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Целью статьи является анализ радиопротекторных и антиоксидантных свойств фумарата 
3-гидроксипиридина при облучении протонами модельного тест-организма в опытах in vivo. 
В качестве тест-организма использована лабораторная культура беспозвоночных животных 
из подотряда ракообразные Daphnia magna. Синтезированная авторами соль фумарата 
3-гидроксипиридина представляла собой растворимое в спирте и воде белое кристаллическое 
вещество – соль 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридина и фумаровой кислоты, выделенное 
из этанола. Острое облучение тест-организма проведено на протонном комплексе «Прометеус» 
в МРНЦ им. А.Ф. Цыба (Обнинск, Россия) сканирующим пучком протонов в дозе 30 Гр (энергия 
150 МэВ) в распределенном пике Брэгга. Выживаемость Daphnia magna оценивали в 21-суточном 
эксперименте на ежедневной основе. Цитотоксичность исследуемых факторов анализировали 
колориметрическим методом по изменению метаболической активности клеток многоклеточного 
тест-организма, антиоксидантные свойства фумарата 3-гидроксипиридина оценивали 
по изменению активности ферментов каталазы, пероксидазы и супероксиддисмутазы. Оценку 
вклада анализируемых факторов в наблюдаемые эффекты проводили тестом Краскела-Уоллиса. 
Статистическую обработку выживаемости осуществляли по критерию χ2, остальных показателей 
– по критерию Манна-Уитни с поправкой на множественное сравнение. Согласно полученным 
данным, выживаемость облученных новорожденных животных снижалась к 21-суточному возрасту 
на 29,3 % (р=0,03). При совместном с фумаратом 3-гидроксипиридином действии гибель 
животных снижалась на 56,6 % (р=8,8х10-4). Выявлено, что основной вклад (85 %) в совместный 
эффект вносило облучение. Интегральная оценка уровня оксидативного стресса показала, 
что облучение протонами вызывает цитотоксический эффект в клетках тест-организма. 
Фумарат 3-гидроксипиридин не оказывает радиопротекторного и антиоксидантного действия 
при культивировании Daphnia magna в растворе вещества с концентрацией 50 мг/мл после 
облучения протонами. Полученные результаты согласуются с данными об отсутствии 
радиопротекторных свойств фумарата 3-гидроксипиридина после облучения тяжелыми ионами. 
Авторы предполагают единый механизм взаимодействия фумарата 3-гидроксипиридина 
с плотноионизирующим излучением разного типа (протонами, тяжелыми ионами, альфа-
частицами), который не оказывает радиопротекторного действия. Необходимо продолжить поиск 
радиопротекторов для протонной терапии среди веществ другого класса. 

Ключевые слова: облучение протонами, Daphnia magna, радиопротектор, антиоксидант, 
фумарат 3-гидроксипиридин. 

 

Введение 

Протонная терапия – один из современных видов лечения 

злокачественных новообразований. Он обладает рядом пре-

имуществ перед фотонной терапией, например, формировани-

ем пика Брэгга с наибольшей дозой излучения в зоне мишени. 

При этом доза облучения, приходящаяся на ткани, окружающие 

опухоль, хоть и значительно снижается, но все еще наносит 

ущерб здоровым клеткам. Так оптимизация подходов к лучевой 

терапии остается актуальной задачей. Она предполагает раз-

ные методики, в том числе, использование радиопротекторов. 

Надежный радиопротектор должен обладать цитопро-
текторными и антиоксидантными свойствами. С целью про-
филактики лучевых повреждений в литературе описываются 
малотоксичные протекторы природного происхождения: 
флавоноиды, фенольные кислоты, ликопины, алкалоиды, 
полисахариды и фитогормоны [1]. Анализ литературы пока-
зал, что производные 3-оксидина и 3-гидроксипиридина 
способны препятствовать перекисному окислению липидов 
и белков. Например, мексидол эффективно ингибирует сво-
бодно-радикальное окисление липидов биомембран и по-
вышает активность антиоксидантных ферментов, таких как 
супероксиддисмутаза [2, 3]. Выявлено, что механизм анти-
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оксидантного действия мексидола сходен с таковым у еще 
одного химического вещества, описываемого в литературе 
как антиоксидант, фумарата 3-гидроксипиридина (фумарат 
3-ГП) [4, 5]. Подвижный атом водорода гидроксильной груп-
пы фумарата 3-ГП может взаимодействовать с образующи-
мися в ходе перекисного окисления липидов перокси-
(ROO•) и алкокси-радикалами (RO•) и инактивировать их 
в соответствии с формулой (1):  

AH + X •→ A • +XH, (1) 

где АН – фумарат 3-ГП с подвижным атомом водорода; 
X• - радикальный инициатор или промежуточный ради-
кальный продукт свободно-радикального окисления [2]. 

