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Накопленные за последние годы результаты исследований указывают, что важнейшей мишенью
радиационного поражения, наряду с ядром, являются митохондрии. Структурные и функциональ-
ные нарушения, индуцируемые радиацией в этих органеллах, оказывают влияние на пострадиаци-
онное развитие целого комплекса эффектов на уровне клеток и целого организма животных и чело-
века. Настоящее исследование посвящено оценке изменений количества копий митохондриальной
ДНК (мтДНК) относительно ядерной ДНК (яДНК), а также выявлению гетероплазмии мтДНК в
трех отделах мозга (в гиппокампе, коре и мозжечке) крыс в разное время после краниального воз-
действия протонов. В работе использованы методы ПЦР в реальном времени и метод расщепления
гетеродуплексов ПЦР-ампликонов мтДНК Surveyor-нуклеазой. Выявлено, что уровень содержания
копий мтДНК в трех областях головного мозга крыс резко повышается после воздействия протонов
с одновременным увеличением доли ее мутантных копий. Полученные результаты свидетельствуют
о том, что синтез мтДНК и уровень ее мутантных копий различаются в гиппокампе, коре и мозжеч-
ке головного мозга крыс после воздействия протонов на область черепа. Можно предполагать, что
повышенный мутагенез мтДНК может привести к митохондриальной дисфункции с индукцией
окислительного стресса, приводящего к нестабильности ядерного генома и развитию отдаленных
последствий воздействия ионизирующей радиации.
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Результаты эпидемиологических исследова-
ний лиц, выживших после атомной бомбардиров-
ки, а также пациентов, перенесших радиотерапию
опухолей, указывают, что критическими отдален-
ными последствиями радиационного поврежде-
ния мозга являются когнитивные нарушения и
индукция онкогенеза [1, 2].

Если радиационная индукция опухолей мозга
обусловлена в основном повреждением глиаль-
ных клеток, то возникновение когнитивных дис-
функций во многом определяется повреждением
нервных стволовых клеток и нарушением нейро-
генеза в гиппокампе [3]. Хотя результаты многих
исследований на разных уровнях выявили раз-
личные структурно-функциональные нарушения
в разных отделах головного мозга после радиаци-
онного воздействия, многое еще остается неопре-
деленным. Особенно это касается выяснения на-
чальных молекулярно-клеточных нарушений,
провоцирующих дальнейшее развитие нейроде-
генеративных и других отдаленных последствий.
Результаты ряда проведенных исследований сви-

детельствуют о том, что нарушения функций
митохондрий играют ключевую роль в развитии
нейродегенеративных нарушений и инициации
онкогенеза [4, 5]. Известно, что активность ней-
ронов головного мозга зависит от чрезвычайно
высокого уровня энергетической поддержки в
виде молекул АТФ, поставляемых митохондрия-
ми. Митохондриальные функции тесно связаны с
целостностью мтДНК. Число копий мтДНК на
клетку в ткани мозга более чем в 2–3 раза выше,
чем в клетках печени и десятки раз выше, чем в
других тканях [6, 7]. Повреждение мтДНК полно-
стью отражается на функциях митохондрий [8]
с нарушением активности комплексов окисли-
тельного фосфорилирования и усилением гене-
рации активных форм кислорода и азота (АФК/А),
сопряженной с синтезом АТФ. При этом соглас-
но данным, полученным на различных клетках,
повышенная генерация АФК/А сохраняется в те-
чение длительного пострадиационного времени и
приводит к резкому усилению оксидативного
стресса в облученных клетках [9, 10]. Усиление
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отсроченного окислительного стресса в клетках,
подвергшихся радиационному воздействию, мо-
жет вызвать повреждения ядерного генома и ини-
циацию его нестабильности [11], которая занима-
ет центральное место в индукции канцерогене-
за [12]. Нестабильность генома также является
фактором нейродегенеративных заболеваний [13].

Поэтому дальнейшие исследования молеку-
лярных и клеточных механизмов радиационного
повреждения структур головного мозга остаются
достаточно актуальной проблемой. Особенно это
касается выяснения начальных молекулярно-
клеточных нарушений, провоцирующих даль-
нейшее развитие отдаленных последствий.

