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DEIONISEERITUD VEE AKTIVEERIMINE PLASMAGA, SELLE MOJU
VAHIRAKKUDE ELULEMUSELE

Kéesolevas bakalaureuse t66s uuriti atmosfddrirchulise madalatemperatuurilise argooni
plasmajoa moju deioniseeritud vette tekkivate reaktiivsete {ihendite koostisele ja
kontsentratsioonile ning sellise plasma-aktiveeritud vee mdju vihirakkude elulemusele. T66
eeliseks vorreldes varasemate uurimustega oli voimalus tekitada suletud keskkonnas muid

gaasikeskkondasid kui hk. Toos vorreldi kolme gaasikeskkonda: dhk, 1dmmastik ja hapnik.

Plasmafaasi karakteriseerimiseks mdddeti kiirgusspektrid, vedelikfaasis plasmatodtluse kédigus
tekkivaid reaktiivseid {ihendeid méérati UV neeldumisspektroskoopiaga ning vihirakkude

elulemuskatsed toimusid rinnavéhi rakuliini 4T1-ga, kus elulemus méadrati MTT analiiiisiga.

T66 tulemusena selgus, et gaasikeskkond mdjutab otseselt vedelikfaasis tekkivate reaktiivsete
tihendite koosseisu ja kontsentratsiooni ning t60s kasutatud meetod tagas védga puhtad
gaasikeskkonnad, mis vOimaldas uurida konkreetsete gaaside moju iseseisvalt. Vahirakkude
elulemuskatsed andsid positiivseid tulemusi 6hu ja hapniku keskkonnas toddeldud vee jaoks,

kuid lammastiku keskkonnas vihirakkude elulemus ei muutunud.
CERCS: P200, P240, B200

Mirksonad: Vee todtlemine plasmaga, reaktiivsed hapniku- ja ldmmastikuiihendid,

neeldumisspektroskoopia, rakkude elulemus



PLASMA ACTIVATION OF DEIONIZED WATER AND ITS IMPACT
ON CANCER CELL VIABILITY

The aim of this thesis was to examine how a cold atmospheric argon plasma jet impacts the
composition and concentrations of reactive species generated in distilled water and how this
plasma-activated medium effects cancer cell viability. An advantage of the set-up used in this
work in comparison with earlier research was the ability to create pure gas environments in a
closed system around the plasma treatment area. In this work three gas environments were

compared: air, oxygen and nitrogen.

Emission spectra were measured in order to characterize the plasma phase and UV absorption
spectra were measured in order to determine reactive oxygen and nitrogen species generated in
the liquid phase during plasma treatment. Cell viability experiments were conducted on breast

cancer cell line 4T1 where the cell viability was determined using MTT assay.

As a result of this research it was found that the gas environment directly impacts the
composition and concentrations of reactive species generated in liquid phase during plasma
treatment. It was also determined that the method used to ensure a pure gas environment worked
well and enabled to study the impact of different gases separately. The experiments on cancer
cell viability showed positive results for liquids that were treated with plasma in air and oxygen
environments while the liquid treated in nitrogen environment showed no effect on cancer cell

viability.
CERCS: P200, P240, B200

Keywords: Plasma treatment of water, reactive oxygen and nitrogen species, absorption

spectroscopy, cell viability
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Sissejuhatus

Kéesolev t00 uurib atmosfadrirdhulise madalatemperatuurilise kdrgsagedusliku argooni
plasmajoa (ingl CAP — cold atmospheric plasma) mdju deioniseeritud vette tekkivate
reaktiivsete ithendite koostisele ja kontsentratsioonile ning sellise plasma-aktiveeritud vee moju
vahirakkude elulemusele. Madalatemperatuuriliseks nimetatakse plasmasid, mille puhul
raskete osakeste (aatomid, molekulid, ioonid) temperatuur on vahemikus 300-1000 K, samas
kui elektronide temperatuur on tiilipiliselt vahemalt iihe suurusjargu vorra suurem. Raskete
osakeste ning elektronide drastiliselt erinevate temperatuuride tottu nimetatakse sellist plasmat
ka mittetasakaaluliseks ja sellisel juhul toimuvad aatomite ja molekulide ergastused ning
ioniseerimine enamasti elektronlodgiga [1]. Madalatemperatuurilise plasmajoa elektronide

tihedus jdéb enamasti alla 10'° m3[2].

Madalatemperatuurilise plasma vastu on viimastel aastatel tekkinud suur huvi eelkdige
meditsiini  valdkonnas.  Praeguseks on  haiglates juba rakendamist leidnud
madalatemperatuurilise plasma allikad, mida kasutatakse haavade, naha- ja seenhaiguste ravis
ning pindade steriliseerimiseks [3]. Potentsiaalselt on madalatemperatuurilise plasmaga
voimalik 14bi viia vihese invasiivsusega operatsioone. Vorreldes tavapérase laserkirurgiaga,
mis pohineb soojuslikul toimel ja toob kaasa juhuslike rakkude surma, mdjub
madalatemperatuuriline plasma allpool soojuslike kahjustuste piiri — eelkdige keemiliselt
reaktiivsete hapniku- ja ldmmastikuiihendite kaudu, soodustades selektiivselt teatud rakkude
surma [3]. On leitud, et plamaproduktid tapavad ka selektiivselt mitmesuguste vahitiitipide
rakke, samas mdju tervetele rakkudele on vdiksem. Selline selektiivsus voimaldaks plasmat
kasutada vihiravis ja seetottu on alates efekti avastamisest aastal 2007 teemat intensiivselt

uuritud kasutades (valdavalt in vitro katsetes) enam kui 20 erineva vabhitiiiibi rakke [4].

Selleks, et tulevikus oleks vdimalik plasmat ravieesmarkidel kasutada, on asutud pdhjalikult
uurima nii plasma poolt tekitatavaid reaktiivseid iihendeid (koosseis, kontsentratsioon), kui ka
nende moju bioloogilistele proovidele. Reaktiivsete {ihendite koosseisu ja kontsentratsiooni on
voimalik muuta varieerides plasmaparameetreid, sest vedelikus tekkivate {ihendite koosseis on

suuresti méératud plasmafaasi reaktiivsete iihenditega [3].

Plasmafaasi reaktiivsete tihendite uurimisel on kasutatud nt Fourier-pd6rde infrapuna (FTIR)
spektroskoopiat, laser-indutseeritud fluorestsentsi ja massispektromeetriat [5]. Samuti annab

olulist teavet kiirgusspektri analiiiis. Reaktiivsete hapniku- ja limmastikuiihendite médramiseks



vedelikus on kasutatud spektroskoopilisi meetodeid nagu UV neeldumisspektroskoopiat.
Liihiealiste iihendite uurimiseks on kasutatud peamiselt spinn-Ioksustamist ja elektronide
paramagnetresonants (EPR) spektroskoopiat [5]. H20: ja nitraatide ning nitritite mddramiseks

on voimalik kasutada ka kolorimeetrilisi meetodeid [6].

