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abstraCt 

The in vivoă tracingăofă theăbiodistributionăofăextracellularăvesiclesă(EVs)ăisăaăpre-requisiteă ină
identifyingătheirătargetăcellsăandăunderstandingătheirăfunction.ăAlthoughăluorescentălabellingăofă
EVsăisăalreadyăused,ăradiolabellingăcanăprovideămoreăădetailsăinăunderstandingăbiodistributionă
ofăEVs.ăInătheăpresentăpaperăweăreportăradiolabellingăofăboneămarrow-derivedăEVsăandăin vivo 

tracingăofătheirăbiodistribution.ăEVsăisolatedăfromătheăboneămarrowăsupernatantăofăűő7ŰL/6ă
miceăwereălabelledăwithătheătechnetium-99mă(99mTc)ăisotope.ăLabellingăwasăeficientăandălabelledă
EVsăwereăstableăduringătheă2Őăhoursăfollow-up.ăDetectionăofă labelledăEVsăafteră intravenousă
injectionă inămiceăwasă performedăusingăex vivoămeasurementsă andă in vivoă imaging.ăEx vivo 

examinationsărevealedăthatăatăŐăhoursăpost-injection,ătheăhighestăaccumulationărateăwasăinătheă
liver,ăkidney,ăspleenăandăfemurăepiphysis.ăIn vivoăimagingăusingănanoSPEűT/űTăconirmedătheă
ex vivoăexaminationsăandădemonstratedăslowăeliminationăofă theăradioactivity,ă2Őăhoursăpost-
injectionătheăboneămarrow-containingăepiphysisăandălymphănodesăshowedătheăhighestăretentionă
values;ă liver,ă spleenăandăkidneyăwereăalsoăclearlyădetectable.ă Inăsummary,ă labellingăofăboneă
marrow-derivedăEVsăwithă99mTcăcoupledăwithăSPEűT/űTădetectionăwasăaăreliableămethodăforă
quantitativeădistributionăstudiesăofăEVsăin vivo. 
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ABBREVIATIONS:ă

AűhE:ăacetylcholinesterase;ă

űT:ăcomputedătomography;ă

DLS:ădynamicălightăscattering;ă

EV:ăextracellularăvesicle;ă

HMPAO:ăhexamethylpropyleneamineoxime;ă

MV:ămicrovesicle;ă

PET:ăpositronăemissionătomography;ă

SPEűT:ăsingleăphotonăemissionăcomputedătomography;ă

SUV:ăstandardizedăuptakeăvalue;

