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I. ВВЕДЕНИЕ
Глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа (GAPD) – один из самых 
изученных и распространённых ферментов. К настоящему времени 
механизм реакции окисления глицеральдегид-3-фосфата и строение 
ферментов из различных источников – от микроорганизмов до 
человека – детально исследованы. Нативная молекула GAPD состоит 
из четырех идентичных субъединиц массой около 36 кДа и содержит 
четыре активных центра, состоящих из субстрат- и кофактор-связы
вающих доменов. GAPD катализирует реакцию гликолитической окси
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доредукции, в результате которой образуется первое макроэргическое 
соединение в цепи гликолиза – 1,3-дифосфоглицерат, используемый 
далее для синтеза АТР. Кроме того, в этой реакции происходит вос
становление NAD+ до NADH, который является одним из субстра
тов окислительного фосфорилирования в митохондриях эукариот. 
В представленном обзоре мы остановимся только на GAPD, харак
терной для различных животных организмов, поскольку именно для 
фермента из этих источников была продемонстрирована мульти
функциональность. Кроме того, в процессе эволюции животных 
произошло появление особой спермоспецифичной формы GAPD, 
которая является основным объектом обсуждения в данной статье. 
Но прежде чем приступить к описанию специфичной формы GAPD, 
следует вкратце остановиться на свойствах обычной соматической 
глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы.
	 Хорошо известно, что GAPD присутствует в значительных 
количествах в цитоплазме всех соматических клеток животных – ее 
содержание достигает 5–15% от содержания растворимых белков. 
GAPD является конститутивным белком, кодируемым «геном 
домашнего хозяйства» («housekeeping gene»). По этой причине 
мРНК GAPD и белок GAPD используют в качестве стандартного 
контроля при исследовании экспрессии или синтеза различных 
белков в клетке. Долгое время было принято считать, что никакой 
регуляторной роли GAPD не играет и какая-либо связь между актив
ностью этого фермента и развитием патологических состояний 
отсутствует. Однако постепенно стало накапливаться все больше 
фактов о негликолитических функциях фермента. Было показано, 
что GAPD принимает участие во многих перечисленных ниже негли
колитических процессах, которые как раз и могли бы быть связаны 
с возникновением различных патологий: эндоцитоз [1–3], слияние 
плазматических мембран [4], сборка микротрубочек [5–7], транспорт 
секреторных везикул [8, 9], фосфорилирование белков [10, 11], 
трансляционный и транскрипционный контроль генной экспрессии 
[12–14], регуляция структуры теломерных участков хромосом [15, 
16], слияние ядерных мембран [17], транслокация молекул мРНК 
через ядерную мембрану [18], эксцизионная репарация ДНК [19, 20] и 
индукция апоптоза [21–25]. Кроме того, GAPD может быть вовлечена 
в механизм развития таких нейродегенеративных заболеваний, как 
болезнь Альцгеймера [26–28] и болезнь Хантингтона [28–30].
	О собо хотелось бы отметить возможность вовлечения глицераль
дегид-3-фосфатдегидроеназы в развитие онкологических заболеваний. 
Для раковых клеток, наряду с их разнообразными особенностями, 
характерны нарушения индукции апоптоза и регуляции гликолиза. 



Глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа сперматозоидов 85

В оба эти процесса может быть вовлечена GAPD. 
	 Так, например, известно, что эффект Пастера, заключающийся в 
подавлении гликолиза в аэробных условиях, не характерен для рако
вых клеток. В раковых клетках наблюдается активное протекание гли
колиза, скорость которого не замедляется в присутствии кислорода. 
Такое изменение регуляции энергетического обмена известно как 
эффект Варбурга. Переход на бескислородный способ энергетики, 
согласно Варбургу, приводит к автономному бесконтрольному 
существованию клетки: она начинает вести себя как самостоятельный 
организм, стремящийся к воспроизведению [31, 32]. Обнаруженное 
нами появление ацилфосфатазной активности у частично окисленной 
GAPD при сохранении основной гликолитической функции может 
играть определенную роль в сопряжении гликолиза и дыхания. Мы 
показали, что в нормальных клетках частичное окисление GAPD 
приводит к разобщению окисления и фосфорилирования в глико
лизе, что позволяет скоординировать процессы, происходящие при 
дыхательном фосфорилировании с гликолитическими реакциями 
(рис. 1) [33, 34].
	 Кроме того, как в наших работах, так и в работах других исследо
вателей было показано, что GAPD образует комплексы с различными 
гликолитическими ферментами [35-38], а также со структурными 
элементами клетки, что позволяет регулировать скорость протекания 
гликолиза [5, 39–41]. Очевидно, что изменение свойств GAPD или 
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Рис. 1. «Футильный» цикл гликолиза – разобщение окисления и фосфорилирова
ния (модифицировано по [33, 34]).
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появление ее изоферментов при онкологических патологиях может 
изменять сопряжение гликолиза и дыхательного фосфорилирования, 
а также характерные для GAPD белок-белковые взаимодействия, 
участвуя тем самым в возникновении эффекта Варбурга и в иных 
нарушениях энергетического метаболизма.
	З а последние 15 лет накопилось много фактов об участии GAPD 
в индукции апоптоза [21, 42–45]. В нормальных клетках большая 
часть GAPD находится в виде активных тетрамерных молекул и 
локализована в цитоплазме. Некоторое количество GAPD адсорби
ровано на структурных элементах клетки: актиновых стресс-фиб
риллах, микротрубочках и т.д. Вероятно, часть адсорбированной 
GAPD находится в димерной или мономерной форме, что позволяет 
идентифицировать ее с помощью специфических моноклональных 
антител против ненативных форм фермента. Ситуация изменяется при 
воздействии на клетку цитотоксических факторов и при индукции 
апоптоза фактором некроза опухоли или перекисью водорода. В этом 
случае происходит транслокация мономерных или димерных форм 
GAPD в ядро в соответствии с приведенной на рис. 2 схемой.
	 На схеме показаны процессы, которые происходят при индукции 
апоптоза активными формами кислорода. На первом этапе происхо
дит окисление сульфгидрильных групп активного центра GAPD, 
вызывающее ослабление связывания с ферментом кофактора NAD+. 
Образующаяся апоформа GAPD легко диссоциирует на субъединицы, 
проникающие за счет пассивного транспорта в ядро клетки. После 
связывания субъединиц GAPD с ядерными нуклеиновыми кисло

Рис. 2. Гипотетическая схема внутриклеточной транслокации различных форм 
GAPD в условиях окислительного стресса.



Глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа сперматозоидов 87

тами происходит дальнейшее разворачивание белка с экспониро
ванием «сигнала ядерного экспорта» («nuclear export signal» – NES). 
Денатурированные полипептидные цепи GAPD переходят в цито
плазму, где могут подвергаться дальнейшим превращениям: агрега
ции, связыванию с шаперонами и убиквитинированию. Перемеще
ние ненативных форм GAPD из цитоплазмы в ядро без каких-либо 
внешних сигналов характерно также для некоторых линий раковых 
клеток, например, для клеток HeLa .
	О чевидно, что в процесс индукции апоптоза GAPD вовлечена не 
как гликолитический фермент, а как «мессенджер» белковой природы, 
участвующий в разнообразных белок-белковых и белок-лигандных 
взаимодействиях. Важнейшую роль в этой функции GAPD играют ее 
способность чрезвычайно прочно кооперативно связывать кофактор 
NAD+, возможность регулирования этого связывания путем моди
фикации сульфгидрильных групп активного центра и, наконец, 
присутствие «сигнала ядерного экспорта». В заключение следует 
отметить, что все указанные выше особенности GAPD характерны 
для соматической формы дегидрогеназы, которая и исследовалась 
в течение длительного времени практически во всех работах. Оче
видно, что отсутствие любого признака, характерного для сома
тического фермента, должно кардинальным образом изменять как 
энергетический метаболизм, так и те элементы апоптического пути 
клеток, в которые он вовлечен.
	О писанная выше мультифункциональность GAPD характерна 
для соматической формы фермента млекопитающих, поскольку 
практически все эксперименты проводились на GAPD человека или 
кролика. Таким образом, в соматических клетках млекопитающих в 
значительных количествах присутствует цитоплазматический белок, 
не только катализирующий гликолитическую оксидоредукцию, но 
выполняющий много других функций. Возможно, каталитические 
особенности соматической GAPD млекопитающих (отрицательная 
кооперативность по связыванию кофактора NAD+, очень прочное 
связывание двух молекул NAD+ на тетрамер GAPD, высокая реак
ционноспособность сульфгидрильных групп активного центра и 
т.д.) необходимы не столько для осуществления катализа, сколько 
для выполнения дополнительных функций фермента. К сожалению, 
информация о некаталитических функциях фермента из других групп 
животных практически отсутствует. По этой причине невозможно 
проследить эволюционные аспекты возникновения дополнительных 
функций у соматической формы GAPD и их взаимосвязь со струк
турными особенностями ферментов. 
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	О днако у млекопитающих есть еще одна форма GAPD – спермо
специфичная GAPDS. Очевидно, что многие функции соматической 
GAPD являются для GAPDS «лишними» (например, процессы, 
связанные с транслокацией фермента в ядро и взаимодействием с 
нуклеиновыми кислотами). Следовательно, сравнительный анализ 
двух белков позволяет найти структурные элементы, отвечающие за 
специфические для соматического или сперматозоидного фермента 
функции. На базе такого анализа можно также найти подходы к 
изменению свойств ферментов в нужном направлении и с помощью 
сайт-специфического мутагенеза получить белки с предсказанными 
характеристиками. Такое моделирование может быть полезно для 
получения биокатализаторов для решения биотехнологических 
задач. Однако в данном обзоре особое внимание мы хотели бы 
уделить другому аспекту, связанному с патологическими процессами 
в организме человека. Известно, что спермоспецифичная GAPDS 
приспособлена для осуществления гликолиза с целью обеспечения 
энергией подвижности хвоста сперматозоида. При этом у фермента 
отсутствуют почти все негликолитические функции, характерные для 
соматической формы. Без этих функций он прекрасно функционирует 
в сперматозоидах, однако экспрессия спермоспецифичной GAPDS в 
других клетках должна существенно влиять на их жизнедеятельность. 
В наших работах было показано, что в некоторых типах раковых 
клеток происходит экспрессия GAPDS, что может изменять энерге
тический обмен и индуцировать апоптоз [46]. Возможно также, что 
появление необычной формы фермента в нервных клетках участвует 
в возникновении нейродегенеративных заболеваний амилоидной 
природы [47]. 
	 Таким образом, в представленном обзоре мы остановимся на 
основных свойствах GAPDS и ее роли в обеспечении энергией движе
ния сперматозоидов, эволюции GAPDS, а также на возможной роли 
GAPDS, экспрессирующейся в соматических клетках, в развитии 
патологических изменений.

