
ÁÅËÎÊ ÒÅÏËÎÂÎÃÎ ØÎÊÀ ÑÅÌÅÉÑÒÂÀ HSP70

Ó ÍÅÊÎÒÎÐÛÕ ÑÎÂÐÅÌÅÍÍÛÕ ÀÌÅÁ (AMOEBIDAE) È Ó ÀÊÀÍÒÀÌÅÁ,

ÏÎËÓ×ÅÍÍÛÕ ÈÇ ÖÈÑÒ, ÂÛÄÅËÅÍÍÛÕ ÈÇ ÌÍÎÃÎËÅÒÍÅÌÅÐÇËÛÕ ÏÎÐÎÄ

© Þ. È. Ïîäëèïàåâà,1 Ë. À. Øìàêîâà,2 Ä. À. Ãèëè÷èíñêèé,2 À. Â. Ãóäêîâ1,*
Þ. È. Ïîäëèïàåâà, Ë. À. Øìàêîâà è äð.
Áåëîê òåïëîâîãî øîêà ñåìåéñòâà HSP70 ó íåêîòîðûõ ñîâðåìåííûõ àìåá

1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Èíñòèòóò ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ
è áèîëîãè÷åñêèõ ïðîáëåì ïî÷âîâåäåíèÿ ÐÀÍ, Ïóùèíî;

* ýëåêòðîííûé àäðåñ: pelgood@rambler.ru

Ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà âûÿâëåí áåëîê òåïëîâîãî øîêà, ïðèíàäëåæàùèé ñåìåéñòâó HSP70, ó òðî-
ôîçîèòîâ àìåáû Acanthamoeba sp. (øòàìì Am8), âûäåëåííûõ â êóëüòóðó ïîñëå èõ ýêñöèñòèðîâàíèÿ èç
öèñò, îáíàðóæåííûõ â îáðàçöàõ ìíîãîëåòíåìåðçëûõ ïîðîä (âîçðàñò îáðàçöîâ 30—35 òûñ. ëåò) è ñîõðà-
íèâøèõ â ýòèõ óñëîâèÿõ ñâîþ æèçíåñïîñîáíîñòü. Ïðîäåìîíñòðèðîâàí íåîáû÷íî âûñîêèé êîíñòèòóòèâ-
íûé óðîâåíü ýòîãî áåëêà â èíòàêòíûõ êëåòêàõ òðîôîçîèòîâ èñêîïàåìîé àêàíòàìåáû, ñóùåñòâåííî ïðå-
âûøàþùèé òàêîâîé â èíòàêòíûõ êëåòêàõ ñîâðåìåííûõ ïðåñíîâîäíûõ àìåá, ïðèíàäëåæàùèõ ê òðåì âè-
äàì ðîäà Amoeba (Amoebidae).
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Êàê èçâåñòíî, óíèâåðñàëüíûì îòâåòîì êëåòîê íà ðàç-
ëè÷íîãî ðîäà ñòðåññîâûå âîçäåéñòâèÿ ÿâëÿåòñÿ ñèíòåç
òàê íàçûâàåìûõ áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà (HSP), îáëàäàþ-
ùèõ øàïåðîííîé àêòèâíîñòüþ (Feder, Hofmann, 1999;
Ìàðãóëèñ, Ãóæîâà, 2000). Ó îäíîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ,
êàê è ó äðóãèõ ýóêàðèîò, îäíîé èç îñíîâíûõ ãðóïï òàêèõ
áåëêîâ ÿâëÿþòñÿ áåëêè ñåìåéñòâà HSP70 (Germot, Philip-
pe, 1999). Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè HSP70 äîñòàòî÷íî ïî-
äðîáíî èçó÷åíû ó ïàðàçèòè÷åñêèõ ïðîñòåéøèõ, â îñîáåí-
íîñòè ó ãåòåðîêñåííûõ âèäîâ, äëÿ êîòîðûõ ñìåíà îäíîãî
õîçÿèíà (áåñïîçâîíî÷íîãî) íà äðóãîãî (òåïëîêðîâíîãî),
áåçóñëîâíî, ÿâëÿåòñÿ ñåðüåçíîé ñòðåññîâîé ñèòóàöèåé è
ñîïðîâîæäàåòñÿ êëàññè÷åñêèì êëåòî÷íûì îòâåòîì íà
òåïëîâîé øîê (Polla, 1991; Requena et al., 1992). Â òî æå
âðåìÿ èçó÷åíèå HSP70 ó ñâîáîäíîæèâóùèõ ïðîñòåéøèõ,
â ÷àñòíîñòè àìåá, çà÷àñòóþ îêàçûâàþùèõñÿ â äîñòàòî÷-
íî ýêñòðåìàëüíûõ óñëîâèÿõ, ïî ñóòè òîëüêî íà÷èíàåòñÿ.

