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Áåëêè òåïëîâîãî øîêà ñåìåéñòâà 70 êÄà â êëåòêàõ àìåáîèäíûõ îðãàíèçìîâ

Ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà îïðåäåëÿëè óðîâåíü ñîäåðæàíèÿ êîíñòèòóòèâíîé ôîðìû áåëêîâ òåïëîâî-
ãî øîêà ñåìåéñòâà 70 êÄà (Hsp70) ó ðàçëè÷íûõ àìåáîèäíûõ îðãàíèçìîâ. Èçó÷åíû êëåòêè 9 øòàììîâ, îò-
íîñÿùèõñÿ ê ïðåäñòàâèòåëÿì ðîäà Acanthamoeba, — 8 àìôèçîéíûõ (ôàêóëüòàòèâíî ïàðàçèòè÷åñêèõ) è
ñâîáîäíîæèâóùåãî (âûäåëåííîãî èç âåðõíåãî ãîðèçîíòà ïî÷â Àðêòèêè). Èññëåäîâàíî òàêæå 15 øòàììîâ
îäíîãî èç ñâîáîäíîæèâóùèõ ïðåñíîâîäíûõ ëîáîçíûõ àìåá ðàçëè÷íîãî ãåîãðàôè÷åñêîãî ïðîèñõîæäå-
íèÿ, ðàçíîãî âîçðàñòà è ðàçíîé âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè, èç êîòîðûõ 14 îòíîñÿòñÿ ê ðîäó Amoeba è 1
øòàìì Trichamoeba sp. Â êëåòêàõ âñåõ 15 øòàììîâ ëîáîçíûõ àìåá ïîêàçàíî ïðèñóòñòâèå Hsp70, òîãäà
êàê ó àìôèçîéíûõ àêàíòàìåá Hsp70 âûÿâëåí òîëüêî â êëåòêàõ 2 øòàììîâ èç 8. Âî âñåõ ýòèõ ñëó÷àÿõ ïî-
ëîæåíèå çîíû, îêðàøåííîé ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòè-Hsp70-àíòèòåë, ñîîòâåòñòâóåò ïîëèïåïòè-
äó ñ ìîë. ìàññîé 70 êÄà. Â êëåòêàõ ïðåäñòàâèòåëÿ ñîâðåìåííîé òóíäðîâîé ôàóíû àêàíòàìåá òàêæå îáíà-
ðóæåí îòíîñèòåëüíî âûñîêèé êîíñòèòóòèâíûé óðîâåíü Hsp, íî ïðè ýòîì îêðàøåííàÿ çîíà çàíèìàåò ïî-
ëîæåíèå, ñîîòâåòñòâóþùåå áåëêó ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 60 êÄà — òàêîå æå, êàê ó èñêîïàåìîãî òóíäðîâîãî
øòàììà Acanthamoeba, èññëåäîâàííîãî íàìè ðàíåå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: áåëêè òåïëîâîãî øîêà, Hsp70, àìôèçîéíûå àêàíòàìåáû, ëîáîçíûå àìåáû,
Acanthamoeba, Amoeba.

Ðàçëè÷íîãî ðîäà çàùèòíûå êëåòî÷íûå ìåõàíèçìû â
áîëüøèíñòâå ñâîåì àêòèâèðóþòñÿ â îòâåò íà ñòðåññîâûå
âîçäåéñòâèÿ. Îäíèì èç òàêèõ áàçîâûõ ìåõàíèçìîâ ÿâëÿåò-
ñÿ ñèíòåç ñòðåññîâûõ áåëêîâ èëè áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà
(HspT), ïðèíàäëåæàùèõ, â ÷àñòíîñòè, ê ñåìåéñòâó 70 êÄà
(Hsp70). Ýòè áåëêè õàðàêòåðèçóåòñÿ âåñüìà íèçêîé âèäîñ-
ïåöèôè÷íîñòüþ è âûñîêîé ñòåïåíüþ êîíñåðâàòèçìà. Îä-
íèì èç îñíîâíûõ ñâîéñòâ Hsp ÿâëÿåòñÿ øàïåðîííàÿ àêòèâ-
íîñòü, ÷òî äåëàåò èõ óíèâåðñàëüíûìè öèòîïðîòåêòîðàìè
(Feder, Hofmann, 1999; Ìàðãóëèñ, Ãóæîâà, 2000, 2009).

Ïîìèìî èíäóöèáåëüíûõ â öèòîïëàçìå êëåòîê ñàìûõ
ðàçëè÷íûõ îðãàíèçìîâ ïðèñóòñòâóþò òàêæå è êîíñòèòó-
òèâíûå ôîðìû Hsp70. Èìåþòñÿ äàííûå, óêàçûâàþùèå íà
òî, ÷òî óðîâåíü ñîäåðæàíèÿ Hsp70 â êëåòêàõ ÿâëÿåòñÿ
ïðèçíàêîì, ïîëîæèòåëüíî êîððåëèðóþùèì ñ òåìïåðàòóð-
íûìè óñëîâèÿìè îáèòàíèÿ îðãàíèçìîâ (Lyashko et al.,
1994), ïðè÷åì äëÿ ïîéêèëîòåðìíûõ æèâîòíûõ äàííîå ïî-
ëîæåíèå áûëî îïðåäåëåíî êàê «îáùåå ïðàâèëî»: ÷åì
âûøå òåìïåðàòóðà ñðåäû îáèòàíèÿ, òåì âûøå óðîâåíü ñî-
äåðæàíèÿ Hsp70-ïîäîáíûõ áåëêîâ â êëåòêàõ îðãàíèçìîâ
(Ulmasov et al., 1992).

