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Аннотация 

Натрий-зависимый фосфатный транспортер NaPi2b кодируется геном SLC34A2, яв-

ляется трансмембранным белком, который входит в семейство фосфатных транспорте-

ров SLC34 и принимает участие в поддержании фосфатного гомеостаза в организме 

человека. Фосфатный транспортер NaPi2b экспрессируется в ряде нормальных тканей 

и органов, а также при злокачественных новообразованиях яичника, легкого, колорек-

тального и других видов рака и является мишенью для терапевтических гуманизиро-

ванных антител Rebmab200, XMT-1535 и XMT-1536. Эти антитела были созданы на 

основе антител МХ35 и направлены против большого внеклеточного домена транспор-

тера. Расположение N-концевого домена NaPi2b в клетке экспериментально не подтвер-

ждено, поэтому целью настоящей работы был анализ распознавания фосфатного транс-

портера NaPi2b в клетках линий рака яичника OVCAR-4 и OVCAR-8 антителами про-

тив N-концевого домена транспортера с помощью вестерн-блот-анализа и конфокаль-

ной микроскопии.  

Ключевые слова: SLC34A2, NaPi2b, N-концевой домен NaPi2b, моноклональные 

антитела, карцинома яичника 

 

Введение 

Натрий-зависимый фосфатный транспортер 2B (SLC34A2, NaPi2b, NaPi-IIb, 

NPT2) относится к семейству натрий-зависимых фосфатных переносчиков типа 

II и принимает участие в поддержании фосфатного гомеостаза в организме че-

ловека путем абсорбции неорганического фосфата в тонком кишечнике и ряде 

других органов и тканей [1]. Фосфатный транспортер NaPi2b был идентифици-

рован нами в качестве гипотетического антигена МХ35 путем скрининга фаго-

вой кДНК библиотеки, созданной из клеточной линии рака яичника OVCAR-3 

антителами МХ35 [2, 3]. Транспортер NaPi2b супер экспрессирован в карцино-

мах яичника [4, 5], легкого [6, 7], колоректального рака [8] и является потенци-

альной мишенью для терапевтических антител Rebmab 200 [9], XMT-1535 [10] 
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и XMT-1536 [11]. Антитела XMT-1536 представляют собой модифицирован-

ную версию антител XMT-1535. Антитела XMT-1535 были созданы на основе 

антител Rebmab200, которые, в свою очередь, являются гуманизированной вер-

сией антител МХ35 [9]. 

Известно, что NaPi2b – это интегральный мембранный белок, который имеет 

несколько трансмембранных доменов, большой внеклеточный домен (188–

361 а.к.), а также N- и С-концевые домены, предположительно расположенные 

в цитоплазме [3]. NaPi2b является гликопротеином с молекулярным весом около 

100 кДа и имеет две изоформы, состоящие из 689 и 690 аминокислотных остат-

ков [12]. С помощью вестерн-блот-анализа показано, что антитела МХ35 [3] 

и L2(20/3) [13] распознают эпитоп в пределах 311–340 а.к. большого внекле-

точного домена транспортера только в отсутствие ДТТ [13]; этот факт свиде-

тельствует, что в распознавании эпитопа для антител МХ35 и L2 (20/3) прини-

мают участие дисульфидные связи. 

Роль N-концевого домена транспортеров NaPi2a и NaPi2b мало изучена и 

представляет интерес с точки зрения как фундаментальной науки, так и прак-

тического применения с учетом того факта, что транспортер NaPi2b является 

опухолевым маркером и мишенью для противоопухолевой терапии. Возможно, 

N-концевой домен NaPi2b принимает участие в обеспечении точности вставки 

всего белка в мембрану клетки [14] и способствует правильной ориентации 

всех последующих трансмембранных доменов в клетке согласно модели после-

довательного топогенеза мембранных белков [15, 16]. 

Так как расположение N-концевого домена и роль NaPi2b в клетке до конца 

не изучены, целью настоящей работы был анализ особенностей распознавания 

фосфатного транспортера NaPi2b в опухолевых клетках рака яичника антителами 

против N-концевого домена транспортера с помощью вестерн-блот-анализа 

и конфокальной микроскопии.  

1. Материалы и методы 

1.1. Антитела и клеточные линии. Для работы использовали клеточные ли-

нии карциномы яичника OVCAR-4 и OVCAR-8. Клетки культивировали в среде 

RPMI (Панэко, Россия), содержащей 10% эмбриональной телячьей сыворотки, 

4 мМ L-глутамина, 100 ед./мл пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина, при 37 °С 

в атмосфере 5% CO2.  