II. Cпермоспецифичная
глицеральдегид‑3-фосфатдегидрогеназа (GAPDS)
GAPDS – изофермент глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы, кото
рый встречается только в сперматозоидах. Соматическая GAPD коди
руется у человека на 12 хромосоме, однако у нее существует паралог – 
ген GAPDS на 19 хромосоме, который экспрессируется только в 
сперматозоидах [48, 49]. GAPDS на 68% идентична соматической 
GAPD. Она состоит из 408 аминокислотных остатков и содержит на 
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N-конце дополнительную последовательность из 72 аминокислот, 
благодаря которой белок связывается с цитоскелетом жгутика 
сперматозоида [50]. Молекулярная масса GAPDS, рассчитанная из 
аминокислотной последовательности, составляет примерно 44,5 
кДа, однако есть данные, что, благодаря обилию остатков пролина, 
молекула обладает аномальной подвижностью при Ds-Na-электро
форезе в полиакриламидном геле и даёт полосу на уровне 56 кДа [49]. 
	 Ранее в нашей лаборатории было показано, что общими для 
соматической и сперматозоидной GAPD являются мотивы, обеспе
чивающие участие в гликолизе. В составе соматической GAPD выяв
лены два специфических мотива, связанных с ее ядерными функ
циями (репарация и репликация ДНК, а также мотив, определяющий 
внутриклеточную локализацию). Отсутствие этих мотивов в составе 
GAPDS позволяет предположить, что ядерные функции соматической 
GAPD для нее нехарактерны. Это согласуется с данными о том, что 
GAPDS связана своим N-концевым доменом с нерастворимыми 
компонентами клетки и в силу этого может терять ряд функций, 
характерных для GAPD. Возможно, GAPDS принимает участие в 
процессе сборки веретена деления в сперматидах. При этом для сома
тической GAPD участие в данном процессе (в других типах клеток), 
по-видимому, нехарактерно [51].

III. Эволюция GAPDS
В наших работах была подробно исследована эволюция белкового 
семейства глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназ. Было показано, 
что изоферменты GAPD-1 и GAPD-2 (или GAPD и GAPDS) [51, 52] 
млекопитающих имеют ортологи в других группах позвоночных 
животных. Расхождение генов, кодирующих эти изоферменты, случи
лось в ходе ранней эволюции хордовых и не связано ни с одной из 
двух полногеномных дупликаций, специфических для позвоночных 
животных. Ген GAPD-1, кодирующий соматический изофермент, 
претерпел затем ряд дополнительных дупликаций, тогда как ген 
GAPD-2 был утерян многими организмами и сохранился, помимо 
млекопитающих, только у ящериц и рыб.
	О сновной тенденцией в эволюции GAPD-1 и GAPD-2 позвоноч
ных животных является их функциональная дивергенция. Получен
ные данные свидетельствуют о том, что изоферменты глицеральде
гид-3-фосфатдегидрогеназы костистых рыб, экспрессирующиеся в 
одних и тех же тканях, специализируются на участии в различных 
негликолитических процессах. Изоферменту GAPD-2 млекопитаю
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щих, по-видимому, также несвойственно выполнение ряда неглико
литических функций GAPD-1. Кроме того, GAPD-2 млекопитающих 
и ящериц эволюционировал в спермоспецифичный белок и приобрел 
дополнительный полипролиновый домен, необходимый для прикреп
ления к фиброзному слою жгутика сперматозоида. Во взаимодействие 
с полипролиновым доменом, вероятно, вовлечены несколько различ
ных белков цитоскелета, причем само взаимодействие носит неспеци
фический характер. У ящериц GAPD-2 экспрессируется и в некоторых 
соматических тканях (для которых характерно интенсивное деление 
клеток). Однако в этих тканях белок оказывается лишенным поли
пролинового домена вследствие альтернативного сплайсинга коди
рующей его мРНК.
	 Таким образом, только в сперматозоидах млекопитающих и 
ящериц присутствует специальная форма глицеральдегид-3‑фос
фатдегидрогеназы (GAPD-2, или GAPDS), обеспечивающая энерго
снабжение движения длинных «хвостов» этих клеток. Вероятно, 
такое «приобретение» обеспечивает определенные эволюционные 
преимущества при размножении данных организмов. Интересно, 
что побочным следствием экспрессии GAPDS в регенерирующихся 
тканях ящериц является обеспечение энергией гликолиза интенсивно 
делящихся клеток, дающее определенные преимущества этим 
животным. У млекопитающих экспрессия GAPDS в соматических 
клетках может вызывать патологические изменения, пример которых 
будет нами рассмотрен в заключительных разделах.

IV. Роль гликолиза и GAPDS в обеспечении 
энергией движения сперматозоидов

Для обеспечения движения жгутика сперматозоида требуется боль
шое количество энергии, запасенной в форме ATP, которая расхо
дуется моторным белком динеином [53]. В животных клетках ATP 
образуется преимущественно при протекании двух процессов: гли
колиза и окислительного фосфорилирования. 
	 Локализация митохондрий исключительно в среднем отделе 
жгутика сперматозоида послужила причиной возникновения сомне
ний в том, что скорость диффузии ATP вдоль жгутика способна 
покрыть потребность динеина в энергии [54, 55]. Было подсчитано, 
что для обеспечения энергией окислительного фосфорилирования 
сперматозоидов с относительно короткими жгутиками, таких как 
у морского ежа Strongylocentrotus purpuratus (40 мкм), скорость 
диффузии может оказаться достаточной [56, 57]. Однако, у многих 
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видов млекопитающих сперматозоиды обладают существенно более 
длинными жгутиками. Например, у сперматозоидов грызунов длина 
жгутика превышает 150 мкм [58]. Кроме того, в моделях, исполь
зованных для вычислений, ATP рассматривалась в отрыве от ADP 
и неорганического фосфата. Использование энергии, запасенной 
в форме ATP, может быть эффективным только в том случае, когда 
реакция ATP ↔ ADP + Pi смещена от состояния равновесия. Так, в 
цитоплазме типичной животной клетки при постоянной концентрации 
Pi, равной 10 мМ, отношение ATP/ADP превышает равновесное в 105 
раз [59]. В дистальной области жгутика сперматозоида концентрация 
ATP ниже, чем в его проксимальной области, а концентрации ADP и 
Pi – выше. Соответственно, реакция расщепления ATP, протекающая 
в дистальной области, находится ближе к состоянию равновесия, и, 
следовательно, менее эффективна [55].
	 В середине 80-х годов была выдвинута гипотеза о работе 
креатинфосфатного челночного механизма. За счет реакции 
ATP  +  креатин ↔ ADP + креатинфосфат соотношение ATP/ADP 
может поддерживаться на относительно постоянном уровне, и, кроме 
того, обладающий более высокой диффузионной подвижностью 
креатинфосфат может обеспечивать более эффективный перенос 
энергии вдоль жгутика [60]. Креатинкиназа, катализирующая 
реакцию переноса фосфата между ADP и креатином, позднее 
была обнаружена в сперматозоидах морского ежа [61]. Однако у 
всех исследованных млекопитающих креатинкиназа либо не была 
обнаружена в сперматозоидах, либо обладала пониженной фермен
тативной активностью [53, 62, 63]. Кроме того, концентрация 
креатинфосфата в сперматозоидах млекопитающих близка к нулю 
[64, 65]. Таким образом, креатинфосфатный челночный механизм 
либо не работает вовсе, либо играет незначительную роль. Вывод 
согласуется с результатами экспериментов по получению мышей с 
нокаутированной креатинкиназой: мыши оставались фертильными, 
а подвижность их сперматозоидов была на уровне дикого типа [62].
	 В отличие от сперматозоидов морского ежа, преимущественно 
окисляющих жирные кислоты [66], основным топливом для сперма
тозоидов млекопитающих являются углеводы [67]. Это позволяет 
генерировать ATP путем гликолиза в цитоплазме жгутика независимо 
от митохондрий. Роль гликолиза и окислительного фосфорилирования 
в энергообеспечении жгутика сперматозоидов была подробно иссле
дована в работе Mukai et al [67]. В качестве меры эффективности 
энергообеспечения рассматривалась частота биения жгутика. Были 
получены следующие свидетельства в пользу того, что ATP, потреб
ляемая жгутиком, преимущественно образуется в ходе гликолиза:
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	 —	в присутствии глюкозы добавление ингибиторов окислитель
ного фосфорилирования (антимицина A и CCCP – карбонил
цианид-m-хлорфенилгидразона) практически не влияло на 
частоту биения жгутика;

	 —	добавление пирувата не повышало частоту биения жгутика, 
если гликолиз был ингибирован с помощью 2-дезокси-D-глю
козы – неметаболизируемого аналога глюкозы.