Kéesoleva to0 eesmérgiks oli uurida deioniseeritud vees atmosfdéri rohul argooni plasmaga
kiiritamisel tekkivate reaktiivsete hapniku- ja ldmmastikuiihendite koosseisu ja
kontsentratsiooni erinevates gaasikeskkondades, kasutades selleks neeldumisspektroskoopia
meetodit. Samuti uuriti plasma-aktiveeritud vedelike moju véhirakkude elulemusele. Antud t66
eeliseks vorreldes varasemate uurimustega on voimalus tekitada suletud keskkonnas muid
gaasikeskkondasid kui 6hk, mis voimaldab tipsemalt uurida taustgaasi moju to6tluse kéigus

tekkivatele iithenditele.

Jargnevas peatiikis antakse kirjanduse pohjal iilevaade plasmast ning selle mojul tekkivatest
reaktiivsetest ihenditest nii gaasi- kui vedelikfaasis; pdhilistest keemilistest reaktsioonidest
reaktiivsete tihendite vahel; metoodikast, millega on {ihendeid tuvastatud nii gaasi- kui
vedelikfaasis, ja plasma meditsiinirakendustest ning bioloogilisest toimest. Seejérel esitatakse

t00 pohilised tulemused ja analiiiis ning t606 l0petavad jareldused ning kokkuvdte.



Kirjanduse iilevaade

Plasma ja selles tekkivad reaktiivsed iihendid

Suure elektrivdlja tugevuse korral vOib gaas ioniseeruda, teatud  kriitilisest
elektrivdljatugevusest suurematel vairtustel muutuda elektrit juhtivaks — tekib plasma. Plasmas
esinevad nii ioniseeritud kui ka ergastatud aatomid ja molekulid, mis tinu korgemale
keemilisele reaktiivsusele voimaldab mitmesuguseid keemilisi protsesse, mis tavatingimustel

sel méaral ei toimu.

Plasma biomeditsiinilistes uuringutes ja rakendustes on kasutatud peamiselt kahte tiilipi plasma
allikat: dielektrik-barjddrlahendus (DBL) ja plasma joad [4]. DBL-i korral tekib plasma
elektroodide vahelise gaasi ioniseerimisel, kusjuures elektroode eraldab lisaks ka dielektrik.
Plasmajugade puhul indutseeritakse plasma gaasivoos tavaliselt vidikese ldbimddduga
dielektrikust torus (sisediameeter ~1 mm) tiiiipiliselt mones inertgaasis. Torust viljudes plasma
laieneb limbritsevasse gaasikeskkonda, reageerides keskkonna aatomite ning molekulidega.
Modlema allika korral on vdimalik saavutada plasma temperatuur, mis jdéb toatemperatuuri
lahedale ning meditsiinirakenduste korral ei iileta tildiselt 40°C. DBL vdimaldab téddelda
korraga suuremaid pindasid, kuid plasmajuga voimaldab plasmatdotlust teha tdpsemalt, kuna

plasmajuga on suunatud ja vdiksema diameeteriga [7].

Enamik plasmameditsiini rakendustest to6tavad ohu keskkonnas atmosfédri rohul, mistdttu on
palju uuritud plasmakeemilisi protsesse just selles keskkonnas. Plasmaga toddeldavaks
materjaliks on valdavalt vedelik (rakukultuuri s66de, deioniseeritud vesi) samuti biokiled, koed,
nahk [8]. Kuna vedelikus tekkivate iihendite koosseis on suuresti méidratud plasmafaasi
reaktiivsete iihenditega [3], on oluline uurida, kuidas toimub reaktiivsete osakeste
tilekandumine gaasifaasi ja vedelikfaasi vahel ning missugused keemilised protsessid toimuvad

mdlemas faasis ning faaside tileminekupiiril.

Ohu keskkonnas genereeritud plasmas on faaside iileminekupiirkonnas nii atomaarset
hapnikku, lammastikku kui ka vesinikku, mis tekivad vastavate molekulide dissotseerumisel
plasmas. Ladmmastikuaatomid périnevad pohiliselt gaasikeskkonnast, kuid véhesel mééral ka
vedelikus lahustunud ldmmastikust. Hapnikuaatomid parinevad nii gaasikeskkonnas olevatest
hapniku molekulidest kui ka lagunenud veemolekulidest, mis on kas gaasifaasis voi

vedelikfaasis. Vesinikuaatomid pédrinevad samuti lagunenud veemolekulidest. Kuna plasma



tootluse ajal vedeliku temperatuur tduseb, siis on ka suurenenud aurumine, mis tihelt poolt
suurendab radikaalide (nt OH-) kontsentratsiooni faaside iileminekupiirkonnas, teisalt muutub

gaaside lahustuvus vedelikus temperatuuri kasvades viiksemaks. [9]

Hapniku- ja vesinikuaatomid moodustavad hiidroksiidioone OH" ja hiidroksiitilradikaale OH-.
Liihiealised hiidroksiiiilradikaalid saavad kombineeruda stabiilsemateks vesinikperoksiid
(H202) molekulideks (1). Limmastiku- ja hapnikuaatomid moodustavad liihiealisi radikaale
nagu NO- ja NO2-, mis omakorda saavad difundeeruda toddeldavasse vette reageerides seal
edasi ja moodustades stabiilseid nitrit (NO2") ja nitraat (NO3) ioone. Lisaks NOz™ ja NOjs
tekkele, pohjustavad lahustunud ldmmastikoksiidid hiidroliilisudes ka vesinikioonide teket
vees, mida kirjeldavad reaktsioonivorrandid (2) ja (3). Selle tulemusel lahus hapestub ja lahuse

pH langeb. [8]

2NOy(aq) + H20(y = NOz + NO3z + 2H* )
NO(aq) + NOzaq) + H20(y = 2NO; + 2H* (3)

Happelises keskkonnas (pH < 3,5) pole nitritioonid stabiilsed. Ldmmastikhape, mis on
keemilises tasakaalus nitritioonidega (4) laguneb ldmmastikoksiidiks NO- ja ldmmastik

dioksiidiks NO- (5) vdi moodustab NO™ ioone lammastikhappe protoneerumise tottu (6). [8]

NO; + H* < HNO, @)
2HNO, » NO - +NO, - + H,0 (5)

NO- ja NO- vdivad reageerida ka vees lahustunud hapnikuga, mille tulemusel tekivad samuti

nitrit- ja nitraatioonid (7) (8). [§]
4NO- + 0, + 2H,0 - 4NO; +4H* (7)
4NO, - + 0, + 2H,0 - 4NO; + 4H* 8)

Vesinikperoksiid moodustab reaktsioonis nitritiooniga peroksiinitriti (9), mis on NOs-
struktuuriisomeer. Peroksiinitrit vib tekkida ka superoksiidi ja lammastikoksiidi radikaalide

(10) ning NO2- ja OH- radikaalide (11) vahelistes reaktsioonides.
H,0, + NO; — 0 = NOO~ + H,0 9)

0; +NO- > 0 = N0O~ (10)



NO,- +OH-— 0=N00~ + H* (11)

Reaktiivsete hapniku- ja limmastikuiihendite (RONS) miiramise
metoodika

Peamiste huvipakkuvate hapniku- ja lammastikuithendite (H202, NO2- ja NOs-, OH, O3, O»-
jne) detekteerimiseks on mitmeid meetodeid. Nendest levinumateks on kolorimeetria,
elektronide paramagnetresonants (EPR) spektroskoopia, Fourier’ teisenduse infrapuna (FTIR)

spektroskoopia ja ultravioletne-néhtav (UV-Vis) neeldumisspektroskoopia.

