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Введение. Одним из ключевых компонентов клеточных мембран являются мембранные белки, обеспечивающие 
широкий спектр функций – от транспорта и передачи сигналов до координации межклеточных взаимодействий. 
Среди них особый интерес представляет натрийзависимый фосфатный транспортер NaPi2b, играющий большую роль 
в поддержании гомеостаза фосфатов и содержащийся в большом количестве в ряде опухолевых клеток.  
В состав большого внеклеточного домена (ВкД) NaPi2b входит эпитоп MX35, который представляет значительный 
интерес в контексте разработки моноклональных антител для таргетной терапии карциномы яичника и легкого. Рас-
познавание эпитопа MX35 зависит от конформации большого ВкД, обусловленной дисульфидными связями и глико-
зилированием. Между двумя остатками цистеина – С322 и С328 – находится остаток пролина P325, который, как мы 
предполагаем, может участвовать в формировании конформации большого ВкД NaPi2b посредством образования 
дисульфидной связи С322–С328, влияющей на взаимодействие моноклональных антител и эпитопа MX35.
Цель исследования – изучение влияния остатка пролина в положении 325 в области большого ВкД транспортера 
NaPi2b на взаимодействие моноклональных антител L3(28/1) с эпитопом MX35. 
Материалы и методы. В исследовании использованы клеточные линии эпителиальной карциномы яичника чело-
века OVCAR-8 и OVCAR-4. путем сайт-направленного мутагенеза остаток пролина P325 NaPi2b заменили на остаток 
аланина, в результате чего были получены клетки OVCAR-8, стабильно экспрессирующие мутантный вариант NaPi2bp.P325A. 
С помощью вестерн-блот-анализа и лазерной конфокальной микроскопии изучено влияние замены p.P325A NaPi2b 
на взаимодействие моноклональных антител L3(28/1) и эпитопа МХ35. Для определения влияния мутации p.P325A 
на формирование дисульфидных связей в большом ВкД NaPi2b проводили модификацию тиоловых групп остатков 
цистеина с использованием малеимидсодержащих соединений.
Результаты. Выявлено, что замена p.P325A NaPi2b не оказывает значительного влияния на распознавание эпитопа 
MX35 антителами L3(28/1) как при вестерн-блот-анализе, так и при конфокальной микроскопии. количество ди-
сульфидных связей в большом ВкД NaPi2bp.P325A не менялось по сравнению с NaPi2b дикого типа.
Заключение. Замена p.P325A транспортера NaPi2b не оказывает значимого влияния на распознавание эпитопа 
MX35 антителами и формирование дисульфидных связей в большом ВкД NaPi2b. Дальнейшие исследования могут 
быть направлены на более детальное изучение роли других замен в большом ВкД NaPi2b и их влияния на доступность 
эпитопа для антител.
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The role of proline P325 residue in the recognition of the MX35 epitope of the sodium-dependent 
phosphate transporter NaPi2b by monoclonal antibodies in ovarian carcinoma cells
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Introduction. One of the key components of cell membranes are membrane proteins, which provide a wide range  
of functions – from transport and signal transmission to coordination of intercellular interactions. Among them,  
of particular interest is the sodium-dependent phosphate transporter NaPi2b, which plays an important role in maintaining 
phosphate homeostasis and is characterized by an increased content in a number of tumor cells. The large extracellular 
domain (ECD) of NaPi2b contains the MX35 epitope, which is of significant interest in the context of the development 
of monoclonal antibodies for targeted therapy of ovarian and lung carcinoma. Recognition of the MX35 epitope depends 
on the conformation of the large ECD, which is influenced by disulfide bonds and glycosylation. Between cysteine residues 
C322 and C328, there is a proline residue P325, which we hypothesize may contribute to the conformation of the NaPi2b 
large ECD by forming a disulfide bond between C322 and C328, potentially affecting the interaction of monoclonal 
antibodies with the MX35 epitope.
Aim. To study the impact of the proline residue at position 325 in the large ECD of the transporter NaPi2b on the interaction 
of monoclonal antibodies L3(28/1) with the MX35 epitope.
Materials and methods. The human ovarian epithelial carcinoma cell lines OVCAR-8 and OVCAR-4 were used in the study. 
By site-directed mutagenesis, the proline residue P325 of NaPi2b was replaced with an alanine residue, resulting  
in OVCAR-8 cells stably expressing the mutant variant of NaPi2bp.P325A. The effect of the p.P325A substitution in NaPi2b 
on the interaction of monoclonal antibodies L3(28/1) with the MX35 epitope was analyzed using western blotting  
and laser confocal microscopy. To assess the impact of the p.P325A mutation on the formation of disulfide bonds  
in the NaPi2b large ECD, cysteine residues thiol groups were modified using maleimide-containing compounds.
Results. It was found that the substitution of p.P325A in NaPi2b did not significantly affect the recognition of the MX35 
epitope by L3(28/1) antibodies, as shown by both western blot analysis and confocal microscopy. The number of disulfide 
bonds in the large ECD of the mutant NaPi2bp.P325A form was unchanged compared to wild-type NaPi2b.
Conclusion. Substitution p.P325A in the NaPi2b transporter does not have a significant effect on the recognition  
of the MX35 epitope by antibodies or the formation of disulfide bonds in the NaPi2b large ECD. Future studies could 
focus on a more detailed investigation of the roles of other substitutions in the NaPi2b large ECD and their influence  
on the epitope’s accessibility to antibodies.
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ВВЕДЕНИЕ
Мембранные белки представляют собой важный 

класс молекул, обеспечивающих регуляцию широкого 
спектра биологических процессов, включая трансмем-
бранный транспорт веществ, рецепторно-опосредован-
ное распознавание, передачу внутриклеточных сигна-
лов, а также межклеточные взаимодействия [1]. Около 
30 % всех генов, аннотированных в полном геноме клет-
ки, кодируют мембранные белки [2]. Локализация на кле-
точной мембране делает такие белки особенно ценными 
с точки зрения разработки таргетных лекарственных пре-
паратов [3]. В связи с этим исследование пространствен-
ной организации и конформационных особенностей 
мембранных белков, в частности их внеклеточных доме-
нов, представляет собой приоритетное направление для 
выявления новых молекулярных мишеней, пригодных 
для разработки таргетной терапии.

