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Представлены результаты протеомного анализа клеток нервной ткани головного мозга мыши после
однократного локального воздействия пучка протонов с энергией 1 ГэВ при поглощенной дозе 3 Гр.
В работе использовали электрофоретические методы разделения белков, а также масс-спектромет-
рические и иммунные методы детектирования. Обнаружено, что на 31-е сутки после облучения ко-
личество детектируемых протеоформ и экспрессированных генов увеличилось почти в 2 раза:
7754 протеоформы и 1591 ген после облучения против 3652 протеоформ и 996 генов до облучения.
Полученные данные указывают на пластичность ответа нервной ткани на воздействие протонного
излучения. Особенно следует отметить изменения таких белков, как 14-3-3, кофилин-1, нейромо-
дулин и гамма-енолаза, участвующих в перестройке цитоскелета и восстановительных процессах.
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Интерес к изучению воздействия протонов
высоких энергий на центральную нервную систе-
му связан с протонной терапией и с исследовани-
ями космоса, так как космическое излучение на
80 процентов состоит из протонов высоких энер-
гий [1]. Исследование воздействия этих частиц
очень сильно зависит от материальной базы и не
имеет такой большой истории, как исследование
радиационных эффектов гамма-излучения. Име-
ющиеся литературные данные о сравнительном
исследовании влияния на нервные клетки облу-
чения протонами или гамма-излучением указы-
вают на более высокое поражающее действие
протонов и на то, что для лечения глиобластом
применение протонной радиации предпочти-
тельнее, чем облучение гамма-лучами [2]. Для ре-
шения проблемы радиационного риска необхо-
димо комплексное изучение поражающего дей-
ствия заряженных частиц на всех уровнях
биологической организации. Наиболее важными
здесь будут являться исследования нарушений
высших интегративных функций мозга [3–6].

Работы по исследованию возможностей мето-
да облучения протонами высоких энергий (1 ГэВ)
напролет были начаты в Ленинградском институ-
те ядерной физики имени Б.П. Константинова

(ныне НИЦ Курчатовский институт – ПИЯФ)
совместно с Центральным научно-исследова-
тельским рентгенорадиологическим институтом
Минздрава СССР (ныне РНЦРХТ Минздрава
РФ) в 1971 г. на одном из физических каналов
ускорителя. В 1973 г. они были продолжены на
специально созданном медицинском протонном
комплексе, который включает в себя медицин-
ский протонный тракт и лабораторную при-
стройку с залом облучения. [7] Синхроциклотрон
(ПИЯФ) имеет фиксированную энергию выве-
денного протонного пучка – 1 ГэВ. Протоны
столь высокой энергии легко проходят сквозь об-
лучаемый объект, производя равномерную иони-
зацию вдоль своего пути. При этом пропадает эф-
фект увеличения ионизации в зоне облучения за
счет пика Брэгга. Однако этот недостаток ком-
пенсируется малым рассеянием протонов в веще-
стве. Поэтому, если сформировать узкий, с рез-
кими границами пучок протонов на входе облуча-
емого объекта, то он остается практически таким
же узким и в зоне облучения внутри объекта. В ре-
зультате применения облучения напролет в соче-
тании с ротационной конвергентной техникой
облучения можно обеспечить очень высокое от-
ношение дозы в зоне облучения к дозе на поверх-
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ности объекта. Были выполнены исследования
относительной биологической эффективности
пучка. Для этого проведен ряд экспериментов:
тест на выживаемость культуры гаплоидного
штамма дрожжей Saccharomyces cerevisiae и рако-
вых клеток линии HeLa, тест по частоте возник-
новения доминантных летальных мутаций на мо-
дельном объекте генетики Drosophila melanogaster,
проведены тесты по перевиваемости асцитной
карциномы Эрлиха и асцитной гепатомы Зайде-
ля. Распространенность биологического дей-
ствия излучения в стороны от пучка протонов
(область высоких и низких изодоз) исследовалась
на собаках с облучением головного мозга (тест по
гистологическим изменениям), а также на тесте с
микрообъемами культуры дрожжевых клеток. Ре-
зультаты позволили обосновать возможность эф-
фективного клинического применения протонов
с энергией 1 ГэВ [8].

