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ABSTRACT

Cold plasma generated by electric discharges in atmospheric pressure air has a great potential
for many environmental and biomedical applications. This plasma proved to be useful tool for
disinfection and sterilisation of surfaces, water, air, food or even living tissues. Most
important biological effects are inactivation of broad spectrum of microorganisms, stimulation
of cell proliferation and initialization of apoptosis in cancerous cells. Despite many observed
positive effects, an interaction of cold plasma with bacteria and cells is still not very well
understood and further experiments are required for better understanding of this complex
interaction. This work introduces the field of electric discharges, cold plasma and their
biomedical applications, and then specifically focuses on a model protein bovine serum
albumin (BSA) dissolved in deionized water. Effects were analysed by UV-VIS and
fluorescence spectroscopy and circular dichroism. Results showed effective protein
denaturation demonstrated by decrease of absorbance and fluorescence. For lower BSA
concentrations, dominant effect was a decrease of pH and subsequent interaction of amino
acid tryptophan (Trp) with reactive species generated in solution, which caused blue shift in
fluorescence maximum and decrease of a-helical content. For higher BSA concentrations,
dominant effect was denaturation itself and exposition of Trp buried in hydrophobic core of
protein, which caused red shift in fluorescence maximum.

Keywords: cold plasma, plasma medicine, transient spark, protein, bovine serum albumin, tryptophan

UvoD

Studend plazma generovana elektrickymi vybojmi pri atmosférickom tlaku nasla
v poslednych desatroc¢iach Siroké uplatnenie v mnohych priemyselnych, environmentalnych
¢i biomedicinskych oblastiach. Tato plazma dokdze okrem iného ucinne zabijat' vysoko
odolné mikroorganizmy a odstranovat’ biologicky aktivne zvysky. Vd’aka svojim jedine¢nym
vlastnostiam v sucasnosti nahradza niektoré zastaralé a Casto neefektivne metddy v oblasti
chirurgie, bio-dekontamindcie ¢i sterilizacie rdznych prostredi a povrchov [1]. Ddkazom
uspesnosti pouzitia studenej plazmy v oblasti biologie a mediciny je vznik pomerne mladej,
avSak rychlo sa rozvijajucej oblasti, tzv. plazmovej mediciny. T4 skiima interakciu studenej
plazmy s bunkami, mikroorganizmami a zivymi tkanivami prevazne za terapeutickym
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ucelom. Hlavnym cielom tejto oblasti je jednoduchd, priama a prakticka aplikacia studene;j
plazmy na zivé tkanivd a organizmy so selektivhym ucinkom. V stcasnosti uz existuje
niekol’ko zariadeni resp. terapeutickych pristrojov, ktoré vyuzivaju studenti plazmu na
lieCenie chronickych zraneni atazko hojacich sa ran anapomahaju k lieCeniu rdoznych
koznych chordb. V oblasti dentdlnej hygieny sa studend plazma javi ako perspektivna
alternativa najma pri Cisteni zubnych kanalikov a implantatov ¢i pri lieCeni infekcie ustnej
dutiny. NajzaujimavejSou a do budicna najatraktivnejSou aplikaciou studenej plazmy je vSak
lieCenie rakoviny. Ukazuje sa, Ze studend plazma dokaze cielene vyvolat’ riadeni bunkovu
smrt’ (apoptdzu) rakovinovych buniek, zatial’ ¢o zdravé bunky sa maju tendenciu regenerovat’
[2]. Ked'Ze sa plazmova medicina nachadza na hranici oblasti fyziky plazmy, biochémie,
bioldgie a mediciny, procesy, ktoré tu pozorujeme su €asto vel'mi komplexné a z vedeckého
hl'adiska naro¢né na pochopenie. Aby nedoslo k neziadicemu poskodeniu zdravych buniek
atkaniv, je potrebné tieto procesy co najlepSie pochopit’ z fyzikalneho a biologického
hladiska.

