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Cos’é la «plasma medicine»? g
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Il termine «plasma medicine» si usa per indicare I'applicazione di un plasma sul (o nel)
corpo umano (o animale) allo scopo di ottenere effetti terapeutici basati
sull’interazione del plasma stesso con i tessuti viventi.

Le tecnologie che usano plasmi termici, (ossia plasmi in cui elettroni, ioni e gas neutro sono
a temperature simili), riscaldando i tessuti, per applicazioni come il taglio e la
cauterizzazione, sono tipicamente esclusi dalla definizione.

La definizione puo essere allargata ad includere gli usi terapeutici di oggetti o dispositivi
trattati con il plasma. In particolare, si applica ai «plasma treated liquids» (acqua o altro),
che diventano chimicamente «attivi» e capaci di indurre effetti terapeutici.

Esiste poi la branca degli effetti del plasma sui vegetali, tipicamente accelerazione di
germinazione e crescita e uccisione di patogeni, denominata «plasma agriculture».
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Gli inizi: il «plasma needle» di Eindhoven D

BICOCCA
INSTITUTE OF PHYSICS PUBLISHING PLASMA SOURCES SCIENCE AND TECHNOLOGY
Plasma Sources Sci. Technol. 11 (2002) 383-388 PII: S0963-0252(02)39096-0

°
Plasma needle: a non-destructive
°
atmospheric plasma source for fine
° °
surface treatment of (bio)materials
E Stoffels, A J Flikweert, W W Stoffels and G M W Kroesen In this work we aim at producing a less aggressive plasma
source, which can be applied directly on organic materials and

Department of Physics, Eindhoven University of Technology. PO Box 513, 5600 MB living tissues. It is desired that the plasma action be refined:

Hindhoven, The Netherlands non-contact, strictly local and with minimum penetration

E-mail: e.stoffels.adamowicz@tue.nl depth. Possible applications will be high-precision removal

of unwanted tissue/cells and cleaning of decayed matter in
Received 19 February 2002, in final form 31 May 2002 dental cavities, prior to filling. The latter could provide a
Published 30 August 2002 new, attractive technique in dentistry, which would replace
Online at stacks.iop.org/PSST/11/383 painful and destructive drilling. In parallel, we conduct studies

on material removal from bone samples using a conventional
etcher [14]. in order to establish the capabilities of non-
thermal plasmas to etch selectively organic matter in a strongly
mineralized matrix. However, the main achievement of
plasma treatment would be cell modification rather than plain
destruction. Therefore, we plan to explore the possibilities
of influencing cells in a well-controlled way, e.g. of inducing
apoptosis in cancer cells.
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Crescita del settore g
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Il numero di partecipanti alla Internatonal Conference of Plasma Medicine (ICPM) e
andato costantemente crescendo dalla prima edizione del 2007.
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Un breve richiamo: la cellula e
BICOCCA
Le cellule si dividono in due grandi gruppi: Fung/ N\‘\malia
« Cellule procariotiche (batteri...) Kukaryota
» Cellule eucariotiche (cellule di piante ed animali) Plang, < WP g\
o O I\

v "
Le cellule procariotiche sono piccole e relativamente semplici, I\

circondate da una membrana e da una parete cellulare, con - oAy
un filamento circolare di DNA contenente i loro geni. ;

o

8
‘90/@,/.

3 Y a
Le cellule eucariotiche sono piu grandi e complesse, dotate di ‘

un nucleo contenente il DNA e di altri organelli, come |
mitocondri, che sono le "centrali elettriche" della cellula.

Prokaryota

Prokaryotic cell Eukaryotic cell

Plasma Membrane

Nucleus

Nucleoid region
Nucleus
Ribosomes

10-100 pm
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La membrana cellulare E
;

Il confine delle cellule eucariotiche

e costituito dalla membrana, Th e Ce' I M em b rane an d

composta da lipidi e proteine.

