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Ενότητες
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Διδασκαλία:

❖ Βασικές αρχές δομής και ετερόλογης έκφρασης πρωτεϊνών

❖ Εργαλεία βιοπληροφορικής για την πρωτεϊνική εξέλιξη

❖ Στρατηγικές / προσεγγίσεις πρωτεϊνικής μηχανικής

❖ Μέθοδοι υψηλής ρυθμοαπόδοσης
Σεμινάρια:

1. Εύρεση και μελέτη μεταβολικού μονοπατιού

2. Εικονική κλωνοποίηση και δημιουργία βιβλιοθηκών μεταλλαγμάτων.

3. Περιγραφή/δημιουργία ενός high-throughput assay
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Προτεινόμενα συγγράμματα
✤ T.S. Wong & K.L. Tee “A Practical Guide to Protein Engineering”

(2020) Springer Verlag, ISBN: 978-3-030-56897-9

✤ U.T. Bornscheuer & M. Höhne “Protein Engineering – Methods 
and protocols” (2018) Springer Verlag, ISBN: 978-1-4939-7364-4

✤ K.M. Poluri & K. Gulati “Protein Engineering Techniques” (2017) 

Springer Verlag, ISBN: 978-981-10-2732-1

✤ Sheldon J. Park and Jennifer R. Cochran “Protein Engineering and 

Design”, 2010, CRC Press, ISBN: 978-1-4200-7658-5

✤ U. Bornscheuer & S. Lutz, “Protein Engineering Handbook” Volumes 1, 

2 and 3, (2011-2012) Wiley VCH, ISBN: Vol. 1 & 2: 978-3-527-31850-

6, Vol. 3: 978-3-527-33123-9
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Αξιολόγηση
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Διαλέξεις (70%)

Προφορική εξέταση σε ομάδες 2 ατόμων, 
παρουσία δεύτερου εξεταστή

Σεμινάρια (30%)

Φόρμα αυτοαξιολόγησης, η οποία θα ληφθεί υπόψη ισάξια με τη 
βαθμολογία του διδάσκοντα.

Μόνο με επιτυχή ολοκλήρωση και των δύο αξιολογήσεων 
παραδίδεται ο βαθμός στη γραμματεία
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Σχόλια αξιολόγησης
v Υψηλό επίπεδο προαπαιτούμενης γνώσης

(επιπλέον ώρες στα εισαγωγικά)

v Διάθεση για εργαστήρια επίδειξης 
(το εργαστήριο είναι ανοιχτό – συμμετοχή στα group seminar)

v Εξοικείωση με βάσεις δεδομένων και εργαλεία βιοπληροφορικής 
(στο σεμινάριο θα δούμε βάσεις δεδομένων και λογισμικά)

v Οι παρουσιάσεις απαιτούν πολύ χρόνο 
(10 ECTS=250-300 ώρες απασχόλησης)

v Περισσότερα παραδείγματα από τις εφαρμογές - Λιγότερες τεχνικές, 
περισσότερο βάθος σε αυτές που αναλύονται
(Είναι λιγότερες λόγω νέου σχεδιασμού και θα δοθούν 
παραδείγματα από βιβλιογραφία σε αυτές που μελετηθούν)
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Ένζυμα και 
βιοκατάλυση
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Τα ένζυμα ως καταλύτες
Κυρίως πρωτεϊνικής φύσεως
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Χαρακτηριστικά ενζύμων
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Μειονεκτήματα:

Διαθεσιμότητα / τιμή

Σταθερότητα

Παρεμπόδιση υποστρώματος / 
προϊόντος

Δεν υπάρχουν διαθέσιμα ένζυμα 
για όλες τις χημικές αντιδράσεις

Συμπαράγοντες

Υψηλή μοριακή περιπλοκότητα

Πλεονεκτήματα:

Αποδοτικοί καταλύτες

Ήπιες συνθήκες αντίδρασης

Μη χρήση οργανικών διαλυτών

Αρκετές αντιδράσεις καλύπτονται

Υψηλή εκλεκτικότητα

Λιγότερα στάδια

Προσαρμόσιμοι στη σύνθεση

Βιοδιασπώμενοι καταλύτες
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Σημασία της εκλεκτικότητας
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Βραβεία Πράσινης Χημείας
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Πηγή: https://www.epa.gov/greenchemistry/green-chemistry-challenge-winners

Έτος Βραβευθέντες Τεχνολογία

2020 Genomatica
Βελτιωμένο στέλεχος E. coli  για την παραγωγή 1,3-βουτανοδιόλης από σάκχαρα (και το 2011 για 

1,4-βουτανοδιόλης)

