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РЕФЕРАТ Ацилированные жирными кислотами холины – недавно открытый класс эндогенных соеди-
нений человека и животных. Ранее мы показали, что олеоилхолин (Ol-Chol) и другие ацилхолины 
в микромолярном диапазоне концентраций являются модуляторами холинергической системы и могут 
использоваться в качестве катионных липидов для доставки нуклеиновых кислот в клетки человека 
и животных. В настоящей работе исследовано взаимодействие с никотиновыми ацетилхолиновыми 
рецепторами (нАХР) двух ионных форм Ol-Chol и двух синтетических катионных липидов, содержа-
щих четвертичную аммониевую группу и два остатка олеиновой кислоты. Радиолигандным анализом 
показано, что сродство обоих ацилхолинов и синтетических катионных липидов к мышечному типу 
нАХР в 2–5.5 раза выше, чем к нейрональному α7 нАХР человека. Иодид олеоилхолина в 2 раза более 
эффективно, чем мезилат, взаимодействовал с ортостерическим сайтом связывания мышечного и α7 
нАХР, а в функциональном тесте кальциевого имиджинга оба соединения оказались на порядок более 
эффективными ингибиторами α7 нАХР, что может свидетельствовать об их дополнительном действии 
через аллостерические участки связывания рецептора. Синтетические катионные липиды заметно 
уступали олеоилхолину в сродстве к α7 нАХР и, в отличие от него, оказывали выраженное цитотокси-
ческое действие на клетки нейробластомы SH-SY5Y, которое не блокировали специфические лиганды 
нАХР. Таким образом, четвертичная аммониевая группа в составе всех исследованных соединений при-
дает им свойства ингибиторов нАХР, а усложнение структуры липофильной части молекулы введением 
двух остатков олеиновой кислоты ухудшает эти свойства, но усиливает их цитотоксическое действие 
по независимому от нАХР механизму.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ацилированные холины, никотиновый ацетилхолиновый рецептор, ингибитор, 
DOTAP, SH-SY5Y, цитотоксичность.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ нАХР – никотиновый ацетилхолиновый рецептор; αBgt – α-бунгаротоксин из яда 
Bungarus multicinctus; [125I]-αBgt – α-бунгаротоксин, меченный изотопом иода-125; CTX – α-кобратоксин 
из яда Naja kaouthia; LDH – лактатдегидрогеназа; Ol-Chol+I- – олеоилхолиниодид; Ol-Chol+Mes- – оле-
оилхолинмезилат; DOTAP+Mes- – (1,2-бис-(9Z-октадеценоилокси)-3-триметиламмонийпропан)мезилат; 
DOGG-Chol+I- – иодид холинового эфира 4-((((1,3-бис(олеоилокси)пропан-2-ил)окси)карбонил)амино)
бутановой кислоты; Nic – никотин; Mec – мекамиламин; dTC – d-тубокурарин; MLA – метилликакони-
тин; ГАМК – гамма-аминомасляная кислота.

ВВЕДЕНИЕ
Аналоги ацетилхолина – холиновые эфиры нена-
сыщенных жирных кислот – были недавно обна-
ружены в плазме и моче человека [1]. Кроме того, 
содержание длинноцепочечных ненасыщенных 
ацилхолинов повышено при некоторых заболевани-

ях. Так, например, в тканях кровеносных сосудов 
пациентов с сердечно-сосудистыми заболевания-
ми (аневризма брюшной аорты, атеросклеротиче-
ские бляшки сонных артерий, атеросклеротические 
бляшки бедренных артерий и утолщение интимы) 
идентифицированы холиновые эфиры олеиновой, 
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линолевой и арахидоновой кислот [2, 3]. Содержание 
ацилхолинов, особенно ненасыщенных, повыше-
но в образцах крови пациентов с высоким риском 
тромбоэмболии легочной артерии (ТЭЛА) по срав-
нению с образцами, полученными от пациентов со 
средним риском ТЭЛА [4]. Таким образом, накопле-
ние ацилхолинов может быть связано с развитием 
ряда патологий у человека, однако механизм дей-
ствия ацилхолинов остается малоизученным.

Ранее мы показали, что некоторые эндогенные 
ацилхолины, такие как арахидоноилхолин, олеоил-
холин (Ol-Chol), линоленоилхолин и докозагекса-
еноилхолин, в микромолярном диапазоне концен-
траций ингибируют мышечный и α7 нейрональный 
никотиновые ацетилхолиновые рецепторы (нАХР), 
а также ферменты гидролиза ацетилхолина [5]. Это 
подтверждает гипотезу о том, что механизм биоло-
гической активности эндогенных ацилхолинов свя-
зан с их модулирующим воздействием на сигналь-
ные системы, в которых участвует ацетилхолин. 
Не исключено, что эндогенные ацилхолины могут 
выступать как ингибиторы онкологического процес-
са, когда раковые клетки чувствительны к ингиби-
рованию α7 нАХР, например, при раке легкого [6].

