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Выступающий
Заметки для презентации
My name is Maria Tsurkan, I’m from  SPb National Research University of IT, Mechanics and Optics and I’m here to introduce my work Changing growth of neurites of sensory ganglion by terahertz radiation.  I’m kinda in the wrong session but anyway I hope that it still will be interesting for people who work with terahertz radiation.
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In my presentation I will talk about key features of THz radiation for medicine, major impact of THz radiation on biological  objects, our object, experimental setup and methodology. Will introduce our results and conclusions , and express the gratitude.
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Терагерцовое (ТГц) излучение занимает область между микроволновым и инфракрасным излучением и ему соответствуют частоты (0.01÷ 10) ТГц или длины волн  10 мм ÷ 30мкм. 

Свойства:

неионизирующее, неразрушающее воздействие на биологические ткани(энергия фотона составляет 210-22 ÷ 1,3 10-20 Дж, что значительно меньше тепловой энергии) 

спектры поглощения ткани терагерцового диапазона различаются для здоровых и больных тканей, что может использоваться для диагностики состояния тканей и исцелению ран на коже; 

многие биологические молекулы имеют колебательные и вращательные моды в терагерцовом диапазоне

большая глубина проникновения в твердых биотканях, чем излучение инфракрасного и видимого диапазона

 область водородных связей и сил межмолекулярного взаимодействия

Развитие источников терагерцового излучения с высокой спектральной чувствительностью и высоким разрешением позволило создать новые технологии  в военной отрасли и системах безопасности(1,2,9-11-обзор, 4,5 мыши), а так же в биологии, химии и медицине.  Уникальные свойства данного излучения заключаются в том, что в этом диапазоне находится значительная часть колебательно-вращательного спектра воды и многих органических молекул, в том числе биологически активных макромолекул (белков и нуклеиновых кислот), а так же частоты межмолекулярных взаимодействий [1 федоров альб]. В связи с этим работы, посвященные применению ТГц излучения, в основном связаны с разработкой методов спектральных исследований 
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Так как энергия в этом диапазоне сравнима с энергией водородных связей и межмолекулярных взаимодействий, оно может вызвать нелинейные резонансные механизмы в биомолекулах.

Так как энергия этого излучения соизмерима с энергией водородных связей, Ван-дер-Ваальсовыми силами межмолекулярных взаимодействий и реакциями переноса заряд, данное излучение может вызывать нелинейные резонансные механизмы в биомолекулах . Это может привести к глубокому воздействию на химическую и ферментативную кинетику 
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Применение источников терагерцового излучения в различных областях, в том числе биологии и медицине, с каждым годом увеличивается/ Вместе с этим увеличивается и потребность в более глубоком понимании механизмов этих взаимодействий и их возможных как положительных, так и отрицательных последствий. Это отражено в увеличивающемся в последние годы количестве работ, связанных с исследованием возможных эффектов, которые вызваны поглощением этого излучения различными биологическими объектами на различных уровнях биологической организации.
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По результатам различных исследований отмечается как стимулирующий, так и угнетающий эффект Тгц излучения на клеточные системы(?). Имеется ряд работ, посвященных изменению морфологии и жизнеспособности клеток(167,20 обзор) [41,44,45,68 тгц общ], а так же способности сохранять мембранный потенциал (18,121,176, 171, в которых используется ТГц излучение различной длины волны и плотности мощности. 
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The first work that explores the influence of THz radiation on cell growth (in this case of Escherichia coli) goes back to the year 1968 (18). The authors report that an exposure to THz radiation at a frequency of 0.136 THz during different phase of cell growth results in a dependent inhibition. Comparing the two sets of data data authors suggested that these waves have two effects − to slow down cell division and to inhibit specifically metabolic process occurring during the early part of the life span of a cell.to slow down cell division and to inhibit specifically metabolic process occurring during the early part of the life span of a cell. Interestingly, other researchers do not observe these effects when they try to repeat the results of this work using the same methodology. 

