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Protein Miihendisligi/ Yonlendirilmis Evrim

Protein miihendisligi 3 temel strateji ile gerceklestiriimektedir.

1.Rasyonel Dizayn

2.Yonlendirilmis Evrim (Non-Rational Dizayn) Kiitliphane Tabanli
S Yontemler /
3.Yari1 Rasyonel Dizayn Random Mutagenesis

Kutiphane Tabanh Yontemler
“Directed Evolution” /Yonlendirilmis Evrim (Non-Rational Dizayn)

Random mutagenesis ya da directed evolution rasyonel dizayndan farkli olarak amino dizisi,
protein yapi ve fonksiyonu ile ilgili hi¢ bir bilgi gerektirmez.

Bu teknik milyonlarca vyil ile tariff edeilebilecek evrim zaman skalasini yillar, aylar ya da
haftalara indirgeyerek laboratuar ortaminda in vitro da dogal evrimi taklit eder.
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Protein Miihendisligi/ Yonlendirilmis Evrim

Yonlendirilmis evrim 1980lerden beri cesitli enzimlerin farkh o6zelliklerini degistirmek ya da
gelistirmek icin kullanilmaktadir. Asil etkili bir teknik haline gelmesi ise Arnold and
Stemmer’in 1990larda bu teknigi gelistirmesi ile olmustur.

Gunudmuzde uygulanan farkl yonlendirilmis evrim metodlarina baktigimizda bunlari 2 temel
grup altinda inceleyebiliriz:

Rekombinatif olmayan metodlar-Genlerin rastgele mutasyonu

SM, Error Prone PCR

Rekombinatif Metodlar- farkli kaynaklardan homolog enzimlerin gen fragmentlerinin
rekombinasyonu

DNA Shuffling, Family DNA Shuffling, StEP, RACHITT, ITCHY, ADO, SCHEMA

Ayni atadan evrimlesmis homolog enzimleri kodlayan genlerin rekombinasyonu o6nemli bi
rcesitlilik ve yiksek oranda yeni ve fonksiyonel enzimin elde edilmesini saglamaktadir.
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Protein Miihendisligi/ Yonlendirilmis Evrim

Yonlendirilmis evrim 2 temel adim gerektirir.

1. Random genetik kutliphanelerin kurulmasi,
2. Artmis katalitik aktivite, secicilik ya da gelistirilmis stabilite gibi hedeflenen 6zellige sahip
enzim varyasyonlarinin kiitiphane icinden taranmasi ve secilmesi.

Her iki adim icin de dogru stratejinin secilmesi hedeflenen amaca ulasmak icin kritik Gneme
sahiptir.

Oldukca genis olan mutant katliphanelerinden hedef protein secmek icin high-throughput
solid phase digital imaging, phage display, ribosome display, yeast-two hybride system gibi
etkili bir tarama metodu yonlendirilmis evrimin basarili olmasi icin en 6nemli gerekliliktir.

Genis bir katiphaneden tarama ve secme yapilmasi arastiricinin ¢ok vaktini almasi bu
metodun dezavantajini olusturmaktadir. Bu nedenle genellikle hedef enzimi genis
kitiphanelerden taramak ve secmek icin robotic sistemler kullanilir.

Bir kiitiphaneden 103-10% varyasyonun taramanin givenli bir seleksiyon icin yeterli Kabul
edilmektedir.



Protein Miihendisligi/ Yonlendirilmis Evrim

Rekombinatif olmayan metodlar

Rekombinatif olmayan metodlarda gen degisikliligi /cesitliligi nokta mutasyonlar aracihgi
ile gerceklestirir.

Tek bir amino asidin dogrudan
degistirilmesi,

Restriction Endonuclease
Birden daha fazla amino asidin (pair)
eklenmesi ya da cikarilmasi (casette
mutagenesis) ve —_—
| |
Ttim gene rastgele mutasyon
uygulanmasini icerir. — DNA Ligase
(cassette)
Kot

casette mutagenesis



Protein Miihendisligi/ Yonlendirilmis Evrim

Gercgeklestiriimek istenilen mutasyonun genisligine bagh olarak cesitli teknikler
mevcuttur.

