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Ινσουλίνη

❖ Σημαντική πρωτεΐνη του μεταβολισμού

❖ Diabetes mellitus

❖ Τύπου I: Δεν παράγεται καθόλου ινσουλίνη

γενετικό υπόβαθρο, ιογενής, ή αυτοάνοσο

❖ Τύπου II: Μειωμένη παραγωγή ινσουλίνης ή  πλήρης έλλειψη

Συνήθης στο σύγχρονο πολιτισμό, λόγω έλλειψης άσκησης και κακής 

διατροφής

❖ Στατιστικά: 

❖ 2014: 422 εκ. άνθρωποι πάσχουν από διαβήτη – περίπου 90 % τύπου II
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Ινσουλίνη
1921: Ο Banding και ο Best ανακάλυψαν την ινσουλίνη 
(στο γκρουπ του J. Macleod)

1923: Πρώτη δοκιμή σε διαβητικό (εφαρμογή από το 1928)
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Charles Best

Frederick Banding

Σύνθεση γλυκογόνου
Γλυκόλυση
Ρύθμιση λιπολυτικών μονοπατιών
Παραγωγή τριγλυκεριδίων
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Ινσουλίνη
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Η ινσουλίνη βρίσκεται ως μονο-, δι- και εξαμερές.

pH, ιοντική κατάσταση και συγκέντρωση επιρεάζουν την 

κατάσταση στην οποία βρίσκεται

Παράγεται στο πάγκρεας ως εξαμερές

Πρώτες εφαρμογές  με ινσουλίνη από χοίρους και αγελάδες

Παρόμοια δράση, αλλά πιθανότητα ανοσοαπόκρισης
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Βιοσύνθεση ινσουλίνης

β-κύτταρα στο πάγκρεας

Έκκριση στο ενδοπλασματικό 

δίκτυο μέσω αναγνώρισης πεπτιδίου σήμανσης (24 AA)

Προϊνσουλίνη αποθηκεύεται στο σύμπλεγμα Golgi

Όταν κοπεί η C-αλυσίδα έχουμε την 

ώριμη ινσουλίνη

Δύσκολο προϊόν για να παραχθεί άμεσα στα βακτήρια

Παγκόσμια απαίτηση: 5-6 τόνοι/χρόνο
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1η μέθοδος

Conversion of pig insulin into human (no gene technique)
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H βόεια ινσουλίνη είναι πιο δύσκολη να 

μετατραπεί

Μεγαλύτερη διαθεσιμότητα χοιρινής 

ινσουλίνης

1) Πέψη με θρυψίνη

2) Μετεστεροποίηση με 

καρβοξυλπεπτιδάση Y σε 55% DMF 

με βουτυλεστέρα θρεονίνης
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2nd μέθοδος

Απαίτηση γενετικής μηχανικής

Ξεχωριστή έκφραση των αλυσίδων A και B

Βελτιστοποιημένα κωδικόνια για έκφραση 
σε E. coli

Έκφραση ως πρωτεΐνη fusion

Χημική αφαίρεση “ξένων αμινοξέων” (CNBr)

Οξειδωτική λύση δισουλφιδικών

Ανάμειξη των αλυσίδων

Δισουλφιδικοί δεσμοί (O2, pH 10.6)

Προκλήσεις:

▪ Λάθος δισουλφδικοί δεσμοί

▪ Ελάχιστη ενεργή ινσουλίνη
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3rd μέθοδος

1.Έκφραση προϊνσουλίνης (B-C-A) σε E. coli (παραγωγή ως 

συσσωματώματα πρωτεϊνών - inclusion bodies)

2. Οξειδωτική λύση δισουλφιδικών δεσμών

3.Οξείδωση με οξυγόνο σε pH 10.6

4.Δημιουργούναι σωστοί δεσμοί καθώς η προϊνσουλίνη έχει 

σωστή δομή

5.Αφαίρεση της αλυσίδας C με καρβοξυλπεπτιδάση B και θρυψίνη.