Первая работа,  в которой рассматривается влияние ТГц излучения на E. рост клеток кишечной палочки, относится к 1968 году(165). Авторы сообщают, что облучение ТГц излучением на частоте 0,136ТГц в течении продолжительного времени приводит к дозозависимому (dose-dependent) ингибированию роста клеток. При воздействии излучения в латентной и логарифмической фазе бактерий рост клеток подавляется в 2 и 7 раз соответственно. Сравнивая результаты, данные авторы предположили, что эти волны имеют два эффекта - замедлить деление клеток и подавлять в частности метаболические процессы, происходящий в начале жизни клетки.Интересно, что при попытке повторения результатов этой работы другие исследователи, используя ту же методику воздействия, не отмечают данных эффектов (184). 
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В работе (170) наблюдалось увеличение темпов роста дрожжевых клеток (Saccharomyces CEREVISIAE )под воздействием непрерывного источника Тгц излучения с частотой 0,2-0,35 ТГц, плотность мощности 5,8 mWcm-2. Воздействие электромагнитного поля проводилось в течение 2,5 ч. Статистически значимая повышенная скорость роста наблюдалась на 341 ГГц.
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A disruption of the morphology of the membranes and intracellular structures, as well as a drop in the membrane potential of neurons were observed at high power densities with the use of a free-electron laser in the Biophysical laboratory of the Institute of Laser Physics  in Novosibirsk, Russia. 

В свете того, что мы изучает эффекты, возникающие в нервных клетках, хотелось бы рассмотреть работы, использующие объект исследования такого же типа. Влияние терагерцового излучения с частотами 0,7, 2,49 и 3,69 ТГц и плотностью мощности 0.3-30 mWcm2 на структурно-функциональные свойства изолированных нейронах Lymnaea stagnalis исследовалось в работе (20). Отмечается, что нарушение морфологии мембран и внутриклеточных структур и падение мембранного потенциала нейронов, наблюдается при высокой плотности мощности (30 mW/сm2 и выше). При более низких мощностях (1-10 mW/сm2 и  0,3 mW/сm2) морфологические изменения выражены слабо, клетки показывали нарушение электрогенеза (возникновение потенциала действия) в течение 1-3 часов и более 3 часов  после облучения соответственно.  


Nerve cells after exposure to laser radiation with a frequency of 2.31 THz and a power of
0.5 mW:

a - light microscopy with the dye Trypan Blue
b - fluorescence microscopy with the dye
Arrows indicate the cells stained Tryp

Olshevskaya, J. S., Kozlov, A. S., PetrovA. K., T. A. Zap

(submillimeter) laser radiation,” Vestnik Novosibirsk Stat

eability under the influence of terahertz
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same scientists used a special dye (trypan blue), which can only penetrate cells with a damaged membrane. It was shown that THz radiation may cause reversible disturbances in the barrier properties of neuron membranes. High power density with the same frequency resulted in a drastic decrease in cell viability (about 80%). 

В другой работе этих авторов этот же объект подвергался облучению на частоте порядка 2 и 2.31Тгц при средней мощности от 0,5до 20 мВт/см2 и экспозиции 10 с. (Ратуш нейр прониц). С помощью специальных красителей, которые могут проникать в клетку только через поврежденные мембраны,  было показано, что излучение на частоте порядка 2.31Тгц  может  вызывать  обратимые  нарушения барьерных свойств мембраны нейронов. Увеличение плотности мощности свыше 10мВт\см2 на этой же длине волны приводило к сильному уменьшению жизнеспособности клеток (примерно на 80%). Излучение с длиной волны 150 мкм таких свойств не проявляет. 
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In the California Institute of Technology in Pasadena researchers showed the influence of low-intensity millimeter waves on the change in cell membrane potential. Using Forster Resonance Energy Transfer technology,  it was shown that THz radiation increases the permeability of the membrane. Here you can see the Red FRET line, which indicates a membrane depolarization (open) and the Green GFP line, which indicates normal membrane signature. 

Так же этими авторами исследовалось изменение проницаемости клеточной мембраны в иммортализованной линии клеток аденокарциномы легкого человека H1299с использованием метода FRET (Főrster Resonance Energy Transfer)(.pikov2). Было показано, что излучение с частотой порядка 0,05 ТГц и плотностью мощности 15мВт/см2 в течение 2 минут индуцирует открытие ионных каналов во время воздействия и их запечатывание спустя 3 минуты после окончания воздействия
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In the same institute researchers observed both inhibition and enhanced excitation of the action potential firing rate depending on the power density. 