В качестве первичных антител использовали моноклональные антитела про-

тив N-концевого домена NaPi2b N-NaPi2b(15/1) [1]. В качестве вторичных анти-

тел использовали антитела козы, направленные против Fc-фрагментов N-конце-

вых антител и конъюгированные с пероксидазой хрена или с флуоресцентной 

меткой Alexa Fluor 555 (Thermo Fisher Scientific, США). В качестве контроля 

загрузки использовали антитела к глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназе 

(GAPDH).  
 

1.2. Вестерн-блот-анализ. Электрофорез лизатов опухолевых клеточных 

линий (20 нг на лунку) проводили в 10%-ном полиакриламидном геле (ПААГ) 

в денатурирующих условиях в присутствии додецилсульфата натрия с добав-

лением ДТТ и без. Перенос белков на 0.45 мкм мембрану PVDF (Millipore, 
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США) осуществляли путем «мокрого» переноса в электрофорезной камере 

(Bio-Rad, США). Мембрану блокировали 1 ч в 5%-ном растворе бычьего сыво-

роточного альбумина (БСА) на трис-буфере солевом с добавлением Tween-20 

(ТБС-Т; 20 мМ трис pH 7.6, 150 мМ NaCl, 0.1% Твин-20). Мембрану инкубиро-

вали 3 ч при комнатной температуре с первичными антителами против N-кон-

цевого домена NaPi2b в разведении 1:1000 [17]. После отмывки мембраны с по-

мощью ТБС-Т-буфера инкубировали со вторичными антителами козы против 

Fc-фрагментов первичных антител мыши, конъюгированных с пероксидазой 

хрена в разведении 1:5000 (Thermo Fisher Scientific, США). Контроль загрузки 

белка осуществляли с помощью антител к GAPDH и β-тубулину (Thermo Fisher 

Scientific, США). Сигнал хемилюминесценции детектировали с помощью субстра-

та Clarity ECL (Bio-Rad, США) на приборе ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad, США). Для 

оценки молекулярной массы NaPi2b использовали маркер PageRuler Plus 

Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, США). 
 

1.3. Конфокальная микроскопия. Для визуализации N-концевого домена 

NaPi2b с помощью лазерной конфокальной микроскопии использовали клетки 

линий OVCAR-4 и OVCAR-8. Клетки предварительно фиксировали в 4%-ном 

растворе параформальдегида в течение 15 мин и затем инкубировали с первич-

ными антителами против N-концевого домена NaPi2b в течение ночи при тем-

пературе +4 °С. В качестве вторичных антител использовали моноклональные 

антитела, конъюгированные с флуоресцентной меткой Alexa Fluor 555. Для пер-

меабилизации клеток использовали 0.1%-ный раствор Тритона Х-100 на фосфат-

но-солевом буфере с добавлением БСА до 3%. Для окраски ядер использовали 

краситель 4',6-диамиидно-2-фенилиндол (DAPI) (Thermo Fisher Scientific, США). 

Детекцию флуоресцентного сигнала проводили на лазерном конфокальном мик-

роскопе Zeiss LSM 780 (Carl Zeiss AG, Германия).  
 

1.4. Биоинформатический анализ. Для предсказания количества транс-

мембранных доменов NaPi2b и топологии его N-концевого домена использовали 

сервер CCTOP, предоставляющий построение топологии NaPi2b разными про-

граммами, а именно: HMMTOP, Memsat, Octopus, Phillius, Phobius, Pro, Provid, 

Scampi, ScampiMsa, TMHMM.  

2. Результаты и их обсуждение 

2.1. Биоинформатический анализ доменов трансмембранного фосфат-

ного транспортера NaPi2b. NaPi2b – это мембранный белок, у которого локали-

зация N- и C-концевых доменов в клетке до конца не изучена. Предполагается, что 

оба они находятся в цитоплазме, как было экспериментально доказано для наибо-

лее изученного транспортера NaPi2a [18]. Натрий-зависимый транспортер NaPi2a 

экспрессируется в проксимальных канальцах почечных нефронов и играет ос-

новную роль в поддержании фосфатного гомеостаза в организме млекопитаю-

щих [1]. Роль его С-концевого домена заключается во взаимодействии с други-

ми цитоплазматическими белками, которые могут принимать участие в релока-

лизации NaPi2а с мембраны клеток в субапикальное пространство в зависимости  

 



Л.Ф. МИНИГУЛОВА и др. 

