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фосфатного транспортера NaPi2b в клетках 
карциномы яичника OVCAR-8

В.С. Скрипова, Д.А. Фирсова, А.В. Килунов, Л.Ф. Булатова, М.А. Попутский, Р.Г. Киямова

Научно-исследовательская лаборатория «Биомаркер», Институт фундаментальной медицины и биологии  
ФГАОУ ВО «Казанский (Приволжский) федеральный университет»; Россия, 420008 Казань, ул. Кремлевская, 18, корп. 1

К о н т а к т ы : Рамзия Галлямовна киямова kiyamova@mail.ru, Вера Сергеевна Скрипова v.s.skripova@yandex.ru

Введение. Натрий-зависимый фосфатный транспортер NaPi2b – перспективная мишень для таргетной 
противоопухолевой терапии. его большой внеклеточный домен (ВкД) содержит скрытый эпитоп MX35, против 
которого разработаны терапевтические антитела, проходящие доклинические и клинические испытания. Доступность 
эпитопа MX35 для антител выше в опухолевых клетках и зависит от конформации ВкД, обусловленной дисульфидными 
связями между остатками цистеина С303, С322, С328 и С350. количество этих дисульфидных связей неизвестно, как 
и то, какие именно остатки цистеина участвуют в поддержании конформации ВкД NaPi2b, возможной регуляции его 
транспортной активности и стабильности. Выделение и очистка трансмембранных белков, включая NaPi2b, для 
структурных и функциональных исследований являются трудно разрешимыми задачами, поэтому необходимо раз-
работать in vitro модель для изучения особенностей формирования дисульфидных связей в области ВкД транспортера 
NaPi2b, а также определения  их роли в обеспечении доступности скрытого эпитопа MX35 и активности транспор-
тера в живых клетках.
Цель исследования – создание панели клональных сублиний карциномы яичника человека OVCAR-8, содержащих 
рекомбинантные варианты транспортера NaPi2b дикого типа, а также варианты с одиночными и двойными заменами 
остатков цистеина в области ВкД на остатки аланина. 
Материалы и методы. клетки карциномы яичника OVCAR-8, не экспрессирующие ген транспортера NaPi2b, 
трансдуцировали лентивирусными частицами, несущими нуклеотидные последовательности, кодирующие транспортер 
NaPi2b дикого типа или его мутантные варианты с одиночными и двойными заменами остатков цистеина С303, С322, 
С328 и С350 на остатки аланина, для имитации восстановления потенциальных дисульфидных связей между ними. 
после отбора трансдуцированных клеток получали клональные сублинии, в лизатах которых методами вестерн-  
и дот-блоттинга оценивали содержание рекомбинантных вариантов транспортера NaPi2b.
Результаты. получена панель из 9 клональных сублиний карциномы яичника OVCAR-8, содержащих рекомбинантный 
транспортер NaPi2b дикого типа и его мутантные варианты. Отмечено влияние введенных аминокислотных замен 
на содержание и электрофоретическую подвижность транспортера NaPi2b.
Заключение. полученная панель клональных сублиний может быть использована в качестве in vitro модели  
для изучения конформации ВкД транспортера NaPi2b, обусловленной дисульфидными связями, что позволит 
раскрыть механизм образования скрытого эпитопа MX35 и пролить свет на роль ВкД в регуляции транспортной 
активности NaPi2b. понимание механизма образования скрытого эпитопа MX35 даст возможность найти новые 
скрытые эпитопы в составе внеклеточных доменов трансмембранных белков, которые могут быть использованы  
в качестве мишеней для таргетной противоопухолевой терапии.

Ключевые слова: NaPi2b, SLC34A2, злокачественное новообразование, дисульфидная связь, опухоль-специфический 
эпитоп, конформация
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Development of an in vitro model to study the role of disulfide bonds in the largest extracellular 
domain of the sodium-dependent phosphate transporter NaPi2b in OVCAR-8 ovarian carcinoma cells
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Introduction. The sodium-dependent phosphate transporter NaPi2b is a promising target for targeted antitumor therapy. 
There is the largest extracellular domain (ECD) containing a cryptic MX35 epitope, against which therapeutic antibodies 
have been developed and are undergoing preclinical and clinical trials. The accessibility of the MX35 epitope to antibodies 
is higher in tumor cells and depends on the conformation of the ECD, determined by disulfide bonds between cysteine residues 
C303, C322, C328 and C350. The number of these disulfide bonds and cysteine residues that participate in the NaPi2b ECD 
conformation maintaining, regulation of its transport activity and stability is unknown. Isolation and purification  
of transmembrane proteins, including NaPi2b, for structural and functional studies is difficult, therefore it is necessary 
to develop an in vitro model to study the formation of disulfide bonds in the ECD region of the NaPi2b transporter  
and their role in ensuring the availability of the cryptic MX35 epitope and transporter activity in living cells.
Aim. To create a panel of clonal sublines of human ovarian carcinoma OVCAR-8 containing recombinant variants  
of the wild-type NaPi2b transporter, as well as with single and double substitutions of cysteine residues in the ECD region 
with alanine residues.
Materials and methods. OVCAR-8 ovarian carcinoma cells that do not express the NaPi2b transporter gene were transduced 
with lentiviral particles carrying nucleotide sequences encoding the wild-type NaPi2b transporter or its mutant variants 
with single and double substitutions of cysteine residues C303, C322, C328 and C350 with alanine residues to simulate 
reduction of potential disulfide bonds between them. After selecting transduced cells, clonal sublines were obtained,  
in the lysates of which the content of recombinant variants of the NaPi2b transporter was assessed using Western blot 
analysis and dot blot analysis.
Results. A panel of 9 clonal sublines of OVCAR-8 ovarian carcinoma containing the wild-type recombinant NaPi2b 
transporter and its mutant variants was obtained. The effect of the introduced amino acid substitutions on the content 
and electrophoretic mobility of the NaPi2b transporter was noted.
Conclusion. The resulting panel of clonal sublines can be used as an in vitro model to study the conformation of the ECD 
transporter NaPi2b, determined by disulfide bonds, which will reveal the mechanism of formation of the cryptic MX35 
epitope and shed light on the role of ECD in the regulation of NaPi2b transport activity. Understanding the mechanism 
of formation of the cryptic MX35 epitope will make it possible to find new cryptic epitopes in the extracellular domains 
of transmembrane proteins, which can be used as targets for antitumor therapy.
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ВВЕДЕНИЕ
Одной из приоритетных задач современной онко-