Hedef proteinin yuksek cozunurlikte bir 3 boyutlu yapi bilgisi varsa substratya da
inhibitdér baglanma bolgeleri biliniyorsa, substrat ile baglantili olan residular tanimlanir ve

bu amino asitlerin geri kalan diger tim 21 amino asit ile degistiriimesi (site saturation
mutagenesis —SM) genellikle degismis substrat spesifitesi ile sonuglanmaktadir.

SM yonteminde ayni zamanda yapisal bilgiden ve modelllerden yararlanildigi icin Yari-
rasyonel protein muhendisligi yontemi olarak da ge¢cmektedir ki bu yontemi bu baslik
altinda daha sonra gorecegiz.



Protein Miihendisligi/ Yonlendirilmis Evrim

Yonlendirmis evrim deneyleri genellikle aktif bolgede olmayan mutasyonlar Uretir.

Ornegin baska bir yonlendirilmis evrim metodu olan EP-PCR ile Pseudomonas lipazinin
enentio seciciligi Uzerinde yapilan calismada secicilik 1.1 den 26 ya yukseltilmistir.

Ancak bu degisikligi yapan mutasyonlarin hicbiri substrat baglanma boélgesinde degildir.
Daha sonradan bu mutantlarim modelleri yapildiginda aktif bolgeden uzak bu residularin
dogal olmayan enantiomer icin yeni bir baglanma bolgesi yaratthigi ve

yeni stabilize edici H baglari olustugu sonucuna varilmistir.

Bununla birlikte bu modelleme her calisma icin mimkin olmamaktadir.



Protein Miihendisligi/ Yonlendirilmis Evrim

Error Prone- PCR (EP-PCR)

En basit ve populer non-recombinative metod Error Prone- PCR (EP-PCR) dir.

Mutasyon orani ayarlanabilmektedir. PCR Methods — Error Prone PCR

Genellikle gen Grind basina ortalama
1-2 amino asit mutasyonu
sokulabilmektedir.

PCR Error prone PCR

Random mutasyonlarin ¢ogu vya [T Taq [TeIITIeIT Taq
notral ya da zararli oldugundan
. dCTP, dTTP dCTP, dTTP T
disik mutasyon orani yararl

N dGTP, dATP dGTP, dATP
mutasyon bulunmasi olasiligini Mg Mg? 1
arttirdigi kabul edilmektedir Mn2*

Error- Prone PCR standart PCR protokoliintin degistirilmis bir cesididir.

Polimeraz enziminin dogal olarak hata yapmaya egilimli olmasindan yararlannilarak hata
oranini yiikseltme lizerine dizayn edilmistir.



Protein Miihendisligi/ Yonlendirilmis Evrim

Dogal hata orani yuksek oldugundan dolayi EP-PCR’da yaygin olarak poliperaz olarak Taq
DNA polimeaz kullanilir.

EP-PCR reaksiyonu standart PCRda kullanilana oranla tipik olarak ytksek konsantrasyonda
MgCl, igerir (EP-PCR 7mM, standart PCR 1.5 mM).

MnCl, hata oranini yiksekimek icin reaksiyona eklenir.

Mutasyon oranini degistirmek icin bir diger yol reaksiyon icindeki ntkleotidlerin oranini
degistirmek ya da

8-oxo-dGTP /dITP gibi nikleotid analoglari eklemektir.
Siklus sayisi ile oynamak ya da
kalip DNA konsantrasyonunu degistirmek de mutasyon oranini degistiren diger faktorlerdir.

Ayni EP-PCR sartlarinda farkli 2 gen kalip DNAnin kompozisyonuna ve uzunluguna bagli
olarak farkli mutasyon frekansi gosterecektir.



Protein Miihendisligi/ Yonlendirilmis Evrim

(a) Generation of variant gene libraries

EP-PCR a PCR’ In 6zensiz

(sloppy version) da Random  “@—=  Bacterial
denil ktedi mutation —mw—— transformation r.=..]
enlimekxteaqir. eI ——
Parental emor prone PCR ‘YV—i-
gene mutator strains ——-
Amplifikasyondan sonra recomonaon  \jutant x 10° — 10'° variants
library

mutant kodlayan diziler

uygun bir plasmide (b) Library evaluation

Life or death Colorometric, fluorescent or Whole-cell
klonlanir. selection chemiluminescent screens biotransformations

Bu yontemin kisithlhigi

kitiphane genisliginin o
klonalama asamasinin p
etkinligi ile sinirl olmasidir. 10° - 10" variants 10° — 10° variants 03_104
l variants
Analysis
Nokta mutasyonlari EP_PCRda en ¢ok gorinen mutasyon tipi olsa TRENDS &b Glotectmoigy

da delesyonlar ve cerceve kaymalari da mumkindur.



