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Изучена антиоксидантная активность и нейрозащитное действие в модели H2O2-индуцированной
токсичности холиновых эфиров арахидоновой (AA-CHOL), докозагексаеновой (DHA-CHOL), ли-
нолевой (Ln-CHOL) и олеиновой (Ol-CHOL) жирных кислот, а также арахидоноилдихолина (AA-
diCHOL) и О-арахидоноил- бистетрамиетиламиноизопропанола (ABTAP). AA-CHOL, DHA-CHOL и
Ln-CHOL обеспечивали повышение выживаемости клеток на 20%. AA-CHOL, AA-diCHOL, Ol-CHOL
и ABTAP проявляли радикал-связывающую активность в АБТС-тесте, близкую к активности стан-
дартного антиоксиданта Тролокса.
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Холиновые эфиры длинноцепочечных поли-
ненасыщенных жирных кислот представляют со-
бой семейство эндогенных липидов. До недавне-
го времени in vivo были обнаружены только про-
изводные полностью насыщенных кислот с
длиной остатка до 16 атомов углерода, включи-
тельно (пальмитоилхолин) [1]. Возможность био-
синтеза данных соединений обеспечивается низ-
кой избирательностью холин ацетилтрансферазы
в отношении остатка жирной кислоты в составе
ацил-КоА [2]. Известная биологическая актив-
ность ацилхолинов проявляется преимуществен-
но посредством мускариновых и никотиновых
ацетилхолиновых рецепторов, причем по сравне-
нию с ацетилхолином длинноцепочечные ацил-
холины активируют мускариновые рецепторы
слабее, а никотиновые – сильнее [1].

В ходе метаболомных исследований послед-
них лет в человеческих плазме крови и стенках

сосудов были обнаружены новые представители
ацилхолинов – производные докозагексаеновой,
арахидоновой, олеиновой, линолевой и линоле-
новой жирной кислот [3, 4]. Данных о биологиче-
ской активности этих веществ нет, однако пока-
зано, что их уровень положительно коррелировал
с развитием патологий сердечно-сосудистой си-
стемы и риском развития отека легких [4].

Известно, что избыточный уровень генерации
различных активных форм кислорода, в том чис-
ле индуцируемый H2O2, сопровождает и является
одним из патологических факторов сердечно-со-
судистой патологии [5]. При этом активация му-
скариновых ацетилхолиновых рецепторов явля-
ется одним из механизмов защиты клеток от
окислительного стресса, вызванного H2O2 [6].
Мы предположили, что ненасыщенные ацилхо-
лины могут служить эндогенными средствами за-
щиты клеток от активных форм кислорода. Цель
работы – проверить наличие антиоксидантной
активности длинноцепочечных ненасыщенных
холинамидов арахидоновой (AA-CHOL), олеино-
вой (Ol-CHOL), докозагексаеновой (DHA-
CHOL) и линолевой (Ln-CHOL) кислот, а также
их аналогов, содержащих две четвертичные три-
метиламонийные группы: арахидоноилдихолина
(AA-diCHOL, N1-(2-(((5Z,8Z,11Z,14Z)-икоза-
5,8,11,14-тетраеноил)окси)этил)-N1,N1,N2,N2,N2-
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пентаметилэтан-1,2-диаминиум иодид) и О-ара-
хидоноил бистриметиламино-изо-пропанола
(ABTAP, 2-(((5Z,8Z,11Z,14Z)-икоза-5,8,11,14-тет-
раеноил)окси)-N1,N1,N1,N3,N3,N3-гексаметил-
пропан-1,3-диаминиум иодид) (Схема), и спо-
собность этих веществ защищать клетки от окис-
лительного стресса, индуцированного H2O2.

В качестве модели была выбрана распростра-
ненная в таких исследованиях линия человече-
ской нейробластомы SH-SY5Y [7].

Исследуемые ацилхолины и их аналоги синте-
зировали по ранее разработанным нами методи-
кам [8]. Продукты очищали колоночной хромато-
графией на силикагеле. Чистоту финального про-
дукта оценивали с помощью микроколоночной
обращенно-фазовой ВЭЖХ, структуру подтвер-
ждали с помощью 1H-ЯМР и масс-спектромет-
рии ESI. Все соединения, использованные в экс-
периментах, имели чистоту не менее 97%.

Схема. Структуры исследованных соедине-
ний.