Thus, the question about the fundamental justification of the possibility of using THz radiation effects on biological systems, particularly the nervous, is still open. The mechanism of these effects has not yet been studied. Doses and exposure time of the radiation have to be determined as well. 

Сильные нейронные ответы на пирамидальных нейронах в корковой доле мозга новорожденных крыс стали результатом влияния изучения на частоте 0.06 ТГц в течении 1 минуты при низкой плотности мощности (0.07, 0.28, 0.56 и 0.74 мкВт) (Can neurons sense millimeter waves?Siegel, P.H.  Pikov, V.pikov1). Исследователи наблюдали как блокирование и уменьшение, так и усиление нейронной активности с помощью методики patch clamp 
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Таким образом, вопрос о фундаментальном обосновании возможности использования ТГц излучения для воздействия на биологические системы, в особенности на нервную, все еще открыт. Механизм данного воздействия до сих пор не изучен, в том числе не определены дозы и время облучения. В рамках данного вопроса на первом этапе необходимо выявить эффекты, возникающие в сложно организованных молекулярных системах – нервных клетках при действии такого излучения. В этой связи наша работа была посвящена исследованию воздействия широкополосного импульсного ТГц излучения диапазона 0.05-2 ТГц на рост нейритов. . Здесь будут приведены первые результаты данной работы. 
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Излучение фемтосекундного эрбиевого волоконного лазера EFOA-SH  или EFO (ООО «Авеста-Проект», РФ), генерирующего на длине волны 1560 нм, представляет из себя цуг импульсов длительностью 125 фс и частотой следования 50 МГц. При этом средняя мощность достигает значения 120 мВт. Это излучение (см. рис. 3) фокусируется линзой Л (f = 50 см) на поверхность полупроводника InAs, помещённого в центр постоянного магнита М (0.8 Тл). Генерируемое терагерцовое излучение коллимируется параболическим зеркалом ПЗ1, селектируется от излучения накачки фильтром Ф и фокусируется ПЗ2 на объект. Мощность измеряется  опто-акустический приёмник .(тидекс) 

Генерируемое ТГц излучение имело полосу частот от 0,05 до 2 ТГц. Мощность ТГц излучения варьировалась на уровне разных порядков с помощью фильтров и составляла 11; 1 и 0.1 мкВт. Длительность импульса 2.5 пс. Площадь облучения составляла 0.2 см2. Время облучения составило 3мин. Эксперименты проводились при комнатной температуре (25С). Контроль изменения температуры образца осуществлялся с помощью ИК термодатчика


Photomicrograph of the sensory ganglia of 10-day chicken embryos (control).
Magnification, x50.
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Исследования проводились на базе Санкт-Петербургского Институт физиологии им. И.П.Павлова РАН в лаборатории физиологии возбудимых мембран. В качестве объекта воздействия применялись сенсорные ганглии 10-12 дневных куриных эмбрионов в органотипической культуре ткани., препарированные на уровне пояснично-крестцового отдела спинного мозга.  Ганглии являются скоплениями нервных клеток и осуществляют взаимосвязь организма с окружающей средой. 

Применение метода культуры ткани позволяет исследовать изучение различных факторов взаимодействия, исключая действующие в целостном организме гуморальные, нервные, гормональные и другие влияния[7]. Органотипическая культура спинномозговых ганглиев является чрезвычайно чувствительной тест-системой, которая позволяет определить направленность влияния исследуемого фактора, в нашем случае – ТГц излучения, на рост нейритов. (2,5) Эта методика дает возможность для изучения тонких эффектов на конкретных тканях, которая позволит ближе подойти к раскрытию механизмов этого влияния.
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При использовании данного метода ганглии помещаются в питательную среду, которая является необходимой для их выживания.  Питательная среда содержала 35% раствора Хенкса, 35% среды Игла с добавлением инсулина (0.5 ед./мл), глюкозы (0.6%), глютамина (2мМ), антибиотиков, 5% куриного эмбрионального экстракта и 15% фетальной сыворотки коровы. Линии же поглощения воды лежат в используемом нами терагерцовом диапазоне(40 тгц обзор кожа), что сильно ограничивает прохождение этого излучения сквозь биологические объекты, которые всегда содержат большое количество воды. Нами были проведены соответствующие измерения мощности, и, оказалось, что при размещении объектов в питательной  среде, Тгц излучение полностью поглощается ей и не доходит сквозь нее до объекта. Нами был осуществлен подбор иного механизма. Капли питательной среды наносятся на стенки чашки Петри, что создает подходящую для поддержания жизнедеятельности ганглия на время облучения. Однако, это требует проведения эксперимента облучение в закрытой полистерольной чашке Петри. Данный материал довольно хорошо пропускает ТГц  излучение. Потери были измерены нами и составили 16%. Так же проведение облучения в таком режиме позволило минимизировать влияние состава окружающей среды, что является важным фактором для экспериментов на культуре ткани. Образцы, не подвергшиеся влиянию ТГц излучения, считаются контрольными.