Kolorimeetrilisel detekteerimisel viiakse lahuses 1dbi keemiline reaktsioon uuritava ithendi ja
reagendi vahel, mille tulemusena muutub lahuse vérvus ja soltuvalt uvuritava iihendi
kontsentratsioonist muutub ka virvuse intensiivsus. Mdotes seejarel mingile konkreetsele
lainepikkusele vastavat neelduvust lahuses (nt ldbi kiiveti) saab teada esialgu lahuses olnud
uuritava iithendi kontsentratsiooni. H>O, maéidratakse sageli kolorimeetriliselt reaktsioonist
titaniiiilsulfaadiga (TiOSO4), kus lahuse neelduvust mdddetakse lainepikkusel 407 nm [6].
NO»- méératakse samuti kolorimeetriliselt reaktsioonist nn Griessi reagendiga, kus lahuse
neelduvust mdddetakse 540 nm juures. NOs- mdidratakse kas reaktsioonist 2,6-kstilenooliga voi
muudetakse see esmalt kas ensiimaatiliselt voi vanaadium(IIl)kloriidi abil NO2- ning seejdrel

midratakse Griessi testiga.

Samuti maidratakse H>O» Kkontsentratsiooni iodomeetrilise tiitrimisega, mis pd&hineb
vesinikperoksiidi reaktsioonil kaaliumjodiidiga (KI) happelises keskkonnas koos
ammooniummoliibdaadiga, mis on kataliisaatoriks. Titrandina kasutatakse naatriumtiosulfaati
(Na2S203 -5H20). Tiitrimise kdigus muutub lahuse vérvus sinisest helekollaseni vdi peaaegu

varvusetuks [6].

Liihiealisi (ja paramagnetilisi) ithendeid on méératud elektronide paramagnetresonants (EPR)
spektroskoopiaga. EPR on analoogne tuumamagnetresonantsile, kuid EPR-1 puhul mdddetakse
paardumata elektronide 16henenud energiatasemete erinevust vélises magnetviljas (Zeemanni
efekt), mis annab karakteristlikud spektrid. Kuna nii *OH kui ka O»- on véga lithikese elueaga
(mikro- ja nanosekundite suurusjidrgus) ning tihtipeale on moddetavate lahuste
kontsentratsioonid viikesed, tuleb lisaks kasutada nn spinn-lokse ehk aineid, mis reageerides
radikaalidega moodustavad spetsiifilisi kuid endiselt paramagnetilisi iihendeid. Kuid isegi
spinn-10ksude lisamisega kaasnevad mitmed keerukused ja konkreetse spinn-loksu valik tuleb

teha viga spetsiifiline vastavalt moddetavatele radikaalidele [6].



Gaasifaasis ja vedelikfaasis olevate iihendite madramiseks on voimalik kasutada ka Fourier
teisenduse infrapuna (FTIR) spektroskoopiat. FTIR-i puhul saadakse infrapunavalguse kiirgus-
vOi neeldumisspekter, mille pohjal on voimalik médrata erinevad aatomitevahelised sidemed

ning proovi keemiline koostis.

Lisaks eelnevalt mainitud meetoditele on hapniku- ja ldimmastikuiihendite detekteerimiseks
kasutatud ka UV-Vis spektroskoopiat, mille korral mdddetakse proovi neelduvus sdltuvalt
elektromagnetkiirguse lainepikkusest ultravioleti ja ndhtava valguse piirkonnas. UV-Vis
spektroskoopiat kisitletakse pikemalt jirgmises alapeatiikis, kuna seda rakendati kdesolevas

to0s reaktiivsete ihendite koosseisu ja kontsentratsiooni méidramisel vedelikfaasis.
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Neeldumisspektroskoopia RONS-i méiiramisel

Aatomid neelavad elektromagnetkiirgust konkreetsetel lainepikkustel. Neelduvus konkreetsetel
lainepikkustel on tingitud aatomi diskreetsetest energiatasemetest, mis vastavad erinevatele
elektronseisunditele. Reaktiivsed hapniku- ja ldmmastikuiihendid on aga molekulid ning
molekulide korral toimub kiirguse neeldumine tavaliselt laiemas lainepikkuste vahemikus. See
on tingitud sellest, et molekulide puhul on lisaks elektronseisundite muutustele veel ka vonke-
ja podrlemisseisundite muutused. Erinevaid vonke- ja podrlemisseisundeid ning neile vastavaid
energiatasemeid on vdga palju ning need erinevad teineteisest viga vdikeste energiate vorra.
Seetdttu on molekulid samaaegselt erinevatel kuid teineteisele véga ldhedastel
energiatasemetel, mis pole tiiiipilise spektromeetriga lahutatavad ning tulemuseks on
pidevspekter laiemas lainepikkuste vahemikus - neelduvusriba. Sageli jadb molekulide
neelduvusriba maksimum UV kiirguse piirkonda, mistottu rakendatakse molekulide

méédramiseks tihtipeale just neeldumisspektroskoopiat UV ja néhtava valguse diapasoonis. [10]

Kiirguse neeldumist lahuses ja lahuse omadusi seob omavahel Beer-Lambert’i seadus:

I
A =logq, (7()) = —&cl

A — lahuse neelduvus, /p — esialgne kiirguse intensiivsus antud lainepikkusel, / — kiirguse
intensiivsus pérast proovi ldbimist, / — optiline teepikkus (nt proovi 14bimodt), ¢ — neelava aine
kontsentratsioon, ¢ —neeldumistegur, mis on omane igale ainele ja sOltub ka kiirguse

lainepikkusest.

Beer-Lambert’i seadus on véga heas kooskdlas katsetega, eriti kui neelduvust pohjustab iiks
aine ning neelava aine kontsentratsioon lahuses pole véga suur. Siiski ei kehti see seadus
universaalselt ning esineb mitmeid erandeid, mille korral kujuneb seos keerukamaks. Seadus ei
kehti niiteks neelava aine kdrge kontsentratsiooni korral; kui lahuses on fluorestseeruv iithend;
kui kiirgus pohjustab keemilisi muutusi neelavas aines voi kui lahustunud aine ja lahus

moodustavad omavahel uusi iihendeid. [10]

Eksperimentaalselt on tdhus proovi neelduvust miédrata vOrdlusmeetodil. Neelduvuse
saamiseks jagatakse neelavat ainet sisaldava proovi labinud kiirguse intensiivsus /-0y proovi
labinud kiirguse intensiivsusega, kui proov ei sisalda neelavat ainet - [ux. Antud suhte

negatiivne logaritm annab konkreetsele lainepikkusele vastava neelduvuse:

11



A= —log (Ipmov)

tithi

UV-VIS spektromeetrias kasutatavad spektrofotomeetrid koosnevad kolmest funktsionaalsest
osast: valgusallikast, monokromaatorist ja detektorist. Valgusallikana on levinud
deuteeriumlamp, millel on pidev kiirgusspekter UV piirkonnas. Nahtava valguse piirkonna
jaoks kasutatakse tavaliselt sekundaarset allikat — néiteks volframlampi. Monokromaatorites on
enim kasutusel difraktsioonivored, mis lahutavad proovi lidbinud liitvalguse spektriks.
Detektoritena on kasutusel nii fotoelektronkordistid, fotodioodid kui CCD-sensorid (CCD —
charge coupled device ehk laengsidestusseadis). Fotoelektronkordistite ning fotodioodide
miinus on, et see voimaldab kiirguse intensiivsust korraga modta vaid iihe lainepikkuse jaoks,
mistottu eeldab kogu spektri modtmine mehaanilist silisteemi monokromaatori vore
pooramiseks, et oleks vdoimalik skaneerida iile soovitud lainepikkuste vahemiku — see on aga
aegandudev protsess. CCD-sensorid voimaldavad kogu spektri iiles votta iihe mddtmisega,

mistottu on nende kasutamine detektorina oluliselt kiirem ja mugavam.