99mTc:ăătechnetium-99m;ă

TLű:ăthinălayerăchromatography;ă

INTRODUCTION

Extracellularăvesiclesă(EVs)ăareămembraneăvesiclesăreleasedăbyădifferentăcellătypes.ăŰasedăonă
theirăsizeăandăbiogenesisăEVsăareădividedăintoătheăfollowingăgroups:ăexosomesăreleasedăbyămulti-
vesicularăbodiesăuponăcellularămembraneăfusionăwithăaădiameterăofăő0-100ănm,ămicrovesiclesă
(MVs)ă formedăbyămembraneăbuddingăwithăaădiameterăofă20-1000ănm,ăandăapoptoticăbodiesă
releasedăduringăapoptosisăwithăaădiameterăofăupă toăő000ănmăinădiameteră (vanăderăPolăetăal.,ă
2012;ăAndaloussiă etă al.,ă 2013).ă Exosomesă andă MVsă haveă prominentă rolesă ină intercellulară
communicationăbyătransferringăgeneticămaterială(inătheăformăofămRNAăandămiRNA)ăandăvariousă
proteinsătoăneighbouringăandădistantărecipientăcellsă(Hurleyăetăal.,ă2010).ăă
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The in vivoătracingăofătheăbiodistributionăofăEVsăisăaăpre-requisiteăinăidentifyingătheirătargetă
cellsăandăunderstandingătheirăfunction.ăEVsămightăalsoăprovideăaăfutureătherapeuticămethodăforă
drugădeliveryă(vanăDommelenăetăal.,ă2012),ăandăinăthisăregard,ăităisăessentialătoăcharacterizeătheiră
distributionăkinetics,ăhomingăandăcellularăuptake.ăHigh-resolutionănuclearăimagingămethodsălikeă
PETă(positronăemissionătomography)ăandăSPEűTă(singleăphotonăemissionăcomputedătomography)ă
combinedăwithăradiolabelledămoleculesătargetingăspeciicăcellăsurfaceăproteinsăofferăaăpowerfulă
toolăwithăhighădetectionăsensitivityăandăspatialăresolutionăforăvariousămorphological,ăfunctională
andăbiodistributionăstudies.ăűombiningătheăinformationăobtainedăfromăfunctionalăSPEűTăalongă
withăanatomicalăcomputedătomographyă(űT)ădataăincreasesătheădiagnosticăandăresearchăpoweră
ofă scintigraphyă (Francă etă al.,ă 2008)ă ină variousă pathophysiologicală conditionsă ină theă ieldă ofă
cardiovascularădiseasesă(Golestaniăetăal.,ă2010)ăorăoncologyă(Polyakăetăal.,ă2013).ăForăSPEűT/
űTăimagingăinvestigations,ătheămostăfrequentlyăappliedătracerăisotopeăisătheătechnetium-99mă
(99mTc).ă 99mTc-radiolabellingăofăaăhighănumberăofădifferentăcompoundsăandăbiomoleculesăareă
describedăinătheăliteratureăsuchăasădifferentăproteinsă(Hondaăetăal.,ă1970;ăRhodes,ă1991),ănewlyă
developedăpolymersă(Polyakăetăal.,ă2013)ăandăliposomesă(Anghileriăetăal.,ă1976)ăasăwell.

InătheăpresentăstudyăweăreportăradiolabellingăofăboneămarrowăderivedăEVsăwithă99mTcăisotopeă
andămonitoringă theiră distributionă andă pharmacokineticsă byă nanoSPEűT/űTă imagingă systemă
afterăintravenousăinjectionăinămice.ă

