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Резюме
Проведено сравнительное экспериментальное исследование специфической активности препаратов на основе 5-аминолевулиновой 
кислоты (5-АЛК) и ее гексилового эфира (ГЭ 5-АЛК). Оценена их способность индуцировать синтез фотоактивного протопорфирина IX 
в здоровых тканях мочевого пузыря кролика при инстилляции растворов препаратов в различных концентрациях. Исследования по-
казали, что ГЭ 5-АЛК вызывает индукцию и накопление ППIX в эпителии мочевого пузыря кролика в значительно меньших концентра-
циях, чем 5-АЛК. Так, достоверное увеличение интенсивности флуоресценции по сравнению с контролем удалось достичь при инстил-
ляции в мочевой пузырь кролика раствора ГЭ 5-АЛК в концентрации всего 0,0001% (интенсивность флуоресценции 2,20±0,60 усл.ед.), а 
для 5-АЛК – только при использовании раствора в концентрации 0,3% (интенсивность флуоресценции 2,60±1,02 усл.ед.).
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Abstract
A comparative experimental study of the specific activity of drugs based on 5-aminolevulinic acid (5-ALA) and its hexyl ester (5-ALA HE) was 
carried out. Their ability to induce the synthesis of photoactive protoporphyrin IX in the healthy tissues of the rabbit bladder when instilling the 
drug solutions at various concentrations has been estimated. It was shown that 5-ALA HE results in the induction and accumulation of PPIX in 
the rabbit bladder epithelium at much lower concentrations than 5-ALA. Thus, a significant increase in the fluorescence intensity in compari-
son with the control was achieved by instillation of 5-ALA HE solution in the rabbit’ bladder at a concentration of only 0.0001% (fluorescence 
intensity 2.20±0.60 a.u.), and for 5-ALA – only when using a solution at a concentration of 0.3% (fluorescence intensity 2.60±1.02 a.u.).
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Введение 
Среди современных методов ранней диагностики 

рака наиболее перспективными в настоящее время 
считаются флуоресцентные методы, основанные на 
возможности распознавания злокачественной ткани 
по индуцированной световым излучением характер-
ной флуоресценции экзогенных или эндогенных флу-
орохромов [1,2].

Избирательность накопления в тканях опухоле-
вого узла и возможность его обнаружения по спек-
трам экзогенной флуоресценции из освещаемой 
лазерным излучением области составляют основу 
флуоресцентной диагностики (ФД) опухолей. Данный 
метод позволяет осуществлять детектирование опу-
холей, а также определять их топографию при скани-
ровании пятна возбуждающего лазерного излучения 
по поверхности ткани [3].

Флуоресцентная диагностика рака является наи-
более перспективной для обнаружения опухолей 
малых размеров (до 1 мм), локализующихся в поверх-
ностных слоях (эпидермис, эпителий слизистой обо-
лочки), поскольку чувствительность этого метода 
существенно выше, чем у других современных мето-
дов ранней диагностики. Эффективность метода 
зависит от уровня накопления и локализации кра-
сителя в отдельных структурах опухолевого очага и 
окружающей ткани [4].

Фотосенсибилизаторы I поколения, относящиеся 
к группе производных гематопорфирина, имеют ряд 
недостатков, снижающих их диагностический потен-
циал: низкую интенсивность флуоресценции и флуо-
ресцентную контрастность (опухоль/норма). В связи 
с этим в лабораториях многих стран продолжается 
поиск и синтез новых фотосенсибилизаторов с улуч-
шенными диагностическими свойствами.

Одним из путей создания эффективных концен-
траций фотосенсибилизатора в опухолевой ткани 
является стимуляция организма к продукции эндо-
генных фотоактивных соединений – порфиринов и, в 
частности, метаболита синтеза гема протопорфирина 
IX (ППIX). Одним из соединений, эффективно индуци-
рующих синтез эндогенного ППIX, является 5-амино-
левулиновая кислота (5-АЛК) – эндогенное соедине-
ние, один из промежуточных продуктов синтеза гема. 
Избыточное введение в организм 5-АЛК приводит к 
повышенному образованию ППIX, который быстро 
утилизируется в здоровых тканях, превращаясь в 
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гем под действием фермента феррохелатаза [5,6]. В 
опухолевых клетках наблюдается дефицит ферро-
хелатазы, в связи с чем происходит временное, но 
значительное повышение уровня ППIX, удерживае-
мого в клетках опухоли в течение нескольких часов. 
Результатом этого является высокий флуоресцентный 
контраст между опухолью и окружающей тканью, 
достигающий 10–15-кратной величины для различ-
ных опухолей [7]. Результатом накопления 5-АЛК-
индуцированного ППIX, интенсивно флуоресциру-
ющего в красной области спектра с максимумом на 
635 нм, является возможность выявления опухолей и 
уточнение границ их распространенности [8]. 

