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Активные метаболиты кислорода (АМК), образующиеся под действием ионизирующего излучения
и факторов воспаления, реагируя с липидами, приводят к образованию токсичных продуктов пере-
кисного окисления липидов (ПОЛ), одним из наиболее активных среди которых является 4-гидрок-
си-2-ноненаль (4-HNE). Он модифицирует белки клеток по остаткам лизина, гистидина и цистеина
и нарушает их функции. Цель работы – анализ количества нейронов, содержащих 4-HNE-модифи-
цированные белки в клетках, выделенных из мозга мышей через 2 мес. после γ-облучения головы в
дозах 2, 8 и 20 Гр, и маркеров нейровоспаления в этот период. Клетки мозга выделяли при центри-
фугировании через раствор перколла измельченной и обработанной аккутазой ткани мозга. Коли-
чество нейронов и нейронов, содержащих 4-HNE-модифицированные белки, а также количество
клеток покоящейся и активированной микроглии анализировали с помощью проточной цитомет-
рии, уровень экспрессии гена провоспалительного цитокина TNFα в гиппокампе – c помощью
ОТ-ПЦР. Показано, что в мозге контрольных мышей 14.3 ± 2.3% нейронов содержат 4-HNE-моди-
фицированные белки, через 2 мес. после облучения головы в дозах 8 и 20 Гр их количество возрас-
тало до 23.1 ± 2.6% и 34.8 ± 4.9% (р < 0.05). Обнаружено также относительное повышение активиро-
ванной микроглии, а в гиппокампе – уровня экспрессии гена TNFα после облучения в этих дозах,
что свидетельствует о развитии нейровоспаления. Таким образом, нейроны, помимо прямого по-
вреждения при облучении, подвергаются действию АМК и продуктов перекисного окисления ли-
пидов, образующихся как в момент облучения, так и в процессе нейровоспаления, развивающегося
в отдаленный период после радиационного воздействия. Полученные результаты позволяют рас-
сматривать повышение количества 4-HNE-модифицированных белков в нейронах как маркер
окислительного повреждения этих клеток мозга.
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Действие ионизирующего излучения на живые
организмы приводит к повреждению ДНК клеток
и образованию активных метаболитов кислорода
(АМК). АМК способны непосредственно реаги-
ровать с липидами, ДНК и белками, что приводит
к повреждению этих молекул и образованию еще
более активных и токсичных продуктов, а также
обеспечивает развитие длительного окислитель-
ного стресса и, как следствие, дальнейшее повре-
ждение клеток и нарушение функций коры го-
ловного мозга [1–3].

Развитие перекисного окисления липидов в
мозге приводит не только к образованию липид-
ных свободных радикалов, но и к появлению вы-
сокореакционных альдегидов, таких как акроле-
ин, малоновый диальдегид и 4-гидрокси-2-ноне-

наль (4-HNE). Эти альдегиды, в свою очередь,
реагируют с клеточными белками с образованием
аддуктов, преимущественно по остаткам лизина,
гистидина и цистеина, что может нарушать функ-
ции этих макромолекул. 4-HNE – основной аль-
дегид, образующийся в результате перекисного
окисления ω6-полиненасыщенных жирных кис-
лот, таких как линолевая и арахидоновая. При
окислительном стрессе концентрация 4-HNE в
мембранах может составлять от 10 мкмоль/л до
5 ммоль/л [4].

Накопление модифицированных 4-HNE бел-
ков в нейронах в результате окислительного
стресса, вызванного воспалением, обнаружено
также при нейродегенеративных заболеваниях,
включая болезнь Альцгеймера, и рассматривает-
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ся как важный фактор в прогрессировании и па-
тогенезе таких заболеваний [5–8].

