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Γιατί πρωτεϊνική μηχανική;
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Ανάπτυξη μέσω της μηχανικής
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(a)Rosenthaler (1908) used crude enzyme preparation from almonds to convert benzaldehyde to 

mandelonitrile. 

(b)In the 1980s, the introduction of directed evolution enabled generation of customized proteins as an 

aldolase engineered for high selectivity in the synthesis of the atorvastatin side chain. 

(c) Semirational and computer-guided engineering offers transaminases for the asymmetric synthesis 

of sitagliptin. 

(d)Most recent protein engineering efforts focus on adopting biocatalysts for novel chemistry such as 

cyclopropanation reactions
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Ιστορικές ανακαλύψεις

Site specific mutagenesis

Αρχές των 1980s

Με την βοήθεια των τεχνικών μοριακής βιολογίας
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Στρατηγικές σχεδιασμού πρωτεϊνών
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Bornscheuer U.T. et al. (2012) Nature 485: 185–194

Kazlauskas R.J., Bornscheuer U.T. (2009) Nature Chem. Biol. 5: 526-529 

Lutz S., Bornscheuer U.T. (2009) Protein Engineering Handbook, Wiley-VCH, Weinheim 

Kourist R., Brundiek H., Bornscheuer U.T., (2010) Eur. J. Lipid Sci. Technol. 112: 64-74
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Ορθολογικός σχεδιασμός vs. Κατευθυνόμενη εξέλιξη
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Στρατηγικές σχεδιασμού πρωτεϊνών
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Πρώτα πειράματα

Τοποκατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση - Site directed mutagenesis

Αρχές των 1980s

Με τη βοήθεια των τεχνικών

μοριακής βιολογίας

❖ PCR

❖ σύνθεση ολιγονουκλεοτιδίων

❖ περιοριστικά ένζυμα

❖ Αλληλούχιση DNA 
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Πρώτο παράδειγμα συνθετικής βιολογίας
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Σαμπτιλυσίνη - Γνωστή δομή

27.5 kDa - Μονομερής - S/H/D καταλυτική τριάδα

Εξειδίκευση για υδρόφοβα αμινοξέα

Σταθερή σε pH 8-10.5

Ενεργή έως 65ºC

Επιρρεπής στην οξείδωση

Η M222 είναι το αμινοξύ που οξειδώνεται

Oξείδωση οδηγεί σε απώλεια δραστικότητας >90 %

Estell et al. (1985) J Biol Chem 260:6518–6521
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Πρώτο παράδειγμα συνθετικής βιολογίας
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Estell et al. (1985) 

J Biol Chem 260:6518–6521

0.1 Μ 1 Μ
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Επόμενο βήμα: 
κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση
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“The Royal Swedish Academy of Sciences has decided to award the Nobel 

Prize in Chemistry 2018 with one half to Frances H. Arnold, CalTech, USA, 

“for the directed evolution of enzymes”…”
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Κατευθυνόμενη εξέλιξη

Βασίζεται στις δύο βασικές δυνάμεις που παρατηρούνται και στην 

εξέλιξη στη φύση.

1) διαφοροποίηση μέσω τυχαίων μεταβολών στο γονίδιο

2) επιλογή για τον κατάλληλο φαινότυπο

Παραδείγματα εξέλιξης στη φύση μέχρι σήμερα:

❖ “Υπερμικροοργανισμοί” ανθεκτικοί σε αντιβιωτικά

❖ Φυτά ανθεκτικά σε ζιζανιοκτόνα

❖ Μικροοργανισμοί που καταναλώνουν συνθετικά πολυμερή
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Τυχαία μεταλλαξιγένεση
❖ Δεν απαιτείται γνώση δομής ή μηχανισμού

❖ Σχετικά εύκολες μέθοδοι εισαγωγής μεταλλάξεων

(ακτινοβόληση με UV, χημικά μεταλλαξιγόνα, error-prone PCR)

❖ O ρυθμός μεταλλάξεων πρέπει να ρυθμιστεί

❖ Μεροληψία μεταλλάξεων

❖ Η πιθανότητα να συμβούν δύο συνεχόμενες μεταλλάξεις είναι χαμηλή
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Τι χρειαζόμαστε;