UV-VIS spektroskoopia eelised on selle suhteliselt lihtne {ilesehitus ja tdpsus. Samuti on
suureks eeliseks, et UV-Vis spektroskoopia on mitte-invasiivne, erinevalt kolorimeetrilistest
meetoditest ja EPR-spektroskoopiast. See voimaldab UV-Vis spektroskoopiat rakendada ka in
situ mooOtmiste jaoks ehk proovis olevaid iihendeid ja nende kontsentratsioone on vdimalik
médrata ka proovi plasmaga todtlemise ajal, mojutamata proovis toimuvaid keemilisi protsesse
erinevate reagentidega. Lisaks on UV-Vis spektroskoopia iildiselt rakendatav nii tahkiste,

vedelike kui ka gaaside jaoks. [10]

Plasma meditsiinirakendused ja RONS-de bioloogiline toime

Madalatemeratuurilisi atmosfaédri rohul tootavaid plasmasid on rohkelt uuritud eeskitt
kasutatavuse tottu meditsiinirakendustes. Madal temperatuur ja paindlikkus kontrollida
mitmeid parameetreid nagu radikaalide ja ioonide koosseisu ja kontsentratsiooni, UV kiirgust
ja elektrivilja pakuvad rohkelt voimalusi plasma ja bioloogilise aine vaheliste interaktsioonide
uurimiseks. Uhe esimese plasma bioloogilise mdjuna tiheldati plasma antibakteriaalset toimet.
Plasmatodtluse bioloogiline toime on leidnud kasutust nii pindade desinfitseerimisel, kui ka

haavade, naha- ja seenhaiguste ning hammaste ravimisel. Lisaks meditsiinirakendustele on
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plasma antibakteriaalne toime leidmas itha enam rakendust ka toiduainetddstuses, niiteks

lihatoodete ohutuse ja parema séilimise tagamisel.[11][12]

Erilist tdhelepanu on madalatemperatuuriline plasma leidnud vdhiravi uuringutes, kuna see on
ndidanud vihivastast toimet viga erinevate vihitiiipide korral. Plasma toimet hévitada
selektiivselt vihirakke vorreldes normaalsete rakkudega on tuvastatud mitmetes uuringutes| 13]
[14]. Seni on madalatemperatuurilise plasma markimisvddrseid vihivastaseid omadusi
tdheldatud melanoomide [15], glioblastoomi rakkude (agressiivseim ja levinuim ajukasvaja)

[16], leukeemia rakkude [17] ja paljude teiste vahirakkude korral [4].
Kaks peamist viisi plasma rakendamiseks biomeditsiinilistes uuringutes on:

1) Kaudne t66tlus, kus esmalt toimub vee voi muu vedeliku to6tlus plasmaga, misjérel
viiakse t60deldud vedelik kontakti uuritava bioloogilise prooviga.

2) Otsene todtlus, kus toimub bioloogilise proovi vahetu kiiritamine plasmaga.

Esimesena mainitud t66tluse viis tugineb suhteliselt pikaealiste reaktiivsete ithendite nagu
H>02, NO2-, NOs-, O3 jt toimel. Teise meetodi puhul vdivad lisaks neile toimet avaldada ka
lithiealised iihendid nagu hiidroksiiiilrithm OH- ja superoksiid O™ [5] ning plasmaga kaasnev
ultraviolettkiirgus [18]. Kuigi varem prevaleerisid uuringud otsese todtlusega, on viimastel
aastatel leitud, et sarnane toime nagu otsesel tootlusel esineb ka kaudse to6tluse korral. Kaudse
meetodi suurimaks eeliseks on voimalus efektiivselt piirata vdhi arengut ka néiteks
siseorganites siistides sinna plasma-aktiveeritud vedelikku [19] [20]. Siigavamal paiknevate
koekihtide ja siseorganite otsene toGtlus on raskendatud, kuna eeldab plasmaallika viimist

to0deldava kohani.

Oletatakse, et vihirakkude mirkimisvéérselt suurem tundlikkus plasma poolt tekitatud RONS-
i vastu tuleneb véhirakkude korgemast basaalsest rakusisesest ROS-i hulgast, teatud
transportvalkude (akvaporiinide) korgema ekspressiooni tasemest ja rakumembraani
koostisesse kuuluva kolesterooli fraktsiooni vdiksemast hulgast [21][22]. Peamiselt seostatakse
plasma-aktiveeritud vedeliku vdhivastast toimet H>O2, NO»- ja NO3- mdjuga ja on nédidatud, et
vOtmerolli toime initsieerimisel omab H>O», kuid ilma teiste reaktiivsete iihenditeta on

kasvajavastane toime norgem [23].

13



Eksperimentaalne osa

Katseseadme ehitus ja toopohimote

Plasmaseadme pohimotteline ehitus on esitatud joonisel 1 ning fotodel 1 ja 2 on esitatud vee
tootlemine plasmajoaga N> keskkonnas. Plasma tekitatakse esmalt 1 millimeetrise
sislibimdoduga kvartskapillaaris argooni gaasivoos, mille vooluhulka kontrollib
massivookontroller Alicat Scientific (gaasivoog reguleeritav vahemikus 0 kuni 1000 standard
kuupsentimeetrit minutis (sccm)). Plasma tekitamiseks rakendati kapillaari iimbritsevale
elektroodile, mis paiknes 10 mm kapillaari otsast iilevalpool korgsagedussignaal, kasutades
korgepingeallikat Kurt J. Lesker AT6 (sagedus 13,6 MHz ja maksimaalne voimsus 600W).
Pinget mdddeti ostsilloskoobiga Tektronix 540 B, kasutades to6stuslikku pingejagurit P6139A
(jagamistegur 1:10) ja plasmafiiiisika laboris valmistatud mahtuvuslikku pingejagurit
jagamisteguriga 1:100. Kui plasmajuga tekitati Ohus, oli reaktor avatud (st puudus
kvartssilinder). Kui modtmine tehti mone teise taustgaasiga (O2 vdi Na), siis oli reaktor
vélisShust kvartsist silindriga isoleeritud. Taustgaas juhiti reaktorisse eraldi trakti kaudu, mida

kontrollis massivoo kontroller Alicat Scientific (gaasivoog reguleeritav vahemikus 0 kuni 1000

sccm).
02/N2 (500 scem) Ar (300 sccm)
Kvarts kapillaar, DIN=1mm
RF generaator
13 MHz
Spektro- I
meeter 30-50 W
H O
Kvartssilinder, D =70 mm
N Vaakum-
Reaktor pump
P=760 Torr