Transport Systems
La membrana e formata da un
doppio strato di fosfolipidi. extracellular environment

:3 ’\ exterior surface of

Le proteine sono incorporate in carvorydate —11'2 cefluir membrane

guesto strato e svolgono diversi

ruoli:

« canali per la diffusione delle
molecole dall'interno SEv Oy Ny eddae
all'esterno e viceversa,

« recettori per il rilevamento
dell'ambiente esterno;

e comunicazione intercellulare;

RO R R R Yy

: » : Lt A >
_
..o'.o‘.o' ey o‘.o’ F LS

« adesione delle cellule. vanport receptor fecognition ahesion phospholipa
protesn protein proten protesn Dilayer
Intraceliular environment
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Recettori X
BICOCCA
| recettori sono proteine incorporate O/I(_plﬁi?r?adm
nella membrana cellulare che O O messenger)
interagiscono con le molecole O O
dell'ambiente extracellulare. O Receptor

: (T} Receptor
Una molecola che silega a un ligand binding

recettore e chiamata ligando e puo
essere un peptide (come un
neurotrasmettitore), un ormone, un
farmaco o una tossina.

CYTOSOL

A~ csecond
f messengers
(3} Cellular responses

Quando si verifica tale legame, |l (2} Signal (
recettore avvia una risposta cellulare, transduction
ossia una sequenza di processi f;fsﬁgf,;’;fs
all'interno della cellula, che possono

comportare cambiamenti

nell'espressione genica.




Che azione compie il plasma?

La «plasma medicine» si occupa dell’interazione tra
un plasma di bassa temperatura (anche detto plasma
freddo) prodotto a pressione atmosferica con cellule
procariotiche ed eucariotiche.

ions +
electrons

Possibili agenti dell'interazione:

» specie chimiche reattive

« fotoni (in particolare la radiazione UV)
* campo elettromagnetico

» particelle cariche (ioni ed elettroni)

heat radiation

Il punto di vista oggi prevalente e che il piu importante agente
attivo e costituito dalle specie chimiche reattive, formate
dall’azione del plasma, in particolare le specie reattive
dell’ossigeno e dell’azoto (ROS/RNS, dette anche RONS)

La formazione nel plasma di specie chimiche reattive & dovuta
alla presenza di una popolazione di elettroni di alta temperatura,
che dissociano le molecole in esso presenti.
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reactive
species
UV radiation
Cold
Plasma
visible light

electromagnetic
fields
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Specie reattive dell’ossigeno e dell’azoto DM
BICOGCA
Esempi di RONS prodotte nel plasma sono:
* o0zono (Oy)
* 0ssigeno e azoto atomici (O, N)
» radicale ossidrilico (OH)
« ossidi di azoto (NO, NO, and N,0O)
+ perossido di idrogeno (H,0,)
* ione superossido (O,)
1.6X10 " ([ [T
,5 e O (MBMS)
12¢10% L | © o (TALF) g 5 @ |
1.0x10" ' § L ] Measured density of O and O, as a function of
E wl - 1 distance from the tip of a He/O, plasma jet.
> K1Y g 7 MBMS: molecular beam mass spectrometry.
§ 6.0x10™ 4 TALIF: two-photon absorption laser-induced
o ) fluorescence,
2.0x10" f % -. ,
xoo. o .. '°‘|’°°oo?oo’<§o%27 . Ellerwig et al., New J. Phys. 12, 013021 (2010).
"0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Z - axis [mm)]
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Interazione del plasma con le cellule SDNE
= Z
—_ (@)
BICOCCA
Le specie chimiche prodotte nel
plasma interagiscono con i Em
: . T"’.Qfﬁﬁ
recettori posti sulla membrana Th | - | .
cellulare, innescando vari processi <D @ =
cellulari. 0
Reactive Modified integrins
Questa azione € spesso mediata Radicals and CAM’s
. . . Modified Cell
dalla variazione del livello di RONS :
Adhesion
endogeni. Altered cell
signaling d
) Lipid peroxidation Protein
A seconda della «dose» di plasma, /chanses\
. . . Modification of DNA,
gli effetti possono includere: Changed Cell iROS 1 »( RNA and cell cycle
« distacco e migrazione Viability ’ DNA‘repair
« proliferazione Change of cell f‘)
] proliferation
« apoptosi (morte cellulare) Induction of Altered Cell
Apoptosis Migration

Nel caso dei batteri, lo stress
ossidativo conduce alla morte.

10
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Biochimica redox g
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L'argomento delle interazioni biochimiche dei RONS e talvolta chiamato biochimica redox
(di ossidoriduzione).