 
Входящая в состав фумарата 3-ГП фумаровая кислота 

активирует антиоксидантные сигнальные пути в организме, 
выполняя защитную роль в окислительном стрессе, напри-
мер, в процессе воспаления [6, 7]. В работе [5] на беспо-
родных крысах-альбиносах обнаружено, что фумарат 3-ГП 
проявляет выраженные кардиопротекторные свойства. 
Наряду со способностью инактивировать свободные ради-
калы фумарат 3-ГП изменяет активность антиоксидантных 
ферментов: повышает активность Se-зависимой глутати-
онпероксидазы и снижет активность индуцибельной 
NO-синтазы [8]. В литературе приведены сведения о фар-
макологической активности оно соединения в дозах 25 мг/кг 
на модели аллоксанового диабета, катехоламиновом по-
вреждении миокарда, тканевой гипоксии, остром наруше-
нии мозгового кровообращения; острого и хронического 
гепатита лабораторных крыс. Установлено наличие антиги-
поксического, кардио-, нейро- и гепатопротекторого дей-
ствия у изучаемого соединения [9-12].  

Цель исследования – анализ радиозащитных свойств 
фумарата 3-ГП на здоровые ткани окружения в опытах 
in vivo при облучении пучками протонов на примере беспо-
звоночного животного Daphnia magna, поскольку за по-
следнее десятилетие существенно увеличилось примене-
ние протонной терапии в лечении злокачественных ново-
образований. 

Материалы и методы 

Культивирование тест–организма 

В качестве модельного тест-организма использовали 
беспозвоночных многоклеточных животных D. magna, куль-
тивируемых более 12 лет в оптимальных условиях лабора-
тории отделения биотехнологий ИАТЭ НИЯУ МИФИ в кли-
матостате (модель Р2) в дехлорированной дважды филь-
трованной водопроводной воде согласно международному 
протоколу [13]. Беспозвоночные животные из подотряда 
ракообразные D. magna широко применяются в радиобио-
логических и экотоксикологических исследованиях благо-
даря высокой чувствительности к изменениям окружающей 
среды, клональному размножению, высокой плодовитости, 
короткому жизненному циклу, расшифрованному геному, 
простоте культивирования в лабораторных условиях и мно-
гому другому. Эти животные имеют органы обоняния в виде 
усиков, фасеточный глаз, почки, мозг, который располага-
ется рядом с пищеводом, замкнутую систему кровообра-
щения и двуостное сердце на спинной части прозрачного 
тела, покрытого тонкой хитиновой оболочкой. В лаборатор-
ных условиях D. magna размножаются партеногенетически, 

производя амейотические яйца. Эмбриональный период 
длится до 5 суток. Примерно к 10-суточному возрасту 
у D. magna завершается период созревания, и самка начи-
нает вымет молоди. В течение жизненного цикла самка 
каждые 3-4 суток приносит до 40 новорожденных. Ново-
рожденные животные имеет видимые невооруженным гла-
зом размеры 0,7 – 0,9 мм в длину. Размер взрослых живот-
ных достигает 3 – 5 мм. 

Общая характеристика фумарата 3-

гидроксипиридина 

Фумарат 3-ГП был синтезирован на кафедре химии 
ИАТЭ НИЯУ МИФИ в соответствии с методикой [8; 14]. По-
лученная соль фумарата 3-ГП представляла собой раство-
римое в спирте и воде белое кристаллическое вещество 
с температурой плавления 287 °C. 

Для синтеза вещества 0,03 моль 2-этил-6-метил-3-
гидроксипиридина и 0,015 моль фумаровой кислоты пере-
мешивали в 70 мл этанола, кипятили 1 ч в колбе с обратным 
холодильником до полного растворения компонентов. Ре-
акционную смесь охлаждали, выпавшие кристаллы отделя-
ли фильтрованием и сушили при комнатной температуре. 
Выход продукта составил 89 %. 