Ðîä Acanthamoeba âêëþ÷àåò â ñåáÿ ñâîáîäíîæèâó-
ùèå îðãàíèçìû, ñðåäè êîòîðûõ íåìàëî àìôèçîéíûõ âè-
äîâ (Page, 1974, 1988; Taylor, 1977; Martinez, Visvesvara,
1997; Hughes et al., 2003; Dykov *a, Lom, 2004). Àêàíòàìå-
áû èìåþò ïðàêòè÷åñêè âñåñâåòíîå ðàñïðîñòðàíåíèå
(Page, 1988), è èõ ðàçâèòèþ è ðàçìíîæåíèþ ÷àñòî ñïî-
ñîáñòâóþò òàêèå ôàêòîðû îêðóæàþùåé ñðåäû, êàê ïîâû-
øåííàÿ òåìïåðàòóðà è îáèëèå îðãàíè÷åñêîãî ìàòåðèàëà
(De Jonckhere, 1980). Ìíîãèå âèäû ðîäà Acanthamoeba
áûëè èçîëèðîâàíû èç áèîòîïîâ ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ çà-
ãðÿçíåííîñòè (Daggett et al., 1982), à äðóãèå ìîãóò ðàñòè
ïðè òåìïåðàòóðå âûøå 50 °Ñ (Rohr et al., 1998). Êàê ïîêà-
çàëè íåäàâíèå èññëåäîâàíèÿ, íåêîòîðûå ïðåäñòàâèòåëè
ýòîãî ðîäà ñïîñîáíû ôîðìèðîâàòü êðèïòîáèîòè÷åñêèå
ñòàäèè, ñîõðàíÿþùèå æèçíåñïîñîáíîñòü â ìíîãîëåòíå-
ìåðçëûõ îòëîæåíèÿõ, âîçðàñò êîòîðûõ ñîñòàâëÿåò áîëåå

30 òûñ. ëåò (Øàòèëîâè÷ è äð., 2005). Ñîâåðøåííî î÷åâèä-
íî, ÷òî ñïîñîáíîñòü àêàíòàìåá âûæèâàòü â ýêñòðåìàëü-
íûõ è ïîòåíöèàëüíî ëåòàëüíûõ óñëîâèÿõ ïðåäïîëàãàåò
íàëè÷èå ó íèõ ñîîòâåòñòâóþùèõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ, ôè-
çèîëîãè÷åñêèõ è áèîõèìè÷åñêèõ àäàïòèâíûõ ïðèñïîñîá-
ëåíèé, â êîòîðûõ, âîçìîæíî, îïðåäåëåííóþ ðîëü èãðàþò
áåëêè òåïëîâîãî øîêà, ÿâëÿþùèåñÿ, êàê èçâåñòíî, óíè-
âåðñàëüíûìè öèòîïðîòåêòîðàìè.

