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Резюме
Настоящая работа посвящена исследованию фармакокинетики фотосенсибилизатора инфракрасного диапазона на основе  
тетра‑3‑фенилтиофталоцианина гидроксиалюминия в стабилизированной липосомальной лекарственной форме. Исследования прово‑
дили на половозрелых мышах‑самках. Фотосенсибилизатор вводили мышам однократно внутривенно в дозе 6 мг/кг. Оценку динамики 
накопления фотосенсибилизатора в тканях и органах мышей проводили в интервалах времени от 5 мин до 7 сут с использованием спек‑
трально‑флуоресцентного метода. Максимальное накопление фотоактивной формы фотосенсибилизатора было зарегистрировано в лег‑
ких (32 мкг/г в интервале 5–30 мин после введения), печени (20,8 мкг/г в интервале 4–24 ч после введения) и селезенке (28 мкг/г через  
4 ч после введения). При этом в печени и селезенке к концу срока наблюдения (7 сут после введения) продолжали определяться следовые 
количества фотоактивной формы фотосенсибилизатора – расчетная концентрация составляла 0,5–1 мкг/г. Хуже всего фотосенсибилиза‑
тор накапливался в мышцах и коже. При этом в коже флуоресценция фотосенсибилизатора определялась практически сразу, и концен‑
трация его оставалась на одном уровне (1,2–1,5 мкг/г) до 3 сут наблюдения. В мышцах концентрация фотосенсибилизатора достигала зна‑
чения 1,5 мкг/г через 15 мин после введения, после чего постепенно снижалась и к 24 ч составила 0,25 мкг/г. Через 7 сут после введения, 
значения концентрации фотосенсибилизатора в коже и мышцах находились ниже предела детектирования. Исследования подтвердили, 
что ПЭГилирование липосомальной лекарственной формы фотосенсибилизатора замедляет процесс его захвата ретикуло‑эндотелиаль‑
ной системой. Показано, что фотосенсибилизатор длительно циркулирует в крови и органах мышей, распределение заканчивается только 
к 4 ч после введения.
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Abstract
The present work is devoted to the study of pharmacokinetics of infrared photosensitizer (PS) based on hydroxyaluminium tetra‑3‑phen‑
ylthiophthalocyanine in a sterically stabilized liposomal form. The study was carried out on adult female mice. The PS was administered 
once intravenously at a dose of 6 mg / kg. Evaluation of the PS accumulation dynamics in the mice tissues and organs was performed at 
time intervals from 5 minutes to 7 days using spectral‑fluorescent method. The maximum accumulation of the PS photoactive form was 
recorded in lungs (32 µg / g in the interval of 5–30 minutes after introduction), liver (20.8 µg / g in the interval of 4–24 hours after introduc‑
tion) and spleen (28 µg / g 4 hours after introduction). At the same time, by the end of the observation period (7 days after administration), 
trace amounts of the PS photoactive form were still detected in the liver and the spleen at a calculated concentration of 0.5‑1 µg / g. The 
PS accumulated the least in muscles and skin. The fluorescent signal from the PS accumulated in skin was detectable almost immediately, 
and its concentration remained at the same level (1.2‑1.5 µg / g) for up to 3 days of observation. In the muscles, the concentration of the PS 
reached 1.5 µg / g 15 minutes after administration, and then gradually decreased until 0.25 µg / g at 24 hours. 
Data on the pharmacokinetics of PS in blood, basic organs and tissues of animals were obtained, pharmacokinetic parameters were calcu‑
lated. 7 days after the administration, the PS concentration in the skin and muscles was below the detection limit. The studies confirmed 
that PEGylation of the PS liposomal form slows down the process of its capture by reticulo‑endothelial system. It was shown that the PS 
circulates in blood and organs of mice for a long time and it completely distributes only when 4 hours pass after administration.
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Введение
Фотодинамическая терапия (ФДТ) широко ис‑

пользуется для лечения злокачественных новооб‑
разований, особенно, в случаях их поверхностного и 
внутриполостного расположения. Для эффективно‑
го воздействия на глубокие слои опухолей большо‑
го размера применяют фотосенсибилизаторы (ФС) 
ближнего инфракрасного (ИК) диапазона [1]. Исполь‑
зование липосомальных лекарственных форм (ЛЛФ) 
позволяет применять в ФДТ новые эффективные ги‑
дрофобные и гидрофильные субстанции, повысить 
селективность накопления ФС в опухоли по сравне‑
нию с окружающими тканями и эффективность мето‑
дики в целом [1,2]. 