 

532 

Табл. 1 

Биоинформатический анализ доменов трансмембранного фосфатного транспортера NaPi2b 

с помощью сервера CCTOP 

№ Программа 

Количество 

трансмембран-

ных доменов 

Границы 

N-концевого до-

мена NaPi2b, а.к. 

Расположение 

1 HMMTOP 13 1–100 Цитоплазма 

2 Memsat 9 1–91  Цитоплазма 

3 Octopus 8 1–96 Цитоплазма 

4 Philius 10 1–97 Цитоплазма 

5 Phobius 10 1–100 Цитоплазма 

6 Pro 11 1–104 Внеклеточное пространство 

7 Prodiv 11 1–97 Внеклеточное пространство 

8 Scampi 11 1–91 Цитоплазма 

9 ScampiMsa 11 1–92 Цитоплазма 

10 TMHMM 11 1–102  Внеклеточное пространство 

 

от потребления фосфатов [19]. Предположительно, С-концевой домен фосфат-

ного транспортера NaPi2b также находится в цитоплазме, взаимодействуя с цито-

плазматическими белками благодаря его PDZ-мотиву [20]. Расположение и функ-

ция N-концевого домена транспортера NaPi2b экспериментально не изучались. 

Нами был предпринят биоинформатический анализ предсказания количе-

ства трансмембранных доменов и расположения N-концевого домена фосфатного 

транспортера NaPi2b в клетках клеточных линий рака яичника с помощью про-

грамм сервера CCTOP [21].  

Длина N-концевого домена варьирует незначительно от 91 до 104 а.к. по 

результатам предсказания программ CCTOP (табл. 1). Интересно отметить, что 

большинство программ (7 из 10) предсказывает внутриклеточное расположе-

ние N-концевого домена NaPi2b (табл. 1).  
 

2.2. Оценка экспрессии NaPi2b в опухолевых клеточных линиях рака 

яичника. Для анализа расположения N-концевого домена транспортера NaPi2b 

методом конфокальной микроскопии необходимо было выбрать клеточные ли-

нии, эндогенно экспрессирующие и не экспрессирующие фосфатный транспор-

тер NaPi2b. 

На рис. 1 представлены результаты вестерн-блот-анализа клеточных линий 

рака яичника OVCAR-4 и OVCAR-8 моноклональными антителами против N-

концевого домена транспортера, полученными нами в предыдущих исследова-

ниях [17] в условиях с добавлением восстанавливающего агента ДТТ и без до-

бавления.  

Можно видеть, что фосфатный транспортер NaPi2b экспрессируется в клет-

ках линии рака яичника OVCAR-4 и не экспрессируется в клетках линии рака 

яичника OVCAR-8. При этом добавление ДТТ практически не влияет на распо-

знавание транспортера NaPi2b, кроме того, что сигнал становится более кон-

центрированным в вестерн-блот-анализе (рис. 1). 
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Рис. 1. Анализ экспрессии NaPi2b в клеточных линиях карциномы яичника OVCAR-4 

и OVCAR-8. В качестве загрузочного контроля использовали GAPDH 

2.3. Анализ клеточной локализации N-концевого домена NaPi2b в клет-

ках рака яичника. Определение расположения N-концевого домена транспор-

тера NaPi2b было проведено с помощью конфокальной микроскопии клеток 

линий рака яичника OVCAR-4 и OVCAR-8 антителами N-NaPi2b(15/1) в усло-

виях с пермеабиализацией клеточной мембраны и без (рис. 2 и 3).  

 

 

Рис. 2. Визуализация N-концевого домена NaPi2b с помощью лазерной конфокальной 

микроскопии в клетках линии карциномы яичника OVCAR-4 в условиях с и без перме-

абилизации клеток: а) фиксированные клетки, обработанные антителами N-NaPi2b 

(15/1); б) фиксированные клетки, обработанные ядерным красителем DAPI; в) совме-

щенная фотография для рисунков а и б; г) фиксированные и пермеабилизованные Три-

тоном X-100 клетки, обработанные антителами N-NaPi2b (15/1); д) фиксированные и 

пермеабилизованные Тритоном X-100 клетки, обработанные ядерным красителем DAPI; 

е) совмещенная фотография для рисунков г и д 

а) б) в) 

г) д) е) 
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Рис. 3. Визуализация N-концевого домена NaPi2b с помощью лазерной конфокальной 

