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РЕФЕРАТ

Цель: Изучение влияния мощного импульсного когерентного неионизирующего терагерцового (ТГц) излучения на формиро-
вание фокусов двунитевых разрывов ДНК и пролиферативную активность нейрональных клеток человека.

Материал и методы: Облучаемые клеточные культуры – нейральные прогениторные клетки, полученные методом прямого ре-
программирования (drNPCs), клетки нейробластомы (SK-N-BE). Облучение клеток осуществляется последовательностью импуль-
сов ТГц-излучения с пиковой удельной мощностью ~20 ГВт/см2 и напряженностью электрического поля 2,8 МВ/см. 

Результаты: Показано, что непродолжительное воздействие (30 мин) не оказывает влияние на пролиферативную активность
как нейральных прогениторных клеток, так и клеток нейробластомы. ТГц-излучение не вызывает значимого увеличения фокусов
γН2АХ ни в одной из исследуемых линий клеток.
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Введение 
Гипотеза о возможности электромагнитного излуче-

ния оказывать влияние на внутриклеточные процессы
была высказана еще несколько десятилетий назад [1]. В
настоящий момент в научной общественности устоялись
два подхода к оценке механизмов воздействия неионизи-
рующего излучения терагерцового диапазона. Помимо
теплового (в силу сильного поглощения ТГц-излучения
водой в клетках), поддерживается механизм нетермиче-
ского воздействия. Согласно последнему, ТГц-излучение
участвует в формировании когерентных мод, способных
оказывать влияние на кинетику биологических процес-
сов. В частности, влияние ТГц-излучения на ДНК (вклю-
чая формирование двуцепочечных разрывов), было
предсказано в теоретической работе Б.С. Александрова
и соавт. [2, 3] и оказывать влияние на проницаемость
мембран [4, 5], но и менять паттерны метилирования
ДНК [6]. Было показано, что деметилирование ДНК в
опухолевых клетках позволяет восстановить экспрессию
проапоптотических генов. В работе [7] констатировали
различную чувствительность разных типов нейрональ-
ных клеток к ТГц-облучению, связанную с подавлением
экспрессии синаптических белков SYN и PSD95. В дру-
гих исследованиях отмечалось временное увеличение
проницаемости мембран в клетках линии фетохромоци-
томы (РС12) [8] и пирамидальных клетках гиппокампа
[9]. Также отмечалось, что ТГц-излучение может подав-
лять пролиферацию опухолевых стволовоподобных кле-
ток в линиях гепатокарциномы печени (Huh7 и Hep3B),
а также пролиферацию опухолевых клеток рака шейки
матки (HeLa) и нейробластомы (SH-SY5Y). 

Появление двуцепочечных разрывов ДНК может ини-
циировать геномную нестабильность здоровых клеток и
привести к их злокачественной трансформации. Ключе-

вым компонентом репарации ДНК является гистон H2AX,
который быстро фосфорилируется по четырем остаткам
серина от карбоксильного конца с образованием γH2AX
на формирующихся сайтах двунитевых разрывов (ДВР)
[10]. В течение 30 мин, после образования ДВР большое
количество молекул γH2AX формируется в хроматине во-
круг места разрыва, создавая фокус, в котором накапли-
ваются белки, участвующие в репарации ДНК и ремоде-
лировании хроматина. Как это ни парадоксально,
индукция ДВР может быть как причиной злокачественной
трансформации клеток, так и стать способом лечения [11].

В данной работе  проведен сравнительный анализ
пролиферативной активности нейральных прогенитор-
ных клеток (drNPC) и клеток нейробластомы (SK-N-BE)
человека, облученных мощным неионизирующим излуче-
нием терагерцового диапазона. Кроме того, определили
влияние ТГц-излучения на формирование фокусов фос-
форилирования гистона Н2АХ в данных типах клеток. 