2019 Kalion, Inc. Μικροβιακή παραγωγή σακχαρικού οξέος για βιοπλαστικά

2016
New light 

technologies
Βιοκαταλυτική παραγωγή θερμοπλαστικών πολυμερών από αέρια θερμοκηπίου

2015 Algenol Παραγωγή αιθανόλης με κυανοβακτήρια, διατηρώντας τη φωτοσυνθετική τους ικανότητα

2015 LanzaTech Παραγωγή αιθανόλης και χημικών από αέριους ρύπους βιομηχανίας με μικροοργανισμούς

2014 Solazyme Βελτιωμένα μικροάλγη που παράγουν τριγλυκερίδια (καλλυντικά, λιπαντικά, καύσιμα)

2014 Amyris Βελτιωμένη ζύμη για την παραγωγή β-φαρνεσίνης (εφαρμογή σε βιοκαύσιμα)

2012 Codexis & UCLA Σύνθεση της σιμβαστατίνης (Zocor) με βελτιωμένη ακυλοτρανσφεράση

2010
Merck & Co. & 

Codexis
Βελτιωμένη (R)-εκλεκτική τρανσαμινάση για την βιοσύνθεση της σιταγλιπτίνης (Januvia)
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Πως αναπτύσσουμε μία διεργασία;
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Επιλογή 
βιοκαταλύτη

Χαρακτηρισμός 
βιοκαταλύτη 

Βελτιστοποίηση
διεργασίας

Απομόνωση 
προϊόντος

Υπόστρωμα Προϊόν

Βελτιστοποίηση βιοκαταλύτη

Οικονομία

Βιοκαταταλυτική
Διεργασία

Χημική σύνθεση
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To τρίτο “κύμα” της βιοκατάλυσης
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Bornscheuer et al. (2012) Nature 485, 185-194 

“In the past, an enzyme-based process was designed around the limitations 
of the enzyme; today, the enzyme is engineered to fit the process 

specifications”
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Από το DNA 
στην πρωτεΐνη
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DNA – H βάση της ζωής
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Maurice H.F. Wilkins

Nobel Ιατρικής 1962
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Δομικοί λίθοι τον νουκλεϊκών οξέων

Θέση 2’: RNA vs. DNA

Πάντα διαβάζουμε 5’->3’
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Ασθενείς αλληλεπιδράσεις
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To κεντρικό δόγμα
Εκείνη την εποχή δεν ήταν αυτονόητο

Υπάρχουν 20 αμινοξέα στις πρωτεΐνες

Ένα κωδικόνιο κωδικοποιεί ένα αμινοξύ

❖Διπλέτες δίνουν 16 συνδυασμούς
❖Τριπλέτες δίνουν 64 συνδυασμούς

Εκφυλισμός του γενετικού κώδικα
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To κεντρικό δόγμα
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Εκείνη την εποχή δεν ήταν αυτονόητο

Υπάρχουν 20 αμινοξέα στις πρωτεΐνες

Ένα κωδικόνιο κωδικοποιεί ένα αμινοξύ

❖Διπλέτες δίνουν 16 συνδυασμούς
❖Τριπλέτες δίνουν 64 συνδυασμούς
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Εκφυλισμός του γενετικού κώδικα
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Αντιγραφή DNA 

DNA Πολυμεράση I: 20 b/s, επεξεργασία, επιδιόρθωση και αφαίρεση εκκινητών

DNA Πολυμεράση III:  1000 b/s, κύριο ένζυμο αντιγραφής DNA
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Arthur Kornberg

Nobel Ιατρικής 1959

Μηχανισμός σύνθεσης DNA

Roger Kornberg

Nobel Χημείας 2006

Ευκαρυωτική μεταγραφή
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Αντιγραφή DNA

21



Πρωτεϊνική Μηχανική | Διαφάνεια 

Αντιγραφή βακτηριακού DNA
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Έναρξη αντιγραφής

Ori: Origin of replication
(αφετηρία αντιγραφής) 
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Μεταγραφή
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Υποκινητής = promoter
Τερματιστής = terminator
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Επεξεργασία και συναρμογή του RNA
(ευκαρυωτικοί οργανισμοί)
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Επεξεργασία και συναρμογή του RNA
(ευκαρυωτικοί οργανισμοί)

Αναγνώριση του εσωνίου από 

συγκεκριμένες αλληλουχίες.

snRNP: μικρές πυρηνικές 

ριβονουκλεοπρωτεΐνες
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Συσχετισμός εξωνίων – πρωτεΐνης 
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Μεταγραφή και μετάφραση
(ευκαρυωτικά κύτταρα)
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To κεντρικό δόγμα αναθεωρημένο