❖ Πλεονέκτημα: Υψηλή απόδοση, καθαρό προϊόν
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4th μέθοδος 

Έκφραση μίας “μίνι” προϊνσουλίνης σε 

S. cerevisiae (η αλυσίδα C μόνο 3 AA)

Πεπτίδιο για έκκριση

Βελτιστοποίηση κωδικονίων για έκφραση σε ζύμη

Πέψη με θρυψίνη

Προσθήκη με την θρυψίνη της Thr

Πλεονεκτήματα:

▪ Οι πρωτεάσες ζυμών δε κόβουν το πεπτίδιο

▪ Η ζύμη μπορεί να κάνει δισουλφιδικούς δεσμούς

▪ Η έκκριση βοηθά τον καθαρισμό
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Παράγωγα ινσουλίνης

Στόχος: παράγωγα ινσουλίνης με διαφορετικό προφίλ ενεργότητας

Οι διαβητικοί έχουν διαφορετικές ανάγκες

Ινσουλίνη αργής δράσης: 

Καθίζηση με ψευδάργυρο ή πρωταμίνη

Αλλαγή της αλληλουχίας σε pI=7 (ινσουλίνη φυσικού τύπου pI=5.5)

Αλλαγή της ινσουλίνης για μείωση της διαλυτότητας

Ινσουλίνη γρήγορης δράσης:

Lispro από Lilly; Aspart από Novo

Αλλαγές στην αλληλουχία μειώνουν την πιθανότητα των διμερών και 
εξαμερών
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Παράγωγα ινσουλίνης
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Συγκεκριμένες θέσεις επηρεάζουν τον 
διμερισμό

Διαφορετικές μεταλλάξεις στην ίδια θέση 
δίνουν άλλο προφίλ
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Παραγωγή σιταγλιπτίνης
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Savile et al. (2010) Science 329, 305-309

Desai (2011) Angew. Chem. Int. Ed.  50, 1974-1976

Αντιυπεργλυκαιμικό
Αναστολέας της διπεπτιδυλ 

πεπτιδάσης-4
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Παραγωγή σιταγλιπτίνης
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❖ Οι τρανσαμινάσες δέχονται μόνο μεθυλομάδες στη μικρή θέση
πρόσδεσης υποστρώματος

❖ Ανέπτυξαν ένα ένζυμο που να δέχεται πρώτα το μεγάλο
υποκαταστάτη με χρήση περικομμένου υποστρώματος

❖ Σε δεύτερο βήμα, κάναν την εξέλιξη με το κανονικό
υπόστρωμα
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Εξέλιξη του ενζύμου
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Στατιστικά εξέλιξης - 27 
μεταλλάξεις
4: ορθολογικός σχεδιασμός μικρής περιοχής δέσμευσης

6: Μεταλλαξιγένεση κορεσμού θέσης στην θέση πρόσδεσης

2: Μεταλλαξιγένεση κορεσμού θέσης σε άλλες θέσεις

10: από βιβλιοθήκες ομολογίας (περίεργο, αλλά γιατί;)

5: τυχαία μεταλλαξιγένεση
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αύξηση ενεργότητας βελτίωση για τη διεργασία
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Διάφορες μεθοδολογίες
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Χρονολόγιο μεταλλάξεων

Για την μετάλλαξη S223P:

This mutation could be either increasing the 

hydrophobic interaction with the THTP group and/or 

stabilizing a loop in the binding pocket. The next most 

improved variant from these libraries, G136Y, appears 

to be increasing the hydrophobic interaction with the 

THTP group.
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The variant identified with activity toward pro-sitagliptin ketone was from a 

small pocket combinatorial library designed to expand the small 

pocket and accommodate the trifluorophenyl group. This variant had 

three programmed mutations (V69G, F122I, and A284G) as well as two 

random mutations (Y26H and V65A). The three programmed mutations 

appear to be creating sufficient space to accommodate the trifluorophenyl 

group. The random mutation Y26H was in an unmodeled portion of the 

enzyme and V65A was at the dimer interface.
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The next library combined all beneficial mutations from the large

pocket site-saturation mutagenesis libraries with beneficial

mutations from the small pocket combinatorial library. The most

active variant from this library added an additional small pocket mutation,

T282S, as well as five mutations in the large pocket: H62T, G136Y, E137I,

V199I, and A209L. The mutations G136Y, E137I, V199I, and A209L all

appear to be increasing the hydrophobic interactions with the THTP

moiety.
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The entire binding pocket was subjected to saturation mutagenesis in 

round 3. At position 69, mutations TAS and C were improved over G. 

This is interesting in two aspects. First, V69A was an option in the small 

pocket combinatorial library, but was less beneficial than V69G. […] 

Random mutagenesis generated two of the mutations in the round 3 

variant: S8P and G215C. S8P was shown to increase expression and 

G215C is a surface exposed mutation which may be important for 

stability. Mutations identified from homologous enzymes identified 

M94I in the dimer interface as a beneficial mutation.
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Rounds 9-10: 

Random mutation, Q329H, provided a significant performance increase in 

round 9, but was found to be deleterious in round 10 when screened in 50% 

DMSO

Rounds 5-6: 

I94L, I96L, L269P, S321P, Y60F (highly conserved in homologous enzymes)
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Άλλα θέματα για την εξέλιξη

pH: 

To pH αυξήθηκε από 7.5 σε 8.5 και έδωσε 2.5 φορές καλύτερη

δραστικότητα

Θερμοκρασία:

Αν και τα ένζυμα είναι σταθερά και πάνω από 60°C, το προϊόν

αποσυντίθεται σε θερμοκρασίες πάνω από 50°C.