Материал и методы 
Описание системы ТГц-установки 
для облучения клеток
Для облучения клеток импульсами мощного терагер-

цового излучения была собрана экспериментальная уста-
новка, подробно описанная в работе [12] и представленная
на рис. 1 (а). Источником ТГц-излучения является орга-
нический кристалл OH1 (6) [(2-(3-(4-гидроксистирил) -
5,5-диметилцикло-гекс-2-енилиден) малононитрил] (Rain-
bow Photonics, Швейцария), накачка которого осуществ-
ляется инфракрасными импульсами лазерного излучения
фемтосекундной длительности. Лазерная установка (1)
(ООО Авеста, Россия) на основе кристалла хром:форстерит
обеспечивает генерацию импульсов длительностью 115 ±
5 фс на длине волны 1240 нм с энергией 1,1 ± 0,05 мДж,
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следующих с частотой 100 Гц. На выходе из нелинейного
кристалла OH1 формируется импульс ТГц-излучения
длительностью ~0,5 пс, с шириной спектра 0,2-3 ТГц
(рис. 1 (б) и (в)) и энергией более десяти микроджоулей
[13]. Узел поляризационного ослабителя (3) и линзовый
телескоп (4) используются для создания оптимальной
плотности энергии в кристалле (6). Эффективность пре-
образования лазерного излучения в терагерцовое состав-
ляет 2–3 %. Для отсечения лазерного излучения, непо-
средственно после кристалла OH1 устанавливался ТГц
фильтр (LPF8,8-47, ООО Тидекс, Россия) с пропусканием
в ТГц области ~70 %. Для достижения максимальной
интенсивности (и, соответственно, напряженности элек-
трического поля) ТГц-импульсов при облучении клеток
необходимо сфокусировать ТГц-излучение в пятно ми-
нимального размера. Эта задача решается с использованием
зеркального телескопа (7) и параболического зеркала (8)
с относительным отверстием 1:1.

Облучаемая клеточная культура (10) на дне чашки
Петри (9) с пластиковым дном помещается в фокальную
плоскость указанного зеркала. Для поддержания опти-
мальных условий во время облучения используется инку-
бационная ячейка (11) (Ibidi, Германия), закрепленная на
трехкоординатном моторизованном столике (12). Для
упрощения процесса установки чашки Петри в схеме было
собрано плечо оптического контроля. В нем использова-
лась схема инвертированного микроскопа, состоящего из
микрообъектива (13) (40×, NA=0,6) и ПЗС-камеры (14)
(VSC-756-USB, ООО Видеоскан, Россия). Моторизован-
ный столик (12) позволял перемещать чашку Петри между
«терагерцовым» и «оптическим» плечом. Резкое изобра-
жение клеток на дисплее видеокамеры означало располо-

жение монослоя клеток в плоскости перетяжки ТГц-
пучка. Терагерцовая часть схемы собрана в осушаемом
боксе (15), наполненном осушаемым воздухом из осуши-
теля (16) (ADS3, Ceccato) с помощью безмасляного ком-
прессора (17) (SB4-100.OLD15T, Remeza).

Культивирование НСК (drNPCs) и клеток 
нейробластомы человека (SK-N-BE)
Нейральные прогениторные клетки человека