30



Πρωτεϊνική Μηχανική | Διαφάνεια 

Πλασμίδια
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v Κυκλικά μόρια DNA, βακτηριακής προέλευσης

v Μεταθετά στοιχεία που μεταφέρουν δευτερογενή χαρακτηριστικά 

(ανθεκτικότητα σε αντιβιωτικά, καταβολικά ένζυμα, τοξικές ενώσεις κ.ά.)

v Μπορούν να βρεθούν σε τρεις κύριες διαμορφώσεις
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Πλασμίδια
v Μέγεθος 2-100 kb

v Αυτόνομη αναπαραγωγή (ori)

v Ανάλογα το ori κάθε κύτταρο μπορεί να έχει από 2 έως 50 αντίγραφα 

(low copy, high copy vectors)

v Ασυμβατότητα μεταξύ πλασμιδίων

v Ταυτοποιήθηκαν από την μεταφορά αντοχής σε αντιβιωτικά μεταξύ 

βακτηρίων μέσω σύζευξης

v Τρεις μηχανισμοί μεταφοράς: σύζευξη, μεταγωγή, μετασχηματισμός

v Τέλειος φορέας για μεταφορά DNA σε άλλο οργανισμό
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Πλασμίδια – σύζευξη

1950
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Πλασμίδια - μετασχηματισμός
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Πείραμα του Griffith, 1928

Χρήση στελεχών πνευμονιόκοκκου

Πείραμα των Avery, MacLeod, McCarty, 
1944
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Περιοριστικές ενδονουκλεάσες
vΈνζυμα που αναγνωρίζουν αλληλουχίες 

και κόβουν νουκλεϊκά οξέα

vΑναγνώριση παλινδρομικών αλληλουχιών

v4 Τύποι, ανάλογα με το που και τι κόβουν

vΚολλοειδή ή τυφλά άκρα
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Cohen & Boyer, 1973
Πρώτο πείραμα με το ένζυμο EcoRI
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Κλωνοποίηση γονιδίων
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Σημαντικά ένζυμα για κλωνοποίηση
❖ DNA πολυμεράση: Αντιγραφή DNA (υψηλής πιστότητας, τύπου ΙΙΙ)

❖ Περιοριστικά ένζυμα: αναγνώριση αλληλουχιών και λύση (5’ 
φωσφορυλιωμένο)

❖ Αλκαλική φωσφατάση: Αποφωσφορυλιώνει το 5΄- άκρο

❖ Λιγάση: Σύνδεση γειτονικών άκρων DNA (5’ με 3’) με χρήση ATP
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Ορολογία
❖ Γονίδιο: Μονάδα κληρονομικότητας που καταλαμβάνει έναν ειδικό τόπο

❖ Ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης (open reading frame): Πιθανό πλαίσιο 
ανάγνωσης DNA που μπορεί να μεταφραστεί σε πρωτεΐνη

❖ Οπερόνιο (operon): Ομάδες βακτηριακών γονιδίων με ίδιο υποκινητή

❖ Υποκινητής (promoter): Περιοχή DNA όπου προσδένεται η RNA 
πολυμεράση

❖ Τερματιστής (terminator): Αλληλουχία DNA που αναγκάζει την RNA 
πολυμεράση να διακόψει την μεταγραφή

❖ RBS (ribosome binding site): Αλληλουχία πρόσδεσης στο RNA που θα 
προσδεθεί το ριβόσωμα.
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Γονίδιο

v Όλα τα στοιχεία είναι απαραίτητα για 

την έκφραση μίας πρωτεΐνης

v 6 πλαίσια ανάγνωσης ανά δίκλωνο DNA

v Προσοχή στην κλωνοποίηση για την 

χρήση σωστού πλαισίου ανάγνωσης
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Τύποι μεταλλάξεων
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Αρνητικός έλεγχος οπερονίου
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Operator = χειριστής
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Θετικός έλεγχος οπερονίου
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Ενδεικτική Βιβλιογραφία

Textbooks γενετικής, μοριακής βιολογίας και κυτταρικής βιολογίας.

 Ενδεικτικά:

v Watson et al. «Μοριακή βιολογία του γονιδίου» (2017 2η έκδοση), 

Εκδόσεις Utopia

v Alberts B. «Βασικές αρχές κυτταρικής βιολογίας» (2018, 4η έκδοση), 

Εκδόσεις Πασχαλίδης

v Lewin B. « Γονίδια, Χ» (2012, 10η έκδοση), Εκδόσεις Πασχαλίδης

43


