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Рассмотрены и систематизированы данные биосинтеза терпеиоидов,
одного из основных классов природных соединений. Наиболее подробно
обсуждены биосиитетические пути построения ключевого тритерпена
сквалена и его циклизация в ланостерин. Библиография — 48 наименований.

1. Введение

Терпеноиды являются одним из основных классов природных соеди-
нений. Они происходят от тершенов группы углеводородов СюН16, выде-

.ляемых из терпентина и других природных масел. В настоящее время
к ним относят не только моно-, сескви- ди-, сес- и тритерпеноиды, со-
держащие, соответственно, 10, 15, 20, 25 и 30 атомов углерода, но и сте-
рины и разнообразные их метаболиты, каротиноиды, природные каучу-
ки и полипренины, а также два витамина и многие гормоны. Кроме
того, обнаружено, что в молекулах многих других веществ, наряду со
структурами иного биосинтетического 'происхождения, содержатся тер-
пеноидные элементы. Такие вещества называют меротерпеноидами;
представителями этого класса являются хлорифилл, два витамина и
многочисленные алкалоиды.

Часто справедливо правило, в прошлом бывшее очень полезным, что
углеродный скелет терпеноидов может быть полностью разделен на
изопентановые фрагменты:

)С-С-С
(У

Такого рода структурные соображения прежде были единственной осно-
вой для обсуждения биосинтетических процессов. В данной статье при-
ведены основные биохимические данные, которые могут быть использо-
ваны для создания теории биосинтеза терпеноидов.

Что касается других биосинтетических путей, то применение изотоп-
ных меток было почти единственным надежным принципом. Исследова-
тели биосинтеза терпеноидов использовали в качестве меток 2Н, 3Н; 13С,
14С, 18О и 3 2 Р по отдельности или иногда в комбинации; в большинстве
случаев один конкретный изотоп оказывался специфически подходящим
для проводимого эксперимента.

Общий подход обычно состоит во введении изотопной метки (внача-
ле беспорядочно, а затем более специфично) в предшественник или ожи-
даемый предшественник изучаемого природного соединения; во введении
меченого вещества в содержащую энзим систему, в качестве которой
может быть как весь живой организм, так и очищенный препарат его
тканей; и в выделении меченого продукта после инкубационного перио-
да. Дальнейшее зависит от целей эксперимента: можно определить про-
дукт превращения, содержание в нем изотопной метки, выявить какие
атомы молекулы выделенного вещества являются мечеными и в какой
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степени или же установить, является ли меченое вещество предшествен-
ником в последующей биосинтетической последовательности. При не-
обходимости разделить последовательные стадии процесса используе-
мые биологические системы подвергают очистке. В течение последних
15 лет для изучения стеринов использовались подопытные животные —
обычно крысы; срезы и гомогенат печени крыс и препараты раствори-
мых и связанных с клеточными структурами (particle-bound) энзимов
из печени и дрожжей требовались для получения более подробной ин-
формации о процессе.

После того как были выявлены промежуточные стадии в биосинте-
зе, предпринимались попытки очистить индивидуальные энзимы, осуще-
ствляющие их. Недалеко то время, когда из уксусной кислоты и смеси
энзимов и кофакторов после инкубации выделят ланостерин, каждая:
молекула которого построена из 18 молекул предшественника. В проти-
воположность этому, при изучении биосинтеза терпеноидов в высших
растениях до сих пор часто используют весь организм. Выделение из
растительной ткани эффективных энзиматических систем до сих пор
значительно не совершенствовалось; медленное развитие частично обус-
ловлено сложностью проблемы, частично недостаточными усилиями ис-
следователей. Среди химиков все еще существует тенденция рассмат-
ривать растение скорее как скопление природных продуктов чем как не-
достаточно неисследованный химический механизм.