Joonis 1. Plasmaseadme skeem

14



Foto 1. Vee plasmatéotlus suletud reaktoris. Foto 2. Plasmajuga kontaktis veega

Deioniseeritud vee tootlemisel asetati Petri tassis olev vesi (12 ml) alusele, vee pind asetses
kapillaari otsast 5 mm kaugusel. Enne vee plasma to6tlust, toimus gaasitrakti puhastamine.
Selleks vakumeeriti kogu vaakumsiisteemi umbes 1 tunni jooksul baasrdhuni 2-10-2 Torr.
Seejarel tdideti see argooniga ning pumbati rShuni 0.1 Torr (aja kokkuhoiu huvides ei oodatud
baasvaakumini joudmist). Nii toimiti 10 korda. Jargnevalt tekitati massivoo kontrollerite abil
eksperimendis vajalikud plasma- ning taustgaasivood, avati reaktor ja asetati Petri tass
deioniseeritud veega alusele. Juhul kui to66tlus toimus N> voi O; taustgaasidega, suleti reaktor
taas ja tehti uuesti 10 siisteemi loputust kasutatavate gaasidega, et puhastada reaktor Shust.
Seejuures sai rohku langetada kuni 100 Torrini, sest madalamatel rohkudel hakkas
plasmatraktist tulev gaasivoog vedelikku anumast vilja paiskama. Viimaseks reguleeriti rohk
reaktoris stabiilseks 760 Torrini ja oodati 5 minutit, parast mida sai alustada plasma todtlustega.
Plasma stiiidati Tesla generaatori abil, rakendades signaalelektroodile eelnevalt
korgsagedusliku pinge. Voimsuse valikul ldhtuti sellest, et plasma piisiks vedelikuga kontaktis
kogu tootluse véltel. Koigi kolme keskkonna jaoks sobivaks minimaalseks voimsuseks osutus
S50W, mis médrati eksperimentaalselt. Korgemate voimsuste juures toimus vedeliku suur

aurumine, mistottu vahemaa kapillaari otsa ja veepinna vahel suurenes ning pikemaajalise

15



tootluse korral kontakt plasma ja vee vahel kadus. Pérast tootlust pipeteeriti vedelik kiivetti
(pikemate to6tluste korral ka lahjendati toGtlemata deioniseeritud vee lisamisega), samaaegselt

mdddeti neeldumisspektrid, lahuse pH ja lisati plasma-aktiveeritud vedelik rakkudele.

Mootmiste libiviimine ja andmetootlus

Plasma karakteriseerimiseks moddeti plasma kiirgusspektrid spektromeetritega Ocean Optics
USB4000 ja MDR23. Ocean Optics’i spektromeeter voimaldas kiirelt modta kogu spektri
vahemikus 190-900 nm lahutusvdimega ~1 nm. Seda kasutati spektri mdotmiseks piki
plasmajuga (ladtse abil tekitati spektromeetri avause kaugusel iiks-ithene kujutis plasmajoast),
et saada teavet plasma koostise kohta nii plasmatrakti sees (st kvartstorus) kui ka
gaasikeskkonnas. MDR23 vdimaldas mdota kiirgust korraga tihel lainepikkusel, kuid omas see-
eest oluliselt paremat lahutusvdimet ~0,6 A. MDR23 kasutati elektronide tiheduse méaramiseks

plasmas.

Neeldumisspektrite modtmiseks kasutati UV allikana Hamamatsu L2D2 deuteeriumampi
(lambi spekter toodud joonisel 2), millest tulev kiirgus kollimeeriti kumerlditse
(fookuskaugusega 5,5 cm) abil ning seejérel kitsendati diafragmaga ca 1 mm 14bimddduni ja
suunati 1dbi plasma-aktiveeritud /deioniseeritud vedelikku sisaldava kvartskiiveti (vedelik
pipeteeriti parast tootlust Petri tassist timber kiivetti ja vajadusel lahjendati). Parast kiivetti asus
teine kumerlaéts (fookuskaugusega 7,5cm), mis koondas proovi ldbinud kiirguse spektromeetri
(Ocean Optics USB4000) sisendavale. Referentsspektri registreerimine toimus vahetult enne
plasma-aktiveeritud  vedeliku  neeldumisspektri ~mddtmist.  Ulesseatud  katseseade

neeldumisspektrite modtmiseks on toodud fotol 3.
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Deuteeriumlambi spekter
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Joonis 2. Hamamatsu L2D2 deuteeriumlambi kiirgusspekter uuritavas piirkonnas

Foto 3. Ulesseatud katseseade neeldumisspektrite mootmiseks
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Lisaks neeldumisspektrile modddeti plasmatdotluse jérgselt ka lahuse pH, mis samuti

karakteriseerib vedelikfaasi.

Elulemuse katsed viidi ldbi Tartu Ulikooli siirdemeditsiinikeskuses (SIME) ja kiesoleva t6d
autor ise neid 14bi ei viinud (puudus ndutud koolitus). Elulemuskatsetes kasutati rinnavihi
rakuliini 4T1. 200 pl vahirakkude suspensiooni (50 000 vihirakku 1 ml toitelahuses) pipeteeriti
96 avausega mikroplaadi avasse. Seejérel hoiti rakukultuure 24 tundi inkubaatoris, mis tagas
sobiva temperatuuri (37°C), dhuniiskuse ja CO> sisalduse (5%), ning selle ajaga kinnitusid
véhirakud mikroplaadile. Inkubeerimise jargselt asendati toitekeskkond uuega, millele lisati
niiiid juurde ka plasma-aktiveeritud vesi vdi deioniseeritud vesi (kontrollproov). Katsetes
kasutati kahte plasma-aktiveeritud vedeliku ja toitelahuse vahekorda: 1:3 ja 1:1. Peale to6tlust
inkubeeriti véhirakud 48 tundi, pédrast mida méérati rakkude elulemus MTT (3-(4, 5-
dimetiiiiltiasool-2-iiiil)-2,5-difeniiiiltetrasoolbromiid) analiiiisiga. MTT analiiiisiga méératakse
rakkude elulemus mitokondrite aktiivsuse abil, kuna teatud mitokondri ensiiimid muudavad
kollase MTT violetseks formasaaniks. Reaktsioonil lasti toimuda 4h, pirast mida eemaldati
ettevaatlikult lahus ja plaadi pohjas olevad formasaani kristallid lahustati isopropanoolis ning
moddeti lahuse neelduvus 570 nm juures. Elulemuse tulemused on antud kontrollproovide

suhtes.

Vedeliku to6tlus toimus kolmes erinevas gaasikeskkonnas: ohus, puhtas hapnikus ja puhtas
lammastikus samal generaatori voimsusel (50 W). Koigi kolme juhu korral mdddeti plasma
kiirgusspektrid. Kdigis kolmes keskkonnas viidi 1dbi plasmaga vedeliku to6tlus ja toGtlemise
kestvust varieeriti poolest minutist poole tunnini, parast mida mdddeti proovi neelduvus ja

samaagselt lisati plasma-aktiveeritud vedelik ka rakkudele.