Нарушения когнитивных функций, развиваю-
щиеся у части пациентов в отдаленный период
после облучения мозга в процессе лучевой тера-
пии опухолей в области головы и шеи, связывают
с повреждением нейронов под действием факто-
ров нейровоспаления, в основе которого лежат
активация микроглии, последующая активация
астроцитов и эндотелиальных клеток и повышен-
ная экспрессия медиаторов воспаления [9]. Раз-
витие пострадиационного нейровоспаления и ко-
гнитивных нарушений показано и в эксперимен-
тах на животных при умеренных и высоких дозах
γ-излучения и особенно при действии излучения
с высокой ЛПЭ [10–12]. Нейровоспаление сопро-
вождается образованием АМК и способно приво-
дить к развитию длительного окислительного
стресса, образованию реактивных альдегидов и
появлению белков, модифицированных 4-HNE.
Накопление в нейронах таких белков может быть
одним из маркеров окислительного повреждения
этих клеток.

В связи с этим целью настоящей работы было
изучение количества нейронов, содержащих 4-
HNE-модифицированные белки в суспензии
клеток, выделенных из мозга мышей через 2 мес.
после γ-облучения головы в разных дозах. В каче-
стве маркеров нейровоспаления в этот период ис-
следовали относительное количество клеток ак-
тивированной микроглии в суспензии клеток,
выделенных из мозга контрольных и облученных
мышей, и уровень экспрессии гена провоспали-
тельного цитокина TNFα в гиппокампе мышей –
наиболее радиочувствительной области мозга.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

Лабораторные животные. В экспериментах ис-
пользовали 60 мышей самцов линии C57BL/6 в
возрасте 7–8 нед массой 18–21 г, полученных из
питомника “Столбовая”. При исследовании ко-
личества нейронов головного мозга, содержащих
модифицированные 4-HNE белки, и количества
клеток микроглии проведено две серии экспери-
ментов, в каждой из которых использовано по
пять животных в группе (контроль, 2, 8 и 20 Гр),
при анализе экспрессии гена TNFα в гиппокампе
использовано по пять животных в группе. Живот-
ных содержали в стандартных условиях вивария,
со свободным доступом к воде и пище. Все экспе-
рименты с животными проводили в соответствии
с требованиями этического комитета НИЦ “Кур-
чатовский институт”.

Облучение. Однократное воздействие γ-излуче-
ния на голову мышей в дозах 2 и 8 Гр и фракцио-
нированное облучение головы мышей в суммар-
ной дозе 20 Гр по схеме пять фракций по 4 Гр (три

фракции по 4 Гр с интервалом 1 сут в течение
5 сут, затем через 2 сут еще две фракции с интер-
валом 1 сут) проводили на установке “ГУТ-200М”
(источник – 60Со, мощность дозы – 2.35 Гр/мин)
при комнатной температуре. На время облучения
животных помещали в специальные прозрачные
пластмассовые фиксаторы для мышей (“Откры-
тая наука”, Россия). Для предотвращения воздей-
ствия γ-излучения на другие ткани использовали
свинцовую защиту.

Выделение клеток из головного мозга. Выделе-
ние клеток из мозга контрольных и облученных
мышей проводили, как описано ранее [13], в со-
ответствии с методом [14]. Для каждого срока ис-
следования одновременно анализировали мозг
контрольных и облученных животных. Транскар-
диальную перфузию для удаления клеток крови
проводили после анестезии мышей с использова-
нием смеси золетила и рометара. Мозг извлекали,
удаляли мозжечок и обонятельные доли, помеща-
ли в чашку Петри и промывали холодным фос-
фатно-солевым буфером (ФСБ) с сахарозой
(20 г/л) и глюкозой (0.9 г/л). Мозг измельчали в
холодном ФСБ с добавлением аккутазы, перено-
сили в пробирку и инкубировали в течение 15 мин
при 37°С. Затем добавляли в каждую пробирку по
0.5 мл фетальной бычьей сыворотки (ФБС), по-
мещали в ледяную баню, и гомогенат ткани два-
жды протирали через нейлоновое сито с диамет-
ром пор 100 мкм (“SPL Life Sciences”, Республика
Корея), а затем 1 раз через сито с диаметром пор
70 мкм и центрифугировали при 4°С 7 мин при
500 g. Надосадочную жидкость удаляли, осадок
ресуспендировали в 20%-ном изотоническом
растворе (10 мл на 1 мозг) перколла (“GE Health-
care”, США). На перколл наслаивали 5 мл раство-
ра Хэнкса (“ПанЭко”, Россия) и центрифугиро-
вали 10 мин при 550 g без торможения. Слой мие-
лина, сконцентрированный в интерфазе, и
супернатант удаляли, осадок клеток дважды про-
мывали ФСБ. Клетки ресуспендировали в 0.5 мл
ФСБ и подсчитывали в камере Горяева с добавле-
нием трипанового синего.