С 1975 г. протонный пучок синхроциклотрона
ПИЯФ систематически используется для облуче-
ния различных участков головного мозга при ле-
чении ряда заболеваний центральной нервной
системы и гипофиза (протонная гипофизэктомия).
Курс протонной терапии прошли 1394 больных.
Было достигнуто соотношение дозы в зоне облу-
чения к дозе на поверхности (200:1), доза в хиазме
составляла 1.91 Гр, осложнений не было [8–10].
Учитывая особенности создания высоких доз в
зоне облучения, представляет интерес изучение
возможных дозовых нагрузок на здоровую ткань с
целью оптимизации метода и установления пара-
метров безопасности.

Радиационная терапия является неотъемле-
мой частью лечения опухолей головного мозга и у
пациентов детского возраста, что повышает ее со-
циальную значимость. Недавние публикации по-
священы исследованию нейропсихологических
эффектов протонной терапии в сравнении с луче-
вой терапией на основе фотонов. Показано, что
лучевая терапия с использованием фотонов при-
водит к интеллектуальному спаду, дефициту ис-
полнительного функционирования, академиче-
ским неполным достижениям / неудачам и сни-
жению качества жизни, связанного со здоровьем.
Применение протонного облучения обеспечива-
ет более целенаправленную терапию, сводя к ми-
нимуму повреждение развивающегося мозга.
Дети, которые прошли протонную терапию, про-
демонстрировали относительно нетронутые ин-
теллект, академичность и внимание [11–13].

В последнее десятилетие число проводимых
исследований в этой области увеличилось в связи
с развитием протонной терапии в США и странах
Европы, а также появлением новых направлений
в изучении космоса. При больших дозах облуче-
ния обнаружены повреждения нейрональных
клеток в гиппокампе и префронтальной коре и

показаны нарушения функций головного мозга,
включая изменения памяти и способности к
обучению [14]. Вызывают озабоченность нега-
тивные когнитивные изменения после воздействия
протонов и тяжелых ионов при лечении рака пучка-
ми частиц, а также при воздействии космического
излучения на космонавтов. До конца не поняты ме-
ханизмы, происходящие в клетках головного
мозга при воздействии протонов, в частности, не
определена биологическая эффективность про-
тонного пучка при пограничных и более высоких
поглощенных дозах входящих протонов с высо-
кими энергиями. Необходимы дополнительные
исследования, чтобы получить информацию о
допустимых дозовых нагрузках на центральную
нервную систему и понять суть требуемой кор-
ректировки при радиационных поражениях.

В наших исследованиях были проведены экс-
перименты для изучения клеточного ответа нерв-
ной системы на отдаленных сроках при однократ-
ном локальном облучении головного мозга (боль-
шие полушария) мыши пучком с дозой 3 Гр,
которая выше применяемой в Гатчинском мето-
де. В отдаленные сроки возможны как необрати-
мый патогенез, так и адаптивные изменения. Для
прояснения механизмов ответа организма на это
воздействие был выполнен сравнительный про-
теомный анализ нервной ткани в контроле и по-
сле облучения. Для этого были использованы
электрофоретические методы разделения белков,
а также масс-спектрометрические и иммунные
методы их детектирования [15–17].

Представленные нами исследования протеома
клеток нервной системы после облучения уско-
ренными протонами позволят установить зако-
номерности регуляции функциональной актив-
ности белков, процессы, происходящие в клетках
в пострадиационный период, и открыть возмож-
ные пути для необходимой коррекции. Это может
дать основу не только для понимания происходя-
щих процессов в клетке, но и для предсказания
последующих. Последнее обстоятельство особен-
но привлекательно для радиационной медицины
при терапии мозга человека.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА
Лабораторных мышей (коричневые агути, ли-

ния 129/Sv, самцы в возрасте 3 мес) подвергали
локальному облучению на установке протонный
ускоритель СЦ-1000, ПИЯФ. Энергия прото-
нов – 1 ГэВ. Облучение навылет головы мыши в
области больших полушарий выполнено пучком,
диаметр которого был равен 6 мм, мощность дозы
составила 0.5 Гр/мин, поглощенная доза – 3 Гр.
Мыши во время облучения были зафиксированы
в специальных резервуарах на эксперименталь-
ном держателе. Забор материала (головной мозг)
производили на 3-и, 10-е и 31-е сутки после облу-
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чения. Мышей забивали мгновенной декапита-
цией. Выборка составляла пять опытных мышей
и три контрольные мыши на каждую экспери-
ментальную точку. Эксперимент выполнен со-
гласно правилам работы с лабораторными живот-
ными (грызунами).