Транспортер NaPi2b, который входит в семейство 
натрийзависимых фосфатных транспортеров SLC34, 
функционирует как трансмембранный переносчик фос-
фата и играет большую роль в регуляции фосфатного 
обмена у человека, млекопитающих и других позвоноч-
ных организмов [4]. Высокая экспрессия гена, кодиру-
ющего транспортер NaPi2b, наблюдается в клетках раз-
личных злокачественных новообразований, что делает 
NaPi2b привлекательной мишенью для разработки таргет-
ных противоопухолевых препаратов [5–10]. Предметом 
особого интереса является большой внеклеточный домен 
(ВКД, 188–361 а.о.) NaPi2b, поскольку именно в его пре-
делах локализуется эпитоп MX35 (311–340 а.о.) [11], кото-
рый служит мишенью для терапевтических монокло-
нальных антител (мАТ), разрабатываемых для таргетного 
лечения карцином яичника и легкого [12, 13]. Установ-
лено, что доступность эпитопа MX35 для связывания  
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с антителами определяется структурными особенностя-
ми большого ВКД NaPi2b, в частности гликозилирова-
нием и наличием дисульфидных связей [14]. Обработка 
лизатов опухолевых клеток с высокой экспрессией 
NaPi2b восстанавливающими агентами, такими как ди-
тиотреитол (ДТТ), приводит к утрате способности мАТ 
к распознаванию эпитопа MX35 при проведении вес-
терн-блот-анализа [11, 15–17]. Показано, что замена 
остатков цистеина в позициях 303, 322, 328 и 350 на 
остатки аланина, моделирующая условия, при которых 
дисульфидные связи нарушены, вызывает полную утра-
ту связывания эпитопа MX35 с мАТ. Эти данные свиде-
тельствуют о большом значении остатков цистеина  
в формировании пространственной структуры большо-
го ВКД NaPi2b, необходимой для обеспечения доступ-
ности эпитопа MX35 [18, 19]. 

Интересно, что в районе эпитопа MX35 располага-
ется остаток пролина в положении 325. Он находится  
в непосредственной близости от остатков цистеина  
в позициях 322 и 328, которые согласно структурной 
модели, предсказанной с использованием алгоритма 
AlphaFold DeepMind, могут участвовать в формирова-
нии дисульфидной связи [15]. Такая пространственная 
организация указывает на возможную роль остатка про-
лина в стабилизации конформации большого ВКД  
и, как следствие, доступности эпитопа MX35. С учетом 
способности остатка пролина обеспечивать изгибы  
в полипептидной цепи за счет своей жесткой цикличе-
ской структуры [20] мы предположили, что остаток про-
лина в позиции 325 может опосредованно вызывать 
образование дисульфидной связи между остатками цис-
теина С322 и С328, обусловливая изменение конформа-
ции большого ВКД и сближая данные остатки цистеи-
на в пространстве.

Таким образом, исследование участия остатка про-
лина P325 в формировании дисульфидной связи между 
остатками цистеина C322 и C328 в большом ВКД NaPi2b, 
а также его роли в распознавании эпитопа MX35 мАТ 
представляет собой актуальное направление. С этой  
целью мы заменили остаток пролина в позиции 325  
на остаток аланина методом сайт-направленного мута-
генеза и изучили распознавание эпитопа MX35 мАТ  
с использованием вестерн-блот-анализа и лазерной 
конфокальной микроскопии. Кроме того, было прове-
дено сравнение количества дисульфидных связей в боль-
шом ВКД мутантной формы NaPi2b (NaPi2bp.P325A)  
и транспортера дикого типа (NaPi2bWT) с помощью мо-
дификации тиоловых групп остатков цистеина с при-
менением малеимидсодержащих соединений.

МАТЕРИАЛы И МЕТОДы
Моноклональные антитела. Для распознавания 

NaPi2bp.P325A и NaPi2bWT в ходе вестерн-блот-анализа  
и конфокальной микроскопии использовали первич-
ные мышиные мАТ L3(28/1) [21], распознающие эпи-
топ MX35 в области большого ВКД транспортера 
NaPi2b, и мышиные мАТ N-NaPi2b(15/1), направлен-

ные против внутриклеточного N-концевого домена 
NaPi2b [17]. Для контроля загрузки белка при прове-
дении вестерн-блот-анализа применяли первичные 
мышиные мАТ против глицеральдегид-3-фосфатдеги-
дрогеназы (GAPDH; HyTest, Россия). В качестве вто-
ричных антител использовали козьи антитела, кото-
рые связываются с Fc-фрагментом мышиных антител, 
конъюгированные с пероксидазой хрена или с флуо-
ресцентной меткой Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher 
Scientific, США).

Клеточные линии и бактериальные штаммы. В ис-
следовании использованы клеточные линии карцино-
мы яичника человека: OVCAR-8 (Creative Biolabs, 
США), в которой отсутствует эндогенная экспрессия 
гена транспортера NaPi2b, и OVCAR-4 (Merck 
Millipore, США), эндогенно экспрессирующая ген 
транспортера NaPi2bWT, в качестве положительного 
контроля [16]. Клетки культивировали в среде 
RPMI-1640 («Панэко», Россия), содержащей 10 % эм-
бриональной телячьей сыворотки (Capricorn, Герма-
ния), 2 мМ аланил-глутамина («Панэко», Россия), 
100 ЕД/мл пенициллина («Панэко», Россия), 100 мкг/мл 
стрептомицина («Панэко», Россия). Клетки почки эм-
бриона человека HEK-293T (АТСС, США) использо-
вали для получения лентивирусных частиц. Клетки 
культивировали в питательной среде DMEM («Панэко», 
Россия), 10 % эмбриональной телячьей сыворотки 
(Capricorn, Германия), 4 мМ аланил-глутамина («Пан-
эко», Россия), 100 ЕД/мл пенициллина («Панэко», Рос-
сия), 100 мкг/мл стрептомицина («Панэко», Россия). 
Все клеточные линии культивировали при 37 °С в ат-
мосфере 5 % CO

2
.

Для создания рекомбинантных плазмид, кодиру-
ющих транспортер NaPi2b с аминокислотной заменой 
p.P325A, использовали компетентные клетки бактерий 
Escherichia coli (E. coli) штамма XL1-Blue («Евроген», 
Россия), которые культивировали в лизогенной среде 
LB (PanReac AppliСhem, Германия).