Originariamente si sospettava che i RONS fossero solo dannosi e i composti noti come
"antiossidanti" erano ritenuti terapeutici per contrastare livelli eccessivi di "stress ossidativo"
da specie reattive come l'ossigeno e altri tipi di radicali.

La ben nota teoria dell'invecchiamento basata sui radicali liberi postulava che il
processo di invecchiamento fosse dovuto principalmente ai danni accumulati dai radicali,
che sono il prodotto ineluttabile del metabolismo.

Oggi si e capito che questa teoria e troppo semplicistica e che i RONS sono protagonisti
della normale fisiologia e anche di terapie come quelle antimicrobiche e antitumorali.

In particolare, esiste un bilancio intracellulare di queste specie che deriva dalla loro

produzione connessa con il normale funzionamento della cellula (ad esempio: respirazione
cellulare) e la loro eliminazione. L'azione del plasma € in grado di alterare questo bilancio.

11




Ruolo della fase liquida
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Sia negli esperimenti in vitro che in vivo, le
cellule sono a contatto con un mezzo liquido.

L'effetto del plasma €& quindi legato al
passaggio delle specie chimiche dalla fase
gassosa a quella liquida, dove avvengono
ulteriori reazioni chimiche.

Una branca della «plasma medicine» studia
la composizuione e gli effetti dalla «plasma-
activated water» (PAW) e del «plasma-
acitvated medium» (PAM), o piu in generale
dei «plasma-activated liquids» (PAL).

12

Plasma Effluent

N
Gas Phase

S

Liquid
(Culture Medium)
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Principali caratteristiche dei plasmi utilizzati DM
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Richieste principali:
* pressione atmosferica,
. . Volume Barrier Discharge
* basso carico termico sul substrato trattato. High
volt
sou:;?li / Electrode =
A causa dell’alta tensione richiesta per innescare +— Isolation —,
il plasma a pressione atmosferica (tipicamente = j— Vel =——p
svariati kV), e necessario un metodo per : o - =
. . ) . Stray capacity B Object (Tissue) —
estinguere la corrente subito dopo I'innesco, cosi —
da limitare il trasferimento di potenza. .
, Surface Discharge ‘ , Plasma jet ’
. . . . Nozz|
Le principali strategie sono: 1o T T
* la scarica a barriera dielettrica (DBD); l o
» l'uso di alta frequenza (radiofrequenza o o
. Plasma
microonde). = e -~
Gas utilizzati: B —

» Gas nobili (He, Ar) con I'aggiunta di piccole
quantita di O,, H,O, N,, aria;
* Aria.

13




Esempi di sorgenti di plasma per usi medici

Potenza elettrica: tipicamente inferiore a 10 W.
Temperatura del gas: minore o uguale a 37°.

DEGLI STUDI

2
%)
=4
&3}
=
&
B

== ONVIIN |

Dielectric Barrier Discharge

Power supply
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Scarica a barriera dielettrica (DBD) g
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-\II P Treatment Target
G_"'J N

-ithe Floating Electrode

planar setup
A

| R

B (d)
E | e FE-DBD Insulated Electrode
g
o
P
5 © .
o —— dielectric

= ——= discharge
ik ]
5 (e) ——  clecirodes
g | *'_'-_' e e e
5]
T |
i ]
8 ()
g
7

G A
S
B
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Plasma jet (DBD o RF) P:
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(a) (b) (d) (e) (f)
gas flow gas flow gas flow gas flow gas flow
ded
i i o W
dielectric I/:\ r/—«\ CaD | -~ Fm
l tube \ l —~ nozz\ié-...
elegiade dielectric l l r{_fneedle M l l
_ l — T~ l electrode
CHyl GHI gl i
. - needle o ring
ele:l?r%de electrode ﬁdmde
H Iﬁ | I _
jf‘l . filaments — |':'| filaments _ filaments .
I I I I I

RF electrode (pin)

capillary (quartz)
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Sorgenti endoscopiche g :
]
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La sorgente RF di Padova (ora a Unimib) DM
BICOCCA
He flow » Tubo di dielettrico chiuso da una griglia di
— = |, ottone, contenuto in un se(_:ondo tubo di
Network rame, collegato a terra, chiuso da una
e G) seconda griglia.
| « Distanza fra le griglie: ~1 mm.