микроскопии в клетках линии карциномы яичника OVCAR-8 в условиях с и без перме-

абилизации клеток: а) фиксированные клетки, обработанные антителами N-NaPi2b 

(15/1); б) фиксированные клетки, обработанные ядерным красителем DAPI; в) совме-

щенная фотография для рисунков а и б; г) фиксированные и пермеабилизованные Три-

тоном X-100 клетки, обработанные антителами N-NaPi2b (15/1); д) фиксированные и 

пермеабилизованные Тритоном X-100 клетки, обработанные ядерным красителем DAPI; 

е) совмещенная фотография для рисунков г и д 

На рис. 2 можно видеть, что N-концевой домен NaPi2b хорошо детектиру-

ется антителами N-NaPi2b(15/1) в условиях с пермеабиализацией мембраны Три-

тоном Х-100 (рис. 2, г) в клетках линии OVCAR-4, которые эндогенно экспресси-

руют фосфатный транспортер. Полученные результаты свидетельствуют о том, 

что N-концевой домен транспортера NaPi2b располагается в цитоплазме клеток 

линии рака яичника OVCAR-4. 

На рис. 3 не выявлена экспрессия фосфатного транспортера NaPi2b в клетках 

рака яичника OVCAR-8 как в условиях с пермеабиализацией клеточной мем-

браны, так и без пермеабиализации. Полученные данные подтверждают данные 

вестерн-блот-анализа об отсутствии экспрессии NaPi2b в клеточной линии рака 

яичника OVCAR-8.  

Заключение 

В работе установлено, что натрий-зависимый фосфатный транспортер NaPi2b 

экспрессируется в клетках линии рака яичника OVCAR-4 и не экспрессируется 

в клетках карциномы яичника OVCAR-8. С помощью конфокальной микроско-

пии показано, что N-концевой домен транспортера NaPi2b локализуется пре-

имущественно в цитоплазме клеток линии OVCAR-4. Для дальнейшего изучения 

а) б) в) 

г) д) е) 
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особенностей локализации N-концевого домена NaPi2b в опухолевых клетках мы 

планируем моделирование опухолевого микроокружения в клетках рака яичника. 
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ского) федерального университета в целях повышения его конкурентоспособ-

ности среди ведущих мировых научно-образовательных центров. Часть работы 

на конфокальном лазерном микроскопе выполнена при поддержке РНФ в рам-

ках проекта № 20-14-00166.  
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Abstract 

The sodium-dependent phosphate cotransporter NaPi2b encoded by the SLC34A2 gene is a trans-

membrane protein that belongs to the family of phosphate transporters SLC34 and is involved in main-

taining phosphate homeostasis in the human body. The phosphate transporter NaPi2b is expressed 

in several normal tissues and body organs, as well as in malignant neoplasms of the ovary, lung, colorectal, 

and other types of cancer. The membrane protein NaPi2b is a target for therapeutic humanized antibod-

ies Rebmab200, XMT-1535, and XMT-1536 in cancer cells. These antibodies were created based on 

MX35 antibodies and are directed against the large extracellular domain of the transporter NaPi2b. 

Since the location of the N-terminal domain of NaPi2b in the cell has not been experimentally confirmed, 

this work aimed to analyze the recognition of the phosphate transporter NaPi2b in ovarian cancer cells 

OVCAR-4 and OVCAR-8 by antibodies against the N-terminal domain of the transporter using Western 

blot analysis and confocal microscopy. 

Keywords: SLC34A2, NaPi2b, N-terminal domain of NaPi2b, monoclonal antibodies, ovarian 

cancer 
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Figure Captions 

Fig. 1. Analysis of the NaPi2b expression in ovarian cancer cells OVCAR-4 and OVCAR-8. GAPDH 

was used as loading control. 

Fig. 2. Visualization of the N-terminal domain of NaPi2b using confocal laser microscopy in ovarian 

cancer cells OVCAR-4 with and without cell permeabilization: a) fixed cells treated with N-

NaPi2b antibodies (15/1); b) fixed cells stained with DAPI; c) superimposed image for a and b; 

d) fixed and permeabilized with Triton X-100 cells treated with N-NaPi2b antibodies (15/1); e) 

fixed and permeabilized with Triton X-100 cells stained with DAPI; f) superimposed image for d 

and e. 

Fig. 3. Visualization of the N-terminal domain of NaPi2b using confocal laser microscopy in ovarian 

cancer cells OVCAR-8 with and without cell permeabilization: fixed cells treated with N-NaPi2b 
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antibodies (15/1); b) fixed cells stained with DAPI; c) superimposed image for a and b; d) fixed 

and permeabilized with Triton X-100 cells treated with N-NaPi2b antibodies (15/1); e) fixed and 

permeabilized with Triton X-100 cells stained with DAPI; f) superimposed image for d and e. 
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