	 Однако в том же исследовании было показано, что сперматозоиды 
способны сохранять подвижность, если единственным источником 
энергии служит пируват. Для объяснения этого наблюдения была 
выдвинута гипотеза о том, что пируват служит субстратом для глюко
неогенеза, протекающего в митохондриях. Образующаяся в ходе 
глюконеогенеза глюкоза диффундирует в жгутик, где подвергается 
гликолизу. Так как 2-дезокси-D-глюкоза ингибирует не только гли
колиз, но и глюконеогенез [68, 69], ее присутствие подавляет биение 
жгутика, индуцируемое как глюкозой, так и пируватом. 
	 Эффективное протекание гликолиза в сперматозоидах обеспечи
вается наличием гликолитических изоферментов, которые не встре
чаются в других тканях. В частности, это сперматозоидные формы 
гексокиназы, фосфофруктокиназы, альдолазы, фосфоглицератки
назы, фосфоглицератмутазы, пируваткиназы, лактатдегидрогеназы 
и глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы (GAPDS), роль которой 
будет рассмотрена более подробно.
	 Ключевая роль спермоспецифичной глицеральдегид-3-фос
фатдегидрогеназы в энергообеспечении сперматозоидов была 
продемонстрирована в экспериментах, проведенных на мышах с 
нокаутированным геном GAPDS [70]. Было показано, что в отсутст
вие этого фермента протекание гликолиза в сперматозоидах пол
ностью прекращается. Уровень ATP составлял всего 10,4% от 
нормы; инкубация сперматозоидов в течение 4 ч при температуре 
37 °C приводила к его дальнейшему снижению до 2%. Подвижность 
жгутиков сперматозоидов сохранялась, но также была существенно 
снижена. При этом вращение, возникающее в среднем отделе жгутика, 
не распространялось вдоль основного отдела. Такие сперматозоиды 
были не способны к поступательному движению, а самцы мышей с 
гомозиготной мутацией оказались стерильными. Потребление кис
лорода митохондрией и, следовательно, производство ATP в процессе 
окислительного фосфорилирования оставалось на прежнем уровне. 
Структура фиброзного слоя и других компонентов цитоскелета 
жгутика не проявляла никаких морфологических нарушений. 
Таким образом, GAPDS является единственным энзиматически 
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активным изоферментом глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы, 
присутствующим в зрелых сперматозоидах и играющим ключевую 
роль в обеспечении жгутика энергией ATP. 
	 В наших работах была исследована взаимосвязь между актив
ностью сперматозоидной изоформы GAPDS и подвижностью сперма
тозоидов [71]. Было показано, что среднее значение активности 
GAPDS в образцах сперматозоидов с низкой подвижностью в 2,5 – 3 
раза ниже, чем в образцах с высокой подвижностью. Подвижность 
сперматозоидов снижалась в присутствии аниона супероксида, 
гидроксильного радикала и перекиси водорода. Снижение подвиж
ности сперматозоидов в присутствии перекиси водорода было про
порционально концентрации окислителя и коррелировало со сни
жением активности GAPDS (r = 0,96). На основании литературных 
данных о необходимости GAPDS для подвижности сперматозоидов и 
полученных экспериментальных наблюдений был сделан вывод, что 
уменьшение подвижности сперматозоидов в присутствии активных 
форм кислорода происходит в результате окисления GAPDS и инги
бирования гликолиза.
	 Необходимо заметить, что выраженное окисление GAPDS и 
снижение подвижности сперматозоидов свидетельствуют о том, что 
система антиоксидантной защиты сперматозоидов не справляется с 
удалением АФК, и, следовательно, может произойти повреждение 
ДНК генома. Таким образом, снижение подвижности сперматозоида 
в ответ на окислительный стресс можно рассматривать как естествен
ный биологический барьер, предотвращающий оплодотворение 
яйцеклетки сперматозоидом с дефектным геномом. Следовательно, 
меры по увеличению подвижности сперматозоидов должны быть в 
первую очередь направлены на устранение причин, приводящих к 
повышенной продукции АФК (авитаминоз, интоксикация организма, 
воспалительные заболевания урогенитального тракта). 

V. Каталитические свойства GAPDS
До наших работ в литературе практически отсутствовали сведения 
о каталитических, регуляторных и физико-химических свойствах 
GAPDS, поскольку выделение фермента из сперматозоидов является 
достаточно сложной задачей. Так, GAPDS была выделена из сперма
тозоидов хряка, но авторы не изучали ее каталитические характе
ристики [72]. Рекомбинантный белок также не удавалось получить, 
поскольку в процессе его экспрессии образовывались гетеродимеры, 
содержащие субъединицы рекомбинантного белка и субъединицы 
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белка клеток-продуцентов. Даже рентгеноструктурный анализ 
GAPDS был сделан на гибридном тетерамере, состоящем из димеров 
рекомбинантной GAPDS и димеров GAPD из E. coli [73]. 
	 Прежде всего, нами была получена GAPDS из сперматозоидов 
человека, и исследованы некоторые свойства выделенного белка [74]. 
На этом этапе работы мы оценили свойства лишенной N–концевого 
фрагмента GAPDS, выделенной из сперматозоидов, что позволило 
в дальнейшем сравнить ее свойства с рекомбинантным белком и 
убедиться в его «нативности». Для выделения рекомбинатной GAPDS 
мы использовали плазмиды, кодирующие полноразмерную GAPDS 
и GAPDS, лишенную N-концевого фрагмента (dN-GAPDS). В обоих 
случаях мы не использовали каких-либо дополнительных «тагов», 
иногда облегчающих выделение фермента, а выделяли ферменты 
традиционными способами с помощью фракционирования сульфа
том аммония и хроматографии. Полноразмерную GAPDS нам не 
удалось выделить, так как «тельца включения», образующиеся при 
экспрессии фермента, невозможно было разрушить различными 
детергентами. dN-GAPDS была выделена в гомогенном виде и под
робно охарактеризована различными методами. Те параметры (удель
ная активность, рН-зависимость активности и Км для субстратов), 
которые мы смогли определить для рекомбинантной и нативной dN-
GAPDS, оказались сходными (табл. 1), что позволило нам основные 
исследования проводить на рекомбинантном ферменте. 
	С ледует отметить, что «нативная» GAPDS из сперматозоидов и 
рекомбинантная dN-GAPDS были лишены N-концевого фрагмента. 
Мы считаем, что свойства такого «транкированного белка» лучше 
моделируют поведение фермента, встроенного в фиброзный слой спер
матозоида. У встроенного белка, по крайней мере, один N-концевой 
фрагмент экранирован белками фиброзного слоя и не может влиять 
на поведение всей молекулы фермента. Возможно, в спермато
зоидах остальные N-концевые фрагменты GAPDS отщепляются 
от основной полипептидной цепи в результате ограниченного 
протеолиза, поскольку при обработке гомогенатов сперматозоидов 
детергентами не удается получить полноразмерные полипептидные 
цепи. То есть GAPDS в сперматозоидах, вероятно, функционирует в 
виде тетрамера, закрепленного в фиброзном слое через N-концевой 
фрагмент одной субъединицы и содержащего еще 3 субъединицы без 
дополнительных участков.
	 Анализ данных табл. 1 показывает, что каталитические свойства 
соматической и спермоспецифичной изоформ дегидрогеназы отли
чаются. Во-первых, активность GAPDS практически в два раза 
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ниже, чем у соматического фермента. Наибольшая энзиматическая 
активность dN-GAPDS наблюдалась при pH 8,9, что соответствует 
значению pH-оптимума GAPD. Константа Михаэлиса dN-GAPDS по 
глицеральдегид-3-фосфату приблизительно в 2 раза превышала ана
логичную величину, определенную для GAPD. В то же время значение 
константы Михаэлиса dN-GAPDS по NAD⁺ оказалось в 2,5 раза ниже, 
чем для GAPD. Оба изофермента проявляли одинаковую чувстви
тельность к окислению активного центра пероксидом водорода. 
	 Наиболее интересны особенности кооперативного поведения двух 
дегидрогеназ. Для соматического фермента характерен достаточно 
необычный эффект «отрицательной кооперативности» по связыва
нию кофактора NAD+: первые две молекулы кофактора связываются 
очень прочно (Кd от 10–11 до 10–7 М, по разным источникам), а две 
последующие – слабо (Kd от 10–5 до 10–3 М) [75, 76]. Такой эффект 
позволяет ферменту все время находится в стабильном состоянии, 
характерном для холоформы, – комплекса GAPD c NAD+, но доста
точно хорошо осуществлять катализ за счет действия активных 
центров с низким сродством к кофакторам. Мы полагаем также, 
что «отрицательная кооперативность» играет ключевую роль в 
осуществлении негликолитических функций GAPD. Так, нами было 
доказано, что окисление сульфгидрильной группы активного центра 
GAPD приводит к ослаблению связывания кофактора и к увеличению 
сродства фермента к нуклеиновым кислотам. Возможно, именно этот 
процесс связан с участием GAPD в индукции апоптоза, а также с 
диссоциацией и денатурацией фермента при окислительном стрессе. 