Protein Muhendisligi

Rekombinatif Metodlar

Farkli kaynaklardan homolog/benzer enzimlerin gen fragmentlerinin rekombinasyonu
yoluyla gerceklestirilir.

Ayni atadan evrimlesmis homolog enzimleri kodlayan genlerin rekombinasyonu 6nemli bi
rcesitlilik ve yuksek oranda yeni ve fonksiyonel enzimin elde edilmesini saglamaktadir.

*DNA Shufflin g, Random mutagenesis Recombination
| ] l ]
. . v : =,
*Family DNA Shuffling, i ) v
[ J T3 ] [ ]
[ T : ] [ I I— |
L ] S T T
[ 2 2Eaaaa— e S—
*StEP,
* Chemical mutagenesis Homologous Non-homologous
* Combinatorial cassette * DNA shuffling * Exon shuffling
*RACHITT mutagenesis « DOGS « DHR
* Error-prone _PCR * Fanuly shuffling * ITCHY
* Mutator strains * Family shuffling with * THIO-ITCHY
¢ ITCHY, *RID restriction enzymes « RM-PCR
* SeSAM * RACHITT * SCRATCHY
* Saturation mutagenesis «RPR « SHIPREC
*ADO * UV 1irradiation « StEP « SISDC
. * Genome shuffling * YLBS
*SCHEMA

Fig 1. Comparison of (a) random mutagenesis and (b) recombination strategies.



Protein Muhendisligi

Rekombinatif Metodlar

Non rekombinatif metodlar tek bir diziden baslayan nokta mutasyonlari iceren
gen kutuphanesi olusturur.

Rekombinatif metodlar ise bir gen dizisi havuzundan farkl mutasyon
kombinasyonlarinin oldugu gen kutuphaneleri olugturmaktadir.

Havuzdaki genler daha onceki bir mutasyon raksiyondan elde edilmig farkli
ozellikler gosteren pozitif mutantlar ya da birbirleriyle homoloji gostren dogal
genler de olabilir.

Point mutagenesis I[n vitro recombination
4 . .
Parent - Family of
gene o— parent genes
~ l ‘ O
o —0—0—D
0—& < O
o—— oO—0O
o - oo
0 — o —
T — o— A
- L
- .
. .



Protein Miihendisligi/ Yonlendirilmis Evrim

DNA SHUFLING/FAMILY DNA SHUFFLING

DNA shuffling rekombinatif metodlar
arasinda en popular olanidir.

FAMILY DNA SHUFFLING: farkl
kaynaklardan homolog genlerin
rekombinasyonu

DNA SHUFFLING : nokta
mutasyonlarinin rekombinasyonu

Gen dizileri ne kadar benzerse o oranda
crossing-over olusur.”

Deneysel islem

1. DNAase | enzimi kullanilarak kaynak
DNA’ nin kontrollii fragmentasyonu

2. Uygun buyuklukte genler agaroz jelden
izole edilir, saflastirilir.

Parent genes to be shuffled

LDNasel digestion
1 [ o Y — 1L I —
| s— ) s— 1 C 1L

loycles of denaturation -

8 |
I
annealing - extension

denatured
fragments — t —
annealing s SX{ENSION E—————

> =

| e—
CC——

'-‘."2—-

—

——
e

T denaturation |

Amplification of full-length

sequences
— I
— | T T
[ T | T
I T | T




Protein Miihendisligi/ Yonlendirilmis Evrim

DNA SHUFLING/FAMILY DNA SHUFFLING

3. Bu fragmentler denaturasyon,
yapisma ve uzama asamlarini iceren
primersiz bir PCR reaksiyonu ile
yeniden birlestirilir. Full-length
rekombine edilmis dizileri Ureteilir

Farkli genlerden fragmentlerin yUksek
dizi benzerligi gosterdikleri bolgede
birlestiginde rekombinasyon olusur.