логии является разработка новых терапевтических 
подходов, обладающих высокой эффективностью  
и низкой токсичностью. К ним относится таргетная 
терапия лекарственными препаратами, направленны-
ми против конкретных молекулярных мишеней, харак-
терных преимущественно для опухолевых клеток. По-
иск таких опухоль-специфических мишеней является 
непростой задачей, поскольку большинство белков 
клеток опухоли представлены и в клетках нормальных 
тканей, что увеличивает риск их повреждения при про-
ведении таргетной терапии. 

Примером перспективных опухоль-специфических 
мишеней является мембранный гликопротеин – на-
трий-зависимый фосфатный транспортер NaPi2b  
из семейства транспортеров SLC34, который участвует 

в поддержании фосфатного гомеостаза [1, 2]. Экспрес-
сия гена SLC34A2, кодирующего транспортер NaPi2b 
у человека, выявлена в клетках ряда нормальных тка-
ней [3–5], а повышенный уровень его экспрессии –  
в клетках некоторых злокачественных новообразова-
ний, включая рак яичника, легкого, щитовидной же-
лезы и др. [5–13].

Транспортер NaPi2b идентифицирован в качестве 
мишени для моноклональных антител MX35 [14–16],  
их терапевтических производных и аналогов [17–20]  
с помощью модифицированного подхода SEREX 
(serological analysis of recombinant tumor cDNA expression 
libraries) [21–23]. Показано, что эпитоп для вышеопи-
санных антител (эпитоп MX35) находится в составе 
большого внеклеточного домена (ВКД 188–361 а.о.) 
транспортера NaPi2b на участке 311–340 а.о. [15, 16]. 
Особенностью данных антител является то, что при 
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введении в организм in vivo они накапливаются преи-
мущественно в очагах карциномы яичника,  
а не в клетках нормальных тканей, в которых экспрес-
сируется ген транспортера NaPi2b [24, 25]. Это может 
говорить об опухоль-специфической природе эпитопа 
MX35 в молекуле транспортера NaPi2b. Следует отме-
тить, что в этой же области ВКД находятся 4 остатка 
цистеина – С303, С322, С328 и С350, а также несколько 
потенциальных сайтов для N-гликозилирования [15]. 
Результаты наших исследований и работ других авто-
ров показали, что при восстановлении дисульфидных 
связей в условиях in vitro эффективность связывания 
антител с эпитопом MX35 значительно снижалась  
в лизатах клеток эукариот, но не изменялась для син-
тетических пептидов [15], и в лизатах клеток прокари-
от, в которых отсутствует гликозилирование, в услови-
ях вестерн-блоттинга [26].

Мы предполагаем, что эпитоп MX35 является 
скрытым эпитопом, а его доступность для распозна-
вания антителами зависит от конформации ВКД тран-
спортера NaPi2b, обусловленной дисульфидными свя-
зями и N-гликозилированием [27–29]. На данный 
момент структура транспортера NaPi2b эксперимен-
тально не разрешена, поэтому остается неизвестным, 
сколько и между какими именно остатками цистеина 
в области его ВКД образуются дисульфидные связи,  
от которых зависит доступность эпитопа MX35 для 
распознавания антителами. На сегодняшний день  
с помощью экспериментальных и in silico подходов, 
включая анализ структуры транспортера NaPi2b из базы 
структур белков AlphaFold, предсказана возможность об-
разования дисульфидных связей между остатками циc-
теина С303-С350 и С322-С328 [15, 26].

В связи со сложностью проведения структурных ис-
следований трансмембранных белков, в том числе 
NaPi2b, для анализа дисульфидных связей в области ВКД 
транспортера NaPi2b необходимо использовать другие 
методы и подходы, включая in vitro модели для исследо-
вания транспортера в условиях, позволяющих сохранять 
его нативную конформацию, –  на живых клетках. 

Цель  исследования –  путем лентивирусной транс-
дукции получить панель клональных сублиний карци-
номы яичника человека OVCAR-8, синтезирующих 
рекомбинантный натрий-зависимый фосфатный транс-
портер NaPi2b дикого типа и его мутантные варианты, 
в которых каждый из остатков цистеина в области ВКД 
в положениях С303, С322, С328, С350 или одно-
временно 2 из них, а именно С303 и С322, С303  
и С328, С322 и С328, заменены на остатки аланина.  
С помощью такой клеточной панели могут быть изу-
чены особенности образования дисульфидных связей 
в области ВКД транспортера NaPi2b, от которых зави-
сит доступность скрытого эпитопа MX35 для антител  
(в частности, определено, между какими именно остат-
ками цистеина они образуются), а также их влияние  
на функциональную активность, конформацию и топо-
логию транспортера NaPi2b.

МАТЕРИАЛы И МЕТОДы
Клеточные линии. Клеточную линию почки эмбри-

она человека HEK293T (ATCC, США) использовали 
для создания лентивирусных частиц. Клеточную линию 
карциномы яичника человека OVCAR-8, в которой от-
сутствует эндогенная экспрессия гена натрий-зависи-
мого фосфатного транспортера NaPi2b [30, 31], – для по-
лучения панели клональных сублиний, содержащих 
рекомбинантный транспортер NaPi2b дикого типа,  
а также его варианты с одиночными и двойными за-
менами остатков цистеина в положениях С303, С322, 
С328 и С350 на остатки аланина.

