zimnymi
plazmami przeprowadzono z uzyciem komercyjnego urzadzenia PetriPlas+,
wykorzystujagcym do wyladowan powietrze syntetyczne badz tlen. W tak przygotowanym
roztworze stezenie nadtlenku wodoru wzrastatlo wraz ze zwigkszeniem gestosci energii,
podczas gdy stezenie jondw NO2™ znajdowato si¢ ponizej limitu detekcji dla wybranej
techniki badawcze (wykorzystujac jako gaz wytadowczy tlen). Inkubujac wybrane modele
biologiczne przez 48 godziny w cieczy aktywowanej zimng plazma, uzyskano znaczng
redukcje zywotnosci komorek, a najwieksza wrazliwos¢ wykazaty komorki linii Hmell.
Oznaczajac zywotno$¢ komorek z wykorzystaniem testu MTT potwierdzono znaczny
wplyw wzgledem komoérek Hmell poddanych dziataniu cieczy aktywowanej zimng plazma
generowang w atmosferze tlenu w czasie 3 min. Réznice w uzyskiwanej odpowiedzi
wzgledem rozpatrywanych modeli biologicznych zostaly powigzane z najwyzszym
stezeniem RFT wewnatrz komorek linii Hmell. Z drugiej strony, linie komorkowe Hmell
I PANC-1 wykazaly podwyzszong podatnos¢ w przypadku obecnosci biatek chaperonu
CTR (potwierdzonych analizag cytometrii przeptywowej, FCM) w otoczeniu
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zewnatrzkomoérkowym i uwolnieniu molekut ATP z uszkodzonych komorek, potwierdzajac
tym samym wystapienie ICD. Stwierdzono réwniez wysoka niewrazliwo$¢ komorek linii
HBL na indukcje ICD. Analiza cytometrig przeptlywowa wybranych modeli biologicznych,
ktore byty poddane dziataniu cieczy aktywowanej zimng plazma przez czas 24 1 48 godzin
wykazata, ze jedynie komorki nowotworowe ulegly $mierci apoptotycznej. Warto
odnotowac, ze w omdwionej pracy po raz pierwszy zaprezentowano wyniki posredniego
traktowania komorek nowotworowych z wykorzystaniem uktadu opartego o wytadowania
barierowe inicjowane w zamknietym uktadzie (Azzariti i wsp., 2019). Jednakze
metodologia prowadzonych prac, omowionych w tej publikacji  zawiera pewne
ograniczenia, zwigzane ze stosunkowo dlugim czasem inkubacji w cieczy poddanej
dziataniu zimnych plazm, co moze nie$¢ za sobg problemy w Klinicznym wykorzystaniu.
Innym spojrzeniem na poruszang problematyke badawcza zostato zaprezentowane w pracy
zespotu Rodder (Rodder i wsp., 2019), gdzie uwaga zostata skupiona na modulacji komorek
odpornosciowych, a takze markerow profilowych obecnych w komorkach ztosliwych
mysiego czerniaka B16-F10 poddanych dziataniu zimnych plazm. W tym celu
wykorzystano komercyjne urzadzenie kINPen (wykorzystujac argon jako gaz
wyladowczy), aktywujac roztwor PBS oraz kompletng pozywke RPMI 1640 (z dodatkiem
surowicy ptodowej cielat, FCS). Zawiesina komorkowa aktywowana w czasie 120 s zostata
poddana analizie pod wzgledem aktywnosci 12 réznych mysich cytokinin i chemokin.
Ustalono, ze w wybranych warunkach komorki czerniaka wykazaly znaczaca nadekspresje
TNF-a, IL-10, CCL4 i IL-1p. Ponadto wywolane zimnymi plazmami uszkodzenia
komorkowe byty obserwowane 6 godzin po aktywacji zimnymi plazmami w czasie 120 s,
najprawdopodobniej poprzez zwigkszong ekspresje czastek powigzanych z uszkodzeniami
tj. ATP i CXCL1. W grupie doswiadczalnej, gdzie limfocyty nieaktywne zostaty poddane
napromieniowaniu, odnotowano nadekspresje 1L-10, CCL4, IL-4, IL-12 i IL-1B. Celem
podsumowania, traktowanie zimnymi plazmami przyczynito si¢ do obnizenia Zywotnosci
komorek, a takze doprowadzito do odpowiedzi zapalnej w obrgbie nowotworu i aktywacji
leukocytow prozapalnych. Podjeto si¢ roéwniez aktywacji limfocytow po traktowaniu
zimnymi plazmami i przeprowadzeniu pomiardéw sygnalizacji wapniowe]j jak rowniez
fosforylacji kinazy Erkl/2. Wykazano, ze limfocyty T wystawione dzialaniu zimnych
plazm i komorek czerniaka napromieniowanych zimnymi plazmami doprowadzajac do
znacznego wzrostu poziomu wapnia. Z drugiej strony napromieniowanie zimnymi
plazmami makrofagéw nie zmienito poziomu wapnia. Limfocyty T po 1 i 4 godzinach od

napromieniowania zimnych plazm wykazaty nieznaczny wzrost poziomu fosforylowanych
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Erk1/2. Potwierdzono, ze komorki odpornosciowe zostalty poddane stymulacji z
wykorzystaniem zrodet zimnych plazm. Ostatnim etapem prowadzonych prac, opisano
proces aktywacji komorek monocytoéw, ktore byly inkubowane wraz z komorkami
czerniaka poddanymi napromieniowaniu zimnymi plazmami. Stwierdzono zwigkszong
ekspresje markeréw powierzchniowych CD28 dla obydwu grup limfocytow T tj. CD4+ i
CD8+ po ich inkubacji z aktywowanymi zimnymi plazmami komorek czerniaka.
Zaprezentowane wyniki zdajg si¢ jednoznacznie wskazywa¢ na odpowiedz zapalng
komorek odpornosciowych, ktore zostaly wystawione na dziatanie komorek
nowotworowych aktywowanych zimnymi plazmami. Warto réwniez zaznaczy¢, ze
potwierdzono wplyw obecnosci surowicy FCS w kompletnej pozywce hodowlanej na
zmniejszone stezenie wytwarzanego nadtlenku wodoru dla krétszych czasow naswietlenia,
natomiast st¢zenie to wzrastato wraz z wydtuzeniem czasu ekspozycji. Efekt maskowania
surowicy na wytwarzanie H.O> zostal dodatkowo potwierdzony poprzez uzyskanie
zwickszonej zywotnosci traktowanych komorek wraz ze zwigkszong domieszka FCS.
Podobng zalezno$¢ uzyskano wraz z przeprowadzonymi pomiarami testu zarysowania,
gdzie wykazano, ze obecno$¢ FCS w pozywce poddanej dziataniu zimnych plazm nie
wykazuje znacznego zahamowania mobilnosci komorek. Jednakze w opinii autoréw
zaprezentowanej pracy, migracja komodrkowa zostaje znaczgco zahamowana wraz z
wydhuzeniem czasu ekspozycji na zrodto zimnych plazm (Rodder i wsp., 2019). Nalezy
nadmieni¢, ze w prezentowanych zdjeciach testu zarysowania dla wszystkich grup
poddanych traktowaniu zimnymi plazmami, dystans pomiedzy warstwami osadzonych
komorek byt mniejszy o 60 um w poroéwnaniu z komorkami grupy nietraktowanej. Takie
réznice w prezentowanych zarysowaniach mogly by¢ powigzane ze zmniejszeniem
zdolnosci do przywierania do naczyn hodowlanych komorek wystawionych na ekspozycje
zimnych plazm, a przez to latwiejszemu odrywaniu w trakcie nanoszenia zarysowan
powierzchni warstwy komorkowej. Jednakze brak normalizacji lub uwzglednienia
wielkos$ci naniesionych zarysowan mogt doprowadzi¢ do zakidcen nanoszonych obliczen i

prezencji wynikow.

Niezwykle zajmujgce i niestereotypowe podejscie do prowadzonych prac zostato
zaprezentowane przez zespOt Daeschleina (Daeschlein i wsp., 2018), gdzie
przeprowadzono posrednie traktowanie komoérek czerniaka. Celem zahamowania
proliferacji komorek czerniaka, zimne plazmy zostaly wykorzystane do traktowania

roztworu PBS, a nast¢pnie bleomycyna, paklitaksel lub dakarbazyna jako chemoterapeutyki

47



zostaly zaaplikowane. Wykazano, ze komodrki mysiego czerniaka B16-F10 traktowane
ciecza aktywowang plazma wraz z paklitakselem doprowadzity do najwickszego
zaburzenia zywotno$ci komorkowej (98%). Ponadto, grupa badawcza z PBS
napromieniowana zimnymi plazmami wraz z bleomycyng wykazata 82% redukcje
zywotno$ci komorek linii A375. Zwigkszong efektywno$¢ traktowania uzyskano dla
komorek glejaka wielopostaciowego poddanego dziataniu cieczy aktywowanej plazma
wraz z paklitakselem — wykazujac 96% redukcje. Odnotowano rowniez dodatkowy wzrost
skutecznosci takiego podejscia wraz z wydhluzeniem czasu ekspozycji komoérek na
mieszaning cieczy napromieniowanej wraz z chemoterapeutykiem. Dla grup badawczych,
gdzie wykorzystano jedynie roztwor PBS napromieniowany zimng plazma, co
doprowadzitlo do mniejszej redukcji zywotnosci komoérek porownujac do grupy
wspomagane]  dzialalnoscig ~ chemoterapeutykow. Mozliwym  wytlumaczeniem
obserwowanych zalezno$ci moze by¢ wytwarzanie RFT i RFA w roztworze PBS po
traktowaniu zimng plazmg w iloSci wystarczajacej do wprawienia komorek
nowotworowych do stanu, wykazujacego zwickszona podatno$¢ na dzialanie
chemoterapeutykow (Yan i wsp., 2018). Mozliwosci aplikacyjne reaktywnych form tlenu i
azotu wytwarzanych w cieczach poddanych dziataniu zimnych plazm powinny by¢
rozpatrywane jako wysoce obiecujaca alternatywa do tradycyjnych terapeutykéw
zwalczajacych czerniaka. Niewatpliwym atutem tak przygotowywanych cieczy pozostaje
fatwos$¢ ich przechowywania 1 aplikacji jak rowniez perspektywy ich wykorzystania jako
srodkow zwigkszajacych  efektywno$¢ najczeSciej stosowanych kuracji przeciwko
czerniakowi. Jednakze wspomniane drogi wykorzystania cieczy aktywowanych zimnymi
plazmami powinny by¢ doktadnie zbadane pod wzglgdem ewentualnych efektow

ubocznych wewnatrz nowotwordw i ludzkiego organizmu.

4.5. Bezposrednie traktowanie komorek nowotworowych zimnymi plazmami
atmosferycznymi

Rozpatrujac dalsze badania nad efektywno$cig wykorzystania zimnej plazmy wobec
komorek ludzkiego nowotworu piersi, przeprowadzono podsumowanie doniesien
literaturowych zwigzanych z mechanizmami towarzyszacymi oddzialywaniom ze zrodtami
zimne] plazmy. Podejmowane proby wytlumaczenia mechanizmu molekularnego
wywierajacego zmiany w aktywnosci komérkowej pod wptywem zimnej plazmy, zostaly
uwzglednione w kilku przypadkach. W pracach zrealizowanych przez Chang ze

wspotpracownikami (Chang 1 wsp., 2014), przeprowadzono badania nad bezposrednim
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traktowaniem zimng plazma typu plazmowy dzet komorek linii nowotworu
ptaskonabtonkowego jamy ustnej MSK, QLL1, SCC1483, SCC15 i SCC25. Uzyskane
wyniki potwierdzity zatrzymanie w fazie sub-G1 nowotworu, zwigzanego z uszkodzeniem
DNA atakze inicjacjg $ciezki sygnatowej ATM/p53 u komorek linii SCC25 (Chang i wsp.,
2014). Badania realizowane na modelach in vitro i in vivo dotyczacych pomiarow gojenia
ran, potwierdzity ekspresje kluczowych genow dla tego procesu, gtownie IL-6, IL-8, MCP-
1, TGF-bl i TGF-b2 wywotanych traktowaniem z uzyciem komercyjnego urzadzenia
MicroPlaSter, generujacego zimng plazm¢ (Arndt i wsp., 2013). W ramach prac
zrealizowanych przez Ma i wspotpracownikéw (Ma i wsp., 2014), wykorzystano szeroki
wachlarz linii komorkowych tj. HeLa, IMR90, ASC, YD-9, G-361, HCT 116, HCT 116-
E6, HT29, H1299, RKO, MES-SA, MES-SA/Dx5, HepG2, LoVo, DLD-1, HCT15,
HCT15/CL02, ktére zostaty poddane bezposredniej ekspozycji na Zrdédlo zimnej plazmy
generowanej w ukladzie typu plazmowy dzet, dobierajac czas ekspozycji od 30 do 60 s,
powtarzajac  traktowanie  dziesi¢ciokrotnie, zachowujac  godzinne interwaly.
Zaobserwowano indukcje $mierci apoptotycznej wsrdd komoérek nowotworowych
wykazujacych ekspresje biatka p53, poddanych bezposredniej ekspozycji na zimna plazmg.
Obserwowana indukcja $§mierci apoptotycznej wynikata w gldéwnej mierze z odpowiedzi na
stres oksydacyjny wywotywany poprzez RFT generowane w wyniku aktywnosci zimnej
plazmy (Ma i wsp., 2014). Nieliczne prace na chwile obecng podejmuja zbadanie wptywu
zmian epigenetycznych jako efekt oddziatywania z zimng plazma, takich jak metylacja
DNA- bedacej gtownym czynnikiem onkogenezy. Zwazywszy na fakt mozliwosci RFT do
wywolania zmian w poziomie metylacji, czynnik ten jest wart rozpatrzenia podczas
aplikacji Zrodet zimnej plazmy. W pracach zrealizowanych przez zespot Park (Park 1 wsp.,
2015) przeprowadzone zostaly badania skupiajace si¢ wokdét zmian poziomu metylacji
obserwowanych w dwoch modelach biologicznych tj. MCF-7 z ekspresja receptora
estrogenowego i MDA-MB-231 z brakiem ekspresji receptora estrogenowego,
inicjowanych w wyniku traktowania zimng plazma. Komorki linii nienowotworowe MCF-
10A, MCF-12A i komorki nowotworu piersi, MCF-7, MDA-MB-231 wraz z komoérkami
nowotworu jelita grubego HCT-15 i nowotworu ptuc NCI-H1299 poddano bezposredniej
ekspozycji na zrodto zimnej plazmy generowanej w wyniku wytadowan barierowych w
czasie 30 s, powtarzajac traktowanie dziesigciokrotnie z godzinnymi przerwami badz
jednokrotnie przez okres 600 s. Wyniki te w sposob widoczny wskazuja na selektywnos¢
oddziatywania zimnej plazmy zaréwno pod wzgledem typu traktowanych komorek jak i

wystgpienia strony sekwencji CpG. Obserwowana w tych badaniach hipometylacja
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komorek linii MDA-MB-231 zwigzana byta w znacznym stopniu z ich wysoka zdolno$cia
do przerzutowania, przektadajac si¢ na wzmozong obecno$¢ populacji komorek
apoptotycznych (Park i wsp., 2015). Rozpatrujgc doniesienia zaprezentowane przez zespot
Lin (Lin i wsp., 2020), gdzie komorki linii MDA-MB-231 zostaly bezposrednio
potraktowane zimng plazma w czasie 60 i 120 s, generowang w wyniku wyladowan
barierowych. Uzyskane wyniki w znacznym stopniu wskazaly, ze komorki linit MDA-MB-
231 poddane napromieniowaniu w czasie 120 s wykazaty wzmozong ekspresje genow i
biatek HIF-1 a i VEGFA, zwigzanych z procesami angiogenezy. Czynniki te, tak bardzo
istotne dla badanej linii komodrkowej, przektadaja si¢ na zdolnosci do proliferacji i
ztosliwosci rozpatrywanego modelu biologicznego, wptywajac na zahamowanie procesow
angiogenezy. Zmiany w ekspresji HIF-1a i VEGFA byly w gtéwnej mierze zwigzane z
aktywnos$cig RFT (Lin i wsp., 2020).

W pracach zrealizowanych przez zespot Almeida-Ferreira (Almeida-Ferreira i wsp.,
2022) przeprowadzono badania nad bezposrednim wykorzystaniem zrodta zimnej plazmy
typu plazmowy dzet wzgledem linii ludzkiego nowotworu piersi MCF-7 (reprezentujacy
pozytywny receptor horomonalny) i linii HCC1806 reprezentujacej potrdjnie negatywny
rak sutka. Komorki wybranych modeli in vitro zostaly poddane bezposredniej ekspozycji
w czasie 60 1 120 s Pomimo stwierdzonego niewielkiego wptywu na cykl komorkowy linii
MCEF-7, stwierdzono znaczacy wzrost populacji komoérek w fazie G2/M w poréwnaniu do
komorek nietraktowanych po 60 s napromieniowania. Zaobserwowano ponadto znaczne
obnizenie ekspresji w komorkach fazy GO0/Gl1 w pordwnaniu z komorkami

nietraktowanymi po 120 s (Almeida-Ferreira i wsp., 2022).

Kolejnym przyktadem badan nad mechanizmem oddzialywania bezposredniego
traktowania zrédtem zimnej plazmy jest praca zespotu Bekeschus (Bekeschus i wsp., 2019).
Wykorzystujac urzadzenie medyczne kINPen 11 do generacji zimnej plazmy w atmosferze
argonu, przeprowadzono bezposrednie napromieniowanie komorek ludzkiego nowotworu
piersi (MDA-MB-231, MCF-7), ludzkiego nowotworu jelita grubego (SW480), ludzkiego
nowotworu prostaty (PC3) 1 komorki ludzkiego fibroblastu (NCF3). Analizujagc wyniki
pomiaréw zywotnosci komorkowe] uzyskane w efekcie testu z resazuryna, komorki
nowotworowe po traktowaniu wykazaly znaczne spadki Zywotnosci. Szczegdlnie w
przypadku komorek linit MDA-MB-231 1 SW480 potwierdzony zostal wzrost stresu
oksydacyjnego wywolanego zimng plazma, przyczyniajac si¢ do obnizenia zywotnosci

komorkowej 1 w efekcie prowadzac do ich $mierci. W pracy zostata poruszona kwestia
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wzmozone] ekspresji bialek chaperonowych HSP90 w komodrkach rakowych, ktore
odgrywaja istotng rol¢ w obnizaniu poziomu stresu oksydacyjnego. Dziatanie bezposrednie
zimng plazmg doprowadzito w tym przypadku do hydrolizy biatek HSP90 i jednoczesnie
degradacji genu PKD2 (kodujacego bialtko policystyng-2). Majac na uwadze teoretycznie
zmniejszong wrazliwo$¢ komorek nowotworowych na stres oksydacyjny wywotany
bezposrednim traktowaniem zimng plazmg, przeprowadzono dodatkowe pomiary na
komorkach z wycieszong ekspresja biatka HSP90. Zabieg ten doprowadzit do znaczacego
obnizenia zywotnosci komoérek MDA-MB-231 1 SW480, potwierdzajac tym samym istotng
role biatka HSP90 w obnizaniu efektywnos$ci wykorzystania zimnej plazmy atmosferycznej
(Bekeschus 1 wsp., 2019). Praca zespotu Liu (Liu i wsp., 2017) skupita si¢ nad
wykorzystaniem zrédta APPJ generujacego zimng plazm¢ w atmosferze powietrza do
bezposredniego potraktowania komorek ludzkiego nowotworu piersi MDA-MB-453,
MDA-MB-231 a takze ludzkiej linii nienowotworowej MCF-10A zawieszonych w
objetosci 5 mL kompletnej pozywki hodowlanej L-15. Dla dluzszych czaséw
bezposredniego traktowania zimng plazma stwierdzono znaczace obnizenie Zywotnos$ci
komorek raka potrdjnie ujemnego piersi MDA-453 i MDA-231, a takze komorek linii
nienowotworowej MCF-10A. Warto wspomnie¢, ze wsréd komorek nowotworowych,
wrazliwsza na zaproponowany sposob traktowania zimng plazma okazata si¢ linia
komoérkowa MDA-MB-453. Uzyskane roznice wrazliwosci na traktowanie zimng plazma
mogly wynika¢ zdaniem autoréw publikacji z roznic w morfologii poszczegdlnych linii
komorkowych. Przy zatozeniu, ze obserwowany efekt cytotoksyczno$ci wywolany
bezposrednim oddziatywaniem zimnej plazmy wynika z wytworzenia RFT, komorki przed
napromieniowaniem zimng plazma zostaly w kolejnym eksperymencie uprzednio
potraktowane zwigzkami maskujacymi aktywno$¢ RFT. W efekcie odnotowano znaczace
obnizenie zywotnosci komorek MDA-MB-231, podczas gdy komorki linit MDA-MB-453
I MCF-10A wykazaly zwigkszong oporno$¢ na dziatanie zimnej plazmy (Liu i wsp., 2017).
Badania opisane przez zespot Gurung (Gurung i wsp., 2020) wykorzystaty uktad APPJ
generujacy plazmowy dzet w atmosferze argonu. Komorki ludzkiego nowotworu piersi
MDA-MB-231 zawieszone w niewielkiej obj¢tosci kompletnej pozywki DMEM zostaty
wystawione na bezposrednig ekspozycje zrodla zimnej plazmy. Bezposrednia ekspozycja
komorek raka piersi na zrodlo zimnej plazmy doprowadzita do ponad 50% redukcji ich
zywotnosci. Obserwowana cytotoksycznos$¢ nie byta w opinii autoro6w zwigzana ze skokiem
temperatury lub spadkiem wartosci pH pozywki hodowlanej poddanej dziataniu zimnej

plazmy. Ponadto sprawdzono, w jaki sposob powierzchnia naczynia hodowlanego
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poddanego bezpos$redniemu napromieniowaniu zrodtem zimnej plazmy wptynie na
umieszczong na niej zawiesing komorek MDA-MB-231. Potraktowana powierzchnia
odznaczyta si¢ znacznie zmniejszonym kontem zwilzalno$ci, czego efektem byto
zwigkszenie adhezji komorek, szybkosci ich wzrostu a takze zdolnosci do proliferacji
(Gurung i wsp., 2020). Przytaczajac prace przeprowadzone przez zesp6t Mirpour (Mirpour
1 wsp., 2014), uktad APPJ generujacy dzet zimnych plazm w atmosferze helu uzyto do
bezposredniego potraktowania komorek ludzkiego nowotworu piersi MCF-7 i komorek
nienowotworowych ~ MCF-10A.  Efektywno$¢  wykorzystania  bezposredniego
napromieniowania komorek zostata przyréwnana dodatkowo z grupa, zawierajacg komorki
wystawione na dziatanie farmaceutyku — Doksorubicyny. Zaproponowany sposob
traktowania doprowadzit do znacznego obnizenia zywotnosci komoérek nowotworu piersi,
aczkolwiek spadek ten byt mniejszy w poréwnaniu z dziatalnoscig doksorubicyny. W
przypadku komorek linii MCF-10A réwniez uzyskano spadek zywotno$ci komorkowe;,
jednakze byl on znacznie mniejszy w poréwnaniu z grupa potraktowang doksorubicyna.
Wykorzystanie uktadu APPJ do uformowania dzetu zimnej plazmy w atmosferze
mieszaniny helu z tlenem doprowadzitlo do znacznego zwickszenia efektywnoSci
traktowania komorek raka piersi. Spadek zywotnosci komorek linii MCF-7 dla
najdluzszego czasu napromieniowania byl wickszy w poroéwnaniu z komoérkami
potraktowanymi doksorubicyng. Warto rowniez zwrdci¢ uwage na zmiany w morfologii
prowadzonej hodowli komoérkowej raka piersi, jaka nastapita po bezposredniej ekspozycji
na plazmowy dzet. W dotkach ptytek testowych z komorkami MCF-7 stwierdzono
wystgpienie trzech obszarow. Cze$¢ centralna, nad ktoérg rozchodzit si¢ plazmowy dzet,
okreslono mianem obszaru zmarzliny, zawierajacy przyklejone martwe komorki. Kolejnym
obserwowanym obszarem byla strefa pozbawiona komorek, z ktorej w wyniku
oddziatywania z stozka zimnej plazmy, komorki ulegly odklejeniu. Ostatni obszar, zajety
pozostal przez zywe, przyklejone komorki. Ciekawe obserwacje odnotowano poprzez
zwigkszenie napiecia wyladowania, gdzie wraz ze wzrostem warto$ci napigcia uzyskano
zwigkszony spadek zywotnosci komorek raka piersi, obserwujac jednoczes$nie zwigkszong
powierzchnig¢ strefy oderwanych komorek. Na uwage zashuguje fakt, ze glownym efektem
bezposredniego traktowania komorek MCF-7 byta indukcja $mierci apoptotycznej, a
populacja tych komoérek wzrastata tylko do pewnego momentu dtugo$ci napromieniowania,
odnotowujac nastgpnie znaczacy spadek wraz z wydluzong ekspozycja na plazmowy dzet
(Mirpour i wsp., 2014). Rozpatrujac race przygotowang przez zespot Adil (Adil 1 wsp.,

2020), wykorzystano uktad oparty o wyltadowania barierowe, gdzie przeciwelektrode
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stanowi zawiesina komorek w pozywce hodowlanej. Wyladowania zimnej plazmy
generowane byly w atmosferze powietrza. Jako modele do badania in vitro wykorzystano
komorki ludzkiego nowotworu piersi tj. AMJ13, MCF-7, komorki mysiego nowotworu
piersi AMN3, a jako linie nienowotworowg komorki linii HBL. Przeprowadzajac pomiary
zywotno$ci komorkowej, najwigksza redukcje odnotowano w przypadku komorek linii
AMIJ13, a najbardziej oporne okazaty si¢ by¢ komoérki nowotworowe AMN3. W przypadku
komorek linii nienowotworowej, uzyskano nieznaczng redukcje ich zywotnos$ci. Skutkiem
przeprowadzenia bezposredniego napromieniowania zrodlem zimnej plazmy bylo
oderwanie si¢ komorek od powierzchni naczyn hodowlanych. Celem ustalenia mozliwych
powoddw uzyskanej cytotoksyczno$ci zastosowania zimnych plazm, zmierzono zawarto$¢
wewnatrzkomorkowych RFT. Sposrod komoérek nowotworowych, najwyzsze stgzenie
zostato okreslona dla linii MCF-7 1 AMJ13. W przypadku komorek linii HBL,
potwierdzona  zostala  najnizsza  zawarto§¢  RFT.  Zwickszona  obecno$¢
wewnatrzkomérkowego stezenia RFT przyczynila si¢ we wszystkich przypadkach do
indukcji $mierci apoptotycznej (Adil 1 wsp., 2020). Nowatorskie podejécie wykorzystania
zimnej plazmy zostato zaprezentowane przez zespot Kim (Kim i wsp., 2020). Jako zrodio
wzbudzenia zostal wykorzystany autorski uklad generujacy zimng plazme¢ w wyniku
wyltadowan barierowych, inicjowanych w atmosferze argonu. Komorki ludzkiego raka
piersi tj. MCF-7 i T-47D wraz z komorkami nienowotworowymi MCF-10A zostaly
poddane bezposredniemu napromieniowaniu Zrédlem zimnej plazmy w czasie 600 s lub
dziesieciokrotnie po 30 s (zachowujgc godzinng przerwe pomiedzy). Prace badawcze
skupiajgce si¢ wokot wykorzystania zrodet zimnej plazmy nad modelami in vitro raka piersi

zostaly zawarte i usystematyzowane w tabeli (Tabela 5).

Tabela 5. Uktady reakcyjno-wytadowcze wykorzystywane do bezposredniego (B.) i po$redniego (P.) traktowania
linii komorkowych nowotworu piersi. Podsumowane zostaly testy biologiczne, ktére wykorzystano do zbadania
wplywu biologicznego dziatania zimnych plazm.

Zrédlo Gaz Cel traktowania Sposéb Badania Czas [s] Ref.
zimnych  wyladowczy traktowania (B- biologiczne
plazm bezposrendi, P-
posredni)
kINPen11 Ar MDA-MB-231, B.wraz z PU-H71 Zywotnosé 60, 120, Bekeschus
MCF-7 w komorkowa, 180 i wsp.,
DMEM/RPMI Western Blot, typ 2019
1640 $mierci
komoérkowej
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APPJ

DBD

DBD

APPJ

DBD

APPJ

Siateczko
wy-DBD

APPJ

FE-DBD

APPJ

FE-DBD

Czestotliw
os$ci
radiowe

DBD

Powietrze

Powietrze

He

He

He

Ar

Ar

He, He/O;

Powietrze

He

Powietrze

Ar

Powietrze

atmosferyczne

MDA-MB-231,
MCF-10A w L-
15/DMEM

Woda
redestylowana
dla komorek
MDA-MB-231

MCF-7 w
DMEM

MDA-MB-231
w RPMI 1640

DMEM dla
MCF10-Ai
MCF-7

MDA-MB-231
okryte cienka
warstwg DMEM

MCF-7 w RPMI
1640

MCF-10A,
MCF-7
zawieszone w
DMEM

AMJ13

MCEF-10A,
MCEF-7, MDA-
MB-231 w
DMEM lub
DMEM/F-12 lub
pozywki
aktywowane
plazma

MCF-7 w
pozywce
pozbawionej
surowicy

MDA-MB-231
w RPMI 1640

MCEF-10A,
MCF-12A,
MCF-7,

B. Zywotnosé
komorkowa,
Western Blot

P. Zywotno$é komorkowa

B. Zywotno$é komérkowa,
typ $mierci komorkowe;j

Zywotno$é komérkowa,
Western Blot

P. Zywotno$¢ komorkowa

B. Zywotno$é komorkowa

B. Tworzenie kolonii,
proliferacja komorkowa,
gPRC, Western Blot,
typ $mierci
komorkowej, transport
lekow i wrazliwos¢ na
nie

B. Zywotnoéé komorkowa,
typ $mierci
komorkowej,
wrazliwo$¢ na leki

B. Zywotno$¢ komorkowa,
proliferacja komérkowa

Zywotno$é komorkowa,
typ $mierci
komérkowej, test
zarysowania, Western
Blot

B. Zywotno$é komérkowa,
Ekspresja genowa,
gPCR,

B. Zywotno$é komérkowa,
test zarysowania

B. Zywotnosé
skomorkowa, typ
$mierci komorkowe;j,

60, 90, 120

1080

20, 40, 60,
120

60, 120,
180, 240

120, 240,
360

60, 120,
180, 240

Dziesi¢é
razy po 30
s,col
godzing

30, 60,
120, 300

5,10,15

B. 10, 20,
30, 40, 50
s. P. 60,
120, 180,
240, 300 .

5,10, 15

5, 10, 15,
20, 25

Dziesiec
razy po 30
s,col

Liu i wsp.,
2017

Subramani
an i wsp.,
2020

Zhang i
wsp., 2020

Jezehi
wsp., 2020

Mokhtari i
wsp., 2019

Gurung i
wsp., 2020

Park i
wsp., 2019

Mirpour i
wsp., 2014

Adil i
wsp., 2019

Xiang i
wsp., 2018

Adil i
wsp., 2020

Choi BBR
i wps.,
2017

Park i
wsp., 2015
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MDA-MB- Pirosekwencjonowanie, godzing
231, HCT-15, analiza $ciezek badz 600 s.
NCI-H1299, sygnatowych RT-PCR.
DBD Powietrze MDA-MB- Zywotnoéé komorkowa, 60, 120 Lin i wsp.,
atmosferyczne 231w PBS morfologia komodrkowa, 2020
typ $mierci
apoptotycznej, Western
Blot, gPCR
DBD Powietrze MCF-10A w Zywotnoé¢ komorkowa, 15, 30,45,  Kalghatgi i
atmosferyczne  DMEM/F-12 tworzenie kolonii, typ 60, 75,90, wsp., 2011
$mierci komorkowe;j, 115
frakcjonowanie,
Western Blot,
oznaczanie dimer
tymidynowych
Siateczko Ar MCF-10A, Tworzenie kolonii, Dziesigé Kimi
wy-DBD MCF-7 w Zywotnoé¢ komorkowa,  razy po30  wsp., 2020
RPMI 1640 RT-PCR, Metylacja s,col
DNA godzing
badz 600 s.
APPJ Powietrze MCF-7, Zywotnos$¢ komoérkowa, 60, 120 Almeida-
atmosferyczne ~ HCC1806 w Potencjat btony Ferreira i
DMEM mitochondrialnej, wsp., 2022
Ekspresja bialek BAX i
BCL2, Tworzenie
kolonii, Cykl
komorkowy,

Rozpatrujac sposdb napromieniowania komoérek linii czerniaka za pomocg zimnych
plazm, modele biologiczne moga by¢ bezposrednio wystawione na dziatanie stozka zimnej
plazmy (Bekeschus 1 wsp., 2017; Xia 1 wsp., 2019; Damia 1 wsp., 2009). W szczegdlnosci,
wspomniane sposoby traktowania opieraly si¢ o wykorzystanie uktadéw reakcyjno-
wytadowczych typu kINPen (Bekeschus i wsp., 2017), powierzchniowe DBD (ang. Surface
-DBD, S-DBD) (Xia i wsp., 2019) lub plazmowy dzet APPJ (Damia i wsp., 2009).
Bezposrednia ekspozycja komorek linii czerniaka na zimne plazmy zaprezentowana przez
zespot Xu (Xu 1 wsp., 2018), wskazatla znaczne uszkodzenie komoérek czerniaka
wystawionych na dziatanie uktadu APPJ, poprzez indukcje stresu oksydacyjnego.
Zaproponowano, ze zimna plazma wykazuje efekty cytotoksyczne wzgledem mysiego
czerniaka (B16BL6) glownie poprzez wytwarzanie RFT w fazie gazowej i cieklej, ktore
nastepnie  wykazuja  aktywnos¢  wewnatrz ~ komorek. Dostarczone  do
wewnatrzkomorkowego srodowiska RFT moga doprowadzi¢ do stresu oksydacyjnego a

tym samym dalej do uszkodzen sktadnikow komorek, co zostalo wczesniej opisane
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(Fraszczak 1 wsp., 2010). W tym przypadku najwicksze zmniejszenie zywotnosSci
komoérkowej podczas napromieniowania zimnymi plazmami wystapilo dla najkrétszego
czasu napromieniowania. Komorki poddane wczesniejszemu dziataniu acetylocysteiny
(powszechnie wykorzystywany zwigzek do maskowania wolnych rodnikéw), ktore
nastgpnie poddano aktywnosci zimnych plazm w czasie 90 s, nie doprowadzilo do
obnizenia zywotnos$ci komoérkowej (Xu i wsp., 2018). Obserwowane wyniki jednoznacznie
potwierdzity brak fizycznego oddzialywania stozka zimnych plazm na zywotno$é
rozpatrywanego modelu biologicznego. Komorki poddane bezposredniemu traktowaniu
zimng plazma zostaty zbadane z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowe;j
TEM (ang. Transmission Electrom Microscopy) wykazujac, ze zwigkszenie czasu
napromieniowania doprowadzito do znacznego powigkszenia wielko§ci mitochondrium
komoérkowego, retikulum endoplazmatycznego 1 wyciekdéw cytoplazmy. Ponadto obecnos¢
RFT wewnatrz komoérek doprowadzita do degradacji DNA komdrek nowotworowych (Xu
i wsp., 2018). Celem potwierdzenia hipotetycznej roli stresu oksydacyjnego generowanego
zimnymi plazmami, zmierzono zawartos¢ wewnatrzkomorkowego stezenia reaktywnych
form tlenu. Potwierdzono tym samym, zZe stezenie RFT wewnatrz komodrek czerniaka
napromieniowanych zimng plazmg wzrosto siedmiokrotnie w poréwnaniu z komorkami
nietraktowanymi. Zauwazono ponadto, ze wydluzenie czasu napromieniowania znacznie
zmniejsza zdolnosci antyoksydacyjne jak i zawarto$¢ glutationu. Wystapienie peroksydacji
lipidéw 1 wolnych aldehydow malonowych, stanowigcych typowe biomarkery uszkodzen
oksydacyjnych sktadnikéw komorkowych zostalo potwierdzone i1 wzrastalo wraz z
wydtuzeniem czasu traktowania zimnymi plazmami, tym samym wskazujac na obecno$¢
zwiazkow utleniajacych wewnatrz srodowiska komérkowego, prowadzac do uszkodzen za
sprawg RFT (Xu 1 wsp., 2018). Kolejne podejscie zbadania bezposredniego traktowania
komorek linii czerniaka zimng plazma podjat zespot Bakeschus (Bakeschus 1 wsp., 2017).
Rozpatrujac  wspotczesnie rozwijane trendy badawcze w zwalczaniu czerniaka,
immunomodulacja stanowi wazny aspekt do zaproponowania skutecznego remedium.
Celem zbadania immunogenno$ci traktowania zimng plazmg, zostaly zbadane liczne
molekuty powierzchniowe zwigzane z immunomodulacja mysiego czerniaka. Komorki linii
mysiego czerniaka B16F10 zostaty poddane bezposredniemu traktowaniu zimng plazma w
roznych odcinkach czasowych. W trakcie prowadzonych badan stwierdzono znaczny
przyrost wewnatrzkomorkowych utleniaczy wraz z wydluZzeniem czasu ekspozycji na
zimng plazmg¢. Najwyzszy efekt cytotoksycznosci uzyskano w trakcie 60 i 120 sekundowe;j

ekspozycji na zroédto zimnej plazmy. Dluzszy czas napromieniowania badanych linii
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komoérkowych doprowadzit do znacznego obnizenia Sredniej wielkosci komorek.
Odksztatcenia komorek zostaty zbadane i zliczone dla kazdej komorki z wykorzystaniem
techniki badawczej cytometrii przeptywowej odksztatcen w czasie rzeczywistym (ang.
flowing real-time deformability cytometry, RT-DC) a takze technik obrazowania.
Zmnigjszenie powierzchni komoérek nowotworowych poddanych dziataniu zimnych plazm
zwigzane jest z zahamowaniem zdolnosci do proliferacji i ruchliwosci komorek.
Powigkszenie sredniej wielkosci jader komorkowych komoérek mysiego czerniaka zdaje si¢
by¢ powigzane z zaburzeniami cyklu zyciowego komodrek. Wydtuzenie czasu
napromieniowania doprowadzilo do wystgpienia najliczniejszej grupy komorek
znajdujacych si¢ w terminalnym stadium $mierci komodrkowej. Z analiz wystapienia
immunogennej $mierci komorek, ekspresja MC-1R (receptora melanokortyny 1) byta
zwigkszona po 4 i 24 godzinach od potraktowania zimng plazma. Nast¢pnie potwierdzono
znaczne zwigkszenie ekspresji biatek gldéwnego uktadu zgodnosci tkankowej klasy 1 (MHC
1) po 24 godzinach od traktowania. Ostatecznie odnotowano rowniez znaczng ekspresje
kluczowych molekut dla wystapienia immunogennej $mierci komorkowej — kalretikuliny
(CTR), w szczegblnosci po 4 1 24 godzinach od ekspozycji na zimne plazmy. Wyniki te
wskazuja na wystgpienie immunomodulacji komorek mysiego czerniaka poddanych
dzialaniom zimnych plazm atmosferycznych (Bakeschus 1 wsp., 2017). Opierajac si¢ na
przedstawionych wynikach badan eksperymentalnych, potwierdzono efektywnos$é
bezposredniego traktowania zimnymi plazmami mysiego czerniaka, co moze stanowic
obiecujacy alternatywe do immunomodulacji w onkologii (Bakeschus 1 wsp., 2017). W
pracy zespotu Xia (Xia 1 wsp., 2019) zrealizowano badania nad wykorzystaniem
bezposredniego traktowania zimnymi plazmami komorek linii ludzkiego czerniaka.
Wybierajac komorki linii A375, A875 jak réwniez komorki ludzkich keratynocytow
HaCaT, poddano je napromieniowaniu w czterech przedzialach czasowych. Stwierdzono,
ze czas 2 1 3 minut ekspozycji prowadzil do tworzenia pecherzy i obnizenia gestosci
wewnetrznej komorek nowotworowych, podczas gdy komorki linit HaCaT wykazaly
nieznaczne zmiany w morfologii komorki. Wykazano ponadto znaczng redukcje
zywotnosci komorek w przypadku komorek linii A375 1 A875 w sposob zalezny od czasu
traktowania. Szkodliwe oddziatywanie zimnych plazm na komoérki HaCaT uzyskano dla
czasOw ekspozycji powyzej 2 minut traktowania. Uzyskane wyniki zdajg si¢ wskazywac na
mozliwg wysoka selektywno$¢ inicjacji $§mierci komoérkowej poprzez dobor odpowiedniej
dlugo$ci czasu traktowania zimng plazmg. Po 12 godzinach od wykorzystania zimnej

plazmy na badane komodrki odnotowano nieznaczny wzrost potencjalu blonowego
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mitochondrium. Zmiany w potencjale blonowym moga by¢ powigzane ze zdolnos$cia
przepuszczalno$ci mitochondrialnej. Zjawisko to moze prowadzi¢ do tworzenia porow w
wewnetrznej btonie mitochondrialnej, stwarzajac tym samym mozliwo$¢ do wymiany
sktadnikow pomiedzy cytoplazmag i Srodowiskiem mitochondrium komorek. Ostatecznie,
inicjujac ostatni etap apoptotycznej $mierci komorkowej, doprowadza to do wzrostu
zdolno$ci wymiany molekut wewnatrz komorki. Tym samym, wzrost zdolnoSci
przepuszczania blony komorkowej zwigzany jest ze Smiercig apoptotyczng, co moze zostac
potwierdzone poprzez wykorzystanie barwnikow potencjometrycznych. Po nastepnych 18
— 24 godzinach, poréwnujac potencjat przenikania btony mitochondrium, okazat si¢ by¢ on
nizszy w poréwnaniu z komoérkami nietraktowanymi. Dalsze badania wykazatly, ze
napromieniowanie zimng plazma doprowadzito do znacznego wzrostu aktywacji kaspazy 2
i 3, lecz nie kaspazy 9, bedacej biatkiem powigzanym z uszkodzeniem mitochondrium.
Analiza $ciezek sygnatowych receptorow $mierci wskazata, ze poziom TNF-a, Fas i FasL
wzrastal podczas traktowania zimng plazma w sposéb zalezny od czasu ekspozycji. Poziom
TNFR1 wzrastal jedynie w przypadku komorek linii A375 napromieniowanej w czasie 3
min, podczas gdy w przypadku komoérek A875 nie odnotowano wzrostu poziomu TNFR1.
Warto nadmieni¢, ze zaproponowane zrodlo wytwarzania zimnych plazm tj.
powierzchniowe wytadowania barierowe (S-DBD), generujgce gléwnie jony NO2 i NO3”
w sposob zalezny od dlugosci traktowania. Stgzenie tych RFA mozna bylo znaczaco
zwigkszy¢, poprzez wydluzenie czasu napromieniowania. Trzeci gtowny przedstawiciel
reaktywnych form - H20 byt rowniez generowany, jednakze jego st¢zenie malato wraz z
wydtuzeniem czasu traktowania. Stgzenie wewnatrzkomorkowych RFT znaczaco malato
wraz z czasem ekspozycji w komorkach linii A375 1 A875. Przeciwna sytuacja zostata
stwierdzona dla st¢zenia wewnatrzkomorkowego NO, wzrastajagcego wewnatrz komorek
wraz z wydtuzonym czasem traktowania. Komorki linii A375 wykazaty najwyzszy poziom
INOS po napromieniowaniu zimng plazmg. Wprowadzenie inhibitorow iNOS bez dodatku
zwigzkow maskujacych RFT do srodowiska komorkowego przyczynito si¢ do znaczacego
obnizenia czgstosci Smierci apoptotycznej. Z tej perspektywy zasugerowano, ze gtéwnym
czynnikiem inicjujacym  apoptotycznag Smier¢  komodrkowa jest  aktywnos$¢
wewnatrzkomorkowych zwigzkéw NO, ktére regulowane sg za pomocag Systryny-2.
Systryny-2 sa biatkami zaangazowanymi w odpowiedz komoérkowa na warunki stresowe i
reguluja wzrost komorek i takze ich przezywalno$¢, a jej poziom zostat okreslony w
komorkach czerniaka A375 1 A875 po traktowaniu zimnymi plazmami. Napromieniowanie

zimng plazmg doprowadzito do zwigkszonej ekspresji biatek Systryny-2 w obydwu liniach
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komorkowych wraz z wydluzeniem czasu traktowania. Ponadto ustalono, ze $mier¢
apoptotyczna komorek linii A375 po napromieniowaniu zostala obnizona wraz ze
zmniejszong ekspresjg biatek Systryny-2. Wyciszajac ekspresje Systryny-2 potwierdzono
obnizenie poziomu iNOS podczas traktowania zimnymi plazmami, co doprowadzito do
zmnigjszonego wytworzenia wewnatrzkomorkowych zwigzkow NO. Z drugiej strony,
znaczaca eckspresja biatek Systryny-2 nastepujaca po zastosowaniu zimnej plazmy
spowodowata zwigkszone wytwarzanie iNOs, Fas 1 FasL, tym samym, doprowadzajac do
zwigkszonej $§mierci apoptotycznej (Xia 1 wsp., 2019). Nieco odmienne podejscie do
zbadania tematyki zostalo przedstawione przez zespot Chen (Chen i wsp., 2018), gdzie
badano indukcje $mierci apoptotycznej wsrod komorek linii czerniaka, analizujgc materiat
biologiczny wystawiony na dziatanie plazmowego dzetu APPJ. Do okreslenia aktywnosci
metabolicznej komorek nowotworowych wykorzystano test MTT, a §rednia dawka
$miertelna (ang. median Lethal Dose 50, LD50) zaobserwowana zostala po 3 minutach
napromieniowania komoérek zréodlem zimnych plazm, podczas gdy dluzsze czasy
napromieniowania prowadzg do zmniejszenia efektywnosci. Wzrost liczby komorek
poddawanych traktowaniu zimng plazmg przyczyniat si¢ do umniejszenia efektywnosci
napromieniowania. Co ciekawe, natychmiast po napromieniowaniu komoérek stwierdzono
wystapienie $§mierci apoptotycznej, a nie nekrotycznej. Migracja komorek zostata zbadana
z wykorzystaniem testu zarysowania, wskazujac na nieznaczne zahamowanie mobilnosci
komorek wraz z wydtuzeniem czasu napromieniowania. Tym samym potwierdzono, ze
poddanie komorek czerniaka dziataniu zimnej plazmy w znacznym stopniu prowadzi do
zahamowania mobilnosci komoérek, a takze obniza ich zywotno$é, doprowadzajac do

$mierci apoptotyczne;.

Perspektywy podejmowanych prac nad wykorzystaniem zrodet zimnych plazm do
bezposredniego traktowania komorek raka piersi i1 skory, stanowig obiecujaca alternatywe
do stworzenia produktu klinicznego mogacego zmniejszy¢ rozmiar nowotworu, a takze
zainicjowanie zaprogramowanej $mierci komorkowej. Gtéwnymi atutami prowadzenia
bezposredniego dziatania zimnej plazmy na raka piersi i czerniaka wydaja si¢ by¢ precyzja
kontrolowania traktowanego obszaru, szybkie szacowanie poczynionych szkoéd na
napromieniowanych powierzchniach a takze prostota adaptacji tej techniki w terapiach
mieszanych z chemoterapeutykami lub terapia fotodynamiczng. Efektywnos$é
wykorzystania bezposredniego napromieniowania zimng plazmg moze by¢ rowniez

powigzana z wytworzeniem RFT i RFA o krotkim czasie Zycia. Formy te, bedac
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zaangazowane w aktywno$¢ przeciwnowotworowg jak rowniez uczestniczac w reakcjach
kaskadowych prowadza do wytworzenia RFT i RFA o dlugim czasie zycia badz
zwigkszeniu stezenia tych form w $srodowisku wewnatrzkomorkowym. Z perspektywy
stworzenia produktu klinicznego, takie urzadzenia moga by¢ stosowane przez wyszkolony
personel pielggniarski badZz techniczny, rzutujac na prostot¢ wykorzystania

przygotowanego produktu.

