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| spitivanje dejstva niskotemper atur ne atmosfer ske plazmein vitro na bakterijei
mezenhimalne maticne Celije

Rezime

Podednjih godina se intenzivno istrazuje mogucnost primene razliCitih izvora
niskotemperaturne atmosferske plazme za in vivo dezinfekciju i antimikrobnu terapiju u
oblasti medicine i stomatologije. U ovom istrazivanju kao izvor niskotemperaturne
atmosferske plazme koris¢ena je modifikovana plazma igla razvijena u nasoj zemlji i

izvrSeno je definisanje uslova pod kojima plazma stvorena ovim izvorom ispoljava

baktericidni efekat, ali uz istovremeno oCuvanjezdravog tkiva.

Pokazano je da niskotemperaturna atmosferska plazma stvorena plazma iglom deluje
snazno baktericidno na bakterije u suspenzijama razlicitih koncentracija, pri cemu je
ova efekat u direktnoj zavisnosti od snage plazme, vremena izlaganja i pocetne
koncentracije ispitivanih suspenzija bakterija. Utvrdeno je da su na dgjstvo plazme bile
osetljivije ispitivane Gram-negativne bakterije, Pseudomonas aeruginosa i Escherichia
coli od Gram pozitivnih, Enterococcus faecalis i Staphylococcus aureus. Ispitivanjem
uticaja niskotemperaturne atmosferske plazme na biofilm bakterija meticilin rezistentni
Saphylococcus aureusi Streptococcus mutans pokazano je da plazma deluje inhibitorno

na rast bakterija u biofilmu, dok ne utiCe znaCajno na veC formiran biofilm.

Citotoksi€nost niskotemperaturne atmosferske plazme ispitivana je na kulturi humanih
mezenhimalnih maticnih Celija poreklom iz periferne krvi. Utvrdeno je da primenjena
pod uslovima pod kojim ispoljava snazno antimikrobno dejstvo, plazma ne utice

znacajno na vijabilnost ovih ¢elija niti dovodi do njihovog odlepljivanja od podioge.
Prema podacima koji su dostupni u literaturi, do sada nije ispitivan uticg

niskotemperaturne atmosferske plazme na parodontalno tkivo. Stoga je u ovom radu po
prvi put ispitivan uticagj niskotemperaturne atmosferske plazme na razlicite celijske
funkcije humanih mezenhimalnih maticnih c¢elija iz periodoncijuma. Humane
mezenhimalne matiCne Celije su uspesno izolovane i uspostavljena je njihova dugotrajna
kultivacija. Ove Celije su pokazale tipicCne karakteristike mezenhimalnih maticnih Celija.
Za ispitivanje uticgja niskotemperaturne atmosferske plazme na ¢elijske funkcije

humanih mezenhimalnih maticnih ¢elijaiz periodoncijuma odabrani su eksperimental i
uslovi pod kojima plazma ispoljava snazno antibakterijsko dejstvo na suspenzije



bakterija i biofilm. Utvdeno je da plazma stvorena modifikovanom plazma iglom
smanjuje proliferaciju, migratorni potencijal i u manjoj meri adheziju, ali ne utiCe na
vijabilnost ovih celija. Primenjena pod istim uslovima, plazma indukuje znaCajno
poveCanje aktivnosti alkalne fosfataze u ovim Ceijama, ranog markera osteogene
diferencijacije. Ovakav rezultat sugeriSe na to da plazma tretman podstice osteogenu

diferencijaciju mezenhimalnih maticnih ¢elijaporeklom iz periodoncijuma.

KljuCne recCi: niskotemperaturna atmosferska plazma, antimikrobno destvo,

mezenhimalne maticne ¢elije, parodontalna terapija

Naucna oblast: medicina



Effects of non-thermal atmospheric plasma in vitro on bacteria and mesenchymal
stem cells

Abstract

In recent years, there has been intensive research about the possibility of the application
of low-temperature atmospheric plasma for in vivo desinfection and antimicrobial
therapy in medicine and stomatology. In this study, as a source of non-thermal
atmospheric plasma, a plasma needle device developed in our country was used and an
investigation was carried out to define the conditions under which plasma generated by
this source manifests bactericidal effect, while simultaneously preserving the healthy

tissue.

It was demonstrated that low-temperature atmospheric plasma generated by a plasma
needle had a strong bactericida effect on bacteria in suspensions of various
concentrations, this effect being directly dependant on the plasma power, time of
exposure and initial concentration of the examined suspensions. It was found that the
examined Gram-negative bacteria, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli, were
more sensitive to plasma influence than the Gram-positive, Enterococcus faecalis and
Saphylococcus aureus. By examining the effect of low-temperature atmospheric plasma
on the bacteria biofilm of methicillin-resistant Staphylococcus aureus and Streptococcus
mutans, it was demonstrated that it had an inhibitory effect on biofilm formation,
however without significantly affecting the already formed biofilm. Cytotoxicity of low-
temperature atmospheric plasma was examined on the culture of human mesenchymal
stem cells from peripheral blood. It was determined that, applied under the conditions
under which it manifests strong antimicrobia effects, plasma did not have significant
influence on the viability of these cells, nor caused detachment from the substrate.
According to available literature data, the possibility of low-temperature atmospheric
plasma application in parodontal therapy has not yet been examined. Therefore in this
paper, the effect of non-thermal atmospheric plasma on different cell functions of
mesenchymal stem cellsisolated from human periodontal ligament was examined for the
first time. Human mesenchymal stem cells were successfully isolated and their long-term
cultivation was established. These cells showed typical human mesenchymal stem cell

characteristics. To evaluate the influence of non-thermal atmospheric plasma on



different cell functions of human periodontal-ligament derived mesenchymal stem cells,
experimental conditions under which plasma expresses strong antibacterial effect on the
bacteria suspensions and biofilm were applied. It was found that plasma generated by a
modified plasma needle decreased proliferation, migratory potentia and, to a minor
extent, adhesion. However this treatment did not affect the viability of these cells, i.e. did
not show destructive effects. Applied under the same conditions, plasma treatment
induced a significant increase in the akaline phosphatase activity in these cells. Since
alkaline phosphatase is known as an early marker for osteoblastic differentiation, this
finding suggests that plasma treatment can enhance osteogenic differentiation of the

human periodontal ligament mesenchymal stem cells.

Key words: non-thermal atmospheric plasma, antimicrobial effects, mesenchymal stem
cells, parodontal therapy

Scientific field: medicine
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1. UvOD

1. UvOD

1.1. PLAZMA

Razvoj astrofizike i teoretske fizike u proslom veku doneo je saznanje da je preko 99%
vidljivog univerzumaizgradeno od plazme, $to je Cini najrasprostranjenijom materijom u
svemiru. Na Zemlji se plazma moze stvarati samo pod odredenim uslovima, a
najpoznatiji plazma fenomeni su munja i aurora borealis na severnoj, odnosno aurora
australis na juznoj zemljinoj hemisferi. William Crookes je prvi identifikovao plazmu u
Crooks-ovoj cevi 1879. godine, ai je Irving Langmuir 1927. godine po prvi put
upotrebio naziv plazma da bi opisao ponaSanje elektrona, jona i neutralnih Cestica u

jonizovanom gasu u cevi za el ektricno praznjenje (Comton i sar. 1930).

Ukoliko se uzme u obzir energija Cestica koje saCinjavgju plazmu, plazma se moze
smatrati Cetvrtim agregatnim stanjem, razli¢itim od cvrstog, teCnog i gasovitog.
Zagrevanjem Cvrstih tela ona prvo prelaze u teCno, a na visSim temperaturama u gasovito
stanje. Sa povecanjem primenjene energije, elektroni dobijaju dovoljnu kolicinu energije

da se odvoje od atoma ili molekula gasa. Na tgj na€in gas prelazi u fazu delimi¢no il
potpuno jonizovanog gasa, koju nazivamo plazma stanje (Slika 1).

'ffvstn

Gasoevito Plazma stanje

Slika 1. Agregatna stanja
(http: //www.biozone-europe.eu/v2/en/technol ogies/col d-plasma)

Osnovni uslov da bi gas predstavljao plazmu je da postoji znaCajan broj slobodnih
(nevezanih) elektrona i naelektrisanih jona, osim neutralnih atoma i molekula koji su

normalno prisutni u gasu, $to takav medijum cini izrazito elektroprovodljivim. Druga
vazna pretpostavka je da su plazme kvazi neutrane, odnosno da je koncentracija

pozitivno naelektrisanih Cestica (pozitivnih jona) i negativno naelektrisanih Cestica
(elektrona i negativno naglektrisanih jona) dobro izbalansirana. Za razliku od gasa u

1



1. UvOD

kome postoje samo izolovani sudari dve razliCite Cestice, medusobno dejstvo Cesticau

plazmi karakteriSe kolektivni efekat koji podrazumeva da svaka naelektrisana Cestica

istovremeno utiCenaveliki broj drugih Cestica, a ne samo na najbliZu.

1.1.1. Klasifikacija plazmi

Plazme u laboratorijskim uslovima mogu nastati na razlicite naine: termalnim
delovanjem, hemijskim reakcijama visoke specifiCne energije ili hemojonizacijom,
laserskom  jonizacijom, nuklearnim reakcijama, bombardovanjem kvantima
elektromagnentog zraCenja ili Cesticama i drugo. Ipak, ngjcesce koris€en naCin za
generisanje plazmi je elektricno pobudivanje. Kako se ovako nastale plazme mogu
stvarati u Sirokom opsegu pritisaka, uobiajeno se klasifikuju prema temperaturi i
koncentraciji elektrona. Vecina plazmi koje su znaCajne za praktiCnu primenu imaju
temperaturu elektrona od 1-20 eV (1 eV ~ 11600 K) i koncentraciju u opsegu od 10°-
10'® cm3. Stepen jonizacije moZe varirati od ekstremno visokog, $to je slu¢aj u
sistemima za postizanje termonuklearnih reakcija, do veoma niskog koji je od znaCajaza
primenu na termano neotpornim materijalima. Kao i u svakom gasu, temperatura
plazme odredena je srednjom energijom razliCitih Cestica plazme i njihovim
odgovargjucim stepenima slobode kao $to su translacioni, rotacioni, vibracioni i stepen
slobode vezan za elektronske ekscitacije. U elektri¢nim praznjenjima elektroni, zbog
male mase i velike mobilnosti, prvi prihvataju energiju od elektricnog polja. Primljenu
energiju prenose na ostale Cestice plazme i tako ostvaruju jonizaciju, pobudivanje i
disocijaciju ostalih komponenti plazme. Razlika u temperaturi izmedu elektrona i teskih
Cestica slabo jonizovanih plazmi proporcionalna je kvadratu odnosa jaCine elektri¢nog
polja (E) i pritiska (p). Na niskim pritiscima, temperatura el ektrona (T,) je obicno znatno
visa od temperature teSkih Cestica: jona (T;) i neutrala (molekuli, atomi, slobodni
radikali) (T,). PoveCavanjem pritiska broj sudara elektrona i teSkih Cestica raste, pri
cemu se kineticka energija elektrona predaje teSkim Cesticama. Temperatura elektrona
opada, dok temperatura teSkih cestica raste sve dok se ne uspostavi lokana
termodinamicCna ravnoteza izmedu Cestica plazme, odnosno izjednaCavanje temperatura

(Te~ Tj~ Tp). Pri takvim uslovima, temperatura gasa je veoma visoka, odnosno reda

2



1. UvOD

velicine nekoliko hiljada K i ovakve plazme nazivamo ravnoteznim ili
visokotemperaturnim (Bogaertsi sar. 2002).

Regulisanjem elektricnog polja, pritiska, protoka gasa i drugih parametara praznjenja,
kao i pri relativno malom stepenu jonizacije, moguceje ostvariti uslove pri kojima ¢e se
razdvojiti kinetika elektrona od kinetike teskih Cestica. Pri takvim uslovima elektroni
mogu da postignu velike brzine i energije, dok joni predgju svoj impuls u brojnim
sudarima. Nataj naCin se temperatura elektrona moze povecavati, dok istovremeno teSke
Cestice i osnovni gas ostaju na sobnoj temperaturi. Tada govorimo o neravnoteznoj il
niskotemperaturnoj plazmi. Za razliku od ravnoteznih plazmi, kod neravnoteznih plazmi
hemijski procesi i proces jonizacije direktno su odredeni temperaturom elektrona i ne
zavise mnogo od termalnih procesa i temperature samog gasa (Radeti¢ i sar. 2004).
Danas se niskotemperaturne plazme mogu stvarati na razlicitim pritiscima a gasno
praznjenje se naceSce indukuje elektricnim poljem. Praznjenja se mogu pobudivati
kapacitivno i induktivho povezanim radiofrekventnim (RF) poljem, elektromagnetnom
indukcijom, pomocu mikrotalasa ili se postizu praznjenjem u koroni i pomocu
dielektricnebarijere (DBD, dielectric barrier discharge) (Conradsi sar. 2000).

1.1.2. Hemijski proces u plazmi

Plazma je multikomponentni sistem sastavljen od el ektrona, pozitivnih i negativnih jona,
fotona, slobodnih radikala, pobudenih i nepobudenih atoma i molekula. Zahvaljujuci
velikom broju Cestica, u ovakvom sistemu mozZe se oCekivati ogroman broj reakcija koje
se odvijaju kroz elastiCne i neelastiCne sudare Cestica, Sto plazmu Cini izrazito hemijski

aktivnom.

Kako plazma predstavlja jonizovani gas, kljuCni proces koji se odvija u njoj je jonizacija,
odnosno konverzija neutralnih atoma ili molekula u elektrone i pozitivne jone.
Mehanizam jonizacije moze biti razliCit i zavis od plazma-hemijskih sistema, ai se
razlikuje pet osnovnih:

1. Direktna jonizacija elektronskim sudarom je elektronska jonizacija neutrala odnosno

prethodno nepobudenih atoma, radikala ili molekula. Energija elektrona u tom slucaju

mora biti dovoljno velika da do jonizacije dode u jednom koraku. Ovaj proces ngjcesce
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se odvija u netermanim plazmama u kojima postoje velika elektricna polja sa malim

udelom pobudenih neutrala.

2. Stepenasta jonizacija elektronskim sudarom je elektronska jonizacija ve¢ prethodno
pobudenih neutrala (Slika 2). Energija elektrona u ovom procesu moze biti i niza od
jonizacione energije pojedinog atoma ili molekula. Ovaj proces je Cest u termanim

plazmama u kojima su stepen jonizacije i koncentracija pobudenih neutrala visoki.

/!
1

Slika 2. Stepenastajonizacija

3. Jonizacija sudarima s teSkim Cesticama je proces koji se deSava prilikom sudara jon-
molekul ili jon-atom, kao i prilikom sudara neutrala sa elektronski i vibracijski
pobudenim neutralima, pod uslovom da je ukupna energija sudara veca od jonizacione
energije neutrala. U ovom sluCaju moze doci i do asocijativne jonizacije, pri kojoj dolazi

do sudara dva pobudena atoma koji se spajaju u jonizovan molekul i slobodan elektron.

4. Fotojonizacija je proces tokom koga dolazi do sudara neutrala sa fotonom pri ¢emu

nastaje el ektron-jon par. Ovi procesi su Cesti u termalnim plazmama.

5. Povrsinska jonizacija je proces prilikom koga dolazi do otpustanja elektrona sa

povrSina Cvrstih tela zbog elektronskih, jonskih i fotonskih sudara ili grejanja same
povrsine.
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Drugi vazan proces koji se odvijau plazmi u kojoj se nalaze molekuli ili atomi koji imaju
veliki elektronski afinitet (O,, Cl,, Cl, O, F) je disocijativno vezivanje. U ovom procesu,

slobodni elektron vrsi disocijaciju molekula, pri ¢emu nastaje negativni jon i slobodni

atom. U plazmama koje nastaju na visokim pritiscima i niskotemperaturnim plazmama
dolazi i do treceg procesa kojim se stvaraju nael ektrisane Cestice. U ovom procesu se na
jedan negativan jon moZe vezati jedan ili vise neutralnih atoma ili molekula, pri ¢emu

nastaje kompleksni jon. Pored pomenutih procesa, u plazmi se odvijgju i mnogi drugi
kao §to su, na primer, elektron-jon i jon-jon rekombinacije, pobudivanje i disocijacija
neutranih Cesticaelektronimai otpustanje elektronai nastanak negativnih jona.

PonaSanje pobudenih atoma i molekula je takode veoma vazno za hemijske procese u
plazmi. Pobudivanje moZe biti elektronsko, vibraciono i rotaciono. Visoke temperature
elektrona, a samim tim i energije, u plazmi dovode do visoke ucCestalosti €l ektronskog
pobudivanja atoma i molekula. Energija velikog broja tako pobudenih atoma i molekula
je 5-10 eV. Prelazak pobudenih atoma i molekula sa viSeg u nize ili osnovno energetsko
stanje moZe se ostvariti emisijom fotona. U tom sucaju, pobudena stanja atoma i
molekula imaju uglavnom kratak Zivotni vek, zbog Cega njihov uticaj na kinetiku i
hemijske reakcije u plazmi nije veliki. Medutim, u odredenim situacijama nije moguce
oslobadanje viska energije zraCenjem fotona, tako da se Zivotni vek pobudenog stanja
znaCajno produzava. Ova stanja nazivaju se metastabilna pobudena stanja, a svoju

energiju smanjuju preko razlicitih sudarnih procesa Cime direktno uticu na vecinu
procesa u plazmi.

1.2. PRAKTICNA PRIMENA PLAZMA TEHNOL OGIJE

Jedinstvene karakteristike plazma hemije i naucno razumevanje plazma fenomena
predstavljale su dobar osnov za razvoj plazma tehnologije, koja je naSla primenu u
razlicitim oblastima, prvenstveno industrije. Proizvodnja poluprovodnickih uredaja,
integrisanih kola, optickih uredgja i solarnih Celija, obrada i modifikacija povrsine
razlicitih materijala i tekstilnih proizvoda, samo su neki od primera primene plazma

tehnologije (Bogaertsi sar. 2002).

Novo aktuelno polje izuCavanja, pred kojim su postavljeni veliki zahtevi i oCekivanja, je
primena savremene plazma tehnologije u oblastima biotehnologije i biomedicine.
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1.2.1. Plazma tehnologija u biomedicini

Prva istrazivanja primene plazma tehnologije u oblasti biomedicine bila su usmerena na
termi Cke efekte ravnoteznih plazmi. Danas su ve¢ komercijalno dostupni razliciti sistemi
zasnovani na ovom principu, koji se primarno koriste za koagulaciju i uklanjanje tkiva.
U pitanju su argon plazma koagulator (Ginsberg i sar. 2002; Watson i sar. 2000), Helica
sistem (Helium Thermal Ablation System) (Hill i sar. 2006) i pulsirgju¢aazotna plazma
(Bogle, 2006). Ipak, za biomedicinsku primenu plazma tehnologije posebno su

interesantne neravnotezne odnosno niskotemperaturne plazme zbog svojih osobina.

1.2.2. Primena niskotemper atur nih plazmi u biomedicini

Kod niskotemperaturnih plazmi temperatura jona i molekula gasa bliska je sobnoj, dok
elektroni poseduju visoke energije. Zbog toga su ove plazme izrazito reaktivne, a ne
izazivaju termiCka osteCenja. One deluju samo povrsinski i dubina dejstva moze se
precizno kontrolisati. Kljucni faktor za selektivnost delovanja ovih plazmi je izbor
hemijske kinetike. U zavisnosti od Zeljenog efekta, promenom sastava plazme moze se
menjati odnosno optimizovati hemijska kinetika i uticati na aktivne Cestice, srednju
energiju elektrona i fluks naelektrisanih  Cesticaa Ovakve karakteristike
niskotemperaturnih plazmi otvorile su Sirok spektar potencijalnih primena, prvenstveno
kada je reC o tretmanu termalno neotpornih materijala i razliCitih bioloskih sistema
(Laroussi, 2009; Moreau i sar. 2008).

Rezultati dosadasnjih istrazivanja pokazali su da se delovanjem niskotemperaturne
plazme mogu selektivno poboljsati osobine razlicitih povrsina i biokompatibilnost, Sto je
naslo primenu u modifikaciji povrSina biomaterijala (Cheruthezhekatt i sar. 2010).
Biomaterijali podrazumevaju materijale koji se danas uobiCajeno upotrebljavaju za
izradu protetskih sredstava koja se koriste u dentalnoj, ortopedskoj, kardiovaskularnoj,
oftalmoloskoj i rekonstruktivnoj hirurgiji. Obuhvataju Siroku klasu materijala kao $to su
metali, polimeri, keramika, staklo ili kompoziti (Chu i sar. 2002). Razvijeni su brojni
plazma procesi da bi se postigle odgovarajuce promene povrsina biomaterijala, kao $to
su: funkcionalizacija povrsina, formiranje tankih filmova plazma polimerizacijom,

inkluzija jona metala u povrsine implementacijom jona plazmom i drugi. Ovim plazma
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procesima poboljSava se biokompatibilnost, postize aktivacija ili funkcionalizacija
povrsina i dobijgju jedinstvene osobine povrSina koje nije moguce posti¢i drugim
metodama, pri ¢emu se ne utiCe na osnovna svojstva materijala (Cheruthazhekatt i sar.

2010). Osim toga, plazmom se mogu modifikovati materijali koji imaju veliku hemijsku

inertnost, termi Cku stabilnost i mali povrsinski napon.

Druga vazna oblast primene zasnovana je na snaznom antimikrobnom dejstvu plazme.
ViSe studija dokazalo je da niskotemperaturne plazme vrse inaktivaciju Sirokog spektra
mikroorganizama ukljucujuci spore bakterija, mikobakterije, razliCite Gram-negativne i
Gram-pozitivne bakterije, gljivice i viruse (Griffiths, 1993; Montie i sar. 2000; Gaunt i

sar. 2006). Prema dosadasnjim saznanjima, antimikrobno dejstvo niskotemperaturnih
plazmi proizilazi iz sinergistickog delovanja razlicitih biohemijski aktivnih sastojaka
plazme na celijske komponente i metaboliCke procese u mikroorganizmima. Kao

najznaCajniji u ovom procesu izdvajgju se reaktivne kiseonicne vrste (ROS, reactive
oxigen species), reaktivne azotne vrste (RNS, reactive nitric species), naelektrisane
Cestice, elektricno polje i ultraljubicasto (UV, ultraviolet) zracenje (Laroussi, 2005).

Poslednje decenije intenzivno se proucava mogucnost primene niskotemperaturnih

plazmi u oblasti derilizacije (Moisan | sar. 2002). Potreba za pronalazenjem
aternativnih tehnologija za sterilizaciju nastala je zbog ograni Cenja standardnih metoda
u sterilizaciji termalno neotpornih materijala, od kojih su napravljeni brojni medicinski

instrumenti, uredaji i protetska sredstva koja su u Sirokoj upotrebi. Sterilizacija ovakvih
materijala postize se uglavnom koris¢enjem hemijskih jedinjenja, kao $to su etilen oksid
(EtO), teCni formaldehid, glutaraldehid, kao i gama zraCenjem. Za sterilizaciju plasticnih
materijala, optiCkih instrumenata, vestackih srCanih valvulai katetera danas se najce$ce
koristi EtO. Medutim, ovo jedinjenje je izrazito toksi¢no zbog Cega je neophodno duze
radno vreme da bi se uklonili rezidualni agensi sa povrSine materijala, o Cijoj
kancerogenosti postoje brojna pitanja (Steelman, 1992). Potencijanu, ai nei optimalnu

aternativu EtO sterilizaciji, predstavlja primena elektromagnetnog zraCenja vrlo visoke
energije kojim se ozraCena sredstva ili materijali izlazu jonizaciji. lako je sterilizacija
gama zracenjem vrlo efikasna i brza, ona je neekonomica i neophodna je i izolacija

radnog prostora. Pored toga, izlaganjem materijala ovom zraCenju mogu nastati promene
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povrSine materijala, posebno polimernih materijala kod kojih ozraCivanjem dolazi do

umrezavanja ili kidanja lanaca makromolekula (Henn i sar. 1996).

Sterilizacija niskotemperaturnom plazmom predstavlja veoma atraktivnu alternativu
standardnim metodama sterilizacije. Pored toga Sto predstavlja siguran i brz metod,
njome se veoma lako mogu sterilisati i objekti slozenih struktura. Stvaranjem plazme na
temperaturi bliskoj sobnoj i koris¢enjem netoksiCnih gasova izbegavaju se termickai
hemijska osteCenja izloZzenih materijala (Shintani i sar. 2010). Dokaz superiornog
antimikrobnog dejstva plazme je njen efekat na prione, proteinske infektivne Cestice,
koje izazivgju razliCite oblike spongiformnih encefalopatija. Prioni se smatraju

najotpornijim infektivnim agensima na standardne fizickei hemijske metode sterilizacije
(Dinakaran i sar. 2002; Smith i sar. 2002). Pokazano je da plazma tretman efikasno vrsi

inaktivaciju priona na povrSinama metalnih hirurskih instrumenata (Baxter i sar. 2005).

Pored nedvosmisleno dokazane efikasnosti primene niskotemperaturnih plazmi uin vitro
i ex vivo uslovima, danas se posebna paznja posvecuje istraZivanjima vezanim za
mogucnost primene ovih plazmi in vivo. Za primenu niskotemperaturne plazme in vivo
neophodno je da se plazma stvara na atmosferskom pritisku sa temperaturom gasa koja
je priblizna sobnoj. Pored toga, postizanje efikasnog i bezbednog tretmana plazmom
zahteva preciznu optimizaciju uslova pod kojima se plazma primenjuje. Stoga su
istrazivaCke aktivnosti u poslednjoj dekadi bile usmerene na razvijanje razlicitih izvora
niskotemperaturnih atmosferskin plazmi (NAP) koje odgovargju in vivo primeni u

biomedicini.

Razlikuju se tri osnovnatipa NAP pogodnih zain vivo primenu u biomedicini: direktne,

indirektne i hibridne (Friedman i sar. 2008). U slucaju direktnih plazmi, tretirani uzorak,
na primer koza ili neko drugo tkivo, predstavlja jednu od elektroda kroz koju protice
struja. Za ovg tip plazme najCesce se koriste izvori u kojima se plazma dobija
praznjenjem pomocu dielektricne barijere (DBD) (Fridman i sar. 2008). Indirektne

plazme nastaju izmedu dve elektrode, a zatim produkti plazme bivaju izduvani na
povrsinu tretiranog uzorka protokom radnog gasa (Shimizu i sar. 2008; Cao i sar. 2009).

Prema tome, kod indirektnih plazmi struja ne prolazi kroz tretirani uzorak. Hibridne
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plazme predstavljaju kombinaciju prethodne dve i dobijaju se barijernim praznjenjem u

koroni (Morfill i sar. 2009). (Slika 3).