Облучение пучками протонов 

Для анализа выживаемости проводили острое облуче-
ние односуточных D. magna в дозе 30 Гр на протонном ком-
плексе «Прометеус» в МРНЦ им. А.Ф. Цыба (Обнинск, Рос-
сия) сканирующим пучком протонов (энергия 150 МэВ), 
покрывающего зону 65 × 70 мм с равномерностью 99 %. 
Размер одиночного пучка составлял 7,1 × 6,4 мм. Длитель-
ность вывода пучка – 150 мс, пауза между циклами – 1,8 с. 
Исследование проведено для варианта протонного облуче-
ния с пиком Брэгга, находящимся за пределами тест-
объекта («прострельное» облучение) [15]. Такой вариант 
облучения и формирующаяся доза приходятся на здоровые 
клетки окружения злокачественной опухоли за сеанс про-
тонной терапии. Расчет и контроль дозы облучения прово-
дили сотрудники центра коллективного пользования «Ра-
диологические и клеточные технологии» ФГБУ «НМИЦ ра-
диология» в МРНЦ им. А.Ф. Цыба. Для анализа цитотокси-
ческих и антиоксидантных свойств облучение животных 
проводили в 10-суточном возрасте. 

Схема эксперимента 

Для оценки выживаемости односуточных D. magna 
из третьего помета маточной культуры помещали 
в культуральную воду, распределив на следующие группы: 
контроль, облучение 30 Гр, фумарат 3-ГП и фумарат 3-ГП+ 
30 Гр. D. magna из контрольной группы не подвергали 
воздействию исследуемых факторов и до 21-суточного 
возраста культивировали по одиночно в стеклянных 
лабораторных стаканах в условиях климатостата для анализа 
выживаемости. Для облучения протонами односуточных 
животных соответствующих групп переносили в пластиковые 
контейнеры с 20 мл культуральной воды. Эксперименты 
проведены в нескольких повторах. Облучение в дозе 30 Гр 
занимало около 30 мин. После облучения животных 
рассаживали поодиночно в стеклянные лабораторные 
стаканы с 50 мл воды и культивировали до 21-суточного 
возраста в условиях климатостата. В сумме в каждой 
контрольной и опытной группах было от 20 до 60 особей. 
Фумарат 3-ГП добавляли в концентрации 50 мг/мл [16] 



Научные статьи 

 

РАДИАЦИОННАЯ ГИГИЕНА Том 18 № 1, 2025 29 

соответствующие сосуды на одни сутки, а тем животных 
отмывали от фумарата и культивировали согласно 
протоколу. В группе сочетанного воздействия животных 
отмывали от фумарата, переносили в пластиковые 
контейнеры и облучали пучками протонов в дозе 30 Гр. 
Затем рассаживали по одиночно и культивировали до 
21-суточного возраста в условиях климатостата. Пилотные 
опыты применения фумарата после облучения не выявили 
значимых отличий от контроля. Данные не приводятся. Для 
анализа биохимических показателей исследуемые группы 
формировали из особей 9-суточного возраста и облучали 
по вышеописанной схеме. Изменение МТТ-показателя 
(3-4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолий (МТТ), 
уровня малонового диальдегида (МДА-показатель) и 
активности ферментов антиоксидантной защиты 
оценивали на следующие сутки после облучения  

Анализ токсических  

и радиопротекторных свойств 

Токсические свойства исследуемых факторов оцени-
вали на ежедневной основе по критерию выживаемость 
D. magna в 21-суточном эксперименте. Культивировали 
животных в климатостате (модель Р2) при температуре 
20 ± 1 ℃, автоматическом регулировании освещения 
12/12 день/ночь и вентилировании. Культуральную среду 
меняли еженедельно. Погибших и новорожденных жи-
вотных учитывали и удаляли из экспериментальных со-
судов. Кормили через сутки суспензией Ch. vulgaris 
в концентрации 2 мгС/л. В каждой контрольной и опыт-
ной группах было от 20 до 60 особей. 

Анализ цитотоксических  

и антиоксидантных свойств  

Цитотоксические и антиоксидантные свойства исследуе-
мых факторов анализировали по изменению МТТ-показателя 
(3-4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолий (МТТ), 
уровню малонового диальдегида (МДА-показатель) и актив-
ности ферментов антиоксидантной защиты (каталазы, перок-
сидазы и супероксиддисмутазы).  

МТТ-показатель интегрально характеризует активность 
митохондриальных дегидрогеназ, соотношение живых и 
мертвых клеток подопытного организма и работу системы 
антиоксидантных ферментов [17]. МТТ-анализ проводили 
на следующие сутки после облучения по модифицированной 
авторами методике, анализируя метаболическую активность 
клеток в гомогенизированных образцах тест-организма [18]. 
В каждом образце было по 20 особей D. magna. Анализ про-
водили по изменению оптической плотности (ОП) подготов-
ленных образцов на планшетном иммуноферментном ана-
лизаторе StatFax 2100 (Awareness Technology, США, 
VIS-модель) при длине волны 492 нм (фоновая 630 нм). Со-
гласно методике, ОП образцов пропорциональна количеству 
фиолетово окрашенного формазана, образованного 
при восстановлении бесцветного 3-(4,5-диметилтиазол-2-
ил)-2,5-дифенилтетразолия (МТТ) дегидрогеназами живых 
клеток. Всего в контрольных и опытных группах было проана-
лизировано от 19 до 47 образцов.  

