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МЕЧЕНИЯ КЛЕТОК И МИКРОВЕЗИКУЛ БЕЛКОМ KATUSHKA2S 
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Проведен in vivo сравнительный анализ эффективности биораспределения меченых с помощью
флуоресцентных белков клеток и микровезикул. Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) гене-
тически модифицированы с помощью рекомбинантного лентивируса, несущего ген флуоресцент-
ного белка Katushka2S с целью мечения самих клеток и получаемых от них микровезикул (МВ). Се-
лекцию генетически модифицированных МСК проводили путем сортировки клеток с помощью
проточного цитометра-сортера FACS Aria III. Биораспределение клеток оценивали путем детекции
флуоресцентного сигнала с использованием прибора IVIS Spectrum. Внутривенное введение мы-
шам 5 × 105 МСК-Katushka2S недостаточно для детекции биораспределения клеток in vivo. При ана-
лизе ex vivo обнаружено, что сразу после внутривенного введения МСК аккумулируются в легких и
печени. Интенсивности флуоресценции белка Katushka2S и чувствительности прибора IVIS Spec-
trum достаточно для визуализации скопления клеток МСК-Katushka2S ex vivo. В то же время коли-
чества МВ-Katushka2S, выделенных из 1.5 × 106 МСК-Katushka2S, оказалось недостаточно для де-
текции биораспределения МВ in vivo и ex vivo. Следовательно, применение данного метода для оцен-
ки биораспределения единичных клеток и микровезикул in vivo является неэффективным.
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Одним из наиболее перспективных инстру-
ментов регенеративной медицины является кле-
точная терапия с использованием мезенхимальных
стволовых клеток (МСК), поскольку они обладают
потенциалом к мультипотентной дифференци-
ровке и иммунорегуляторной активностью [1].
Однако недостатки клеточной терапии с использо-
ванием МСК (низкая выживаемость клеток, диф-
ференцировка в нежелательном направлении, бес-
контрольное деление [2, 3]) ограничивают ее ис-
пользование, поэтому продолжается поиск и
разработка новых инструментов регенеративной
медицины.

Новым подходом является бесклеточная тера-
пия на основе микровезикул (МВ), которые пред-
ставляют собой наноразмерные липидные двух-
слойные структуры, высвобождаемые различными
типами клеток [4]. МВ обладают способностью пе-
реносить биологически активные молекулы, вклю-

чая РНК, ДНК, белки, углеводы и липиды непо-
средственно к клеткам мишеням [5]. Кроме того,
МВ имеют важное значение в передаче сигналов
внутри клетки и поддержании гомеостаза [6] и об-
ладают такими преимуществами, как небольшой
размер, который обеспечивает лучшее биораспре-
деление, низкую иммуногенность, отсутствие спо-
собности к делению [7]. Большое количество экспе-
риментальных данных об эффективности примене-
ния нативных и модифицированных МВ МСК
было получено в ходе доклинических исследова-
ний [8–10].

В рамках программы доклинических исследо-
ваний обязательным разделом является получе-
ние данных о биораспределении и фармакокинети-
ке потенциальных терапевтических средств. Одним
из самых широко используемых методов для оцен-
ки биораспределения клеток и микровезикул in vivo
является их мечение с помощью флуоресцентных
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белков с последующей неинвазивной детекцией
интенсивности флуоресцентного сигнала. Для ме-
чения клеток и микровезикул, ген флуоресцентного
белка вводят в клетки с помощью плазмидных или
вирусных векторов. Далее клетки и микровезикулы,
обладающие флуоресценцией, детектируют в орга-
нах и тканях организма животного [11].

С помощью данного метода было обнаружено,
что МСК после внутривенной инъекции задер-
живаются в легких, которые являются первым ка-
пиллярным фильтром, позже происходит пере-
распределение клеток, в основном в печень, селе-
зенку и почки, с небольшим перераспределением
МСК в другие органы [12]. МВ после внутривен-
ной инъекции обнаруживаются в печени, селе-
зенке, легких и желудочно-кишечном тракте [13].
Однако до настоящего времени не было проведено
сравнительного анализа разрешающей способно-
сти метода мечения с помощью флуоресцентных
белков с последующей неинвазивной детекцией
интенсивности флуоресцентного сигнала в орга-
низме животного для оценки биораспределения
клеток и микровезикул. Поэтому целью нашего
исследования была оценка биораспределения ме-
зенхимальных стволовых клеток и микровезикул
после внутривенного введения мышам и проведе-
ние сравнительного анализа разрешающей спо-
собности метода.