Для проведения ФД рака мочевого пузыря как в 
России, так и за рубежом применяют препараты на 
основе 5-АЛК. Как показали клинические исследо-
вания, чувствительность метода ФД с препаратами 
на основе 5-АЛК при флуоресцентной цистоскопии 
достигает более 90%, что намного превышает макси-
мальную чувствительность рутинного эндоскопиче-
ского исследования мочевого пузыря (до 50%). Вме-
сте с тем, высокая чувствительность метода сопрово-
ждается более низкой специфичностью (50–65%), что 
снижает его диагностическую точность [9]. 

Продолжение исследований по улучшению флуо-
ресцентной диагностики привело к разработке диа-
гностических средств на основе метилового и гекси-
лового эфиров 5-АЛК, которые в организме подвер-
гаются метаболической трансформации до 5-АЛК [10]. 
Будучи более липофильным соединением, чем сама 
5-АЛК, эфиры лучше преодолевают биологические 
мембраны, что способствует их более быстрому и 
большему накоплению в клетках и включению в био-
синтез как предшественников ППIX. 

В настоящей работе в экспериментах in vivo про-
ведено сравнение способности препаратов 5-АЛК и 
её гексилового эфира (ГЭ 5-АЛК) в различных концен-
трациях индуцировать синтез и накопление фотоак-
тивного ППIX в тканях мочевого пузыря.

Материалы и методы
В исследовании изучена специфическая актив-

ность двух препаратов: 5-АЛК и ГЭ 5-АЛК.
В экспериментах по оценке интенсивности 5-АЛК-

индуцированной флуоресценции протопорфирина 
IX в слизистой оболочке мочевого пузыря при вну-

Keywords: fluorescence diagnosis, protoporphyrin IX, 5-aminolevulinic acid, hexyl ester of 5-aminolevulinic acid, bladder cancer.
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трипузырном введении 5-АЛК использовали его рас-
творы в концентрациях 3,0%, 0,3%, 0,03% и 0,01%. 

Для приготовления растворов необходимой кон-
центрации порошок 5-АЛК в количестве 300 мг (для 
получения 3,0%-го раствора), 30 мг (0,3%-го раствора), 
3 мг (0,03%-го раствора) или 1 мг (0,01%-го раствора) 
растворяли в 10 мл 5%-го раствора бикарбоната 
натрия. Полученные растворы были прозрачными, 
бесцветными. В мочевой пузырь кролика растворы 
вводили в объеме 10 мл сразу после их приготовления.

Также для исследований использовали препарат 
ГЭ 5-АЛК – лиофилизат для приготовления раствора 
для инстилляций. 

В экспериментах исследовали специфическую 
активность 0,2%-го, 0,01%-го, 0,002%-го, 0,001%-го, 
0,0001%-го и 0,00005%-го растворов препарата ГЭ 
5-АЛК. 

Для приготовления растворов необходимой кон-
центрации порошок ГЭ 5-АЛК в количестве 20 мг (для 
получения 0,2%-го раствора), 1 мг (для 0,01%-го рас-
твора) и 0,2 мг (для 0,002%-го раствора) растворяли 
в 10 мл 0,9%-го раствора хлорида натрия. Для при-
готовления 0,001%-го, 0,0001%-го и 0,00005%-го рас-
творов полученный как описано выше 0,01%-ый рас-
твор разводили 0,9%-ым раствором натрия хлорида 
до 0,001%, 0,0001% и 0,00005% концентраций. Полу-
ченные растворы были прозрачными, бесцветными. 
В мочевой пузырь кролика растворы вводили сразу 
после их приготовления в объеме 10 мл.

Исследования проводили на интактных кроли-
ках породы «Шиншилла», самках, массой 2,5–3,5 кг. В 
условиях предварительной седации путем внутри-
венного введения реланиума (10–30 мг) или дропе-
ридола (5 мг) производили иммобилизацию мочевого 
пузыря. Затем в мочевой пузырь вводили растворы 
ГЭ 5-АЛК или 5-АЛК в указанных выше концентрациях. 

Время экспозиции составляло 2 ч, затем животное 
умерщвляли путем передозировки препаратов для 
наркоза, извлекали мочевой пузырь и регистриро-
вали специфическую флуоресценцию ППIX. 

Индуцированную флуоресценцию в слизистой 
мочевого пузыря оценивали методом локальной 
флуоресцентной спектроскопии с возбуждением 
излучения твердотельного лазера с длиной волны 
532 нм. При математической обработке интегральную 
интенсивность флуоресценции в диапазоне 620–650 
нм нормировали на интегральную интенсивность 
аутофлуоресценции ткани в диапазоне 555–585 нм, 
полученную величину обозначили как диагности-
ческий параметр (ДП). Регистрацию флуоресценции 
проводили контактным способом на диагностиче-
ской установке «Спектр-Кластер» (ООО «Кластер», 
Россия). Плотность мощности с конца волокна – 7 мВт. 
В каждом образце ткани для получения достоверного 
результата измеряли от 5 до 10 спектров. Достовер-
ными считали отличия при p≤0,05. 