Treatment Target
- the Fleating Electrods

F=-DBD Insulated Eleciroce

Slika 3. I1zvori niskotemperaturne atmosferske plazme za in vivo primenu u biomedicini:
a) Choi J, Mohamed AAH, Kang SK, Woo KC, Kim KT, Lee JK. 900-MHz nonthermal
atmospheric pressure plasma jet for biomedical applications. Plasma Process Polym

2010; 7: 258-263 b) Fridman G, Peddonghaus M, Balasubramian M, Gutsol A, Brooks
A, Friedman G. Blood coagulation and living tissue sterilization by floating-electrode
dielectric barrier discharge in air. Plasma Chem Plasma Process 2006; 26: 425-442 c)
Kim GC, Kim GJ, Park SR, Jeon SM, Seo HJ, Iza F, Lee JK. Air plasma coupled with
antibody-conjugated nanoparticles: a new weapon against cancer. J Phys D: Appl Phys
2009; 42: 032005 d) Heinlin J, Morfill G, Landthaler M, Stolz W, Isbary G,
Zimmermann JL, Shimizu T, Karrer S. Plasma medicine: possible applications in
dermatology. J Dtsch Dermatol Ges. 2010; 8: 968-76 ) Stoffels E, Kieft |IE, Sladek REJ,
van den Bedem LJM, van der Laan EP, Steinbuch M. Plasma needle for in vivo medical
treatment: recent developments and perpectives. Plasma Sources Sci Technol 2006; 15:
S169-180 f) Antao D, Staack D, Fridman A, Farouk B. Atmospheric pressure dc corona
discharges. operating regimes and potential applications. Plasma Sources Sci Technol

2009; 18: 035016.

Zapremina i povrsina proizvedene plazme zavise od konstrukcije elektrode u izvoru.

PovrSina plazme moze varirati od mikrometarskih dimenzija, $to je pogodno za

lokalizovanu primenu, pa do viSe desetina cm?, §to je odgovargjuce za tretman vecih
povrsina.

Stoffels i saradnici su 2002. godine razvili izvor NAP koji su nazvali plazma igla

(Stoffelsi sar. 2002). Ovgj izvor bio je osnov za konstrukciju modifikovane plazmaigle
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u Laboratoriji za gasnu elektroniku Instituta za fiziku u Beogradu. U ovom izvoru,
praznjenje se pobuduje kapacitivno povezanim radiofrekventnim (RF) poljem, pri cemu
se koristi smeSa inertnog gasa helijuma sa vazduhom. Pre nego Sto se pristupi
ispitivanjima moguce primene NAP in vivo, neophodno je izvrsiti detaljno definisanje
razliCitih radnih parametara. Radne parametre pod kojim se primenjuju NAP nije
moguce standardizovati, ve¢ se odreduju za svaki pojedinacni izvor. U skladu sa takvim
zahtevom, na Institutu za fiziku u Beogradu izvrSena je karakterizacija modifikovane
plazma igle. Derivativnim probama, 1CDD (Intensified Charge-Coupled Device)
kamerom i masenim spektrometrijskim merenjima dobijeni su vazni podaci vezani za
snagu koja se predaje plazmi, vrstu aktivnih Cestica prisutnih u plazmi (Slika 4), kao i
njihovu zavisnost od snage plazme, protoka gasa, udaljenosti od tretiranog uzorka i
duZine izlaganja (Malovi¢ i sar. 2010; Lazovi€ i sar. 2008; PuaC i sar. 2006).

Protok =6 W
Protok He 1 9m
d=1,5mm

1

odbroj [x 10°a,j ]
o
'—\

0,01

1E-3

1E-4 |

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
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Slika 4. Spektar jonaiz plazme

(Malovi¢ G, PuaC N, Lazovi¢ Si sar. Mass analysis of an atmosheric pressure plasma
needle discharges. Plasma Sources Sci Technol 2010; 19: 034014).
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1.2.3. Primena niskotemper atur ne atmosfer ske plazme za in vivo dezinfekciju i
antimikrobnu terapiju

ZnaCgjan porast rezistencije mikroorganizama, pre svega bakterija, na postojece
antimikrobne agense zahteva pronalazenje drugaijih pristupa reSenju ovog problema

(Livermore, 2009). Ve¢ navedene osobine NAP, i.e. koris¢enje netoksicnih gasova,
stvaranje plazme na sobnoj temperaturi kao i dokazi o izrazitom antimikrobnom

delovanju (Rossi i sar. 2009; Leei sar. 2006; Hong i sar. 2009; Yu i sar. 2006; Becker i
sar. 2005) predstavljgu dobru osnovu za primenu NAP u in vivo dezinfekciji i
antimikrobnoj terapiji. Medutim, uprkos intenzivnom istraZzivanju u ovoj oblasti,
mehanizam kojim NAP deluju na mikroorganizme jo$ uvek nije u potpunosti razjasnjen.
Pretpostavlja se da najvazniju ulogu u procesu inaktivacije mikroorganizama u NAP
imaju prvenstveno reaktivne i naglektrisane Cestice. Priroda reaktivnih Cesticai njihova
koncentracija zavis od vrste gasne smeSe koja se koristi kao i udova primene. Kod
veCineNAP jeintenzitet UV zraCenjamali zbog Cegaje i njegova uloga u ovom procesu
zanemarljiva. Kao moguci procesi koji dovode do inaktivacije bakterija pominju se
poveCanje permeabilnosti Celijskog zida elektromehanickim i hemijskim putem,
prodiranje ROS i RNS i pokretanje hemijskih reakcija unutar ¢elija. Nesumnjivo je da
zbog raznovrsnosti baktericidnih agenasa u plazmi i mehanizama kojim oni deluju
postoji mala verovatno¢a da ¢e se razviti rezistencija bakterija. Zimmerman sa
saradnicima (2012) je opseznim istrazivanjem pokazao da nema razvoja rezistencije kod
bakterija meticilin rezistentni Saphylococcus aureus (MRSA), Escherichia coli i

Enterococcus mundtii na plazma tretman.

Rastu¢a prevalencija infekcija izazvanih multirezistentnim bakterijama predstavlja

globalni medicinski problem od veoma velikog znaCaja. SuoCavamo se sa ozbiljnom
pretnjom masovne pojave bakterijskih infekcija za koje nemamo adekvatno terapijsko

reSenje. Infekcije izazvane rezistentnim, multirezistentnim, pa i pan-rezistentnim
bakterijama javljgju se pre svega u bolnickom okruzenju, ai njihova uCestalost raste i u
opStoj populaciji (Gould, 2008). Pojava i Sirenje rezistencije na antibiotike i
hemioterapeutike uoCava se kod vecine medicinski znacajnih bakterija. Ipak, problem
rezistencije posebno je znacajan kod Gram-pozitivnih bakterija rodova Staphyl ococcus i

Enterococcus, kao i kod Gram-negativnih bakterija familije Enterobacteriaceae
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(Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Proteus spp., i druge) i grupe
nefermentujucih bacila (Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. i druge) (Boucher i sar.
2009). Upravo iz tog razloga bakterije Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa i E. coli predstavljaju dobar model za ispitivanje aternativnih

pristupa u antimikrobnoj terapiji.

S aureus je Gram-pozitivna, fakultativno anaerobna, asporogena bakterija koja je deo
normalne mikrobne flore sluznice nosa kod 25-30% zdravih odraslih osoba
(Weidenmaier i sar. 2012). Smatra se uslovno patogenom bakterijom, ali od veoma
velikog medicinskog znaCaja. Tipicno izaziva lokane infekcije koZe i mekih tkiva,
postoperativne infekcije hirurskih ranai infekcije opekotina. Pored toga, izazivai brojne
duboke invazivne i sistemske infekcije. S. aureus veoma brzo razvija razlicite
mehanizme rezistencije na antibiotike. Tako su, na primer, u vreme uvodenja penicilina
u terapiju svi sojevi S aureus bili osetljivi na ovg antibiotik, a danas je 95% sojeva
rezistentno usled produkcije beta laktamaza. U cilju prevazilazenja problema ovog
oblika rezistencije na peniciline, razvijeni su penicilini otporni na destvo beta
laktamaza, kao $to je meticilin. Medutim, ubrzo nakon uvodenja ovih antibiotika u
terapiju, pojavljuju se S aureus sojevi sa novim mehanizmom rezistencije zasnovanim
na promenjenom penicilin vezujuCem proteinu odnosno na spreCavanju vezivanja
meticilina za ciljno mesto delovanja. Ovi sojevi, oznaCeni kao meticilin rezistentni S.
aureus (MRSA), rezistentni su na sve beta laktamske antibiotike i danas predstavljgju
veoma veliki problem. MRSA je jedan od vodecih nozokomijalnih patogena, ai se sve

cescejavljai kao uzrocnik infekcija u opstoj populaciji (Boucher i sar. 2008).

Enterokoke su Gram-pozitivne, fakultativno anaerobne asporogene bakterije. Ngjcesce
seizoluje vrsta E. faecalis koja Cini 80-90% klinicki znaCajnihizolata enterokoka. Druga
po uCestalosti izolovanja je E. faecium, sa 10-15% kliniCki znaCajnihizolata enterokoka.
Predstavnici roda Enterococcus Cine deo normalne mikrobne flore intestinalnog trakta.
Tokom poslednjih decenija konstatuje se porast medicinskog znaCagja enterokoka, a
posebno kao izazivaca nozokomijalnih infekcija (Chou i sar. 2008). Enterokoke
izazivgju urinarne infekcije, postoperativne infekcije hirurskih rana, apscese mekih
tkiva, endokarditis i druge infekcije (Munita i sar. 2012). Bakterije ovog roda poseduju

urodenu rezistenciju na veliki broj antibiotika, a pored toga su veoma efikasne u razvoju

12



1. UvOD

mehanizama steCene rezistencije. Od posebnog znacgja je pojava sojeva vankomicin

rezistentnih enterokoka (VRE). Rezistenciju na vankomicin ispoljava Cak 76% izolata E.
faeciumi 6,5% izolata Enterococcus faecalis (Calfee, 2012).

P. aeruginosa je Gram-negativan, aeroban, asporogen bacil koji pripada grupi Gram-
negativnih nefermentujucih bacila. U pitanju je bakterija Siroko rasprostranjena u
prirodi, izrazito prilagodljiva i otporna na dejstvo razlicitih faktora u okruzenju.
Predisponirajuci faktori za nastanak infekcija izazvanih bakterijom P. aeruginosa su
imunodeficijencija, naru$en integritet mehanickih barijera (koza, sluznica) i dugotrajno
leCenje antibioticima i imunosupresivnim lekovima (Breidenstein i sar. 2011). Imajuci u
vidu navedene faktore rizika, jasno je da je P. aeruginosa danas pre svega znacajan kao
uzrocCnik bolnickihinfekcija (Kerr i sar. 2009). Ova bakterija, a posebno bolnicki izolati,
pokazuje izrazitu rezistenciju na antibiotike, dezinficijense i antiseptike (Fothergill i sar.
2012; Moore i sar. 2011). Tokom poslednjih godina se Sirom sveta uoCava porast
izolovanja multirezistentnih sojeva P. aeruginosa koji pokazuju rezistenciju na
karbapeneme, anti-pseudomonas peniciline, cefalosporine novijih generacija |

aminoglikozide (Livermore D, 2012; Livermore, 2009).

E. coli je vrsta koja pripada porodici Enterobacteriaceae i Siroko je rasprostranjena u
prirodi. U pitanju je Gram-negativan, fakultativno anaeroban, asporogen bacil koji je
uvek prisutan u fizioloskoj mikroflori crevnog trakta ljudi. E. coli je medu vodeCim
uzrocnicimainfekcija, kako u opstoj populaciji, tako i kod hospitalizovanih pacijenata.
lzaziva infekcije urinarnog trakta, kao Sto su cistitis i pijelonefritis, sepsu,
gastrointestinalne infekcije, neonatalni meningitis, infekcije postoperativnih rana i
brojne druge infekcije. S obzirom na veliki medicinski znaCgj E. coli, kao i ostalih
entericnih bakterija, njihova rastucarezistencija na antibiotike i hemioterapeutike danas
predstavlja veoma vazan i aktuelan problem. UoCava se porast uCestalosti izolovanja

rezistentnih sojeva E. coli, posebno sojeva koji produkuju B laktamaze prosSirenog
spektra odnosno sojeva koji su rezistentni na sve beta laktamske antibiotike izuzev

karbapenema (Pitout i sar. 2008). Situacija sa rezistencijom E. coli i drugih entericnih
bakterija dodatno je pogorsana pojavom sojevarezistentnih i na karbapeneme, koji danas
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predstavljaju poslednju liniju odbrane protiv ozbiljnih bolniCkih infekcija (Nordmann i
sar. 2012).

1.2.4. Niskotemper atur ne atmosfer ske plazmei bakterijski biofilm

NAP bi mogle da predstavljgju moguce resenje i za terapiju infekcija izazvanih
bakterijama koje rastu u vidu biofilma. Smatra se da u priblizno 65% (Cos i sar. 2010),
pa cak i u 80% (Dongari-Bagtzoglou, 2008) slucajevahumanih infekcija bakterije rastu u
vidu biofilma. Produkcija biofilma povezuje se s brojnim hronicniminfekcijama, kao $to
su infekcije rana, osteomijelitis, endokarditis, infekcije plu¢akod pacijenata sa cisticnom
fibrozom i dr. (Hoiby i sar. 2011). Bakterijski biofilm se povezuje i sa hroni¢nim
inflamatornim bolestima, kao $to je Kronova bolest (Claret i sar. 2007). Ucestalost
infekcija pracenih stvaranjem biofilma je posebno velika u bolnickim uslovima, i to su

tipiCnoinfekcije posredovane stranim telima (Francolini i sar. 2010).

1.2.4.1. Mikrobni biofilm

U svim prirodnim ekosistemima bakterije pokazuju tendenciju vezivanja za Zive i nezZive
povrSine i formiranje struktura koje nazivamo biofilmom. Biofilm je zajednica
bakterijskin Cdlija koje su ireverzibilno adherisane za povrsinu i uronjene u
ekstracelularnu polimernu supstancu (EPS) pod nazivom matriks ili glikokaliks koju

same produkuju (Cosi sar. 2010).

Formiranje biofilma predstavlja slozen proces koji se odvija u viSe faza. Neki autori
kondicioniranje povrsine smatrgju prvim korakom u formiranju biofilma, iako on
predstavlja interakciju povrSine i njene okoline, odnosno talozenje organskih i
neorganskih polimera iz teCnosti koje ¢e omoguciti naknadnu adherenciju bakterija
(Donlan, 2002). U zivom organizmu ulogu kondicioniranja povrSine mogu imati suze,

pljuvacka, intravaskularna teCnost, respiratorni sekreti i urin.

Prva, inicijalna faza adherencije podrazumeva uspostavljanje reverzibilnih, relativno
slabih veza izmedu bakterijske Cdlije i supstrata koje su posredovane van der Waals-
ovim i elektrostatiCkim silama, kao i hidrofobnim vezama. Odmah nakon vezivanja

bakterije poCinju da produkuju EPS. Sastav EPS je kompleksan i zavisi od vrste bakterija
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kao i usova sredine, ali se polisaharidi, nukleinske kiseline i proteini smatraju osnovnim

komponentama (L asa, 2006; Sitherland, 2001).

Razvoj biofilma rezultat je adherencije novih planktonskih Celija u kombinaciji sa
kontinuiranim rastom veC vezanih Celija. Potencijal rasta zavisi od raspoloZivih
hranljivih sastojaka u neposrednoj okolini, njihove perfuzije do bakterijskih Celija i

mogucnosti uklanjanja otpadnih metabolickih produkata. Ukoliko su okolnosti povoljne,
biofilm se razvijau organizovanu i viseslojnu strukturu, odnosno dolazi do maturacijeili

sazrevanja biofilma (Slika 5).

e
—

Eksiracelularni matriks ,-’_’;:_:-_ .

Kondiciomi sinj

Slika 5. Formiranje biofilma: a) planktonske bakterijske Celije; b) inicijalna, reverzibilna
faza adherencije; c) ireverzibilno vezivanje za povrsinu; d) stvaranje mikrokolonija i
produkcija EPS; €) maturacija biofilma; f) diseminacija bakterijai g) agregata biofilma.
(Modifikovano prema: Romling U, Balsalobre C. Biofilm infections, their resilience to
therapy and innovative treatment strategies. J Intern Med 2012; 272: 541-561)
Arhitektura biofilma vremenom se menja, a mikrokolonije bakterija koje su uklopljene u
EPS, obicno formirgju strukture peCurkastog ili stubiCastog izgleda. Mikrokolonije
bakterija medusobno su odvojene mrezom kanala kojom putuju hranljive materije, voda,
enzimi, metaboliti i kiseonik. Biofilm mozZe Ciniti samo jedna bakterijska vrsta, ai ceSce
se sastoji od viSe razliCitih vrsta (Davey i sar. 2000; Hall-Stoodley i sar. 2004).
Vremenom dolazi do odvajanja bakterija sa povrsine biofilma ili agregata biofilma,

njihove diseminacije do novih, nekolonizovanih povrsina i formiranjanovog biofilma.
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1.2.4.2. Rezistencija biofilma na antibiotike i druge antimikrobne agense

Brojne studije pokazale su da je rezistencija bakterijskih ¢elijau biofilmu na antibiotike

10-1000 puta veca od rezistencije bakterija koje rastu planktonski $to je u direktnoj
zavisnosti od kompleksnosti i zrelosti biofilma (Levy, 1998). Uprkos brojnim

istrazivanjima veoma mao se zna 0 mehanizmima rezistencije biofilma na antibiotike i
druge antimikrobne agense, ai se pretpostavlja da ona nastaje kao rezultat vise razlicitih
Cinilaca. EPS kao trodimenzionalno polje okruzuje bakterijske Cdlije, spreCavaisusivanje
i obezbeduje zastitu od spoljasnjih stresornih agenasa kao i Cinilaca urodene i steCene
imunosti. Osim toga, matriks redukuje prodor antibiotika i dezinficijenasa do bakterija,
fiziCki usporavaju¢i njihovu difuziju ili stupgju¢i u hemijsku reakciju sa njima
PraktiCno, efektivnim koncentracijama antibiotika izloZzene su samo bakterije u
povrsinskim slojevima biofilma. Na poveCanu rezistenciju utiCu i promena pH vrednosti
i koncentracije CO, i O, u dubljim slojevima biofilma (de Beer i sar. 1994; Zhang i sar.
1996). Ovakve promene slabe metaboliCku aktivnost bakterija i usporavaju njihov rast,
Sto svakako predstavlja jedan od razloga povecane otpornosti bakterija u biofilmu.

Vecinaantimikrobnih sredstava efektivnija je u ubijanju bakterija u fazamarasta (Bridier
I sar. 2011; Stewart i sar. 2001).

S obzirom na ovakve osobine, infekcije pracene stvaranjem biofilma opstaju uprkos
antibiotskoj terapiji i mehanizmima urodene i steCene imunosti, a zajednicka
karakteristika im je perzistentna inflamacija i oStecenjetkiva (Hoiby i sar. 2011; Chen i
sar. 2011). Stoga je ispitivanje novih mogucnosti za prevenciju stvaranja, kao i

eradikaciju vec stvorenog biofilma danas veoma aktuel no.

Razlicite studije su antimikrobno dejstvo NAP dokazivale pretezno na suspenzijama
bakterija, a samo mali broj je bio posvecen ispitivanjem uticgja na bakterije u biofilmu
(Salamitou i sar. 2009). lako su ova istraZivanja u samom zaCetku, preliminarni rezultati
ukazuju da NAP imagju veliki potencijal za buducu klinicku primenu. Medutim,
neophodna su opsezna istrazivanja radi jasnog definisanja i razumevanja mehanizama
koji leze u osnovi baktericidnog efekta NAP kao i optimizacije uslova pod kojima se

postizu najbolji efekti NAP nabiofilm bakterija.
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1.2.4.3. Dentalni plak

Jedna od najviSe ispitivanih zgjednica bakterija je dentalni plak. Dentalni plak odnosno
biofilm predstavlja sloZzenu zajednicu mikroorganizama oralne mikroflore u matriksu
bakterijskog i salivarnog porekla (Slika 6). MoZze se akumulirati supragingivalno,
odnosno na klinicku krunicu zuba, ali i ispod gingivalnog ruba tj. subgingivainom

prostoru sulkusa ili dZepa. Sastoji se od: steCene zubne pelikule, bakterijai matriksa.

Slika 6. Dentalni plak
http: //www.textbookof bacteriol ogy.net/dental_plagque

SteCena zubna pelikula vodi poreklo od salivarnih glikoproteina, ai se njen sastav
razlikuje u zavisnosti od povrsine na kojoj se stvara. Bakterije rodova Streptococcus,
Actinomyces, Haemophilus, Capnocytophaga, Veillonella i Neisseria su ngcesci
primarni kolonizujuci organizmi povrSine zuba. Bakterije koje se pojavljuju nesto
kasnije tokom formiranja plaka pripadaju rodovima Actinobacillus, Prevotella,

Eubacterium, Porphyromonasi Treponema (Robertsi sar. 2010).

Najveti procenat mase matriksa dentalnog plaka saCinjava bakterijski ekstracelularni
homopolimer dekstran (glukan). SaCinjen je od centranog lanca u kome su molekuli
glukoze medusobno povezani «-1,6-glikozidnom vezom i velikog broja kracih, bocCnih
lanaca, gde izmedu molekula postoji «-1,4-glikozidna veza, a za njih su vezani lanci

tercijarnog tipa sa «-1,3-glikozidnom vezom. Ovakav tip dekstrana nema energetska
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svojstva, vec bakterijama iskljucivo sluzi kao ,,lepak* koji pomaze njihovu adherenciju

za povrsinu zuba kao i medusobnu koagregaciju.

Bakterije koje su prisutne u dentalnom plaku dovode do nastanka oboljenja koja se
smatrgju ngrasprostranjenijim bolestima mikrobne etiologije danas, zubnog karijesa i
parodontalnih bolesti. Sreptococcus mutans se smatra jednom od najvaznijih kariogenih
bakterija (Balakrishnan i sar. 2000) dok se patogene bakterije Tannerella forsythensis,
Porphyromonas gingivalis i Aggregatibacter actinomycetemcomitans dovode u vezu sa

nastankom parodontalnih bolesti (Robertsi sar. 2010; Socransky i sar. 2002).

NAP su nedavno prepoznate kao potencijalno novo sredstvo za dezinfekciju u oblasti
stomatologije, posebno kaviteta nastalih karijesom (Sladek i sar. 2004), kanala korena

zuba (Jiang i sar. 2012) i parodontalnih dzepova.

Zubni karijes je oboljenje tvrdih zubnih tkiva koje napreduje centripetalno dovodeci do
razaranja zuba. U inicijalnoj fazi, u zonama akumulacije dentalnog plaka, pod uticajem
kiselina koje produkuju prisutne bakterije, dolazi do demineraizacije gledi. Sve dok ne
postoji vidljiv povrsinski kavitet u gledi, napredovanje karijesa je moguce zaustaviti
odstranjivanjem plaka ili remineralizacijom gledi nanoSenjem jona kalcijuma, fluorida i
fosfata. Medutim, ako izostanu mere kontrole karijesa, dolazi do povrSinskog pucanja
gledi i nastanka oSteCenja. Time se stvara mogucnost za napredovanje lezije i
demineralizaciju dentina. LeCenje karijesne lezije podrazumeva, najcesc¢e mehanicko
uklanjanje demineralizovanog i inficiranog zubnog tkiva maSinskim rotirgiucim
instrumentima. Njihova upotreba za posledicu ima prekomerno uklanjanje zdravog
zubnog tkiva, pri Cemu se razvijgju visoke temperature, pritisak i vibracije, $to moze
dovesti do oSteCenja pulpe zuba (Anderson i sar. 1991). Savremena minimalno
interventna stomatologija podrazumeva Sto manju traumu prilikom stomatoloske
intervencije uz maksimalno Cuvanje zubnog tkiva, zbog Cega se poslednjih godina
istrazuju nove metode u terapiji karijesa. U skladu sa tim, NAP predstavljgju veoma
atraktivnu tehnologiju koja bi mogla da pruzi mogucnost efikasne i bezbolne
dezinfekcije dentina uz posStedu zdravog zubnog tkiva (Rupf i sar. 2010; Sladek i sar.
2007).
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Ukoliko karijes nije saniran, bakterijska infekcija vremenom zahvata pulpu ili korenski
kanal pri Cemu Stetni nadraZaji mogu dospeti u periapikalni prostor u vili¢noj kosti i
prouzrokovati patoloske promene koje dovode do hroni¢nog apeksnog parodontita
Glavni cilj endodontske terapije je eliminisanje bakterijske infekcije iz kanala korena
zuba, Cime se spreCava reinfekcija i razvoj periapikalne lezije. Standardnim
intrakanalnim procedurama, kao $to su mehanicko uklanjanje i intrakanano korisé¢enje
iriganasa i antimikrobnih medikamenata, uklanja se nagjveCi deo bakterija iz kanaa

korena zuba (Buchanan, 1994). Medutim, brojne studije pokazale su da jedan deo
bakterija opstaje i nakon intrakanalnog tretmana, posebno u apikalnim delovima kanala

korena, Sto predstavlja osnovni razlog neuspeha terapije (Sundgvist i sar. 1998). Pored
kompleksnosti anatomije kanalnog sistema korena, za neuspeh terapije su odgovorni i
difuzna lokalizacijainfekcije u kanalu, ograniCenadifuzibilnost antimikrobnih sredstava

i relativnarezistencija prisutnih bakterija.

Novijein vitro i ex vivo studije pokazale su da se sa NAP postize efikasna dezinfekcija
inficiranih kanala korena zuba za kratko vreme (Jiang i sar. 2012). Od posebne je

vaznosti da hemijski aktivne i naelektrisane Cestice plazme dospevaju u sve delove
kanalnog sistema korena i dentinske tubule u kojima vrSe inaktivaciju zaostalih

mikroorganizama, Cime se spreCavareinfekcija kanala korena (Wang i sar. 2011). Pored
toga, ovakvim pristupom bi se tretman inficiranih kanala korena mogao izvrsiti tokom
jedne posete pacijenta, Sto je svakako prednost nad tradicionalnim interkanalnim

procedurama koje podrazumevaju tretman u viSe seansi.

Patogena mikroflora u dentalnom plaku predstavlja glavni etioloski faktor u nastanku
parodontalnih bolesti tokom kojih dolazi do inflamacije gingive i/ili parodoncijuma.
Gingivitis, zapaljenje desni, je najblazi oblik i prisutan je kod 50-90% odrasle populacije
na svetu. Radi se o reverzibilnom procesu koji se lako leCi primenom profesiona nog
tretmana, uklanjanjem nemineralizovanog i mineralizovanog dentalnog plaka, kao i
adekvatnom oralnom higijenom. Medutim, ukoliko se gingivitis ne leCi zapaljenje
vremenom zahvatai dubljatkiva usled ¢egadolazi do formiranja parodontalnih dZzepova
i nastanka parodontopatije. Vremenom ova proces dovodi do destrukcije potpornog

aparata zuba, a krgjnji rezultat je potpuna funkcionalna dezintegracija i ispadanje zuba.
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Poslednjih godina je vise razlicitih studija ukazalo na postojanje povezanosti izmedu
dentalnog plaka, posebno subgingivalnog plaka kod pacijenata sa parodontopatijom i
razliCitih sistemskih oboljenja kao $to su endokarditis (Lockhart i sar. 2009), hipertenzija
(Desvarieux i sar. 2010) i diabetes mellitus (Simpson i sar. 2010). Primarni i najvazniji
zadatak u leCenju parodontopatije je uklanjanje dentalnog plaka, Cime se smanjujei rizik
od razvoja sistemskih oboljenja. Danas se u klinickoj praksi, u okviru neinvanzivnih

metoda, najCesce koristi mehanicko uklanjanje dentalnog plaka i dopunska sredstva kao
Sto su antiseptici i antibiotici (Haffgeei sar. 2003; Hung i sar. 2002; Preshaw i sar. 2004,

Hanes i sar. 2003). Medutim, iznalaZzenje novih terapijskih postupaka za efikasniju
kontrolu i uklanjanje plaka predstavlja veoma aktuelnu oblast istrazivanja u savremenoj

parodontologiji. Do sada je ispitivana mogucnost koris¢enja NAP u terapiji
periimplantitisa (Koban i sar. 2011), ali moguca primena NAP u parodontalnoj terapiji

nije ispitivana.