Διαλύτης:

DMSO και μεθανόλη βρέθηκαν οι καλύτεροι διαλύτες, αλλά στη

μεθανόλη δεν μπορούσε να διαλυτοποιηθεί μεγάλη ποσότητα 

υποστρώματος
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Παραγωγή σιταγλιπτίνης
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Περίληψη βελτίωσης – Παραγωγικότητα: 275 g / L 

11 γύροι εξέλιξης σε 9 μήνες (36,480 ένζυμα μελετήθηκαν με HPLC)

19% μείωση στα συνολικά απόβλητα, απόρριψη όλων των βαρέων 

μετάλλων, μείωση του συνολικού κόστους παραγωγής, δεν απαιτεί ειδικό 

εξοπλισμό
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Ανάπτυξη νέας “βιοχημείας”
Ανάπτυξη ενζύμου που καταλύει αντιδράσεις κυκλοπροπανίωσης

κατά προτίμηση ασύμμετρα

(στη φύση μέσω προσθήκης ολεφίνης στο μεθυλοκατιόν του SAM 
ή κυκλοποίησης διμεθυλοαλλυλο πυροφωσφορικού)

Μετατροπή P450 ώστε να μεταφέρει καρβένιο
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Ποια η λογική της εξέλιξης;
•Πορφυρίνες με σίδηρο (ως οργανοκαταλύτες) μπορούν να καταλύσουν

κυκλοπροπανιώσεις με μεταφορά καρβενίου

•Διαλογή πρωτεϊνών αίμης που μπορούν να καταλύσουν αντίστοιχη

αντίδραση σε νερό (με 5% μεθανόλη).

•Στυρένιο και αιθυλεστέρας του διαζωοξικού οξέος
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Αποτελέσματα διαλογής ενζύμων
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Αναερόβια, παρουσία αναγωγικού

Αερόβια, απουσία αναγωγικού (μόνο ενεργό)
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Διαλογή μεταλλαγμάτων

Θερμική αποδιάταξη - προφίλ σαν της ελεύθερης αιμίνης

Παρουσία μονοξειδίου άνθρακα - αναστολή

92 μεταλλάγματα CytP450 BM3
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16 μεταλλάξεις

3-5 Ala στο 
ενεργό κέντρο
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Ρόλος των Ala
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Site-saturation mutagenesis
Σε 5 θέσεις ενεργού κέντρου: L181, I263, A328, L437, T438
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Ανάπτυξη “νέας βιοχημείας”

Στόχος η αντίδραση κυκλοπροπανίωσης χωρίς

παράπλευρες αντιδράσεις 

Μετάλλαξη C400S

32



Πρωτεϊνική Μηχανική | Διαφάνεια 33



Πρωτεϊνική Μηχανική | Διαφάνεια 

Catalytic promiscuity

Βασική έρευνα:

πως εξελίσσονται οι πρωτεΐνες;

πως δημιουργήθηκαν τόσες κατηγορίες ενζύμων;
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Κατηγορίες ενδιαφέροντος

HNL στα φυτά ως προστατευτικό μέσο από έντομα

Υπόθεση ότι προέρχονται από εστεράσες
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Μηχανισμός

Διαφορετικός μηχανισμός στα δύο ένζυμα, παρά την 
παρόμοια δομή (α/β υδρολάσης):

Εστεράσες: ακυλο-ένζυμο ενδιάμεσο, τυπική υδρόλυση με σερίνη

HNL: μηχανισμός οξέος-βάσης χωρίς ενδιάμεσο

Διαφορετική διευθέτηση υποστρώματος στο ενεργό κέντρο

Πως προήλθαν οι HNL από τις εστεράσες;
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Εξελικτικό δέντρο

Εστίαση στις α/β υδρολάσες: 

Πάνω από 60.000 πρωτεΐνες

Οι HNL oμοιάζουν με φυτικές 

εστεράσες (>40%  ομολογία)

Η εστεράση από A. thaliana έχει 

και δραστικότητα HNL, παρότι 

δεν δημιουργεί τέτοιες ενώσεις.

Πρόβλεψη 4 “προγόνων”
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Ομοιότητα αλληλουχιών
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Καταλυτικό προφίλ ενζύμων
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