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Техническое 
описание

Свертывание крови и анемия ∙ Костный метаболизм ∙ Сердечные маркеры 
∙ Фертильность и беременность ∙ Гормональные маркеры ∙ Иммунология и 
серология ∙ Инфекционные заболевания ∙ Воспаление ∙ Заболевания почек ∙ 
Метаболический синдром ∙ Неврология ∙ Заболевания щитовидной железы ∙ 
Опухолевые маркеры ∙ Ветеринария ∙ Другие белки

GAPDH (глицеральдегид-3-фосфатдегидро-геназа) хорошо 
известен как один из ключевых ферментов, участвующих в 
гликолизе. GAPDH катализирует обратимое окислительное 
фосфорилирование глицеральдегид-3-фосфата. По последним 
данным, GAPDH млекопитающих, помимо функции роста 
ферментов гликолиза в цитоплазме, участвует во множестве 
внутриклеточных процессов, таких как слияние мембран, 
связывание микротрубочек, фосфотрансферазная активность, 
экспорт ядерных РНК, репликация и репарация ДНК. 

За последние десятилетия было сделано множество открытий, 
касающихся роли GAPDH в различных патологиях, в том числе 
прогрессирование рака предстательной железы, программируемой 
гибели нейронных клеток и возрастные неврологические 
заболевания, такие как болезни Альцгеймера и Хантингтона. 

Молекула GAPDH представляет собой гомотетрамер, состоящий 
из субъединиц массой 36 кДа, а молекулярный вес всей молекулы - 
144 кДа. Так как GAPDH постоянно и стабильно экспрессируется 
почти во всех тканях на высоком уровне, GAPDH хорошо 
зарекомендовал себя как белок общеклеточных (неспецифических) 
функций и широко используется в качестве контроля нагрузки для 
нормализации белка в таких исследованиях, как вестерн-блоттинг, 
что актуально для визуализации клеток в микроскопических 
исследованиях. Такие заболевания как гипоксия и диабет, могут 
увеличивать экспрессию GAPDH в определенных типах клеток.

МОНОКЛОНАЛЬНЫЕ АНТИТЕЛА, 
СПЕЦИФИЧНЫЕ К GAPDH
Моноклональные антитела (МоАт) к GAPDH, разработанные 
Х а й т е с т,  п о д х о д я т  д л я  и м м у н о д е т е к ц и и  G A P D H  с 
помощью вестерн-блоттинга, сэндвич-иммуноанализов и 
иммуноцитохимических применений. Особенно хорошо изучен 
клон 6C5сс. 

Сэндвич-иммуноанализ для количественного 
определения GAPDH 
МоАт, специфичные к GAPDH, были протестированы в парах как 
антитела для захвата и детекции, чтобы отбора лучшей комбинации 
МоАт с двумя сайтами для разработки количественного сэндвич-
иммуноанализа.
Лучшей парой для количественного иммунодетекции GAPDH 
человека стала пара : 6C5cc - 4G (захват-детекция).

Иммунодетекция GAPDH в прямом ИФА
Все МоАт к GAPDH распознают человеческий GAPDH в прямом 
ИФА (рис. 1). 

GAPDH (Глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназа) 

Рисунок 1. 
Взаимодействие клона 4G5 МоАт к GAPDH с GAPDH, выделенным 
из сердечной ткани человека, в методе прямого флуоресцентного 
иммуноанализа.
Для покрытия планшетов использовали 100 нг человеческого антигена на лунку.
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Иммунопреципитация GAPDH 
из экстрактов тканей и лизатов клеток
Иммунопреципитация - это широко распространенная процедура, 
с помощью которой из раствора можно извлечь пептиды или белки, 
специфически реагирующие с антителом. Этот метод обеспечивает 
быстрый и простой способ выделения специфического белка из 
лизатов целых клеток, тканевых экстрактов или культуральных 
супернатантов.
Кроме того, метод может быть использован для изучения 
биохимических характеристик, посттрансляционных модификаций, 
уровня экспрессии или для подтверждения идентичности 
интересующего белка. Некоторые из наших МоАт, могут быть 
использованы для иммунопреципитации. На рис. 3 представлены 
примеры применения МоАт 6C5 и 4G5 для выделения GAPDH из 
различных тканевых экстрактов.