(drNPCs) были любезно предоставлены компанией New
World Laboratories, Inc. (Laval, QC). Клетки поддержи-
вали в культуральной среде для пролиферации Neu-
roCult-NS-A #05750, #05753 StemCell Technologies;
Канада) с добавлением 1 % B27 (#17504044, Gibco,
США), 20 нг/мл EGF (#713008, Biolegend, США) и 40
нг/мл (FGF2) (#571506 Biolegend, США) на чашках
Петри (TPP, Швейцария), покрытых матригелем в разве-
дении 1:200 (#356234, Matrigel Basement Membrane Mat-
rix, BD biosciences, США). Клетки нейробластомы
(SK-N-BE) культивировали в DMEM/F12 (Gibco, USA),
с добавлением 10 % ФБС (Gibco, USA), 2 мM L-глута-
мина (GlutaMAX, (Gibco), 1 %-го раствора антибиотика-
антимикотика (Gibco, USA). Клетки культивировали в
условиях инкубатора в чашках Петри при 37 °C и 5 %
CO2. За сутки до эксперимента клетки пересевали пере-
носили в культуральные чашки с полимерным дном и
специальными силиконовыми вставками (ibidi, №80466).
Для этого клеточную линию обрабатывали раствором Ac-
cutase (#07920 StemCell Technologies; Canada), подсчиты-
вали общее количество клеток и переносили в
культуральные чашки в концентрации 5·104 клеток/см2.
Для поддержания кислотно-основного баланса среды во

Рис. 1. а) Схема экспериментальной установки: 1 – фемтосекундный лазер, 2, 5 – ирисовые диафрагмы, 3 – поляризационный ослабитель, 4 – линзо-
вый телескоп, 6 – кристалл OH1 с фильтром, 7 – зеркальный телескоп, 8 – фокусирующее параболическое зеркало, 9 и 9’ – чашка Петри в ТГц и

видео-каналах, 10 – клетки, 11 – инкубационная ячейка, 12 – трехкоординатный столик, 13 – микрообъектив, 14 – ПЗС-камера, 15 – осушаемый бокс,
16 – адсорбционный осушитель, 17 – воздушный компрессор. б) временной профиль ТГц-импульса: 1 – профиль электрического поля, 

2 – гауссова огибающая; в) спектр ТГц импульса
Fig. 1. a) Experimental scheme: 1 – femtosecond laser, 2, 5 – iris diaphragms, 3 – polarizing attenuator, 4 – lens telescope, 6 – OH1 crystal with THz filter,

7 – mirror telescope, 8 – focusing parabolic mirror, 9 and 9’ – Petri dish in THz and video channels, 10 – cells, 11 – incubation cell, 
12 – 3D motorized stage, 13 – microobjective, 14 – CCD camera, 15 – drying box, 16 – adsorption dryer, 17 – air compressor. б) time profile of a THz pulse:

1 – electric field profile, 2 – Gaussian envelope; в) THz pulse spectrum
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время облучения, предварительно к культуральной среде
добавляли раствор 15 мМ HEPES (Gibco). Подготовлен-
ные чашки были разделены на 2 группы для каждой
линии клеток: экспериментальную (подвергаемую воз-
действию импульсов ТГц-излучения) и группу параллель-
ного контроля (содержащуюся в тех же условиях, но без
внешнего ТГц воздействия). Для включения EdU (5-ethy-
nyl-2´-deoxyuridine) в ДНК за сутки до облучения добав-
ляли заранее приготовленный раствор EdU к клеточной
культуре в конечной концентрации 10 мкМ в ДМСО
(ThermoFisher Click-iT® Alexa Fluor 647 Plus EdU, Carls-
bad, CA, USA).

Облучение клеток
Облучение клеточной культуры осуществлялось в

течение заданного времени 30 мин последовательностью
импульсов ТГц-излучения, следующих с частотой fp =
100 Гц. Размер облученной области клеток определялся
размером сфокусированного ТГц-пучка ~ 490 мкм по
уровню 1/e2. Энергия терагерцовых импульсов, дости-
гающих клеточной культуры, с учетом пропускания через
пластиковое дно и воздушную атмосферу в боксе (влаж-
ность 2–3 % при нормальных условиях) составляла 
WTHz = 11,5 мкДж, что соответствовало пиковой мощно-
сти импульса Ppeak ≈ 37 ГВт. Методика оценки значений
пиковой удельной мощности и напряженности электри-
ческого поля ТГц-импульса в фокальной плоскости па-
раболы была изложена ранее в [14], а соответствующие
значения составили ITHz ≈ 20 ГВт/см2 и ETHz ≈2,8 МВ/см.
Отличительной особенностью используемой экспери-
ментальной установки является низкая частота следова-
ния ТГц-импульсов по сравнению с зарубежными
исследованиями (как правило 1 кГц), а, следовательно, и
низкое значение средней мощности ТГц-излучения Pav=
WTHz fp= 1,1 мВт при высоких пиковых значениях Ppeak .
Полученные ранее оценки показали, что термическое
воздействие на клеточную культуру минимально, а на-
грев в области воздействия не превышает 2,8 °C [15]. 