Получение клеток карциномы яичника OVCAR-8, 
синтезирующих NaPi2bp.P325A. Клетки карциномы яич-
ника OVCAR-8, синтезирующие NaPi2bp.P325A, получа-
ли с помощью лентивирусной трансдукции. Для этого 
методом сайт-направленного мутагенеза сначала полу-
чали рекомбинантную плазмиду, содержащую компле-
ментарную ДНК (кДНК) мутантной формы транспор-
тера NaPi2b с заменой остатка пролина в положении 
325 на остаток аланина, с использованием набора реак-
тивов Quick Change II XL Site-Directed Mutagenesis Kit 
(Agilent, США) в соответствии с инструкциями произ-
водителя. В качестве матрицы применяли рекомби-
нантную плазмиду для транзиентной трансфекции 
pcDNA3.1(+)/NaPi2b, содержащую кДНК дикого ти-
па фосфатного транспортера NaPi2b (SLC34A2, 
NM_006424.2). Наличие целевой мутации подтвержда-
ли методом секвенирования по Сэнгеру.

Для сайт-направленного мутагенеза использовали 
следующие праймеры: прямой праймер 5’-CCAACAG
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AGGGAAGCGGAGGTGCAGTTAG-3’, обратный 
праймер 5’-CTAACTGCACCTCCGCTTCCCTCTGTT
GG-3’. Затем кДНК NaPi2bp.P325A клонировали в лен-
тивирусный вектор pLV-CMV-H4-puro с помощью 
рестриктаз EcoRI и BamHI с последующей амплифи-
кацией в клетках E. coli штамма XL-1 Blue и выделени-
ем плазмидной ДНК с использованием набора Plasmid 
MiniPrep («Евроген», Россия). Лентивирусные частицы 
получали путем трансфекции клеток HEK-293T упа-
ковочными плазмидами psPAX2 (Addgene #12260), 
pMD2.G (Addgene #12259) и рекомбинантным ленти-
вирусным вектором pLV-CMV-H4-puro/NaPi2bp.P325A. 
Лентивирусную трансдукцию клеток OVCAR-8 прово-
дили, как описано ранее [22], с последующим отбором 
клональных сублиний методом редкого посева. В экс-
периментах также использовали полученные нами 
ранее клетки OVCAR-8, стабильно экспрессирующие 
NaPi2bWT (OVCAR-8/NaPi2bWT) или пустой вектор  
pLV-CMV-H4-puro без вставки (OVCAR-8/empty). 

Модификация тиоловых групп остатков цистеина. 
Метод разработан для определения количества ди-
сульфидных связей между остатками цистеина во вне-
клеточных доменах белков [23]. При его использовании 
свободные сульфгидрильные группы остатков цисте-
ина, не вовлеченные в формирование дисульфидных 
связей, блокируются 3-(N-малеимидопропионил)-био-
цитином (MPB). Затем существующие во внеклеточных 
доменах дисульфидные связи восстанавливаются  
c помощью трис(2-карбоксиэтил)-фосфина (TCEP), 
высвобождая новые тиоловые группы, которые далее 
ковалентно модифицируются метоксиполиэтиленгли-
колем малеимидом-5000 (mPEG-Mal-5000). Эта моди-
фикация сопровождается увеличением молекулярной 
массы исследуемого белка пропорционально числу сво-
бодных сульфгидрильных групп (около 5 кДа на одну 
группу), что можно оценить по его электрофоретиче-
ской подвижности мАТ в вестерн-блот-анализе. 

Суспензии живых клеток (по 2 млн клеток на обра-
зец) линий OVCAR-8/NaPi2bp.P325A и OVCAR-8/NaPi2bWT 
последовательно обрабатывали химическими агентами 
MPB, TCEP и mPEG-Mal-5000. Клетки инкубировали 
со 100 мкМ MPB в течение 13 мин, с 2,5 мМ TCEP (для 
восстановления дисульфидных связей) в течение 40 мин 
и модифицировали с помощью 2,5 мМ mPEG-Mal-5000 
в течение 40 мин. Все инкубации проводили в услови-
ях 37 °С и 5 % СО

2
. После каждой инкубации клетки  

3 раза отмывали фосфатно-солевым буфером (ФСБ)  
с последующим центрифугированием при 900 об/мин 
в течение 3 мин.

Вестерн-блот-анализ. Для проведения вестерн-
блот-анализа получали растворимые белковые фрак-
ции лизатов клеток OVCAR-8/NaPi2bp.P325A, OVCAR-8/
NaPi2bWT, OVCAR-8/empty и OVCAR-4. Перед загруз-
кой образцов в гель для проведения электрофореза 
растворимые белковые фракции смешивали с загру-
зочным буфером (0,25 М Трис основной, 30 % глице-
рин, 0,15 % бромфеноловый синий, 10 % додецилсуль-

фат натрия, pH 6,8) с добавлением 0,5 М восстанав- 
ливающего дисульфидные связи агента ДТТ или без не-
го. Образцы инкубировали 5 мин при температуре 95 °С. 
Электрофорез белков осуществляли в 10 % полиакрил-
амидном геле в камере MINI-Protean TETRA (Bio-Rad, 
США).

Перенос белков с геля на PVDF-мембрану прово-
дили методом мокрого переноса, используя буфер  
(0,25 M Трис основной, 1,92 M глицин, 20 % метанол, 
pH 8,3). В качестве положительного контроля применя-
ли образцы, полученные из клеток OVCAR-8/NaPi2bWT 
и OVCAR-4. В качестве отрицательного контроля исполь-
зовали образцы, полученные из клеток OVCAR-8/empty. 
Для распознавания эпитопа MX35 транспортера NaPi2b 
применяли первичные мышиные мАТ L3(28/1). Уро-
вень содержания транспортера NaPi2b в исследуемых 
образцах оценивали с помощью первичных мышиных 
мАТ N-NaPi2b(15/1) против внутриклеточного N-кон-
цевого домена NaPi2b, распознавание которого не 
зависит от добавления восстанавливающих дисульфид-
ные связи агентов и аминокислотных замен в области 
большого ВКД [17]. Для контроля равномерной загруз-
ки белков использовали первичные мышиные мАТ 
против GAPDH. В качестве вторичных антител приме-
няли козьи антитела против иммуноглобулинов мыши, 
конъюгированные с пероксидазой хрена. Хемилюми-
несцентный сигнал детектировали с помощью прибора 
ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad, США) с использованием 
программы Image Lab (Bio-Rad, США).

