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Резюме
Актуальность. Исследования в области онкологии требуют использования животных ксенографтных 

моделей, соответствующих принципам гуманности и рациональности. Доклинические исследования 
низкомолекулярных ингибиторов, противоопухолевых моноклональных антител, вакцин, клеточных 
препаратов, в том числе CAR-T клеток, нуждаются в прижизненном контроле динамики роста опухо-
ли. Широко применяемая люциферазная детекция биолюминесценции ксенографтов требует введения 
субстрата, однако инъекции менее гуманны, более трудоемки, дорогостоящи, стрессируют животное. 
Альтернативой люциферазной биолюминесценции могут быть флуоресцентные белки дальне-красного 
спектра, визуализация эмиссии которых в экспериментальных моделях in vivo упростит манипуляции 
с животными и увеличит доступность детекции. Цель. Сравнить эффективность детекции динамики 
роста опухолевых ксенографтов in vivo в мышиных моделях с инъекцией опухоли шейки матки, при-
меняя доступную линейку флуоресцентных дериватов красного белка одной клады Katushka с распро-
страненной в in vivo исследованиях люциферазой Renilla. Материалы и методы. Ксенографтные моде-
ли NSG-SGM3 мышей были получены подкожным введением модифицированных клеток линии HeLa, 
экспрессирующих флуоресцентные белки-репортеры Katushka, Katushka2S, TurboRFP, TurboFP650 и 
люциферазу Renilla. Исследование и оценку флуоресцентного и биолюминесцентного сигнала опухоли 
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Abstract
Background. Research in oncology assumes establishment and usage of xenograft animal models, meeting 

the requirements of humanity and rationality. Although praised as promising field of research, preclinical studies 
of low-molecular-weight inhibitors, antitumor monoclonal antibodies, vaccines, cellular therapy products, CAR-T 
cells entail continuous control of tumor growth dynamics. Luciferase detection of bioluminescence requires in-
jection of a reporter substrate. However, injections not only are laborious, time-consuming and expensive, but are 
also stressful for animals. Thus, a vast variety of new visualization methods is employed, including proteins of the 
far-red spectrum. Objective. The study aimed to compare detection efficiency of tumor growth dynamics in mice 
models of cervical cancer, applying a commercially available line of fluorescent red protein derivatives of Katush-
ka clade and Renilla luciferase, that is commonly used in in vivo studies. Design and methods. Xenograft mice 
models were derived injecting modified HeLa cell line, that expresses fluorescent reporter proteins: Katushka, 
Katushka2S, TurboRFP, TurboFP650 and Renilla enzyme. Results. Spectral properties and emission wavelength 
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проводили на 7, 14, 21 сутки после введения ксенографта. Результаты. Спектральные характеристики и 
детекция эмиссии белков-репортеров Katushka и Katushka2S выделяют данные маркеры среди всей ли-
нейки исследуемых белков дальне-красного спектра. Заключение. Детекция флуоресцентного сигнала 
дальне-красных белков-репортеров Katushka и Katushka2S может служить полноценной альтернативой 
люциферазной биолюминесценции фермента Renilla в экспериментальных моделях in vivo в рамках им-
мунотерапевтических исследований.

Ключевые слова: биолюминесценция, визуализация ксенографтов in vivo, люциферазная детекция, 
флуоресцентные белки, флуоресценция в биомедицинских исследованиях.

Для цитирования: Левчук К.А., Богданова Д.А., Ершова А.Е., Смирнов С.В., Голдаева А.А., Васюти-
на М.Л., Истомина М.С., Демидов О.Н., Петухов А.В., Торопова Я.Г. Прямое сравнение вариантов даль-
не-красных флуоресцентных белков KATUSHKA с люциферазной биолюминесценцией на ксенографт-
ных мышиных моделях изучения опухолей эпителиального происхождения. Трансляционная медицина. 
2021;9(6):59-70. DOI: 10.18705/2311-4495-2022-9-6-59-70
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Введение
Биолюминесценция, созданная самой приро-