Иммуноцитохимический анализ
Для проведения иммуноцитохимического анализа

клетки фиксировали в чашке Петри 4 %-ым раствором
забуференного формалина, содержащим 0,1 % сапонина
в течение 20 мин при комнатной температуре с после-
дующей двукратной промывкой DPBS. Далее клетки ин-
кубировали в течение 1,5 ч при 37 °С с первичными
поликлональными антителами кролика против γH2AX
(разведение 1:1000, abcam11174), предварительно раство-
ренным в DPBS с 0,5 % Triton-X100 и 0,5 % Tween 20, с
добавлением 1 %-ой козьей сыворотки для блокирования
неспецифического связывания антител. После инкубации
клетки промывали трижды DPBS с 0,5 % Triton-X100 и
0,5 % Tween 20 и инкубировали в течение 1 часа со вто-
ричными козьими антикроличьими IgG (H+L) антите-
лами (конъюгированные с Alexa Fluor 488 в разведении
1:400; Invitrogen USA), также растворенными в DPBS с
0,5 % Triton-X100 и 0,5 % Tween 20, с добавлением 1 %-
ой козьей сыворотки. Затем чашки Петри промывали
трижды DPBS. 

Для обнаружения EdU клетки фиксировали 4 %-ым
раствором забуференного формалина, трижды промы-
вали DPBS с 0,5 %  Triton-X100 и 0,5 % Tween 20 и инку-
бировали с Click-iT® Plus реакционным коктейлем,
включающим Alexa Fluor 633 в течение 1 ч. Затем чашки
Петри промывали дважды DPBS и окрашивали на другие
антитела согласно приведенному выше протоколу. Ядра
клеток окрашивали красителем Hoechst 33342 (Thermo
Fisher Scientific).
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Последующее иммунофлуоресцентное исследование
проводили с использованием системы флуоресцентной
визуализации CELENA® S Digital Imaging System. 

Статистический анализ
Оценка количества фокусов двунитевых разрывов

проводилась на основе соотношения количества гисто-
нов γН2АХ в перерасчете на количество клеток в S-фазе
в зоне облучения. Эксперимент проводили в трехкратной
повторности. Данные статистического анализа представ-
лены в виде подсчета среднего и среднеквадратичного от-
клонения. Анализ статистической значимости данных
для малых выборок проводили с помощью критерий
Стьюдента с поправкой Крамера–Уэлча. Расчёт прово-
дился по формуле:

(1)

где m и n – объем анализируемых выборок; x̄ и ȳ  – среднее
значение для выборок х и у соответственно; S2

x и S2
у –

дисперсия значений данных выборок. Полученный ре-
зультат сравнивался с Ткр=1,96 для данных степеней сво-
боды (р <0,05).

Результаты и обсуждение
В данной работе оценку генотоксического действия

ТГц-излучения определяли с помощью количествен-
ного анализа фокусов фосфорилирования Н2АХ ги-
стона (γH2AX). Количественная оценка образованных
фокусов характеризует силу воздействия и его харак-
тер. В конце 20-го века было выяснено, что одним из
ранних этапов ответа клетки на возникновение двуни-
тевых разрывов является фосфорилирование гистона
Н2АХ по серину 139 [10]. Генотоксический стресс при-
водит к накоплению γH2AX на участках повреждения
ДНК всего за несколько минут после повреждения, ко-
торый в дальнейшем начинает распространяться по
миллионам пар оснований из этих участков поврежде-
ния. Считается, что двунитевые разрывы ДНК наибо-
лее опасны для дальнейшей судьбы клеток, так как они
могут привести к клеточной гибели или неопластиче-
ской трансформации. Небольшое количество двуните-
вых разрывов может быть исправлено системой
репарации и не оказывать влияния на жизнедеятель-
ность клетки; наличие одиночных разрывов в клетке
вообще является нормой.