Развитие этих исследований востребовано в
связи с широким использованием ионизирую-
щей радиации (ИИ) в терапии опухолей мозга.
Отсутствие достаточных знаний по воздействию
космической радиации, в которой протоны зани-
мают более 80% излучения глубокого космоса [14],
на здоровье космонавтов, представляется ограни-
чивающим фактором для космических миссий за
пределы околоземной орбиты. Кроме того, люди
могут подвергаться воздействию ИИ в результате
ядерных аварийных инцидентов и при возмож-
ном радиологическом терроризме.

Настоящая работа посвящена исследованию
количественных изменений мтДНК и ее мутант-
ных копий (гетероплазмии) в гиппокампе, коре и
мозжечке головного мозга крыс после краниально-
го воздействия протонов (150 МeV) в дозах 3 и 5 Гр.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

В исследовании использовали самцов крыс
линии Spraque Dawley в возрасте 2 мес. (масса
221 ± 7.5 г), полученных из питомника филиала
Института биоорганической химии РАН (Пущи-
но, Московская обл.). В ходе эксперимента гры-
зуны находились в помещении для животных Ла-
боратории радиационной биологии в Объединен-
ном институте ядерных исследований (ОИЯИ).
Облучение крыс проведено в соответствии со все-
ми требованиями, установленными Институт-
ской комиссией по контролю использования жи-
вотных при проведении биомедицинских экспе-
риментов. Животные были акклиматизированы в
течение 7 дней до начала экспериментов. Грызу-
ны находились на специальной диете для мышей
и крыс, со свободным доступом к чистой питьевой
воде и были размещены по три животных в клетке
при стандартном 12-часовом цикле свет/темнота
при температуре 22 ± 2°С и при влажности 45 ± 5%.
Краниальное облучение крыс проводили в дозах
3 и 5 Гр (протоны, E = 150 МэВ) на установке “Фа-
зотрон” Медико-технического комплекса Лабо-
ратории ядерных проблем ОИЯИ (Дубна). Жи-
вотные получали облучение в однократной дозе