МДА-показатель оценивали по модифицированной 
для проведения анализа на D. magna методике [19]. В каж-
дый образец отбирали по 20 десятисуточных животных. 
Образцы для анализа гомогенизировали. Измерение ОП 

образцов проводили на спектрофотометре Multiskan FC 
(Thermo Scientific Instruments Co, Ltd (Китай) при длине вол-
ны 530 нм. Всего проанализировано от 9 до 17 образцов 
в каждой опытной и контрольной группах. 

Активность каталазы (САТ) оценивали по изменению 
ОП образцов, подготовленных из 10-суточных животных 
по вышеописанной схеме, на спектрофотометре 
ThermoScientific™ NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometers 
при длине волны 237 нм по модифицированной методике [20]. 
В каждой группе проанализировано от 12 до 43 образцов 
с 20 особями в каждом. Объем измеряемой пробы составлял 
2 мкл. Полученное значение ОП в усл. ед. пересчитывается 
в единицы активности фермента САТ по формуле (2): 
 

A(cat) = (Е(опыт) − Е(хол)) × К × V(гом)/t × V(общ), (2) 

где А(саt) – активность САТ в М-1/мин×г (мл); Е(хол) – ОП 
холостой пробы (без добавления исследуемого образца); 
Е(опыт) – ОП опытной пробы; V(гом) – объем исходного 
гомогената; V(общ) – объем внесенной пробы; t – время 
инкубации, мин; К – коэффициент молярной экстинкции 
перекиси водорода [21]. 
 

Активность супероксиддисмутазы (SOD) оценивали 
по модифицированной методике [22]. Измерение ОП об-
разцов, подготовленных из 10-суточных животных по вы-
шеописанной схеме, проводили на спектрофотометре 
Multiskan FC (Thermo Scientific Instruments Co, Ltd (Китай) 
при длине волны 570 нм. В каждом образце было 
по 20 особей. Всего проанализировано от 19 до 47 образ-
цов из каждой опытной и контрольной группы. 

Активность пероксидазы (PX) оценивали по модифициро-
ванной методике [20]. Измерение ОП образцов, подготовлен-
ных из 10-суточных животных по вышеописанной схеме, про-
водили на иммуноферментном анализаторе «Stat Fax 280» 
(«Awareness Technology», США, VIS-модель) при длине волны 
450 нм (рабочая) и 630 нм (шумовая). В каждом образце было 
20 особей. Всего проанализировано от 16 до 36 образцов из 
каждой опытной и контрольной группы.  

Статистический анализ  

Анализ динамики выживаемости проводили лог-ранк 
тестом. Для анализа цитотоксичности, антиоксидантных и 
радиопротекторных свойств фумарата использовали непа-
раметрический критерий Краскела-Уоллиса для нескольких 
групп сравнения и Манна-Уитни с поправкой на множе-
ственное сравнение в программе STATISTICA 8. 

Результаты 

Анализ выживаемости D. magna 

На рисунке представлена динамика выживаемости 
D. magna в 21-суточном экспериментов контроле и после 
облучения пучками протонов, а также при взаимодействии 
облучения с фумаратом 3-ГП. 

Согласно полученным данным, выживаемость облучен-
ных в дозе 30 Гр D. magna к 21-суточному возрасту снижа-
лась на 29,3 % (р=0,03). Фумарат не изменял выживаемость 
животных. При совместном с облучением протонами дей-
ствии фумарата выживаемость D. magna к 21-суточному 
возрасту снижалась на 44,4 % (р=8,8х10-4).  
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Рис. Доля выживших Daphnia magna в контроле и после облучения пучками протонов в дозе 30 Гр,  

а также при взаимодействии облучения с фумаратом 3-ГП. На графиках показаны вероятности (р) по всей выборке  
и (n) – количество животных в выборке 

[Fig. The proportion of Daphnia magna survivors in the control group and after irradiation with proton beams at a dose of 30 Gy, 
as well as during the interaction of irradiation with 3-HP fumarate. The graphs show the probabilities (p) for the entire sample  

and (n) - number of animals in the sample] 

 
 

В таблице 1 представлены результаты оценки вклада 
облучения, фумарата 3-ГП и их взаимодействия в измене-
ние выживаемости D. magna к 21-суточному возрасту.  
 