Фенотипирование клеток головного мозга. Фе-
нотипирование клеток мозга мыши проводили с
помощью окрашивания антителами к соответ-
ствующим антигенам. Клетки фиксировали в
растворе 2%-ного параформальдегида (ПФА) в
ФСБ в течение 20 мин при комнатной температу-
ре, отмывали ФСБ и пермеабилизировали в ФСБ,
содержащем 0.1% Triton X-100 и 1% бычьего сы-
вороточного альбумина (“Sigma Aldrich”, США) в
течение 30 мин. Клетки мозга окрашивали анти-
телами к антигену мыши CD11b, конъюгирован-
ными с фикоэритрином, и к CD45, конъюгиро-
ванными с красителем Alexa Fluor 488. Клетки
микроглии идентифицировали как субпопуля-
цию СD11b+/СD45low после двойного окрашива-
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ния антителами к CD11b и к СD45 (“ВioLegend”,
США). Популяция клеток с фенотипом
СD11b+/СD45high соответствует клеткам активи-
рованной микроглии и макрофагам. Разведение
антител использовали в соответствии с указания-
ми фирмы-изготовителя.

При исследовании количества нейронов, со-
держащих белки, модифицированные 4-HNE,
клетки головного мозга фиксировали в ФСБ, со-
держащем 2% ПФА при комнатной температуре
30 мин. Фиксированные образцы хранили при
+4°С. Перед окрашиванием образцы инкубиро-
вали в 0.1%-ном растворе Triton X-100, содержа-
щем 1% бычьего сывороточного альбумина (БСА)
для блокировки неспецифического связывания в
течение 30 мин при комнатной температуре. Им-
муноцитохимическое окрашивание 4-HNE-мо-
дифицированных белков и маркера зрелых ней-
ронов NeuN проводили в блокирующем буфере
(ФСБ, содержащем 1% БСА) c использованием
непрямых кроличьих поликлональных антител
(ab46545) к модифицированным 4-HNE белкам
(“Abcam”, Великобритания) в разведении 1 : 200,
и мышиных моноклональных антител к мышино-
му белку NeuN (“Merck”, Германия) в разведении
1 : 200 в течение 1 ч при комнатной температуре.
Далее образцы отмывали в ФСБ трижды и окра-
шивали вторичными антителами: козьими про-
тив мышиного иммуноглобулина, мечеными Alexa
Fluor 647 (“Biolegend”, США) в разведении
1:1000, и козьими против кроличьего иммуногло-
булина, мечеными Alexa Fluor 488 (“Biolegend”,
США) в разведении 1:2000 в течение 1 ч при ком-
натной температуре. После окрашивания образ-
цы трижды отмывали в ФСБ.

Флуоресценцию клеток анализировали на
проточном цитофлуориметре BD FACSCalibur
(“BD Biosciences”, США), оснащенном аргоно-
вым лазером с длиной волны 488 нм, и диодным
красным лазером с длиной волны 635 нм. (Ресурс-
ный центр клеточной и молекулярной биологии.)
В каждом образце анализировали 10000 клеток.

Анализ экспрессии мРНК гена TNFα. Анализ
экспрессии гена TNFα в гиппокампе мышей про-
водили с помощью ПЦР в реальном времени. Че-
рез 2 мес. после облучения у контрольных и облу-
ченных мышей после проведения перфузии из-
влекали мозг и отделяли гиппокамп. РНК из
гиппокампа выделяли фенол-хлороформенным
методом, используя реактив ExtractRNA (“Евро-
ген”, Россия) по инструкции производителя.
Анализ относительной экспрессии мРНК гена
TNFα проводили с помощью ОТ-ПЦР. Обратную
транскрипцию (синтез кДНК) проводили в реак-
ционной смеси с конечным объемом 20 мкл, при-
готовленной на обработанной ДЭПК деионизо-
ванной стерильной воде, содержащей 67 ммоль/л
Трис-HCl (рН 8.8), 16.6 ммоль/л (NH4)2SO4, 0.01%