Таблица 1. Каталитические свойства выделенной из 
сперматозоидов и рекомбинантной dN-GAPDS и GAPD

dN-GAPDS из 
сперматозоидов

Рекомбинантная 
dN-GAPDS

GAPD из 
мышц кролика

Максимальная удель
ная активность, ед/мг

50 50–60 100–110

pH-оптимум 8,7 8,9 8,9

КМ по глицеральдегид-
3-фосфату, мкМ

770 540 ± 70 290 ± 60

КМ по NAD+, мкМ 23 100 ± 10 270 ± 110

Константа инактива
ции H2O2, мМ–1мин-1

– 0,54 ± 0,02 0,60 ± 0,07
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	 Для GAPDS мы не обнаружили «отрицательной кооперативности» 
по связыванию кофактора [77]. Напротив, этот фермент обладает 
«положительной кооперативностью», характерной для GAPD из 
дрожжей. Структурные предпосылки для такого изменения коопе
ративности были изучены нами с помощью сайт-специфического 
мутагенеза (см. следующие разделы).

VI. Четвертичная структура GAPDS
При выделении GAPDS из обработанных ультразвуком спермато
зоидов человека вся дегидрогеназная активность была обнаружена 
в нерастворимой фракции клеток. Инкубация этой фракции с трип
сином приводила к отщеплению N-концевого фрагмента GAPDS 
и переходу фермента в раствор. Молекулярная масса очищен
ной GAPDS составляла около 150 кДа (по данным «голубого 
нативного электрофореза», позволяющего определить массу белка 
в неденатурирующих условиях). Молекулярная масса субъеди
ниц GAPDS, определенная при электрофорезе в присутствии 
додецилсульфата натрия, была равна 40кДа. Вероятно, GAPDS 
представляет собой тетрамер, состоящий из четырех идентичных 
субъединиц [74]. Сходные результаты были получены для реком
бинатной dN-GAPDS. Для исследования олигомерного состава 
dN‑GAPDS был также использован метод динамического светорассея
ния [78]. Полученные с помощью этого подхода значения эффек
тивных гидродинамических диаметров молекул dN-GAPDS и 
GAPD практически не отличались друг от друга и составляли, соот
ветственно, 9,1 и 8,7 нм. Сделанные наблюдения дают основания 
утверждать, что рекомбинантная dN-GAPDS, так же как и GAPD, 
является тетрамером.

VII. Исследование роли шаперонина Tric/CCT 
в сворачивании dN-GAPDS 

Цитоплазматический шаперонин Tric/CCT было принято считать 
главным участником сворачивания структурных белков. Однако в 
последние годы круг его субстратов расширился. Мы предположили, 
что Tric/CCT может быть вовлечен в сворачивание GAPDS, исходя 
из следующей информации. Во-первых, содержание Tric/CCT макси
мально в ретикулоцитах и семенниках. Следовательно, в семенниках 
данный шаперонин может участвовать в сворачивании специфичес
ких для этой ткани белков. Во-вторых, GAPDS обладает N-концевым 
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фрагментом, который должен встраиваться в фиброзный слой. Для 
этого процесса могут потребоваться специальные белки, одним из 
которых может быть Tric/CCT . Действительно, нами было показано, 
что выделенный из семенников шаперонин Tric/CCT повышает 
эффективность ренатурации dN-GAPDS после денатурации в гуани
дин гидрохлориде [79]. Было также проверено влияние точечных 
мутаций на эффективность шаперонин-зависимой ренатурации 
dN‑GAPDS. Было показано, что замена остатков пролина P111, P157, 
P326 на аланин не оказывает влияния на эффективность шаперонин-
зависимой ренатурации соответствующих белков, по сравнению с 
диким типом. Во всех случаях процесс ренатурации является АТР‑за
висимым. При этом шаперонин Tric/CCT не влияет на ренатурацию 
соматической GAPD, а ускорение ренатурации соматической лактат
дегидрогеназы является АТР-независимым процессом. Таким обра
зом, GAPDS является достаточно специфическим субстратом шапе
ронина Tric/CCT.

VIII. Стабильность DN-GAPDS
	 При выделении и исследовании различных характеристик 
спермоспецифичной GAPD мы обратили внимание на повышенную 
стабильность этого фермента, по сравнению с соматической формой. 
Чувствительность dN-GAPDS к денатурации была определена с 
использованием трех различных методов: измерения стационарного 
соотношения концентраций нативных и денатурированных форм 
белка при различных концентрациях GdnHCl, измерения скорости 
инактивации в присутствии 4 М GdnHCl и дифференциальной 
сканирующей калориметрии. Каждый из этих методов позволяет 
оценить определенный аспект: термодинамическую стабильность 
при воздействии GdnHCl, кинетическую стабильность активного 
центра при воздействии GdnHCl и термодинамическую стабильность 
при воздействии повышенной температуры, соответственно. Было 
показано, что dN-GAPDS существенно более стабильна, чем GAPD, 
по всем перечисленным выше параметрам [78]. Биологическая роль 
повышенной устойчивости GAPDS к денатурации может быть связана 
с особенностями ее функционирования. Известно, что на завер
шающих стадиях сперматогенеза происходит инактивация ядерной 
ДНК и элиминирование большей части цитоплазмы, содержащей 
молекулы аппарата трансляции. Таким образом, фермент должен 
функционировать на протяжении всего периода жизни сперматозоида 
(до 2 недель) для обеспечения энергией его движения. Следовательно, 
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dN-GAPDS должна обладать повышенной стабильностью, по сравне
нию с соматической формой, время полужизни которой составляет 
несколько часов. В пользу данного предположения говорит и то, что 
другой спермоспецифичный фермент – лактатдегидрогеназа  C  – 
также обладает повышенной стабильностью, по сравнению со своими 
соматическими гомологами [80].