Methodology

rn ey

Micrograph of the dorsal root ganglia of 10-12 day old chicken embryos. Magnification: x100. CZ
is the central zone area (the initial area of the ganglion body) and GZ is the peripheral growth
zone.
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Для прикрепления эксплантатов исследуемый объект помещался в СО2-инкубатор при температуре 36,8oC и 5% CO2. Через 3 суток культивирования в контрольных эксплантатах спинномозговых ганглиев формируются две отчетливо выраженные зоны: центральная, состоящая из немигрирующих дифференцирующихся нейробластов, и периферическая. Периферическая  зона, представляющая собой характерный ореол вокруг ганглия, образуется растущими нейритами, фибробластоподобными клетками и глией (рис 3). Рост нервных волокон в культуре ткани исследовался прижизненно с помощью светового микроскопа. Для количественной оценки влияния ТГц излучения на рост нервных волокон спинальных ганглиев применялся морфометрический метод. С целью унификации конечных показателей степени роста нервных волокон, для ее оценки использовался относительный критерий – индекс площади. Интенсивность роста эксплантатов оценивалась по величине индекса площади, которая рассчитывалась как отношение площади всего эксплантата, включая периферическую зону роста, к исходной площади ганглия. Полученные данные соотносились с данными контрольных эксплантатов, которые не подвергались облучению и культивировались при тех же условиях.   Для каждого значения плотности мощности ТГц излучения анализировали 10 экспериментальных эксплантатов. Полученные данные соотносились с данными контрольных эксплантатов, которые не подвергались облучению и культивировались при тех же условиях.  Достоверность различий в ИП контрольных и экспериментальных эксплантатов оценивали с помощью t-критерия Стъюдента. Значения ИП выражали в процентах; за 100% принимали контрольные значения ИП. (The growth of explants in tissue culture was controlled on vital preparations using a confocal laser scanning microscope and visualized by a television microscope attachment. It was quantified using the image analysis software)
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В результате при плотности мощности облучения порядка 5 и 50 мкВт/см2 изменение индекса площади относительно контрольного образца составило приблизительно 103 и 107 процентов соответственно (p<0.05). Эти результаты были приняты за изменения на уровне контроля. Увеличение индекса площади на уровне 124 процентов было получено при плотности мощности порядка 0.5 мкВт/см2. (Рис. 4), что позволяет нам говорить об эффекте стимуляции клеточного роста.


™Y

Conclusions

We can assume a stimulation of the growth of
nerve fibers through non-thermal mechanisms,
which was achieved using extremely low power
density (0.5 pW/cm?) and a relatively short
exposure duration (3 min).

Pulsed broadband radiation (o0.05-2 THz) was
used in our experiment to cover a larger range
of frequencies, which made effects in biological
systems more likely to occur under its
influence. However, this fact also complicates
the search for possible mechanisms of these
effects.
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Подводя итоги, можно сказать, что нами получены данные, свидетельствующие о стимулирующем воздействии терагерцового излучения на нервные клетки. Обнаружена зависимость увеличения данного эффекта при уменьшении мощности используемого излучения. Сравнивая наши результаты с данными литературы, мы можем так же предположить возникновение стимуляции роста нервных волокон через нетепловые механизмы воздействия, которые обеспечиваются крайне низкой мощности, на которой был достигнут данный эффект (0.05мкВт), совместно с малой продолжительностью экспозиции (3мин). 

Импульсное широкополосное излучение (0.05-2Тгц), применяемое нами, благодаря охвату большего диапазона частот, может позволить с большей с большей вероятностью найти эффекты, возникающие в биологических объектах при его воздействии. Однако, этот же фактор усложняет поиск возможных механизмов данных эффектов.
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