MATERIALS AND METHODS

Isolation of EVs

Eightăweeksăoldăűő7ŰL/6ămiceăwereăusedăforătheăexperiments.ăMiceăwereăkeptăandăinvestigatedă
inăaccordanceăwithătheăguidelinesăandăallăapplicableăsectionsăofătheăHungarianăandăEuropeană
regulationsă andădirectives.ăAllă animală studiesăwereă approvedă andăpermissionăwasă issuedăbyă
ŰudapestăandăPestăűountyăAdministrationăOficeăFoodăűhainăSafetyăandăAnimalăHealthăŰoard. 
ŰoneămarrowăwasăharvestedăinăPŰSăbyălushingăoutătheăboneămarrowăfromătheăfemursăandătibiasă
ofă8ămaleăűő7/ŰL6ămice.ăSingleăcellă suspensionăwasămadeăofăboneămarrowăbyămechanicală
disaggregationăofă theă tissue.ă Intact,ă viableă cellsăwereăpelletedă andă separatedăwhileă theăboneă
marrowăsupernatantăwasăusedăforăexosomeăisolation.ăEVsăwereăisolatedăusingătheăExoQuick-
TCTMăkită(SystemăŰiosciences,ăűA,ăUSA)ăaccordingătoătheămanufacturer’săprotocol.ăInăbrief,ă
theăboneămarrowăsupernatantăwasăincubatedăwithăExoQuick-TűTMăsolutionăatăŐ°űăovernightăandă
centrifugedăată1ő00ăxăgăforă30ăminutes.ăTheăsupernatantăwasăaspiratedăandătheăresidualăsolutionă
wasăspunădownăbyăcentrifugationăată1ő00ăxăgăforăőăminutes.ăTheăpelletăwasăresuspendedăină200ă
µlăofăPŰS.ăForăremovalăofăresidualăExoQuickăpolymersătheăEVăsolutionăwasăpassedăthroughăaă
PDăSpinTrapăG-2őădesaltingăcolumnă(GEăHealthcare,ăLifeăSciences,ăWI,ăUSA)ăfollowingătheă
manufacturer’săprotocol.ăProteinăcontentăofăEVsăwasămeasuredăusingătheăŰradfordăproteinăassayă
kită(Sigma-Aldrich,ăMO,ăUSA).ăEV-associatedăacetylcholine-esteraseăactivityăwasădeterminedă
inăEVăsolutionăwithăincreasingăEVăamountăusingătheăAcetylcholinesteraseăAssayăKită(Abcam,ă
űambridge,ăUK)ăoverăaătimeăperiodăofă30ăminutesăbyăfollowingăabsorbanceăatăŐ10ănmăwithăaă
plateăreaderă(ŰioTek,ăUSA).ă
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Characterization of EVs by dynamic light scattering and low cytometry 
TheăhydrodynamicăsizeăandăpolydispersityăofăEVsăwereădeterminedăbyătheădynamicălightăscatteringă
(DLS)ămethodă usingă anăAvidăNanoăW130iăDLSă instrumentă (HighăWycombe,ăUK).ă Foră lowă
cytometryăanalysis,ăEVsă(20-30ăµg)ăwereăincubatedăwithă6ăxă106ăŐ-µmădiameterăaldehyde/sulphateă
latexămicrobeadsă(LifeăTechnologies)ăinăaăinalăvolumeăofă100ăµlăofăPŰSăatăroomătemperatureăforă
1őăminutes.ăTheăvolumeăwasămadeăupătoăŐ00ăµlăandăincubatedăonăaărotatorăatăŐ°űăovernight.ăAfteră
theăincubationătheăreactionăwasăstoppedăbyătheăadditionăofă100ămMăglycineăforă30ăminutesătoăblockă
remainingăfreeăbindingăsites.ăEV-coatedăbeadsăwereăwashedăinăPŰSătwiceăandăstainedăwithăAPűă
conjugatedăűD9ăantibodyă(MolecularăProbes,ăOR,ăUSA)ăorăisotypeăcontrolă(ŰecktonăDickinson,ă
NJ,ăUSA).ăSamplesăwereăanalysedăonăaăFAűScaliburălowăcytometeră(ŰecktonăDickinson)ăusingă
űELL-QuestăProădataăacquisitionăandăanalysisăsoftwareă(ŰecktonăDickinson).ă
Labelling with 99mTc 

99mTc-pertechnetateă(99mTcO4-)ăwasăderivedăfromăanăUltraTechnekovă(10.7őăGŰq)ă99Mo-99mTc 

generatoră(űovidienăImagingăSolutions,ăUSA).ăPriorătoălabelling,ăaăŐ0ăµlăaliquotăofătheăisolatedă
EV-PŰSăsuspensionăwasă completedă toă200ăµlăvolumeăbyă theă additionăofă sterileă0.9%ă (w/v)ă
Naűlăăsolventă(Salsol).ăThenăŐŐ0ăMŰqăactivityăofăsterileăgenerator-elutedă99mTcO4-ă ină200ăµlă
Salsolăandă2ăμlăofăőămg/mlăSnűl

2
ă(xă2H

2
O)ăină0.0őăMăHűlăwasăaddedătoătheăEVăsuspension.ăTheă

99mTc-labellingăreactionăwasăperformedăbyăincubationăatăroomătemperatureăforă20ăminutes.ăTheă
labellingăeficiencyăwasăassessedăbyăthinălayerăchromatographyă(TLű)ăusingăITLű-SGăplatesă
(AgilentăTechnologies,ăűA,ăUSA)ăandămethylăethylăketoneă(ReanalăLtd.,ăŰudapest,ăHungary)ă
asăeluentăforă20ăminutes,ă2ăandă2Őăhoursăpostlabelling.ă
Biodistribution studies

