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1 Имеются литературные данные о влиянии нена�
сыщенных жирных кислот (арахидоновой, эйкоза�
тетраеновой) или их метаболитов на паттерн тела
гидры, ее регенерацию, образование почки и щу�
палец (Muller et al., 1993; Di Marzo et al., 1993, 1994;
Leitz et al., 1994). Кроме того, есть сведения о биоло�
гической активности конъюгатов биогенных ами�
нов с полиеновыми жирными кислотами (Безуглов
и др., 1997; Бузников, Безуглов, 2000). Мы показали,
что конъюгат арахидоновой кислоты с дофамином −
арахидоноилдофамин (AA�DA) – влияет на процесс
регенерации гидры Нydra attenuata (Маркова и др.,
2004, 2008). Масс�спектрометрический анализ по�
казал наличие в гомогенате гидры ацилдофаминов
трех жирных кислот – арахидоновой, докозагексае�
новой (DHA) и олеиновой, при этом докозагексае�
ноилдофамин (DHA�DA) имел наибольший пик
(Маркова и др., 2008). Представляло интерес прове�
рить выраженность действия DHA�DA, а также
DHA на регенерацию и морфогенез гидры. Кроме
того, исследовали биосинтез DHA�DA в гомогенате
пресноводной гидры.

1 Работа поддержана Российским фондом фундаментальных
исследований (проект № 08�04�00144).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Исследования проводили на пресноводной гидре
Н. magnipapillata. Mорфологическая часть методики
и порядок подбора концентраций испытуемых ве�
ществ описаны в предыдущих работах (Остроумова,
Маркова, 2000; Маркова и др., 2004). Использовали
концентрации, не вызывающие гибель и видимые
повреждения регенератов. При действии DHA об�
работку проводили в двух режимах: в пульсовом
(ежедневная смена препарата и среды), по аналогии
с экспериментами по действию арахидоновой кис�
лоты (Muller et al.,1993), и в режиме однократного
внесения DHA в начале эксперимента. DHA�DA ис�
пользовали в концентрациях 5, 10 и 20 мкМ. При ис�
пользовании DHA протестировали ряд концентра�
ций от 5 до 50 мкМ.

Изучение биосинтеза DHA�DA проводили на
полном осветленном гомогенате пресноводной гид�
ры (Маркова и др., 2008). Инкубационная смесь
объемом 200 мкл содержала 50 мМ буфера трис�
HCl, рН 7.4; 0.4 мг/мл белка гомогената, 1 мМ
ЭДTA, 50 мкМ тирозина, тирамина или дофамина, а
также по 50 мкМ меченных тритием DHA
(37 Бк/мкл), или арахидоновой кислоты С20:3n�6
(50 Бк/мл), или C20:3n�6�S�CoA (50 Бк/мкл). Инку�
бацию проводили в течение 1 ч при 37°С в анаэроб�
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ных условиях. Реакцию останавливали добавлением
100%�ного CF3COOH. Продукты экстрагировали по
модифицированному методу Фолча (Folch et al.,
1957) и анализировали с помощью метода ТСХ на
пластинках Merck 5554 (“Merck”, Германия) в систе�
мах хлороформ : метанол : уксусная кислота – 4 : 1 :
: 0.2 (V  : V : %) до половины пластинки и бензол :
: этилацетат : уксусная кислота – 4 : 1 : 0.4 (V : V : %)
до конца пластинки. Радиоавтографию проводили с
использованием фотопленки BioMax MS (“Kodak”,
Германия). Изучение гидролитических процессов
проводили на том же гомогенате, что и исследова�
ния биосинтеза. Смесь, содержавшую 100 мкМ
DHA�DA, 50 мМ буфера трис�HCl, pH 7.4; 0.4 мг/мл
белка, 5 мМ MgCl2, инкубировали 1 ч при 37°С в
анаэробных условиях. Реакцию останавливали до�
бавлением концентрированной НСl. После экс�
тракции (см. выше) продукты инкубации анализи�
ровали методом микроколоночной ВЭЖХ на хро�
матографе Милихром А�02 (“Эконова”, Россия);
колонка Prontosil 120�5C18 AQ, подвижная фаза –
0.1% трифторуксусной кислоты : ацетонитрил с раз�
личными параметрами градиента.