дой для целей полового размножения, привлечения 
жертвы, отпугивания и других нужд у различных 
организмов, стала незаменимым инструментом в 
биологических исследованиях [1–4]. Индуктором 
биолюминесценции могут служить свет (фотолю-
минесценция) или энергия химической реакции 
(хемилюминесценция). Сложно переоценить важ-
ность использования этого явления в колоссальном 
количестве исследований, что подтверждает Нобе-
левская премия по химии 2008 года за открытие и 
развитие исследований с применением зеленого 
флуоресцентного белка (англ. GFP). Ее были удо-
стоены три биолога: Осаму Шимомура, Роджер 
Тсиен и Мартин Чалфи [5]. Нобелевскую премию по 
физиологии и медицине в 2008 году разделили три 
вирусолога, в том числе Харальд цур Хаузен, за от-
крытие вирусов папилломы человека, вызывающих 
рак шейки матки. Весьма интересным является тот 
факт, что в нашей работе исследуются флуоресцент-
ные белки, экзогенно экспрессирующиеся в линии 
рака шейки, объединив тем самым объекты двух Но-
белевских премий одного года. GFP, ставший пер-
вым широко используемым в исследованиях флу-
оресцентным белком, был получен, а через 30 лет 
и клонирован как ген из медузы Aequorea victoria. 
Зеленое свечение этого белка было возможно только 
в присутствии источника света определенной дли-
ны волны, получаемого этим же организмом в ре-
зультате окисления белка экворина и в присутствии 
ионов кальция. Кроме экворина известной группой 
светоизлучающих веществ являются люциферины. 
Люциферины излучают свет в результате их окис-
ления ферментами люциферазами и встречаются у 
светлячков, моллюсков, бактерий, простейших, ра-
кообразных, глубоководных рыб и грибов [6]. Еще 
один представитель книдарий, как и ранее упомяну-

тая медуза Aequorea Victoria, Renilla reniformis, или 
коралловый полип морские анютины глазки синте-
зирует используемую нами мономерную люцифера-
зу RLuc [7] (рис. 1).

Как фото-, так и хемилюминесценция позво-
ляют визуализировать и отслеживать молекулы, 
отдельные клетки, ткани, органы, организмы и, 
конечно, опухоли. Применяя биолюминесценцию 
в изучении опухолей, можно отследить их рост и 
метастазирование в ксенографтных мышиных мо-
делях без инвазивного вмешательства, эвтаназии 
животного или неточных наружных измерений 
приборами типа штангенциркуля, то есть возмож-
но оценить рост и развитие опухоли в живом мо-
дельном организме в динамике и, например, под 
воздействием терапии. Существенной проблемой 
в такого рода исследованиях может быть поглоще-
ние биолюминесценции или интерференция тка-
нями и органами животного, в том числе такими 
их компонентами, как гемоглобин и меланин. Дли-
ны волн от 650 нм до 900 нм проходят через ткани 
мышей практически беспрепятственно и характе-
ризуются как «окно прозрачности». Термин «окно 
прозрачности» используется в работах Владислава 
Верхуши и его коллег, которыми в Медицинском 
колледже Альберта Эйнштейна в Нью-Йорке были 
получены фитохомные белки iRFP670, iRFP682, 
iRFP702, iRFP713 и iRFP720, поглощающие и из-
лучающие свет в ближней инфракрасной части 
[8–10]. Другими флуоресцентными белками, по-
падающими в «окно прозрачности», являются де-
риваты красного флуоресцентного белка (RFP) ак-
тинии Entacmaea quadricolor (рис. 1): TurboFP635 
или Katushka, его улучшенная версия Katushka2S 
и TurboFP650 [11–16] (рис. 2), полученные путем 
аминокислотных замен.

Собственно, дериваты ветки Katushka и экс-
прессирующие их опухолевые линии коммерчески 

of far-red fluorescent protein Katushka and Katushka2S outlines these markers within RFP derivatives lineage 
as outstanding instrument for in vivo tumor visualization. Conclusion. Detection of fluorescent far-red reporters 
Katushka and Katushka2S can be considered as a credible alternative to Renilla luciferase bioluminescence in 
experimental models in vivo on the part of immunotherapy research.

Key words: bioluminescence, fluorescence in biomedical research, fluorescent proteins, luciferase detection, 
visualization of xenografts in vivo.

