ДИОЛЬНЫЕ ЛИПИДЫ —НОВЫЙ КЛАСС ПРИРОДНЫХ ВЕЩЕСТВ
Член-корреспондент АН СССР 
Л.   Д.   БЕРГЕЛЬСОН

С

 середины прошлого века, со времен классических исследований Шев-реля известно, что природные жиры (липиды) — это эфиры жирных кислот и глицерина. В химии липидов данное положение, ставшее азбучной истиной, почти никогда не подвергалось строгой количественной проверке. Однако исподволь стали накапливаться сведения, указывающие
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на то, что во многих биологических источниках липидов наряду с глице​рином присутствуют его ближайшие родственники — этиленгликоль, про-пандиол и другие двухатомные спирты. Такие спирты (диолы) находили также и в липидных гидролизатах, но этому факту до поры до времени не  придавалось значения.

Примерно десятилетие назад сотрудники Института химии природных •соединений Академии наук СССР для исследования спиртовой части гидролизатов различных жиров и масел начали использовать тогда еще новый метод газо-жидкостной хроматографии. Результат был неожи-
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данным: в большинстве случаев кроме глицерина в гидролизатах обна​руживались целые наборы диолов (см. рис. 1). Было установлено, что в исходных жирах диолы присутствуют в связанной (липидной) форме. Эти данные заставили нас предположить, что липидно-связанные произ​водные двухатомных спиртов (впоследствии в литературе они получили название «диольпые липиды») — распространенный тип природных ве​ществ, ранее не замеченный из-за несовершенства методов исследования. Было решено начать их систематическое изучение.

Теперь уже можно подвести некоторые итоги работы, проведенной в этой области сотрудниками Института химии природных соединений: им. М. М. Шемякина (В. А. Вавер, Н. В. Проказова, Г. А. Попкова,, Н. А. Ушаков, С. Г. Батраков, А. С. Понасян, Г. К. Тодрия).

По мере развития наших исследований интерес к диольным липидам заметно возрос, и постепенно на них обратили внимание зарубежные ла​боратории. Результаты, полученные ими, также здесь упоминаются.

На первом этапе наши исследования сдерживались отсутствием ме​тодик определения содержания диолов в липидах. Существующие спосо​бы гидролитического расщепления жиров и липидов, предназначенные в  основном  для  изучения  жирных  кислот,  оказались  в  данном  случае
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неприемлемыми. В связи с этим были разработаны специальные моди​фикации щелочного и кислого метанолиза и алюмогидридного расщепле​ния липидов, обеспечивающие количественное выделение спиртовых компонентов. Затем были установлены оптимальные условия газохрома-тографического разделения глицерина и диолов, существующих в виде свободных спиртов или ацетатов и триметилсилиловых эфиров (поскольку разделение компонентов не всегда было достаточно полным, нередко при​ходилось проводить анализы всех трех указанных типов соединений па​раллельно), условия количественного микроацетилирования смесей глице-
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рина и диолов, а также точно определены дифференциальные потери ин​дивидуальных компонентов.

Так как пользоваться газо-жидкостной хроматографией в качестве единственного метода идентификации веществ рискованно, для подтверж​дения результатов необходимо было прибегать к масс-спектрометрии. Сначала для масс-спектрометрической идентификации диолов их прихо​дилось выделять из гидролизатов в микро-препаративном масштабе по​средством препаративной газо-жидкостной хроматографии соответствую​щие ацетаты. Появление комбинированного метода газо-жидкостной хро​матографии — масс-спектрометрии — свело процесс идентификации к од​ной стадии (см. рис. 2).

Газо-жидкостная хроматография и масс-спектрометрия стали надежны​ми способами определения содержания диолов в липидах. Исследование указанными методами большого числа липидов растений, животных и микроорганизмов показало, что диольные липиды действительно пред​ставляют собой широко распространенный в природе класс веществ (см. табл. 1). Чаще всего производные диолов являются лишь минорными ком​понентами липидных смесей. Обычно содержание диолов — 0,5—1,5% от содержания глицерина. Исключение составляют липиды некоторых мор​ских беспозвоночных (звезд, ежей, моллюсков, голотурий) со сравнимы​ми количествами глицерина и диолов. Интересно, что содержание диолов столь высоко только у животных, собранных в  конце лета или ранней

Таблица    1
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осенью; весной же оно очень незначительно. По-видимому, морские бес​позвоночные могут использовать диольные липиды в качестве энергети​ческого резерва, синтезируя их летом в период быстрого роста и потреб​ляя зимой, когда животные голодают.

Первые попытки изолировать диольные липиды от прочих липидных фракций потерпели неудачу. Поскольку физические свойства этих липи​дов близки свойствам глицеридов, при адсорбционной хроматографии оба типа соединений обычно перекрывались. Распределительная хроматогра​фия и противоточное распределение также оказались здесь мало пригод​ными, так как при этом небольшие количества диольных липидов «захва​тывались» глицеридами. Поэтому на начальном этапе исследования струк​туры диольных липидов приходилось судить по хроматографическому по​ведению фракций, содержащих диолы. Например, на основании того фак​та, что хроматографически чистые диглицериды и триглицериды, выделен​ные пз тканей животных и бактериальных клеток, давали после щелочно​го гидролиза в качестве продуктов расщепления только жирные кислоты, глицерин и диолы, можно было сделать вывод, что диолы присутствуют в них в форме моно- или диэфиров жирных кислот. В табл. 2 перечислены объекты, где наличие таких соединений можно считать доказанным.

