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1.0бщая характеристика работы 
Среди многочисленных абиотических факторов внешней среды, 

оказываюии1х влияние на жизнедеятельность организмов, одним из 
важнейших является температура. Проблема приспособления орга
низмов к изменяющимся температурным условиям среды важна как 
с практической (например, акклиматизация животных и растений к 
новым местам обитания), так и с теоретической (например, эколо
гия отдельных видов и их адаптивная радиация в процессе эволю
ции) точек зрения. Адаптация животных и растений к температур
ным условия.м внешней среды осуществляется на разных уровнях 
организации - популяциониом, организменном, тканевом, клеточ
ном и молекулярном. 

Термином «адаптация» принято обозначать любые свойства и 
признаки организма, обеспечивающие его жизнеспособность 
(Hochachka, 1998). Важнейшим элементом адаптационного процес
са является аккли.мация, которая представляет собой компенсатор
ное изменение, возникающее в организме в ответ на длительное от
клонение какого-либо фактора внешней среды от первоначального 
уровня, или «....фенотипическнй сдвиг, происходящий в лаборатор
ных условиях в ответ на экспериментальное варьирование какого-
либо одного параметра среды» (Проссер, 1977, стр. 19). Иногда акк-
лимация может выглядеть инадаптивной, что, скорее всего, свиде
тельствует о незавершенности процесса (Прехт, 1964), который в сво
ем завершенном виде всегда адаптивен (Хлебович, 1981). 

При характеристике результатов воздействия той или иной тем
пературы па изучаемый организм большое значение имеет опреде
ление диапазона температурной толерантности данного организма 
(ДТ) и его температурного оптимума (Sopina, 1976; Александров, 
1985; Сопина, 1986). Механизмы компенсаторных реакций организ
мов на воздействия субоптимальной температуры, находящейся в 
пределах ДТ, и стрессовой температуры (сублетальной или леталь
ной) различны. В случае реакции на стрессовые температурные воз
действия значительная роль отводится синтезу белков теплового 
шока. 

В процессе интенсивного изучения повреждающего действия су
боптимальной температуры на организмы, клетки и их компоненты 
было сформировано понятие «теплоустойчивость», ставшее неотъем
лемым элементом экспериментальных исследований и теоретических 
построений (см.: Ушаков, 1989). Под первичной теплоустойчивос
тью клеток или организмов подразумевается их устойчивость, опре-
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деляемая сразу после краткосрочного интенсивного нагрева (Алек
сандров, 1975). Уровень теплоустойчивости организмов и их клеток 
традиционно служил критерием адаптации к температурным усло
виям. Показано, что при смене температуры окружающей среды теп
лоустойчивость эктотермных организмов изменяется в широких пре
делах, а теплоустойчивость отдельных клеток такого организма пред
ставляет собой консервативный показатель и может служить цито-
физиологическим критерием того или иного вида животных или ра
стений (см.: Александров, 1985). 

У эктотермных организмов имеются многообразные биохимичес
кие приспособления, направленные на минимизацию повреждений, 
вызванных изменениями температуры. Среди биологических макро
молекул (белков, нуклеиновых кислот, липидов), являющихся «ми
шенями» повреждающего действия температуры, особое внимание 
традиционно уделялось белкам, а среди белков - ферментам. Это 
связано с тем, что именно ферментные системы обеспечивают необ
ходимую интенсивность мстаболиз.ма при различных температурах 
и, кроме того, их активность представляет собой удобный для реги
страции маркерный признак. В основе компенсации температурных 
влияний на обмен лежат количественный и качественный (Магек, 
1982;Хочачка,Сомеро, 1988;Ciardiello, 1997; Feller etal., 1997; Pierce, 
Crawford, 1997 ) способы регуляции работы ферментов, направлен
ные на коррекцию их активности и каталитической эффективности, 
в том числе путем конформационных изменений. Кроме того, в ка
честве показателя протекания адаптивных процессов принято исполь
зовать данные об изменении теплоустойчивости белков, в частно
сти, белков-ферментов (см.: Александров, 1975; Константинова, 1983). 

Простейшие представляют собой эктотер.мные одноклеточные 
организмы, сочетающие в себе свойства клеток и орга1П13мов. В от
личие от реакции на изменение температуры изолированных клеток 
многоклеточного организма реакции простейших более лабильны. 
Их теплоустойчивость при изменении температурного режима изме
няется: при повышении температуры культивирования она повыша
ется и, за некоторыми исключениями (Полянский и др., 1967), при 
пониженной температуре снижается (Полянский, 1957; Осипов, 1966; 
Сопина, 1968; Суханова, 1968, и др.). 

Актуальность проблемы. Количество сведений о биохимических 
способах температурной компенсации работы ферментных систем у 
простейших крайне невелико (Сопина, 1987,1991,1997). Активность 
и теплоустойчивость белков простейших так же, как и у многокле-
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точных организмов, исследовалась и в сравнительном плане - у пред
ставителей разных видов (популяции, клонов), и в процессе аккли-
мации простейших одного вида к разным температурам. Однако, в 
отличие от данных по многоклеточным организмам, сведения, каса
ющиеся простейших, крайне немногочисленны. 

Имеющиеся данные об активности и теплоустойчивости фермен
тов одноклеточных организмов свидетельствуют о наличии положи
тельной корреляции между теплоустойчивостью ферментов и тепло-
любивостью видов (Janovy, 1972) или внутривидовых группировок 
(Лозина-Лозинский, 1961; Сопнна, 1986). Однако каких-либо общих 
закономерностей в поведении теплоустойчивости ферментов при 
акклимации животных одного вида к различным температурам куль
тивирования выявить не удавалось (Серавии и др., 1965; Березина,. 
1970; Сопина, 1991). Не исключено, что поведение ферментов, раз
личных по своей первичной структуре, термолабильности, конфор-
мационным потенциям и другим свойствам, при смене температур
ного режима не подчиняется общей схеме. В связи с этим для выявле
ния роли изменений свойств ферментов при адаптации простейших 
к изменившимся температурным условиям актуальным было бы ис
следование влияния температуры на активность и теплоустойчивость 
ферментов возможно большего числа видов простейших для накоп
ления фактов в этой области. 

Свободноживущие пресноводные амебы, не имеющие в своем 
жизненном цикле полового процесса, представляют особый интерес 
для исследования нх приспособлений к температурному фактору, так 
как отсутствие полового процесса позволяет четко отделить моди-
фнкационные изменения, вызванные сменой температуры, от на
следственных вариаций. 

