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Спермоспецифичная глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа (GAPDs) - это гликоли-

тический фермент, характерный для сперматозоидов. Он прикреплен к цитоскелету жгу-
тика сперматозоида при помощи N-концевого домена. При экспрессии в клетках E.coli
полноразмерный белок GAPDs образует нерастворимые агрегаты, поскольку N-концевой
домен препятствует нормальному сворачиванию белка. Поэтому в работе была использо-
вана рекомбинантная GAPDs с делецией аминокислотных остатков N-концевого домена
(dN-GAPDs). В рамках работы по определению свойств различных мутантов dN-GAPDs
у мутанта dN-GAPDs D368N была обнаружена повышенная способность к образованию
нерастворимых агрегатов. Мутация D368N нарушает солевой мостик между субъедини-
цами белка и, предположительно, усиливает гидрофобные взаимодействия. Повышенный
интерес к агрегации мутанта dN-GAPDs связан с тем, что была обнаружена связь меж-
ду некоторыми однонуклеотидными полиморфизмами в гене GAPDs с развитием болезни
Альцгеймера с поздним началом [1]. Кроме того, белок с повышенной склонностью к аг-
регации представляет интерес в качестве модели для исследования амилоидозов, а также
для тестирования различных соединений, предотвращающих или способствующих агре-
гации белков.

Целью данной работы было определить зависимость свойств агрегатов dN-GAPDs
D368N от условий их образования, а также выяснить является ли их структура амилоид-
ной.

Были получены следующие результаты:

∙ с помощью метода динамического светорассеяния было исследовано влияние ион-
ной силы и разведения клеточных экстрактов на размеры агрегатов, образующихся
в экстрактах клеток, вырабатывающих мутантный белок dN-GAPDs D368N. Уве-
личение ионной силы и уменьшение разведения приводят к увеличению размеров
образующихся агрегатов;

∙ методами спектрофотометрии исследовано влияние pH среды и ионной силы раство-
ра на количество и интенсивность образования агрегатов;

∙ методами гель-фильтрации и точечного иммуноблоттинга показано наличие в экс-
тракте клеток агрегатов, образованных dN-GAPDs D368N и превышающих по раз-
мерам тетрамеры dN-GAPDs wt;

∙ показано, что агрегаты, образующиеся в растворе с высокой ионной силой, частич-
но нерастворимы в 2% додецилсульфате натрия, что характерно для амилоидных
агрегатов;

∙ проведен анализ структуры агрегатов dN-GAPDs D368N с тиофлавином Т. При свя-
зывании тиофлавина Т с амилоидными структурами интенсивность его флуорес-
ценции значительно увеличивается. В данной работе показано увеличение интен-
сивности флуоресценции тиофлавина Т при взаимодействии с dN-GAPDs D368N по
сравнению с dN-GAPDs wt;
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∙ с помощью флуоресцентной микроскопии получены изображения агрегатов dN-GAPDs
D368N.

Увеличение размера и количества агрегатов dN-GAPDS D368N при увеличении ионной
силы раствора свидетельствует о гидрофобном характере взаимодействий при образова-
нии агрегатов. Образующиеся агрегаты имеют амилоидный характер.
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