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ áûëî âûÿâëåíèå
ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà áåëêà òåïëîâîãî øîêà ó òðî-
ôîçîèòîâ àìåáû Acanthamoeba sp. (øòàìì Am8), âûäå-
ëåííûõ â êóëüòóðó ïîñëå èõ ýêñöèñòèðîâàíèÿ èç öèñò,
ñîõðàíèâøèõ ñâîþ æèçíåñïîñîáíîñòü â ìíîãîëåòíåìåðç-
ëûõ îòëîæåíèÿõ ïîçäíåãî ïëåéñòîöåíà è ãîëîöåíà. Â
íàøó çàäà÷ó âõîäèëà òàêæå ïðåäâàðèòåëüíàÿ îöåíêà
óðîâíÿ ñîäåðæàíèÿ ñòðåññîâîãî áåëêà â èíòàêòíûõ êëåò-
êàõ è ñðàâíåíèå åãî óðîâíÿ ñ òàêîâûì ó òðîôîçîèòîâ,
ïîäâåðãíóòûõ òåïëîâîìó è õîëîäîâîìó øîêó. Êðîìå
òîãî, ìû ñðàâíèëè êîíñòèòóòèâíûå óðîâíè áåëêîâ òåïëî-
âîãî øîêà ó èñêîïàåìûõ àêàíòàìåá è ðÿäà âèäîâ è øòàì-
ìîâ ñîâðåìåííûõ ñâîáîäíîæèâóùèõ ïðåñíîâîäíûõ àìåá
ðîäà Amoeba (Amoebidae).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Öèñòû èññëåäîâàííîé â íàñòîÿùåé ðàáîòå èñêîïàå-
ìîé àìåáû áûëè âûäåëåíû èç îáðàçöîâ ïîçäíåïëåéñòî-
öåíîâûõ è ãîëîöåíîâûõ ìíîãîëåòíåìåðçëûõ îòëîæåíèé
è ïîãðåáåííûõ â íèõ ïî÷â (îáíàæåíèå Ñòàí÷èêîâ-
ñêèé ÿð, ï-îâ ×óêîòêà, íèæíåå òå÷åíèå ð. Ìàëûé Àíþé,
ïîñ. Àíþéñê) âîçðàñòîì 32—35 òûñ. ëåò (Ãóáèí, 1994;
Ãóáèí è äð., 2001; Øàòèëîâè÷ è äð., 2005). Â ïîëåâûõ
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óñëîâèÿõ îáðàçöû õðàíèëè ïðè òåõ æå òåìïåðàòóðàõ, ÷òî
è â åñòåñòâåííîì çàëåãàíèè, äîñòàâêó îáðàçöîâ â ëàáîðà-
òîðèþ îñóùåñòâëÿëè ñ ñîáëþäåíèåì íåîáõîäèìîãî òåì-
ïåðàòóðíîãî ðåæèìà è ñòåðèëüíîñòè; â ëàáîðàòîðèè îá-
ðàçöû õðàíèëè â ìîðîçèëüíûõ êàìåðàõ ïðè –20 °Ñ (Gilic-
hinsky, Wagener, 1994).

Ñîõðàíèâøèå ñâîþ æèçíåñïîñîáíîñòü öèñòû áûëè
îáíàðóæåíû â íàêîïèòåëüíûõ êóëüòóðàõ, ïîëó÷åííûõ
ïðè ðàçìîðàæèâàíèè îáðàçöîâ ïî ìåòîäèêå, îïèñàííîé
ðàíåå (Øàòèëîâè÷ è äð., 2005). Òðîôîçîèòû àìåá, ïîÿ-
âèâøèåñÿ â ðåçóëüòàòå ýêñöèñòèðîâàíèÿ, áûëè âûäåëåíû
â ñàìîñòîÿòåëüíóþ êóëüòóðó (øòàìì Am8), êîòîðóþ
âåëè â ÷àøêàõ Ïåòðè íà àãàðèçîâàííîé ñðåäå Ïðåñêîòòà
è Äæåéìñà ïîä ñëîåì æèäêîñòè (Cerophyl-Prescott infusi-
on) ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (Page, 1988); ÷àøêè Ïåò-
ðè õðàíèëè â ñòåðèëüíîì áîêñå. Ìîðôîëîãè÷åñêèå îñî-
áåííîñòè îðãàíèçàöèè öèñò è òðîôîçîèòîâ îäíîçíà÷íî
ñâèäåòåëüñòâóþò î ïðèíàäëåæíîñòè ýòîé àìåáû ê ïðåä-
ñòàâèòåëÿì ðîäà Acanthamoeba. Íàèáîëüøåå ñõîäñòâî
ýòè èñêîïàåìûå îðãàíèçìû èìåþò ñ âèäîì À. polyphaga,
îäíàêî äëÿ îêîí÷àòåëüíîé èõ âèäîâîé èäåíòèôèêàöèè
òðåáóåòñÿ ïðîâåäåíèå íåêîòîðûõ äîïîëíèòåëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû òàêæå èñïîëüçîâàëè 4 øòàì-
ìà ñîâðåìåííûõ ïðåñíîâîäíûõ àìåá, ïðèíàäëåæàùèõ ê
òðåì âèäàì ðîäà Amoeba (Amoebidae) — A. proteus
(øòàììû KAN è Da), A. leningradensis (øòàìì DG) è
A. borokensis (øòàìì Bor) èç Êîëëåêöèè øòàììîâ Ëàáî-
ðàòîðèè öèòîëîãèè îäíîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ Èíñòèòó-
òà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Podlipaeva, Farka, 1995).