Для проведения доклинических исследований 
разрабатываемой лекарственной формы, в том числе 
на основе ФС, необходимо изучение фармакокинети‑
ки [1–3]. Данное исследование заключается в опре‑
делении концентрации активной субстанции в раз‑
личных органах, тканях и биологических жидкостях 
организма в определенные моменты времени после 
введения и дает информацию о продолжительности 
циркуляции ФС в организме, органах‑мишенях, что 
позволяет связать концентрацию и вводимую дозу 
ФС с фармакологическим эффектом [4]. 

Одним из важнейших требований для проведения 
фармакокинетических исследований является ши‑
рокий динамический диапазон метода и средств из‑
мерения, который должен составлять не менее трех 
порядков. 

Для определения концентрации лекарств в биоло‑
гических средах используются хроматографические, 
спектрофотометрические, пламенно‑эмиссионные 

[5] атомно‑абсорбционные [6], оптико‑спектральные 
и спектрально‑флуоресцентные [7–11] и ряд других 
методов. Однако при изучении фармакокинетики 
ФС многие общепринятые методы количественно‑
го определения вещества сталкиваются со сложно 
решаемыми проблемами. Так, при выполнении хро‑
матографии и спектрофотометрии необходимо как 
можно полнее экстрагировать изучаемую субстан‑
цию из органов и тканей, в том числе из кожи (именно 
накопление ФС в коже приводит к отрицательным по‑
бочным явлениям), что достаточно затруднительно, 
особенно в случае количественного определения те‑
трапирролов, к которым относится большинство ФС. 
Задача еще более усложняется при использовании 
наноструктурированных ФС на основе гидрофобных 
субстанций (к которым относится и изучаемый ФС), 
поскольку в разные моменты времени после введе‑
ния часть молекул активной субстанции остается в 
наноносителях, другая часть уже переходит в клеточ‑
ные структуры. 

Пламенно‑эмиссионные и атомно‑абсорбцион‑
ные методы элементного анализа [5,6], которые мо‑
гут быть использованы для анализа без экстракции 
исследуемых лекарственных субстанций из тканей, 
имеют ограниченный динамический диапазон, осо‑
бенно для субстанций, которые состоят из тех же хи‑
мических элементов, что и ткани организма (H,N,C,O) 
и не содержат малораспространенных элементов, 
например, атомов металлов. Атомно‑абсорбционный 
метод был использован P.H. Brun и соавт. для изуче‑
ния фармакокинетики фотосенсибилизатора Tookad 
в крови и основных внутренних органах, динамика 
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его содержания в органах и тканях оценивалась по 
интенсивности линии входящего в состав Tookad пал‑
ладия [6].

В настоящее время для определения в биологиче‑
ских образцах концентрации активных субстанций, в 
частности ФС, обладающих характеристическими по‑
лосами поглощения и флуоресценции, используются 
оптико‑спектральные и спектрально‑флуоресцент‑
ные методы [7–11]. Применение аппаратуры с высо‑
ким спектральным разрешением позволяет обеспе‑
чить высокую чувствительность таких методов [10]. 

Целью настоящего исследования являлось из‑
учение фармакокинетики ФС на основе тетра‑3‑
фенилтиофталоцианина гидроксиалюминия (3‑(PhS)4‑
PcAlOH) в ЛЛФ при его внутривенном введении мы‑
шам в дозе 6 мг/кг. 