Цель и задачи исследования. Целью настоящей работы являлся ана
лиз модификационных изменений, происходящих на уровне актив
ности и теплоустойчивости некоторых ферментов при акклимации 
амеб Amoebaproteiis к различным температурам, лежащим в преде
лах диапазона температурной толерантности исследуемого штамма. 
Кроме того предполагалось оценить генотипнческие межштаммовые 
(внутривидовые) различия по указанным свойствам ферментов, со
храняющиеся в ряду многих поколений клеток. Для этого следовало 
определить активность и теплоустойчивость некоторых ферментов 
у амеб одного штамма, культивируемых при разных температурах, 
а также сравнить активность и теплоустойчивость этих ферментов у 
штаммов амеб, различающихся по температурным опти.мумам раз-
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множения. В связи с этим были поставлены следующие задачи: 
а) найти оптимальный вариант методики спектрофотометричес-

кого выявления и определения удельной активности термостабиль
ного (суммарные водорастворимые эстеразы) и термолабильного 
(глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа) ферментов у амеб; 

б) выяснить, являются ли активность фермента и его теплоустой
чивость (остаточная ферментативная активность после прогрева) 
штаммоспецнфичными признаками и определить, связаны ли эти 
показатели с температурным оптимумом размножения (теплолюби-
востью) штамма амеб; проследить изменения этих признаков в про
цессе культивирования амеб при различных температурах, входящих 
в диапазон температурной толерантности данного штамма; 

в) проверить, существует ли связь между активностью и теплоус
тойчивостью одного из ферментов амеб - глюкозо-6-фосфатдегид-
рогеназы и особенностями электрофоретического спектра этого фер
мента и теплоустойчивостью его отдельных электроморф при срав
нении двух штаммов амеб и при культивировании одного из штам
мов при различных температурах; 

г) попытаться выявить у амеб белки теплового шока и выяснить, 
влияет ли повышенная температура, превышающая верхнюю грани
цу диапазона температурной толерантности штамма, на уровень их 
содержания в клетке. 
Основные положения, выносимые на защиту. 

1 .Теплоустойчивость двух изученных ферментов у Amoebaprotciis, 
культивируемых при 25 °С, положительно коррелирует с тсплолю-
бивостью штамма амеб. Активность и теплоустойчивость фермен
тов могут служить у амеб штаммовой характеристикой. 

2. Акклимация амеб к повышенной температуре (28°С), лежащей 
на границе диапазона температурной толерантности исследованно
го штамма, не приводит к изменению активности и теплоустойчи
вости их Г6ФДГ. 

3. Акклимация амеб к относительно низкой температуре (10°С) не 
влияет на теплоустойчивость их суммарных водорастворимых эсте-
раз и приводит к повышению теплоустойчивости и активности их 
Г6ФДГ. Повышение активности этого фермента позволяет предпо
лагать активизацию пентозофосфатного пути усвоения глюкозы у 
амеб. 

Научная новизна работы. Впервые методом спектрофотометрии 
выявлена и измерена активность суммарных водорастворимых эсте-
раз у амеб вида Amoeba proteus, а также активность одного из фер-
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ментов пентозофосфатного (фосфоглюконатного) пути усвоения глю
козы-глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г6ФДГ). Разработана ком
плексная оценка теплоустойчивости Г6ФДГ, включающая в себя 
спектрофотометрическое определение остаточной ферментативной 
активности этого фермента и выявление его электрофоретического 
спектра после тестирующего прогрева. Используя ее, удалось оха
рактеризовать особенности терморезистептности Г6ФДГ и ее отдель
ных электрофоретических фракций у двух штаммов амеб, различаю
щихся по тегиюлюбивости (температурному оптимуму размножения), 
и продемонстрировать достоверное повьппенис удельной активнос
ти Г6ФДГ у амеб, акклимированных к пониженной температуре, 
входящей в диапазон температурной толерантности исследуемого 
штамма амеб. Методом иммуноблоттинга впервые у амеб Amoeba 
proteus выявлен конститутивно присутствующий белок теплового 
шока семейства HSP70 и установлены условия, при которых проис
ходит повышение уровня его содержания (индукция) в клетке. 

Теоретическое значение работы. Выявленные особенности пове
дения термостабильного и термолабильного ферментов у амеб 
Amoeba proteus, относящихся к штаммам с различными температур
ными оптимумами размножения, позволяют продолжить углублен-
ньнТ цитофизиологическип анализ биохимических изменений, сопро
вождающих температурные адптации у эктотсрмных организмов. 
Данные об отсутствии однонанравлишых изменений тсп.тоустойчи-
вости ферментов при изменении температуры культивирования амеб 
следует учитывать при анализе связи теплоустойчивости белков с 
теплоустойчивостью клеток простейших. 

Практическое значение работы. Разработанная методика спект-
рофотометрического выявления и измерения активности ГбФДГ в 
надосадочпой жидкости водорастворимых гомогенатов амеб вида 
Amoeba proteus и предложе1ШьиЧ на примере ГбФДГ амеб способ ана
лиза изменений свойств фермента, сочетающий количественную (ме
тодом спектрофотометрии) и качественную (методом нативного элек
трофореза) оценку его теплоустойчивости у амеб разных штаммов и 
амеб одного штамма, культивируемых при различных температурах, 
могут быть рекомендованы в лабораторной практике при проведе
нии цитофизиологических экспериментов. Полученные данные мо
гут быть использованы в курсах лекций по биологии клетки, зооло
гии беспозвоночных, гидробиологии и др. в высших учебных заве
дениях. 

Апробацияработьи Результаты работы доложены: в 1987 г. - па 
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IV съезде ВОПр в г. Ленинграде; в 1988 г. - на Конференции молодых 
специалистов Института цитологии АН СССР; в 1991 г. - на Всесо
юзном совещании «Клеточные механизмы адаптации» в г. Черниго
ве; в 1992 г. - на V съезде ВОПр в г. Витебске; в 1999 г. - на совмест
ном семинаре лаборатории цитологии одноклеточных организмов 
и лаборатории морфологии клетки ИНЦ РАН и заседании Санкт-
Петербургского отделения Российского общества протозоологов при 
РАН. По теме диссертации опубликовано 11 работ. 

. Объем и структура диссертации. Рабо! а изложена на 139 страни
цах машинописного текста и состоит из введения, 4 глав и выводов. 
Диссертация иллюстрирована 19 рисунками и включает 6 таблиц. 
Список цитированной литературы насчитывает 185 источников, в 
том числе 86 - на русском языке. 