« Tensione sinusoidale a frequenza di 4.5 MHz
con valore tipico di 900 V,; applicata alla
griglia interna.

Plasma

NS  L'elio e iniettato nel tubo interno e viene

ROS enriched flux

lonizzato nello spazio fra le due griglie.

* |l plasma induce la formazione di stati
metastabili dell’elio e di specie chimiche
reattive derivanti dall’aria che si mescola al
flusso di elio.

» Potenza dissipata: 0.4 W. Flusso: 1.5 I/min

E. Martines et al., New J. Phys. 11, 115014 (2009)
]

18
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Immagini Schlieren del flusso di elio g
B

La tecnica Schlieren € un metodo di visualizzazione delle disomogeneita ottiche dei
campi di moto dei fluidi e sfrutta la variazione dell'indice di rifrazione conseguenza di
gradienti di densita.

5

1 L/min 2 L/min 4 L/min

Osservazioni:
* non si notano differenza nella dinamica del gas con e senza plasma;
il getto di elio si propaga verso il basso fino a 1,5 cm (a 4 L/min).

20
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Spettroscopia ottica di emissione :
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Lo spettro di emissione del plasma e dominato dalle righe di He, N, e OH.
Aumentando la portata del gas, la frazione di N, decresce, mentre la quantita di OH rimane
imperturbata.

La quantita piu elevata di N, e responsabile per il colore viola a basse portate.

X 10" ‘ : : —
——1 I/min
I 2 I/min
6+ N2 SPS 4 Umin
11/m
5+ OH l. ‘\ 1
K ‘ |
g 3 | | ]‘” -
g ’| || ‘ {
- ~ | - 2 1/m
2 {] l |
| ‘1‘|||'|- l‘l Tl
N2 SPS LY
T TRLL TN
A o iy /"
0._-.._-.-4') \L L J' At |
4 . 1 . ‘ , 4 1/m
90 295 300 305 310 315 320

Wavelenght [nm]

Non e stato rilevato ozono.

21
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ROS in fase liquida

Risultati ottenuti trattando un volume noto di acqua demineralizzata.

22
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6x10°
__ 5x10°
4x10°
3x10°

2x10°
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o 1x10°®

O

0.012

0.010

0.000

7-CCAOH Concentration (mM)

Energy (J)
0 17 35 52 70 87 105
| [ ]
I e
0 50 100 150 200 250 300
Time (s)
Energy (J)
0 17 35 52 70 87 105
i Experimental points
| Linear fit i
8
L e
0 50 100 150 200 250 300

Time (s)

b)

d)

H,O, Concentration (M)

6x10*

5x10

4x10*

3x10*

2x10*

1x10™

6.2
6.0
5.8
5.6
54
5.2
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L [ ]
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Schema a tubi multipli g
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Per trattare ferite di 4x4 cm, e stato costruita una matrice di 16 sorgenti singole.

L’ambiente di lavoro (stalla) e I'applicazione su animali viventi (sotto terapia antidolorifica!)
hanno costituito una sfida relativamente all’affidabilita e robustezza della sorgente.

23
]



S DEGLI STUDU]
La sorgente DBD-jet di Padova (ora a Unimib) DM

BICOCECA
Alimentatore controllato da un Arduino. Plasma iﬁlaest
Tensione applicata: 6 - 10 kV (impulsata) Hign Yoltage
Frequenza degli impulsi: 1 - 40 kHz Grounded electrode —
Corrente media verso il substrato: 1 mA

Pyrex tube

—— Voltage
—— Current

V [kV)
I [mA]

4
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
t[us]




Operazione con diversi gas

Helium
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Visualizzazione degli «streamer»

Il getto di plasma, apparentemente stazionario, € in realta composto da «streamer»
discreti, associati agli impulsi di tensione, che si propagano a velocita di decine di km/s.
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Ampl. [a.u.]
250




Visualizzazione degli «streamer» NG
BICOGCA
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
S 6]
=
Q 3
g 0
S -3
time [us]
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Applicazioni

Fra le principali applicazioni dei plasmi in ambito medico annoveriamo:
« disinfezione (da batteri, funghi, e anche virus);

« stimolazione della guarigione delle ferite («wound healing»);

+ effetto antitumorale;

« trasfezione (inserimento di materiale genetico nelle cellule.