ForăbiodistributionăstudiesăőăµgăEVsălabelledăwithă99mTcO4- (20ăMŰqăactivity)ăwasăinjectedăintoă
theă tailăveinăofăűő7Űl/6ămice.ăDistributionăofă theă radiolabelledăEVsăwasădeterminedă ină twoă
ways:ăbyăex vivoămeasurements,ăwhenămiceăwereăsacriiced,ăvariousăorgansăwereăremovedăandă
theăactivityăofătheăindividualăorgansăwasădeterminedăex vivoăinăaăgammaăscintillationăcounteră
and by in vivoămeasurementsăwhenătheădistributionăofătheăradioisotopeăwasădeterminedăinăliveă
animalsăbyănanoSPEűT/űTăscanning.ă

Ex vivoă biodistribustionă measurementsă wereă carriedă oută Őă hoursă afteră theă injectionă ofă
radiolabelledăEVs.ăűő7/ŰL6ămiceă (nţő)ăwereă sacriicedă byă cervicală dislocation,ă bloodăwasă
collected,ăandăorgansăofăinterestă(thymus,ăheart,ălungs,ăstomach,ăliver,ăspleen,ăkidneys,ăfemur,ă
boneămarrow,ămuscle,ălymphănode,ăbrain)ăwereădissected,ărinsedăandăweighed.ăTheăepiphysisă
ofătheăfemurăwasăremovedăapproximatelyăatătheămetaphysisăandătheăboneămarrowăwasălushedă
fromătheădiaphysis.ăRadioactivityăinăvariousăorgansăwasămeasuredăinăaăNal(TI)ăcrystalăgammaă
scintillationăcounteră(NZ-310,ăGamma,ăHungary).ăPercentagesăofăradioactivityădoseăadministeredă
perăgramăorgană(%ăID/g)ăwereădetermined.ă

Forătheăin vivoănanoSPEűT/űTăimagingăinvestigations,ăthreeăűő7/ŰL6ămiceăwereăinjectedă
withătheăsameăamountăofăradiolabelledăEVsăasăforătheăex vivoămeasurements.ăIn vivoăimagingăandă
analysisăwasăperformedăbyătheăűROMedăLTDă(Űudapest,ăHungary).ăăAnimalsăwereăanesthetizedă
withă2%ăisoluraneăinăoxygenăduringătheăSPEűT/űTămeasurements.ăImagingăwasăperformedă
3ăandă2Őăhoursăpost-injectionăonăaănanoSPEűT/űTăPLUSă(MedisoăLtd.,ăHungary)ăinstrumentă
andădataăwereăanalysedăwithăInterviewăSoftwareă(MedisoăLtd.).ăTheăstandardizedăuptakeăvalueă
(SUV)ăwasădeinedăasătheăratioăofătheăradioactivityăwithinăaăregionăofăinterestăandătheăamountăofă
injectedăradioactivityăafterădecay-correctionădividedăbyătheăbodyăweight.
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RESULTS

Validation and in vitro characterization of bone marrow-derived EVs.

TheămeasuredăhydrodynamicămeanădiameterăofătheăisolatedăEVsăwasă2Ő8.ő2ănmă(SDăţă±ă1Őő.9őă
nm)ă(Fig. 1A)ăwithăaărelativelyăhighăpolydispersityă(Polydispăţăő8.73)ăindicatingăaăheterogeneousă
EVăcomposition,ăformedămostlyăbyăMVsăandătoăaălesserăextentăbyăexosomes.ă

InăorderătoăfurtherăcharacterizeătheăisolatedăEVsătwoăparametersăspeciicăforăbothăexosomesă
andăMVsăwereăinvestigated:ătheăacetylcholinesteraseă(AűhE)ăactivityăofătheăEVsăandătheălevelă
ofăűD9ăexpressionăonătheăsurfaceăofăEVsăbyălowăcytometry.ăTheămeasuredăAűhEăactivityăisă
shownăinăFigure 1B,ăwhereăităcanăbeăseenăthatăenzymeăactivityăisăproportionalăwithătheăamountă
ofămicroparticles.ă Flowă cytometrică characterizationă ofă boneămarrow-derivedăEVsă showedă aă
moreă thană70%ăexpressionăofă theăűD9ătetraspannin,ăaămembrane-boundămoleculeăusedăasăaă
speciicămarkerăforăbothăexosomesăandăMVsă(Figure 1C).   
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 99mTc-radiolabellingă ofă EVsă showedă aă highă labellingă eficiencyă asă determinedă byă TLűă
analysis.ăTheăfractionăofălabelledăEVsăwasămoreăthană98%ă20ăminutesăafterălabelling,ăităchangedă
minimallyă 2Őă hoursă lateră (93%)ă andă droppedă toă 8ő%ăbyă Ő8ă hoursă afteră labellingă (Table I). 