1.3. INTERAKCIJA NISKOTEMPERATURNE ATMOSFERSKE PLAZME SA
ZIVIM EUKARIOTSKIM CELIJAMA | TKIVIMA

Pored ispitivanja razliCitih aspekata antimikrobnog delovanja NAP, za buduc¢u klinicku
primenu neophodno je precizno definisanje uslova pod kojima plazma ispoljava
baktericidni efekat, ali uz istovremeno oCuvanje zdravog tkiva, kao i razumevanje
mehanizama koji leze u osnovi interakcije NAP sa Zivim Celijamai tkivima. In vitro
eksperimenti na razliCitim Celijskim modelima pokazali su da, u zavisnosti od
primenjenih radnih parametara, NAP uzrokuju specificne bioloske efekte. Primenom
plazmi vece jaCine i duzim vremenom izlaganja uzrokovana je apoptoza i nekroza
ispitivanih Celijskih kultura, dok se smanjenjem jaCine i duzine izlaganja postizao
reverzibilan gubitak adhezije, poveCanje permeabilnosti i inhibicija ¢elijske migracije
(Kaghatgi i sar. 2011; Kieft i sar. 2006; Kieft i sar. 2005; Stoffelsi sar. 2006). Novija
ispitivanja pokazuju da plazma tretman ne uzrokuje oSteCenje koZe i tkiva kornee pod

uslovima pod kojima se postize inaktivacija mikroorganizama, $to bi u buduc¢nosti moglo
da predstavlja dobru osnovu za terapijsku primenu plazma tehnologije u oblastima

oftalmologije i dermatologije (Heinlin i sar. 2010; Brun i sar. 2012). Preliminarni

20



1. UvOD

rezultati razlicitih istraZivanja dokazali su da NAP, pod odredenim uslovima, podsticu

proliferaciju fibroblastai endotelnih ¢dija (Fridman i sar. 2008). Kako je proliferacija
ovog tipa ¢elijavazna za proces zarastanja rana, smatra se da bi selektivno antimikrobno
dejstvo uz stimulaciju proliferacije specificnih tkivnih ¢elijamogao biti novi pristup u
terapiji hroni¢nih rana. Kalghatgi sa saradnicima je utvrdio da, u zavisnosti od

primenjene doze, NAP mogu smanjivati proliferaciju i uzrokovati apoptozu Celija u
ispitivanim kulturama (Kalghatgi i sar. 2011; Kalghatgi i sar. 2008). Ovakva istraZzivanja

Su predstavljala podsticaj za ispitivanje antitumorskog destva NAP. Nedavno su
sprovedene studije u kojima je analizom efekata NAP na kulturama malignih Celijain
vitro utvrdeno da tretman selektivno indukuje apoptozu tumorskih Celijabez uticgja na
normalne Celije, dok in vivo istrazivanja na Zivotinjskim modelima pokazuju da se

lokalnom primenom moze redukovati veliCinatumora (Keidar i sar. 2011; Vandamme i
sar. 2012).

Uticsjy NAP na razlicite Celijske funkcije mezenhimalnih mati¢nih Celija, prema
dostupnim podacima u literaturi, nije do sada ispitivan. Ovakva istrazivanja bi mogla da

otvore jo$ jednu atraktivnu oblast moguée primene NAP u tkivnom inZenjeringu i

regenerativnoj medicini.

1.3.1. Maticne Celije

MatiCne ¢elije su izvorne ¢elije organizma sisara, koje po opstoj definiciji predstavljaju
nespecijalizovane Celije sa sposobno$¢u samoobnavljanja sopstvene populacije i
mogucnos$cu diferentovanja u veci broj specijalizovanih ¢elija. Maticne ¢elije mogu
imati razlicite potencijale diferentovanja, ukljuCujuci totipotentnost zigota (maticne
Celije koje nastaju po oplodenju i koje se mogu diferentovati u bilo koji Cdijski tip);
pluripotentnost embrionalnih mati¢nih ¢elija (maticne Celije potomci totipotentnih ¢elija
iz kojih se mogu razviti prakticno sva tkiva organizma); multipotentnost somatskih
matiCnih Celija (fetalne/adultne maticne Celije, tkivno-specificne maticne Celije iz kojih
nastaju specijalizovana tkiva); i unipotentnost maticnih celijakoje produkuju samo jedan
tip ¢elija, ali zadrZzavaju sposobnost samoobnove.
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MaticneCelijeigraju vaznu ulogu u embrionalnom razvoju i organogenezi, ali i u tkivima
odraslog organizma u kojima imau ulogu u odrzavanju tkivne homeostaze, kao i u

regeneraciji osteCenihili ostarelih tkiva (Salem i sar. 2010). Postojanje humanih adultnih

matiCnih Celijado danas je dokazano u razliCitimtkivima: kostana srz, jetra, mozak, srce,

.....

gastrointestinal nog trakta.

Najvise izuCavane tkivno-specifiCne maticne Celije se nalaze u kostanoj srzi, tkivu
mezodermalnog porekla, koje sadrzi heterogenu populaciju ¢elija: hematopoetske Celije,
stromalne cCelije, Celije mezenhimalnog (endotelne Celije, fibroblasti, adipociti,
osteoblasti, miociti, adventicijske Celije retikuluma) i nemezenhimanog porekla
(makrofage). U kostanoj srzi opisana su dva tipa multipotentnih maticnih ¢elija, maticne

celijehematopoeze i mezenhimalne maticne Celije.

MatiCne Celije hematopoeze su prve otkrivene maticne ¢elije u eksperimentima opisanim
pocCetkom 60-tih godina proSlog veka (Till i sar. 1961). Najveci deo saznanja o
multipotentnim maticnim ¢elijama hematopoeze dobijen je zahvajujuci razvoju veceg
brojain vitro i in vivo metoda kojima se dokazuju osnovne funkcionalne karakteristike
ovih Cdija, a njihovo uvodenje predstavlijalo je prekretnicu kako u razvoju
eksperimentalne i kliniCke hematologije, tako i u baziCnim istrazivanjima o mati¢nim

Celijama

Zahvaljujuc¢i  svojim funkcionalnim karakteristikama, sposobnosti samoobnove,
proliferacije i diferencijacije, ove Celije obezbeduju stalnu obnovu i odrZavanje

konstantnog broja zrelih Cdlija svih krvnih loza koje imaju ograniCen Zivotni vek.
Kontinuiranim procesom proliferacije, diferencijacije i sazrevanja od malobrojne

populacije primitivnih  multipotentnih  maticnih Celija hematopoeze nastaje vise
tranzitnih kategorija manje primitivnih multipotentnih Cdlija, od kojih zatim nastaju

opredeljene maticne Celije za jednu ili vise krvnih loza (Metcalf, 2007). Tokom ovog
procesa dolazi do regresije sposobnosti za samoobnovu i proliferativnog kapaciteta, dok

raste fenotipska i funkcionalna opredeljenost ka odgovarajucoj krvnoj lozi. Stoga se
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heterogena cdlijska populacija maticnih celija hematopoeze opisuje kao razvojni
kontinuum ¢elijarazlicitog stepena zrelosti i diferencijacije u okviru koga se razlikuju tri
Celijska odeljka: primitivne multipotentne maticne Celije hematopoeze, opredeljene

matiCne Celijehematopoeze i Celijeprekursori (Slika 7).
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Slika 7. Opsta Sema hematopoeze. Proliferacijom i diferencijacijom malobrojnih
multipotentnih mati¢nih Celija hematopoeze preko niza tranzitnih kategorija manje
primitivnih multipotentnih ¢elija, stvargju se funkcionano razliciti tipovi zrelih ¢elija,
ukljucujuci neutrofile, monocite/makrofage, eozinofile, eritrocite, trombocite, mastocite,
Bi T limfocite.

(Modifikovano prema: Metcalf D. Concise Review: Hematopoetic Stem Cells and
Tissue Stem Cells. Current Concepts and Unaswered questions. Stem Cells 2007; 25:
2390-2395)

Ravnoteza izmedu procesa samoobnove maticnih Celija hematopoeze i njihove
proliferacije i diferencijacije u zrelije oblike, obezbedena je sofisticiranom regulatornom
kontrolom koja se u fizioloSkim uslovima ostvaruje lokalno u strogo definisanoj
mikrosredini  hematopoeze. Mikrosredina hematopoeze predstavija kompleksan
molekulski milje koga Ccine stromane Celije i ¢elijski produkti  (molekuli
ekstracelularnog matriksa i regulatorni faktori) i u okviru koga se ostvaruju specificne

interakcije sa hematopoetskim ¢elijama(Bugarski i sar. 2007).
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1.3.2. Mezenhimalne maticne ¢elije

Na postojanje nehematopoetskih maticnih ¢elijau kostanoj srzi prvi je ukazao nemacki

patolog Conheim pre oko 130 godina. On je pretpostavio da ove Celije doprinose
normalnom procesu zarastanja rana kao izvor fibroblasta (Prockop, 1997). Tek

pocetkom 1970. godine, Friedenstein sa saradnicima (Friedenstein i sar. 1970) dokazuje
da se u kostanoj srzi, pored neadherentnih hematopoetskih Celija, nalazi i retka
populacija Cdlija (otprilike 1 u 10000 Celija sa jedrom u kostanoj srzi) koje pokazuju
adherenciju zaplastiku u kulturi i koje su klonogene u uslovima kulture. Ovu populaciju
celijaopisuje kao multipotentne stromalne prekursorske Celije koje su vretenastog oblika
i definise ih kao Celije koje formirgju kolonije slicne fibroblastima (CFU-F, colony-
forming unit fibroblasts). Takode, dokazuje da se neke od ovih kolonija mogu
diferentovati i stvarati agregate koji podseCgju na maa polja kosti ili hrskavice
(Friedenstein, 1976). Ove nalaze su kasnije potvrdile i prosirile brojne studije, u kojima
su ove Celije izolovane i iz humane koStane srzi. ProuCavanjem proliferativnih
sposobnosti CFU-F Cdlija, kao i fenotipskih karakteristika, pokazano je da su ove Celije

multipotentne i da se mogu diferentovati u razlicite mezenhimalne celije ukljuCujudi
hondrocite, adipocite, mioblaste i osteoblaste (Bianco i sar. 2008; Caplan, 2007; Kolf i

sar. 2007; Pittinger i sar. 1999). Novije studije in vitro i in vivo dokazuju da
mezenhimalne maticne Celije imau potencijal diferencijacije i u nemezenhimane
¢elijskelinije: neurone, astrocite ili Celije pankreasa (Jori i sar. 2005; Beyer Nardi i sar.
2006; Chen i sar. 2004).

Prvobitno su ove maticne Cdlije u literaturi oznaCavane kao stromalne maticne Celije
koStane srzi (BMSC, bone marrow stromal stem cells), s obzirom da pripadaju stromi

kostane srzi (Owen, 1988) ili mezenhimalne maticne ¢elije (MSC, mesenchyma stem
cells) zbog sposobnosti da se diferentuju u mezenhimalne ¢elijskelinije (Caplan, 1991),

ali se u danasnje vreme Cesto oznaCavaju i kao multipotentne mezenhimalne stromalne
¢elije (MSC, mesenchymal stroma cells) (Horwitz i sar. 2005), pri ¢emu je vazno

naglasiti dasvi ovi nazivi oznaCavajuistu kategoriju Cdlija.

Pored kostane srzi, MSC su izolovaneiz razlicitihtkiva: skeletnih misi¢a(Williamsi sar.

1999), masnog tkiva (Zuk i sar. 2002), pupCane vrpce (Kim i sar. 2012), amnionske
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teCnosti (In't Anket i sar. 2003), sinovije (De Bari i sar. 2001), periferne krvi (Kuznetsov

i sar. 2001) (Slika 8).
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Slika 8. Mezenhimalne matiCne Celije izolovane iz razlicitih tkiva Mezenhimane
matiCne Celije poseduju sposobnost samoobnove i diferentovanja u razlicite

mezenhimalne di i nemezenhimalne ¢elijskelinije.
(Modifikovano prema: http: //www.cancerlink.ru/enmesenchymal stem.html)

Regenerativni kapacitet MSC, kroz njihov nesumnjiv plasticitet, tj. sposobnost da se
diferentuju u ¢elijerazlicite od ¢elijakoje su prisutne na mestu odakle poticu, prepoznat
je kao glavni potencijal ovih ¢elija za terapijske primene. Okruzenje i molekularni
mehanizmi  koji kontrolisu diferencijaciju MSC jo$ uvek nisu razjaSnjeni, kao ni
specificni markeri pomocu kojih bi se mogla predvideti odredena diferencijacija.
DosadasSnja saznanja ukazuju da se mobilisane MSC pod dejstvom lokalnih faktora
mogu diferentovati u najmanje tri pravca: @) u tkivno specificne Celije, potrebne za
regeneraciju osteCenogtkiva, kao kod infarkta miokarda, gde MSC mogu diferentovati u
kardiomiocite, glatko-misi¢necdlijei endotelne Celije (Bartunek i sar. 2008; Psaltisi sar.
2008; Pittenger i sar. 2004); b) u funkcionalne ¢elije koje imaju ulogu u stvaranju
specijalne mikrosredine neophodne za obnovu tkiva (Petrie Aronin i sar. 2010); ¢) u
regulatorne Celije koje uCestvuju u obnovi i regeneraciji tkiva pomocu sekrecije citokina
sa trofickom i imunomodulatornom funkcijom (Ankrum i sar. 2010). Nacin na koji
dolazi do migracije MSC do oste¢enog i obolelog tkiva joS uvek nije u potpunosti

poznat. Pretpostavlja se da specifiCni receptori i ligandi sekretovani od strane oSte¢enog

25



1. UvOD

tkiva podsti ¢u mobilizaciju MSC u cirkulaciju, ubrzavaju transport, adheziju i infiltraciju
ovih Cdija ai i obezbeduju posebno mikrookruzenje za samoobnavljanje i odrZzanje
multipotentnog potencijala diferencijacije MSC (Fong i sar. 2011). Nakon naseljavanja u
obolelo tkivo MSC pocinju da luce brojne bioaktivne molekule kao $to su glikoproteini
ekstracelularnog matriksa, citokini i faktori rasta. Ovi faktori mogu delovati direktno,
pokretanjem intracelijskih mehanizama u osteCenim ¢elijamaili indirektno, indukujudi
sekreciju funkcionalno aktivnih medijatora u susednim ¢elijama (Ankrum i sar. 2010;
Doorn i sar. 2012) i na tg naCin stimuliSu tkivnu regeneraciju i smanjuju inflamaciju,

apoptozu i fibrozu osteCenihtkiva

Pored regenerativnog potencijala, brojne studije su dokazale da MSC ispoljavau i
modulatorni kapacitet prvenstveno u interakcijama sa hematopoetskim i imunskim
Celijama. Danas je poznato da MSC deluju na celije hematopoeze meducelijskim

interakcijama direktno, kao i putem produkcije ili prezentovanja regulatornih molekula
(Bugarski i sar. 2007). Istrazivanja imunomodulatornih svojstava MSC ukazala su da
MSC svoje delovanje naimunske Celije (T limfocite, B limfocite, NK Celijei dendriti¢ne
¢elije) takode ostvaruju preko direktnih Celijskih kontakata i brojnih solubilnih faktora
koje produkuju (indoleamin 2,3-dioksigenaze, azot monoksid, transformisuci faktor rasta
beta (TGF-B, transforming growth factor beta), prostaglandin E, (PGE,) (Meisdl i sar.

2004; Sato i sar. 2007; Sotiropoulou i sar. 2006 ). In vitro studije su pokazale dasu MSC
sposobne da suprimirgju aktivaciju i proliferaciju T limfocita nakon izlaganja
aloantigenima i nespecifi¢nim mitogenima (Di Nicolai sar. 2002; Kramperai sar. 2003;

LeBlanci sar. 2003; Aggarwal i sar. 2005). Takode, pokazano je dahumane MSC imaju

sposobnost da modulisu funkcije B limfocita, odnosno dainhibirgju njihovu proliferaciju
i diferencijaciju u plazma ¢elije (Corcionei sar. 2006). Imunoregul atornom efektu MSC

doprinosi i interakcija ovih celija sa NK cdijama. Pokazano je da se supresija
proliferacije NK celijaostvaruje kroz direktan kontakt i ¢elijskuinterakciju sa MSC, kao
i sekreciju solubilnih faktora od strane MSC kao §to su TGF-B i PGE, (Sotiropoulou i

sar. 2006). Pored toga, MSC deuju inhibitorno na diferencijaciju i maturaciju
dendritiCnih Celijakoje imaju fundamentalnu ulogu u prezentaciji antigena (Jiang i sar.

2005). MSC redukuju proinflamatorni potencijal dendritiCnih ¢elijainhibirgjuci njihovu

sekreciju TNF-x, IFN-y i IL-12, a povecavguci nivo IL-10 Cime se podstice
antiinflamatorni fenotip ovih ¢elija(Jiang i sar. 2005; Aggarwal i sar. 2005; Beyth i sar.

2005).
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1.3.2.1. Karakterizacija mezenhimalnih maticnih ¢elija

Zbog rastuceg interesa primene MSC u terapijske svrhe, kao i u oblasti regenerativne
medicine, tkivnog i genetiCkog inZenjeringa, postalo je neophodno jasno definisanje ovih
Celijazbog Cega je Medunarodno udruzenje za Celijsku terapiju, 2006. godine, odredilo
minimalne Kkriterijume za definisanje humanih multipotentnih mezenhimalnih stromalnih
¢elija(Dominici i sar. 2006):

- adherentnost za plastiku u standardnim uslovimakultivacije

- ispoljavanje specificnih mezenhimalnih markera (CD105, CD73 i CD 90) i odsustvo
hematopoetskih linijskih markera (CD34, CD45, CD11a, CD19, HLA-DR)

- multipotentni  potencijal diferencijacije, potencijal za diferencijaciju in vitro u
na manje tri mezenhimalne linije (osteogenu, adipogenu, hondrogenu).

Osobina vezivanja za plasticnu podlogu je dobro poznata karakteristika MSC, dok
ekspresija povrsinskih antigena omogucava identifikaciju odredene Celijske populacije.
Najces¢e pominjani pozitivni markeri koje ispoljavaju MSC su: CD105 (SH2-endoglin),
CD73 (ecto-5-nucleotidase), CD44 (receptor za hijaluronsku kiselinu), CD90 (Thy-1),
CD71 (transferin receptor), Stro-1 (marker stromalnih ¢dlija), kao i adhezivni molekuli
CD106 (VCAM-1, vascular cell adhesion molecule), CD166 (ALCAM, activated
leukocyte cell adhesion molecule), ICAM-1 (intercellular adhesion molecule) i CD29
(integrin B1) (Chamberlain i sar. 2007). Opste prihvaceno misljenje je da humane MSC
ne ispoljavaju hematopoetske linijske markere CD45 (pan-leukocitni marker), CD34
(marker primitivnih hematopoetskih progenitora i endotelnih Celija), CD14 ili CD11b
(markeri monocita i makrofaga), kao ni kostimulatorne molekule CD80, CD86 ili CD40
ili adhezivne molekule CD31 (PECAM-1, platelet/endothelial cell adhesion molecule),
CD18 (LFA-1, leukocyte function-associated antigen-1).

lako su MSC bile predmet intenzivnih istrazivanja tokom poslednjih godina, brojna
pitanja vezana za pravi identitet i poreklo ovih Celija ostaju nerazjasnjena, prvenstveno
zbog nedostatka specificnin markera koji bi olaksali njihovu nedvosmislenu
identifikaciju (Tabela 1). U brojnim istrazivanjima dobijeni su vrlo heterogeni podaci,
verovatno zbog kori$¢enjarazlicitih metodaizolacijei in vitro kultivacije, od Cegazavisi

fenotip i funkcija proisteklih ¢elijskih populacija.
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Tabela 1. Povrsinski markeri kori$¢eni za karakterizaciju MSC

Pozitivni markeri Negativni markeri
CD9, CD10, CD13, CD29, CD45, CD34, CD14,
CD44, CD49a, CD49b, CD11a, CD19, CD86,
CD49c, CD49e, CD51, CD80/CD40, CD15,
CD54, CD58, CD61, CD18, CD25,
CD62L, CD71, CD73, CD31, CD49d,
CD90, CD102, CD104, CD50,CD62E,
CD105, CD106, CD119, CD62P, CD117

CD120a, CD120b, CD121,

CD123, CD124, CD126,

CD127, CD140a, CD166,

CCR1, CCR4, CCR7, CXCR5,
CCR10, VCAM-1,CD166, AL-CAM,
ICAM-1, STRO-1 (CD140b),
HER-2/erbB2 (CD340), frizzled-9
(CD349), W8B2, W3D5, W4AS5,
W5C4, W5C5,W7C6, 9A3,

58B1, F9-3C2F1, HEK-3D6

Multipotentni potencijal diferencijacije u pravcu tri mezenhimalne celijske linije,

osteoblaste, hondrocite i adipocite, je bioloSka osobina koja na najsigurniji nacin
karakteriSe MSC, zbog Cega je Medunarodno udruzenje za celijsku terapiju ovu

karakteristiku postavilo kao tre¢i standard za definisanje humanih MSC.

1.3.2.2. Mezenhimalne maticne Celije dentalnog porekla

Na osnovu nalaza dobijenih iz razlicitih oblasti medicine koji ukazuju da se MSC sa
uspehom mogu primenjivati u reparaciji i/ili regeneraciji kosti (Horwitz i sar. 2002),
hrskavice (Murphy i sar. 2003), srca (Stamm i sar. 2003) i ki¢mene mozdine (Mezey i
sar. 2003), sprovedene su podednjih godina razlicite studije sa ciljem identifikacije i
karakterizacije matiCnih Celijaporeklom iz zubnih tkiva koje bi se mogle primenjivati u
regenerativnoj stomatologiji. Prve humane maticne Celije dentalnog poreklaizolovane su
iz pulpe (DPSC, dental pulp stem cells) stalnog treceg molara 2000. godine (Gronthos i
sar. 2000). IstraZivanja su pokazala da ove Celije ispoljavaju slicne karakteristike kao
mezenhimalne maticne Celije koStane srzi, daimaju izrazene proliferativne sposobnosti,

da su klonogene i sposobne da se diferentuju u Celije slicne odontoblastima i
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osteoblastima, kao i da mogu formirati komplekse di¢ne dentinu i pulpi nakon
transplantacije u misa sa kompromitovanim imunoloskim sistemom (Morsczeck i sar.
2008). Nakon otkri¢a da adultne maticne Celije postoje u pulpi zuba sa uspehom su
izolovani razliciti tipovi maticnih ¢elijazuba kao $to su: maticne Celijeiz pulpe mleCnih
zuba (SHED, stem cells from human exfoliated deciduous teeth) (Miura i sar. 2003),
maticne Celije dobijene iz apikalne papile (SCAP, stem cells from apical papilla)
(Sonoyamai sar. 2008) i MSC iz folikula zuba (DF-PC, dental follicle progenitor cells)
(Morsezeck i sar. 2009) (Slika 9).

Slika 9. Mati¢ne ¢elije dentalnog porekla: maticne ¢elijeiz pulpe stalnog zuba (DPSC);
maticne ¢elijeiz pulpe mlecnih zuba (SHED); maticne ¢elije dobijene iz apikalne papile
(SCAP); MSC iz folikula zuba (DFSC); progenitorne matiCne Cédlije iz folikula zuba
(TGPC); matiCneCdlijeiz periodoncijuma zuba (PDLSC)

(Modifikovano prema: Ergusa H, Sonoyama W, Nishimura M, Atsuta I, Akiyama K.

Stem cellsin dentistry — Part I: Stem cell sources. J Prosthodont Res 2012; 56: 151-156).

1.3.2.3. Mezenhimalne maticne celije poreklom iz periodoncijuma

Potporni aparat zuba ili parodoncijum je izuzetno kompleksno tkivo koga Cine gingiva,
periodoncijum, cement korena zuba i alveolarna kost, a glavna uloga mu je ne samo u
pricvr€ivanju zuba za kostano tkivo usne duplje, ve i u odrzavanju integriteta povrsine
mastikatorne oralne sluznice (Slika 10). Periodoncijum ili periodontalni ligament (PDL,
periodontal ligament) predstavlja vezivno tkivo koje okruzuje zub i spaja cement korena
sa laminom durom i alveolarnom kosti. U koronarnom delu nastavlja se u laminu

propriju gingive od koje je odvojen snopovima kolagenih vlakana koja povezuju
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alveolarnu kost i koren. Tkivo periodoncijuma je dobro prokrvljeno i sadrZi heterogenu

grupu Cdlija fibroblaste, osteoblaste, cementoblaste, osteoklaste, kao i epitelne i nervne
Celije. Pored vazne uloge u potpori zuba, ovo tkivo doprinosi ishrani zubai ucestvujeu
homeostazi i reparaciji oStecenog tkiva.
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Slika 10. Parodoncijum. a) histoloski prikaz b) presek zubain situ
(http: //dentallecnotes.blogspot.com/2011/11/illustrative-note-powerpoint.html)

Koncept da se maticne ¢elije nalaze u periodoncijumu predloZio je osamdesetih godina

proslog veka Melcher (Melcher, 1985), ali najsnazniji dokaz da ove Celijezaistai postoje
dao je u svojim studijama McCulloch sa saradnicima (McCulloch, 1985; McCulloch,

1995; Lekic i sar. 1996). On je identifikovao malu populaciju progenitorskih Cdlija
smestenih uz krvne sudove periodoncijuma sa karakteristiCnim citoloskim osobinama
maticnih ¢elijakoje su reagovale na stimulatorne faktore i imale sporo vreme ¢elijskog

ciklusa. Humane matiCne Céelije iz periodoncijuma (hPDLSC, human periodontal
ligament stem cell) prvi put su izolovane 2004. godine sa morfoloskim, fenotipskim i

proliferativnim karakteristikama adultnih mezenhimalnih maticnih ¢elija (Seo i sar.
2004). Novije studije su pokazale da ove Celije poseduju sposobnost diferencijacije u
Celije koje podsecaju na adipocite, osteoblaste i cementoblaste u in vitro uslovima i da

mogu produkovati in vivo tkiva koja su slicnacementu i periodoncijumu zuba (Mrozik i
sar. 2010; Shi i sar. 2005).

Destrukcija potpornog aparata zuba usled parodontalnih bolesti je jedan od glavnih
uzroka gubitka zuba, ajedan od primarnih ciljeva parodontalne terapije je rekonstrukcija
izgubljenog tkiva i funkcije potpornog aparata zuba. Medutim, sve dosadasnje

regenerativne procedure, kao Sto su biomodifikacija povrdine korena zuba, vodena
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regeneracija tkiva, primena faktora rasta i koriS¢enje kostanih supstituenata uspevaju
samo delimi¢no da postignu takvu rekonstrukciju (Chen i sar. 2010; Aichelmann-Reidy i
sar. 2008). Izolacija i identifikacija hPDLSC je otvorila nove mogucnosti primene ovih

Celija u tkivnom i celijskom inZenjeringu i razvoj potpuno novog pristupa u
regenerativnoj parodontalnoj terapiji.