4.6. Podejscie laczace bezposrednie i posrednie traktowanie komoérek nowotworowych
zrédlami zimnych plazm atmosferycznych

Ostatnimi czasy, na popularno$ci zyskuja prace badawcze wykorzystujace zrodia
zimnych plazm w spos6b mieszany, jednoczesnie podejmujac traktowania bezposredniego
i posredniego jedynie komorek linii czerniaka. Niewielkie zainteresowanie
wykorzystaniem traktowania mieszanego wzgledem komorek raka piersi moze byc¢
uwarunkowane trudnym dostgpem zmian nowotworowych dla systeméw zimnej plazmy.
Jednakze, prace skupiajace si¢ nad wykorzystaniem ukladow zimnej plazmy z innymi

metodami zwalczania nowotworu piersi nie zostaja poruszane.

Glowna przyczyng realizowanych prac skupiajacych si¢ wokol czerniaka jest
potencjalna mozliwos$¢ zastapienia stosowania chemoterapeutykdéw ze wzgledu na wysokie
koszty kuracji i zwigzanymi z ich stosowaniem licznymi skutkami ubocznymi dla catego
organizmu. W podrozdziale 4.4. Posrednie traktowanie komoérek nowotworowych
zimnymi plazmami atmosferycznymi dedykowane do badan nad komoérkami linii raka
piersi i czerniaka zostaly omowione przyktady braku szkodliwosci cieczy aktywowanych
zimng plazma na komorki nienowotworowe, a koszty wytworzenia terapeutyku stanowia
jedynie cen¢ medium ciektego, gazu wytadowczego, eksploatacji elektrycznosci 1 uktadu
reakcyjno-wytadowczego, czynigc te alternatywe przystepng dla pacjentow z kazdym
typem ubezpieczenia zdrowotnego. Ponadto synergiczne wykorzystanie zimnych plazm i
cieczy nimi aktywowanych moze w znacznym stopniu zwigkszy¢ efektywnos¢
przeciwnowotworowg takiego podejscia, ograniczajgc tym samym ewentualne skutki

uboczne.

Rozpatrujac doniesienia naukowe wykorzystujace podejScie mieszane, w pracach
zespotu Saadati (Saadati i wsp., 2018) wykorzystano jako model in vitro komorki linii
B16F10, poddane dziataniu zimnych plazm w sposdb bezposredni, posredni, a takze
polaczenie traktowania posredniego z roztworami chemoterapeutykow. Analizujac

reaktywne formy z fazy gazowej, stwierdzono najintensywniejsze sygnaly nalezace do NO,
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O3, OH®, N2, N2" i O. Dla eksperymentow z traktowaniem bezpo$rednim, zywotno$é
komoérkowa powigzana zostala z objetoscig nowotworu podskornie wszczepionego, gdzie
stwierdzono jego 50-krotng redukcj¢ objetosci. Najwickszy wskaznik przezywalnosci
modeli mysich z podskoérnie wszczepionym nowotworem uzyskano w przypadku terapii
taczonej, gdzie 70% grupy badawczej przetrwata do 40 dnia eksperymentu. W przypadku
grupy kontrolnej, kazda z myszy zeszta $miertelnie przed 30 dniem eksperymentu. Badania
te wskazaty, ze polaczenie aktywnos$ci roztworu aktywowanego zimng plazmag i
chemoterapeutyku wykazuje najwicksza efektywnos$¢ przeciwnowotworowg i wysoki
potencjat aplikacyjny wzgledem nowotwordéw podskornych. Wyniki te ponadto pozostaja
w dobrej korelacji z pracami wczesniej omoéwionymi przez zespot Daeschlein (Daeschlein
i wsp., 2018).

Nastepna praca podjeta badania majace na celu okreslenie wptywu kilku parametrow na
zywotnos¢ komorkowa dwoch rodzajow czerniaka (Malme-3M 1 SK-MEL-28), a takze
glejaka wielopostaciowego (LN229 i U87). Wybrane linie komorkowe zostaty poddane
bezposredniemu dziataniu zimnych mikroplazm typu plazmowego dzetu (u-APPJ) i w
sposob posredni, inkubujac komorki w cieczy aktywowanej zimng plazmg. Do inicjacji
wyladowan zimnych plazm wykorzystano mieszanke helu z tlenem lub azotem jako gaz
plazmotworczy. Dodatek azotu przyczynit si¢ do zwigkszonego wytworzenia RFA, w
szczegolnosci  rodnikow NO°®, ktéry moze zmienia¢ uzyskiwang odpowiedz
przeciwutleniajaca traktowanych komorek (Joshi i wsp., 1999). Ponadto stwierdzono
zajscie reakcji kaskadowych pomiedzy NO® i O, prowadzac do wytworzenia
nadtlenoazotynéw, ktore wykazuja silny efekt przeciwnowotworowy (Fraszczak i1 wsp.,
2010). Linia komoérkowa wykazujaca najwigksza opornos¢ byta SK-MEL-28 z potowa
maksymalnego st¢zenia hamujacego (ang. half maximal inhibitory concentration, ang.
IC50) uzyskang po 11 minutach napromieniowania. Najwyzsza wrazliwos¢ traktowania
zostata stwierdzona dla linii U87, gdzie wigkszo§¢ komorek ulegta §mierci przy czasie
bezposredniego napromieniowania 7 minut. Badajac traktowanie posrednie, efektywnosé
przeciwnowotworowa byta poréwnywalna z tg uzyskang dla traktowania bezposredniego
wzgledem komorek linii SK-MEL-28 1 U87. W pracy tej wskazano, ze poszczegdlne
modele biologiczne wykazuja rézna wrazliwos¢ wzglgdem poszczegolnych RFT i RFA,
ktérych stezenie zalezne jest od sposobu traktowania i wykorzystanej mieszaniny gazu
plazmotworczego. Analiza cytometrii przeptywowej potwierdzita, ze $mier¢ nekrotyczna

byla gtowna przyczyna $mierci komorkowej inicjowane] poprzez dzialalno$¢ zimnej
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plazmy. Ogoélnie podsumowano, ze we wszystkich grupach badawczych, komorki linii SK-
MEL-28 i LN229 okazaly si¢ najmniej podatne na dzialalno§¢ zimnej plazmy w
poréwnaniu z pozostalymi modelami biologicznymi. Komorki linii Malme-3M i U87,
wykazujg ekspresje biatka p53 typu dzikiego a takze genu CDKN2A, natomiast komorki
linii SK-MEL-28 i LN229 wykazujace ekspresje zmutowanego biatka p53 i dziki typ genu
CDKN2A. Widoczne braki ekspresji biatka p53 w tych liniach komoérkowych
najprawdopodobniej powigzane sg z ich wysoka podatno$cig na traktowanie zimnymi
plazmami. Ponadto, brak ekspresji biatka p53 moze prowadzi¢ do wzrostu endogennego
poziomu RFT, uwrazliwiajac komorki na stres oksydacyjny i inicjacj¢ S$mierci
apoptotycznej. Tak jak wspomniano na poczatku tego podrozdziatu, podejscie taczace
traktowanie posrednie i1 bezposrednie zimnymi plazmami znaczaco podniosto potencjat
przeciwnowotworowy. Mozliwo$¢ zastapienia chemoterapeutyku poprzez ciecze
aktywowane zimnymi plazmami nie stanowi duzego zagrozenia na chwile obecna.
Jednakze szczegdétowe przesledzenie reakcji kaskadowych pomiedzy reaktywnymi
formami tlenu i azotu o dlugim czasie zycia w cieczach napromieniowanych i molekutami
w pozywkach hodowlanych lub innych terapetykow powinno zosta¢ przeprowadzone celem
wyeliminowania ewentualnej szkodliwosci wzgledem s$rodowiska nienowotworowego.
Potaczenie podejscia posredniego 1 bezposredniego moze zapewni¢ w przysztosci
nieagresywna metode do indukowania §mierci apoptotycznej komorek o wysokim stopniu

selektywnosci 1 wrazliwosci wzgledem komorek czerniaka.

Material zaprezentowany w tej czesci zostat opublikowany w artykule: — Terefinko
D., Dzimitrowicz A.P., Bielawska-Pohl A., Klimczak A., Pohl P., Jamroz P. ,.Biological
Effects of Cold Atmospheric Pressure Plasma on Skin Cancer” Plasma Chemistry and
Plasma Processing, vol. 41, s. 507-529. IF=2.990, MNISW=100.

4.7. Aktywnosé biologiczna zimnych plazm atmosferycznych w zmniejszaniu zjawiska
wielolekowej opornosci patogenow bakteryjnych

Poczatkiem badan nad antybiotykami bylo przypadkowe odkrycie Aleksandra
Fleminga, gdzie na dlugo przetrzymywanej plytce Petriego woko6t kolonii plesni
Penicillium, powstala zauwazalna strefa zahamowania wzrostu bakterii gronkowca
zlocistego — Staphylococcus aureus. Dyfundujacy do podioza biologicznie aktywny
czynnik zostala nazwana przez Fleminga mianem penicyliny, a jej rok odkrycia 1928
uwazany jest za poczatek rozkwitu badan nad wtornymi produktami metabolizmu

mikroorganizméw do zastosowan wzgledem zakazen bakteryjnych- antybiotykow
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(Markiewicz 1 wsp., 2001). Od tego przelomowego momentu, farmaceutyki te byty
uwazane za remedium na wszelkiego rodzaju zachorowania bakteryjne. Poglad ten
przyczynit si¢ do wielkoskalowej produkcji siegajacej 100 000 ton rocznie na calym §wiecie
(Nikaido 1 wsp., 2009). Wielotonazowa produkcja, tatwos$¢ dostgpu 1 powszechnos¢
wykorzystania antybiotykdw, przyczyniajg si¢ do licznych problemoéw z tym zwigzanych.
Leki te czesto bywaja przypisywane w sposob nieprawidlowy, bez uprzedniego zbadania
wrazliwos$ci poszczegolnych szczepow bakteryjnych na czynnik aktywny, badz pod katem
objawéw wywolywanych przez patogeny. Czesto pomija si¢ dobierania odpowiednich
dawek antybiotyku, a takze odpowiedniego poinformowania pacjentow o koniecznosci
zrealizowania kuracji do jej konca. Wspomniane praktyki doprowadzajg do rozwinigcia
zjawiska lekoopornosci  patogenéw  wzgledem najczgdciej wykorzystywanych
farmaceutykow. Problem ten jest naglacy i z czasem przybiera na sile. Srodowiska naukowe
szacuja, ze ze wzgledow na rozwijajacy si¢ proces lekoopornosci szczepow bakteryjnych,
doprowadzi do ponad 10 milionowego wzrostu zgonow ludzi do roku 2050 (Kwon i wsp.,
2021). Prébujac wyj$¢ tym problemom naprzeciw, podejmowane s3 starania stworzenia
nowych antybiotykow- obecnie 13 nowych zwigzkow znajduje w fazie 3 badan klinicznych.
Niewielka ilo$§¢ prowadzonych prac nad nowymi farmaceutykami, wigze si¢ m.in. z
wysokimi kosztami prowadzonych badan, dtugiego czasu ich realizacji, a takze duzymi
naktadami pienigdzy 1 ludzi zaangazowanych w badaniach. Tak niewielka ilo$¢
rozpracowywanych nowych medykamentow polaczona z postgpujacym zjawiskiem
rozwoju bakterii lekoopornych, niesie za sobg niezbedno$¢ podjecia prac nad zachowaniem
potencjatu antybakteryjnego najczesciej wykorzystywanych antybiotykow
wykorzystywanych w medycynie 1 weterynarii. Najczgstszymi kierunkami wykorzystania
antybiotykdw pozostaja medycyna i hodowle zwierzgce, przyczyniajac si¢ do najwigkszego
wktadu w zanieczyszczanie srodowiska naturalnego (Giger i wsp., 2003). Wody gruntowe
1 powierzchniowe zanieczyszczane s3 antybiotykami poprzez dzialalnos¢ ludzka-
nieodpowiednio gospodarujac odpady medyczne, jak rowniez przenikajac z moczem i

odchodami z gospodarstwa domowego lub o§rodkow medycznych.

Przypatrujac si¢ przemystowi zywnosciowemu 1 hodowli zwierzat, antybiotyki sa
szeroko wykorzystywane nie tylko do zwalczania zachorowan bakteryjnych, prewencyjnie,
a takze do przyspieszania wzrostu i zwigkszenia masy ciata (Kuppusamy i wsp., 2018).
Sumaryczne wykorzystanie antybiotykow do wytwarzania zywnos$ci przekracza ilo$ci

farmaceutykow aplikowanych w ochronie zdrowia cztowieka (Gelband 1 wsp., 2015).
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Antybiotyki przenikaja do $rodowiska naturalnego poprzez zastosowanie obornika do
nawozenia gleby, wraz z moczem a takze na kazdym etapie przetwoOrstwa zywnosSci
(Kuppusamy 1 wsp., 2018). Wynikiem takich dziatan jest dostrzegalna akumulacja
antybiotykow 1 ich pochodnych w powietrzu, wodzie, a takze obserwowana bioakumulacja
w glebie, niosgc tym samym wysokie zagrozenie dla catego srodowiska (Ding i wsp., 2014).
Na szczegdlng uwage zastluguje odnotowywany negatywny wplyw zanieczyszczen
antybiotykami na ekosystem wodny (Kovalakova i wsp., 2020; Xu i wsp., 2021). Przy
niewielkich stezeniach farmaceutykow tj. 10 mg/dm?® stwierdzono zauwazalne zaburzenia
wytwarzania tlenu, wigzania azotu i zaburzenia tancucha pokarmowego ekosystemu
wodnego, gléwnie wsrod glondw i sinic (Kovalakova i wsp., 2020). Rozpatrujac
wielopokoleniowa ekspozycj¢ Rozwielitki wielkiej (Daphnia magna) na tetracykling o
stezeniu od 0,1 do 5,0 mg/dm?®, odnotowano zaburzenia ich morfologii, dtugosci zycia i
ptodnosci (Xu i wsp., 2021). Akumulacja farmaceutykow w $rodowisku naturalnym
przyktada si¢ do rozwoju trwajacej selekcji opornosci lekowej wsrod patogenow
bakteryjnych (Nikaido i wsp., 2009). Zjawisko to prowadzi do coraz czestszej izolacji
szczepow wielolekowej opornosci (ang. multidrug resistant, MDR), skutecznie obnizajac
perspektywy terapeutyczne wsrdd zarazonych pacjentow. Wartym przytoczenia
przyktadem jest oporny na metacyling szczep Staphylococcus aureus (ang. methicillin-
resistant Staphylococcus aureus, MRSA), ktory roéwniez wykazuje oporno$¢ na dziatanie
aminoglikozydow, tetracykliny, makrolidy, linkozamidy i chloroamfenikolu (Nikaido i
wsp., 2009). Do zwalczania tak opornych patogenéow wykorzystuje si¢ antybiotyki
glikopeptydowe — Wankomycyng, wykorzystywang najczesciej w terapii wzgledem
zagrazajacych  zyciu infekcjom bakterii  Gram(+). Jednakze w  $rodowisku
zanieczyszczanym przez odpady szpitalne, potwierdzono wystapienia szczepow
Staphylococcus aureus odpornych na dziatanie wankomycyny (VRSA). Zjawisko to, tym
bardziej niebezpieczne ze wzgledow na fakt odnotowania 18 964 zgonéw w wyniku infekcji
Staphylococcusem aureusem w roku 2006 w USA (Active Bacterial Core Surveillance
2010). Wzrastajaca corocznie ilo$¢ zgonéw wywotanych zakazeniami bakteryjnymi rzutuje
na konieczno$ci poszukiwania nowych rozwigzan celem zahamowania procesu nabywania
wielolekowej opornos$ci wsrod szczepdéw bakteryjnych. Jednym z mozliwych rozwigzan
pozostaje ograniczenie dostepu swobodnie wystepujacych mikroorganizméow na dawki
subletalne najczesciej aplikowanych antybiotykéw w medycynie, weterynarii i przemysle
zywieniowym, tym samym redukujac czestotliwo$¢ przenoszenia genetycznych

uwarunkowan opornosci (wystepujacych m.in. w plazmidach, transpozonie lub integronie
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) (Ding i wsp., 2014) wsrod zjadliwych patogendw czlowieka. Najczesciej wykorzystywane
stacje oczyszczania $cieckow wykazuja znikoma zdolno$¢ do usuwania antybiotykéw a
takze innych lekow biobdjczych ze Sciekow. Z tego tez wzgledu wystepuje wysokie
zapotrzebowanie na rozwijanie 1 wykorzystanie efektywnych metod do rozktadu
biologicznie aktywnych molekut ze srodowiska wodnego o r6znym pochodzeniu. Obecnie
rozwijanych jest kilka roznych podej$¢ eliminacji antybiotykow ze $sciekow, wlaczajac w
to metody Zaawansowanych Procesow Utleniania (ang. Advanced Oxidation Process,
AOP) tj. reakcje foto-Fentona, ozonowanie i proceséw fotokatalitycznych (Elmolla i wsp.,
2010; de Souza Santos i wsp., 2015; Liu i wsp., 2014). Obok zadowalajacego stopienia
efektywnosci rozkladu antybiotykdéw przez zaawansowane procesy utleniania, wytworzone
produkty posrednie wykazuja wysoki poziom toksyczno$ci (Elmolla i wsp., 2010; de Souza
Santos i wsp., 2015; Liu i wsp., 2014). Z tego tez wzgledu, procesy angazujace zimne
plazmy atmosferyczne moga stanowi¢ obiecujacg alternatywe dla procesow
zaawansowanego utleniania. Efektywnos$¢ rozktadu antybiotykéw z wykorzystaniem
zjawiska zimnej plazmy zwigzana jest w glownej mierze z generacja RFT i RFA, w
szczegolnosci jonow NO2, NOz,, ozonu (Os), nadtlenku wodoru (H202), rodnikow
hydroksylowych (OH®), tlenu atomowego (O) (Bruggeman i wsp., 2016) i promieniowania
UV (Magureanu i wsp., 2021).

Obecnie prowadzone sa nieliczne badania skupiajace si¢ wokol mozliwosci
wykorzystania uktadow reakcyjno-wyltadowczych generujgcych zimng plazme do rozktadu
antybiotykow z cieczy. Uklady zimnej plazmy zostaty jak dotad zaangazowane do badan
nad rozktadem ofloksacyny (OFX) (Magureanu i wsp., 2011; Sarangapani i wsp., 2019),
doksycykliny (DXC) (ElI Shaer i wsp., 2020; Sokolov i wsp., 2018; Dzimitrowicz i wsp.,
2022), ampicyliny (AMP) (Magureanu i wsp., 2011; Smith i wsp., 2018), chloroamfenikolu
(ChRP) (Guo i wsp., 2019), Cyprofloksacyny (Sarangapani i wsp., 2019; Park i wsp., 2019;
Li i wsp., 2020) i enrofloksacyne (Aggelopoulos i wsp., 2020). W przytoczonych pracach,
wytadowania barierowe (Sarangapani i wsp., 2019; Magureanu i wsp., 2011; Smith i wsp.,
2018; Aggelopoulos i wsp., 2020; lervolino i wsp., 2019 ), pulsowe wytadowania koronowe
(ang. Puls-corona discharge, PCD), APPJ (Park i wsp., 2019; Li i wsp., 2020), a takze
wyladowania zimnej plazmy prowadzone nad jak pod powierzchnig wody (el Shaer i wsp.,
2020; Guo i wsp., 2019) byly wykorzystywane. W przytoczonych pracach badawczych
zimna plazma generowana byta w atmosferze tlenu (Magureanu i wsp., 2011) lub powietrza

(Sarangapani i wsp., 2019; Smith i wsp., 2018; Aggelopoulos i wsp., 2020; Guo i wsp.,
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2019; el Shaer i wsp., 2020; Sokolov i wsp., 2018; Park i wsp., 2019; lervolino i wsp., 2019;
Li i wsp., 2020; Dzimitrowicz i wsp., 2022 ). Proces rozktadu farmaceutykow prowadzony
byl z uzyciem wylacznie roztworéw wodnych pojedynczego antybiotyku. Ponadto
przytoczone uktady reakcyjno-wyladowcze operowane byly w trybie stacjonarnym,
ograniczajac tym samym objetosci napromieniowanych roztworéw wodnych, tym samym
ograniczajac efektywnos¢ prowadzonego procesu. Jedynie w przypadku pracy zespotu

Sokolova wykorzystano cyrkulacyjny przeptyw traktowanego roztworu (Sokolov 1 wsp.,

2018).

Podjete zostaly starania nad stworzeniem i1 przeprowadzeniem wieloczynnikowej
optymalizacji parametrow operowania pidra plazmowego a takze szczotki plazmowe;j,
dedykowanych do proceséw degradacji antybiotykow z roztworéw wodnych. Gtowna
motywacja podejmowanych prac byla cheé zaproponowania ekologicznej metody
umozliwiajacej przeprowadzenie oczyszczania wody z Ofloksacyny (OFX), Doksycykliny
(DXC), Ampicyliny (AMP), Chloroamfenikolu (ChRP) oraz mieszanin tych antybiotykow
o wybranych stezeniach. Majac rowniez na uwadze mozliwo$¢ rozwoju wielolekowej
opornosci patogenéw wystawionych na dziatanie dawek subletalnych wymienionych
farmaceutykow, roztwory po traktowaniu zimng plazma byly wykorzystane do badan

wzgledem bakterii z grupy Gram(-) i Gram(+).
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5. Cel i zakres prowadzonych prac

Celem pracy bylto zbadanie aktywnosci biologicznej r6znych uktadéw zimnej plazmy
atmosferycznej. Podjete prace odznaczaly si¢ interdyscyplinarnym charakterem laczac ze
sobg badania z obszaru chemii plazmy i okreslenia jej aktywnosci biologicznej. Zadania

badawcze zostaly podzielone na trzy etapy:

I.  Pos$rednie zastosowanie uktadu zimnej plazmy atmosferycznej do zahamowania
aktywnosci biologicznej komorek raka piersi

[l. Bezposrednie 1 mieszane zastosowanie ukladow zimnych plazm

atmosferycznych do zahamowania aktywnosci biologicznej komorek raka piersi

I1l.  Bezpos$rednie zastosowanie uktadow zimnych plazm atmosferycznych do

obnizenia aktywnosci biologicznej wodnych roztworéw antybiotykdéw
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Zadanie |. Posrednie zastosowanie ukladu zimnej plazmy atmosferycznej do

zahamowania aktywnosci biologicznej komorek raka piersi

Pierwszym zadaniem badawczym zaprezentowanej rozprawy bylo przygotowanie i
scharakteryzowanie uktadu wytadowczego, generujacego helowe zimne plazmy
atmosferyczne w wyniku wytadowan barierowych do wywotania zmian w Zywotnosci,
zdolnosci do migracji 1 indukcji zaprogramowanej $mierci komorkowej wobec linii
komorkowych ludzkiego nowotworu piersi — MCF-7 i MDA-MB-231 i nienowotworowej
linit MCF-10A.

Hipoteza badawcza: omawiany uktad wytadowczy, generujacy zimne plazmy w
atmosferze helu, w wyniku wytadowan barierowych stanowi bogate zrédto reaktywnych
form tlenu i azotu, mogacych wptyna¢ na zaburzenie proceséw metabolicznych, zdolno$ci
do migracji 1 wywolania apoptozy w komorkach ludzkiego nowotworu piersi, poddanych

dzialaniu tychze wytadowan w sposob posredni, bezposredni, i mieszany.

Celem wywotlania okreslonej odpowiedzi biologicznej, uktad wytadowczy generujacy
zimng plazme zostat wykorzystany do napromieniowania pozywek hodowlanych takich jak
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) i Opti-MEM (Optimum Modified Eagle
Medium), a nastgpnie wykorzystania tak przygotowanych pozywek do hodowli linii
komorek ludzkiego nowotworu piersi — MCF-7 oraz MDA-MB-231, a takze ludzkiej
nienowotworowej linii komoérkowej MCF-10A. Ponadto, wptyw warunkow poddawania
pozywek hodowlanych, aktywacji wyladowaniami barierowymi (np., czas
napromieniowania, sktad pozywki, jego rodzaj 1 objetos$¢) zostat zbadany ze wzgledu na
uzyskiwang odpowiedz biologiczng 1 efektywno$¢ wywotywanych zaburzen aktywnosci
mitochondrialnej, zmniejszenia ruchliwosci komoérek i1 indukowania zaprogramowanej
$mierci komorkowej. Dodatkowo opisano, w jaki sposob dobrane warunki przygotowania
pozywki poddanej aktywacji, wptywaja na generacj¢ reaktywnych form tlenu i azotu,

ktorym przypisywana jest uzyskiwana aktywnos$¢ biologiczna.

Wychodzac tym ograniczeniom naprzeciw, przeprowadzono badania okreslajace
wptyw dwoch rodzajow pozywek hodowlanych poddanych napromieniowaniu zimng
plazma na aktywnos¢ biologiczng trzech linii komérkowych: ludzkiego nowotworu piersi
o wysokiej zdolnos$ci przerzutowania MDA-MB-231, ludzkiego nowotworu piersi o niskiej
zdolnosci przerzutowania MCF-7 i ludzkich komorek nienowotworowych MCF-10A. Do

przeprowadzenia prac badawczych zostal wykorzystany nowatorski uktad wytadowczy,
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charakteryzujacy si¢ niskimi kosztami operacyjnymi, wysoka mobilno$cig 1 prostota
operowania. Uktad ten zostal rowniez z powodzeniem zastosowany w badaniach nad
ludzkimi liniami komorek skory, w ktorym to projekcie mialem szczg$cie pracowac
(Dzimitrowicz i wsp., 2020), a jego innowacyjnos¢ zostata doceniona przyznaniem patentu
na wynalazek (Pat. nr 241305). W przytoczonych badaniach, poddajac ludzkie komorki
skory krétkim czasom napromieniowania zimng plazmg, generowang przez wspomniany
uktad wytadowczy, uzyskiwano znaczng poprawe zywotnosci badanych komorek, mogaca
wspiera¢ procesy gojenia ran. Podjatem proby sprawdzenia, w jaki sposéb zmiana sposobu
traktowania, czasu ekspozycji na zimng plazm¢ oraz rodzaj cieczy poddanej aktywacji
przyczynia si¢ do wywotania zmian w biologii komoérek nowotworowych. Tym samym
doswiadczalnie zostat potwierdzony efekt maskujacy surowicy ptodowej cielat (ang. Fetal
Bovine Serum, FBS) na RFT wytworzone w pozywce napromieniowanej przez zimng
plazmg, a takze roznice w uzyskiwanej odpowiedzi biologicznej wzgledem analizowanych
linii komérkowych. Celem wytlumaczenia réznic w uzyskiwanej odpowiedzi biologicznej
rozpatrywanych modeli, przeprowadzono analize jakoSciowa i iloSciowag RFT 1 RFA
obecnych w napromieniowanej pozywce hodowlanej. Na koniec dokonano podsumowania
uzyskanych wynikow i zalezno$ci wraz z opisaniem sposobu oddziatywania zimnych plazm

z modelami biologicznymi.

Celem lepszego zobrazowania interdyscyplinarnego charakteru przeprowadzonych prac
badawczych, poszczegdlne etapy wraz z jednostkami ich realizacji zostaty ujete w Rycinie
4,
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Pomoc przy redakcji i opublikowaniu 9
pracy naukowej (Terefino i wsp., 2021)

Rycina 4. Chronologiczne przedstawienie etapow realizacji poszczegolnych celow badawczych majgcych na celu
przeprowadzenie posredniego zastosowania uktadu zimnej plazmy atmosferycznej do zahamowania aktywnoS$ci
biologicznej komoérek raka piersi. Etapy 1-3; 10-12 zostaly zrealizowane w Politechnice Wroctawskiej, Katedra
Chemii Analitycznej i Metalurgii Chemicznej, etapy 4-6; 7-9 zostaly zrealizowane w Instytucie Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej PAN, Samodzielne Laboratorium Biologii Komorek Macierzystych i Nowotworowych.

6. Materialy i metodyka badawcza dla realizacji zadania |

6.1. Hodowle komorkowe

Do zbadania aktywnosci biologicznej pozywki hodowlanej poddanej dziataniu zimne;j
plazmy, wykorzystatem modele in vitro nowotworu piersi, wybierajac dwie linie
komoérkowe. Pierwsza linia, ludzka linia nowotworu piersi o stabej zdolnosci
przerzutowania MCF-7 (Soule i wsp., 1973), a takze ludzka linia nowotworu piersi o
wysokiej zdolno$ci przerzutowania MDA-MB-231 (Cailleau i wsp., 1978). Oprocz roznic
w zdolnosci przerzutowania wymienione linie komorkowe réznig si¢ tempem proliferacji.
Wysoka zdolnos¢ przerzutowania i agresywny charakter linii komorkowej MDA-MB-231,
jest rowniez zwiazany z podwyzszonym poziomem ekspresji biatka p53. Jako model
komorek nienowotworowych, stanowigcy kontrole negatywna, wykorzystano ludzka lini¢
komorkowa MCF-10A, uzyskang ze spontanicznie unieSmiertelnionej tkanki nabtonkowej
piersi (Soule i wsp., 1990). Linie komdérkowe wykorzystane do oznaczania aktywnosci
biologicznej zimnych plazm atmosferycznych pochodza z Amerykanskiej Kolekeji
Hodowli Komérkowych ATCC (ang. American Type Cell Culture, ATCC). Hodowle
komorkowe przed przeprowadzeniem badan nad posrednim zastosowaniem uktadu zimnej
plazmy atmosferycznej byty prowadzone w pozywce Opti-MEM z dodatkiem GlutaMaxu
(Thermo Fisher Scientific Inc., New York, USA), wzbogacanym 3% dodatkiem FBS
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(Gibco, Powziete z Brazylii, Campinas, Brazylia), 100 U/ cm® roztworu penicyliny i
streptomycyny (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy). Ze wzgledow na bibliograficzne
zalecenia prowadzenia hodowli komorkowej dla linii MCF-10A, do pozywki byly
dodatkowo wprowadzane: insulina, naskérkowy czynnik wzrostu (EGF, 20 pg/cm? ),
suplement do wzrostu komérek $rodbtonka (ECGS, 50 ug/cm®) i hydrokortyzon (0,5
pg/cm®). Odczynniki te byly nabyte od firmy Sigma-Aldrich (Steinheim, Niemcy).
Hodowla wybranych modeli in vitro byta prowadzona w inkubatorze, ustalajac temperature
na 37 °C, w atmosferze powietrza z dodatkiem 5% CO,. Do kolejnych pasazy

komoérkowych wykorzystywano roztwor 0,05% Trypsyny i 0,02% EDTA (w/v).
6.2. Pozywki hodowlane

Posrednie traktowanie wybranych linii komorkowych, przeprowadzono wybierajac
dwie pozywki hodowlane, roznigce si¢ migdzy sobg zawartoscig sktadnikéw odzywczych
— pozywka DMEM, o nizszej zawartosci 1 Opti-MEM o wyzszej zawarto$ci sktadnikow
odzywczych. Celem zbadania wplywu pozywek hodowlanych poddanych dziataniu zimnej
plazmy na aktywno$¢ biologiczng komorek m.in. ich zywotno$¢, ruchliwo$¢ i indukcje
$mierci komorkowej, przygotowano szereg grup eksperymentalnych (usystematyzowane w
Tabela 6). Poczatkowo okreslone objetosci (3,0 cm® badz 1,5 cm®) pozywek hodowlanych
(DMEM lub Opti-MEM wzbogacony o GlutaMAX) zostaty uzupetione o 100 U/cm?®
roztworu penicyliny i 100 pg/ cm? streptomycyny, nastepnie przeniesione do oddzielnych
dotkoéw testowej plytki 12 dotkowej 1 poddane aktywacji zrodtem zimnej plazmy
atmosferycznej. Do zbadania efektu maskujacego FBS, w pierwszej fazie doswiadczen, 3%
dodatek FBS zostat wprowadzony do pozywki przed ich napromieniowaniem, podczas gdy
dla drugiej fazy doswiadczen 3% FBS byt wprowadzany natychmiast po zakonczeniu
aktywacji pozywki przez zimng plazme. Odleglos¢ pomigdzy powierzchnig pozywki w
dotku ptytki testowej a koncem piodra plazmowego zostata ustalona na 25,00 = 0,01 mm za

pomocay elektrycznego wysokosciomierza (ACCUD Europe, Vienna, Austria).
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Tabela 6. Usystematyzowanie grup badawczych pozywek hodowlanych poddanych aktywacji zimna plazma.

Grupa Pozywki hodowlane aktywowane zimng plazma, sposéb przygotowania

Kontrola | Komorki inkubowane w nietraktowanej, kompletnej pozywce DMEM

Kontrola II Komorki inkubowane w nietraktowanej, kompletnej pozywce Opti-MEM
Grupa | Komérki inkubowane w DMEM napromieniowanym w objetosci 3,0 cm®, z dodatkiem 3% FBS
Grupa Il Komorki inkubowane w DMEM napromieniowanym w objetosci 1,5 cm®, z dodatkiem 3% FBS
Grupa 111 Komérki inkubowane w DMEM napromieniowanym w objetosci 3,0 cm?, bez dodatku 3% FBS
Grupa IV Komorki inkubowane w DMEM napromieniowanym w objetosci 1,5 cm?, bez dodatku 3% FBS
Grupa V Komorki inkubowane w Opti-MEM napromieniowanym w objetosci 3,0 em®, z dodatkiem 3% FBS
Grupa VI Komorki inkubowane w Opti-MEM napromieniowanym w objetosci 1,5 em?®, z dodatkiem 3% FBS

Grupa VII Komérki inkubowane w Opti-MEM napromieniowanym w objetosci 3,0 cm?, bez dodatku 3% FBS

Grupa VIII Komorki inkubowane w Opti-MEM napromieniowanym w objetosci 1,5 cm?, bez dodatku 3% FBS

6.3. Aktywacja pozywki hodowlanej

Do aktywacji pozywki hodowlanej zimng plazmg autorski uktad wytadowczy
(chroniony patentem P 429275) zostal zastosowany. Gtowng jego cz¢$¢ stanowi korpus z
zywicy epoksydowej E-57, w ktorej umieszczono kwarcowg kapilare z dotgczonymi
dwoma elektrodami w ksztalcie pierScieni. Wnetrze epoksydowego korpusu zostalo
wypetnione materialem izolujacym CORIAN. Elektrody zostaly podtaczone generatora
wysokich napie¢ o czestotliwosci radiowej, z mozliwoscig regulacji czestotliwosci
modulacji i wypelnienia. Z kolei gtowica z kwarcowg kapilara zostata potgczona za pomocg
rurki silikonowej z przeptywomierzem gazu. Jako gaz wytadowczy stosowano Hel 5.0 (Hel,
99,999 %) Regulacje przeptywu Helu w zakresie od 0 do 11,0 dm®*/min realizowano za
pomoca przeplywomierza ptywakowego. Wytworzenie stozka plazmy o temperaturze
ponizej 40 °C - odpowiedniej do zastosowan biomedycznych, zostato uzyskane poprzez
zastosowanie przeptywu gazu wytadowczego 10,6 dm®/min (He), a takze czestotliwosci
modulacji 2,14 kHz i wypemienia 74,29 %. Z pomiaréw charakterystyki pradowo-
napigciowych dokonanych z wykorzystaniem wysokorozdzielczego 2-kanatowego
cyfrowego oscyloskopu (Tektronix, TBS 1000, Beaverton, USA), ustalono napigcie — 6,0
kV, przebieg napiecia- kwadratowy, i ogdlna czestotliwosc- 66,45 kHz. Tak dobrane
parametry umozliwity wytworzenie stozka plazmy o temperaturze ok. 37 °C i dlugosci jej
widzialnej czesci 38,0 mm. (Rycina 5). Proces dobierania odpowiednich ustawien
generatora z wykorzystaniem zaawansowanych metod statystycznych, zostat opisany w
publikacji (Dzimitrowicz i wsp.,2020) a takze podrozdziale 4.3. Dawka
promieniowania zimng plazmg a uzyskiwana odpowiedz biologiczna. Wymienione grupy
pozywek hodowlanych zostaly wystawione na ekspozycje zimnej plazmy w réznym czasie.

Tak przygotowane na s$wiezo probki (z dodatkiem 3% FBS przed lub po napromieniowaniu)
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zostaly zebrane w oddzielnych probowkach, w objetosciach niezbednych do

przeprowadzenia dalszych badan i pomiardw.

Hel, 10,6 L/ min

silikonowy
rurka
kwarcowa

elektroda
wolframowa

HV

izolator

ceramiczna

~ rurka
. kwarcowa

waz
silikonow

DMEM/Opti-MEM

Rycina 5. Autorski uktad reakcyjno-wytadowczy, generujacy zimng plazme atmosferyczng wykorzystany do
aktywowania pozywki hodowlanej DMEM lub Opti-MEM. Gtoéwne elementy pidra plazmowego zostaty
przedstawione i wyszczegolnione.

6.4. Badanie aktywnoS$ci metabolicznej komérek — test MTT

Okreslenie wptywu wybranej pozywki hodowlanej poddanej aktywacji zimna plazma
na aktywnos$¢ metaboliczng komorek linii MCF-7 i MDA-MB-231, oraz MCF-10A jako
kontrole negatywna, przeprowadzono z wykorzystaniem testu MTT. Polega on na
wykorzystaniu zdolno$ci enzymu — dehydrogenazy mitochondrialnej do przeksztatcenia
soli tetrazolowej (bromek 3-(4,5- dimetylotiazol-2-yl)- 2,5-difenylotetrazoliowy, MTT) o

kolorze pomaranczowym w ciemnoniebieski produkt — formazan. Rozpuszczajac formazan
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w roztworze DMSO, uzyskujemy barwng zawiesing, ktorej glebia absorbancji przy dtugosci
fali 570 nm jest wprost proporcjonalna do aktywnos$ci mitochondrialnej badanych uktadoéw
in vitro. Analize przeprowadzono w nastgpujacy sposob: komorki w liczbie 5 x 10° na dotek
ptytki testowej 96-dotkowej, zostaly przeniesione i zawieszone w objetosci 0,1 cm?
kompletnej pozywki hodowlanej. Tak przygotowane ptytki testowe byly inkubowane przez
24 godziny, nastgpnie ostroznie opréznione ze starej pozywki, a dalej uzupelione o
objetos¢ 0,1 cm? jednej z pozywek hodowlanych nietraktowanych (Tabela 6) lub pozywek
aktywowanych zimng plazmg (Tabela 6, Grupy I-VIII). Plytki testowe uzupetnione o
wybrane pozywki aktywowane zimng plazmg byly inkubowane w warunkach
standardowych tj. w inkubatorze, utrzymujgc temp. 37 °C w atmosferze powietrza z
dodatkiem 5% CO- przez okreslony czas — 0 dni, 1 dzief i 2 dni. Po zakonczonym okresie
inkubacji, 0,01 cm® odczynnika MMT bylo wprowadzane do kazdego przygotowanego

dotka ptytki testowej, osiagajac stezenie 10 mg/cm®

. Tak uzyskane zawiesiny byly
inkubowane przez 3 godziny w inkubatorze (warunki standardowe j.w.), utrzymujac petne
zaciemnienie. Dotki nastgpnie zostaty catkowicie oproznione i1 osuszone, a celem
rozpuszczenia utworzonych krysztalow formazanu, do kazdego dotka zostato wprowadzone
0,1 cm® roztworu DMSO (Dimetylosulfotlenek, POCH SA., Gliwice, Polska). W celu
sprawdzenia roznic glebi uzyskanego niebieskiego zabarwienia zmierzono warto$ci
absorbancji przy dtugosci fali 570 nm, wykorzystano w tym celu czytnik ptytek testowych
Victor 2 (Perkin Elmer, Vaughan, Kanada). Aby uzyska¢ wystarczajacg liczb¢ danych do

prowadzenia analizy statystycznej, kazde doswiadczenie bylo przeprowadzone w

trzykrotnych powtorzeniach, dla trzech niezaleznych eksperymentow.
6.5. Badanie zdolnosci migracji komoérek — test zarysowania

Aby oceni¢ w jaki sposdb pozywki hodowlane poddane napromieniowaniu zimng
plazma wptywa na ruchliwo$¢ wybranych modeli in vitro, przeprowadzono test
zarysowania. Badane linie komoérkowe tj. MCF-7, MDA-MB-231, MCF-10A zostaly
osadzone w liczbie 1,5 x 10° komérek na oddzielne dotki plytki testowej — 24 dotkowe;j,
zawieszajac je w objetosci 0,35 cm?® kompletnej pozywki hodowlanej Opti-MEM, a
nastepnie zostaly inkubowane przez 24 godz. w inkubatorze (warunki standardowe). Po
uzyskaniu jednolicie pokrytej powierzchni dotka przez odpowiednie komorki,
powierzchnia zostata zarysowana sterylng koncowka 0,2 cm® mikropipety automatyczne;j,
uzyskujac w ten sposéb pojedyncza ryse przechodzaca przez Srodek dotka. Odklejone

komorki w wyniku przeprowadzonego zarysowania, zostaly usunigte wraz z objetoscia
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starej pozywki. Przyklejone komorki na dnie dotkow plytki testowej zostaly zapetnione
objetoscia 0,35 cm® okreslonej pozywki hodowlanej (Tabela 6) lub pozywki poddanej
dziataniu zimnej plazmy (Tabela 6, Grupy IV i VIII) o czasie ekspozycji 180 s lub 210 s.
Tak przygotowane 24-dotkowe ptytki testowe byly przechowywane przez 30 godz. w
inkubatorze (warunki standardowe). Obserwacja migracji komoérek byta mozliwa poprzez
rejestracje zdje¢ cyfrowych po czasie 0, 2, 8, 24 1 30 godz. od rozpoczecia testu,
wykorzystujac w tym celu kamer¢ CCD dofaczong do mikroskopu optycznego
(powigkszenie 4x). Zdje¢cia byly rejestrowane kazdorazowo w tym samym miejscu,
lokalizujac $rodkowy fragment naniesionego zarysowania. Obszar zarastania warstwy
komorkowej byt obliczany z wykorzystaniem oprogramowania ZEN 3.1 Blue edition (Carl
Zeiss Microscopy, Jena, Niemcy), a wyniki przedstawione jako wzgledne zamknigcie rany
(RWC [%], ang. Relative Wound Closure), opisane w literaturze (Beyeler i wsp., 2014). Na
potrzeby analizy statystycznej, doswiadczenie przeprowadzano w duplikatach, dla trzech

niezaleznych eksperymentow.
6.6. Badanie apoptozy komorek — barwienie Aneksyna V i Jodkiem Propidyny

Dalszym etapem prowadzonych prac, bylo zbadanie wptywu uzyskanej pozywki
hodowlanej na mozliwe wywotanie apoptozy/nekrozy w wybranych modelach raka piersi
in vitro tj. MCF-7, MDA-MB-231, MCF-10A. Przeprowadzono zatem barwienia
komorkowe, wykorzystujac w tym celu Aneksyne V i Jodek Propidyny (eBioscienceTM
Annexin V Apoptosis Detection kit APC, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc., New
York, USA) (Van Engeland 1 wsp., 1998; Crowley 1 wsp., 2016). Doswiadczenie zostalo
przeprowadzone nastgpujaco: wybrane modele biologiczne zostaly umieszczone na
odpowiednich, oddzielnych dotkach ptytek testowych, 24-dotkowych z zachowaniem
liczby 1,5 x 10° komorek na dotek zawieszajac je w 0,35 cm® kompletnej pozywce Opti-
MEM. Tak osadzone komorki na ptytkach testowych zostaly umieszczone w inkubatorze
(warunki standardowe) przez okres 30 godzin. Po czasie inkubacji, dotki zostaty ostroznie
osuszone ze starej pozywki i zastapione objetoécig 0,35 cm® §wiezo przygotowanej pozywki
hodowlanej napromieniowanej zimng plazmg w czasie 210 s (Tabela 6, Grupy IV i VIII).
W przypadku komorek z grup kontrolnych zostaty one zawieszone w objetosci 0,35 cm?®
nietraktowanej, kompletnej pozywki hodowlanej. Czas ekspozycji omawianych modeli in
vitro na wybrane pozywki zostat ustalony na: 0 dni, 1 dzien i 2 dni. Po okre§lonym czasie
inkubacji komorki zostaly zebrane z ustalonych dotkéw ptytek testowych z uzyciem

roztworu 0,05% Trypsyny i 0,02% EDTA do odpowiadajacych plastikowych probowek
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okragtodennych typu FALCON. W kolejnym etapie, komoérki w probowkach zostaly
przemyte 1,00 cm?® roztworu PBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., New York, USA),
1 odwirowane z predkoscig 1200 rpm. Uzyskany pellet komorkowy zostat nastepnie
zawieszony w 1,00 cm? roztworu buforu wiazacego (Binding buffer 10X, sporzadzonego
zgodnie z zaleceniami producenta) i ponownie odwirowany w 1200 rpm. Pellet komorkowy
po usunig¢ciu supernatantu zostal zdyspergowany i zawieszony w roztworze Aneksyny V
(zgodnie z zaleceniem producenta), pozostawiajgc zawiesing w zaciemnieniu przez 15 min.
Po zakonczeniu inkubacji z roztworem Aneksyny V, do probowek dodano 1,00 cm?®
roztworu buforu wigzacego celem jego przemycia i odwirowania w 1200 rpm. Koncowym
etapem oznaczenia bylo usunigcie supernatantu i zawieszenie komorek w probowce w 0,20
cm?® roztworu jodku propidyny (zgodnie z zaleceniami producenta). Tak przygotowane
zawiesiny komoérkowe byty utrzymywane w niskiej temperaturze, przechowujac je w tazni
lodowej. Zabarwione komorki zostaly nast¢pnie analizowane przy uzyciu cytometru
przetywowego FACS-Calibur (Becton-Dickinson, New York, USA). Populacje komorek:
apoptotycznych (pozytywna Anneksyna V i negatywny jodek propidyny), nekrotycznych
(negatywna Anneksyna V i pozytywny jodek propidyny), oraz komoérek zywych
(negatywna Anneksyna V 1 negatywny jodek propidyny) zostaly oznaczone z
wykorzystaniem trybu pomiarowego FL4 (Aem=660 nm) i FL2 (Aem=535 nm). Uzyskane
wyniki pomiarowe analizowano z wykorzystaniem oprogramowania Flowing Software 2
(Flowing Software ver. 2.5.1, Flowing Software, Turku, Finlandia). Na potrzeby analizy
statystycznej, doswiadczenie przeprowadzano w dwoch powtdrzeniach, dla trzech
niezaleznych eksperymentow. Wyniki zostaly opracowane i prezentowane jako wartosci

srednie = SD.
6.7. Badanie reaktywnych form tlenu i azotu w fazie gazowej — pomiary OES

Celem wyjasnienia przyczyn uzyskiwanej aktywno$ci biologiczne] wzgledem
analizowanych modeli in vitro poddanych dziataniu pozywki hodowlanej
napromieniowanej zimng plazma, przeprowadzono jakos$ciowe i ilo§ciowe pomiary RFT i
RFA. Oznaczenie tych reaktywnych form generowanych w fazie gazowej, obejmujacej
obszar kontaktu pomigdzy powierzchnig traktowanej pozywki a stozkiem zimnej plazmy,
zostal przeprowadzony z wykorzystaniem Optycznej Spektroskopii Emisyjnej (OES, ang.
Optical Emission Espectroscopy). Promieniowanie emitowane przez plazme¢ DBD bylto
ogniskowane za pomocg soczewki achromatycznej UV (f=60) na szczeling wejsciowg (10

um) spektrometru Shamrock SR-500i (Andor, Belfast, Wielka Brytania). Analizowano
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obszar promieniowania kontaktu plazmy z pozywka (wzbogaconej o suplementy 100 U/cm?®
penicyliny i 100 pg/cm? streptomycyny) w objetoéci 1,50 cm?® i stozkiem zimnej plazmy.
Spektrometr OES wyposazony byt w dwie siatki holograficzne (1800 i 1200 linii na nm™)
oraz kamer¢ CCD, model Newton DU-920P-OE (Andor, Wielka Brytania). Parametry
operacyjne i pomiary zostaly zrealizowane z uzyciem oprogramowania Solis S (Andor,
Belfast, Wielka Brytania). Kamera CCD pracowata w trybie catkowitego zbierania danych
(FVB) przy czasie integracji 1s. Widma OES zostaly zarejestrowane w zakresie 200 — 900
nm. W przypadku zakresu spektralnego powyzej 400 nm, stosowano filtry PG-5 (Zeiss

Jena, Niemcy) celem eliminacji widm promieniowania wyzszych rzedow.