4. Yeniden birlesme asamasini takiben
bu reaksiyonda bulunan kuguk
miktardaki full-lenght gen terminal
primerlerin kullanildigi standart bir PCR
reaksiyonu ile ¢gogaltilarak full-lenght
kimerik genler elde edilir .

5. Uygun bir klonlama vektorune
Klonlanir.

Parent genes to be shuffled

LDNasel dlgestuon

1 Ol | w—
£ Y m—  s— 8 J m—
I I
A I

Cycles of denaturation -
annealing - extension

denatured

fragments — , —

e ——————— l: ' —
annealin sesssssmn  CXIENSION | ee—
' = g
e e emm— |

T denaturation |

\ Amplification of fuldength

sequences
— I
e T
I T | T
T | | T




Protein Miihendisligi/ Yonlendirilmis Evrim

DNA SHUFLING/FAMILY DNA SHUFFLING

Tek bir dizinin “shuffling”i ile family shuffling”i karsilastirdigimizda

tek gen shuffling”inin birkag nokta mutasyonu iceren klonlar olusturur

ve

kUtuphanedeki mutantlarin %97 si aynidir.

Family shuffling” ise dizi bloklarinin degisimini saglayarak daha genis bir cesitlilik
iceren genler olusur. Esit bir kitiphane buyukliginde familiy shuffling”in
ornekleme alani tek gen shufflig”ine gore cok daha buyuktur.

Single Sequence Shuffling

P :

”

sSequence Family Shuffling

s ¥ o

e = a S.F ~ a® &
o . - .I ~ o - :
t‘zl. Ool ’.II. ’.' ﬂ' an
® o 8':'9
N L °‘.0 o > .- T n :.
r‘": 0.' d...‘e.'.?.$"
- .I o P b b - -, ‘.c " 5
L " o s L ) L™ . .
¢ a4, R A DNA shuffling of a family of genes
» = . .
» Aot A T T from diverse species accelerates
L

directed evolution. Willem P.C.
Stemmer etal. Nature

Sequence Space

1998,391:288-291.
Sequence Space



Protein Miihendisligi/ Yonlendirilmis Evrim

DNA SHUFLING/FAMILY DNA SHUFFLING

Ornek:

E.coli b-glucuronidase geni birkac tur DNA shuffling ve tarama deneylerine tabi
tutularak Beta-galaktozidin hidrolizini wild type enzimden 500 kez daha etkili

katalizleyen bir mutant enzime ulasiimistir (

En azindan 2 homolog gen dizisinin DNA shuffling i yeni enzim oOzellikleri

gelistirmek icin etkili bir yontemdir.

Yuksek homolog goOsteren 2 triazin hidrolaz geni (sadece 9 amino asit agisindan
farkli) rekombine edilmis ve kutuphane icinden yaklasik 1600 varyasyon
tarandiginda 150 kat yuksek aktivite gosteren mutan enzim elde edilmistir (

HELAL I
S, - N [-glucuronidase H'l"m'., A
HO _":_":"'..-"'-h-:._ —, E_HC HiO ==t
HO - }'..--"---'-:."1--'"'. - '\.‘: _::.,. 2 HO- _'\...__.____.,,__1__'\._‘___.- OH
OH FIH
Drireclad
aalution
e
0OH aH
'Lj_l-,ﬂlj_ & N [i-palactosidase CH w._JIiI1
5, gt r % i
TN 00— —NO, — ™ T OH
HG '\.‘- "-.1'.--';"".. 1".\. .::_ - H|:| y LY



Protein Miihendisligi/ Yonlendirilmis Evrim

En populer ve basit bir teknik olan DNA shuffling metodunun yanisira
rekombinasyona dayanan farkli teknikler de mevcuttur.

Random chimeragenesis on transient templates (RACHITT)

DNA shuffling yontemine benzer fakat daha fazla deneysel asama icerir, DNA shuffling e
gore daha fazla crossover meydana gelir.

Staggered extension process (StEP)

cok kisa bir uzama sliresi olan basit bir PCR reaksiyonu ile yapilir, kismen uzamis DNA
zincirleri ayrilir ve yeni bir kalip DNA’ ya yapistirilarak crossover olusturulur, bdylece
rekombinasyon meydana getirilir.

Synthetic Shuffling ve Assembly of Designed Oligonucleotides (ADO)

tamamen sentetik oligontikleotidler kullanilarak rekombinasyon yapilan iki metodtur. her
iki teknik de rekombinasyon sikligini 6Gnemli derecede arttirmaktadir.