Для визуализации in vivo преимущественно ис-
пользуются красители, обладающие флуоресцен-
цией в красной и дальней красной области спектра,
так как большинство тканей не автофлуоресцируют
в этом диапазоне и эти длины волн обладают мень-
шей фототоксичностью [14, 15]. Учитывая это, в ка-
честве флуоресцентной метки мы использовали
белок Katushka2S для оценки биораспределения
мезенхимальных стволовых клеток и микровези-
кул после их внутривенного введения мышам.
Katushka2S – дальне-красный флуоресцентный
белок с максимумами возбуждения и эмиссии

флуоресценции при 588 и 633 нм, соответственно
[16]. Он имеет самую высокую яркость, быстрое
созревание и наилучшее отношение сигнал/шум
по сравнению со многими другими флуоресцент-
ными белками дальнего красного цвета [16].

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Сборка рекомбинантного лентивируса

Рассев клеток линии HEK293FT (ATCC CRL-
11268, клетки эмбриональной почки человека 293)
производили на культуральную 10 см чашку Пет-
ри (NEST, США) в количестве 2–2.5 × 106 в 10 мл
среды DMEM (Sigma, США) содержащую 10% FBS
(Sigma). Клетки культивировали до получения кле-
точного монослоя плотностью 70% в термостате при
37°С во влажной атмосфере, содержащей 5% СО2.

Через 24 ч производили смену среды и добав-
ляли 10 мл свежей среды DMEM и инкубировали
клетки в тех же условиях еще в течение 2 ч.

Для трансфекции смешивали в 15 мл стериль-
ной пробирке следующие компоненты, в соответ-
ствии с табл. 1.

Реагент HBS добавляли, держа 15 мл пробирку
со смесью на встряхивателе Vortex (ELMI, Лат-
вия). Смесь перемешивали на этом встряхивателе
и инкубировали в течение 20 мин при комнатной
температуре. Далее смесь добавляли на 10 см чаш-
ку с клетками НЕК293Т, инкубировали чашку в
течение 6–8 ч при комнатной температуре, затем
заменяли среду на свежую DMEM и продолжали
инкубировать.

Через 24 ч после трансфекции собирали супер-
натант (10 мл), содержащий рекомбинантный
лентивирус, в стерильную 15 мл пробирку. А к клет-
кам добавляли 10 мл свежей среды DMEM. Сбор су-
пернатанта осуществляли через каждые 12 ч. Весь
собранный супернатант хранили при 4°С. После
последнего сбора объединенный супернатант цен-

Таблица 1. Состав реакционной смеси для трансфекции 
Table 1. Composition of the reaction mixture for transfection

Реагент Количество в расчете на 1 культуральную 
10 см чашку, мкл

Векторная плазмида pKatushka2S 8.27

Упаковочная плазмида psPAX2 5.28

Оболочечная плазмида VSV-G 2.8

Стерильная MilliQ H2O 151

2.5 M CaCl2 50

0.1× ТЕ (10 мМ Трис + 1 мМ ЭДТА pH 8.0) (“Евроген”, Россия) 293

2× HBS (0.280 M NaCl (“ПанЭко”, Россия), 0.1 M Hepes (Servicebio, 
Китай), 0.0015М Na2HPO4 (Servicebio), pH 7.12)

506
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трифугировали при 300 g на Rotina 460R (Hettich,
Германия) в течение 5 мин и фильтровали через
фильтр 0.22 мкм.

Для концентрирования лентивируса перено-
сили по 30 мл полученного раствора в ультрацен-
трифужные пробирки 50Ultra-Clear™ Tubes 1 × 31/2
in. (25 × 89 мм) (Beckman Coulter, Inc., США) и
центрифугировали в ультрацентрифуге Optima™
L-90K (Beckman Coulter, Inc.) при 122000 g в тече-
ние 2 ч при температуре 4°C. Супернатант удаляли и
ресуспендировали осадок в среде DMEM. Аликво-
ты по 2 мл хранили в криопробирках при –80°C.

