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Оценка концентрации внедренных носителей для адресной доставки

лекарств с помощью фотоакустической томографии
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Введение

Методы фотоакустической визуализации RSOM

(Raster-Scan Optoacoustic Mesoscopy) и MSOT

(Multispectral Optoacoustic Tomography) обеспечивают

визуализацию анатомии лабораторных животных на

достаточно большую глубину для оптических методов

биомедицинской визуализации. С их помощью можно

проводить ангиографические исследования, в том

числе с анализом оксигенации крови, изучать развитие

и метастазирование опухолей, а также отслеживать

распределение контрастных агентов и биоактивных

веществ, поглощающих свет в пределах доступного

спектрального диапазона прибора [1–6].

Применение фотоакустической визуализации для на-

блюдения за поведением носителей для адресной до-

ставки лекарств в естественной среде in vivo является

перспективной альтернативой прижизненной визуализа-

ции на биолюминографах, ex vivo оценке концентрации

действующего вещества в органах и тканях или забору

образцов на подобные исследования с помощью локаль-

ной биопсии [7–10]. Важным преимуществом систем фо-

тоакустической визуализации является неинвазивность,

большая глубина визуализации, особенно при использо-

вании длин волн, соответствующих окнам прозрачности

биоткани, и возможность полноценной 3D-визуализации

и количественной оценки концентрации при построении

достаточно детальных моделей. Немаловажным преиму-

ществом фотоакустических систем также является воз-

можность разделять сигнал от различных хромофоров

при съемке объекта на достаточном количестве длин

волн [11–15].

В настоящей работе получены данные фотоакустиче-

ской томографии для одних и тех же животных до и

после трансдермального внедрения носителей для ад-

ресной доставки лекарств с использованием красителей

группы Cy как контрастных агентов. Также мы оцени-

вали возможность разделения сигналов от внедряемого

вещества и фоновых сигналов, формируемых натураль-

ными хромофорами в лабораторном животном, без ис-

пользования спектрального разделения на одной длине

волны. Данная задача является важной для разработки

компактных приборов фотоакустической визуализации,

использующих твердотельные лазеры с одной длиной

волны для формирования сигналов.

Методы

Материалы и методы

В ходе экспериментов использовались следующие

вещества: хлорид кальция (CaCl2), карбонат натрия

(Na2CO3), этанол, этиленгликоль, гидрохлорид поли-L-

аргинина (pArg, Mw 15−17 kDa), натриевая соль суль-

фата декстрана (DsS, Mw 70 kDa), хлорид натрия, бы-

чий сывороточный альбумин (BSA), диметилсульфоксид

(DMSO) и фосфатно-солевой буфер (PBS). Все эти

материалы были получены от Sigma-Aldrich (США).
Cyanine7 NHS ester (Cy7) был приобретен у Lumiprobe

(Россия). Во всех экспериментах использовалась деиони-

зованная вода. Эксперименты с животными проводи-

ли с линией мышей Balb/с в соответствии с прото-

колом, одобренным комитетом по этике ФГБОУ ВО
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от 07.10.2025 года).

Синтез BSA, меченного Cyanine 7 NHS-ester

(BSA-Cy7)

Конъюгацию белка с красителем проводили по ранее

разработанной методике [16]. Краситель Cy7 (5mg)
растворяли в безводном растворе DMSO (1.7mL). После

этого к раствору BSA добавляли раствор Cy7 (15mL,

4mg/mL, PBS-буфер, рН8.3). Смесь перемешивали в

течение ночи при температуре +4 ◦C. Избыток Cy7

убирали путем интенсивного диализа в воде.

Синтез частиц карбоната кальция (CaCO3)

Частицы карбоната кальция (CaCO3) были получены

по ранее описанной методике [17]. Для этого смешивали

2mL 0.33 М-раствора CaCl2 с 2mL 0.33 М-раствора

Na2CO3 и 20mL этиленгликоля. Реакционную смесь

инкубировали в течение 3 h при комнатной температуре

при перемешивании (700 rpm). Полученные частицы

осаждали центрифугированием при 3800 rpm в течение

10min. Затем их промывали трижды деионизированной

водой и этанолом. Завершающим этапом была лиофиль-

ная сушка в течение 12 h.