при номинальной мощности дозы 0.8 Гр/мин.
Крыс анестезировали и декапитировали через 2,
6, 24 ч после радиационного воздействия. Необ-
лученных крыс использовали в качестве контро-
ля. Ткани из трех отделов мозга (гиппокамп, ко-
ра, мозжечок) отделяли скальпелем на льду сразу
после обезглавливания, замораживали и хранили
при –80°С до выделения ДНК. Перед выделени-
ем общей геномной ДНК (яДНК и мтДНК) замо-
роженные образцы тканей оттаивали при ком-
натной температуре, а затем помещали на лед.
Затем образцы гомогенизировали и выделяли об-
щую геномную ДНК с использованием специаль-
ных наборов QIAGEN Genomic Tip Kit и Genomic
DNA Buffer в соответствии с инструкциями
производителя (“QIAGEN”, США). Количество
ДНК во всех случаях определяли по реакции с ре-
агентом PicoGreen в соответствии с протоколом
производителя (“Molecular Probes”, США) с ре-
гистрацией флуоресценции на устройстве Infinite
200 NanoQuant (“Tecan Group” Ltd., Австрия).
Образцы ДНК, предназначенные для анализа ми-
тохондриального генома, инкубировали в тече-
ние 20 мин при 25°С в ТЕ-буфере с эндонукле-
азой рестрикции XhoI (“New England Biolabs”,
США) с целью релаксации сверхскрученных мо-
лекул мтДНК крысы [15]. Анализ содержания об-
щего количества мтДНК был проведен количе-
ственным методом ПЦР в реальном времени с ис-
пользованием технологии TaqMan на приборе
Prism 7500 (“Applied Biosystems”, США). Измене-
ние относительного количества мтДНК опреде-
ляли соотношением между числом копий мито-
хондриального гена тРНК и гена GAPDH яДНК в
одной и той же пробирке. Для анализа расчетов
использовали метод 2–ΔΔCT. ПЦР-тесты проводи-
ли в трех повторностях для каждого образца ДНК.
Для амплификации гена тРНК (73 п.о.) мтДНК
использовали следующие праймеры: forward –
5'-aat ggt tcg ttt gtt caa cga tt-3'; reverse – 5'-aga aac
cga cct gga ttg ctc-3'; и зонд – R6G-AAG TCC TAC
GTG ATC TGA GTT-RHQ1. Для амплификации
гена GAPDH (80 п.н.) яДНК были использованы
следующие праймеры: forward-5'- TGG CCT CCA
AGG AGT AAG AAA C-3'; reverse 5'-GGC TCT
CTC CTT GCT CTC AGT ATC -3'; и зонд – FAM–
CTG GAC CAC CCA GCC CAG CAA-RTQ1. Про-
грамма ПЦР была следующей: 5 мин при 95°С, за-
тем 40 циклов (95°С в течение 30 с, отжиг и удли-
нение при 60°С в течение 1 мин). Результаты
представлены в виде процентного отношения
(сравнение с необлученными крысами:100%).
Для определения количества мутантных копий
мтДНК, выделенных из тканей головного мозга,
мы использовали Surveyor Mutation Detection Kit
(“Transgenomic”, США), как описано [16]. Для
амплификации мтДНК использовали участок,
охватывающий ген тРНК (507 пар оснований
(п.о.)). В качестве праймеров были использованы
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последовательности: forward – 5'-cac act ctc act cgc
atg aa-3' и reverse – 5'-tcc ttc caa tct agt tga gg-3'. Ре-
акционная смесь ПЦР (общий объем 25 мкл) со-
держала: 75 ммоль/л Трис-НСI, рН 8.8, 20 ммоль/л
(NH4)2SO4, 2.5 ммоль/л МgCI2, 200 мкмоль/л
каждого dNTP, 250 нмоль/л каждого праймера,
0.01% твин-20. В реакционную смесь вводили 1 нг
ДНК и 1 суммарную единицу смеси Taq-и Pfu-по-
лимераз (“Thermo Fisher Scientific”, США), кото-
рую вносили методом “горячего старта” после
первичной денатурации ДНК-матриц при 94°С в
течение 4 мин. ПЦР проводили в режиме 35 цик-
лов: денатурация 30 с при 94°С, отжиг 45 с при
62°С и элонгация 45 с при 72°С, после которых –
завершающая инкубация 4 мин при 72°С. ПЦР
проводилась на программируемом термоциклере
Терцик (“НПФ-ДНК-Технология”, Москва).
После завершения реакции все продукты ПЦР
образцов ДНК были доведены до одинаковой
концентрации путем добавления ТЕ-буфера. Для
получения гетеродуплексов смешивали равные
объемы (по 7 мкл) ПЦР-ампликонов мтДНК тка-
ней головного мозга облученных и контрольных
крыс, а также ПЦР-ампликонов мтДНК тканей
головного мозга двух контрольных животных.
Смеси нагревали при 99°С в течение 10 мин и
медленно охлаждали до 40°С (в течение 70 мин)
при скорости снижения температуры 0.3°С/мин.
Затем образцы выдерживали 45 мин при комнат-
ной температуре. К смеси гетеродуплексов добавля-
ли 1/10 объема 0.15 моль/л раствора MgCl2, 1 мкл
Surveyor Enhancer S и 1 мкл Surveyor Nuclease S.
Смесь инкубировали при 42°С в течение 60 мин.
Затем реакцию останавливали добавлением 1/10 объ-
ема Stop-раствора в соответствии с протоколом
производителя (“Transgenomic”, США). Продук-
ты расщепления эндонуклеазой анализировали с
помощью электрофореза в 2.0%-ном агарозном
геле, окрашенном бромидом этидия. ПЦР-тести-
рование гетеродуплексов проводили в трех по-
вторностях для каждого образца ДНК. Интенсив-
ность флуоресценции полос ДНК в гелях реги-
стрировали с помощью AlphaImager Mini System
(“Alpha Innotech”, США). Отношение флуорес-
ценции продуктов расщепления к общей интен-
сивности флуоресценции полос ДНК в геле (% ДНК,
расщепленной Surveyor Nuclease) рассчитывали с
использованием пакета программ ImageJ (“Wayne
Rasband”, США). Статистические различия меж-
ду данными, полученными до и после облучения
крыс, были оценены с помощью ANOVA. Резуль-
таты были рассчитаны и представлены как сред-
нее значение ± стандартное отклонение (n = 4).
Значение р < 0.05 считали статистически значимым.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На рис. 1 представлены результаты исследова-
ний, полученных методом ПЦР в реальном вре-

мени, которые показывают, что количества ко-
пий мтДНК увеличиваются относительно яДНК
в регионах мозга крыс (гиппокампа, коры и моз-
жечка) в течение 2–24 ч после краниального облу-
чения в дозах 3 и 5 Гр. При этом максимальные по-
вышения количества копий мтДНК у облученных
животных мы регистрируем в гиппокампе. При
инициации репликативного синтеза с вовлечени-
ем поврежденных мтДНК посредством ДНК-по-
лимеразы γ можно ожидать появление новых ко-
пий мтДНК с мутациями и делециями в клетках
головного мозга крыс, подвергшихся радиацион-
ному воздействию.