Ацилхолины содержат четвертичную аммоние-
вую группу и представляют собой катионные ли-
пиды, что может использоваться для доставки ну-
клеиновых кислот в клетки млекопитающих [7]. 
Одним из наиболее распространенных катионных 
липидов, используемых для трансфекции, явля-
ется DOTAP (1,2-бис-(9Z-октадеценоилокси)-3-
триметиламмонийпропан), который, как и холино-
вые эфиры, содержит заряженную четвертичную 
аммониевую группу [8, 9]. Однако, несмотря на сход-
ство структуры DOTAP и холиновых эфиров, спо-
собность этого катионного липида взаимодей-
ствовать с ацетилхолиновыми рецепторами ранее 
не была изучена. Также нами показано, что эффек-
тивность клеточной трансфекции зависит от про-
тивоиона используемого катионного липида [7], 
но остается неизвестным, как природа противоио-
на влияет на способность ацилхолина ингибировать 
нАХР. 

В настоящей работе изучено взаимодействие 
с мышечным и нейрональным α7 нАХР двух ион-
ных форм Ol-Chol и двух синтетических катионных 
липидов, содержащих четвертичную аммониевую 
группу и два остатка олеиновой кислоты. С этой це-
лью нами синтезированы две формы олеоилхолина 
(иодид и мезилат), а также DOTAP мезилат и но-
вый аналог DOTAP, содержащий холиновую группу 
на некотором расстоянии от липофильного диолео-
илглицеринового остатка – иодид холинового эфира 
4-((((1,3-бис(олеоилокси)пропан-2-ил)окси)карбонил)

амино)бутановой кислоты (рис. 1). Оба эти соеди-
нения, в отличие от олеоилхолина, содержат два 
остатка ненасыщенной жирной (олеиновой) кислоты.

нАХР являются лиганд-управляемыми мем-
бранными катионными каналами [10]. нАХР мы-
шечного типа находятся на мышечных волокнах 
в местах нервно-мышечных синапсов и отвечают 
за передачу нервного импульса эффекторной клет-
ке, тогда как α7 нАХР весьма широко распростра-
нены в организме и присутствуют как на нервных, 
так и на других типах клеток, например, на иммун-
ных клетках, клетках глии, эпителия и др. [11–13]. 
α7 нАХР модулируют целый ряд клеточных про-
цессов, таких как высвобождение нейротрансмит-
теров, цитокинов и нейротрофических факторов, 
а также последующую передачу сигналов, экс-
прессию генов и т.д. [11, 14]. Нарушение функцио-
нирования мышечного нАХР связано с развитием 
миастений, а α7 нАХР – с нейродегенеративными 
и психическими заболеваниями, хронической бо-
лью, сепсисом, ревматоидным артритом, онкозабо-
леваниями и др. [6, 12, 15]. В связи с этим α7 нАХР 
рассматривают как молекулярную мишень для раз-
работки и направленной доставки лекарственных 
средств [16, 17].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы
Диолеоилглицерид (любезно предоставлен 
Е.Л. Водовозовой ИБХ РАН), N,N’-дисукцин
имидилкарбонат (DSC, Sigma-Aldrich, США), 
гамма-аминомасляная кислота (Acros Organics, 
Германия, > 99%), бис(триметилсилил)трифтораце-
тамид (BSTFA, Acros Organics), Kieselgel 60 (Merck, 
США), триэтиламин, иодметан (Acros Organics, 
> 99%), 1,1’-карбонилдиимидазол (1,1’-CDI, Fluka, 
Швейцария), диметиламинопиридин (DMAP) (Fluka, 
Швейцария), диметиламиноэтанол (DMAE) (Sigma-
Aldrich), бисульфат Na (Fluka), безв. Na2SO4, эти-
лацетат, бензол, хлористый метилен, ацетонитрил, 
ацетон, HCl, NaCl («Химмед», Россия).