Культивирование клеточных линий. Клеточную ли-
нию HEK293T культивировали в полной питательной 
среде DMEM («Панэко», Россия) c содержанием 4,5 г/л 
глюкозы, 10 % эмбриональной телячьей сыворотки 
(Capricorn, Германия), 2 мМ L-аланил-L-глутамина 
(«Панэко», Россия), 100 ЕД/мл пенициллина («Пан-
эко», Россия) и 100 мкг/мл стрептомицина («Панэко», 
Россия). Клеточную линию OVCAR-8 культивировали 
в полной питательной среде RPMI-1640 («Панэко», 
Россия), содержащей 10 % эмбриональной телячьей сы-
воротки (Capricorn, Германия), 2 мМ L-аланил-L-глута-
мина («Панэко», Россия), 100 ЕД/мл пенициллина 
(«Панэко», Россия) и 100 мкг/мл стрептомицина 
(«Панэко», Россия). Сублинии OVCAR-8, трансдуци-
рованные лентивирусными частицами, полученными 
на основе вектора pLV-CMV-H4-puro, культивировали 
в полной питательной среде RPMI-1640 («Панэко», 
Россия) в присутствии 1 мкг/мл пуромицина (Gibco, 
США).

Получение рекомбинантных лентивирусных векторов. 
Вектор pcDNA3.1(+)/NaPi2b, кодирующий транспор-
тер NaPi2b дикого типа, полученный нами ранее, ис-
пользовали в качестве матрицы для выделения плазмид, 
кодирующих мутантные варианты транспортера NaPi2b 
с одиночными и двойными заменами остатков цисте-
ина С303, С322, С328 и С350 на остатки аланина [32], 
методом сайт-направленного мутагенеза с помощью 
набора реактивов QuikChange II XL Site-Directed 
Mutagenesis Kit (Agilent, США) по инструкции произ-
водителя. Наличие целевых мутаций в плазмидах по-
сле мутагенеза подтверждали секвенированием по 
Сэнгеру. Из выделенных плазмид с помощью рестрик-
таз EcoRI (Thermo Fisher Scientific, США) и BamHI 
(Thermo Fisher Scientific, США) получены нуклеотид-
ные последовательности, кодирующие мутантные ва-
рианты транспортера NaPi2b, с последующим клони-
рованием в лентивирусный вектор pLV-CMV-H4-puro 
[33] по сайтам рестрикции EcoRI и BamHI. Амплифи-
кацию рекомбинантных лентивирусных векторов про-
водили в клетках E. coli XL1-Blue с последующим вы-
делением и очисткой с помощью набора Plasmid 
MiniPrep («Евроген», Россия).

Лентивирусная трансдукция клеток млекопита ющих. 
Лентивирусные частицы получали в клетках HEK293T 
путем трансфекции упаковочными плазмидами 
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psPAX2 (Addgene #12260) и pMD2.G (Addgene #12259) 
и рекомбинантными векторами pLV-CMV-H4-puro, 
кодирующими мутантные варианты транспортера 
NaPi2b. Трансфекцию проводили с помощью поли-
этиленимина (Thermo Fisher Scientific, США), как 
описано ранее [34]. Трансдукцию клеток карциномы 
яичника OVCAR-8 полученными лентивирусными ча-
стицами также выполняли, как описано ранее [35]. 
Для отбора трансдуцированных клеток через 48 ч по-
сле трансдукции добавляли питательную среду, содер-
жащую селективный антибиотик пуромицин в кон-
центрации 1 мкг/мл. 

Получение клональных сублиний. Клональные 
сублинии получали методом редкого посева. В 96-лу-
ночный планшет рассеивали по 100 мкл суспензии 
клеток с концентрацией 5 кл/мл и добавляли 100 мкл 
полной питательной среды. В каждом случае исполь-
зовали от 2 до 4  96-луночных планшетов. С помощью 
светового микроскопа находили и отмечали лунки, где 
образовались клональные популяции клеток, которые 
наращивали для дальнейшей работы.

Вестерн-блоттинг. Клетки рассеивали в лунки 6-лу-
ночного планшета и культивировали до достижения 
80 % конфлюэнтности. Клетки дважды промывали 
фосфатно-солевым буфером и лизировали в 100 мкл 
буфера RIPA (Thermo Fisher Scientific, США), содер-
жащего смесь ингибиторов протеаз и фосфатаз 
(Thermo Fisher Scientific, США). Клеточные лизаты 
центрифугировали при 10 тыс. об/мин при +4 °С  
в течение 30 мин. Растворимую белковую фракцию 
собирали и использовали в качестве образцов для про-
ведения электрофореза в денатурирующих условиях  
в 10 % полиакриламидном геле. Вестерн-блоттинг 
проводили в соответствии с рекомендациями произ-
водителей антител кролика против N-концевого до-
мена транспортера NaPi2b (CST, США) и GAPDH 

(Thermo Fisher Scientific, США). В качестве вторичных 
антител использовали антитела козы против иммуно-
глобулинов кролика, конъюгированные с пероксида-
зой хрена (Thermo Fisher Scientific, США). Для полу-
чения хемилюминисцентного сигнала использовали 
субстраты для пероксидазы хрена SuperSignal™ West 
Pico PLUS и Pierce™ ECL Western Blotting Substrate 
(Thermo Fisher Scientific, США). Детекцию сигнала 
проводили с использованием системы гель-докумен-
тирования ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad, США).

Дот-блоттинг. Образцы клеточных лизатов готови-
ли аналогично образцам для вестерн-блоттинга.  
На нитроцеллюлозную мембрану (Bio-Rad, США) на-
носили объем образцов клеточных лизатов, в котором 
содержалось 5 мкг общего белка. После высушивания 
мембраны обрабатывали и анализировали так же, как 
для вестерн-блоттинга, в соответствии с рекоменда-
циями производителя антител против N-концевого 
домена транспортера NaPi2b (CST, США). 