2. Материалы и методы 
2.1.Шталшы амеб и их культивироваиие 

В работе использовали три штамма амеб вида Amoebaproteus из 
коллекции лаборатории цитологии одноклеточных организмов Ин
ститута цитологии РАН. Штамм В получен из Медицинского уни
верситета (Будапешт, Венгрия) в 1959 г. Штамм Petrozavod.sk выде
лен из небольшого пруда в окрестностях Петрозаводска (Карелия, 
Россия) в 1968 г. Штамм Da поступил в коллекцию из Саутгемптон-
ского университета (Саутгемптон, Великобритания) в 1970 г. Темпе
ратурный оптимум размножения амеб штамма В находится в диапа
зоне 25 - 28 °С (Сопина, 1976). Для амеб штамма Da оптимальной 
является температура 22 °С (Сопина, 1986); дня штамма Petrozavodsk 
температурный оптимум определен не был. 

Амеб культивировали по методу Прескотта и Кэрьера (Prescott, 
Carrier, 1964). Культуральную среду меняли 1 раз в сутки. Перед тем, 
как использовать клетки амеб для приготовления гомогената, амеб 
не кормили по крайней мере 72 ч. Амеб штамма В культивировали 
при температурах 10 и 25 °С; амеб штамма Da - при 10, 25 и 28 °С; 
штамма Petrozavodsk - при 10 и 25 °С. 
2.2. Получение гомогенатов амеб и определение активности фермен
тов 

Перед получением гомогената амеб тщательно отмывали от куль-
туральной среды путем их трехкратного центрифугирования при 1000 
- 1500 об./мин. Осажденные клетки гомогенизировали в стеклянном 
гомогенизаторе с тефлоновым пестиком. Для определения активно
сти водорастворимых эстераз в гомогенатах амеб полученный гомо-
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генат оставляли па ночь при 4 °С, а затем центрифугировали при 
33000 об./мин в течение 1 ч при 4 °С. При определении активности 
Г6ФДГ гомогенаты амеб сразу после их получения центрифугиро
вали при 12000 об./мин в течение 30 мин при 4 °С и в дальнейшем 
использовали суперпатант. Концентрацию белка в супернатанте оп
ределяли по методу Лоури (Lowry et al., 1951) 

Активность эстераз в гомогенатах амеб определяли по модифи
цированному методу Гомори (Gomori, 1952). К 0.2 мл супернатаита 
добавляли 2 мл субстратной смеси, в состав которой входили: Трис-
малеатный буфер, рН 7.0 -7.1,1 мг прочного синего РР и 0.4 мг (3-
нафтилацетата, предварительно растворенного в ацетоне для УФ-
мнкроскопии. Ферментативную реакцию проводили при 37 °С в те
чение 20 мин и останавливали добавлением 1 мл 2%-ного раствора 
додеци.тсульфата (лаурилсульфата) натрпя. Сразу же после этого ок
рашенные в вишневьп"! цвет пробы фотометрировали на фотоэлект
рическом колориметре с зеленым фильтром при длине волны 530 им; 
значения оптической плотности использовали для вычисления ак
тивности суммарных водорастворимых эстераз, которую выражали 
в условных единицах (у.е.) - микрограммах Р-нафтола, выделивше
гося в расчете на 1 мг белка за 20 мин при 37 °С. Мы не могли с 
уверенностью вычислить удельную эстеразную активность в коли
честве Р-нафтола, выделившегося за 1 мин, так как пробы колори-
мстрировали один раз через 20 мин после окончания их инкубирова
ния при 37 "С и нет доказательств того, что выделение р-нафтола в 
течение этого периода времени происходило с постоянной скорос
тью. 

Гомогенаты для опытов по определению активности Г6ФДГ так 
же, как и в случае с суммарными водорастворимыми эстеразами, со
бирали по крайней мере из трех разных порций клеток массовой куль
туры амеб; в одном опыте проводили не менее трех измерений ак
тивности фермента. Активность Г6ФДГ определяли на спектрофо
тометрах СФ-16 и Spekoi-211 по скорости восстановления пикоти-
памиддинуклеотидфосфата (НАДФ) при длине волны 340 нм. Реак
ционная смесь содержала 0.075 мМТрис-НС1 буфер, рН 9.1, 0.63 М 
MgClj, 1.15мМглюкозо-6-фосфатанатрия(Г6Ф)и 1.19.мМНАДФв 
1 мл. Все компопен гь[ реакционной смеси, кроме субстрата, вносили 
в пробирку с пробой непосредственно перед измерением активнос
ти. Ферментативная реакция начиналась после добавления в смесь 
субстрата (Г6Ф). Измерения проводили в течение первых 3 - 5 мин 
протекания реакции с интервалом 0.5 -1.0 мин; предварительно было 
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установлено, что в этом интервале количество восстановленного 
НАДФ возрастает прямолинейно. Измеренную оптическую плот
ность использовали для вычисления удельной активности Г6ФДГ и 
выражали ее в на1Н1омолях НАДФ-Н, выделившегося за 1 мин в рас
чете на I мг белка (ед.). 
2.3. Определение теплоустойчивости ферментов 

Для определения теплоустойчивости ферментов пробы прогрева
ли при различных температурах, определяли активность фермента в 
прогретых пробах и выражали ее в процентах от активности фер
мента в непрогретглх пробах (остаточная ферментативная актив
ность). В одном опыте при каждой тестирующей температуре про
гревали не менее трех проб. Проводили не менее ipcx опытов. 

При определении теплоустойчивости суммарных водораствори
мых эстераз пробы гомогената прогревали в стеклянных пробирках 
при температурах 45, 50, 55 и 60 °С в течение 30 мин. При определе-
IHH1 теплоустойчивости Г6ФДГ пробы прогревали при температу
рах 39, 42, 45 и 48 °С в течение 10 мин. Пробы объемом 0.015 - 0.020 
мл , содержавшие 150 - 200 мкг белка, прогревали в полиэтиленовых 
пробирках объемом 1.5 мл. Непрогретые контрольные пробы (не 
менее 3) хранили при 4 °С в холодильнике, куда после прогрева по
мещали и опытные пробы. 

По результатам определения остаточной ферментативной актив-
{юсти строили графики зависимости величины этой активности от 
температуры, которые служат характеристикой теплоустойчивости 
фермента. 