 

Таблица 1 
Вклад облучения, фумарата 3-ГП и их взаимодействия  

в наблюдаемые эффекты выживаемости D.magna 

[Table 1 
The contribution of irradiation, 3-HP fumarate and their 

interactions to the observed effects of D. magna survival] 

Фактор  
[Factor] 

Р* 

Выживаемость  
[Survival] 

30 Гр + Фумарат 3-ГП  
[30 Gy + 3-HP Fumarate] 

0,002** 

30 Гр  
[30 Gy] 

0,012 

Фумарат 3-ГП  
[3-HP Fumarate] 

0,699 

* – по критерию Манна-Уитни с поправкой на множественное сравне-
ние, ** – тест Краскела-Уоллиса с поправкой на множественное сравне-
ние [* – Mann-Whitney test with multiple comparison correction, 
** - Kruskal-Wallis test with multiple comparison correction] 

 
 

Из таблицы 1 видно, что сочетанное действие облуче-
ния с фумаратом вызывало усиление эффекта с учетом 
поправки на множественное сравнение (р=0,002). Согласно 
тесту Краскела-Уоллиса, основной вклад в эффект вносило 
облучение.  

Анализ цитотоксического действия 

факторов по МТТ- и МДА-показателям 

Анализ вклада действующих факторов в изменение 
МТТ- и МДА-показателей в клетках D. magna выявил цито-
токсический эффект облучения протонами (р=2,12 х10-5 
и 0,002 соответственно) (табл. 2). 

Медианные значения (М) приведены в единицах опти-
ческой плотности (ОП). Попарное сравнение с контролем 
проведено по критерию Манна-Уитни с поправкой на мно-
жественное сравнение. Согласно представленным в табли-
це 2 данным, облучение вызывало значимое снижение 
МТТ- и МДА-показателей (р=2,12 х10-5 и 0,002). Фумарат 
не изменял анализируемые показатели (р~1,000 для МТТ- 
и МДА-показателей) и не проявлял радиопротекторные 
свойства при совместном с облучением протонами воз-
действии на тест-организм (р=0,018 и р=0,006 для МТТ- 
и МДА-показателей соответственно). 

Анализ вклада действующих факторов в изменение ак-
тивности ферментов каталазы (CAT), пероксидазы (Px) 
и супеороксиддисмутазы (SOD) в гомогенизированных 
образцах D. magna показан в таблице 3.  
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Таблица 2 
Влияние облучения протонами и фумарата 3-ГП в изменение МТТ- и МДА-показателей в клетках Daphnia magna 

[Table 2 
The effect of proton irradiation and 3-HP fumarate on changes in MTT- and MDA-parameters in Daphnia magna cells] 

Фактор [Factor] 
Количество 
образцов++  

[Sample Size++] 

Медиана (мр)*, усл. ед 
[Median (IQR)*, 

Conditional units (CU)] 
Р** P*** Р**** 

МТТ-показатель [MTT-indicator] 

Контроль, К [Control, C] 29 0,367 (0,362) – – – 

Облучение, 30 Гр  
[Radiation, 30 Gy] 

47 0,227 (0,088) 5,30 х10-6 ✳ 2,12 х10-5✳ 3х10-5✳ 

Фумарат 3-ГП, 0,05 мг/мл 
[3-HP fumarate, 0.05 mg/mL] 

25 0,401 (0,046) 0,591 1,000 0,917 

30 Гр + фумарат 3-ГП  
[30 Gy + 3-HP fumarate, 

0.05 mg/mL] 
19 0,235 (0,027) 4,57 х10-4 ✳ 0,018✳ 0,026✳ 

МДА-показатель [MDA-indicator] 

Контроль, К [Control, C] 17 0,582 (0,089) – – – 

Облучение, 30 Гр  
[Radiation, 30 Gy] 

14 1,251 (0,113) 4,78х10-5✳ 0,002✳ 0,001✳ 

Фумарат 3-ГП, 0,05 мг/мл 
[3-HP fumarate, 0.05 mg/mL] 

12 0,511 (0,074) 0,658 1,000 0,981 

30 Гр + фумарат 3-ГП  
[30 Gy + 3-HP fumarate, 

0.05 mg/mL] 
9 1,065 (0,127) 1,62х10-4✳ 0,006✳ 0,006✳ 

* – межквартильный размах; ** – тест Манна-Уитни; *** – поправка на множественное сравнение; **** – тест Краскела-Уоллиса; ++ – в каждом образце 
по 20 особей; ✳  – значимые отличия от соответствующего контроля [* – interquartile range; ** – Mann-Whitney test; *** – multiple comparison correction; 
**** – Kruskal-Wallis test; ++ – each sample contains 20 individuals; ✳  –  statistically significant differences from the corresponding control]. 