РЕзУЛьТАТы
Методом молекулярного клонирования получены 

рекомбинантные лентивирусные экспрессионные век-
торы pLV-CMV-H4-puro с нуклеотидными последова-
тельностями, кодирующими транспортер NaPi2b дикого 
типа, его мутантные варианты с одиночными заменами 
остатков цистеина на остатки аланина в положениях 303, 
322, 328 и 350, а также с заменами одновременно двух  
из них: С303 и С322, С303 и С328, С322 и С328. Нали-
чие целевых последовательностей в полученных ре-
комбинантных векторах подтверждено с помощью 
рестрикции очищенных из бактериальных клеток ре-
комбинантных векторов ферментами EcoRI и BamHI. 
Во всех случаях наблюдали наличие фрагмента ДНК 
длиной примерно 2100 п.о., что соответствовало ожи-
даемым результатам (рис. 1).

Рис. 1. Результаты горизонтального электрофореза в агарозном геле продуктов рестрикции эндонуклеазами BamHI и EcoRI рекомбинантных 
лентивирусных векторов pLV-CMV-H4-puro после клонирования последовательностей, кодирующих рекомбинантные варианты натрий-зависи-
мого фосфатного транспортера NaPi2b с одиночными и двойными аминокислотными заменами остатков цистеина С303, С322, С328 и С350  
на остатки аланина. М – маркер длин ДНК GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific, США); п.о. – пары оснований; WT – дикий тип. 
Стрелкой указаны последовательности ДНК, кодирующие транспортер NaPi2b (~2100 п.о.)
Fig. 1. Results of the horisontal agarose gel electrophoresis of recombinant lentiviral vectors pLV-CMV-H4-puro products of restriction by BamHI and EcoRI 
after cloning sequences encoding recombinant variants of the sodium-dependent phosphate transporter NaPi2b with single and double amino acid substitutions 
of cysteine residues C303, C322, C328 and C350 to alanine residues results. M – GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific, США); b.p. – base 
pair; WT – wild-type. Arrow is showing DNA sequences encoding NaPi2b transporter (~2100 b.p.)

3000 п.о. / 3000 b.p.

2000 п.о. / 2000 b.p.

1000 п.о. / 1000 b.p.

Вариант NaPi2b / 
NaPi2b variant WT С303A С322A С328A С350A C303A + 

C322A
C303A + 
C328A

C322А + 
C328A

pLV-CMV-H4-puro/NaPi2b

BamHI
EcoRI M –      + –      + –      + –      + –      + –       + –       + –       +
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На основе полученных векторов созданы лентиви-
русные частицы, которыми трансдуцировали клетки 
карциномы яичника человека OVCAR-8. Для исполь-
зования в качестве отрицательного контроля клетки 
OVCAR-8 трансдуцировали лентивирусными частицами, 
полученными на основе пустого вектора pLV-CMV-H4-
puro, не содержащего последовательность, кодирую-
щую транспортер NaPi2b. Такой контроль может быть 
использован в том числе для подтверждения специ-
фичности антител против транспортера NaPi2b, а так-
же при необходимости для учета влияния процесса 
трансдукции на физиологию клеток при дальнейших 
исследованиях.

В результате отбора с использованием пуромици-
на (1 мкг/мл) получены устойчивые к нему популяции 
клеток OVCAR-8, что говорит об их успешной транс-
дукции. В каждом случае количество трансдуцирован-
ных клеток, выживших в присутствии пуромицина,  
не различалось, что говорит об одинаковой эффектив-
ности трансдукции. Перечень полученных сублиний 
и их характеристика представлены в табл. 1.

С помощью вестерн-блоттинга лизатов трансду-
цированных клеток OVCAR-8 проанализировано со-
держание каждого рекомбинантного варианта транспор-
тера NaPi2b, которое оценивали по интенсивности 
с пецифического хемилюминисцентного сигнала  
от антител против его N-концевого домена (рис. 2). 

Таблица 1. Характеристика сублиний карциномы яичника OVCAR-8, полученных после лентивирусной трансдукции

Table 1. Characteristics of OVCAR-8 ovarian carcinoma sublines after lentiviral transduction

Сублиния 
Subline

Вариант рекомбинантного транспортера NaPi2b, содержащийся в  сублинии 
The recombinant NaPi2b transporter variant contained in the subline

OVCAR-8/NaPi2b-wt Дикого типа 
Wild-type

OVCAR-8/NaPi2b-С303А С аминокислотной заменой С303А 
With С303А amino acid substitution 

OVCAR-8/NaPi2b-С322А С аминокислотной заменой С322А 
With С322А amino acid substitution

OVCAR-8/NaPi2b-С328А С аминокислотной заменой С328А 
With С328А amino acid substitution

OVCAR-8/NaPi2b-С350А С аминокислотной заменой С350А 
With С350А amino acid substitution

OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С322А С аминокислотными заменами С303А и С322А 
With С303А and C322A amino acid substitutions

OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С328А С аминокислотными заменами С303А и С328А 
With С303А and C328A amino acid substitutions

OVCAR-8/NaPi2b-С322А+С328А С аминокислотными заменами С322А и С328А 
With С322А and C328A amino acid substitutions