Приготовление экстракта ткани головного
мозга и разделение белков методом изоэлектро-
фокусирования (ИЭФ) с последующей их иден-
тификацией с использованием масс-спектромет-
ра Orbitrap Q-Exactive (Thermo Scientific, США)
были выполнены, как описано ранее [8, 10].
Ткань измельчали и экстрагировали лизирую-
щим буфером (7 моль/л мочевина, 2 моль/л тио-
мочевина, 40 г/л CHAPS (3-[(3-cholamidopro-
pyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate), 10 г/л
дитиотреитол, 20 г/л IPG (Immobilized pH gradi-
ent) буфер (pH 3–10), коктейль протеазных инги-
биторов). На полоски для ИЭФ Immobiline-
DryStrip (длина 7 см, pH 5–8, GE Healthcare, США),
наносили 300 мкг белка. ИЭФ проводили на при-
боре 3100 OFFGEL Fractionator (Agilent technolo-
gies, США), следуя протоколу производителя.
Суммарный вольтаж был 20 кВ⋅ч, который наби-
рался в течение 14 ч. Полоски (31-й день после об-
лучения и контроль) по окончании ИЭФ были
разрезаны на 28 секций (ширина 2.5 мм каждой) и
подвергнуты стандартной обработке для масс-
спектрометрии. Тандемный МС-анализ с приме-
нением количественного параметра emPAI (еxpo-
nentially modified Protein Abundance Index), кото-
рый определяет относительное количество белка
в пробе на основе покрытия аминокислотной по-
следовательности обнаруженными пептидами и
их совпадения с теоретически предсказанными
пептидами из базы данных [15, 18]. Данные ана-
лизировали программой SearchGui (v.3.3.3) и Pep-
tideShaker (v. 1.16.27) [19, 20]. Белок считался до-
стоверно идентифицированным в случае детек-
тирования как минимум двух протеотипических
пептидов, принадлежащих этому белку. Пред-
ставленные данные получены в результате трех
независимых экспериментов.

Для иммуноблотинга использовали контроль-
ные (необлученные) экстракты головного мозга и
полученные через 3, 10 и 31 дни после облучения.
Двумерный электрофорез (2DE) белков был вы-
полнен как описано ранее [17]. Полоски Immo-
bilineDryStrip после ИЭФ (первое направление)
помещали сверху на полиакриламидный гель и
вели денатурирующий электрофорез во втором
направлении. Затем проводили перенос белков из
геля на мембрану PVDF (Amersham Hybond-P,
GE Healthcare) с последующим иммунодетекти-
рованием, следуя протоколу Blue Dry Western [21].
Детектирование белка кофилина-1 проводили,
используя кроличьи поликлональные анти-ко-
филин антитела (ab42824, Abcam) в разведении
1/2000, ослиные антитела против иммуноглобу-

линов кролика, меченных пероксидазой хрена
(NA934-100UL, GE Healthcare) в разведении
1/10000. Реакцию с антителами визуализировали
с помощью ECL (Western Lightning Ultra, Perkin-
Elmer, США) и рентгеновской пленки (Amersham
Hyperfilm ECL) при экспозиции 3 мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Используя масс-спектрометрию в сочетании с

двумерным электрофорезом и иммунодетекцией,
мы получили протеомный профиль клеток ткани
головного мозга мыши в норме и после облуче-
ния головы животного протонами (доза 3 Гр). Об-
наружено, что на 31-е сутки после облучения ко-
личество детектируемых протеоформ и экспрес-
сированных генов увеличивается почти в два раза
(7754 протеоформы и 1591 ген в норме против
3652 протеоформ и 996 генов в контроле). Причем
901 ген экспрессируется как в контроле, так и по-
сле облучения; продуктов 690 генов не было об-
наружено до облучения и 95 – после облучения
(рис. 1).