Материалы и методы
 Были проведены исследования фармакокинетики 

ФС на основе разработанной в ФГБУ «НМИЦ онколо‑
гии им. Н.Н. Блохина» МЗ РФ ЛЛФ гидрофобной фотоак‑
тивной субстанции тетра‑3‑фенилтиофталоцианина 
гидроксиалюминия (сокр. 3‑(PhS)4‑PcAlOH) (рис. 1), 
созданной во ФГУП «ГНЦ «НИОПИК». Спектральный 
максимум поглощения 3‑(PhS)4‑PcAlOH соответствует 
длине волны 717 нм. Стабилизированные липосомы 
ЛЛФ включали в себя 3‑(PhS)4‑PcAlOH, липиды леци‑
тина (USP30‑NF25, С.1145, Lipoid GmbH, Германия) и хо‑
лестерина (USP30‑NF25, С.1101, Avanti Polar Lipids, Inc., 
США), сахарозу (ФС.2.1.0034.15 ГОСТ 5833–75, ХИММЕД, 
Россия) в качестве криопротектора, PEG‑2000‑DSPE 
((1,2‑дистеароил‑sn‑глицеро‑3‑фосфоэтаноламин‑

Рис. 1. Химическая формула тетра-3-фенилтиофталоцианина 
гидроксиалюминия 
Fig. 1. Chemical formula of hydroxyaluminium tetra-3-phenylthioph-
thalocyanine

N‑[метокси‑(полиэтилен‑гликоль)‑2000]аммониевая 
соль), Avanti Polar Lipids, Inc., США) для уменьшения 
захвата липосом ретикулоэндотелиальной системой 
и увеличения длительности их циркуляции в крови 
[12–16].

Исследования проведены на 50 половозрелых мы‑
шах‑самках гибридах (C57Bl/6J×DBA/2) F1, массой 20–
22  г, из разведения ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. 
Блохина» Минздрава России. Животные были случай‑
ным образом сгруппированы в 10 групп по 5 голов. 
Все животные были здоровы, имели ветеринарный 
сертификат качества и состояния здоровья. Живот‑
ных содержали при температуре воздуха 20–23оС и 
относительной влажности 60–65% в условиях есте‑
ственного освещения и принудительной вентиляции 
на подстилке из древесных стружек, стерилизован‑
ных в сухожаровом шкафу. Для кормления животных 
использовали стандартный промышленный сертифи‑
цированный брикетированный корм для грызунов с 
установленным сроком годности. Кормление прово‑
дили в одно, и то же время. Животные имели свобод‑
ный доступ к корму и воде. 

Все эксперименты проводили в соответствии с ре‑
комендациями Good Clinical Practice [17].

Лиофилизат ЛЛФ 3‑(PhS)4‑PcAlOH редиспергиро‑
вали водой для инъекций в объеме 5,8 мл на флакон, 
при этом содержание 3‑(PhS)4‑PcAlOH в дисперсии 
составляло 0,25 мг/мл. Объем вводимой дисперсии 
рассчитывали на основании данных о массе тела жи‑
вотных, дисперсию вводили однократно струйно в 
хвостовую вену в дозе 6 мг/кг. 

В работе использовали механический гомоге‑
низатор (GlasCol, США), вортекс Heildolph Reax Top 
(Heidolph, Германия), пипетки Microman 1000 с при‑
нудительным вытеснением (Gilson, Франция), 24‑лу‑
ночные планшеты с 16‑милиметровыми лунками 3424 
Мark II для культуры тканей (Costar, США), дистилли‑
рованную воду.

Исследование флуоресценции проводили с ис‑
пользованием модифицированного лазерного элек‑
тронного спектроанализатора ЛЭСА‑01‑«Биоспек» 
(ООО «БИОСПЕК», Россия). Динамический диапазон 
регистрируемых спектроанализатором флуорес‑
центных сигналов был расширен до 3,5 порядков, 
благодаря дополнительно разработанному алгорит‑
му автоматического управления временем накопле‑
ния фотоприемника. Линейность отклика спектро‑
анализатора была установлена на образцах липосо‑
мальных дисперсий 3‑(PhS)4‑PcAlOH в дистиллиро‑
ванной воде с концентрациями 0,01 мг/мл 0,05 мг/мл;  
0,1 мг/мл; 0,5 мг/мл; 2 мг/мл; 10 мг/мл; 25 мг/мл; 50 мг/
мл и 0 (вода в качестве контрольного образца).