Иммунодетекция GAPDH 
с помощью вестерн-блоттинга
МоАт к GAPDH тестировали на их способность распознавать 
GAPDH из экстракта тканей различных видов животных и лизатов 
различных типов клеток в вестерн-блоттинге (рис. 2). Все МоАт с 
высокой чувствительностью определяют человеческий GAPDH с 
помощью вестерн-блоттинга и демонстрируют кросс-реактивность 
с GAPDH различных животных. Это позволяет применять МоАт 
к GAPDH в биохимических и иммунохимических исследованиях 
самых разнообразных объектов.
Мы настоятельно рекомендуем клон 6C5cc как наиболее 
подходящий для вестерн-блоттинга, однако клон 4G5 также 
успешно используется в вестерн-блоттинге. Рекомендуемая 
концентрация МоАт для вестерн-блоттинга составляет 0,5–1 мкг/
мл. Стандартные протоколы вестерн-блоттинга можно легко 
применить ко всем моноклональным антителам к GAPDH, что 
было подтверждено многочисленными исследованиями (см. 
ссылки на стр. 3).
МоАт к GAPDH, производимые нашей компанией, обладают 
широкой видовой кросс-реактивностью и могут быть выбраны в 
соответствии с потребностями покупателей (см. табл. 1). Поскольку 
GAPDH высококонсервативен у различных видов, вероятно, что 
наши антитела к GAPDH могут быть использованы в работе с 
гораздо большим числу видов, которые еще не тестировались.

Кросс-реактивность в вестерн-блоттинге
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6C5 +++ - +++ - +++ +++ +++ +++ +++ +++

4G5 ++ ++ ++ ++ + + ++ ++ ++ +

Таблица 1. 
Кросс-реактивность МоАт с GAPDH разных видов животных.

Рисунок 2. 
Иммунодетекция GAPDH в экстрактах тканей с использованием 
клона 6C5 в вестерн-блоттинге после SDS-PAGE в восстанавливающих 
условиях. 
Экстракты из сердечной ткани были приготовлены из разных видов животных. 
На дорожку наносили около 0,25 мг гомогенизированной влажной сердечной ткани. 
МоАт 6C5 конъюгировали с HRP.
Дорожка 1: человек, Дорожка 2: собака, Дорожка 3: кошка,
Дорожка 4: свинья, Дорожка 5: кролик, Дорожка 6: крыса,
Дорожка 7: утка, Дорожка 8: курица, Дорожка 9: рыба

    1               2                3               4                5               6               7               8                9 

Клон 6C5

 A

B

Тяжелые цепи 
иммуноглобулинов

Белок А

Легкие цепи 
иммуноглобулинов

Тяжелые цепи 
иммуноглобулинов

Белок А

Легкие цепи 
иммуноглобулинов

      1            2             3            4

      1             2            3           4

Рисунок 3. 
Иммунопреципитация GAPDH из экстракта сердечной мышцы крысы с 
использованием клонов 6C5 (A) или 4G5 (B), специфичных к GAPDH.
Смесь белок A-сефарозы с МоАт к GAPDH и экстрактом тканей инкубировали 
в течение 30 мин при комнатной температуре и осаждали центрифугированием. 
Осадок промывали PBS, суспендировали в восстанавливающем буфере для 
образцов для электрофореза и нагревали в течение 5 минут при 100°C. 
После центрифугирования супернатант наносили на гель, и белки разделяли 
электрофорезом в SDS.
Дорожка 1:  GAPDH человека (1 мкг)
Дорожка 2:  GAPDH, иммунопреципитированный из экстракта ткани серца                           
крысы.
Дорожка 3: Только клоны 6C5 (A) или 4G5 (B), предварительно инкубированные с 
белок А-сефарозой.
Дорожка 4: Только белок А-сефароза
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Иммуноцитохимическое определение GAPDH 
В живой клетке GAPDH представлен в основном в цитоплазме.
Недавние исследования показали, что в зависимости от 
метаболического статуса клетки GAPDH может быть связан с 
другими клеточными компартментами, такими как лизоцимы, 
синаптические везикулы, цитоскелет и плазматические мембраны. 
Было показано, что, будучи растворимым белком, GAPDH 
может служить транспортным белком между внутриклеточными 
участками. Считается, что транслокация GAPDH в ядро связана 
с клеточной смертью. Известно, что ядерная форма GAPDH 
отличается по конформации и биохимическим свойствам от 
цитоплазматической и колокализуется с фрагментированным 
и/или конденсированным хроматином. Таким образом, 
иммуноцитохимическое выявление точной локализации GAPDH 
является чрезвычайно полезным и проверенным инструментом в 
исследовании метаболизма и функциональной активности клетки. 
На рис. 4 представлено применение МоАт нашей компании для 
иммуноцитохимического выявления GAPDH в различных типах 
клеток.

Рисунок 4. 
Иммуноокрашивание GAPDH в клеточной линии A-10 (гладкомышечные 
клетки аорты крысы).
Клетки фиксировали формалином и GAPDH окрашивали:
Клон 6C5 (зеленый цвет)
Краситель, связывающий F-актиновые микрофиламенты (красный)
ДНК-связывающий краситель (темно-синий)
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Пожалуйста, обратите внимание, что некоторые или все данные, представленные в настоящем техническом описании, были подготовлены с использованием 
моноклональных антител, полученных in vivo. Ожидается, что моноклональные антитела, полученные in vitro, будут иметь аналогичные характеристики.