Использовали следующие реактивы: Fluo-4 Direct 
Calcium Assay Kit (ThermoFisher Scientific, США), 
резазурин (Macklin Inc., Шанхай, Китай), а также 
ряд лигандов нАХР: никотин Nic (Sigma-Aldrich), 
мекамиламин Mec, d-тубокурарин d-TC, метилли-
каконитин MLA, PNU120596, PNU282987 (Tocris, 
Великобритания), линию клеток нейробластомы 
человека SH-SY5Y (Sigma-Aldrich). Препарат мем-
бран электрического органа ската Torpedo califor-
nica предоставлен Ф. Хухо (Свободный универси-
тет Берлина, Германия). Суспензия клеток GH4C1 
предоставлена компанией EliLilly, Великобритания.
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Синтез иодида холинового эфира 
4-((((1,3-бис(олеоилокси)пропан-2-ил)
окси)карбонил)амино)бутановой кислоты 
(DOGG-Chol+I-)
К раствору диолеоилглицерида (100 мг (0.16 ммоль)) 
в 1 мл хлороформа добавили 45 мг (0.18 ммоль) 
N,N’-DSC и 48 мкл (0.48 ммоль) триэтиламина. 
Перемешивали при 25°С в течение 20 мин до пол-
ного растворения компонентов смеси (раствор 1). 
К суспензии 50 мг (0.5 ммоль) гамма-аминомасля-
ной кислоты в 500 мкл ацетонитрила прибавляли 
0.5 мл (1.94 ммоль) бис(триметилсилил)трифто-
рацетамида и перемешивали при 25°С до полно-
го растворения гамма-аминомасляной кислоты. 
Полученный раствор прибавляли к полученному 
выше раствору 1. Реакционную смесь перемешива-
ли в течение 18 ч при +4°С. Затем смесь экстраги-
ровали этилацетатом, экстракт промывали 2 N рас-
твором бисульфата Na, H2O, насыщенным раствором 
NaCl и высушивали над безв. Na2SO4, фильтровали 
и упаривали. Собрали 118 мг вещества в виде слег-
ка желтоватого масла. Искомый продукт выделяли 
с помощью колоночной хроматографии на силика-
геле Kieselgel 60, используя градиент системы бен-
зол–этилацетат от 0 до 15% этилацетата. Собрали 
47 мг 4-((((1,3-бис(олеоилокси)пропан-2-ил)окси)
карбонил)амино)бутановой кислоты (DOGG) (39%) 
в виде бесцветного масла. 1H-ЯМР (CDCl3; м.д., J, 
300 Гц) 0.90 (6Н, т, 2Н18), 1.28–1.32 (40H, м, 2H4; 2H5; 
2H6; 2H7; 2H12; 2H13; 2H14; 2H15; 2H16; 2H17), 1.63 
(4H, м, 2H3), 1.88 (2H, H3’ (ГАМК)), 2.03 (8Н, м, 2Н8; 
2H11), 2.34 (4H, 2H2), 2.43 (2H, H2` (ГАМК)), 3.27 (2Н, 
м, Н4’), 4.20–4.28 (4H, дм, 2H2’ (глицерин)), 4.89 (1H, 
H1’’ (глицерин)), 5.36 (4Н, м, 2Н9; 2Н10). 

К  36 мг (0.05 ммоль) DOGG, растворенного 
в 500 мкл хлористого метилена, добавляли 10 мг 
(0.06 ммоль) 1,1’-CDI, 8 мкл (0.06 ммоль) триэтила-
мина и перемешивали при 22°C на магнитной ме-
шалке в течение 60 мин. К полученному имида-
золиду 4-((((1,3-бис(олеоилокси)пропан-2-ил)окси)
карбонил)амино)бутановой кислоты прибавляли 
1.8 мг (0.015 ммоль) DMAP и 10 мкл (0.1 ммоль) 
DMAE и перемешивали в течение 18 ч при 22°C 
в атмосфере аргона. Затем разбавляли реакционную 
смесь хлороформом, промывали 0.1 N HCl и H2O, ор-
ганический слой промывали насыщенным раствором 
NaCl и высушивали над безв. Na2SO4. Органический 
слой фильтровали и упаривали. Продукт очи-
щали хроматографией на колонке (Kieselgel 60). 
Элюировали смесью гексан–ЭА, 9 : 1, гексан–ЭА, 
30 : 10, хлороформ–метанол, 10 : 1. Собрали 19.7 мг 
(48.6%) в виде бесцветного масла. Полученный 
продукт для его кватернизации растворяли в су-
хом ацетоне и обрабатывали 6-кратным избытком 

иодметана. Получили 22.4 мг (96%) DOGG-Chol+I- 
в виде белых кристаллов. 1H-ЯМР (CDCl3; м.д., J, 
300 Гц) 0.90 (6Н, т, 2Н18), 1.28–1.32 (40H, м, 2H4-7; 
2H12–17], 1.63 (4H, м, 2H3), 1.88 (2H, H3’ (ГАМК)), 
2.03 (8Н, м, 2Н8; 2H11), 2.34 (4H, 2H2), 2.43 (2H, 
H2’ (ГАМК)), 3.27(2Н, м, Н4’), 3.34 (2H, H1’ DMAE), 
4.20–4.28 (6H, дм, 2H2’ (глицерин), H2’ DMAE), 4.89 
(1H, H1’’ (глицерин)), 5.36 (4Н, м, 2Н9; 2Н10).