Выделение мезенхимальных стволовых клеток 
из подкожной жировой ткани человека

Жировую ткань получали от здоровых доноров
в результате выполнения операций по медицин-
ским показаниям в Научно-клинического центра
прецизионной и регенеративной медицины Ка-
занского Федерального Университета. Забор ма-
териала осуществляется строго в соответствии с
этическими принципами, утвержденными локаль-
ным этическим комитетом Казанского Феде-
рального университета и при информированном
согласии донора (Протокол № 3 от 23.03.2017).
Выделение стволовых клеток из жировой ткани
человека осуществляли методом ферментативной
обработки 0.2%-ным раствором коллагеназы II
(“Диа-М”, Россия). Инкубацию ткани проводили
при 37°С на шейкере при 120 об/мин в течение 1
ч. Клетки трижды промывали фосфатно-буфер-
ным раствором (PBS). Полученный клеточный
осадок ресуспензировали в среде α-MEM
(“ПанЭко”), с добавлением FBS (Sigma), 2 мМ
L-глутамина (“ПанЭко”). Полученные клетки
окрашивали антителами: CD29 (2115040, Sony,
США), CD73 (344014, BioLegend, США), CD90
(51-9007657, BD Biosciences, США), CD45 (sc-
25590, Santa Cruze, США), CD105 (323218, Bio-
Legend) и HLA-DR (IM0463U, Beckman coulter) и
подтверждали, что клетки обладают характерным
для МСК иммунофенотипом: CD29-позитивные,
CD73-позитивные, CD90-позитивные, CD105-по-
зитивные, D45-негативные, HLA-DR-негативные
[17]. МСК поддерживали на среде DMEM (Sig-
ma), к которой добавляли 10% FBS (Sigma), 2 мM
L-глутамина и смесь антибиотиков пенициллина
(5000 Ед./мл) и стрептомицина (5000 мкг/мл)
(“ПанЭко”). Культуры клеток культивировали в
инкубаторе inCusaFeMCO-15AC (Panasonic, Япо-
ния) при 37°С во влажной атмосфере, содержа-
щей 5% CO2.

Трансдукция мезенхимальных 
стволовых клеток лентивирусом

Для генетической модификации рекомбинант-
ным лентивирусом, рассеивали клетки в 6-луноч-

ный планшет до плотности монослоя 70%. Подго-
тавливали смесь для трансдукции, с учетом MOI
(Multiplicity of infection – множественность ин-
фекции) 10. Затем наносили на клетки приготов-
ленную смесь для трансдукции с применением
50 мкг/л раствора протамина сульфата (Sigma).
Через 6 ч сменяли среду на свежую. На 4 сутки по-
сле вирусной трансдукции производили отбор и
сортировку генетически модифицированных
МСК, регистрируя дальне-красную флуоресцен-
цию белка на проточном цитометре с функцией
сортировки FACS Aria III (BD Biosciences).

Для анализа экспрессии дальне-красного флуо-
ресцентного белка Katushka2S использовали метод
конфокальной микроскопии LSM 710 (Carl Zeiss,
Германия) [18].

Получение микровезикул из МСК
Получение микровезикул из культуры клеток

МСК человека осуществляли согласно Pick et al. с
модификациями [19]. При достижении культурой
клеток плотности монослоя 90%, отбирали пита-
тельную среду, дважды промывали культуру с по-
мощью PBS. Клетки открепляли от культураль-
ного пластика при помощи 0.25% раствора трип-
сина-ЭДТА (Life Technologies, США), затем их
отмывали PBS. Инкубировали клетки в DMEM
без сыворотки, содержащей 10 мкг/мл цитохала-
зина B (Sigma-Aldrich) в течение 30 мин при 37°С
во влажной атмосфере, содержащей 5% CO2. Да-
лее клеточную суспензию активно встряхивали 30 с
и осаждали 100 g 10 мин (центрифуга LMC-3000
(BioSan, Латвия)). После чего осуществляли от-
бор супернатанта и два последовательных этапа
центрифугирования: 300 g 20 мин и 2000 g 25 мин
(центрифуга СМ-50 (ELMI)). Осадок, содержа-
щий МВ, отмывали большим количеством PBS,
центрифугировали при 2000 g 25 мин. Отделяли
супернатант и полученный осадок МВ использо-
вали далее в работе.