Z tyzikalneho hladiska je studenda plazma ionizovany plyn so S$pecifickymi
charakteristikami. NajcastejsSim spdsobom jej generacie v laboratérnych podmienkach su
elektrické vyboje. Hlavna ¢ast’ energie dodanej z vysokonapiat'ového zdroja sa spotrebtiva na
generaciu energetickych elektronov, ktoré su v elektrickom poli urychl'ované. V pracovnom
plyne vznikaju excitované a ionizované atdomy a molekuly, ktorych teplota sa vSak pohybuje
len na urovni izbovej teploty, a preto hovorime o studenej (nizkoteplotnej) plazme [3].
Vysledkom fyzikdlnych a chemickych interakcii tychto castic v plyne alebo pri kontakte
s vodnym prostredim ¢i inym povrchom je vznik neutralnych reaktivnych castic a radikalov.
Reaktivne castice odvodené od kyslika adusika (ROS aRNS) st pritom primarne
zodpovedné za biologické ucinky studenej plazmy [4]. Medzi charakteristickych zastupcov
tychto reaktivnych Castic patri superoxid (O;’¢), peroxid vodika (H,O;), hydroxylovy radikal
(*OH), 0z6n (O3), dusikaté radikaly (*NO a *NQO,) a d’alsie. Okrem toho v plazme vznika aj
elektromagnetické Ziarenie réznych vilnovych dizok od UV Ziarenia az po Ziarenie
infrac¢ervené [2].

Studena plazma tak dokaze posobit’ viacfaktorovo a vel'mi komplexne. Hlavné vyhoda
studenej plazmy je vSak regulovatelnost’ jej parametrov. Zmenou typu elektrického vyboja,
usporiadania experimentalneho zariadenia, tlaku alebo typu plynu, vzdialenosti od cielového
objektu alebo ¢asu plazmovej expozicie mozno efektivne prisposobit’ u¢inky studenej plazmy
podl'a potreby. Ako vhodné typy elektrickych vybojov sa ukazuju dielektricky bariérovy
vyboj atzv. plazmova tryska, ktoré su znazornené na Obr.1. Dielektricky bariérovy vyboj
pracuje zvycajne pri atmosférickom vzduchu a generuje plazmu v pomerne velkom objeme,
takze je vhodny najmi na opracovanie vacsich ploch. Na rozdiel od toho, plazmova tryska
pracuje vacSinou vo vzacnych plynoch (argon, hélium) a vyuziva uzky tok castic, ktoré je
mozné efektivne zacielit’ na konkrétnu oblast’ [2].
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Obr. 1 Dielektricky bariérovy vyboj (vl'avo) a plazmova tryska (vpravo) pri kontakte s prstom [2].

Z biologického hl'adiska je najdolezitejsi efekt studenej plazmy jej schopnost’ nicit
Siroké spektrum mikroorganizmov a baktérii a tiez stimulovat’ mnoZenie buniek, ¢o prispieva
k regeneracii tkaniv a hojeniu ran. Oproti inym metddam, ako napr. radioterapia alebo
laserova terapia, ma plazmové opracovanie vyhodu v kontrolovanejSom a selektivnejSom
ucinku prave vd’aka reaktivnym casticiam, ktoré tu zohravaju dominantnu ulohu. V oboch
procesoch je vSak kl'icova interakcia studenej plazmy na rozhrani plynu a kvapaliny alebo
priamo v kvapalnom prostredi buniek ¢i mikroorganizmov [2]. Presné pochopenie procesov
prebiehajucich pri interakcii studenej plazmy s biologicky aktivnymi molekulami vo vodnom
prostredi je preto kli¢ové pre hlbsie pochopenie samotného vplyvu studenej plazmy na
komplexnejsie biologické systémy ako bunky ¢i tkaniva.