Andmetootlus

Selleks, et teada saada reaktiivsete iihendite koosseis ja kontsentratsioon toddeldud vedelikus,
lahendati iiksikute {ihendite teadaolevad neeldumisspektrid (Joonis 3) lineaarse
kombinatsioonina katses mdddetud neeldumisspektrile, milles pohjustavad neelduvust mitu
ithendit. H>O2, NO>- ja NO3- neeldumisspektrid erinevatel kontsentratsioonidel olid varasemalt
mdddetud (Rasmus Talviste ja Indrek Jogi poolt) ja leitud, et esineb lineaarne seos neeldumise
ning uuritava iihendi kontsentratsiooni vahel. Seejuures erinevatel kontsentratsioonidel

registreeritud ning seejérel normeeritud neeldumisprofiilid langesid praktiliselt kokku.
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Kéesoleva t66 raames neid katseid ei korratud. Teades, kuidas lahuse neelduvus soltub neelava
ithendi kontsentratsioonist, on voimalik intra- ja ekstrapoleerimise teel méérata {ihendi
kontsentratsiooni lahuses. Lisaks olid teada ka O» ja O3 neeldumisspektrite kuju, kuid nende
jaoks puudus teave selles osas, kuidas sdltub neelduvus kontsentratsioonist, mistottu oli nende

puhul véimalik méérata vaid suhtelisi muutusi.

Normeeritud neeldumisspektrid

1.2
——H20
1 2
- \
e /‘ NO2-
b=
S 0.8
(]
£ NO3-
2 o6
9 02
>
=)
T 04
o ——03
=2
0.2
0
190 210 230 250 270 290

Lainepikkus (nm)

Joonis 3. Normeeritud neeldumisspektrite ndited teadaolevate iihendite jaoks

Lihendi leidmiseks kasutati tarkvara Mathcad15, kuna see on plasmafiiiisika laboris kasutusel
ka muuks andmeto6tluseks ning véimaldab ka lihtsamaid programme ja algoritme kirjutada.
Lihend leiti, proovides siistemaatiliselt 14bi erinevaid koefitsiente, millega korrutati ldbi
teadaolevate lihendite neeldumisspektrid ja summeeriti need kokku. Lahendi kokkulangevust
médrati vihimruutude meetodil, mille korral arvutati iga andmepunkti jaoks erinevus
katsetulemuse ja ldhendi vahel, misjdrel voeti need erinevused ruutu ja summeeriti iile kogu
spektri. Védhima vastava viidrtusega ldhendi valis programm vilja kui tidpseima. Kuna
neeldumisspektrite puhul on oluline piirkond 210-250 nm vahemikus, lisati algoritmile kaalud,
et eelistataks ldhendeid, mis iihtivad katsetulemustega kdige paremini just selles spektri

piirkonnas. Programmi t66 tulemusena saadud ldhendi ndide on toodud joonisel 4.
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Neeldumisspekter 2,5 min tootluse jarel ja programmi
0.35 poolt leitud ldhend
' Mododdetud spekter
0.3

= NO3- neelduvuskover

2 0.25
g =——NO2- neelduvuskdver
L 02
w H202 neelduvuskover
2 0.15
= e Programmi poolt leitud ldhend
= 0.l
8
z 0.05
0 05195 215 235 255 275 295
Lainepikkus (nm)

Joonis 4. Toodeldud vedeliku neeldumisspekter koos programmi poolt leitud Idhendi ja iiksikute
komponentide spektritega

Uheks suurimaks antud programmi miinuseks on aeg, mis kulub spektrite analiilisimiseks.
Esiteks koosnevad spektrid {ipris suurel hulgal katsepunktidest ja teiseks on ldbi proovitavate
koefitsientide kdikvoimalike permutatsioonide arv {ipris suur. Voimalike permutatsioonide arv
ja arvutusteks kuluv aeg kasvab mérkimisvédrselt soltuvalt sellest kui mitme iihendi
neelduvusspektreid lihendi leidmisel kasutada. Uks meede ajakulu vihendamiseks oli kasutada
Mathcad’i funktsioone cspline ja interp, mille abil on vdoimalik neeldumisspektritest tekitada
matemaatilised mudelid, millede korral saab vidhendada andmepunktide arvu, mdjutamata

vastava kovera kuju olulisel mééral.
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Tulemused ja analiiiis

Plasmafaasi karakteriseerimine

Kiirgusspektrid

Plasma kiirgusspektritest on ndha, et plasmatrakti sees, soltumata keskkonnast, on peaaegu
puhas argoon, sest spektris kajastuvad vaid argooni spektrijooned 700-850 nm vahemikus
(Joonis 5). Spektris puuduvad saastegaaside spektrid- ei ole atomaarse hapniku spektrijoont
lainepikkuse 777 nm juures, OH molekulaarset spektririba 308 nm juures, samuti puuduvad

taustgaasi - N> ribad. [24][25]

Plasma kiirgusspekter kvartskapillaaris
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Joonis 5. Plasma  kiirgusspekter  kvartskapillaaris — (Smm  kapillaari  otsast
tilesvoolu) Ldmmastiku keskkond

Kvartskapillaari otsast 4 mm allavoolu (véljaspool kapillaari), vahetult veepinna ldhedal
(~1mm téodeldava vedeliku pinnast korgemal) kajastuvad soltuvalt keskkonnast erinevate
molekulide ja aatomite spektriribad ja —jooned. Ohu ja puhta limmastiku keskkonna korral
(Joonis 7 ja Joonis 7) on ndha OH intensiivne riba 308 nm juures (elektroonne iileminek B-A),
selgelt eristuv ldmmastiku teine positiivne siisteem (iileminek C-B), mille intensiivseimad
spektriribad on 337 ja 357 nm juures, vdikese intensiivsusega on N2 esimese positiivse siisteemi

ribad (iileminek B-A) 500 ja 700 nm vahel.
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Plasma kiirgusspekter 6hu keskkonnas 1 mm
veepinnast kdrgemal
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Joonis 6. Plasma kiirgusspekter] mm veepinnast kérgemal. Ohu keskkond

Plasma kiirgusspekter N2 keskkonnas 1 mm
veepinnast korgemal
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Joonis 7. Plasma kiirgusspekter 1 mm veepinnast korgemal. Liammastiku keskkond
Ohu ja puhta hapniku keskkonnas (Joonis 6 ja Joonis 8) eristub atomaarse hapniku spektrijoon
777 nm juures [24], mis puhta hapniku keskkonnas on intensiivseim spektrijoon. Hapniku
spektrijoon puhta ldmmastiku keskkonnas on véga viikese intensiivsusega ja peaaegu taustast

eristamatu; ilmselt on see tingitud hapniku aatomitest, mis on tekkinud vedelikfaasist H>O

dissotseerumisel.
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Plasma kiirgusspekter Oz keskkonnas 1 mm
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Joonis 8. Plasma kiirgusspekter 1 mm veepinnast korgemal. Hapniku keskkond

Puhtas hapniku keskkonnas on kiirgusspektris eristatav ka OH- spektririba 308 nm juures, kuid
ohu ja lammastiku keskkonna korral langeb see kokku ldmmastiku teise positiivse slisteemiga
ning pole nii hdsti eristatav. Kdigis keskkondades on ka vesiniku aatomi joon 656 nm juures

jélgitav, kuid selle intensiivsus on samuti viike, mistottu on see taustast raskesti eristatav.