Savremena istrazivanja donela su veliki napredak u razumevanju biologije maticnih
Celija, a njihova potencijalna klinicka primena intenzivirala je ispitivanja usmerena ka
novim terapijskim postupcima, prvenstveno u regenerativnoj medicini, ¢elijskoj terapiji i
otkricu novih lekova. S druge strane, kulture adultnih matiCnih Celija predstavljgju
relevantne modele za kontrolisane in vitro studije procesa razvojai remodelovanja tkiva,
kao i za ispitivanje uticgja razliCitih faktora u normalnim i patoloskim uslovima, $to
predstavlja osnovu za korekciju postojecih, ali i za uvodenje novih modaliteta leCenja.
MatiCne Celije, kao i razliCitatkiva u koja se mogu diferentovati, predstavljaju znaCajan
model sistem za razvoj i ispitivanje delovanja i/ili predikciju toksiCnosti novih

farmakoloski aktivnih supstanci, potencijalnih lekova ili terapeutskih sredstava.
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Na osnovu dosadasnjih saznanja o mogucnostima primene niskotemperaturne
atmosferske plazme za in vivo dezinfekciju i antimikrobnu terapiju u oblasti medicine i
stomatologije, od izuzetne vaznosti za mogucu primenu modifikovane plazma igle
ispitivane u ovom istrazivanju je precizno definisanje uslova pod kojima plazma
stvorena ovim izvorom ispoljava baktericidni efekat, ali uz istovremeno ocCuvanje
zdravog tkiva. Prema dostupnim podacima iz literature, do sada nije ispitivana
interakcija niskotemperaturne, neravnotezne atmosferske plazme sa normahnim
humanim mezenhimalnim maticnim ¢elijama, kao ni  mogucnost primene u

parodontalnoj terapiji.
Polazeci od ovih Cinjenicapostavljeni su sledeCi ciljevi istrazivanja:

1. Ispitati uticgj niskotemperaturne atmosferske plazme na bakterije u suspenzijama
razlicitih koncentracija u zavisnosti od jacine plazme, protoka gasa i duzine
izlaganja
- analizom degjstva niskotemperaturne atmosferske plazme na Gram-negativne

bakterije Pseudomonas aeruginosa i Escherichia coli

- analizom dejstva niskotemperaturne atmosferske plazme na Gram-pozitivhe

bakterije Enterococcus faecalis i Saphylococcus aureus.

2. Ispitati uticgj niskotemperaturne atmosferske plazme na biofilm bakterija u

zavisnosti od jaCineplazme, protoka gasa i duzine izlaganja:
- analizom destva niskotemperaturne atmosferske plazme na formiranje |
formiran biofilm bakterije meticilin rezistentni Staphylococcus aureus

- analizom dgstva niskotemperaturne atmosferske plazme na formiranje i

formiran biofilm bakterije Streptococcus mutans.

3. Ispitati  uticgy niskotemperaturne atmosferske plazme na prezivljavanje
mezenhimalnih maticnih ¢elija u zavisnosti od jaCine plazme, protoka gasa i
duzine izlaganja:

- andizom citotoksiCnog efekta na primarnim humanim mezenhimanim
matiCnim Celijamaizolovanim iz periferne krvi.
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4. lzvrsiti izolaciju, kultivaciju i karakterizaciju mezenhimanih maticnih Celija iz
periodoncijuma  ekstrahovanih  zuba (hPDL-MSC) analizom ekspresije

hematopoetskih i mezenhimalnih marker proteina i odredivanjem multipotentnog
potencijala za diferencijaciju.

5. Ispitati uticgj niskotemperaturne atmosferske plazme na razliCite Celijske funkcije
hPDL-MSC u zavisnosti od jacine plazme, protoka gasa i duZine izlaganja:
- analizom destva niskotemperaturne atmosferske plazme na vijabilnost |
adhezivnost hPDL-MSC

- analizom dejstva niskotemperaturne atmosferske plazme na migraciju hPDL-
MSC

- analizom degjstva niskotemperaturne atmosferske plazme na proliferaciju hPDL-
MSC

- analizom dejstva niskotemperaturne atmosferske plazme na diferencijaciju
hPDL-MSC u osteogenu linijul.
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3.1. PLAZMA IGLA

Za ispitivanje degjstva NAP na bakterije u suspenziji, biofilm bakterija i humane
mezenhimalne maticne ¢dlijekoris¢enaje plazmaigla koja je konstruisana u Laboratoriji
za gasnu elektroniku Instituta za fiziku u Beogradu. Plazma igla predstavija
radiofrekventni kapacitivno spregnuti izvor plazme na atmosferskom pritisku koji radi u
smeSi helijuma i okolnog vazduha. Ona se sastoji od centralne elektrode izgradene od

volframa debljine 0,5 mm koja je prekrivena keramickom cevi i smeStena u staklenoj

cevi preCnika 6 mm. Helijum protiCe izmedu keramiCke i staklene cevi, a plazma se
stvara na vrhu elektrode. Centralna elektroda napaja se na 13,56 MHz koriste¢i signal
generator (Agilent N9310A), pojaCavaC (Barthel RFA-0.1/50-100 B00) i kolo za
prilagodenje. Pomocu derivativnih strujnih i naponskih sondi mereni su signali struje i

napona na osnovu kojih je preracunavanasnaga plazme. Time se ostvarivao uvid u stanje
plazmei pratilareproducibilnost tokom svih tretmana (Slika 11).
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Slika 11. Sematski prikaz izvora niskotemperaturne atmosferske plazme
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Kako bi bili sigurni da tokom tretmana temperatura uzorka ne prelazi 42°C, uradeno je
posebno merenje temperature pomocu hromel-alumel termopara postavljenog na dno

bunara mikrotitracione ploCe, na rastojanju koje odgovara rastojanju uzorka od plazme.
Merenja su vrSena pri parametrima koji odgovargju parametrima tretmana i nije

primecen porast temperature za vise od nekoliko stepeni u odnosu na sobnu temperaturu.
Cak i na snagama vecim od snaga kori$¢enih za tretmane i na duzim vremenima od

vremena tretmana, temperatura ni u jednom trenutku nije prelazila 40°C (Lazovic i sar.
2010).

3.2.USLOVI PLAZMA TRETMANA

Svi uzorci ukljuceni u ovo ispitivanje bili su izloZeni dejstvu plazmaigle u Laboratoriji
zagasnu elektroniku Instituta za fiziku u Beogradu. Plazmaigla postavljenajei fiksirana

vertikalno dok su se uzorci postavljali na platformu, tako da rastojanje izmedu vrhaiglei
tretirane povrsine uvek bude 3 mm. Za ova) model plazmaigle je ustanovljeno da se pri

rastojanju od 3 mm postiZu najbolji efekti uz minimalno termicko dejstvo (Slika 12).

= =
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Voiframsia elekiroda

¥m

Slika 12. Plazma tretman

Za ispitivanje dejstva plazma igle na bakterije u suspenziji, biofilm bakterija, kao i
uticaja na vijabilnost i adheziju humanih mezenhimanih maticnih ¢elija izolovanih iz
periferne krvi i periodoncijuma koris¢ene su tri razlicite snage plazme (0,15 W, 0,9 W,
1,6 W), dva protoka helijuma (0,5 dm, 1 sm, standardni litari u minuti) i razlicita

vremenaizlaganja definisana u konkretnim eksperimental nim modelima.
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Za ispitivanje uticgja plazme na migracioni potencijal, proliferaciju i diferencijaciju
hPDL-MSC kori$¢enaje plazma nagjvecesnage (1,6 W), dva protoka He (0,5 m, 1 sim)
i dvavremenaizlaganja (30 s, 60 s). Za svako pojedinacno ispitivanje koris¢ene su dve

kontrole plazma tretmana. Prvu su Cinili uzorci koji nisu tretirani, a drugu uzorci koji su

izlozeni samo protoku helijuma, ali ne i plazmi.

3.3. ISPITIVANJE UTICAJA NISKOTEMPERATURNE ATMOSFERSKE
PLAZME NA BAKTERIJE U SUSPENZIJAMA RAZLICITE
KONCENTRACIJE

Suspenzije bakterija su pripremane u Laboratoriji za mikrobiologiju Stomatoloskog
fakulteta u Beogradu. U radu su korisceni referentni sojevi S. aureus ATCC 25923, E.
coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 i E. faecalis ATCC 29212. Referentni

sojevi bakterija su Cuvani na temperaturi od -76°C. Zamrznute bakterije aktivirane su
kultivisanjem u dekstroznom bujonu (Institut za imunologiju i virusologiju Torlak,

Beograd, Srbija) tokom inkubacije od 20 h na 37°C, a zatim su subkultivisane na
odgovargu¢im Cvrstim hranljivim podlogama. Za S. aureus i E. faecalis koris¢en je
krvni agar (Torlak), zaE. coli endo agar (Torlak) azaP. auriginosa Mueller-Hinton agar
(Torlak). Zasgjane Cvrste podloge inkubirane su tokom 20 h na 37°C. Pocetne

koncentracije suspenzija bakterija odredivane su spektrofotometrijski, tako da je opticka

gustina odgovarala vrednosti od 1,5x108 CFU/ ml (CFU, colony forming units). Od ove
poCetne suspenzije pravljena su razblazenja 1:10, 1:100 i 1:1000. Po 0,2 ml tako
pripremljenih suspenzija, u opsegu koncentracija od 1.5x10°- 1.5x108 CFU/ml, je

razliveno u plocCe za mikrotitraciju sa 96 otvora. Nakon izlaganja bakterijskih suspenzija

degjstvu NAP, po 0,05 ml suspenzije je uzeto iz svakog bunara i kultivisano na
odgovargjucoj ¢vrstoj podiozi tokom 20 h na37°C. Vijabilnost bakterija procenjivana je
na osnovu broja formiranih kolonija i opisivana arbitrarnim jedinicama od 0-6 (O - bez
porasta bakterija; 1 - < 50 kolonija; 2 - 50-200 kolonija; 3 - 200-300 kolonija; 4 - 300-
500 kolonija; 5 - > 500 kolonija sa poljima konfluentnog rasta; 6 -konfluentan rast). Sva

ispitivanja su ponovljena najmanje dva puta.
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3.4.1SPITIVANJE UTICAJA NISKOTEMPERATURNE ATMOSFERSKE
PLAZME NA FORMIRANJE | FORMIRANI BIOFILM BAKTERIJA
METICILIN REZISTENTNI STAPHYLOCOCCUS AUREUS |
STREPTOCOCCUS MUTANS

Bakterijski biofilmovi su pripremani na Odeljenju za bakteriologiju Ingtituta za
mikrobiologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu. U radu je koriséen
klinicki soj MRSA i referentni soj Sreptococcus mutans ATCC 25175. MRSA je
izolovan iz hirurske rane i identifikovan pomocu BD Phoenix Automated Microbiology
System (Becton Dickinson Diagnostic Systems, Sparks, SAD). Za potvrdu identifikacije
izvrsena je molekularna detekcija nuc gena (Brakstad i sar. 1992), Cije prisustvo
dokazuje da je u pitanju vrsta S. aureus, dok je rezistencija na meticilin potvrdena
detekcijom mecA gena (Kondo i sar. 2007). U pitanju je soj za koji je fenotipskim i

genotipskim metodama dokazano da je snazan produktor biofilma (Cirkovi¢, 2009). U
svakom eksperimentu pripremane su po dve ploce za mikrotitraciju sa 96 otvorau koje je

razliveno po 180 pl odgovargjuce teCne podloge, mozdano-srcani infuzioni bujon (BHI,
brain-heart infusion; Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD). Za MRSA je BHI podioga

obogacenasa 1%, a za S. mutans sa 2% saharoze. U svaki otvor je inokulisano po 20 pl
pripremljene suspenzije bakterija. Bakterijske suspenzije su pripremane na slede¢i nacin:
nekoliko kolonija je suspendovano u fizioloskom rastvoru tako da zamuéenost rastvora
odgovara 0,5 McFarland standardu (~10% CFU/mI), to je odredeno koris¢enjem
Densimat fotometra (bioMerieux, Charbonnieres les Brains, Francuska). Za ispitivanje

uticaja NAP na biofilm MRSA korisc¢eni su inokulumi u opsegu 10*-10° CFU, dok jeza

ispitivanje uticaja NAP na biofilm S. mutans koris¢en samo inokulum velicine od 10°
CFU. Za ispitivanje efekta NAP na spreCavanje formiranja biofilma inokulisane ploce
izlagane su dejstvu plazme 1 h nakon inokulacije, zatim inkubirane tokom 24 h na 37°C,

nakon Cega je vrsena kvantifikacija biofilma. Da bi se ispitao efekat NAP na formiran
biofilm, inokulisane ploCe su prvo inkubirane tokom 24 h na 37°C, zatim izloZene

dejstvu plazme, nakon Cegaje vrsena kvantifikacija biofilma. Svaispitivanjaradenasu u
triplikatu i ponovljena dva puta. Kvantifikacija biofilma je izvedena prema protokolu

koji je opisao Stepanovi¢ sa saradnicima (2007). SadrZaj bunaricaje ispraznjen i tri puta
ispran sa po 300 ul fosfatom puferovanim fizioloskim rastvorom (PBS, phosphate

buffered saline; PAA Laboratories, Pasching, Austrija). Na ovaj naCin odstranjene su sve
celijekoje nisu adherisale, azadrzane samo bakterijske Celije adherisane u vidu biofilma
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PloCe su potom ostavljene da se suSe preko noci, na sobnoj temperaturi, sa dnom
okrenutim nagore. Zatim su adherisane bakterije fiksirane sa po 150 pl metanola u toku
20 min, ostavljene preko noci, a zatim bojene sa 2% kristal violet bojom 15 min. SadrZaj
bunarica je ispran a preostala boja rastvorena sa po 150 pl 95% etanola 30 min.
Rastvaranje boje omogucava indirektno merenje koliCine stvorenog biofilma. Opticka
gustina (OD, optical density) svakog bunarica merena je spekrofotometrom na 570 nm
(Labsystems Multiskan PLUS, Finska). Za tumaCenje rezultata bilo je potrebno
definisati granicne, ,,cut-off*, vrednosti (ODc) prema sledecoj formuli: ODc=srednja

vrednost optickih gustina (OD) negativne kontrole+3xSD negativnih  kontrola.
Produkcija biofilma je opisivana kvalitativno i kategorisana kao: O = nema biofilma

(OD<0Dc); + = oskudan biofilm (ODc~0D<2x0Dc); ++ = umereno razvijen biofilm
(2xODc=0D<4x0Dc); +++ = jako razvijen biofilm (4xODc~0OD). Za kvantitativnu

analizu produkcije biofilma koris¢ene su srednje vrednosti OD.

3.5.ISPITIVANJE CITOTOKSICNOSTI NISKOTEMPERATURNE
ATMOSFERSKE PLAZME

Po dobijanju dozvole etickih komiteta Medicinskog fakulteta i Stomatoloskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu, bioloSki materijal (krv, ekstrahovani umnjaci) je prikupljan uz

saglasnost dobrovoljaca i pacijenata, obaveStenih o svrsi prikupljanja materijda za
eksperimentalni rad.

Humane mezenhimalne maticne Celije su izolovane od mononuklearnih ¢elija periferne
krvi na Institutu za medicinska istrazivanja Univerziteta u Beogradu gde je, shodno

kriterijumima Medunarodnog udruzenja za celijsku terapiju, izvrSena njihova
karakterizacija (Trivanovic i sar. 2013).

351. MTT ogled

Vijabilnost ¢elijaodredivana je koris¢enjem MTT ogleda, koji se zasniva na sposobnosti
Zivih ¢elija da preobrate rastvorljivi MTT u nerastvorljivi formazan u mitohondrijama.

Sveze odlepljene hPB-MSC (1><1O5/200uI/0tvoru) su postavljene u triplikatima u ploce
sa 24 otvora i kultivisane do postizanja 80-90% konfluentnosti, a zatim tretirane

plazmom razlicite snage (0,15 W, 0,9 W, 1,6 W) pri protoku gasa He od 0,5 sm i tokom
tri vremenaizlaganja(10s, 30 s, 60 ).
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Nakon odgovargjucihtretmana ¢elijamaje dodavan MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma-Aldrich, SAD) u koncentraciji 0,5 mg/ml.
Celije su zatim inkubirane 3 h na 37°C u vlaznoj amosferi sa 5% CO,. U

mitohondrijama Zivih ¢elijazuti MTT redukuje se u ljubicasti formazan nerastvorljiv u
vodi, a nastali kristali formazana rastvarani su u 0,1 N HCI u izopropanolu. Nakon

rastvaranja supernatant je iz svakog otvora ploCe sa 24 otvora prebacivan u tri otvora
ploCe sa 96 mesta a zatim je optiCka gustina merena na automatskom cCitaCu za

mikrotitarske ploCe na 540 nm (Labsystems Multiskan PLUS, Finska). Vrednosti su
prikazane indeksom prezivljavanja koji predstavlja relativne vrednosti u odnosu na

adekvatne kontrol e (apsorbancija tretiranih/apsorbancija kontrolnih uzoraka).

3.5.2. Adhezioni test

Celije (1><105/200uI/otvoru) su postavljene u triplikatu u ploCe sa 24 otvora, kultivisane
do postizanja 80-90% konfluentnosti a zatim su izloZzene delovanju plazmi razlicite
snage (0,15W, 0,9 W, 1,6 W) pri protoku gasa He od 0,5 dm i tokom tri vremena
izlaganja (10 s, 30 s, 60 s). Posle tretmana, ¢elije su isprane PBS-om i fiksirane hladnim
metanolom 10 min. Adherentne Celije su obojene 0,2% rastvorom kristal violet boje u
PBS-u tokom 10 min. na sobnoj temperaturi i isprane pod mlazom vode. Boja je
rastvorena u 33% sircetnoj kisglini, supernatant je iz svakog otvora prebacivan u tri
otvora ploCe sa 96 mesta, a zatim je apsorpcija obojenog rastvora merena
spektrofotometrom na 540 nm. Vrednosti su prikazane indeksom koji predstavlja

relativne vrednosti u odnosu na adekvatne kontrol e.

3.6. 1IZOLACIJA, KARAKTVERIZA'CIJA | KULTIVACIJA HUMANIH
MEZENHIMALNIH MATICNIH CELIJA 1Z PERIODONCIJUMA

Humane mezenhimalne matiCne Cdlije iz periodoncijuma (hPDL-MSC) su, prema
dostupnim podacima iz literature, po prvi put izolovane u naSoj zemlji. Ekstrakcija
zdravih impaktiranih umnjakaiz ortodontskih razloga ili nefunkcionalnosti, vrsena je na
Klinici za oralnu hirurgiju StomatoloSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Odmah
nakon ekstrakcije je pazljivo, sterilnom kiretom, odvojen zaostali periodoncijum iz
bifurkacije zuba, a zatim su dobijeni uzorci prebaCeni u Institut za medicinska

istrazivanja Univerziteta u Beogradu u sterilnom medijumu. Medijum se sastojao od:
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Dulbekovog modifikovanog Iglovog medijuma (DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle
Medium; PAA Laboratories, Pasching, Austrija) sa 100 U/ml penicilina i 100 pug/ml

streptomicina (PAA Laboratories), obogacenog 20% fetalnim govedim serumom (FBS,
fetal bovine serum; PAA Laboratories). U sterilnim uslovima uzorci periodoncijuma

usitnjeni su skalpelom i prebaceni u plasti¢nu posudu za ¢elijske kulture povriine 25 cm?
(T-25 flask, Sarstedt, NUmbrecht, Nemacka), sa 3 ml medijuma za kultivisanje

obogacenog 20% FBS-om. Kultivisani su na37°C u atmosferi zasi¢enoj vodenom parom
sa 5% CO,. Medijum za kultivaciju (DMEM sa penicilinom, streptomicinom i 10%

FBS-om) je menjan 2-3 puta nedeljno. Nakon 3-4 nedelje, kada je postignuta
subkonfluentnost (80-90% povrsine dna posude pokriveno ¢elijama) Celije su isprane
PBS-om, a zatim odlepljene inkubacijom 5 minuta na 37°C sa 0,05% tripsinom i 1 mM

etilen-diamino tetraacetatom (trypsin/EDTA; PAA Laboratories) u PBS-u. Nakon
ispiranja u medijumu sa 10% FBS-om, Celije su izbrojane i dalje propagirane
kultivacijom 5000 ¢elijapo cm? u flasku od 75 cm? do postizanja subkonfluentnosti i

ponovnim pasaziranjem naisti nacin. Za eksperimente su koriS¢ene ¢elijeposie ngjmanje

3 pasaze.

3.5.1. CFU-F test

CFU-F test je standardni test za odredivanje broja i klonogenog potencijala stromalnih
matiCnih ¢elija. hPDL-M SC su postavljene u plasti¢ne ploCe za kulturu tkiva sa 6 otvora,
povrsine 9,5 cm?, u tri koncentracije (100, 500 i 1000 celija/otvoru) u medijumu za
kultivaciju u duplikatu. Zatim su Celijekultivisane 10 dana u medijumu za kultivaciju na
37°C u atmosferi zasi¢enoj vodenom parom sa 5% CO,, a svaka 3 dana Celijama je
dodavan svez medijum. Nakon tog perioda ¢elije su isprane PBS-om, fiksirane hladnim
metanolom (Superlab, Beograd, Srbija) 5 minuta na sobnoj temperaturi i bojene 15
minuta sa 0,3% kristal violet bojom (Carlo Erba Reagents, Milano, Italija). Celije su na
kraju ispirane destilovanom vodom i preparati osuseni na vazduhu. Broj formiranih
kolonija odredivan je brojanjem pod inverznim mikroskopom na uvelicanju 40x, pri
cemu je kao jedna kolonija podrazumevana grupacija ¢elijakoja sadrzi vise od 50 Celija.

Eksperimenti su ponavljani 2 puta.
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3.5.2. ProtoCna citometrija

Za utvrdivanje ekspresije markera in vitro propagiranih hPDL-MSC, pomocu metode
protoCne citometrijske analize ispitivana je ekspresija specifiCnih mezenhimalnih i
hematopoetskih linijskih markera. Celije su odlepljene sa1 mM EDTA, isprane hladnim
PBS-om obogacenim 0,5% govedim serumskim albuminom (BSA, bovine serum
albumin; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) i 2x10° ¢elija je obeleZzeno (30 min.
inkubacije u mraku na 4°C) monoklonalnim misjim anti-humanim antitelima protiv
dedecih antigenac CD34 (Hematopoietic Progenitor Cell Antigen; konjugovan
fikoeritinom (PE, phycoerythin; Dako Cytomation, Glostrup, Danska), CD45
(uobicajeni leukocitni antigen; konjugovan fluorescein izotiocianatom (FITC); R&D
Systems, Minneapolis, MN, SAD), CD105 (endoglin; konjugovan PE-om; Invitrogen,
Carslbad, CA, SAD), CD235a (glycophorinA; konjugovan PE-om; R&D Systems),
CD90 (Thy-1/Thy-1.1; konjugovan PE-om; R&D Systems), CD44H (mezotdijalni
marker; konjugovan PE-om; R&D Systems) i CD73 (ecto-5-nucleotidasa; konjugovan
PE-om; R&D Systems). Da bi se odredio nivo nespecific¢nog vezivanja, koris¢ena su
odgovarajucaizotipska kontrolna antitela konjugovana FITC-om, odnosno PE-om (R&D
Systems). ProtoCna citometrija je radena na CyFlow SL protocnom citometru (Partec,
Minster, Nemacka), opremljenog laserom snage 20mW koji emituje svetlost talasne
duzine 488 nm (plava). Citometar je kalibrisan pomocu kalibracionih kuglica od 3 pm

(Partec, Minster, NemacCka) prema uputstvu proizvodata. Rezultati su anaizirani

pomocu softvera Partec FlowMax 2,4 (Partec, Munster, Nemacka) i prikazani u vidu
tackastih dijagrama prednjeg i boCnog rasipanja i histograma fluorescencije. Histogram
fluorescencije je definisan apsolutnim brojem registrovanih dogadaja na linearnoj skali
ordinate i relativnim vrednostima inteziteta fluorescencije svakog pojedinacnog
dogadaja izrazenim brojevima kanala fluorescencije (0-1024) na logaritamskoj skali
apscise. Procenat pozitivnih Celija je odredivan postavljanjem graniCne vrednosti
fluorescencije na osnovu izotipske kontrole tako da su kao pozitivne brojane ¢elije koje
su imale intenzitet fluorescencije visi od 98% celija izotipske kontrole. Analizirano je

najmanje 10000 celijapo uzorku.
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3.5.3. Indirektna imunofluor escencija

Zaimunocitohemijsku analizu, hPDL-MSC (1><104) su postavljene na staklene ljuspice i
kultivisane 24 h u medijumu za kultivaciju, a zatim fiksirane sa 4% formaldehidom u
PBS-u. Za detekciju markera vimentina, «-SMA i fibronektina Ccelije su
permeabilizovane sa 0,1% Triton X u PBS-u 5 min. Uzorci su zatim inkubirani 1 h na
sobnoj temperaturi sa primarnim antitelima protiv vimentina (Santa Cruz Biotech, Santa
Cruz, CA, SAD), x-SMA (Sigma-Aldrich), fibronektina (Chemicon, Temecula, CA,
SAD) i Stro-1 (R&D Systems), anakon toga 1 h u mraku sa odgovaraju¢im sekundarnim
antitelima konjugovanim FITC-om i 1 pg/ml DAPI, bojom za jedarni materijal (Sigma-
Aldrich). Uzorci su analizirani i fotografisani pomocu Axioskop 2 plus epi-
fluorescentnog mikroskopa i AxioCam MRc5 kamere (Carl Zeiss GmbH, Gottingen,

Nemacka).

3.5.4. Viselinijski potencijal za difer encijaciju humanih mezenhimalnih maticnih
¢elija iz periodoncijuma

Da bi se utvrdio potencijal za diferencijaciju hPDL-MSC u viSe mezenhimalnih linija,

ceije (1><1O4/500uI/otvoru) su kultivisane u medijumu za kultivaciju u ploCama sa 24
otvora do postizanja subkonfluentnosti. Tada je osnovni medijum za kultivaciju
zamenjen medijumima zaindukciju specifi¢nog diferentovanja u cilju usmeravanja M SC
ka stvaranju odgovargjucih ¢elijarazlicitih mezenhimalnih tkiva, dok su kontrolu Cinile

Celijekultivisane samo u osnovnom medijumu za kultivaciju.