For citation: Levchuk KA, Bogdanova DA, Ershova AE, Smirnov SV, Goldaeva AA, Vasyutina ML, Istomina 
MS, Demidov ON, Petukhov AV, Toropova YG. Direct comparison of KATUSHKA far-red fluorescent protein 
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Рис. 1. Медуза Aequorea Victoria, коралловый полип Renilla reniformis и актиния Entacmaea 
quadricolor (фото Sierra Blakely, Gregory Badon и Matthew Zahler соответственно)

Figure 1. Jellyfish Aequorea Victoria, coral polyp Renilla reniformis and sea anemone Entacmaea 
quadricolor (photo by Sierra Blakely, Gregory Badon and Matthew Zahler, respectively)

Рис. 2. Дериваты RFP [16]

Figure 2. RFP derivatives [16]
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доступны, характеризуются быстрым созреванием 
при 37 °С, высокой pH-стабильностью и фотоста-
бильностью, не образуют агрегатов и могут под-
ходить для визуализации внутри целых организ-
мов. Нами была изучена данная ветвь дериватов 
для выбора оптимального флуоресцентного белка 
в подкожной ксенографтной модели опухолево-
го роста NSG мышей, которые отличны от часто 
используемого штамма Nude наличием шерсти, 
также являющейся барьером для визуализации. 
Мыши NSG, благодаря их мутациям, дефицитны 
по В- и Т-клеткам и функциональным NK-клет-
кам, не имеют С5 комплимент и незаменимы в 
исследованиях иммунной функции человека, ин-
фекционных заболеваний, диабета, онкологии и 
биологии стволовых клеток [17]. NSG мышей воз-
можно гуманизировать прививанием CD34+ ге-
мопоэтических стволовых клеток человека [18], и 
они подходят для исследований с использованием 
различных стратегий ксенотрансплантации [19], 
высокочувствительны к диабетогенным эффектам 
стрептозотоцина [20], применяются в исследова-
ниях CAR-T препаратов [21].

Материалы и методы
Клеточные линии
Используемые клеточные линии аденокарцино-

мы шейки матки HeLa, полученной от 31-летнего 
пациента, и иммортализованной почки эмбрио-
на человека Hek293T культивировали в ростовой 
среде RPMI 1640 (Capricorn Scientific, RPMI-STA) 
с добавлением 10 % FBS (Thermo Fisher Scientific, 
26140079) и пенициллин-стрептомицина (Capricorn 
Scientific, PS-B). Экспериментальные клеточные 
линии были любезно предоставлены Лаборатори-
ей регуляции экспрессии генов Института цитоло-
гии РАН (Санкт-Петербург).

Оверэкспрессия дальне-красных белков-
репортеров

Флуоресцентные белки были клонированы в 
экспрессионные плазмиды для сборки лентиви-
русных векторов с бластицидиновой устойчиво-
стью и ко-трансфецированы с векторами psPAX2 
и pMD2.G, предоставленными Didier Trono в ли-
нию-упаковщик Hek293T. Для сборки лентивирус-
ных векторов, несущих ген Renilla, использовалась 
плазмида pLenti.PGK.blast-Renilla_Luciferase, пре-
доставленная Reuben Shaw. Для трансфекции ис-
пользовалось соотношение ДНК 3:3:1 между плаз-
мидами соответственно и 2:1 между катионным 
трансфецирующим реагентом PEI MAX (PEI MAX 
™, 24765-1) и смесью всех трех плазмид. Реком-
бинантные лентивирусные частицы концентриро-

вали с использование метода ультрафильтрации 
на модулях Amicon 100K (Millipore, ACS510024), 
линию HeLa трансдуцировали в условиях MOI 10 
и применением реагента протамина сульфата (АО 
«ЭКОФАРМПЛЮС», V03AB14). Селекцию про-
шедших этап лентивирусной трансдукции клеток 
и экспрессирующих белок-репортер осуществля-
ли в течение недели с помощью антибиотика бла-
стицидина (InvivoGen, ant-bl-05) в концентрации  
5 мкг/мл. Оценку флуоресценции также произво-
дили методом проточной цитофлуориметрии на 
оборудовании CytoFLEX (Beckman Coulter).