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êîíñòèòóòèâíûå
Hsp70 ïðèñóòñòâóþò â êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ òèïîâ ñâîáîä-
íîæèâóùèõ ïðîòèñòîâ — èíôóçîðèé è àìåá (Podlipaeva,
2001; Ïëåõàíîâ è äð., 2006; Ïîäëèïàåâà è äð., 2008). Èçó-
÷åíèå àäàïòàöèé èíôóçîðèé ðîäà Paramecium ê èçìåíå-
íèÿì ñîëåíîñòè ñðåäû îáèòàíèÿ ïîêàçàëî íàëè÷èå áîëåå
âûñîêîãî êîíñòèòóòèâíîãî óðîâíÿ Hsp70 â êëåòêàõ ýâðè-
ãàëèííûõ âèäîâ, ÷åì â êëåòêàõ ñòåíîãàëèííûõ ïðåäñòàâè-
òåëåé òîãî æå ðîäà (Ñìóðîâ è äð., 2007). Âûñêàçàíî ïðåä-

ïîëîæåíèå î òîì, ÷òî èìåííî ñ ýòèì ñâÿçàíà âîçìîæíîñòü
ñóùåñòâîâàíèÿ ýâðèãàëèííûõ èíôóçîðèé â ñðåäå ñ ðàç-
ëè÷íîé ñîëåíîñòüþ (Ñìóðîâ è äð., 2007; Ïîäëèïàåâà è
äð., 2008). Èíûìè ñëîâàìè, çíà÷èòåëüíîå ñîäåðæàíèå
Hsp70 â êëåòêàõ èíôóçîðèé ìîæåò ñëóæèòü äëÿ íèõ ñâîå-
ãî ðîäà ïðåàäàïòàöèåé ê âîçìîæíûì ðåçêèì èçìåíåíèÿì
óñëîâèé îêðóæàþùåé ñðåäû.

Èìåþòñÿ äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î òîì, ÷òî âû-
ñîêèé êîíñòèòóòèâíûé óðîâåíü Hsp70 ó ïàòîãåííûõ àêàí-
òàìåá Acanthamoeba culbertsoni ïîëîæèòåëüíî êîððåëèðó-
åò ñ èõ ïîâûøåííîé òîëåðàíòíîñòüþ ê ñòðåññîâûì âîç-
äåéñòâèÿì, â òîì ÷èñëå òåìïåðàòóðíûì (P *erez-Serrano et
al., 2000). Îäíàêî â öåëîì àìåáîèäíûå ïðîòèñòû â êîí-
òåêñòå âûñêàçàííûõ âûøå ïîëîæåíèé â îòëè÷èå îò èíôó-
çîðèé èññëåäîâàíû ÿâíî íåäîñòàòî÷íî. Ïîýòîìó â çàäà÷ó
íàñòîÿùåé ðàáîòû âõîäèëî äàëüíåéøåå èçó÷åíèå è ñðàâ-
íèòåëüíûé àíàëèç äàííûõ ïî óðîâíþ ñîäåðæàíèÿ Hsp70 â
ïåðâóþ î÷åðåäü â íîðìàëüíûõ (íå ñòðåññîâûõ) óñëîâèÿõ â
êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ âèäîâ è øòàììîâ àìåá, êàê ñõîäíûõ,
òàê è ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ñâîåé áèîëîãèè è
ñèñòåìàòè÷åñêîé ïðèíàäëåæíîñòè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè 15 øòàììîâ ñâîáîäíîæèâó-
ùèõ (ïðåñíîâîäíûõ) ëîáîçíûõ àìåá ðàçëè÷íîãî ãåîãðà-
ôè÷åñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, ïðèíàäëåæàùèõ ê âèäàì Amo-
eba proteus, A. amazonas, A. borokensis, A. indica, Amoeba
sp. è Trichamoeba sp., èç êîëëåêöèè Ëàáîðàòîðèè öèòîëî-
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ãèè îäíîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ Èíñòèòóòà öèòîëîãèè
ÐÀÍ (òàáë. 1). Àìåá êóëüòèâèðîâàëè íà ìîäèôèöèðîâàí-
íîì ìèíåðàëüíîì ðàñòâîðå Ïðåñêîòòà è Êýððèåðà ïî
ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå (Prescott, Carrier, 1964) ïðè êîìíàò-
íîé òåìïåðàòóðå.

8 øòàììîâ àìôèçîéíûõ (ñïîñîáíûõ âåñòè êàê ñâîáîä-
íîæèâóùèé, òàê è ïàðàçèòè÷åñêèé îáðàç æèçíè) àêàíòà-
ìåá Acanthamoeba spp. áûëî ïîëó÷åíî èç êîëëåêöèè Èí-
ñòèòóòà ïàðàçèòîëîãèè Àêàäåìèè íàóê ×åøñêîé Ðåñïóá-
ëèêè (îò ïðîô. Iva Dykov *a). Øòàììû 4465, 4337, 3668
(Dykov *a et al., 1999), 4774, 4628 è 4690 (Iva Dykov*a, íåî-
ïóáëèêîâàííûå äàííûå) áûëè âûäåëåíû â ×åøñêîé Ðåñ-
ïóáëèêå èç ðàçëè÷íûõ âíóòðåííèõ îðãàíîâ ïëîòâû Rutilis
rutilis, ùóêè Esox lucius è îêóíÿ Perca fluviatilis, à øòàììû
Ð121 è Ð128 áûëè èçîëèðîâàíû â 2005 ã. â Ïåðó ñ æàáð
ðûá Calophysus macropterus è Amblydoras hancockii
(òàáë. 2).

Ñâîáîäíîæèâóùèå òóíäðîâûå àêàíòàìåáû, âûäåëåí-
íûå èç âåðõíåãî ãîðèçîíòà ïî÷â Âîñòî÷íîãî ñåêòîðà Àðê-
òèêè, ïðåäñòàâëåíû â íàñòîÿùåé ðàáîòå øòàììîì Am61,
ïîëó÷åííûì èç Ëàáîðàòîðèè êðèîëîãèè ïî÷â Èíñòèòóòà
ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ è áèîëîãè÷åñêèõ ïðîáëåì ïî÷âîâåäå-
íèÿ ÐÀÍ (Ïóùèíî). Íàêîïèòåëüíûå êóëüòóðû ñîçäàâàëè
íåïîñðåäñòâåííî â ïîëåâûõ óñëîâèÿõ íà àãàðèçîâàííîé
ñðåäå Ïðåñêîòòà è Äæåéìñà (Page, 1988), çàòåì â ëàáîðà-
òîðèè èç íèõ âûäåëÿëè èíäèâèäóàëüíûå öèñòû, èç êîòî-
ðûõ ïîëó÷àëè ìîíîêóëüòóðû òðîôîçîèòîâ. Àìåá êëîíè-
ðîâàëè è ïîääåðæèâàëè â ëàáîðàòîðèè â ÷àøêàõ Ïåòðè
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.

Äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ íàèáîëåå ïîëíîãî ñðàâíåíèÿ
óðîâíåé ñîäåðæàíèÿ Hsp70 â êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ àêàíòà-
ìåá â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè òàêæå êëåòêè øòàììà Am8,
ïîäðîáíî èçó÷åííîãî íàìè ðàíåå (Ïîäëèïàåâà è äð.,
2006).

1020 Þ. È. Ïîäëèïàåâà, À. Â. Ãóäêîâ

Ò à á ë è ö à 1

Âèäû è øòàììû ñâîáîäíîæèâóùèõ ëîáîçíûõ àìåá, èñïîëüçîâàííûå â ðàáîòå

Âèäû è øòàììû Ïðîèñõîæäåíèå è èñòîðèÿ øòàììà

Amoeba proteus Da Ïîñòóïèë â êîëëåêöèþ â 1970 ã. îò M. J. Ord (Ñàóòãýìïòîíñêèé óíèâåðñè-
òåò, Âåëèêîáðèòàíèÿ), âûäåëåí J. A. Dawson â Floral Park (Íüþ-Éîðê,
ÑØÀ) íå ïîçäíåå 1950 ã.

A. proteus B Ïîñòóïèë â êîëëåêöèþ â 1959 ã. îò M. Müller (Ìåäèöèíñêèé óíèâåðñèòåò,
Áóäàïåøò, Âåíãðèÿ), êóäà ïîïàë èç êîëëåêöèè øòàììîâ, ïîääåðæèâàå-
ìûõ â 1950-õ ãîäàõ â ëàáîðàòîðèè J. F. Danielli (Êîðîëåâñêèé êîëëåäæ,
Ëîíäîí)

A. proteus tD Ïîñòóïèë â êîëëåêöèþ â 1963 ã. èç Êîðîëåâñêîãî êîëëåäæà (Ëîíäîí), èñ-
õîäíî ðàññìàòðèâàëñÿ êàê ñàìîñòîÿòåëüíûé âèä A. discoides; ñèñòåìàòè-
÷åñêèé ñòàòóñ ñì.: Jeon, Lorch, 1973; Page, 1988

A. proteus tP Ïîñòóïèë â êîëëåêöèþ â 1975 ã. îò M. J. Ord (Ñàóòãýìïòîíñêèé óíèâåðñè-
òåò, Âåëèêîáðèòàíèÿ)

A. proteus Val Âûäåëåí â 1989 ã. èç îç. Ñèñúÿðâè (î-â Âàëààì, Êàðåëèÿ)

A. proteus Binucl Ïîñòóïèë â êîëëåêöèþ íå ïîçäíåå 1977 ã., ïðîèñõîæäåíèå øòàììà íåèçâå-
ñòíî

A. proteus Lesch Ïîñòóïèë â êîëëåêöèþ íå ïîçäíåå 1977 ã. êàê ñàìîñòîÿòåëüíûé âèä A. les-
cherae, ïðîèñõîæäåíèå øòàììà íåèçâåñòíî; ñèñòåìàòè÷åñêèé ñòàòóñ
ñì.: Page, 1988; Ñîïèíà, 2000

A. proteus Kan Âûäåëåí â 1989 ã. èç îç. Êàíåâñêîå (î-â Âàëààì, Êàðåëèÿ)

A. proteus Neapol Âûäåëåí â 2005 ã. â îêð. Íåàïîëÿ (Èòàëèÿ), ðåêëîíèðîâàí, ýëåêòðîííî-
ìèêðîñêîïè÷åñêàÿ èäåíòèôèêàöèÿ íå ïðîâîäèëàñü

A. proteus Obsc Ïðîèñõîæäåíèå øòàììà íåèçâåñòíî

A. amazonas Amaz Ïîñòóïèë â êîëëåêöèþ îò D. M. Prescott â 1969 ã. êàê øòàìì A. proteus, âû-
äåëåí D. M. Prescott èç ð. Àìàçîíêè (Áðàçèëèÿ); ñèñòåìàòè÷åñêèé ñòàòóñ
ñì.: Friz, 1992

A. indica Ind Ïîñòóïèë â êîëëåêöèþ îò F. C. Page â 1985 ã. (Êåìáðèäæñêàÿ êîëëåêöèÿ
âîäîðîñëåé è ïðîñòåéøèõ (CCAP), Êåìáðèäæ, Âåëèêîáðèòàíèÿ), âûäå-
ëåí èç âîäîåìà â ã. Áîìáåå (Èíäèÿ) â 1971 ã.; ñèñòåìàòè÷åñêèé ñòàòóñ:
èñõîäíî ôèãóðèðóåò êàê ñàìîñòîÿòåëüíûé âèä, îäíàêî íåîáõîäèìîå
ôîðìàëüíîå îïèñàíèå âèäà îòñóòñòâóåò (ñì.: Page, 1988; Friz, 1992;
Ñîïèíà, 2000)

A. borokensis Bor Âûäåëåí â 1974 ã. èç ïðóäà â ïîñ. Áîðîê (ßðîñëàâñêàÿ îáë., Ðîññèÿ) êàê
øòàìì A. proteus; ñèñòåìàòè÷åñêèé ñòàòóñ ñì.: Kalinina et al., 1986

Amoeba sp. Belomor Âûäåëåí â 1986 ã. èç ïðåñíîâîäíîãî îçåðà íà î-âå Ñðåäíèé (×óïèíñêàÿ
ãóáà Êàíäàëàêøñêîãî çàë., Áåëîå ìîðå); øòàìì îòëè÷àåòñÿ îò âñåõ
èçâåñòíûõ âèäîâ ðîäà Amoeba (ñì.: Friz, 1992; Ñîïèíà, 2000), îäíàêî
ôîðìàëüíàÿ ñèñòåìàòè÷åñêàÿ èäåíòèôèêàöèÿ íå ïðîâîäèëàñü