OVCAR-8/empty Не содержащий NaPi2b 
Without NaPi2b

Содержание рекомбинантного транспортера 
NaPi2b в исследуемых образцах в разных вариантах 
различалось. Высокий уровень его содержания харак-
терен для дикого типа и мутантных вариантов транс-
портера NaPi2b с аминокислотными заменами С322А 
и С322А + С328А (см. рис. 2; образцы WT, С322А, 
С322А + С328А), средний – для мутантных вариантов   
с аминокислотными заменами С328А и С350А (см. рис. 2; 
образцы С328А и С350А), низкий – для мутантного 
варианта транспортера с аминокислотными заменами 
С303А + C328A (рис. 2; образец С303А + C328A).  
В случае мутантных вариантов транспортера с амино-
кислотными заменами С303А и С303А + С322А не на-
блюдали специфического сигнала, соответствующего 
транспортеру NaPi2b (см. рис. 2; образцы С303А  
и С303А + С322А), что может говорить об отсутствии 
или крайне низком содержании данных мутантных 
вариантов в исследуемых образцах. Поскольку в каж-
дом случае эффективность трансдукции клеток 
OVCAR-8 была одинаковой, разницу в уровне содер-
жания различных вариантов транспортера NaPi2b 
можно объяснить гетерогенностью полученных после 
трансдукции популяций клеток. Поскольку при лен-
тивирусной трансдукции интеграция экспрессионной 
кассеты в геном клетки происходит случайно, содер-
жащийся в ней трансген может попадать в области ге-
нома с разной доступностью хроматина для транс- 
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крипции. Это приводит к формированию поликло-
нальных популяций, в которых уровень экспрессии 
трансгена может значительно различаться между клет-
ками, что, в свою очередь, влияет на интерпретацию 
результатов дальнейших исследований. В связи с этим 
для последующей работы получали клональные субли-
нии (полученные из одной клетки) трансдуцирован-
ных клеток OVCAR-8 (см. табл. 1). 

Для отрицательного контроля OVCAR-8/empty,  
а также для каждого рекомбинантного варианта транс-
портера NaPi2b получены от 4 до 39 клональных 
сублиний, среди которых проводили отбор сублиний 
с высоким содержанием целевых рекомбинантных ва-

риантов транспортера NaPi2b с помощью вестерн- 
и/или дот-блоттинга.

Для всех пяти полученных клональных сублиний 
OVCAR-8/empty по результатам вестерн-блоттинга 
подтверждено отсутствие содержания в клетках реком-
бинантного транспортера NaPi2b (рис. 3), а клональ-
ная сублиния OVCAR-8/empty/2H7 отобрана для 
включения в панель клеточных линий в качестве от-
рицательного контроля. Среди четырех полученных 
клональных сублиний OVCAR-8/NaPi2b-wt наиболь-
шее содержание целевого белка наблюдалось в клональ-
ной сублинии OVCAR-8/NaPi2b-wt/1B11 (см. рис. 3), 
которая вошла в панель и использовалась в дальнейшей 

Рис. 3. Результаты анализа содержания рекомбинантного натрий-зависимого фосфатного транспортера NaPi2b в клональных сублиниях 
OVCAR-8/empty и OVCAR-8/NaPi2b-wt
Fig. 3. Results of the analysis of recombinant sodium-dependent phosphate transporter NaPi2b content in OVCAR-8/empty and OVCAR-8/NaPi2b-wt clonal 
sublines

Рис. 2. Результаты анализа содержания рекомбинантных вариантов натрий-зависимого фосфатного транспортера NaPi2b в поликлональных 
популяциях клеток OVCAR-8 после трансдукции лентивирусными частицами, полученными на основе рекомбинантных лентивирусных векторов 
pLV-CMV-H4-puro/NaPi2b, кодирующих дикий тип (WT) и мутантные варианты транспортера NaPi2b
Fig. 2. Results of the analysis of recombinant sodium-dependents phosphate transporter NaPi2b variants content in polyclonal OVCAR-8 cell populations after 
transduction by lentiviral particles based on recombinant lentiviral vectors pLV-CMV-H4-puro/NaPi2b encoding wild-type (WT) and mutant variants  
of NaPi2b transporter

GAPDH

NaPi2b

OVCAR-8/NaPi2b

Вариант NaPi2b / NaPi2b variant
OVCAR-8/

empty WT C303A C328A C322A C350A C303A + 
C328A

C322A + 
C328A 

C303A + 
C322A

Клональная сублиния / 
Clonal subline

OVCAR-8/NaPi2b-wtOVCAR-8/empty

2A9 1B8 2D4 2H7 1A8 1C5 1B6 1D6 1B11

GAPDH

NaPi2b
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работе в качестве положительного контроля содержа-
ния транспортера NaPi2b.

Отбор клональных сублиний, содержащих рекомби-
нантные мутантные варианты транспортера NaPi2b 
(OVCAR-8/NaPi2b-mut), проводили в 2 этапа. На первом 
этапе клеточные лизаты исследуемых сублиний анали-
зировали методом дот-блоттинга, что позволило выявить 
от 5 до 30 сублиний, содержащих рекомбинантные му-
тантные варианты транспортера NaPi2b (рис. 4).

Интересно отметить, что для сублиний OVCAR-8/
NaPi2b-С303А и OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С322А вы-
явлены клональные сублинии, содержащие соответ-
ствующие рекомбинантные мутантные варианты транс-
портера NaPi2b (см. рис. 4, а, д, табл. 2), несмотря  
на то, что результаты вестерн-блоттинга лизатов кле-
ток до клональной селекции не выявили в них наличие 
рекомбинантного транспортера NaPi2b (см. рис. 2; 
образцы С303А и С303А+С322А).