Эксперименты проводили в 3 биологических повто-
рах. Для анализа влияния замены p.P325A на доступность 
эпитопа MX35 транспортера NaPi2b для мАТ L3(28/1) 
проводили количественную оценку его распознавания по 
интенсивности хемилюминесцентного сигнала от мАТ 
L3(28/1) с учетом уровня содержания транспортера 
NaPi2b и загрузки образцов. Денситометрический анализ 
интенсивности хемилюминесцентного сигнала выпол-
няли в программе Image Lab для образцов лизатов клеток 
OVCAR-8/NaPi2bWT и OVCAR-8/NaPi2bp.P325A, не содер-
жащих ДТТ. Сначала для учета погрешностей при загруз-
ке образцов интенсивность сигнала для мАТ L3(28/1)  
и N-NaPi2b(15/1) каждого образца нормализовали на 
интенсивность сигнала от мАТ против GAPDH для этих 
же образцов. Затем для учета уровня содержания транс-
портера NaPi2b нормализованные значения интенсив-
ности сигнала для мАТ L3(28/1) делили на нормали-
зованные значения интенсивности сигнала для мАТ 
N-NaPi2b(15/1) в тех же образцах. Полученные значе-
ния использовали для статистического анализа, кото-
рый проводили в программе GraphPad Prism с исполь-
зованием U-критерия Манна–Уитни. Различия 
считали статистически значимыми при p <0,05.

Лазерная конфокальная микроскопия. Для изучения 
взаимодействия мАТ с эпитопом MX35 в NaPi2bp.P325A 
с помощью лазерной конфокальной микроскопии ис-
пользовали интактные (живые) и/или фиксированные 
и пермеабилизованные клетки карциномы яичника 



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
2

, 
2

0
2

5

81ТОМ 12 / VOL. 12  ЭкспериМенТальнЫе сТаТьи | EXPERIMENTAL REPORTS

OVCAR-8/NaPi2bWT и OVCAR-8/NaPi2bp.P325A. За 1 день до 
проведения эксперимента клетки предварительно пасси-
ровали на культуральные чашки Петри со стеклянным 
дном (Mattek, США) в количестве 50 тыс. на чашку. 

Интактные клетки инкубировали с первичными 
мАТ L3(28/1) в среде RPMI-1640 без содержания фе-
нолового красного («Панэко», Россия) в течение 1 ч  
в СО

2
-инкубаторе при температуре 37 °С. Образцы от-

мывали от первичных антител ФСБ 3 раза по 5 мин. 
После отмывки клетки инкубировали со вторичными 
антителами, конъюгированными с Alexa Fluor 488,  
в течение 30 мин при температуре 37 °С. Образцы отмы-
вали от вторичных антител ФСБ 3 раза по 5 мин.

Оценку уровня содержания транспортера NaPi2b 
проводили в фиксированных и пермеабилизованных 
клетках OVCAR-8/NaPi2bWT и OVCAR-8/NaPi2bp.P325A 
с использованием мАТ N-NaPi2b(15/1). Клетки фик-
сировали 4 % раствором параформальдегида (PanReac 
AppliChem, Германия) в течение 20 мин при комнат-
ной температуре. Для удаления остатков парафор-
мальдегида их промывали ФСБ 3 раза по 5 мин. Бло-
кировку и пермеабилизацию клеток проводили 
блокирующим буфером (3 % раствор бычьего сыворо-
точного альбумина на ФСБ), содержащим 0,1 % Трито-
на Х-100 (PanReac AppliChem, Германия). Инкубацию 
клеток с первичными мАТ N-NaPi2b(15/1) осуществ-
ляли в течение 1 ч при комнатной температуре в блоки-
рующем буфере. Образцы отмывали от первичных ан-
тител ФСБ 3 раза по 5 мин. После отмывки клетки 
инкубировали со вторичными антителами, конъюги-
рованными с Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific, 
США), в блокирующем буфере при комнатной темпе-
ратуре в течение 30 мин. Образцы отмывали от вторич-
ных антител ФСБ 3 раза по 5 мин.

Для визуализации ядер интактных и фиксирован-
ных клеток использовали красители Hoechst 33342 
(Sigma Aldrich, США) в конечной концентрации  
1 мкг/мл и йодид пропидия (Thermo Fisher Scientific, 
США) в конечной концентрации 0,1 мкг/мл с добав-
лением 10 мкг/мл РНКазы А (Thermo Fisher Scientific, 
США). Образцы инкубировали с красителями за 30 мин 
до визуализации на микроскопе, без отмывки. Анализ 
образцов проводили c помощью лазерного конфокаль-
ного микроскопа Stedycon (Abberior, США).

Эксперименты выполняли в 3 биологических по-
вторах. По результатам эксперимента проводили циф-
ровую и статистическую обработку флуоресцентного 
сигнала, полученного с микрофотографий. Количест-
венную оценку интенсивности флуоресценции выпол-
няли с использованием программного обеспечения 
ImageJ на основе анализа 9 полей изображения для 
каждого образца. Для каждого поля рассчитывали ин-
тегральную интенсивность (integrated density) по ка-
налу Alexa Fluor 488 (зеленый спектр 488/520 нм – 
флуоресценция соответствует сигналу от вторичных 
антител, специфичных к первичным антителам против 
NaPi2b) и количество клеток, окрашенных Hoechst 

33342 (синий спектр 405/525 нм – используется для 
окрашивания ядерной ДНК). Для повышения точно-
сти измерений из интегральной интенсивности сиг-
нала Alexa Fluor 488 вычитали фоновую флуоресцен-
цию, которую вычисляли путем умножения средней 
интенсивности (mean gray value) по 6 областям фона 
одного поля зрения на площадь изображения. Для каж-
дого из 9 полей изображения определяли удельную ин-
тенсивность флуоресценции Alexa Fluor 488 на 1 клетку, 
которую рассчитывали путем деления интегральной 
интенсивности флуоресценции Alexa Fluor 488 после 
вычитания фоновой флуоресценции на количество 
клеток, окрашенных Hoechst 33342. На основе полу-
ченных данных по 9 полям изображения для каждого 
образца определяли среднее значение удельной интен-
сивности флуоресценции Alexa Fluor 488.

Для анализа влияния замены p.P325A на доступ-
ность эпитопа MX35 для распознавания мАТ L3(28/1) 
среднюю удельную интенсивность флуоресценции 
Alexa Fluor 488 образцов клеток OVCAR-8/NaPi2bWT  
и OVCAR-8/NaPi2bp.P325A, окрашенных мАТ L3(28/1), 
делили на среднюю удельную интенсивность флуорес-
ценции Alexa Fluor 488 образцов этих же клеток, окра-
шенных мАТ N-NaPi2b(15/1), для учета уровня содержа-
ния транспортера в исследуемых клетках. Полученные 
значения использовали для статистического анализа  
с применением U-критерия Манна–Уитни в програм-
ме GraphPad Prism. Различия считали статистически 
значимыми при p <0,05.