Конкурентный радиолигандный анализ
Мембраны электрического органа ската Torpedo 
californica, содержащие α1β1γδ нАХР мышечного 
типа (с конечной концентрацией токсинсвязыва-
ющих сайтов 0.52 нМ) или клетки линии GH4C1, 
экспрессирующие нейрональный α7 нАХР человека 
(конечная концентрация токсинсвязывающих сайтов 
равна 0.4 нМ) инкубировали с различными концен-
трациями ацилхолинов, добавленных в виде раство-
ра в ДМСО, при комнатной температуре в буфере 
для связывания (20 мM Tрис-HCl, 1 мг/мл БСА, pH 
8.0; объем 50 мкл) в течение 2 ч 50 мин или 3 ч 
30 мин соответственно. Итоговый буфер для каж-
дой точки конкретного эксперимента, включая 
точки контроля 100 и 0% связывания, был выров-
нен по максимальному количеству ДМСО (от 0.15 
до 1.5% в разных сериях экспериментов), добавлен-
ному в реакционную смесь с исследуемыми ацил-
холинами. Затем к образцам добавляли [125I]-αBgt 
в конечной концентрации 0.2 нМ и инкубировали 
в течение еще 5 мин. Несвязавшийся [125I]-αBgt 
удаляли быстрой фильтрацией реакционной смеси 
через GF/C фильтры (Whatman, Великобритания) 
и трехкратной промывкой буфером для связывания 
(по 3 мл буфера). Использующиеся фильтры пред-
варительно обрабатывали 0.25% полиэтиленимином. 
За 100% связывание принимали связывание радио-
лиганда в отсутствие каких-либо вытеснителей; 
уровень неспецифического связывания (0%) опреде-
ляли по аналогичному опыту, в котором препараты 
мышечного и α7 нАХР инкубировали в присутствии 
9 мкМ α-кобратоксина (CTX) в течение 2 ч 50 мин 
или 3 ч 30 мин соответственно. Количественные из-
мерения связавшегося [125I]-αBgt проводили с ис-
пользованием γ-счетчика Wallac Wizard 1470 (GMI 
Inc., США). Результаты взаимодействия исследуе-
мых соединений с соответствующими мишенями 
анализировали в виде значений IC50 при помощи 
программы OriginPro 2015 (Microcal, США).

Кальциевый имиджинг
Клетки линии SH-SY5Y нейробластомы челове-
ка культивировали в ростовой среде, состоящей 
из среды DMEM («ПанЭко», Россия), 10% эмбрио-
нальной телячьей сыворотки (FBS, neoFroxx GmbH, 
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Германия), антибиотиков пенициллина (50 ЕД/мл) 
и стрептомицина (50 мкг/мл, «ПанЭко») при 37°С 
в СО2-инкубаторе (5% СО2). Для кальциевого имид-
жинга клетки рассевали в черный 96-луночный 
планшет (SPL Life Sciences, Корея) по 5000–10000 
клеток в лунку и растили до достижения 80–90% 
монослоя. Затем заменяли среду роста буфером, со-
держащим 140 мМ NaCl, 2 мМ CaCl2, 2.8 мМ KCl, 
4 мМ MgCl2, 20 мМ HEPES, 10 мМ глюкозы, pH 
7.4, и инкубировали клетки в присутствии Fluo-4 
Direct Calcium Assay Kit (ThermoFisher Scientific, 
США) в темноте в течение 30 мин при 37°С, а за-
тем еще 30 мин при комнатной температуре. Перед 
добавлением специфического агониста α7 нАХР 
(200 нМ PNU 282987 (Tocris, Великобритания)) клет-
ки SH-SY5Y инкубировали в течение 20 мин с рас-
творами исследуемых веществ и специфического 
позитивного модулятора α7 нАХР (10 мкМ PNU 
120596 (Tocris)). Полного ингибирования наблюда-
емых кальциевых ответов достигали инкубацией 
клеток с 1 мкМ раствором α-кобратоксина CTX, 
специфического антагониста α7 нАХР, в течение 
20 мин.

Изменения флуоресценции индикатора Fluo-4 
(λex/em = 485/535 ± 10 нм) детектировали с помо-
щью микропланшетного флуориметра Hidex Sense 
Microplate Reader (Hidex, Финляндия). Изменения 
интенсивности флуоресценции анализировали с ис-
пользованием программы OriginPro 2017 (OriginLab 
Corporation, США).

Резазуриновый тест для оценки метаболической 
активности клеток 
Клетки SH-SY5Y рассевали в прозрачный 96-лу-
ночный планшет (SPL Life Sciences, Корея) по 3000 
клеток в лунку. Через 24 ч к клеткам добавляли 
исследуемые вещества Ol-Chol+I-, Ol-Chol+Mes-, 
DOGG-Chol+I-, DOTAP+Mes- в  концентрации 
6.25–100 мкМ, а также лиганды нАХР: 100 мкМ 
никотин (Nic, Sigma-Aldrich, Германия), меками-
ламин (Mec), d-тубокурарин (d-TC), метиллика-
конитин (MLA); 10 мкМ PNU 120596, PNU 282987 
(Tocris, Великобритания); 1 мкМ α-кобратоксин 
CTX. Клетки культивировали в течение 72 ч, по-
сле чего определяли метаболическую клеточную 
активность с использованием резазурина как опи-
сано ранее [18]. Культуральную среду удаляли, 
клетки инкубировали в течение 4 ч с раствором 
резазурина (Macklin Inc., Китай) в буфере, содер-
жащем 140 мМ NaCl, 2 мМ CaCl2, 2.8 мМ KCl, 4 мМ 
MgCl2, 20 мМ HEPES, 10 мМ глюкозы, pH 7.4. После 
этого оценивали интенсивность флуоресценции 
(λex/em = 550/590 ± 10 нм) продукта восстанов-
ления резазурина (резоруфин) с помощью микро-

планшетного флуориметра (Hidex, Финляндия). 
Отрицательным контролем служили лунки без кле-
ток, положительным – интактные клетки SH-SY5Y.