Меченные тритием жирные кислоты DHA и
С20:3n�6, а также эфир последней с коферментом А
(С20:3n�6�S�СоА) были предоставлены В.П. Шев�
ченко (ИМГ РАН). Все реактивы, использованные в
нашей работе, имели химически чистую степень
очистки или выше. Тирозин, дофамин, S�аденозил�
метионин, аденозин 5'�фосфат3'�фосфосульфат, ре�
актив Фолина – производства фирмы “Sigma�Ald�
rich”, США; трис�HCl – “Bio�Rad”, США. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Действие DHA�DA: влияние на морфогенез. Во всех
испытанных концентрациях DHA�DA наблюдают�
ся аномалии морфогенеза как в гастральном, так и в
базальном фрагментах гидры (рис. 1). В гастральных
фрагментах это выражается в появлении временных
единичных эктопических щупалец и выростов
(к концу эксперимента, через 7 сут, выростов и щу�
палец становится вдвое меньше). В базальных фраг�

ментах эктопические щупальца не образуются,
встречаются только выросты и почки. Таким обра�
зом, наблюдаются четкие региональные различия в
характере аномалий между гастральным и базаль�
ным фрагментами. Помимо качественного разли�
чия обращает на себя внимание значительное пре�
обладание аномалий в гастральном фрагменте гид�
ры по сравнению с базальным. В контроле
аномалии не превышают 4%, и только в гастральном
отделе. По сравнению с действием AA�DA DHA�DA
обладает более слабым морфогенетическим эффек�
том. Таким образом, несмотря на более высокое со�
держание DHA�DA в гомогенате гидры по сравне�
нию с АА�DА, не наблюдается прямой корреляции
между выраженностью морфогенетических эффек�
тов и высокой концентрацией DHA�DA. 

Действие DHA�DA: влияние на число щупалец
(рис. 2). При действии DHA�DA во всех концентра�
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Рис. 1. Влияние докозагексаеноилдофамина на мор�
фогенез гастрального ( ) и базального ( ) отделов
гидры H. magnipapillata. 
По оси абсцисс – концентрация, мкМ; по оси ординат −
количество аномалий, %.
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Рис. 2. Влияние концентрации докозагексаноилдофа�
мина на число щупалец ( 6–7�е сут эксперимента), мкМ:
а – 20, б – 10, в – 5, г – контроль.
По оси абсцисс – число щупалец; по оси ординат − ко�
личество регенератов, %; ост. обозначения см. на рис. 1.
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циях происходит задержка закладки щупалец по
сравнению с контролем. Это выражается или в от�
сутствии щупалец в базальном отделе (рис. 2, а, в),
или в присутствии групп регенератов с одним�двумя
щупальцами (2, б, в), но не наблюдается у контроль�
ных особей (рис. 2, г). Кроме того, при концентра�
ции DHA�DA 20 мкМ появляется небольшое коли�
чество базальных регенератов с увеличенным чис�
лом щупалец (семь–восемь), тогда как в контроле их
максимальное число в этом отделе равно шести.
При концентрации DHA�DA 10 мкМ количество
регенератов с увеличенным числом щупалец стано�
вится незначительным ( 2–3%); таким образом, дей�
ствие DHA�DA приводит к торможению закладки
щупалец и в то же время к некоторому увеличению
их числа в базальном отделе по сравнению с контро�
лем. При действии концентрации 5 мкМ базальные
регенераты с увеличенным числом щупалец у гидры
отсутствуют. Таким образом, при действии всех кон�
центраций DHA�DA обнаруживается торможение
скорости закладки щупалец, в то же время высокая
его концентрация стимулирует некоторое увеличе�
ние числа щупалец у базальных регенератов гидры.
Эффект увеличения числа щупалец при действии
DHA�DA выражен гораздо слабее, чем при действии
АА�DА.

Действие DHA. DHA в отличие от арахидоновой
кислоты, обладающей мощным морфогенетиче�
ским эффектом, в различных концентрациях и при
обоих режимах обработки не вызывала появления
аномалий. Мы протестировали ряд концентраций
от 5 до 50 мкМ. При действии больших концентра�
ций (50 и 20 мкМ) наблюдалось лишь замедление
скорости регенерации, следовательно, DНА не об�
ладает морфогенетическим эффектом.

Полученные нами ранее данные показали нали�
чие мощного морфогенетического эффекта у гидры
при действии АА�DА (Маркова и др., 2004). По
сравнению с ним DHA�DA обладает значительно
более слабым эффектом; таким образом, не обнару�
жено прямой корреляции между высоким содержа�
нием DHA�DA в гомогенате интактной гидры и вы�
раженностью морфогенетического эффекта. На�
блюдаемый морфогенетический эффект, скорее
всего, может быть связан с дофаминовой составля�
ющей комплекса, чем с самой DHA, тем более что
гидролиза комплекса DHA�DA в гомогенате не вы�
явлено (см. ниже).

Биосинтез N�DHA�DA. Полученные нами ранее
масс�спектрометрические данные о наличии DHA�
DA в тканях пресноводной гидры поставили вопрос
о пути его образования в данном организме. Мы
провели серию экспериментов по изучению био�
синтеза DHA�DA. В качестве объекта исследования
был выбран нефракционированный осветленный
гомогенат гидры, поскольку данными о субклеточ�
ной локализации систем его биосинтеза мы не рас�
полагали. При исследовании млекопитающих выяс�

нили (Акимов и др., 2007), что исходными веще�
ствами при биосинтезе N�ацилдофаминов могут
быть комбинации свободной жирной кислоты и ти�
розина, тирамина или дофамина; эти сочетания
предшественников и были изучены. Поскольку ли�
тературные данные свидетельствуют в пользу низ�
кой эффективности процессов биосинтеза, в опытах
мы использовали DHA, меченную тритием, и детек�
тировали продукты инкубации с помощью метода
радиоавтографии; для идентификации веществ ис�
пользовали набор синтезированных ранее нерадио�
активных стандартов (Безуглов и др., 2006).