Protein Miihendisligi/ Yonlendirilmis Evrim

Baska bir grup rekombinatif directed evolution teknigi ise yukaridaki tekniklerden
farkl olarak homolog olmayan genler arasinda gercgeklestirilir.

Incremental Truncation for the Creation of
HYbrid enzymes (ITCHY) teknigi

Recombination

<>_|

uclari kesilmis iki genin N-terminal ve C-terminal
fragmentlerinin ligasyonu ile yapilir.

%

|

Genler arasinda homoloji aranmaz.

Homologous Non-homologous
* DNA shuffling * Exon shuffling )
« DOGS « DHR Crossover rastgele pozisyonlarda olusmaktadir
» Family shuffling « ITCHY ve baslangi¢ Griinl sadece tek bir crossover
. Pami.l_\;' .shufﬂing with * THIO-ITCHY icerir.
restriction enzymes * RM-PCR
* RACHITT * SCRATCHY
*RPR « SHIPREC ITCHY uriinlerinin DNA shuffling’ i coklu
* StEP * SISDC crossover iceren lriinler meydana getirebilir.
* Genome shuffling YLBS

Sadece gen cercevesi icinde kalan
ligasyon urunlerini se¢cmek igin plasmid
sistemleri mevcuttur.

1 (b) recombination strategies.



Protein Miihendisligi/ Yonlendirilmis Evrim

SCHEMA

Bir hesaplamali algoritma olan (SCHEMA) teknigi de yapisal bilgiyi kullanarak optimal
crossover noktalarini tanimlar.

Bu algoritmanin ardindan belirlenmis boélgelerin shufflinginin yapildigi calismalar ylksek
hibridizasyon ve kimerik genlerin olusturgunu gostermektedir.

Tum sayilan bu yontemler suphesiz ki bircok calismada basariyla kullaniimaktadir.

Ancak yine de basitligi ve kolay uygulabilirligi ile DNA shuffling ve Error prone
PCR en yaygun metodlar olarak literatirde karsimiza ¢cikmakatdir.

Hangi teknigi sececeginiz sonu¢ olarak ne kadar buyuklUkte bir kutipahne
olusturmak istediginiz ve zamaninizla ilgilidir.
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RACHITT/Random Chimeragenesis on Transient Templates Othet parstialhomolog(s)

RACHITT metodu nda diger
metodlarin aksine primer uzamasi
gibi agsamalari kullaniimamaktadir.

Deneysel islem

1. Bunlarin yerine Urasil igeren bir
donor gen diger homolog donor
gen fragmentlerinin zincirlerini
duzenlemek icin bir iskelet olarak
kullaniimak Uzere tek zincirli hale
geririlir.

One homolog chosen as template

3 5-PO,

+ Digest bottom strand

| S ) S ) Saae— ) S—

¥  PCRwith dUTP ' Top strands
5'-PO‘—U_U- U —U — + C!eave SSDNA
v Digest top strand _— =
[ ———]
U — = == )
Bottom strand “Transient Template” Top strand “Donor Fragments”
~. 7
i Anneal
For Anc

+ Digest 5’ flaps,

v Digest 3 flaps, fill gaps, ligate nicks
— — ] ) S— ] S—

+ Digest template

v Amplify
——————
L= == m— s en e—

+ Clone as expression library

Screen/select improved phenotypes
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Other parental homolog(s)

RACHITT

3 5-P0,

One homolog chosen as template

‘ Digest bottom strand

2. Diger donor genler fragmentlere

ayrilr. ¥ PCRwith dUTP ' Top strands
§-PO, S— ) S— | — | S— ) - * Cleave ssDNA
| S ) S ) Seaae— ) S—

Farkli donor genler iskelet gene 4 Digest top strand = =
hibridize oldugunda ) o e e =0
rekombinasyon 0|U$U I. Bottom strand “Transient Template” Top strand “Donor Fragments”

~. 7
3. Pfu DNA polymerase 3’-5’ { amea N
.. . For C
exonuclease aktivitesi fragment T

yapismasi sirasinda olusan
hibridize olmamis 5 ya da 3
“overhanging flaps” (sarkan
bolgeler) cikartir

+ Digest 5' flaps,
v Digest 3 flaps, fill gaps, ligate nicks
W) S ] W S—— ] S—

+ Digest template

4. Pfu DNA polymerase kalip olan y folt
iskelet ve yapisan DNA IS
fragmentleir arasinda kalan ¥ _Clone as expression library

bolgeleri doldurur. Screen/select improved phenotypes
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RACHITT

5. Kalip zincir daha sonra, kalip-
kimera hibridinin PCR reaksiyonundan
once uracil-DNA-glycosylase
muamelesi ile elimine edilir.