6.8. Badanie reaktywnych form tlenu i azotu w fazie cieklej - pomiary

kolorymetryczne

Analiza jako$ciowa 1 iloSciowa zawartosci RFT 1 RFA w traktowanych zimnymi
plazmami pozywkach hodowlanych =zostala wykonana z wykorzystaniem technik
kolorymetrycznych. Za pomocg tych testow potwierdzono obecno$é jonow NO2, NO3” i
NH4" w pozywkach hodowlanych pozbawionym czerwieni fenolowej (czas traktowania
180 s), ktéra mogta by zaburzy¢ prowadzone pomiary kolorymetryczne. Wybrane
oznaczenia przeprowadzono w ponizszy sposob. Zawarto$§¢ jonow NO2  0znaczono z
wykorzystaniem komercyjnie dostgpnego zestawu spektrofotometrycznego HI 96708
(HANNA Instruments, Olsztyn, Polska) wraz z odczynnikami dostarczonymi przez
producentéw. Probki pozywek hodowlanych pozbawionego czerwieni fenolowej poddano
napromieniowaniu w czasie 180 s w objetoéci 1,50 cm® kazdorazowo celem uzyskania
koncowej objetosci 5,0 cm® do analizy. Oznaczenie przeprowadzono zgodnie z instrukcjami
dolagczonymi przez producenta, jako kontrole pozytywna wykorzystujac pozywki
hodowlane niepoddane traktowaniu. Do oznaczenia zawartosci NOs  wykorzystano
komercyjnie dostepny zestaw spektrofotometryczny HI 96728, wraz z odczynnikami
rekomendowanymi przez producenta (HANNA Instruments, Olsztyn, Polska). Metodyka
prowadzonych pomiar6w byta identyczna z tg z oznaczenia zawartosci NOz", przestrzegajac
instrukcji zapewnianych przez wytworcow zestawu pomiarowego. Na potrzeby analiz

statystycznych, wyniki zebrano z trzech niezaleznych eksperymentow.

Do wyznaczenia stezenia jonow NH4" w pozywce poddanej dziataniu zimnej plazmy
wykorzystano metode oparta na reakcji z odczynnikiem Nesslera (Morrison, 1971).

Absorbancje produktow wytworzonych pomigdzy jonami oznaczanymi odczynnikiem
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Nesslera (K2Hg:l4) oznaczono spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 420 nm,
wykorzystujac spektrofotometr UV/Vis Specord 210 Plus (Analytik Jena AG, Jena,
Niemcy). Uzyskane wyniki pomiarowe zostaly odniesione do sporzadzonej krzywej
kalibracji ztozonej z 5 punktéw pomiarowych. Jako kontrole pozytywna wykorzystano
pozywki hodowlane niepoddane ekspozycji zimnej plazmy. Na potrzeby analiz

statystycznych, wyniki zebrano z trzech niezaleznych eksperymentow.

Oznaczenie zawartosci nadtlenku wodoru (H202) w przygotowanych probkach
pozywek napromieniowanych zimng plazma, dokonano za pomocg metody opartej o
reakcj¢ z metawanadanem amonu (Rubio-Clemente i wsp., 2017). W tym celu
przygotowano roztwor, w ktorym zmieszano NH4VOj3 o stezeniu 6,2 mmol/dm?® z H,SO40
stezeniu 0,058 mol/dm®. Oznaczenie zawartosci H,O2 przeprowadzono w pozywkach
hodowlanych o réznej zawartosci sktadnikow odzywczych tj. DMEM (bez czerwieni
fenolowej, Opti-MEM bez czerwieni fenolowej i DPBS), poddanych dziataniu zimnej
plazmy w czasie 180 s, a dodatek 3% FBS byt wprowadzany zar6wno przed traktowaniem
lub po jego zakonczeniu. Nastepnym etapem przeniesiono 2,50 cm® analizowanej pozywki
do kolby miarowej objetosci 25,00 cm?, dodano 2,50 cm?® roztworu NHsVO3 z H2SOy i
uzupetiono kolbg miarowa do kreski z uzyciem wody dejonizowanej. Po uptywie 5 min
od przyrzadzenia mieszaniny i jej doktadnym wymieszaniu zmierzono absorbancje przy
dlugosci fali 450 nm, wykorzystujac wcze$niej wspomniany spektrofotometr. Uzyskane
wartosci absorbancji zostaly odniesione do krzywej kalibracji ztozonej z 5 punktow (0, 1,
3, 5 i 6 mg/cm®) przygotowanej w identyczny sposob w jaki analizowano traktowane
pozywki hodowlane. Jako kontrole wykorzystano wspomniane pozywki, ktore nie zostaty

poddane napromieniowaniu. Wyniki zostaty zebrane z 3 niezaleznych powtorzen.

6.9. Badanie przestrzennej dystrybucji reaktywnych form tlenu — pomiary jodku

potasu ze skrobia

Do sprawdzenia, w jaki sposOb nastepuje przestrzenna generacja i dystrybucja RFT
generowanych w trakcie wyladowania zimnej plazmy, przeprowadzono pomiary z
wykorzystaniem zelowych modeli. W tym celu przygotowano mieszaning reakcyjna,
roztwarzajac 0,3% (m/v) jodku potasu, 0,5% (m/v) skrobi i 1,2% agaru bakteriologicznego
(m/v) w objetosci 200 cm® utrzymujac przygotowana zawiesine na mieszadle
magnetycznym z predko$cig mieszania 1000 rpm i temperaturg 150 °C. Roztwor ogrzewano

do momentu uzyskania klarownego roztworu, utrzymujacego si¢ przez ponad 5 min.
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Nastepnym etapem klarowny roztwor zostal przeniesiony w objetosci 3,0 cm® do dotkow,
ptytki testowej 12-dotkowej i pozostawiony do zastygniecia, tj. do osiagnigcia temperatury
pokojowej. Tak przygotowane modele zelowe zostaly umieszczone pod ujSciem pidra
plazmowego w jego centralnym potozeniu, ustalajac odlegtos¢ od traktowanej powierzchni
na 30,00, 25,00 i 20,00 mm. Czas napromieniowania powierzchni zrodtem zimnych plazm
zostal wybrany na 60, 120 i 180 s. Zelowe modele po ich napromieniowaniu zostaty wyjete
z plytek testowych, sfotografowane i poddano analizie graficznej z wykorzystaniem
oprogramowania ImageJ 1.8.0 (ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Maryland,
USA). Podobng analize przeprowadzono sporzadzajac roztwor zawierajacy 0,3% (m/v)
jodku potasu, 0,5% (m/v) skrobi w objetosci 200 cm?®, przygotowujac w sposob identyczny
do tego opisanego powyzej. Nastgpnym etapem klarowny roztwor zostat przeniesiony w
objetosci 3,0 cm® do dotkow, phytki testowej 12-dotkowej i pozostawiony do osiggniecia
temperatury pokojowej. Tak przygotowane mieszaniny reakcyjne byty umieszczane pod
glowicg plazmy w jego centralnym potozeniu, ustalajac odleglos¢ od traktowanej
powierzchni na 25,00 mm. Czas napromieniowania zostal wybrany na 180 s. Podczas

napromieniowana prowadzona byta obserwacja catej objetosci dotka ptytki testowe;.

Graficzne przedstawienie wynikow pomiarowych zrealizowanych w pracy, a takze
poddanie ich statystycznej analizie przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania
Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, USA). Pordéwnanie wynikow
eksperymentalnych pomigdzy grupami badanymi a kontrolg negatywng uzyskanych dla
testow biologicznych, zostaly zrealizowane z wykorzystaniem testu jednoczynnikowej
analizy ANOVA z wielokrotnym poréwnywaniem testu Dunnetta post hoc. Analiza
statystyczna wynikow uzyskanych dla analiz ilo§ciowych 1 jakoSciowych reaktywnych
form tlenu 1 azotu przeprowadzono poréwnujac srednie wartosci kontroli do wynikdéw grup
badanych z wykorzystaniem testu jednoczynnikowej analizy ANOVA z porownywaniem

ich parami mi¢dzy badanymi grupami testem Tukeya post hoc.

7. Wyniki i dyskusja dla posredniego zastosowanie ukladu zimnej plazmy

7.1. Aktywacja pozywki hodowlanej

Wybrane pozywki hodowlane tj. DMEM i Opti-MEM z dodatkiem GlutaMAXX zostaty
poddane napromieniowaniu zimng plazmg godnie z metodyka opisang w podrozdziale 6.3.
Aktywacja pozywki hodowlanej, wykorzystujac wspomniany nowatorski uktad

reakcyjno-wytadowczy. Pozywki hodowlane poddane aktywno$ci zimnej plazmy nie
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wykazaly widocznych zmian w morfologii i kolorze po napromieniowaniu w czasie 30, 45,
90, 120, 150, 180 1 210 s. Jednakze jedyng odnotowang zmiang po zakonczonym procesie
napromieniowania zimnymi plazmami byta redukcja objetosci uzyskanej pozywki o okoto
13% dla objetosci wyjsciowej 3,00 cm® i 20% dla objetosci wyjsciowej 1,50 cm®.
Obserwowane zmniejszenie objetosci wskutek procesu napromieniowania zimng plazma
nalezy upatrywa¢ w tworzeniu aerozoli czasteczek cieklej pozywki ze strumieniem helu, a
takze w niewielkim stopniu jako efekt odparowania cieczy, zwigzany oddzialywaniem
pomiedzy rozpedzonymi elektronami generowanymi w trakcie wyladowan barierowych a
powierzchnig traktowanych cieczy. Ubytek objetosci traktowanej pozywki w wyniku
oddziatywan termalnych zostal wykluczony ze wzgledow na niewielkie zmiany
temperatury, wynoszace 1,8 °C (temperatura wyjsciowa 21,7 °C, temperatura po
traktowaniu 23,5 °C). Zbadano rowniez, w jaki sposob reaktywne formy tlenu generowane
podczas napromieniowania zimng plazmg rozchodzg si¢ w przestrzeni, celem sprawdzenia
konieczno$ci mieszania roztworow podczas ich traktowania oraz mechanizmu wytwarzania
w sposob ciagly RFT. Z uzyskanych wynikow stwierdzono brak konieczno$ci mieszania
zawarto$ci dotkow plytki testowej podczas traktowania zimng plazma, ze wzgledu na
koniecznos¢ postepu reakcji kaskadowych, ktore zachodza w bezposrednim sasiedztwie
traktowanego obszaru. Widoczne poglebienie koloru niebieskiego wraz z wydluzeniem
czasu napromieniowania modeli Zelowych, wynika gtownie ze zwigkszonej generacji RFT.
Srednica obszaru uzyskania reakcji kolorotwoérczej dla czasu traktowania 60 s wyniosta
5,78 mm, dla 120 s byla rowna 9,63 mm, a dla czasu 180 s wynosita 15,81 mm.
Zaobserwowano ponadto, ze zmniejszenie odlegtosci do traktowanej powierzchni
przyczynia si¢ do zmniejszenia Srednicy obszaru o najwigkszym stopniu przereagowania, a
tym samym najwigkszej akumulacji st¢zenia reaktywnych form tlenu. Odwrotna zalezno$¢
zostata zaobserwowana pod wzgledem glebokosci penetracji generowanych form, gdzie
wraz ze zmniejszeniem odleglosci od traktowanej powierzchni uzyskano zwigkszong
glebokos¢ obszaru przereagowanego, uzyskujac 2,46 mm dla odlegtosci 30,00 mm od
powierzchni i 4,28 mm dla odlegtosci 20 mm (Rycina 6). Celem uzyskania posrednich
wynikdw wytwarzania reaktywnych form tlenu, opierajac si¢ o graficznie dokonane
analizy, wybrano odleglo$¢ od traktowanej powierzchni na 25,00 mm. Podobng zaleznos$¢
zaobserwowano rowniez podczas doswiadczenia traktowania roztworu zawierajacego
jodek potasu ze skrobia, gdzie przy jednakowym czasie napromieniowania, potwierdzono
uzyskanie wyzszej intensywnos$ci niebieskiego zabarwienia dla roztworéw niepoddanych

mieszaniu w trakcie napromieniowania.
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Rycina 6. Graficzna prezentacja przestrzennej dystrybucji Reaktywnych Form Tlenu (RFT) generowanych
wskutek oddziatywania zrodta zimnej plazmy na powierzchni modeli Zzelowych Jodku potasu ze skrobig. Modele
zelowe zostaty poddane napromieniowaniu w czasie 180 s, zachowujac odleglos$é od pidra plazmowego 30, 25 i
20 mm, a takze utrzymujac odlegto$¢ 25 mm, czas ekspozycji zostat dobrany na 60 i 120 s.

Tak dobrane eksperymentalnie warunki napromieniowania pozywek hodowlanych, a
takze parametry pradowo — napieciowe umozliwiajagce generacje zimnej plazmy tj.
przeptyw helu — 10,6 dm*/min, czestotliwo$é modulacji 2,14 kHz i wypetnienie 74,29 %
zostaly wykorzystane do przygotowania poszczegélnych probek, ktorych aktywnosé
biologiczna zostanie omowiona w dalszej czgsci niniejszej rozprawy. Do przeprowadzenia
poszczegbdlnych testow biologicznych, wykorzystano okre§lone objetosci pozywek
hodowlanych napromieniowanych zimng plazma, ktore uzyskano poprzez wielokrotne
przygotowanie porcji odpowiednio 3,00 i 1,50 cm?®, pamietajac o utratach objetosci wraz z

procesem napromieniowania.

7.2. Wplyw pozywki hodowlanej aktywowanej zimna plazma na aktywnos$¢
metaboliczng komorek — test MTT

Zywotnoé¢ komorek wystawionych na kontakt pozywki hodowlanej poddanej
aktywacji zimng plazmga zostala okre$lona testem MTT. Minimalna dawka toksyczna dla
komorek stanowigcych kontrole negatywng (MCF-10A) zostata okreslona jako czas
napromieniowania pozywki, prowadzacy do obnizenia aktywno$ci mitochondrialne;j.
Zaburzenia zywotnosci zostaly odnotowane jedynie w przypadku, gdy 3% dodatek FBS byt
obecny w DMEM i Opti-MEM podczas traktowania zimng plazma (Rycina 7). Odwrotna
sytuacje zaobserwowano, gdy wprowadzano dodatek 3% FBS po napromieniowaniu
pozywki zimnag plazmg, uzyskujac wysoka odpornos¢ komoérek linii MCF-10A na
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aktywnos¢ tak przygotowanych pozywek hodowlanych. Niewielka podatno$¢ komorek linii
MCF-10A na traktowanie zimnymi plazmami w sposdb posredni lub bezposredni zostata
rowniez zbadana i omowiona przez inne zespoty naukowcéw (Mokhtari 1 wsp., 2019;
Mirpour i wsp., 2014; Xiang i wsp., 2018). Celem ustalenia minimalnego czasu traktowania
pozywek mogacych doprowadzi¢ do zaburzen aktywnosci mitochondrialnej i zmniejszenia
zdolnosci proliferacji, przeprowadzono badania wstgpne wzgledem wybranych modeli in
vitro tj. MCF-7 i MDA-MB-231. Ustalono, ze dla krotszych czaséw napromieniowania tj.
45-150 s, nie zaobserwowano statystycznie istotnych zmian w aktywnos$ci mitochondrialne;j
badanych linii komérkowych (Rycina 7). Dla dalszej realizacji badan wydhuzono czas
napromieniowania pozywek zimng plazmg do 150, 180, 210 i 240 s. a uzyskane wyniki
przedstawiono ponizej (Rycina 7). Wybrane rodzaje pozywek (Tabela 6, Grupy V i VI),
doprowadzity do uzyskania znaczacych zaburzen w zywotnosci badanych modeli in vitro
nowotworu piersi. Komorki linii MDA-MB-231 i MCF-7 wykazaly znaczace zmiany w
aktywno$ci mitochondrialnej (* p < 0,01; ** p < 0,001; *** p < 0,0004). Komorki linii
MDA-MB-231 inkubowane przez 24 godziny w pozywce hodowlanej Opti-MEM,
doprowadzajac do uzyskania statystycznie istotnego zaburzenia zdolnosci do proliferacji.
Wydluzajac czas ekspozycji komoérek linii MDA-MB-231 do 48 godzin, Opti-MEM
napromieniowane przez 180 i 240 s doprowadzito do znaczacych zaburzen w aktywnosci
mitochondrialnej komorek. Dla badan przeprowadzonych wzgledem linii komorkowe;j
MCF-7, inkubowanych w czasie 24 godzin, widoczne zmiany w tempie proliferacji
zaobserwowano dla czasu aktywacji pozywki wynoszacego 180 i 240 s. Efekt zaburzenia
aktywno$ci mitochondrialnej zostat spotegowany po 48 godzinach prowadzenia
doswiadczenia, wykorzystujac Opti-MEM aktywowane w czasie 150, 180, 210 i 240 s (**
p < 0,001, * p < 0,01, * p < 0,01, **** p < 0,0001, odpowiednio). Opierajac si¢ na
przedstawionych wynikach, podejrzewa¢ nalezato, ze zmniejszenie objetosci pozywki
poddawanej napromieniowaniu, prowadzito do zwigkszenia akumulacji reaktywnych form
tlenu i azotu, wywotujgc tym samym wzmozong odpowiedz wzgledem badanych modeli
biologicznych (Grupy I, II, V i VI). Ponadto poprzez zwigkszenie zawartosci FBS w
pozywkach hodowlanych poddawanych napromieniowaniu zimng plazma tj. Opti-MEM,
potwierdzono wzrost uzyskiwanej biotoksycznos$ci. Dobierajac odpowiedni rodzaj pozywki
hodowlanej, a takze czas napromieniowania 180 s, uzyskano wyniki odpowiedzi

biologicznej okreslone mianem minimalnej dawki toksyczne;j.
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Rycina 7. Pomiary zywotno$ci komorek ludzkiej linii nowotworowej o wysokiej zdolnosci przerzutowania MDA -
MB-231, ludzkiej linii nowotworowej o niskiej zdolnosci przerzutowania MCF-7, a takze nienowotworowej
ludzkiej linii MCF-10A za pomocg testu MTT, poddanych inkubacji w okresie od 0 do 2 dni w pozywkach
hodowlanych aktywowanych zimna plazma (czas ekspozycji 150, 180, 210 i 240 s). Grafy a, c, e uwzgledniajace
linie komérkowe MCF-10A, MDA-MB-231, MCF-7 inkubowane w objetosci 3,0 cm® (Grupa 1) lub 1,5 cm3
(Grupa I1) pozywki DMEM aktywowanej zimng plazma. Grafy b, d, f uwzglgdniajg linie komorkowe MCF-10A,
MDA-MB-231 i MCF-7 inkubowane w 3,0 cm® (Grupa V) lub 1,5 cm® (Grupa VI) pozywki Opti-MEM
aktywowanej zimng plazma. W obydwu przypadkach, FBS byt wprowadzany do analizowanej pozywki przed
traktowaniem zimng plazmga. Jako kontrole, komdrki nietraktowane przez pozywki aktywowane zimng plazma
zostaly wykorzystane (Kontrola I — nietraktowana pozywka DMEM, Kontrola II- nietraktowana pozywka Opti-
MEM). Wyniki zostaly przedstawione jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe dla trzech oddzielnych
eksperymentéw uzyskanych w trzech powtérzeniach. Analiza statystyczna zostata przeprowadzona poprzez
porownanie wszystkich grup badawczych kontra kontrola wykorzystujac test jednoczynnikowej analizy ANOVA
z wielokrotnym poréwnywaniem testu Dunnetta post hoc (* p < 0,01; ** p < 0,001; *** p < 0,0004).

Zdolnos¢ zahamowania tempa proliferacji za pomocg zimnych plazm atmosferycznych
jest rowniez obiektem badan innych zespotéw badawczych. Praca realizowana w zespole
Bekeschus (Bekeschus i wsp., 2019) skupiala si¢ na bezposrednim napromieniowaniu
komorek linii nowotworowych MDA-MB-231 i SW 480 zrédlem zimnych plazm
atmosferycznych, zawieszonych w pozywce DMEM z dodatkiem 10% FBS. Uzyskane
wyniki  wskazywaly na statystycznie istotng redukcje Zywotnosci komorek
nowotworowych. Xiang wraz z zespolem wykazali, ze pozywki hodowlane
napromieniowane przez zimng plazme atmosferyczng — DMEM i DMEM/F-12, wykazaty
selektywno$¢ oddziatywania wzgledem komorek nowotworu piersi o wysokiej zdolnosci
przerzutowania (Xiang 1 wsp., 2018). Ponadto wykazano, ze wykorzystanie pozywki
poddanej dziataniu zimnych plazm atmosferycznych wzglgdem komorek linii MCF-10A i
MCF-7, doprowadzita do nieznacznego zwickszenia aktywnos$ci mitochondrialnej. Nieco
odmienne wyniki badan zostaty przedstawione przez Mokhtari wraz z zespolem, gdzie
podjeto si¢ okreslenia aktywnosci biologicznej pozywki DMEM poddanej dziataniu
zimnych plazm atmosferycznych wzgledem komoérek nowotworu piersi — MCF-7, SKBR3,
ludzkiego nowotworu pluc A-549, ludzkiego nowotworu jelita SW742, ludzkiego
nowotworu watroby ASPC-1, oraz pierwotnych komorek kostniakomigsaka G-292. Jako
modele kontroli negatywnej, komodrek nienowotworowych wybrano linie MCF-10A,
FMGB-1. Udowodniono, ze pozywki hodowlane poddane dzialaniu zimnych plazm
atmosferycznych wykazalty znaczaca redukcje zywotnosci komorkowej komorek linii
MCF-7, podczas gdy komorki linii MCF-10A pozostaly nietknigte negatywnym
oddziatywaniem dla krétszych czasow traktowania. Wspomniane modele biologiczne tj.
komorki linii MCF-7 i MCF-10A, poddanie bezposredniemu napromieniowaniu zrédtem
zimnych plazm atmosferycznych w czasie 60 s. doprowadzito do znacznego obnizenia

tempa proliferacji komoérek linii MCF-7, podczas gdy dla komorek linii MCF-10A nie
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stwierdzono negatywnego wplywu. Rozpatrujac doniesienia literaturowe dotyczace
maskujgcego efektu FBS na reaktywne formy tj. OH® i H2O. (Mokhtari i wsp., 2019),
przeprowadzone zostaty dodatkowe doswiadczenia, w ktorych FBS bylo wprowadzane
natychmiastowo po napromieniowaniu zimng plazmg. Wybrane pozywki hodowlane
poddane napromieniowaniu zimng plazma w czasie 150, 180, 210 i 240 s., do ktérych FBS
byt dodawany natychmiast po aktywacji (Grupy III, IV, VII i VIII) zostaly wykorzystane
do okreslenia zmian aktywnos$ci mitochondrialnej wzgledem komorek linii MDA-MB-231

i MCF-7 (Rycina 8).
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Rycina 8. Porownanie wptywu dodatku FBS do pozywek po procesie aktywacji zimng plazmg na zdolno$¢ do
proliferacji ludzkiego nowotworu piersi o wysokiej zdolnosci przerzutowania MDA-MB-231, ludzkiego
nowotworu piersi o niewielkiej zdolnosci przerzutowania MCF-7, ludzkiej nienowotworowej linii MCF-10A.
Wspomniane linie komorkowe byly inkubowane w pozywce aktywowanej plazma w czasie 150, 180, 2101240 s.
Grafy a, ¢, g uwzgledniajace linie komorkowe MCF-10A, MDA-MB-231, MCF-7 inkubowane w objg¢tosci 3,0
cm?® pozywki DMEM aktywowanej zimng plazmg z dodatkiem FBS (Grupa I) lub bez dodatku FBS (Grupa III).
Grafy a, d, h uwzgledniajg linie komorkowe MCF-10A, MDA-MB-231 i MCF-7 inkubowane w objetosci 1,5 cm?®
pozywki DMEM aktywowanej zimna plazma z dodatkiem FBS (Grupa Il) lub bez dodatku FBS (Grupa IV). Grafy
b, e, i uwzgledniajace linie komérkowe MCF-10A, MDA-MB-231, MCF-7 inkubowane w objetosci 3,0 cm?®
pozywki Opti-MEM aktywowanej zimng plazmg z dodatkiem FBS (Grupa V) lub bez dodatku FBS (Grupa VII).
Grafy b, f, j uwzgledniajace linie komérkowe MCF-10A, MDA-MB-231, MCF-7 inkubowane w objetosci 1,5 cm®
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pozywki Opti-MEM aktywowanej zimng plazma z dodatkiem FBS (Grupa VI) lub bez dodatku FBS (Grupa VIII).
W obydwu przypadkach, FBS byl wprowadzany do analizowanej pozywki przed traktowaniem zimng plazma.
Jako kontrolg, komorki nietraktowane przez pozywki aktywowane zimna plazma zostaty wykorzystane (Kontrola
I — nietraktowana pozywka DMEM, Kontrola II- nietraktowana pozywka Opti-MEM). Wyniki zostaly
przedstawione jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe dla trzech oddzielnych eksperymentow
uzyskanych w trzech powtorzeniach. Analiza statystyczna zostala przeprowadzona poprzez poréwnanie
wszystkich grup badawczych kontra kontrola wykorzystujac test jednoczynnikowej analizy ANOVA z
wielokrotnym porownywaniem testu Dunnetta post hoc (* p < 0,013; ** p < 0,0014; *** p < 0,0002; **** p <
0,0001).

Porownujac wyniki uzyskane dla komorek linii MDA-MB-231 inkubowanych w
DMEM aktywowanym plazmg w objetosci 3,0 cm® (bez dodatku 3 % FBS), stwierdzono
statystycznie istotne zaburzenie zywotnosci komorek dla czasu traktowania pozywki
wynoszacym 180 i1 240 s podczas pierwszej doby prowadzonego eksperymentu (** p <
0,0014), natomiast po dwoch dniach prowadzonych badan, istotnie znaczace zahamowanie
tempa proliferacji zostato odnotowane dla czasow napromieniowania 180, 2101240 s (* p
<0,013,*p<0,013, **p < 0,0014, odpowiednio). Pomiary przeprowadzone dla Opti-MEM

aktywowanego zimna plazma w objetosci 3,0 i 1,5 cm®

, Obnizenie tempa proliferacji
zostato stwierdzone dla wszystkich czasOw napromieniowania tj. 150, 180, 210 1 240 s. (*
p< 0.013, ** p < 0.0014, ***p < 0.0002, odpowiednio). Analizujac wyniki uzyskane
poprzez wykorzystaniec DMEM aktywowanego zimng plazma (Rycina 8, g i h), nie
doprowadzito do widocznych zmian w aktywnos$ci mitochondrialnej komorek linii MCF-7.
Jednakze wykorzystanie pozywki Opti-MEM aktywowanej w objetosci 3,0 cm?®
doprowadzito do statystycznie istotnego spadku zywotnosci komorek, gdy 3 % FBS byt
dodawany po napromieniowaniu. Rozpatrujac role wprowadzania 3 % dodatku FBS do
pozywki po aktywowaniu zimng plazma, eksperymentalnie potwierdzono zwigkszenie
uzyskiwanego efektu cytotoksycznego wzgledem linii komoérek MDA-MB-231 oraz MCF-
7. Najwieksze obnizenie aktywnos$ci mitochondrialnej zostalo potwierdzone dla komoérek
nowotworu piersi o wysokiej zdolno$ci przerzutowania MDA-MB-231. Prace zrealizowane
w zespole Rodder’a ze wspotpracownikami dowodza, Zze wzrost stezenia FBS w
analizowanych roztworach podczas traktowania zimng plazmg doprowadzitlo do

zmniejszenia stezenia H2O», znacznie redukujgc populacje niezywych komorek (Rodder i
wsp., 2019).

7.3. Wplyw pozywki hodowlanej aktywowanej zimna plazma na zdolno$ci migracji

komoérek — test zarysowania

Okreslenie zdolno$ci do migracji komorek poddanych dziataniu wybranych pozywek

poddanych napromieniowaniu zimng plazma zostato okreslone z wykorzystaniem testu
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zarysowania. Wybrane pozywki tj. DMEM lub Opti-MEM w objetosci 1,5 cm? zostaly
aktywowane zimng plazma w czasie 180 i1 210 s (wyznaczone jako minimalna dawka
toksyczna), gdzie 3 % FBS dodawano po traktowaniu zimng plazmg. Zdjecia ptytek
testowych z naniesionymi zarysowaniami komoérek inkubowanych w traktowanych
pozywkach byly utrwalane w ciggu 30 godz. prowadzonego eksperymentu. W
prezentowanych wynikach (Rycina 9), obliczenia powierzchni zamknigcia zarysowania w
komorkach linii MCF-10A potwierdzono, ze aktywno$¢ obydwu pozywek poddanych
dziataniu zimnej plazmy nie przyczynito si¢ do zaburzenia ich zdolnos$ci do migracji.
Wyniki z przeprowadzonego testu zarysowania pozostaja w dobrej korelacji z tymi,
uzyskanymi z badan aktywno$ci mitochondrialnej. Odmienng sytuacje obserwowano dla
pomiaréw wobec komodrek nowotworu o niskiej zdolnosci przerzutowania MCF-7, gdzie
statystycznie istotne obnizenie powierzchni zarysowania bylo obserwowane dla DMEM
aktywowanego zimng plazma (180 i 210 s) w ciagu pierwszych 8 godzin prowadzenia
doswiadczenia (**p < 0,002, **p < 0,002 odpowiednio). Wspomniana seria pomiarowa
zostata zakonczona po 24 godzinach ze wzgledu na brak zauwazalnych réznic obliczonego
RWC w obydwu rodzajach aktywowanej pozywki. Dla drugiej grupy eksperymentalnej
obszar zarastania zarysowania obserwowano przez 30 godzin, gdzie pozywka DMEM byta
napromieniowana zimng plazma przez 180 i 210 s. Rozpatrujac wyniki dla linii MDA-MB-
231, najwigksze obnizenie ruchliwosci komorek zostato odnotowane dla pozywki DMEM
traktowanej w czasie 180 s, gdzie po 24 godzinach prowadzonego do$wiadczenia
zaobserwowano znaczne zahamowanie tempa migracji. Podobne wyniki uzyskano dla
aktywowanego zimng plazmg Opti-MEM w czasie 1801 210 s. (**p <0,002; ***p < 0,001).
Ponadto w przypadku DMEM napromieniowanego zimna plazma przez 180 s, migracja
komorek byta zahamowana po 30 godzinach prowadzonych obserwacji (*p < 0,016),
podczas gdy poréwnywalne zahamowanie migracji komodrek odnotowano dla Opti-MEM

aktywowanego zimng plazmg w czasie 210 s (*p < 0,016).
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Rycina 9. Wyniki testu zarysowania wykorzystanego do oceny zdolno$ci migracji ludzkiej linii komorek
nienowotworowych MCF-10A (Graf a), ludzkiego nowotworu piersi o wysokiej zdolnosci przerzutowania MDA -
MB-231 (Graf b) i ludzkiego nowotworu piersi o niskiej zdolnosci przerzutowania MCF-7 (Graf c). Wytworzona
warstwa komorkowa pokrywajaca powierzchni¢ dotka plytki testowej zostata zarysowana, a oderwane komorki
wraz ze starg pozywka zostaly zastgpione przez: 1,5 cm® pozywka DMEM aktywowang zimng plazmg w czasie
180 210 s (Grupa IV) lub 1,5 cm?® pozywki Opti-MEM aktywowanej w czasie 180 i 210 s (Grupa V111). Obszar
wzglednego zamknigcia rany (RWC) zostat obliczony w oparciu o 30 godzinng obserwacj¢ szerzej opisany w
podrozdziale 6.5. Badanie zdolno$ci migracji komorek — test zarysowania. Wyznaczone wyniki zostaty
zaprezentowane jako warto$ci §rednie + odchylenie standardowe pochodzace od trzech niezaleznych do§wiadczen
przeprowadzonych w dwoch powtdrzeniach. Analiza statystyczna zostala przeprowadzona poprzez poréwnanie
wszystkich grup badawczych kontra kontrola wykorzystujac test jednoczynnikowej analizy ANOVA z
wielokrotnym poréwnywaniem testu Dunnetta post hoc (* p < 0,016; ** p < 0,002; *** p < 0,001; **** p <
0,0001).

7.4. Wplyw pozywki hodowlanej aktywowanej zimng plazma na apoptoze komorek —

barwienie Aneksyna V i Jodkiem Propidyny

Okreslenie typu $mierci komodrkowej indukowanej w nastepstwie oddzialywania z
pozywka hodowlang poddang dziataniu zimnej plazmy zostalo przeprowadzone z
wykorzystaniem barwienia komoérkowego Aneksyna V i1 Jodkiem Propidyny (PI).
Oznaczona populacja komorek zywych wsrod linii MCF-10A pozostata niezmieniona pod
wplywem dziatania aktywowanej zimng plazma pozywki hodowlanej. Na uwage zastuguje
zaobserwowany statystycznie znaczacy wzrost liczby komorek zywych poddanych
dziataniu pozywki DMEM napromieniowanej w czasie 210 s (Rycina 10) (*p < 0,015).
Rozpatrujgc poradniki prowadzenia hodowli komorek MCF-10A, rekomendowang
pozywka pozostaje DMEM, a uzyskane wyniki analiz wskazuja na pozytywny efekt
wykorzystania zimnej plazmy. Wyniki uzyskane dla komorek linii nowotworu piersi o
stabej zdolnosci przerzutowania MCF-7, odnotowano statystycznie znaczne zmiany w
populacji komoérek zywych, poddanych dziataniu DMEM aktywowanego zimng plazmag
podczas pierwszego dnia prowadzonych doswiadczen (Rycina 10, €) (*p < 0,015).
Zastosowanie zimnej plazmy do napromieniowania Opti-MEM (Rycina 10, f) znaczaco
przyczynito si¢ do obnizenia populacji komorek zywych, inicjujac apoptoze przy
pierwszym i drugim dniu prowadzonego do§wiadczenia ( Dzien 1- od 76,75 % do 61,83 %,
***p < 0,0004; Dzien 2 — od 74,00 % do 58,50 %, *p < 0,015). Analizy przeprowadzone
dla przerzutujacego nowotworu piersi (MDA-MB-231), poddanego dziataniu pozywki 0
mniejszej zawartosci skladnikéw odzywczych DMEM aktywowanego zimng plazma,
doprowadzily do znacznej indukcji apoptozy, zaréwno dla pierwszego i1 drugiego dnia
eksperymentow (Dzien 1 - od 81,17 % do 69,75%, **p < 0,0015; Dzien 2 — od 85,00 % do
60,88 %, ***p < 0,0004). Najwieksza populacje komorek apoptotycznych uzyskano dla
komorek MDA-MB-231 poddanych dzialaniu pozywki Opti-MEM aktywowanej za
pomocg zimnej plazmy (Dzien 1 — od 84,00 % do 68,12 %, ****p < 0,0001; Dzien 2 — od
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84,00 % do 67,86 %, **p < 0,0015). Warto nadmieni¢, najwigksza redukcja populacji
komorek zywych zostata potwierdzona w przypadku komoérek nowotworu piersi o wysokiej
zdolnosci przerzutowania (MDA-MB-231), w ciggu jednego i dwoch dni prowadzonych
pomiarow (**p < 0,002, ***p < 0,001, ****p < 0,0001, **p < 0,002 odpowiednio).
Uzyskane wyniki pozostaja w zgodnosci z wczesniej prezentowanymi danymi z
podrozdziatow 7.2. 1 7.3. jak rowniez z wynikami prezentowanymi w literaturze. Ponadto
warto zwroci¢ uwage na wysoki stopien selektywnosci pozywek hodowlanych poddanych
dziataniu zimnych plazm, gdzie komorki MCF-10A nie ulegly szkodliwemu
oddziatywaniu, podczas gdy komorki liniit MDA-MB-231 wykazuja wysoka podatnos$¢ na

prezentowany sposob traktowania.

a) MCF10A Grupa IV
W Komorki zywe, Kontrola | B8 Komdrki zywe, T 210 s
] Komorki apoptotyczne, Kontrola | B Komérki apoptotyczne, T 210 s
I Komorki nekrotyczne, Kontrola | & Komorki nekrotyczne, T 210 s
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b) MCF10A Grupa VI
W Komorki zywe, Kontrola Il B Komorki zywe, T 210 s
1 Komérki apoptotyczne, Kontrola Il E¥ Komorki apoptotyczne, T 210 s
Il Komorki nekrotyczne, Kontrola Il E3 Komorki nekrotyczne, T 210 s
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C) MDA-MB-231 Grupa IV
M Komorki zywe, Kontrola | B Komorki zywe, T 210 s
1 Komorki apoptotyczne, Kontrola | B Komorki apoptotyczne, T 210 s
I Komorki nekrotyczne, Kontrola | E3 Komorki nekrotyczne, T 210 s
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d) MDA-MB-231 Grupa VIiI

M Komorki zywe, Kontrola Il B8 Komorki zywe, T 210 s
1 Komorki apoptotyczne, Kontrola Il B Komorki apoptotyczne, T 210 s

B Komorki nekrotyczne, Kontrola I 3 Komorki nekrotyczne, T 210 s
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MCF7 Grupa IV

Il Komorki zywe, Kontrola | B Komorki zywe, T 210 s
[J Komérki apoptotyczna, Kontrola| B8 Komorki apoptotyczne, T 210 s
B Komérki nekrotyczne, Kontrola | 2 Komdrki nekrotyczne, T 210 s
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MCF7 Grupa VI
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Il Komorki nekrotyczne, Kontrola 11 2 Komorki nekrotyczne, T 210 s
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Rycina 10. Wyniki przedstawiajace procentowy udzial populacji komorek zywych, apoptotycznych i
nekrotycznych w komorkach linii MCF-10A (Grafy a i b), ludzkiego nowotworu piersi o wysokiej zdolnos$ci
przerzutowania MDA-MB-231 (Grafy ¢ i d), ludzkiego nowotworu piersi o niskiej zdolnosci przerzutowania
(Grafy e i f). Linie komdorkowe MCF-10A (Graf a), MDA-MB-231 (Graf ¢) i MCF-7 (Graf e) inkubowane przez
2 dni w pozywce DMEM aktywowanej zimng plazma w objetoéci 1,5 cm® w czasie 210 s (Grupa IV). W pozywce
Opti-MEM aktywowanej zimna plazma w objetosci 1,5 cm® w czasie 210 s (Grupa VIII) inkubowane byty linie
komoérkowe MCF-10A (Graf b), MDA-MB-231 (Graf d), MCF-7 (Graf f). Obliczone wyniki zostaty
zaprezentowane jako wartosci srednie + odchylenie standardowe wyznaczone z trzech niezaleznych do§wiadczen
przeprowadzonych w dwoch powtorzeniach. Analiza statystyczna zostala przeprowadzona poprzez poréwnanie
wszystkich grup badawczych kontra kontrola wykorzystujac test jednoczynnikowej analizy ANOVA z
wielokrotnym poréwnywaniem testu Dunnetta post hoc (* p < 0,015; ** p < 0,0015; *** p < 0,0004; **** p <
0,0001, ns — nie statystycznie istotne).

Selektywno$¢ oddziatywania pozywek hodowlanych na indukcje apoptozy zostata
potwierdzona przez innych badaczy, sprawdzajacych wykorzystanie pozywki DMEM
aktywowanej zimng plazmg wzgledem komorek linii MDA-MB-231 (Xiang i wsp., 2018).
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Podrobniej, znaczny wzrost populacji komorek apoptotycznych zostal zauwazony jedynie
wsérod komorek nowotworowych o wysokiej zdolno$ci przerzutowania MDA-MB-231,
podczas gdy komorki linit MCF-10A oraz MCF-7 nie wykazuja negatywnego wplywu
traktowania zimnymi plazmami. W przypadku bezposredniego napromieniowania zimng
plazma, uzyskano znaczacg indukcje apoptozy u komoérek linii MCF-7 (Zhang i wsp., 2020;
Park i wsp., 2019), podczas gdy u komorek liniit MCF-10A (Mirpour i wsp., 2014) nie

stwierdzono przyrostu populacji komoérek apoptotycznych.

Przedstawiono réwniez graficzne podsumowanie wynikow uzyskanych w trakcie badan
biologicznych. Jak mozna zauwazy¢, w wigkszosci przypadkéw aktywnosé zyciowa
komorek liniit MCF-10A nie zostata zaburzona, wskazujac na brak negatywnego wptywu
zimnych plazm atmosferycznych wzgledem ludzkiej nienowotworowej linii komoérkowe;.
Rozpatrujac wyniki prezentowane dla linii komérkowej MCF-7, zauwazalne zmiany w ich
procesach zyciowych wystapity wylacznie w grupie Opti-MEM aktywowanego zimng
plazma, wykazujac minimalng dawke toksyczng napromieniowania 180 s. Ponadto,
przeprowadzenie napromieniowania pozywki w objetosci 1,50 cm® w sposob istotny
zwicksza uzyskiwang odpowiedz biologiczng. Potwierdzono réwniez, efektywnos$é
wywotywanej odpowiedzi biologicznej przez pozywki poddane aktywacji zimnej plazmy
zostaje zwigkszona, gdy FBS zostaje wprowadzony po zakonczonym procesie aktywacji.
Zaburzenia zywotnosci komorek zostaja umniejszone wraz z wydluzeniem czasu
prowadzenia doswiadczen. Obserwacje te, zostaly potwierdzone podczas testu
zarysowania, gdzie znaczne zahamowanie tempa migracji nastgpito wylgcznie w
poczatkowej fazie testu 1 co najbardziej zastanawiajace, jedynie w przypadku pozywki
DMEM aktywowanej zimng plazma. Podobng zalezno$¢ potwierdzono w przypadku
zliczania populacji komorek apoptotycznych, gdzie najwigkszy spadek liczby komorek
zywych zostat potwierdzony podczas pierwszego dnia badan. Rozpatrujac wplyw sktadu
pozywek hodowlanych poddanych aktywacji zimna plazma na zywotno$¢ komorek MDA -
MB-231 byt nastepujacy: pozywka DMEM pozbawiona FBS w trakcie napromieniowania
wykazata efekt cytotoksyczny wzgledem komorek przy minimalnej dawce toksycznej
traktowania wynoszacej 180 s, doprowadzajac do najwiekszej redukcji po dwdch dniach
inkubacji. Poddane aktywacji Opti-MEM doprowadzito do zaburzen zywotno$ci komoérek
wiekszosci badanych grup, szczegdlnie przy dwoch dniach inkubacji z identyczng dawka
toksyczng. Co ciekawe, ruchliwos$¢ komorek zostata znacznie zahamowana podczas badan

z wykorzystaniem DMEM aktywowanego plazma, podczas gdy dla doswiadczen z
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napromieniowanym Opti-MEM zahamowanie mobilnosci komoérek odnotowano dla
dluzszego czasu inkubacji. Ostatecznie redukcja populacji komoérek zywych nastgpita

zgodnie z tym samym trendem.

95



wewzed TWAUWIZ WNIPaW eruemoruarwioldeu sezo — gpz ‘017 ‘081 ‘0S1

msa) ofouriqm fauzokisiers tosoworst d, | joquiks O mso) ofoueiqim uzofisiess osomoist d, | [0quAs q msa) oFouriqim Luzafskieis wsomost d | [oquiks O sy oFourigim fouzofisyeys 1osowost d joquids D

@ @

\V4
\V4 @ 014

Zusizg Tu=izg ouazag Tuanzg T usizg 0usnzg
TEC-AN-YAWN L-40N
o M @ pafw] @V T
‘zpo3 g ‘zpo8 pg ‘zpod g “zpo8 g *zpo8 §g ‘zpos g
TEC-AN-VAWN L-1DN

\WAD) & (A
o <878
@

@)frefos] CIO)

zuarzg Tu3nzg zusizg T uaiza

TEZ-AN-YAN L-DN

zuaiza

‘zpo8 0g

1ua1ZQ

VOT-40N

'zpod g

VOI-OW

frd @) @)

Zulizg

VOT-1dW

ouarza

11IA ednin

Al ednig

lwewzeld jwAuw iz o8auemomipe oSauemopoy wnipaw pepjs

[amodaowoy 121a1ws dA)

‘zpo8 g

m_r_m.Z—Om\r_MN 59

T uaizg

e} 1IN

1A ednin

Al ednig

jwewze|d jwAuw iz o8auemomAp|e oSaue|mopoy wnipaw pepjs

1liA ednio
1IA ednug
IA ednig
A ednig
Al ednin
111 ednig
1l ednug

| ednig

lwewzed jwAuwiz oSauemomApie oSaueimopoy wWnipaw pep|s

‘(01 ewoky) Azoydode 1fosnpur (6

BUIDAY) BIUBMOSAIRZ 1M)SI] (§ 1 £ AUIDAY) LLIN [eMOI0WOY 19S0UI0MAZ M0ISA) Z MONIUAM [[dAuBYSAZn aruemowmspod auzoyelr) £ BRqe],

96



7.5. Oznaczenie reaktywnych form tlenu i azotu w fazie gazowej — pomiary OES

Reakcje kaskadowe bgdace wynikiem oddziatywania zimnej plazmy i cieczy prowadzg
do wytworzenia reaktywnych form tlenu i azotu. Najwigksza uwage nalezy poswiecié
reaktywnym formom o dtugim czasie zycia tj. NO2", NH4*, NO3", H202. Przeprowadzono
analize jakosciowg i ilo§ciowa wspomnianych reaktywnych form celem okreslenia reakcji
1 procesOw, bezposrednio zaangazowanych w odpowiedz przeciw nowotworowa

wytworzong dzieki pozywkom hodowlanym poddanym aktywacji zimna plazma.
y a €K1 pozy ymp y ywac) ap a

Pierwszym etapem prowadzonych analiz bylo ilo§ciowe 0znaczenie reaktywnych form
obecnych w fazie gazowej, wytwarzanych w obszarze kontaktu stozka zimnej plazmy z
pozywka DMEM oraz Opti-MEM wykorzystujac Optyczna Spektrometriec Emisyjng
(OES). Z danych prezentowanych na grafice (Rycina 11), zaobserwowano wytworzenie
zblizonych reaktywnych czastek powstalych w wyniku oddzialywania z dwoma typami
pozywek hodowlanych. Na widmach emisyjnych zimnej plazmy zidentyfikowano
nastepujgce pasma czastek: NO, N2, N2*, NH, OH jak i inne linie atomowe O, H, He (Rycina
11). W zakresie 200-260 nm zaobserwowano pojawiajgce si¢ widma uktadu y NO (A2> + -
X2 []), ktorych glowice pasm byty przy 226,9 nm (0-0), 237,0 nm (0-1) oraz 247,9 nm (0-
3). Nastepnie zidentyfikowano liczne pasma Nz, nalezace do systemu Cz[Ju — B3[]g,
ktérego gltowice pasm o najwigkszej intensywno$ci zostaly zaobserwowane przy
dhugosciach fali 319,9 nm (1-0), 337,1 nm (0-0), 357,7 nm (0-1) i 380,4 nm (0 — 2). Na
widmie obecne sg takze bardzo mocne pasma nalezace do rodnikéw OH® systemu A2’ -
Xo[] z gtowicami potozonymi przy 309,4 nm (0-0) i 286,1 nm (0-1). Zidentyfikowano
takze pasma czgsteczek N2*, nalezgce do systemu BxY'u — X2>*g z intensywnymi
glowicami pasm zostaly obserwowane przy diugosci 391,4 nm (0-0) i 427,8 nm (0-1).
Zarejestrowano rowniez liczne linie atomowe helu (He 1) przy dtugosci 388,8 nm, 587,5
nm, 667,8 nm, 706,5 nm i 728,1 nm. Obecne rowniez byty linie H | przy dlugosci 486,1 nm
1 656,2 nm jak réwniez linie O I przy dlugosci fali 777,2 nm, 777,4 nm oraz 844,6 nm.
Opierajac si¢ na pomiarach jakosciowych OES, potwierdzona zostala obecnos¢
reaktywnych form tlenu i azotu podczas aktywowania DMEM i Opti-MEM za pomoca
zimnej plazmy (Rycina 11).
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Rycina 11. Widma emisji ze strefy kontaktu stozka zimnej plazmy z pozywka DMEM (linia czerwona) i Opti-
MEM (linia niebieska) w obszarze 200 - 400 nm (a) i 400 — 900 nm (b).