Za osteogenu diferencijaciju, ¢dije su kultivisane u DMEM-u sa 10% FBS-om, 100 U/
ml penicilina, 100 pg/ml streptomicina, 10 nM deksametazonom (AppliChem,
Darmstadt, Nemacka), 20 pM 2-fosfat askorbinskom kiselinom (Sigma-Aldrich), i 10
mM B-glicerofosfatom (Sigma-Aldrich). Celije su inkubirane na 37°C u vlaznoj

atmosferi sa 5% CO,, a medijum je menjan tri puta nedeljno. Nakon 14 dana, osteogena

diferencijacija je analizirana odredivanjem aktivnosti alkalne fosfataze (ALP) bojenjem
sa 5-bromo-4-hloro-3-indolil fosfat/nitro tetrazolium plavim (BCIP/NBT; Sigma-

Aldrich). Celije su fotografisane koris¢enjem svetlosnog mikroskopa sa digitalnom
kamerom.
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Za adipogenu diferencijaciju, subkonfluentne hPDL-MSC su kultivisane 3 nedelje u
DMEM-u sa 10% FBS-om, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml streptomicina, 100 pg/ml
izobutil-metilksantinom (Sigma-Aldrich), 1 puM deksametazonom i 10 pg/ml insulina
(Actrapid; Novovordisc, Bagsvaerd, Danska). Medijum je menjan tri puta nedeljno.
Prisustvo intracelijskih lipidnih kapi, kao indikatora adipogene diferencijacije, je
potvrdeno bojenjem Oil Red O bojom (Merck Chemicals, Darmstadt, Nemacka) i

fotografisano kori$¢enjem svetlosnog mikroskopa sa digitalnom kamerom.

Za indukovanje miogene diferencijacije, hPDL-MSC su kultivisane u DMEM-u sa 5%
konjskim serumom (PAA Laboratories), 2% FBS-om, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml
streptomicina, 50 pM hidrokortizonom (Galenika, Beograd, Srbija) i 0,1 puM
deksametazonom. Celije su kultivisane 3 nedelje, a podioga je menjana 2-3 puta
nedeljno. Da bi se procenila miogena diferencijacija, Celije su fiksirane hladnim
metanolom i obojene sa 0,3% kristal violet bojom. Prisustvo visejedarnih miotuba, koje

ukazuju na miogenu diferencijaciju, je utvrdeno posmatranjem svetlosnim mikroskopom
i fotografisano.

3.6. ISPITIVANJE UTICAJA NISKOTEMPERATURNE ATMOSFERSKE
PLAZME NA CELIJSKE FUNKCIJE MEZENHIMALNIH MATICNIH CELIJA
|Z PERIODONCIJUMA

3.6.1. MTT ogled

SveZe odlepljene hPDL-MSC (1><104/200uI/0tvoru) su postavljene u triplikatima u ploce
sa 96 otvora i kultivisane do postizanja 80-90% konfluentnosti, a zatim tretirane
plazmom razlicite snage (0,15 W, 0,9 W, 1,6 W) sa dva protoka He (0,5 sim, 1 dm) i

tokom Cetiri vremenaizlaganja(10s,30s, 60 s, 120 ).

Nakon odgovarajucih tretmana ¢elijama je dodavan MTT, ¢dlije su zatim inkubirane 3h

na 37°C u vlaznoj atmosferi sa 5% CO, nakon Cega je opticka gustina merena na

automatskom cCitaCu za mikrotitarske ploce na 540 nm (Labsystems Multiskan PLUS,
Finska). Vrednosti su prikazane indeksom preZivljavanja koji predstavlija odnos

apsorbancija tretiranih/apsorbanciju kontrolnih uzoraka.
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3.6.2. Adhezioni test

Celije (1><104/200uI/otvoru) su postavljene u triplikatu u ploCe sa 96 otvora, kultivisane
do postizanja 80-90% konfluentnosti a zatim su izloZzene delovanju plazmi razlicite
snage (0,15 W, 0,9 W, 1,6 W) sadva protoka He (0,5 m, 1 m) i tokom Cetiri vremena
izlaganja (10 s, 30s, 60's, 120 s). Nakon tretmana Celije su isprane PBS-om, fiksirane
hladnim metanolom 10 min. a zatim adherentne ¢elije bojene 0,2% rastvorom kristal
violet boje u PBS-u 10 min, na sobnoj temperaturi. Boja je rastvorena u 33% sircetnoj
kiselini, a apsorpcija obojenog rastvora merena spektrofotometrom na 540 nm.
Vrednosti su izrazene indeksom adherentnosti koji predstavlja odnos apsorbancije

tretiranih/apsorbanciju kontrolnih uzoraka.

3.6.3. Analiza Celijske migracije ,,scratch* testom

Migratorni potencijal hPDL-MSC analiziran je putem in vitro ,,scratch” testa. Celije su
postavljane u triplikatu u ploCe sa 96 otvora u medijumu za kultivaciju i kultivisane do
postizanja konfluentnosti. Kada su Celije dostigle konfluentnost, vrhom nastavka za
pipetu pravljena je ogrebotina u ¢elijskom monosloju po dijametru svakog otvora i
odlepljene Celije isprane PBS-om. Nakon toga su CelijeizloZene dejstvu plazme jacine
1,6 W sa dva protoka He (0,5 sim, 1 dm) tokom 30si 60 s ili samo gasu He, a zatim

kultivisane 24 h. Cdlije su potom fiksirane ledenim metanolom i obojene 0,1% kristal
violet bojom. Migracija Celija u polje ogrebotine dokumentovana je na svetlosnom

mikroskopu i kvantifikovana koris¢enjem Tscratch programa (Computational Science
and Engineering Laboratory, Swiss Federa Institute of Technology, ETH Zdrich,

Svajcarska).

3.6.4. Test proliferacije

Dabi seispitao uticgj plazme na proliferaciju hPDL-MSC, Celije su postavljene u ploCe
sa 96 otvora (5><1O3/200uI/otvoru) i kultivisane preko noci na 37°C u vlaznoj atmosferi
sa 5% CO,. Zatim su Celije izloZzene dejstvu plazme ili samo gasu He. Nekoliko sati

nakon izlaganja (0. dan) kao i 2., 4., i 6. dana nakon tretmana, ¢elije su odlepljene
tripsinom sa EDTA i njihov broj odreden bojenjem tripan plavim (Invitrogen, Carlsbad,

CA, SAD). Vreme koje je potrebno da se udvostruci populacija ¢elija(PDL, population
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doubling time) je izraCunato prema sledecoj formuli PDT=(T-T0) log2/(logNt-IogNO0),
gde TO predstavlja poCetno vreme ¢elijske kulture, T zavrsno, dok NO i Nt predstavljgju

broj ¢elijana poCetkui zavrsetku svake kulture.

3.6.5. Odredivanje aktivnosti alkalne fosfataze

Aktivnost alkalne fosfataze u supernatantu kultura hPDL-MSC je merena koris¢enjem
komercijalog kita (Behringwerke AG, Marburg, Nemacka). Celije su postavljene u ploce
sa 96 otvora (5><103/200uI/0tv0ru) I nakon postizanja 80-90% konfluentnosti izloZene su

dejstvu plazme. Nakon izlaganja plazmi, ¢elije su inkubirane 10 dana u medijumu za
indukciju osteogene diferencijacije. Aktivnost alkalne fosfataze u supernatantu kulture

koji je prikupljen tokom poslednjatri dana, odredena je merenjem spektrof otometrom na
405 nm apsorpcije p-nitrofenola, produkta reakcije akane fosfataze i supstrata p-

nitrofenilfosfata. Da bi se prevaziSao problem nejednakog broja ¢elija po otvoru,
vrednosti apsorbancija su normalizovane prema ukupnom iznosu cCelijskih proteina

liziranih ¢elijakoji je odreden Micro BCA™ Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology,
Rockford, IL, SAD).

3.7. STATISTICKA ANALIZA

Na osnovu dobijenih rezultata formirana je baza podataka u programu Microsoft Excel.
Primenjene su statistiCke metode deskriptivne i analitiCke statistike. Od deskriptivnih
statistiCkin metoda koris€eni su: apsolutni i relativni brojevi (n, %), mere centrane
tendencije (aritmetiCka sredina, medijana) i mere disperzije (SD, standardna devijacijai
SEM, standardna greska).

Od analitickih metoda kori$¢eni su testovi razlike i analiza povezanosti. U okviru testova
razlike, od parametrijskih testova koris¢eni su t test i ANOVA sa Bonferroni i Dunnett
testovima za naknadna poredenja, a od neparametrijskih Mann-Whitney U test.

Za analizu povezanosti koris¢ena je linearna regresiona andiza (jednostruka i
visestruka). Rezultati su prikazani tabelarno i graficki pomocu stubiCastog i taCkastog
dijagrama. Svi podaci su obradeni u SPSS 15.0 (Chicago, Ilinois, SAD) softverskom
paketu. Sve p vrednosti manje od 0,05 uzete su kao vrednosti za odbacivanje nulte

hipoteze.
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4. REZULTATI

4.1. ISPITIVANJE DEJSTVA NISKOTEMPERATURNE ATMOSFERSKE
PLAZME NA BAKTERIJE U SUSPENZIJAMA RAZLICITE
KONCENTRACIJE

Ispitivanje antibakterijskog dejstva neravnotezne atmosferske plazme stvorene
modifikovanom plazmaiglom u zavisnosti od radnih parametara, snage plazme, protoka
gasai vremenaizlaganja, vrseno je na bakterije u suspenzijama razliCitih koncentracija.
U istraZivanju su koriS€eni referentni sojevi Gram-negativnih bakterija P. aeruginosa i
E. coli i Gram-pozitivnih S. aureus i E. faecalis. U svim eksperimentalnim uslovima je

utvrdeno da gas He bez plazme ne utiCe na vijabilnost bakterija.

4.1.1. I spitivanje dejstva niskotemper atur ne atmosfer ske plazme na Gram-
negativne bakterije P. aeruginosai E. coli

Analizom arbitrarnih jedinica utvrdeno je da su obe ispitivane Gram-negativne bakterije

veoma osetljive na dejstvo NAP. Sa povecanjem snage plazme i duZine ekspozicije, u
oba protoka gasa He, broj formiranih kolonija ispitivanih Gram-negativnih bakterija se

smanjivao, odnosno baktericidni efekat NAP je bio veCi.

Plazme snage 0,9 W i 1,6 W u oba protoka gasa He i u sva tri vremena ekspozicije su

veoma efikasno vrsile inaktivaciju bakterije P. aeruginosa u suspenzijama namanjih

polaznih koncentracija (1,5><1O6 CFU/ml i 1,5x10° CFU/ml). Nakon izlaganja plazmi
najvece snage (1,6 W) i najduzoj ekspoziciji (180 s) nije bilo porasta kolonija bakterija.

Izuzetak su Cinile suspenzije bakterija sa najve¢om pocetnom koncentracijom (1,5%x108
CFU/ml) (Grafikon 1).
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Grafikon 1. Efekat NAP na porast bakterije P. aeruginosa u suspenzijama razlicite

koncentracije u zavisnosti od snage plazme (0,15 W, 0,9 W, 1,6 W), pri protoku gasa He
od0,59dm (a) i 1 km (b) i pri najduzem vremenu izlaganja (180 s). Prikazane su srednje
vrednosti arbitrarnih jedinica (a. J.) iz dva odvojena eksperimenta.

Analizom arbitrarnih jedinica dobijenih nakon izlaganja E. coli u suspenzijama razliCite
koncentracije utvrdeno je da je ova bakterija izrazito osetljiva na dejstvo NAP. Nakon
dejstva plazme na suspenzije naimanjih pocCetnih koncentracija (1,5><106 CFU/ml,
1,5x10° CFU/ml), snagama 1,6 W i 0,9W u oba protoka gasa He i sve tri duZine
izlaganja, kao i pri dejstvu plazme snage 0,15 W, pri protoku od 1 sm i najduzem
vremenu izlaganja, utvrdeno je da nije bilo prezivelih bakterija. Potpunu inaktivaciju
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bakterija u suspenzijama koncentracije 1,5x10” CFU/ml vriila je plazma najvece jacine
(1,6 W) tokom svatri vremenaizlaganja, kao i plazmajacine0,9 W i najduzem vremenu
izlaganja (180 s). U sluéaju najvece pocetne koncentracije suspenzija (1,5 x 108 CFU/
ml) potpuno odsustvo porasta bakterijskih kolonija konstatovano je samo nakon
izlaganja plazmi snage 1,6 W, pri protoku gasa He od 1 sim i najduzem vremenu
ekspozicije. Na Grafikonu 2 prikazani su rezultati arbitrarnih jedinica za najduze vreme
izlaganja.

protok 0, 5 sim

EL !
'l_; |
- W15 x 10 CFU/ml
o 15110 CFU/ml
' 1.5 x 10* CFU/mi
' ® 1.5 x 10° CFU/ml
N I N

0,15W 0,9W 1.6'W

bt W

e

protok 1 slm

& |
s |
W15 x 10" CFU/ml
* ®1.5x 10' CFU/ml
| 1.5 x 10° CFU/ml
' ®1,5x 10° CFU/ml
o | - e

0D, I5W 0,9W 1, 6'W

a. j.
Pt o

e

Grafikon 2. Efekat NAP na porast bakterije E. coli u suspenzijama ragjjgite
koncentracije u zavisnosti od snage plazme (0,15 W, 0,9 W, 1,6 W), pri protoku g asa He
od 05 dm (@ i 1 dm (b) i pri najduzem vremenu izlaganja (180 s). Prikazane su
proseCnevrednosti arbitrarnih jedinica (a. j.) iz dva odvojena eksperimenta.
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Visefaktorska regresiona analizavarijans je koris¢enadabi seizvrsila evaluacija uticgja
NAP na broj formiranih kolonija ispitivanih Gram-negativnih bakterija u zavisnosti od
primenjene jaine plazme, duZine ekspozicije, protoka gasa i pocetne koncentracije
suspenzije bakterija (Tabela 2). Utvrdeno je da se kao statistiCki znaCajni faktori

delovanja NAP na obe vrste ispitivanih bakterija izdvajgju jaCina plazme, duzina
ekspozicije i polazna koncentracija bakterija.

Tabela 2. Multiplaregresiona analiza evaluacije efekta NAP naE. coli i P. aeruginosa u
zavisnosti od protoka gasa, primenjene jaCine plazme, duzine ekspozicije i pocCetne

koncentracije suspenzije bakterija

E. coli P. aeruginosa
Posmatran faktor Linearnaregresija
B (95% ClI) p vrednost B (95% ClI) p vrednost
protok gasa -0,083 (-0,844; 0,678) 0,829 -0,236 (-1,039; 0,567) 0,562
jacinaplazme 1,208 (0,788; 1,629) 0,000 1,323 (0,882; 1,763) 0,000

polazna koncentracija -1,294 (-1,559; -1,030) 0,000 -1,581 (-1,826; -1,335) 0,000

duzina ekspozicije 0,667 (0,214; 1,119) 0,004 0,469 (-0,017; 0,955) 0,050

4.1.2. | spitivanje dejstva niskotemper atur ne atmosfer ske plazme na Gram-
pozitivhe bakterije S. aureusi E. faecalis

Analizom arbitrarnih jedinica dobijenih nakon izlaganja suspenzija ispitivanih Gram-

pozitivnih bakterija utvrdeno je da su ove bakterije manje osetljive na dejstvo NAP od
Gram-negativnih bakterija.

Kompletna inaktivacija S aureus u suspenziji poetne koncentracije 1,5x10°CFU/m
konstatovana je nakon izlaganja plazme jaCine 1,6 W u oba protoka gasa He i pri svim
vremenima izlaganja kao i nakon dejstva plazme jaCine 0,9 W i ekspoziciji od 120 s i
180s. Nakon izlaganja plazmi suspenzija poCetne koncentracije 1,5x10°CFU/mI,

utvrdeno je da plazme jaCine 1,6 W i 0,9 W pri najduzoj ekspoziciji u oba protoka gasa
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He vrSe potpunu inaktivaciju bakterija, dok u sucaju vecih polaznih koncentracija
plazma nije bila efikasna. Na Grafikonu 3 pokazan je porast bakterijskih kolonija S

aureus izrazenim u arbitrarnim jedinicama, nakon izlaganja NAP pri najduzoj

ekspoziciji.
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Grafikon 3. Efekat NAP na porast bakterije S. aureus u suspenzijama razlicite
koncentracije u zavisnosti od snage plazme, pri protoku gasaHeod 0,5sm (a) i 1 im
(b) i pri najduzem vremenu izlaganja. Prikazane su proseCne vrednosti arbitrarnih
jedinica(a. j.) iz dva odvojena eksperimenta.
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Analizom arbitrarnih jedinica je utvrdeno da je E. faecalis bila ngjmanje osetljiva na
degjstvo NAP od svih ispitivanih. Potpuno odsustvo porasta bakterijskih kolonija

konstatovano je samo u slucaju delovanja plazme najvece snage (1,6 W) u oba protoka
gasaHei pri najduzem vremenu izlaganja na suspenzije najmanje pocetne koncentracije

(1.5x10° CFU/ml) (Grafikon 4).
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Grafikon 4. Efekat NAP na porast bakterije E. faecalis u suspenzijama rgz|i¢ite
koncentracije u zavisnosti od snage plazme, pri protoku gasaHe od 0,59m (a) i 1 Skm
(b) i pri najduzem vremenu izlaganja. Prikazane su proseCne vrednosti arbitrarnih

jedinica(a. j.) iz dva odvojena eksperimenta.
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Multiplom regresionom analizom utvrdeno je da se kao statistiCki znaCajni faktori od
kojih zavis broj formiranih kolonija ispitivanih Gram-pozitivnih bakterija nakon

izlaganja plazmi izdvajaju jaCinaplazmei polazna koncentracija suspenzije (Tabela 3).

Tabela 3. Multipla regresiona analiza evaluacije efekta NAP na S aureusi E. faecalisu
zavisnosti od protoka gasa, primenjene jaCine plazme, duzine ekspozicije i pocCetne

koncentracije suspenzije bakterija

S aureus E. faecalis
Posmatran faktor Linearnaregresija
B (95% ClI) p vrednost B (95% ClI) p vrednost
protok gasa -0,292 (-1,077; 0,494) 0,464 -0,403 (-0,949; 0,143) 0,147
jaCinaplazme 0,990 (0,536; 1,443) 0,000 0,687 (0,371; 1,004) 0,000
polazna koncentracija -1,708 (-1,917; -1,499) 0,000 -1,247 (-1,380; -1,114) 0,000
duzinaekspozicije 0,406 (-0,071; 0,884) 0,095 0,229 (-0,105; 0,564) 0,178

4.2. ISPITIVANJE UTICAJA NISKOTEMPERATURNE ATMOSFERSKE
PLAZME NA FORMIRANJE | FORMIRANI BIOFILM METICILIN
REZISTENTNOG STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Tokom ovog istrazivanja ispitivan je uticgg NAP kako na formiranje, tako i na formiran

biofilm MRSA inokuluma 10%-108 CFU, pri ¢emu su kori$¢ene plazme razli¢ite snage
(0,15W, 0,9W, 1,6 W), dva protoka gasa He (0,5 dm i 1 dm) i razlicita vremena
izlaganja (10s, 30s, 60's, 120 s). U svim eksperimentalnim uslovima je utvrdeno da

samo gas He ne utiCenaformiranje i formirani biofilm.
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4.2.1. I spitivanje uticaja niskotemper atur ne atmosfer ske plazme na formiranje
biofilma MRSA

Kvantifikacijom biofilmakonstatovano je da, nakon izlaganja ngmanjeg inokuluma (104

CFU) NAP u oba protoka gasa He nije doslo do formiranja biofilma u uzorcima koji su
bili izloZeni plazmi jaCine 0,9 W i pri ngjduzoj ekspoziciji (120 s), dok je plazma najvece
jaCine (1,6 W) delovalainhibitorno i pri ekspoziciji od 30 s, 60 si 120 s (Tabela 4).

Tabela 4. Produkcija biofilma MRSA inokuluma 10* CFU nakon plazma tretmana

Produkcijabiofilma

Jacina plazme (W) DuZina ekspozicije (s)

protok 0,5 sim protok 1 skm
10 ++ ++
30 ++ +
0,15
60 + +
120 ++ +
10 ++ +
30 + +
0,9
60 + +
120 0 0
10 + +
30 0 0
1,6
60 0 0
120 + 0

O=nema biofilma; +=oskudan biofilm; ++=umereno razvijen biofilm; +++=jako razvijen
biofilm

S obzirom da je u istrazivanju bilo vise od dve grupe uzoraka, primenom analize
varijans (ANOVA) pokazano je da se srednje vrednosti optiCkih gustina ispitivanih
grupa uzoraka statisticki znaCajno razlikuju u zavisnosti od vremena izlaganja za sve tri
ispitivane jacine plazmi, u slu¢aju protoka gasa He od 1 im. Pri protoku od 0,5 im

znaCagjnost je utvrdena zajaCineplazme od 0,9 Wi 1,6 W (Tabela 5).
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Tabela 5. Poredenje srednjih vrednosti optickih gustina (OD) ispitivanih grupa uzoraka

o . o Protok 0,5sim Protok 1 dm
Jacina DuZinaekspozicije ) ) ‘
Srednjavrednost Srednja vrednost
plazme (W) (9 ANOVA ANOVA
OD+SD OD+SD

kontrola 0,277 £ 0,076 0,277 + 0,076

10 0,283 + 0,077 0,240 + 0,083

30 0,278 + 0,090 0,171 + 0,056
60 0,236 + 0,068 F=0,702 0,183 + 0,044 F=5,416

0,15

120 0,237 + 0,044 p=0,596 0,171 + 0,033 p=0,002

Total 0,266 + 0,073 0,228 + 0,079

kontrola 0,277 + 0,076 0,277 + 0,076

10 0,241 + 0,058 0,217 + 0,041

30 0,159 + 0,033 0,180 + 0,071
0o 60 0,137 + 0,056 F=14,19 0,128+0,037  F=13,138
120 0,095 + 0,022 5=0,000 0,101 + 0,015 p=0,000

Total 0,209 + 0,093 0,208 + 0,001

kontrola 0,277 + 0,076 0,277 + 0,076

10 0,220 + 0,040 0,174 + 0,063

30 0,117 + 0,039 0,110 + 0,023
. 60 0,110+ 0,019 F=15,93 0,03+0,024  F=18,203

11

120 0,129 + 0,030 5=0,000 0,110 + 0,020 p=0,000

Total 0,205 + 0,092 0,192 + 0,097

Naknadnom statistickom analizom, Dunnett-ovim testom, poredenjem srednjih vrednosti

optiCkih gustina uzoraka koji su bili izloZzeni plazmi i netretiranih, kontrolnih, utvrdeno

je da postoji statistiCki znaCajna razlika u produkciji biofilma u uzorcima koji su bili
izlozeni plazmi pri protoku gasaHe od 1 slm, u svim eksperimentalnim uslovima, osim u
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slucaju jaCine plazme od 0,9 W i 0,15 W i nagjkraCem vremenu izlaganja (Grafikon 5a).
Pri protoku gasaod 0,5 sim, zna€ajnarazlika u produkciji biofilma je utvrdena za plazme

jaCine0,9W i 1,6 W pri vremenimaod 30 s, 60 si 120 s (Grafikon 5b).
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Grafikon 5. Efekat NAP na formiranje biofilma MRSA (10* CFU) u zavisnosti od
razlicite primenjene jaCine plazme (0,15 W, 0,9 W, 1,6 W) i duZine ekspozicije (10,
30s,60s, 120 s) pri protoku gasa He od @) 1 sim b) 0,5 ssim. Kontrolnu grupu su Cinile
Celijekoje nisu izloZene dejstvu plazme. Prikazane su srednje vrednosti optiCkih gustina
= SD triplikata iz dva odvojena eksperimenta. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 u
poredenju sa kontrolama (Dunnett test).

55



4. REZULTATI

Delovanjem plazme na inokulum MRSA veli¢ine 10°CFU, nakon kvantifikacije
biofilma utvrdeno je da biofilm nije formiran u uzorcima koji su hili izloZeni plazmi
jaCine 0,9 W i najduzoj ekspoziciji, kao i jacini 1,6 W i vremenima izlaganjaod 60 s i

120 s u oba protoka gasa He (T abela 6).

Tabela 6. Produkcija biofilma MRSA inokuluma 10° CFU nakon plazma tretmana

Produkcijabiofilma

Jacina plazme Duzina
(W) ekspozicije(s) protok 0,5 sim protok 1 sim
10 ++ ++
30 ++ ++
0,15
60 ++ +
120 + +
10 ++ ++
30 + +
0,9
60 + +
120 0 0
10 + +
30 + +
16
60 0 0
120 0 0

O=nema biofilma; +=oskudan biofilm; ++=umereno razvijen biofilm; +++=jako

razvijen biofilm
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ANOVA test je pokazao da se u oba protoka gasa He srednje vrednosti optiCkih gustina

statistiCki zna€ajnorazlikuju u zavisnosti od vremenaizlaganja za plazme jaCine0,9 W i
1,6 W (Tabea7).

Tabela 7. Poredenje srednjih vrednosti optickih gustina (OD) ispitivanih grupa uzoraka

5 _ o Protok 0,5 sim Protok 1 sim
Jacina DuZina ekspozicije
plazme (W) © Srednjavrednost VA Srednja vrednost R
OD+SD OD+SD
kontrola 0,274 £ 0,146 0,274 + 0,146
10 0,289+ 0,164 0,280+ 0,160
30 0,266 + 0,121 0,249 + 0,077
60 0,251+ 0,105 F=0,190 0,228 £ 0,104 F=0,442
015 120 0,230+ 0,076 p=0,942 0,204 + 0,085 p=0,777
Total 0,264 £ 0,124 0,252+ 0,121
kontrola 0,274 + 0,146 0,274 + 0,146
10 0,252+ 0,071 0,234 + 0,055
30 0,220 + 0,092 0,201 £ 0,107
60 0,170+ 0,073 F=3,947 0,155+ 0,102 F=3,453
09 120 0,082 £ 0,015 p=0,011 0,086 = 0,040 p=0,019
Total 0,212+ 0,119 0,204 + 0,123
kontrola 0,274 + 0,146 0,274 + 0,146
10 0,200 + 0,089 0,176 + 0,088
30 0,174+ 0,074 0,120+ 0,104
60 0,105+ 0,039 F=5,408 0,077 £ 0,008 F=6,009
1o 120 0,070+ 0,012 p=0,002 0,072+ 0,010 p=0,001
Total 0,183+ 0,122 0,165+ 0,129
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Uporedivanjem proseCnih vrednosti optiCkih gustina tretiranih i netretiranih, kontrolnih
uzoraka, primenom Dunnett-ovog testa, utvrdeno je da postoji znacajna razlika u
produkciji biofilma kod uzoraka koji su bili izloZeni plazmi jacine 0,9 W tokom 120 s i
jaCini 1,6 W tokom 60 si 120 s, u oba protoka gasa He, a u protoku gasaod 1 mi u

slucaju delovanja ngjjace plazme tokom 30 s (Gr afikon 6).
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Grafikon 6. Efekat NAP na formiranje biofilma MRSA (10° CFU) u zavisnosti od
razlicite primenjene jaCine plazme (0,15W, 0,9 W, 1,6 W) i duZine ekspozicije (10s,
30s, 60s, 120 s) pri protoku gasa He od @) 1 sim b) 0,5 ssim. Kontrolnu grupu su Cinile
¢elijekoje nisu izloZene dejstvu plazme. Prikazane su srednje vrednosti optiCkih gustina
+ SD triplikata iz dva odvojena eksperimenta. ** p<0,01 u poredenju sa kontrolama
(Dunnett test).
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Kvantifikacijom biofilma najveceg inokuluma (106 CFU) je utvrdeno da se nakon

izlaganja NAP biofilm nije formirao samo u uzorcima koji su bili izloZeni najjacoj
plazmi (1,6 W) i najduzem vremenu izlaganja (120s) pri protoku gasa He od 1 Im

(Tabela ).