Для оценки мутантных копий мтДНК допол-
нительно использовались временные точки через
2 нед., 1 и 2 мес. после облучения в дозе 3 Гр.
От исследований в эти же сроки после облучения
в дозе 5 Гр воздержались, так как возможна ги-
бель крыс при воздействии протонов. На рис. 2
изображены типичные электрофореграммы про-
дуктов Surveyor-эндонуклеазного расщепления
гетеродуплексов ПЦР-ампликонов мтДНК. Сте-
пень расщепления этим ферментом гетеродуплек-
сов зависит от наличия в них сайтов с неспаренны-
ми основаниями, которые могли формироваться
благодаря наличию мутаций в определенном ко-
личестве копий мтДНК в тканях головного мозга
облученных крыс. Растительная Surveyor-эндо-
нуклеаза строго специфически разрезает обе нити
ДНК (с 3' стороны) на участках с неспаренными
основаниями (включая все замены оснований,
вставки и делеции) [16]. На электрофореграммах
можно заметить также, что количество продуктов
эндонуклеазного расщепления гетеродуплексов
различается в зависимости от дозы радиационно-
го воздействия и времени после облучения крыс.
Суммарное количество продукта, отщепленного
эндонуклеазой от гетеродуплексов, регистрируе-
мое в данных анализах, можно условно считать
соответствующим числу мутантных копий в ам-
плифицируемых образцах одинакового количе-
ства общей ДНК, выделенных из тканей головно-
го мозга крыс.

Для сравнительного анализа результатов ис-
следования мы количественно регистрировали
процент отщепившихся продуктов (% расщепле-
ния гетеродуплексов), в результате действия Sur-
veyor-эндонуклеазы, по отношению к интеграль-
ной интенсивности полос ДНК на гелях электро-
фореграмм, как указано выше. Обобщенные
результаты независимых повторных анализов
продуктов, отщепляемых гетеродуплексов, пред-
ставлены на рис. 3. Результаты исследований по-
казывают, что во всех трех структурах головного
мозга облученных крыс в дозах 3 и 5 Гр возникает
резкое увеличение количества мутантных копий
мтДНК (рис. 3). Так, к 24 ч после облучения в дозе
5 Гр количество мутантных копий мтДНК в рас-
смотренных отделах мозга достигает около 25–
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Рис. 1. Активация синтеза мтДНК в тканях разных отделов мозга крыс через 2, 6, 24 ч после воздействия протонов
(150 МэВ) на область головы. А – крысы, облученные в дозе 3 Гр; Б – крысы, облученные в дозе 5 Гр. Здесь и на рис. 3
статистическая значимость различий была установлена на уровне р значений р < 0.05 (*), р < 0.01 (**), р < 0.001 (***),
р < 0.05.
Fig. 1. Activation of mtDNA synthesis in tissues of different brain regions of rats in 2, 6, 24 hours after exposure to 150 MeV proton
beam. (A) – rats, irradiated with a dose of 3 Gy; (B) – rats, irradiated with a dose of 5 Gy. In this Figure and in Figures 3 statistical
significance was set at p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), *** p < 0.001.
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Рис. 2. Электрофорез гетеродуплексов ПЦР-ампликонов мтДНК (507 bp) из тканей разных отделов мозга крыс после
воздействия протонов (150 МэВ) на область головы. Анализы проводились после обработки гетеродуплексов ПЦР-
ампликонов образцов мтДНК, посредством Surveyor-нуклеазой, специфически узнающей неспаренные основания
(мутантные сайты мтДНК). А – крысы, облученные в дозе 3 Гр; Б – крысы, облученные в дозе 5 Гр; а – гиппокамп,
б – кора, в – мозжечок. К – гетеродуплексы ампликонов мтДНК необлученных крыс, M – маркер молекулярного ве-
са. Электрофоретически легкие фрагменты – результат расщепления мутантных копий мтДНК.
Fig. 2 Electrophoresis of heteroduplexes of PCR amplicons of mtDNA (507 bp) in tissues of different brain regions of rats after
the effect of 150 MeV protons on rat brain. Analyses were carried out after staining of heteroduplexes of PCR amplicons of mtD-
NA probes with mismatch-specific Surveyor-nuclease (mtDNA mutant sites) in PCR amplification. (A) – rats, irradiated with
a dose of 3 Gy; (B) – rats, irradiated with a dose of 5 Gy; a – hippocampus, b – cortex, c – cerebellum. M – a marker of the
molecular weight. C – amplified heteroduplexes of mtDNA amplicons in nonirradiated rats. Electrophoretically light fragments
result from the disruption of mutant mtDNA copies.
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35% от общего количества копий мтДНК в этих
тканях. При облучении крыс в дозе 3 Гр макси-
мальный уровень мутантных копий мтДНК реги-
стрируется через 2 нед. и составляет около 20–
30%, в последующие же сроки после радиацион-
ного воздействия количество мутантных копий
существенно снижается. В гиппокампе наблюда-
ется самый высокий уровень мтДНК с мутация-
ми. Так, в этом отделе мозга статистически зна-
чимое повышение числа мутантных копий
мтДНК, по сравнению с таковыми показателями
для коры и мозжечка, наблюдается к 6 и 24 ч по-
сле облучения крыс в дозе 5 Гр (рис. 3). Через 24 ч
и 2 нед. после радиационного воздействия в дозе
3 Гр в гиппокампе животных регистрируется ста-
тистически значимое повышение уровня мутант-
ных копий мтДНК, по сравнению с рассматривае-
мыми показателями для коры и мозжечка. Таким
образом, полученные результаты показывают, что
увеличение количества копий мтДНК в различ-
ных участках головного мозга крыс после облуче-
ния сопряжено с индукцией мутаций в мтДНК
(появление копий мтДНК с мутациями).