Tween 20, 4 ммоль/л МgCl2, 1 ммоль/л каждого
дНТФ, 3.2 мкг смеси гексамерных праймеров со
случайной последовательностью, 10 ммоль/л ди-
тиотреитола, 10 ед. акт. ингибитора рибонуклеаз,
30 ед. рекомбинантной обратной транскриптазы
M-MLV, 1 мкг суммарной РНК. Смесь инкубиро-
вали при 42°С в течение 1 ч. Реакцию останавли-
вали путем тепловой инактивации обратной
транскриптазы, выдерживая смесь при 94°С в те-
чение 10 мин. Экспрессию мРНК гена TNFα
определяли с использованием красителя SYBR
Green I на амплификаторе CFX96 TouchTM
(“Bio-Rad”, США). ПЦР проводили в реакцион-
ной смеси qPCRmix-HS SYBR (“Евроген”, Рос-
сия) с конечным объемом 25 мкл, в реакцию вно-
сили 2 мкл реакционной смеси после ревертиро-
вания, содержащую кДНК и 7.5 пкмоль каждого
из пары праймеров: для гена TNFα f5'aaatggcctc-
cctctcatc3', r5'tttgagatccatgccgttg3'; для гена GAPDH
f5'cagcctcgtcccgtagaca3', r5'ttcccgttgatgacaagcttc3'.
Проверку геноспецифичности праймеров осу-
ществляли при помощи программ Oligo Ver.7 и
Primer-BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/prim-
er-blast/index.cgi). Нуклеотидные последователь-
ности генов были взяты из базы данных GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov).

Временной и температурный режим ПЦР для
анализа экспрессии TNFα и GAPDH: 95°С – 15 с
(первый шаг – 5 мин), 54°С (62°С для GAPDH) –
15 с, 72°С – 45 с, 45 циклов ПЦР. Каждый обра-
зец кДНК анализировали трижды.

Уровень экспрессии мРНК гена TNFα в гип-
покампе измеряли относительно экспрессии
конститутивного гена GAPDH и выражали как
2–∆Сt, где ∆Ct = CtTNFα. – CtGAPDH. Ct – пороговый
уровень флуоресценции, соответствующий номе-
ру цикла ПЦР исследуемого образца, в котором
флуоресценция отличается от фонового шума.
Анализ проводили с использованием программы
Bio-Rad CFX Manager 2.0. Относительный уро-
вень экспрессии гена TNFα в гиппокампе облу-
ченных животных рассчитывали по отношению к
среднему значению для контрольной группы, ко-
торый принимали за единицу. Результаты пред-
ставляли в виде средних значений ± стандартное
отклонение.

Статистическая обработка результатов. Ста-
тистический анализ осуществляли по методу
Стьюдента с использованием t-критерия Стью-
дента с помощью компьютерной программы “Or-
igin”. Результаты, кроме данных по ПЦР, пред-
ставлены в виде средних значений ± ошибка
среднего; данные по ПЦР представлены в виде
средних значений ± стандартное отклонение.
Статистически значимыми считали различия при
р < 0.05. Для анализа характера зависимости по-
вышения количества нейронов, содержащих 4-HNE-
модифицированные белки, от дозы облучения
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проводили регрессионный анализ также с исполь-
зованием компьютерной программы “Origin”.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Количество нейронов, содержащих 4-HNE-мо-
дифицированные белки, определяли в суспензии
клеток мозга контрольных и облученных мышей
через 2 мес. после однократного γ-облучения го-
ловы в дозах 2 и 8 Гр и фракционированного об-
лучения головы в дозе 20 Гр.

Алгоритм определения клеток, содержащих
4-HNE-модифицированные белки, с помощью
проточной цитометрии показан на рис. 1.