Sonucta c¢ift zincirli homodupleks
kimerik genl dizileri elde edilir.

One homolog chosen as template

Other parental homolog(s)

3 5-P0,

‘ Digest bottom strand

¥ PCRwith dUTP ' Top strands
5’-PO‘—U—U— U —u— * C[eave SSDNA
S | S | S | ) SeSSS— ) S—
v Digest top strand —_— = =
[ ——]
— ) — ) — U — e ————— | =
Bottom strand “Transient Template” Top strand “Donor Fragments”
~. /7
¥ Anneal
For Anc

+ Digest 5' flaps,

v Digest 3 flaps, fill gaps, ligate nicks
— — ) m— —

+ Digest template

v Amplify
——————
[ == mm e— o em e— )

+ Clone as expression library

Screen/select improved phenotypes
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Family of homologous genes

A

DNA shuffling /

Fragmentation

L]
_-
L} -_
_— =
PCR amplification
with no
exogenous

primer

—
« « EE———
| PCR amplification
with terminal
primers
—
I

l

Family of novel

genetically diverse (fmm—"

genes

B

\ RACHITT

Fragmentation

Y

-

v v v u u v v v v

u v L L) v v v v v

Hybridization

o 5

Digest and
* fill in gaps

v v v v v v v v v

Digest scaffold
‘ and PCR

© Bob Crimi

Klasik DNA Shuffling metodu Dnase |
kullanilarak c¢ift zincirli donor genlerin
fragmentlere boliunmesi ile baslar.

Boyut ayirma ile kiguk fragmentlerin
islem icin secilmesi c¢oklu
rekombinasyon olasiligini arttirir.

Son olarak full-length mutant trtnler
terminal primerlerin kullanildigi PCR
reaksiyonu ile elde edilir.
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Family of homologous genes

A

DNA shuffling /

Fragmentation

L]
_-
L} __
_— =
PCR amplification
with no
exogenous
primer

—
«
PCR amplification
with terminal
primers
—
I

l

Family of novel

genetically diverse (fmm—"

genes

B

\ RACHITT

|

Fragmentation

Y

u v L L) v v v v v

Hybridization

o 5

v v v u u v v v v

Digest and
* fill in gaps

v v v v v v v v v

Digest scaffold
‘ and PCR

© Bob Crimi

1

RACHITT metodu ise cift zincirli
donor DNAIlar once tek zincirli hale
getirlir

Daha sonra yine Dnase | ile
fragmentlere ayrilir.

Komplementer tek zincirli iskelet
(kalip) DNA ile hibridizasyon saglanir.

Hibridize olmayan kisimlar kesilir ve
bosluklar doldurulur.

Isaretli kalip DNA elimine edilir ve en
son olarak PCR ile mutant zincire
komplementer yeni zincirler sentez
edilir.
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ITCHY Incremental truncation methods Recombination

[ ]
Rekombinatif directed evolution +_
teknikleri arasinda homolog . E—
olmayan genler arasinda yapilan  — ——
rekombinasyon temeline dayanan e ————————————
bir tekniktir.

Homologous Non-homologous

* DNA shuffling * Exon shuffling

* DOGS * DHR

* Famuly shuffling * [TCHY

* Fanuly shuffling with < THIO-ITCHY

restriction enzymes * RM-PCR

* RACHITT * SCRATCHY

* RPR * SHIPREC

» StEP » SISDC

* Genome shuffling * YLBS

I (b) recombination strategies.
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ITCHY Incremental truncation methods

Ostermeier ve arkadaslari tarafindan ortaya
konulan bu teknikte iki donor enzimden
domainler rastgele fuzyon ile yeni kimeralar
olusturmak icin kullanilir.