Большие отличия в наборах протеоформ, де-
тектированных в контроле и после облучения,
были выявлены для белков семейства 14-3-3, ко-
филина-1 и некоторых других. На рис. 2 пред-
ставлены белки семейства 14-3-3 в норме и на
31-е сутки после облучения. Наши эксперименты
с использованием Вестерн-блоттинга показали,
что уже в ранние сроки (спустя сутки) обнаружи-
ваются и далее (на 3-и, 10-е и 31-е сутки) накап-
ливаются новые протеоформы кофилина-1, у ко-
торых изоэлектрическая точка сдвинута в кислую
область (рис. 3, Б). Данные, полученные на осно-
ве масс-спектрометрии, указывают, что эти про-
теоформы фосфорилированы и ацетилированы
(рис. 3, А). Образование кислых протеоформ связа-
но с фосфорилированием остатков серина 23, 24,
119 и 120 и ацетилированием остатка лизина 13.

Рис. 1. Распределение генов, белки которых были де-
тектированы в образцах (большие полушария голов-
ного мозга), взятых из контрольных и облученных
мышей (31-е сутки после облучения).
Fig. 1. Distribution of genes, which proteins were detected
in the samples (cerebral hemispheres), taken from the con-
trol and irradiated mice (31 days after irradiation).
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Также проведенный нами протеомный анализ
позволяет проследить за судьбой и многих других
белков. В частности, увеличиваются количество
протеоформ и общее содержание нейромодулина
на 31-е сутки после облучения (рис. 4). Енолаза γ –
это белок, присутствующий в нейронах, но не в
клетках глии, он обладает нейропротекторными

свойствами. После облучения у этого белка появ-
ляются дополнительные протеоформы, причем
представленные на высоком уровне (рис. 5). Бе-
лок кальретикулин (CALR) является маркером
повреждения нейронов, экспрессия которого в
наших экспериментах не изменилась после облу-
чения (рис. 6).

Рис. 2. Профили протеоформ регуляторных белков семейства 14-3-3. Слева – контроль, справа – на 31-е сутки после
облучения. Размер каждого шарика пропорционален количеству соответствующей протеоформы, выраженной в еди-
ницах emPAI. По оси абсцисс – значения изоточек (рI) протеоформ, по оси ординат – их молекулярный вес (Mw).
Fig. 2. Proteoform profiles of regulatory proteins of the 14-3-3 family. Left – control, right – 31 days after irradiation.
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ОБСУЖДЕНИЕ
Белки семейства 14-3-3 были впервые откры-

ты в нервной ткани в 1967 г. Их масса составляет
около 1% от общего количества белка в клетке, и
поначалу считалось, что их основная функция за-
ключается в регуляции синтеза нейтротрансмит-
теров, а именно серотонина. Однако последую-
щие работы по изучению белков 14-3-3 показали,
что они имеют большое количество партнеров,
выполняющих самые разные функции [22–24].
Посттрансляционные модификации, а именно
фосфорилирование и дефосфорилирование,
определяют степень взаимодействия белков 14-3-3
и их мишеней. За счет этих модификаций белки
14-3-3 способны контролировать важные клеточ-
ные процессы: апоптоз, пролиферацию, транскрип-

цию, репликацию, функционирование ионных
каналов и организацию цитоскелета клетки. Кро-
ме того, в последнее время белки 14-3-3 рассматри-
ваются еще и как маркеры ряда нейродегенера-
тивных и онкологических заболеваний. Они бы-
ли обнаружены в ликворе и в спинномозговой
жидкости у пациентов с деменциями, энцефало-
патиями, злокачественными образованиями цен-
тральной нервной системы [25, 26]. Данный факт
позволяет предположить, что специфичные про-
теоформы белков семейства 14-3-3 могут быть
биомаркерами пострадиационных процессов и
при воздействии ускоренных протонов на нерв-
ную ткань. Более того, возможно, что не измене-
ние количества белков семейства 14-3-3, а их
посттрансляционные модификации (появление