❖ Γονίδιο

❖ Λειτουργική έκφραση σε ένα ξενιστή (βακτηριακό)

❖ Αποδοτική στρατηγική μεταλλάξεων

❖ Γρήγορη και αποτελεσματική μέθοδος διαλογής
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Τυχαία μεταλλαξιγένεση σε κώδικα

1. Παρήγαγε ένα εύρος μεταλλαγμάτων από αυτο-

πολλαπλασιαζόμενες μήτρες

2. Διαχώρισε και κλωνοποίησε τα μοναδικά μεταλλάγματα

3. Αυξήστε/πολλαπλασιάστε τους κλώνους

4. Εκφράστε τους κλώνους

5. Δοκιμάστε για τον επιθυμητό φαινότυπο

6. Προσδιορίστε την μετάλλαξη που οδηγεί στον επιθυμητό

φαινότυπο

7. Επιστρέψτε στο 1. με το δείγμα του βέλτιστου γονότυπου
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M. Eigen, W. Gardiner (1984), Pure Appl. Chem. 56, 967-978.
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Κατευθυνόμενη εξέλιξη
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To πρόβλημα των βιβλιοθηκών
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Μεταλλάξεις (M)
Μήκος αλληλουχίας (Ν)

10 200

1 190 3.800

2 16.245 7.183.900

3 823.080 9.008.610.600

4 27.367.410 8.429.807.368.950

Αριθμός πιθανών μεταλλαγμάτων με την εισαγωγή

M μεταλλάξεων σε αλληλουχία Ν αμινοξέων:

19Μ[Ν!/(Ν-Μ)!Μ!] 
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Βασικές αρχές
❖ Κάθε πρωτεΐνη έχει σχετική «καταλληλότητα» για 

μία συγκεκριμένη λειτουργία (Fitness)

❖ Κάθε «κορυφή» αντιπροσωπεύει μια αλληλουχία 

με βέλτιστη καταλληλότητα για τη συγκεκριμένη

λειτουργία.

❖ Δαρβινική «καταλληλότητα»: Επιβίωση ενός

οργανισμού
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fitness landscape
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Μέθοδοι τυχαίας μεταλλαξιγένεσης
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Μέθοδοι τυχαίας μεταλλαξιγένεσης
Error-prone PCR (επιρρεπής σε λάθη αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης)

PCR με πολυμεράση χαμηλής πιστότητας

✓ εύκολη μέθοδος, στοχευμένες μεταλλάξεις σε περιοχές, αριθμός μεταλλάξεων ρυθμίζεται

Χ προβλήματα με κλωνοποίηση, όχι-στατιστική αλλαγή νουκλεοτιδίων

DNA- (gene-) shuffling

Πέψη και ανασυνδυασμός των κομματιών ενός γονιδίου

✓ μεταλλάξεις μόνο στα επιλεγμένα κομμάτια, συνεργατική επίδραση μέσω της χρήσης

ομόλογων γονιδίων

Χ δύσκολη εφαρμογή/επαναληψιμότητα. συχνά προβλήματα με κλωνοποίηση

Μετάλλαξη στελεχών (χημικά / UV)

Φθορές στο DNA- Οι μηχανισμοί επιδιόρθωσης εισάγουν μεταλλάξεις

✓ εύκολη μέθοδος, ~ 1 μετάλλαξη ανά 1000 βάσεις

X Όλο το πλασμίδιο ή το γονιδίωμα δέχεται μεταλλάξεις
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epPCR

❖ Αναπτύχθηκε από τους Leung et al. (1989) και τροποποιήθηκε από τους

Cadwell & Joyce (1992)

❖ Αρχή: PCR κάτω από συνθήκες που αυξάνουν το ρυθμό λάθους

(χρήση πολυμερασών χαμηλής πιστότητας ή μη βέλτιστων συνθηκών)

❖ Ποσοστό εισαγωγής λάθους 0.5-2.0% 

❖ Η epPCR είναι μια αρκετά μεροληπτική τεχνική

❖ Λάθος υπόθεση: όλες οι μεταλλάξεις συμβαίνουν με τον ίδιο ρυθμό, και για 

αυτό όλες οι μεταλλάξεις αντιπροσωπεύονται σε μία βιβλιοθήκη ισότιμα.