Elektronide kontsentratsioon

Elektronide kontsentratsiooni mddramine toimus vastavalt spektraalsele meetodile, mis on
esitatud artiklis [26]. Selleks mdodeti kiirguse intensiivsus kolmel lainepikkusel: 750,4 nm,
738,4 nm ja 763,5 nm, mis vastavad ergastatud argooni tileminekutele 2p1-1s2, 2p3-1s4 ja 2p6-
1s5. Suuremate elektronide kontsentratsioonide puhul nagu see on iseloomulik
korgsageduslikule plasmajoale, on elektronide kontsentratsioonile tundlik seisundite 2p3 ja 2p6
hoivete suhe n2p3 / n2p6. Seepérast kasutati analiiiisis nendelt seisunditelt ldhtuvate
spektrijoonte intensiivsusi. Artiklis oli antud vastavate seisundite hdivete suhte soltuvus
elektronide kontsentratsioonist, teades lisaks vastavate spektraaliileminekute kiirgusliku
iilemineku tdendosusi sai nende spektrijoonte intensiivsuste jérgi arvutada elektronide
kontsentratsioonid. Tulemused koos ldhteandmetega on toodud tabelis 1. Ilmnes, et kdige
suurem elektronide kontsentratsioon oli O» keskkonnas ning kdige madalam elektronide

kontsentratsioon N» keskkonnas.
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Gaasikeskkond

Intensiivsuste suhe

Elektronide

I738/1763 kontsentratsioon (cm™)
N, 589/2884 1,6-10%
O, 1563/6707 2,6-10%
Ohk 555/2471 2,310

Tabel 1. Elektronide kontsentratsioonid erinevate gaasikeskkondade korral
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Vedelikfaasi karakteriseerimine

Lahuse pH

Plasma-aktiveeritud vedeliku pH modtmiste tulemused on toodud joonisel 9. Tulemustest
ilmneb, et ldmmastiku ja 6hu keskkonnas langeb lahuse pH oluliselt madalamale vorreldes
puhta hapniku keskkonnaga. See kinnitab kirjandust [8], mille kohaselt tekivad vesiniku ioonid
lahusesse peamiselt lahustunud ldmmastikoksiidide reaktsioonil veega. Seetdttu ei lange ka
puhtas hapniku keskkonnas pH nii madalale, sest seal ei saa ldmmastiku puudumise tottu

tekkida lammastikoksiide.

Plasma-aktiveeritud vedeliku pH
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Joonis 9. Plasma-aktiveeritud vedeliku pH erinevate keskkondade ja téotlemise aegade korral

Plasma-aktiveeritud vedeliku reaktiivsete iithendite kontsentratsioonid

Plasmatootluse jargselt mdoddetud neeldumisspektrite analiiiisi tulemused on toodud kolmel
jargneval graafikul. Igal graafikul on toodud iihe reaktiivse iihendi kontsentratsioonid sdltuvalt

tootluse kestvusest koigi kolme gaasikeskkonna korral.
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Joonis 10. H20: kontsentratsioon kolmes gaasikeskkonnas séltuvalt plasmatootiuse ajast

Tulemustest ldhtuvalt moodustus vesinikperoksiidi kdigis keskkondades ning selle
kontsentratsioon t6ddeldud vedelikus oli korge. See on kooskdlaline tulemus, sest
vesinikperoksiid tekib peamiselt vee molekulide dissotsiatsioonist tekkinud OH- radikaalide
[27] omavahelises reaktsioonis. Kirjanduse pdhjal on iiheks vee molekulide dissotsiatsiooni
voimaluseks elektronlodk [27], mille pdhjal voiks suurema elektronide kontsentratsiooni korral
ka H>O» kontsentratsioon olla suurem. Kéesolevas t60s aga ilmnes vastupidine: N2 keskkonnas,
kus oli H20O; kontsentratsioon kodige suurem (Joonis 10), oli elektronide kontsentratsioon kdige
viiksem (Tabel 1). Seda vastuolu voib seletada sellega, et H>O dissotsiatsioon soltub lisaks
elektronide kontsentratsioonile ka elektronide keskmisest energiast. Antud uuringu raames
elektronide keskmist energiat ei méératud, kuid spektraalandmed viitavad, et see on dhu ja N»
keskkonnas iihesugune ja suurem kui Oz keskkonnas. Sellised tendentsid tehti kindlaks
vorreldes kaht Ar diagnostilist joont 750 ja 751 nm, millest esimese ergastamine
elektronlodgiga eeldab suuri elektroni energiaid (ergastatakse valdavalt Ar pdhiseisundist),
teise ergastamine toimub aeglasemate elektronidega (ergastatakse valdaval Ar aatomi
metastabiilselt seisundilt). O2 keskkonna korral oli 750 nm joone intensiivsus vorreldes 751 nm

intensiivsusega viiksem, st ka elektronide keskmine energia oli vdiksem.

26



NO;- kontsentratsioon
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Joonis 11. NOs- kontsentratsioon kolmes gaasikeskkonnas soltuvalt plasmatootluse ajast
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Joonis 12. NO:- kontsentratsioon kolmes gaasikeskkonnas soltuvalt plasmatootluse ajast

NO:- ja NOs- kontsentratsioonide puhul on ndha, et puhtas hapniku gaasikeskkonnas neid
ithendeid praktiliselt ei teki. See tulemus annab kinnitust, et t60s rakendatud protseduur puhta
gaasikeskkonna tekitamiseks on efektiivne ning mdjutab ka vedelikus lahustunud gaase. Ohu
ja lammastiku keskkondades kasvas NOs- kontsentratsioon lineaarselt kogu tootluse kestel.
NO:- leidub lahuses ainult viikeste tootluse aegade korral (alla 5 minuti). See tulemus langeb
kokku kirjanduse andmetega [8], mille pohjal on NO»- happelises keskkonnas ebastabiilne. pH

modtmistest ldhtuvalt langebki toddeldava lahuse pH 2,5 ja 5 minuti vahel alla 3,5, mistdttu ei
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ole NO;- enam stabiilne. Toendoliselt toimub sealt edasi happelisest keskkonnast tingituna

reaktsioon NO»- ja vesinikperoksiidi vahel, mille tulemusena tekib NOs- ja vesi. [8][28]

NO; + H,0, + H* - NO3 + H,0 + H*
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Vihirakkude elulemusuuringute tulemused

Elulemuskatsetest, mis viidi 1dbi rinnavahi rakuliini 4T1 kasutades. Ilmnes, et nii 6hu kui
hapniku keskkonnas t66deldud veel oli surmav toime véhirakkude jaoks. Sama t66deldud vee
ja toitelahuse vahekorra puhul oli hapnikus t66deldud vesi tdhusam kui dhus toddeldud vesi.
Naiteks 50 pl toodeldud veega ldbi viidud elulemuskatsete korral oli vdhirakkude elulemus
hapniku keskkonnas toddeldud vees 40% vorreldes kontrollprooviga. Samas Shus toddeldud

vee puhul oli vihirakkude elulemus korgem: 60%.

