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Гиспидин — это поликарбонильное соединение (поликетид), вторичный метаболит рас-
тений и грибов, широко распространённый в природе. В последние годы интерес к гис-
пидину неуклонно растёт: группы учёных по всему миру изучают его биологическую ак-
тивность, демонстрируя высокий терапевтический потенциал этого соединения в борьбе с
окислительным стрессом, с раковыми и сердечно-сосудистыми заболеваниями (Lee et al.
2011). Кроме того, гиспидин является непосредственным предшественником люцифери-
на грибов — 3-гидроксигиспидина (Kaskova et al. 2017). Интермедиаты биосинтетического
пути люциферина грибов, а также участвующие в нем ферменты, были описаны ранее
в нашей лаборатории (Kotlobay et al. 2018). Данная система является генетически ко-
дируемой и имеет большой потенциал для создания люминесцентных инструментов для
биоимиджинга.

Биосинтез гиспидина в грибах осуществляет фермент гиспидинсинтаза. Это большой
мультидоменный фермент, постадийно катализирующий превращение кофейной кислоты
в гиспидин. Для активации гиспидинсинтазы необходима посттрансляционная модифи-
кация. Крупные белки сложно использовать в метаболической инженерии, поэтому мы
рассмотрели альтернативный путь биосинтеза гиспидина: с помощью поликетидсинтаз из
различных растений. Совместно с дополнительным ферментом поликетидсинтазы пре-
вращают подобные кофейной кислоте субстраты в поликетиды, структура которых также
подобна гиспидину. Мы проверили несколько растительных поликетидсинтаз в дрожжах
Pichia pastoris и определили три наиболее активные. Далее мы сравнили количество гис-
пидина, производимого из кофейной кислоты дрожжами, экспрессирующими гены разных
поликетидсинтаз , со стандартными образцами гиспидина с помощью капельного теста.
В качестве тест-системы мы использовали линии дрожжей Pichia pastoris, экспрессиру-
щих гены биолюминисцентной системы гриба Neonothopanus nambi: при обработке та-
ких дрожжей гиспидином они синтезируют люциферин (3-гидроксигиспидин), который
затем окисляется кислородом воздуха под действием люциферазы с испусканием света.
Интенсивность биолюминисценции пропорциональна количеству гиспидина, поэтому мы
использовали данный метод для количественной оценки активности поликетидсинтаз. Та-
ким образом мы определили самую активную поликетидсинтазу для биосинтеза гиспидина
и оценили количество гиспидина, который могут произвести культуры дрожжей.

Работа поддержана грантом РФФИ 18-29-08049.
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