ThisăindicatesăthatădirectăradiolabellingăofăEVsăwithă99mTcăwasăeficientăandăwasăstableăforăaă
minimumăofă2Őăhours.ăă

taBle i. 

Eficiency and stability of labelling of bone marrow-derived EVs with 99mTc

Sample Fraction of 99mTc-labelled EVs (%)

EVsă20ăminutesăafterălabelling 98.23ă(±ă1.2ő)

EVsă2Őăhoursăafterălabelling 93.1Őă(±ăő.1Ő)

EVsăŐ8ăhoursăafterălabelling 8ő.62ă(±ă12.6)

In vivo biodistribution of bone marrow derived EVs

TheăbiodistributionăstudiesăofătheăradiolabelledăEVsăwereăperformedăbyăex vivoămeasurementăofă
theăradioactivityăofădifferentăorgansăandăbyăin vivo measurementsăbasedăonăSPEűT/űTăimages.ă
Theăanimalsătoleratedătheăi.v.ăapplicationsăwell,ănoăclinicalăsideăeffectsăcouldăbeăobservedăduringă
theătimeăcourseăofătheăexaminations.ăDuringătheăex vivoăbiodistributionăstudyăvariousăorgansă
wereăharvestedăŐăhoursăpost-injectionăandătheăradioactivityăofăeachăorganăwasădetermined.ăTheă
%ăID/găvaluesăobtainedăforătheăorganăactivityăuptakesăareăpresentedăinăFigure 2A.ăTheăhighestă
uptakeăwasămeasuredăinătheăliverăwithă11.Ő9%ăID/gă(SDăţă±ă2.22%)ărepresentingă32.ő%ăofătheă
totalăinjectedăradioactivity.ăAălowerălevelăofăradioactivityăwasăpresentăinătheălungsăandăspleenă
withă3.ő1ă%ăID/gă(SDăţă±ă1.11%)ăandă2.88%ăID/gă(SDăţă±ă0.83%)ărespectively.ăSurprisinglyă
highă uptakeăwasă detectedă ină theă femur,ă representingă 22%ăofă theă totală injectedă activity,ă andă
resultingăină2.ő0%ăID/gă(SDăţă±ă0.16%)ăactivityăofătheăbone.ăFurtherăanalysisărevealedăthatătheă
bulkăofăthisăactivityăwasălocatedăinătheăepiphysesăofătheăfemursă(Fig. 2B)ăwhileătheădiaphysisă
contributedăwithăaămuchălowerărateătoătheăentireăactivityăofătheăintactăfemur.ăAăretainedăblood-
backgroundăcouldăbeăconcludedăwhichăcouldărelateătoăaărelativelyălongăcirculationătimeăofătheă
injectedăEVs.ăTheăactivityăratioăinătheăthyroidăandăstomachăwasănegligibleăindicatingătheăstabilityă
ofăradiolabellingăafterăi.v.ăapplication.ăTheăbrainădidănotăshowăanyăsigniicantăuptake.ă
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The in vivoăbiodistributionăstudiesăperformedăwithătheăwhole-bodyăSPEűT/űTăscansă3ăandă