В результате проведенной работы было установ�
лено, что накопление целевого N� DHA�DA проис�
ходит при инкубации всех комбинаций предше�
ственников (рис. 3). По доле радиоактивности в пят�
не DHA�DA от суммарной активности дорожки
ТСХ аминные субстраты можно выстроить в ряд: ти�
розин  тирамин  дофамин (таблица), что со�
гласуется с таковым у млекопитающих (Акимов
и др., 2007).

Исследования отдельных стадий биосинтеза
N�ацилдофаминов у млекопитающих показали, что
CoA�эфиры жирных кислот не являются предше�
ственниками данных веществ, и потому было логич�
но предположить аналогичную ситуацию и в орга�
низме пресноводной гидры. Для проверки этой ги�
потезы мы инкубировали меченные тритием ара�
хидоновую кислоту, а также ее аналог С20:3n�6 в ви�
де свободной кислоты и эфира с коферментом А с
тирозином, тирамином и дофамином и проанали�
зировали продукты, как указано выше. Оказалось,
что производительность образования ацилдофами�
на из СоА�эфира жирной кислоты в два�три раза
выше таковой для свободной кислоты (таблица).
Следовательно, в организме пресноводной гидры
действует именно этот путь активации жирной кис�
лоты.

Доля радиоактивности в пятне N�ацилдофаминов ра�
диоавтограмм ТСХ продуктов инкубации меченных
тритием кислот докозагексаеновой, арахидоновой и
С20:3n�6�S�CоА с гомогенатом гидры H. magnipapillata, %
от суммы для дорожки

Жирная 
кислота

Амин

дофамин тирозин тирамин

C20:3n�6�S�CoA 10.3 8.3 13.4

Aрахидоновая 1.7 1.7 0.6

Докозагексаеновая 1.5 2.9 3.7

Примечание. При инкубации с С20:3n�6 продукты не детек�
тировали.
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Таким образом, проведенное исследование пока�
зало, что: 1) максимальный пик содержания
DHA�DA не коррелирует с выраженностью морфо�
генетического эффекта и 2) DНА не обладает мор�
фогенетическим влиянием на процесс регенерации
гидры.

Ранее мы показали, что ряд ингибиторов синтеза
дофамина и блокаторов его рецепторов влияют на
процесс регенерации гидры (Остроумова, Маркова,
2000). Мы предположили, что это может быть связа�
но с нарушением функций эндогенного дофамина.
Внесение экзогенного дофамина могло бы снять
или ослабить эффекты этих нарушений. Поскольку
дофамин нестабилен в инкубационной среде, мы
использовали в своих дальнейших экспериментах
его устойчивый липофильный аналог – DHA�DA. В
нашей работе при исследовании биохимических
превращений DHA�DA в гомогенате гидры гидро�
лиза комплекса DHA�DA не обнаружено, поэтому
мы предполагаем, что его морфогенетический эф�
фект может быть связан с дофаминовой составляю�
щей этого комплекса. Это в свою очередь может
свидетельствовать об участии как самих медиаторов,
так и их комплексов с жирными кислотами в регуля�
ции морфогенеза гидры. 
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Docosahexaenoyl Dopamine in Freshwater Hydra:
Effects on Regeneration and Metabolic Changes

       T. V. Ostroumovaa, L. N. Markovab, M. G. Akimovc, N. M. Gretskayac, and V. V. Bezuglovc

      a Moscow State University, Leninskie gory, Moscow, 119992 Russia
b Koltsov Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, 26 ul. Vavilova, Moscow, 119334 Russia
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      c Shemyakin and Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, 

16/10 ul. Miklukho�Maklaya, Moscow, 117871 Russia

Abstract—The effects of docosahexaenoyl dopamine and docosahexaenoic acid on the regeneration of hydra
gastric and basal fragments are studied. Docosahexaenoyl dopamine induced morphogenetic abnormalities
such as single ectopic tentacles in the gastric region and projections in the gastric and basal regions. Docosa�
hexaenoic acid had no effect on the morphogenesis except for a mild slowing of the regeneration rate. Since
no hydrolysis of docosahexaenoyl dopamine was detected in hydra extract, it was assumed that the morpho�
genetic effect could be associated with the dopamine component of this complex.

Key words: hydra, regeneration, morphogenesis, docosahexaenoyl dopamine, docosahexaenoic acid



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (ISO Coated v2 300% \050ECI\051)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Perceptual
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails true
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 149
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 149
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 599
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 600
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /DEU <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