Нейроны идентифицировали как клетки,
окрашенные антителами к белку NeuN (располо-
жены в квадратах 2 и 4 на рис. 1, б и в). Нейроны,
содержащие 4-HNE-модифицированные белки,
определяли как 4-HNE+/NeuN+-клетки, распо-
ложенные в квадрате 2 dot-plot гистограмм б и в.
Относительное количество модифицированных
белков в клетках оценивали по величине средней
интенсивности флуоресценции (MFI) нейронов,

Рис. 1. Анализ количества нейронов головного мозга, содержащих белки, модифицированные 4-HNE, с помощью
проточной цитометрии. 
а – прямое/боковое светорассеяние типичного препарата клеток мозга мыши, область R1 соответствует анализируе-
мой популяции. 
б и в – dot-plot гистограммы клеток мозга мыши контрольной группы и через 2 мес. после облучения головы в сум-
марной дозе 20 Гр соответственно, окрашенных антителами к NeuN, конъюгированными с красителем Alexa Fluor 647,
и к модифицированным 4-HNE белкам, конъюгированным с красителем Alexa Fluor 488. 
г–е – примеры гистограмм аутофлуоресценции (левый пик) и флуоресценции нейронов, окрашенных антителами к
белкам, модифицированным 4-HNE (правый пик), из мозга контрольных (г) и облученных в дозе 8 (д) и 20 Гр (е) мы-
шей. MFI – средняя интенсивность флуоресценции.
Fig. 1. Assessment of the number of brain neurons containing 4-HNE-modified proteins using f low cytometry.
a – forward/side scatter shown for one of the typical samples, R1 region identifies population of interest. 
b and c – dot plots for brain cells, isolated from control mice and from mice 2 months after head irradiation at a dose of 20 Gy
respectively. Cells were stained with antibodies to NeuN, conjugated with Alexa Fluor 647, and antibodies to 4-HNE modified
proteins, conjugated with Alexa Fluor 488. 
d–f – examples of the histograms, showing autofluorescence (left peak) and fluorescent signal from the neurons, stained with
antibodies to 4-HNE modified proteins (right peak) from the control mice (d) and mice, irradiated at a dose of 8 Gy (e) and
20 Gy (f). MFI – Mean Fluorescence Intensity.
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содержащих 4-HNE-модифицированные белки
(рис. 1, гистограммы г–е).

Из представленных данных следует, что через
2 мес. после облучения в дозах 8 и 20 Гр возрастает
как количество 4-HNE-модифицированных ней-
ронов (рис. 1, гистограммы б и в), так и количе-
ство 4-HNE-модифицированных белков в этих
клетках (гистограммы г–е).

Данные количественного анализа полученных
результатов представлены на рис. 2 и в табл. 1. По-
казано, что в мозге контрольных мышей 14.3 ± 2.3%
нейронов содержат 4-HNE-модифицированные
белки, которые образуются в результате модифи-
кации эндогенным 4-HNE, возникающим под
действием АМК, появляющихся в процессе мета-
болизма.

Через 2 мес. после облучения головы в дозе 2 Гр
увеличения 4-HNE+нейронов в мозге облучен-
ных мышей по сравнению с контрольными не об-
наружено, в то время как количество таких клеток
после облучения головы мышей в дозах 8 и 20 Гр
статистически значимо возрастало с 14.3 ± 2.3% в
контроле до 23.1 ± 2.6 и 34.8 ± 4.9% (р < 0.05) со-
ответственно (рис. 2, а). Количество 4-HNE+-
нейронов в выделенной фракции клеток мозга
возрастало прямо пропорционально дозе облуче-
ния (уравнение линии регрессии y = 13.2 + 1.1X;
R2 = 0.97; p = 0.03, рис. 2, б).

Средняя интенсивность флуоресценции (MFI)
4-HNE+ нейронов отражает количество модифи-
цированного 4-HNE белка в клетках. В табл. 1
приведены данные об изменении величины MFI
4-HNE+ нейронов после облучения головы мышей.

Показано достоверное увеличение 4-HNE-мо-
дифицированных белков в клетках головного
мозга животных через 2 мес. после облучения го-
ловы в дозе 20 Гр (табл. 1). Таким образом, при

высоких дозах облучения головы возрастает не
только количество нейронов, содержащих 4-HNE-
модифицированные белки, но и количество моди-
фицированного 4-HNE белка в нейронах.