In vivo модели NSG-SGM3
Мыши NSG-SGM3 — линия иммунодефицит-

ных трансгенных мышей, экспрессирующих SCF 
(KITLG), GM-CSF (CSF2) и IL-3, представляет со-
бой главную экспериментальную in vivo модель в 
иммунотерапевтических исследованиях. Содержа-
ние мышей осуществляли в условиях стерильной 
зоны вивария ЦДТИ НМИЦ им. В. А. Алмазова. В 
эксперимент были отобраны 6 здоровых особей ли-
нии NSG-SGM3 в возрасте 14 недель без градации 
по половому признаку. Животным на первом эта-
пе путем однократной подкожной инъекции были 
трансплантированы в объеме 0,2 мл 2 миллиона 
клеток опухоли HeLa, экспрессирующих флуорес-
центные белки Katushka, TurboRFP, Katushka2S, 
TurboRFP650, а также ген люциферазы и контроль-
ная клеточная линия без модификаций. Животные 
всех групп получили опухолевые клетки подкожно 
в зону бедра во внеклеточном матриксе матригеле 
(Merck Life Science LLC, CLS354234). Измерение 
размеров опухоли, взвешивание животных и ос-
мотр производили один раз в неделю. Во времен-
ные точки эксперимента — день 1 (спустя сутки 
после введения), день 8, день 15 и день 22 была 
осуществлена оценка флуоресценции и биолюми-
несценции репортеров с помощью системы визуа-
лизации IVIS® Lumina LT series III (PerkinElmer, 
США). Для животного с опухолью HeLa_Renilla 
внутрибрюшинно раз в неделю вводили субстрат 
ViviRen (Promega Corporation, P1231) для иници-
ации реакции и детекции хемилюминесцентного 
сигнала (объем введения 0,2 мл).

Визуализация ксенографтов in vivo
Исследование люминесценции и флуоресцен-

ции произведено на флуоресцентном биоимидже-
ре IVIS Lumina. Предварительно животные были 
наркотизированы 1,5 % раствором изофлурана  
(«АЕРРАН», Baxter), а затем перемещены в камеру 
для визуализации, где также продолжалось поддер-
жание 1 % наркоза. Фильтры для эксперименталь-
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ных групп выбирались исходя из спектров погло-
щения и излучения белков Katushka, Katushka2S, 
TurboRFP, TurboFP650, которые соответствуют 
встроенным фильтрам 640-Cy5.5 и 535-DsRed, а 
для фермента Renilla выбран люминесцентный ре-
жим съемки с автоматической настройкой экспо-
зиции.

Обработка изображений произведена в ПО 
Living Image 4.7.4. Сигналы флуоресценции и лю-
минесценции были измерены с помощью автома-
тического выделения контура ROI (изучаемая об-
ласть) на оптическом изображении.

Результаты
Согласно результатам проточной цитофлуори-

метрии клеточных линий были обнаружены разные 
уровни инфекции рекомбинантными лентивирус-
ными частицами и разный процент положитель-
ной по дальне-красному маркеру популяции (рис. 

3). Наиболее эффективно прошла трансдукция кле-
точных линий Katushka и Katushka2S — 96,68 % 
и 98,37 % соответственно. Наиболее низкий про-
цент эффективности трансдукции был обнаружен 
для клеточных линий HeLa с оверэкспрессией 
TurboRFP и TurboFP650 — 67,69 % и 25,39 %. Раз-
ница в процентах эффективности трансдукции 
и флуоресценции вводимых ксенографтов была 
учтена в дальнейшей обработке данных по расче-
там интенсивности свечения in vivo.

Визуализацию функциональности репортерной 
конструкции с трансгеном Renilla осуществля-
ли с помощью набора Dual-Luciferase® Reporter 
(DLR™, E1910), согласно протоколу производи-
теля. Наличие экспрессии люциферазы Renilla в 
лизатах клеточных линий HeLa_wt (контроль) и 
HeLa_Renilla оценивали по катализу реакции окис-
ления коэлентеразина косвенно по испусканию 
квантов света. Детекцию испускаемых квантов 

Рис. 3. Цитофлуориметрическая оценка линий HeLa с экспрессией белков дальне-красного 
спектра Katushka, TurboRFP, Katushka2S, TurboRFP650 после трансдукции рекомбинантными 

лентивирусными частицами
Красным выделены события, которые отражают процент успешно прошедших трансдукцию и селекцию клеток.