Trichamoeba sp. As102 Âûäåëåí â 1971 ã. èç íåáîëüøîé ðåêè â Àçåðáàéäæàíå êàê øòàìì A. pro-
teus, çíà÷èòåëüíî îòëè÷àåòñÿ îò ýòîãî âèäà (Ñîïèíà, 2000); ïðåäïîëî-
æèòåëüíî îòíîñèòñÿ ê ñàìîñòîÿòåëüíîìó âèäó ðîäà Trichamoeba (Iva-
nova et al., 2004), ôîðìàëüíî ñèñòåìàòè÷åñêèé ñòàòóñ îñòàåòñÿ íåîïðå-
äåëåííûì



Ýêñïåðèìåíòàëüíûå êóëüòóðû êëåòîê øòàììà Am61
ïîäâåðãàëè íàãðåâó ïðè 40 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷ (òåïëîâîé
øîê) èëè îõëàæäåíèþ ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷ (õîëîäîâîé
øîê). Ñðàçó ïîñëå ýòîãî êëåòêè ñî ñðåäîé ñîáèðàëè â ïðî-
áèðêè îáúåìîì 2 ìë è öåíòðèôóãèðîâàëè 5 ìèí ïðè
12 000 îá/ìèí. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ îñàæäåííûå
êëåòêè õðàíèëè íåêîòîðîå âðåìÿ â õîëîäèëüíèêå ïðè
–20 °Ñ. Ïåðåä îïûòîì êëåòêè ðàçðóøàëè óëüòðàçâóêîì
(ÓÇÄÍ-1), ãîìîãåíàò ïîäâåðãàëè öåíòðèôóãèðîâàíèþ ïðè
13 000 îá/ìèí â òå÷åíèå 20 ìèí. Äàëåå ñóïåðíàòàíò îòäå-
ëÿëè îò îñàäêà, â ñóïåðíàòàíòå îïðåäåëÿëè ñîäåðæàíèå
áåëêà ïî ìåòîäó Ëîóðè (Lowry et al., 1951) è ãîòîâèëè
ïðîáû äëÿ SDS-ýëåêòðîôîðåçà. Òàêèì æå îáðàçîì ãîòîâè-
ëè ìàòåðèàë äëÿ ïðîâåäåíèÿ ýëåêòðîôîðåçà èç êëåòîê àì-
ôèçîéíûõ àêàíòàìåá, íå ïîäâåðãàâøèõñÿ øîêîâûì âîç-
äåéñòâèÿì. Ïîäãîòîâêó îáðàçöîâ êëåòîê ëîáîçíûõ àìåá
ðàçëè÷íûõ øòàììîâ ïðîèçâîäèëè ïî îïèñàííîé ðàíåå ìå-
òîäèêå (Podlipaeva, 2001).

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ýëåêòðîôîðåçíûõ ïðîá ïîñëå öåí-
òðèôóãèðîâàíèÿ ãîìîãåíàòîâ îäíîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ
òðè ÷àñòè ñóïåðíàòàíòà ñìåøèâàëè ñ îäíîé ÷àñòüþ
4-êðàòíîãî áóôåðà Ëýììëè (1 % SDS, 5 % b-ìåðêàïòîýòà-
íîëà è 10 % ãëèöåðèíà). Ïðîáó ïåðåìåøèâàëè, èíêóáèðî-
âàëè íà âîäÿíîé áàíå ïðè 100 °Ñ â òå÷åíèå 3—4 ìèí. Àíà-
ëèç áåëêîâîãî ñîñòàâà ïðîá ïðîâîäèëè ìåòîäîì
SDS-ýëåêòðîôîðåçà â 10%-íîì ÏÀÀÃ â òðèñ-ãëèöèíîâîé
ñèñòåìå (Laemmli, 1970). Ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè â ïëàñ-
òèíå ãåëÿ ðàçìåðàìè 120�90�0.8 ìì ñíà÷àëà 1—1.5 ÷
ïðè ñèëå òîêà 10—12 ìA, à ïîòîì 2—2.5 ÷ ïðè
20—25 ìA. Ñðàçó ïîñëå îêîí÷àíèÿ ýëåêòðîôîðåçà ïðîâî-
äèëè ýëåêòðîáëîòèíã (Towbin et al., 1979) â òå÷åíèå íî÷è
ïðè íàïðÿæåíèè 6Â. Hsp âûÿâëÿëè ïîñëå îáðàáîòêè íè-
òðîöåëëþëîçû ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè SPA 822
ïðîòèâ Hsp70 ìûøè (Stressgen technologies, Êàíàäà), ñïå-
öèôè÷íûìè êàê ê êîíñòèòóòèâíîé, òàê è ê èíäóöèáåëüíîé
ôîðìå áåëêà ñåìåéñòâà 70 êÄà. Çîíû ñâÿçûâàíèÿ áåëêîâ ñ
àíòè-Hsp70-àíòèòåëàìè îêðàøèâàëè íà íèòðîöåëëþëîçå
ïðè ïîìîùè âòîðûõ áèîòèíèðîâàííûõ àíòèòåë, êîíúþãè-
ðîâàííûõ ñî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé (Sigma Chemical Com-
pany, ÑØÀ) â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé ðå-
àêöèè. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ìîëåêóëÿðíîé ìàññû âûÿâëÿå-

ìûõ ïîëèïåïòèäîâ èñïîëüçîâàëè ìàðêåðû (14—220 êÄà)
High Range Rainbow Molecular Weight Markers (Amersham
Biosciences, Âåëèêîáðèòàíèÿ) è áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé
àëüáóìèí (66 êÄà).