Иммобилизация флуоресцентно-меченого BSA

в частицы CaCO3

Для добавления флуоресцентно-меченого BSA (BSA-
Cy7) в частицы CaCO3 использовали метод адсорбции.

К 40mg сухих частиц CaCO3 добавляли 1mL раствора

BSA-Cy7 (концентрация 40mg/mL в PBS, pH7.4). Смесь
инкубировали 15min при встряхивании (600 rpm). По-

крытые флуоресцентно-меченым белком частицы оса-

ждали центрифугированием (3800 g, 1min), а затем два-

жды промывали деионизированной водой для удаления

несвязанного белка.

Для последующего нанесения полимерных слоев ис-

пользовали метод послойной адсорбции. Были приготов-

лены растворы pArg и DsS с концентрацией 1mg/mL

в растворе 0.9%-NaCl. Цикл адсорбции одного слоя

включал поочередное нанесение pArg и DsS. CaCO3

инкубировали в растворе полимера (1mg/mL) в течение

10min при перемешивании со скоростью 600 rpm. Затем

частицы центрифугировали при 3800 g в течение 1min

и дважды промывали деионизированной водой. Этот

процесс повторялся до формирования трех полимерных

бислоев (pArg/DsS)3 . Полученные частицы, покрытые

полимерной оболочкой, были высушены на лиофильной

сушке в течение 12 h. В результате были получены

микрочастицы с оболочками структуры CaCO3/BSA-

Cy7/(pArg/DsS)3 .

Трансдермальное внедрение
полиэлектролитных микрокапсул

Водную суспензию сформированных частиц ядро-

оболочка внедряли в кожу под действием ультразвука

(0.5W/cm2, 1MHz, 10min) с помощью прибора УЗТ-

1.01Ф (МедТеКо, Россия), как описано ранее [18]. В экс-

периментах использовалась концентрация 10mg частиц

в 0.2mL воды.

Измерения фотоакустической томографии
и обработка данных

Измерения фотоакустической томографии проводи-

лись на установке PhotoSound TriTom (PhotoSound,
США) с использованием перестраиваемого лазера

EKSPLA PhotoSonusM (EKSPLA, Литва). В экспери-

ментах с носителями для адресной доставки лекарств

использовалась длина волны 750 nm, близкая к макси-

муму поглощения красителя. Полученные изображения

восстанавливались ПО TriTom Reconstruction software из

сырых фотоакустических данных в трехмерные данные.

Скорость звука подбиралась по максимуму контраста

базовых двумерных проекций и толщине тонких линий

на них для одного из животных и использовалась для

восстановления всего набора данных, снятых в тече-

ние одной серии измерений, в данной серии экспери-

ментов использовалась скорость 1520m/s. Дальнейшая

обработка данных (восстановление Maximum Intensity

Projections и построение изображений) проводилась в

пакете Jupyter Notebook из дистрибутива Anaconda

Python с использованием библиотек h5py и pandas для

импорта данных, napari для визуализации трехмерных

данных, numpy, scipy, matplotlib.pyplot для основной

обработки данных и построения двумерных сечений.

Результаты и обсуждение

В ходе проведенных экспериментов изучена возмож-

ность визуализации распределения носителей для адрес-

ной доставки лекарств при трансдермальной доставке

при помощи фотоакустической томографии на разных

длинах волн. Использование красителя Cy7 с поглоще-

нием в окне прозрачности биоткани позволяет визуали-

зировать трехмерное распределение внедренных носи-

телей. Используемые носители для адресной доставки

лекарств стабилизированы бислоями (pArg/DsS)3 и бу-

дут медленно деградировать в организме до разрушения

этого биоразлагаемого покрытия. Фотоакустическая то-

мография снималась практически сразу после внедрения

микрокапсул, промежуток между окончанием процесса

внедрения и съемкой данных для томографии составлял

несколько минут. Согласно данным предыдущих иссле-

дований биодеградация данного типа носителей для ад-

ресной доставки лекарств занимает существенно более

продолжительное время, в данный короткий промежуток

времени возможна только некоторая десорбция самих
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Рис. 1. Трехмерные изображения животного до внедрения полиэлектролитных микрокапсул (a) и изображение животного

сразу после внедрения (b). Гистограммы интенсивностей трехмерных данных (c) для животного с внедренными носителями

(Delivery) и контрольного животного (Control), и такие же гистограммы для трех проекций максимальной интенсивности в

плоскости xy, xz , yz (d).