Клетки человеческой нейробластомы SH-
SY5Y (ATCC CRL-2266) культивировали в комби-
нированной питательной среде DMEM с добав-
лением 1% заменимых аминокислот, 4 мМ L-глу-
тамина, 10% эмбриональной телячьей сыворотки
(FBS), 100 ед./мл пенициллина, 100 мкг/мл
стрептомицина и 2.5 мкг/мл амфотерицина B при
37°С и 5% CO2. Контаминацию питательной сре-
ды и сыворотки микотоксинами (зеараленоном,
дезоксиниваленолом, афлатоксином В1, охраток-
сином А, Т2-токсином) контролировали с помо-

щью экспериментальных автоматического ана-
лизатора и тест-систем для хемилюминесцентной
детекции перечисленных примесей, разработан-
ных совместно МГУ им. М.В. Ломоносова и ООО
“ХЕМА” с участием средств Минобрнауки Рос-
сии. Далее клетки пересевали с помощью раство-
ра Версена и раствора трипсина с ЭДТА. Плот-
ность клеток накануне экспериментов была 15000
на лунку 96-луночного планшета. Инкубацию с
тестируемыми соединениями проводили в тече-
ние суток. Вещества растворяли в равном объеме
свежей среды и добавляли в среду культивирова-
ния. Стоковые растворы веществ готовили в ди-
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Рис. 1. Цитотоксическое действие холиновых эфиров на культуру клеток SH-SY5Y. Здесь и на рис. 2 M ± SD, n = 5 экс-
периментов.
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Рис. 2. Защита холиновыми эфирами клеток SH-SY5Y от токсического действия H2O2 (1000 мкМ) при одновременном
добавлении. *p < 0.05 при сравнении с контролем с H2O2 без веществ.
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метилсульфоксиде, финальная концентрация
растворителя не превышала 0.5%. Для оценки
жизнеспособности клеток использовали MTT-
тест. Каждый эксперимент повторяли три раза.

Антирадикальную активность соединений
определяли по их способности связывать модель-
ный АБТС•+-радикал в соответствии с методом
[9] с незначительными модификациями. Стати-
стический анализ проводили с помощью про-
граммы GraphPad Prizm 6.0. Для статистической
оценки различий использовали дисперсионный
анализ и критерий Фишера, различия считали до-
стоверными при p ≤ 0.05. Десятичный логарифм
разделения октанол-вода рассчитывали с помо-
щью пакета Perkin-Elmer ChemBioDraw 13.0.

На первом этапе работы мы определили цито-
токсичность исследуемых соединений, что поз-
волило оптимизировать диапазон тестируемых
концентраций (рис. 1). Свободный холин (CHOL),
Ln-CHOL и AA-diCHOL были практически не-
токсичны вплоть до концентрации 100 мкМ.
DHA-CHOL и AA-CHOL проявляли слабую ток-
сичность, вызывая гибель порядка 10% клеток
при концентрации 100 μM. Наиболее выражен-
ной токсичностью обладали Ol-CHOL и ABTAP,
для которых EC50 составили 78 ± 4 и 60 ± 5 мкМ
соответственно.

В дальнейших опытах для соединений с EC50 ≤
≤ 100 μМ использовали концентрации, не превы-
шающие полученное значение EC50.

В опытах по защите клеток от токсического
действия H2O2 активными оказались только хо-
линовые производные олеиновой, линолевой и
докозагексаеновой кислот, а также свободный

холин (рис. 2). Максимальный прирост жизне-
способности клеток составил 20%. По параметру
минимальной концентрации, необходимой для
максимального эффекта, вещества можно вы-
строить в следующий ряд: Ol-CHOL ≈ Ln-CHOL <
< DHA-CHOL ≪ CHOL.

Далее, мы проверили антирадикальную актив-
ность соединений. Как видно из таблицы 1, все
эфиры холинов проявляли высокую АБТС•+-
связывающую активность. При этом активность
AA-diCHOL несколько превышала активность
стандартного антиоксиданта Тролокса (TEAC =
1.2), активность ABTAP была на уровне Тролокса
(TEAC = 1.03), а AA-CHOL и Ol-CHOL немного
уступали Тролоксу: TEAC = 0.85 и 0.83 соответ-
ственно.

Свободная арахидоновая кислота, холин, а
также предшественник арахидоноилхолина ара-
хидоноил-диметиламиноэтанол не проявляли ак-
тивности в тесте АБТС или были малоактивны.
Также мы показали, что в этом тесте иодид на-
трия был малоактивен, т.е. иодид-ион вносит не-
значительный вклад в реакцию ацилхолинов с
ABTS-радикалом. Таким образом, для проявле-
ния радикал-связывающей активности необхо-
димо наличие четвертичного азота в холиновом
остатке молекулы арахидоноилцилхолина.