Статистический анализ проводили с использова‑
нием штатных возможностей программы Excel 2003 
для Windows.
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Для изучения фармакокинетики проводили про‑
боподготовку следующим образом. Животных умерщ‑
вляли методом декапитации через 5 мин, 15 мин, 30 
мин, 1 ч, 2 ч, 4 ч, 24 ч, 48 ч, 72 ч и 168 ч после введения 
ФС, после чего получали кровь отбором из яремной 
вены и добавляли гепарин в качестве антикоагулянта. 
Образцы тканей и внутренних органов мышей (печень, 
почки, легкие, селезенка, сердце, мышца и кожа) полу‑
чали хирургически. Печень, почки, мышцы отделяли, 
измельчали глазными ножницами в чашке Петри на 
льду и готовили навески массой 300±1 мг, к которым 
прибавляли 1,5 мл дистиллированной воды и гомо‑
генизировали в стекле на механическом гомогениза‑
торе. Для селезенки, легких, сердца и кожи (образцы 
кожи отделяли от подкожной клетчатки выскабли‑
ванием) навеска составляла 100±1 мг, количество до‑
бавляемой воды пропорционально уменьшалось. От‑
бирали пипеткой количество гомогената эквивалент‑
ное 100 мг ткани и переносили в лунки планшетов для 
последующего измерения флуоресценции. К 100 мкл 
крови также пропорционально добавляли воду.

Флуоресценцию 3‑(PhS)4‑PcAlOH в гомогенатах об‑
разцов возбуждали лазерным излучением с длиной 
волны 633 нм и регистрировали в спектральном диа‑
пазоне 720–770 нм, а его концентрацию определяли 
по интегральной интенсивности флуоресценции, 
нормированной на интенсивность сигнала возбужда‑
ющего лазерного излучения. Для пересчета значений 
интенсивности флуоресценции в значения концен‑
трации ФС в ткани были построены калибровочные 
кривые путем добавления известного количества ФС 
к биологическим образцам. Опытные и калибровоч‑
ные образцы обрабатывали одинаково. 

При калибровке было установлено, что зависи‑
мость нормированной интегральной интенсивности 

флуоресценции от концентрации 3‑(PhS)4‑PcAlOH в 
образцах в широких пределах (для крови – в преде‑
лах 0,1–129 мкг/мл) линейно зависит от концентрации, 
и с точностью до 6% для всех органов может быть 
описана функцией

I = k×C,
где k = 27,99 (мкг/г)‑1 для зафиксированных в исследо‑
вании условий измерений, I – нормированная инте‑
гральная интенсивность флуоресценции, C – концен‑
трация. 

Полученное по результатам калибровки соот‑
ношение использовали для количественной оценки 
концентрации 3‑(PhS)4‑PcAlOH в исследуемых орга‑
нах и тканях.

Результаты и обсуждение
Зависимости концентрации 3‑(PhS)4‑PcAlOH в кро‑

ви и основных органах и тканях (печени, селезенке, 
почках, мышце, коже, сердце, легких) от длительно‑
сти временного интервала между введением ФС и 
измерением флуоресценции в органах и тканях при‑
ведены на рис. 2, 3. 

Значения концентраций ФС, представленные на 
рисунках, являются средним арифметическим из по‑
лученных данных и сопровождаются доверительным 
интервалом (р=95% при n=5).

В крови через 5 мин после введения концен‑
трация составляет 73,4 мкг/л, к 24 ч снижается до  
3,9 мкг/л. 

В легких максимальная концентрация 32 мкг/г 
достигается к 5 мин наблюдения, не изменяется  
30 мин, а затем медленно снижается: концентрация 
падает до значения 2,45 мкг/г за 24 ч. При этом в лег‑
ких, сердце и почках нет фазы роста концентрации  
3‑(PhS)4‑PcAlOH в начале наблюдения.