2ŐăhoursăafterăEVăadministrationăshowedăcomparableăresultsăwithătheăex vivoămeasurementsă
(Fig. 3A, B, C, D, E).ăTheăweakăsignalădetectedăinătheăthyroidăglandăandătheăgastrointestinală
systemăatăbothătimeăpointsăofătheămeasurementsăconirmsătheăhighădegreeăandăstabilityăofătheă
labelling,ăasătheseăorgansăareăknownătoăaccumulateămainlyăfreeă99mTcăisotopeă(Fig. 3E).ăăTheă
urinaryăsystem,ăwhichăisătheămainăeliminationărouteăofătheăfreeăisotope,ăradiolabelledăproteină
fractionăandăproductsăofătheădegradedăEVs,ădisplayedăincreasedăuptakeă3ăhoursăpost-injection,ă
whichădecreasedăbyă2Őăhoursăpost-injection.ăStrongăaccumulationăofă theăEVsăwasăvisibleă ină
theă liver,ă lungsă andă spleenă asă soonă asă 3ă hoursă post-injectionăwhileă slightlyă decreasingă overă
theă2Őăhourăfollow-upăperiod.ăSmallăbutăpersistentăuptakeăwasădetectedă ină theă lymphănodes.ă
Inălineăwithătheăex vivoăbiodistribution,ătheănanoSPEűT/űTăscansăshowedăhighăuptakeăofătheă
radiolabelledăEVsă ină theăepiphysisăofă theă femursă (Fig. 3E).ăűomparingă theăSUVsămeasuredă
ată2ŐăhoursăwithătheăSUVsămeasuredăată3ăhoursăpost-injection,ătheătissueăretentionăvalueăwasă
calculated (Fig. 3F),ăindicatingăhowălongătheăradioactivityăpersistedăinătheătissues.ăTheăhighestă
tissueăretentionăvaluesăwereăseenăinătheăbone,ăepiphysisăandălymphănodes,ăwhereătheăinjectedă
radioactivityădetectedă2Őăhoursăpostăinjectionăwasămoreăthană80%ăforăboneăandăepiphysisăandă
aboveă70%ăforălymphănodes.ăăTheălungs,ăliverăandăspleenăwereăstillăclearlyăvisibleăonătheăscansă
retainingăapproximatelyă60%ăofă theă injectedăradioactivity.ăTheăbulkăofă theăradioactivityăwasă
excretedăthroughătheăurinaryăsystemăwithăaăretentionăvalueăofăŐ0%ăinătheăkidneyăandă20%ăină
theăbladder.ăInăconclusion,ăbothăex vivo and in vivoăbiodistributionăstudiesăshowedăthatăapartă
ofă accumulatingă ină theă liverăandă lungsăaă substantială amountăofă theăEVsăwereăpresentă ină theă
epiphysisăofătheăfemursărichăinăredăboneămarrowăandăinătheălymphănodesăandăspleen,ăindicatingă
stableăaccumulationăofăboneămarrow-derivedăEVsăinătheăhaematopoieticătissue.ă
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DISCUSSION