7.6. Oznaczenie reaktywnych form tlenu i azotu w fazie cieklej - pomiary

kolorymetryczne

Ilosciowa analize stezenia wybranych reaktywnych form o dlugim czasie Zycia, w
szczegoOlnosci jony NO2', NH4" i NO3™ (Rycina 12), a takze czgsteczek H202 (Rycina 12) w
analizowanych probkach pozywek hodowlanych zostaty przeprowadzone, wykorzystujgc
metody kolorymetryczne. Potwierdzono zmiany st¢Zenia wspomnianych reaktywnych form
w wyniku napromieniowania zimng plazma pozywki DMEM (pozbawionej czerwieni
fenolowej) i Opti-MEM (pozbawionej czerwieni fenolowej). Ponadto stezenie nadtlenku
wodoru ulegato zmianie w poszczegolnych pozywkach. Potwierdzono nieznaczne zmiany
stezen jonow NO2  w trakcie prowadzonych analiz. Porownujac st¢zenia w pozywce

aktywowanej plazma (czas napromieniowania rowny 180 s) z pozywka nietraktowana byty
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porownywalne tj. 10,0 = 0,1 mg/dm® i 9,50 £+ 0,05 mg/dm® odpowiednio dla DMEM.
Analizy przeprowadzone dla Opti-MEM wykazaly statystycznie istotny wzrost st¢zenia
azotyndéw w poréwnaniu z pozywka nietraktowana tj. 10,0 + 0,9 mg/dm?® kontra 12,5 + 0,9
mg/ dm?® (** p < 0,006). Wicksze zmiany stezenia, zostaty zmierzone dla zawartosci jonow
NH4*. Uzyskane wyniki pomiaréw dla pozywki DMEM napromieniowanej wyniosty 19,5
+ 0,4 mg/dm?®, natomiast dla pozywki nienapromieniowanej odpowiednio 10,0 + 0,6
mg/dm?® (czas napromieniowania: 180 s), prowadzac do statystycznie istotnej roznicy
(****p < 0,0001). W przypadku analiz zawartosci jonow NO3z - dla pozywki DMEM
stwierdzono wysoka roznice stgzen w pozywce poddanej traktowaniu zimng plazma (1,20
+ 0,08 mg/dm?®) i nietraktowanej (0,15 + 0,04 mg/dm®) (***p < 0,006). Poréwnywalnie
statystycznie istotne zmiany stgzenia jonow NOgz™ zostaty potwierdzone w pozywce Opti-
MEM po traktowaniu zimna plazma (3,69 + 0,26 mg/dm?®) w poréwnaniu z nietraktowana
(0,74 £ 0,26 mg/dm®) (**p < 0,006). O$miokrotny wzrost zawartosci jondw azotanowych
V w pozywkach poddanych aktywacji, moze odpowiada¢ za obserwowang aktywnos$¢
biologiczng. Pozywki poddane napromieniowaniu zimng plazmg bez uprzedniego dodatku
FBS, prowadzac do wzrostu stezenia H202, podczas gdy obecnos¢ FBS w pozywce przed
jego napromieniowaniem, zauwazalnie obnizylo zawarto$¢ nadtlenku wodoru w obydwu
analizowanych grupach- dla DMEM uzyskano 1,14 + 0,01 mg/dm® kontra 0,99 + 0,03
mg/dm? (*p < 0,026), dla DPBS uzyskano 1,41 + 0,10 mg/dm?® kontra 1,21 + 0,05 mg/dm?,
dla Opti-MEM uzyskano 3,31 = 0,03 mg/dm® kontra 2,66 + 0,04 mg/dm® (**p < 0,009).
Taka regularno$¢ uzyskiwanych wynikow nie zostata odnotowana w przypadku pozywki 0
najwigkszej zawartosci sktadnikow odzywczych, gdzie zawartos¢ nadtlenku wodoru
wyniosta 1,41 + 0,03 mg/dm3 kontra 3,31 + 0,03 mg/dm3. Jednym z mozliwych
wyttumaczen odnotowanej nieregularnosci moze by¢ zwiazana z barwa tej pozywki, mogac
interferowa¢ w warto$ci maksimum absorbancji mierzonej przy dlugosci fali 450 nm.
Oznaczajac zawartos¢ H.O2 w pozywce Opti-MEM, gdzie wprowadzenie FBS po
napromieniowaniu zimnymi plazmami przyczynito si¢ do znaczacego wzrostu st¢zenia

(2,66 £ 0,04 mg/dm?® kontra 3,31 + 0,03 mg/dm?®; **p < 0,009).
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Rycina 12. Stezenia RFT i RFA wyznaczone w wyniku oddziatywania zimnej plazmy z poszczegdlnym
rodzajem pozywki hodowlanej. Wyznaczono st¢zenia jondow NO2', NO3™ i NH4* w pozywkach DMEM i Opti-
MEM poddanych napromieniowaniu w objetosci 1,5 cm® w czasie 180 s. Oznaczone zostaty stezenie molekut
H,0, w poszczegblnych pozywkach hodowlanych (napromieniowane w objetosci 1,5 cm® w czasie 180 s), gdzie
FBS byt wprowadzany przed napromieniowaniem (DMEM kompletny, Opti-MEM kompletny, DPBS
kompletny) badZ FBS byt wprowadzany po napromieniowaniu (DMEM + FBS, Opti-MEM + FBS, DPBS +
FBS). Okre$lone zostaty roéwniez zmiany w warto$ciach pH pozywek DMEM i Opti-MEM poddanych
ekspozycji zimnej plazmy. Obliczone wyniki zostaly zaprezentowane jako wartosci §rednie + odchylenie
standardowe wyznaczone z trzech niezaleznych doswiadczen. Analiza statystyczna zostala przeprowadzona
poprzez poréwnanie wszystkich grup badawczych wykorzystujac test jednoczynnikowej analizy ANOVA z
wielokrotnym poréwnywaniem testu Tukeya post hoc (* p < 0,026; ** p < 0,009; *** p < 0,006; **** p <
0,0001).
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Porownywalne wyniki analiz st¢zenia reaktywnych form tlenu i azotu przeprowadzone
zostaly przez zesp6t Trizio, gdzie objeto$é 3 cm® DMEM zostala napromieniowana w czasie
5 min. (Trizio i wsp., 2016). Pomijajgc roznice w objetosci i czasie napromieniowania
pozywki DMEM, potwierdzono poréwnywalne wyniki z omawianymi w przedstawianej
rozprawie. Rozpatrujac wyniki prezentowane przez zespot Trizio, odnotowano zmiany
pomiedzy grupami traktowanymi zimng plazma a nietraktowanymi w stezeniu jonow NO2”
(0,40 mg/dm?3 kontra 0,04 mg/dm?) a takze jonéw NOsz (1,20 mg/dm? kontra 0,01 mg/dm?).
Przedstawione wyniki literaturowe dla jonéw NO2 wraz z tymi uzyskanymi
eksperymentalnie pozostaja w dobrej zgodnos$ci, podczas gdy dla stezenia jondw NO3z
wykazano wigkszy przyrost w porownaniu do pozywki nietraktowanej zimnymi plazmami.
Objetosé¢ 2,0 cm® pozywki DMEM poddanej dziataniu zimnej plazmy w czasie 120 s,
generujac stezenia 0,52 mM sumy jonéw NO2 i NO3’, pozostaje w dobrej korelacji ze
stezeniami jonow uzyskanych w trakcie prowadzonych prac eksperymentalnych. Tak
przygotowana pozywka byto wykorzystywana do dalszych testow biologicznych wzgledem
linii komorkowej MCF-7 (Subramanian i wsp., 2020). Zblizone stezenia nadtlenku wodoru
do prezentowanych w niniejszej rozprawie zostaly oznaczone w pozywce RPMI 1640
poddanej dziataniu zimnych plazm, gdzie FBS dodawano przed jej napromieniowaniem.
Konkretniej, 1,0 cm® pozywki RPMI 1640 z dodatkiem FBS poddano napromieniowaniu w
czasie 20 s, prowadzac do uzyskania stezenia 1,7 mg/dm?® czastek H,O, (Nie i wsp., 2018).
Prace zrealizowane przez zesp6t Rodder, gdzie 1,0 cm® pozywki RPMI 1640 i MEM wraz
z dodatkiem FBS, napromieniowano w czasie 300 s doprowadzajac do wytworzenia
stezenia H202 1,43 i 1,56 mg/dm? odpowiednio. Wspomniane wyniki literaturowe pozostaja
rowniez w dobrej zgodnosci z pomiarami eksperymentalnymi (Rodder i wsp., 2019).
Poczatkowa interakcja zimnych plazm z ciekta pozywka doprowadzila do wytwarzania
licznych przedstawicieli reaktywnych form tlenu i azotu tj. NO, N2, N2*, NH, O, OH®, Oy,
0, !0z, O3 i H20" a takze promieniowania UV. Zidentyfikowane wysoko energetyczne
reaktywne formy o krotkim czasie zycia, oddziatujac z réznymi sktadnikami pozywki,
prowadza do wytwarzania zwigzkdéw reaktywnych o dtugim czasie istnienia (H202, NO2',
NOz3™ 1 organicznych nadtlenkow). Biorac pod uwage przeprowadzone badania opierajace
si¢ 0 wykorzystanie posrednie zimnej plazmy — pozywki aktywowane, ktore nastepnie byty
przenoszone do wybranych linii komoérkowych, wplyw reaktywnych form o krétkim czasie
zycia na wybrane modele biologiczne jest zaniedbywalny. Generowane w efekcie RFT i
RFA biorg udziat w nastepujacych reakcjach kaskadowych, doprowadzajac do ich dalszego

wzrostu stezenia. Z tych wlasnie wzgledow, w wigkszosci opublikowanych prac
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naukowych skupiajacych si¢ wokot przeciwnowotworowych wlasciwosci zimnych plazm,
glowne reaktywne formy tlenu i azotu tj. NO2", NOs", H20> i tlenki organiczne zostaty

oznaczone (Terefinko i wsp., 2021) i przedstawione na grafice (Rycina 12).

Rozpatrujac w dalszym ciaggu réznice zawartos$ci sktadnikow odzywcezych w pozywkach
poddanych dziataniu zimnych plazm, uzyskana odpowiedz biologiczna jak 1 st¢zenia
oznaczonych reaktywnych form moga by¢ dostosowywane. Zwigkszajac zawartos¢ materii
organicznej do odpowiedniej wartosci, doprowadza to do zwickszonego wytworzenia H2O»,
NO2, NOs™ w roznych proporcjach (Terefinko i wsp., 2021). Jednakze przekroczenie
pewnego poziomu domieszek organicznych przyczynia si¢ do maskowania okreslonych
RFT i RFA, jak rowniez uzyskiwanej aktywnosci biologicznej wzglgdem wybranych linii
komorkowych. Podobng zalezno$¢ obserwowano przy pomiarach stezen nadtlenku wodoru,
gdzie w pozywce DMEM poddanej napromieniowaniu zimng plazma uzyskano najnizsze
stezenie. Ponadto dla pozywki DPBS (najnizsza zawarto$¢ sktadnikow odzywczych) oraz
Opti-MEM (najwyzsza zawarto$¢ sktadnikow odzywczych) napromieniowanych zimng
plazma, potwierdzono generacje¢ znacznie podwyzszonego stezenia H20,. Stezenie
nadtlenku wodoru moze by¢ dodatkowo zintensyfikowane poprze¢ dodatek FBS do
pozywki po napromieniowaniu zimng plazma. Szerokie spektrum reaktywnych sktadnikow
1 mozliwych produktéw posrednich uzyskanych w wyniku oddzialywania zimnych plazm
ze zlozonym sktadem pozywki pozostaja skomplikowane w pelnej analizie chemiczne;.
Zatem wplyw wytwarzanych reaktywnych form na modele biologiczne powinien byc¢

bezposrednio badany w odniesieniu do indukowanej odpowiedzi biologiczne;.

Zaprezentowane wyniki eksperymentalne wyraznie wskazaty, ze pozywki DMEM i
Opti-MEM poddane napromieniowaniu zimng plazma nie doprowadzity do efektu
cytotoksycznego wzgledem komoérek normalnych MCF-10A, podczas gdy przyczynily si¢
do zaburzenia procesow zyciowych komorek nowotworowych. Obserwowana
selektywno$¢ oddziatywania zimng plazma moze by¢ powigzana z r6zng zawartoscia
frakcji cholesterolowych w btonie komoérkowej, petnigcych istotng role w podtrzymywaniu
integralnosci 1 ptynnosci blony. Frakcje cholesterolowe pelnig réwniez role pierwszej
bariery na drodze RFT i RFA, ktére moga je utleni¢, wytwarzajac w nich dziury utatwiajace
dostep do wnetrza komorek. Linia komérkowa MCF-10A, posiadajac znaczaco nizszy
poziom frakcji cholesterolowych w btonie komorkowej porownujac do linii MCF-7 i MDA-
MB-231, wykazuja wyzsza oporno$¢ na apoptoze indukowang poprzez metylo-f-

cyklodekstryny, w odréznieniu od komorek linii nowotworowych o znacznie wyzszej
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wrazliwosci (Li 1 wsp., 2006). Utatwiona przepuszczalnos$¢ reaktywnych form wewnatrz
komorek poprzez wytworzenie dziur w blonach komérkowych na drodze utlenienia, sprzyja
akumulacji m.in. H202 prowadzac do stresu oksydacyjnego, na ktory komorki linii MCF-7
i MDA-MB-231 sg bardziej podatne od komoérek linii MCF-10A (Warleta i wsp., 2010).
Ponadto, komorki rozpatrywanych linii nowotworowych wykazuja obfitg ekspresje biatek
akwaporyny w poréwnaniu do komorek linii MCF-10A tj. AQP1, AQP3, AQPS5. Biatka
akwaporyny obecne w btonie komorkowej tworzg kanaty utatwiajgce transport m.in. wody
1 gliceryny odpowiadajg rowniez za zdolno$ci przerzutowania komorek ludzkiego
nowotworu piersi a takze ich zlosliwego charakteru (Shi i wsp., 2012). Biatka te rowniez
moga ulatwia¢ przenikanie molekut H20. (Rodrigues i wsp., 2019). Ostatecznie
potwierdzono, ze terapie celowane odnoszace si¢ do mutacji genu p53 stanowig obiecujaca
alternatywe¢ wzgledem nowotworéw piersi i moze by¢ powigzane z obserwowang
odpowiedzig biologiczng pozywek DMEM i Opti-MEM napromieniowanych zimng plazma
(Synnott i wsp., 2017).

8. Podsumowanie i wnioski po realizacji zadania |

Przedstawiajac przeprowadzone prace w prezentowanym rozdziale, podjeto proby
odpowiedzi na pytanie, czy sklad chemiczny pozywki hodowlanej poddanej dziataniu
zimng plazma jest istotny pod wzgledem indukowanej odpowiedzi biologicznej na linie
komorek ludzkiego nowotworu piersi?. W oparciu 0 uzyskane wyniki eksperymentalne
potwierdzono, ze zarowno rodzaj jak i sktad pozywek poddawanych aktywacji zimng

plazma w sposob znaczacy wptywa na uzyskiwany efekt przeciwnowotworowy.
Doprecyzowujac:

I.  Otrzymywane pozywki hodowlane napromieniowane zimng plazmg bez
wczesniejszego dodatku FBS do pozywki, nie wykazuja cytotoksycznosci
wobec komorek linii MCF-10A, odznaczaja si¢ wysoka selektywnoscia,
stwarzajac tym samym mozliwo$¢ zaprojektowania terapii przeciw ludzkiemu
nowotworowi piersi.

I[l.  Wytworzone pozywki hodowlane aktywowane nowatorskim uktadem
reakcyjno-wytadowczym wykazaly szkodliwe oddziatywania wzgledem
komorek linii MCF-7 i MDA-MB-231.

1. Dodatek surowicy FBS do pozywki hodowlanej przed jej napromieniowaniem,

wplywa na obnizenie uzyskiwanej cytotoksycznosci wobec komorek linii MCF-
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7 i MDA-MB-231, przyczyniajac si¢ rowniez do nieznacznego obnizenia ich
zywotnosci jak rowniez zaburzajac procesy zyciowe komorek linii MCF-10A.

IV.  Wybdr odpowiedniego rodzaju pozywki hodowlanej poddawanej aktywacii
zimng plazmga celem uzyskania najwickszego wplywu na aktywnos$¢ biologiczng
pozostaje kluczowym etapem przygotowania efektywnej terapii. Pozywka o
najnizszej zawarto$ci czynnikow bioaktywnych, DMEM, poddana dziataniu
zimnych plazm doprowadzita do znacznego spadku zywotnosci komorek
nowotworowych MCF-7 i MDA-MB-23, jak réwniez obnizenia ich mobilnosci.

V.  Zaburzenia w procesach zyciowych komorek linii ludzkiego nowotworu piersi
zwigzane s3 w gltownej mierze z indukcja apoptozy w wyniku inkubacji w
pozywkach hodowlanych poddanych dziataniu zimnej plazmy. Najwickszy
spadek ruchliwosci komorek, a takze uzyskanie najwiekszej populacji komorek
apoptotycznych potwierdzono w badaniach komorek linii MDA-MB-231 (rak
silnie przerzutujacy). Uzyskane wyniki w sposob jasny potwierdzaja
zwigkszong podatno$¢ komorek linii MDA-MB-231 na dziatanie pozywki
hodowlanej poddanej dziataniu zimnej plazmy. Otrzymane wyniki daja
nadziej¢, ze przeprowadzone badania mogg stanowi¢ punkt wyjsciowy dla
alternatywnych terapii dedykowanych dla ludzkiego nowotworu piersi 0
wysokiej zdolno$ci przerzutowania.

VI.  Zaprezentowane wyniki badah eksperymentalnych zostaty opublikowane w
czasopismie z listy filadelfijskiej International Journal of Molecular Sciences
(Terefinko i wsp., 2021).

Materiat zaprezentowany w tej czgsci zostat opublikowany w artykule:  Terefinko D,
Dzimitrowicz A.P., Bielawska-Pohl, A., Klimczak A., Pohl P., Jamroz P. “The influence of cold
atmospheric pressure plasma-treated media on cell viability, motility, and induction of
apoptosis in human non-metastatic (MCF7) and metastatic (MDA-MB-231) breast cancer cell
lines.” International Journal of Molecular Sciences, vol. 22, s. 1-23. 1IF=5.924, MEiN =140
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Zadanie I1. Bezposrednie i mieszane zastosowanie ukladéw zimnych plazm

atmosferycznych do zahamowania aktywnosci biologicznej komorek raka piersi

Drugim zadaniem badawczym przedstawionej rozprawy bylo przygotowanie i
scharakteryzowanie dwoch uktadow zimnych plazm atmosferycznych. Pierwszy uktad
stanowito bezposrednie traktowanie komorek zrodtem zimnej plazmy, celem wywotania
zmian w zywotnosci, zdolno$ci do migracji i indukcji apoptozy wobec linii komorkowych
ludzkiego raka piersi — MCF-7 i MDA-MB-231 i nienowotworowej linii MCF-10A.
Drugim uktadem bylo wykorzystanie zrédta zimnej plazmy w sposdb mieszany, poprzez
bezposrednie napromieniowanie komorek zrodtem zimnej plazmy, a nastgpnie wystawienie
ich na dziatanie pozywki hodowlanej aktywowanej zimng plazma. Aktywno$¢ biologiczna
uktadu mieszanego zimnej plazmy zostata zbadana pod wzgledem wywotanych zmian w
aktywnosci metabolicznej, ruchliwos$ci i inicjacji zaprogramowanej $mierci komorkowej
wobec linii ludzkiego nowotworu piersi — MCF-7 i MDA-MB-231, a takze

nienowotworowej linii MCF-10A.

Hipoteza badawcza 1: nowatorski uktad wytadowczy, ktorego posrednie zastosowanie
do zahamowania aktywnoS$ci biologicznej komorek raka piersi zostalo omoéwione jako
pierwsze zadanie badawcze, stanowigc zrodto reaktywnych form tlenu i azotu, na skutek
bezposredniego oddziatywania z komorkami wybranych modeli in vitro moze wptyna¢ na
zaburzenie ich procesow zyciowych, obnizajagc aktywnos¢ metaboliczng, zahamowujac

ruchliwo$¢ 1 wywolujac apoptoze w komorkach ludzkiego raka piersi.

Hipoteza badawcza 2: bezposrednie potraktowanie komorek raka piersi nowatorskim
uktadem wytadowczym, wprowadzi¢ moze komodrki nowotworowe w stan zwigkszonej
podatno$ci na aktywno$¢ pozywki hodowlanej napromieniowanej tymze ukladem,
prowadzac do wzmozonego zaburzenia ich zywotnoSci, mobilnosci 1 indukcji

zaprogramowanej $mierci komorkowe;.
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9. Cel i zakres prowadzonych prac - bezposrednie i posrednie zastosowanie ukladu

zimnej plazmy atmosferycznej

Celem realizacji drugiego zadania badawczego, uktad wytadowczy generujacy zimng
plazme¢ w atmosferze helu zostal wykorzystany do bezposredniego napromieniowania
komorek nowotworu piersi tj. MCF-7 1 MDA-MB-231, a takze komorek linii
nienowotworowej MCF-10A, zawieszone w PBS. Przed realizacja doswiadczen
bezposredniego potraktowania zawiesiny komorkowej ustalonych modeli in vitro,
nowatorski uktad reakcyjno-wyladowczy zostal do tego celu dostosowany. Wybrane
modele biologiczne in vitro po poddaniu ich bezposredniej ekspozycji na zimng plazme
zostang nastepnie inkubowane w kompletnej pozywce hodowlanej badz pozywce
hodowlanej poddanej aktywacji zréodlem zimnej plazmy atmosferycznej. Majac
swiadomos$¢ aktywnosci biologicznej wybranych pozywek hodowlanych poddanych
napromieniowaniu zimnej plazmy wzglgdem rozpatrywanych modeli biologicznych po
zrealizowanym pierwszym zadaniu badawczym, dla realizacji drugiego zadania
badawczego zostalty wybrane pozywki hodowlane aktywowane zimng plazmg o
najwyzszych  wlasciwosciach  cytotoksycznych.  Aktywno$¢  biologiczna  tak
przygotowanych ukladéw zimnych plazm atmosferycznych zostanie zbadana pod
wzgledem inicjowanych zaburzen w zywotnos$ci, ruchliwosci i indukcji apoptozy.
Analizujac doniesienia literatury z prac badawczych wykorzystujacych uktady mieszane
zimnej plazmy, ktore zostaly opisane w podrozdziale 4.6. Podejscie laczace
bezposrednie i posrednie traktowanie komorek nowotworowych zrédlami zimnych
plazm atmosferycznych, nie zostaly obecnie opublikowane zadne doniesienia dotyczace
wspomnianego podejscia wzgledem komorek ludzkiego raka piersi. Jednakze, w $wietle
ustalen wzgledem innych linii nowotworowych, wystawienie ich na bezposrednig
ekspozycje stozka zimnej plazmy w sposob istotny uczula je na aktywno$¢ innych

zwiazkdéw o wlasnos$ciach cytotoksycznych.

10. Materialy i metodyka badawcza dla realizacji zadania Il

10.1. Hodowle komorkowe

Identyczne modele in vitro do tych wykorzystanych przy okazji realizacji pierwszego
zadania badawczego, wybrano dla doswiadczen w ramach prac nad drugim zadaniem
badawczym. Sposob prowadzenia hodowli komorkowych, jak i ich pochodzenie sg spdjne

z opisanym w podrozdziale 6.1. Hodowle komérkowe.
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10.2. Pozywki hodowlane

Przeprowadzajac traktowanie mieszane wybranych linii komoérkowych, przygotowano
pozywki hodowlane poddane napromieniowaniu zrédtem zimnej plazmy atmosferyczne;.
W tym celu, wybrano podobnie dwie pozywki hodowlane, réznigce si¢ zawartoscia
sktadnikéw odzywczych tj. pozywka DMEM 1 Opti-MEM. Rozpatrujac wyniki
eksperymentalne uzyskane w toku realizacji pierwszego zadania badawczego, obj¢tosé 1,5
cm® pozywek hodowlanych DMEM lub Opti-MEM wzbogacona o GlutaMAX,
uzupehione 0 100 U/cm?® roztworu penicyliny i 100 pg/ cm® streptomycyny, zostaty
przeniesione do oddzielnych dotkow testowej ptytki 24 dotkowej i poddane
bezposredniemu napromieniowaniu zroédlem zimnej plazmy. Po zrealizowanym etapie
aktywacji zimng plazma, pozywki hodowlane zostaty na koniec przeniesione do sterylnych,
oddzielnych proboéwek z tworzywa sztucznego i uzupelnione o dodatek 3% FBS. Tak
uzyskane kompletne pozywki hodowlane aktywowane zimng plazma zostaty nastgpnie
wykorzystane do przeprowadzenia traktowania mieszanego komorek nowotworu piersi.
Dla lepszego zobrazowania grup eksperymentalnych wykorzystanych w trakcie prac, a
takze wskazania sposobu oznaczania grup badawczych w zaprezentowanych wynikach

eksperymentalnych, zostata przygotowana Tabela 8.

Tabela 8. Charakterystyka grup badawczych, zawiesina komorkowa poddana bezposredniej ckspozycji zimnej plazmy

a takze inkubowane nastepnie w pozywce hodowlanej nietraktowanej badz aktywowanej zrédlem zimnej plazmy.

Grupa Pozywki hodowlane aktywowane zimna plazma, sposob przygotowania
Kontrola 1 Komérki inkubowane w nietraktowanej, kompletnej pozywce DMEM
Kontrola I1 Komérki inkubowane w nietraktowanej, kompletnej pozywce Opti-MEM

Grupa [ Komdrki inkubowane w nietraktowanym DMEM, poddane bezposredniemu

napromieniowaniu zimna plazmg
Grupa II Komérki inkubowane w DMEM napromieniowanym w objetosci 1,5 cm?, bez
dodatku 3 % FBS, poddane bezposredniemu napromieniowaniu zimna plazma
Grupa III Komorki inkubowane w nictraktowanym Opti-MEM, poddane bezposredniemu

napromieniowaniu zimng plazmg
Grupa IV Komérki inkubowane w Opti-MEM napromieniowanym w objetosci 1,5 cm?, bez
dodatku 3 % FBS, poddane bezposredniemu napromieniowaniu zimna plazma

10.3. Aktywacja pozywki hodowlanej

Wytworzenie pozywki hodowlanej napromieniowanej zimng plazmg zostato
przeprowadzone z wykorzystaniem nowatorskiego uktadu wytadowczego, ktory zostat
szczegblowo opisany 1 zaprezentowany w podrozdziale 6.3. Aktywacja pozywki

hodowlanej. Parametry operacyjne i pradowo-napigciowe byly identyczne z tymi w
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przytoczonym podrozdziale 6.3. Objetos¢ kompletnej pozywki hodowlanej 1,5 cm?
(DMEM lub Opti-MEM ) przeniesiona do oddzielnych dotkow ptytki testowej, 24-
dotkowej zostata poddana bezposredniej ekspozycji stozkiem zimnej plazmy w czasie 180
S (wyznaczone uprzednio jako minimalna dawka toksyczna), zachowujac odleglos¢
pomiedzy powierzchnig pozywki w dotku plytki testowej a koncem pidra plazmowego
25,00 mm. Proces napromieniowania objg¢tosci pozywki hodowlanej byt wielokrotnie
przeprowadzany, zaleznie od objetosci koncowej niezbednej do przeprowadzenia dalszych

badan biologicznych.
10.4. Bezposrednie napromieniowanie komorek raka piersi

Traktowanie bezposrednie modeli komodrkowych, przeprowadzono poprzez
eksperymentalne dobranie aparatury i ustawienia ukladu reakcyjno-wyladowczego.
Wybrano w tym celu proboéwki szklane o $rednicy zewngtrznej 16 mm 1 wysokosci 160
mm, ktore zostaty przyciete do wysokosci 35 mm. Tak przygotowane probowki szklane
zostaty poddane procesowi sterylizacji, a nastgpnie wykorzystane do eksperymentow
bezposredniego napromieniowania zawiesiny komorkowej zimng plazma. Do przycietych
probowek wprowadzono objetosé 2,00 cm?® roztworu PBS z zawiesing komoérkowa
wybranego modelu in vitro ustalajac ich gesto$é na 5 x 10° komérek/cm?® pozywki. Komérki
wraz z roztworem PBS przed do$§wiadczeniem byty przechowywane w lodowce, a ich
temperatura wynosita 8,4 + 1,2 °C. Odlegto$¢ pomig¢dzy traktowang zawiesing komorkows
a koncem pidra plazmowego =zostata ustalona na 6,44 mm z wykorzystaniem
wysoko$ciomierza. Czas bezposredniej ekspozycji zawiesiny komodrkowej na Zrdédio
zimnych plazm zostat ustalony na 30, 45 i 60 s. Jako zrodto zimnej plazmy wykorzystano
uktad wytadowczy, z parametrami operacyjnymi opisanymi w podrozdziale 6.3. Zawiesina
komoérkowa w PBS poddana dzialaniu zimnej plazmy zostata nastepnie przeniesiona do
oddzielnych plastikowych probowek w objetosciach niezbednych do przeprowadzenia
dalszych badan. Tak przygotowane probowki, zostaly poddane odwirowaniu z predkoscia
1300 rpm w czasie 5 min, celem zebrania pelletu komorkowego i pozbycia si¢ roztworu
PBS. Przygotowany w ten sposob pellet komorkowy zostal wykorzystany nastepnie do
dalszych pomiarow. Zaleznie od grup badawczych, komoérki bezposrednio potraktowane
zrodlem zimnej plazmy zostaty inkubowane w kompletnej pozywce hodowlanej DMEM
lub Opti-MEM, badz dla eksperymentow traktowania mieszanego zimng plazma, komorki
zostaly zawieszone w pozywkach hodowlanych DMEM lub Opti-MEM poddanych

dziataniu zimnej plazmy.
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10.5. Badanie aktywnosci metabolicznej komorek — test MTT

Zaburzenia zywotno$ci komoérek linii MCF-7 i MDA-MB-231 poddanych
bezposredniej ekspozycji zimnej plazmy, a takze poddanych traktowaniu mieszanemu
poprzez ich inkubacje w pozywce hodowlanej poddanej dziataniom zimnej plazmy zostaty
zbadane przy uzyciu testu MTT. Jako kontrole negatywna do tych analiz wykorzystano
komorki linii MCF-10A. Komorki wybranych modeli biologicznych, po uprzednim
napromieniowaniu zimng plazma (Tabela 8, Grupy I i III) przez 30, 45 i 60 s, zostaty
odwirowane w czasie 5 minut przy 1300 rpm, usuwajac na koniec uzyskany supernatant z
PBS. Uzyskany pellet komorkowy zostat zawieszony w okreslonej objetosci kompletnej
pozywki. Komérki w liczbie 5 x 10° zawarte w objetosci 0,1 cm® pozywki hodowlanej Opti-
MEM lub DMEM, zostaty przeniesione na oddzielne dotki plytki testowej, 96 dotkowe;.
Przygotowane ptytki testowe zostaly umieszczone w inkubatorze, zachowujac warunki
standardowe inkubacji w czasie 48, 96 i 168 godzin. Dla eksperymentéw prowadzonych z
grupami traktowania mieszanego (Tabela 8, Grupy 111 IV), bezposrednio napromieniowane
komorki zostaty zawieszone w odpowiednich objetosciach pozywki DMEM lub Opti-MEM
poddanych ekspozycji zimnych plazm. Dalszy sposob postgpowania celem
przeprowadzenia testu MTT i odczytania uzyskanych wynikéw byl analogiczny z tym
opisanym w podrozdziale 6.4. Badanie aktywno$ci metabolicznej komorek — test MTT,

do ktorego odsytam.
10.6. Badanie zdolnosci migracji komorek — test zarysowania

Badania dotyczace wpltywu bezposredniego oddziatywania zimnych plazm a takze
podejScia mieszanego wykorzystania zimnej plazmy na zdolnoSci do migracji
rozpatrywanych modeli in vitro przeprowadzono z uzyciem testu zarysowania.
Szczegdtowo, wybrane linie komérkowe tj. MDA-MB-231, MCF-7, MCF-10A poddane
bezposredniemu napromieniowaniu zimng plazma w czasie 30 s, zostaty przygotowane do
testu i osadzone w liczbie 1,5 x 10° komoérek do oddzielnych dotkéw plytki testowej, 24
dotkowej i zawieszano je w objetosci 0,35 cm® kompletnej pozywki Opti-MEM.
Wypetnione ptytki testowe zostaly poddane inkubacji w czasie 24 godzinach w inkubatorze,
zachowujac warunki normalne. Po czasie inkubacji, uzyskiwano jednorodnie pokryta
komorkami powierzchni¢ dotka plytki testowej, zarysowujac ja nastgpnie sterylng
koncowka 0,2 cm® mikropipety automatycznej, uzyskujac w ten sposéb pojedyncza ryse

przechodzacg przez $rodek kazdego z dotkow. Oderwane w wyniku zarysowania komorki
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zostaly ostroznie usunigte z dotka, wraz z objgtoscig starej pozywki hodowlanej. Pozostate

komorki na dnie dotkéw plytki testowej uzupeliono objetoscia 0,35 cm?®

Swieze],
nietraktowanej i kompletnej pozywki DMEM lub Opti-MEM. Dla grupy eksperymentalnej
z traktowania mieszanego (Tabela 8, Grupy Il i 1V), przyklejone komorki zostaty zwilzone
objetoscia 0,35 cm?® pozywki poddanej dziataniu zimnych plazm z czasem ekspozycji 180
s. Przygotowane w ten sposob 24-dotkowe ptytki testowe byly przechowane przez 24
godziny w inkubatorze w warunkach normalnych. Sposob rejestracji wynikow i ich
interpretacji byt identyczny z tym przedstawionym w podrozdziale 6.5. Badanie zdolnosci

migracji komérek — test zarysowania, do ktorego odsytam.
10.7. Badanie apoptozy komorek — barwienie Aneksyna V i Jodkiem Propidyny

Okreslenie wptywu bezposredniego oddzialywania stozka zimnych plazm na indukcje
$mierci apoptotycznej lub nekrotycznej w modelach in vitro tj. MDA-MB-231, MCF-7 i
MCF-10A przeprowadzono z pomocg barwienia komorkowego Aneksyna V 1 Jodkiem
Propidyny (eBioscienceTM Annexin V Apoptosis Detection kit APC, Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific Inc., New York, USA). Komoérki wybranych linii komérkowych poddane
bezposredniemu oddzialywaniu z stozkiem zimnej plazmy w czasie 30 s, zostaly nastepnie
przygotowane do dalszych prac i osadzone na oddzielnych dotkach ptytek testowych, 24-
dotkowych utrzymujac liczno$é komorek 1,5 x 10° zawieszonych w objetosci 0,35 cm?®
kompletnej pozywki DMEM lub Opti-MEM. Dla eksperymentow podej$cia mieszanego
traktowania zimng plazmg (Tabela 8, Grupy II i IV), komorki poddane bezposredniemu
napromieniowaniu w liczbie 1,5 x 10° zawieszono w objetosci 0,35 cm® pozywki
aktywowanej zimng plazmg tj. DMEM lub Opti-MEM z czasem traktowania 180 s.
Sporzadzone w ten sposob plytki testowe z komdrkami byly przechowywane w inkubatorze
(warunki standardowe) w czasie 24 i 48 godzin. Po zakonczonej inkubacji, pozywki zostaty
zebrane z okreslonych dotkéw ptytki testowej a komorki przygotowane do barwienia w
sposob opisany szczegotowo w podrozdziale 6.6. Badanie apoptozy komoérek —barwienie
Aneksyng V i Jodkiem Propidyny. Sposéb analizy i interpretacji tak uzyskanych

wynikow byl zgodny z tym opisanym w podrozdziale 6.6.
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11. Wyniki i dyskusja dla bezposredniego i mieszanego zastosowania ukladu zimnej
plazmy

11.1. Bezposrednie i mieszane traktowanie komorek raka piersi zimna plazma

Zdefiniowane modele in vitro tj. komorki linii MDA-MB-231, MCF-7 i MCF-10A
poddano bezposredniemu napromieniowaniu zrodtem zimnej plazmy zgodnie z metodyka
opisang w podrozdziale 10.4.  Bezposrednie napromieniowanie komorek raka piersi.
Schematyczne przedstawienie przygotowanego ukladu eksperymentalnego zostato

zaprezentowane ponizej (Rycina 13).

0.6 L/mi

ol 2 mL PBS

+1076 komoérek

Rycina 13. Schematyczne przedstawienie uktadu wyltadowczego przygotowanego dla bezposredniego
napromieniowania zawiesiny komorkowej wybranych modeli biologicznych tj. komorek linii MCF-10A, MCF-7
i MDA-MB-231. 1- przycieta probowka szklana do wysokoséci 35,0 mm, zawierajagca 1 x 10° komorek
zawieszonych w objetoéci 2,0 cm® PBS. 2- pidro plazmowe generujace zimng plazme atmosferyczng w wyniku
wyltadowan barierowych, zachowujac odleglos¢ od powierzchni zawiesiny komorkowej 6,44 mm. 3-
przeplywomierz gazu wyladowczego, umozliwiajacy ustalenie predkoséci przeptywu helu 10,6 dm3/min. 4-
transformator pradu elektrycznego wytworzonego z generatora wysokich napieé¢, dostarczajacy tadunek do pidra
plazmowego. 5- generator wysokich napi¢¢, o mozliwosci dostrajania wypetnienia i czestotliwo$ci modulacji
charakterystyki prgdowo-napigciowej, wykorzystywanej do inicjacji wyladowan barierowych zimnej plazmy.
Ustalono parametry wzbudzenia plazmy na wypetienie 74,29 % i czgstotliwosci 2,14 kHz, wzbudzajac zimna
plazmg do zastosowan biomedycznych.

Zawiesina komorkowa wystawiona na dziatanie stozka zimnych plazm, generowanych

w warunkach optymalnych tj. przeptyw helu 10,6 dm®/min, czestotliwo$¢ modulacji 2,14
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kHz i wypelnienie 74,29 %, w dobranych czasach traktowania tj. 30, 45 i 60 s byta
kazdorazowo poddawana ocenie wizualnej. Nie odnotowano znaczacych zmian objgtosci
zawiesiny komorkowej poddanej dziataniu zimnych plazm, jak réwniez wystgpienia
aglomeratow komoérkowych czy zmian koloru roztworu. Pomiary temperatury
traktowanego roztworu nie ulegly znacznemu wzrostowi, uzyskujac zmianie z 8,4 + 1,2 °C
do 14,8 + 0,9 °C. Niewielkie przyrosty temperatury traktowanej zawiesiny komorkowej
zapewniajag wykluczenie czynnika termicznego z wywolywanych efektow wzgledem
traktowanych bezposrednio linii komorkowych czy tez energii oddziatywania z
wytwarzanymi w trakcie inicjacji plazmy rozpedzonymi elektronami badz czynnikami o
wysokiej energii. Z wynikoéw pomiaréw przestrzennego rozchodzenia si¢ generowanych
RFT w trakcie oddzialywania z stozkiem zimnych plazm, ktére zostaly opisane w
podrozdziale 6.9. Badanie przestrzennej dystrybucji reaktywnych form tlenu —
pomiary jodku potasu ze skrobia, glowny efekt wywotywany na badanych modelach
biologicznych nalezy upatrywa¢ w aktywnosci generowanych RFT i RFA 1 ich
oddziatywaniu z kolejnymi sktadnikami komorkowymi. Utrzymujac mniejsza odleglosé
pomiedzy koncem piodra plazmowego 1 powierzchnig traktowanej zawiesiny komorkowej,
zwigkszona zostata efektywnos$¢ penetracji generowanych RTF i RFA, tym samym

zwickszajac efektywnos$¢ takiego traktowania.

Po przeprowadzonych doswiadczeniach bezposredniego traktowania, komoérki linii
MDA-MB-231, MCF-7 i MCF-10A byly nastgpnie przenoszone wraz z PBS do
oddzielnych plastikowych probowek, w liczbie komoérek niezbednych do przeprowadzenia
kolejnych badan biologicznych, poddajac je nastgpnym etapem odwirowaniu w czasie 5
min przy 1200 rpm. Po zakonczonym odwirowaniu otrzymany pellet komorkowy zostaje
oddzielony od supernatantu PBS, by nastepnie zastgpi¢ go okreslong objetoscia (zalezng od
przeprowadzanego badania) kompletnej pozywki hodowlanej DMEM lub Opti-MEM badz
przygotowane bezposrednio przed testami pozywki aktywowanej zimng plazmg (Tabela 8,
Grupy I1'i IV) DMEM lub Opti-MEM.

11.2. Wplyw bezposredniego i mieszanego traktowania zimna plazma na

zywotnos¢ komorkowa

Wystapienie zaburzen aktywnos$ci mitochondrialnej komorek poddanych bezposredniej
ekspozycji, jak rowniez inkubowanych w pozywce aktywowanej z uzyciem zimnej plazmy

zostalo zbadane za pomoca testu MTT. Celem okres§lenia minimalnej dawki toksycznej dla
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pomiarow realizowanych wobec kontroli negatywnej (MCF-10A), wybrano czas
bezposredniego napromieniowania zimng plazmg, w ktdrym nie zaobserwowano
statystycznie istotnego obnizenia zywotnosci komorkowej. Dla grup badawczych
inkubowanych w pozywce DMEM (Grupy | i I1), statystycznie istotne obnizenie zdolnosci
do proliferacji komoérek linii MCF-10A zaobserwowano przy czasie bezposredniego
napromieniowania 45 i 60 s, w szczegolnosci grup inkubowanych w pozywce DMEM
aktywowanej zimng plazmg (Rycina 14, a)(Grupa II). Komoérki poddane bezposredniemu
napromieniowaniu zimng plazmg w czasie 45 s - Grupa II, doprowadzajac do znaczne;j
redukcji ich aktywnosci mitochondrialnej po 48 1 96 godzinach prowadzonej analizy (Grupa
IL****p < 0,0001). Jednakze podobna redukcje aktywnosci mitochondrialnej komorek
napromieniowanych w czasie 45 s nie stwierdzono po 7 dniach prowadzonego badania.
Komorki linit MCF-10A napromieniowane zimng plazma przez 60 s wykazaty najwieksza
redukcj¢ zywotnosci dla grupy inkubowanej w pozywce DMEM nietraktowanej (Grupa I,
*¥***¥p < 0,0001) a takze inkubowanych w pozywce napromieniowanej zimng plazma
(Grupa II, ****p < 0,0001) dla pomiaréw prowadzonych przez 2 i 4 dni, a takze redukcje
ich zywotnoéci po 7 dniach prowadzonych analiz (Grupa I i II, **p < 0,0011).
Rozpatrywany model in vitro poddany bezposredniemu dziataniu zimnej plazmy w czasie
30 s wykazal zwigkszenie zdolnosci do proliferacji na poziomie statystycznym istotnie w 2
dniu (Grupa I, **p <0,0011), 4 dniu (Grupa Il, **p <0,0011) i 7 dniu (Grupa I, *p < 0,011)
prowadzonych pomiaréw. Dla analiz prowadzonych z wykorzystaniem pozywki Opti-
MEM, znaczne zaburzenie zywotnosci komorek linii MCF-10A stwierdzono dla czasu
bezposredniego napromieniowania 45 s 1 60 s. Wyniki zebrane po dwoch i czterech dniach
przeprowadzonych badah wykazaty poréwnywalne obnizenie Zywotnos$ci komorek dla
dwdch grup badawczych (Rycina 14, b)(Grupa I1, ***p < 0,0002 i ****p < 0,0001; Grupa
IV, ****p < 0,0001 1 ****p < 0,0001 odpowiednio dla 2 i 4 dnia pomiaréw). Przy
najdtuzszym okresie prowadzonych obserwacji, redukcja zywotnosci komorek linii MCF-
10A dla Grupy III (*p < 0,011) byta zdecydowanie mniejsza w poréwnaniu z wynikami dla
Grupy IV (¥***p < 0,0001). Identyczny trend zostat odnotowany dla komoérek poddanych
bezposredniemu dziataniu zimnej plazmy w czasie 60 s. Stwierdzono statystycznie istotny
wzrost zywotnosci komorek MCF-10A poddanych ekspozycji na zimng plazme w czasie
30 s w przypadku Grupy IV, drugiego dnia eksperymentu (**p <0,0011) a takze siodmego
dnia dla Grupy Hli IV (*p <0,011 i **p < 0,0011 odpowiednio).