Для оценки развития нейровоспаления в мозге
облученных мышей в рассматриваемый период
анализировали долю клеток активированной
микроглии в выделенной фракции клеток мозга и
уровень экспрессии гена провоспалительного ци-
токина TNFα в гиппокампе. Полученные резуль-
таты представлены на рис. 3 и 4.

Долю клеток активированной микроглии с фе-
нотипом CD11+CD45high рассчитывали по отно-
шению ко всей микроглии (сумма покоящейся
CD11+CD45low и активированной микроглии
CD11+CD45high) в суспензии выделенных клеток
мозга, которые идентифицировали с помощью
проточной цитометрии, как описано ранее [13].
Полученные результаты представлены на рис. 3.
Доля клеток активированной микроглии в соста-
ве выделенной фракции клеток мозга представле-
на в процентах от контроля.

Рис. 2. Количество нейронов головного мозга, содержащих модифицированные 4-HNE белки, через 2 мес. после
γ-облучения головы мышей (а) и зависимость их уровня от дозы облучения (б). На рис. б приведено уравнение линии
регрессии.
Fig. 2. The number of mouse brain neurons, containing 4-HNE modified proteins 2 months after γ-irradiation of the head (a)
and it’s dose dependence and the regression line equation (б).
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Таблица 1. Средняя интенсивность флуоресценции
(MFI) нейронов, содержащих 4-HNE-модифициро-
ванные белки, в суспензии клеток мозга мышей через
2 мес. после облучения головы
Table 1. Median fluorescence intensity (MFI) of neurons
derived from the mouse brains 2 months after irradiation of
the head and containing 4-HNE modified proteins

Доза, Гр MFI, усл. ед.

0 16.3 ± 0.6
2 17.4 ± 0.6
8 18.1 ± 1.0

20 27.1 ± 0.6*
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Показано, что через 2 мес. после облучения го-
ловы мышей в дозе 2 Гр доля активированной
микроглии в суспензии клеток, выделенных из
мозга, не отличалась от контроля, в то время как

после облучения в дозах 8 и 20 Гр она была досто-
верно повышена и составляла 268.3 ± 55.6% и
245.0 ± 25.0% от контроля (р < 0.05), что свиде-
тельствует о нейровоспалении в мозге мышей че-

Рис. 3. Доля клеток активированной микроглии в суспензии клеток, выделенных из головного мозга контрольных мы-
шей и из мозга мышей через 2 мес. после облучения головы в разных дозах.
Fig. 3. The proportion of activated microglia in a suspension of cells, isolated from the brains of control mice and mice 2 months
after irradiation of the head at different doses.
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Рис. 4. Уровень экспрессии гена провоспалительного цитокина TNFα в гиппокампе контрольных мышей и мышей че-
рез 2 мес. после облучения головы в разных дозах.
Fig. 4. The level of cytokine TNFα gene expression in the hippocampus of control mice and of mice 2 months after head irradi-
ation at different doses.
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рез 2 мес. после облучения головы в дозах 8 и
20 Гр и его отсутствии в этот период после облу-
чения головы в дозе 2 Гр.

Повышение содержания доли активирован-
ной микроглии при разных воздействиях являет-
ся одним из показателей развития нейровоспале-
ния, при котором в мозге также повышается уро-
вень ряда провоспалительных цитокинов, в
частности уровень фактора некроза опухоли α –
TNFα – в гиппокампе. На рис. 4 представлены
данные, полученные при анализе уровня экс-
прессии гена TNFα в гиппокампах, выделенных у
мышей через 2 мес. после обучения головы в до-
зах 2, 8 и 20 Гр по отношению к уровню, наблюда-
емому у контрольных мышей, который был при-
нят за единицу.

Показано, что уровень экспрессии цитокина
TNFα в гиппокампе мышей, облученных в дозах
2, 8 и 20 Гр через 2 мес., возрастал в 2, 4 и 3 раза со-
ответственно по сравнению с контролем (р < 0.05),
что свидетельствует о повышении активности
этого биохимического маркера нейровоспаления.