Лабораторные животные
В работе использовали мышей Mus musculus ICR,

полученных из питомника лабораторных живот-
ных “Стезар” (Москва, Россия), содержание ко-
торых соответствовало правилам, принятым в
КФУ и рекомендациям местного этического ко-
митета (протокол № 30, от 28.06.2021.

Биораспределение
Биораспределение клеток и везикул исследо-

вали при внутривенном введении мышам. Иссле-
дования проводили при помощи IVIS Spectrum
(PerkinElmer, США). Для этого животным внут-
ривенно вводили 5 × 105 МСК-Katushka2S или
иМВ-Katushka2S, выделенные из 1.5 × 106 МСК.
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Далее животных наркотизировали внутримышечно
при помощи золетила 100 (Virbac, Франция) в дозе
0.7 мл/кг и медитина (“Апиценна”, Россия) в дозе
0.1 мл/кг и оценивали распределение флуорес-
центного сигнала в организме животного с ис-
пользованием системы визуализации IVIS Spec-
trum (Perkinelmer).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Сборка рекомбинантного репликационно-
дефектного лентивируса, несущего ген 

красного флуоресцентного белка Katushka2S

С целью получения флуоресцентно меченных
клеток и микровезикул, мы провели сборку ре-
комбинантного репликационно-дефектного лен-
тивируса, несущего ген красного флуоресцентно-
го белка Katushka2S (LV-Katushka2S). Для этого
нами была проведена ко-трансфекция пакующей
линии клеток HEK293FT тремя плазмидами: лен-
тивирусной векторной, содержащей целевой ген
(pLX303-Katushka2S, #25897), оболочечной (pC-
MV-VSV-G, AddGene #8454) и упаковочной (ps-
PAX2, AddGene #12260), методом кальций-фос-
фатной трансфекции. Мы определили эффектив-
ность кальций-фосфатной трансфекции поскольку
от нее зависит количество трансфицированных
клеток и, следовательно, эффективность сбор-
ки лентивируса. Количество трансфицированных,
то есть обладающих флуоресценцией в красной
области спектра клеток оценили методом проточ-
ной цитофлуориметрии (рис. 1).

Эффективность трансфекции клеток HEK293FT,
которые были успешно трансфицированы и экс-
прессировали красный флуоресцентный белок

Katushka2S составила 12.3%. Наши результаты со-
гласуются с данными других авторов [20].

Проведение генетической модификации 
мезенхимальных стволовых клеток 

рекомбинантным лентивирусом LV- Katushka2S

Генетическая модификация (вирусная транс-
дукция) МСК для получения культуры клеток со
сверхэкспрессией Katushka2S нами была прове-
дена по освоенной ранее методике с использова-
нием рекомбинантного лентивируса LV-Katushka2S
[21]. Одной из важных характеристик вирусной
трансдукции является множественность инфекции
(MOI) – количество вирусных частиц на клетку-
мишень, которое должно быть достаточным для
эффективной трансдукции. Слишком высокий
MOI может привести к цитотоксичности или дру-
гим нежелательным эффектам, поэтому выбор
его значения зависит от конкретных целей экспе-
римента и желаемого результата. Мы использова-
ли MOI 10, учитывая исследование Andrews S. et al.
[22] этого значения достаточно для высокого про-
цента заражения и в то же время MOI 10 не при-
водит к цитотоксичности. МСК культивировали
в 6-луночном культуральном планшете до плот-
ности клеточного монослоя 70%. Клетки инфи-
цировали полученным рекомбинантным LV-Ka-
tushka2S с MOI 10. После добавления рекомби-
нантного лентивируса, клетки инкубировали в
течение 3 сут при 37°С во влажной атмосфере, со-
держащей 5% CO2. Анализ флуоресценции в крас-
ной области спектра в культуре MCК осуществ-
ляли при помощи флуоресцентного микроскопа
Axio Observer.Z1 (CarlZeiss) (рис. 2).

Рис. 1. Анализ флуоресценции клеток HEK293FT через 24 ч после кальций-фосфатной трансфекции. Пик– трансфи-
цированные клетки.
Fig. 1. Fluorescence analysis of HEK293FT cells 24 h after calcium phosphate transfection. The peak represents the transfected
cells.
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Согласно полученным результатам, в культуре
МСК 15% клеток обладали флуоресценцией в
красной области спектра. Это свидетельствует о
том, что в результате генетической модификации
рекомбинантным лентивирусом клетки экспрес-
сируют красный флуоресцентный белок Katush-
ka2S. Однако, по-видимому, такого количества
вирусных частиц (MOI 10) было недостаточно для
заражения всех клеток-мишеней, поскольку не-
которые клетки остались незараженными или
инфицированными лишь частично.