Ðåçóëüòàòû

Ë î á î ç í û å ï ð å ñ í î â î ä í û å à ì å á û. Ó ïîäàâëÿ-
þùåãî áîëüøèíñòâà ïðåäñòàâèòåëåé ýòîé ãðóïïû ïðî-
ñòåéøèõ îáíàðóæåí êîíñòèòóòèâíûé Hsp70, êîòîðûé âû-
ÿâëÿåòñÿ íà áëîòàõ ïðè äîâîëüíî íèçêèõ íàãðóçêàõ —
5—7 (ðèñ. 1, a, á, ã) è 11—12 (ðèñ. 1, â) ìêã îáùåãî áåëêà
íà ñòàðòîâûé ãåëü. Âñå èññëåäîâàííûå øòàììû âèäà Amo-
eba proteus è àìåáû áëèçêèõ âèäîâ — A. amazonas, A. indi-
ca è A. borokensis — ìàëî îòëè÷àþòñÿ äðóã îò äðóãà ïî
óðîâíþ ñîäåðæàíèÿ Hsp70 è ïî ïîëîæåíèþ îêðàøåííîé
çîíû íà áëîòàõ, êîòîðàÿ ïðèìåðíî ñîîòâåòñòâóåò ïîëè-
ïåïòèäó ñ ìîë. ìàññîé 70—72 êÄà. Ëèøü ñàìûé ìîëîäîé
øòàìì êîëëåêöèè (Neapol, âûäåëåí èç ïðèðîäû â 2005 ã.)
äåìîíñòðèðóåò íåñêîëüêî áîëåå íèçêèé óðîâåíü ñîäåðæà-
íèÿ áåëêà (ðèñ. 1, á). Â òî æå âðåìÿ, ÷òîáû äîáèòüñÿ õîòü
ñêîëüêî-íèáóäü çàìåòíîãî îêðàøèâàíèÿ çîíû 70 êÄà äëÿ
êëåòîê àìåá øòàììà Belomor, ïðèøëîñü óâåëè÷èòü íà-
ãðóçêó îáùåãî áåëêà íà ñòàðòîâûé ãåëü ñíà÷àëà äî 12
(ðèñ. 1, â), à çàòåì äî 15 (ðèñ. 1, ã) ìêã. Ïðè ýòîì âûÿâëÿå-

Áåëêè òåïëîâîãî øîêà ñåìåéñòâà 70 êÄà â êëåòêàõ àìåáîèäíûõ îðãàíèçìîâ 1021

Ò à á ë è ö à 2

Àìôèçîéíûå øòàììû Acanthamoeba,
èñïîëüçîâàííûå â ðàáîòå

Øòàììû Ìåñòî è äàòà âûäåëåíèÿ Îðãàíèçì-õîçÿèí, îðãàí

4465 Ð. Âëòàâà, Þæíàÿ ×å-
õèÿ, 1990

Îêóíü Perca fluviatilis,
ìîçã

4337 Ð. Ìàëüøå, Þæíàÿ ×å-
õèÿ, 1990

Ãîëàâëü Leuciscus ce-
phalus, ìîçã

3668 Ð. Ñêàëèöå, Öåíòðàëü-
íàÿ ×åõèÿ, 1990

Ñîì Silurus glanus, ñå-
ëåçåíêà

4690 ×åøñêàÿ Ðåñïóáëèêà,
1991

Ïëîòâà Rutilis rutilis,
ìîçã

4774 Òî æå Ùóêà Exox lucius, ïî÷êè

4628 » » Îêóíü Perca fluviatilis,
ìîçã

P121 Ïåðó, 2004 Ñîìèê Calophysus mac-
ropterus, æàáðû

P128 Òî æå Ñîìèê Amblydaras han-
cockii, æàáðû

Ðèñ. 1. Áåëîê òåïëîâîãî øîêà ñåìåéñòâà 70 êÄà (Hsp70) â èí-
òàêòíûõ êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ øòàììîâ ëîáîçíûõ ïðåñíîâîäíûõ

àìåá.

à — äîðîæêè: 1 — Amoeba proteus øòàìì B, 2 — A. proteus øòàìì Val,
3 — A. proteus øòàìì Da, 4 — A. amazonas øòàìì Amaz, 5 — A. indica
øòàìì Ind, 6 — Amoeba sp. øòàìì Belomor (íà êàæäîé äîðîæêå ñòàðòî-
âîãî ãåëÿ 5—7 ìêã áåëêà). á — äîðîæêè: 1 — A. proteus øòàìì Val, 2 —
A. proteus øòàìì tP, 3 — A. proteus øòàìì Neapol, 4 — A. proteus øòàìì
Obsc, 5 — A. proteus øòàìì Lesch, 6 — A. proteus øòàìì Binucl (íà êàæ-
äîé äîðîæêå ñòàðòîâîãî ãåëÿ 7 ìêã áåëêà). â — äîðîæêè: 1 — A. proteus
øòàìì Da, 2 — A. proteus øòàìì Kan, 3 — A. proteus øòàìì tD, 4 — Amo-
eba sp. øòàìì Belomor, 5 — A. borokensis øòàìì Bor, 6 — Trichamoe-
ba sp. øòàìì As102 (íà êàæäîé äîðîæêå ñòàðòîâîãî ãåëÿ 11—13 ìêã áåë-
êà). ã — äîðîæêè: 1 — A. proteus øòàìì Da, 2 — A. proteus øòàìì B, 3,
4 — Amoeba sp. øòàìì Belomor, 5 — Trichamoeba sp. øòàìì As102 (íà

äîðîæêàõ 1—3, 5—7 ìêã, íà äîðîæêå 4 — 15 ìêã áåëêà).



ìàÿ ñëàáî îêðàøåííàÿ çîíà çàíèìàåò íà áëîòå ÷óòü áîëåå
íèçêóþ ïîçèöèþ, ÷åì ó îñòàëüíûõ èçó÷åííûõ øòàììîâ
ðîäà Amoeba. Íàêîíåö, ó àìåá øòàììà AS102 íàì âîîáùå
íå óäàëîñü âûÿâèòü çîíó, ñîîòâåòñòâóþùóþ 70 êÄà. Îä-
íàêî ìû ïîêà çàòðóäíÿåìñÿ ñêàçàòü, ñâÿçàíî ýòî ñ íåäî-
ñòàòî÷íîé íàãðóçêîé áåëêà íà ñòàðòîâûé ãåëü èëè îòñóò-
ñòâèå ýòîãî áåëêà ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðíîé îñîáåííîñòüþ
äàííîãî øòàììà, ó êîòîðîãî îíè ïðåäïîëîæèòåëüíî ïðåä-
ñòàâëåíû òîëüêî òÿæåëûìè èçîôîðìàìè áåëêà ñ ìîë. ìàñ-
ñîé îêîëî 97 êÄà.