Napriek faktu, Ze biomolekuly maji v kazdej bunke nezastupitelnt ulohu, ich
interakcia so studenou plazmou je len vel'mi slabo popisand a existuje pomerne malo
publikacii venujucich sa tejto problematike. Jednou z esencidlnych biomolekul su proteiny,
ktoré maji v kazdom organizme mnozstvo funkcii, ako napr. transportni (albuminy),
katalytickt (enzymy) & stavebnu (kolagén) [5]. Studie zaoberajuce sa G¢inkami studenej
plazmy na proteiny pouzivaju ¢asto Specidlny typ vyboja alebo je protein opracovany vo
forme prasku. Attri a kol. [6] napriklad skimali u€inky plazmovej trysky v ré6znych nosnych
plynoch (vzduch, dusik, argon) na hemoglobin a myoglobin, aminokyseliny a DNA. Studena
plazma vyvolala zmeny v sekundarnej Struktire proteinu (pokles a-zavitnic), oxidaciu DNA
azmeny v molekulovej hmotnosti aminokyselin. Tieto efekty sa najvyraznejSie prejavili
v dusiku, kde bola zaroven pozorovand najvyraznejSia koncentracia reaktivnych castic
a radikélov. Jijie a kol. [7] opracovali hovidzi sérovy albumin (BSA) héliovou plazmovou
tryskou. Napriek pozorovanému poklesu a-zavitnic vyboj nemal dostato¢ne vhodné parametre
na vyvolanie viditeI'nej$ich zmien v proteine. Hensel a kol. [8] porovnavali ucinky héliovej
plazmovej trysky a prechodovej iskry vo vzduchu na baktérie, bunky, tDNA a BSA.
Podstatne silnejs$i efekt bol pozorovany pri prechodovej iskre, najmd vdaka vécSiemu
mnozstvu vytvorenych reaktivnych ¢astic.

Mnozstvo zo spominanych vyskumov prinieslo zaujimavé a perspektivne vysledky,
avSak tuto problematiku je potrebné nad’alej skiimat’ a ziskavat’ tak d’alSie cenné informacie.
Najdolezitejsie faktory, ktoré treba pri experimente zohl'adnit’, su vlastnosti experimentalneho
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zariadenia, charakter pouzitého elektrického vyboja, vhodny vyber vzoriek a analytické
metoédy pouzité na ich analyzu. V naSej praci bolo hlavnym cielom podrobne preskumat
ucinky studenej plazmy generovanej vybojom prechodovej iskry na vodny roztok
modelového proteinu BSA. Prechodova iskra sa ukazala ako vhodny typ vyboja na generaciu
pomerne velkého mnozstva reaktivnych castic, ktoré dominantne vyvolavaji biologické
reakcie. Opracovanie proteinu rozpusteného vo vodnom roztoku a opracovaného
v prietokovom dynamickom rezime taktieZ simuluje redlne podmienky biomolekul
v organizmoch. Na analyzu sme pouzili UV-VIS absorpénu spektroskopiu ako zakladnu
metédu analyzovania vodnych roztokov, fluorescenénu spektroskopiu ako jednu
znajbeznejSie pouzivanych metdod pre analyzu proteinov obsahujucich aromatické
aminokyseliny a kruhovy dichroizmus na analyzu zmien v sekundérnej Strukture chirdlnych
biomolekul. Taktiez sme sledovali vplyv d’al§ich faktorov ako teplota a pH roztoku ¢i tvorba
zrazenin.

METODIKA PRACE

Nase experimentdlne zariadenie pozostavalo z vysokonapitového  zdroja
jednosmerného napdtia, ktoré bolo cez rezistor privadzané na prvu elektrodu - medicinsku
ihlu. Druha elektroda bola uzemnena a umiestnena v naklonenom teflonovom zlabe, ktorym
pretekala vzorka (vodny roztok proteinu BSA). Pri aplikdcii napétia vznikal iskrovy vyboj,
ktory mal prierazné napitie 12-13 kV a jeho prudové pulzy amplitddu 5-15 A. Trvanie pulzu
bolo priblizne 50 ns atieto pulzy sa opakovali s frekvenciou 1-2 kHz. Schéma pouZitej
aparatury je zndzornend na Obr.2. Modelovy protein BSA (Sigma Aldrich A2153,
Cistota > 96%, 66,4 kDa) bol rozpusteny v roztoku deionizovanej vody ( rozsah koncentracii
15-480 uM) a cyklicky opracovany plazmou rozne dlhy expozi¢ny ¢as. Po dokonceni
opracovania sme zmerali teplotu a pH roztoku a nasledne ho odniesli na analyzu pomocou
spektrofotometra  Shimadzu  UV-1800,  spektrofluorometra  Shimadzu  RF-6000
a spektropolarimetra Jasco J-815.