Tabela 8. Produkcija biofilma MRSA inokuluma 10° CFU nakon plazma tretmana

Jadina plazme Produkcijabiofilma
P Duina ekspozicije (s)

(W) protok 0,5 sm protok 1 m
10 ++ ++
30 ++ ++
0,15
60 ++ +
120 + +
10 ++ ++
30 ++ +
0,9
60 + +
120 + +
10 + +
30 + +
1,6
60 * +
120 + 0

O=nema biofilma; +=oskudan biofilm; ++=umereno razvijen biofilm; +++=jako razvijen

biofilm

Anadlizavarijans (ANOVA) je pokazala da postoji statistiCki znaCajnarazlika u srednjim
vrednostima optickih gustina izmedu posmatranih grupa u sve tri jaCine plazme pri
protoku gasa od 1 sm. Za protok gasa od 0,5 sm, znaCajna razlika u proseCnim
vrednostima optiCkih gustina uzoraka u zavisnosti od primenjenog vremena izlaganja

utvrdenaje samo za plazmu jaCine 0,9 W (Tabela 9).
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Tabela 9. Poredenje srednjih vrednosti optickih gustina (OD) ispitivanih grupa uzoraka

= ) o Protok 0,5dm Protok 1 m
Jacina DuZina ekspozicije
plazme (W) © Srednja vrednost R Srednjavrednost .
ODz=SD OD+SD
kontrola 0,344 + 0,162 0,344 + 0,162
10 0,354+ 0,131 0,424 + 0,199
30 0,343+ 0,137 0,356 = 0,120
60 0,300 = 0,081 F=0,726 0,243+ 0,077 F=4,682
015 120 0,269 = 0,093 p=0,578 0,174 + 0,055 p=0,003
Total 0,326+ 0,131 0,314+ 0,157
kontrola 0,344 + 0,162 0,344 + 0,162
10 0,331+ 0,101 0,309 + 0,089
30 0,310+ 0,064 0,218+ 0,089
60 0,241 + 0,056 F=2,660 0,231+ 0,107 F=3,582
09 120 0,221 + 0,051 p=0,044 0,182+ 0,104 p=0,012
Total 0,298+ 0,118 0,271+ 0,135
kontrola 0,344 + 0,162 0,344 + 0,162
10 0,285+ 0,035 0,267 + 0,060
30 0,260 + 0,092 0,229+ 0,115
60 0,232 + 0,099 F=2,048 0,155+ 0,087 F=7,568
1o 120 0,233+ 0,115 p=0,102 0,116 + 0,045 p=0,000
Tota 0,283+ 0,125 0,242 + 0,142

Primenom Dunnett-ovog testa utvrdeno je da postoji znaCgjna razlika u koliCini

stvorenog biofilma kod uzoraka koji su bili izloZeni plazmi jaCine0,15 W i 0,9 W tokom

120 si jaCini 1,6 W tokom 60 si 120 s pri protoku gasa od 1 sim, kada se uporede sa
kontrolnim, netretiranim uzorcima (Grafikon 7a). Pri protoku gasaod 0,5 sm, znaajna
razlika u produkciji biofilma nadena je samo kod onih uzoraka koji su bili izloZeni

plazmi jaCine0,9 W i najduzem vremenu izlaganja (Grafikon 7 b).
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Grafikon 7. Efekat NAP na formiranje biofilma MRSA (106 CFU) u zavisnosti od
razlicite primenjene jaCine plazme i duZine ekspozicije, pri protoku gasaHe od a) 1 im
b) 0,5 sim. Prikazane su srednje vrednosti optickih gustina + SD triplikata iz dva

odvojena eksperimenta. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 u poredenju sa kontrolama
(Dunnett test).
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4.2.2. | spitivanje uticaja niskotemper atur ne atmosfer ske plazme na for mir ani
biofilm MRSA

Ovim istrazivanjem je utvrdeno da, pod eksperimentalnim uslovima koji su kori$ceni,
NAP nije uticala znaCajno na formirani biofilm MRSA, bez obzira na veicinu
inokuluma. Nije nadena statistiCki znaCajnarazlika u kolicini stvorenog biofilmaizmedu
kontrolnih i tretiranih uzoraka, Cak ni u slu€aju uzoraka koji su bili izloZeni plazmi

najvecejacine (1,6 W) tokom najduzeg vremena izlaganja (120 s) (Grafikon 8).
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Grafikon 8. Efekat NAP na formiran biofilm MRSA tri razlicitainokuluma (104 CFU,

10° CFU, 10° CFU) pri jatini plazme od 1,6W i duzini ekspozicije od 120s u oba
protoka gasa He. Kontrolnu grupu su Cinili uzorci koji nisu bili izloZeni dejstvu plazme.

Prikazane su srednje vrednosti optickih gustina = SD triplikata iz dva odvojena
eksperimenta.
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4.3. ISPITIVANJE DEJSTVA NISKOTEMPERATURNE ATMOSFERSKE
PLAZME NA FORMIRANJE | FORMIRANI BIOFILM STREPTOCCOCUS
MUTANS

Za ispitivanje uticaja NAP na formiranje i formirani biofilm S. mutans korisCeni su isti

eksperimentalni uslovi koji su korisceni za ispitivanje uticaja na biofilm MRSA.

Kvantifikacijom biofilma S. mutans inokuluma 10°% CFU konstatovano je da se biofilm
nije formirao samo u onim uzorcima koji su bili izloZeni plazmi najveCejaCine (1,6 W)
tokom 60 si 120 s pri protoku gasaHe od 1 sim (Tabela 10).

Tabela 10. Produkcija biofilma bakterije S. mutans inokuluma 10°% CFU nakon plazma

tretmana

Jadina plazme Produkcijabiofilma
P DuZina ekspozicije (s)

(W) protok 0,5 sim protok 1 sim
10 o+ .
30 o+ e+
0,15
60 o+ e+
120 ++ o+
10 o+ e
30 o+ ++
0,9
60 o+ ++
120 + +
10 o+ ++
30 ++ ++
1,6
60 ++ 0
120 + 0

O=nema biofilma; +=oskudan biofilm; ++=umereno razvijen biofilm; +++=jako

razvijen biofilm

Andliza varijans je pokazala da postoji statistiCki znaCajna razlika u srednjim
vrednostima optickih gustina u zavisnosti od vremena izlaganja za sve tri jaCine plazme
u slu€aju protoka gasa od 1 sim. Za protok gasa od 0,5 sSim znaCajnarazlika je utvrdena
zajacine0,9Wi 1,6 W (Tabela 11).
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Tabela 11. Poredenje srednjih vrednosti opti Ckih gustina (OD) ispitivanih grupa uzoraka

= Protok 0,5 9m Protok 1 Im
JaCina DuZinaekspozicije
Srednja vreanost Srednja vreanost
plazme (W) 6] ANOVA ANOVA
OD+SD OD+SD
kontrola 1,001 + 0,436 1,001 + 0,436
10 0,815 + 0,508 0,854 + 0,393
30 0,592 + 0,325 0,654 + 0,309
60 0,630 + 0,304 F=2,055 0,505+ 0,146 F=3,450
0,15
120 0,529 + 0,334 0=0.111 0,496 + 0,198 p=0,019
Total 0,761 + 0,422 0,752+ 0,388
kontrola 1,001 + 0,436 1,001 + 0,436
10 0,540 + 0,276 0,544 + 0,105
30 0,512 + 0,308 0,399 + 0,147
0 60 0,472 + 0,352 F=6,044 0,317 + 0,225 F=11,216
120 0,248 + 0,082 p=0,001 0,164+ 0,143 6=0,000
Total 0,629 + 0,428 0,571+ 0,427
kontrola 1,001 + 0,436 1,001 + 0,436
10 0,538 + 0,350 0,403+ 0,197
30 0,335+ 0,197 0,284+ 0,236
60 0,329+ 0,314 F=9,337 0,109+ 0,076 F=15,695
16
120 0,123+ 0,052 p=0,000 0,089+ 0,023 p=0,000
Total 0,554 + 0,463 0,481 + 0,474

Dunnett-ovim testom je utvrdena statisticki zna€ajna razlika u produkciji biofilma

izmedu kontrolnih i uzoraka koji su bili izloZeni dejstvu plazme jaCine 0,15 W tokom

60 si 120 si ja€inama0,9 Wi 1,6 W tokom svih vremenaizlaganja za protok gasa He od

1 sm (Grafikon 9 a). Pri protoku gasa od 0,5 sim znaCajna razlika je utvrdena kod

uzoraka koji su bili izloZeni plazmi jaCine 0,9 W i 1,6 W tokom svih vremena izlaganja

(Grafikon 9 b).



4. REZULTATI

a protok 1 slm
LG

1.z

mkontrola
=0,15W
=0,9W
ml,6W

108 30s 60s 120s
b protok 0,5 sim
L&
14
12

10s  30s 60s  120s

Grafikon 9. Efekat NAP na formiranje biofilma S mutans (106 CFU) u zavisnosti od
razlicite primenjene jaCine plazme (0,15W, 0,9 W, 1,6 W) i duZine ekspozicije (10 s,
30s, 60s, 120 s) pri protoku gasa He od a) 1 sim b) 0,5 ssm. Kontrolnu grupu su Cinile
¢elijekoje nisu izloZene dejstvu plazme. Prikazane su srednje vrednosti optiCkih gustina
+ SD triplikata iz dva odvojena eksperimenta. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 u
poredenju sa kontrolama (Dunnett test).
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Ispitivanjem uticgja NAP na formirani biofilm S mutans utvrdeno je da pod

eksperimentalnim uslovima koji su primenjeni u ovom istraZzivanju plazma nije uticala

znacajno naformiran biofilm (Grafikon 10).
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Grafikon 10. Efekat NAP na formirani biofilm S. mutans inokuluma 10° CFU u

zavisnosti od razliCite primenjene jaCine plazme (0,15W, 0,9W, 1,6 W) i duZine
ekspozicije (10 s,30 s, 60 s, 120 ) pri protoku gasaHe od a) 1 sslm b) 0,5 sim. Kontrolnu

grupu su Cinili uzorci koji nisu bili izloZeni dejstvu plazme. Prikazane su srednje
vrednosti optickihgustina+ SD triplikata iz dva odvojena eksperimenta
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4.4. EFEKTI NISKOTEMPERATURNE ATMOSFERSKE PLAZME NA
HUMANE MEZENHIMALNE MATICNE CELIJE

4.4.1. Analiza citotoksi¢nosti na humanim mezenhimalnim mati¢nim celijama
izolovanim iz perifernekrvi

Da bi se utvrdilo delovanje NAP na primarne humane ¢elijei eventualna citotoksi ¢nost
ispitivali smo uticaj na vijabilnost i adhezivnost hPB-MSC u in vitro uslovima. Celije su
postavljene (1><105/200uI/otv0ru) u ploCesa24 otvorai izlozene plazmi tri snage (1,6 W,
0,9W, 0,15 W), pri protoku gasaHe od 0,5 lm i tokom tri vremenaizlaganja(10s, 30 s,
60 s). Analizom rezultata dobijenih MTT testom utvrdeno je da plazma, bez obzira na
primenjenu snagu i vreme izlaganja, ne menja znaCajno vijabilnost ovih Celija. Naime,
kada se vrednosti dobijene u uzorcima Celija uporede sa vrednostima dobijenim u
kontrolnim uzorcima, i to kako netretiranih ¢elija, tako i ¢elijatretiranih samo gasom He,
nije ustanovljena statisticki znaCajnarazlika (Grafikon 11).
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Grafikon 11. Efekat NAP na vijabilnost hPB-MSC. Celije su izlozene plazmi razliite
snage (0,15W, 0,9W, 1,6 W) ili samo gasu He, pri protoku gasa od 0,5 sm, u tri

vremena izlaganja (10 s, 30 s, 60 s). Vijabilnost hPB-MSC nakon izlaganja utvrdena je
MTT testom. Vrednosti su predstavljene indeksom vijabilnosti (relativan nivo

vijabilnosti uzorka normalizovan na nivo kontrola)
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Nakon uradenog MTT testa, Celije su fotografisane koris¢enjem svetlosnog mikroskopa
sa digitalnom kamerom. Konstatovano je postojanje tri zone u tretiranim bunarima sa

Celijama: centralna, sa mrtvim Celijama, u kojoj su Celijebile direktno ispod vrha plazma

igle; na periferiji ove zone, odlepljene Celije; i u oblasti spolja prema zidu bunara, Zive
¢elije(Slika 13).

Mrtve telije Udlepljene éelje Five colie

'| ’ l

Slika 13. Fotografija dna bunara mikrotitarske ploCe sa hPB-MSC nakon tretmana
plazmom i uradenog MTT testa

Analiza rezultata adhezionog testa je pokazala da, pod primenjenim uslovima, plazma
tretman ne dovodi do zna€ajnog odlepljivanja Celija, kada se uporedi sa kontrolnim

netretiranim Celijama kao i Celijama koje su bile izloZene samo gasu He. Rezultat
adhezionog testa prikazan je na Grafikonu 12.
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Grafikon 12. Efekat NAP na adhezivnost hPB-MSC. Celije su izloZene plazmi razli¢ite
snage (0,15W, 0,9W, 1,6 W) ili samo gasu He, pri protoku gasa od 0,5 m, u tri

vremenaizlaganja (10 s, 30 s, 60 s). Adhezivnost hPB-M SC nakon izlaganja utvrdena je
adhezionim testom. Vrednosti su predstavljene indeksom adhezivnosti (relativan nivo

adhezivnosti uzorka normalizovan nanivo kontrola)

4.5.1Z0OLACIJA | KARAKTERIZACIJA HUMANIH MEZENHIMALNIH
MATICNIH CELIJA 1Z PERIODONCIJUMA

Konstrukcija plazma igle i stvaranje “blage” plazme su svakako osnov za potencijalnu
primenu NAP u oblasti stomatologije, posebno u parodontalnoj terapiji. Stoga, da bi se
ispitao uticaj NAP na ¢elijeiz ovog tkiva, u ovom radu su, prema dostupnim podacimaiz

literature, po prvi put u nasoj zemlji izolovane multipotentne maticne celije iz
periodoncijuma zuba.

Uzorci periodoncijuma, dobijeni nakon ekstrakcije zdravih umnjaka, su u sterilnim

uslovima usitnjeni skalpelom, prebaCeni u plasticnu posudu za celijske kulture sa
medijumom za kultivisanje, a zatim kultivisani na 37°C u atmosferi zasi¢enoj vodenom

parom sa 5% CO,. Posle 4. dana, oko delova periodoncijuma pojavile su se Celije naik

fibroblastima, anakon 7. danai prve kolonije.
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Shodno kriterijumima predloZenim 2006. godine od strane Medunarodnog udruZenja za
Celijsku terapiju (Dominici i sar. 2006) prvo je pokazano da izolovane i umnoZene
hPDL-MSC rastu kao Celije vretenastog oblika koje podseCaju na fibroblaste, da

adherirgju za plastiku u kulturi i da formirgu kolonije Celija koje podseCaju na
fibroblaste (Slika 14).

Slika 14. Karakteristike hPDL-MSC. (a) fazno-kontrastnom mikroskopijom je utvrdena
morfologija hPDL-MSC koja podseCa na fibroblaste nakon 4 dana kultivacije.
Razmernik: 25 um. (b) Kolonija nastala od jedne Celije nakon 10 dana kultivacije,
obojenakristal violet bojom. Razmernik: 100 um. (c) CFU-F test.

Odredivanje proliferacije hPDL-MSC u kratkotrajnim kulturama, odnosno odredivanje
njihovog broja u kulturama do 6. dana inkubacije, ukazalo je na visoki proliferativni
kapacitet ovih Célija, s obzirom da je veC 2. dana inkubacije broj ¢elijau kulturama bio
trostruko veci, dok je 6. dana inkubacije broj ¢elija u kulturama bio i 10 puta veci u
odnosu na pocetni broj Ceija (Grafikon 13). ProseCno vreme dupliranja populacije
(PDT) hilo je 36,28 + 3,95 h. Nije uoCena pojava spontane diferencijacije, odnosno i

tokom vise pasaZa Celijesu zadrZzale nepromenjenu sposobnost proliferacije.
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Grafikon 13. Proliferativni kapacitet hPDL-MSC u kratkotrajnim kulturama. Prikazane

su srednje vrednosti broja ¢elija+ SEM za 0., 2., 4. i 6. dan inkubacije iz dva odvojena
eksperimenta.

Da bi analizirali imunofenotipske karakteristike umnozenih hPDL-MSC, ispitivana je
ekspresija  povrsinskih markera protoCnom citometrijom i imunofluorescentnom
mikroskopijom. Rezultati protoCne citometrije su pokazali da preko 70% Celijaispoljava
mezenhimalne linijske markere, kao Sto su CD44, CD73, CD90 i CD105, a da se ne
ispoljavaju hematopoetski linijski markeri CD34, CD45 i CD235a (pozitivnost u manje
od 2% Céelija) (Slika 15).
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Slika 15. Imunofenotipske karakteristike hPDL-MSC. Reprezentativni histogrami

rotoCne citometrije OkaZ(léj[l)J ekspresiju odredenih mezenhimalnih linijskih molekula
ECD44H, CD90, CD105, 73) | hematopoetskih markera (CD34, CD45, CD235a)

(neosenceni histogrami) sa procentima pozitivnih ¢dlija, u poredenju sa odgovarguéim
izoti pskim kontrolama (osenceni histogrami)
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Daljom analizom imunofluorescentnom mikroskopijom kod ispitivanih hPDL-MSC

utvrdenajei pozitivna ekspresijamezenhimalnih markera, Stro-1, fibronektin, vimentin i
x-SMA (Slika 16).

Stro-1 Fibronektin Vimentin a-5MA

Slika 16. Imunofenotipske karakteristike hPDL-MSC. Reprezentativni paneli
imunocitohemijske detekcije mezenhimalnih markera STRO-1, fibronektina, vimentinai
x-SMA. Pozitivno citoplazmatsko bojenje intracelularnih markera indirektnom
fluorescencijom pomocu specificnih antitela i odgovaraju¢ih FITC sekundarnih antitela
(zeleno). Jedra su bojena pomoc¢u DAPI (plavo). Za andizu bojenja je koris¢en
imunofluorescentni mikroskop (400xuvecanje). Razmernik: 25 um.

Da bi se ispita0 multipotentni potencijal za diferencijaciju hPDL-MSC u pravcu
mezenhimalnih celijskih linija (osteogenu, adipogenu i miogenu), ¢elije su kultivisane 7
dana (osteogena) i 21 dan (adipogena i miogena) u odgovargju¢im medijumima za
diferencijaciju. Osteogeni potencijal diferencijacije potvrden je ekspresijom ranog
osteogenog markera, ALP, a aktivhost ALP je pokazana delovanjem odgovargjuéeg
supstrata za ova enzim, nakon Cega se Celije u kojima postoji prisustvo ALP boje
intenzivno teget-sivom bojom (Slika 17d). Indukcija adipogene diferencijacije
potvrdena je prisustvom lipidnih kapi unutar Celija, a bojenjem sa Oli Red O dokazano je
da je vecina Cdlija aktivno deponovala unutaréelijske lipide (Slika 17€). Kapacitet za
miogenu diferencijaciju hPDL-MSC je potvrden formiranjem izduzenih visejedarnih
Celija, miotuba koje su, nakon bojenja kristal violet bojom koja omogucava jasno

uoCavanjejedarau Celijama, bile vidljive pod mikroskopom (Slika 17f).
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Slika 17. Vigelinijski potencijal za diferencijaciju hPDL-MSC. Celije su kultivisane u
odgovargju¢em medijumu za diferencijaciju (d-f) ili kontrolnom medijumu (a-c).
Osteogeni  potencijal je utvrden bojenjem ¢elija na aktivnost ALP (d). Prisustvo
intraCelijskih kapljica masti, kao potvrda adipogene diferencijacije, potvrdeno je
bojenjem sa Oli Red O (€). Kapacitet za miogenu diferencijaciju je potvrdena na osnovu
formacija visejedarnih miotuba (f). Razmernik: 50 um.

4.6. ISPITIVANJE UTICAJA NISKOTEMPERATURNE ATMOSFERSKE
PLAZME NA CELIJSKE FUNKCIJE HUMANIH MEZENHIMALNIH
MATICNIH I1Z PERIODONCIJUMA

4.6.1. Efekat niskotemperatur ne atmosfer ske plazme na vijabilnost i adheziju
hPDL-MSC

Uticaj NAP na vijabilnost i adhezivnost hPDL-MSC ispitivan je za tri razlicite snage
plazme (0,15W, 0,9W i 1,6 W), dva protoka He (0,5 ssm, 1 sikm) i Cetiri vremena
izlaganja (10 s, 30 s, 60 s, 120 s). Da bi se utvrdilo da efekat nije nastap dejstvom gasa
He, jednu kontrolnu grupu su Cinile ¢elije koje su izloZzene samo ovom gasu. Analizom
rezultata dobijenih MTT testom i poredenjem vrednosti dobijenih u uzorcima Cdlija
tretiranih plazmom sa vrednostima dobijenim u kontrolnim uzorcima, kako netretiranih
Celija, tako i Celija tretiranih samo sa He, utvrdeno je da plazma ne menja znacajno
vijabilnost Celija(Grafikon 14).
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C;rafikon 14. Efekat niskotemperaturne atmosferske plazme na vijabilnost hPDL-MSC.
Celije su izlozene plazmi razlicite snage (0,15W, 0,9W, 1,6 W) ili samo gasu He,

kombinovano sa dva protoka gasa a) 0,5 sim, b) 1 sim i Cetiri vremena izlaganja (10 s,
30s, 60s, 120 ). Vijabilnost hPDL-MSC nakon izlaganja je utvrdena MTT testom.

Vrednosti su predstavljene indeksom vijabilnosti (relativan nivo vijabilnosti uzorka
normalizovan na nivo kontrola) £ SEM iz tri odvojena eksperimenta.
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Analizom rezultata dobijenih adhezionim testom utvrdeno je da NAP ne uzrokuje
znacajno odlepljivanje ¢elija od podioge, di je uoceno da jace snage u kombinaciji sa

manjim protokom gasa dovode do odredenog odlepljivanja ¢elija. Rezultat adhezionog
testaje prikazan na Grafikonu 15.

prowk 1 slm
-.."1

EN misw
0.4 i W
[ ] WY

*Hc

0B 20 300400 500 6 T B0 S0 100 1LG 120
vreme ixlagranja []

AL 13 W
04 Jaepow

1,2 - 1.0
“=Hu

o ny 200 300 400 500 60 ) R0 90 100011120

vreme izlazanja [5)

Grafikon 15. Efekat niskotemperaturne atmosferske plazme na adheziju hPDL-M SC.
Celije su izloZene plazmi razli¢ite snage (0,15 W, 0,9W, 1,6 W) ili samo gasu He,
kombinovano sa dva protoka gasa a) 1 sim, b) 0,5 sim i Cetiri vremenaizlaganja (10 s,

30s, 60, 120 s). Uticag na adhezivnost ¢elijaodreden je adhezionim testom. Vrednosti

su predstavlijene indeksom adhezivnosti (relativan nivo adhezivnosti uzorka
normalizovan nanivo kontrola) £ SEM iz tri odvojena eksperimenta.
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4.6.2. Efekat niskotemper atur ne atmosfer ske plazme na migratorni potencijal
hPDL-MSC

Uticsj NAP na migratorni potencijal hPDL-MSC ispitan je koris¢enjem in vitro
“scratch” testa. Odmah nakon $to je napravljena ogrebotina u konfluentnom monosloju
hPDL-MSC, ¢éelijesu izloZene dejstvu plazmejacine 1,6 W ili samo gasu He, pri protoku
gasaHe od 0,5 dmi 1 sim tokom 30 si 60 s. Migracija Celijaje pracena na svetlosnom
mikroskopu i uoceno je da plazma uzrokuje smanjenje migratorne sposobnosti Celija
(Slika 18).

GD

Kontrola

1slm 0.5 slm

Slika 18. Efekat NAP na migratorni potencijal hPDL-MSC. Nakon dostizanja
konfluentnosti napravljena je ogrebotina u ¢elijskom monosloju (t0) nakon Cegasu Celije
izlozene plazmi (Pl) jaCine 1,6 W ili samo gasu He, pri protoku gasaod 0,5smi 1 dmi

dva vremena ekspozicije (30 s, 60 s). Migracija Celijau polje ogrebotine dokumentovana
je svetlosnim mikroskopom i fotografisana.