Inătheăpresentăstudyăweădescribeă99mTcăradiolabellingăofămurineăboneămarrow-derivedăEVsăandă
characterizeătheirăbiodistributionăandăpharmacokineticsăinărecipientămiceăwithănanoSPEűT/űTă
imagingăsystem.ă

Toădateăthereăareăfewăpublishedăstudiesăfocusingăonătheăbiodistributionăandăpharmacokineticsă
ofăvariousăEVs.ăMostăofăthemăapplyăin vivo or ex vivoăimagingăprecededăeitherăbyăcellătransfectionă
inăorderătoăintroduceătheăreporterăgeneăintoătheăEVăreleasingăcellăorăbyălabellingătheăEVsăwithă
luorescentădyesă(Takahashiăetăal.,ă2013,ăMorishitaăetăal.,ă201ő,ăWiklanderăetăal.,ă201ő).ăTheă
transfectionăapproachărestrictsătheăapplicabilityăofătheămethodătoăeasilyătransfectableăcellălines,ă
makingăitădificultăorăalmostăimpossibleătoăemployăităinăbiodistributionăstudiesăofăEVsăofăprimaryă
cellăorigin.ăEvenăthoughătheăuseăofăluorescentălipophilicădyesăcanăreplaceătheăuseăofămarkeră
genes,ăandă thusăeliminatesă theă transfectionăstep,ă theă lowerăsensitivityăofă theă in vivoă imagingă
systemsăusedătoădetectăeitheră luminescenceăorăluorescenceăimposesăfurtheră limitationsătoăitsă
applications.ăInăaărecentăstudyăWiklanderăetăal.ăreportedătheăuseăofăaăluorescentălipophilicătracer-
DiRătoălabelăEVsăfollowedăbyăex vivoăimagingătoăstudyătheăbiodistributionăofăEVsă(Wiklanderăetă
al.,ă201ő).ăMorishitaăetăal.ăinăorderătoăimproveătheădetectionăsensitivityăradiolabelledăexosomesă
derivedăfromăŰ16ŰL6ătumorăcellălineăwithăiodine-12őă(125I)ăbasedăonăstreptavidin-biotinăsystemă
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(Morishitaăetăal.,ă201ő).ăAgain,ăthisămethodărequiredătheătransfectionăofătheăexosomeăreleasingă
cellsăwithăaăplasmidăvectorăencodingătheăfusionăproteinăstreptavidin-lactadherinăinăorderătoăbindă
the 125I-labelled biotin. 

Performingă99mTcălabellingăofăEVsăandăusingăSPEűT/űTăforăbiodistributionămeasurementsă
overcomesăseveralăofătheăaboveămentionedăproblems.ăInăaărecentăpaperăHwangăetăal.ă(201ő)ăhasă
reportedăradiolabellingăandăbiodistributionăanalysisăofăexosome-mimeticănanovesiclesăisolatedă
fromătheămouseăRAW26Ő.7ămacrophageăcellălineăwithă99mTc-hexamethylpropyleneamineoximeă
(HMPAO).ăWhileătheă99mTc-HMPAOălabellingămethodăreliesăonătheăpenetrationăofătheăhighlyă
lipohilică99mTc-HMPAOăintoătheăcell,ăwhereăităisăconvertedătoăhydrophilicăformăandăisăretainedă
insideătheăcell,ăweăusedătheădirectălabellingămethodăwithă99mTc,ăwhichăisăaăone-stepălabellingă
processăwhereătheătechnetiumăbindsătoăbisulphideăgroupsăinătheăproteinsăpresentăonătheăsurfaceă
ofă EVsă (Rhodes,ă 1991).ăTheă twoă labellingămethodsăwereă comparableă ină termsă ofă labellingă
eficiency.ăAămajorădifferenceăthoughăwasătheănatureăofăparticlesăusedăforăradiolabelling.ăHwangă
etă al.ă usedă exosome-mimeticănanovesiclesăobtainedăbyă theăbreakdownăofămacrophageă cells,ă
whileăweă usedă unmanipulatedăEVsă puriiedă directlyă fromă theă freshlyă isolatedă boneămarrowă
supernatantă ofămice.ăHwangă etă al.ă performedă SPEűT/űTă scansă toă showă distributionă ofă theă
radioactivityăbutăquantiiedătheăamountăofăradioactivityăaccumulatedăinătheăvariousăorgansăex 

vivo.ăWeă performedă bothă ex vivoă quantiicationă ofă radioactivityă distributionă andă alsoă directă
SPEűT/űTă analysisă foră quantitativeă distributionă andă pharmacokineticsă measurement.ă Thisă
latterăanalysisăwasăbasedăonăstandardizedăuptakeăvalueăcalculation,ăaăcommonăparameterăalsoă
usedăinăhumanăSPEűT/űTăinvestigationsăforăbiodistributionăstudiesăofăradioisotopes.ăŰasically,ă
ină accordanceăwithă theăHwangă data,ăweă foundă theă highestă accumulationă ină theă liver,ă andă aă
substantială amountă ofă radioactivityă wasă detectedă ină theă kidney,ă spleenă andă lungsă asă well.ă
However,ăweăcouldăshowăhigherăamountăofăradioactivityăinătheăboneăthanăHwangăetăal.ăFurtheră
analysisăofăboneăradioactivityărevealedăthatămostăofăităwasăpresentăinătheăepiphysisăindicatingă
accumulationăofălabelledăEVsăinătheăboneămarrow.ăAdditionally,ăweăcouldăalsoăshowălowăbută
detectableăaccumulationăinăperipheralălymphoidăorgansăotherăthanăspleenăsuchăasăthymusăandă
lymphănodes.ăThisădistributionăpatternăcouldăbeăconirmedăbyătheădirectăSPEűT/űTăquantiicationă
also,ăwhereăepiphysisăwereătheăorgansăwithătheăhighestăSUVăvalues.ă