Figure 3. Cytofluorometric evaluation of HeLa lines expressing far-red proteins Katushka, TurboRFP, 
Katushka2S, TurboRFP650 after transduction with recombinant lentiviral particles

Events are highlighted in red, which reflect the percentage of successfully transduced and selected cells.
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Рис. 4. Детекция люминесцентного сигнала в клеточных линиях HeLa_wt (негативный контроль, 
слева) и HeLa_Renilla (исследуемая линия, справа)

Экспрессия репортера люциферазы Renilla верифицируется испусканием квантов света при реакции окисления 
коэлентеразина.

Figure 4. Detection of the luminescent signal in the HeLa_wt (negative control, left) and HeLa_Renilla 
(test line, right) cell lines 

The expression of the Renilla luciferase reporter is verified by the emission of light quanta during the oxidation reaction of 
coelenterazine.

Таблица 1. Показатели визуализации опухолевых ксенографтов линии NSG-SGM3 спустя 22 дня 
после подкожного введения (финальная точка)

Table 1. Visualization parameters of tumor xenografts of the NSG-SGM3 line after 22 days of 
subcutaneous injection (final point)

Белок-репортер

Реальная средняя 
интенсивность 

флуоресценции свечения 
на единицу площади 

опухоли (ИФ), [p/s/cm²/
sr]/ [µW/cm²]

Пересчет интенсивности 
на процент трансдукции, 

[p/s/cm²/sr]/ [µW/cm²]

Эффективность детекции 
(ЭД), [p/s/cm²/sr]/ [µW/

cm²]

TurboRFP 1,02E+09 1,50E+09 6,63E+03

TurboFP650 1,59E+08 6,25E+08 2,80E+03

Katushka 1,53E+09 1,58E+09 7,81E+03

Katushka2S 6,75E+08 6,86E+08 3,20E+03

Renilla 1,94E+05 1,94E+05 1,00E+00

света проводили в канале хемилюминесценции си-
стемы визуализации ChemiDoc MP Imaging System 
(BioRad) (рис. 4). 

Визуализацию ксенографтных моделей мышей 
in vivo осуществляли с помощью системы докли-

нической визуализации IVIS® Lumina LT series III 
(PerkinElmer, США). Экспериментальных живот-
ных временно подвергали ингаляционной анасте-
зии, во время которой проводили визуализацию 
флуоресцентного сигнала ксенографтов. Опухоле-
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вый ксенографт был обнаружен для всех исследу-
емых вариантов белков дальне-красного спектра. 
Прослеживалось увеличение размеров узла опухо-
ли и врастание ксенографта в бедренную мышцу 
модельных животных. Наибольшими значениями 
средней эффективности излучения обладали ксено-
графты опухолей с экспрессией Katushka, TurboRFP, 

Katushka2S — 1,53E+09, 1,02E+09, 6,75E+08 [p/s/
cm²/sr]/ [µW/cm²] соответственно (табл. 1). Для 
сравнения уровней детекции белков были вычисле-
ны единицы эффективности детекции для каждого 
исследуемого флуоресцентного маркера (рис. 5). 
Непосредственное сравнение интенсивности све-
чения ксенографтов проводили, используя данные 

Рис. 5. Оценка единиц эффективности детекции флуоресценции белков дальне-красного спектра 
при визуализации мышей линии NSG-SGM3 c помощью системы IVIS® Lumina LT series III 

(PerkinElmer, США)
Сигнал биолюминесценции ксенографта с репортером Renilla является контрольным.

Figure 5. Evaluation of units of efficiency of detection of fluorescence of far-red spectrum proteins during 
imaging of NSG-SGM3 mice using the IVIS® Lumina LT series III system (PerkinElmer, USA).

The bioluminescence signal of the xenograft with the Renilla reporter is the control.