ί

2. Шестиуглеродные промежуточные соединения

Биохимическая реакция, с которой начинается биосинтез терпенои-
дов, состоит в энз'иматическом восстановлении (5)-3-окси-3-метилуглута-
роилкоэнзима А (V) посредством переноса двух атомов водорода от
восстановленного никотинамид-аденин-динуклеотидфосфата (НАДФ).
Следует отметить, что это восстановление трудно обратимо и приводит
к образованию (/?)-мевалоновой кислоты (VI). Насколько известно,,
мевалоновая кислота не образуется другим путем и используется лишь
для синтеза терпеноидов. Упомянутый энзим (из растворимого препара-
та дрожжей), осуществляющий превращение V—vVI, был частично·

очищен
1-3
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Тиолэфир (V), однако, встречается на многих биосинтетических пу-
тях. Он может образовываться при энзиматической гидратации глутако-
нового эфира (IV), который является продуктом карбоксилирования
3-метилкротоноилкоэнзима А (III), получающегося при расщеплении
лейцина. Другой, биологически более важный путь к V состоит в кон-
денсации ацетилкоэнзима А (I) с ацетоацетилкоэнгимом А 1 · 2 · 4 , по-
следний может образовываться в результате расщепления жирных
кислот или синтеза из двух молекул ацетилкоэнзима А (схема 1). Та-
ким образом, мевалоновая кислота может быть построена из трех мо-
лекул уксусной кислоты, поскольку существует энзим, этерифицирую-
щий уксусную кислоту с помощью коэнзима А. Тиолэфир (V), в свою
очередь, не является лишь предшественником мевалоновой кислоты —
важная для метаболизма печени энзиматическая реакция расщепляет
его на ацетилкоэнзим А и ацетоуксусную кислоту.

Таким образом, между общим метаболизмом и мевалоновой кисло-
той, ключевым промежуточным соединением в биосинтезе терпеноидов,
имеется связь, которая осуществляется одним и, вероятно, единствен-
ным способом. Конечно, ацетилкоэнзим А находится в центре общего
метаболизма: он участвует в энергетическом цикле трикарбоновых ки-
слот и может образовываться из углеводов, жиров или белков.

Мевалоновая кислота используется в биосинтетических исследованиях
гораздо чаще, чем любой другой предшественник терпеноидов. Хими-
чески она устойчива и может быть синтезирована по крайней мере оди-
надцатью различными способами, что важно для введения желаемой
метки; кроме того неизвестно, чтобы она использовалась иначе, чем для
биосинтеза терпеноидов, хотя в некоторых биологических системах (на-
пример, Dioscorea fibers5) она неспособна пооникать к реакционному
центру. Лишь (R) -форма мевалоновой кислоты превращается в терпе-
ноиды; насколько известно, (5)-форма метаболически инертна6. Это
важно, поскольку оптическое разделение синтетической кислоты затруд-
нено, и обычно используются рацемические меченые мевалоновые ки-
слоты.

Однако попадание радиоактивности из меченой 14С мевалоновой ки-
слоты в природное вещество не является доказательством принадлеж-
ности этого вещества к терпеноидам или меротерпеноидам. Хотя прямой
путь возврата углерода мевалоновой кислоты в круговорот общего ме-
таболизма неизвестен, это несправедливо в отношении некоторых тер-
пеноидов, в которые может быть превращена мевалоновая кислота. Для
подтверждения следует использовать другие данные; первый крите-
рий— эффективность включения метки, второй — распределение ее, об-
наруживаемое при расщеплении природного вещества, и третий — дан-
ные экспериментов, в которых предшественник помечен дважды, напри-
мер, 3Н и 14С.

Первые два энзиматических процесса, ведущие от мевалоновой ки-
слоты к терпеноидам, включают фосфорилирование. В результате по-
следовательно образуются 5-фосфат мевалоновой кислоты (VII) и ее
5-пирофосфат (VIII). Концевая фосфорильная группа аденозинтрифос-
фата (АТФ) на каждой стадии является фосфатным донором. Два осу-
ществляющих эти превращения энзима, выделенные из дрожжей 7 · 8 и
печени 9 · 1 0 , тщательно очищались в особенности энзим, продуцирующий
монофосфат. Последний использует лишь (^)-мевалоновую кислоту7·1 1.
Реакции, ведущие к указанным Сб-промежуточным соединениям, при-
ведены на схеме 1.



920 Дж. Корнфорт

3. Пятиуглеродные промежуточные соединения

Следующая стадия биосинтеза терпеноидов заключается в расщеп-
лении, а не в синтезе. 5-Пирофосфат мевалоновой кислоты (VIII) pea- J
гирует на энзиме с аденозинтрифосфатом (АТФ), образуя аденозинди- \
фосфат (АДФ), двуокись углерода и З-метил-3-бутенилпирофосфат
(IX) 8. Атом кислорода концевой гидроксильной группы обнаружен
после реакции в неорганическом фосфате 12. Этот факт свидетельствует
о том, что фосфорилирование этой гидроксильной группы с помощью
АТФ происходит до элиминирования, но промежуточный фосфат не был
обнаружен. Образование новой двойной связи обязательно происходит
в результате согласованного элиминирования, а не дегидратации и по-
следующего декарбоксилирования, поскольку в продукт реакции не
включается водород из водной среды. Стереохимически процесс
является гранс-элиминированием 13, как показано на схеме 2. Этот тип