При оценке теплоустойчивости эстераз использовали также та
кой показатель, как время их 50%-ной инактивации при данной тем
пературе прогрева. В этом случае пробы прогревалп1 при 50, 55 и 
60 °С в течение 10, 20, 30, 40, 50 и 60 мин, определяли остаточную 
ферментативную активность для каждого срока прогрева и таким 
образом определяли время, за которое активность снижалась на 50%. 
2.4. Статистическая обработка данных 
При статистической оценке различий теплоустойчивости ферментов 
разных штаммов амеб или одного штамма, акклимированного к раз
ным температурам, использовали не отношение активности фермен
та в прогретой и непрогретой пробе, поскольку статистическая оцен
ка достоверности различий отношений переменных связана с опре
деленными трудностями (Зайдель, 1985), а разности величин актив
ности фермента в непрогретой и прогретой пробах. Для таких раз
ностей, полученных в различных опытах, в каждом из которых был 
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использован гомогенат, полученный нз одной порции амеб, рассчи
тывали среднюю разность и ее стандартную ошибку. 

При сравнении активности фермента у амеб из разных культур 
использовали значения его удельной активности; в некоторых слу
чаях сравнивали активность фермента, выраженную в условных еди
ницах - значениях оптической плотности, полученных при спекфо-
фотометрическом определении активности. Как и в случае сравне
ния величин остаточной активности ферментов, использовали сред
ние значения активности, полученные в разных опытах (не менее 3 
измерений в одном опыте). 

При определении достоверности различий активности н теплоус
тойчивости ферментов амеб разных н1таммов или амеб одного штам
ма, культивировавшихся при разных температурах, использовали 
уровень значимости 0.05. Для статистической обработки данных ис
пользовали! пакет SYSTAT, для построения графиков - програ.мму 
EXCEL. 
2.5. Проведение нашивного электрофореза 

Для выявления электрофоретических форм водорастворимой 
Г6ФДГ проводилн нативнын электрофорез супернатанта гомогена-
тов амеб в вертикальной пластине 7%-пого нолиакриламидного геля 
(ПАЛГ) размером 120 х 90 х 1.5 мм i» трис-глициновой системе 
(Laemmli, 1970). ЫАДФ в электродный буфер не добавляли. На старт 
наносили 100 - 140 мкг белка, утяжеленного 60%-ной сахарозой, в 
объемном соотношении 1.5; 1. Для оценки теплоустойчивости от
дельных электрофоретических форм Г6ФДГ в стартовые «карманы» 
од)10го геля вносили непрогретую контрольную пробу и пробы, про
гретые при тех же тестирующих температурах, при которых прогре
вали и пробы, использовавшиеся для спектрофото.метрии. Для вы
явления активности Г6ФДГ гели по окончании электрофореза окра
шивали в соответствующей инкубационной смеси (Серов и др., 1977) 
в течение 30 - 40 мин при 37 °С. Окрашенные гели фиксировали 7.5%-
ной уксусной кислотой и сканировали на денситометре MD -100 
(«Карл Цейсе», Германия). Фракции фермента нумеровшп! в поряд
ке снижения их электрофоретической подвижности. 
2.6. Выявление и очистка белка теплового шока 70кДа у амеб 

Лмеб штамма Da, культивировавшихся при 22 "С, подвергали теп
ловому шоку, помещая культуры амеб в термостаты при температу
рах 28, 32 и 37 °С на 1 ч. Непосредственно после теплового шока (О 
час) и через некоторое количество часов после него (разное в разных 
опытах) порции амеб центрифугировали при 1000 об./мин и одина-



ковое количество осадка из каждой порции гомогенизировали в стек
лянном гомогенизаторе. Экстракционный буфер, используемый при 
гомогенизации амеб, включал в себя 20 мМ Трис НС1, рН 7.5,20 мМ 
NaCl, 0.1 мМ этилендиаминтетрауксусной кислоты (EDTA), 0.5 мМ 
дитиотриетола (DTT) и 0.2 мМ фенилметилсульфонилфлуорида 
(PMSF). Полученные гомогенаты, а также гомогенат, полученный 
из амеб, не подвергавшихся тепловому воздействию, помещали в 
холодильник при температуре -20 °С, затем после размораживания 
все гомогенаты одновременно центрифугировали! при 15000 об./мин 
в течение 45 мин при 4 °С и в дальнейшем использовали суперна-
тант. 

Белковый состав проб анализировали методом SDS-электрофо-
реза в 7 и 10%-ном ПААГ в трис-глициновой системе Лэммли. После 
электрофореза гели фиксировали в смеси формальдегида, спирта и 
уксусной кислоты, окрашивали 0.25%-ным раствором красителя 
Кумасси бриллиантового синего в течение 1 ч и отмывать в 7%-ной 
уксусной кислоте. Для выявления белков теплового шока (БТШ) сра
зу после проведения электрофореза белки переносили на нитроцел
люлозу с использованием техники электроблоттинга (Towbin et al , 
1979). Блоты обрабатывали поликлональными кроличьими антите
лами, полученными против БТШ HSP70 крупного рогатого скота 
(КРС) и обладавшими широкой перекрестной реакцией с аналогич
ными белками из различных видов животных (Margulis et al., 1991), 
и моноклоиальными антителами против БТШ HSP70 КРС, узнаю
щими только индуцибельный компо]1ент семейства БТШ 70 кДа. 
Зоны связывания анти-Н8Р70 антител с тестируемыми белками ок
рашивали при помощи антител АТ-П, конъюгированных со щелоч
ной фосфатазой или пероксидазой, путем проведения ферментатив
ной реакции. Для идентификации молекулярных масс выявляемых 
полипептидов использовали высокомолекулярные маркеры (Sigma). 

При очистке БТШ HSP70 получали гомогенат, для чего осадок 
клеток амеб смешивали с экстракционным буфером в соотношении 
1:3 и гомогенизировали на льду в стеклянном гомогенизаторе. Бу
фер содержал 20 мМ Трис-НС1, рН 7.5, 20 мМ NaCl, 0.1 мМ EDTA, 
0.5 мМ DTT, 0.2 мМ PMSF и 0.5% нонидета-40. Гомогенат центри
фугировали 30 мин со скоростью 14000 об./мин при 4 °С, удаляли 
супсрнатант, после чего к осадку прибавляли еще один объем экст
ракционного буфера и повторяли центрифугирование. Супернатан-
ты, полученные после первого и второго центрифугирований, объе
диняли. Для очистки белка HSP70 применяли АТФ-агарозную хро-
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матографию; после хроматографии белковый состав отдельных фрак
ций анализировали методом SDS-элсктрофорсза в 10- и 12%-ном 
полиакриламидном геле. 

3. Результаты и обсуждение 
3.1. Активность и теплоустойчивость суммарных водорастворимых 
эстераз у двух штамлюв амеб, культивируемых при температуре 
25 °С. 