➡ Μεροληψία κωδικονίου

➡ Μεροληψία πολυμεράσης

➡ Μεροληψία πολλαπλασιασμού
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epPCR
ή ανασυνδυαστικές τεχνικές όπως

MEGAWHOP
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epPCR

MEGAWHOP
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PCR
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Transversions / Transitions
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Μεταστροφές / Μεταβάσεις

ΠυριμιδίνεςΠουρίνες
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Μεροληψία κωδικονίου (codon bias)

Εκφυλισμένος γενετικός κώδικας

43 = 64 κωδικόνια

πολλά κωδικόνια κωδικοποιούν 

ένα αμινοξύ

Στατιστικά έχει αποδειχθεί πως 

μόνο 5.7 αμινοξέα είναι 

προσβάσιμα από τα 20 αμινοξέα

25

Lutz, Patrick (2004), Curr. Opin. Biotechnol. 15, 291.

Neylon (2004), Nucl. Acid Res. 32, 1448.
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Μεροληψία κωδικονίου
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❖ Οι πολυμεράσες μπορεί να έχουν προτίμηση σε κάποιες μεταλλάξεις

❖ Ο εκφυλισμός γενετικού κώδικα δίνει αρκετές σιωπηρές μεταλλάξεις

❖ Δυσκολία να εισαχθούν 2-3 μεταλλάξεις στο ίδιο κωδικόνιο.



Πρωτεϊνική Μηχανική | Διαφάνεια 

Μεροληψία πολυμεράσης

Κάτω από ίδιες συνθήκες, διαφορετικές 

πολυμεράσες εισάγουν διαφορετικές 

βάσεις (ακόμα και Taq πολυμεράσες)

Μπορεί να μειωθεί η μεροληψία

δουλεύοντας με μείγμα πολυμερασών 
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Vanhercke et al. (2005) Anal Biochem 339: 9-14
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Πολυμεράσες για PCR

Taq polymerase fidelity 1(error):3700
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Μεροληψία πολλαπλασιασμού

εκθετική φύση της PCR

Υπερ-παρουσίαση κάποιων μεταλλάξεων

Κάποια μετάλλαξη που εισήγθηκε στον πρώτο κύκλο μπορεί να 

υπάρχει στο 25% της βιβλιοθήκης

Πιθανές λύσεις:

❖ Σπάσιμο του όγκου της αντίδρασης σε πολλά δείγματα, ώστε να 

δημιουργηθούν πολλές βιβλιοθήκες και να τις αναμείξουμε μετά

❖ Μείωση του αριθμού των κύκλων της PCR
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Αποτελέσματα μεροληψιών
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Μέθοδοι εισαγωγής μεταλλάξεων
Οι συγκεντρώσεις των μετάλλων επηρεάζουν την πιστότητα της

πολυμεράσης.

MgCl2: σταθεροποιεί τα μη συμπληρωματικά ζεύγη. Είναι απαραίτητο

για την πολυμεράση.

MnCl2: προστίθεται για να μειώσει την εξειδίκευση της πολυμεράσης

(συσχετίζεται και με την θερμοκρασία υβριδισμού)

Συγκεκριμένες πολυμεράσες

επηρεάζονται από τη

συγκέντρωση

του DNA εκμαγείου
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Μέθοδοι εισαγωγής μεταλλάξεων

Μη ισόποση προσθήκη dNTPs

Σε κλασική PCR προστίθενται σε ίση συγκεντρωση

Μεταλλάξεις έως 10% της αλληλουχίας μπορούν να επιτευχθούν

32

Vartanian et al. (1996) Nucl Acids Res 24: 2627-31
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Μέθοδοι εισαγωγής μεταλλάξεων
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Κατευθυνόμενη εξέλιξη

Προβλήματα epPCR:

- Πόσες μεταλλάξεις είναι αναγκαίες για να φτάσουμε στο επιθυμητό
αποτέλεσμα;

- Αρνητικές μεταλλάξεις μπορεί να κρύβουν μία επιθυμητή μετάλλαξη

Μία πιθανή λύση : Casting epPCR (2017)
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