ОБСУЖДЕНИЕ
Очевидно, наблюдаемое нами увеличение

уровней мтДНК обусловлено активацией биоге-
неза митохондрий с репликативным синтезом
новых копий мтДНК. Ранее была показана акти-
вация биогенеза митохондрий и синтеза мтДНК в
различных клетках (in vitro) и в тканях грызунов
(in vivo) в пострадиационный период [18–20]. Хо-
тя в клетках мозга значительное количество ко-
пий мтДНК повреждается и часть подверглась

мутагенезу, важнейшей гарантией сохранности
генетической информации мтДНК является ее
представление в клетках множеством копий [21].
Кроме того, репликация мтДНК не зависит от
клеточного деления [22]. Активация биогенеза
митохондрий в тканях животных после воздей-
ствия ионизирующего излучения представляет
собой проявление компенсаторной реакции, свя-
занной с энергетическими потерями в клетках на
уровне целого организма. В облученных клетках
возникают повышенные расходы АТФ для обес-
печения дополнительных энергетических по-
требностей. Как известно, реакция клеток на по-
вреждения ДНК (DNA Damage Response – DDR) –
чрезвычайно энергоемкий процесс, который тре-
бует повышенного расхода молекул АТФ.
В процесс DDR вовлекаются различные протеин-
киназы, которые подвергают в течение нескольких
минут фосфорилированию множество белков на
сайтах хроматина, содержащих ДНК с поврежде-
ниями. При этом, только с участием протеинки-
наз АТМ и ATR, выявлено более 900 регулируе-
мых сайтов фосфорилирования хроматина, каж-
дый из которых охватывает более 700 белков [23].
Значительные расходы АТФ связаны с процессом
ремоделирования хроматина для обеспечения ре-
парации ДНК. Так, в ответ на возникновение од-
ного двунитевого разрыва ядерной ДНК фосфо-
рилирование гистонов H2AX может охватить уча-
сток хроматина размером более одного миллиона
пар оснований [24]. Таким образом, при воздей-
ствии ИИ на мозг, в первые же минуты, можно
ожидать истощение пула молекул АТФ в резуль-
тате фосфорилирования многих белков и актива-
ции биогенеза митохондрий. Митохондрии не