Äëÿ ñîçäàíèÿ øîêà êóëüòóðû Acanthamoeba sp.
øòàììà Am8, ñîäåðæàâøèåñÿ ïðè êîìíàòîé òåìïåðàòó-
ðå, ïîäâåðãàëè íàãðåâó ïðè 40 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷ (òåïëîâîé
øîê) èëè îõëàæäåíèþ ïðè 8 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷ (õîëîäîâîé
øîê). Ñðàçó ïîñëå øîêà êëåòêè ñî ñðåäîé ñîáèðàëè â
ïðîáèðêè îáúåìîì 2 ìë è öåíòðèôóãèðîâàëè 5 ìèí ïðè
12 000 îá/ìèí. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ îñàæäåííûå
êëåòêè õðàíèëè íåêîòîðîå âðåìÿ ïðè –20 °Ñ, ïåðåä îïû-
òîì êëåòêè ðàçðóøàëè óëüòðàçâóêîì (ÓÇÄÍ-1), ãîìîãå-
íàò ïîäâåðãàëè öåíòðèôóãèðîâàíèþ ïðè 13 000 îá/ìèí â
òå÷åíèå 20 ìèí. Äàëåå ñóïåðíàòàíò îòäåëÿëè îò îñàäêà
è â ñóïåðíàòàíòå îïðåäåëÿëè ñîäåðæàíèå áåëêà ïî ìå-
òîäó Ëîóðè (Lowry et al., 1953) è ãîòîâèëè ïðîáû äëÿ
SDS-ýëåêòðîôîðåçà. Ïîäãîòîâêó îáðàçöîâ èç ÷åòûðåõ
øòàììîâ àìåá ðîäà Àmoeba ïðîèçâîäèëè ïî îïèñàííîé
ðàíåå ìåòîäèêå (Podlipaeva, 2001). Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ
ýëåêòðîôîðåçíûõ ïðîá òðè ÷àñòè ñóïåðíàòàíòà ñìåøèâà-
ëè ñ îäíîé ÷àñòüþ 4-êðàòíîãî áóôåðà Ëýììëè (1 % SDS,
5 % b-ìåðêàïòîýòàíîëà è 10 % ãëèöåðèíà). Ïðîáó ïåðå-
ìåøèâàëè, èíêóáèðîâàëè íà âîäÿíîé áàíå ïðè 100 °Ñ â
òå÷åíèå 3—4 ìèí. Àíàëèç áåëêîâîãî ñîñòàâà ïðîá ïðîâî-
äèëè ìåòîäîì SDS-ýëåêòðîôîðåçà â 10%-íîì ÏÀÀÃ â
Òðèñ-ãëèöèíîâîé ñèñòåìå (Laemmli, 1970). Ýëåêòðîôî-
ðåç ïðîâîäèëè â ïëàñòèíå ãåëÿ ðàçìåðîì 120 � 90 �
0.8 ìì ñíà÷àëà 1.0—1.5 ÷ ïðè ñèëå òîêà 10—12 ìÀ, à ïî-
òîì 2.0—2.5 ÷ ïðè 20—25 ìÀ. Ñðàçó ïîñëå îêîí÷àíèÿ
ýëåêòðîôîðåçà ïðîâîäèëè ýëåêòðîáëîòèíã â òå÷åíèå
íî÷è ïðè íàïðÿæåíèè 6 Â (Towbin et al., 1979). Áåëîê
òåïëîâîãî øîêà âûÿâëÿëè ïîñëå îáðàáîòêè íèòðîöåëëþ-
ëîçû ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè SPA 822 ïðîòèâ
HSP70 (Stressgen technologies, Êàíàäà), cïåöèôè÷íûìè
êàê ê êîíñòèòóòèâíîé, òàê è ê èíäóöèáåëüíîé ôîðìå áåë-
êà òåïëîâîãî øîêà ñåìåéñòâà 70 êÄà. Çîíû ñâÿçûâàíèÿ
áåëêîâ ñ àíòè-HSP70 àíòèòåëàìè îêðàøèâàëèñü íà íè-
òðîöåëëþëîçå ïðè ïîìîùè âòîðè÷íûõ áèîòèíèðîâàííûõ

àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé
(Sigma Chemical Company) â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåíèÿ ôåð-
ìåíòàòèâíîé ðåàêöèè. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ìîëåêóëÿðíîé
ìàññû âûÿâëÿåìûõ ïîëèïåïòèäîâ èñïîëüçîâàëè ìàðêåðû
ìîëåêóëÿðíîé ìàññû (14—220 êÄà) High Range Rainbow
Molecular Weight Markers (Amersham Biosciences, Àíã-
ëèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû âûÿâëåíèÿ áåë-
êîâ òåïëîâîãî øîêà ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà ó òðîôî-
çîèòîâ Acanthamoeba sp . øòàììà Am8, íå ïîäâåðãíóòûõ
ñòðåññîâûì âîçäåéñòâèÿì (äîðîæêà 4), à òàêæå ïîñëå
òåïëîâîãî (äîðîæêà 3) è õîëîäîâîãî (äîðîæêà 2) øî-
êîâ. Îêðàøåííûå çîíû ñâÿçûâàíèÿ ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ
HSP70 ðàñïîëàãàþòñÿ âî âñåõ òðåõ ñëó÷àÿõ íåñêîëüêî
íèæå ïîçèöèè, êîòîðóþ çàíèìàåò íà áëîòå ìîëåêó-
ëÿðíûé ìàðêåð 66 êÄà. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåä-
ïîëàãàòü, ÷òî äàííûé áåëîê ïðèíàäëåæèò ê ñåìåéñòâó
áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà 70 êÄà è îáëàäàåò ìîë. ìàññîé
îêîëî 60 êÄà. HSP60 áûë îïèñàí äëÿ íåñêîëüêèõ ñîâðå-
ìåííûõ âèäîâ ðîäà Acanthamoeba, â òîì ÷èñëå è äëÿ
ïàòîãåííûõ A. castellanii è A. culbertsoni (P *erez-Serrano
et al., 2000).

Îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå âûñîêèé êîíñòèòóòèâ-
íûé óðîâåíü äàííîãî ñòðåññîâîãî áåëêà ó èñêîïàåìûõ
àêàíòàìåá — ïðè îäèíàêîâîé íàãðóçêå îáùåãî áåëêà â
êàæäîì êàðìàíå ñòàðòîâîãî ãåëÿ (îêîëî 40 ìêã) êîëè÷å-
ñòâî HSP60 â êîíòðîëå äàæå ïî ðåçóëüòàòàì âèçóàëüíîé
îöåíêè, áåçóñëîâíî, ïðåâûøàåò åãî êîëè÷åñòâî ó àìåá,
ïîäâåðãíóòûõ õîëîäîâîìó è îñîáåííî òåïëîâîìó øîêó.
Ñîçäàåòñÿ âïå÷àòëåíèå, ÷òî êîãäà êëåòêè àêàíòàìåá ïîä-
âåðãàþòñÿ ïîâðåæäàþùèì âîçäåéñòâèÿì, ïðîèñõîäèò
ðàñõîäîâàíèå ñòðåññîâîãî áåëêà, èñõîäíî óæå ïðèñóòñò-
âîâàâøåãî â êëåòêå, ïðè÷åì âëèÿíèå ïîâûøåííîé òåìïå-
ðàòóðû, î÷åâèäíî, îêàçûâàåòñÿ áîëåå ýôôåêòèâíûì, íå-
æåëè ïîíèæåííîé.
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Ðèñ. 1. Áåëîê òåïëîâîãî øîêà ñåìåéñòâà HSP70 â êëåòêàõ èí-
òàêòíûõ è ïîäâåðãíóòûõ øîêîâûì âîçäåéñòâèÿì òðîôîçîèòîâ

Acanthamoeba sp. øòàììà Am8.

Äîðîæêè: 1 — ìàðêåðû è èõ ìîëåêóëÿðíûå ìàññû (ñëåâà); 2 — òðîôîçîè-
òû ïîñëå õîëîäîâîãî øîêà (8° C, 1 ÷); 3 — òðîôîçîèòû ïîñëå òåïëîâîãî
øîêà (40° C, 1 ÷); 4 — èíòàêòíûå òðîôîçîèòû (êîíòðîëü, 22—25° C). Â

êàæäîì «êàðìàíå» ñòàðòîâîãî ãåëÿ 40 ìêã áåëêà.