IX. Причины повышенной устойчивости 
dN‑GAPDS К ДЕНАТУРАЦИИ

Одним из наиболее распространенных механизмов стабилизации 
белковых молекул является образование поперечных «сшивок», 
ограничивающих подвижность полипептидной цепи. В качестве 
таких «сшивок» могут выступать как дисульфидные связи, так и неко
валентные взаимодействия (ионные и водородные связи). По данным 
имеющихся рентгеновских моделей, в составе обоих изоферментов 
дисульфидные связи не образуются, и, следовательно, повышенная 
стабильность dN-GAPDS должна объясняться другими причинами.
	 Было показано, что оба изофермента содержат по 20 ионных 
связей на субъединицу, 12 из которых являются общими. При этом 
dN-GAPDS обладает меньшим количеством ионных связей, экспо
нированных в раствор, но большим количеством ионных связей, 
скрытых внутри белковой глобулы. Если экспонированные ионные 
связи, действительно, оказывают дестабилизирующее воздействие, 
то повышенная стабильность dN-GAPDS может объясняться умень
шением их числа. Наоборот, дополнительные скрытые ионные связи 
могут повышать устойчивость к денатурации.
	С нижение конформационной энтропии полипептидной цепи 
может быть достигнуто и за счет увеличения жесткости ее остова. В 
первом приближении, остатки пролина повышают жесткость поли
пептидной цепи, а остатки глицина снижают, однако оказываемый 
эффект сильно зависит от их расположения [81]. В составе dN-GAPDS 
было выявлено семь дополнительных остатков пролина. В то же 
время, последовательность GAPD содержит девять остатков глицина, 
отсутствующих в составе dN-GAPDS.
	 По-видимому, стабильность фермента, участвующего в произ
водстве энергии для движения сперматозоида, имела решающее 
значение для эффективного оплодотворения, в результате чего 
образовалась изоформа глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы с 
повышенной стабильностью. Таким образом, у нас оказался удобный 
объект для исследования роли отдельных элементов структуры в стаби
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лизации белковой молекулы. Нам представлялось важным выяснить, 
какие аминокислотные замены позволили обеспечить стабилизацию 
фермента без существенной потери его ферментативной активности. 
Эти данные могут быть полезными для создания термостабильных 
ферментов для применения в производстве и биотехнологии. 
	 При выравнивании последовательностей изоферментов GAPDS 
и GAPD в последовательности GAPDS было обнаружено 7 дополни
тельных остатков пролина (рис. 3). 
	 Пролин отличается от других аминокислот по своим конформаци
онным свойствам, поскольку его боковая цепь ковалентно связана с 
атомом азота предшествующей пептидной связи. Пятичленное пирол
лидиновое кольцо накладывает жесткие ограничения на вращение 
вокруг N–Cα-связей. Благодаря этим структурным особенностям 
остаток Pro может стабилизировать белки, жестко фиксируя их 
нативную конформацию. Сравнение ферментов из мезофильных 
и термофильных источников показало, что белки из термофилов 
содержат больше Pro в неструктурированных участках, β-изгибах и 
α-спиралях, по сравнению со своими аналогами из мезофилов [81]. 
Cуществует ряд примеров успешного увеличения термостабильности 
белков методом направленного мутагенеза при заменах остальных 
19 аминокислот на остатки Pro. Например, введение Pro привело к 
стабилизации лизоцима фага Т4 [82], протеазы из Bacillus sp. [83], 
термолизин-подобной протеазы из Bacillus stearothermophilus [84] 
и олиго-1,6-глюкозидазы из Bacillus cereus [85]. Авторы последней 
работы сформулировали так называемое «пролиновое правило», сог
ласно которому, во-первых, важные для термостабильности остатки 
Pro, как правило, расположены в (i+1)-м положении β-изгибов и пер
вом положении α-спиралей, и, во-вторых, стабилизирующие эффекты 
этих Pro независимы и аддитивны.
	 Интересно, что 6 из 7 дополнительных остатков пролина, обна
руженных в последовательности термостабильной GAPDS, соот
ветствовали пролиновому правилу: три из них попадали на 1-е 
положение α-спирали (P111, P157, P326) и три (P164, P197 и P213) – на 
второе положение бета-поворота [78]. Нам показалось интересным 
проверить, действительно ли данные остатки необходимы для 
стабилизации сперматозоидной изоформы фермента. С этой целью 
были получены мутантные белки dN-GAPDS, содержавшие замены 
указанных остатков пролина (P111, P157, P326, P164, P197 или P213) 
на аланин, и исследована их термостабильность и устойчивость к 
денатурации в присутствии гуанидин гидрохлорида. Кроме того, 
ранее при сравнительном исследовании структур изоферментов 
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GAPD и GAPDS были обнаружены дополнительные скрытые солевые 
мостики (междоменные солевые мостики E96-H394 и D311-H124 и 
межсубъединичный мостик E244–R320), которые также могут вносить 
вклад в стабилизацию молекулы GAPDS [78] (рис. 4). 
	 Для проверки данного предположения был изучен вклад амино
кислотных остатков в термостабильность dN-GAPDS с помощью 
замены остатков глутаминовой и аспарагиновой кислот, принимаю
щих участие в образовании перечисленных солевых мостиков, соот
ветственно, на глутамин и аспарагин.

X. Влияние точечных мутаций 
на стабильность dN-GAPDS

Нами было получено 6 мутантных белков dN-GAPDS с заменами 
пролина на аланин (P111A, P157A, P326A, P164A, P197A и P213A) и 3 
мутантных белка dN-GAPDS с мутациями в области дополнительных 
междоменных и межсубъединичных солевых мостиков (E96Q, 
D311N, E244Q). 
	 Все полученные препараты обладали ферментативной актив
ностью (табл. 2). Определение размеров молекул мутантных белков 
методом лазерного динамического светорассеяния и коэффициентов 
седиментации методом аналитического ультрацентрифугирования 
показало, что у всех выделенных мутантов эти параметры близки к 
значениям, характерным для нативного рекомбинатного фермента, 
и, следовательно, они представляют собой тетрамерные молекулы.
	С табильность полученных препаратов исследовали тремя опи
санными выше методами. Параллельно с мутантными формами 
dN-GAPDS исследовали dN-GAPDS дикого типа, а также фермент 
из мышц кролика (GAPD).

Рис. 4. Междоменные (A) и межсубъединичные (B) солевые мостики, специфич
ные для изоформы GAPDS. Показаны одна субъедиица (A) или две субъединицы 
(B) тетрамерной молекулы. 
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	З начения Тм для белков GAPD и dN-GAPDS дикого типа различа
ются приблизительно на 7º С. Из всех исследованных мутаций про
линовых остатков только одна (P326A) привела к существенному 
снижению параметра Тм для dN-GAPDS почти на 6 °С (табл.  2). 
Мутации P164A и P197A приводили к умеренному (3 and 2 °C, соот
ветственно) снижению значения Тм. Среди мутаций в области ионных 
мостиков к небольшому (2 °C) снижению Тм привела мутация E96Q. 
Эти данные позволяют предполагать, что остатки P326, P164 и P197, 
а также междоменный солевой мостик E96-H394 важны для стабиль
ности белка dN-GAPDS. 
	 Исследование инактивации исследуемых белков в присутствии 
4 М гуанидин гидрохлорида показало, что две мутации пролина 
повлияли на скорость разворачивания активного центра в присутст
вии GdnHCl. В случае P326A константа инактивации увеличилась с 
0,13 до 0,15 мин-1. Мутация P111A привела к снижению константы 
инактивации с 0,13 до 0,07 мин–1. Разрыв междоменного ионного мос
тика D311–H124 (мутация D311N) привел к существенному (почти в 
6 раз) увеличению скорости инактивации dN-GAPDS, по сравнению 
с белком дикого типа (табл. 2). Остальные мутации не повлияли 
существенно на скорость инактивации фермента. Таким образом, 
полученные данные позволяют сделать вывод, что междоменный 
ионный мостик D311–H124 важен для стабильности активного центра 
фермента.
	 Еще один метод, который использовался для оценки стабильности 
белков – определение доли денатурированного белка при разных 
концентрациях GdnHCl. Определение соотношения концентраций 
нативной и денатурированной форм белков в пробах проводили путем 
анализа спектров триптофановой флуоресценции (возбуждение при 
295 нм). Денатурация белков сопровождается сдвигом максимумов 
эмиссии примерно от 335 до 355 нм. Отношение интенсивностей 
флуоресценции при данных длинах волн может быть использовано 
для оценки содержания нативной и денатурированной форм белков 
в исследуемых растворах [86]. 
	 В табл. 2 приведены значения параметра GdnHCl50, определенные 
из графиков инактивации. Для 4-х исследованных мутантных белков 
(dN-GAPDS P157A, P164A, P213A и D311N) наблюдалось снижение 
параметра GdnHCl50, по сравнению с белком дикого типа. Только в 
случае мутации P111A значение GdnHCl50 увеличилось с 1,89 до 
2,29  М. Следовательно, мутации P157A, P164A, P213A и D311N 
приводят к снижению стабильности белка в отношении GdnHCl. 
Остальные мутации не влияют на стабильность dN-GAPDS или при
водят к увеличению cтабильности (P111A).



Глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа сперматозоидов 103

	 Как видно из табл. 2, наибольший эффект на термостабильность 
был обнаружен в случае мутантов GAPDS P326A и P164A: значения 
максимума кривых теплопоглощения (Тм) снизились, соответственно, 
на 6,0 и 3,3 °C, по сравнению с белком дикого типа. На устойчивость в 
отношении GdnHCl в наибольшей степени повлияла мутация D311N, 
разрушавшая ионный мостик между NAD-связывающим и катали
тическим доменами: константа инактивации GAPDS в присутствии 
GdnHCl снизилась в 6 раз, а значение концентрации GdnHCl, при 

Таблица 2. Характеристика мутантных форм dN-GAPDS 
в сравнении с dN-GAPDS дикого типа и мышечной изоформой 

GAPD

Белок
Локализация 

остатка/роль в 
структуре

Удельная 
актив
ность, 
мкмоль 

NADH/мг

Константа 
инактива
ции в 4 M 
GdnHCl, 

мин–1

Tм, °C [GdnHCl]50, 
M

GAPD 95 ± 5 >10 61.4 ± 0.5 0.24 ± 0.01;
1.09 ± 0.01

dN-GAPDS 45 ± 5 0.13 ± 0.01 68.6 ±0.5 1.83 ± 0.02

dN-GAPDS
P111A

Первое положе
ние α-спирали

47 ± 3 0.05 ± 0.01 70.5 ± 0.5 2.26 ± 0.02

dN-GAPDS
P157A

Первое положе
ние α-спирали

50 ± 3 0.12 ± 0.01 69.1 ± 0.5 1.47 ± 0.02

dN-GAPDS
P326A

Первое положе
ние α-спирали

47 ± 3 0.17 ± 0.01 62.6 ± 0.5 1.77 ± 0.01

dN-GAPDS
P164A

β-изгиб 47 ± 3 0.12 ± 0.01 65.3 ± 0.5 1.70 ± 0.01

dN-GAPDS
P197A

β-изгиб 64 ± 3 0.15 ± 0.01 66.9 ± 0.5 1.82 ± 0.01

dN-GAPDS
P213A

β-изгиб 46 ± 3 0.12 ± 0.01 67.5 ± 0.5 1.55 ± 0.01

dN-GAPDS
D311N

Междоменный 
ионный мостик

92 ± 3 0.82 ± 0.01 70.4 ± 0.5 1.35 ± 0.05

dN-GAPDS
E96Q

Междоменный 
ионный мостик

64 ± 5 0.13 ± 0.01 66.6 ± 0.5 1.79 ± 0.02

dN-GAPDS
E244Q

Межсубъеди-
ничный 
ионный мостик

60 ± 3 0.13 ± 0.01 68.6 ± 0.5 1.78 ± 0.04
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которой наблюдается полуденатурация белка, снизилось с 1,83 до 
1,35 М. Кроме того, мутация D311N увеличивала ферментативную 
активность GAPDS приблизительно в 2 раза.
	 Таким образом, P326 (первое положение альфа-спирали) и P164 
(бета-изгиб) в наибольшей степени влияют на термостабильность 
GAPDS, не оказывая существенного влияния на каталитическую 
активность фермента. Солевой мостик между каталитическим и 
NAD‑связывающим доменами (D311-H124) увеличивает стабиль
ность активного центра в отношении GdnHCl, снижая каталитичес
кую активность в 2 раза, но не вносит вклад в термостабильность 
молекулы белка. 