Схема 2

Н 3 С Р Н АТФ АДФ С Н 3

H°f О < СН V / . C v /СН.ОПФ
< > н,— с с щ

(VIII)

(IX)

реакции не обнаружен в других областях энзиматическои химии, но на-
поминает некоторые органические реакции, например, элиминирование
СО2 и галогенид-иона из солей 3-галоидпропионовых кислот.

Далее З-метил-3-бутенилпирофосфат (IX) в результате прототропно-
го сдвига превращается в З-метил-2-бутенилпирофосфат (X). Это одна
из немногих обратимых реакций в биосинтезе терпеноидов; равновесие,
изученное для частично очищенного энзима из дрожжей или печени,
значительно смещено в сторону Χ 14->6.

Элиминирование протона в превращении IX—>-Х — стереоспецифич-
но, при этом удаляется лишь Нс-протон. Значение этого превращения в
химическом отношении заключается в том, что вещество с относитель-
но неактивной фосфорильной группой и нуклеофильной двойной связью
превращается в очень реакционноспособный электрофильный аллилпи-
рофосфат.

4. Связывание пятиуглеродных звеньев

Два промежуточных соединения (IX) и (X)—совместные субстраты
для энзима («пренилтрансфераза»), катализирующего следующие ста-
дии. Хотя этот процесс, строго говоря, не является полимеризацией, он
напоминает ее в некоторых отношениях: З-метил-2-бутенилпирофосфат
можно рассматривать как инициатор, а З-метил-3-бутенилпирофосфат —
как переносчик. Эти две молекулы объединяются, теряя пирофосфат-
ион из одной и ион водорода — из другой с образованием геранилпиро-
фосфата (XI). Последнее соединение далее реагирует с IX таким же
способом, как и X с IX; в итоге образуется фарнезилпирофосфат (XII) 17

(схема 3).
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Трансфераза, выделенная из печени, частично очищалась 17-19, и при
этом не было получено данных о том, что различные энзимы катализи-
руют две последовательные стадии образования XI и XII. Однако этот
препарат энзима неспособен использовать XII в качестве субстрата для
последующего присоединения звеньев СБ. По-видимому, структура энзи-
ма позволяет расположить на нем как X, так и XI, но не имеет достаточ-
ного пространства для ориентации большего по размерам XII, необхо-
димого для реакции с соединением IX. Пока это единственная «пренил-
трансфераза», активность которой изучена для выделенного состояния;
однако должны существовать другие ферменты, не останавливающие-
ся на стадии Cis. Например, трансфераза, продуцирующая промежу-
точные соединения для синтеза картиноидов и дитер'пеноидо'в, должна
останавливаться на стадии Сго (геранилгеранилпирофосфат), как в слу-
чае трансферазы, выделенной из бактерий и синтезирующей каротинои-
ды20, а трансферазы синтеза каучука и гуттаперчи должны быть спо-
собными присоединять новые звенья бесконечно; почти невозможно
себе представить, что каждую из нескольких сотен тысяч стадий должен
осуществлять индивидуальный энзим.

Такое объединение звеньев Cs является необычной реакцией даже
для энзима. Установлено, что в природе большинство углерод-углерод-
ных связей образуется в результате конденсаций типа альдольной или
Кляйзена; в данном случае речь идет об алкилировании олефинов. Этот

11 Успехи химии, ib Я
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процесс можно рассматривать аналогично образованию, например, ди-
изобутилена (XIII) из изобутилена:

Н 3 С Ч н+ /СН 3

х сн 3

CHs
/СНз _н+ I

-*(СН3)зС-СН2-+С( • (СН3)3С-СН2-С=СН гх сн 3
XIII

По ранним представлениям энзиматический процесс рассматривался
как реакция карбониевых ионов такого же рода. Однако опыты с при-
менением асимметрических меток с помощью изотопов водорода21 по-
казали, что возникновение новой углерод-углеродной связи сопровож-
дается полным обращением 'конфигурации у аллильного атома углеро-
д а — такое обращение характерно скорее для бимолекулярного нуклео-
фильного замещения, а не для реакции с участием карбониевых ионов.
Далее, наличие стереохимического соответствия между присоединени-
ем 13 аллильного звена Cs и элиминированием водородного иона21 по-
зволяет предположить, что энзиматический процесс протекает в две
стадии: 1) транс-присоединение аллильного фрагмента и электронодо-
норной группы X и 2) гранс-элиминированиеХ и иона водорода. Стерео-
химические подробности приведены на схеме 3. В биосинтезе каучука2:?