РЕзУЛьТАТы
Распознавание эпитопа MX35 моноклональными 

антителами в NaPi2bp.P325A. На рис. 1 представлена схе-
ма получения клеток карциномы яичника OVCAR-8, 
стабильно экспрессирующих NaPi2bWT и NaPi2bp.P325A. 
На рис. 1, а изображена модель структуры большого 
ВКД NaPi2bWT из базы AlphaFold DeepMind [15], в об-
ласти которого находятся 4 остатка цистеина C303, 
C322, C328 и C350. Между остатками цистеина C322 
и C328, которые согласно модели AlphaFold образуют 
дисульфидную связь (см. рис. 1, а), расположен оста-
ток пролина в положении 325 (P325). Мы получили 
клетки карциномы яичника OVCAR-8, экспрессиру-
ющие либо NaPi2bWT (OVCAR-8/NaPi2bWT), либо 
NaPi2bp.P325A (OVCAR-8/NaPi2bp.P325A), используя сайт-
направленный мутагенез и лентивирусную трансдук-
цию. Предполагается, что в результате данной замены 
может нарушаться образование дисульфидной связи  
в области большого ВКД NaPi2b (см. рис. 1, б).

Для оценки влияния мутации p.P325A на распо-
знавание эпитопа MX35 мАТ L3(28/1) проведен вес-
терн-блот-анализ лизатов OVCAR-8/NaPi2bWT  
или OVCAR-8/NaPi2bp.P325A. Анализ проводили как  
в присутствии ДТТ, так и без него, что позволило оце-
нить степень распознавания эпитопа MX35 в зависи-
мости от наличия или отсутствия дисульфидных свя-
зей внутри большого ВКД NaPi2b. Для верификации 
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уровня экспрессии NaPi2b в образцах использовали мАТ 
N-NaPi2b(15/1), направленные против N-концевого до-
мена транспортера, эпитоп которого не чувствителен  
к восстановлению дисульфидных связей (рис. 2, а). По-
лученные данные подтвердили наличие как NaPi2bWT, так 
и OVCAR-8/NaPi2bp.P325A в соответствующих клетках кар-
циномы яичника (см. рис. 2, а, дорожки 1–4), а также 
эндогенного транспортера NaPi2b в образцах клеток 
OVCAR-4, которые использовали в качестве положитель-
ного контроля (см. рис. 2, а, дорожки 7 и 8). Следует от-
метить, что интенсивность хемилюминесцентного сиг-
нала не уменьшалась при добавлении ДТТ, как  
и ожидалось для мАТ N-NaPi2b(15/1) (см. рис. 2, а) [17]. 
Результаты вестерн-блот-анализа образцов клеток 
OVCAR-8/empty, которые использовали в качестве отри-
цательного контроля, подтвердили отсутствие в них тран-
спортера NaPi2b (см. рис. 2, а, дорожки 5 и 6). 

Результаты вестерн-блот-анализа распознавания 
эпитопа MX35 антителами L3(28/1) показали, что интен-
сивность специфического сигнала снижается во всех 
образцах при добавлении ДТТ, что связано с изменением 
доступности эпитопа MX35 для мАТ при восстановлении 
дисульфидных связей (рис. 2, б, дорожки 2, 4, 8) и под-
тверждает полученные ранее данные [11, 15]. Для оценки 

влияния замены остатка пролина на остаток аланина  
в позиции 325 на распознавание эпитопа MX35 мАТ 
L3(28/1) проведена количественная обработка результа-
тов вестерн-блот-анализа, полученных для NaPi2bp.P325A 
и NaPi2bWT. На основе этих данных построен график, 
отражающий относительную интенсивность сигнала, 
соответствующего связыванию антител с эпитопом 
MX35, с учетом уровня экспрессии рекомбинантного 
NaPi2b в клетках OVCAR-8/NaPi2bp.P325A и OVCAR-8/
NaPi2bWT (рис. 2, в). Выявлено незначительное повы-
шение распознавания NaPi2bp.P325A по сравнению  
с NaPi2bWT, однако в ходе статистичес кой обработки 
данных с применением U-критерия Манна–Уитни не 
обнаружено значимых различий в связывании антител 
L3(28/1) с эпитопом MX35 в NaPi2bp.P325A по сравнению 
с NaPi2bWT. 

Далее мы провели сравнительный анализ распо-
знавания NaPi2bp.P325A и NaPi2bWT в клетках OVCAR-8/
NaPi2bp.P325A и OVCAR-8/NaPi2bWT соответственно  
с использованием лазерной конфокальной микроско-
пии. Для начала был оценен уровень содержания ре-
комбинантного NaPi2b в пермеабилизованных клетках 
с использованием антител N-NaPi2b(15/1), направ-
ленных против внутриклеточного N-концевого домена 

Рис. 1. Схема получения клеток карциномы яичника OVCAR-8, стабильно экспрессирующих дикий тип транспортера NaPi2b (NaPi2bWT) (а)  
или его мутантную форму c заменой остатка пролина на остаток аланина в положении 325 (NaPi2bp.P325A) (б)
Fig. 1. Schematic representation of generating OVCAR-8 ovarian carcinoma cells stably expressing either the wild-type NaPi2b transporter (NaPi2bWT) (a)  
or its mutant form with a proline-to-alanine substitution at position 325 (NaPi2bp.P325A) (б)

NaPi2bWT

OVCAR-8/NaPi2bWT OVCAR-8/NaPi2bp.P325A

NaPi2bp.P325A

Трансдукция / 
Transduction

а б
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NaPi2b (рис. 3, а). Статистическая обработка данных 
микроскопии показала, что уровень флуоресцентного 
сигнала в клетках, экспрессирующих NaPi2bp.P325A, был 
значимо выше по сравнению с клетками, экспресси-

рующими NaPi2bWT (рис. 3, б). Это свидетельствует  
о более высоком уровне экспрессии NaPi2bp.P325A  
по сравнению с NaPi2bWT в исследуемых клетках 
OVCAR-8. 