Изучение активности и теплоустойчивости белков ферментов у 
двух штаммов амеб Amoebaproteus с разными температурными оп-
тимумами размножения было начато с суммарных водорастворимых 
эстераз. Эстеразы - ферменты с широкой субстратной специфичнос
тью, основная функция которых в метаболизме - расщепление экзо
генных субстратов. Решающими факторами при выборе этой груп
пы ферментов для работы были: легкость выявления и спектрофото-
метрнческого (колориметрического) определения их активности, 
высокая удельная активность эстераз у ряда животных (Правдина, 
1970) и установленный на нескольких штаммах А. proteus внутриви
довой полиморфизм электрофоретического спектра этих фер.ментов 
(Сопина, 1973). 

Имеется довольно много исследований, посвященных активнос
ти и теплоустойчивости эстераз у близких видов животных, обитаю
щих в различающихся температурных условиях; несколько меньше 
данных о свойствах этих ферментов у различных подвидов и попу
ляций одного вида, а внутривидовые различия в тeнJюycтoйчнвocти 
эстераз у агамиых организмов на примере клонов (штаммов) с раз
личными температурными оптимумами размножения практически 
не изучены. Для штамма В Л. proteus, культивируемого при 25 °С, 
значение удельной эстеразной активности составляет 87.5±2.7 (п= 16), 
а для штамма Da, культивируемого при той же температуре,-78.1 ±2.0 
(п=12) у.е. Различия величин удельной активности фермента у двух 
штаммов амеб статистически достоверны. 

Результаты определения теплоустойчивости эстераз у двух штам
мов амеб, культивируемых при 25 °С, представлены на рис. 1 (стр.23). 
Оказалось, что зависимость остаточной ферментативной активнос
ти от температуры 30-минутного прогрева носит прямолинейный ха
рактер в интервале от 45 до 60 "С для амеб штамма В и в интервале 
от 50 до 60 °С для амеб штамма Da. Видно, что у амеб В эстеразы 
более устойчивы к нагреву, чем у амеб Da. Среднее время 50%-ной 
инактивации эстераз, определенное при температурах прогрева 50 и 
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55 °С, для амеб Da оказалось, меньше (24 и 13.5 мин соответственно), 
чем для амеб В (46.5 и 24 мин). 

Достоверность различий величин удельной активности эстераз у 
двух штаммов амеб позволяет говорить о том, что данная характе
ристика является штаммоспсцифичной. Наряду со сведениями о раз
личиях в электрофорстических спектрах суммарных эстераз у амеб 
разных штаммов (Сопина, 1973,1986,1995) этот факт дополняет наши 
представления о внутривидовом полиморфизме биохимических при
знаков у агамно размножающихся амеб А. proteus. 

Продемонстрированные межштаммовые различия в теплоустой
чивости эстераз амеб двух штаммов свидетельствуют о том, что теп
лоустойчивость суммарных водорастворимых эстераз может служить 
штаммовой характеристикой амеб так же, как и удельная активность 
фер.мента. Методом микроэлектрофореза в ПААГ было показано, 
что межштаммовые различия в теплоустойчивости суммарных эсте
раз амеб штаммов В и Da обусловлены различиями в спектрах элек
трофорстических фор.м эстераз: наличием дополнительных теплоус
тойчивых фракций у штамма В и дополнительной термолабильной 
фракции у штамма Da (Сопина, 1986). 

Наши данные о различии теплоустойчивости суммарных эстераз 
у двух штаммов амеб, различающихся по своим температурным оп-
тимумам размножения и культивирумых при 25 °С, показывают, что 
теплоустойчивость этих ферментов положительно коррелирует с 
уровнем теплолюбивое™ штамма амеб. Таким образом, эти данные 
находятся в согласии с известной закономерностью, по которой теп
лоустойчивость белков особей вида или внутривидовых категорий 
коррелирует с теплолюбивостью этих таксонов (см.: Александров, 
1985; Хочачка, Семеро, 1988; Ушаков, 1989) 
3.2. Активность и теплоустойчивость эстераз двух штаммов амеб, 
акклимированных к 10 "С. 

Амебы штаммов В и Da, культивируемые при 25 °С, были в тече
ние 14 сут акклимированы к температуре 10 °С. Ниже представлены 
результаты измерения удельной активности суммарных водораство
римых эстераз (у.е.) у двух штаммов амеб, культивировавшихся при 
25 и 10 °С: 

В 2 5 ° С В 10°С Da25°C Da 10 °С 
87.5i2.7 80.7±2.4 78.1±2.0 110.1±3.9 

Средние значения активности эстераз у амеб штамма Da достовер
но различаются между собой - для амеб, акклимированных к 10°, они 
выше, чем для амеб, содержавшихся при 25 °С. Различия в активнос-
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ти эстераз амеб штамма В, культивировавшихся при IО и 25 °С, не
достоверны. 

Результаты определения теплоустойчивости суммарных водора
створимых эстераз у амеб, содержавшихся при разных температу
рах, приведены в табл. 1. 

Таблица 1 
Теплоустойчивость эстераз двух штаммов амеб, акклимнроваииых 

к разным температурам 

Штамм 

Темпера
тура 

культиви
рова

ния, °С 

Ферментативная активность 
(% от коитрольной) после прогрева 

проб при разных температурах Штамм 

Темпера
тура 

культиви
рова

ния, °С 45 °С 50 °С 55 "С 60 °С 
Da 10 

25 
64.1 
64.3 

39.9 
40.7 

30.7 
29.6 

22.9 
20.8 

В 10 
25 

74.7 
76.7 

57.6 
60.2 

45.6 
45.9 

28.6 
27.0 

Во всех случаях, кроме одного (амебы штамма Da, прогрев при 
60 °С), различия между средними недостоверны. Лмебы, культиви
руемые при 10 и 25 °С, не различаются между собой и по среднему 
времени потери 50% эстеразиой активности при температурах про
грева 50 и 55 °С. Таким образом, у амеб, содержавшихся при разных 
температурах, не было обнаружено различий в теплоустойчивости 
их суммарных водорастворимых эстераз. 

При оценке полученного результата следует принимать во вни
мание то, что электрофоретический спектр суммарных эстераз (водо-
и тритонорастворимых) представлен у обоих штаммов большим ко
личеством электроморф - от 16 до 20 при различных способах полу
чения гомогсната и использова1ти различных субстратов при окра
шивании гелей (Сопина, 1986, 1995). 