носителей (плохо внедренной части) в иммерсионную

среду томографа.

Поскольку разрешения прибора ∼ 100µm не хватает

для того, чтобы видеть отдельные носители, мы видим

интегральное распределение красителя (и самих носи-

телей) по объему животного. Четко видна локализация

объектов в области вблизи кожи животного на спине, где

проводилось внедрение носителей. В качестве контроля

мы использовали тех же животных до внедрения и более

крупную группу животных, на которых исследовалось

распределение фоновых фотоакустических сигналов. Яв-

ным отличием внутри контрольной группы была только

хорошая видимость селезенки у одного из животных,

не участвовавших в эксперименте с Cy7. Контрольные

животные демонстрируют низкий уровень фотоакусти-

ческого сигнала (рис. 1, а, 2, а). В основном на данных

фотоакустической томографии видны крупные сосуды

в основании лапы и хвоста животного и содержимое

пищеварительного тракта. После внедрения интенсив-

ность сигналов существенно увеличивается, появляется

ряд ярких объектов, которые соответствуют областям

внедрения большого количества микрокапсул (рис. 1, b).
В то же время гистограмма изображения, и для полного

набора вокселей (рис. 1, с) и для восстанавливаемых на

рис. 2 проекций (рис. 1, d), не демонстрирует бимодаль-

ного разделяемого распределения. Основным отличием

в гистограмме являются более выраженные хвосты рас-

пределения интенсивностей и увеличение асимметрич-

ности (что проявляется в увеличении статистических

параметров кривизны распределения и эксцесса). Для

разделения сигналов от капсул и фоновых сигналов от

собственных люминофоров животного мы в итоге ис-

пользовали пороговый метод с порогом интенсивности

27000 a.u.. Данный порог лежит выше максимальной

интенсивности сигналов контрольного измерения живот-

ного до внедрения (фонового распределения интенсив-

ности фотоакустического сигнала), но часть распреде-

ления ниже порога теряется. Данный недостаток можно

исправить с помощью морфологической операции рас-

ширения, прикрепляя менее яркие пиксели к выделенной

по высокому порогу области, пока все внедренные

объекты не будут выделены. В целом предложенный

метод позволяет в значительной мере подсветить на

изображениях внедряемые объекты (рис. 2, b) и оцени-

вать количество внедренного вещества, появление новых

ярких объектов, соответствующих внедренному веще-

ству на приборах, для которых недоступно спектральное

разделение сигналов в силу использования простых ла-

зеров, работающих на одной частоте. Следует учитывать,

что предложенный метод дает для количества и объемов

внедренного вещества скорее оценку снизу, в силу того

что теряется часть распределения, перекрывающаяся по

интенсивности с фоновыми присутствовавшими изна-

чально хромофорами.
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Рис. 2. Проекции изображения контрольного животного (a) и животного с внедренными носителями для адресной доставки с

использованием одинаковых с (a) значений псевдоцвета для одинаковых интенсивностей (b) и с притушенными для наглядности

изображениями фотоакустических сигналов, формируемых животным. На изображениях (b) и (с) в формате оверлея показан

сигнал, формируемый носителями для адресной доставки.

Выводы

Трансдермальное внедрение носителей для адресной

доставки лекарств приводит к заметному повышению

уровня фотоакустического сигнала за счет красителя,

внедренного в состав носителей. Разрешение прибора

не позволяет выделить сигнал от отдельных носителей,

в то же время в области внедрения носителей наблю-

дается практически в два раза более высокий уровень

фотоакустических сигналов по сравнению с контроль-

ными животными и сигналом в том же животном до

внедрения. Это свидетельствует о том, что фотоаку-

стическая томография позволяет наблюдать внедрение

носителей и распределение действующего вещества при

его стандартных концентрациях для внедрения даже

при отсутствии спектрального разделения сигналов от

естественных хромофоров и действующего вещества, а

при достаточных концентрациях действующего вещества

Оптика и спектроскопия, 2026, том 134, вып. 6
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оценивать снизу количество внедренного хромофора да-

же при отсутствии явного бимодального распределения

интенсивностей.
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