Fig. 1. Heat shock protein of HSP70-family in intact and stressed
cells of Acanthamoeba sp. strain Am8.

Bands: 1 — molecular markers; 2 — trophozoites after cold shock (8° C, 1 h);
3 — trophozoites after heat shock (40° C, 1 h); 4 — intact trophozoites (cont-
rol, room temperature 22—25° C). 40 mg of total protein in each lane of the

start gel.



Ðàíåå ó àêàíòàìåá îòìå÷àëñÿ âûñîêèé êîíñòèòóòèâ-
íûé óðîâåíü ñòðåññîâîãî áåëêà HSP60, ïðè÷åì èç òðåõ
âèäîâ ðîäà Acanthamoeba — ñâîáîäíîæèâóùåãî Acant-
hamoeba rhysodes è äâóõ ïàðàçèòè÷åñêèõ A. castellanii è
A. culbertsoni — îñîáåííî âûñîêèì îí îêàçàëñÿ ó íàèáî-
ëåå ïàòîãåííîãî èç èññëåäîâàííûõ âèäîâ (À. ñulbertsoni).
Êðîìå òîãî, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âûñîêèé èñõîäíûé êîí-
ñòèòóòèâíûé óðîâåíü áåëêà òåïëîâîãî øîêà ó àêàíòàìåá
ýòîãî âèäà ïîëîæèòåëüíî êîððåëèðóåò ñ åãî áîëåå âûñî-
êîé òîëåðàíòíîñòüþ ê ñòðåññîâûì âîçäåéñòâèÿì, â òîì
÷èñëå òåìïåðàòóðíûì (P *erez-Serrano et al., 2000). Ýòè ëè-
òåðàòóðíûå äàííûå õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ ïîëó÷åííûìè
íàìè ðåçóëüòàòàìè, îñîáåííî åñëè ïðèíÿòü âî âíèìàíèå,
÷òî, ñ îäíîé ñòîðîíû, àêàíòàìåáû øòàììà Am8, ïî âñåé
âèäèìîñòè, ïðèíàäëåæàò ê óñëîâíî-ïàòîãåííîìó âèäó
A. polyphaga, à ñ äðóãîé — ñïîñîáíû ïåðåæèâàòü â èíöè-
ñòèðîâàííîì è çàìîðîæåííîì ñîñòîÿíèè ñòîëü äëèòåëü-
íûå ïåðèîäû âðåìåíè, ò. å. îáëàäàòü áîëåå íèçêîé ÷óâñò-
âèòåëüíîñòüþ ê õîëîäîâîìó øîêó (8 °Ñ), ÷åì ê òåïëîâî-
ìó (40 °Ñ) (ðèñ. 1, äîðîæêè 2, 3).

Ðåçóëüòàò ñðàâíåíèÿ êîíñòèòóòèâíûõ óðîâíåé áåëêà
òåïëîâîãî øîêà ñåìåéñòâà HSP70 èñêîïàåìûõ àêàíòàìåá
è ñîâðåìåííûõ ñâîáîäíîæèâóøèõ ïðåñíîâîäíûõ àìåá
ðîäà Àmoeba ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. 2. Îáà øòàììà (Da è
KAN) âèäà A. proteus è àìåáû âèäîâ À. borokensis è A. le-
ningradensis õàðàêòåðèçóþòñÿ íàëè÷èåì îò÷åòëèâîé
çîíû îêðàøèâàíèÿ ïîñëå îáðàáîòêè áëîòîâ àíòèòåëàìè
ïðîòèâ HSP70, ïðè÷åì ýòà çîíà ðàñïîëàãàåòñÿ íà áëîòå
âûøå òàêîâîé àêàíòàìåá è ñîîòâåòñòâóåò ïðèìåðíî 72—
73 êÄà, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè, ïîëó÷åííûìè ðàíåå
äëÿ îäíîãî èç ýòèõ øòàììîâ (Podlipaeva, 2001), à òàêæå
ïîäòâåðæäàåò ñäåëàííîå íàìè ðàíåå çàêëþ÷åíèå î íàëè-
÷èè âûñîêîãî èñõîäíîãî óðîâíÿ áåëêà òåïëîâîãî øîêà