Отсутствие изменений теплоустойчивости эстераз после аккли-
мации амеб в течение 14 сут к температуре, находящейся в пределах 
ДТ, при спектрофотометрическом определении активности эстераз 
.может быть отражением того факта, что суммарная теплоустойчи
вость этого фермента представляет собой результирующую разно
направленных изменений теплоустойчивости .многих электроморф 
(Сопина, 1997). 
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3.3. Активность, теплоустойчивость и электрофоретические формы 
водорастворимой ГбФДГу двух штаммов амеб, культивируемых при 
25 °С. 

Г6ФДГ катализирует первую реакцию фосфоглюконатного (пен-
тозофосфатного) метаболического пути, основное назначение кото
рого состоит в том, чтобы генерировать в цитоплазме НАДФ в вос
становленной форме (НАДФН), использующийся главным образом 
для синтеза жирных кислот и липидов, а также пентозы, необходи
мые для синтеза нуклеиновых кислот и некоторых коферментов. 
Спектрофотометрически наличие этого фермента у амеб А. proteus 
ранее не демонстрировалось. Поэтому в первую очередь следовало 
имеющиеся многочисленные варианты количественного определения 
активности Г6ФДГ методом спектрофотометрии адаптировать к 
данному объекту. После экспериментального подбора оптимальных 
условий для проведения реакции была измерена удельная активность 
Г6ФДГ, которая составила у амеб штамма Da 40.1±0.8 ед.(п=10), а у 
амеб штамма В - 33.1+0.9 ед. (п=10) ед. Штамм Da, для которого ха
рактерно более высокое значение удельной активности фермента, ха
рактеризуется и большим сродством фермента к субстрату (констан
та Михаэлиса, Km - 5.7-10-̂  М/мл), чем штамм В (Km - 7.510-*М/мл). 
Различие средних значений удельной активпосги Г6ФДГ у двух штам
мов амеб статистически достоверно, что позволяет считать этот по
казатель штаммовой характеристикой. 

На рис.2 (стр.23) представлен график зависимости остаточ1юн фер
ментативной активности ГбФДГ амеб двух штаммов от температуры 
прогрева гомогснага. Тешюустойчивосгь Г6ФДГ амеб штамма В (оп
тимум размножения - 25-28 °С) оказалась выше теплоустойчивости 
этого фермента у амеб штамма Da (оптимум - 22 °С). Различия вели
чин потери ферментативной активности, полученные для амеб двух 
штаммов, статистически достоверны при всех температурах прогре
ва, кроме 48 °С. Наибольшие различия в теплоустойчивости Г6ФДГ 
амеб двух исследованных штаммов получены после прогрева проб при 
42 °С. Существенным является тот факт, что более устойчивой к на
греву оказалась Г6ФДГ штамма амеб, характеризующегося более низ
ким уровнем ее активности в контроле. Это позволяет предгюлагать, 
что более высокая терморезистен гность Г6ФДГ амеб штамма В - это 
штаммоспецифичное свойство данного белка, а не следствие высоко
го исходного уровня активности Г6ФДГ перед тестирующим прогре
вом. Таким образом, теплоустойчивость водорастворимой Г6ФДГ 
двух штаммов амеб с различными температурными оптимумами раз-
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множепия коррелирует с теплолюбивостыо этих штаммов. 
Электрофоретические спектры водорастворимой Г6ФДГ обоих 

штаммов не отличаются друг от друга по числу и месту расположе-
1И1Я фракций - одной основной, на которую приходится наибольи1ая 
доля активности фермента, и трех минорных. Пики на денситограм-
мах, соответствующие минорным фракциям, чаще всего полностью 
не разделяются, так как в геле эти фракции распо.чожены близко друг 
к другу. Поэтому количественная оценка каждой отдельной минор
ной фракции затруднена и для выявления возможных различий в 
термоинактивацни разных фракций Г6ФДГ после экперименталь-
иого прогрева гомогенатов амеб можно оценивать лишь соотноше
ние основной и совокупности минорных фракций и возможные его 
изменения после прогревов при разных температурах. 

Главная потеря активности фермента у амеб обоих штаммов пос
ле прогрева проб при тестирующих температурах происходит за счет 
инактивации основной фракции, снижение активности минорных 
фракций при повышении температуры прогрева го.могенатов визу
ально не прослеживается. 

По-видимому, основная и минорные фракции Г6ФДГ амеб штам
мов В и Da различаются по кинетике их термоинактивации. В конт
роле доля минорных (предположительно более терморезистентных) 
фракций в обгцен активности ГбФДГу гнтамма В больше, чем у штам-
.ма Da. Возможно, именно этим объясняется более высокая теплоус
тойчивость Г6ФДГ амеб штамма В по сравнению с теплоустойчиво
стью этого фермента у амеб штамма Da. 

Штаммы В и Da, послужившие объектом нани1Х исследова1Н1Й, 
получены в разное время из других лабораторий, а ранее - выделены 
из природы в разрп>1х географических точках. Обнаружение разли
чия в теплоустойчивости Г6ФДГ у штаммов амеб различного про
исхождения после длительного культивирования обоих штаммов в 
стандартных лабораторных условиях позволяет считать теплоустой
чивость Г6ФДГ, так же как и теплоустойчивость эстераз, гитаммо-
вой характеристикой, а более высокую теплоустойчивость белков 
(ферментов) более теплолюбивого штамма - примером генетической 
адаптации в ее классическом проявлении (Хочачка, Сомеро, 1988) 
3.4. Активность, тешюустойчивость и электрофоретические формы 
Г6ФДГ амеб, аккли,чироваиных к 10 °С. 

В опытах по влиянию акклпмации амеб к относительно низким 
температурам на активность и теплоустойчивость Г6ФДГ по срав
нению с подобными опытами по изучению эстераз время акюн1ма-
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ции амеб к 10 °С было увеличино с 14 до 30 сут. Поскольку не уда
лось культивировать при 10 °С амеб штамма В в количествах, необ
ходимых для проведения биохимических исследований, в этих опы
тах использовались штаммы Da и Petrozavodsk. Удельная активность 
водорастворимой ГбФДГамеб обоих штаммов, содержавшихся при 
10 °С (Da - 55.6.+1.4, п=20 ; Petrozavodsk - 41.4±0.9, п=15 ед.) оказа
лась достоверно выше, чем у амеб, культивировавшихся при 25 °С 
(Da -45.6i0.8, n=20 ; Petrozavodsk- 35.2±1.3, n--15 ед.). 

У амеб штамма Da, акклимированных в течение 30 сут к 10 °С, 
теплоустойчивость Г6ФДГ при всех температурах прогрева оказа
лась достоверно выше, чем у амеб этого штамма, культивируемых 
при 25 °С (табл. 2). 