AăkeyăpointăinătheăbiodistributionăofăEVsăofădifferentăcellularăoriginăisătoăwhatăextentătheiră
uptakeăisăcell-ăorătissue-speciic.ăImaiăetăal.ă(201ő)ăusingămacrophageădepletedămiceădemonstratedă
thatătheămainăclearanceărouteăofăintravenouslyăadministeredăexosomesăwasăthroughămacrophagesă
residingăinătheăliverăandăspleen.ăTheăfactăthatămostăofătheăin vivo and ex vivoăbiodistributionă
studiesă (Morishitaă etă al.,ă 201ő,ăWiklanderă etă al.,ă 201ő,ăHwangă etă al.,ă 201ő),ă includingă oursă
showăhighăuptakeălevelsăinătheăliverăandăspleenăareăindirectăevidencesăthatămacrophagesăplayă
importantăroleăinăEVăclearance.ăăOnătheăotherăhand,ăthisădoesănotăexcludeătheăpossibilityăthată
targetedăuptakeăisăalsoăpresentăviaăspeciicăhomingăreceptorsăwhichăinluenceăEVăbiodistribution.ă
ItăhasăbeenăshownăbyăSaundersonăetăal.ă(201ő)ăthatăsialoadhesină(űD169)ăbearingămacrophagesă
inătheăspleenăandălymphănodesăwereăresponsibleăforăuptakeăofăprimaryăŰăcell-derivedăexosomesă
viaăsurfaceăexpressedă2,3ălinkedăsialicăacids.ă

Ină conclusion,ă ină theă presentă studyă weă showedă thată EVsă isolatedă directlyă fromă boneă
marrowă representă aă heterogeneousă populationă ofă vesiclesă concerningă theiră sizeă andă cellulară
origin.ăThisăheterogeneityăcouldăhighlyă impactă theirăbiodistributionăandăclearanceă route.ăWeă
furtherăshowedăthatădirectălabellingăofătheseăEVsăwithă99mTcăwasăeficientăandăstableăforăupătoă
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2Őăhours.ăŰiodistributionăofăboneămarrowăderivedăEVsăwasăfollowedăandăquantiiedăbothăex 

vivo and in vivoăbyăSPEűT/űTăandătheătwoăapproachesăyieldedăveryăsimilarăresults.ăThereăareă
noăpublishedăstudiesăsoă farăaboută theăbiodistributionăofăboneămarrowăderivedăEVsăandă theiră
entryăintoăandăuptakeăbyătheăboneămarrowăandălymphoidăsystem.ăInăconcordanceăwithăotheră
publicationsăanalysingăbiodistributionăofăEVsăofăvariousăsources,ăweăshowedăthatăaăsigniicantă
fractionăaccumulatedăinătheăliver,ăspleenăandălungs,ămostăprobablyăinăaănon-speciicămanner.ă
Weăcouldăalsoăshowătheirăstableăpresenceăinătheăboneămarrow,ăthymusăandălymphănodes,ăwhichă
raisesătheăpossibilityăofăaăspeciicăuptakeăofătheseăEVsăbyătheăhaematopoieticăsystem.ăăWhetheră
intravenouslyă injectedăboneămarrowăderivedăEVăclearanceă isăsolelyănon-speciicăorăaă tissue-
speciicăuptakeăcanăalsoăinluenceătheirăbiodistributionăremainsătoăbeădeterminedăandăfurther,ă
focusedăstudiesăareăneededăinăthisădirection.
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