XI. Влияние мутаций в области междоменных 
и межсубъединичных ионных мостиков 

на параметры связывания с кофактором (NAD+)
Исследовано влияние мутаций в области специфических для GAPDS 
ионных мостиков E96–H394, D311–H124 и E244–R320 (рис. 4) 
на коэнзим-связывающие характеристики белка dN-GAPDS [77]. 
Связывание NAD+ глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназой сопро
вождается тушением триптофановой флуоресценции, что позволяет 
исследовать взаимодействие фермента с NAD+ методом флуоримет
рического титрования. Нами было показано, что рекомбинантный 
спермоспецифичный фермент dN-GAPDS существенно отличается 
от соматического фермента GAPD по своим кофермент-связывающим 
характеристикам, определенным методом флуориметрического 
титрования. В отличие от соматической GAPD, которая проявляет 
выраженную отрицательную кооперативность по отношению к 
NAD+ [75, 76], dN-GAPD дикого типа проявляет положительную 
кооперативность при связывании кофермента (табл. 3). Было сделано 
предположение, что особые NAD-связывающие характеристики белка 
могут быть связаны с наличием дополнительных ионных мостиков в 
молекуле dN-GAPDS: E96–H394, D311–H124 и E244–R320 (рис. 4).
	 Кривые флуоресцентного титрования мутантных форм dN‑GAPDS 
E96Q, D311N и E244Q коферментом представлены на рис. 5. Кон
центрации связанного и свободного NAD+ в каждой точке титрования 
рассчитывали из экспериментальных значений интенсивности флуо
ресценции, используя уравнение, предложенное Б.И.  Кургановым 
[87]:
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где [NAD⁺]bound – концентрация связанного NAD+, [E]T – общая 
концентрация фермента, F – интенсивность флуоресценции, F0 – 
исходное значение интенсивности флуоресценции (в отсутствие 
добавленного NAD+) и F∞ – конечное значение интенсивности флуо
ресценции (при насыщении NAD+). Полученные экспериментальные 
данные хорошо описывались согласованной моделью Моно-Уаймена-
Шанже, а также последовательными моделями Кошланда-Немети-
Филмера для тетраэдрических и для квадратных тетрамеров.

Таблица 3. Константы диссоциации NAD+

для dN-GAPDS дикого типа и мутантных форм

Белок K1', M K2', M K3', M K4', M

dN-GAPDS дикий тип 9,3 × 10–6 3,4 × 10–6 1,3 × 10–6 4,6 × 10–7

dN-GAPDS E96Q 1,7 × 10–5 4,7 × 10–6 1,3 × 10–6 3,5 × 10–7

dN-GAPDS E244Q 6,9 × 10–6 2,5 × 10–6 9,1 × 10–7 3,3 × 10–7

dN-GAPDS D311N 9,3 × 10–7 9,3 × 10–7 9,3 × 10–7 9,3 × 10–7

Рис. 5. График связывания кофермента NAD⁺ в координатах Скэтчарда для 
GAPD (1), dN-GAPDS дикого типа (2) и мутантных форм E96Q (3), E244Q (4) и 
D311N (5).
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	 Как можно видеть в координатах Скэтчарда, связывание NAD⁺ 
в случае dN-GAPD дикого типа, а также мутаций E96Q и E244Q 
носит положительно кооперативный характер (кривые 2–4 на рис. 
5). Для сравнения приведена кривая титрования фермента из мышц 
кролика с выраженной отрицательной кооперативностью (кривая 1 
на рис. 5). Мутация D311N приводит к исчезновению положительной 
кооперативности по связыванию NAD+ (кривая 5 на рис. 5).
	 Рассчитанные константы диссоциации для всех мутантных dN-
GAPDS приведены в табл. 3. Как видно из табл. 3, мутации E96Q и 
E244Q не оказывают существенного влияния на характер связыва
ния кофермента: во всех случаях константы диссоциации NAD⁺ для 
первой субъединицы в 20–50 раз выше, чем для последней. Однако 
мутация D311N, разрывающая ионный мостик между NAD-связы
вающим и каталитическим доменами, существенно изменяет характер 
взаимодействия с коферментом, устраняя кооперативное связывание 
NAD⁺ (константа диссоциации NAD⁺ для всех субъединиц одинакова 
и составляет 9,3×10–7 М). 
	 Таким образом, показано, что ионный мостик D311-H124 важен не 
только для обеспечения стабильности активного центра GAPDS, но 
также обеспечивает положительную кооперативность по связыванию 
NAD⁺.

XII. Экспрессия GAPDS в клеточных линиях 
меланомы

Экспрессия мРНК GAPDS в клеточных линиях меланомы

Известно, что различные спермоспецифичные белки (точнее, белки 
семенников – «testis specific proteins») могут быть маркерами отдель
ных типов онкологических заболеваний. Экспериментальные иссле
дования экспрессии мРНК GAPDS к началу нашей работы были 
немногочисленны, а сведения о синтезе этого белка в каких-либо рако
вых тканях или раковых клеточных линиях отсутствовали. Однако 
имелись указания о присутствии необычных форм глицеральдегид-
3-фосфатдегидрогеназы при некоторых видах злокачественных 
опухолей [88]. 
	 Нами был проведен анализ баз данных по экспрессии мРНК 
спермоспецифичного белка GAPDS в соматических клетках в 
норме, а также при различных онкологических заболеваниях. 
Мы проанализировали базу данных ArrayExpress (www.ebi.ac.uk/
arrayexpress) на предмет транскрипции мРНК GAPDS в здоровых 
тканях человека и в различных опухолевых линиях. Были также рас
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смотрены результаты экспериментов E-TABM-185, E-GEOD-2109, 
E-MTAB-37, E-GEOD-7127, E-GEOD-10843 и E-GEOD-7307 (назва
ние экспериментов в базе данных ArrayExpress), в общей сложности 
содержавшие информацию об уровне транскрипции генов в 9765 
образцах (количество контролей и опытных образцов). Проанали
зированные данные свидетельствуют о том, что в клетках здоровых 
соматических тканей и большинстве опухолей транскрипция мРНК 
GAPDS практически не происходит: содержание ее мРНК в среднем 
на два порядка ниже, чем в семенниках. Однако высокие уровни 
транскрипции мРНК GAPDS наблюдались в некоторых меланомах 
(линии A15 и MM200) (рис. 6).

Рис. 6. Уровни транскрипции мРНК GAPDS в различных линиях меланом и 
семенниках. 
	 Диаграмма построена по результатам экспериментов ArrayExpress E-TABM-185, 
E-GEOD-7127, E-GEOD-7307, E-GEOD-10843 (www.ebi.ac.uk/arrayexpress).
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Синтез белка GAPDS в клеточных линиях меланомы