Рис. 4. Результаты анализа содержания рекомбинантных мутантных вариантов натрий-зависимого фосфатного транспортера NaPi2b с заменами 
остатков цистеина С303, С322, С328 и С350 на остатки аланина в клональных сублиниях OVCAR-8/NaPi2b-С303А (а), OVCAR-8/NaPi2b-С322А (б), 
OVCAR-8/NaPi2b-С328А (в), OVCAR-8/NaPi2b-С350А (г), OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С322А (д), OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С328А (е) и OVCAR-8/
NaPi2b-С322А+С328А (ж)
Fig. 4. Results of the analysis of recombinant sodium-dependent phosphate transporter NaPi2b with substitution of cysteine residues С303, С322, С328 and С350 
with alanine residues content in clonal sublines OVCAR-8/NaPi2b-С303А (а), OVCAR-8/NaPi2b-С322А (б), OVCAR-8/NaPi2b-С328А (в), OVCAR-8/NaPi2b-С350А (г), 
OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С322А (д), OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С328А (е) и OVCAR-8/NaPi2b-С322А+С328А (ж)

Клональные сублинии OVCAR-8/NaPi2b-С303А /  
OVCAR-8/NaPi2b-С303А clonal sublines

Клональные сублинии OVCAR-8/NaPi2b-С328А /  
OVCAR-8/NaPi2b-С328А clonal sublines

Клональные сублинии OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С322А /  
OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С322А clonal sublines

Клональные сублинии OVCAR-8/NaPi2b-С322А /  
OVCAR-8/NaPi2b-С322А clonal sublines

Клональные сублинии OVCAR-8/NaPi2b-С350А /  
OVCAR-8/NaPi2b-С350А clonal sublines

Клональные сублинии OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С328А / 
OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С328А clonal sublines

Клональные сублинии OVCAR-8/NaPi2b-С322А+С328А / 
OVCAR-8/NaPi2b-С322А+С328А clonal sublines

1           2         3        4         5         6         7       10     11      12      22         23

24       25         26     27     49      50     51    52      53     54   74     75   76

77     78       99   100  101   102     103    104     113    123   127   128    130  131

9       17    18    19     39    40        41         61    62     63 

1а                 2а               3а             4а          5а            7а          8а             9а

10а         11а            12а         13а        38а            39а                41а            53а

14а          15а            16а        17а           18а        19а          20а

21а          22а        43а         44а    45а      46а      47а        48а

30а        31а             34а           35а        36а        37а           50а 

64       65      66      67        83        84       85        86        87       88

105    106      107     108     119     120   124   135     136       137

8          13        14       15    16     28       29          30       31       33

34        35      36       37       38       56      57        58     59      60       79

20   21  42    43       44        45       46      47        48      68    69

70    71      72      73           89     90      91         92           93     95

96        97      109   110    111    115      121       122    125  126

80         81       82       98    114     116     117     118    129   133   134
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По результатам дот-блоттинга для каждой субли-
нии OVCAR-8/NaPi2b-mut отобраны от 2 до 12 кло-
нальных сублиний (см. табл. 2), в лизатах которых со-
держание транспортера NaPi2b исследовали методом 
вестерн-блоттинга. Подтверждено, что в образцах ото-
бранных клональных сублиний OVCAR-8/NaPi2b-mut 
содержатся соответствующие рекомбинантные мутант-
ные варианты транспортера NaPi2b (рис. 5 и 6).

Содержание всех рекомбинантных мутантных ва-
риантов транспортера NaPi2b как с одиночными, так 
и с двойными заменами остатков цистеина, во всех ис-
следованных клональных сублиниях OVCAR-8 ниже, 
чем рекомбинантного транспортера NaPi2b дикого 
типа (см. рис. 5 и 6). Особенно низкое содержание от-
мечено для рекомбинантных мутантных вариантов 
транспортера NaPi2b с заменами С303А (рис. 5а)  
и С303А+С322А (см. рис. 6; образцы 41а, 53а, 11а).  
В случае мутантного варианта транспортера NaPi2b  
с заменой С303А+С322А специфический сигнал уда-
лось детектировать только при более длительной экс-
позиции (114 с) при регистрации хемилюминисцен-
ции (см. рис. 6; образцы 41а, 53а, 11а).

Результаты вестерн-блоттинга показали, что элек-
трофоретическая подвижность транспортера NaPi2b 
дикого типа (см. рис. 5 и 6; образец К+) выше, чем его 
рекомбинантных мутантных вариантов с заменами 
С303А (см. рис. 5, а), С322А (рис. 5, б), С328А (рис. 5, в; 
образцы 18, 62, 61, 65), С350А (рис. 5, в; образцы 43, 44, 

Таблица 2. Рузультаты анализа содержания рекомбинантных мутантных вариантов натрий-зависимого фосфатного 
транс портера NaPi2b с заменами остатков цистеина С303, С322, С328 и С350 на остатки аланина в клональных сублиниях 
OVCAR-8/NaPi2b-mut, полученные с помощью дот-блоттинга 

Table 2. Results of the analysis of recombinant sodium-dependent phosphate transporter NaPi2b with substitution of cysteine residues С303, С322, С328  
and С350 with alanine residues content in clonal sublines in clonal sublines OVCAR-8/NaPi2b-mut obtained by dot blotting

Сублиния 
Subline

Номер клональных сублиний, содержащих транспортер NaPi2b 
Number of the clonal sublines, containing NaPi2b transporter

Количество проанализиро-
ванных/содержащих 
NaPi2b клональных 

сублиний, отобранных 
для вестерн-блоттинга  

Amount of analyzed/containing 
NaPi2b/selected for Western 
blot analysis clonal sublines

OVCAR-8/NaPi2b-C303A 3, 5, 22, 23, 27, 49, 50, 52, 54, 74, 100, 101, 104, 113, 123, 127 39/16/12

OVCAR-8/NaPi2b-С322А 8, 13, 14, 15, 16, 28, 29, 30, 31, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 56, 57, 
59, 60, 79, 80, 81, 82, 98, 116, 117, 118, 129, 133, 134 32/30/4

OVCAR-8/NaPi2b-С328А 9, 17, 18, 19, 40, 41, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 83, 84, 87, 88, 
106, 107, 120, 124, 135, 136 30/23/4

OVCAR-8/NaPi2b-С350А 20, 21, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 68,70, 71, 72, 89, 90, 91, 92, 
93, 96, 97, 110, 115, 121, 122, 125, 126 31/26/4

OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С322А 8а, 11а, 13а, 38а, 39а, 41а, 53а 16/7/3

OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С328А 14а, 15а, 16а, 17а, 19а, 20а, 21а, 22а, 43а, 44а, 45а, 46а, 47а, 
48а 15/14/2

OVCAR-8/NaPi2b-С322А+С328А 30а, 31а, 34а, 36а, 50а 7/5/2

Примечание . Жирным шрифтом выделены сублинии, отобранные для вестерн-блоттинга. 
Note . Clonal sublines numbers selected for Western-blot analysis are in bold.