ñåìåéñòâà 70 êÄà â êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ âèäîâ ñâîáîäíî-
æèâóùèõ ïðåñíîâîäíûõ ïðîñòåéøèõ (Ïëåõàíîâ è äð.,
2006). Ïðè ñðàâíåíèè êîíòðîëüíûõ îáðàçöîâ àêàíòàìåá
ñ òàêîâûìè ïîñëå ïðîâåäåíèÿ õîëîäîâîãî øîêà, êàê è â
ïåðâîì îïûòå, ó Acanthamoeba sp. øòàììà Am8 âèäåí
íåêîòîðûé ðàñõîä HSP60 ïîñëå õîëîäîâîãî øîêà (ðèñ. 2,
äîðîæêà 2) ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûì îáðàçöîì
(ðèñ. 2, äîðîæêà 3). Îáùèé óðîâåíü ñòðåññîâîãî áåëêà â
êëåòêàõ, íå ïîäâåðãíóòûõ íèêàêèì øîêîâûì âîçäåéñò-
âèÿì, ó àêàíòàìåá ñóùåñòâåííî âûøå, ÷åì ó êàæäîãî èç
÷åòûðåõ èññëåäîâàííûõ øòàììîâ ñîâðåìåííûõ ïðåñíî-
âîäíûõ àìåá, ïðèíàäëåæàùèõ ê òðåì ðàçíûì âèäàì
(ðèñ. 2, äîðîæêè 4—7).

Â áëèæàéøåì áóäóùåì ìû ïëàíèðóåì ïðîâåñòè
ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç óðîâíåé áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà â
êëåòêàõ èñêîïàåìûõ àêàíòàìåá è íûíå æèâóùèõ âèäîâ
ýòîãî ðîäà, îáëàäàþùèõ ðàçíîé ñòåïåíüþ àìôèçîéíîñòè
è òåðìîòîëåðàíòíîñòè.

Àâòîðû áëàãîäàðíû Á. À. Ìàðãóëèñó è È. Â. Ãóæî-
âîé çà öåííûå êîíñóëüòàöèè ïðè âûáîðå àíòèòåë è òðàê-
òîâêå ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
04-04-49811).
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Ðèñ. 2. Áåëîê òåïëîâîãî øîêà ñåìåéñòâà HSP70 â êëåòêàõ òðî-
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íûõ ïðåñíîâîäíûõ àìåá ðîäà Amoeba.

Äîðîæêè: 1 — ìàðêåðû è èõ ìîëåêóëÿðíûå ìàññû (ñëåâà); 2 — òðîôîçîè-
òû àêàíòàìåá ïîñëå õîëîäîâîãî øîêà (8° C, 1 ÷); 3 — èíòàêòíûå òðîôîçî-
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DG ). Â êàæäîì «êàðìàíå» ñòàðòîâîãî ãåëÿ 20 ìêã áåëêà.

Fig. 2. Heat shock protein of HSP70-family in cells of Acanthamo-
eba sp., strain Am8 and in cells of contemporary freshwater ame-

bae of genus Amoeba.

Bands: 1 — molecular markers; 2 — acanthamebae trophozoites after cold
shock (8° C, 1 h); 3 — intact trophozoites (control, room temperature
22—25° C); 4, 5 — intact A. proteus (strains Da and KAN, respectively); 6 —
intact A. borokensis (strain Bor); 7 — intact A. leningradensis (strain DG).

20 mg of total protein in each lane of the start gel.
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HEAT SHOCK PROTEIN OF HSP70 FAMILY REVEALED IN SOME

CONTEMPORARY FRESHWATER AMOEBIDS AND IN ACANTHAMOEBA SP.

EXCYSTED FROM CYSTS ISOLATED FROM PERMAFROST SAMPLES

Yu. I. Podlipaeva,1 L. A. Shmakova,2 D. A. Gilichinski,2 A. V. Goodkov1,*

1 Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, and 2 Institute of Physicochemical and Biological Problems
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A heat shock protein of HSP70 family was revealed for the first time in trophozoites of Acanthamoeba sp.
(strain Am8) excysted from cysts previously isolated from samples of permafrost aging 30 000—35 000 years.
The constitutive level of this HSP, shown by immunnoblotting in unstressed trophozoites of the ancient acantha-
moebae, much surpassed that in unstressed cells of the three examined species of contemporary freshwater ame-
bae of the genus Amoeba.

K e y w o r d s: heat shock proteins, HSP70, Acanthamoeba, viable amoebae from permafrost, Amoeba.
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