Rakuliini 4T1 elulemus tootlusel ohus
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Joonis 13. Elulemuse tulemused ohus toodeldud vee korral
Rakuliini 4T1 elulemus t66tlusel hapnikus
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Joonis 14. Elulemuse tulemused hapnikus téodeldud vee korral
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Vastuolulise tulemusena ilmnes ldmmastiku keskkonnas toddeldud vee moju vahirakkudele,
mille korral ei tdheldatud sisuliselt mingisugust moju véhirakkudele. Kéesolevas t66s méératud
RONS-i koosseisu ja kontsentratsioonide poolest sarnanes lammastiku keskkonnas té6deldud
vesi Ohus téodeldud veele. Seega oleks voinud eeldada ka lammastiku keskkonnas to6deldud
vee selektiivset vahirakkude vastast toimet. Mdju puudumine voib viidata sellele, et limmastiku
keskkonnas ei teki vee plasmatdotluse ajal monda olulist reaktiivset {ihendit, mida kdesolevas
t60s ei médratud, kuid millel on oluline mdju véhirakkudele. Oluline on ka, et pH ei mdjutanud
elulemuskatsete tulemusi. Hoolimata vdga madalast pH-st vee todtlemisel ldmmastiku

keskkonnas, elulemust see ei mojutanud. Seda voib seletada sellega, et rakukultuuri néol oli

tegemist puhverdatud lahusega.

Rakuliini 4T1 elulemus tootlusel lammastikus

120

100 M —0

80

60

Elulemus (%)

40

20

0 20 40 60 80 100
Tootluse aeg (min)

Joonis 15. Elulemuse tulemused ldmmastikus toodeldud vee korral
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Jareldused

Kéesoleva t60 tulemustele tuginedes sai kinnitust plasmatdotluse gaasikeskkonna olulisus
reaktiivsete lihendite koosseisule ja kontsentratsioonile. Gaasikeskkonda varieerides on viga
otseselt voimalik mojutada vedelikfaasis tekkivate iihendite koosseisu. Naiiteks hapniku
keskkonnas t66deldud vees ei tekkinud praktiliselt iildse reaktiivseid ldmmastikuiihendeid
NO:- ja NOs-. See tulemus kinnitab ka, et kdesolevas t00s rakendatud meetod vdimaldab
tekitada puhtaid gaasikeskkondasid ning samuti vabaneda vees lahustunud gaasidest, tinu
millele on voimalik konkreetsemalt uurida erinevate reaktiivsete lihendite mdju vihirakkude

elulemusele.

Reaktiivsete  ldmmastikuithendite ~ puhul  ilmnes, et ldmmastikku sisaldavates
gaasikeskkondades kasvas NOs- kontsentratsioon lineaarselt todtluse ajaga. Samas NO»-
mairgatav kontsentratsioon esines vaid liihiajaliste to6tluste korral (alla 5 minuti). Tuginedes ka
plasma-aktiveeritud vedeliku pH modtmistele leidis kinnitust kirjanduses leitu, mille kohaselt

NO:- pole stabiilne happelises keskkonnas (pH< 3,5) ning reageerib edasi nitraatiooniks NO3".

Rinnavéhi rakuliini 4T1 elulemuskatsetest ilmnes, et hapniku ja Shu keskkonnas t6ddeldud veel
on vihirakkudele surmav toime, samas N2 keskkonnas moju elulemusele praktiliselt puudub.
See viitab sellele, et lammastiku keskkonnas ei teki vee plasmatdotluse ajal monda olulist
reaktiivset iihendit, mida kdesolevas t60s ei maédratud, kuid millel on oluline mdju

vihirakkudele.
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Kokkuvote

Kéesolevas bakalaureuse t66s uuriti atmosfddrirchulise madalatemperatuurilise argooni
plasmajoa mdju deioniseeritud vette tekkivate reaktiivsete {ihendite koostisele ja
kontsentratsioonile ning sellise plasma-aktiveeritud vee moju véhirakkude elulemusele. T66
eeliseks vorreldes varasemate uurimustega oli voimalus tekitada suletud keskkonnas muid

gaasikeskkondasid kui dhk. T66s vorreldi kolme gaasikeskkonda: dhk, ldmmastik ja hapnik.

To0s anti lilevaade madalatemperatuurilisest plasmast ning selle peamistest biomeditsiinilistest
rakendustest ja uurimisvaldkondadest, millest pohjalikumalt kisitleti plasma td6tluse moju
vahirakkude elulemusele. Lisaks Kkésitleti plasmakeemiat ja reaktiivsete hapniku- ja
lammastikuiihendite tekkemehhanisme ning anti ililevaade peamistest meetoditest, millega on
plasmat ja plasma poolt tekitatut reaktiivseid ithendeid uuritud. Pohjalikumalt késitleti

neeldumisspektroskoopiat, mida kasutati ka antud t66s H>O2, NO»- ja NOs- méédramisel.

Kiirgusspektrite tulemustest ilmnes, et t60s kasutatud meetod isoleeritud gaasikeskkonna
tekitamiseks on tohus, sest spektrites ei kajastunud saastegaase. Seda kinnitavad ka
neeldumisspektrite tulemuse, kus niiteks hapniku keskkonnas toddeldud vees ei tekkinud
praktiliselt {iildse reaktiivseid ldmmastikuiithendeid NO2- ja NOsz-. See kinnitas, et
gaasikeskkonda varieerides on otseselt vdimalik mdjutada vedelikfaasis tekkivate iithendite

koosseisu.

Reaktiivsete  ldmmastikuithendite ~ puhul  ilmnes, et ldmmastikku sisaldavates
gaasikeskkondades kasvas NOs- kontsentratsioon lineaarselt to6tluse ajaga. Samas NO»-
mairgatav kontsentratsioon esines vaid liihiajaliste to6tluste korral (alla 5 minuti). Tuginedes ka
plasma-aktiveeritud vedeliku pH modtmistele leidis kinnitust kirjanduses leitu, mille kohaselt

NO:- pole stabiilne happelises keskkonnas (pH< 3,5) ning reageerib edasi nitraatiooniks NO3".

Rinnavihi rakuliini 4T1 elulemuskatsetest ilmnes, et hapniku ja 6hu keskkonnas to6deldud veel
on vihirakkudele surmav toime, samas N> keskkonnas mdju elulemusele praktiliselt puudub.
See viitab sellele, et ldmmastiku keskkonnas ei teki vee plasmatootluse ajal monda olulist
reaktiivset iihendit, mida kéesolevas t60s ei maédratud, kuid millel on oluline moju

vihirakkudele.
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Tanuavaldused

Olen viga tanulik koigile, kes aitasid kaasa 10put66 valmimisele. Eriliselt tinan oma
juhendajaid Jiiri Rauda ja Sirli Rauda, kes olid vidga abivalmid ja vastutulelikud. Lisaks tdnan

Tartu Ulikooli plasmafiiiisika labori sdbralikku kollektiivi.
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