Сортировка генетически модифицированных 
мезенхимальных стволовых клеток

С целью увеличения процента/обогащения ге-
нетически модифицированных МСК в культуре,

мы провели сортировку клеток на основании ин-
тенсивности флуоресценции в красной области
спектра с помощью проточного цитофлуоримет-
ра с функцией сортировки FACS Aria III (BD Bio-
sciences). Режим сортировки был подобран с це-
лью максимального выхода клеток. Полученные
результаты представлены на рис. 3.

В результате сортировки согласно данным про-
точной цитометрии процент клеток, обладающих
флуоресценцией в диапазоне 588–633 нм, соста-
вил 82% (рис. 3b).

Данные проточной цитофлуориметрии были
подтверждены при помощи конфокальной мик-
роскопии. Для этого клетки выращивали в 6-лу-
ночном планшете до плотности монослоя 70%.
Микрофотографии культуры отсортированных

Рис. 2. Анализ флуоресценции МСК после трансдукции: а, b – проточная цитометрия, c, d – конфокальная микро-
скопия. а – Выделение популяции МСК с помощью гейта; b – анализ интенсивности флуоресценции клеток в крас-
ной области спектра; c, d – флуоресцентная микрофотография МСК после трансдукции. Масштабный отрезок 50 мкм.
Fig. 2. Fluorescence analysis of MSCs after transduction: a, b – flow cytometry, c, d – confocal microscopy. a – Gating to select
the MSC population; b – analysis of cell f luorescence intensity in the red region of the spectrum; c, d – fluorescent micrograph of
MSCs after transduction. Scale bar 50 μm.
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МСК, представленные на рис. 3(c, d), подтвержда-
ют успешную сортировку обладающих флуорес-
ценцией клеток.

Таким образом, мы увеличили количество Ka-
tushka2S экспрессирующих клеток в 5.47 раз. Нали-
чие нетрансдуцированных клеток в итоговой/от-
сортированной популяции объясняется выбран-
ным режимом сортировки. Мы использовали
режим максимального выхода клеток, при кото-
ром происходит сортировка всех детектирован-
ных трансдуцированных клеток даже если есть
риск “загрязнения” итоговой популяции нецеле-
выми/нетрансдуцированными клетками. Впо-

следствии после наращивания клеток возможно
проведение повторной процедуры сортировки
клеток, так как прибор обеспечивает стерильные
условия процесса.

Оценка интенсивности флуоресценции генетически 
модифицированных мезенхимальных стволовых 

клеток с помощью прибора IVIS Spectrum

С целью определения минимального количе-
ства генетически модифицированных клеток, не-
обходимого для детекции флуоресцентного сиг-
нала с помощью прибора IVIS Spectrum (Perki-

Рис. 3. Анализ отсортированных генетически модифицированных мезенхимальных стволовых клеток: a, b – проточ-
ная цитометрия, c, d – конфокальная микроскопия. a – Выделение популяции МСК с помощью гейта; b – анализ ин-
тенсивности флуоресценции клеток в красной области спектра и выделение наиболее ярких клеток; c, d – флуорес-
центная микрофотография культуры отсортированных МСК. Масштабный отрезок 50 мкм.
Fig. 3. Analysis of sorted genetically modified mesenchymal stem cells: a, b – f low cytometry, c, d – confocal microscopy.
a – Gating to select the MSC population; b – analysis of cell fluorescence intensity in the red region of the spectrum and selection of
the brightest cells; c, d – fluorescent micrograph of the sorted MSC culture. Scale bar 50 μm.
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nelmer), нами была оценена флуоресценция
МСК-Katushka2S, нанесенных в разных разве-
дениях в лунки 24-луночного планшета (рис. 4).
Для этого были приготовлены суспензии со сле-
дующим количеством клеток МСК-Katushka2S:
1 лунка – 5 × 105 клеток, 2 лунка – 2.5 × 105 клеток,
3 лунка – 1 × 105 клеток, 4 лунка – 5 × 104 клеток.