Рис. 3. Профили протеоформ кофилина-1, выявленные масс-спектрометрически (А) или иммуноблоттингом после
разделения белков 2DE (Б). По оси абсцисс –значения изоточек (рI) протеоформ, по оси ординат – их молекулярный
вес (Mw).
Fig. 3. Profiles of cofilin-1 proteoforms detected by mass spectrometry (A) or immunoblotting after separation of proteins
by 2DE (B).
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протеоформ) в большей степени влияют на под-
контрольные им клеточные процессы. Белки 14-3-3B,
14-3-3E, 14-3-3F, 14-3-3G, 14-3-3T имеют в норме
кислые изоэлектрические точки (pI), в диапазоне
4.5–5.0 После облучения обнаружены также до-
полнительные протеоформы с pI 5.5–8 (рис. 2).
Для 14-3-3Z обнаружены многочисленные про-
теоформы как в норме, так и в облученном орга-
низме. Кроме того, увеличилась их представлен-
ность (количество) в тканях после облучения.

Изменение изоэлектрической точки со сдви-
гом в щелочную область происходит при амиди-
ровании С-конца и карбоксильных групп амино-

кислот, а также в результате реакции этерифика-
ции. Такие процессы возможны при появлении
радиационных радикалов, которые рассматрива-
ются как генераторы радикальных процессов в
клетке на пострадиационном этапе [27, 28].
Действительно, в нашем случае появление про-
теоформ с изоточкой, сдвинутой в щелочную об-
ласть, обнаруживается не только для белков се-
мейства 14-3-3, но и для некоторых других
(AMPH, ANXA6, AP1B1, ARF4, BASP1 и др.).

Согласно литературным данным, активность
протеинкиназы Raf1 в мозге мышей важна в сиг-
нальном каскаде дифференцировки нейронов,

Рис. 4. Профили протеоформ белка нейромодулина. Слева – контроль, справа – на 31-е сутки после облучения. Раз-
мер каждого шарика пропорционален количеству соответствующей протеоформы, выраженной в единицах emPAI.
По оси абсцисс – значения изоточек (рI) протеоформ, по оси ординат – их молекулярный вес (Mw).
Fig. 4. Proteoform profiles of the protein neuromodulin. Left – control, right – 31 days after irradiation.
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Рис. 5. Профили протеоформ гамма-енолазы. Слева – контроль, справа – на 31-е сутки после облучения. По оси абс-
цисс отложены значения изоточек (рI) протеоформ, по оси ординат – их молекулярный вес (Mw). Размер каждого ша-
рика пропорционален количеству соответствующей протеоформы, выраженной в единицах emPAI.
Fig. 5. Proteoform profiles of gamma enolase. Left – control, right – 31 days after irradiation.

5 × 103

5 × 104

5 × 105
Mw

5 6 7 8 pI

ENOG(Eno2_P17183) 4.99/47297 КОНТРОЛЬ

5 6 7 8 pI

ENOG(Eno2_P17183) 4.99/47297 ОБЛУЧЕНИЕ

Рис. 6. Профили протеоформ кальретикулина. Слева – контроль, справа – на 31-е сутки после облучения. По оси абс-
цисс – значения изоточек (рI) протеоформ, по оси ординат – их молекулярный вес (Mw). Размер каждого шарика про-
порционален количеству соответствующей протеоформы, выраженной в единицах emPAI.
Fig. 6. Proteoform profiles of calreticulin. On the left – control, on the right – 31 days after irradiation.
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показана ее важная роль для нормального функ-
ционирования ЦНС. Предполагают, что при по-
вреждениях двигательных нейронов белок 14-3-3Z
активирует Raf1, который в свою очередь активи-
рует различные подклассы протеинкиназ [29]. В
наших экспериментах все протеоформы 14-3-3Z
присутствуют как в контроле, так и после облуче-
ния, но после облучения их уровень увеличен.
Можно предположить, что они опосредуют про-
цессы регенерации нейронов, синаптической
трансмиссии и пластичности.