46, 47), С303А+С328А (см. рис. 6; образцы 43а и 44а)  
и С322А+С328А (см. рис. 6; образцы 30а и 31а). Стоит 
отметить, что для всех рекомбинантных вариантов 
транспортера NaPi2b наряду с основной гликозилиро-
ванной формой (100–130 кДа) наблюдается наличие 
более электрофоретически подвижной дегликозилиро-
ванной формы на уровне около 75 кДа, что особенно 
заметно для транспортера NaPi2b с двойными амино-
кислотными заменами С303А+С328А (см. рис. 6; образ-
цы 43а и 44а)  и С322А+С328А (см. рис. 6; образцы 30а 
и 31а). В случае двойной аминокислотной замены 
С303А+С322А при длительной экспозиции удалось 
детектировать только дегликозилированную форму 
транспортера NaPi2b на уровне 75 кДа (см. рис. 6, образ-
цы 41а, 53а, 11а). 

Проведенный анализ позволил отобрать клональ-
ные сублинии карциномы яичника OVCAR-8/NaPi2b-
mut, содержащие рекомбинантные мутантные вариан-
ты транспортера NaPi2b, для включения в клеточную 
панель (табл. 3).

Таким образом, получена панель клональных 
сублиний карциномы яичника OVCAR-8, содержащих 
рекомбинантные варианты транспортера NaPi2b, 
включая дикий тип и мутантные варианты с одиноч-
ными заменами остатков цистеина на остатки аланина 
в положениях С303, С322, С328 и С350, а также  
с двойными заменами С303А+С322А, С303А+С328А 
и С322А+С328А (см. табл. 3). 
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Рис. 5. Результаты анализа содержания рекомбинантных мутантных вариантов натрий-зависимого фосфатного транспортера NaPi2b с оди-
ночными заменами остатков цистеина С303, С322, С328 и С350 на остатки аланина в клональных сублиниях OVCAR-8/NaPi2b-C303A (а), OVCAR-8/
NaPi2b-C322A (б), OVCAR-8/NaPi2b-C328A и OVCAR-8/NaPi2b-C350A (в). К– – OVCAR-8/empty; К+ – OVCAR-8/NaPi2b-wt/1B11
Fig. 5. Results of the analysis of recombinant mutant sodium-dependent phosphate transporter NaPi2b with single substitutions of cysteine residues С303, С322, 
С328 and С350 with alanine residues content in clonal sublines OVCAR-8/NaPi2b-C303A (а), OVCAR-8/NaPi2b-C322A (б), OVCAR-8/NaPi2b-C328A  
и OVCAR-8/NaPi2b-C350A (в). К– – OVCAR-8/empty; К+ –  OVCAR-8/NaPi2b-wt/1B11

Рис. 6. Результаты анализа содержания рекомбинантных мутантных вариантов натрий-зависимого фосфатного транспортера NaPi2b с двой-
ными заменами остатков цистеина С303, С322, С328 и С350 на остатки аланина в клональных сублиниях OVCAR-8/NaPi2b-C303A+C322A, 
OVCAR-8/NaPi2b-C303A+C328A, OVCAR-8/NaPi2b-C322A+C328A. K– – OVCAR-8/empty; K+ – OVCAR-8/NaPi2b-wt/1B11
Fig. 6. Results of the analysis of recombinant mutant sodium-dependent phosphate transporter NaPi2b with double substitutions of cysteine residues С303, 
С322, С328 and С350 with alanine residues content in clonal sublines OVCAR-8/NaPi2b-C303A+C322A, OVCAR-8/NaPi2b-C303A+C328A, OVCAR-8/
NaPi2b-C322A+C328A. K– – OVCAR-8/empty; K+ – OVCAR-8/NaPi2b-wt/1B11
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ОбСУжДЕНИЕ
Поиск новых опухоль-специфических мишеней 

для разработки противоопухолевых препаратов явля-
ется одной из самых актуальных задач современной 
онкологии. Натрий-зависимый фосфатный транспор-
тер NaPi2b является примером потенциальной опу-
холь-специфической мишени, поскольку содержит  
в составе своего ВКД скрытый эпитоп MX35, который 
при введении in vivo распознается моноклональными 
антителами преимущественно в клетках опухоли [24, 25]. 
Известно, что доступность эпитопа MX35 для антител 
зависит от дисульфидных связей в области ВКД тран-
спортера NaPi2b, которые потенциально могут обра-
зоваться между остатками цистеина С303, С322, С328 
и С350 [15, 26]. Однако сколько и между какими имен-
но остатками цистеина образуются дисульфидные 
связи, при которых конформация ВКД транспортера 
NaPi2b позволяет антителам связаться с эпитопом 
MX35 в опухолевых клетках, неизвестно. В связи  
с особенностями работы с трансмембранными белка-
ми, к которым относится транспортер NaPi2b, необ-
ходимо разрабатывать подходы, позволяющие изучать 
их структуру, в том числе образование дисульфидных 
связей, в живых клетках с сохранением их нативной 
конформации. 