Согласно полученным данным, минимальное
количество клеток МСК-Katushka2S, необходи-
мое для уверенной детекции сигнала с помощью
прибора IVIS Spectrum составило 5 × 105 клеток
(рис. 4, лунка № 1). Опираясь на эти данные, мы по-
добрали количество МСК и МВ для внутривенного
введения животным на следующем этапе.

Характеристика биораспределения МСК-
Katushka2S и МВ-Katushka2S in vivo и ex vivo

На этом этапе нами были получены индуциро-
ванные микровезикулы (иМВ). Ранее нашим
коллективом были оценены морфология и размер
иМВ с помощью сканирующей электронной мик-
роскопии. Согласно полученным данным, МВ, вы-
деленные с помощью цитохалазина В из МСК,
имеют сферическую структуру и размеры от 100
до 2600 нм, причем большинство (89.36%) имеют
размеры от 100 до 1200 нм [23]. иМВ при “отшну-
ровывании” от цитоплазматической мембраны

МСК имеют такое же содержимое и иммунофе-
нотип, что и родительские МСК, поэтому иМВ
также как и клетки МСК будут содержать флуо-
ресцентный белок Katushka2S [23].

С целью оценки биораспределения мезенхи-
мальных стволовых клеток и микровезикул, нами
было проведено введение МСК и иМВ мышам и
исследовано распределение флуоресцентного
сигнала в организме животного с использовани-
ем системы визуализации IVIS Spectrum.

В хвостовую вену мышам внутривенно вводи-
ли 5 × 105 генномодифицированных мезенхималь-
ных стволовых клеток (МСК-Katushka2S) и прово-
дили детекцию флуоресцентного сигнала in vivo с
помощью прибора IVIS Spectrum In Vivo Imaging. В
качестве контроля использовали мышей, которым
вводили физиологический раствор. Свечение на-
блюдалось только в области введения (рис. 5).

Полученные результаты, позволяют сделать вы-
вод, что интенсивности флуоресценции используе-
мого нами красного флуоресцентного белка и/или
количества клеток недостаточно для неинвазив-
ной визуализации in vivo, поэтому были проведе-
ны дополнительные исследования биораспреде-
ления на иссеченных органах с помощью макро-
скопической визуализации ex vivo.

На следующем этапе после внутривенного вве-
дения МСК-Katushka2S или индуцированных мем-

Рис. 4. Оценка интенсивности флуоресценции суспензии МСК-Katushka2S с помощью прибора IVIS Spectrum In Vivo
Imaging System в планшете. 1 лунка – 5 × 105 клеток, 2 лунка – 2.5 × 105 клеток, 3 лунка – 1 × 105 клеток, 4 лунка – 5 ×
× 104 клеток.
Fig. 4. Evaluation of the f luorescence intensity of the MSC-Katushka2S suspension using the IVIS Spectrum In Vivo Imaging
System in a plate. Well 1 – 5 × 105 cells, well 2 – 2.5 × 105 cells, well 3 – 1 × 105 cells, well 4 – 5 × 104 cells.

1 2 3 4
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бранных везикул (иМВ-Katushka2S) флуоресцен-
цию ex vivo анализировали в тканях при помощи
прибора IVIS Spectrum In Vivo Imaging System. Ре-
зультаты анализов представлены на рис. 6.

Как следует из представленных результатов, спу-
стя 1 ч после введения 5 × 105 МСК-Katushka2S,
клетки аккумулировались в легких и в печени
(рис. 6а). Однако введенные индуцированные мик-
ровезикулы (иМВ-Katushka2S), выделенные из
1.5 × 106 МСК, визуализировать не удалось (рис. 6b).