À ì ô è ç î é í û å à ê à í ò à ì å á û. Çàìåòíîå ñîäåðæà-
íèå Hsp70 óäàëîñü âûÿâèòü òîëüêî ó 2 øòàììîâ — 4465 è
4628 — èç 8 èññëåäîâàííûõ øòàììîâ àìôèçîéíûõ Acant-
hamoeba spp. Ïðàâäà, ó øòàììà 4465 Hsp70 áûë âûÿâëåí
ëèøü ïðè óâåëè÷åíèè íàãðóçêè îáùåãî áåëêà íà ñòàðòî-
âûé ãåëü äî 40 ìêã (ðèñ. 2, a, äîðîæêè 3, 4, ðèñ. 2, á, äî-
ðîæêà 1). Ó øòàììà 4628 êîíñòèòóòèâíûé Hsp70 áûë îá-
íàðóæåí ïðè íàíåñåíèè íà ñòàðòîâûé ãåëü ìåíåå 20 ìêã
áåëêà (ðèñ. 3, á, äîðîæêà 3). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ó îáî-
èõ ýòèõ øòàììîâ ïîçèöèÿ îêðàøåííîé çîíû íà áëîòàõ ñî-
îòâåòñòâóåò òàêîâîé Hsp70 øòàììîâ ëîáîçíûõ àìåá ðîäà
Amoeba. Â êëåòêàõ àìôèçîéíûõ àêàíòàìåá øòàììîâ 4690,
3668 è Ð128 ïðè íàãðóçêå îáùåãî áåëêà íà ñòàðòîâûé ãåëü
äî 30—35 ìêã, à ó øòàììîâ 4337, 4774 è Ð121 ïðè íàãðóç-
êå áåëêà äî 20—25 ìêã Hsp70 íå âûÿâëÿåòñÿ (ðèñ. 2, a, äî-

ðîæêà 2; 3, a, äîðîæêè 1—4; 3, á, äîðîæêè 1, 2, 4). Èç-çà
îãðàíè÷åííîãî êîëè÷åñòâà ìàòåðèàëà, êîòîðûì ìû ðàñïî-
ëàãàëè íà äàííîì ýòàïå èññëåäîâàíèÿ, íàì íå óäàëîñü
ïðîâåñòè îïûòû ñ äàëüíåéøèì óâåëè÷åíèåì íàãðóçêè
áåëêà íà ñòàðòîâûé ãåëü.

Ò ó í ä ð î â û å à ê à í ò à ì å á û. Èìåâøèéñÿ â íàøåì
ðàñïîðÿæåíèè øòàìì ñâîáîäíîæèâóùèõ òóíäðîâûõ àêàí-
òàìåá Am61 õàðàêòåðèçóåòñÿ âûñîêèì óðîâíåì ñîäåðæà-
íèÿ êîíñòèòóòèâíîãî Hsp70 — ñîîòâåòñòâóþùàÿ îêðà-
øåííàÿ çîíà íà áëîòå âûÿâëÿåòñÿ óæå ïðè íàãðóçêå
10—12 ìêã áåëêà íà ñòàðòîâûé ãåëü (ðèñ. 4, äîðîæêà 1).

Àêàíòàìåáû ýòîãî øòàììà áûëè ïîäâåðãíóòû òåïëî-
âîìó è õîëîäîâîìó øîêàì ïðè 40 è 4 °Ñ ñîîòâåòñòâåííî.
Â îáîèõ ñëó÷àÿõ íàáëþäàåòñÿ íåêîòîðûé ðàñõîä Hsp70,
áîëåå çàìåòíûé ïîñëå ïðîâåäåíèÿ õîëîäîâîãî øîêà
(ðèñ. 4, äîðîæêè 1—3). Ïîçèöèÿ îêðàøåííîé çîíû íà
áëîòå îêàçûâàåòñÿ íåñêîëüêî íèæå ìàðêåðà ìîë. ìàññû
66 êÄà.

Îáñóæäåíèå

Áîëüøèíñòâî øòàììîâ ïðåñíîâîäíûõ ëîáîçíûõ àìåá
èç êîëëåêöèè Ëàáîðàòîðèè öèòîëîãèè îäíîêëåòî÷íûõ îð-
ãàíèçìîâ ÈÍÖ ÐÀÍ õàðàêòåðèçóåòñÿ äîâîëüíî âûñîêèì
ñîäåðæàíèåì Hsp70 â óñëîâèÿõ îòñóòñòâèÿ ñòðåññà. Ïðè
íàíåñåíèè íà ñòàðòîâûé ãåëü 5—7 ìêã áåëêà øòàììîâ B,
Val, Da, Amaz è Ind (ðèñ. 1, a), tÐ, Obsc, Lesch, Binucl è
Neapol (ðèñ. 1, á) è 11—13 ìêã áåëêà øòàììîâ Kan, tD è
Bor (ðèñ. 1, â) íà áëîòàõ âî âñåõ ñëó÷àÿõ âûÿâëÿëàñü îêðà-
øåííàÿ çîíà, ñîîòâåòñòâóþùàÿ ìîë. ìàññå îêîëî 70 êÄà.
Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîãî àíàëèçà íàì íå óäàëîñü âûÿ-
âèòü êîððåëÿöèþ ìåæäó óðîâíåì ñîäåðæàíèÿ êîíñòèòó-
òèâíîãî Hsp70 è êàêèìè-ëèáî èíäèâèäóàëüíûìè õàðàêòå-
ðèñòèêàìè ïåðå÷èñëåííûõ âûøå øòàììîâ àìåá — íè ñ
ãåîãðàôè÷åñêèì ïîëîæåíèåì è òåìïåðàòóðíûìè óñëîâèÿ-
ìè ìåñòà ïðèðîäíîé èçîëÿöèè øòàììà, íè ñ âîçðàñòîì
øòàììà (â äàííîì ñëó÷àå — âðåìåíåì êóëüòèâèðîâàíèÿ
øòàììà â ëàáîðàòîðèè). Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî âñå ýòè
øòàììû ïðèíàäëåæàò ëèáî ê âèäó Amoeba proteus, ëèáî ê
áëèçêèì ê íåìó âèäàì ýòîãî ðîäà — A. amazonas, A. indica
è A. borokensis. Âåñüìà ñóùåñòâåííî îòëè÷àþòñÿ îò ýòîé
ãðóïïû øòàììû Belomor è As102. Ðàíåå ïî ðåçóëüòàòàì
àíàëèçà èçîçèìíûõ ñïåêòðîâ íåêîòîðûõ ôåðìåíòîâ êëå-
òîê øòàììà Belomor óæå âûñêàçûâàëîñü ñîìíåíèå â ïðè-
íàäëåæíîñòè àìåá ýòîãî øòàììà ê ðîäó Amoeba (Friz,
1992; Ñîïèíà, 1999, 2000). ×òî êàñàåòñÿ øòàììà As102, òî
åãî ïðèíàäëåæíîñòü ê ïðåäñòàâèòåëÿì ðîäà Amoeba òàêæå
íåîäíîêðàòíî ïîäâåðãàëàñü ñîìíåíèþ, ïðè÷åì íà îñíîâà-
íèè èçó÷åíèÿ êàê èçîçèìíûõ ñïåêòðîâ íåêîòîðûõ ôåð-
ìåíòîâ (Ñîïèíà, 2000), òàê è óëüòðàñòðóêòóðû êëåòîê ýòî-
ãî øòàììà (Ivanova et al., 2004). Èìåþùèåñÿ äàííûå ãîâî-
ðÿò â ïîëüçó ïðèíàäëåæíîñòè àìåá øòàììà As102 ê
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Ðèñ. 2. Áåëîê Hsp70 â èíòàêòíûõ êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ øòàììîâ
àìôèçîéíûõ àêàíòàìåá è èñêîïàåìîãî øòàììà Am8.