Контролем служили измерения спектров флуо-
ресценции со слизистой оболочки мочевого пузыря 
кроликов без введения препаратов.

Результаты и обсуждение
Зависимость 5-АЛК индуцированной флуорес-

ценции ППIX от концентрации использованного для 
инстилляции раствора 5-АЛК представлена на рис. 1. 
Можно видеть, что 2-часовая экспозиция 3% и 0,3% 
растворов препарата 5-АЛК приводила к значительной 
индукции синтеза ППIX в эпителии мочевого пузыря 
кролика (ДП – 2,69±1,37 усл.ед. и 2,60±1,02 усл.ед., соот-
ветственно). При снижении концентрации раствора 
препарата до 0,03% отмечали снижение интенсивно-
сти специфической флуоресценции ППIX в 2 раза (ДП – 
1,35±0,32 усл.ед.) по сравнению с флуоресценцией, 

Концентрация 5-АЛК / Concentration of 5-ALA

4,5

4

3,5

3

2,5

2

1,5

1

0,5

0
3% 0,3% 0,03% 0,01% контроль /

control

2,69 2,60 1,35 0,90 0,900

Рис. 1. Интенсивность нормированной флуоресценция ППIX в 
здоровом эпителии мочевого пузыря кролика после 2-часовой 
экспозиции растворов 5-АЛК
Fig. 1. PPIX normalized fluorescence intensity in the healthy 
epithelium of the rabbit bladder after a 2-hour exposure to 5-ALA 
solutions

Концентрация гексилового эфира 5-АЛК / 
Concentration of hexyl ester 5-ALA
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0,2% 0,01% 0,002% 0,001% 0,0001% 0,00005% контроль /

control

2,14 3,14 2,69 3,10 2,20 0,90 0,90

Рис. 2. Интенсивность нормированной флуоресценция ППIX в 
здоровом эпителии мочевого пузыря кролика после 2-часовой 
экспозиции растворов ГЭ 5-АЛК
Fig. 2. PPIX normalized fluorescence intensity in the healthy 
epithelium of the rabbit bladder after a 2-hour exposure to 5-ALA 
HE solutions
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наблюдаемой при использовании 5-АЛК в виде 3%-го 
раствора, и его неравномерный синтез. Применение 
5-АЛК в виде 0,01% раствора не приводило к индук-
ции синтеза эндогенного ППIX в нормальном эпителии 
мочевого пузыря кролика (ДП – 0,90±0,03 усл.ед.), что 
было сопоставимо с контролем. 

Экспозиция водного раствора препарата ГЭ 5-АЛК 
в мочевом пузыре в течение 2 ч в концентрациях 
0,2%, 0,01%, 0,002% и 0,001% приводила к значитель-
ной индукции синтеза ППIX (ДП – 2,14±0,59 усл.ед., 
3,14±1,64 усл.ед., 2,69±0,78 усл.ед. и 3,10±0,16 усл.ед., 
соответственно). Следует отметить, что интенсивность 
флуоресценции ППIX при использовании концентра-
ций растворов ГЭ 5-АЛК до 0,001% была такая же, как 
при использовании 0,3%-го раствора 5-АЛК. При сни-
жении концентрации раствора препарата ГЭ 5-АЛК до 
0,0001% отмечали незначительное снижение (в виде 
тенденции, статистически недостоверное) интенсив-
ности специфической флуоресценции флуорохрома 
до 2,20±0,60 усл.ед. Введение 0,00005%-го раствора ГЭ 

5-АЛК не приводило к индукции синтеза эндогенного 
ППIX в нормальном эпителии мочевого пузыря кро-
лика (ДП – 0,90±0,03 усл.ед.), что было сопоставимо с 
контролем. 

Заключение
Сравнительный анализ уровня флуоресценции 

ППIX после введения 5-АЛК и ее гексилового эфира в 
зависимости от концентрации вводимых растворов 
показал значительно более высокую эффективность 
растворов ГЭ 5-АЛК. При инстилляции в мочевой 
пузырь кролика 0,0001%-го растворов ГЭ 5-АЛК интен-
сивность флуоресценции (ДП – 2,20±0,60 усл.ед.) была 
сопоставима с аналогичным показателем при инстил-
ляции в мочевой пузырь 0,3%-го раствора 5-АЛК (ДП – 
2,60±1,02 усл.ед.). Таким образом, сравнение средних 
данных интенсивности флуоресценции свидетель-
ствуют о том, что ГЭ 5-АЛК вызывает лучшую индукцию 
и накопление ППIX в эпителии мочевого пузыря кро-
лика при более низких концентрациях, чем 5-АЛК.
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