Рис. 2. Зависимость концентрации 3-(PhS)
4
-PcAlOH от вре-

мени после его внутривенного введения в дозе 6 мг/кг в раз-
ных органах и тканях мышей: 1 – печень; 2 – селезенка; 3 – 
кожа; 4 – кровь; 5 – мышцы
Fig. 2. The dependence of 3-(PhS)

4
-PcAlOH concentration on time 

after its intravenous administration at a dose of 6 mg/kg in different 
organs and tissues of mice: 1 – liver; 2 – spleen; 3 – skin; 4 – blood; 
5 – muscle

Рис. 3. Зависимость концентрации 3-(PhS)
4
-PcAlOH от вре-

мени после его внутривенного введения в дозе 6 мг/кг в 
разных органах и тканях мышей: 1 – почки; 2 – легкие; 3 – 
сердце; 4 – кровь
Fig. 3. The dependence of 3-(PhS)

4
-PcAlOH concentration on time 

after its intravenous administration at a dose of 6 mg/kg in differ-
ent organs and tissues of mice: 1 – kidneys; 2 – lungs; 3 – heart; 
4 – blood
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В печени концентрация 3‑(PhS)4‑PcAlOH нараста‑
ет от значения 6,2 мкг/г через 5 мин наблюдения до  
20,8 мкг/г через 4 ч, остается на этом уровне до 24 ч и 
затем медленно снижается до 0,5 мкг/г за 168 ч.

 В селезенке концентрация увеличивается от зна‑
чения 8,2 мкг/г к 5 мин наблюдения до 28 мкг/г через 
4 ч, после чего быстро снижается до 8,5 мкг/г к 24 ч, но 
наблюдается до 168 ч. 

В мышцах концентрация 3‑(PhS)4‑PcAlOH мак‑
симальна к 15 мин после введения и составляет  
1,5 мкг/г, после чего снижается к 24 ч до 0,25 мкг/г.

 В почках максимальная концентрация 12,5 мкг/г 
достигается к 2 ч наблюдения, затем к 4 ч снижается в 
2 раза до 6,64 мкг/г, а к 72 ч – до 0,65 мкг/г. 

В коже (гомогенизированной, без подкожной клет‑
чатки) значения концентрации 3‑(PhS)4‑PcAlOH плав‑
но увеличиваются от 1,2 мкг/г через 4 ч до 1,7  мкг/г 
через 72 ч после введения. 

К 168 ч наблюдения значения концентрации 
3‑(PhS)4‑PcAlOH в коже, почках, легких, сердце, и 
мышцах находятся ниже предела детектирования.

Полученные результаты позволили рассчитать в 
соответствии с [18] для зависимости «концентрация 
ФС – время» в крови мышей после внутривенного 
введения 3‑(PhS)4‑PcAlOH в дозе 6 мг/кг следующие 
фармакокинетические параметры: С0 – расчетная 
концентрация в крови в момент времени наблюде‑
ния 0 ч; V1 – «кажущийся» расчетный объем распреде‑
ления дозы препарата в момент времени наблюдения 
0 ч;

Vb – кинетический объем распределения;
AUC – площадь под кривой зависимости «концен‑

трация‑ время»;
Сltot – клиренс общий – объем крови, освобождаю‑

щийся от препарата в единицу времени;
Т0,5a – время «полураспределения» препарата, бы‑

страя фаза падения концентрации;
Т0,5b – время «полувыведения» препарата, медлен‑

ная фаза падения концентрации. 
Из полученных данных следует, что зависимость 

«концентрация–время» для крови описывается 
уравнением двухкомпонентной модели. Фаза «рас‑