Определение активности внеклеточной 
лактатдегидрогеназы (LDH) для оценки 
цитотоксичности соединений 
Клетки SH-SY5Y рассевали в прозрачный 96-лу-
ночный планшет (SPL Life Sciences, Корея) по 3000 
клеток в лунку. Через 24 ч к клеткам добавляли Ol-
Chol+I- и DOTAP+Mes- в концентрации 6.25–100 мкМ, 
культивировали в течение 72 ч и определяли актив-
ность внеклеточной лактатдегидрогеназы с исполь-
зованием набора LDH Cytotoxicity Assay kit (Wuhan 
Servicebio Technology Co., Ltd., Китай) по методике 
производителя. Отобранную культуральную среду 
(80 мкл) инкубировали в течение 30 мин с 80 мкл 
рабочего раствора для детекции лактатдегидроге-
назы, после чего определяли оптическую плотность 
раствора при λ = 490 нм с использованием микро-
планшетного ридера Hidex Sense Microplate Reader 
(Hidex, Финляндия). Отрицательным контролем 
служили лунки без клеток, положительным – ли-
зированные клетки SH-SY5Y (Cell lysis buffer, LDH 
Cytotoxicity Assay kit).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Синтез ацилхолинов и их катионных 
диолеоильных аналогов 
Использованные в работе соединения (рис. 1) по-
лучены химическим путем. Олеоилхолин в форме 
иодида (Ol-Chol+I-) и мезилата (Ol-Chol+Mes-) син-
тезировали согласно [19]. DOTAP мезилат синте-
зировали из 3-(диметиламино)-1,2-пропандиола 
и олеиновой кислоты [20] с последующей кватерни-
зацией диметилсульфатом. DOGG-Chol+I- был полу-
чен из 1,2-диолеоилглицерина путем последователь-
ного введения в его структуру ГАМК и холина.

Взаимодействие синтезированных соединений 
с никотиновыми холинорецепторами 
Способность синтезированных соединений взаимо-
действовать с ортостерическим участком связыва-
ния нАХР оценивали с помощью радиолигандного 
анализа, а функциональную активность нАХР опре-
деляли методом кальциевого имиджинга. 

Для  исследования взаимодействия иодида 
и мезилата олеоилхолина и катионных липидов 
DOGG-Chol+I- и DOTAP+Mes- с ортостерическим 
участком связывания нАХР анализировали их кон-
куренцию с α-бунгаротоксином, меченным радио-
активным изотопом иода ([125I]-αBgt), за связывание 
с мышечным нАХР электрического органа ската 
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T. californica и нейронным α7 нАХР человека с ис-
пользованием радиолигандного метода (рис. 2). 
Оказалось, что все соединения связываются с ор-
тостерическими сайтами обоих рецепторов (рис. 2). 
Сродство Ol-Chol+I- и Ol-Chol+Mes- и диолеоильных 
аналогов DOGG-Chol+I- и DOTAP+Mes- к мышечно-
му типу рецепторов (диапазон IC50 = 32.5–56 мкМ) 
оказалось в 2.0–5.5 раза выше, чем к α7 нАХР че-
ловека (диапазон IC50 = 62–178 мкМ) (табл. 1). 
При этом олеоилхолин иодид в 2 раза более эф-
фективно взаимодействовал с ортостерическим сай-
том связывания мышечного и α7 нАХР (IC50 = 37 
и 62 мкМ соответственно), чем в форме мезилата 
(IC50 = 56 и 129 мкМ соответственно) (табл. 1).

Сродство исследованных нами новых анало-
гов ацилхолинов (Ol-Chol+Mes-, DOGG-Chol+I-, 
DOTAP+Mes-) к нАХР мышечного типа из электри-
ческого органа ската T. сalifornica, оцененное мето-
дом радиолигандного анализа (IC50 = 32.5–56 мкМ) 
(рис. 2 и табл. 1), определялось в том же диапазоне, 
что и сродство исследованных нами ранее эндоген-
но представленных ацилхолинов (арахидоноилхо-
лин, олеоилхолин, линоленоилхолин и докозагек-
саеноилхолин) (IC50 = 18.7–93 мкМ) [5]. Интересно, 
что новые соединения обладали меньшим сродством 
(129–178 мкМ) к нейрональному α7 подтипу нАХР 
человека, чем ранее изученные (14.2–80 мкМ) [5]. 
В нашей работе впервые показано влияние природы 
противоиона соответствующего ацилхолина на эф-
фективность его взаимодействия с рецептором: ио-
дид олеоилхолина обладал примерно в 2 раза более 
высоким сродством, чем его мезилат (табл. 1).