113



Podsumowujac uzyskane wyniki pomiaru zywotno$ci komorek linii MCF-10A
wystawionych na bezposrednie dzialanie zimnej plazmy wskazuja ze, najmniejsza dawka
toksyczna wywotujgca zaburzenia aktywnosci mitochondrialnej zostata okreslona na 45 s.
Jednakze biorgc pod uwage wysoka toksyczno$¢ tak dobranego czasu napromieniowania
na negatywng kontrole, do dalszych badan dobrano czas ekspozycji 30 s, postrzegany jako
minimalng dawke toksyczng. Rozpatrujac pomiary przeprowadzone dla linii komorkowe;j
MCF-7 zaobserwowano znaczne zaburzenie zywotnosci komorek poddanych
bezposredniemu dzialaniu zimnej plazmy we wszystkich dobranych czasach
napromieniowania. Dla drugiego i czwartego dnia prowadzenia pomiaréw stwierdzono
porownywalng redukcje zywotnosci komorek przy wszystkich rozpatrywanych grupach
badawczych (Rycina 14, c i d)(Grupy I-1V), a najwigksze roznice istotnosci statystycznej
zaistniaty dla Grupy I1i1 IV (¥***p < 0,0001) przy rozpatrywanych czasach ekspozycji tj.
30, 45 1 60 s. Najwigksze roznice w uzyskanej odpowiedzi biologicznej dla komoérek linii
MCF-7 zostaly odnotowane podczas siddmego dnia prowadzonych pomiaréw. Dla grup
badawczych angazujacych traktowanie mieszane tj. Grupy II i IV uzyskano podobne
obnizenie zywotnosci komorek we wszystkich czasach napromieniowania tj. 30, 451 60 s
(****p <0,0001). W przypadku komorek poddanych wytacznie bezposredniemu dziataniu
zimnej plazmy, tylko w przypadku Grupy | uzyskano statystycznie istotne zmniejszenie
aktywnosci mitochondrialnej dla czasu traktowania 30 s (**p < 0,0011) 1 60 s (***p <
0,0002). Analizy prowadzone wzglgdem ostatniego modelu in vitro, komorki linii MDA-
MB-231 réwniez wykazaly znaczng odpowiedZ biologiczng na traktowanie zimnymi
plazmami (Rycina 14, e i f). Wyniki uzyskane dla drugiego dnia prowadzonych prac
wskazaty porownywalnie wysokie obnizenie zdolnosci do proliferacji w przypadku Grup I-
IV, rozpatrujac czas bezposredniego napromieniowania zimng plazma na 30, 45 1 60 s
(****p < 0,0001). Statystycznie istotng redukcje zywotnosci komorek linii MDA-MB-231
w czwartym dniu eksperymentu stwierdzono wylacznie dla Grupy Il 1 IV, przy kazdym z
rozpatrywanych czaséw bezposredniego napromieniowania tj. 30 s (Rycina 14 e i f
odpowiednio)(*p < 0,011 i **p < 0,0011), 45 s (****p < 0,0001 i ***p < 0,0002), 60 s
(****p < 0,0001 i ****p < 0,0001) odpowiednio. W przypadku ostatniego dnia
prowadzenia pomiardw, odnotowano porownywalnie znaczng redukcje zywotnosci
komorek dla Grupy 1111V, kazdego z rozpatrywanych czaséw ekspozycji (****p <0,0001).
Jednakze w odréznieniu od wynikéw dla Grupy III, bezposrednie napromieniowanie
komorek linii MDA-MB-231 w Grupie [ doprowadzilo do réwnie duzego spadku

zywotnosci komorek (¥***p < 0,0001) dla czasow napromieniowania 30, 451 60 s.
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Analizujagc omoéwione wyniki pomiarow wpltywu traktowania zimng plazmg na
zywotno$¢ dwoch linii nowotworu piersi, ustalona powyzej minimalna dawka toksyczna
dla linii nienowotworowej MCF-10A, wywiera znaczacy efekt cytotoksyczny na linie
nowotworowe. Poddanie bezposredniemu napromieniowaniu komorek linii MCF-7 |
MDA-MB-231 w czasie 30 s i dluzszym (Grupa I i III) prowadzi do statystycznie istotnych
zahamowan zdolnosci do proliferacji, obserwowanych w szczegdlnosci podczas drugiego i
czwartego dnia  prowadzonych badan. Komodrki poddane  bezposredniemu
napromieniowaniu zimng plazmg, a nastepnie inkubowane w pozywce hodowlanej
aktywowanej zimnag plazmg (Grupy II i IV) wykazaly zwigkszong tendencje do
zahamowania aktywno$ci mitochondrialnej. Bezposrednia ekspozycja komorek raka piersi
na zrodlo zimnej plazmy zdaje si¢ wprowadza¢ je w stan wyjatkowej wrazliwosci na
aktywnos$¢ pozywki hodowlanej aktywowanej zimng plazmg. Efekt ten wydaje si¢ by¢
najbardziej dostrzegalny dla komorek linit MCF-7 i MDA-MB-231 poddanych traktowaniu

w Grupie IV, podczas siodmego dnia prowadzonych pomiarow.
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Rycina 14. Pomiary zywotno$ci komorek ludzkiej linii nienowotworowej MCF-10A, ludzkiej linii nowotworu
piersi o wysokiej zdolnosci przerzutowania MDA-MB-231, ludzkiej linii nowotworu piersi o niskiej zdolnos$ci
przerzutowania MCF-7 z wykorzystaniem testu MTT, poddanych obserwacji w czasie 2, 4 i 7 dni. Wykresy a, c,
e uwzgledniajace linie komorkowe MCF-10A, MCF-7 i MDA-MB-231 poddane bezposredniej ekspozycji w
czasie 30 s na zimng plazme, inkubowane w pozywce DMEM nietraktowanej (Grupa 1) lub pozywce DMEM
aktywowanej zimng plazma w objetoéci 1,5 cm® i czasie 180 s (Grupa I1). Wykresy b, d, f uwzgledniajace linie
komoérkowe MCF-10A, MCF-7 i MDA-MB-231 poddane bezposredniej ekspozycji w czasie 30 s na zimng
plazme, inkubowane w pozywce Opti-MEM nietraktowanej (Grupa 1) lub pozywce Opti-MEM aktywowanej
zimng plazma w objetosci 1,5 cm® i czasie 180 s (Grupa II). Jako kontrole, komérki nietraktowane bezposrednia
ekspozycja zimnej plazmy, inkubowane byly w nietraktowanych pozywkach hodowlanych (Kontrola | —
nietraktowana pozywka DMEM, Kontrola Il — nietraktowana pozywka Opti-MEM). Wyniki zostaty
przedstawione jako warto$ci §rednie = odchylenie standardowe dla trzech oddzielnych eksperymentow
uzyskanych w trzech powtorzeniach. Analiza statystyczna zostala przeprowadzona poprzez pordéwnanie
wszystkich grup badawczych kontra kontrola wykorzystujac test jednoczynnikowej analizy ANOVA z
wielokrotnym poréwnywaniem testu Dunnetta post hoc (* p < 0,011; ** p < 0,0011; *** p < 0,0002; **** p <
0,0001).

Badania nad wptywem bezposredniego traktowania zimna plazmg wybranych modeli
in vitro na zdolnos$¢ proliferacji prowadzone byly réwniez przez inne zespoty badaczy. W
pracy zrealizowanej przez zespot Mirpour (Mirpour 1 wsp., 2014) wykorzystano uktad
wyladowczy generujacy zimng plazme typu plazmowy dzet w atmosferze helu do

bezposredniego napromieniowania komorek linii MCF-7 i MCF-10A. Komorki w liczbie 2
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x 10* komérek/dotek zawieszone w objetoéci 0,1 cm® PBS zostaty poddane dziataniu stozka
zimnej plazmy w czasie 30, 60, 120 i 300 s. Najdluzszy z wybranych czasow
napromieniowania doprowadzit do redukcji zywotnosci komoérek normalnych na poziomie
32 %, podczas gdy dla komorek linit MCF-7 odnotowano 60 % spadek zywotno$ci. Ponadto
nalezy nadmieni¢, ze 30-sekundowy czas ekspozycji na zimng plazme¢ komoérek normalnych

nie doprowadzit do widocznych zmian w aktywnos$ci mitochondrialne;.

Badania przeprowadzone przez zespot Kalghatgi (Kalghatgi 1 wp., 2011) skupialy si¢
wokol bezposredniego napromieniowania komérek linii MCF-10A (w liczbie 1 x 10%)
zimng plazma generowang w uktadzie wytadowan barierowych w atmosferze otaczajacego
powietrza. Czas bezposredniego traktowania zimng plazma zostatl ustalony na 15, 30, 45,
60, 75, 90 1 115 s. Znaczace spadki zywotno$ci komorek linii MCF-10A zostaly
zaobserwowane dla czasow ekspozycji 45 s i dtuzszych. W $wietle pracy zrealizowanej
przez zespot Kim (Kim i wsp.,2020), podjgto starania okre§lenia wplywu bezposredniego
traktowania zimng plazmg na regulacje ekspresji ZNRD1 w komoérkach linii MCF-7.
Komorki zawieszone w kompletnej pozywce hodowlanej RPMI 1640 byty poddawane
bezposredniemu dziataniu zimnych plazm generowanych w atmosferze argonu za pomoca
wyladowan barierowych, dobierajac czas traktowania na 30 s, ktory powtarzany byt 10-cio
krotnie z godzinnymi przerwami badZ jednokrotnie traktujac przez okres 600 s.
Odnotowano najwigkszy spadek zywotnosci komorek linii MCF-7 podczas 600-
sekundowej ekspozycji na zimng plazmeg, natomiast wielokrotne napromieniowanie
komorek przez okres 30 s réwniez doprowadzilo do statystycznie istotnego spadku

zdolnosci proliferacji.

Odnoszac uzyskane wyniki do kolejnej pracy, w badaniach przeprowadzonych przez
zespot Zhang (Zhang 1 wsp., 2020) komorki linii MCF-7 1 HelLa zawieszone w objgtosci 2
cm?® kompletnej pozywki DMEM poddano traktowaniu zimnej plazmy generowanej w
uktadzie wytadowan barierowych w czasie 20 i 40 s. Obydwa rozpatrywane modele in vitro
wykazaty wysoka podatnos$¢ na zimng plazme, prowadzac do duzej redukcji ich zywotnosci
z czasem ekspozycji 20 1 40 sekund, w szczegolnosci podczas 24 godzin prowadzonych
pomiarow. Ciekawe podejscie do realizowanych prac zostato zaprezentowane przez zespot
Lin (Lin 1 wsp., 2020), gdzie zaprezentowano bezposrednie potraktowanie komoérek linii
MDA-MB-231 z wykorzystaniem autorskiego uktadu wyladowczego, opartego na
wyltadowaniach barierowych. Komérki w liczbie 2 x 10° zawieszone w 0,1 cm?® PBS, zostaly

wystawione na dzialanie zimnej plazmy w czasie 60 1 120 s. Z tak przeprowadzonych
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pomiaréw uzyskano poréwnywalne wyniki dla obydwu czasé6w napromieniowania,
doprowadzajac do odpowiednio 70,5 %1 72,1 % obnizenia zywotnosci komoérek linii MDA -

MB-231.

Opierajac si¢ na przytoczonych pracach badawczych, dostrzec mozna wyrazng
korelacje z wynikami przedstawionymi na tamach niniejszej rozprawy. Komorki
nienowotworowe wystawione na bezposredni kontakt z stozkiem zimnej plazmy wykazuja
wysoki poziom odpornosci na tego typu traktowania. Jednakze wydluzenie czasu
oddziatywania z zimng plazma doprowadza do zauwazalnej cytotoksyczno$ci, a w
wigkszosci przypadkow minimalna dawka toksyczna jest okre§lana na okres 30 s w
przypadku komorek linit MCF-10A. Wspomniany czas bezposredniego napromieniowania
zimnymi plazmami prowadzil do znacznego zmniejszenia zywotnosci komorek liniit MCF-
7 1 MDA-MB-231. Ponadto w wigkszosci przytoczonych prac, uzyskiwany efekt
cytotoksycznos$ci ulegat zwigkszeniu wraz z wydtuzonym czasem eskpozycji na zrédio
zimnej plazmy. W pracach porownujacych wrazliwos¢ na bezposrednie napromieniowanie
zimng plazmg pomigdzy komoérkami linii MCF-7 i MDA-MB-231, linia nowotworowa o
wysokiej zdolno$ci przerzutowania odznacza si¢ wyzsza podatnoscig (Park 1 wsp., 2015).
Nalezy jednak nadmieni¢, ze nie znaleziono prac podejmujacych tematyki przeprowadzenia
badan nad poddaniem komorek raka piersi bezposredniej ekspozycji na zrdédlo zimnych

plazm a nastepnie ich inkubacji w pozywce aktywowanej zimng plazma.

11.3. Wplyw bezposredniego i mieszanego traktowania zimna plazma na

zdolnosci migracji komorek nowotworowych

Ruchliwos$¢ komorek wybranych modeli in vitro poddanych bezposredniemu dziataniu
zimnej plazmy, a takze ich inkubacji W pozywce aktywowanej zimng plazma zostata
zbadana za pomocg testu zarysowania. W tym celu, komorki zawieszone w objetosci 2 cm?
PBS (0,5 x 10° komérek/cm? pozywki) zostaty poddane bezposredniemu dziataniu stozka
zimnych plazm przez 30 s (ustalone jako minimalna dawka toksyczna). Zawiesina
komorkowa bezposrednio potraktowana zimng plazmg zostata nastepnie przygotowana do
testu zarysowania zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 10.6. Badanie zdolnoSci
migracji komoérek — test zarysowania. Dotki wraz z komérkami osadzonymi na plytkach
testowych z naniesionymi zarysowaniami zostaly uzupeilnione o kompletng pozywke
DMEM badz Opti-MEM (Grupa | i 1) lub pozywke aktywowang zimng plazma (Rycina

15, a, b, ¢)(Grupa I1i IV), ktére zostaty poddane traktowaniu w objetosci 1,5 cm? przez czas
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180 s, a 3 % dodatek FBS byl wprowadzany po traktowaniu zimng plazma. Zdjgcia ptytek
testowych ze sporzadzonymi zarysowaniami byly rejestrowane w ciggu 24 godzin.
Zaprezentowane wyniki przeprowadzonych pomiarow zostaly opracowane z
wykorzystaniem metodologii obliczeniowej RWC (Rycina 15). Wyniki przeprowadzonego
testu zarysowania dla komorek linii MCF-10A wykazaty brak negatywnego wptywu na
zaburzenie zdolno$ci do migracji dla wszystkich grup badawczych (Rycina 15, a)(Grupy I-
IV). Zauwazy¢ mozna ponadto nieznaczny wzrost ruchliwosci komorek nienowotworowe;j
linii MCF-10A inkubowanych w pozywce Opti-MEM poddanym dziataniu zimnej plazmy
(Grupa IV kontra Kontrola II, 30,42 + 3,09 % kontra 28,02 + 1,76)(Rycina 15, a).
Zauwazalne zahamowanie zdolnos$ci do migracji zaobserwowano w przypadku wynikéw
dla komorek linii MDA-MB-231. W przypadku grup badawczych inkubowanych w
pozywce DMEM (Grupa I 1 II) uzyskano statystycznie istotne zmniejszenie zdolnosci do
zarastania naniesionego zarysowania w porownaniu z Kontrolg I (Rycina 15, b)(15,90 +
1,14 %; 9,82 £ 2,45 % 1 3,43 = 7,42 % odpowiednio) (**p < 0,002), wskazujac na
porownywalng efektywno$¢ traktowania bezposredniego, jak 1 mieszanego. Pomiary
przeprowadzone dla komorek MDA-MB-231 inkubowanych w pozywce Opti-MEM,
wylacznie dla traktowania mieszanego (Grupa IV), wykazaly znaczne zahamowanie
zdolnosci migracji w porownaniu z Kontrola II (Rycina 15, b)(25,81 £ 1,47 % kontra 8,05
+7,02)(***p < 0,0003). Opierajac si¢ na wynikach uzyskanych dla linii komorkowej MCF-
7, statystycznie istotne zmiany w tempie migracji zarejestrowano wytgcznie dla komorek
poddanych bezposredniej ekspozycji na zrédto zimnej plazmy, a nast¢gpnie inkubowanych
w pozywce DMEM aktywowanej zimng plazmg (Rycina 15, ¢)(Grupa Il kontra Kontrola I,
7,31 £ 1,50 % kontra 3,38 + 2,76 %) (*p < 0,02).
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Rycina 15. Wyniki testu zarysowania wykorzystanego do oceny zdolno$ci migracji ludzkiej linii komorek
nienowotworowych MCF-10A (Wykres a), ludzkiego nowotworu piersi o wysokiej zdolno$ci przerzutowania
MDA-MB-231 (Wykres b) i ludzkiego nowotworu piersi o niskiej zdolnosci przerzutowania MCF-7 (Wykres c)
poddanych bezposredniej ekspozycji na zrédto zimnej plazmy. Wytworzona warstwa komorkowa pokrywajaca
powierzchni¢ dotka plytki testowej zostata zarysowana, a oderwane komorki wraz ze starg pozywka zostaty
zastgpione przez 1,5 cm® pozywki DMEM (Grupa 1) lub Opti-MEM (GrupalV) aktywowanej zimng plazmg w
czasie 180 s. Obszar wzglednego zamknigcia rany (RWC) zostat obliczony w oparciu o 24 godzinng obserwacjg.
Jako kontrole, komorki nietraktowane bezposrednia ekspozycja zimnej plazmy, inkubowane byly w
nietraktowanych pozywkach hodowlanych (Kontrola | — nietraktowana pozywka DMEM, Kontrola 1l —
nietraktowana pozywka Opti-MEM). Wyznaczone wyniki zostaly zaprezentowane jako wartosci $rednie +
odchylenie standardowe pochodzace od trzech niezaleznych doswiadczen przeprowadzonych w dwoch
powtorzeniach. Analiza statystyczna zostata przeprowadzona poprzez poréwnanie wszystkich grup badawczych
kontra kontrola wykorzystujac test jednoczynnikowej analizy ANOVA z wielokrotnym poréwnywaniem testu
Dunnetta post hoc (* p < 0,02; ** p < 0,002; *** p < 0,0003; **** p < 0,0001).

Uzyskane roznice w zdolnosci do migracji komorek poddanych dziataniu
bezposredniemu 1 mieszanemu na zroédto zimnych plazm, poréwnano z badaniami
przeprowadzonym przez zespot Xiang (Xiang i wsp., 2018). W przytaczanej pracy
przeprowadzono dwa oddzielne eksperymenty z wykorzystaniem zimnej plazmy. Przy
pierwszym dos$wiadczeniu, zrédlo zimnej plazmy tj. plazmowy dzet operowany w
atmosferze helu zostat wykorzystany do bezposredniego napromieniowania komorek linii
MDA-MB-231, MDA-MB-468, MCF-7 i MCF-10A w czasie 10, 20, 30, 40 i 50 s. Drugi
eksperyment polegat na inkubacji wspomnianych modeli in vitro w nieokre$lonej pozywce
hodowlanej, napromieniowanej zrodtem zimnej plazmy przez czas 1, 2, 3, 4 1 5 min w

8. Pomimo przeprowadzonych pomiaréw bezposredniego traktowania

objetosci 2 cm
wybranych linii komoérkowych, pomiary zdolnos$ci do migracji komoérek przeprowadzono
jedynie dla grup poddanych na dziatanie pozywki aktywowanej zimng plazmg w czasie 5
min. Komorki nienowotworowe MCF-10A inkubowane w pozywce aktywowanej plazma
wykazaly obnizenie zdolno$ci do migracji na poziomie 67 % 1 90 % w trakcie 8 1 16 godzin
prowadzonych pomiaré6w. Porownywalnie niewielkie obnizenie zdolno$ci do migracji
stwierdzono dla komorek linii MCF-7, wynoszacym odpowiednio 91 %, 94 % 1 89 % dla
czasu prowadzenia pomiarow 8, 16 1 24 godziny. Najwieksze obnizenie zdolno$ci migracji
stwierdzono dla komorek liniit MDA-MB-231, prowadzac do 63 %, 70 % 1 79 % redukcji
przez czas prowadzenia obserwacji. Pomimo znacznego zahamowania mobilno$ci komoérek
nienowotworowych w poczatkowym okresie prowadzonych badan, rozpatrywany model in
vitro odznaczatl si¢ najwigksza odpornoscig na dziatanie zimnych plazm. Komorki linii
MDA-MB-231 wykazuja najwigksza wrazliwos$¢ na inkubacje w pozywce aktywowanej
plazma. Wyniki zdaja si¢ dobrze korelowa¢ z tymi, zaprezentowanymi w niniejszej

rozprawie, pomimo wykorzystania mniejszej dawki zimnej plazmy.
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11.4. Smieré komoérkowa inicjowana bezposrednim i mieszanym dzialaniem

zimnej plazmy

Pelniejsze okreslenie efektu cytotoksycznego wywotywanego przez zimng plazm¢ na
komorki linii MCF-10A, MCF-7 i MDA-MB-231 przeprowadzono z wykorzystaniem
barwienia komoérkowego Aneksyng V i Jodkiem Propidyny (PI). Analizujac oznaczong
populacje¢ komoérek zywych linii MCF-10A inkubowanych w DMEM (Grupy 1 i 1), podczas
pierwszego dnia prowadzonych badan nie stwierdzono statystycznie istotnych odchylen w
poréwnaniu z komorkami grupy kontrolnej (Kontrola I)(Rycina 16, a). Sytuacja ta ulegla
zmianie w przypadku drugiego dnia eksperymentu, gdzie stwierdzono znaczacy spadek
populacji komorek zywych, poddanych traktowaniu mieszanemu (Grupa II) zimng plazma
(Dzien 2, 0od 90,80 £ 5,06 % do 82,27 + 6,37 %; **p <0,003). Spadkowi populacji komorek
zywych towarzyszyt zauwazalny przyrost populacji komoérek apoptotycznych (z 7,63 + 4,33
% do 12,36 + 4,54 %) oraz komoérek w fazie nekrozy (z 1,58 + 1,27 % do 5,38 £ 5,38 %).
Komorki poddane wytacznie bezposredniemu dziataniu stozka zimnej plazmy nie wskazaty
istotnej indukcji zaprogramowanej $mierci komorkowej (Grupa I). Biorgc pod uwage brak
negatywnego wptywu bezposredniego traktowania zimng plazma wzgledem komorek linii
MCF-10A, w grupie traktowania mieszanego znaczacy spadek licznosci komorek zywych
moze by¢ efektem wprowadzenia komorek w stan wrazliwosci na dziatanie pozywki
aktywowanej zimng plazmg. Efektu wrazliwo$ci na dziatanie pozywki aktywowanej zimnag
plazma nie stwierdzono w przypadku grup inkubowanych w Opti-MEM (Rycina 16,
b)(Grupa Il i 1V). W tym przypadku nie stwierdzono znaczgcego obnizenia liczno$ci
komorek zywych poddanych bezposredniej ekspozycji stozek zimnej plazmy (Grupa 1)
jak i poddanych traktowaniu mieszanemu (Grupa 1V). Wyniki uzyskane dla linii
nowotworu piersi o niewielkiej zdolnosci przerzutowania MCF-7, wykazaly statystycznie
nieistotne zmiany w populacji komoérek zywych, ktére zostaly poddane bezposredniemu
dziataniu zimnych plazm (Grupa 1) jak 1 traktowaniu mieszanemu (Grupa II),
inkubowanych w pozywce DMEM (Rycina 16, c¢). Dla komorek linii MCF-7 inkubowanych
w pozywce Opti-MEM, znaczace zmniejszenie populacji komorek zywych stwierdzono dla
grupy traktowania mieszanego (Grupa 1V), podczas drugiego dnia prowadzonych
doswiadczen (Rycina 16, d)(Dzien 2, od 79,40 £+ 9,45 % do 61,85 + 19,61 %; *p < 0,02).
Najwieckszy wzrost populacji komérkowej dla tej grupy badawczej zostat stwierdzony
wsrod komorek nekrotycznych (Dzien 2, od 3,49 £+ 2,48 % do 13,71 £ 10,54 %, ** p <
0,003), wskazujac ze inkubacja komoérek napromieniowanych w Opti-MEM aktywowanym
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zimng plazma przyczynia si¢ do indukcji $mierci komodrek gtownie w procesie nekrozy.
Badania przeprowadzone dla komorek linii MDA-MB-231 inkubowanych w pozywce
DMEM wykazaty znaczny efekt cytotoksyczny. Dla komoérek poddanych bezposredniemu
dziataniu zimnej plazmy, obserwowano statystycznie istotny spadek licznosci populacji
komorek zywych (Rycina 16, e)(Dzien 1, od 82,98 + 1,82 % do 63,57 + 1,94 %; ***p <
0,0002, Dzien 2, od 82,80 + 4,20 % do 71,96 + 4,03 %; *p < 0,02). Najwigkszy wzrost
licznosci wystapit dla populacji komoérek apoptotycznych, bedac gtowna $ciezkg $mierci
komorkowej. Komorki traktowane w sposdb mieszany zrodtem zimnej plazmy (Grupa I1),
wykazaly najwigcksze obnizenie licznosci komoérek zywych zarowno dla pierwszego jak i
drugiego dnia prowadzonego badania (Dzien 1, od 82,98 + 1,82 % do 49,78 + 5,59 %;
***k*p < 0,0001, Dzien 2, od 82,80 + 4,20 % do 47, 28 + 10,28 %; ****p < 0,0001).
Komorki linii MDA-MB-231 poddane traktowaniu mieszanemu (Grupa II) ulegaly w
najwigkszym stopniu §mierci apoptotycznej. Dla pomiaréw prowadzonych z komoérkami
linii MDA-MB-231 inkubowanych w pozywce Opti-MEM, traktowanej zimng plazma
prowadzito do znacznego efektu cytotoksycznego (Rycina 16, f). Bezposrednie
oddziatywanie stozka zimnej plazmy z komorkami (Grupa III) doprowadzito do
statystycznie istotnego zmniejszenia populacji komoérek zywych (Dzien 1, od 86,87 + 2,34
% do 61,76 £ %; ****p < 0,0001, Dzien 2, od 87,76 = 1,01 % do 55,98 £ %, ****p <
0,0001). Pomiary efektywnosci traktowania mieszanego komorek linii MDA-MB-231
doprowadzily do najwiekszej redukcji populacji komoérek zywych z posrod wszystkich grup
badawczych (Grupa IV). Dla pierwszego dnia pomiardw populacja komoérek zywych
zmalata z 86,87 + 2,34 % do 47,98 = 0,59 % (****p <0,0001), a dla drugiego dnia zmalata
z 87,76 £ 1,01 % do 42,87 + 3,45 % (****p < 0,0001). W tym przypadku podobnie
oddziatywanie z zimng plazma prowadzilo w glownej mierze do indukcji $mierci
apostatycznej. Dostrzegalny efekt cytotoksyczny wywotywany przez traktowanie mieszane
komorek linii MDA-MB-231, wystepowat w porownywalnym stopniu podczas dwoch dni
prowadzonych pomiaréw. Wysoki stopien indukcji $mierci apoptotycznej moze by¢
zwigzany z wprowadzaniem komorek w stan wrazliwosci w wyniku bezposredniej
ekspozycji na stozek zimnej plazmy. Komoérki w formie wrazliwej, wykazaty zwigkszong
podatno$¢ na dziatanie pozywki hodowlanej napromieniowanej zimng plazmg. Ponadto
zauwazy¢ mozna, ze komorki linit MDA-MB-231 odznaczajg si¢ najwyzszg wrazliwoscia

na traktowanie zrodlem zimnej plazmy, prowadzac do znacznej indukcji apoptozy.
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E= Komorki nekrotyczne, Grupal_30 s

Dzien 2

B Komorki zywe, Grupa lll_30s
Komorki apoptotyczne, Kontrola Il

[C] Komérki apoptotyczne, Grupa IV_30s

B2 Komérki nekrotyczne, Grupa lll_30 s

Dzien 2

MDA-MB-231

B Komoérki zywe, Grupal_30s
Komorki apoptotyczne, Kontrola |

[C1 Komorki apoptotyczne, Grupa ll_30s

B2 Komoérki nekrotyczne, Grupa I_30s

MDA-MB-231

B8 Komorki zywe, Grupa lli_30s
Komorki apoptotyczne, Kontrola Il

[C1 Komorki apoptotyczne, Grupa IV_30 s

E= Komorki nekrotyczne, Grupa lll_30 s

Dzier 2
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Rycina 16. Wyniki przedstawiajgce procentowy udzial populacji komorek zywych, apoptotycznych i
nekrotycznych w komorkach linii MCF-10A (Wykresy a i b), ludzkiego nowotworu piersi o wysokiej zdolnosci
przerzutowania MDA-MB-231 (Wykresy c i d), ludzkiego nowotworu piersi o niskiej zdolno$ci przerzutowania
(Wykresy e i f). Linie komorkowe MCF-10A (Wykres a), MDA-MB-231 (Wykres ¢) i MCF-7 (Wykres e),
poddane bezposredniej ekspozycji na zrodlo zimnej plazmy w czasie 30 s, byly inkubowane w pozywce DMEM
nietraktowanej (Grupa 1) lub aktywowanej zimng plazma (Grupa II). Linie komérkowe MCF-10A (Wykres b),
MDA-MB-231 (Wykres d) i MCF-7 (Wykres f), poddane bezposredniej ekspozycji na zrédto zimnej plazmy w
czasie 30 s, byly inkubowane w pozywce Opti-MEM nietraktowanej (Grupa I11) lub aktywowanej zimng plazma
(Grupa IV). Jako kontrole, komorki nietraktowane bezposrednig ekspozycja zimnej plazmy, inkubowane byly w
nietraktowanych pozywkach hodowlanych (Kontrola | — nietraktowana pozywka DMEM, Kontrola 1l —
nietraktowana pozywka Opti-MEM). Obliczone wyniki zostaly zaprezentowane jako wartoéci $rednie =+
odchylenie standardowe wyznaczone z trzech niezaleznych do$wiadczen przeprowadzonych w dwoch
powtorzeniach. Analiza statystyczna zostata przeprowadzona poprzez poréwnanie wszystkich grup badawczych
kontra kontrola wykorzystujac test jednoczynnikowej analizy ANOVA z wielokrotnym poréwnywaniem testu
Dunnetta post hoc (* p < 0,02; ** p < 0,003; *** p < 0,0002; **** p < 0,0001).

Przytaczajac pracg zrealizowang przez zespot Kalghatgi (Kalghatgi i wsp., 2011),
komorki linit MCF-10A wystawiono na bezposrednia ekspozycj¢ zrodta zimnej plazmy
generowanej w wyniku wytadowan barierowych w czasie 15, 30 1 60 1 115 s Analizujac
zaprezentowane wyniki badan, populacja komoérek apoptotycznych napromieniowanych
przez 45 s wynosita 28 %, a wraz z wydluzeniem czasu traktowania do 115 s, populacja
wyniosta ponad 45 %. Nalezy nadmieni¢, ze bezposrednie napromieniowanie w czasie 30
s doprowadzito do ponad 20 % populacji komorek apoptotycznych. W tym przypadku,
pomimo Stosunkowo niewielkiej dawki zimnej plazmy, komorki linii MCF-10A nie
pozostajg w pelni niewrazliwe na ten czynnik. Analiz¢ wptywu pozywki aktywowanej
zimng plazma na indukcj¢ $mierci apoptotycznej w komorkach linii MCF-10A, MCF-7,
MDA-MB-231 i MDA-MB-468 przedstawiono w pracy zespotu Xiang (Xiang i wsp.,
2018). Dla wynikéw uzyskanych wzgledem linii MCF-10A, odnotowano nieznaczny
wzrost populacji komoérek apoptotycznych z 5,85 % do 8,17 %. W przypadku komorek linii
MCF-7, populacja komoérek apoptotycznych réwniez nieznacznie wzrosta z 12,26 % do
12,92 %, natomiast w przypadku komorek linii MDA-MB-231 wzrost ten byt bardziej
zauwazalny — z poziomu 5,62 % do 9,39 %. W tym przypadku rowniez nalezy podkreslic,
ze komorki nienowotworowe MCF-10A wystawione na dziatanie pozywki aktywowanej
plazma nie wykazuja braku wrazliwosci. Z drugiej strony, efektywno$¢ oddzialtywania
pozywki aktywowanej na komorki liniit MDA-MB-231 pozostaje wigksza w porownaniu
do linii MCF-7, jednakze indukcja $mierci apoptotycznej nie jest znaczgca. Poréwnujac
efektywnos$¢ bezposredniego napromieniowania komorek linii MCF-10A i MCF-7 helowa
zimng plazmg przytoczone zostang wyniki prac zespotu Mirpour (Mirpour i wsp., 2014).
Statystycznie istotne r6znice w populacji komodrek apoptotycznych linii MCF-7 zostaty
potwierdzone dla czasu bezposredniej ekspozycji zrodlem zimnej plazmy wynoszacym 120

s 1 dluzszym. Odwrotng sytuacje odnotowano dla komorek liniit MCF-10A, gdzie znaczace
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wzrosty liczno$ci komorek apoptotycznych stwierdzono dla czasu traktowania 30 1 60 s.
Ponadto zimna plazma wzbudzana z mieszanki helu wraz z tlenem, znaczaco zmienita
uzyskiwane wyniki. W tym przypadku, czas traktowania 30 s przyczynit si¢ do 2,2 krotnego
wzrostu licznos$ci komorek apoptotycznych linii MCF-7, a ich liczba wzrastala wraz z
wydluzonym czasem traktowania. Komorki linii MCF-10A pozostawaly niewrazliwe na
dziatanie zimnej plazmy generowanej z mieszaniny gazu helu z tlenem, dla czasow

napromieniowania do 120 s.

W $wietle przedstawionych wynikow badan prezentowanych przez S$rodowisko
naukowe, dostrzec mozna kilka znaczacych zaleznos$ci. Podejmujac si¢ bezposredniego
traktowania zrédtem zimnej plazmy atmosferycznej komoérek linii nienowotworowej tj.
MCF-10A, uzyskujemy niski efekt cytotoksyczny dla okreslonego, krétkiego czasu
napromieniowania. Dla tak ustalonych dawek dostarczanej zimnej plazmy, obserwowano
niewielkie wzrosty licznosci komoérek apoptotycznych. W tak dobranych czasach
traktowania zimng plazmg wzgledem komorek nowotworowych, komoérki linii MCF-7 a
takze MDA-MB-231 wykazuja zwigkszong podatno$§¢ na zroédto zimnej plazmy.
Szczegblnie wrazliwg na tego typu czynnik wydaje si¢ by¢ linia komérkowa o wysokiej
zdolnosci do przerzutowania. W ramach prowadzonych prac, kluczowym zdaj¢ si¢ zatem
rozpatrywanie inicjowanych efektéw cytotoksycznych zardwno wzgledem komorek linii

nowotworowych piersi a takze kontroli negatywnej, w tym przypadku linit MCF-10A.

12. Podsumowanie i wnioski po realizacji zadania Il
I.  Poddanie komodrek nienowotworowej linii MCF-10A  bezposredniemu
traktowaniu zrodtem zimnej plazmy atmosferycznej w czasie 30 s nie
doprowadzito do znaczacych zaburzen ich zywotnosci.

Il.  Komorki liniit MCF-10A poddane bezposredniemu traktowaniu zimnej plazmy
zostaly wprowadzone w stan zwigkszonej wrazliwosci na dziatanie pozywki
DMEM aktywowanej zimng plazma. W tym przypadku, zaburzenie aktywno$ci
mitochondrialnej zostatlo odnotowane jedynie podczas 4 dnia prowadzonego
doswiadczenia

I1l.  Bezposrednia ekspozycja komorek na Zrddto zimnej plazmy wykazuje widoczny
efekt cytotoksyczny jedynie wzgledem komorek linii MDA-MB-231.
Obserwowano dla tej grupy badawczej istotne zahamowanie zdolnosci do

migracji a takze indukcji zaprogramowanej $mierci komorkowe;.
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VI.

Komorki wprawione w stan wrazliwosci wskutek poddania bezposredniej
ekspozycji na zrédlo zimnej plazmy, wystawione na dziatanie pozywki
hodowlanej aktywowanej zimna plazmg wykazujg spot¢gowanie efektow
cytotoksycznych. Dla tej grupy eksperymentalnej stwierdzono znaczgce
zahamowanie zdolnos$ci do migracji a takze wzrost indukcji $mierci
apoptotycznej w komorkach linii MCF-7 i linit MDA-MB-231.

Wzmozona indukcja $mierci apoptotycznej u komorek linii MDA-MB-231
poddanych rownoczesnemu dziataniu bezposredniej ekspozycji na zrddto
zimnej plazmy a nastgpnie kontaktowi z pozywkami aktywowanymi zimng
plazma stanowi o istotnosci dobrania sposobu wykorzystania zrodla zimnej
plazmy na indukcje okreslonego efektu cytotoksycznego.

Ponad wszelka watpliwos$¢ potwierdzono zwigkszong podatnos¢ komorek linii
MDA-MB-231 na dziatanie bezposrednie, posrednie i mieszane zrodtem zimne;j
plazmy atmosferycznej inicjowanej w autorskim ukladzie reakcyjno-
wyladowczym. Uzyskane wyniki mogg stanowi¢ znaczacy wktad do rozwoju
stanu wiedzy prowadzacego do stworzenia alternatywnej terapii dedykowanej

dla ludzkiego nowotworu piersi o wysokiej zdolno$ci przerzutowania.
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Zadanie I11. Bezposrednie zastosowanie ukladow zimnych plazm atmosferycznych do

obnizenia aktywnosci biologicznej wodnych roztworow antybiotykow

Trzecie zadanie badawcze w zaprezentowanej rozprawie skupialo si¢ wokot
bezposredniego wykorzystania dwoch uktadow generujacych zimne plazmy atmosferyczne
celem obnizenia aktywnosci biologicznej wodnych roztwordéw antybiotykow, obnizajac ich
stezenie. Nowatorski uktad wytadowczy, ktory zostat wykorzystany do realizacji
pierwszego i drugiego zadania badawczego, dzig¢ki przeprowadzeniu wieloczynnikowej
optymalizacji parametrow operacyjnych a takze modyfikacji konstrukcyjnych, zostanie
zbadany pod wzgledem efektywnosci degradacji antybiotykow tj. ofloksacyny (OFX),
doksycykliny (DXC), ampicyliny (AMP), chloroamfenikolu (ChRP) wraz z mieszaninami
tych czterech farmaceutykow z roztworéw wodnych. Otrzymane tym sposobem roztwory
wodne antybiotykow zostaty zbadane pod wzgledem indukowanej odpowiedzi biologicznej
wzgledem bakterii z grupy Gram (-) i Gram(+) tj., Escherichia coli, Bacillus subtilis,

Serratia marcescens i Enterobacter cloacae subsp. Cloacae.

Hipoteza badawcza 1: zoptymalizowany i zmodyfikowany konstrukcyjnie uktad
wyltadowczy, generujacy zimne plazmy w atmosferze helu z azotem, w wyniku wytadowan
barierowych generuje rézne reaktywnych form tlenu i azotu, mogace przyczyni¢ si¢ do

degradacji molekut rozpatrywanych farmaceutykow, skutecznie zmniejszajac ich stezenie.

Hipoteza badawcza 2: roztwory wodne farmaceutykow poddane dziataniu zimnej
plazmy, pomimo wytworzenia duzych ilosci reaktywnych form tlenu i azotu, przyczynig
si¢ do obnizenia zawarto$ci antybiotykow, jednakze nie bedg wykazywaty wiasciwosci

biobdjczych, skutecznie obnizajac zjawisko wielolekowej opornosci.

Podjete zostaly starania nad stworzeniem 1 przeprowadzeniem wieloczynnikowej
optymalizacji parametrOw operowania pidra plazmowego a takze szczotki plazmowej,
dedykowanych do proceséw degradacji antybiotykow z roztworéw wodnych. Gtownag
motywacja podejmowanych prac byla che¢é zaproponowania ekologicznej metody
umozliwiajacej przeprowadzenie oczyszczania wody z Ofloksacyny (OFX), Doksycykliny
(DXC), Ampicyliny (AMP), Chloroamfenikolu (ChRP) oraz mieszanin tych antybiotykow
o wybranych stezeniach. Majac rowniez na uwadze mozliwos¢ rozwoju wielolekowe;j
opornosci patogenow wystawionych na dziatanie dawek subletalnych wymienionych
farmaceutykow, roztwory po traktowaniu zimng plazma byly wykorzystane do badan

wzgledem bakterii z grupy Gram(-) i Gram(+).
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13. Materialy i metodyka badawcza dla realizacji zadania I11
13.1. Antybiotyki

Do zbadania efektywnosci rozktadu farmaceutykow z pomoca ukladow piora
plazmowego i szczotki plazmowej, wykorzystano antybiotyki tj. OFX (CAS 82419-36-1),
DXC (hyklan doksycykliny, CAS 24390-14-15), AMP (s6l sodowa, CAS 69-52-3), ChRP
(CAS 56-75-7) przygotowujac roztwory z wodag dejonizowang o st¢zeniu pojedynczego
sktadnika 35 mg/dm? a takze mieszaniny tych czterech antybiotykéw o stezeniu kazdego z

nich wynoszacym 35 mg/dm?® (Mss) badz 10 mg/dm? (M10)
13.2. Uklady wyladowcze zimnych plazm — pidro plazmowe i szczotka plazmowa

Procesy rozktadu antybiotykéw z roztworéw wodnych zostaty przeprowadzone z
wykorzystaniem autorskiego uktadu reakcyjno-wytadowczego, gdzie koncowym jego
elementem generujacym zjonizowany gaz wytadowczy w postaci stozka zimnej plazmy
pozostaje pioro plazmowe lub szczotka plazmowa. Gtéwnym elementem konstrukcyjnym
pidra plazmowego pozostaje miedziana rurka petnigca role elektrody (Rycina 17, a, element
5), opleciona przewodem miedzianym (Rycina 17 a, element 9), doprowadzona do
przytacza z gazem wytadowczym w postaci nasadki z tworzywa sztucznego (Rycina 17 a,
element 3). Mieszanina 95 % helu (He, 99,999 %, SIAD, Wroctaw, Polska) z 5 %
domieszka azotu (N2, 99,999%, SIAD, Ruda Slaska, Polska) (He+N>) dostarczana jest do
elektrody mosi¢znej poprzez nasadke (Rycina 17 a, element 3) z zaworem (Rycina 17 a,
element 2) potaczong za pomocg wezyka (Rycina 17 a, element 1) z przeptywomierzami
umozliwiajacymi regulacje przeptywu He 1 N2. Roztwor wodny antybiotyku tloczony za
pomoca pompy perystaltycznej, dwukanatowej (Masterflex L/S, Core Palmer, Vernon Hill,
USA) dostarczany jest do komory reakcyjnej (Rycina 17a, element 7) owini¢tej przewodem
miedzianym, (Rycina 17 a, element 10) generujac ciekla elektrode. Poprzez zamknigcie
obwodu elektrycznego, wytwarzanego z wykorzystaniem przeno$nego generatora
wysokich napig¢ o mozliwosci modulacji czgstotliwo$ci napi¢¢ oraz wypehienia,
mieszanina He+N2 zostaje zjonizowana, tworzac stozek zimnej plazmy (Rycina 17 a,
element 6). Przeptywajacy roztwér antybiotyku z natezeniem przeptywu 1 cm®/min po
kontakcie z zimng plazma, byl w ciagly sposob zbierany z odbiornika zamontowanego w
komorze reakcyjnej (Rycina 17 a, element 7), umozliwiajgc tym samym prowadzenie

procesu W trybie ciggtego przeptywu.
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Rycina 17. Graficzne przedstawienie pidra plazmowego (wWykres a) i szczotki plazmowej (wykres b). Element 1
— przytacze gazu He+Nj, element 2 — zawor przytacza gazu, element 3 — nasadka laczaca elektrodg z przytaczem
gazu, element 4 — taczenie elektrody mosigznej, element 5 — elektroda mosi¢zna, element 6 — stozek zimnej
plazmy, element 7 — komora reakcyjna wraz odbiornikiem, element 8 — przeptywajacy roztwor antybiotykow,
element 9- obejma z drutu miedzianego, element 10- obejma z drutu miedzianego.

13.3. Wieloczynnikowa optymalizacja parametrow operacyjnych piora

plazmowego

Dla uzyskania maksymalnej efektywnos$ci usuwania antybiotyku z roztworéw
wodnych, parametry operacyjne prowadzonego procesu zostaly wyznaczone z
wykorzystaniem metodologii powierzchni odpowiedzi (ang. Response Surface
Methodology, RSM+), projektujac przeprowadzane planownaia doswiadczenia z pomocg
metody Box-Behnken. Glownym zamiarem tak dobranej metodologii realizacji prac byto
wyznaczenie parametroOw prowadzacych do wytworzenia stozka zimnej plazmy o
najwyzsze] temperaturze 1 najwigkszej dtugosci, zapewniajac najwigksza efektywnosé
oddzialywania z traktowanymi roztworami antybiotykow, a takze najwyzsze st¢zenie
generowanych RFT i RFA o dlugim czasie zycia (H202, O3z, NO3", NO"), a takze krotkim
czasie zycia (OH®, Oz, O). Temperatura stozka plazmy byta okreslana (tpp W °C) jako

koncowe, stabilne wartos$ci odczytane z termometru pozostajacego w kontakcie z stozkiem
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plazmy. Dhugos$¢ (dpp w cm) byta wyznaczana jako odlegto§¢ pomiedzy pidrem plazmowym
a widocznym koncem stozka zimnej plazmy. Wieloczynnikowa optymalizacja parametrow
operowania pidra plazmowego z pomocg projektowania eksperymentu Box-Behnken
zostala przygotowana w oparciu o kolejne zmienne tj. predkos¢ przeptywu helu, w zakresie
od 7 do 11 dm®/min (parametr A), czestotliwo$é modulacji napiecia, w zakresie od 25 do
75 % (parametr B) i wypelnienie w zakresie 25-75 % (parametr C). Tak dobrane parametry
zmiennych (A, B, C) pozwolily na wygenerowanie 15 losowych doswiadczen,

podsumowanych w Tabela 9.

Tabela 9. Matryca metodologii powierzchni odpowiedzi z projektowaniem do$wiadczen metody Box-Behnken
przygotowana do wieloczynnikowej optymalizacji parametrow operacyjnych pidra plazmowego, przeznaczonego
do degradacji roztworow antybiotykdw. Badane parametry operacyjne: predkos¢ przepltywu helu (parametr A),
czestotliwos¢ modulacji napigcia (parametr B), wypetnienie (parametr C), podczas gdy odpowiedzig uktadu pidra
plazmowego byto: temperatura stozka plazmy (tpp) i dtugosc¢ stozka plazmy (dpp).

Zestawienie  Kolejno$¢ A, dm¥ B, % C,% tpp, °C dpp, CM
poziomow poziomow min
6 1 11 (+1) 50 (0) 25 (-1) 2738 16
9 2 9 (0) 25 (-1) 25 (-1) 28.6 2.6
14 3 9 (0) 50 (0) 50 (0) 33.3 2.1
1 4 7 (-1) 25 (-1) 50 (0) 36.3 2.2
7 5 7 (-1) 50 (0) 75 (+1) 39.2 1.8
3 6 7(-1) 75 (+1) 50 (0) 36.7 2.2
2 7 11 (+1) 25 (-1) 50 (0) 31.2 1.9
10 8 9 (0) 75 (+1) 25 (-1) 30.0 2.2
5 9 7(-1) 50 (0) 25 (-1) 31.2 2.3
4 10 11 (+1) 75 (+1) 50 (0) 31.6 1.6
11 11 (+1) 50 (0) 75 (+1) 33.8 2.0
12 12 9 (0) 75 (+1) 75 (+1) 36.0 1.9
13 13 9 (0) 50 (0) 50 (0) 33.4 2.0
11 14 9 (0) 25 (-1) 75 (+1) 36.6 2.2
15 152 9 (0) 50 (0) 50 (0) 33.6 2.0

a Punkty centralne.

Kazde z przeprowadzonych doswiadczen zalaczato zmienne parametry operacyjne A,
B i C na trzech r6znych poziomach tj. najwyzszym (+1), najnizszym (-1) i centralnym (0).
Zawarcie w przeprowadzonych pomiarach trzech punktéw centralnych zapewnito ocene
precyzji. Precyzja okazata si¢ by¢ wysoka, wynoszac 0,5 % dla pomiaréw tpp (ze $rednig
warto$cig 33,4 °C) 12,8 % dla dpp (ze $rednig warto$cig 2,03 cm). Zebrane i przedstawione
wyniki uzyskanej matrycy eksperymentu Box-Behnken zostaly dopasowane do peinych
funkcji kwadratowych, w tym funkcji liniowej (A, B, C), funkcji kwadratowej (A?, B2, C?)

131



a takze interakcji dwukierunkowej (A x B, A x C, B x C). Ogolne réwnanie dopasowania

funkcji modelu dla odpowiedzi parametréw tpp i dpp bylo nastepujace:
do + a1A +b1B + ¢1C + a2A? + boB? + €2C? + a3AXB + bsAxC + c3BxC,
gdzie do, a1-a3, b1-bz i €1-C3 sg wspotczynnikami regres;ji.