элиминирование иона водорода приводит к цис-двойной связи, и в та-
ком случае уходящим является эпимерный водород, отмеченный На в
схеме 3. Легко видеть, что простое изменение ориентации субстрата
(IX) на энзиме могло бы привести к такому результаты без изменения
механизма реакции (схема 4).

Схема 4

/
н , и < ?

 С Н 2 О П Ф

П Ф О ^ Н, ч \ : _ .

/ \\
R—С С--Нс

!ЧН„ /ы

5. Синтез тритерпеноидов и каротиноидов

Для синтеза тритерпеноидов и стероидов две молекулы фарнсзил-
пирофосфата связываются «голова к голове», образуя родоначальный
тритерпен, сквален (XIV) 2 3. Появление симметрии в результате этого
процесса иллюзорно24, поскольку при этом удаляется атом водорода
из одной и только одной фарнезильной половины и обменивается на
водород, представляемый НАДФ (схема 5). L
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Схема 5

ОПФ
-НАДФН

α Η*

ιχνιιυ



.924 Дж. Корнфорт

Последний перенос, по-видимому, происходит на заключительной стадии
процесса, так как при выведении НАДФ из инкубации накапливается
устойчивое промежуточное соединение25. Стереохимия такого сочетания -/
выяснена с помощью асимметрических водородных меток21. Система f
«скваленсинтетазы» еще не получена в растворимой форме, не связан-
ной с клеточными частицами, и поэтому неясно, содержит ли эта систе-
ма один или больше энзимов.

В биосинтезе каротиноидов (схема 6) происходит аналогичная кон-
денсация типа «голова к голове» двух звеньев С2о, по-видимому, гера-
нилгеранилпирофосфата, однако продуктом является фитоен (XV),
окисленный в большей степени, чем сквален. Можно предположить, что
на последней стадии вместо восстановления происходит элиминирова-
ние, приводящее к дополнительной двойной связи. Превращения фитое-
на в общие каротиноиды, включающие дегидрирования и циклизации,
изучались подробно26. Недавно опубликовано изучение этого биосинте-
тического пути с помощью асимметрической водородной метки27.

Легко понять, как фосфорилированные промежуточные соединения
могут генерировать другие нециклические терпеноиды. Например, гера-
нилпирофосфат может быть энзиматически гидролизован в обычный для
природных масел компонент гераниол (XVI), а другой тип гидролиза
мог бы привести к линолоолу (XVII), главному продукту неэдгиматиче-
ского гидролиза пирофосфата при кислых рН. Линалоол может воз-
никать в различных природных маслах в виде практически чистых
(R)- или (5)-форм, или в виде смесей обоих энантиомеров. Возможно,
что существуют два энзима, продуцирующие, соответственно (R)- и (5)-
линалол, и оба иногда присутствуют в одном и том же расстоянии.

6. Циклические терпеноиды

Большинство реакций, ведущих от ациклических к циклическим тер-
пеноидам, могут быть представлены как алкилирование олефинов; в хи- /
мических обобщениях их стремятся рассматривать как реакции карбо-
ниевых ионов, так же как и обсуждавшуюся выше ассоциацию звеньев
Cs. Лучше всего понята циклизация сквалена в ланостерин (XVIII) 28.
Этот процесс может быть представлен очень упрощенно следующим об-
разом: C30H50 + V2O2—>-СзоН4эОН. В сущности, молекулярный кислород
необходим для такого превращения (хороший способ прекращения био-
синтеза стероидов на стадии сквалена заключается в проведении ин-
кубации в атмосфере азота), и атом кислорода из него вводится в моле-
кулу ланостерина; кроме того, в стерине не обнаруживается прочно свя-
занного водорода из среды29.