Также значительное количество фокусов γH2AX мо-
жет быть обнаружено у стареющих клеток и клеток, иду-
щих по естественному пути клеточной смерти – апоп-
тозу. Кроме того, в S-фазе клеточного цикла клетки
проходит активная репликация, которая требует декон-
дерсированного состояния хроматина и приводит к уве-
личению его количества, что пропорционально повы-
шает количество фокусов γH2AX [16]. Поэтому оценка
изменения числа фокусов фосфорилирования гистонов
была проведена в клетках, находящихся не в синтетиче-
ской фазе. Для идентификации клеток, находящихся в
S-фазе клеточного цикла, использовали включение 5-et-
hynyl-2´-deoxyuridine (EdU) в структуру ДНК EdU-ти-
мидина, в котором концевая алкиновая группа заменяет
метильную группу в 5-м положении. Он легко включа-
ется в ядерную ДНК во время репликации посредством
механизма очистки, присутствующего в клетках эука-
риотов. В присутствии меди алкин EdU реагирует с азид-
содержащим флуорохромом, образуя стабильную кова-
лентную связь [17]. 
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Результат формирования фокусов γH2AX на разных
стадиях клеточного цикла после воздействия ТГц-из-
лучения представлен на рис. 2. Как следует из рисунка,
большинство нейральных прогениторных клеток
(drNPCs), а также клеток нейробластомы человека (SK-
N-BE) находятся в S-фазе клеточного цикла. Это свиде-
тельствует о высокой пролиферативной активности как
нейральных прогениторных клеток, полученных методом
прямого репрограммирования (drNPCs), так и клеток
нейробластомы (SK-N-BE).

На рис. 3 столбчатая гистограмма количественно ото-
бражает процент клеток, содержащих EdU в SK-N-BE и
drNPCs до и после ТГц воздействия. Можно заметить,
что количество drNPC, находящихся в синтетической
фазе, существенно выше, чем SK-N-BE как до облучения
(~23 %), так и после (~18 %) ТГц-облучения. Это говорит
о том, что культура нейральных прогениторных клеток,
полученных методом прямого репрограммирования
(drNPC) от здорового донора, имеет высокую пролифе-
ративную активность, сопоставимую с опухолевыми
клетками. Представленные значения демонстрируют от-

сутствие изменения пролиферативной активности в ре-
зультате ТГц-облучения в культурах как здоровых, так и
опухолевых клеток. 

Ген H2AX человека (H2AFX) картируется на хромо-
соме 11 в положении 11q23, в области, в которой часто
обнаруживаются мутации или делеции при большом ко-
личестве онкологических заболеваний человека (плоско-
клеточной карциноме головы и шеи, миелоидном и
остром лимфоидном лейкозе, спорадическом раке молоч-
ной железы, неходжкинской лимфоме). Конститутивный
уровень фокусов γH2AX наблюдается в опухолевых
клетках, а их большое количество снижает чувствитель-
ность к обнаружению разрывов ДНК, обусловленных
воздействием химиопрепаратов или лучевой терапии. В
работе [18] была изучена возможность того, что различия
в количестве этих эндогенных очагов могут быть объ-
яснены нестабильностью генома, потенциально связан-
ной с нарушенным механизмом репарации.