à — äîðîæêè: 1 — øòàìì Am8, 2 — øòàìì 4337, 3—4 — øòàìì 4465 (íà
äîðîæêàõ 1—3 20 ìêã ñòàðòîâîãî ãåëÿ, íà äîðîæêå 4 30 ìêã áåëêà). á —
äîðîæêè: 1 — øòàìì 4465, 2 — øòàìì Am8 (íà äîðîæêå 1 40 ìêã ñòàðòî-

âîãî ãåëÿ, íà äîðîæêå 2 20 ìêã áåëêà).

Ðèñ. 3. Áåëîê Hsp70 â èíòàêòíûõ êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ øòàììîâ
àìôèçîéíûõ àêàíòàìåá.

à — äîðîæêè: 1 — øòàìì 4690, 2 — øòàìì P121, 3 — øòàìì P128, 4 —
øòàìì 4774, 5 — øòàìì 4628 (íà êàæäîé äîðîæêå ñòàðòîâîãî ãåëÿ
30—35 ìêã áåëêà). á — äîðîæêè: 1 — øòàìì 3668, 2 — øòàìì P128, 3 —
øòàìì, 4 — øòàìì 4774 (íà äîðîæêàõ 1 è 2 35 ìêã ñòàðòîâîãî ãåëÿ, íà

äîðîæêå 3 15 ìêã áåëêà, íà äîðîæêå 4 25 ìêã áåëêà).

Ðèñ. 4. Áåëîê Hsp70 â èíòàêòíûõ êëåòêàõ ñâîáîäíîæèâóùèõ
òóíäðîâûõ àêàíòàìåá øòàììà Am61 â êëåòêàõ ýòîãî æå øòàì-

ìà ïîñëå òåïëîâîãî (2) èëè õîëîäîâîãî (3) øîêà.

Äîðîæêè: 1 — èíòàêòíûå êëåòêè (êîíòðîëü); 2, 3 — àêàíòàìåáû ñðàçó ïî-
ñëå òåïëîâîãî (40 °Ñ, 1 ÷) èëè õîëîäîâîãî (4 °Ñ, 1 ÷) øîêà ñîîòâåòñòâåí-

íî; íà êàæäîé äîðîæêå ñòàðòîâîãî ãåëÿ 10—12 ìêã áåëêà).



íîâîìó âèäó ðîäà Trichamoeba. Óðîâåíü ñîäåðæàíèÿ êîí-
ñòèòóòèâíîãî Hsp70 â êëåòêàõ øòàììà As102 î÷åíü íåâû-
ñîê, à îñîáåííîñòè ðàñïðåäåëåíèÿ åãî ðàçëè÷íûõ èçîôîðì
ïîäëåæàò äàëüíåéøåìó èçó÷åíèþ. Â çàêëþ÷åíèå ýòîãî
ðàçäåëà ñëåäóåò äîáàâèòü, ÷òî, íåñìîòðÿ íà îáùèå äëÿ
âñåõ øòàììîâ êîëëåêöèè ïðåñíîâîäíûõ ëîáîçíûõ àìåá
óñëîâèÿ ñîäåðæàíèÿ è êîðìëåíèÿ, èìåííî øòàììû Belo-
mor è As102 íàèáîëåå íåóñòîé÷èâû ïðè êóëüòèâèðîâà-
íèè, ïîñòîÿííî òðåáóþò ïîâûøåííîãî âíèìàíèÿ, áîëåå
÷àñòîé ïåðåñàäêè è ñìåíû ñðåäû. Âîçìîæíî, â êàêîé-òî
ñòåïåíè ýòî îòðàæàåò ñâÿçü óðîâíÿ ñîäåðæàíèÿ êîíñòèòó-
òèâíîãî Hsp70 â êëåòêàõ ïðåñíîâîäíûõ ëîáîçíûõ àìåá è
èõ àäàïòèâíûõ âîçìîæíîñòåé.

Âûÿâëåííûå íàìè ðàçëè÷èÿ â ñîäåðæàíèè êîíñòèòó-
òèâíîãî Hsp ñåìåéñòâà 70 êÄà â êëåòêàõ àìôèçîéíûõ àêàí-
òàìåá, âîçìîæíî, â êàêîé-òî ñòåïåíè êîððåëèðóþò ñî ñòå-
ïåíüþ èõ ïàòîãåííîñòè äëÿ îðãàíèçìà-õîçÿèíà (â äàííîì
ñëó÷àå — ðûá), êàê ýòî ïðåäïîëàãàåòñÿ äëÿ ïàðàçèòè÷åñêèõ
âèäîâ àêàíòàìåá (P*erez-Serrano et al., 2000), îäíàêî ýòîò âî-
ïðîñ òðåáóåò ïðîâåäåíèÿ ñïåöèàëüíûõ èññëåäîâàíèé.