Celem uproszczenia uzyskanego modelu regresji odpowiedzi powierzchni dla
wyznaczenia tpp 1 dpp, a takze zachowania warunkow o statystycznej istotnosci, zastosowano
algorytm wstecznej eliminacji parametrow na poziomie istotno$ci wynoszacym 90 % (o
wynoszaca 0,1- do wusuniecia). Analiza wariancji ANOVA zostala nastepnie
przeprowadzona do oceny dopasowania uproszczonego modelu regresji powierzchni
odpowiedzi. Kierujac sic wartosciami uzyskanego wspdtczynnika R? a takze
skorygowanych warto$ci wspotczynnika R?, oszacowano poziom dopasowania uzyskanych
modeli. Oznaczona warto$¢ parametru p dla rozpatrywanych modeli i warunkéw w nich
zawarta wykazata statystyczng istotno$¢ (Tabela 10 i 11). Graficzny test normalnos$ci dla
sktadnikow resztkowych zostat wykorzystany aby zweryfikowac czy czynniki te zachowaty
rozktad normalny, natomiast wykres punktowy dla standaryzowanych sktadnikéw
resztkowych w zalezno$ci od kolejnosci pozioméw umozliwit ocenienie, czy sktadniki
resztkowe sg od siebie zalezne.

Tabela 10. Analiza ANOVA podsumowana w tabeli dla modelu regresji powierzchni odpowiedzi uzyskanej dla

temperatury stozka plazmy (tpp, °C). Badane parametry operacyjne: predko$é przeptywu helu (parametr A),
czestotliwo$¢ modulacji napiecia (parametr B), wypehienie (parametr C).

Zrédlo LSS Skorygowane Skorygowane F-warto$¢ — p-warto$¢
SS MS

Model 7 148.453 21.208 386.4 0.000 <
0.1

Liniowos$¢ 3 143.125 47.815 871.1 0.000 <
0.1

A 1 45.125 45.125 822.1 0.000 <
0.1

B 1 0.320 0.320 5.8 0.046 <
0.1

C 1 98.000 98.000 1785.4 0.000 <
0.1

Kwadrat 2 3.008 1.504 27.4 0.000 <
0.1
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A? 1 0.445 0.445 8.1 0.025 <

0.1
c? 1 2.400 2.400 43.7 0.000 <
0.1
Interakcja 2 2.000 1.000 18.2 0.002 <
2-kierun. 0.1
AC 1 1.000 1.000 18.2 0.004 <
0.1
BC 1 1.000 1.000 18.1 0.004 <
0.1
Btad 7 0.384 0.055
Brak 5 0.338 0.068 29 0.277 >
dopasowania 0.1
Czysty btad 2 0.047 0.023
Calkowicie 14 148.837

Roéwnanie regresji i podsumowanie modelu

top (°C) = 34,11 — 2,24xA + 4.80x102xB + 3.99x101xC + 8.65x102xA? — 1.29x103xC? — 1.00x10xAC —
8.00x10“xBC

S =0.23, R? =99.7 %, R2-skorygowane = 99.5.0%, R?-przewidywane = 98.4%

LSS: Liczba stopni swobody, SS: suma kwadratow, MS: §rednia kwadratowa, F-warto$¢: wartoSci testu

Fisher-Snedecor , p-wartos$¢: warto$¢ prawdopodobienstwa.

Tabela 11. Analiza ANOVA podsumowana w tabeli dla modelu regresji powierzchni odpowiedzi uzyskanej dla
dhugosci stozka plazmy (dpp, cm). Badane parametry operacyjne: predkos¢ przeptywu helu (parametr A),
czestotliwo$¢ modulacji napiecia (parametr B), wypehienie (parametr C)

Zrodto LSS Skorygowane Skorygowane F-warto$¢  p-warto$é
SS MS

Model 5 79.136 15.827 7.7 0.004 <
0.1

Liniowo$¢ 3 45.500 24.500 119 0.009 <
0.1

A 1 24.500 24.500 11.9 0.007 <
0.1

B 1 12.500 12.500 6.1 0.036 <
0.1

C 1 8.000 8.000 3.9 0.080 <
0.1

Kwadrat 1 13.886 13.886 6.8 0.029 <
0.1
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A? 1 13.886 13.886 6.8 0.029 <

0.1
Interakcja 1 20.250 20.250 9.9 0.012 <
2-kierun. 0.1
AC 1 20.250 20.250 9.9 0.012<
0.1
Btad 9 18.464 2.052
Brak 7 17.798 2.542 7.6 0.121 >
dopasowania 0.1
Czysty btad 2 0.667 0.333
Calkowicie 14 97.600

Roéwnanie regresji i podsumowanie modelu
dpp (cm) = 1.50 + 0,56xA — 5.00x103xB — 4.45x102xC + 4.82x102xA2 + 4.50x103xAC
S =0.14, R? = 81.1%, R?-skorygowane= 70.6%, R2-przewidywane = 39.5%

LSS: Liczba stopni swobody, SS: suma kwadratoéw, MS: $rednia kwadratowa, F-warto$¢: wartosci testu Fisher-

Snedecor , p-warto$¢: wartos¢ prawdopodobienstwa.

Zaprezentowana zostala graficzna analiza sktadnikow resztkowych z modelu regresji
dla tpp i dpp. Rozwazajac wykres testu normalnosci, wszystkie punkty uktadajg si¢ wzdhuz
linii prostej (Rycina 18, a i b), potwierdzajac tym samym ich rozktad normalny. Z krzywej
prezentujacej wykres punktowy dla standaryzowanych sktadnikow resztkowych w
zaleznos$ci od kolejnosci poziomow, wyniki wykazaty potozenie losowe po dwoéch stronach
linii $rodkowej, wskazujac na brak wzajemnych zaleznosci pomiedzy skladnikami
resztkowymi. Z przedstawionych wynikow prowadzonych analiz statystycznych, obydwa
modele regresji nalezy uwaza¢ za prawidlowe wzglegdem wybranych parametrow
operowania piora plazmowego, przeznaczonego do degradacji antybiotykow z roztworéw

wodnych.

134



=]
~—

(=3
~—'

Wykres testu normalnosci Wykres testu normalnosci

Procent (%)
-q‘.
Procent (%)
S

-0.25 0.00 0.25 0.50 -30 -15 00 15 30

ww

Skladniki resztowe Skladniki resztowe

Skladniki resztowe Skladniki resztowe

1Y)
-

- J, N
|
)
) ]

,_
»

Skladniki resztowe
Skladniki resztowe
-

&

L ]

a3 \

¢ ¥ 7

12 3456 783910112 13M1U415 1 23 456 7 8 9101 1213 1415
Kolejnos¢ obserwowanych poziomoéw Kolejnos¢ obserwowanych pozioméw

Rycina 18. Wykres testu normalnosci a takze krzywa punktowa dla standaryzowanych sktadnikow resztowych w
zaleznosci od kolejnosci obserwowanych poziomoéw dla pomiarow temperatury stozka plazmy (tpp, °C, a), oraz
dhugosci stozka plazmy (dgp, cm, graf b).

Dokonano réwniez graficznej interpretacji wplywu poszczegélnych parametrow
operacji piorem zimnej plazmy na uzyskiwang tpp i dpp. Najwickszy wpltyw na uzyskiwang
odpowiedZ uktadu uzyskano w przypadku doboru parametru A (Rycina 19). Wzrost
predkosci przeptywu helu doprowadzat do stopniowego spadku temperatury stozka plazmy,
wplywajac tym samym na zaburzenie standw wzbudzonych w plazmie, a takze dalszy
spadek temperatury za sprawg odbieranego ciepta przez molekuty niezjonizowanego helu
(Rycina 19, a). W takich warunkach odnotowano wzrost dtugosci dpp do pewnego poziomu,
a nastgpnie gwaltowny jego spadek w wyniku wspomnianego wczesniej efektu ochtodzenia
stozka plazmy (Rycina 19, b). Rozpatrujac zmienng B, nie stwierdzono istotnego wptywu
na temperature tpp, podczas gdy parametr ten wykazat istotne oddzialywanie na dtugos¢
stozka plazmy, prowadzac do jej zmniejszenia wraz ze wzrostem wartosci czestotliwosci
modulacji napigcia (Rycina 19, a). Wzrost wartosci zmiennej C, przekladajacy sig
bezposrednio na moc pola elektrycznego dostarczanego do obszaru wytadowania
odpowiadal za niemalze liniowy wzrost temperatury stozka plazmy (tpp), $wiadczac
najprawdopodobniej o energii absorbowanej przez RFT i RFA (Rycina 19, a). Wspomniana
prawidtowo$¢ nie zostala potwierdzona w przypadku zmian dhugosci stozka plazmy (dpp),
przyczyniajac si¢ do jej stopniowego zmniejszenia wraz ze wzrostem wartosci wypehienia

(Rycina 19, b).
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Rycina 19. Wpltyw rozpatrywanych zmiennych na temperature stozka plazmy w pioérze plazmowych (tpp, °C,
a) a takze dtugosci stozka plazmy (dpp, cm). Badane parametry operacyjne: predkos$¢ przeptywu helu (parametr

A, dm®min), czestotliwos¢ modulacji napiecia (parametr B, kHz), wypetnienie (parametr C, %).

Przeprowadzona wieloczynnikowa optymalizacja parametrow operacyjnych pidra
plazmowego dla najefektywniejszego rozktadu antybiotykéow z roztworéw wodnych,
pozwolita na wytypowanie warunkow do generacji zimnej plazmy, ktore zostaty rowniez
wykorzystane do obstugi szczotki plazmowej. Szczotka plazmowa, skonstruowana w
oparciu o wspomniany model piéra plazmowego, sktada si¢ z pigciu elektrod mosieznych
(Rycina 17, b, element 5), potaczonych we wspolny obwod elektryczny za pomoca obejmy
z drutu miedzianego (Rycina 17 b, element 9). Elektrody umiejscowione w nasadce z
tworzywa sztucznego wykonanej w technologii druku 3D (Rycina 17 b, element 3), wraz z
dotgczonym zaworem stanowigcym przytacze gazu wytadowczego He+N2 (Rycina 17 b,
element 2 i 1). Szczotka plazmowa umiejscowiona 1,0 cm ponad powierzchnig
przepltywajacego roztworu antybiotyku w centralnej czgéci komory reakcyjnej (Rycina 17
b, element 7), wspomnianej przy okazji omawianej konstrukcji pidra plazmowego. Obwod
elektryczny pomiedzy pigcioma elektrodami mosieznymi i komorg reakcyjng byt
generowany z wykorzystaniem przeno$nego generatora wysokich napi¢¢ o mozliwosci
modulacji czestotliwo$¢ napie¢ oraz wypetnienia, wykorzystujac parametry operacyjne
uzyskane w wyniku przeprowadzonej wieloczynnikowej optymalizacji dla piora
plazmowego. Przeptywajacy roztwor antybiotyku z predkoscia 1 cm®/min po kontakcie z
zimng plazma, byt w ciaggly sposob zbierany z odbiornika zamontowanego w komorze

reakcyjnej (Rycina 17 a, element 7), umozliwiajgc tym samym prowadzenie procesu w

trybie cigglego przeptywu.
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13.4. Badania efektywnosci degradacji antybiotykow — analiza HPLC-DAD

Stezenia antybiotykow w roztworach wodnych poddanych traktowaniu pidra
plazmowego, szczotki plazmowej 1 roztwordéw nietraktowanych, zostaty poddane analizie
z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem diodowym
(ang. High-Performance Liquid Chromatography with Diode-Array Detection, HPLC-
DAD) a takze ultrasprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas
(ang. Ultra-Performance Liquid Chromatography with Mass Spectrometry, UPLC-MS).
Badania zostaly wykonane przez dr hab. Magde Caban, prof. UG z Uniwersytetu
Gdanskiego, Wydziatu Chemii, Katedry Analizy Srodowiska.

Stanowisko pomiarowe HPLC-DAD wyposazone w uktad Nexera XR (Shimadzu,
Kioto, Japonia) sprz¢zone z automatycznym podajnikiem probek SIL-20AC, pompa LC-
20AD, piecem kolumnowym CTO-20AC i detektorem SPD-M20A zostalo wykorzystane
do okreslenia stezenia roztworéw wodnych OFX, DXC, AMP, ChRP i ich mieszanin o
nominalnym stezeniu 10 i 35 mg/dm® kazdego z wymienionych analitow. Kolumna
Gemini-NX (5 um, C18 110A, 150 x 4,6 mm, Phenomenex) umiejscowiona w piecu w
temperaturze 27 °‘C. Objeto$¢ wstrzykiwanego analitu wynosita 0,025 cm®. Temperatura
pieca automatycznego podajnika probek ustalona zostata na 10 ‘C. Komponentem A fazy
ruchomej byt 10 mmol/dm® mréwezanu amonu (pH= 3,18 —3,2) z 0,1 % zawartoscia kwasu
mrowkowego, podczas gdy komponentem B byt acetonitryl. Elucja gradientowa rozpoczgta
od 15 % zawarto$ci komponentu B, podczas kolejnych 6 min wzrastata do 35 %, utrzymujac
si¢ przez kolejne 2 min. Powrdt do stanu poczatkowego nastgpowatl po 2 min. Predkos¢
przeptywu fazy ruchomej wynosit 1 cm®min. Detektor diodowy (DAD) w trakcie
pomiarow byl ustawiony na zakres dtugosci fali od 190 do 800 nm, podczas gdy dla
kolejnych analitow dtugos¢ fali wynosita odpowiednio 77 nm dla ChRP, 294 nm dla OFX,
349 nm dla DXC. Krzywa kalibracji zostata przygotowana z wykorzystaniem roztworow w
zakresie stezen 0,05 — 50 mg/dm®. Doktadno$¢ oznaczenia w przedziale oznaczanego
przedziatlu st¢zen wyniosta 4,7 % (wzgledne odchylenie standardowe). Precyzja pomiarow
oscylowata pomiedzy 92 1 101 %, jedynie w przypadku analizy DXC, limit detekcji byt

wyzszy i wynosit 0,5 mg/dm®.
13.5. Badania efektywnosci degradacji antybiotykéw — analiza UPLC-MS

Analiza stezenia AMP zostata przeprowadzona z wykorzystaniem techniki UPLC-MS,

ze wzgledow na niewielka absorbcje w obszarze promieniowania UV/Vis analizowane
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zwiazku AMP. Wykorzystano w tym celu uktad pomiarowy UPLC-MC 8050 Shimadzu
(Kioto, Japonia), sprzezony z potrdjnym kwadrupolowym detektorem o niskiej
rozdzielczo$ci mas. Wykorzystano do analizy tg samg faze ruchomg co w przypadku
pomiarow techniki HPLC-DAD, z zastrzezeniem wykorzystania rozpuszczalnikow klasy
spektrometrii mas. Elucja gradientowa rozpoczgta od 5 % zawartosci komponentu B,
podczas 4 min wzrastala do 70 % zawartosci komponentu B, utrzymujacego si¢ przez 1
min. Powr6t do stanu poczatkowego zajmowat 1 min. Do pomiaréw wykorzystano kolumne
Eurospher 11 100-3 C18H (3um, 50 x 3mm, Knauer). Predko$¢ przeptywu fazy ruchome;j
ustalono na 0,3 cm®min. Temperature pieca kolumnowego ustalono na 35 °C, a objetos¢
wprowadzanego analitu wynosita 0,005 cm®. Parametry operacyjne systemu pomiarowego
zostaly dobrane nastepujaco: gaz nebulizujacy z predkoscia przeptywu 3 dm®min,
przeplyw gazu grzewczego 10 dm®min, przeptyw gazu osuszajacego 10 dm®min,
temperatura 300 °C, temperatura desolwacji 526 °‘C, temperatura linii desolwacji 250 °C,
temperatura bloku cieplnego 400 °C, napigcie 4 kV. Analiza jakosciowa i iloSciowa
roztworu AMP byla prowadzona w trybie MRM (ang. Multi Reaction Monitoring). Czas
retencji AMP zostat ustalony dla tych warunkéw na 2,34 min. Krzywa kalibracji wykazata
przebieg liniowy w zakresie od 0,01 do 1 mg/dm?®. Dobierajac odpowiednie rozcienczanie
analizowanych prébek, uzyskujac stezenia ponizej 1 mg/dm® przeprowadzono pomiary
ilosciowe AMP zarowno jako pojedynczego sktadnika jak 1 jego zawartosci w

mieszaninach.
13.6. Badania stopnia mineralizacji antybiotykow — analiza TOC/TN

Analiza stezenia calkowitej zawartosci wegla organicznego (TOC) oraz azotu (TN)
zostata przeprowadzona za pomoca analizatora multi N/C 3100 (Analytik Jena, Jena,
Niemcy) w probkach roztworow antybiotykow poddanych dziataniu piora plazmowego 1
szczotki plazmowej, celem okreslenia wpltywu oddzialywania zimnej plazmy na strukture
chemiczng biologicznie aktywnych molekul. Pomiary caltkowitego st¢zenia wegla
organicznego (metoda pomiaru nieusuwalnego wegla organicznego, ang. Non Purgeable
Organic Carbon, NPOC) oraz azotu probek roztwordéw antybiotykow poddanych dziataniu
zimnej plazmy jak i1 probek nietraktowanych zostaly przeprowadzone nast¢pujaco: 10,00
cm?® analizowanej probki zostalo przeniesione do szklanej fiolki i zakwaszone z
wykorzystaniem 2 M roztworu HCI do pH 2, celem usuni¢cia CO». Pomiary zawartosci
TOC/TN przeprowadzono w atmosferze tlenu (99,999 % SIAD, Polska) w temperaturze

800 ‘C wewnatrz pieca rurowego. Uzyskane wyniki zostaly automatycznie odniesione do
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krzywej kalibracji i zaprezentowane jako wartosci $rednie wyrazone w mg/dm? z trzech
oddzielnych pomiardw, wyznaczajac odchylenie standardowe w programie multiWIN

software (wersja 4,12).

13.7. Badanie aktywnosci biobdjczej roztworow antybiotykow potraktowanych

zimng plazma — testy dyfuzyjno-krazkowe

Wilasciwosci antybakteryjne wodnych roztwordw antybiotykéw poddanych dziataniu
zimnej plazmy zostaty okreslone za pomoca standardowego testu dyfuzyjno-krazkowego z
wykorzystaniem gatunkéw bakteryjnych Gram(+) i Gram(-), a takze dwoch ludzkich
patogentow oportunistycznych. Wybrane modele bakteryjne wykorzystane do oceny
wlasciwosci antybakteryjnych roztworow OFX, DXC, AMP, ChRP i ich mieszanin o
stezeniu 10 i 35 mg/dm® poddanych traktowaniu pidrem plazmowym badz szczotka

plazmowg podsumowano w Tabeli 12.

Tabela 12. Modele bakteryjne wykorzystane do przeprowadzenia badan nad wtasciwo$ciami antybakteryjnymi
roztworow antybiotykow OFX, DOX, AMP, ChRP i ich mieszanin poddanych traktowaniu piora plazmowego i
szczotki plazmowej.

Gatunek Szczepnr.  Grupa Rok,  Pochodzenie Charakterystyka Referencje
Gram() kraj
Escherichia ATCC Gram(-) 1946, Odizolowane Gatunek wzorcowy; Minogue i
coli 25922, USA  odczlowieka Szczep zalecany do oceny  wsp., 2014
DSM 1103, w wrazliwosci na
CCUG warunkach antybiotyki
17620 klinicznych
Bacillus ATCC Gram(+) 1875, Napar z Gatunek wzorcowy; Kunst i
subtilis 23857, brak siana Laboratoryjny auksotrof ~ wsp.,. 1997
168, danych wymagajacy tryptofanu,
BGSC pochodzi ze szczepu
1A700, Marburg poddanego
NBRC mutagenizacji promieni
101244 rentgenowskich; pierwszy
zsekwencjonowany

genom Firmicute

Serratia ATCC Gram(-) brak Brak danych  Patogen oportunistyczny;  Kim i wsp.,
marcescens 14756, danych, Szczep wykorzystywany 1998
DSM 1636, USA do testowania zwigzkoéw
CCUG przeciw drobnoutrojow
46356
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Enterobacter ATCC Gram(-) 1890, Ptyn Ludzki pathogen Ren i wsp.,

cloacae 13047, brak rdzeniowy oportunistyczny, 2010
subsp. DSM danych odpowiedzialny za
cloacae 30054, zakazenia szpitalne

NBRC

13535

ATCC: Amerykanska Kolekcja Kultur (USA); BGSC: Centrum Genetycznych Zapasow Bacillus (USA); DSM:
Niemiecka kolekcja Mikroorganizméw i Kultur Komérkowych (Niemey); CCUG — Kolekcja Kultur Uniwersytetu
w Gothenburg (Szwecja); NBRC: NITE Centrum Zasobow Biologicznych (Japonia)

Badane modele biologiczne byly uprzednio przechowywane w temperaturze -80 °C,
zawieszone w 40 % roztworze gliceryny stanowiac kolekcje bakteryjna pochodzaca z
Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego. Pojedyncze szczepy bakteryjne zostaty powzigte z zamrozonej
kolekcji i nastgpnie posiane redukcyjnie na agarze Mullera-Hintona (M-HA, BTL, L6dz,
Polska). Po 24 godzinnym okresie inkubacji w temperaturze 37 °C, pojedyncze kolonie
bakteryjne zostaly przeniesione do 5,0 cm® bulionu Mullera-Hintona (M-HA, BTL, L6dz,
Polska). Po zakonczeniu kolejnej 24-godzinnej inkubacji w temperaturze 37 “C, mieszajac
zawarto$¢ z predkoscig 120 obr./min, uzyskane w ten sposob kolonie bakteryjne zostaly
odwirowane w czasie 10 min przy predkosci 6500 obr./min. Powstaly supernatant zostat
odrzucony, a uformowany pelet bakteryjny przemyty dwukrotnie jalowa woda
destylowana, doprowadzajac do uzyskania gestosci optycznej zawiesiny bakteryjnej 0,5 w
skali McFarlanda (McF), oznaczone za pomoca densytometru DEN-1B (BioSan, Ryga,
Lotwa).

Przygotowana w ten sposob zawiesina bakteryjna o gestosci optycznej 0,5 McF zostata
wykorzystana do przeprowadzenia standardowych testow dyfuzyjno-krazkowych. Jatowy
wacik bawelniany zanurzany byl w zawiesinie bakteryjnej. Nadmiar zawiesiny z wacika
byl usuwany, a komorki bakteryjne byly nast¢pnie trzykrotnie rozprowadzane po calej
powierzchni ptytki M-HA. Kolejnym etapem, na wierzchu kazdej zaszczepionej ptytki M-
HA zostaly umieszczone trzy sterylne biate krazki (Srednica 5 mm, Biomaxima, Lublin,
Polska). Na przygotowane biate krazki naniesiono 0,01 cm?® badanych roztworéw
antybiotykow. Jako kontrole wykorzystano roztwory antybiotykow nie poddanych
dziataniu zimnej plazmy. Celem zapewnienia odpowiedniej dyfuzji biologicznie

aktywnych sktadnikéw przez krazki, badane ptytki M-HA inkubowano przez godzing w 4
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°C, a nastepnie inkubowane przez 24 godziny w 37 °C. Po zakonczonym okresie inkubacji,
zmierzone zostaly $rednice obszaru zahamowania wzrostu bakteryjnego. Na potrzeby
analizy statystycznej, testy zostaty przeprowadzone w co najmniej dwoch powtoérzeniach,
dla dwéch oddzielnych eksperymentow. Zebrane wyniki pomiarowe zostaty graficznie
zaprezentowane i poddane analizie statystycznej z uzyciem oprogramowania R (wersja
3.1.3). Wyznaczone wartosci $rednie obszaru zahamowania wzrostu bakteryjnego
wywotanego roztworami antybiotykow traktowanych zimng plazmg zostaly przyréwnane
do roztworéw nietraktowanych przy wartosci p < 0,05 z wykorzystaniem testu
dwustronnego t (Studenta lub Welcha, zaleznie od spelnienia wymagan dla analizy

parametrycznej oszacowanej z wykorzystaniem testu Shapiro-Wilka lub Levensa).

Badania zostaly wykonane w Wydziale Biotechnologii UG i GUMed, Instytut
Biotechnologii UG przez dr Agatg Motykg-Pomagruk.

13.8. Badanie reaktywnych form tlenu i azotu w fazie cieklej

Dla okreslenia proceséw zachodzacych w trakcie oddziatywania roztwordéw
antybiotykow z ukladami generujacymi zimng plazme, wykorzystano metody
kolorymetryczne umozliwiajace okreslenie stezenia poszczegdlnych RFT 1 RFA.
Przeprowadzenie pomiardéw ilosciowych 1 jakosciowych reaktywnych indywiduéw
generowanych w wyniku traktowania zimng plazmg s3 istotne ze wzgledu na ich
zaangazowanie w procesy rozktadu antybiotykéw a takze obserwowane obnizenie
wlasciwos$ci antybakteryjnych. Celem lepszego wgladu w udzial poszczeg6lnych RFT w
procesy degradacji antybiotykow, przeprowadzono doswiadczenia majace na celu

zamaskowanie obecno$¢i rodnikow OH®, H,O2 wraz z Os, a takze Oy".

Pierwszymi pomiarami zmian we wlasciwosciach fizykochemicznych roztworow
antybiotykodw poddanych dziataniu piéra plazmowego badz szczotki plazmowej zostaty
okreslone w oparciu o wartosci pH 1 przewodnictwa elektrycznego. Zmiany pH zostaty
zbadane z wykorzystaniem podrecznego pH metru HI 98103 (HANNA Instruments,
Olsztyn, Polska). Przewodnictwo elektryczne roztworow OFX, DXC, AMP, ChRP i ich
mieszanin o stezeniu 10 badz 35 mg/dm? okreslono z uzyciem konduktometru CPC-505
(Elmetron, Zabrze, Polska). Pomiary byly przeprowadzane w trzech niezaleznych
powtorzeniach (n=3). Analizowano objetos¢ 5,0 cm® $wiezo uzyskanych probek po

traktowaniu zimng plazma.
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Analiza jakosciowa i iloSciowa jonow NO2” wytworzonych w wyniku oddziatywania
roztworéw antybiotykdw z pidrem plazmowym lub szczotka plazmowa zostala
przeprowadzona z pomocg komercyjnie dostepnego spektrofotometru HANNA HI 96708
(HANNA Instruments, Salaj, Rumunia). Oznaczenia prowadzone byly zgodnie z
zaleceniami  producenta, wykorzystujac odczynniki  dedykowane do zestawu
kolorymetrycznego ze spektrofotometrem HI 96708. Objetosé 5,00 cm? analizowanego
roztworu zostata rozcienczona woda dejonizowana do koncowej objetosci 10,00 cm® przed
przeprowadzeniem analizy. Stezenie jonow NO2  bylo oznaczane z trzech niezaleznych

pomiarow.

Jakosciowe 1 ilosciowe badania zawartosci jonéw NOz  przeprowadzono z
wykorzystaniem komercyjnego spektrofotometru  HANNA HI 96728 (HANNA
Instruments, Salaj, Rumunia), w sposob identyczny do omoéwionego przy okazji analiz
jonow NO2’, kierujac si¢ zaleceniami dostarczonymi przez producenta. Koncowe wyniki

pochodzity z trzech niezaleznych oznaczen.

Stezenie nadtlenku wodoru zostalo oznaczone metoda spektrofotometryczna,
przeprowadzajac reakcje pomigdzy H>O» i1 metawanadanem amonu (NHsVOs, 6,2
mmol/dm®) w obecnosci kwasu siarkowego VI (H2SO4, 0,058 mol/dm®), postepujac w
Sposob identyczny z opisanym w podrozdziale. 6.8.  Badanie reaktywnych form tlenu
i azotu w fazie cieklej - pomiary kolorymetryczne. Analiza byla przeprowadzona w

trzech oddzielnych pomiarach.

Sumaryczne stezenie reaktywnych form tlenu tj. OH®, O, O3, H202 i HO2 wytworzonych
w wyniku oddzialywania zimnej plazmy z roztworami antybiotykdéw zostalo oznaczone za
pomoca metody spektrofotometrycznej z uzyciem roztworu jodku potasu ze skrobig.
Roztwoér zawierajacy jodek potasu o stezeniu 0,3 % (m/v) i skrobie¢ o stezeniu 0,5 % (m/v)
zostat przygotowany poprzez ogrzanie w temperaturze 70 °C, zachowujac mieszanie z
predkoscig 1000 obr./min. Mieszanina byta utrzymywana w takich warunkach do uzyskania
catkowicie klarownego roztworu. Schlodzona mieszanina reakcyjna, zostala nastepnie
przeniesiona w objetosci 2,90 cm® do 0,1 cm?® roztworu analizowanego poddanego dziataniu
zimnej plazmy, utrzymujac ja nastgpnie w temperaturze pokojowej przez 30 min,
upewniajac si¢ tym samym o zakonczonym postepie reakcji. Ostatecznie uzyskany barwny
roztwor byt przenoszony do kuwety kwarcowej, celem okreslenia wartosci absorbancji przy

dlugosci fali 590 nm. Stezenie sumaryczne RFT, wykazujacych potencjat utleniajacy
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przekraczajacy wartosci 0,54 V zostal wyznaczony w oparciu o przygotowana krzywa
wzorcowa, wykorzystujac roztwory nadtlenku wodoru (zakres stezen od 0,75 do 17,00
mg/dm?). Jako kontrole wykorzystano nietraktowane roztwory antybiotykéw. Pomiary

przeprowadzono w trzech niezaleznych powtdrzeniach.

Zaangazowanie rodnikow OH® w procesach degradacji w pojedynczych roztwordéw
rozpatrywanych antybiotykow zbadano poprzez wprowadzenie roztworu alkoholu
etylowego, ktory maskuje rodniki OH® (Tang i wsp., 2018) . Aby zapewni¢ wystarczajacy
poziom zamaskowania rodnikow OH®, alkohol etylowy zostal wprowadzony przy 1000-
krotnym nadmiarze w stosunku do stezenia badanych roztworow antybiotykéw (Tang i
wsp., 2018). Dla zamaskowania aktywnosci H2O2 i O3 w procesach degradacji, do badanych
roztworow antybiotykéw wprowadzono 10% FBS (Boehm i wsp., 2016). Wprowadzajac
do roztworéw wodnych antybiotykéw kurkumine o koncowym stezeniu 570 umol dm=,
zamaskowana zostata aktywno$¢ O2™ (Kunchady i wsp., 1990). Tak przygotowane roztwory
wodne pojedynczych antybiotykdw z odpowiednimi zwigzkami maskujacymi zostaty
nastgpnie potraktowane z pomocg szczotki plazmowej operowanej w warunkach
optymalnych. Roztwory potraktowane plazmg zostaly nastgpnie poddane analizie z
uzyciem technik badawczych HPLC-DAD i UPLC-MS/MS, celem okre$lenia wydajnosci
rozkladu i1 pordwnania ich z wynikami uzyskanymi dla roztworéw antybiotykow bez

dodania zwigzkow maskujacych.
13.9. Badania przestrzennej dystrybucji reaktywnych form tlenu

Przeprowadzono rowniez pomiary przestrzennej dystrybucji RFT generowanych przez
wytworzong zimng plazme. Pidro plazmowe lub szczotka plazmowa zostalo wykorzystane
do potraktowania powierzchni zelowych modeli zawierajacych mieszaning jodku potasu ze
skrobig, przygotowanych zgodnie z metodyka opisang w rozdziale:. 6.8. Badanie
reaktywnych form tlenu i azotu w fazie cieklej - pomiary kolorymetryczne.
Zachowujgc identyczng odleglos¢, tj. 10 mm pomiedzy pidrem plazmowym/szczotka
plazmowa a powierzchnig modelu zelowego, napromieniowano ja w czasie 5, 15, 30, 60 i
120 s. Po zakonczonym traktowaniu zimng plazma, modele Zzelowe byty fotografowane, a
obserwowana powierzchnia przestrzennej dystrybucji byla analizowana z uzyciem

programu graficznego ImageJ (wersja 1.8.0_172).

Analiza statystyczna wraz z graficznym przedstawieniem opracowywanych wynikow

wyznaczajacych zmiany wartosci pH, konduktancji, stezenia jondow NO2 i NOs", czgstek
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H20., catkowitej zawartosci RFT 1 ich przestrzennej dystrybucji zostaty przeprowadzone
za pomocg programu GraphPad Prism 8.0 (GraphPadsoftware, USA). Poréwnania
uzyskanych wartosci §rednich grup badawczych z wynikami kontroli przeprowadzono z
pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z poréwnywaniem par badanych
grup testem Tukeya post hoc (* p < 0,03; ** p < 0,001; *** p < 0,0006; **** p < 0,0001).
Ponadto poréwnania pomigdzy parami grup badawczych pidra plazmowego 1 szczotki
plazmowej zostaty poddane jednoczynnikowej analizie wariancji ANOVA z wielokrotnym
poréwnywaniem grup testem Sidaka (* p < 0,005; ** p < 0,001; *** p < 0,0006; **** p <
0,0001).

14. Wyniki i dyskusja dla bezposredniego zastosowania ukladow zimnych plazm
atmosferycznych do obnizenia aktywnosci biologicznej wodnych roztwordow
antybiotykow

14.1. Wieloczynnikowa optymalizacja parametréow operacyjnych piora

plazmowego

Stezenia a takze rodzaj generowanych reaktywnych indywiduéw przez zroédto zimnej
plazmy zwigzane jest z parametrami operacyjnymi, typem gazu wyladowczego jak i
warunkami pradowo-napieciowymi generatora zimnej plazmy. Ustalenie odleglosci
pomigdzy zrodlem zimnej plazmy a traktowang powierzchnia, jak rowniez glebokosé
uzyskiwanej penetracji stanowig kluczowe parametry przy realizacji doswiadczen
(Thirumdas 1 wsp., 2018; Herianto 1 wsp., 2021). Majac na uwadze przytoczone zaleznosci,
powigzano parametry temperatury stozka zimnej plazmy- tpp i dlugosci stozka zimnej
plazmy- dpp generowanych wyladowan na efektywno$¢ oddziatywania z roztworami
rozpatrywanych antybiotykow. Parametr tpp mozemy tym samym powigza¢ z temperaturg
rotacyjng molekut wystepujacych w fazie gazowej piora plazmowego a takze catkowita
energig uktadu w szczegdlnosci elektronow i reaktywnych form wytworzonych w wyniku
inicjacji wyladowan zrodta zimnej plazmy. Sugerujac si¢ warto$ciami oznaczonego
parametru dpp, mozliwe jest dobieranie odpowiedniej odlegtosci pomiedzy zrodtem zimnej
plazmy a traktowang powierzchnig, zwigekszajac tym samym mozliwosci penetracji stozka
zimnej plazmy a co za tym idzie intensyfikacj¢ oddziatywan z traktowanym obiektem.
Wzmozenie zachodzacych oddziatywan efektywnie zwigksza stgzenia generowanych
reaktywnych form o dtugim czasie zycia tj. H2O21 NOs’, a takze wzmaga reakcj¢ kaskadowe
Z udziatem molekut takich jak: OH®, NO®, O, O3z, H202, NOx, ONOO" (Gorbanev i wsp.,
2018).
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Biorac pod uwage wspomniane zaleznosci, parametry charakteryzujace stozek zimnej
plazmy tj. jej temperatur¢ tpp, oraz dlugos¢ dpp zostaty wybrane jako odpowiedzi ukladu
reakcyjno-wytadowczego w wyniku przeprowadzonej wieloczynnikowej optymalizaciji
parametrow operacyjnych z ukierunkowaniem do rozkladu antybiotykdéw z roztworow
wodnych. Przygotowane modele dla metodologii powierzchni odpowiedzi, zmienne A, B,
C zostaly dobrane do sporzadzenia matrycy eksperymentalnej w ramach testu Box-
Behnken, dazac do uzyskania najwigkszych wartosci parametrow tpp i dpp. Przeprowadzone
analizy statystyczne wraz z oceng trafnoSci dopasowanych modeli zostaly szerzej
przedstawione i opisane w rozdziale 13.3. Wieloczynnikowa optymalizacja
parametrow operacyjnych piora plazmowego. Wyznaczone zostaly warunki dla
najwigkszej efektywnos$ci prowadzenia procesu degradacji antybiotykow @z
przeptywajacych roztworow wodnych, uzyskujac najwigksze wartosci parametrow tpp i dpp,
generowane po przez ustalenie predkosci przeptywu helu (parametr A) 7,0 dm3/min,
czestotliwo$¢ modulacji napigcia 25 kHz (parametr B), oraz wypetnienia 52 % (parametr
C). Tak dobrane parametry generacji zimnej plazmy umozliwity uzyskanie temperatury tpp
wynoszacej 36,4 £ 0,7 “C i dpp odpowiednio 2,23 +£0,09 cm. Adekwatnos¢ ustalonego
modelu zostata nastgpnie zweryfikowana eksperymentalnie przeprowadzajac dodatkowe
doswiadczenie. Dla optymalnych parametrow tj. A = 7,0 dm®min, B=25kHz i C =52 %
temperatura stozka tpp wyniosta 36,4 + 0,3 °C, a jej dtugo$¢ dpp 2,30 + 0,05 cm.
Uwzgledniajac warto$ci modelowe, btad wzgledny dla tak uzyskanych wynikow wyniost -
0,1 % dla tpp i +3,1 % dla dpp, wskazujgc duzg precyzje dobranych modeli.

Podczas przeprowadzonych analiz statystycznych okreslono odmienny wplyw
parametru C na uzyskiwane wartosci tpp i dpp, poddano rozwazaniom mozliwo$¢ uzyskania
najwiekszej penetracji stozka zimnej plazmy przy ustaleniu najmniejszej wartosci tpp. Dla
tak ustalonych warunkéw operacyjnych, uzyskane najwyzsze wartosci dpp moga przyczynic
si¢ do uzyskania najwigkszej penetracji traktowanego roztworu. Przeprowadzono tym
samym dodatkowe do$wiadczenie, w ramach ktorego uzyskany model doprowadzi¢ miat
do uzyskana najnizszej warto$ci tpp przy najwickszej dhugosci stozka dpp. Modelowane
wartosci operacyjne tj. A = 8,0 dm®min, B=25 % i C =25 %, gdzie odpowiedz uktadu
zapewnila wartoéci parametrow tpp Wynoszacg 29,5 £ 0,2 'C i dpp 2,52 + 0,09 cm.
Eksperymentalna walidacja modelu statystycznego poprzez wykorzystanie wspomnianych
wartos$ci operacyjnych do generacji zimnej plazmy z pomocg piora plazmowego, okreslono

wartosci tpp wynoszacg 29,6 = 0,8 “C i dpp wynoszacej 2,48 + 0,08 cm, co odpowiadato
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btedowi wzglednemu +0,3 % 1-1,5 % odpowiednio, wskazujac na wysoka precyzj¢ obydwu
dobranych modeli.

Kolejnym sposobem zwigkszenia efektywnosci wykorzystania uktadu reakcyjno-
wytadowczego do rozktadu antybiotykdéw z roztwordw wodnych, rozszerzono obszar
oddziatywania poprzez zwigkszenie ilosci wytwarzanych plamek zimnej plazmy, tworzac
wysokowydajng szczotke plazmowa z pigcioma elektrodami. Do generacji plazmy z
uzyciem systemu szczotki plazmowej wykorzystano parametry operacyjne wygenerowane
na drodze optymalizacji wieloparametrowej przeprowadzonej dla pidra plazmowego. Tak
zaprojektowany uklad eksperymentalny o wysokiej innowacyjnosci powinien wykaza¢
znaczaca efektywno$¢ degradacji antybiotykow z roztworé6w wodnych w poréwnaniu z
uktadem piodra plazmowego. Sformutowana hipoteza badawcza zostata zweryfikowana na

drodze eksperymentalnej.
14.2. Efektywnos¢ degradacji antybiotykéw — analiza HPLC-DAD i UPLC-MS

Ocene wpltywu liczby dzetéw plazmy generowanych przez zréodto na efektywnosé
rozktadu antybiotykoéw z roztworow wodnych przeprowadzono z wykorzystaniem techniki
HPCL-DAD. Procentowy ubytek analizowanych antybiotykow zostat wyznaczony poprzez
porownanie ich stezen w roztworach wodnych przed jak i po poddaniu ich dziataniu zimne;j
plazmy (Rycina 20). Efektywnos¢ rozktadu antybiotykéw z wykorzystaniem pojedynczego
pidra plazmowego okazala si¢ znacznie nizsza w porOwnaniu z ukladem szczotki
plazmowej dla wszystkich analizowanych molekul o aktywnosci biologicznej. Pidro
plazmowe zapewnilo zauwazalnie mniejszy stopien rozktadu zaro6wno roztworéw wodnych
pojedynczego antybiotyku jak i1 mieszanin czterech antybiotykéw o stezeniu 10 lub 35
mg/dm?®. Przecigtny stopien rozktadu byt trzykrotnie wickszy (najmniej dwukrotnie, a
najwiecej pigciokrotnie) przy wykorzystaniu ukladu szczotki plazmowej w porownaniu z
pidrem plazmowym. Interesujace réznice w uzyskanych wynikach uzyskano dla roztworéw
DXC, gdzie efektywnos$¢ degradacji dla uktadu szczotki plazmowej byta 22-krotnie
wieksza w poroOwnaniu z piorem plazmowym. Uktad szczotki plazmowej wykorzystany do
usuwania zanieczyszczen pojedynczego antybiotyku z roztworu wodnego doprowadzit do
co najmniej 50 % redukcji wyj$ciowej zawartosci antybiotyku. Nie stwierdzono jednakze
catkowitej degradacji w zadnym z rozpatrywanych roztwordéw antybiotykow, zapewniajac
znaczace jego usunigcie. Pomijajac antybiotyk AMP w mieszaninie o stezeniu analitow 35

mg/dm? (Mss) traktowanej szczotka plazmowa, efektywno$é degradaciji byta w pozostatych
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przypadkach wigksza dla roztwordow z pojedynczym antybiotykiem. Zwigkszona zawarto$¢
antybiotykdéw w roztworach wodnych stanowi czynnik ograniczajacy efektywnosé

prowadzonego procesu.

Antybiotyki traktowane zimng plazma - wydajnos¢ rozkladu

H OFX DXC ] AMP B4 ChRP
— 80 : : i 4*
o ! i : i i
G\ i H i i i _T_
= ‘ : 4 '
ns i i 4* 1 : .
T 60+ T ; ! ! ! 4
2 | 2
g 50— I 2*
i 2*
= 40= : i
- L ns ‘ ;
& 30+ ; ns ;
£ e ? 3
5 207 ! ‘ i : i
> i i ; : i
= 10+ : : ﬁ : f é ﬁ !
0- i i i & : ; i
pidro szezotka piéro szczotka pidro szczotka
plazmowe plazmowa plazmowe plazmowa plazmowe plazmowa
pojedyncze pojedynicze cztery anality  cztery anality cztery anality cztery anality
anality anality M;s M;s My My,

Rycina 20. Wydajnos¢ rozktadu (%) antybiotykoéw z roztworéw wodnych zawierajacych pojedynczy analit lub
mieszaning czterech analitéw o stezeniu 35 mg/dm® (Mss) lub 10 mg/dm3 (Mig) poddanych dziataniu pidra
plazmowego badz szczotki plazmowej. Wykorzystane oznaczenia OFX- ofloksacyna; DXC — doksycyklina; AMP
— ampicylina; ChRP — chloroamfenikol. Wartosci $rednie z przeprowadzonych analiz zostaly poréwnane migdzy
sobg parami z pomoca testu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z wielokrotnym porownywaniem grup
testem Sidaka (1*< 0,01; 2*< 0,001; 3* < 0,0002; 4* < 0,0001).

Wyniki uzyskane z wykorzystaniem techniki HPLC-DAD prezentujg chromatogramy
(mierzone przy dlugosci fali 254 nm) dla mieszanin roztworéw antybiotykow
nietraktowanych (krzywa zielona) i traktowanych szczotkg plazmowa (krzywa fioletowa),
zawierajacych nominalne stezenie kazdego z analitow 35 mg/dm® (Mss) i 10 mg/dm?® (M1o)
(Rycina 21). Pomimo ewentualnej obecnosci antybiotyku AMP w mieszaninie, sygnaty
pochodzace od tych molekut nie zostaly zarejestrowane ze wzgledow na niewielka
absorbancje w wykorzystanym zakresie dtugosci fal obszaru UV/Vis. Na przedstawionych
chromatogramach zaobserwowano znaczacg redukcje intensywno$ci uzyskiwanych
sygnatow dla roztworow traktowanych szczotkg plazmowg. W poczatkowym przebiegu
uzyskanych chromatograméw odnotowano wystapienie niezidentyfikowanych sygnatow,
nalezacych najprawdopodobniej do produktow rozktadu o wysokiej polarnosci w
poréwnaniu z wyjsciowymi antybiotykami. Dane zebrane z analizy chromatografii
cieczowej dla pojedynczych roztwordow antybiotykéw wskazaty, ze pik uzyskany w 2 min

okresu retencji nalezy do DXC.
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Rycina 21. Uzyskane chromatogramy ( przy dtugosci fali 254 nm) z wykorzystaniem techniki HPLC-DAD dla
roztworéw mieszanin Mass i My poddanych traktowaniu szczotka plazmowsa operowana w warunkach
optymalnych. Zielona krzywa prezentuje sygnaly dla roztworéw nietraktowanych, fioletowa krzywa odpowiada
sygnatom antybiotykoéw OFX, DXC, ChRP poddanym traktowaniu szczotki plazmowej.