Некоторое время полагали, что циклизующая энзиматическая систе-
ма (неочищенная), выделенная из печени и дрожжей, может в одну ста-
дию превращать сквален в ланостерин; однако недавно было показано,
что в первую очередь образуется моноэпоксид (XIX)3 0·3 1. В связи с
этим циклизация эпоксида сквалена может быть представлена как при-
соединение вначале одного иона водорода и выброс другого на заклю-
чительной стадии. Стереохимия циклизации приписывается специфи-
ческому типу наложения энзима на длинную углеводородную цепь, а
стереохимия конечного продукта обусловлена также рядом согласован-
ных и стереоспецифических перегруппировок, сопровождающих цикли-
зацию. Несколько упрощенная форма обычно принимаемого механиз-
ма 3 2 постулирует последовательность циклизаций, ведущую к промежу-
точному катиону (XX), который далее претерпевает последовательные ν
1,2-сдвиги, оканчивающиеся отрывом водорода (схема 6). В подтверж-
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дение этого механизма было показано, что: 1) метальные группы, от-
меченные значками * и | в соединении (XVIII), попали в указанные
положения в результате перегруппировок3 3·3 4^ по крайней мере первая
из них,— в результате внутримолекулярного сдвига; 2) перегруппи-
ровка и элиминирование атома водорода происходит в соответствии с
постулированной схемой 35. Однако циклизующий энзим до сих пор из-
вестен лишь в неочищенной форме и неясно, один ли энзим катализиру-
ет весь процесс.

Расщепление ланостерина, ведущее к холестерину, не рассматрива-
ется в настоящей статье, поскольку по этому вопросу опубликованы хо-
рошие обзоры3 6·3 7.

Постулирована аналогичная последовательность циклизаций и пере-
группировок, связывающая сквален со всеми известными типами три-
терпеноидов32. Другие схемы38 описывали возможный генезис моно-,
сескви- и дитерпеноидов из соответствующих аллилпирофосфатов. Эти
схемы химически обоснованы, и в тех случаях, когда они были провере-
ны (как правило расщеплением тритерпеноидов, полученных биосинте-
зом из специфически меченой 14С-мевалоновой кислоты), результаты
удовлетворительно согласуются с теорией. Описаны некоторые более
существенные достижения в этой области39. Недавно опубликована ра-
бота по терпеноидной части класса меротерпеноидов — индольных ал-
калоидов 40.

Как указано ранее, изучение биосинтеза полиизопреноидов открыло
область энзим атической химии, не встречавшуюся при исследовании
других жизненных процессов. Теперь, когда выяснение структуры «при-
родных продуктов» является значительно более легким, проблемы био-
синтеза бросают вызов химикам-органикам, и многие химики отвечают
на него. Если представления, основанные на структуре, должны быть
заменены более определенными знаниями, необходимо изучение биосин-
теза на энзиматическом уровне.

Недавно опубликованы новые данные * о механизме восстановитель-
ной димеризации фарнезилпирофосфата41 и стереохимии превращения
мевалоновой кислоты в холестерин 42.

Схема 7

ТПФ +

XII

ОПФ

(XII)

ОПФ

НАДФН

ОПФ

R - геранил

Ру - 2- метил-4-аминопиримидил

ТПФ

Дополнение переводчика.
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Найдено, что димеризация фарнезилпирофосфата (XII) в сквален
(XIV), протекающая по типу «голова к голове» (см. стр. 922), катали-
зируется тиамином или тиаминпирофосфатом. Предложенная последова- у
тельность реакций с участием тиамиштирофосфата (ТПФ) представлена >
на схеме 7. Биосинтез фитоена (XV) и некоторых нерегулярных терпенов
(например артемизиа-кетона) объясняется в связи с указанным выше
коэнзиматической активностью тиамина 4 | .

Инкубацией (3^?, 2R)-2T-2- 14С-мевалоновой кислоты с препара-
том печени крысы получен холестерин, содержащий 1β- и 7р-атомы три-
тия4 2. Превращение ланостерина в холестерин протекает с обращением
конфигурации у С7 и поэтому С7-Т занимает 7а-конфигурацию в про-
межуточном ланостерине (см. также 4 3).

Кроме того, опубликованы данные 4 4 · 4 5 о стереохимии элиминиро-
вания водорода у Ci5 при биосинтезе холестерина.

Установлено, что превращение сквалена в тетрагиманол, протекаю-
щее под влиянием простейших одноклеточных Tetrahymena pyriformis,
сопровождается включением дейтерия из среды4 6·4 7. Эти результаты
подтверждают инициируемый протоном механизм циклизации сквалена.

Следует также отметить обсуждение проблемы биосинтеза терпенои-
дов с точки зрения возможного участия илидов сульфония48.
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