Ó ñîâðåìåííûõ ñâîáîäíîæèâóùèõ àêàíòàìåá, èçîëè-
ðîâàííûõ èç òóíäðîâîé ïî÷âû (øòàìì Am61), Hsp, âûÿâ-
ëåííûå àíòè-Hsp70-àíòèòåëàìè, ðàñïîëàãàþòñÿ íà áëîòå
íèæå ìàðêåðà 66 êÄà, ÷òî îòëè÷àåò èõ îò ïðåñíîâîäíûõ
àìåá ãðóïïû «proteus» è îò àìôèçîéíûõ àêàíòàìåá øòàì-
ìîâ 4465 è 4628, ó êîòîðûõ Hsp èìååò ìîë. ìàññó îêîëî
70 êÄà. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî è ó èñêîïàåìûõ
òóíäðîâûõ àêàíòàìåá (øòàìì Am8) ñîîòâåòñòâóþùàÿ
çîíà òàêæå ðàñïîëàãàëàñü íà áëîòå â ïîçèöèè íèæå 66 êÄà
(Ïîäëèïàåâà è äð., 2006). Êàê èñêîïàåìûå àêàíòàìåáû
øòàììà Am8, òàê è ñîâðåìåííûå àêàíòàìåáû øòàììà
Am61 õàðàêòåðèçóþòñÿ îòñóòñòâèåì òèïè÷íîãî HSR (heat
shock response), ò. å. «êëàññè÷åñêîé» èíäóêöèè Hsp70 â
îòâåò íà øîêîâîå âîçäåéñòâèå. Ó îáîèõ øòàììîâ — èñêî-
ïàåìîãî (Ïîäëèïàåâà è äð., 2006) è ñîâðåìåííîãî (ðèñ. 4,
äîðîæêè 1—3) — ìû íàáëþäàåì ðàñõîä Hsp70 ïîñëå òåï-
ëîâîãî è õîëîäîâîãî øîêîâ. Îòñóòñòâèå HSR ìîæåò áûòü
ñâÿçàíî ñ âûñîêèì êîíñòèòóòèâíûì óðîâíåì Hsp70 â
êëåòêå, êàê ýòî èìååò ìåñòî ó íåêîòîðûõ àíòàðêòè÷åñêèõ
ðûá (Place, Hoffman, 2005). Çàðîäûøàì è ëè÷èíêàì «æè-
âûõ èñêîïàåìûõ» — ìå÷åõâîñòîâ — òàêæå ñâîéñòâåí âû-
ñîêèé óðîâåíü Hsp70 â íåñòðåññîâûõ óñëîâèÿõ, êîòîðûé,
ïî-âèäèìîìó, îáóñëîâëèâàåò àäàïòàöèþ ìå÷åõâîñòîâ ê
ñóùåñòâåííûì òåìïåðàòóðíûì êîëåáàíèÿì, õàðàêòåðíûì
äëÿ èõ ìåñòîîáèòàíèÿ; îòìå÷åíî òàêæå îòñóòñòâèå ó íèõ
òèïè÷íîãî îòâåòà íà ñòðåññîâûå òåìïåðàòóðíûå âîçäåéñò-
âèÿ (Botton et al., 2006).

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå íå ñîãëàñóþòñÿ ñ óïîìÿíó-
òûì ðàíåå «ïðàâèëîì» î íàëè÷èè ïîëîæèòåëüíîé êîððå-
ëÿöèè ìåæäó òåìïåðàòóðíûìè óñëîâèÿìè îáèòàíèÿ ýêòî-
òåðìíûõ æèâîòíûõ è êîíñòèòóòèâíûì óðîâíåì ñîäåðæà-
íèÿ Hsp70 â èõ êëåòêàõ (Ulmasov et al., 1992). Ïî íàøåìó
ìíåíèþ, êîíñòèòóòèâíûé óðîâåíü Hsp70 â êëåòêàõ òåì
âûøå, ÷åì â áîëåå ýêñòðåìàëüíûõ óñëîâèÿõ â ïðèðîäå
îáèòàåò îðãàíèçì. Âèäèìî, ñëåäóåò ðàññìàòðèâàòü íå
òîëüêî ýêñòðåìàëüíî âûñîêèå òåìïåðàòóðû, êàê ó ïóñòûí-
íûõ ÿùåðèö (Ulmasov et al., 1992), íî è ýêñòðåìàëüíî íèç-
êèå, êàê íàïðèìåð ó àíòàðêòè÷åñêèõ ãëóáîêîâîäíûõ íîòî-
òåíèåâûõ ðûá (Place, Hoffman, 2005) èëè òóíäðîâûõ àêàí-
òàìåá.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü ïðîô. Iva Dykov *a
(Institute of Parasitology, Czech Republic Academy of Sci-
ences) çà ïðåäîñòàâëåíèå êóëüòóð àìôèçîéíûõ àêàí-
òàìåá.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
08-04-01003).
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HEAT SHOCK PROTEINS OF 70 KDA FAMILY IN THE CELLS OF FREE LIVING
AND AMPHIZOIC AMOEBOID ORGANISMS
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The content of constitutive from of 70 kDa family heat shock pritein (Hsp70) was determined by the met-
hod of immunoblotting. 9 strains of representatives of the genus Acanthamoeba including 8 amphizoic (faculta-
tive parasitic) strains and one free-living (isolated from upper horizons of Arctic soils) were studied. We also
examined 15 strains of free-living freshwater amoebae of various geographic origin, age and species. 14 of them
belonging to the genus Amoeba and one to the genus Trichamoeba. The presence of Hsp70 was demonstrated in
the cells of all 25 freshwater amoeba strains, whereas it was shown only for 2 of amphizoic acanthamoebae stra-
ins. In all these cases, the position of zone at the blot, revealed by monoclonal anti-HSP70 antibodies, corres-
ponded to polypeptide with molecular mass about 70 kDa. We also found rather high level of constitutive Hsp70
in the cells of contemporary free-living tundra soil representative. However, in this case, the stained zone occu-
pied the position corresponding to MW about 60 kDa which was just the same as earlier obtained for the ancient
tundra acanthamoebae strain from permafrost.

K e y w o r d s: heat shock proteins, HSP70, amphizoic acanthamoebae, large fresh-water amoebae, Acant-
hamoeba, Amoeba.
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