Vysokonapit'ovy DC zdroj Osciloskop

Peristalticka pumpa

Obr. 2 Schéma pouzitého experimentalneho zariadenia.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Pomocou UV-VIS absorpénej a fluorescencnej analyzy sme pozorovali pokles
absorbancie a fluorescencie roztoku s rastiicim ¢asom opracovania, ¢o je prejav efektivnej
denaturéacie (narusenia Struktiry) proteinu pdsobenim studenej plazmy. Tato denaturacia nie
je spdsobend teplom, ked’Ze teplota roztoku po opracovani nepresiahla 30°C a tepelna
denaturacia BSA zacina od teploty priblizne 40°C [9].

Pri skiumani polohy maxima fluorescencie sme pozorovali modry posun maxima pri
opracovani nizSich koncentracii BSA (15 uM) acerveny posun pri opracovani vyssich
koncentracii BSA (480 uM). Za posun maxima je zodpovedna aminokyselina tryptofan (Trp),
ktora je citliva na polaritu prostredia, v ktorom sa nachadza [10]. Modry posun pozorujeme,
ak sa Trp zakryje vzhl'adom na polarne prostredie roztoku (napr. reakciou s inou casticou)
a naopak ¢erveny posun pozorujeme, ak sa Trp odkryje (napr. denaturaciou proteinu) [11,12].
Tento efekt preto Gzko suvisi s pH roztoku [13], ktoré pri nizkych koncentracidch vyrazne
kleslo vdaka tvorbe nitratov a nitritov (NO,  a NOjz) [14], zatial ¢o pri vysSich
koncentraciach sa pH zmenilo len mierne. Zmena polohy maxima a pH s ¢asom opracovania
pre rdzne koncentracie BSA je znazornena v Grafe 1.
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Graf 1. Zavislost polohy maxima fluorescencie (vl'avo) a pH (vpravo) od ¢asu opracovania pre rozne
koncentracie BSA.

Pri analyze pomocou kruhového dichroizmu sme na zdklade strednej rezidudlnej
elipticity v oblasti 208 nm [15] ur¢ili relativne zastipenie a-zévitnic v BSA. Pre koncentraciu
15 uM bol tento pokles zna¢ny (z hodnoty 67% na 40%), pricom pre vyssie koncentracie sme
tento pokles nepozorovali. Tieto merania potvrdili nds predpoklad interakcie Trp s Casticami
v roztoku pre nizSie koncentracie BSA, ked’ze pokles a-zavitnic je Casty sprievodny jav ich
naviazania na Trp ulozZeny v proteine BSA [16,17,18].

ZAVER

Oblast’ plazmovej mediciny, ktora sa venuje interakcii studenej plazmy s baktériami,
bunkami ¢i zivymi tkanivami, pocituje v poslednych rokoch velky zaujem zo strany vedcov
najmé vd’aka mnohym perspektivnym vysledkom. Najvyznamnejsie z nich st dekontaminécia
a sterilizdcia r6znych povrchov, napomahanie hojeniu ran, zubna hygiena ¢i liecba rakoviny.
Samotna interakcia studenej plazmy s komplexnymi biologickymi Struktdrami je ale velmi
komplexna a narocné pre Uplné pochopenie. Jednou z metdd, ktoré mozu prispiet’ k lepSiemu
pochopeniu tychto u¢inkov je zameranie sa na jednotlivé Casti buniek, akymi su DNA, lipidy
alebo proteiny.
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V tejto praci sme sa venovali skimaniu ucinkov studenej plazmy generovanej
vybojom prechodovej iskry na modelovy protein BSA. Pomocou UV-VIS absorpénej
a fluorescencnej spektroskopie sme ukdazali U€innu denaturdciu BSA vplyvom posobenia
studenej plazmy. Pri nizsich koncentraciach BSA bol dominantnym efektom pokles pH, ktory
je spojeny s tvorbou reaktivnych castic v roztoku. Tieto reaktivne castice sa efektivne
naviazali na aminokyselinu tryptofan, ¢o sa prejavilo modrym posunom maxima fluorescencie
a poklesom relativneho zastupenia o-zavitnic v BSA. Pre vysSie koncentracie bola
dominantnym efektom samotnd denaturacia proteinu a odkrytie Trp uloZeného v jadre
proteinu, ¢o sa prejavilo Cervenym posunom maxima fluorescencie. Napriek slubnym
a zaujimavym vysledkom existuje v tejto oblasti mnozstvo nezodpovedanych otdzok a je
preto potrebné vykonat’ d’alSie merania.
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