Рис. 6. Формула вычисления единиц эффективности детекции для сравнения детектируемого 
сигнала белков-репортеров дальне-красного спектра в in vivo моделях

ЭД — эффективность детекции, ИФ — интенсивность флуоресценции, ЭТ — эффективность трансдукции, 
ФС — фоновое свечение, РЗ — референтное значение.

Figure 6. Formula for calculating detection efficiency units for comparing the detected signal of far-red 
reporter proteins in in vivo models
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Таблица 2. Визуализация флуоресцентного и биолюминесцентного сигнала опухоли.  
Точки измерений: 2, 8, 15, 22 сутки после введения инъекции

Table 2. Visualization of fluorescent and bioluminescent tumor signal. Measurement points:  
2, 8, 15, 22 days after injection

финальной точки визуализации, на 22 сутки после 
инъекции опухоли. 

При прямом сравнении трех дериватов RFP, 
как и собственно самого красного флуоресцентно-
го белка, со ставшей классической люциферазной 
детекцией отсутствие фонового сигнала показали 
только белки Katushka и Katushka2S. Ввиду разно-
го уровня трансдуцированных клеток невозможно 
провести сравнение эффективности детекции, для 
получения возможности сопоставления эффектив-
ностей необходимо вычислить теоретическую сред-
нюю интенсивность свечения на единицу площади 
при 100 % трансдукции. Для сравнения показателей 
нами была использована следующая формула расче-
та эффективности детекции (ЭД): значение средней 
интенсивности флуоресценции на единицу площа-
ди (ИФ), полученное с прибора, необходимо разде-
лить на процент трансдукции для того, чтобы оце-
нить уровень свечения при 1 % трансдукции (ИФ/
ЭТ). Полученное значение следует умножить на 100 
(ИФ/ЭТ*100), что позволит получить теоретическое 
значение средней интенсивности свечения на еди-
ницу площади опухоли. Далее по формуле мы вы-
читаем среднее свечение фона на единицу площади 
(ФС) и делим на референтное значение (РЗ) — сред-
нее свечение ренилла на единицу площади, так мы 
сможем оценить эффективность свечения относи-
тельно Renilla. Формула, по которой производится 
расчет, представлена на рисунке 6.

В динамике детекция показала раннее обна-
ружение Katushka по сравнению с Katushka2S и 

Renilla. Фото визуализации представлены в виде 
таблицы 2.

Обсуждение
Нами было установлено предпочтительное ис-

пользование in vivo в подкожной ксенографтной мо-
дели NSG мышей опухоли шейки матки флуорес-
центных белков Katushka и Katushka2S по сравнению 
с RFP и RFP650, так как при получении изображения 
флуоресценции FRP и RFP650 наблюдается свечение 
волосяного покрова мыши, что затрудняет визуали-
зацию и, следовательно, не позволяет получить точ-
ного изображения ксенографта без фонового свече-
ния. Эффективность детекции репортеров Katushka 
и Katushka2S в подкожных опухолевых ксенографтах 
солидной опухоли позволяет визуализировать изме-
нения с той же чувствительностью, что и с помощью 
люциферазной биолюминесценции фермента Renilla 
и субстрата ViviRen. Раннее обнаружение флуорес-
ценции белка Katushka по сравнению с детекцией 
других репортеров может быть вызвано разницей 
в эффективности свечения или динамике роста са-
мой опухоли. В свою очередь последний показатель 
косвенно указывает на токсичность флуоресцент-
ных белков. Отдельным вопросом остается возмож-
ность применения белков дальне-красного спектра 
Katushka и Katushka2S для иммунотерапевтических 
исследований в области онкогематологии и визуали-
зации так называемых жидких опухолей, а также их 
иммуногенность, что может стать предметом наших 
дальнейших исследований.
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Заключение
Визуализация флуоресценции белков-репорте-

ров дальне-красного спектра Katushka и Katushka2S 
является эффективным и удобным инструментом 
детекции динамики опухолевых ксенографтов в in 
vivo моделях мышей. Использование данных белков 
позволяет эффективно заменить применение био-
люминесцентных маркеров. Белки дальне-красного 
спектра Katushka и Katushka2S — удобный и точный 
инструмент визуализации опухолевых ксенографтов 
в иммунотерапевтических исследованиях in vivo.
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