14.3. Stopien mineralizacji antybiotykow — analiza TOC/TN

Dla pelniejszego okreslenia procesow zachodzacych wskutek oddziatywania zimnej
plazmy z roztworem antybiotyku zostalo przeprowadzone badania z uzyciem techniki
analitycznej umozliwiajgcej pomiary stezenia catkowitej zawartosci wegla organicznego
TOC (metoda NPOC)(Rycina 22, a) i catkowitego azotu TN (Rycina 22, b). Zawartos¢ TOC
znaczaco wzrastata dla wszystkich badanych roztworéw antybiotykéw poddanych
dziataniu szczotki plazmowej w poréwnaniu z roztworami nietraktowanymi. Najwiekszg
zawarto$¢ TOC zarejestrowano W roztworze Mzss poddanym dziataniu szczotki plazmowe;j
(nietraktowane — 72,59 + 0,08 mg/dm?3; szczotka plazmowa — 81,43 + 0,06 mg/dm3; **** p

< 0,0001), co tlumaczy¢ mozna najwicksza zawarto$cig bioaktywnych molekul, jak i
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dodatkowym przyrostem TOC wywotanym oddziatywaniem zimnej plazmy z roztworem
farmaceutykow. Wzglednie najnizszy przyrost zawartosci TOC w roztworach traktowanych
szczotka plazmowa stwierdzono dla DXC, wynoszac 22,80 + 0,19 mg/dm® w poréwnaniu
z roztworem nietraktowanym 21,73 + 0,28 mg/dm? (** p < 0,001). Dla grup badawczych
poddanych dziataniu pidérem plazmowym, jedynie w przypadku roztworu ChRP wystapit
statystycznie istotny wzrost TOC w pordwnaniu z roztworem nietraktowanym (15,24 +
0,21 mg/dm?® i 14,08 + 0,10 mg/dm?® odpowiednio) (***p < 0,0006).Rozpatrujac pozostate
zmiany w stezeniach TOC antybiotykéw traktowanych pidrem plazmowym, uktad ten w
nieznacznym stopniu wptywa na zmiang ich struktury chemicznej. Obserwacje te pozostaja
réwniez w dobrej korelacji z analiza przeprowadzong z uzyciem techniki HPLC-DAD.
Odnotowane wyniki moga by¢ zwiazane ze zjawiskiem odparowania wody wskutek
oddziatywania zimnej plazmy z ciecza (Dzimitrowicz i wsp., 2021). Uzycie systemu
szczotek plazmowych znaczaco wplywa na zmiang Struktury chemicznej badanych
farmaceutykow, co zostalo rowniez odnotowane przy okazji zaprezentowanych wynikow
eksperymentalnych z pomoca techniki HPLC-DAD. Poroéwnywalne wyniki zostaly
zaprezentowane na tamach pracy Dzimitrowicz (Dzimitrowicz i wsp., 2021). W tym
przypadku wytadowania jarzeniowe generowane pod ci$nieniem atmosferycznym (ang.
Atmospheric Pressure Glow Discharges, APGD) zostaly wykorzystane jako zrodto zimnej
plazmy, stanowigc wysoko energetyczng alternatywe w poréwnaniu do prezentowanych
tutaj wyladowan barierowych generowanych w szczotce plazmowej lub piodrze
plazmowym. Zawarto$¢ catkowitego azotu (TN) w roztworach antybiotykow poddanych
dziataniu dwoch uktadow zimnej plazmy ulegala znaczacym zmianom (Rycina 22, b).
Statystycznie istotne wzrosty zawartosci TN odnotowano w najwigkszej iloSci
antybiotykéw poddanych dzialaniu piora plazmowego. Najwigksza zawartos¢ TN
ponownie stwierdzono dla mieszaniny antybiotykow Mss, wraz z najwigkszym przyrostem
w poréwnaniu z roztworem nietraktowanym dla piéra plazmowego (12,92 + 0,21 mg/dm?®
i 9,52 + 0,21 mg/dm?® odpowiednio)(**** p < 0,0001). Znaczne zwigkszenie stezenia TN
potwierdzono réwniez w roztworze OFX traktowanym pidrem plazmowym w poréwnaniu
z roztworem nietraktowanym (5,36 + 0,49 mg/dm? kontra 3,30 £ 0,02 mg/dm?®) (**** p <
0,0001). Jedynie w przypadku roztworu ChRP poddanego traktowaniu zarowno pidrem
plazmowym jak i szczotki plazmowej nie doprowadzito do znaczacych przyrostow TN.
Zwigkszone zawartosci TN w roztworach antybiotykow poddanych dzialaniu zimna
plazma, w szczegdlno$ci pidrem plazmowym moga by¢ powigzane ze wzmozonym

wytworzeniem RFA w efekcie indukowanych reakcji kaskadowych. Biorgc pod uwage
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stosunkowo niewielka wydajno$¢ rozktadu antybiotykow z uzyciem pidra plazmowego,
perspektywa wytworzenia zwigkszonej ilosci RFA, moze wskazywaé na ich nieznaczny
udziat w odnotowanych procesach degradacji molekul bioaktywnych. Celem potwierdzenia
wspomnianych obserwacji, szczegdtowa analiza zawartosci poszczegolnych RFA zostanie

przeprowadzona i omdéwiona.
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Rycina 22. Analiza st¢zenia TOC (a) i TN (b) w roztworach wodnych antybiotykéw poddanych traktowaniu w
warunkach optymalnych piérem plazmowym i szczotka plazmowa w poréwnaniu z roztworami nietraktowanymi.
Poréwnanie pomigdzy zmierzonymi wartosciami przeprowadzono z uzyciem jednoczynnikowej analizy wariancji
ANOVA z pordwnywaniem par badanych grup testem Tukeya post hoc (* p < 0,03; ** p <0,001; *** p < 0,0006;
**%* n < 0,0001). OFX — ofloksacyna, DXC -doksycyklina, AMP — ampicylina, ChRP — chloroamfenikol, M35 —
mieszanina czterech antybiotykdéw o stezeniu pojedynczego analitu 35 mg/dm®, Mje- mieszanina czterech
antybiotykdw o stezeniu pojedynczego analitu 10 mg/dm?.
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14.4. Aktywnos¢ biobdjcza roztworow antybiotykow potraktowanych zimna

plazmg — testy dyfuzyjno-krazkowe

Celem oszacowania indukcji wlasciwosci antybakteryjnych roztworow antybiotykow
potraktowanych zimng plazmag w odniesieniu do roztworé6w nietraktowanych,
przeprowadzono standardowe testy dyfuzyjno-krazkowe dobierajac modele bakteryjne E.
coli i B. subtilis a takze dwoch ludzkich patogendow oportunistycznych S. marcescens i E.
cloacae (Tabela 13). W pomiarach uwzgledniono wszystkie badane roztwory pojedynczych
antybiotykéw, a takze ich mieszanin Mss i Mio, jednak procentowa redukcje
obserwowanych wlasciwosci antybakteryjnych zaprezentowano z wykorzystaniem
roztworow farmaceutykow o stezeniach wykazujacych dziatanie biobodjcze (Rycina 23).
Roztwory wodne OFX i mieszaniny Mo potraktowane piorem plazmowym wykazaty
redukcje obserwowanych wiasciwosci antybakteryjnych wynoszaca 1,39 % i1 10,76 %
odpowiednio (Rycina 23). Testy dyfuzyjno-krazkowe przygotowane dla modelu B. subtilis
okazaly si¢ nieco bardziej podatne na roztwor DXC traktowany pidrem plazmowym w
poréwnaniu z roztworami OFX 1 AMP, jednakze odnotowany $redni wspotczynnik redukcji
byt niski i zamykal si¢ na poziomie 1,73 — 6,12 % (Rycina 23, b). Posrod badanych
roztworow wodnych antybiotykéw, roztwdér ChRP nie wykazal Zzadnych wlasciwosci
biobdjczych wzgledem badanych modeli bakteryjnych, tym samym wytaczajac mozliwosé
okreslenia wplywu traktowania zimng plazma. Poruszajac przyklad mieszanin roztworow
tj. Mo I Mss, ekspozycja na pioro plazmowe prowadzito do wigkszej dezaktywacji
wlasciwosci biobojczych, w przypadku gdy stezenie poszczegdlnych analitow wynosito 10

mg/dm?® w poréwnaniu ze stezeniem 35 mg/dm®,
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Rycina 23. Procentowa redukcja wlasciwos$ci antybakteryjnych (%) badanych roztworéw wodnych antybiotykdéw
poddanych dziataniu zimnej plazmy generowanej w warunkach optymalnych z uzyciem piéra plazmowego lub
szczotki plazmowej wzgledem modeli bakteryjnych: a - Escherichia coli ATCC 25922; b - Bacillus subtilis ATCC
23857; ¢ - Serratia marcescens ATCC 14756; d - Enterobacter cloacae ATCC 13047. Zaprezentowane wyniki
ujeto jedynie dla roztworéw wodnych antybiotykdw, ktdre wykazaty wiasciwosci biobdjcze wzgledem dobranych
modeli bakteryjnych. Redukcja wlasciwosci antybakteryjnych zostata okre§lona poprzez pomiar $rednicy obszaru
zahamowania wzrostu bakteryjnego uzyskanego w wyniku przeprowadzonych testow dyfuzyjno-krazkowych,
odnoszac wyniki do roztwordw nietraktowanych. Przedstawiono wyniki jako warto$ci §rednie + blad standardowy.
Poréwnanie $rednich wartosci redukcji wywolanej przez traktowanie piora plazmowego lub szczotki plazmowe;j
przeprowadzono z pomocg testu studenta t lub testu t Welcha (przy p < 0,05) zaleznie od tego, czy wariancje byly
réwne ( okreslone zuzyciem testu Levenesa).

Rozpatrujac roztwory antybiotykow poddanych traktowaniu szczotka plazmowa,
obserwowana redukcja wlasciwosci antybakteryjnych zmieniala si¢ od 12,06 % (roztwor
OFX wzgledem E. coli) do 81,59 % (roztwor Mig wzgledem E. cloacae) (Rycina 23, a i d).
Stwierdzono rowniez, ze roztwory antybiotykéw potraktowanych szczotka plazmowa
wykazaly statystycznie istotnie nizsze wtasciwosci biobdjcze w poréwnaniu z roztworami
farmaceutykow poddanych traktowaniu pidrem plazmowym. Przy pomiarach
prowadzonych dla pojedynczych roztwordéw antybiotykow poddanych napromieniowaniu
szczotkg plazmowa, roztwor DXC wykazat najwigksza redukcje wihasciwosci
antybakteryjnych w poréwnaniu z roztworami OFX i AMP (23 % kontra 17,54% i 16,64 %

odpowiednio) wzgledem bakterii B. subtilis, co pozostaje w dobrej zgodnosci dla wynikow
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uzyskanych w przypadku roztworow wodnych traktowanych pidrem plazmowym.
Mieszaniny antybiotykéw poddanych dziataniu szczotki plazmowej podobnie jak to miato
miejsce przy piorze plazmowym, najwicksza redukcje witasciwosci antybakteryjnych
uzyskano dla stezenia analitow wynoszacym 10 mg/dm® (Mio) (w przyblizeniu 20 %) w

poréwnaniu z mieszaning Mass.

Biorgc pod uwage przeprowadzone pomiary a takze stan wiedzy, trafnym jest
stanowisko grup badawczych Sarangapani (Sarangapani i wsp., 2019) i Zhang (Zhang i
wsp., 2021) wskazujacych na konieczno$¢ poparcia wynikéw degradacji antybiotykoéw
pomiarami odchylen wlasciwosci biobdjczych farmaceutykéw poddanych dziataniu zimnej
plazmy. Podczas prac, wybrano roztwory antybiotykow przynalezacych do réznych grup,
dwoch przedstawicieli fluorochinolonéw (ofloksacyny i cyprofloksacyny) i jednego
cefalosporyny (cefiksymu) odpowiednio. Z tego tez wzgledu niemozliwe byto okreslenie
wszystkich zmian we wtasciwos$ciach antybakteryjnych antybiotyku poddanego dziataniu
zimng plazma, ktory nie wykazat aktywnosci biobdjczych, co pozostaje w dobrej zgodnosci
z wynikami opisanymi przez zespot Sarangapani (Sarangapani i wsp., 2019). Ponadto,
odnotowane obnizenie redukcji wilasciwosci antybakteryjnych nie bylo znaczace,
aczkolwiek odnotowano znaczaca poprawe po zwigkszeniu ilosci stozkdw generowanej
plazmy poprzez wykorzystanie szczotki plazmowej. Prezentowane uktady generujace
zimng plazme¢ operowane byly w trybie ciaglego przeptywu, pozwalajac na przeplyw
wodnego roztworu antybiotyku w objetosci 1 ¢cm®, pozostajac w kontakcie z stozkiem
zimnej plazmy przez okres ok. 5 s. Rozpatrujac wydajnos¢ procesu rozkltadu antybiotykow
opisanych w pracach badawczych zespotu Sarangapani (Sarangapani i wsp., 2019) i Zhang
(Zhang 1 wsp., 2021), zaprezentowane zostaly wyzsze wartosci w porownaniu do tych
opisanych w przedstawianej rozprawie. Wymagany czas 25 lub 30 min odpowiednio do
potraktowania stalej objetosci roztworu niesie za sobg duze ograniczenie co do adaptacji
tego rozwigzania technologicznego do procesow w wigkszej skali. Zmiana metodologii
prowadzonych badan biologicznych w pracy (Sarangapani i wsp., 2019) z testow
dyfuzyjno-krazkowych na testy umozliwiajace okreSlenie minimalnego stezenia
hamujgcego (MIC) doprowadzita do uzyskania wykluczajacych si¢ wzajemnie wynikow.
Roztwor cyprofloksacyny poddany dzialaniu zimnej plazmy wykazal nizsze wartosci MIC
w poroéwnaniu do roztworéw nietraktowanych, w odrdznieniu do roztworéw OFX
napromieniowanych zimng plazma, ktére czgSciowo utracily wlasciwosci biobdjcze

porownujac do probek grupy kontrolnej (Sarangapani 1 wsp., 2019).
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14.5. Reaktywne formy tlenu i azotu w fazie cieklej

Pierwszym krokiem prowadzacym do ustalenia reakcji zachodzacych podczas
degradacji antybiotykow z roztworéw wodnych w wyniku operowania ukladow piora
plazmowego i szczotki plazmowej byto ustalenie zmian warto$ci pH 1 przewodnosci
(Rycina 24 a i b odpowiednio). Wartosci pH badanych roztworéw ulegaty zmianom w
sposob zalezny od rodzaju antybiotyku poddawanego napromieniowaniu pidrem
plazmowym. Znaczgce wzrosty pH na poziomie statystycznie istotnym zaobserwowano dla
p <0,0001) i
DXC (nietraktowany: 4,20 + 0,07 i traktowany 4,77 £+ 0,02). Dla pomiaro6w pozostalych

*kkk

roztworéw OFX (nietraktowany: 6,36 + 0,01 i traktowany: 7,02 + 0,08,

roztworéw antybiotykéw potraktowanych pidrem plazmowym, stwierdzone zostaty
znaczace obnizenia warto$ci pH W poréwnaniu do roztworow nietraktowanych tj. AMP
(6,12 + 0,05 kontra 6,79 £ 0,02; ™ p < 0,0001), ChRP (4,69 + 0,08 kontra 6,25 £ 0,04),
natomiast spadek wartosci pH dla mieszanin czterech antybiotykow Mio i Mas byt
porownywalnie duzy. Eksperymenty przeprowadzone z uzyciem systemu szczotek
plazmowych przyczynily si¢ do znacznych spadkow wartosci pH dla wszystkich
rozpatrywanych roztworéw antybiotykoéw na poziomie statystycznie istotnym (* . p <
0,0001). Najwicksze spadki (w porownaniu z roztworami nietraktowanymi) zostaly
stwierdzone dla OFX (4,45 + 0,01 kontra 6,36 = 0,01), AMP (4,09 + 0,02 kontra 6,12 +
0,05) i M1o (3,92 + 0,02 kontra 6,05 = 0,01) (Rycina 24, a). Duze spadki pH dla roztworow
wodnych AMP, ChRP, Mss i Mio poddanych dziataniu pidra plazmowego a takze we
wszystkich badanych roztworach antybiotykow napromieniowanych szczotka plazmowa
mozna powigza¢ z wytworzeniem w wyniku oddziatywania plazmy z cieczg w atmosferze
otaczajgcego powietrza kwasu azotowego (V) i azotowego (1) (Jamroz i wsp., 2014). Ze
wzgledow na strukture chemiczng OFX (nalezacej do grupy chinolondéw 1 zawierajace
atomy fluoru F), powstanie HF w roztworach zawierajgcych ten antybiotyk i traktowanych
plazma jest wysoce prawdopodobne (Magureanu i wsp., 2021). Przedstawiciel grupy
tetracyklin, DXC zawiera w swojej strukturze chemicznej siarke, podczas interakcji z zimna
plazmg moze réwniez generowaé HzSOs (Magureanu i wsp., 2021). MozliwoS$ci
wytworzenia czgsteczek kwasow w efekcie dziatania zimnej plazmy mogg przyczyniaé si¢
do wysokich spadkéw wartosci pH, co tez wydaje si¢ korespondowac ze zmianami

obserwowanymi w przeprowadzonych do§wiadczeniach.

Przewodnictwo elektryczne okreslane rowniez jako konduktancja, okresla zdolno$¢

materii do przewodzenia pradu elektrycznego. Jony dodatnie i ujemne sa odpowiedzialne
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za to zjawisko. Poréwnujac réznice w wartosciach konduktancji roztworow antybiotykow
poddanych dziataniu piéra plazmowego badz szczotki plazmowej, mozliwym jest
okreslenie zmian w catkowitej zawartosci jonow na skutek oddziatywania roztworow z
zimng plazmg. Dla grup eksperymentalnych traktowania pojedynczych antybiotykow lub
ich mieszanin z pomocg piora plazmowego, znaczacy wzrost konduktancji odnotowano dla
wszystkich grup badawczych (Rycina 24, b). Poréwnywalne wyniki uzyskano rowniez dla
wszystkich wybranych roztworow antybiotykow poddanych ekspozycji szczotki
plazmowej, wskazujgc znaczacy wzrost konduktancji (Rycina 24, b). Roztwor OFX
poddany degradacji w uktadzie piora plazmowego wykazal znaczaco wigkszy przyrost
warto$ci konduktancji w poréwnaniu z traktowaniem szczotki plazmowej (61,87 + 0,52
uS/cm kontra 23,23 + 0,85 uS/cm). Przytoczone zmiany konduktancji dla roztworu OFX,
nie znalazty potwierdzenia w przypadku pozostatych wodnych roztwordéw farmaceutykow,
gdzie wzrosty konduktancji byly znaczaco wigksze przy okazji wykorzystania uktadu
szczotki plazmowej (Rycina 24, b).
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Rycina 24. Pomiary wartosci pH (a) i konduktancji (b) zmierzone w roztworach wodnych antybiotykoéw
poddanych degradacji zimng plazma generowang w warunkach optymalnych z uzyciem piéra plazmowego badz
szczotki plazmowej. Wartosci Srednie &+ odchylenie standardowe zostaly wyznaczone w oparciu o trzy niezalezne
pomiary. Analize statystyczng porownania pomiedzy zmierzonymi warto$ciami przeprowadzono z uzyciem
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z porownywaniem par badanych grup testem Tukeya post hoc (****
p < 0,0001). OFX — ofloksacyna, DXC -doksycyklina, AMP — ampicylina, ChRP — chloroamfenikol, Mas —
mieszanina czterech antybiotykéw o stezeniu pojedynczego analitu 35 mg/dm3 Mjo- mieszanina czterech
antybiotykdw o stezeniu pojedynczego analitu 10 mg/dm?.

Pomiary kolorymetryczne zostaty przeprowadzone w celu okreslenia stezen jonow NO2
w roztworach poddanych traktowaniu zimng plazmg atmosferyczng. Analiza zawartosci
jonow NO2” wykazala znaczace ich stezenia wytworzone w uktadach poddanych dziataniu
pidra plazmowego (Rycina 25, a). Najwigksze stezenia jonow NO2” wytworzone uzyskano
w roztworach wodnych DXC (46,00 + 1,15 mg/dm®) i Mss (64,00 + 2,00 mg/dm?). W

pozostatych roztworach rozpatrywanych antybiotykéw traktowanych pidrem plazmowym,
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zmierzone wartosci jondéw NO2™ osiggaly wartosci oscylujace w okolicach 30 mg/dm?®.
Analiza roztworéw poddanych dziataniu z uzyciem szczotki plazmowej wykazata znaczaco
wieksze stezenia jonow NO2 w poréwnaniu z wynikami prezentowanymi dla piora
plazmowego. Roztwory DXC i mieszaniny antybiotykdw Mass poddane dziataniu szczotki
plazmowej zawieraty najwyzsze stgzenie jonow NO2", wynoszac odpowiednio 67,67 + 1,73
mg/dm? i 94,00 + 1,73 mg/dm3. W pozostatych roztworach antybiotykéw potraktowanych
szczotka plazmowa, stezenie jonéw NO2™ przekraczato 50 mg/dm?3. Nalezy zwrocié uwagg,
ze oddzialywanie zimnej plazmy z roztworami DXC i mieszaning Mzss doprowadzito do
najwiekszego wytworzenia jonéw NO2". Tak wysokie st¢zenie jondow NO2” w roztworze
Mzss moze by¢ wynikiem obecnosci zdecydowanie wigkszej zawartosci bioaktywnych
molekul a tym samym czestotliwo$ci inicjowanych reakcji kaskadowych. Analizy
przeprowadzone dla roztworéw DXC, mogty ulec zaburzeniom w trakcie pomiarow
kolorymetrycznych, ze wzgleddéw na zéitawy odcien roztworu post reakcyjnego. Biorac pod
uwage mozliwe zaburzenia prowadzonej analizy stezenia NO2’, jako odno$nik do pomiaréw

zastosowano nietraktowane przez plazme roztwory (Rycina 25, a).

Drugim kluczowym przedstawicielem RFA pozostajg jony NOgz, ktorych stezenie
zostato wyznaczone w roztworach wodnych farmaceutykéw poddanych dziataniu zimnej
plazmy. Procesy degradacji zrealizowane z pomoca piora plazmowego przyczynity si¢ do
wytworzenia znaczacych stezen jonow azotanowych (V) we wszystkich traktowanych
probkach farmaceutykoéw (Rycina 25, b). Najwyzsze stezenie tych reaktywnych form
ustalone zostato dla mieszanin Mss (18,02 £ 1,35 mg/dm®) i M1o (18,46 + 1,53 mg/dm?®)
potraktowanych pidorem plazmowym. Dla roztwordw zawierajacych pojedyncze
antybiotyki, stezenia jonow NOg™ nie przekraczaty 18,00 mg/dm3. Wykorzystanie uktadu
szczotki plazmowej do procesoOw degradacji, odznaczyto si¢ zdecydowanie wigkszymi
zmianami uzyskanych analiz okreslanego st¢zenia jonéw NOs3. Zdecydowanie wigkszy
wzrost stezenia NOgz™ dla roztwordéw traktowanych szczotka plazmowa stwierdzono dla
OFX (24,22 + 1,35 mg/dm®), DXC (34,26 = 1,35 mg/dm®) i M35 (33,08 = 2,23 mg/dm?®).
Poréwnujac wyniki analiz uzyskanych dla stezenia jonow azotanowych w roztworach
antybiotykow degradowanych z pomocg pidra plazmowego badz szczotki plazmowej,
wykorzystanie pidra plazmowego zapewnito wigksza ich generacj¢ w przypadku ChRP

(15,06 = 0,89 kontra 5,02 + 0,51 mg/dm”, p <0,0001) i Myo (18,46 £+ 1,53 kontra 13,44

KKk
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+ 1,35 mg/dm®, =" p < 0,0006). Wykorzystanie uktadu szczotki plazmowej do degradacji

roztworow farmaceutykow przyczynito si¢ do wzrostu stezenia jonow NO3™ (w roztworach
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post plazmowych) w poréwnaniu dla piora plazmowego w przypadku: OFX (24,22 + 1,35
mg/dm? kontra 13,36 £ 0.34 mg/dm?3, ™™ p < 0,0001), DXC (34,26 + 1,35 mg/dm? kontra
17,42 + 1,35 mg/dm3, ™™ p < 0.0001), a takze M35 (34,85 + 2,23 mg/dm? kontra 19,79 +

*khkk

*kkk

1,35 mg/dm?, p < 0,0001).
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Rycina 25. Analiza stgzen jonéw NO2™ (a) i NOs™ (b) w roztworach wodnych antybiotykow traktowanych zimng
plazma operowana w warunkach optymalnych z wykorzystaniem ukladow pidra plazmowego lub szczotki
plazmowej. Wartosci srednie z przeprowadzonych analiz zostaly porownane migdzy soba parami z pomoca testu
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z wielokrotnym poréwnywaniem grup testem Sidaka (* p < 0,005;
**p <0,001; *** p <0,0006; **** p < 0,0001).

14.6. Przestrzenna dystrybucja reaktywnych form tlenu wraz z ich oznaczeniem

Jeden z gléwnych przedstawicieli RFT o dlugim czasie zycia oraz o stosunkowo

wysokim potencjale redoks — nadtlenek wodoru zostal oznaczony celem poznania
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ztozonos$ci oddziatywania zimnej plazmy z komponentami roztworéw wodnych.
Przeprowadzona zostala analiza stezenia H2O2 w roztworach antybiotykéw traktowanych
piérem plazmowym lub szczotkg plazmowag (Rycina 26, a). W roztworach wodnych
antybiotykow traktowanych pidrem plazmowym nie oznaczono stezenia H2O2 ze wzgledu
na jego stosunkowo mate stezenie. Z kolei we wszystkich roztworach antybiotykow
traktowanych za pomoca szczotki plazmowej wyznaczono stezenie H2O2. Najwyzsze
stezenie nadtlenku wodoru wyznaczono dla roztworu Mss (2,85 + 0,01 mg/dm®), a
nastepnie OFX (2,39 + 0,01 mg/dm?) i dalej roztworu Mio (1,99 + 0,06 mg/dm?) (Rycina
26, a). Rozpatrujac kluczowa role pozostatych przedstawicieli RFT takich jak OH®, O, Oz i
HO2 w procesach degradacji farmaceutykow, ich iloSciowe oznaczenie wydaje si¢ by¢
kluczowym etapem dla okreslenia reakcji zachodzacych pomiedzy zimng plazma i1
molekutami roztworéw wodnych. Z tego tez wzgledu przeprowadzono badania w ktorych
oznaczono calkowite stezenia RFT, ktorych potencjat utleniajacy byt wiekszy niz wartos¢
0,54 V. W przypadku pidra plazmowego najwyzsze sumaryczne stezenie RFT bylo
obserwowane w roztworze Mss (6,53 £ 0,18 mg/dm?®), podczas gdy dla reszty roztworéw
oznaczone stezenia nie przekraczaty wartoéci 3 mg/dm®. Dodatkowo, nie stwierdzono
wytworzenie RFT w roztworze DXC poddanym dziataniu piora plazmowego. W przypadku
roztworow antybiotykow poddanych dziataniu szczotki plazmowej, najwyzsze sumaryczne
stezenie RFT zostalo oznaczone dla OFX (27,48 + 0,27 mg/dm3), ChRP (20,37 £+ 0,03
mg/dm?) i Mss (19,06 + 0,18 mg/dm?). Warto nadmieni¢, ze znacznie wieksze sumaryczne
stezenia RFT obserwowano w roztworach antybiotykow traktowanych za pomocg szczotek
plazmowych w porownaniu do analogicznych proceséw przeprowadzonych z udziatem
piora plazmowego (7 p < 0,0001) w kazdym z rozpatrzonych roztworéw farmaceutykow
(Rycina 26, b). Uzupelnieniem badan nad mechanizmami zachodzacych interakcji
pomiedzy zimna plazma i ciecza, przeprowadzono wizualizacj¢ przestrzennej dystrybucji
RFT, w wyniku oddzialywania piora plazmowego badz szczotki plazmowej z powierzchnig
modeli zelowych zawierajacych kompleks jodku potasu ze skrobig. Tak przeprowadzone
doswiadczenie umozliwia okreslenie réznic w powierzchni zajmowanej przez wytworzone
RFT na przestrzeni kolejnych odcinkéw czasowych prowadzonego traktowania. Podczas
prowadzonego procesu degradacji antybiotykow z roztworéw wodnych, pidro plazmowe
badz szczotka plazmowa operowane byly w trybie ciaglego przepltywu roztworu
farmaceutykow, a czas ekspozycji na zrodlo byl ustalany na ok. 5 s. Podejmujac proby
lepszego zrozumienia mechanizmu oddzialywania z zimng plazmg w procesie degradacji

farmaceutykow, wydluzony zostal czas kontaktu zimnej plazmy z napromieniowang
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powierzchnig do 15, 30, 60 i 120 s. (Rycina 26, c). Zaobserwowano, ze traktowana
powierzchnia ulegata niebiesko-fioletowemu zabarwieniu, a obszar tej koloryzacji wzrastat
wraz z wydhuzeniem czasu napromieniowania. Podczas pierwszych 30 s doswiadczenia,
wystgpil obszar nienaruszony reakcjg w ksztatcie okregu, znajdujacy si¢ w centralnym
punkcie traktowania. Nieprzereagowany fragment powstaly w wyniku operowania stozka
zimnej plazmy zostat zbadany i opisany przez zespot badawczy Liu (Liu i wsp., 2018). W
trakcie 15 s poczatkowego okresu napromieniowania, wiekszy obszar niebiesko-
fioletowego zabarwienia zostat wyznaczony dla uktadu piora plazmowego w porownaniu

*kk

ze szczotka plazmowa (117,01 + 3,19 kontra 94,35 £ 1,34 mm*, ~ p <0,001). Przygladajac
si¢ pozostatym okresom napromieniowania zrédlem zimnej plazmy, zabarwione obszary
modeli zelowych znaczaco byty wigksze dla eksperymentdw z uzyciem szczotki plazmowe;j
Ww poréwnaniu z piérem plazmowym, a najwigkszy obszar zabarwienia zostat stwierdzony
po 120 s traktowania (557,557 + 4,91 mm?). Tak przedstawiajace sie wyniki analiz
potwierdzaja stuszno$¢ doboru uktadu szczotki plazmowej do proceséw degradacji
antybiotykow, zapewniajac zwigkszony obszar oddzialywania na granicy zimnej plazmy 1
powierzchni traktowanej cieczy, zapewniajac tym samym wigkszg efektywnos¢

wytwarzania RFT.

Prowadzac dalsze rozwazania nad udziatem poszczegélnych przedstawicieli RFT w
procesach degradacji, zrealizowane zostaty eksperymenty angazujace zwiagzki maskujace.
Celem okreslenia zaangazowania rodnikéw OH® w procesach degradacji badanych
roztwordw antybiotykow, wprowadzenie alkoholu etylowego doprowadzito do ponad 90%
obnizenia wydajnosci degradacji ofloksacyny (2,75 + 0,11% kontra 49,23 + 0,03%
wydajnosci rozkladu dla roztworéw bez zwigzku maskujacego i z dodatkiem zwigzku
maskujacego odpowiednio) i chloroamfenikolu (2,27 + 0,07% kontra 41,50 + 7,38%)
poddanych dziataniu szczotki plazmowej. W przypadku roztworu doksycykliny, dodatek
etanolu niemalze trzykrotnie zmniejszyt wydajno$¢ rozktadu (28,04 + 0,34% kontra 67,83
+ 0,01% ), podczas gdy dla roztworu ampicyliny degradacja nie nastapita (59,17 + 0,53 %
kontra 58,63 + 0,05%). Wykorzystanie FBS jako zwigzku maskujacego dla aktywnoSci
H20. i Oz, najwyzsza redukcja wydajnosci rozkladu zostata stwierdzona dla
chloroamfenikolu, nie stwierdzajac jego rozktadu. W przypadku roztworu doksycykliny,
dodatek FBS zapewnil niemalze trzykrotnie nizsza wydajnos¢ rozktadu (23,43 + 0,12%
kontra 67,83 + 0,01%). Zamaskowanie aktywnosci H202 i O3 przyczynito si¢ do dwukrotnie
mniejszej wydajnosci rozktadu antybiotykow ofloksacyny (25,54 + 0,66% kontra 49,23 +

160



0,03%) a takze ampicyliny (20,12 + 3,94% kontra 58,63 + 0,05%). Ostatecznie, analizujgc
wptyw dodatku kurkuminy jako zwigzku maskujacego aktywnos¢ Oz, najwyzsze obnizenie
wydajnos$ci rozktadu wyznaczone zostato dla chloroamfenikolu (niemalze 80% obnizenie,
9,16 £0,12% kontra 41,50 + 7,38%). W przypadku roztworéw wodnych ofloksacyny (40,80
+ 0,14% kontra 49,23 + 0,03%) i doksycykliny (49,38 + 0,24 % kontra 67,83 = 0,01 %),
zamaskowanie aktywnosci Oz wigzato si¢ z obnizeniem o odpowiednio 15% i 25%
wydajnosci rozktadu. Warto nadmienié¢, ze w przypadku roztworu wodnego ampicyliny
poddanego dziataniu szczotki plazmowej, wydajnos$¢ rozktadu zmieniata si¢ nieznacznie W
efekcie wprowadzania zwigzkéw maskujacych. Wyjatek stanowito wprowadzenie zwigzku
maskujacego — FBS, doprowadzajac do niemalze 65% obnizenia wydajnosci rozkltadu

antybiotyku (20,12 + 3,94% kontra 58,63 + 0,05%).

Przeprowadzone doswiadczenia z uzyciem zwigzkdw maskujacych dostarczyly
dodatkowych informacji co do reaktywnych form mogacych uczestniczyé w procesach
rozktadu antybiotykow traktowanych systemami zimnej plazmy. Pomiary kolorymetryczne
zapewnily okreslenie stezenia NO2, NOz™ i H20, oraz catkowitej zawartos¢ RFT w
roztworach wodnych antybiotykow potraktowanych pidérem plazmowym i szczotka
plazmowa. W wigkszos$ci przedstawionych i omdwionych przypadkéw, szczotka plazmowa
umozliwita wygenerowanie znaczaco wyzsze stezenia wyznaczonych RFT i1 RFA,
wskazujac na ich wspdlny udzial w uzyskanej wydajnosci rozktadu. Jednakze, dodatkowo
przeprowadzone doswiadczenia z uzyciem zwigzkow maskujgcych wykazaty, ze OH®,

H20., O3, i O2” moga odgrywac istotng role w procesach degradacji antybiotykow.
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szczotka plazmowa pioro plazmowe czas traktowania (s)

5 s traktowania

15 s traktowania

30 s traktowania

- 60 s traktowania

1120 s traktowania

Rycina 26. Analiza st¢zen nadtlenku wodoru (a) oraz catkowitej zawartosci RFT (b) w roztworach antybiotykow
poddanych dziataniu zimnej plazmy operowanej w warunkach optymalnych z uzyciem uktadu piora plazmowego
lub szczotki plazmowej. Wartosci $rednie z przeprowadzonych analiz zostaty porownane migdzy soba parami z
pomoca testu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOV A z wielokrotnym poréwnywaniem grup testem Sidaka
("™ p < 0,0001). Wizualizacja przestrzennej dystrybucji RFT (c) generowanych w wyniku kontaktu zroéda zimnej
plazmy z powierzchnig modeli zelowych zawierajacych jodek potasu i skrobie. Czas traktowania modeli zelowych
zostat ustalony na 5, 15, 30, 60 i 120 s. Pordwnania warto$ci §rednich obszaréw zabarwionych na kolor niebiesko-
fioletowy wytworzonych z pomoca pidéra plazmowego i szczotki plazmowej zostaty podsumowane wykresem
stupkowym 1 poddane analizie statystycznej poprzez poréwnanie wartosci $rednich sparowanych grup pomiedzy
dwoma rozpatrywanymi uktadami, wykorzystujac jednoczynnikowsa analize wariancji ANOVA, wielokrotnym
poréwnywaniem grup testem Sidaka (*** p < 0,001; **** p <0,0001)
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W przedstawionych badaniach eksperymentalnych, dwa uklady zimnej plazmy, ktore
pracowaly w trybie ciaglego przeptywu tj. pidro plazmowe i szczotka plazmowa zostaty
zastosowane do procesu degradacji czterech antybiotykéw (ofloksacyny, doksycykliny,
ampicyliny i chloroamfenikolu), nalezacych do czterech klas chemicznych, przygotowujgc
pojedyncze roztwory wodne o stezeniu 35 mg/dm® lub mieszaniny tych czterech
farmaceutykow o stezeniu kazdego z analitbw wynoszacym 10 lub 35 mg/dm®. Zimna
plazma byta generowana w mieszaninie helu z azotem. Istotno$¢ dobrania odpowiedniego
gazu wytadowczego zwigzana byla z mozliwo$cig generowania odpowiednich stezen RFT
I RFA w ukladach z zimng plazma (Magureanu i wsp., 2021). Hipoteza zaktadata, ze
dodatek azotu do helowej zimnej plazmy przyczyni si¢ do wzrostu produkcji HNO3z i HNO»,
a tym samym do znacznego obnizenia pH roztworu. Generalnie dla niskich wartosci pH
obserwowano wzrost produkcji rodnikow OH®. Wykorzystanie uktadu szczotek
plazmowych do proceséw degradacji doprowadzito do wytworzenia mierzalnego stezenia
H20.. Potwierdzone st¢zenia wytworzonych H202 i RFT powigzane sa ze zmierzong
wydajnos$cig prowadzonego procesu degradacji, wskazujac na znacznie wigksza
efektywnos¢ i wszechstronno$¢ w poréwnaniu do uktadu pidra plazmowego. Wzgledy te,
przektada¢ si¢ moga do prostszego wykorzystania podobnych uktadow w sektorze
przemystowym, w szczegdlnosci procesdw oczyszczania $ciekOw z zanieczyszczen
farmaceutykami. Przyszte prace realizowane w tym kierunku, powinny skupia¢ si¢ wokot
zwigkszenia efektywnosci procesu rozktadu. Ponadto niezbedne wydaje si¢ zaangazowanie
dodatkowych prac, majacych na celu ograniczenie spadkow wartosci pH roztwordw po
traktowaniu zimng plazma, mogacych zaszkodzi¢ srodowisku naturalnemu 1 organizmom
wodnym. Rowniez kluczowym wydaje si¢ przeprowadzenie prac skupiajacych si¢ nad
podjeciem procesow degradacji antybiotykow z roztworow wody kranowej lub $ciekow, a

takze neutralizacji negatywnych spadkéw pH.
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15. Podsumowanie i wnioski po realizacji zadania 111

Na potrzeby prowadzonych prac, zostaty zaprojektowane i stworzone autorskie uktady
reakcyjno-wytadowcze =z przeznaczeniem do prowadzenia procesow degradacji
antybiotykdw z roztworéw wodnych. Aby zaproponowac najlepsze warunki degradacji
antybiotykow, przeprowadzona zostala wieloczynnikowa optymalizacja parametrow
operacyjnych zimnych plazm wraz z metodologia projektowania eksperymentéw Box-
Behnken.

I.  Uzyskane z modeli statystycznych parametry operacyjne, zapewnily dobranie
warunkow do wytworzenia stozka plazmy o najwyzszej temperaturze i mozliwie
najwickszej dlugosci.

[l.  Wyladowania barierowe generowane z pomocg systemow pidra plazmowego
lub szczotki plazmowej zostaly nastepnie wykorzystane do przeprowadzenia
czterech wybranych antybiotykéw o stezeniu 35 mg/dm? badZ mieszanin tych
antybiotykow o stezeniu kazdego z analitow wynoszacego 10 lub 35 mg/dm?.

I1l.  Potwierdzony zostal korzystny wplyw zwigkszenia ilosci generowanych
stozkow plazmy w ukladzie szczotki plazmowej na uzyskanie wickszej
efektywnosci degradacji farmaceutykow.

IV.  Skonstruowany uktad szczotki plazmowej wytwarzajacy pig¢ stozkéw plazmy,
charakteryzowat si¢ zwigkszong iloscig generowanych RFT 1 RFA w wyniku
oddziatywania z wodnymi roztworami antybiotykow.

V.  Zaobserwowano znaczace obnizenie wartosci pH roztworéw poddanych
oddzialywaniom ze szczotka plazmowa, podczas gdy stezenia catkowitej
zawartosci RFT wraz z H20; ulegaly znacznemu wzrostowi.

VI. W przypadku szczotki plazmowej obserwowano zauwazalne obnizenie
wlasciwosci biobdjczych roztwordow post plazmowych, co zostato potwierdzone
za pomocg przeprowadzonych testow dyfuzyjno-krazkowych z uwzglednieniem
obydwu szczepow bakteryjnych i ludzkich patogenow.

VII.  Uklad szczotki plazmowej przyczynit si¢ do znaczacego obnizenia aktywnosci
biologicznej wodnych roztwordéw farmaceutykow.

VIIl.  Obnizenie aktywnos$ci biologicznej wodnych roztworéw farmaceutykow na
skutek dzialania zimnej plazmy wytworzonej w szczotce plazmowej, moze

przyczynic si¢ do obnizenia wielolekowej opornosci patogendow bakteryjnych
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Innowacyjnos$¢ a takze skuteczno$¢ zaproponowanej konstrukcji szczotki plazmowej
zostata doceniona przyznaniem polskiego zgtoszenia patentowego pt. ,,Sposob rozktadu
antybiotykow z roztworéw wodnych z zastosowaniem zimnej plazmy atmosferycznej,
generowanej w przeplywowej szczotce plazmowej oraz szczotka plazmowa do realizacji
tego sposobu” Zgloszenie oznaczono numerem: P.441085. Prezentowane rozwigzania
technologiczne, dotyczace konstrukcji i wykorzystania przeplywowych szczotek
plazmowych zostaty objete ochrong na mocy miedzynarodowego zgtoszenia w trybie PCT
pt. ,, Method of degrading antibiotics from aqueous solutions by using cold atmospheric
pressure plasma generated in a flowing plasma brush and a plasma brush intended for this
method.” PCT/PL2022/050027.

Przedstawione badania sg tez podstawg przygotowanej publikacji Terefinko Dominik,
Caban M., Motyka-Pomagruk A., Babinska W., Pohl P., Jamroz P., Cyganowski P., Sledz
W., Lojkowska E., Stepnowski P., Dzimitrowicz A. pt. ,,Removal of clinically significant
antibiotics from aqueous solutions by applying unique high-throughput continuous-flow

plasma pencil and plasma brush systems”.
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16. Perspektywy stworzenia klinicznej terapii opartej o zimne plazmy atmosferyczne

wzgledem nowotworu.

Stworzenie produktu klinicznego do zastosowan przeciwnowotworowych zwigzane jest
z kilkoma etapami badan, ktore nalezy zrealizowa¢. Badania na modelach in vitro i in vivo,
ktore zostalty powyzej opisane, sg przypisywane do fazy przedklinicznej. Na tym etapie
prowadzonych badan, kluczowy etap stanowi zaproponowanie sposobu traktowania,
ktorego wszystkie zaangazowane 1 inicjowane procesy generowania zimnej plazmy i
oddzialywania na komorki zostaly doglgbnie zrozumiane i poznane. Selektywne
wytwarzanie gtéwnych RFT i RFA jest kluczowym etapem do podjecia badan klinicznych.
Z tych wiasnie wzgledow, rozne warunki inicjacji i powstawania zimnej plazmy moga
doprowadzi¢ do zmian w stezeniach generowanych reaktywnych form. Rodzaj
wykorzystywanego gazu plazmo- tworczego lub ich mieszanin, ich pr¢dkos$¢ przeptywu, a
takze wybodr sposobu generowania wytadowan, moga wptywaé na wytworzone reaktywne
formy w fazie gazowej. Wihasciwe dobieranie warunkow wytwarzania reaktywnych form
tlenu i azotu, poprzez dobor parametrow pradowo-napieciowych, gazu wytadowczego ma
kluczowe znaczenie. Nalezy takze uwzgledni¢ fakt, ze poszczegdlne rodzaje
nowotworowych linii komérkowych oddzialuja w rézny sposéb wzglegdem wybranych

reaktywnych form (Lietz i wps., 2018).

Ze wzgledow na perspektywy klinicznego wykorzystania zimnych plazm, nalezy
szczegotowo okresli¢, ktore nowotworowe linie komorkowe sg bardziej wrazliwe na stres
oksydacyjny lub na wzrost wewnatrzkomorkowego poziomu RFT i RFA. Otaczajace
srodowisko podczas oddzialywania z zimng plazma jest kolejnym czynnikiem, ktory
znaczaco wptywa na kompozycje generowanej zimnej plazmy. Oddzialywanie pomigdzy
elektronami generowanymi przez zrédto zimnych plazm ze sktadnikami komoérkowymi
zazwyczaj przyczynia si¢ do roznych procesOw: uszkodzenia blony komorkowe;,
wytwarzania wewnatrzkomorkowych RFT 1 RFA, a takze aktywacji $ciezek sygnatowych.
Aby uzyska¢ selektywny efekt przeciwnowotworowy wobec komorek raka piersi badz
czerniaka poddanych dziatalno$ci zimnej plazmy, nalezy precyzyjnie dobiera¢ sposdb
generowania plazmy. W warunkach klinicznych napromieniowywanie samych komorek za
pomoca zimnych plazm sg ci¢zkie do kontrolowania i przewidzenia, a takze wigzg si¢ z
wysokimi kosztami. Z tego tez wzgledu, najrozsadniejszym rozwigzaniem wydaje si¢ by¢
wytwarzanie mieszaniny o okreslonym stezeniu RFT 1 RFA w cieczach poddanych

dziataniu zimnych plazm. Komercyjnie dostgpne pozywki hodowlane, ktére zostang
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poddane napromieniowaniu zimng plazmg, zapewniaja dobra kontrol¢ zawartosci
poszczegblnych skladnikow takiej pozywki. Nalezy nadmieni¢, ze liczba badan
rozpatrujacych sklady poszczegdlnych cieczy poddawanych dziataniu zimnych plazm
nieustannie wzrasta. Z tej wilasnie perspektywy, dostrajanie st¢zenia reaktywnych form
tlenu 1 azotu w mediach poddanych aktywacji wydaje si¢ by¢ bardziej rzetelnym
podejsciem. Na uwage zastuguje ponadto fakt, ze tak przygotowane ciecze aktywowane
plazma zachowujg swoje wlasciwosci nawet do 14 dni (Adachi i wsp., 2015). Kolejnym
zagadnieniem w trakcie badan przedklinicznych pozostaje poznanie giebokosci penetracji
poszczegblnych reaktywnych form podczas napromieniowania komorek/tkanek w trakcie
traktowania zimnymi plazmami. Na chwile obecna, nieliczne prace badawcze podejmujg
si¢ badan nad uktadami reakcyjno-wytadowczymi, umozliwiajacymi generacje zimnych
plazm podskornie, celem zwigkszenia zdolno$ci do penetracji takiego traktowania.
Wprowadzanie podskorne cieczy napromieniowanej zimng plazmg moze stanowic
alternatyw¢ o dobrej mozliwos$ci kontroli obszaru oddzialywania. Kolejng mozliwoscia
rozwigzania problemoéw zdolnosci do penetracji w glab tkanek, rownoczesne wykorzystanie
podskornie wprowadzanych roztwordow post-plazmowych i napromieniowanie powierzchni
nowotworu zrédtem zimnych plazm. Na chwilg obecna, tak zaproponowane podejscie do

zwalczania czerniaka nie jest szeroko rozpatrywane przez srodowiska badawcze.

Przechodzac z badan w fazie przedklinicznej, po zrealizowanych badaniach nad
wytwarzaniem okreslonych reaktywnych zwigzkéw, ich szczegdélowego przebadania i
studiowania ich zdolnos$ci do penetracji, nastepnym etapem powinno by¢ prowadzenie prac
z wykorzystaniem modeli tkankowych, in vitro i in vivo, celem potwierdzenia selektywnego
oddziatywania zrodet zimnych plazm wzgledem komorek raka piersi czy czerniaka. W tym
przypadku, parametry operacyjne zimnych plazm jak dawka plazmy (czas
napromieniowania, kgt napromieniowania, predkos¢ przeptywu gazu plazmotwoérczego), a
takze sposob poddawania napromieniowaniu, odlegtos¢ traktowanej powierzchni powinny
by¢ rozpatrywane, aby zminimalizowa¢ uszkodzenia nanoszone komodrkom
nienowotworowym. Jednakze, w $rodowisku naukowym brakuje obecnie dobrego
wytlumaczenia dla mechanizmu oddziatywania zimnych plazm na komdérki nowotworowe.
Opracowanie ogodlnego podejscia traktowania wzgledem poszczegdlnych linii

nowotworowych jest jednym z bardziej pozadanych wynikow prowadzonych prac.