Мы предположили, что фермент GAPDS может продуцироваться в тех 
видах опухолей, где уровень транскрипции ее мРНК достаточно велик. 
Для проверки этого предположения было предложено протестировать 
различные клеточные линии меланомы на наличие белка GAPDS. 
Для этого нам были необходимы антитела против GAPDS, причем 
антитела как против нативной формы GAPDS (для выделения 
GAPDS из клеточных экстрактов методом иммунопреципитации), 
так и против денатурированных форм GAPDS (для детекции методом 
иммуноблоттинга). 
	 Нами был разработан оригинальный метод получения поликло
нальных антител двух типов, специфически взаимодействующих с 
нативными или с денатурированными формами GAPDS [89]. Полу
ченные антитела разных типов были использованы для проведения 
иммунопреципитации, для детекции GAPDS в клетках, а также для 
идентификации GAPDS после проведения электрофореза в дена
турирующих условиях.
	 Ряд клеточных линий меланомы был протестирован на наличие 
белка GAPDS методом иммуноблоттинга с использованием получен
ных поликлональных антител против GAPDS. Материалом для 
исследования послужили клеточные линии меланомы человека 
(MelIL, MelKor, MelP). Клеточные линии были ранее получены в 
РОНЦ им. Н. Н. Блохина и НИИ онкологии им. проф. Н. Н. Петрова 
[90, 91]. В качестве положительного контроля использовали лизат 
человеческих сперматозоидов и рекомбинантный белок dN-GAPDS. 
В качестве отрицательного контроля использовали лизат клеток тера
токарциномы и препарат соматической GAPD, полученный из мышц 
кролика. 
	 В экстракте сперматозоидов окрашивалась полоса молекулярной 
массой 56 кДа, что согласуется с литературными данными относи
тельно подвижности полноразмерной GAPDS в полиакриламидном 
геле [49], и полосы 37 и 36 кДа, соответствующие продуктам про
теолиза полноразмерного белка GAPDS. В препарате dN-GAPDS 
также детектировалась полоса 37 кДа. Во всех 3-х исследованных 
нами клеточных лизатах меланомных линий содержался белок, 
который взаимодействовал с антителами против GAPDS человека. 
Окрашенный продукт имел молекулярную массу около 37 кДа [46]. 
	 В результате проведенного исследования нам удалось показать, 
что лизаты меланомных клеток содержат белок, взаимодействующий 
с антителами против GAPDS. Молекулярная масса обнаруженного 
белка составляла около 37 кДа. Нам не удалось детектировать в лизатах 
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меланомных клеточных линий полосу 56 кДа, соответствующую пол
норазмерной GAPDS. Это может быть обусловлено либо частичным 
протеолизом полноразмерной GAPDS при получении лизатов, либо 
протеолизом данного белка в меланомных клетках. Однако мРНК пол
норазмерного белка GAPDS не обнаруживалась ни в одной из линий 
меланомных клеток. Таким образом, было показано, что в клетках 
некоторых линий меланомы продуцируется GAPDS без N -концевого 
домена. Согласно проведенному в нашей лаборатории анализу мат
ричных РНК из базы данных GenBank, GAPDS без N-концевого 
фрагмента встречается в активно делящихся соматических клетках 
(эмбриональные клетки и клетки регенерирующих тканей) у некото
рых позвоночных (Anolis carolinensis) [52]. В этих случаях отсутствие 
N-концевого домена GAPDS обусловлено альтернативным сплай
сингом. Поскольку N-концевой фрагмент необходим GAPDS для 
связывания с цитоскелетом жгутика сперматозоида, его наличие не 
является обязательным для функционирования данного фермента в 
других клетках.
	 Присутствие GAPDS в клеточных линиях меланом было под
тверждено экспериментами по иммунопреципитации [46]. Для 
иммунопреципитации мы использовали кроличьи поликлональные 
антитела против нативной GAPDS, иммобилизованные на протеин 
G-сефарозе, и лизат клеток меланомы MelKor и MelP. Мы показали, 
что в клеточных линиях меланом MelKor и MelP содержится белок, 
который специфически взаимодействует с антителами против 
GAPDS. Молекулярная масса данного белка 37 кДа, что соответствует 
массе GAPDS без N-концевого фрагмента. Следует отметить, что 
содержание этого белка в линии MelKor существенно меньше, чем 
в линии MelP. Наличие белка GAPDS в экстракте MelP было под
тверждено методом MALDI-MS спектрометрии. Выделенный с 
помощью иммунопреципитации белок содержит также соматическую 
форму GAPD, причем содержание двух изоформ глицеральдегид-
3-фосфатдегидрогеназы (спермоспецифичной и соматической) в 
лизате меланомных клеточных линий является близким. Полученные 
результаты указывают на то, что комплекс, изолированный методом 
иммунопреципитации из лизата клеточной меланомной линии 
MelP, содержит гетероолигомерные формы фермента, состоящие 
из мономеров GAPD и GAPDS. Возможно, гетероолигомер GAPD 
содержит один димер соматического фермента GAPD и один димер 
спермоспецифичного фермента GAPDS. Ранее были описаны такие 
гибридные формы GAPDS – при экспрессии крысиной GAPDS в клет
ках E. coli наблюдали образование тетрамеров, содержащих два типа 
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субъединиц: рекомбинантной GAPDS крысы и собственной GAPD 
E. coli [73]. По-видимому, аналогичную ситуацию мы и наблюдаем 
в клетках меланомы.
	 Подтвердив наличие белка GAPDS в некоторых меланомных 
клеточных линиях, мы решили убедиться, что синтез этого белка 
является специфичным именно для меланомных клеток. Для этого 
мы провели оценку уровня транскрипции мРНК GAPDS в ряде неме
ланомных опухолевых клеточных линиях. Наличие белка GAPDS в 
лизатах этих клеток анализировали методом Ds-Na-электрофореза 
и иммуноблоттинга. Как видно из данных, представленных в табл. 
4, во всех исследованных клеточных линиях транскрипция мРНК 
GAPDS практически не происходит, содержание ее мРНК в среднем 
на два порядка ниже, чем в семенниках. Белковых продуктов, взаи
модействующих с антителами против GAPDS, также не было обна
ружено.

Внутриклеточная локализация GAPDS 
в клеточных линиях меланомы

Таким образом, мы показали, что продукция белка GAPDS характерна 
для меланомных клеток. Как уже упоминалась выше, методом 
масс-спектрометрического анализа мы подтвердили, что белок, 
который был нами обнаружен в лизатах меланомных клеточных 
линий, специфически взаимодействующий с антителами против 
GAPDS, является спермоспецифичной формой глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназы без N-концевой аминокислотной последо
вательности. Поскольку N-концевой фрагмент необходим GAPDS 
для прикрепления к цитоскелету жгутика сперматозоида, очевидно, 
что в случае продукции фермента без N-концевого фрагмента белок 
GAPDS должен находиться в цитозольной фракции, как и цито
плазматическая изоформа GAPD. Чтобы подтвердить наше пред
положение, мы провели иммунохимическое окрашивание клеток 
меланомных линий MelP и MelKor с использованием кроличьих 
поликлональных антител против нативной GAPDS. В качестве 
отрицательного контроля мы использовали клетки фибробластов, 
в которых, как нами было показано (табл. 4), белок GAPDS не син
тезируется. Результаты иммунохимического окрашивания показали, 
что GAPDS локализована в цитоплазме клеток меланомы. Фибро
бласты, которые были использованы в качестве отрицательного 
контроля, не окрасились. Для обоих типов клеток не наблюдалось 
окрашивания после обработки только вторичными антителами 
против IgG кролика. Аналогичные результаты были получены при 
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иммунохимическом окрашивании клеток меланомы MelKor, однако 
окрашивание GAPDS было менее интенсивным.
	 Локализация GAPDS в цитоплазме может способствовать форми
рованию гетеролигомеров глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы, 
состоящих из сперматозоидного и соматического ферментов. Форми
рование таких гибридных белковых молекул, с одной стороны, может 
приводить к исчезновению некоторых свойственных соматическому 
ферменту негликолитических функций, а именно, способности 

Таблица 4. Уровень мРНК GAPD и GAPDS, а также наличие 
белка GAPDS в некоторых тканях и клеточных линиях

Линия 
клеток Ткань или тип клеток

Белок 
GAPDS 

(иммуно
блоттинг)

мРНК 
GAPDS

мРНК 
GAPD

  Семенники + 1.0 7.21

  Фибробласты 1.0 0.04 14.87

HEK293T Эмбриональные клетки почек – 0.04 8.16

SKOV-3 Рак яичников – 0.02 6.39

HL60 Промиелоцитная лейкемия – 0.04 9.72

LnCaP Аденокарцинома простаты – 0.03 9.21

Raji Лимфома Беркитта – 0.05 15.08

K562 Миелогенная лейкемия – 0.03 11.29

PC3 Аденокарцинома простаты – 0.05 12.11

Jurkat T-лимфобластная лейкемия – 0.04 14.04

HT-1080 Фибросаркома _ 0.04 8.48

A549 Аденокарцинома легких – 0.04 13.41

MCF7 Аденокарцинома груди – 0.03 14.96

RKO Аденокарцинома прямой кишки – 0.04 11.30

MelIl Меланома +    

MelP Меланома + 0.01–4* 7–14*

MelKor Меланома +    
* дан разброс значений для 63 линий меланомы (GEOD-7127 по данным 