 
 

Таблица 3 
Влияние облучения протонами и действие фумарата 3-ГП на активность ферментов антиоксидантной защиты  

в клетках Daphnia magna 

[Table 3 
The effect of proton irradiation and 3-HP fumarate on the activity of antioxidant enzymes in Daphnia magna cells] 

Фактор [Factor] 
Количество 
образцов++  

[Sample Size++] 

Медиана (мр)*, усл. ед.  
[Median (IQR)*, Conditional 

units (CU)] 
Р** P*** P**** 

Активность каталазы (CAT) [Catalase activity (CAT)] 

Контроль, К [Control, C] 43 0,036 (0,001) – – – 

Облучение, 30 Гр [Radiation, 30 Gy] 25 0,047 (0,001) 4,2х10-5✳ 0,001✳ 0,021✳ 

Фумарат 3-ГП, 

0,05 мг/мл [3-HP fumarate, 0.05 mg/mL] 
27 0,032 (0,003) 0,774 1,000 0,976 

30 Гр + фумарат 3-ГП [30 Gy + 3-HP 
fumarate, 0.05 mg/mL] 

12 0,049 (0,002) 1,3х10-4✳ 0,005✳ 0,024✳ 

Активность пероксидазы (Px) [Peroxidase activity (Px)] 

Контроль, К [Control, C] 45 0,187 (0,006) – – – 

Облучение, 30 Гр [Radiation, 30 Gy] 43 0,113 (0,004) 10-7✳ 2,27х10-7✳ 0,011✳ 

Фумарат 3-ГП, 0,05 мг/мл  
[3-HP fumarate, 0.05 mg/mL] 

41 0,156  (0,007) 0,332 1,000 0,998 

30 Гр + фумарат 3-ГП  
[30 Gy + 3-HP fumarate, 0.05 mg/mL] 

23 0,104 (0,003) 10-7✳ 1,25х10-7✳ 0,042✳ 
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Окончание таблицы 3 
 

Фактор [Factor] 
Количество 
образцов++  

[Sample Size++] 

Медиана (мр)*, усл. ед.  
[Median (IQR)*, Conditional 

units (CU)] 
Р** P*** P**** 

Активность супероксиддисмутазы (SOD) [Superoxide dismutase activity (SOD)] 

Контроль, К [Control, C] 36 0,187 (0,007) – – – 

Облучение, 30 Гр [Radiation, 30 Gy] 36 0,113 (0,04) 10-7✳ 4,00х10-7✳ 10-5✳ 

Фумарат 3-ГП, 

0,05 мг/мл [3-HP fumarate, 0.05 mg/mL] 
31 0,157 (0,007) 0,282 1,000 0,674 

30 Гр + фумарат 3-ГП [30 Gy + 3-HP 
fumarate, 0.05 mg/mL] 

19 0,104 (0,005) 10-7✳ 4,00х10-7✳ 10-5✳ 

* – межквартильный размах; ** – тест Манна-Уитни; *** – поправка на множественное сравнение; **** – тест Краскела-Уоллиса; ++ – в каждом образце по 
20 особей. ✳  – значимые отличия от соответствующего контроля [* – interquartile range; ** – Mann-Whitney test; *** – multiple comparison correction;  
**** – Kruskal-Wallis test; ++ – each sample contains 20 individuals; ✳  –  statistically significant differences from the corresponding control]. 

 
 

Из таблицы 3 видно, что облучение вызывает значимый 
цитотоксический эффект (р=0,001; 2,27х10-7, 4,0х10-7 

для CAT, Px и SOD соответственно). Совместное действие 
облучения и фумарата 3-ГП, проанализированное тестом 
Манна-Уитни, оказывало аналогичное воздействие на жи-
вотных (р=0,005; 1,25х10-7 и 4,00х10-7 соответственно 
для CAT, Px и SOD). Из таблицы 3 видно, что облучензие 
вносило основной вклад в цитотоксический эффект, оце-
ненный тестом Краскела-Уоллиса с поправкой на множе-
ственное сравнение. 

Обсуждение 

Данные по негативному действию облучения протонами 
согласуются с результатами исследований на животных и 
клеточных линиях. На эмбрионах рыбок Danio rerio обнару-
жено снижение выживаемости, повышение частоты ис-
кривления позвоночника как одного из видов аномалий 
развития и отека перикарда как примера острого воздей-
ствия протонного излучения в дозе выше 15 Гр [23]. Облу-
чение пучками протонов в распределенном пике Брегга 
в дозе 10 Гр вызывало апоптоз в клеточных линиях человека 
(LLC, HepG2) в опытах in vitro [24]. Фумарат 3-ГП в дозе 25 и 
50 мг/кг проявлял антитоксические свойства на модели 
острой интоксикации тетрахлорметаном, проявляющееся 
в снижении летальности подопытных крыс [8]. 