Таблица 2 
Теплоустойч1шость Г6ФДГ амеб штамма Da, акютнмированных к 

разным температурам 
Температура 

культивирования, 
Фермеш ативная активность 

(% от контрольной) после прогрева 
проб при разных температурах 

Температура 
культивирования, 

39 °С 42 "С 45 °С 48 °С 
10 
25 
10-^25 

90 
78 
79 

81 
63 
66 

31 
20 
23 

9 
6 
7 

Если амеб, акклимированных к 10 °С, перенести обратно в 25 °С, 
то через 30 сут культивирования теплоустойчивость Г6ФДГ таких 
амеб перестает отличаться от теплоустойчивости фермента амеб, все 
время культивировавшихся при 25 °С (табл. 2). Измене1Н1я активно
сти и теплоустойчивости ГбФДГ, произошедшие в процессе аккли-
мации к этой температуре, если и носят приспособительный харак
тер, не являются наследуемыми. 

Спектры электрофоретических форм водорастворимой Г6ФДГ 
амеб шта.мма Da, культивируемых при 25 и 10 °С, не различаются и 
представлены одной основной и тремя минорными фракциями. Пос
ле прогрева при 42, 45 и 48 °С у основной фракции Г6ФДГ "10-гра
дусных" амеб появляется дополнительная субфракция. Кинетика 
инактивации основной и минорных фракций фермента после про
грева различна: потеря активности Г6ФДГ амеб, культивируемых 
при обеих температурах, происходит, главным образом, в результа
те инактивации основной фракции. 

Повышение активности Г6ФДГ при холодовой адаптации нео-
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дпократно отмечалось в литературе (Fudge et al., 1997; Jagdale, Gordon, 
1997). У гольца (Yamauchi et al., 1975) и бельдюги (Campbell, Davies, 
1978) OHO связывалось авторами с усилением лнпогенеза при пони-
же1П!ых температурах. Липиды являются аптиоксидаитамн, то есть 
они обеспечивают нейтрализацию свободных радикалов, образую
щихся вследствие действия на организм каких-либо повреждаюнщх 
факторов, одним из которых может быть пониженная температура, 
и вызывающих пепные реакции окнслеиня биологических субстра
тов (Соколовский, 1984). Один из ферментов амтиоксидантиой сис
темы - глутатионредуктаза - для восстановления окисленного глута-
тиона использует ПЛДФН, образовавшийся в результате реакции, 
катализируемой Г6ФДГ. Между уровнями активности Г6ФДГ и глу-
татиоиредуктазы сун1ествует корреляция (Garcia-Alfonso et al., 1998) 
и, таким образом, новьннение активности Г6ФДГ у амеб, культиви
руемых при 10 °С, можно квалифицировать как модификационное 
адаптивное изменение, происходя1цее при холодовой акклимации 
амеб. Такое 1ювьииение активности Г6ФДГ может указывать на ак
тивизацию адаптивной системы антиоксидантной защиты у амеб при 
пониженной температуре культивирования. 

Повышение при этом теплоустойчивости данного фермента, про-
тиворечаи(ее представлению об однонаправленности изменений 
свойств какого-либо белка и температурных условий, не подлежит, 
на наш взгляд, однозначной трактовке. Оно, возмож1Ю, указьнзает 
на то, что теплоустойчивость данного фермента у амеб зависит от 
соотношения температуры культивирования, температурного опти
мума штамма и границ диапазона его температурной толерантнос
ти и не зависит от того, в каком паправ.лении (в cTopoiiy повышения 
или пош1женпя) происходит изменение температурных условий оби
тания или культивирования исследуемого организма. 
3.5. Теплоустойчивость и электрофоретические формы ГбФДГу амеб, 
акклимироваииых к 28 °С. 

Представляло интерес выяснить, как ведет себя признак «тепло
устойчивость Г6ФДГ» у амеб, культивируемых при температуре 
вьппс 25 °С, при которой амебы, тем не менее, сохраняли бы способ
ность к размножению. Такой температурой можно счи1ать 28 °С -
она является для амеб штамма Da верхней границей ДТ. При этой 
температуре скорость размножения амеб Da сравнима со скоростью 
их размножения при оптимальной температуре культивирования 
(22 °С), но эффективность клонирования гораздо ниже - возрастает 
число погибаюнщх амеб и субклонов (Сопина, 1986). Амеб штамма 
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Da содержа1Н1 при температуре 28 °С в течение 30 сут. После этого 
определяли теплоустойчивость их Г6ФДГ Средние значения оста
точной активности Г6ФДГ таких амеб после прогрева проб при всех 
четырех тестирующих температурах не отличались от соответству
ющих средних значений для «25-градусных» амеб. 

Анализ электрофоретического спектра Г6ФДГ у амеб, культиви
руемых при 28 °С, показал, что в нем сокращается число быстропод
вижных фракций. Основная потеря активности Г6ФДГ после про
грева при 39, 42, 45 и 48 °С происходит за счет инактивации основ
ной фракции, а пик на денситограмме, соответствующий минорной 
фракции, не только не претерпевает видимого ослабления, но даже 
слегка повышается после прогрева при всех тестирующих темпера
турах. 

Изменение электрофоретического спектра фермента при смене 
температуры культивирования было отмечено для суммарных три-
тонорастворимых эстераз амеб штамма В (Сопнна, 1997) и тритоно-
растворимон Г6ФДГ (Sopina, 1989). Кроме того, было показано, что 
при получении клонов амеб - потомков внутриштаммовых транс
плантантов исчезновение быстроподвижных фракций Г6ФДГ может 
быть индуцировано воздействиями, связанными с операцией по пе
ресадке ядер (Сопина, Юдин, 1993). 

Несколько неожиданный результат был получен при определе
нии теплоустойчивости Г6ФДГ амеб, которых в течение 30 сут со
держали при 28 °С, а затем стали вновь культивировать при 25°С. 
Теплоустойчивость Г6ФДГ амеб, возвращенных в 25° после культи
вирования их при 28 °С, даже через 3 мес культивирования их при 
25° С отличалась от таковой как 25-, так и 28-градусных амеб и ока
залась достоверно выше, чем у тех и других. Появление нового на
следуемого фенотипа может быть проявлением характерного для 
амеб осообого типа изменчивости, сочетающего в себе черты как мо-
дификационной, так и наследственной изменчивости и являющейся, 
предположительно, эпигенетической (Юдин, 1982). 