ArrayExpress).
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участвовать в апоптозе, с другой стороны, за счет присутствия 
сперматозоидного фермента, данный гибридный фермент начинает 
проявлять повышенную устойчивость к различным неблагоприятным 
воздействиям. В целом, такие вновь приобретенные свойства гетеро
олигомера могут вносить свой вклад в метаболизм опухолевых кле
ток, приводя к повышению выживаемости клеток и, тем самым, к 
прогрессии опухоли.
	 Мы предполагаем, что, возможно, наличие и уровень транскрипта 
гена GAPDS в меланомных линиях может являться, наряду с транс
криптами генов Е-кадгерина, N-кадгерина, MITF и S100A4/MTS1, 
маркером стадии опухолевой прогрессии. 
	 Таким образом, полученные результаты в совокупности с данными 
литературы дают нам основание предполагать, что продукция 
GAPDS в линиях меланомы является результатом повышения 
экспрессии фактора транскрипции MITF, однако данные о связи 
уровня экспрессии MITF c агрессивностью опухоли противоречивы 
и требуют дополнительного анализа.
	 Необходимо напомнить, что белок GAPDS без N-концевой после
довательности, обнаруженный в некоторых линиях меланомы, встре
чается также в активно делящихся соматических клетках некоторых 
позвоночных (эмбриональные клетки и клетки регенерирующих 
тканей у ящериц Anolis carolinensis) [52]. То есть GAPDS встречается 
в интенсивно делящихся клетках, и эти клетки не обязательно злока
чественные. Возможно, продукция этого белка дает делящимся клеткам 
какие-то преимущества в получении энергии путем гликолиза. Как 
было показано раньше, рекомбинантный белок dN-GAPDS (GAPDS 
без N-концевого домена) сохраняет ферментативную активность и к 
тому же проявляет повышенную стабильность [78]. Таким образом, 
продукция этого белка в клетках может влиять на метаболизм. 
	 Таким образом, нам удалось показать, что экстракты некоторых 
меланомных клеток содержат белок, взаимодействующий с антите
лами против GAPDS. Молекулярная масса обнаруженного белка 
составляла около 37 кДа. Поскольку мРНК полноразмерного 
белка GAPDS не обнаруживалась ни в одной из исследованных 
линий меланомы, был сделан вывод, что в клетках меланомы 
экспрессируется ген GAPDS без N-концевого домена. Продукция 
GAPDS в линиях меланом была подтверждена экспериментами 
по иммунопреципитации с последующим анализом методами 
Ds‑Na‑электрофореза в полиакриламидном геле и MALDI. Иммуно
химическое окрашивание клеток линий MelP и MelKor с использова
нием кроличьих поликлональных антител против нативной GAPDS 
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показало, что GAPDS находится в цитоплазме клеток. Были проана
лизированы меланомные линии, соответствующие разным стадиям 
дифференцировки опухоли. Все случаи обнаружения мРНК GAPDS 
или белка GAPDS относятся к умеренно дифференцированным 
линиям. На поздних стадиях развития опухоли (MelSi и MelME) не 
обнаружено ни мРНК, ни белка GAPDS. 
	 Известно, что среднегодовой темп прироста заболеваемости 
меланомой кожи является одним из самых высоких среди всех зло
качественных опухолей [92, 93]. Эффективность существующих 
методов лечения меланомы напрямую зависит от стадии диагностики 
заболевания. К сожалению, несмотря на возможность визуальной 
локализации, меланома детектируется на начальных (I–II) стадиях 
лишь у 62–65% пациентов, в то время как в остальных случаях 
пациенты имеют запущенную форму заболевания [94]. В результате 
выживаемость больных меланомой достаточно низка. Очевидно, 
что обнаруженное нами появление белка GAPDS, по крайней мере 
в некоторых клеточных линиях меланомы, позволяет надеяться на 
использование этого белка в качестве нового, причем достаточно 
специфического онкомаркера. Следует отметить, что GAPDS не 
появляется в других типах злокачественных клеток, а его продукция 
характерна только для определенной стадии прогрессии меланомы. 
Безусловно, для разработки диагностического метода, основанного 
как на выявлении белка GAPDS, так и антител на него в крови 
пациентов, требуется проведение большого объема исследований в 
клинических условиях. 
	 Участие GAPD и GAPDS в регуляции метаболизма и индукции 
апоптоза в нормальных и злокачественных клетках создает предпо
сылки для создания противоопухолевых препаратов. Разработка 
способов противоопухолевой терапии требует детального понимания 
молекулярных и биохимических процессов, лежащих в основе 
прогрессии меланом. Активное протекание гликолиза, скорость кото
рого не замедляется в присутствии кислорода, как основного пути 
для генерации энергии в опухолевых и раковых клетках, известно как 
эффект Варбурга. Переход на бескислородный способ энергетики, 
согласно Варбургу, приводит к автономному бесконтрольному 
существованию клетки: она начинает вести себя как самостоятельный 
организм, стремящийся к воспроизведению [31, 32]. Возможно, 
в реализации такого отклонения от регуляции энергетического 
обмена соматических клеток могут принимать участие и отдельные 
изоформы некоторых гликолитических ферментов, в частности, 
GAPDS. Продукция GAPDS в раковых клетках может также приво
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дить к изменению индукции апоптоза, в которую вовлечена сома
тическая форма фермента. GAPDS не может участвовать в сложных 
внутриклеточных перемещениях, характерных для GAPD, ввиду 
отсутствия специальных мотивов в структуре белка и большей 
стабильности. Кроме того, GAPDS предотвращает участие сомати
ческой формы фермента в индукции апоптоза, взаимодействуя с ее 
субъединицами и образуя прочные гетерологические тетрамеры. Если 
предположить, что GAPDS, действительно, вовлечена в указанные 
выше особенности энергетического метаболизма и апоптоза злока
чественных клеток (по крайней мере, меланомных), то специфические 
лиганды, взаимодействующие только с этой формой фермента, могут 
быть рассмотрены в качестве противоопухолевых препаратов. 

XIII. Заключение
Спермоспецифичная глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа, безус
ловно, является очень интересным и удобным объектом для изучения 
эволюции, каталитического механизма и стабильности фермента. 
Сравнительный подход, широко применявшийся полвека назад, в 
сочетании с методами биоинформатики и сайт-специфичного мутаге
неза позволяет получать новую важную информацию о структурных 
основах функционирования различных глицеральдегид-3-фос
фатдегидрогеназ, а также других ферментов. Как было показано в 
наших работах, определенные свойства GAPDS близки к свойствам 
ферментов из микроорганизмов. Например, GAPDS не обладает отри
цательной кооперативностью по связыванию NAD+, характерной 
для соматической GAPD из различных видов млекопитающих, и 
отличается от соматического фермента по ряду каталитических 
характеристик. Мы планируем провести сравнительный анализ 
структуры и каталитических параметров соматической GAPD, 
GAPDS и GAPD патогенных микроорганизмов (в частности, мико
бактерий), найти отличия и сходство между этими ферментами и с 
помощью молекулярного моделирования найти ингибиторы GAPDS 
и GAPD патогенных микроорганизмов, оказывающие минимальное 
воздействие на соматическую GAPD. Экспериментальная проверка 
ингибиторов может быть проведена сначала на рекомбинантных 
белках, а затем на препаратах сперматозоидов. Хорошо отработанные 
методы хранения сперматозоидов, а также оценки их подвижности, 
в сочетании с доступностью сперматозоидов различных домашних 
животных, делают такой подход достаточно простым и эффективным. 
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	О днако в заключении мы хотели бы подчеркнуть медицинские 
аспекты изучения спермоспецифичной GAPD. Наиболее очевидна 
взаимосвязь GAPDS с подвижностью сперматозоидов. Нам удалось 
показать, что существует прямая корреляция между снижением 
активности GAPDS (например, под действием активных форм 
кислорода) и уменьшением подвижности сперматозоидов. Однако 
это не означает, что для увеличения оплодотворяющей способности 
сперматозоидов нужно обязательно использовать антиоксиданты. 
Во-первых, окислительный стресс может быть фактором отбора тех 
сперматозоидов, которые обладают наилучшей антиоксидантной 
активностью. Во-вторых, низкие концентрации оксидантов (10 мкМ 
пероксид водорода) активирует антиоксидантную защиту и увели
чивает подвижность сперматозоидов за счет повышения активности 
GAPDS [95]. Более того, недавно появилась работа, в которой было 
обнаружено, что локализованная на поверхности акросом GAPDS 
принимает прямое участие в процессе проникновения сперматозоида 
в яйцеклетку [96]. 
	 Естественно, прямая связь между активностью GAPDS и подвиж
ностью сперматозоидов побудила исследователей искать новые 
«мужские» контрацептивные средства. Именно для этого несколь
кими группами исследователей были предприняты попытки выделить 
GAPDS и установить ее пространственную структуру. Рентгено
структурный анализ гибридного тетрамера, состоящего из димеров 
GAPDS и GAPD из E. coli, а затем гомотетрамера GAPDS показал, 
что структуры соматического и сперматозоидного фермента сходны, 
но не идентичны [73, 97]. Однако задача создания специфического 
ингибитора GAPDS так и не была решена. Вероятно, эта неудача была 
связана с тем, что получить абсолютно специфический ингибитор 
GAPDS очень сложно, а частично ингибировать соматическую форму 
во всех типах клеток ради достижения контрацептивного эффекта на 
сперматозоиды нерационально. Однако установленное нами присут
ствие GAPDS в клетках меланомы вновь поднимает вопрос о поиске 
специфического ингибитора этого фермента. Подавление гликолиза 
меланомных клеток ингибиторами GAPDS, тем более при локальном 
применении, могло бы предотвратить или замедлить развитие этого 
злокачественного заболевания. Отрывочные сведения о вовлечении 
GAPDS в индукцию нейродегенеративных заболеваний также дают 
основания для применения ингибиторов этого фермента с профилак
тическими или лечебными целями.
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