Кофилин-1 – это белок, который совместно с
белком декстрином отвечает за деполимериза-
цию актина [30]. По литературным данным, пред-
ставленным на PhosphoSitePlus®, кофилин-1
мыши может быть также фосфорилирован по
остаткам серина (3, 8, 41, 156 и 160), треонина (25,
69, 88, 129, 148), тирозина (68, 82, 85, 89, 117, 140)
[31]. Обнаруженное в наших экспериментах фос-
форилирование серина 23 и ацетилирование ли-
зина 13, ранее не детектированные у мышей, хо-
рошо согласуются с литературными данными,
полученными на других объектах. Для клеток ба-
зофильной лейкемии крысы (2Н3) по данным
масс-спектрометрического анализа фосфорили-
рование кофилина-1 проходило по остаткам се-
рина-23 и/или серина-24 [32]. В результате такого
типа фосфорилирования кофилин-1 становился
неактивным, не связывался с филаментами акти-
на и не взаимодействовал с белком 14-3-3Z. Ак-
тин оставался в полимерном состоянии и тем са-
мым обеспечивал процесс дегрануляции. Для мы-
ши показано только влияние фосфорилирования
остатка серина 3 на реорганизацию цитоскелета и
пластичность нейронов [31]. Это фосфорилиро-
вание ингибируется фосфатидилинозитол-4,5-
дифосфатом и кортактином [30, 33–35]. Гораздо
больше данных о влиянии фосфорилирования
кофилина-1 на клеточные процессы получено на
клетках человека: 1) фосфорилирование остатка
серина 3 влияет не только на реорганизацию ци-
тоскелета, но изменяет клеточную адгезию, кле-
точное движение, ингибирует апоптоз и рост кле-
ток; 2) фосфорилирование остатков серина 23 и
24 и тирозина 68 влияет на реорганизацию цито-
скелета [31]. Принимая во внимание то, что фос-
форилированный кофилин-1 не способен связы-
ваться с полимерным актином, можно предполо-
жить, что актин после облучения находится в
полимерном состоянии, что обеспечивает со-
хранность цитоскелета. Белок 14-3-3Z связывает
фосфорилированный кофилин и препятствует
его дефосфорилированию под действием проте-
инфосфатаз [22].

Таким образом, фосфорилированный кофи-
лин не связывается с фибриллярным актином и
не способен вызывать фрагментацию F-актина
после облучения протонами в клетках нервной
ткани. Возможно, белок 14-3-3, как главный ре-

гулятор, связывает фосфорилированный кофи-
лин-1 и тем самым усиливает стабилизацию акти-
новых филаментов. Такой комплекс существенно
влияет на перестройку актинового цитоскелета в
нервных клетках и играет особую роль в зависи-
мой от цитоскелета кластеризации рецепторов
ацетилхолина при формировании синапсов [36].

Морфологический анализ синапсов трансген-
ных мышей, нокаутированных по генам актин-
деполимеризующего фактора (АДФ) и кофили-
на-1, показал повышенный уровень синаптосо-
мального F-актина и увеличение плотности по-
садки везикул на пресинаптической мембране.
При этом у животных не было обнаружено откло-
нений в поведении и показано, что способность к
обучению сохраняется [37]. Данный факт указы-
вает на компенсаторную функцию нервной си-
стемы в случае удаления белков, деполимеризую-
щих актин.

По литературным данным, после облучения
рентгеновскими лучами зрелых нейронов наблю-
дается значительное уменьшение количества ак-
тина в шипиках нейронов, боковых выростах
дендритов. При этом изменялась форма шипи-
ков, они становились тонкими и удлиненными [38].
В литературе имеются также данные о поврежде-
нии нейронов и протонами. Так, морфологиче-
ский анализ нейронов гиппокампа указал на по-
вреждения нейрональных сетей (дендритных де-
ревьев), причем на 10-е сутки после облучения
протонами повреждения еще мало заметны, но
становятся значительными только на 30-е сутки [39].

Нейроны имеют длинный отросток, аксон
(нейрит), как правило не ветвящийся по его про-
тяжению, но образующий концевые разветвле-
ния, которые содержат синаптические пузырьки
для проведения импульсов от перикариона. Объ-
ем аксона может достигать до 99% суммарного
объема нейрона. Экспрессия белка нейромодули-
на, специфичного для аксона фосфобелка, является
признаком начала дифференцировки отростка в
аксон или его восстановления после повреждения.
Нами обнаружено увеличение количества про-
теоформ и общего содержания нейромодулина на
31-е сутки после облучения, как показано на
(рис. 4), и этот факт косвенно указывает на воз-
можность восстановления аксонов у поврежден-
ных нейронов после облучения. Сначала образу-
ются короткие отростки на нейроне, которые по-
тенциально могут стать либо аксоном, либо
дендритами. Отросток, накапливающий нейромо-
дулин, в дальнейшем становится аксоном.