Наши данные не подтверждают протекторные свойства 
фумарата 3-ГП, описанные в цитируемом исследовании [25], 
где показано, что применение фумарата перорально 
в концентрации 25 мг/кг в 1,4 раза повышало выживаемость 
подопытных крыс. Радиопротекторный эффект фумарата 
3-ГП (0,01 мг/мл) был описан в литературе после облучения 
мезенхимальных стволовых клеток (МСК) и опухолевых кле-
ток линии HeLa гамма-квантами в дозе 10 Гр (энергия 
1,25 МэВ). Однако добавление фумарата 3-ГП перед облуче-
нием клеточных линий ионами 12С в дозах 10 Гр не оказывало 
радиозащитного действия, а приводило к снижению 
в 1,3 раза времени удвоения опухолевых (нейробластома 
SK-N-BE) клеток человека [16]. Авторы объясняли наблюда-
емый эффект высокой ОБЭ ионного излучения.  

Из литературы известно, что фумарат 3-ГП (в дозе 
25 мг/кг) эффективно снижал выраженность процессов пе-
рекисного окисления липидов (ПОЛ) по уровню МДА в сыво-
ротке крови белых крыс с острым тетрахлорметановым гепа-
титом [26]. Из литературы также известно о повышении ка-

талазной активности клеток, ответственных за сахарный 
диабет у белых мышей, при пероральном введении фумара-
та 3-ГП [27]. Мексидол (3-окси-6-метил-2- этилпиридина-
сукцинат), является аналогом фумарата 3-ГП, и как многие 
3-оксипиридины, обладает ингибирующим действием 
на процессы ПОЛ, в частности, повышает активность SOD, 
что приводит к восстановлению тканевого дыхания на внут-
ренней мембране митохондрий [28]. Однако, полученные 
нами данным не выявили изменения активности каталазы и 
других анализируемых ферментов антиоксидантной защиты 
в клетках D. magna при культивировании животных в раство-
ре фумарата 3-ГП с концентрацией 0,05 мг/мл (р~1,000 
для CAT, Px и SOD) после облучения протонами.  

В патенте на способ синтеза фумарата 3-ГП описано 
эффективное применение данного вещества для лечения 
заболеваний, обусловленных окислительным стрессом 
[13]. Аналогами фумарат 3-ГП являются производные 
3-оксипиридина, такие как мексидол и эмоксипин, широко 
применяемые в медицине благодаря антиоксидантным, 
анксиолитическим, противосудорожным, антистрессор-
ным, церебропротекторным, противопаркинсоническим, 
антиамнестическим и противоалкогольным свойствам [29].  

Используемый нами тест-организм D. magna наиболее 
чувствителен к негативным факторам в ювенильный период 
[30]. Применение данного тест-организма в качестве мо-
дели позволило выявить усиление цитотоксического дей-
ствия облучения протонами при суточном воздействии 
на новорожденных животных наночастицами золота в кон-
центрации 10 мкг/мл [31]. Однако проведенное нами ис-
следование не выявило антиоксидантных и радиопротек-
торных свойств фумарата 3-ГП после in vivo облучения про-
тонами односуточных модельных животными D. magna 
в дозе 30 Гр (мощность 150 МэВ). 

Согласно сведениям из литературы, фумарат 3-ГП про-
явил себя как радиопротектор после облучения клеточных 
линий человека гамма-квантами 60Со, но не проявил радиоза-
щитных свойств после облучения тяжелыми ионами 12С 
[16, 26]. Возможно, феномен связан с особенностями взаи-
модействия фумарата 3-ГП с разного типа ионизирующим 
излучением. При исследовании радиозащитных свойств ра-
диопротекторов (например, мелатонина [32]) обнаруживают 
противоречивые результаты ввиду наличия прооксидантного 
эффекта, приводящего к радиосенсибилизации клеток. Пря-
мой эффект радиопротекторных свойств мелатонина объяс-
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няют за счет удаления свободных радикалов, а косвенный 
антиоксидантный эффект – результатом изменений в тран-
скрипции генов и активности антиоксидантных ферментов, 
продуцирующих АФК и оксиды азота. Авторы статьи [32] счи-
тают, что одним из факторов, при котором радиопротекторы 
могут как уменьшать, так и усиливать повреждения клеток, 
является мощность дозы ионизирующего излучения. Иссле-
дование радиопротекторных и антиоксидантных свойств фу-
марата 3-ГП при взаимодействии с плотно-ионизирующим 
излучением требует дальнейшего анализа. 