Pierwsza przeszkoda napotykang przez RFT 1 RFA w trakcie kontaktu z komoérkami

pozostaje btona komérkowa. Utlenianie btony komorkowej poprzez reaktywne formy tlenu
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prowadzi do zaburzen w jej ptynnosci i przepuszczalnosci. Utlenianie blony komodrkowej
prowadzi rowniez do formowania pordw, przez ktoére swobodnie mogg przenikaé czasteczki
wody jak rowniez RFT i1 RFA, przyczyniajagc si¢ tym samym do wzrostu stresu
oksydacyjnego 1 aktywacji $ciezek sygnatowych (Yeagle, 1991). Naturalng ochrong przed
tymi zaburzeniami w blonie komorkowej zwigzana jest z obecno$cig frakcji
cholesterolowych. Poszczeg6lne linie komorkowe nowotworow wykazujg ro6zng zawartosé
i stezenia frakcji cholesterolowych, a tym samym r6zng wrazliwos$¢ na dziatanie RFT i RFA
(Eichholzer 1 wsp., 2000). Podobng zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku ruchliwosci
komorek, gdzie ich mobilno$¢ wzrastata wraz z obnizeniem poziomu frakcji
cholesterolowych. W tym przypadku ekspresja poszczegélnych akwaporyn zostata
skorelowana z obnizonym wytwarzaniem RFT i RFA. Co ciekawsze, poszczegolne linie
nowotworowe wykazuja ekspresj¢ roznych akwaporyn, a nie wszystkie akwaporyny sa
zdolne do transportu RFT przez btony komoérkowe. Ponadto zaobserwowano, ze
wystapienie konkretnych frakcji akwaporyn zostato powigzane z chemoodpornoscia i
czynnik ten powinien by¢ rozpatrywany w trakcie przygotowywania metod traktowania z
wykorzystaniem zimnych plazm (Gao 1 wsp., 2012). Traktowanie bezposrednie komorek
nowotworowych zrodtem zimnych plazm, wprowadza komorki w stan wrazliwosci.
Podobne zjawisko zostato zaobserwowane podczas aktywacji komoérek w stan wrazliwosci
na skutek inkubowania ich w cieczach aktywowanych plazmg. Inng kwestiag pozostaje
zmienna ekspresja genu p53 w réznych liniach komérkowych, doprowadzajac tym samym
do réznego oddziatywania na zimne plazmy 1 fakt ten powinien by¢ brany pod uwage na
etapie projektowania efektywnej terapii przeciwnowotworowej. Ekspozycja na zrodia
zimnych plazm przyczynia si¢ do zmian morfologii komdrek nowotworowych, prowadzac
do tworzenia pecherzy, a takze obnizenia wielko$ci komorek (Bekeschus 1 wsp., 2017).
Takie zmiany w morfologii komorek stwierdzono wylacznie w przypadku komorek
nowotworowych, potwierdzajac rowniez znaczne zwigkszenie ekspresji Kaspazy 8,
Kaspazy 3 i Systryny-2 (Bekeschus i wsp., 2017). Wzrost ekspresji Systryny-2 inicjowany
napromieniowaniem zimnej plazmy prowadzi do wzrostu ekspresji iINOS a tym samym do
wzmozonej indukcji zaprogramowanej $mierci apoptotycznej. Nadmieni¢ nalezy réwniez,
zimna plazma stymuluje komorki odpornosciowe, wspierajgc tym samym mozliwosci
adaptacyjne ukltadu odpornosciowego, pozytywnie przyczyniajac si¢ do odpowiedzi
przeciwnowotworowej. Tym samym najbardziej obiecujacym podejSciem wydaje by¢
wykorzystanie bezpos$redniego traktowania zimnymi plazmami potaczone wraz z innymi

terapiami badz czynnikami przeciwnowotworowymi. Podczas fazy 0 dla badan klinicznych,
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farmakokinetyka (biodostgpnos¢ i polowiczny czas rozktadu lekow) powinna by¢ zbadana
przynajmniej w grupie 10 oso6b, aczkolwiek etap ten jest czgsto pomijany na rzecz prac w
fazie 1. Badania farmakokinetyki sg realizowane w trakcie badan laboratoryjnych na
modelach in vitro i in vivo. Czas potowicznego rozktadu lekow nalezy postrzegac jako czas
aktywno$ci RFT 1 RFA, ktore to zostaly juz dokladnie zbadane i opisane w literaturze
(Saadati i wsp., 2018). Duze perspektywy wykorzystania zimnych plazm bazuja w znacznej
czgsci na selektywnosci oddziatywania pomiedzy sktadowymi zimnej plazmy i
traktowanych komorek. Faza 1 badan klinicznych jest realizowana celem okreslenia czy
wykorzystanie danego leku lub terapii jest bezpieczne dla grupy 20-100 zdrowych
ochotnikow, a w przypadku terapii przeciwnowotworowej, w grupie pacjentow z
obcigzeniem nowotworowym. Pomys$lne zrealizowanie tej fazy badan klinicznych wiaze
si¢ z wykazaniem braku efektow szkodliwych badz efektywno$ci terapii w grupie
przynajmniej 70% sposréd osob badanych (Fisher, 2015). Ponizej pokrdtce zostang
przedstawione badania kliniczne nad wykorzystaniem zimnych plazm do zastosowania w
procesach leczenia ran, a takze zwalczania nowotworu szyi. Przytoczenie przyktadu badan
niezwigzanych z rakiem piersi lub czerniakiem, ma na celu przyblizenie metodologii prac
z wykorzystaniem zrodet zimnych plazm do wytworzenia gotowego produktu klinicznego,
a takze perspektyw pomys$lnego stworzenia terapii do zwalczania tych nowotworow.
Pierwszym przyktadem zrealizowanych badan klinicznych jest przypadek 51-letniego
pacjenta rasy bialej, ptci meskiej, zmagajacego si¢ z bakteryjnym zakazeniem rany
nowotworowej szyli z wyprostem do policzka, znajdujacym w stadium paliatywnym
(wedlug klasyfikacji TNM, nowotworowi przypisano stadium IVb). Taki rodzaj ran
nowotworowych czesto wigze si¢ z bolem, nieprzyjemnym odorem i krwawieniem. Obszar
litego nowotworu w trakcie tych badan byl traktowany z wykorzystaniem produktu
medycznego kINPen® MED w czasie 5-6 min kazde 2-3 dni. Wybrany sposob traktowania
zimng plazmg przyczynil si¢ do zmniejszenia stanu zapalnego w ranie nowotworowej,
obnizenia poziomu bolu 1 odoru w obrebie catej powierzchni rany. Drugim przedstawionym
przypadkiem badan klinicznych przeprowadzono z pomoca 55-letniego pacjenta pflci
meskiej, cierpigcego z powodu rany nowotworowej podbrédka zakazonej bakteryjnie.
Traktowanie zimng plazmg przeprowadzono z wykorzystaniem urzadzenia medycznego
kINPen® MED. prowadzac traktowanie w czasie 4-5 min kazde 2-3 dni. Stwierdzono
znaczace obnizenie obcigzenia mikrobiologicznego w obrgbie traktowanej rany. Ponadto
stwierdzono zauwazalne obnizenie rozmiaru nowotworu i jego reemisji, zwigzane

prawdopodobnie z indukcjg $mierci apoptotycznej wsréd komoérek nowotworowych, a
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takze aktywacji i modulacji komorek zapalnych. Badania te w sposob posredni wykazaly
wystgpienie $mierci apoptotycznej inicjowanej przez zimng plazmg, sugerujac tym samym
mozliwos¢ wykorzystania zimnej plazmy jako urzadzenia do polepszenia jakos$ci zycia
pacjentow znajdujacych si¢ w terminalnych stadium nowotworu. Nie stwierdzono ponadto
wystgpienia negatywnych stukow wobec komoérek nienowotworowych tak prowadzonego
traktowania (Metelmann i wsp., 2015).

Badania kliniczne nad stworzeniem terapii przeciwnowotworowych z wykorzystaniem
technologii zimnych plazm znajduja si¢ w poczatkowym. Rozpatrujac obecny stan wiedzy
I rozumienia zjawiska zimnych plazm i ich oddziatywania ze sktadnikami komorek, badania
na zwierzetach lub pacjentach pozostaja kluczowym etapem do oceny przydatnosci
klinicznej tego typu rozwigzan technologicznych. Rozwijajac ta mysl, podskornie
wprowadzone ksenogreniczne nowotwory réznych linii nowotworowych powinny by¢
wykorzystywane na modelach mysich. Starajac si¢ przewidzie¢ nieustannie rozwijane
prace, pierwsze badania kliniczne do zaproponowania terapii przeciwko czerniakowi z

uzyciem zimnych plazm zostang z realizowane w ciggu najblizszych 3-7 lat.

Naukowe zainteresowanie aktywnoscia biologiczng zimnych plazm na nowotwor skory
czy piersi s3 nieustannie rozwijane. Terapie przeciwnowotworowe w tym obszarze badan
skupiaja si¢ gtownie na rozwijaniu zrodet zimnych plazm jako narzedzi wspomagajacych
powszechnie wykorzystywane metody zwalczania. Bezposrednie oddziatywanie komorek
nowotworu piersi lub czerniaka z zimng plazmg w znacznym stopniu przeprowadza je w
stan wrazliwo$ci, czynigc je podatniejsze na stres oksydacyjny lub inne terapie
przeciwnowotworowe. Obserwowane zahamowanie proliferacji komoérkowej na skutek
dzialania zimnych plazm moze przyczyni¢ si¢ do obnizenia zlosliwosci nowotworu,
pozytywnie wptywajac na proces jego zwalczania. Proces ten poszerza mozliwosci
srodowiska naukowego w zakresie opracowania nowych metod leczenia czerniaka.
Jednakze biorac pod uwage obecng wiedze¢ 1 zrozumienie oddziatywania zimnych plazm z
komorkami, stworzenie efektywnej terapii przeciwko nowotworowi skory wydaje si¢ by¢
dos$¢ odlegly. Trudnosci te moga zosta¢ pokonane z czasem i1 wysitkiem Srodowiska
badawczego, a uktady reakcyjno-wytadowcze zimnych plazm powinny by¢ rozpatrywane
jako mocny kandydat do stworzenia narz¢dzia do walki z rakiem piersi 0 wysokiej

zdolnosci przerzutowania czy czerniakiem skory.
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17. Podsumowanie i wnioski koncowe

Podejmujac si¢ badan okreslenia aktywnosci biologicznej roznych uktadéw zimnej plazmy

atmosferycznej, przeprowadzone prace badawcze zaprezentowaly wyniki traktowania

posredniego (zadanie 1), bezposredniego i mieszanego (zadanie II) komorek raka piersi i

komorek nienowotworowych, a takze obnizenia aktywnosci biologicznej wodnych roztworow

antybiotykow (zadanie III).

Vi.

Vil.

Adaptujac  uktady reakcyjno-wytadowcze, generujace zimng plazme
atmosferyczng do zastosowan biomedycznych, modulowa¢ mozemy
uzyskiwang odpowiedz zar6wno wzgledem komorek nienowotworowych jak 1
modeli biologicznych ludzkiego nowotworu piersi.

Opracowanie ukladu pidra plazmowego, wraz =z przeprowadzong
wieloczynnikowg optymalizacjg parametrow operowania umozliwito generacje
zimnej plazmy do zastosowan biomedycznych.

Stozek zimnej plazmy o temperaturze ponizej 40 °C wytworzony w warunkach
optymalnych operowania piéra plazmowego, umozliwia traktowanie modeli
biologicznych eliminujac jednoczesnie wptyw szoku termicznego.

Wykazany zostal wpltyw doboru odpowiedniej pozywki hodowlanej
poddawanej aktywacji, czasu jej napromieniowania a takze koncowej
kompozycji na uzyskiwang odpowiedz biologiczna.

Komoérki nienowotworowe cechowatl wysoki stopien niewrazliwos$ci na
dziatanie rozpatrywanego uktadu zimnej plazmy. Jednakze, tak przygotowane
aktywowane  pozywki  hodowlane  wykazaly  najsilniejszy  efekt
przeciwnowotworowy wzgledem linii MDA-MB-231, doprowadzajac do
spadku zywotno$ci komorek, zdolno$ci migracji 1 indukcji  $mierci
apoptotyczne;j.

Odnotowana selektywno$¢ oddziatywania pozywek hodowlanych poddanych
aktywacji piorem plazmowym wobec komorek linii MCF-10A oraz MDA-MB-
231, co stanowi¢ moze obiecujaca alternatywe do stworzenia terapii przeciw
nowotworowi piersi o wysokiej ztosliwosci.

Obecnos¢ FBS w pozywce hodowlanej poddanej napromieniowaniu zimng
plazma wplywa na zmniejszenie st¢zenia wytwarzanego nadtlenku wodoru
(H202) i przyczynia si¢ do zmniejszonego efektu cytotoksycznego wzgledem

komorek raka piersi.
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viil.

Xi.

Xili.

Xiil.

Xiv.

XV.

XVi.

Wiasciwosci przeciwnowotworowe pozywki hodowlanej aktywowanej zimng
plazma wynikaja w gtéwnej mierze z obecnos$ci RFT i RTA, np. H202, NO7',
NOz i NHy4".

Pidéro plazmowe zostalo dostosowane do przeprowadzenia bezposredniego
napromieniowania komorek linii MCF-10A, MCF-7 i MDA-MB-231,
zaburzajac ich zywotno$¢, ruchliwo$¢ 1 indukujac apoptoze.

Wybrane modele in vitro raka piersi poddane traktowaniu mieszanemu z
uzyciem piéra plazmowego wykazaly wzmozong odpowiedz biologiczna,
doprowadzajac do zaburzen ich aktywnos$ci mitochondrialnej, zahamowanej
migracji i $mierci.

Zdecydowany efekt cytotoksyczny bezposredniej ekspozycji na pioro plazmowe
zaobserwowano dla czasu 45 sekund 1 dhluzszym wobec komorek linii
nowotworowej MCF-7 i MDA-MB231 jak i komorek linii nienowotworowe;j
MCF-10A.

Dazac do osiaggnigcia mozliwie znikomej cytotoksyczno$ci wzgledem komorek
nienowotworowych, pozostate badania biologiczne zrealizowano dobierajac
czas bezposredniego napromieniowania 30 s. Tak dobrany czas ekspozycji
przyczynit si¢ do widocznego spadku zywotnosci komorek linit MCF-7 i MDA-
MB-231, a efekt ten byl wzmacniany za sprawg inkubacji komoérek w pozywce
aktywowanej plazma, nie okazujac jednoczesnie cytotoksycznosci wzgledem
komorek nienowotworowych.

Ustalona dawka zimnej plazmy wplyn¢ta za zdecydowane zahamowanie
mobilnosci komorek linii MDA-MB-231, w szczegdlnosci dla komorek
poddanych traktowaniu mieszanemu.

Sprawdzajac mozliwe powody obserwowanego zahamowania mobilnosci
komorek, populacja komoérek liniit MDA-MB-231 w tak dobranych warunkach
traktowania odznaczata si¢ wysokim procentowym udzialem komorek
apoptotycznych, wskazujac na mocny efekt cytotoksyczny.

Traktowanie bezposrednie zainicjowalo wystapienie znaczacej populacji
komorek apoptotycznych w linii MCF-10A, jedynie dla jednego z czterech
warunkow eksperymentalnych.

Mieszane podejscie wykorzystania uktadu zimnej plazmy stanowi
efektywniejsza alternatywe do traktowania komoérek nowotworu piersi o

wysokiej ztosliwosci.
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XVil.

XViil.

XiX.

XX.

XXi.

XXil.

XXiii.

XXIV.

XXV.

XXVI.

Komorki wystawione na bezposrednia ekspozycje pidra plazmowego
wprowadzone zostaly prawdopodobnie w stan zwigkszonej podatnos$ci na
reaktywne formy generowane w pozywkach hodowlanych, inicjujac tym samym
gwattowniejsza odpowiedz biologiczng komorek linii MDA-MB-231.
Wykazany zostal rowniez wysoki stopien selektywnosci zaproponowanego
uktadu zimnej plazmy, zapewniajac znikoma cytotoksyczno$¢ wzgledem
komorek nienowotworowych, stanowigc tym samym dobrg korelacje z
wynikami zaprezentowanymi dla traktowania posredniego uktadem piora
plazmowego.

Pioro plazmowe dzigki przeprowadzonej optymalizacji jego pracy umozliwito
wywotanie efektow przeciwnowotworowych wzgledem komorek linii raka
piersi o wysokiej ztosliwosci.

Optymalizujgc warunki pracy innego uktadu zimnej plazmy (pidro i szczotka
plazmowa) wykazano redukcje aktywnosci biologicznej wzgledem wodnych
roztwordéw farmaceutykow.

Skonstruowany uktad reakcyjno-wyladowczy operowany w trybie ciaglego
przeptywu roztwordéw antybiotykéw, poddano wieloczynnikowej optymalizacji
celem okreslenia parametréw prowadzenia procesu do uzyskania najwigkszej
efektywnosci degradacji molekut o potencjale biobdjczym.

Optymalizacja zapewnila parametry generujace stozek plazmy o najwyzszej
mozliwej temperaturze 1 dlugosci, korelujac te parametry ze sposobnos$cig
wytworzenia  najwigkszych ~ zawartosci  reaktywnych  indywiduow
zaangazowanych w zjawisko degradacji.

Celem zwigkszenia efektywnosci rozktadu wodnych roztwordéw antybiotykow,
skonstruowany zostal uklad szczotki plazmowej. Wykorzystujac warunki
optymalne wyznaczone dla pidra plazmowego, konstrukcja szczotki plazmowej
zapewnita wytworzenie pi¢¢ stozkéw zimnej plazmy.

Wykazane zostalo zmniejszenie wyjSciowe] zawarto$ci farmaceutykéw, a
stopien redukcji wzrdst wraz ze zwielokrotnieniem liczby stozkow plazmy.
Efektywno$¢ procesu rozkladu zmieniala si¢ znacznie w zalezno$ci od
traktowanego roztworu antybiotyku.

Wzrost zawarto$ci antybiotykéw w roztworach wodnych przektada si¢ na
obnizenie wydajnosci ich rozkladu zaréwno przy uzyciu piora plazmowego jak

i szczotki plazmowe;j.
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XXVil.

XXVili.

XXiX.

XXX.

XXXI.

XXXl

Najwigksza podatno$¢ na traktowanie zimng plazma wykazalty wodne roztwory
doksycykliny i ampicyliny.

Szczotka plazmowa zapewnita rowniez widoczng redukcje aktywnos$ci
biobdjcze] roztworow poddanych napromieniowaniu w stosunku do
rozpatrzonych modeli bakteryjnych, tj. Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Serratia marcescens i Enterobacter cloacae.

Efektywnos$¢ degradacji wodnych roztworow antybiotykow potraktowanych
piorem plazmowym i szczotkg plazmowa byta zwigzana z wytworzeniem RFT
I RFA t].,, NO2, NO3’, H20z, , w szczegolnosci Oz | OH®.

Oznaczone stezenia RFT i RFA w roztworach wodnych antybiotykow
potraktowanych szczotka plazmowg byly znaczaco wyzsze w poréwnaniu ze
stezeniami uzyskanymi dla pidra plazmowego.

Roéznice w oznaczonych stezeniach RFT i RFA dla pidra plazmowego i szczotki
plazmowej byly bezposrednio odpowiedzialne za roznice w efektywnosci
rozktadu wodnych roztwordéw antybiotykow.

Zaobserwowane wyniki zmniejszenia potencjatu biobdjczego wydaja si¢ by¢
niezwykle istotne, ze wzgledow na rozwijajacy si¢ nieustanie proces nabywania
wielolekowej opornosci przez bakteryjne patogeny wystepujace w srodowisku
naturalnym. Niwelacja wlasciwosci biobdjczych roztwordw post-plazmowych
wraz ze zmniejszeniem ich zawarto$ci naktadaja si¢ na pozytywne wyniki
prowadzonych prac, tworzac obiecujacg Sciezke rozwoju technologii do

wykorzystania w zaktadach oczyszczania Sciekow.
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18. Plany na przyszlo$¢

. Kontynuujac tematyke badawcza wykorzystania uktadow zimnej plazmy w
medycynie, chciatbym podja¢ prace majace na celu okreslenia $ciezek sygnatowych i
indukcji pyroptozy w liniach ludzkiego nowotworu poddanych dziataniu zimng plazma

atmosferyczng. Analiza bedzie prowadzona z wykorzystaniem cytometrii mas.

. Rozwinigciem tematyki badawczej z obszaru medycyny plazmy beda prace
majace na celu uwrazliwienie komoérek nowotworowych na dziatanie chemotarapeutykéw
za pomocg uktadow piora plazmowego. Dodatkowym zagadnieniem bedzie podjecie staran
wykorzystania piora plazmowego do zwalczania zjawiska chemoopornosci komorek

nowotworowych wraz z interpretacja zachodzacych mechanizmow .

. Biorgc pod uwage stosunkowo wysokie koszty operacyjne piora plazmowego
zwigzanych z Wysokim przeptywem helu, zaprojektowane zostang nowe uktady, w ktérych
bedzie mozna stosowan azot i/lub powietrze, a nastepnie zbadany zostanie ich wptyw na
wybrane modele linii komorkowych. W projekcie konstrukcji zwigkszone zostang ponadto
rozmiary generowanego stozka plazmy, umozliwiajac tym samym wytworzenie uktadu do

pracy z modelami in vivo.

. Mozliwo$¢ rozkladu antybiotykdéw za pomocg zimnej plazmy daje mozliwos¢
rozszerzenia badan na inne biologicznie aktywne zwiazki organiczne (np. S$rodki

przeciwbolowe 1 hormony).

. Skonstruowany uktad szczotek plazmowych w przysziosci chciatbym potlaczy¢
z generatorem, wytwarzajacym wyladowania o czgstotliwosciach radiowych, celem
wytworzenia zimnej plazmy z uzyciem azotu, badz jego mieszanki z helem. Przygotowany
w ten sposob uktad zostanie wykorzystany do przeprowadzenia rozkladu z roztworow
wodnych kolejnych antybiotykow- ofloksacyny, doksycykliny, chloroamfenikolu i

mieszanin tych czterech farmaceutykow.

. Dla pehiejszego zrozumienia cato$ci zachodzacych mechanizmow reakci,
zostang przeprowadzone prace z wykorzystaniem zwiazkéw maskujacych poszczegdlne
reaktywne formy generowane przez zimng plazme¢. Poprzez zamaskowanie poszczego6lnych
zwigzkow aktywnych, réznice w efektywnosci rozktadu antybiotykow beda stanowity o ich

stopniu zaangazowania w procesach degradacji.
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. Chcialbym roéwniez podja¢ prace nad okre$leniem wplywu pH roztworu
antybiotykéw na efektywnos$¢ ich degradacji z uzyciem ukladéw zimnej plazmy, tym

samym analizujgc reakcje kaskadowe zaangazowane w tych procesach.

. Ostatnim etapem prac prowadzonych w ramach wykorzystania szczotek
plazmowych do rozktadu antybiotykéw, przygotuje konstrukcje zwickszajaca rozmiar
generowanego stozka plazmy badz zwielokrotni¢ ilo§¢ wytworzonych stozkow plazmy do
dziesigciu lub pietnastu. Rozwigzanie konstrukcyjne zostanie nastepnie wykorzystane do
oceny efektywnos$ci rozktadu antybiotykdéw z roztworow wodnych, a takze ocenione

zostang wlasciwosci biobdjcze tak wytworzonych roztworéw post-plazmowych.
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https://doi.org/10.1088/1361-6463/ab5e2a

Zhang, T.; Zhou, R.; Wang, P.; Mai-Prochnow, A.; McConchie, R.; Li, W.; Zhou, R.;
Thompson, E. W.; Ostrikov, K. (Ken); Cullen, P. J. (2021). Degradation of Cefixime
Antibiotic in Water by Atmospheric Plasma Bubbles: Performance, Degradation Pathways
and Toxicity Evaluation. Chem. Eng. J. 421, 127730-127742.
https://doi.org/10.1016/j.cej.2020.127730.
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20. Zyciorys naukowy

1 Informacje osobiste:

Imi¢ inazwisko : Dominik Terefinko

Data i miejsce urodzenia: 29.07.1994,

Telefon: +48 71 320 2815

E-mail: dominik.terefinko@pwr.edu.pl

2 Wyksztalcenie:

Studia doktoranckie:

Rodzaj i miejsce studiow: Studia Doktoranckie Interdyscyplinarne w dziedzinie
Nauk Chemicznych
Politechnika Wroctawska,

Wydziat Chemiczny

Katedra Chemii Analitycznej i Metalurgii

Chemicznej
Rozprawa doktorska: Zbadanie aktywnosci biologicznej roznych uktadow zimnej
plazmy atmosferycznej. Realizowana w projekcie BioTechNan
Promotorzy: dr hab. inz. Piotr

Jamréz,prof. PWr
prof. dr hab. Aleksandra
Klimczak (11ITD, PAN)

Studia magisterskie:

Miejsce studiow: Politechnika Wroctawska,
Wydzial Chemiczny
Kierunek ksztatcenia: InZynieria Materialowe, Zaawansowane Materialy
Funkcjonalne
Rok ukonczenia: 2018
Praca magisterska: Sposob enkapsulacji nanostruktur platyny w matrycach

organicznych za pomocq wytadowania jarzeniowego
generowanego pod cisnieniem atmosferycznym w
kontakcie z cieczq i ich zastosowanie do inaktywacji
bakteryjnych fitopatogenow

Promotor: dr hab. inz. Piotr Jamréz, prof. PWr

Studia inzynierskie:

Miejsce studiow: Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w
Szczecinie, Wydziat Technologii i Inzynierii Chemicznej
Kierunek ksztalcenia Nanotechnologia, Nanomateriaty Funkcjonalne

Rok ukonczenia: 2017

Praca inzynierska: Otrzymywanie i charakteryzowanie sorbentow do CO
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Promotor: dr hab. inz. Rafat Wrébel, prof. ZUT
Szkota $rednia:

Nazwa szkoty: IT Liceum Ogolnoksztatcace im. Marii Sktodowskiej-
Curie w Sanoku

Profil: biologiczno-chemiczny

Rok ukonczenia: 2013

3 Dorobek naukowy
4 Artykuly i rozdzialy w ksiazkach:

I Publikacja w czasopiSmie ujetym w bazie Web of Science, sumaryczny Impact

Factor wyniost 51.096, przy 11 pozycjach prowadzi do Sredniej wartosci 4.645

1) Dzimitrowicz A., Caban M., TEREFINKO D., Pohl P., Jamroz P., Babinska W.,
Cyganowski P., Stepnowski P., Lojkowska E., Sledz W., Motyka-Pomagruk M. (2022)
Application of pulse-modulated radio-frequency atmospheric pressure glow discharge for
degradation of doxycycline from a flowing liquid solution. Scientific Reports, 12, 7354-
7370. 1F=4.380, MEiIN=140.

2) Dzimitrowicz A., Motyka-Pomagruk A., Cyganowski P., Jamroz P., TEREFINKO D., Pohl
P., Klis T., Caban M. (2021) Cold atmospheric pressure plasmas as versatile tools for
effective degradation of a mixture of hazardous and endocrine disturbing compounds from
liquid wastes. Journal of Environmental Chemical Engineering, vol. 9, s. 1-11. 1F=5.909,
MEiIN=100.

3) Cyganowski P., TEREFINKO D., Jamroz P., Pohl P., Dzimitrowicz A. (2021) Non-thermal
atmospheric pressure plasma as a powerful tool for the synthesis of rhenium-based
nanostructures for the catalytic hydrogenation of 4-nitrophenol. RSC Advances, vol. 11, s.
1-9. IF=3.361, MEIN =100.

4) Motyka-Pomagruk A., Dzimitrowicz A., Orlowski J., Babinska W., TEREFINKO D.,
Rychlowski M., Prusinski M., Pohl P., Lojkowska E., Jamroz P., Sledz W. (2021)
Implementation of a Non-Thermal Atmospheric Pressure Plasma for Eradication of Plant
Pathogens from a Surface of Economically Important Seeds. International Journal of
Molecular Sciences, vol. 22, s. 1-20. 1F=5.924, MEIN =140.

5) Dzimitrowicz A.P., Jamroz P., Pohl P., Babinska W., TEREFINKO D., Sledz W., Motyka-
Pomagruk A. (2021) Multivariate optimization of the FLC-dc-APGD-based reaction-
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6)

9)

discharge system for continuous production of a plasma-activated liquid of defined
physicochemical and anti-phytopathogenic properties. International Journal of Molecular
Sciences, vol. 22, s. 1-21. 1F=5.924, MEIN =140

TEREFINKO D., Dzimitrowicz A.P., Bielawska-Pohl, A., Klimczak A., Pohl P., Jamroz
P. (2021) The influence of cold atmospheric pressure plasma-treated media on cell viability,
motility, and induction of apoptosis in human non-metastatic (MCF7) and metastatic
(MDA-MB-231) breast cancer cell lines. International Journal of Molecular Sciences, vol.
22,s.1-23. IF=5.924, MEIN =140

TEREFINKO D., Dzimitrowicz A.P., Bielawska-Pohl A., Klimczak A., Pohl P.,
Jamroz P. (2021) Biological Effects of Cold Atmospheric Pressure Plasma on Skin
Cancer. Plasma Chemistry and Plasma Processing, vol. 41, s. 507-529. 1F=2.950,
MEIN =100

Dzimitrowicz, A.P., Bielawska-Pohl A., Jamroz P., Krawczenko A., Busco G., Grillon C.,
Kieda C., Klimczak A., TEREFINKO D., Baszczynska A., Pohl P. (2020) Activation of
the normal human skin cells by a portable dielectric barrier discharge-based reaction-
discharge system of a defined gas temperature. Plasma Chemistry and Plasma Processing.
vol. 40, s. 79-97. IF=2.950, MEIN =100

Dzimitrowicz A.P., Motyka-Pomagruk A., Jamroz P., Lojkowska E., Babinska, W.,
TEREFINKO D., Pohl P. (2018) Application of silver nanostructures synthesized by
cold atmospheric pressure plasma for inactivation of bacterial phytopathogens from
the genera Dickeya and Pectobacterium. Materials. vol. 11, s. 1-16. 1F=3.623, MEIN
=140

10) Dzimitrowicz A.P., Cyganowski P., Pohl P., Jermakowicz-Bartkowiak D., TEREFINKO

D., Jamroz P. (2018) Atmospheric pressure plasma-mediated synthesis of platinum
nanoparticles stabilized by poly(vinylpyrrolidone) with application in heat management
systems for internal combustion chambers. Nanomaterials. vol.8, s. 1-15. IF= 5.076,
MEiN =100

11) Dzimitrowicz A.P., Motyka-Pomagruk A., Cyganowski P., Babinska W., TEREFINKO

D., Jamroz P., Lojkowska E. (2018) Antibacterial activity of fructose-stabilized silver
nanoparticles produced by direct current atmospheric pressure glow discharge towards
guarantine pests. Nanomaterials. vol. 8, s. 1-16. IF=5.076, MEiIN =100
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1. Inne publikacje:

1) TEREFINKO D., Dzimitrowicz A.P., Pohl P., Jamroz P. (2018) Zastosowanie piw dolnej
fermentacji w syntezie nanostruktur metalicznych. W: Nauka i przemyst - lubelskie
spotkania studenckie : praca zbiorowa. Red. Doroty Kotodynskiej. Lublin: Uniwersytet
Marii Curie-Sktodowskiej. Wydziat Chemii, s.26-28. MEiIN=80

Podsumowujac pozycje zawarte w wykazie czasopism naukowych Ministra Edukacji i
Nauki, sumaryczna ilo$¢ punktéw MEiIN wyniosta 1380, co przy 12 pozycjach prowadzi

do Sredniej wartosci 115.

I1l.  Zgloszenia patentowe i przyznane patenty:

1) Dzimitrowicz A., Motyka-Pomagruk A., Caban M., Babinska W., TEREFINKO D., Sledz
W., Jamroz P., Cyganowski P., Stepnowski P., Pohl P. (2022) Sposob rozktadu
antybiotykow z roztworow wodnych z zastosowaniem zimnej plazmy atmosferycznej,
generowanej w przeptywowej szczotce plazmowej oraz szczotka plazmowa do realizacji

tego sposobu. Zgtosz. pat. nr P. 440185.

2) Dzimitrowicz A., Sledz W., Caban M., Jamroz P., Motyka-Pomagruk A., Cyganowski P.,
TEREFINKO D., Stepnowski P., Pohl P. (2021) Sposob dezaktywacji zwigzkow
endokrynnie czynnych z roztworow wodnych. Zgtosz. pat. nr P. 438832.

3) Dzimitrowicz A., Jamroz P., Pohl P., TEREFINKO D., Motyka-Pomagruk A., Babinska
W., Sledz W., Lojkowska E., Orlowski J., Prusinski M. (2021) Sposob ochrony roslin

istotnych gospodarczo, zwlaszcza roslin naczyniowych, przed patogenami bakteryjnymi.
Zglosz. pat. nr P. 438360

4) Motyka-Pomagruk A., Dzimitrowicz A., Babinska W., Sledz W., Pohl P., Jamroz P.,
TEREFINKO D., Lojkowska E. (2021) Sposob otrzymywania preparatu do stymulacji
wzrostu roslin, preparat otrzymany tym sposobem oraz zastosowanie preparatu do
stymulacji wzrostu roslin, w szczegolnosci tych istotnych gospodarczo. Patent. Polska, nr
236377.

5) Dzimitrowicz A.P., Sledz W., Caban M., Jamroz P., Motyka-Pomagruk A., Babinska W.,
Cyganowski P., TEREFINKO D., Stepnowski P., Pohl P., Lojkowska E. (2021) Sposob
dezaktywacji antybiotykow z roztworow wodnych za pomocg wyladowania jarzeniowego

generowanego pod cisnieniem atmosferycznym. Zgtosz. pat. nr P. 437603.

IV.  Wygloszone referaty i materialy konferencyjne:
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

TEREFINKO D., Caban M., Jamroz P., Pohl P., Dzimitrowicz A. Cold Atmospheric

Pressure Plasma as a new route to limit multi-drug impurity in the aquatic environment.

63. Zjazd naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego, 1.6dz (Polska), Wrzesien 2021.

TEREFINKO D., Dzimitrowicz A.P., Bielawska-Pohl A., Klimczak A., Pohl P., Jamroz

P. The impact of direct and indirect non-thermal plasma treatment on the biological

activities of human breast cancer cell lines. Chemistry & Biotechnology International
Conference ChemBiotIC: Wroclaw (Poland), June 2021.

Dzimitrowicz A.P., Motyka-Pomagruk A., Cyganowski P., TEREFINKO D., Klis T.,
Jamroz P., Caban M. Zastosowanie nietermicznej plazmy atmosferycznej do degradacji
zwigzkow  endokrynnie czynnych z odpadow ciektych. HYDROMICRO 2021:

Mikroorganizmy w $rodowisku wodnym — zagrozenia i nadzieje, June 2021.

TEREFINKO D., Babinska W., Motyka-Pomagruk A., Caban M., Jamroz P., Sledz W.,
Pohl P., Lojkowska E., Dzimitrowicz A.P. A new route towards limiting microbial

multidrug resistance through utilization of cold atmospheric pressure plasma-liquid
interactions. European Federation of Biotechnology 2021 virtual conference, EFB2021.:

Virtual conference, May 2021.

Dzimitrowicz A.P., Motyka-Pomagruk A., Jamroz P., Babinska W., TEREFINKO D.,

Lojkowska E., Sledz W., Pohl P. Cold atmospheric pressure plasma generated in contact

with a flowing liquid cathode - a new frontier in continuous synthesis of plasma-activated
liquid. W: 24th International Symposium on Plasma Chemistry. ISPC 2019: Naples (Italy),
June 20109.

TEREFINKO D., Dzimitrowicz A.P., Bielawska-Pohl A., Pohl P., Grillon C., Giovanni
B., Klimczak A., Jamroz P. The He-DBD-based portable reaction-discharge system of a

defined rotational temperature as a new tool in the wound healing. LE STUDIUM
Conference - International Meeting on Plasma Cosmetic Science, Orleans (France),
November 2019.

Babinska W., Motyka-Pomagruk A., Dzimitrowicz A.P., Jamroz P., TEREFINKO D.,
Lojkowska E., Pohl P., Sledz W. Antibacterial properties of post-plasma solutions against
Pectobacterium and Dickeya spp. W: Eurobiotech 2019, 7" Central European congress of
Life Sciences, Krakow (Poland), September 2019.

TEREFINKO D., Dzimitrowicz, A.P., Jamroz P. Leczenie nowotworow skory za pomocg
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9)

zimnej plazmy atmosferycznej. Konferencja Chemia Biznes Srodowisko, Gdansk (Poland),
Lipiec 20109.

TEREFINKO D., Jamroz P. The importance of reactive species in daily lives. XIlII

Wroctawskie Studenckie Sympozjum Chemiczne, Wroctaw (Poland), listopad 2018.

10) TEREFINKO D. Synteza nanoczgstek platyny z pomocqg wytadowan jarzeniowych pod

1)

2)

3)

4)

VI.

1)

2)

3)

4)

5)

cisnieniem atmosferycznym generowanych w kontakcie z cieczq. XII Wroctawskiego
Studenckiego Sympozjum Chemicznego, Politechnika Wroctawska, Wroctaw (Poland),
maj 2018.

Dzialalno$¢ dydaktyczna:

Prowadzenie zajec¢ z : Podstawy chemii analitycznej, laboratorium, 2018/2019, semestr
zimowy; 2019/2020, semestr letni; 2020/2021, semestr zimowy; 2020/2021, semestr
letni; 2021/2022, semestr zimowy; 2021/2022, semestr letni

Prowadzenie zaj¢¢: Metrologia i walidacja metod analitycznych, ¢wiczenia
audytoryjne, 2018/2019, semestr letni; 2019/2020, semestr letni; 2020/2021, semestr

letni;

Prowadzenie zaj¢é: Analiza probek srodowiskowych i przemystowych, laboratorium,

2021/2022, semestr zimowy.

Prowadzenie zaj¢é: Analiza sladowa i instrumentalna, laboratorium, 2021/2022, semestr

letni

Staze krajowe i zagraniczne:

16 listopada 2021 — 16 grudnia 2021 roku, Uniwersytet Florencki, Wydziat Chemii ,,Ugo
Schiff”, Florencja, Wtochy

6 stycznia 2021 — 15 czerwca 2021 roku, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalne;j
Polskiej Akademii Nauk, Wroctaw.

1 pazdziernika 2020 roku — 21 grudnia 2020 roku, Instytut Immunologii i Terapii

Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk, Wroctaw.

3 pazdziernika 2019 roku — 27 marca 2020 roku, Instytut Immunologii i Terapii

Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk, Wroctaw.

15 kwietnia — 27 kwietnia 2019 roku; 04 lipiec — 12 lipiec 2019 roku, Instytut
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Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk, Wroctaw

6) 11 lutego — 23 lutego 2019 roku, Instytut Immunologii i Terapii Dos$wiadczalnej

7)

VII.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Polskiej Akademii Nauk, Wroctaw.

05 lutego — 09 lutego 2019 roku, Miedzyuczelniany Wydzial Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, Gdansk.

Warsztaty naukowe i szkolenia:

2 lutego — obecnie 2022 roku, Nature Masterclasses platform, Courses for researchers to
build their skills, confidence and careers. Springer Nature.

16 kwietnia 2021 roku, Tutoring jako forma wsparcia rozwoju doktorantéow, Optima

Centrum Rozwoju i Ksztalcenia Kadr, Politechnika Wroctawska.

24, 25 listopada 2020 roku, Szkolenie z obstugi i eksploatacji analizatora wegla
organicznego i azotu (TOC/TN), Analizator TOC multi N/C 2100S, Analytik Jena.

4 listopada 2020 roku, szkolenie on-line, Przedsiebiorczos¢ akademicka i komercjalizacja
wynikow badan. Akademicki Inkubator Przedsigbiorczosci i Punkt Kontaktowy ds.

Transferu Technologii, Politechnika Wroctawska

21 pazdziernika 2020 roku, Szkolenie on-line z obstugi platformy internetowej SciFinder,

Analyze This - Leveraging the analytical literature using SciFinder-n and MethodsNow®

13 pazdziernika 2020 roku, Szkolenie on-line organizowane przez Narodowe Centrum
Nauki NCN, Szkolenie dla wnioskodawcow- koordynator dyscyplin, dr Marta Buchalska,
Wydziat Chemiczny, Politechnika Wroctawska

6 pazdziernika 2020 roku, udzial w szkoleniu on-line, Microsoft Teams dla nauczycieli

akademickich, Wydziat Chemiczny, Politechnika Wroctawska.

30 wrzesnia 2020 roku, Szkolenie on-line z obshugi platformy internetowej SciFinder, Who

Wrote That? - Searching for Authors and Organizations Using SciFinder-n.

29 lipca 2020 roku, HaloTag Technology. A Single Fusion Tag for Cellular Imaging

and Protein Analysis. Promega, webinarium.

10) 27 lipca — 29 lipca 2020 roku, udziat w warsztatach on-line Supramolecular and

Colloid Chemistry and Physics for the Life Sciences.
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11)16 lipca 2020 roku, Lumit Imunoassays: An Easier, Faster Method for Protein

Detection. Promega, webinarium.

12) 27 wrzesnia 2019 roku, Sympozjum naukowym poswigconym tematyce egzosomow
pochodzenia nowotworowego, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej
Akademii Nauk, Wroctaw, Polska.

13) 18 wrzesnia 2019 roku, Robotics Technology Conference robotech organizowang przez
Wydawnictwo Trade Media International, Wroctaw, Polska.

14) 24 maja 2019 roku, uczestnictwo w seminarium Cell-based Assays — From Basic Principles

to Distinct Applications,. Promega, Wroctaw.

15) 21 lutego 2019 roku, Interdyscyplinarne seminarium naukowym Politechniki
Wroctawskiej — prof. Macieja Zylicza, Mikro-ewolucja komérek nowotworowych,

Wroclaw, Polska

16) 21 lutego 2019 roku, Sympozjum naukowym poswigconym tematyce Stresu podczas cigzy
a wzrastania i rozwoju potomstwa, na przyktadzie skutkow tropikalnego super cyklonu w
Indiach. Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk,

Wroclaw, Polska.

17) 25 kwietnia — 28 kwietnia 2017 roku, wyktady Supramolecular Chemistry: From Basics to
Applications, prowadzonych przez prof. Karstena Gloe, TU Dresden, Politechnika

Wroctawska, Polska

11) 24 kwietnia — 26 kwietnia 2017 roku, PANIC 2017, PhoBia Annual Nanophotonics

International Conference, Politechnika Wroctawska, Wroctaw, Polska.
VIIl. Znajomos¢ technik badawczych

1) mikroskopia elektronowa TEM i SEM, wraz z osprzetem do mikroanalizy pierwiastkowej

EDX
2) Dynamiczne rozpraszanie §wiatta DLS
3) Mikroskopia sit atomowych AFM
4) Mikroskopia konfokalna Ramana

5) Rentgenowska dyfraktometria proszkowa XRD
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6)
7)
8)

9)

Rentgenowska spektroskopia fotoelektronowa XPS
Analiza wegla organicznego 1 azotu (TOC/TN)
spektrofotometria UV/Vis

Optyczna spektroskopia emisyjna OES

10) Absorpcyjna spektrometria atomowa ASA

11) Termograwimetria TG

12) izotermia BET

13) Fluorescencyjny czytnik mikroptytek

14) Mikroskopia optyczna do badan biologicznych

15) Cytometria przeptywowa FCS

IX.

1)

2)

3)

4)

Udzial w grantach i projektach badawczych:

Uczestnik  migdzynarodowego  projektu  badawczego: Projekt Canaletto,
PPN/BIT/2021/1/00016, Zastosowanie zimnych plazm atmosferycznych do uzyskania i
modyfikacji biopolimerowych hydrozeli i cienkich warstw, wykonawca. Kierownicy
projektu: dr hab. inz. Anna Dzimitrowicz (Politechnika Wroctawska) i Prof. Massimo
Bonini (Uniwersytet Florencki). Okres realizacji projektu: 01 stycznia 2022 — 31
grudnia 2023 roku.

Doktorant, stypendysta: Projekt SONATAL5, 2019/35/D/ST8/04107, Zastosowanie
zimnych plazm atmosferycznych generowanych w kontakcie z przephywajgcym roztworem
do bezposredniej degradacji antybiotykow oraz obmizenia opornosci wielolekowej w
srodowisku naturalnym, stypendysta (doktorant). Kierownicy projektu: dr hab. inz. Anna

Dzimitrowicz. Okres realizacji projektu: 01 marca 2021 — 28 maja 2022 roku.

Uczestnik projektu badawczego: Projekt SONATAL16, 2020/39/D/ST8/01352,
Katalityczno-separacyjne procesy uwodornienia zwigzkéw nitroaromatycznych z
wykorzystaniem wielofukcyjnych nanokompozytow polimerowych z nanoczgstkami
renu, wykonawca. Kierownik projektu: dr hab. inz. Piotr Cyganowski, prof. PWr.

Okres realizacji projektu: 01 sierpnia 2021 — 01 sierpnia 2022.

Uczestnik projektu badawczego: BioTechNan — Program Interdyscyplinarnych
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5)

6)

7)
1)

2)

3)

4)

5)

6)

Srodowiskowych Studiow Doktoranckich KNOW z obszaru Biotechnologii i
Nanotechnologii, nr. umowy: POWR.03.02.00-1037/16-00, wykonawca (doktorant).
Okres realizacji projektu: 1 kwietnia 2018 — 31 marca 2023.

Uczestnik projektu badawczego: Projekt Opus 17, 2019/33/B/NZ9/00940, realizowany
w Konsorcjum ztozonym z Politechniki Wroctawskiej oraz Uniwersytetu Gdanskiego
1 Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego pt. Zbadanie antybakteryjnych wlasciwosci
roztworow post-plazmowych uzyskiwanych za pomocq zimnych plazm atmosferycznych
wzgledem ekonomicznie istotnych fitopatogenow oraz wplywu tych cieczy na wzrost
roslin - uprawnych, wykonawca. Kierownicy projektu: dr Wojciech Sledz
(Migdzyuczelniany Uczelniany Wydzial Biotechnologii UG i GUMed) 1 dr hab. inz.
Anna Dzimitrowicz (Politechnika Wroctawska). Okres realizacji projektu: 18 lutego
2020 roku - 18 lutego 2023 roku.

Uczestnik projektu badawczego: OPUS 7, 2015/17/N/ST4/03804, Zminiaturyzowane
wyladowania jarzeniowe pod ci$nieniem atmosferycznym generowane w kontakcie z
cieczg jako nowe zrédla wzbudzenia 1 atomizacji w analitycznej optycznej
spektrometrii emisyjnej - badanie mechanizmoéw transportu i wzbudzenia analitow oraz
charakterystyka analityczna, wykonawca. Kierownik projektu: prof. dr hab. inz. Pawet

Pohl. Okres realizacji projektu: pazdziernik 2017 - luty 2018.

Nagrody i wyrdznienia:

Stypendium dla doktoranta, wykonawcy z projektu badawczego Sonata 15, Wroctaw,
01.03.2021 — 28.05.2022

Stypendium dla doktoranta, wykonawcy z projektu badawczego BioTechNan, Wroctaw,
01.10.2018-01.10.2022

Nagroda przyznawana przez podmiot zagraniczny za odbycie stazu zagranicznego ,,Young
Investigator Training Program (YITP) 2019” sponsorowang przez ACRI (Associazioni di

Fondazioni e Casse di Risparmio Spa), Sesto Fiorentino, Wtochy, 14.10.2021.

Stypendium z dotacji podmiotowej na dofinansowanie zadan projakosciowych na Wydziale

Chemicznym Politechniki Wroctawskiej w latach 2018/2019; 2019/2020, 2021/2022.

Stypendium dla najlepszych doktorantow Politechniki Wroctawskiej w latach 2018/2019,
2021/2022

Stypendium stazowe w ramach projektu BioTechNan, Wroctaw, 15.11.2021.
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7)

8)

8)

1)

2)

Nagroda JM Rektora Politechniki Wroctawskiej za wybitne osiagnigcia naukowe,

Wroclaw, 15.11.2021.

Nagroda specjalna Prezesa Urzedu Patentowego RP podczas X edycji konkursu Student-
Wynalazca za patent na wynalazek pt. Sposob otrzymywania preparatu do stymulacji
wzrostu roslin, preparat otrzymywany tym sposobem oraz zastosowanie preparatu do

stymulacji wzrostu roslin, w szczegdélnosci tych istotnych gospodarczo. Kielce, luty, 2020.
Dzialalno$¢ orgnanizacyjna

Cztonkostwo Polskiego Towarzystwa Chemicznego, PTChem Oddziat Wroctawski, Sekcja
Chemii Plazmy, luty 2021 — obecnie.

Cztonkostwo European Chemical Society, EuChems, luty 2021-obecnie
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