Рис. 3. Изменение относительных уровней (гетероплазмии) мутантных копий мтДНК (% расщепления Surveyor-нук-
леазой гетеродуплексов ПЦР-ампликонов мтДНК) в тканях разных отделов мозга крыс после воздействия протонов
(150 МэВ) на область головы. А – крысы, облученные в дозе 5 Гр; Б – крысы, облученные в дозе 3 Гр.
Fig. 3 Alterations in relative levels (heteroplasmy) of mutant mtDNA copies (disruption of heteroduplexes of PCR amplicons of
mtDNA using Surveyor-nuclease, %) from tissues of different brain regions of rats after the effect of 150 MeV protons on rat brain.
(A) – rats, irradiated with a dose of 5 Gy; (B) – rats, irradiated with a dose of 3 Gy.
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только поставляют энергию для клеточных функ-
ций, но также принимают участие в передаче сиг-
налов клетки. Восстановление необходимого
энергообеспечения может произойти, когда ми-
тохондриальные ретроградные сигнализации по-
ступают в ядро [25]. Они способствуют измене-
нию транскрипции ядерных генов, контролирую-
щих активацию митохондриальных процессов
для производства АТФ. Ретроградные сигнализа-
ции необходимы и для восстановления функции
нейронов [25]. Другим путем поддержки произ-
водства АТФ можно рассматривать и активацию
АМФ-активируемой протеинкиназы, иницииру-
ющей биогенез митохондрий, с увеличением со-
отношения AMP/АТФ [26]. Пострадиационная
активация синтеза АТФ сопряжена с усилением
генерации АФК/А, которая сохраняется в тече-
ние длительного пострадиационного времени.
Эта отсроченная активация генерации АФК/А
приводит к повышению оксидативного стресса в
облученных клетках [9, 10]. Репликация мтДНК с
повреждениями будет способствовать увеличе-
нию копий мтДНК с мутациями и делециями [17].
Полученные нами данные для всех трех отделов
мозга облученных крыс в пострадиационный пе-
риод также показывают возрастание количества
мутантных копий мтДНК. При этом наибольший
рост этого показателя выявляется в гиппокампе
(рис. 3). Увеличение числа мутантных копий
мтДНК также происходит за счет так называемой
“клональной экспансии”, возникающей в ре-
зультате преимущественной репликации мтДНК
с определенными типами мутаций и делеций [25].
Частота повреждений и мутаций мтДНК корре-
лирует с повышением уровня АФК/А в клетках
[28, 29]. Поскольку мутации мтДНК приводят к
нарушению цепи переноса электронов и усиле-
нию генерации АФК/А, которые индуцируют до-
полнительные повреждения и последующие му-
тации мтДНК, то мы можем предполагать, что
эти события могут приводить к возникновению
“порочных кругов” [30], которые будут способ-
ствовать длительному сохранению повышенного
окислительного стресса в клетках мозга.

Таким образом, полученные результаты сви-
детельствуют о том, что синтез мтДНК и уровень
ее мутантных копий различаются в гиппокампе,
коре и мозжечке мозга крыс после краниального
воздействия протонов. Эти изменения могут при-
вести к митохондриальной дисфункции с выра-
женным окислительным стрессом в различных
отделах головного мозга и быть сопряженными с
развитием отдаленных последствий действия
ИИ. Результаты указывают, что выбор митохон-
дриально-направленных (mitochondria targeting)
тушителей АФК/А является реальным подходом
для смягчения (mitigation) последствий радиаци-
онного воздействия на организм.
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Study of Mitochondrial DNA Copy Number and Heteroplasmy 
in Different Rat Brain Regions after Cranial Irradiation of Protons

S. A. Abdullaeva,#, E. V. Evdokimovskiia, and A. I. Gazieva

a Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Russia
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The studies accumulated over recent years indicate that mitochondria are the most important target of radi-
ation damage, along with the nucleus. The structural and functional disturbances induced by radiation in
these organelles influence the post-radiation development of a whole complex of effects at the level of cells
and the whole organism of animals and humans. This study is dedicated to determining changes in the num-
ber of copies of mitochondrial DNA (mtDNA), relative to nuclear DNA (nDNA), and identifying mutant
copies of mtDNA in three brain regions (in the hippocampus, cortex and cerebellum) of rats, at different
times after irradiating their heads with protons. Real-time PCR, and method based on cleavage of mtDNA
PCR products heteroduplexes by Surveyor nuclease were used in this study. Our findings show that after ra-
diation exposure the level of mtDNA copy number in three brain regions of rats dramatically elevated with
simultaneously increased level of mutant mtDNA copies. MtDNA synthesis and the level of mutant mtDNA
copies are different in the hippocampus, cortex and cerebellum of rat brain after cranial exposure to protons.
The results suggest that increased in the number of mutant mtDNA copies may lead to mitochondrial dys-
function with increased oxidative stress, leading to nuclear genome instability in brain regions and be associ-
ated with the development of delayed effects of ionizing radiation.

Keywords: brain regions, mtDNA copies, mtDNA mutagenesis, protons, rats
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