В результате проведенной работы с помощью ленти-
вирусной трансдукции получены клональные сублинии 

карциномы яичника OVCAR-8, содержащие различные 
рекомбинантные варианты натрий-зависимого фос-
фатного транспортера NaPi2b с одиночными (С303А, 
С322А, С328А, С350А) и двойными (С303А+С322А, 
С303А+С328А, С322А+С328А) заменами остатков  
цистеина на остатки аланина в области его ВКД  
(см. табл. 3). 

Отмечено, что введенные замены аминокислотных 
остатков цистеина в области ВКД влияли на содержа-
ние и электрофоретическую подвижность рекомби-
нантных мутантных форм транспортера NaPi2b  
(см. рис. 5 и 6). В частности, как при одиночных, так 
и при двойных заменах остатков цистеина мы наблю-
дали снижение содержания мутантных рекомбинант-
ных форм транспортера NaPi2b по сравнению с NaPi2b 
дикого типа, особенно в случае аминокислотных за-
мен С303А (рис. 5, а) и С303А+С322А (см. рис. 6). Мы 
предполагаем, что это может быть связано как с низ-
ким уровнем транскрипции трансгенов, кодирующих 
данные мутантные варианты транспортера NaPi2b, так 
и с посттрансляционной нестабильностью их структу-
ры из-за нарушения образования дисульфидных свя-
зей в области ВКД [36–39], что могло способствовать 
их внутриклеточной деградации. 

Известно, что образование дисульфидных связей 
в трансмембранных белках тесно взаимосвязано  
с N-гликозилированием, как было показано для ряда 

Таблица 3. Состав панели клональных сублиний карциномы яичника OVCAR-8 для изучения особенностей формирования дисуль-
фидных связей в области внеклеточного домена натрий-зависимого фосфатного транспортера NaPi2b

Table 3. Panel of the OVCAR-8 ovarian carcinoma clonal sublines for investigation of disulfide bonds formation in the largest extracellular domain of sodium-
dependent phosphate transporter NaPi2b

Клональная сублиния 
Clonal subline

Вариант рекомбинантного транспортера NaPi2b, содержащийся в  сублинии 
The recombinant NaPi2b transporter variant contained in the subline

OVCAR-8/NaPi2b-wt/1B11 Дикого типа 
Wild-type

OVCAR-8/NaPi2b-С303А/74 С аминокислотной заменой С303А 
With С303А amino acid substitution 

OVCAR-8/NaPi2b-С322А/60 С аминокислотной заменой С322А 
With С322А amino acid substitution

OVCAR-8/NaPi2b-С328А/61 С аминокислотной заменой С328А 
With С328А amino acid substitution

OVCAR-8/NaPi2b-С350А/43 С аминокислотной заменой С350А 
With С350А amino acid substitution

OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С322А/41а С аминокислотными заменами С303А и С322А
With С303А and C322A amino acid substitutions

OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С328А/44а С аминокислотными заменами С303А и С328А 
With С303А and C328A amino acid substitutions

OVCAR-8/NaPi2b-С322А+С328А/31а С аминокислотными заменами С322А и С328А 
With С322А and C328A amino acid substitutions

OVCAR-8/empty/2H7 Не содержащий NaPi2b 
Without NaPi2b
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белков [39]. Особенности посттрансляционных моди-
фикаций белков, в свою очередь, тоже могут влиять  
на их стабильность [36–39]. В молекуле транспортера 
NaPi2b есть несколько потенциальных сайтов для  
N-гликозилирования, которые находятся на том же 
участке его ВКД, что изучаемые в данной работе остат-
ки цистеина [15]. В нашей работе результаты вестерн-
блоттинга показали, что у мутантных вариантов тран-
спортера NaPi2b электрофоретическая подвижность 
ниже, чем у транспортера дикого типа (см. рис. 5 и 6). 
Однако при замене С303А+С322А удалось детектиро-
вать только негликозилированную форму транспортера 
NaPi2b (см. рис. 6; образцы 41а, 53а, 11а). Можно пред-
положить, что отсутствие дисульфидных связей в обла-
сти ВКД в мутантных вариантах транспортера NaPi2b 
приводит к изменению профиля N-гликозилирования, 
от которого зависят конформация и стабильность белка. 
Однако это требует экспериментального подтвержде-
ния с помощью специализированных методик для изу-
чения дисульфидных связей и N-гликозилирования, 
что может быть осуществлено с использованием полу-
ченной панели клеточных сублиний.

зАКЛючЕНИЕ
В ходе исследования мы впервые получили панель 

клональных сублиний карциномы яичника человека 

OVCAR-8, содержащих рекомбинантный транспортер 
NaPi2b дикого типа, а также его мутантные варианты  
с одиночными (С303А, С322А, С328А, С350А) и двой-
ными (С303А+С322А, С303А+С328А, С322А+С328А) 
заменами остатков цистеина на остатки аланина в обла-
сти его ВКД, где расположен скрытый эпитоп MX35. 
Введенные аминокислотные замены влияли как на уро-
вень содержания рекомбинантных вариантов транспор-
тера NaPi2b, так и на его электрофоретическую подвиж-
ность. Мы предполагаем, что исследуемые замены 
остатков цистеина приводят к изменениям посттран-
сляционных модификаций транспортера NaPi2b, вклю-
чая образование дисульфидных связей и N-гликозили-
рование в области ВКД, что может влиять на его 
конформацию и стабильность. Полученные нами дан-
ные будут полезны для исследования конформации 
ВКД, его структуры и роли в регуляции активности 
транспортера NaPi2b, а также механизма образования 
скрытого эпитопа MX35 с использованием полученной 
нами панели клональных сублиний карциномы яични-
ка OVCAR-8. Понимание особенностей образования 
скрытого эпитопа MX35 в молекуле транспортера 
NaPi2b может помочь в будущем предсказывать и нахо-
дить новые скрытые опухоль-специфические эпитопы 
в составе других трансмембранных белков, представлен-
ных на поверхности опухолевых клеток.
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