Рис. 1. Структуры исследованных ацилхолинов: 
1 – олеоилхолин иодид (Ol-Chol+I-), 2 – олеоилхолин 
мезилат (Ol-Chol+Mes-), 3 – иодид холинового эфира 
4-((((1,3-бис(олеоилокси)пропан-2-ил)окси)карбонил)
амино)бутановой кислоты (DOGG-Chol+I-), 4 – мези-
лат 1,2-бис-(9Z-октадеценоил)-3-триметиламмоний 
1,2-диоксипропана (DOTAP+Mes-)

Рис. 2. Зависимость специфического связывания радиоактивного [125I]-αBgt с мышечным нАХР ската Torpedo 
californica (А) и α7 нАХР человека (Б) от концентрации исследуемых ацилхолинов и их диолеоильных аналогов. 
Каждая точка на графиках представляет собой среднее значение ± стандартная ошибка среднего, n = 2–3
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С помощью радиолигандного анализа было по-
казано, что все исследованные аналоги ацилхоли-
нов взаимодействуют с α7 нАХР. Далее методом 
кальциевого имиджинга изучили их способность 
ингибировать функциональные ответы рецептора 
данного подтипа. Для этого использовали клетки 
нейробластомы SH-SY5Y, эндогенно экспрессирую-
щие α7 и некоторые другие подтипы нАХР [21]. Все 
исследованные соединения были способны ингиби-
ровать клеточные ответы, вызванные активацией α7 
нАХР с помощью PNU282987, специфического аго-
ниста этого рецептора, в присутствии позитивного 
аллостерического модулятора PNU120596 (рис. 3). 
Наиболее эффективным ингибитором оказался оле-
оилхолин мезилат (IC50 = 0.79 мкМ), в форме иоди-
да его эффективность снижалась в 5 раз (рис. 3, 
табл. 1). DOGG-Chol+I- и DOTAP+Mes- уступали Ol-
Chol+Mes- по эффективности в 9 и 19 раз соответ-
ственно (рис. 3, табл. 1).

В нашей работе впервые показана существенная 
разница в ингибиторной активности олеоилхолина 
в отношении нАХР в зависимости от его солевой 
формы. Мезилат олеоилхолина обладал не только 
наибольшим сродством к α7 нАХР, но его кривая 
кальциевого ответа имела гораздо более пологую 
форму (рис. 3, табл. 1). Так, он был эффективен 
уже в субмикромолярном диапазоне концентраций 
(IC20 ~ 0.1 мкМ, IC50 = 0.8 мкМ), тогда как остальные 
соединения, исследованные в настоящей (Ol-Chol+I-, 
DOGG-Chol+I-, DOTAP+Mes-) и в ранее опубликован-
ной (иодиды арахидоноилхолина, линоленоилхолина 
и докозагексаеноилхолина) наших работах, были ак-
тивны только в микромолярном диапазоне концен-
траций (2–15 мкМ) (табл. 1) [5].

В радиолигандном анализе, в котором оценивали 
взаимодействие веществ с ортостерическим участ-
ком связывания лигандов, сродство всех исследо-
ванных соединений к α7 нАХР оказалось заметно 
ниже, чем при функциональном ингибировании 
этого рецептора, измеренном методом кальциевого 
имиджинга (табл. 1). Это свидетельствует о других 
молекулярных механизмах ингибиторного действия 
аналогов ацилхолинов, возможно, посредством вза-

имодействия с аллостерическими участками связы-
вания рецептора. Следует отметить, что усложнение 
структуры липофильной части аналогов олеоилхо-
лина (DOGG-Chol+I- и DOTAP+Mes-) путем введения 
дополнительного остатка олеиновой кислоты приво-
дило к снижению сродства этих веществ к рецепто-
ру как в радиолигандном анализе (рис. 2, табл. 1), 
так и в экспериментах по кальциевому имиджингу 
(рис. 3, табл. 1). Вероятно, такое усложнение струк-
туры создает стерические затруднения для связы-
вания лиганда с рецептором.

Влияние олеоилхолина и его диолеоильных 
аналогов на жизнеспособность 
и пролиферативную активность клеток 
нейробластомы SH-SY5Y
Если для оценки функциональной активности 
олеоилхолинов и их диолеоильных аналогов в от-
ношении α7 нАХР необходимо несколько минут, 
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Рис. 3. Ингибирование аналогами ацилхолинов кальци-
евых ответов, вызванных активацией α7 нАХР специ
фическим агонистом PNU282987 (200 нМ) в клетках 
нейробластомы SH-SY5Y. Рассчитанные параметры 
ингибирования (IC

50
) приведены в табл. 1. Данные 

представлены как среднее значение ± стандартное от-
клонение, n = 4–6

Таблица 1. Сродство аналогов ацилхолинов к двум подтипам нАХР, представленное в виде значений IC
50