ОБСУЖДЕНИЕ

В качестве источника нейронов и микроглии в
настоящей работе были использованы клетки,
выделенные из головного мозга мыши. Получен-
ные препараты, как было показано ранее, содер-
жали нейроны, олигодендроциты, астроциты,
клетки покоящейся и активированной микро-
глии [13], при этом общее количество выделен-
ных клеток составляло 1.5–2.5 млн на 1 мозг. Вы-
деленная фракция представляет лишь небольшую
часть от общего количества клеток мозга мыши,
но, тем не менее, ее использование позволяет
оценить влияние разных воздействий, в том чис-
ле и действие γ-облучения головы, на состояние
разных типов клеток головного мозга.

При исследовании клеток контрольных мы-
шей и клеток, полученных через 2 мес. после γ-
облучения головы в выбранных дозах, нами обна-
ружено повышение количества нейронов, содер-
жащих белки, модифицированные 4-HNE, после
облучения в дозах 8 и 20 Гр, в то время как после
облучения головы мышей в дозе 2 Гр количество
4-HNE+ нейронов не отличалось от контроля.
В то же время следует отметить, что в работе [15]
при иммуногистохимическом исследовании коры
головного мозга через 2 мес. после общего γ-облу-
чения мышей в дозе 2 Гр обнаружено повышение
количества 4-HNE+ нейронов до 35% клеток в по-
ле зрения по сравнению 8% положительных кле-
ток в контроле. Наблюдаемые различия связаны,
по-видимому, с особенностями ответа как всего
организма, так и клеток мозга на общее и локаль-
ное облучение. Так, хорошо известно, что общее
облучение мышей в дозе 2 Гр вызывает острую лу-

чевую болезнь с опустошением костного мозга и
подавлением кроветворения, которое восстанав-
ливается только после 1 мес. с момента облуче-
ния. Глубокая и длительная лейкопения показана
и нами при общем облучении мышей в этой дозе
[13], в то время как при локальном облучении го-
ловы ни при дозе 2 Гр, ни при дозах 8 и 20 Гр не
наблюдали снижения количества лейкоцитов в
периферической крови облученных мышей [12].
Длительное снижение клеток костного мозга и
лейкоцитов периферической крови приводит к
глубокому нарушению гомеостаза, в том числе к
потере защитных факторов и цитокинов, проду-
цируемых клетками костного мозга, что может
быть причиной более глубокого окислительного
повреждения нейронов при общем облучении,
чем при локальном облучении головы.

Следует отметить, что около 14% нейронов у
необлученных мышей также содержали модифи-
цированные 4-HNE белки (рис. 2, а), что, по-ви-
димому, отражает образование определенного
уровня 4-HNE в результате физиологических
окислительных процессов в мозге. Действитель-
но, показано, что концентрация 4-HNE в сыво-
ротке крови здоровых добровольцев составляла
около 18 мкмоль/л, что определяется эндогенным
образованием этого окислительного метаболита.
При этом у пациентов с обструктивной болезнью
легких в условиях ишемии, вызванной снижени-
ем парциального давления кислорода ниже 40 мм
рт. ст., концентрация 4-HNE в сыворотке возрас-
тала до 30 и даже до 50 мкмоль/л [16]. Определен-
ный уровень модифицированных 4-HNE белков
обнаружен и в нейронах нормального мозга мы-
шей при иммуногистохимическом исследовании,
который возрастал при окислительном стрессе,
вызванном ишемией [15, 17].

Образование 4-HNE и накопление модифици-
рованных 4-HNE белков, по-видимому, происхо-
дит как сразу после облучения, так и в отдален-
ный период в результате длительного действия
факторов воспаления. Вклад каждого из этих
процессов в повреждение нейронов в настоящей
работе оценен не был, этот вопрос представляет
значительный интерес и требует дополнительных
исследований. Следует подчеркнуть, что 4-HNE
токсичен для клеток [4, 16, 18], поэтому часть кле-
ток с высоким уровнем образования 4-HNE по-
сле облучения могла уже погибнуть к 2 мес. после
воздействия.