Maksimum basari ve yeni bir aktivit elde
etmek igin iki protein domainlerinin hangi
bolgelerinin fusyona ugratilmasi gerektigini
belirlemek oldukga zordur.

Bu zorluk DNA’nin eksonikleaz Il ile
kontrolli kesimi sayesinde agilir.

Boylece donor genlerin mumkin tum
fragmentasyonu toplanir ve hibrid proteinler
olusturmak igin blunt-end ligasyon yapllir.

RE1 ve REZ2 resktrissiyon endonukleaz kesim bollgesi,

P/O promoter, ANtR antibyotik dayaniklilik geni

- \J N
AntR

RE2

linearization at RE1
v

o)

1) time-dependent Exo Il
2) mung bean nuclease
¥ 3)Klenow / dNTPs

|

P>

| i

| —— P

l digestion with RE2

 —
- ——p
 —

l ligation

AN N
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ITCHY Incremental truncation methods FES

Yine de ITCHY zaman alici ve emek
gerektiren bir metodtur. oG \JREZ
Diger kisitlayici faktorler: Ant®
«Sadece iki donor DNA kullanilabilir o linearization at RE1

+H—)—p ,
*Fragmentlerin rastgele fizyonu nedeniyle 1) time-dependent Exo I

2) mung bean nuclease

gen uzunlugu korunamamaktadir. Rz 3)Klenow / dNTPs

| ——
| ——

l digestion with RE2

*Rekombinasyon ¢ogunlukla yapisal olarak
baglantili olmayan bolgelerde olugur.

- ——p
 —

l ligation

AN N
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THIO-ITCHY / SCRATCHY

Modifiye edilmis incremental truncation
method THIO-ITCHY donor gelerden
frgament kutiphaneleri olusturmak igin
basit bir prosedur ortaya koymaktadir.

THIO-ITCHY donor genlerdeki a-fosfotiyat
nukleotid analoglarinin rastgele, dusuk
frekansli birlesmesi ile gerceklesir.

a-fosfotiyat niikleotidleri DNA’ lari
eksonukleaz aktivitesinden korur ve kesim
alikotlarindan hedef uzunluktaki
fragmenlerin ¢ikarilmasini garantiye alarak
zaman kaybini onler

Daha fazla ¢esitlilik iki ITCHY
kutiphanesinin shufflingi ile saglanabilir.
Bu yontem is e SCRATCHY adini
almaktadir.

P/O RE2
AntR

RE2

linearization at RE1
v

o)

1) time-dependent Exo Il
2) mung bean nuclease
3) Klenow / dNTPs

|

P>

| i

| —— P

l digestion with RE2

- ——p
 —

l ligation

AN N
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EXON SHUFFLING

Kolkman ve Stemmer tarafindan
tanimlanan bir metodtur.

Bir protein domainini kodlayan ekson
bolgeleri ya da ekson komibansyonlari
iceren DNA fragmentlerinin meydana
getirlimesini gerektirir.

Ekson fragmentleri sentetik kimerik
oligonukleotidlerle c¢ogaltilir. Boylece
fragmentler rastgele bicimde birbiriyle
birlestirilir.

Birlestirilmis primerler daha sonra full-
lenght bir gen olusturmak igin primersiz bir
PCR ile biraraya getirilir.

— - v
: Parent proteins
Il
Parent genes
PCR .
\ Chumenc primers
' , o = i o | (e
PCR-amplified exons B e =
— | o O O | CE Ee
CIFSERERERY (11 ) . = BN O =D O CE
— s — CE B @ D S
BN O BN = =0

o | e—
l PCR

CO—————— T ]
R LUk 1

Chimenc sequences

—C g —
—ifpal (> —

£
—( =
L

Fig. 3. Method of non-homologous recombmation by exon shuffling.

Shuffled library
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EXON SHUFFLING

Kimerik oligonukleotidler bir donor genin
eksonunu ikinci farkh bir gen eksonuna
bagladiginda rekombinasyon olugsmaktadir.

Ekson shuffling kutuphanesinin cesitliligi
rekombine edilen modullerin ve homolog
domainlerin sayisi ile kontrol edilmektedir.

Bu yontemde c¢esitliligin kontrol
edilebilecegi bir baska etken domainleri
baglayan kimerik oligonukleotidlerdir.