Tscratch programom kvantifikovan je procenat povrSine polja ogrebotine koja nije
popunjena Celijama. Analizom dobijenih rezultata utvrdeno je da plazma tretman
znacajno inhibira rekolonizaciju ogrebotine ¢elijama. Testiranjem parova Mann-
Whitney testom dokazano je da postoji i statistiCki znaCajna razlika u procentu
nepopunjene povrsine ¢elijamaizmedu tretiranih i netretiranih ¢elijapri protoku gasa 1

sim (p<0,01), kao i protoku gasa 0,5 sim (p<0,05), bez obzira na vreme izlaganja Cdlija.
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StatistiCki znaCajna razlika konstatovana je i u odnosu na Celije koje su bile izloZzene

samo gasu He u oba protoka gasa (Grafikon 16).
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Grafikon 16. Efekat NAP na migratorni potencijal hPDL-MSC. Nakon dostizanja
konfluentnosti napravljena je ogrebotina u ¢elijskom monosloju (t0) nakon Cegasu Celije
izlozene plazmi (Pl) jaCine 1,6 W ili samo gasu He, pri protoku gasaod 0,5smi 1 dmi

dva vremena ekspozicije (30 s, 60 s). Kvantifikacija je izvrsena koris¢enjem TScratch
programa. Rezultati su predstavljeni srednom vredno$¢u procenta nepopunjene povrsine

¢elijama+ SEM iz dva odvojena eksperimenta (b). *p<0,05, ** p<0,01 u poredenju sa
netretiranim Celijama, # p<0,05, ## p<0,01 u poredenju sa ¢elijamaizloZenim samo gasu
He (Mann-Whitney test)

4.6.3. Efekat niskotemperatur ne atmosfer ske plazme na proliferaciju hPDL-MSC

Proliferacija Célija je odredena na osnovu broja ¢elija u kulturi nakon odgovargjuceg
vremenskog perioda. Kao $to je veC prikazano u delu rezultata Izolacija i karakterizacija
hPDL-MSC, proliferativni potencija netretiranih ¢elijabio je veoma visok, odnosno vec
2. dana inkubacije broj Celija u kulturama bio je trostruko veci, a nakon 6. dana

inkubacije Cak 10 puta vedi u odnosu na pocetni broj ¢elija. Medutim, kod tretiranih
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celijatokom istog vremenskog intervala, broj ¢elija se jedva udvostrucio, bez obzira na

primenjeni protok gasaHei vreme izlaganja ¢elijaplazmom (Grafikon 17).
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Grafikon 17. Efekat NAP na proliferaciju hPDL-MSC (g, b) Pode izlaganja Célija
plazmi ja€ine 1,6 W (P!) ili samo gasu (He), pri protoku od 0,5 m i 1 m i ekspoziciji

od 30si 60 s Celijesu dalje kultivisane i izbrojane 0., 2., 4. i 6. dana. Netretirane Celije
su sluzile kao kontrola. Rezultati su prikazani indeksom proliferacije koji predstavlja

odnos broja Celija odredenog dana prema pocetnom broju ¢elija (0. dan). Rezultati su
predstavljeni srednjom vredno$s¢u+ SEM iz tri odvojena eksperimenta.
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IzraCunavanjem PDT potvrdeno je da plazma tretman usporava proliferaciju hPDL-
MSC. Vrednosti PDT tretiranih ¢elijasu bile statistiCki znaCajno ve¢e kada se uporede sa

vrednostima netretiranih kontrola (p<0,01). lako su ¢elije koje su bile izloZzene samo

gasu He pokazale nesto sporiju proliferaciju, vrednosti PDT nisu bile statistiCki znaCajno

veCekada se uporede sa netretiranim kontrolama (Grafikon 18).
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Grafikon 18. Efekat NAP na proliferaciju hPDL-MSC. Posle izlaganja Celija plazmi
jaCine1,6 W (PI) ili samo gasu (He), pri protoku od 0,5smi 1 mi ekspoziciji od 30 si
60 s ¢elijesu dalje kultivisane i izbrojane 0., 2., 4. i 6. dana. Netretirane Celije su sluzile
kao kontrola. PDT - vreme dupliranja Celijske populacije je prikazano kao srednja
vrednost + SEM iz tri odvojena eksperimenta. ** p<0,01 u odnosu na netretirane Celije;
## p<0,01 u odnosu na ¢elijeizloZene samo gasu (Mann-Whitney U test)
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4.6.4. Efekat niskotemperaturne atmosfer ske plazme na diferencijaciju u osteogenu
liniju hPDL-M SC

U cilju ispitivanja uticgja plazme na potencijal diferencijacije hPDL-MSC u pravcu
osteogene linije, kao i kvantfikovanja uticga niskotemperaturne atmosferske plazme,

merena je aktivnost ALP u supernatantu kultura Celija koje su izlozene plazmi, samo

gasu He i kontrolnih, netretiranih Celija. Rezultati su pokazali znaCajno povecanje
aktivnosti ALP u uzorcima cCelija tretiranih plazmom u poredenju sa kontrolnim
netretiranim ¢elijama u svim primenjenim eksperimentalnim usovima (Grafikon 19),
$to bi moglo da ukaze na to da plazma tretman povecava osteogeni potencijal hPDL-
MSC. U analiziranim uzorcima Celijakoje su bile izloZzene samo gasu He nije utvrdena

statisti Cki zna€ajnapromena aktivnosti ALP.
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Grafikon 19. Aktivnost akalne fosfataze hPDL-MSC nakon izlaganja NAP. Vrednosti
su normalizovane prema ukupnom iznosu Celijskih proteina i predstavljene indeksom
(odnos normalizovanih vrednosti tretiranih Celija prema normalizovanim vrednostima
kontrolnih ¢elija). Rezultat je prikazan kao srednja vrednost indeksa + SEM iz tri
odvojena eksperimenta. *p<0,05, **p<0,01 u poredenju sa netretiranim kontrolama,

##p<0,01 u poredenju sa CelijamaizlozZzenim samo gasu (Student t test)
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5. DISKUSIJA

5.1. ISPITIVANJE UTICAJA NISKOTEMPERATURNE ATMOSFERSKE
PLAZME NA BAKTERIJE U SUSPENZIJAMA RAZLICITE
KONCENTRACIJE

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da neravnotezna atmosferska plazma stvorena

plazma iglom deluje snazno antimikrobno na bakterije u suspenzijama, kao i da

efikasnost raste sa povecanjem snage plazme i produzavanjem vremena ekspozicije.
Ovakav nalaz je oCekivan s obzirom na to da se povec¢anjem snage poveCava prinos
radikala i naglektrisanih Cestica u plazmi. lako statistiCkom analizom nije utvrdena
direktna zavisnost izmedu protoka gasa He i broja formiranih kolonija nakon plazma
tretmana, u svim eksperimentima su dobijeni bolji rezultati pri manjem protoku gasa, 0,5
sim, $to je u skladu sa nalazima drugih studija (Goree i sar. 2006). PoveCanjem protoka
inertnog gasa smanjuje se mogucnost da molekuli iz atmosfere difunduju u oblast u kojoj
je kreirana plazma i samim tim smanjuje se efikasnost produkcije reaktivnih Cestica

odgovornih za baktericidno degjstvo plazme. Takode, radni uslovi pod kojima se tretirgju
uzorci mogu da varirgu jer u velikoj meri zavise i od vlaznosti okolnog atmosferskog

vazduha. Kako bi utvrdili moguci uticaj sastava atmosfere, u laboratoriji u kojoj su
vrseni tretmani uradena su detaljnaispitivanja sastava vazduhai pokazano je da se sastav
vazduha i njegova vlaznost ne menjaju znaCajno ni tokom duzeg vremenskog perioda
(Seslak, 2009; Malovi¢ i sar. 2010). Utvrdena je direktna zavisnost efikasnosti
niskotemperaturne plazme od pocCetne koncentracije ispitivanih suspenzija bakterija, kao
i da je efekat NAP na suspenzije najvece pocetne koncentracije, pod uslovima koji su

kori$€eni u ovom istrazivanju, bio zanemarljiv.

Mehanizam kojim NAP deluje antimikrobno je sustinsko pitanje, medutim uprkos
brojnim istrazivanjima u ovoj oblasti, taCan mehanizam kojim plazme deluju jo$ uvek
nije u potpunosti razjasnjen. Jedan od razloga je koris¢enje nestandardizovanih metoda
od strane razliCitih autora zbog Cegaje interpretacija i poredenje rezultata veoma tesko,
posebno zbog Cinjenice da mala varijacija u primenjenim parametrima moze znaCajno da

uticenarezultat.
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Pretpostavlja se da UV zraCenje, reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS - reactive oxigen

species), reaktivne azotne vrste (RNS - reactive nitric species), naglektrisane Cestice i
elektricno polje udruZzeno deluju narazlicite Celijske komponente i metabolicke procese
bakterija, zbog Cega je manje verovatno razvijanje rezistencije, Sto je od posebnog
znaCaja. Niskotemperaturne plazme su izvor UV zraCenjarazlicitih talasnih duzina, ali

samo UV zraCenje talasne duzine u opsegu 200-300 nm i dozi od nekoliko mJ/cm?
uzrokuje zna€ajno ostecenje bakterijskih Celija (Fridman i sar. 2008; Laroussi, 2005).
Ova ostecenja pretezno nastgju formiranjem dimera timinskih baza u bakterijskoj DNK
Cime se onemogucava normalno sparivanje baza i sinteza DNK, a time i umnoZavanje

bakterija. Intenzitet UV zraCenjai opsezi talasnih duZina prvenstveno zavise od pritiska
na kojem nastgje plazma. Poznato je da plazme koje se stvaragju na niskim pritiscima

predstavljaju bogat izvor UV zraCenja kratkih talasa koji imaju najsnaznije germicidno
dejstvo. Medutim, istraZzivanja pokazuju da je intenzitet UV zraCenja u
niskotemperaturnim atmosferskim plazmama mali zbog Cega se pretpostavlja da ono
nema vazan uticaj u procesu inaktivacije. 1zuzetak Cine atmosferske plazme koje koriste
gas Ar (Trompeter i sar. 2002) ili meSavinu N,/N,O, (Boudam i sar. 2006) u kojima UV

fotoni, pod specific¢nim primenjenim uslovima, mogu predstavljati glavne inaktivirgjuce
faktore. Jedan od mogucih naina utvrdivanja uticgja UV zraCenja u plazmi na
inaktivaciju mikroorganizama je postavljanje kvarcnog stakla izmedu ispitivanog uzorka
i plazme. Na tgj nacCin se blokira dolazak Cesticaiz plazme, dok se UV zraCenjeiznad

200 nm propusta. Na Institutu za fiziku je sproveden ovakav eksperiment, kojim je

utvrdeno da izmedu uzoraka koji su bili tretirani kroz kvarcno staklo i netretiranih,
kontrolnih uzoraka, nije bilo znaCajne razlike u porastu bakterija na osnovu Cega bi
moglo da se pretpostavi da u sluCaju naseg ispitivanog izvora NAP, UV zraCenjeneigra
vaznu ulogu u inaktivaciji (neobjavljeni rezultat). Medutim, dodatna merenja su svakako

neophodna dabi se doneo konaCan zakljucak.

Prihvaceno je misljenje da su za baktericidne karakteristike neravnoteznih atmosferskih
plazmi ngjodgovornije ROS, RNS i RONS koje se stvargju kroz elasti¢ne i neelasticne
sudare Cesticau plazmi. Vrsta prisutnih Cestica prvenstveno zavisi od vrste gasa u kome
se formira plazma. U veCini studija u kojima se ispitivalo baktericidno dejstvo plazme

kori$¢ena su praznjenja u plemenitim gasovima kao $to su He i Ar (Ermolaeva i sar.
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2011; Daeschlein i sar. 2010; Hammann i sar. 2010; Rupf i sar. 2010). Ova dva gasa
sluze samo kao gasovi nosioci, jer njihovo prisustvo smanjuje napon potreban da bi
doslo do probojai formiranja praznjenja. Oni sami po sebi nemaju baktericidno dejstvo
Sto je i ispitano tokom izvrSenih merenja. Jedna od kontrola je bila i tretman uzoraka
samo helijumom bez paljenja plazme. Kori$¢eni su protoci od 0,5i 1dm kao i ista
vremena tretmana u sluCajevima kada je upaljena plazma. Pokazalo se da helijum kao
gas nema nikakvo baktericidno dejstvo. Da bi se povecalaantimikrobna efikasnost NAP,
Cesto se koristi smesa ovih gasova sa kiseonikom, vazduhom ili drugim gasovima. U
praznjenjima u vazduhu dominantne vrste su O, O, , O3 OH, H,0,, NO, NO, (Larouss,
2002; Herrmann i sar. 1999). Ove Cestice o$teCuju bakterijske proteine (fragmentacijom
peptida, oksidacijom sulfhidril grupa), lipide (peroksidacijom lipida, produkcijom

aldehida), membranu (povecanjem hidrofobnosti ili smanjenjem fluidnosti) ili direktno
DNK, koja kod bakterija nije zasti¢enajedarnom membranom. U razlicitim studijama se

istiCe da oksidativni stres predstavlja jedan od mogucih mehanizama inaktivacije
bakterija (Gaunt i sar. 2006; Kong i sar. 2009; Wende i sar. 2010). Novija istrazivanja su

pokazala da plazma tretman indukuje oksidativni stres i stvaranje ROS koji utiCu na
¢elijsku membranu i morfologiju E. coli, kao i da dovode do oksidativne modifikacije

bakterijske DNK (Joshi i sar. 2011). Plazma igla koja je koris¢ena u nasem istrazivanju
je pre upotrebe u tretmanima bakterijai ¢elijabiladetaljno ispitana. Ispitivanja su vrsena
el ektricnim sondama, optickom i masenom spektroskopijom. Sem snage kao jednog od

najvaznijih parametara tretmana, bilo je potrebno utvrditi koje reaktivne Cestice nastgju u
praznjenju plazma igle. Pokazano je da su od neutralnih atoma i molekula kreiranih u

plazmi ngjdominantniji O, N, NO, kao i OH i H,O, radikali. Uz njih dominantni su O, i
N,, ai oni se nalaze u znaCajnom procentu u vazduhu i nisu direktan proizvod plazme
(Malovic i sar. 2010). Zarazliku od drugih izvora na atmosferskom pritisku (npr. HAPPJ
uredgja), plazma igla ne proizvodi primetan broj molekula ozona. U plazmi se, takode,
nalazi veliki broj metastabila kiseonika, kao i pobudenih molekula i atoma koji lakse
mogu da se jonizuju i da predu npr. u superoksidni anjon koji je odgovoran za
oksidativni stres ¢dlija. Sem neutrala, plazma je bogata jonima i tu su najzastupljeniji
joni kiseonika i azota, O,", O", N,*, N*, NO*, kao i hidroksilni joni (Malovi¢ i sar.

2010).
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Ovim istrazivanjem je utvrdeno da su na dejstvo NAP stvorene plazmaiglom osetljivije
ispitivane Gram-negativne bakterije, P. aeruginosa i E. coli, od Gram-pozitivnih, S.
aureus i E. faecalis. Anaizom dobijenih rezultata je utvrdeno da je na dejstvo
niskotemperaturne atmosferske plazme ngjosetljivija bakterija E. coli. Konstatovano je

da se broj formiranih kolonija ove bakterije smanjuje za faktor 10*, odnosno daje vise
od 99% bakterija koje su se nalazile u suspenziji bilo unisteno. NeSto manju osetljivost
na dejstvo plazme je pokazala bakterija P. aeruginosa. Od Gram-pozitivnih ispitivanih
bakterija na dejstvo NAP je bila osetljivija bakterija S aureus. ViSefaktorskom
regresionom analizom varijansi je utvrdeno da se kao znaCajni faktori, od kojih zavisi

efekat NAP, u slucagu Gram-negativnih bakterija izdvajgju snaga plazme, duZina

ekspozicije i polazna koncentracija suspenzija, dok u sluCaju Gram-pozitivnih samo
snaga plazme i polaznakoncentracija.

Veca osetljivost Gram-negativnih bakterija na dejstvo plazme se prvenstveno moze
objasniti razlikom u gradi Celijskog zida izmedu Gram-negativnih i Gram-pozitivnih
bakterija Celijski zid Gram-pozitivnih bakterija je relativno debeo (15-80 nm) i
najvecim delom sastavljen od peptidoglikana. Celijski zid Gram-negativnih bakterija je
tanji (10-15 nm), manje kompaktan i sadrzi tanak sloj peptidoglikana iznad koga se
nalazi spoljasnji omotaC sa lipopolisaharidom kao klju¢nom komponentom. NAP
delovanjem elektricnog polja ili bombardovanjem visokoenergetskim jonima moZze
uzrokovati mehaniCke erozije Celijskog zida bakterija, Sto bi predstavljalo jedan od
mogucih mehanizama antibakterijskog dejstva. Kako je ¢edlijski zid Gram-negativnih
bakterija tanji moZe se pretpostaviti da Ce pretrpeti veca ostecanja. Mogudi razlozi koji

dovode do rupture celijske membrane Gram-negativnih bakterija su ateracija
membranskih lipida formiranjem peroksida masnih kiselina (Montie i sar. 2000) i

akumulacija naelektrisanja na spoljasnjoj povrsini membrane (Mendis i sar. 2000). U
sluCagju bakterija u suspenzijama, naglektrisanje Celijskog zida elektronima je malo
verovatno, s obzirom na to da naelektrisane Cestice ne mogu da prodru u teCnost.
Larouss sa saradnicima (1999) i Montie sa saradnicima (2000) u svojim istrazivanjima
su pokazali da perforacije na membrani E. coli nastaju nakon kratkog vremena izlaganja,
a da duzim izlaganjem nastaje Celijska fragmentacija. Vise razlicitih studija je poredilo

inaktivaciju Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija plazmom, a dobijeni su

84



5. DISKUSIJA

razliCiti rezultati. U nekoliko studija je utvrdeno da su plazme efikasnije u inaktivaciji
Gram-negativnih organizama (Ermolaevai sar. 2011; Daeschleini sar. 2010; Hong i sar.
2009), dok rezultati drugih ukazuju na suprotan efekat (Fengi sar. 2009; Hammann i sar.
2010; Rupf i sar. 2010; Scholtz i sar. 2007; Sohbatzadeh i sar. 2010). Ovakve razlike
prvenstveno nastaju zbog koris€enja razlicitih izvora plazme, uslova pod kojim su
tretirani uzorci kao i razliCitog sastava hranljivih podloga/rastvora u kojima je vrsena

inaktivacija bakterija.

U ovom istrazivanju koris¢ene su Cetiri vrste bakterija koje su ciljano izabrane s obzirom
na brojne mehanizme rezistencije koje razvijgju na razlicite antimikrobne agense. Nalaz
da su ispitivane Gram-negativne i Gram-pozitivne bakterije osetljive na dejstvo NAP
stvorene modifikovanom plazmaiglom, za koju nije realno oCekivati razvoj mehanizama

rezistencije, je od izuzetne vaznosti za potencijalnu primenu ovog plazma izvora.

5.2. ISPITIVANJE UTICAJA NISKOTEMPERATURNE ATMOSFERSKE
PLAZME NA BIOFILM BAKTERIJA

5.2.1. I spitivanje uticaja niskotemper atur ne atmosfer ske plazme na formiranjei
formirani biofilm MRSA

Poslednjih godina je vise razliCitih studija pokazalo da NAP deluju snazno
antibakterijski na Gram-pozitivne, Gram-negativne bakterije, kao i na biofilm razlicitih
vrsta bakterija (Joshi i sar. 2010; LazoviC i sar. 2010; Hong i sar. 2009; Leei sar. 2006;
Yu i sar. 2006; Lee i sar. 2009). Medutim, veoma je malo podataka o uticaju NAP na
biofilm MRSA (Joshi i sar. 2010; Cotter i sar. 2011). Pojava sojeva MRSA, koji su
rezistentni na sve beta laktamske antibiotike, a Cesto i na druge grupe antibiotika,
predstavlja jedan od veoma vaznih zdravstvenih problema danas. Poznato je da
stafilokoke, ukljucujuci i MRSA, poseduju sposobnost vezivanja za razlicite povrsine i
formiranja biofilma. MRSA biofilmovi, pored multirezistencije same bakterije, poseduju
i dodatnu otpornost na antimikrobne agense, usled rasta u vidu biofilma. U okviru ove
studije sprovedeno je opsezno in vitro istrazivanje dejstva niskotemperaturne plazme na
atmosferskom pritisku stvorene modifikovanom plazmaiglom, na biofilm klini¢kog soja
MRSA. IzvrSena je evaluacija efekta plazme, u zavisnosti od snage plazme i protoka

gasa tokom tri razlicita vremena izlaganja, na biofilm MRSA, koji su formirali
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inokulumi veli¢ine od 10* do 10° CFU. Rezultati su pokazali da niskotemperaturna
plazma stvorena ovim izvorom poseduje inhibitorni efekat na rast MRSA u biofilmu.

Ovg inhibitorni efekat je u pozitivnoj korelaciji sa snagom plazme, protokom gasa i
vremenom izlaganja. Ovakav nalaz je u skladu sa karakteristikama izvora plazme.
Naime, sa veCim protokom gasa vise plazma Cestica dolazi u kontakt sa bakterijskim

¢elijama, dok se povecanjem snage plazme povecava prinos reaktivnih Cestica. Vrsta i

sastav baktericidnih Cestica u plazmi prvenstveno zavise od konstrukcije izvora, vrste
gasa koji se koristi, vlaznosti vazduha, snage i dr. Reaktivne Cestice plazme, prvenstveno
ROS i RNS, direktno utiCu na bakterije, posebno na njihovu spoljasnju memebranu.

Hidroksil (OH") radikal je veoma reaktivan unutar zidova Celijai reaguje sa ve¢inom
biomolekula. Ovgj radikal dovodi do oksidativnog ostecenjamembrane i ¢elijskog zida

modifikovanjem membranskih belanCevinai izazivanjem lipidne peroksidacije. Jedan od
dominantnih hemijski aktivnih molekula u slucaju plazme stvorene plazmaiglom kojaje

kori§¢enau ovom istraZivanju, je i azot monoksid (NO) (Lazovic i sar. 2008; MaloviC i
sar. 2010). Ova molekul je snazan antimikrobni agens, a njegova efikasnost je pokazana

protiv brojnih Gram-negativnih i Gram-pozitivnih bakterija, ukljuujuci i S aureus
(Ghaffari i sar. 2006). Antimikrobno dejstvo ovog molekula potice od direktne

modifikacije biomolekula ili formiranja reaktivnih azotnih i kiseoniCnih vrsta (RNOS)
kao Sto su peroksinitrit (OONO"), S-nitrozotiol (RSNO), azot dioksid (NO,), azot

trioksid (N,Og) i azot tetraoksid (N,O,). Ove resktivne vrste antimikrobno dejstvo
ostvaruju indukujuci lipidnu peroksidaciju ili ostecuju¢i DNK (Schairer i sar. 2012).
Pored toga, RNOS mogu uzrokovati nitrozaciju proteinskih tiol grupai nitrozilaciju Fe-S
centra proteing, ¢ime se modifikuje funkcija proteina koji su esencijani za Celijske
procese (Friedman i sar. 2011; Han i sar. 2009).

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da je inhibicija biofilma zavisna ne samo od
parametara plazme ve¢ i od veliCine inokuluma. U slucagu najveceg ispitivanog

inokuluma (106 CFU), plazma nije znaCajno uticala na formiranje biofilma, cak ni u
slucaju najvece snage i najduzeg vremena izlaganja pri protoku gasa He od 0,5 sim.

Inhibitorni efekat plazme na formiranje biofilma od strane najveceg inokuluma je
konstatovan pri protoku gasa He od 1 silm u kombinaciji sadrugim plazma parametrima.
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U slucaju najmanje velicine inokuluma (104 CFU), utvrden je visok nivo inhibitornog

efekta plazme na biofilm. Pri protoku gasa od 0,5 sim plazma snage 0,9 W je hila

dovoljna da se postigne znaCajno smanjenje formiranja biofilma, bez obzira na vreme
izlaganja. Pri veCem protoku gasa, sve kombinacije plazma parametara su bile efikasne u

inhibiciji formiranja biofilma.

Ovim istrazivanjem je utvrdeno da plazma inhibitorno deluje na formiranje MRSA
biofilma, medutim, efekat na ve¢ formirani biofilm bio je zanemarljiv. Ovo bi se moglo
objasniti debljinom biofilma. Bakterije koje su najvise izlozene aktivnim Cesticama
plazme su svakako one u povrsinskim slojevima biofilma, zbog Cegadolazi do njihove
inaktivacije. Medutim, baktericidni produkti plazme verovatno ne prodiru u dublje
slojeve, zbog Cega ne dolazi do eradikacije biofilma. Nedavno je u in vitro uslovima
pokazano da se He/O, plazmom postiZze potpuna eradikacija biofilma bakterija Bacillus
cereus i Saphylococcus aureus vec nakon 45 s i 2 minuta, dok je za biofilm Gram-
negativnih bakterija Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa bilo potrebno duze
vreme (Alkawareek i sar. 2012). U drugim studijama je koris¢enaAr plazmakojom je za
kratko vreme postignuta potpuna eliminacija biofilma bakterija E. coli, S. epidermidisii

MRSA (Leei sar. 2009), a dican rezultat je dobijen i praZznjenjem na vazduhu pomocu
dielektricne barijere (Joshi i sar. 2010). Novija in vivo istrazivanja pokazuju da se Ar
plazmom postize efikasna eliminacija biofilma bakterije P. aeruginosa u inficiranim
ranama na kozi pacova Cime se poboljSava proces zarastanja (Ermolaeva i sar. 2011).
Ranija istrazivanja su utvrdila da reaktivne i naelektrisane Cestice plazme mogu uticati

na integritet polisaharidnog matriksa koga sekretuju bakterije u biofilmu. Pokazano je da
izlaganje plazmi dovodi do poveCanjaporoznosti biofilma, gubitka biomase i smanjenja
debljine, Cime se destabilizuje celokupna stuktura biofilma (Moisan i sar. 2001; Laroussi
i sar. 2003; Joaquin i sar. 2009; Lee i sar. 2009). U slucaju naSeg izvora plazme,
eradikacija biofilmabi se mozda mogla posti¢i povec¢anjem snage plazme, imajuci u vidu
da se povecanjem primenjene snage povecavai prinos reaktivnih Cestica pri ¢emu ne
dolazi do znaCajnog povecanjatemperature tretiranog uzorka (Lazovic i sar. 2010), $to je

od presudnog znaCajakod primene plazme in vivo.
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5.2.2. | spitivanje uticaja niskotemper atur ne atmosfer ske plazme na formiranjei
formirani biofilm S. mutans

Dentalni plak-biofilm predstavlja slozenu zajednicu mikroorganizama oralne mikroflore
koji su odgovorni za nastanak najrasprostranjenijih infektivnih oboljenja kod Coveka,
zubnog karijesa i parodontalnih bolesti. Dentalni karijes je infektivna bolest
mineralizovanih zubnih tkiva, gledi, dentinai cementa. Danas se zna da karijes pocinje
kao posledica delovanja kiselina na povrsinu gledi zuba gde dolazi do najvece
akumulacije plaka. Terapija karijesa podrazumeva uklanjanje karijesnog dentina, a
najrasprostanjeniji naCin uklanjanja karijesnog dentina u svakodnevnoj praks je
masinskim rotirgju¢im instrumentima. lako efikasni, njima se uklanja i zdrava zubna
supstanca, a tokom rada se stvargju vibracije i razvija toplota koji izazivaju iritaciju
zubne pulpe i nelagodnost kod pacijenta. Osim toga, brojna istrazivanja su ukazala da
nakon preparacije kaviteta opstaju mikroorganizmi u dentinu i dentinskim tubulima, Sto
dovodi do razvoja sekundarnog karijesa. Moderni koncept minimalno interventne
stomatologije temelji se na oCuvanju $to viSe prirodnog zubnog tkiva u svrhu
minimalnog daljeg oSteCenja zuba, zbog Cega se poslednje decenije istrazuju razlicCite
aternative konvencionalnim metodama u terapiji karijesa, kao $to su ultrazvucno i
lasersko uklanjanje karijesnog dentina, koriscenje ozona, hemijsko-mehanicka metoda

ili tehnika vazdusne abrazije (Banerjeei sar. 2000; Banerjeei sar. 2000).

Jedna od veoma interesantnih potencijalnih primena niskotemperaturnih atmosferskih
plazmi jeste in vivo dezinfekcija u oranoj regiji, prvenstveno kaviteta zuba nastalih
karijesom, inficiranih kanala korenai parodontalnih dzepova. Izvor NAP koji po svojim
karakteristikama odgovara ovakvoj primeni je plazma igla. Konstrukcija ovog izvora je
takva da omogucavalaku dostupnost mestu tretmana, pri Cemu se stvara “blaga” plazma

snaznog antimikrobnog dejstva, bez prateceg zagrevanja tretiranog uzorka.