Обнаруженное повышение доли клеток акти-
вированной микроглии в выделенных клетках
мозга (рис. 3) и повышенный уровень экспрессии
гена TNFα в гиппокампе мышей, облученных в
дозах 8 и 20 Гр, можно рассматривать как призна-
ки нейровоспалении у этих животных спустя
2 мес. после такого воздействия. Нейровоспале-
ние в свою очередь может приводить к повышен-
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ной продукции активных метаболитов кислоро-
да, образованию под их действием 4-HNE и по-
вреждению нейронов с его участием. Повышение
TNFα в гиппокампе после облучения мышей в
дозе 2 Гр при отсутствии повышения доли акти-
вированной микроглии и увеличения модифици-
рованных 4-HNE нейронов в выделенных клет-
ках мозга может определяться повышением кон-
центрации свободного 4-HNE, который является
активатором экспрессии гена TNFα [19].

Таким образом, через 2 мес. после облучения
головы мышей в дозах 2, 8 и 20 Гр обнаружено до-
зозависимое повышение количества нейронов,
содержащих белки, модифицированные 4-HNE.
Количество таких нейронов во фракции выделен-
ных клеток мозга возрастало прямо пропорцио-
нально дозе облучения. Использованные марке-
ры нейровоспаления – доля клеток активирован-
ной микроглии в выделенной фракции клеток
мозга и уровень экспрессии гена цитокина TNFα
в гиппокампе мышей – также возрастали при уве-
личении дозы облучения. Это позволяет связы-
вать происхождение модифицированных 4-HNE
белков в нейронах не только с развитием окисли-
тельного стресса непосредственно при облучении
мозга, но и с длительным окислительным стрес-
сом в результате действия факторов пострадиаци-
онного нейровоспаления.

Полученные результаты позволяют рассмат-
ривать повышение количества нейронов, содер-
жащих 4-HNE-модифицированные белки в отда-
ленный период после облучения, как маркер
окислительного повреждения этих клеток мозга
под действием АМК, образующихся при облучении
и вызванном им длительном нейровоспалении.
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Analysis of Markers of Oxidative Damage of Neurons and Neuroinflammation Late 
after γ-Irradiation of the Mice Head at Different Doses

E. Yu. Moskalevaa,#, A. V. Rodinaa, Yu. P. Semochkinaa, and O. V. Vysotskayaa

a National Research Center “Kurchatov Institute”, Moscow, Russia
#Е-mail: moskalevaey@mail.ru

Reactive oxygen species (ROS), formed under the action of ionizing radiation and of inflammation factors,
react with lipids, lead to the formation of toxic metabolites, one of the most active among which is 4-hydroxy-
2-nonenal (4-HNE). The aim of this work is to study the number of neurons containing 4-HNE-modified
proteins 2 months after γ-irradiation of the head at doses of 2, 8, and 20 Gy, and to determine the develop-
ment of neuroinflammation at this period. Mouse brain cells were isolated by centrifugation through Percoll
solution after brain tissue treatment with accutase. The number of neurons and neurons containing 4-HNE-
modified proteins, as well as the number of cells of resting and activated microglia were analyzed using f low
cytometry, the level of the proinflammatory cytokine TNFα gene expression in the hippocampus was ana-
lyzed using RT-PCR. It was shown that in the brains of control mice, 14.3 ± 2.3% of neurons contain
4-HNE-modified proteins. Two months after irradiation of the head of mice at doses of 8 and 20 Gy the num-
ber of 4-HNE+ neurons increased to 23.1 ± 2.6% and 34.8 ± 4.9% (p < 0.05). An increase in the proportion
of activated microglia in isolated brain cells and in the level of TNFα gene expression in the hippocampus at
this period indicates the development of neuroinflammation. Thus, in addition to direct damage during irra-
diation, neurons are exposed to ROS and toxic metabolites of lipid peroxidation, which are formed both at
the time of irradiation and during the neuroinflammation, which develops late after radiation exposure.

Keywords: 4-hydroxy-nonenal, lipid peroxidation, neurons, gamma radiation, local irradiation, neuroin-
flammation, microglia, TNFα, brain, mouse
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