Прямых данных об антиоксидантной активно-
сти холина в литературе нет, однако, при добавле-
нии свободного холина в пищу зафиксировано
снижение уровня активных форм кислорода у
мышей в модели аллергических заболеваний [10].
В литературе также имеются сведения о том, что
диметилглицин (“предшественник” холина без
третичного азота) способен проявлять антиокси-
дантную активность, хотя и при очень значитель-
ных концентрациях порядка 20–80 мг/мл [11].
Можно сделать вывод, что включение в молекулу
длинного остатка жирной кислоты усиливает ан-
тиоксидантную активность холина.

Защитное действие исследованных соедине-
ний в модели H2O2-индуцированной токсично-
сти не коррелировало с их радикал-связывающей
способностью. Этот противоречивый на первый
взгляд результат может быть объяснён тем, что
при умеренных концентрациях H2O2 ее цитоток-
сичность реализуется не за счет формирования
активных форм кислорода, а через снижение кон-
центрации NAD(P)H, что ведет к открытию несе-
лективного катионного канала на плазмалемме и
дополнительно может запускать Na+/Ca2+ обмен-
ник, что в сумме вызывает токсическую перегруз-
ку клетки кальцием [12, 13]. В литературе имеют-
ся данные о том, что активация мускариновых
ацетилхолиновых рецепторов может приводить к
выбросу кальция из клетки [14]; можно предпо-
ложить, что именно это лежит в основе защитно-
го действия ацилхолинов.

Таблица 1. АБТС•+-связывающая активность соеди-
нений. TEAC – (trolox equivalent antioxidant capacity)
антиоксидантная способность, выраженная в тролокс-
эквивалентах, как отношение тангенсов углов наклона
для зависимостей снижения концентрации АБТС•+-
радикала от концентрации исследуемого соединения и
Тролокса. Среднее ± SEM, n = 3 эксперимента

Соединение
Антирадикальная 

активность

TEAC IC50, μM

AA-CHOL 0.85 ± 0.012 22.1 ± 1.9
AA-DMAE 0.11 ± 0.012 n.d.
AA-diCHOL (EtOH) 1.2 ± 0.058 15.6 ± 1.5
ABTAP (EtOH) 1.03 ± 0.035 19.0 ± 1.4
Ol-CHOL (DMSO) 0.83 ± 0.015 22.7 ± 2.2
Арахидоновая к-та (EtOH) 0.13 ± 0.012 n.d.
NaI (DMSO) 0.19 ± 0.01 n.d.
Trolox 1.0 20.1 ± 1.6
Аскорбиновая кислота 0.98 ± 0.015 21.8 ± 1.8
Холин хлорид 0 n.d.
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Таким образом, в работе впервые была обнару-
жена способность длинноцепочечных ненасы-
щенных ацилхолинов эффективно связывать сво-
бодные радикалы и повышать жизнеспособность
клеток в условиях токсического действия H2O2.
Эти свойства хорошо согласуются с нашей на-
чальной гипотезой о том, что такие молекулы мо-
гут синтезироваться в клетке в ответ на окисли-
тельный стресс как компоненты защиты. Однако,
для окончательного ее подтверждения нужны до-
полнительные исследования в условиях in vivo.
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NEUROPROTECTIVE AND ANTIOXIDANT ACTIVITY 
OF ARACHIDONOYLCHOLINE, ITS BIS-QUATERNIZED ANALOGUES 

AND OTHER ACYLCHOLINES
M. G. Akimova,#, P. V. Dudinaa, E. V. Fomina-Ageevaa, N. M. Gretskayaa, A. A. Bosayaa,

E. V. Rudakovab, G. F. Makhaevab, G. O. Kagarlitskyc, S. A. Ereminc,
V. V. Bezuglova, and Corresponding Member of the RAS V. I. Tsetlina

a Shemyakin and Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry RAS, Moscow, Russia
b Institute of Physiologically Active Compounds of Russian Academy of Sciences, Chernogolovka, Russia

cLomonosov Moscow State University, Moscow, Russia
#e-mail: akimovmike@yandex.ru; akimovmike@yandex.ru

The antioxidant activity and protective effect in the toxicity model of H2O2 were studied for arachidonic (AA-
CHOL), docosahexaenoic (DHA-CHOL), linoleic (Ln-CHOL) and oleic (Ol-CHOL) fatty acids, as well as
arachidonoyl dicholine (AA-diCHOL) and O-arachidonoyl bistetramiethylaminoisopropanol (ABTAP).
AA-CHOL, DHA-CHOL and Ln-CHOL provided a 20% increase in cell survival. AA-CHOL, AA-diCHOL,
Ol-CHOL and ABTAP had a radical-scavengering effect in the ABTS test, approximately equal to the activity
of a standard absorbent radical Trolox.

Keywords: antioxidant activity, acylcholines, neuroprotection, bisquaternized acylcholines
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