Ovim istrazivanjem je izvrSena evaluacija efekta NAP, stvorene plazma iglom, na

biofilm bakterije S. mutans inokuluma od 10°® CFU u zavisnosti od razli¢itih parametara
plazme i vremena izlaganja. Utvrdeno je da je, bez obzira na protok gasa He, plazma

snage od 0,9 W, u svim vremenima izlaganja, dovoljna da se zna€ajno inhibira rast S
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mutans u vidu biofilma. ZnaCajna inhibicija rasta je postignuta i sa ngjmanjom
primenjenom snagom plazme, 0,15 W, ali samo u kombinaciji sa ngjvecim protokom
gasa He i najduzim vremenom izlaganja. Nasuprot snaznom inhibitornom dejstvu na

formiranje biofilma, efekat plazme navec formiran biofilm je bio i u ovom slucaju, kao i

kod biofilma MRSA, zanemarljiv. Nalazi dobijeni u ovom istrazivanju su u skladu sa

nalazima drugih studija. Stoffels sa saradnicima (2002) je, koristeCi plazma iglu kao

izvor NAP, pokazala da se postize efikasna inaktivacija Sreptococcus mutans u radijusu
od 5-8 mm vec nakon 60 s, dok je Goree sa saradnicima (2005), koriste¢i veoma slican
izvor, ukazao na direktnu zavisnost antibakterijskog efekta plazme od primenjenog
protoka gasa. U studiji Sladek i saradnika (Sladek i sar. 2007) antimikrobna aktivnost
NAP protiv biofilma S. mutans je poredena sa sredstvom za ispiranje usta koje sadrzi
0,2% hlorheksidin glukonat. Rezultati su pokazali da ni 12 h posle tretmana plazmom
nije uoCen porast bakterija koje su odlepljene od biofilma. lako je pokazano inhibitorno
degstvo plazme, ovi efekti su zavisili od prisustva saharoze. Druge studije dokazae su da
se NAP moze vrsiti eliminacija oralnih patogena sa povrsine dentina (Rupf i sar. 2010)
Sto je realniji model za ispitivanje, s obzirom da mikroorganizmi mogu prodreti u
dentinske tubule ¢imeje njihova eliminacija otezana. Osim toga, ovakvim tretmanom bi
se mogla izvrsiti modifikacija povrSine dentina i priprema za trgno vezivanje sa

kompozitnim restaurativnim materijalima (Rittsi sar. 2010).

Biofilm S. mutans mozda ne predstavlja najadekvatniji model zaispitivanje dejstva NAP
na dentalni plak, s obzirom dane imitira u potpunosti uslove koji vliadaju u oralnoj regiji.
Da bi se procenio potencijal ovog izvora kao novog terapijskog postupka za efikasnu
kontrolu i uklanjanje plaka ne samo u terapiji karijesa, neophodno je ispitati efekat na
biofilm kultivisan ex vivo iz salive ili subgingivalnog plaka. Medutim, ovi preliminarni
rezultati predstavljgju dobar osnov za dalja istrazivanja. Ova istraZzivanja treba usmeriti

prvenstveno u pravcu utvrdivanja parametara pod kojim bi se mogla izvrsiti potpuna

eradikacija biofilma.
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5.3. EFEKTI NISKOTEMPERATURNE ATMOSFERSKE PLAZME NA
HUMANE MEZENHIMALNE MATICNE CELIJE

5.3.1. Analiza citotoksi¢nosti niskotemperaturne atmosferske plazme na humanim
mezenhimalnim mati¢nim ¢elijama izolovanim iz periferne krvi

Za buducu primenu NAP in vivo, od presudnog znaCajaje jasno definisanje uslova pod
kojim se ostvaruju Zeljeni efekti, pri ¢emu ne dolazi do ostecenja okolnog tkiva.
Poslednjih godina je vise razliCitih in vitro testova razvijeno kao aternativa in vivo
testiranjima toksi¢nosti na eksperimentalnim Zivotinjama. Za ispitivanje toksicnosti in
vitro kori$¢ene su razlicite Celijske linije, kao $to su imortalizovane Celije i primarne
Celijeizolovane iz tkiva Zivotinja (Ekwall i sar. 1983; Evansi sar. 2001; Gennari i sar.
2004). Imortalizovane Celije su veoma dostupne i lake za odrzavanje, medutim Cesto sa
abnormalnostima u ponasanju i fenotipu, zbog Cega ne oslikavaju mehanizme koji bi
postojali u njihovim homologim normalnim Celijama. |z tog razloga se primarne Celije

smatraju boljim model sistemom za ispitivanje citotoksiCnosti in vitro, a do sada su

.....

normalni humani keratinociti.

Jedinstvene osobine mezenhimalnih ¢elija, tj. neograniCena sposobnost proliferacije i
sposobnost diferentovanja u razliCite ¢elijske linije, kao i laka dostupnost izvorima
humanih Celija, su prepoznate kao prednosti za ispitivanje toksiCnosti razlicitih sredstava
(Davilai sar. 2004). Scanu sa saradnicima (2011) je po prvi put koristio ¢dlijsku liniju
hMSC kao in vitro model sistem za ispitivanje akutne toksi Cnosti hemikalija, pokazujuci

daove Celijepruzaju preciznije modelovanje in vivo uslova.

U ovom istrazivanju je toksiCnost NAP, prema podacima iz literature, po prvi put
ispitivana na humanim mezenhimalnim mati¢nim ¢elijamaizolovanim iz periferne krvi,
pri ¢emu su koris¢eni plazma parametri pod kojim plazma ostvaruje shazno
antimikrobno dejstvo. Utvrdeno je da, bez obzira na kombinaciju plazma parametara,
ona ne utice znacajno na vijabilnost ovih ¢elijaniti dovodi do njihovog odlepljivanja od
podlioge. Medutim, koris¢enjem svetlosnog mikroskopa uoceno je da postoje razlicite
zone u tretiranim bunari¢imasa ¢elijama, $to je u skladu sa geometrijom plazme koja se

stvara ovim izvorom. U centralnoj zoni u tretiranim bunari¢ima, nalazile su se mrtve
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Celije. Ove Cdlije su se u tretmanu nalazile direktno ispod vrha plazma igle, gde je
dejstvo plazme bilo nagjjaCe. Kako su u ovim eksperimentima Celije postavljane u ploce
sa 24 otvora, plazma igla nije mogla biti precizno fiksirana na udaljenosti od 3 mm.
Samim tim, mozemo pretpostaviti da se smanjenjem udaljenosti od tretiranog uzorka
poveCao fluks naelektrisanih Cestica, kao i termicki efekat, Sto je zajedno moglo da
dovede do smrti Celija. Na periferiji ove zone, gde je dejstvo plazme bilo sabije,
konstatovana je zona sa odlepljenim Celijama. Rezultati drugih autora koji su ispitivali
uticaj NAP na adheziju, ukazuju da efekat zavisi prvenstveno od koris¢enog izvora
plazme i primenjenih usova Cak i u slu¢gu da je plazma tretman doveo do
odlepljivanja adherentnih ¢elija, nije uticao na njihovu vijabilnost, a efekat je bio
reverzibilnog karaktera (Kieft i sar. 2005, Shashurin i sar. 2008, Yonson i sar. 2006).
Razlicite studije koje su ispitivale efekat NAP na celije sisara pokazuju da efekti
direktno zavise od plazma parametara i duZine izlaganja. Noviji eksperimenti koji su
vréeni na kulturama fibroblasta poreklom iz plu¢akineskog hr¢kapokazali su da plazma
tretman, u razlicitim primenjenim dozama, pa i onim koje deluju antibakterijski, nije
toksiCan niti indukuje mutagenost (Boxhammer i sar. 2013). Welz sa saradnicima
(2013), ispitujuci kratkoroCne efekte NAP na mukozne Celije pokazuje da tretman
plazmom do 120 s ne utiCe znaCajno na njihovu vijabilnost. Druge studije su takode
pokazae da je plazma relativno netoksiCna, primenjena u manjoj dozi i kraim
vremenima izlaganja nije uticala znaCajno na vijabilnost ispitivanih Celija Cak ni 24 h
nakon tretmana (Brun i sar. 2012; Kalghatgi i sar. 2011). Medutim, vece doze i

ekspozicijaod 120 s su indukovale Celijsku smrt, izazivajuci apoptozu.

Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju ukazuju na to da je NAP stvorena plazma iglom
netoksiCnapod primenjenim uslovima, medutim, za budu¢u primenu ovog izvorain vivo
neophodno je detaljno ispitati ne samo kratkoroCne, ve¢ i dugorocne moguce Stetne
efekte NAP na Cdlije.

91



5. DISKUSIJA

5.3.2. I spitivanje uticaja niskotemper atur ne atmosfer ske plazme na ¢elijske
funkcije humanih mezenhimalnih mati¢nih éelija poreklom iz periodoncijuma

Fizicka konstrukcija plazma igle koja omogucava lokalizovano i kontrolisano degjstvo i
stvaranje plazme snaznog antibakterijskog dejstva su svakako karakteristike zbog kojih
bi NAP, stvorene ovakvim izvorom, mogle naci primenu i u oblasti stomatologije,
posebno za tretman dentalnih kaviteta stvorenih karijesom i parodontalnih dZepova.
Prema podacima koji su dostupni u literaturi, do sada nije ispitivana mogucnost primene
NAP u parodontalnoj terapiji, kao ni uticaj na parodontalno tkivo. Stoga je u ovom radu
po prvi put ispitivan uticaj NAP na razliCite Celijske funkcije humanih mezenhimalnih
maticnih Celija iz periodoncijuma, kao $to su vijabilnost, adhezija, motilitet i
proliferacija. Osim toga, kako su hPDL-MSC prepoznate kao Celije koje bi mogle imati
vaznu ulogu za potencijalnu primenu u regenerativnoj parodontalnoj terapiji, ispitivan je

i efekat NAP nadiferencijaciju ovih Cdlijau osteogenu liniju (Mileti¢ i sar. 2013).

U ovom radu su po prvi put u nasoj zemlji izolovane i okarakterisane multipotentne
maticne Celije iz periodoncijuma zuba (Mileti¢ i sar. u Stampi). Izolovane i umnoZene
hPDL-MSC pokazale su slicne karakteristike sa drugim adultnim mezenhimalnim
maticnim ¢elijama izolovanim iz razlicitih izvora (Dominici i sar. 2006), kao $to su
adherencija za plastiku u kulturi, tipicna morfologija koja podse¢a na fibroblaste,
formiranje CFU-F kolonija od jedne Celijei izrazene proliferativne sposobnosti in vitro.
Visoki proliferativni kapacitet koji je utvrden za ove Celije bi mogao da se pripise
razvojnoj fazi tkiva iz koga su ove Celijeizolovane. Ovo istrazivanje je pokazalo da se
sposobnost proliferacije hPDL-MSC tokom viSe pasaza ne menja, Sto je veoma vazno za

mogucu terapijsku primenu ovih ¢dlija

Dalje su analizirane imunofenotipske karakteristike umnozenih hPDL-M SC ispitivanjem
ekspresije  specificnih  markera protoCnom citometrijom. Analiza protocnom
citometrijom je pokazala da hPDL-MSC u visokom procentu (70-90%) ispoljavau
mezenhimalne marker proteine CD44 (IN), CD73 (E5NT), CD90 (Thyl) i CD105
(endoglin), dok u isto vreme ne ispoljavaju hematopoetske markere kao Sto su CD34,
CD45i CD235a5to je u skladu sa nalazima drugih studija (Nagatomo i sar. 2006; Iwata i
sar. 2010). Daja imunocitohemijska analiza je utvrdila ispoljavanje ranog

mezenhimanog povrsinskog markera Stro-1, i intracelularnih markera, fibronektina,
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vimentinai ®-SMA, koji dodatno potvrduju mezenhimalno poreklo ovih ¢élija. Nakraju,

kao najrelevantniji kriterijum koji potvrduje maticnu prirodu ovih Cdlija, andizirana je
sposobnost diferentovanja u razliCite mezenhimalne Celije. Koris¢enjem medijumima za
indukciju specifi¢nog diferentovanja uspesno je dokazana njihova multipotentnost, s

obzirom da su ove Celije pokazale da imaju sposobnost diferentovanja u osteogenu,
miogenu i adipogenu liniju.

Za ispitivanje uticaja NAP na ¢elijske funkcije hPDL-MSC odabrani su eksperimental ni
uslovi pod kojima plazma ispoljava snazno antibakterijsko dejstvo na suspenzije

bakterijai biofilm. Selektivno antimikrobno dejstvo bez ostecenjaokolnog zdravog tkiva
je svakako preduslov za buducu klini¢ku primenu NAP. Pod uslovima primenjenim u

ovoj studiji utvrdeno je da plazma ne deluje citotoksic¢no na primarne ¢elijeizolovane iz
periodoncijuma zuba, $to je od presudnog znaCaja za buducu primenu u parodontal noj
terapiji.

Dalja ispitivanja su pokazala da tretman plazmom, posebno u protoku gasa He od 0,5
dm, pri ngvecoj snazi plazme i najduzem vremenu izlaganja, indukuje, mada ne
znacajno, odlepljivanje hPDL-MSC od povrsine ploCe u kojoj su kultivisane. U isto

vreme, plazma znaCagno inhibira migraciju ovih ¢elija. Ovi nalazi su u neku ruku
neocekivani, s obzirom nato daje utvrdeno da plazma ne utice na vijabilnost ovih ¢elija.
Razlicite studije su ispitivale efekat plazme na adheziju i migraciju adherentnih Celija
Pokazano je da se degjstvom He plazme slabog intenziteta na fibroblaste, endotelne i

glatko misicne Cdlije, indukuje prekid adhezije Cedlije na Celijui Sledstveno tome dolazi
do odlepljivanje ¢elijaod supstrata, $to je zavisilo od primenjene doze (Kieft i sar. 2005,
Shashurin i sar. 2008, Yonson i sar. 2006). Veoma vazno je da su ovi efekti bili

reverzibilnog karaktera, odnosno nakon plazma tretmana, nije uoCena promena
vijabilnosti odlepljenih ¢elija, a nakon kratkog perioda inkubacije je dolazilo do njihove
ponovne adhezije za povrSinu ploCe i nastavka proliferacije. Medutim, NAP koje se
stvargju razliCitim izvorima je veoma teSko medusobno porediti s obzirom na to da je
radne parametre pod kojim se primenjuju gotovo nemoguce standardizovati, $to otezava
interpretaciju i poredenje efekata koji nastaju njihovim dejstvom.

Naredni deo istraZzivanja sproveden je u cilju ispitivanja uticgja plazma tretmana na
proliferaciju i diferencijaciju hPDL-MSC u osteogenu liniju. S obzirom na viSelinijski

potencijal hPDL-MSC, poslednjih godina se intenzivno proucava mogucnost primene
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ovih ¢elijau oblasti tkivnog inZenjeringa dentalnih tkivai regenerativnoj parodontal noj
terapiji (Maeda i sar. 2011). S druge strane, primena plazma tehnologije u oblasti
inZenjeringa kosti i parodontalnog tkiva do sada nije prouCavana. Rezultati u okviru
ovog istrazivanja su pokazali da se plazma tretmanom znaCajno smanjuje proliferacija
hPDL-MSC. Medutim, interesantno je da primenjena pod istim uslovima, NAP indukuje
znaCgjno povecanje aktivnosti ALP u ovim Ceijama. Kako je ALP rani marker

osteogene diferencijacije, ovakav rezultat sugeriSe na to da plazma tretman podstice
osteogenu diferencijaciju hPDL-MSC. Kako se proces diferencijacije nadovezuje na

smanjenje Celijske proliferacije, mozemo pretpostaviti da plazma indukuje smanjenje
stope ¢elijskog rasta, Sto rezultira poveCanim nivoom diferencijacije. Danas se, osim
otkrica da se indirektnim plazma tretmanom moZe uzrokovati apoptoza (Kieft i sar.

2006), nekroza (Kieft i sar. 2005) i odlepljivanje ¢elija(Stoffelsi sar. 2008), veoma malo
zna o uticgju plazme na druge Celijske funkcije, posebno na humane MSC i njihov
kapacitet proliferacije i diferencijacije. Noviji podaci ukazuju na mogucnost plazma
tehnologije da modifikuje fiziCko-hemijske osobine povrSine biomaterijala, $to
predstavlja potencijalno efikasnu strategiju u kontroli razliCitih ¢elijskih funkcija
humanih MSC (Tan i sar. 2012) i mogu¢nost da se utiCe na proliferaciju i diferencijaciju
pre-osteoblastnih Celija(Barradas i sar. 2012). Istrazivanja koja su se prakti¢no odvijala
u isto vreme kao i nasa, ukazala su takode na potencijal NAP da podstakne osteogenu
diferencijaciju maticnih ¢elija, istovremeno suprimirgjuci njihovu proliferaciju (Freeman
i sar. 2012). Ukoliko buducaistrazivanja potvrde da plazma tretman usmerava i utice na
osteogenu diferencijaciju hMSC, NAP bi mogle da predstavljgu poZeljnu i korisnu

tehnologiju u oblasti regeneracije kosti i tkivnom inzenjeringu, zajedno sa hPDL-MSC.

Kao Sto je napomenuto ranije, plazme je veoma teSko kompletno okarakterisati i
porediti. Osim toga, brojnost i razliCitost bioloski aktivnih Cestica u plazmi oteZavaju
ispitivanje njihovog efekta kao i objasnjavanje mehanizama kojim se specificni efekti
postizu. ROS i RNS se Cesto generisu u plazmama koje su pogodne za primenu u obl asti
biomedicine i veruje se da ove vrste uticu na mnoge ¢elijske odgovore (Morfill i sar.

2009). Novije studije ukazuju da na proliferaciju endotelnih ¢elija deluju ROS stvoreni
plazma tretmanom (Kalghatgi i sar. 2010), tako da se moze pretpostaviti da su ove

reaktivne Cestice ukljuCenei u efekte NAP naproliferaciju i diferencijaciju hPDL-MSC.
Utvrdeno je da je u ducagju NAP stvorene modifikovanom plazma iglom, NO

dominantan hemijski aktivan molekul (Malovi¢ i sar. 2010). NO je ukljuCen u sve
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funkcije Celija sisara (MacMicking i sar. 1997), pa i proliferaciju i diferencijaciju
nervnih (Cheng i sar. 2003) i hematopoetskih maticnih Celija (Epperly i sar. 2007,
Krasnov i sar. 2008, Krsti¢ i sar. 2010). Pored toga, postoje dokazi daje NO vazan faktor
u indukciji diferencijacije MSC (Ocarino i sar. 2008) i hPDL c¢elija(Orciani i sar. 2009)

u osteoprogenitorne Celije sa specificnim uticajem na povecanje ALP aktivnosti i
formiranje mineralizovanih nodula (Me i sar. 2007). Stoga su neophodna dalja

intenzivna istrazivanja usmerena na otkrivanje i razumevanje, kako osobina i

karakteristika plazme koja utiCu na specificne funkcije MSC, tako i mehanizama kojim
NAP utiCu naproliferaciju i diferencijaciju hPDL-MSC.
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Niskotemperaturna amosferska plazma, stvorena modifikovanom plazma iglom,
deluje baktericidno na bakterije u supenzijama razlicitih koncentracija, pri ¢emu ovo
degistvo direktno zaviss od primenjene snage plazme, vremena izlaganja i
koncentracije suspenzija. Rezultati su pokazali da su ispitivane Gram-negativne
bakterije, E. coli i P. aeruginosa osetljivije na degjstvo plazme od Gram-pozitivnih, S
aureusi E. faecalis.

Utvrdeno je da niskotemperaturna atmosferska plazma deluje inhibitorno na
produkciju biofilma bakterije MRSA. Ovgj inhibitorni efekat je u pozitivnoj korelaciji

sa snagom plazme, protokom gasa, vremenom izlaganja a zavisan od veliCine
inokuluma.

Pod udovima koji su koris¢eni u ovoj studiji nije utvrden efekat niskotemperaturne
atmosferske plazme nave¢ formirani biofim MRSA.

Rezultati u okviru ovog istraZzivanja pokazali su da niskotemperaturna atmosferska
plazma poseduje inhibitorni efekat na formiranje biofilma bakterije Smutans, dok je

efekat navec formirani biofilm bio zanemarljiv.

Primenjena pod uslovim pod kojim ispoljava snazno antibakterijsko dejstvo,

niskotemperaturna atmosferska plazma ne deluje citotoksicno na humane
mezenhimalne maticne Celijeizolovaneiz periferne krvi.

Izolovane i kultivisane humane mezenhimalne maticne ¢elije iz periodoncijuma
pokazale su tipicne karakteristike mezenhimanih maticnih Celija izolovanih iz

razlicitih izvora kao $to su: sposobnost adherencije, fibroblastna morfologija, visok
klonogeni potencijal, visok proliferativni kapacitet, multipotentni potencijal

diferencijacijei ispoljavanje mezenhimalnih marker proteina..

Analizom uticgja niskotemperaturne atmosferske plazme na celijske funkcije
humanih mezenhimalnih maticnih Celija iz periodoncijuma, utvdeno je da plazma
stvorena modifikovanom plazma iglom, bez obzira na primenjene uslove, ne utice
zna€ajno na vijabilnost i adhezivnost. Delovanjem plazme najvece snage, bez obzira
na protok gasa i vreme izlaganja, smanjuje se migratorni potencijal i proliferacija
humanih mezenhimalnih maticnih Celija iz periodoncijuma, dok istovremeno
znaCaino povecava aktivnost akane fosfataze, ranog markera osteogene
diferencijacije mezenhimalnih mati¢nih ¢elija.
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Mpunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

MoTnucaxn-a Maja Miletic

6poj ynuca

UsjaBrbyjem
Aa je QOKTOpCKa aMcepTaumja nog Hacnosom

Jspitivanje dejstva niskotemperaturne atmosferske plazme in vitro na bakterije i
mezenhimalne mati¢ne celije

® pe3ynTar CONCTBEHOr UCTPpaXXuBadKor paga,

* [a npeanoxeHa gucepTrauuja y uenuvHu H1 y genosuma Huje buna npegnoxexa
3a Aobujate Buno Koje Avnnome npema CTyAWjCKUM nNporpamuma Apyrux
BMCOKOLLIKONCKUX YCTaHOBa,

* [a Cy pe3ynTaTu KOPEeKTHO HaseaeHu

* [a HUcam Kpliuo/na ayTopcka npasa W KOPUCTUO WHTENEeKTyanHy CBOjuHY
APYrux nuua.

Motnuc poktopaHaa

W.f 2Er ,
A

Y Beorpaay, 26. 11. 2013. god.




Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU WITAMMNaHe U eNleKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOpPCKOr paaa

Vive v npesume aytopa _Maja Miletic

Bpoj ynuca

CTyaujcku nporpam

Hacnos paga ,Ispitivanje dejstva niskotemperaturne atmosferske plazme in vitro na
bakterije i mezenhimalne maticne celije”

MeHTop Prof. dr Dragana Vukovic

[MoTnucanu _Maja Miletic

usjasrbyjem Aa je WramnaHa Bep3uja Mor LOKTOPCKOr pada WCTOBETHA eneKTPOHCKO)
BEP3MjM KOJy cam npepao/na 3a objaerbuBarbe Ha noprtany AurutanHor
penosutopujyma YHuUBep3uTeta y beorpaay.

JossBorbaBam fa ce objaBe MOjU NUYHU nofaun BesaHw 3a fobuvjare akanemckor
3Barba AOKTOpa Hayka, Kao WTOo cy uMe W npesvme, roguvHa n mecTto poherwa v gatym
onbpaHe paga.

OBM nWYyHM nojaum mory ce 06jaBUTM Ha MPEXHWM CTpaHvuama Awurutande
BubnunoTeke, y eNeKTpoHCKOM KaTanory u y nybnukauunjama YHusepanteta y beorpaay.

MoTnuc pokTopaHaa

L

Y beorpagy, 26. 11. 2013. god.




Mpwnor 3.

N3jaBa o0 kKopuwhewy

Osnawhyjem YHusepautetcky dBubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh' ga y [durntanyu
penosntopujym YHusepauteta y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AwucepTtauuvjy noa
HacnoBoM:

wIspitivanje dejstva niskotemperaturne atmosferske plazme in vitro na bakterije
i mezenhimalne mati¢ne celije"

Koja je moje ayTopcKko Aerno.

OvcepTauujy ca cBum npunosuma npepao/na cam y enekTpoHCKOM hopmaTy norogHom
3a TpajHO apxMBMpa-e.

Mojy aokTopcky aucepTauujy noxpareHny y [urutanHu penosuTopujym YHuBepauteTa
y beorpagy mory aa kopucTte CBM KOju NowTyjy oapeabe cagpkaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeaTtusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyyuo/na.

1. AyTopcTBo

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLIMjanHo

3. AyTopCTBO — HEKomepumjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPUMjanHO — AENUTU NO4 UCTUM YCNoBKMa
5. Aytopcteo — 6e3 npepage

6. AyTopcTBO — AenvTy nog UCTUM YyCrioBuMa

(Monvmo pga 3aokpyxute camo jedHy o4 LWecT NoHyReHux nuueHuw, kpaTtak onvc
nuueHyn aar je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc aokTopaHAaa

Y bBeorpagy, 26. 11. 2013. god.




1. AyTopcTBo - [lo3BorbaBaTe ymMHOXaBawe, AUCTpubyun)y U jaBHO caoniuTaBame
Aena, n npepage, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
unu gasaoua nuueHue, 4Yak n y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja og CcBux
NMUEHLN.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [lo3sorbasaTte yMHOXaBawe, ANcTpubyumjy u jaBHo
caonwTaBake Aena, v npepage, ako ce Haseae UMe ayTopa Ha HavuH ogpefReH of
cTpaHe aytopa wnu gasaoua nvueHue. Osa nuueHua He [o3BorbasBa KoMepuujanHy
ynoTpedy aena.

3. AytopctBo - HekomepuujanHo - 6e3 npepage. [lossBorbaBaTe yMHOXaBarbe,
avctpubyunjy 1 jaBHO caonwTasBawe gena, 0e3 npomeHa, npeobnvkoBara Unu
ynotpebe gena y cBOM Aeny, ako ce HaBeae WMe ayTopa Ha HayuwH oapeReH o
cTpaHe aytopa wunu gasaoua nuueHue. Osa nuueHUa He [03BOrbaBa KOMeEpLMjanHy
ynoTpeby fnena. Y ogHocy Ha cBe octane nuueHLe, oBOM NUUEHLOM Ce orpaHu4dasa
Hajeehu obum npaea kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuujanHo — AenuTM nog wuctum ycnosuma. [lossosbaBare
yMHOXaBawe, AucTpubyuujy 1 jaBHoO caonwTasawe Aena, v npepaje, ako ce Haseae
umMe ayTtopa Ha HauuH ogpefeH oA cTpaHe ayTopa wnu fasaoua NUUEHLE U ako ce
npepaga auctpubyuwpa nog vMCcToM unNu cnuyHoM nuueHuom. OBa nuueHua He
AO3BOIbaBa komepuujanHy ynotpeby aena v npepaaa.

5. AytopcTteo — 6e3 npepapge. [lo3sosbaBate ymMHOXaBawe, AMCTPUOyUM)y M jaBHO
caonwrasarwe aena, 6e3 npomeHa, npeobnukosara unu ynotpede agena y csom aeny,
ako ce HaBege Mme ayTopa Ha HauvH ogpefeH oa cTpaHe ayTtopa wnv aaBaoua
nuueHue. Osa nuueHua 403Borbasa kKomepuvjaniy ynotpeby aena.

6. AyTtopcTBO - [OdenuTu noA wWCTUM ycnoBuma. [lo3BosbaBaTe YMHOXaBahe,
anctpubyuwmjy v jaBHO caonwiTasawe Aena, v Nnpepage, ako ce HaBeae ume aytopa Ha
HauvH oppefleH op cTpaHe aytopa WNuW daBaoua fuvUeHUe W ako ce npepaga
avctpubyupa nopa WCTOM UnuM cnuyHOM nuueHuom. Osa nuueHua A[o3BOMbaBa
komepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnvyHa je codTBEPCKUM nuvUeHuama,
OHOCHO NUUEHL|amMa 0TBOPEHOT KoAa.
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