Comprehensive Dl~acy

IS iaSma
Clinical Plasma i
dic

_ Medicine
\r Alexander Fridman | Gary Friedman
PLASMA

Cold Physical Plasma

MEDICINE for Medical Application

Hans-Robert Metelmann

Applications of Low-Temperature Gas Plasmas Thomas von Woedtke
in Medicine and Biology Klaus-Dieter Weltmann
Editors
Edited by
M. Laroussi, M. G. Kong, WWILEY
G. Morfilland W. Stolz @ Springer
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Disinfezione (batteri) D
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| batteri vengono inattivati in seguito all’'ossidazione Effetto su batteri dell'aggiunta di
e conseguente perforazione della membrana che |i «plasma treated water»
racchiude. :
Le cellule eucariotiche, invece, hanno meccanismi di . - L.y
difesa nei confronti dello stress ossidativo, che ’ N i y
consentono la loro sopravvivenza. . » -k »
Si ha quindi la possibilita di disinfettare tessuti viventi ' y
senza danneggiarli in modo apprezzabile. \
A Gram-positive Gram-negative

Control video realizzato da EPFL-Losanna

Lunov et al (2016)
Biomaterials 82, 71

LV
Plasma 50 s

Plasma 50 s

29
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Disinfezione (batteri) DM
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9 Gram positive bacteria —— S aureus La sorge‘nte RF di
10°+ S. epidermidis Padova e stata
= ——S. aureus MR sviluppata per il
E 1064 --+- S, pyogenes trattamento delle
< —— S pneumoniae infezioni della
§ cornea.
>10°
-]
(%2]
100 . . . . f
0 30 60 120 300 sec
plasma treatment | '57ione del plasma non sembra indurre resistenza.
Gram negative bacteria —E. coli
10°- ' _ 1E+07 -
P. aeruginosa Control
_El ——E. coli VR — = ® o— -
5 mirabilis = 1E+06
LL 10°+ ' . ™
o . pneumoniae Q
e & 1E+05 -
S £
7 & 1E+04 -
Q
10° T T T T T 1E+03 T T T T T T
0 30 60 120 300 sec 0 1 2 3 4 5 6
plasma treatment Days
30 P. Brun et al. (2018) J. Appl. Microbiol. 125, 398
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Disinfezione (funghi) E,
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E adesso gli ospedali
Il problema delle infezioni Usa fanno i conti con
fungine € una minaccia il fungo killer
emergente in ambito sanitario. B PRS

Si chiama Candida auris, ed é parente della albicans, protagonista delle infezioni trasmesse
sessualmente. Ma questo fiingo, legato al sovraffollamento nelle strutture sanitarie per
I'epidemia di Covid, puo essere letale. Soprattutto se i farmaci che abbiamo sono armi
spuntate. La situazione in Italia

03 AGOSTO 2021 ® 3 MINUTI DI LETTURA

108- Fung —=—C. albicans
A. fumigatus
-
£
>
LL 10°
@)
(@)}
£
2
> 104
>
(%2]
102 , : ,

0 30 60 120 300 sec
plasma treatment
31



Stimolazione della guarigione delle ferite ‘g
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La stimolazione di proliferazione e
migrazione delle cellule consente di
accelerare la guarigione delle ferite,
incluse quelle croniche (es. ulcere
diabetiche).

Si & anche osservata una riduzione
dellinflammazione e una piu rapida
rivascolarizzazione e riformazione
degli annessi cutanei (ghiandole,
bulbi piliferi, ecc.).