Заключение 

В результате проведенного исследования было выяв-
лено, что фумарат 3-гидроксипиридина не обладает выра-
женными радиопротекторными и антиоксидантными свой-
ствами при облучении модельного тест-организма Daphnia 
magna пучками протонов в дозе 30 Гр.  

Научно-практическая значимость работы заключается 
в уточнении спектра действия фумарата 3-ГП к излучениям 
с высокой линейной передачей энергии (ЛПЭ) и его потен-
циального применения в медицине. Учитывая, что соеди-
нение проявляет антиоксидантные и кардиопротекторные 
свойства при различных патологических состояниях после 
облучения гамма-квантами, дальнейшие исследования 
могут быть направлены на поиск оптимальных условий его 
использования в клинической практике, а также на поиск 
новых классов радиопротекторов для протонной терапии. 

В ходе работы удалось подтвердить негативное влия-
ние протонного излучения на модельный организм, 
что подтверждается снижением выживаемости и измене-
нием ключевых показателей окислительного стресса и ме-
таболической активности. Полученные результаты вносят 
вклад в понимание биологических эффектов протонного 
облучения и подчеркивают необходимость поиска эффек-
тивных средств защиты живых систем от его последствий. 
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Analysis of the radioprotective properties of 3-hydroxypyridine fumarate on an invertebrate 
animal model after proton irradiation in vivo 

Olga V. Kuzmicheva1, Daria V. Uskalova1, Diana T. Degtyareva1, Tatyana V. Ulanova1, Sergey V. Shkavrov1, 
 Elena I. Sarapultseva2 

1 Obninsk Institute for Nuclear Power Engineering, Branch of National Research Nuclear University Moscow Engineering Physics 
Institute, Obninsk, Kaluga region, Russia 

2 Moscow Engineering Physics Institute National Research Nuclear University, Moscow, Russia 

The purpose of the article is to analyze the radio protective and antioxidant properties 
of 3-hydroxypyridine fumarate in interaction with proton irradiation on a model test organism 
from the suborder Daphnia magna crustaceans in vivo. The salt of 3-hydroxypyridine fumarate synthesized 
by the authors was a white crystalline substance soluble in alcohol and water – a mixture of 2-ethyl-6-
methyl-3-hydroxypyridine and fumaric acid in ethanol. Acute irradiation of the test organism was carried 
out on the Prometheus proton complex at the А. Tsyb Medical Radiological Research Center (Obninsk, 
Russia) with a scanning proton beam at a dose of 30 Gy (energy 150 MeV) in a distributed Bragg peak. 
The survival rate of D. magna was assessed in a 21-day experiment on a daily basis. The cytotoxicity of 
the studied factors was analyzed by changes in MTT and MDA parameters, the antioxidant properties of 
3-hydroxypyridine fumarate were evaluated by changes in the activity of catalase, peroxidase and 
superoxide dismutase enzymes. The contribution of the analyzed factors to the observed effects was assessed 
using the Kruskal-Wallis test. Statistical processing of survival was carried out according to the χ2 criterion, 
and other indicators – according to the Mann-Whitney criterion, adjusted for multiple comparisons. 
According to the data obtained, the survival rate of irradiated newborn animals decreased by 29.3 % by the 
age of 21 days (p = 0.03). When combined with 3-hydroxypyridine fumarate action, the death of animals 
decreased to 44.4 % (p = 8.8 x 10-4). It was revealed that radiation contributed to the joint effect. 
An integral assessment of the level of oxidative stress showed that proton irradiation causes a cytotoxic effect 
in the cells of the test organism. 3-hydroxypyridine fumarate does not have radioprotective and antioxidant 
effects when D. magna is cultured in a solution of a substance with a concentration of 0.05 micrograms/ml 
after proton irradiation. The results obtained are consistent with the data on the absence of radioprotective 
properties of 3-hydroxypyridine fumarate after irradiation with heavy ions. The authors propose a unified 
mechanism of interaction between 3-hydroxypyridine fumarate and densely ionizing radiation of various 
types (protons, heavy ions, alpha particles), which does not exhibit radioprotective effects. It is necessary 
to continue the search for radioprotectors for proton therapy among substances of a different class. 

Key words: proton irradiation, Daphnia magna, radioprotector, antioxidant, 3-hydroxypyridine 
fumarate. 
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