Рис. 2. Результаты вестерн-блот-анализа содержания рекомбинантного натрийзависимого фосфатного транспортера NaPi2b моноклональны-
ми антителами (мАТ) N-NaPi2b(15/1) против N-концевого домена транспортера (а) и доступности эпитопа MX35 NaPi2b для распознавания 
мАТ L3(28/1) (б). Сравнение распознавания эпитопа MX35 антителами L3(28/1) в мутантной форме NaPi2b c заменой остатка пролина  
на остаток аланина в положении 325 (NaPi2bp.P325A) и NaPi2b дикого типа (NaPi2bWT) с учетом уровня содержания белка NaPi2b в исследуемых 
образцах без добавления дитиотреитола (ДТТ) (в). GAPDH – глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа; ns – отсутствие статистически значи-
мых различий (p >0,05)
Fig. 2. Western blot analysis of recombinant sodium-dependent phosphate transporter NaPi2b content using N-NaPi2b(15/1) monoclonal antibodies (mAb) 
against the N-terminal domain of the transporter (a), and the availability of the MX35 NaPi2b epitope for recognition by L3(28/1) mAb (б). Comparison  
of MX35 epitope recognition by L3(28/1) antibodies in NaPi2bp.P325A and NaPi2bWT, considering the NaPi2b protein levels in the samples without dithiothreitol 
(DTT) addition (в). GAPDH – glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; ns – no statistically significant differences (p >0.05)
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Рис. 3. Содержание рекомбинантного транспортера NaPi2b в клетках OVCAR-8, экспрессирующих NaPi2bWT и NaPi2bp.P325A по данным лазерной 
конфокальной микроскопии: а – визуализация NaPi2b в фиксированных и пермеабилизованных клетках с использованием моноклональных анти-
тел N-NaPi2b(15/1), распознающих N-концевой домен транспортера; б – содержание NaPi2b в клетках OVCAR-8/NaPi2bWT и OVCAR-8/NaPi2bp.P325A 
(удельная интенсивность флуоресценции). Статистическая значимость различий определена с использованием U-критерия Манна–Уитни. NaPi2bp.P325A – 
мутантная форма NaPi2b c заменой остатка пролина на остаток аланина в положении 325; NaPi2bWT – NaPi2b дикого типа
Fig. 3. Recombinant NaPi2b transporter content in OVCAR-8 cells expressing NaPi2bWT and NaPi2bp.P325A according to laser confocal microscopy:  
(a) visualization of NaPi2b in fixed and permeabilized cells using N-NaPi2b(15/1) monoclonal antibody recognizing the N-terminal domain of the transporter; 
б – NaPi2b content between OVCAR-8/NaPi2bWT and OVCAR-8/NaPi2bp.P325A cells based on specific fluorescence intensity. Statistical significance  
of differences was calculated using the Mann–Whitney U-criterion. NaPi2bp.P325A – mutant form of NaPi2b with a proline residue replaced by alanine  
at position 325; NaPi2bWT – wild-type NaPi2b
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На следующем этапе работы проанализирована 
связь между заменой остатка пролина на остаток ала-
нина в позиции 325 в большом ВКД NaPi2b и доступ-
ностью эпитопа MX35 для распознавания мАТ 
L3(28/1). Интактные клетки карциномы яичника 
OVCAR-8/NaPi2bp.P325 и OVCAR-8/NaPi2bWT инкубиро-
вали с мАТ L3(28/1) и визуализировали с помощью ми-
кроскопии (рис. 4, а). Для подтверждения целостности 
плазматической мембраны исследуемых клеток исполь-
зовали окрашивание йодидом пропидия. Для оценки 
количества клеток проводили окрашивание ядер Hoechst 
33342. Отсутствие флуоресцентного сигнала в красном 
канале указывает на то, что мембрана клеток остается 
непроницаемой для йодида пропидия. Это свидетельст-
вует о сохранении интактности клеток. Таким образом, 
флуоресцентный сигнал в зеленом канале соответствует 
мембранному окрашиванию NaPi2b и локализации эпи-
топа MX35 на поверхности клеток (см. рис. 4, а). 

Для статистической оценки влияния замены остат-
ка пролина на остаток аланина в позиции 325 на эф-
фективность распознавания эпитопа MX35 антителами 
L3(28/1) проанализированы количественные данные, 
полученные c помощью лазерной конфокальной ми-
кроскопии интактных клеток OVCAR-8/NaPi2bp.P325A  

и OVCAR-8/NaPi2bWT, с учетом уровня экспрессии 
NaPi2b в соответствующих образцах, как описано  
в разделе «Материалы и методы». Несмотря на то что 
в среднем распознавание NaPi2bp.P325A антителами 
L3(28/1) оказалось хуже по сравнению с NaPi2bWT, раз-
личия не были статистически значимыми (рис. 4, б). 

Полученные данные свидетельствуют о том, что заме-
на p.P325A в транспортере NaPi2b не оказывает суще-
ственного влияния на доступность эпитопа MX35 для 
распознавания мАТ L3(28/1) при анализе с использо-
ванием конфокальной микроскопии.

Таким образом, результаты вестерн-блот-анализа  
и лазерной конфокальной микроскопии не подтвердили 
наличие значимых различий в узнаваемости эпитопа 
MX35 антителами L3(28/1) между NaPi2bp.P325A и NaPi2bWT. 
В ходе статистической обработки данных не выявлено 
значимого изменения уровня связывания антител с эпи-
топом MX35 в мутантной форме NaPi2bp.P325A. 

Модификация тиоловых групп остатков цистеина  
в NaPi2bp.P325A. В ходе выполнения данной работы из-
учено влияние замены p.P325A на количество дисуль-
фидных связей в большом ВКД NaPi2b. Для этого мы 
использовали метод химической модификации тио-
ловых групп остатков цистеина малеимидсодержащи-
ми соединениями [23]. Исследование проводили на 
живых клетках OVCAR-8/NaPi2bp.P325A и OVCAR-8/
NaPi2bWT для модификации тиоловых групп остатков 
цистеина, локализованных во ВКД транспортера 
NaPi2b, без воздействия на внутриклеточные домены, 
также содержащие остатки цистеина. Лизаты клеток 
после химической модификации использовали для ве-
стерн-блот-анализа электрофоретической подвижно-
сти транспортера NaPi2b антителами N-NaPi2b(15/1). 
Результаты вестерн-блот-анализа лизатов модифици-
рованных и немодифицированных клеток представ-
лены на рис. 5.