 (мкМ), 
рассчитанных на основании данных радиолигандного анализа и Са2+-имиджинга

Ацилхолины
нАХР T. californica α7 нАХР

Радиолигандный анализ, IC50 (мкМ) Радиолигандный анализ, IC50 (мкМ) Ca2+-имиджинг, IC50 (мкМ)
Ol-Chol+I- 37 ± 1 62 ± 4 3.95 ± 0.18

Ol-Chol+Mes- 56 ± 2 129 ± 8 0.79 ± 2.24
DOGG-Chol+I- 50 ± 3 151 ± 4 7.32 ± 2.97
DOTAP+Mes- 32.5 ± 3.5 178 ± 8 14.99 ± 9.10
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то для направленной внутриклеточной доставки 
нуклеиновых кислот и подобных им соединений 
время инкубации катионных липидов с клетками 
увеличивают до нескольких часов и даже суток. 
В этой связи далее оценивали длительное вли-
яние (в течение 72 ч) олеоилхолинов и аналогов 
DOGG-Chol+I- и DOTAP+Mes- на жизнеспособность 
и пролиферацию популяции клеток нейробласто-
мы SH-SY5Y, в том числе проверяли и зависимость 
наблюдаемых эффектов от активации или инги-
бирования нАХР с помощью известных агонистов, 
позитивного аллостерического модулятора и антаго-
нистов. С этой целью жизнеспособность клеток ана-
лизировали с использованием резазуринового те-
ста для оценки метаболической активности клеток 
и определения активности внеклеточной лактатде-
гидрогеназы для оценки цитотоксичности соедине-
ний. Проведенные исследования показали, что оле-
оилхолин (6.25–100 мкМ) не влиял существенно 
на жизнеспособность клеток (рис. 4А, Б); соеди-
нение DOGG-Chol+I- во всех использованных кон-
центрациях оказывало цитотоксическое действие 
(гибель 13–28% клеток, IC50 > 100 мкМ (рис. 4А)). 
Цитототоксическое действие катионного липи-
да DOTAP+Mes- имело ярко выраженную концен-
трационную зависимость (IC50 = 26.18 ± 0.16 мкМ 
в резазуриновом тесте (рис. 4А) и 19.28 ± 5.64 мкМ 
в LDH-тесте (рис. 4Б)).

Ранее нами было показано [5], что инкубация кле-
ток аденокарциномы легкого A549 с олеоилхолини-

одидом (100 мкМ, 24 ч) приводила к концентраци-
онно-зависимому угнетению их жизнеспособности 
за счет индукции апоптоза, которое достигало 45%. 
Эти клетки экспрессируют α7 нАХР [22], однако 
маловероятно, что наблюдаемый эффект реализует-
ся через этот подтип рецептора, так как его специ
фический ингибитор метилликаконитин (10 мкМ) 
не влиял на цитотоксическое действие олеоилхоли-
на [5].

В настоящей работе мы проверили, реализуют-
ся ли обнаруженные долговременные эффекты ис-
следуемых катионных липидов на выживаемость 
клеток нейробластомы SH-SY5Y через взаимодей-
ствие этих соединений с нАХР. Для этого клетки 
SH-SY5Y инкубировали в течение 72 ч с исследу-
емыми липидами в двух концентрациях, не пре-
вышающих IC50 их цитотоксического действия (10 
и 50 мкМ для Ol-Chol+I-, Ol-Chol+Mes-, DOGG-Chol+I-, 
а также 5 и 25 мкМ для DOTAP+Mes-), в присут-
ствии ряда специфических лигандов нАХР (рис. 5). 
Клетки SH-SY5Y экспрессируют как гомопентамер-
ный α7 нАХР, так и ряд гетеропентамерных нАХР, 
содержащих в своем составе комбинации α3-, α5-, 
β2- и β4-субъединиц [21]. Проведенные опыты по-
казали, что ни неселективные агонисты (никотин) 
и антагонисты (мекамиламин и d-тубокурарин), 
ни специфические лиганды α7 нАХР, такие как аго-
нист PNU282987, позитивный аллостерический 
модулятор PNU120596 или такие антагонисты, 
как метилликаконитин и α-кобратоксин, не влия-