Таким образом, можно предположить, что температура 28 °С, ле
жащая на границе ДТ штамма Da, изменяет какие-то свойства Г6ФДГ 
амеб данного штамма. При отсутствии изменений теплоустойчивос
ти Г6ФДГ у амеб, культивируемых при 28 °С, эти свойства обуслов
ливают повышение теплоустойчивости фермента после возвращения 
культуры амеб в исходные температурные условия. 
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З.б.Стрессовые температурные еоздейстеия и белки теплового 
шока у амеб. 
Обсуждая в настоящее время проблему температурных адаптации, 

недостаточно было бы рассмотреть влияние на организм темпера
тур, лежащих в пределах его ДТ, и обойти вниманием стрессовые 
температурные воздействия. Иными словами, нельзя не коснуться 
вопроса о белках теплового шока у амеб. 

Амебы штамма Da, культивировавшиеся при температуре 22 °С, 
были подвергнуты тепловому шоку при 37 °С в течение 1 ч и через 
разные сроки после окончания воздействия из амеб были получены 
хомогенаты. После SDS-злектрофореза белки были перенесены на 
нитроцеллюлозу. В результате обработки полученных блотов поли-
клональными анти-Г18Р70 антителами, обладающими перекрестной 
реакцией с БТШ многих видов животных (Margulis et al., 1991), и ок
рашивания их вторичными антителами, конъюгированными со ще
лочной фосфатазой и пероксидазой, на каждом из них бьша выявле
на хорошо окраохиваемая зона, соответствуюпщя полипептиду с 
молекулярной массой, несколько превышающей 66 кДа (рис.3 а, б; 
стр.23). Есть основания считать выявляемый таким образом белок 
одним из белков семейства HSP70. Проведение АТФ-агарозной хро
матографии показало, что белок 70 кДа из амеб обладает свойством 
связьшаться с АТФ, что также является подтверждением его принад
лежности к БТШ (Welch, Feramisco, 1985.) При визуальной оценке ин
тенсивности окрашивания зон локализации белка HSP70 на блотах 
не удалось выявить зависимость количества этого белка от времени, 
прошедшего после теплового шока. Не были также обнаружены раз
личия в интенсивности окрашивания зоны локализации HSP70 не-
прогретых амеб и амеб, подвергнутых тепловому шоку. 

Другая серия опытов была направлена на поиск возможно более 
адекватной температуры для проведения теплового шока. Кроме тем
пературы 37 °С, которая является для амеб данного штамма субле
тальной, были испытаны температуры 28 и 32 °С; температура 28 °С 
является верхней границей ДТ для амеб данного штамма. Б одном 
геле проводили электрофорез гомоге[1атов непрогретых амеб и го-
могенатов, полученных из амеб через 4 ч после того, как они были 
подвергнуты тепловым воздействиям при температурах 28, 32 и 
37 °С в течение 1 ч. На блоте выявлено существенное снижение ин
тенсивности окрашивания зоны, соответствующей HSP70 в гомоге-
нате, полученном через 4 ч после теплового шока, проведенного при 
37 °С. 
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Были также проведены опыты по выявлению БТШ амеб с помо
щью моноклональпых антител, узнающих только индуцибельный 
компонент семейства HSP70. После того, как амебы были в течение 1 
ч прогреты при температурах 32 и 37 °С, и гомогенаты прогретых и 
контрольных амеб подвергнуты SDS-электрофорезу с последующим 
электроблотгингом, блоты были обработаны моноклональными 
анти-Н8Р70 антителами. Удалось выявить индукцию белка HSP70 в 
гомогенатах, полученных из амеб через 4 ч после их прогрева при 
32 °С, и заметное снижение интенсивности окрашивания соответству
ющей зоны в гомогенатах, полученных из амеб через 4 ч после их 
прогрева при 37 °С (рис. 3 в). Высокий уровень конститутивно со
держащейся у амеб индуцибельной формы БТШ семейства HSP70, 
описанный, в частности, для некоторых тканей чезювека (Demidov 
et al., 1999), вызывает несомненный интерес и предполагает продол
жение исследований в этой области. 

В единственной известной нам работе, посвященной БТШ у амеб 
вида Amoeba proteus (Kalinina et al., 1988), показано, что при повы
шении температуры от 22 до 32 °С у амеб происходит синтез белков 
семейства HSP70. К сожалению, различия в использованных мето
дах и несопоставимые схе.мы проведения экспериментов не позволя
ют напрямую сравнивать полученные нами результаты с этими дан
ными. 
4. Выводы 

1. В гомогенатах амеб Amoeba proteus, культивируемых при 25°С, 
методами колориметрии и спектрофотометрии выявляется высокая 
эстеразная активность и активность глюкозо-6-фосфатдегидрогена-
зы (Г6ФДГ). Активность фермента является у амеб штаммоспеци-
фичным признаком. 

2. Электрофоретические спектры Г6ФДГ двух штаммов амеб, раз
личающихся по теплолюбивости, не отличаются друг от друга и со
стоят из 4 фракций, которые различаются по кинетике своей термо
инактивации. 

3. Теплоустойчивость как термостабильных эстераз, так и термо-
лабильиой Г6ФДГ положительно коррелирует с теплолюбивостью 
штамма амеб. 

4. Активность и теплоустойчивость Г6ФДГ повышаются при акк
лимации амеб к относительно низкой температуре 10 °С и не изменя
ются при акклимации к 28 °С - температуре, являющейся верхней 
границей диапазона температурной толерантности исследованного 
штамма. 
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5. В клетках амеб конститутивно содержится белок теплового шока 
семейства И8Р-70. После экспозиции культуры амеб при температу
ре, превышающей верхнюю границу диапазона температурной то
лерантности исследуемого штамма, происходит повышение уровня 
содержания (индукция) этого белка. 

Р»*с 1 . Тяллоустойчисостъ водорастюримы! суинарных эст«ры двух 

штаммоа ане^ кулъткаирусмых пря генпервтуре 25 *С 

температура, "С 

Рис 2. Теплоустойчивость Г6ФДГ двух штанное амеб, 
культивируемых при тенлературе 25 *С 
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Рис. 3 . Окраска блотоа после обра&отки 
их поликлональными (а, 6) и монокло-
нальными (в) анти-HSP 70 антителами. 

а 

Ч' 0 2 4 6 
б 

к 3 6 24 ббкДа 
а, б - прогрев амеб штамма Da при 
течение 1ч 

37-С в 
в 

32" 0 зги К 37" 0 37" 4 

в - прогрев амеб штамма Da при 32 и 37 'С 
в течение 1 ч 
на старте: а - 1 0 ; б - 8 ; в - 7 мкг болка 
К - контроль (непрогретые амебы); О, 2, 3, 
4, 6 и 24 - время (ч), прошедшее после 
теплового шока; ^ - маркер 66 кДа 
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