32

Annessi cutanei, biopsia a 6 settimane

Plasma 6 weeks Control 6 weeks
’ = ASSENZA ‘
m PRESENZA m PRESENZA
LIEVE LIEVE
= MODERATO = MODERATO

= ABBONDANTE = ABBONDANTE

= ASSENZA

E. Martines et al. (2020) Clinical Plasma Med. 17-18, 100095

Guarigione di lesioni

dermatologiche (psoriasi)



S DEGLI STUDUI
Terapia antitumorale P
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’ . ‘ N Cell death
Leffetto antitumorale & legato al piu A [I
. . Threshold i
rapido metabolismo delle cellule T o R

tumorali, che le porta ad avere un
livello di ROS endogeni piu elevato

rispetto a quelle sane. < >

ROS levels
Proliferation
Survival

El ; t . | ol Normal cell Cancer cell

evando tramite 'azione del plasma —— . Trachootham et al.
questo Iive”O, é pOSSibile portare |e Redox balance Redox adaptation Nature Reviews 2009
cellule tumorali al di sSOpra della SOg”a 08 Exogenous ROS stress == Pro-oxidants = Antioxidants

letale, preservando parzialmente quelle
sane.

Si tratta di un esempio delle cosiddette
«terapie Redox».

M. Vandamme et al. (2010)

Plasma Proc. Polym. 7, 264 : Y
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Trasfezione 5
;

== ONVIIN I

La trasfezione (inserimento di materiale

Electrial Factors | | Chemical Factors |
genetico nella cellula) realizzata con |l s — ROS] | (60%) |
plasma & una forma di elettroporazione « e%grﬁield 07 ;- H,0, —r-cm Others
assistita dall’azione sulla membrana e LU Sl

Plasmid

delle specie chimiche reattive. = _ |
- O: Positive charge Negative charge
+ +

Membrane mediate

Membrane

Jinno et al. (2017) Plasma Sources
Sci. Technol. 26, 056016

| Gene transfection process |

Endocytosis
Clathrin-mediated endocytosis (60%)
vt S
Viabality / % Transfection efficiency / % [ —
ntracellular signalling
100 50 0 0 50 100
IIIIIIIIIII IIIIIIIIIII
Arc
Tet Per ottenere una buona efficienza é
necessario progettare I'apparato in
DBD
modo tale da avere un elevato
Micro- campo elettrico sulla cellula
plasma P :

Jinno et al. (2016) Jpn J. Appl. Phys.55, 07LG09

34
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Coagulazione non-termica g
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Il plasma non termico generato da scariche a barriera dielettrica (DBD) in aria, elio o argon ha
dimostrato di accelerare la coagulazione del sangue. | test in vitro e in vivo hanno confermato
risultati incoraggianti, con una sensibile riduzione del tempo di coagulazione.

Il ruolo delle specie reattive di ossigeno/azoto (ROS e RONS) e degli ioni idrogeno prodotti
nella scarica € in corso di studio.

Sono stati proposti anche diversi meccanismi sull'influenza delle specie generate dal plasma
sulla cascata della coagulazione del sangue (attivazione delle proteine, formazione di fibrina).

Collagen or other Damage exposes
activators tissue factor (1)

P Active XII -l it |
&Th l
B e~
“‘“I' Xi Tissue factor (lll)
X and active VIl
% / positive feedback
,“',"" IX
Vllll
Ca™
X g
| phospholipids (PL)
Active X
‘/l Prothrombin
Ca™
;positiv:‘ feedback T VL
‘/11 Fibrinogen |
Fig. 3. Straight cuts taken (a) after more than 2-min waiting time for bleeding

X Fibrin |
—_\ = to stop naturally by itself and (b) after bleeding was stopped by a plasma
et _’lc"' treatment of 18 s.

' Cross-linked fibrin

Fig. 14 Simplified coagulation cascade (adopted from D.U. Silverthorn [28])
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La «plasma medicine» € una disciplina in espansione.

Dal punto di vista scientifico, essa presenta forti caratteri di
interdisciplinarieta, e richiede la stretta collaborazione di fisici,
ingegneri/tecnologi, chimici, biologi e medici.

Alcune sorgenti di plasma sono state certificate come
dispositivi medici e stanno lentamente entrando sul mercato.
C’e tuttavia molto lavoro da fare in termini di ottimizzazione di
dispositivi e processi, e di comprensione dei meccanismi
alla base degli effetti biomedici.

Il gruppo di plasmi di Milano-Bicocca si € posto l'obiettivo di
diventare il punto di riferimento di una rete nazionale ed
internazionale di laboratori attivi in questo ambito, con una forte
attenzione alla collaborazione con le aziende e al trasferimento
tecnologico.
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