Таблица 1
Фармакокинетические параметры
Table 1
Pharmacokinetic parameters

Орган, ткань
Organ, tissue

Параметры
Рarameters

Со мкг/мл
µg/ml

V1 мл
ml

Vbмл
ml

AUC мкг×ч/мл
µg×h/ml

Cltot мл/ч
ml/h

Т0,5a час
h

Т0,5b час
h

Кровь
Blood

76,9 1,73 4,32 411,43 0,32 0,96 9,76

Таблица 2
Площадь под кривой зависимости концентрация-время 
AUC для тканей мышей, соотношение площадей AUCткани/
AUCкровь

Table 2
Area under curve AUC for tissue, area ratio AUCtissue /AUCblood 

Орган, ткань
Organ, tissue

AUC мкг×ч/мл
AUC µg×h/ml

AUCткани/AUCкрови
AUCtissue /AUCblood

Печень
Liver

959,7 2,3

Почки
Kidneys

275,4 0,7

Легкие
Lungs

342,8 0,8

Селезенка 
Spleen

669,4 1,6

Мышцы
Muscles

22,1 0,1

Сердце 
Heart

87,7 0,2

Кожа 
Skin

111 0,3

пределения» с быстрым снижением концентрации 
3‑(PhS)4‑PcAlOH в крови характеризуется высоким 
значением Т0,5a=0,96 ч. Анализ полученных данных (в 
первую очередь – высокое значение Т0,5a) указывает на 
длительную циркуляцию ЛЛФ 3‑(PhS)4‑PcAlOH в крови, 
распределение заканчивается к 4 ч после его введе‑
ния. Высокие значения концентрации 3‑(PhS)4‑PcAlOH 
в органах ретикулоэндотелиальной системы (печени, 
селезенке) достигаются только после 4 ч после введе‑
ния. Эти данные согласуются с выводами [14–16] о том, 
что ПЭГилирование способствует уменьшению захвата 
липосом органами ретикулоэндотелиальной системы, 
а экстравазация липосом через дефекты эндотелиаль‑
ного слоя неоваскуляризаций благодаря длительной 
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циркуляции приводит к повышению уровня и селек‑
тивности накопления ФС в опухоли. Это коррелирует с 
результатами, полученными при исследовании уровня 
и селективности накопления изучаемого ФС на опухо‑
левых моделях [11], где наибольшие значения уровня и 
селективности накопления были отмечены через 4–7 ч 
после его введения (в зависимости от выбранной мо‑
дели опухоли), и этот интервал времени был признан 
целесообразным для начала облучения при ФДТ. 

Фаза «выведения» с медленным снижением кон‑
центрации ФС в крови продолжается до 72 ч после 
введения: Т0,5b= 9,76 ч. 

Исходя из значения «кажущегося» объема распре‑
деления V1 в начальный момент времени ЛЛФ, ФС рас‑
пределяется только в крови. Значение кинетического 
объема распределения Vb составляет около 21% объ‑
ема тела животного. 

Наиболее высокие показатели площади под кривой 
AUC были получены в печени и селезенке (в 2,3 и 1,6 
раза, соответственно, выше, чем в крови); в почках отно‑
шение AUCткани/AUCкрови составляло 0,7. Органами нако‑
пления ФС являются селезенка, печень и легкие. Почки 
и, возможно, печень являются органами выведения ФС.

Заключение 
Отработан метод подготовки биологических 

проб для количественного определения концентра‑
ции ФС. 

Проведены исследования фармакокине‑
тики фотосенсибилизатора на основе тетра‑3‑
фенилтиофталоцианина гидроксиалюминия в липо‑
сомальной лекарственной форме.

Высокие (более 20 мкг/г) значения концентрации 
наблюдаются в печени, селезенке, и в первый час на‑
блюдения в легких. К 24 ч наблюдения значения кон‑
центрации ФС достаточно велики во всех органах. В 
печени и селезенке следы ФС детектируются через 
168 ч.

Подтверждено, что ПЭГилирование липосомаль‑
ной лекарственной формы ФС замедляет процесс 
его захвата ретикулоэндотелиальной системой. ФС 
длительно циркулирует в крови и органах мышей, 
распределение заканчивается только к 4 ч после вве‑
дения. 

Работа выполнена при поддержке РФФИ (№ 17–07–
01568).
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