Рис. 4. Распознавание эпитопа MX35 транспортера NaPi2b моноклональными антителами в клетках OVCAR-8, экспрессирующих NaPi2bWT  

и NaPi2bp.P325A, методом лазерной конфокальной микроскопии: а – визуализация NaPi2b в живых интактных клетках с использованием монокло-
нальных антител L3(28/1), распознающих эпитоп MX35; б – сравнение распознавания эпитопа MX35 NaPi2b в клетках OVCAR-8/NaPi2bWT  

и OVCAR-8/NaPi2bp.P325A на основе удельной интенсивности флуоресценции. Статистическая значимость различий рассчитана с использованием 
U-критерия Манна–Уитни. NaPi2bp.P325A – мутантная форма NaPi2b c заменой остатка пролина на остаток аланина в положении 325; NaPi2bWT – 
NaPi2b дикого типа; ns – отсутствие статистически значимых различий (p >0,05)
Fig. 4. Recognition of the MX35 epitope of the NaPi2b transporter by monoclonal antibodies in OVCAR-8 cells expressing NaPi2bWT and NaPi2bp.P325A  
by laser confocal microscopy: a – visualization of NaPi2b in live intact cells using L3(28/1) monoclonal antibody recognizing the MX35 epitope; б – comparison 
of MX35 epitope recognition by NaPi2b between OVCAR-8/NaPi2bWT and OVCAR-8/NaPi2bp.P325A cells based on specific fluorescence intensity. Statistical 
significance of differences was calculated using the Mann–Whitney U-criterion. NaPi2bp.P325A – mutant form of NaPi2b with a proline residue replaced  
by alanine at position 325; NaPi2bWT – wild-type NaPi2b; ns – no statistically significant differences (p >0.05)

****p <0,0001
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Специфический сигнал, детектируемый в ходе 
вестерн-блот-анализа с использованием антител  
N-NaPi2b(15/1), наблюдался в области около 100 кДа 
в лизатах немодифицированных клеток как OVCAR-8/
NaPi2bp.P325A, так и OVCAR-8/NaPi2bWT, что соответст-
вует молекулярной массе NaPi2b без воздействия мо-
дифицирующих и восстанавливающих агентов  
(см. рис. 5, дорожки 1 и 5). Обработка клеток только 
модифицирующим агентом mPEG-Mal-5000 не при-
вела к изменению электрофоретической подвижности 
транспортера как в NaPi2bWT, так и в NaPi2bp.P325A  
(см. рис. 5, дорожки 2 и 6). Это указывает на отсутст-
вие свободных тиоловых групп в большом ВКД NaPi2b 
и, следовательно, говорит о том, что все 4 остатка цис-
теина (C303, C322, C328 и C350) вовлечены в образо-
вание 2 дисульфидных связей. Восстановление ди-
сульфидных связей с дальнейшей модификацией 
клеток mPEG-Mal-5000 привело к изменению элек-
трофоретической подвижности транспортера NaPi2b 
примерно на 20 кДа. Скорее всего, к каждой молекуле 
NaPi2b присоединились 4 молекулы mPEG-Mal-5000, 
каждая молекулярной массой 5000 кДа, что увеличило 
молекулярную массу NaPi2b на 20 кДа (см. рис. 5, до-
рожки 3 и 7). Это означает, что восстанавливающий агент 
разрушает 2 дисульфидные связи в области большого 
ВКД, переводя тиоловые группы 4 остатков цистеина 
большого ВКД NaPi2b в восстановленную форму и вы-
свобождая их для модификации mPEG-Mal-5000. В слу-
чае предварительной обработки клеток MPB, который 
связывается со свободными тиоловыми группами и де-
лает их недоступными для химической модификации, 
с дальнейшим восстановлением дисульфидных связей 
и модификацией mPEG-Mal-5000, мы наблюдаем ана-
логичный сдвиг специфической полосы на 20 кДа  
(см. рис. 5, дорожки 4 и 8). Это подтверждает, что  
в области большого ВКД транспортера NaPi2b отсут-
ствуют свободные тиоловые группы, а все 4 остатка 

цистеина (C303, C322, C328 и C350) вовлечены в об-
разование 2 дисульфидных связей. 

Таким образом, полученные в ходе эксперимента 
данные указывают на то, что замена остатка пролина 
на остаток аланина в позиции 325 не нарушает фор-
мирование дисульфидных связей в большом ВКД 
NaPi2b. Все 4 остатка цистеина продолжают участво-
вать в образовании 2 дисульфидных связей, обеспечи-
вающих стабильную конформацию большого ВКД 
NaPi2b.

ОБСУжДЕНИЕ
В ходе данной работы изучено влияние замены 

остатка пролина на остаток аланина в позиции 325  
на способность мАТ L3(28/1) распознавать эпитоп 
MX35 в составе транспортера NaPi2b. Для этого про-
водили вестерн-блот-анализ и конфокальную микро-
скопию клеток OVCAR-8, стабильно экспрессирующих 
либо мутантную форму NaPi2bp.P325A, либо транспортер 
дикого типа NaPi2bWT. Кроме того, выполнено сравне-
ние количества дисульфидных связей, формирующих-
ся в большом ВКД NaPi2bp.P325A и NaPi2bWT.

Данные, полученные с использованием вестерн-
блот-анализа и лазерной конфокальной микроскопии, 
свидетельствуют о том, что замена остатка пролина на 
остаток аланина в позиции 325 NaPi2b не оказывает 
влияния на эффективность распознавания эпитопа 
MX35 мАТ L3(28/1) (см. рис. 2 и 4). Количество дисуль-
фидных связей в области большого ВКД NaPi2bp.P325A  

и NaPi2bWT также не различалось (см. рис. 5). 
Таким образом, наше предположение о том, что 

остаток пролина в положении 325 играет ключевую 
роль в распознавании эпитопа MX35 мАТ за счет уча-
стия в формировании дисульфидной связи между 
остатками цистеина C322 и C328 в большом ВКД 
транспортера NaPi2b, не подтвердилось. Это может 
быть связано со многими причинами, включая необ-

Рис. 5. Результаты вестерн-блот-анализа лизатов клеток карциномы яичника OVCAR-8/NaPi2bWT и OVCAR-8/NaPi2bp.P325A после модификации 
малеимидсодержащими соединениями. Детекцию NaPi2b проводили с использованием моноклональных антител N-NaPi2b(15/1).  
MPB  – 3-(N-малеимидопропионил)-биоцитин; TCEP – трис-(2-карбоксиэтил)-фосфин гидрохлорида; mPEG-Mal-5000 – метоксиполиэтилен-
гликоль малеимид-5000; GAPDH – глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа
Fig. 5. Results of Western blot analysis of lysates of OVCAR-8/NaPi2bWT and OVCAR-8/NaPi2bp.P325A ovarian carcinoma cells after modification with maleimide-
containing compounds. NaPi2b detection was performed using N-NaPi2b(15/1) monoclonal antibody. MPB – 3-(N-maleimidopropionyl)-biocytin. TCEP – 
tris(2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride; mPEG-Mal-5000 – methoxypolyethylene glycol maleimide 5000; GAPDH – glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase
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ходимость использования более чувствительных ме-
тодов анализа. 