Рис. 4. Влияние Ol-Chol+I-, Ol-Chol+Mes-, DOGG-Chol+I- и DOTAP+Mes- на жизнеспособность и пролифератив-
ную активность клеток SH-SY5Y. Клетки инкубировали с различными концентрациями веществ в течение 72 ч. 
А – клеточную метаболическую активность определяли с помощью резазуринового теста. Б – цитотоксичность 
DOTAP+Mes- и Ol-Chol+I- – по активности внеклеточной лактатдегидрогеназы. Данные приведены как среднее 
значение ± стандартное отклонение, n = 3. *p < 0.05 по сравнению с контрольными значениями, U-критерий 
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Рис. 5. Влияние лигандов нАХР на долговременные эффекты, оказываемые Ol-Chol+I- (А), Ol-Chol+Mes- (Б), 
DOGG-Chol+I- (В) и DOTAP+Mes- (Г) на метаболическую активность клеток SH-SY5Y в течение 72 ч. Использо-
вали следующие лиганды нАХР: никотин (Nic), мекамиламин (Mec), d-тубокурарин (d-TC) и метилликаконитин 
(MLA) в концентрации 100 мкМ; PNU120596 и PNU282987 в концентрации 10 мкМ; α-кобратоксин (CTX) – 1 мкМ. 
Данные приведены относительно значений метаболической активности интактных клеток SH-SY5Y. Cntrl – отно-
сительная метаболическая активность клеток в присутствии указанной концентрации Ol-Chol+I- (А), Ol-Chol+Mes- 
(Б), DOGG-Chol+I- (В) и DOTAP+Mes- (Г). Данные приведены как среднее значение ± стандартное отклонение, 
n = 3. *p < 0.05, U-критерий Манна–Уитни, по сравнению с контрольными значениями
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ли на эффекты исследуемых соединений на клетки 
SH-SY5Y (рис. 5).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Ацилированные холины – недавно открытый и еще 
мало изученный класс эндогенных жирнокислотных 
аналогов ацетилхолина. Ранее мы показали, что хо-
линовые эфиры ненасыщенных жирных кислот яв-
ляются модуляторами ацетилхолиновой системы. 

Продолжая эти исследования, в настоящей работе 
на примере олеоилхолина, проявившего по резуль-
татам предыдущих экспериментов наибольшую 
активность в ингибировании α7 нАХР, впервые по-
казано, что противоион четвертичной аммониевой 
группы существенно влияет на способность со-
единения взаимодействовать с нАХР. По данным 
радиолигандного анализа связывания [125I]-αBgt 
с ортостерическим сайтом связывания нАХР иодид 
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олеоилхолина в 2 раза более эффективно, чем мези-
лат взаимодействовал с мышечным и нейрональным 
α7 нАХР. Эти результаты показывают, что в усло-
виях биологического эксперимента в рабочем бу-
ферном растворе не происходит замена противо-
иона на хлорид, несмотря на его избыток, а размер 
противоиона, по-видимому, существенно влияет 
на взаимодействие ацилхолина с ортостерическим 
участком связывания ацетилхолина на рецепторе. 
С помощью кальциевого имиджинга, фиксирующего 
функциональный ответ клеток на активацию нАХР, 
показано, что обе солевые формы олеоилхолина (ио-
дид и мезилат) оказались заметно более эффектив-
ными ингибиторами α7 нАХР (IC50 = 3.95 и 0.79 мкМ 
соответственно), чем это проявилось в опытах 
по конкуренции с [125I]-αBgt. Можно предположить, 
что в данном случае усиление ингибирующей ак-
тивности олеоилхолинов связано с их дополнитель-
ным взаимодействием с аллостерическими участ-
ками связывания на молекуле рецептора, которое 
не фиксируется радиолигандным методом анализа.

Важный результат настоящего исследова-
ния – обнаружение способности ингибировать нАХР 
как мышечного, так и нейронального типа у катион-
ного липида DOTAP, широко используемого в соста-
ве липидных наночастиц для доставки нуклеиновых 
кислот в клетки млекопитающих. Несмотря на то, 
что по активности DOTAP уступал олеоилхолину, 
способность данного катионного липида модулиро-
вать активность рецепторов ацетилхолиновой систе-
мы следует учитывать при создании лекарственных 
препаратов с его участием. В отличие от олеоил-
холина липофильная часть DOTAP содержит два 
остатка олеиновой кислоты. Мы синтезировали ана-
лог олеоилхолина, в котором липофильная часть 
также содержала два остатка олеиновой кислоты 
в составе 1,2-диацилглицерина, а холиновая груп-

па была отделена от липофильной части линке-
ром на основе ГАМК (DOGG-Chol+I-). Как и в слу-
чае DOTAP, по данным радиолигандного анализа 
и функционального ответа в экспериментах кальци-
евого имиджинга, этот аналог также проявлял срод-
ство к α7 нАХР, но заметно уступал по активности 
олеоилхолину. DOGG-Chol+I- и DOTAP+Mes-, в отли-
чие от олеоилхолина, усиливающего пролиферацию 
клеток нейробластомы SH-SY5Y, оказывали выра-
женное цитотоксическое действие на эти клетки. 
Этот эффект, однако, не был опосредован взаимо-
действием с нАХР, так как специфические лиганды 
нАХР оказались не в состоянии его заблокировать. 

Таким образом, холиновая группа в составе 
всех исследуемых ацилхолинов придает им свой-
ства ингибиторов нАХР, а усложнение структуры 
липофильной части молекулы путем введения до-
полнительного остатка олеиновой кислоты снижает 
ингибирующую активность, но усиливает их цито-
токсическое действие по независимому от нАХР 
механизму. 
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