В результате ТГц-облучения клеток нейробластомы
(SK-N-BE) в экспериментальной группе наблюдается не-
большое повышение фокусов гистонов (Nф/кл=1,97±1,60)
по сравнению с контролем (Nф/кл=1,36±1,44), однако эти
изменения статистически не значимы. В культуре ней-
ральных прогениторных клеток (drNPCs) фокусов фос-
форилирования гистона Н2АХ не обнаружено ни в
экспериментальной, ни в контрольной группах. Обнару-
женное количество фокусов гистонов Nф/кл, приходя-
щихся на одну клетку SK-N-BE, в экспериментальной
группе ниже полученного ранее значения для клеточной
культуры дермальных фибробластов человека [15] при
том же времени облучения – 30 мин. Мы предполагаем,
что причиной может быть более низкое значение пико-
вой удельной мощности ТГц-импульсов. Проведенные
ранее исследования на фибробластах показали линей-
ную зависимость количества фокусов гистонов как от
энергии (а, следовательно, и от интенсивности импульса
излучения) так и от времени ТГц-воздействия. Настоя-
щее исследование является пилотным и соответствует
минимальному времени облучения клеточных культур –
30 мин по сравнению с исследованием [19]. Мы пола-

Рис. 2. Иммунофлуоресцентный анализ фокусов γH2AX в (а) SK-N-BE и (б) drNPCs. Область, подвергнутая ТГц-воздействию, отмечена пунк-
тирной линией. (в) Пример локализации фокусов γH2AX в клетках нейробластомы (SK-N-BE). Фокусы (зеленые) обнаруживаются как в клетках,

находящихся в синтетической фазе цикла (EdU, красный), так и в пост-синтетической. Масштабная линейка равна 100 мкм (а, б), 50 мкм (в)
Fig. 2. Immunofluorescence analysis of γH2AX foci in (a) SK-N-BE and (b) drNPCs. The area affected by THz radiation is marked with a dashed line. (c)
Example of γH2AX foci localization in neuroblastoma cells (SK-N-BE). Foci (green) are found both in cells in the synthetic phase of the cycle (EdU, red)

and in the post-synthetic phase. The scale bar is equal to 100 μm (a, б), 50 μm (в)

Рис. 3. Процентное содержание клеток, находящихся в синтетической
фазе цикла, в культурах SK-N-BE и drNPCs до и после облучения, 

(p <0,05)
Fig. 3. Percentage of cells in the synthetic phase of the cycle in SK-N-BE

and drNPCs cultures before and after irradiation, (p <0.05)
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гаем, что увеличение продолжительности воздействия
может привести к формированию большего числа фоку-
сов гистонов.

Отметим, что уровень фокусов γH2AX в клетках ней-
робластомы выше, чем в нейральных прогениторных
клетках в контрольных группах. Вероятно, такая разница
свидетельствует о нестабильности генома в опухолевых
клетках по сравнению со здоровыми, что хорошо согла-
суется с литературными данными [20]. Анализ фокусов
γH2AX в опухолевых и здоровых клетках предполагает
многообещающие результаты для планирования и прове-
дения противоопухолевой терапии.

Заключение
В настоящей работе впервые представлены резуль-

таты исследования воздействия импульсов ТГц-излуче-
ния с пиковой удельной мощностью ~20 ГВт/см2 и
напряженностью электрического поля ~2,8 МВ/см на
нейральные прогениторные клетки (drNPCs) и клетки
нейробластомы (SK-N-BE) человека. Показано, что не-
продолжительное воздействие (30 мин) не оказывает
влияние на пролиферативную активность как нейраль-
ных прогениторных клеток, так и клеток нейробластомы.
ТГц-излучение не вызывает значимого увеличения фоку-
сов γН2АХ ни в одной из исследуемых линий клеток.
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Conclusion: It was shown that a short exposure (30 min) of cells to THz radiation with intensity of 20 GW/cm2 does not affect the pro-

liferative activity of both neural progenitor cells and neuroblastoma cells and does not cause a significant increase in γH2AX foci in any of
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