Таким образом, мы установили, что чувстви-
тельности прибора IVIS Spectrum In Vivo Imaging
System (Perkinelmer, США) достаточно для визуали-
зации скопления клеток МСК-Katushka2S ex vivo,
однако распространение микровезикул с помо-
щью данного метода отследить невозможно. Это
связано с тем, что везикулы, обладая меньшим
(по сравнению с МСК) размером, демонстрируют

лучшую проникающую способность и более
быструю скорость распределения in vivo. Вероят-
но, чувствительности данного метода для детек-
ции биораспределения микровезикул недоста-
точно вследствие быстрого рассеивания везикул
после внутривенного введения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Мечение с помощью флуоресцентных белков
широко используется для исследования биорас-
пределения. Однако, необходимо учитывать, что
интенсивность флуоресценции зависит от мно-
жества факторов, в частности от эффективности
трансдукции, количества копий гена на клетку,
уровня экспрессии белка [23]. Успешная детек-
ция флуоресцентного сигнала зависит от чув-
ствительности прибора и мощности источника

Рис. 5. Анализ биораспределения МСК-Katushka2S in vivo. а – Контрольное животное, b – опытное.
Fig. 5. Analysis of MSC-Katushka2S biodistribution in vivo. а – Control animal, b – experimental animal.
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возбуждающего света. Кроме того, вероятно ско-
рость распределения исследуемого препарата на-
прямую влияет на успешность детекции флуорес-
центного сигнала, так как быстрое распределение
препарата в организме животного исключает ло-
кальное скопление, снижает эффект складывания
флуоресцентного света в области скопления, что
приводит к снижению эффективности детекции.

Согласно полученным результатам, сразу по-
сле введения МСК аккумулируются в легких и пе-
чени, при этом интенсивности флуоресценции бел-
ка Katushka2S и чувствительности прибора IVIS
Spectrum достаточно для визуализации скопле-
ния клеток МСК-Katushka2S ex vivo. Распростра-
нение единичных клеток и микровезикул, кото-
рые обладают лучшей проникающей способно-

стью из-за небольшого размера и быстро
рассеиваются в организме мыши с помощью дан-
ного метода отследить невозможно. Следователь-
но, для увеличения его чувствительности нужно
модифицировать протокол, при этом увеличить
количество получаемых микровезикул и оптими-
зировать условия их детекции. Таким образом,
необходимо выбирать правильный метод визуа-
лизации, исходя из объекта исследования и его
распределения в организме.
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Работа выполнена при поддержке Программы
стратегического академического лидерства Казанско-
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Рис. 6. Анализ биораспределения меченых МСК и иМВ в органах. Анализ через 1 ч после внутривенного введения:
а – МСК-Katushka2S, b – иМВ-Katushka2S. Слева контрольные ткани, справа – ткани эксперимента: 1 – печень,
2 – селезенка, 3 – почки, 4 – легкие, 5 – сердце.
Fig. 6. Analysis of the biodistribution of labeled MSCs and iMVs in organs. Analysis 1 hour after intravenous administration:
а – MSC-Katushka2S, b – iMV-Katushka2S. Control tissues are on the left, experimental tissues on the right: 1 – liver, 2 – spleen,
3 – kidneys, 4 – lungs, 5 – heart.
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Evaluation of the Effectiveness of Fluorescent Labeling of Cells and Microvesicles 
with the Katushka2S Protein to Assess their Biodistribution in vivo and ex vivo
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Abstract—A comparative in vivo analysis was conducted to evaluate the biodistribution efficiency of cells and
microvesicles labeled with f luorescent proteins. Mesenchymal stem cells (MSCs) were genetically modified
using a recombinant lentivirus carrying the gene for the f luorescent protein Katushka2S, with the goal of la-
beling both the cells and their derived microvesicles (MVs). The selection of genetically modified MSCs was
performed through cell sorting using a FACS Aria III f low cytometer-sorter. The biodistribution of the cells
was assessed by detecting the f luorescent signal using the IVIS Spectrum system. Intravenous administration
of 5 × 105 MSC-Katushka2S in mice was insufficient for in vivo detection of cell biodistribution. Ex vivo
analysis revealed that immediately after intravenous administration, the MSCs accumulated in the lungs and
liver. The intensity of Katushka2S protein fluorescence and the sensitivity of the IVIS Spectrum system were
sufficient for ex vivo visualization of MSC-Katushka2S cell clusters. However, the quantity of MVs-Katushka2S
isolated from 1.5 × 106 MSC-Katushka2S was insufficient for the detection of MV biodistribution both in vivo
and ex vivo. Therefore, the application of this method for evaluating the biodistribution of individual cells and
microvesicles in vivo is ineffective.

Keywords: biodistribution, extracellular vesicles, induced microvesicles, membrane vesicles, mesenchymal
stem cells, multipotent stromal cells, f luorescent protein
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