Таблица   2
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Выделение нативных диольных диэфиров из природных источников стало возможным после того, как в технику липидных исследований во​шли два новых метода: высокотемпературная газо-жидкостная хромато​графия и распределительная хроматография с «обращенной» фазой. Для отделения диольных липидов от глицеридов были созданы специальные модификации этих методов. Идентификация веществ проводилась с по​мощью   масс-спектрометрии.

К настоящему времени выделен ряд этиленгликольных липидов.

При изучении с помощью высокотемпературной программированной газовой хроматографии триглицеридной фракции регенерирующей печени крыс, которая но данным тонкослойной хроматографии кажется гомоген​ной, было обнаружено вещество, соответствующее по хроматографическо​му поведению диэфиру диола (см. рис. 3). По масс-спектру оно идентифи-
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цировано как дипальмитат этиленгликоля. Так впервые в микропрепара​тивном масштабе был выделен этиленгликольный липид.

Жирнокислотные эфиры этиленгликоля удалось обнаружить, исполь​зовав высокотемпературную газо-жидкостную хроматографию, во фракции диольных липидов, выделенной из дрожжей Candida tvopicalis (см. рис.4). Для выделения фракции, свободной от глицеридов, была применена тон​кослойная хроматография с «обращенной» фазой.

Строение изолированных веществ затем было подтверждено комбини​рованной газовой хроматографией — масс-спектрометрией.

Другой класс нейтральных липидов составляют алкиловые эфиры дио-лов. С помощью уже названных методов открыты три представителя это-
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го класса: алкенил-ацильные производные (т. е. нейтральные диольные плазмалогеньт), смешанные алкил-ациловые эфиры и диалкиловые эфиры. При высоком содержании в триглицеридных фракциях диольных плаз-малогенов последние удается изолировать с помощью колоночной хрома​тографии и затем исследовать выделенный интактный липид.

Производные диолов обнаружены не только среди нейтральных липи-дов, но и в более полярных фракциях. Установлено строение четырех классов полярных диольных липидов: диольные холинфосфатиды, найден​ные в печени крыс (1), диольные галактозиды, присутствующие в семе​нах кукурузы (2), диольные липоаминокислоты, обнаруженные у различ​ных бактерий (3 и 4), фосфатидилбутандиолы, выделенные из аминоми-цетов (5).
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Структура всех этих веществ была установлена путем их фермента​тивного и химического расщепления и изучения образовавшихся фрагмен​тов методами газо-жидкостной хроматографии и масс-спектрометрии, как это показано на рис. 5 и 6.

Биосинтез дпольных липидов еще не достаточно изучен. Возможны по крайней мере два пути образования этиленгликольных липидов. Поль​ские исследователи Г. Паламарчик и Т. Хойнацкий показали, что этилен-гликольфосфат в присутствии фермента ацилтрансферазы активно вклю​чается в липиды пекарских дрожжей. В нашей лаборатории найдено, что аналогичным способом этиленгликоль включается также и в липиды митохондрий печени. Другой возможный путь подсказывается тем фак​том, что фосфарилэтаноламин переносится от ЦДФ-этаноламина на монопальмитилэтиленгликоль с помощью трансферазы, локализованной в микросомах регенерирующей печени крыс. Любопытно, что трансфераз-ная активность практически отсутствовала в микросомах нормальной печени. По данным японских исследователей Т. Судзуки и К. Хасегава, биосинтез диольных липидов у дрожжей зависит от природы углеводов в питательной среде: если среда содержала L-рамнозу, дрожжи синтези​ровали большие количества пропандиольных липидов.

О биологической роли диольных липидов пока можно высказывать лишь более или менее вероятные догадки. Мы уже упомянули, что у мор​ских животных нейтральные диольные липиды, вероятно, служат энерге​тическим резервом. Полярные диольные липиды обладают высокой мембранной активностью. В больших концентрациях они разрушают мембрану, и, в частности, вызывают лизис эритроцитов. Следовательно, биологические объекты не могут содержать такие соединения в большом количестве. Однако если полярных диольных липидов немного, они не нарушают целостности мембраны, а лишь увеличивают ее проницаемость для ионов и небольших молекул и делают мембрану более лабильной. Можно предположить, что диольные липиды выполняют функцию моди​фикаторов биологических мембран. В связи с этим интересно отметить,.
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что биосинтез диольных липидов, по-видимому, резко ускоряется в период быстрого роста клеток. Так на стадии высокой митотической активности регенерирующая печень синтезирует большие количества этиленгликоля н пропандиола, тогда как на более поздних стадиях регенерации и в нор​мальной печени содержание диольных липидов очень низкое. Связь диоль​ных липидов с быстрым ростом клеток была обнаружена и при изучении изменения содержания липидов в процессе созревания семян кукурузы: в липидах молодых семян отношение диолы/глицерин сравнительно ве​лико; по мере созревания семян оно резко снижается.

•
Хотя изучение диольных липидов еще находится на начальной ста​дии, открытие этого нового класса липидных веществ ставит целый ряд важных вопросов. Каковы пути биосинтеза и катаболизма диольных ли​пидов у различных видов организмов? Являются ли диольные липиды нормальными, играющими определенную функциональную роль компо​нентами клеток, или же они представляют собой результат метаболиче​ских «ошибок»? Каково биологическое значение диольных липидов? Мо​жет быть, это «отголосок» ранней стадии процесса эволюционного разви​тия? Какое влияние диольные липиды оказывают на свойства клеточных мембран и на активность связанных с мембранами ферментов? В настоя​щее время еще нет ответа на эти вопросы. Но они столь интересны, что область диольных липидов заслуживает дальнейшего пристального изу​чения.
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