Результаты конфокальной микроскопии демон-
стрируют повышенное содержание NaPi2bp.P325A в ис-
следуемых клетках (см. рис. 3), однако снижение рас-
познавания эпитопа MX35 в NaPi2bp.P325A не было 
статистически значимым (см. рис. 4, б). Таким обра-
зом, можно говорить о тенденции к ухудшению рас-
познавания антителами эпитопа MX35 NaPi2bp.P325A  

по сравнению с NaPi2bWT. Возможно, необходимо уве-
личить количество анализируемых клеток и данных для 
статистического анализа с помощью таких методов, как 
широкопольная флуоресцентная микроскопия, что по-
зволит выявить значимые различия. Кроме того, отсут-
ствие влияния замены p.P325A на распознавание эпи-
топа MX35 может быть обусловлено тем, что ключевую 
роль в доступности данного эпитопа играет не дисуль-
фидная связь C322–C328, а связь C303–C350, которая, 
согласно данным литературы, может образоваться  
в области большого ВКД NaPi2b [11, 15].

Образование 2 дисульфидных связей как  
в NaPi2bp.P325A, так и в NaPi2bWT (см. рис. 5) позволяет 
предположить, что остаток пролина в положении  
325 не влияет на количество образуемых дисульфидных 
связей в большом ВКД этого транспортера. Согласно 
ранее опубликованным данным, одиночные остатки 
пролина могут способствовать изгибам только в корот-
ких полипептидных петлях, которые содержат от 2 до 
10 аминокислотных остатков [24]. Поскольку большой 
ВКД NaPi2b состоит из 174 а.о. [11], можно предполо-
жить, что изгиб полипептидной петли в большом ВКД 
NaPi2b, предсказанный с использованием алгоритма 
AlphaFold DeepMind [15], зависит не только от присут-
ствия остатка пролина в положении 325.

Необходимо учитывать, что на настоящий момент 
отсутствуют экспериментальные данные, однозначно 
указывающие на пары остатков цистеина, формиру-
ющих дисульфидные связи, необходимые для поддер-
жания такой конформации большого ВКД NaPi2b, 
при которой эпитоп MX35 становится доступным для 
распознавания антителами в опухолевых клетках.  
В связи с этим выявленное отсутствие влияния мутации 
p.P325A на распознавание эпитопа MX35 может быть 
обусловлено тем, что остатки цистеина в позициях  
322 и 328 не участвуют в формировании дисульфидной 
связи, обеспечивающей пространственную доступность 
эпитопа. Вместо этого они, вероятно, вовлечены в об-
разование других дисульфидных связей, например 
C303–C322 и C328–C350. Данный вопрос остается не-
решенным и требует дальнейших исследований.

Таким образом, хотя замена остатка пролина P325 
не повлияла ни на распознавание эпитопа MX35 мАТ, 
ни на количество образуемых дисульфидных связей 
внутри большого ВКД, вопреки первоначальной ги-
потезе, полученные результаты вносят большой вклад 

в понимание молекулярных механизмов, ответствен-
ных за поддержание конформационной стабильности 
большого ВКД NaPi2b. Кроме того, с учетом недавних 
разработок новых гуманизированных антител против 
NaPi2b [12, 25], для определения эффективности ко-
торых при карциномах яичника и легкого планирует-
ся провести доклинические и клинические испыта-
ния, важным направлением дальнейших исследований 
является анализ вклада других аминокислотных остат-
ков в доступность эпитопа MX35 для антител. Целе-
сообразно изучить наследственные мутации в участке 
гена SLC34A2, кодирующем область большого ВКД 
NaPi2b у пациентов с онкологическими заболеваниями, 
и оценить их влияние на распознавание эпитопа MX35 
терапевтическими мАТ. Так, показано, что при амино-
кислотной замене p.T330V в белке NaPi2b эпитоп MX35 
становится недоступным для распознавания соответст-
вующими мАТ [26]. Это указывает на вероятность того, 
что больные с заменой p.T330V в транспортере NaPi2b 
могут быть нечувствительны к терапии на основе анти-
тел, нацеленных на эпитоп MX35. В связи с этим созда-
ние клеточных моделей, экспрессирующих различные 
мутантные формы NaPi2b, идентифицированные у он-
кологических пациентов, и последующее исследование 
доступности эпитопа MX35 в этих моделях представля-
ют собой перспективные направления разработки про-
гностических инструментов для оценки эффективности 
таргетной терапии опухолей на основе антител против 
NaPi2b.

зАКЛючЕНИЕ
В ходе исследования установлено, что аминокис-

лотная замена остатка пролина в позиции 325 транс-
портера NaPi2b не оказывает значимого влияния на 
распознавание эпитопа MX35 мАТ в области большо-
го ВКД в опухолевых клетках карциномы яичника. 
Кроме того, выявлено, что в NaPi2bp.P325A количество 
дисульфидных связей не изменяется по сравнению  
с NaPi2bWT. Наблюдаемая тенденция к снижению до-
ступности эпитопа MX35 для антител в живых клетках 
карциномы яичника может свидетельствовать о необ-
ходимости применения более высокочувствительных 
методов детекции, включая широкопольную флуорес-
центную микроскопию.

Важным направлением будущих исследований 
также является изучение роли других аминокислотных 
остатков в доступности эпитопа MX35 транспортера 
NaPi2b для мАТ. Кроме того, полученные на примере 
NaPi2b данные позволят раскрыть механизмы образо-
вания опухоль-специфических эпитопов, доступных 
для распознавания антителами только в клетках опу-
холей, и проводить поиск подобных эпитопов для раз-
работки высокоэффективных таргетных препаратов 
для улучшения диагностики и лечения онкологичес-
ких заболеваний.
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