На основе полученной информации о моди-
фикациях таких белков, как енолаза γ и кальрети-
кулин, можно полагать, что в нейронах происхо-
дят компенсаторные процессы после облучения и
они не сдвигают метаболизм клеток в патологи-
ческое состояние.
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Наши выводы о пластичности нервной систе-
мы хорошо согласуются с результатами исследова-
ний когнитивных функций организма при воздей-
ствии протонов. Опубликованы результаты исследо-
ваний нейробиологических эффектов воздействия
компонента галактического космического излуче-
ния — протонов высокой энергии в модельных
экспериментах на обезьянах (макаках-резус). По-
казано, что облучение головы обезьян протонами
в дозе 3 Гр не вызывает существенных изменений
их когнитивных функций и концентрации моно-
аминов и их метаболитов в периферической кро-
ви. Изучение эффектов воздействия космической
радиации на функции центральной нервной си-
стемы (ЦНС) приобретает особенную актуаль-
ность в связи с планированием и подготовкой
дальних длительных космических экспедиций (в
частности, Марсианской миссии) [3] и при про-
ведении терапии протонами высоких энергий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В наших исследованиях были проведены экс-
перименты для изучения клеточного ответа нерв-
ной системы при однократном облучении боль-
ших полушарий головного мозга мыши высоко-
энергетичными протонами при поглощенной
дозе 3 Гр. В отдаленные сроки возможны как не-
обратимый патогенез, так и адаптивные измене-
ния. Специфичность и пластичность – два основ-
ных свойства нервной системы, на которую воз-
действует протонное излучение, и происходящие
изменения требуют объяснения на молекулярном
уровне. В основе функциональности нейронов и
нейронной сети, как и других клеток, лежит гене-
тическая программа, по которой синтезируются
белки. Ранее полагали, что генетическая про-
грамма должна быть достаточно гибкой, и в целях
необходимой адаптации достаточно пластичной.
Наши исследования подтверждают, что в адапта-
ции нервной системы и пластичности нейронов
важная роль принадлежит регуляции активности
генов, а также указывают на важность различных
модификаций белков. Как мы установили, эти
модификации сохраняются и в отдаленные сроки
после облучения. Повышается уровень и увели-
чивается количество протеоформ маркерного
белка нейронов гамма-енолазы, регуляторных
белков семейства 14-3-3, регуляторного белка ци-
тоскелета – кофилина-1. В то же время измене-
ний в экспрессии кальретикулина, маркера по-
вреждения нейронов, обнаружено не было. Полу-
ченные нами данные о пострадиационных
процессах в ткани головного мозга, а также ис-
следования других авторов когнитивных функ-
ций организма после облучения протонами дают
основания полагать о достаточно высокой без-
опасности применения протонов 1 ГэВ при лече-
нии патологий мозга по Гатчинскому методу.
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Research of the Effect of Proton Radiation on the Brain Proteome of Mouse
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cMUNI, Masaryk University, Department of Experimental Biology, Faculty of Science, Brno, Czech Republic
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This paper presents the results of a proteomics analysis of mouse brain nerve tissue cells after a single local
effect of a proton beam with an energy of 1 GeV at an absorbed dose of 3 Gy. Electrophoretic methods of pro-
tein separation as well as mass spectrometric and immune detection methods were used in the work. It was
found that on day 31 after irradiation, the number of detected proteoforms and expressed genes almost dou-
bled: 7754 proteoforms and 1591 genes after irradiation against 3652 proteoforms and 996 genes before irra-
diation. The data obtained indicate the plasticity of the nervous tissue response to the action of proton radi-
ation. Especially noteworthy are changes in the profiles of proteoforms of such regulatory proteins as 14-3-3,
cofilin-1, neuromodulin and gamma-enolase that are involved in reorganization of the cytoskeleton of nerve
cells and regenerative processes.

Keywords: irradiation, protons, brain, proteome, cofilin-1, 14-3-3, cytoskeleton
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