Daha fazla gesitlilik istendiginde yine diger
metodlarda oldugu gibi rastgele
mutasyonlar, insersiyonlar ve delesyonlar
ile sokulabilir.

Il

PCR N

v Chimeric primers
. , [ O o (g
PCR-amplified exons P e =
— | CO O CE CE Ee
ERIRRRERY | j——] | vz CEA
 I— CE B O 3
Bl Om =l [== 1]

o | e—
l PCR

Chimenic sequences

— (> —  Suiled by

£

)
A

Fig. 3. Method of non-homologous recombmation by exon shuffling.
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YONLENDIRILMiS EVRiM /TARAMA VE SECME YONTEMLERI

Yonlendirilmis Evrim 2 asamali bir yaklagimdir.

1.Rastgele Mutasyonlar (random mutagenesis) ya da in vitro rekombinasyon ile
genetik gesitliligin olusturulmasi

2.Tarama ya da secme (screening or selection) teknikleri ile istenilen hedefe gore
gelistirilmis mutant fenotiplerin ktuphane icinde tanimlanmasi

selection |
"\I\My:> ——- : S— = agar plate screen j [“’=]
gene library clone transform microtiter plate screen ‘
cell-in-droplets
@ cell surface display « 10° — 10 variants
In vitro compartmentalisation
Whole-cell
biotransformations
Random mut: R binat =
v v
* DNA shuffling "-Exoln slmtiﬂmg
S *DHR
uffling * ITCHY
amul ozxﬂ n')'g \;’:th :RTII:I/[I,CI)J(H};CHY 103 _ 104
LICRATCRY variants
-SISD?
*YLBS Analysis

Fig. 1. Comparison of () random mutag and (b) recomb g TRENDS in Blotechnoiogy
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Semirational Design-Site Saturation Mutagenesis

Kismen ya da tam 3 boyutlu yapi bilgisi ve amino asit dizi bilgisi gerektirir.

Elde edilen “smart library” icinden secim yapilabilmesi icin tarama ve secme tekniklerinin
kullanimini gerektirir

Yonlendirilmis evrim yonteminin cok zaman alici ve emek gerektiren tarama ve
segme metodlarini kolaylagtirmak

Rasyonel dizayn i¢cin gereken modelleme calismalarini indirgeme arayislarindan
dolayi yeni bir yaklasima ihtiya¢ duymusglardir.

Boylelikle protein fonksiyon ve ozelliklerinin arastiriimasi ve gelistiriimesi
amaciyla her iki stratejinin bir kombinasyonu olan yari-rasyonel mutagenesis /site
saturation mutagenesis teknigini kullaniimaya baslanmistir.
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Semirational Design-Site Saturation Mutagenesis
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Semirational Design-Site Saturation Mutagenesis

Site Saturation Mutagenesis diger yonlendirilmis evrim teknikleri ile
karsilastirildiginda bazi avantajlara sahiptir.

DNA Shuffing ya da EP_PCR gibi metodlarda rastgele ya da rekombinatif
mutasyonlar proteini kodlayan tum DNA dizisine uygulanir ve c¢ok genis
kutiphaneler olusur.

Bu kUtuphanaler iginden aradigimiz fenotipi saglayanlarin tanimlanmasi oldukca
emek ve zaman gerektirmektedir.

Saturation mutagenesisde ise gen uzerinde daha onceden belirlenmis hedef
pozisyonlarda bir ya da daha fazla amino asit dizisi tum mumkun (22 farkli amino
asit ) ile degistirilerek kutiphane buyukliginu daha rasyonel ve daha kucuk hale
getirir.
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Semirational Design-Site Saturation Mutagenesis

Hedeflenen degisiklikten sorumlu oldugu disuntlen pozisyon proteinin 3 boyutlu
yapi bilgisi ile elde edilmektedir.

Mutasyon bolgelerinin rasyonel bir yaklasimla belirlenmesi etkili bir tarama
metodu ile birlestiginde site saturation mutagenesis birgok protein Ozelligini
gelistimede basari ile kullaniimigtir.

Degenere primers contain mutant codon on both
forwad (5’- CATATGCATGCGGGAGCTCAANNKAAGATCGTTTTAG-3’)
reverse 5 -(CTAAAACGATCTTMNNTTGAGCTCCCGCATGCATATG-3’)

Base changes are in boldface. Nis A, T, GorC; KisGor T; M is A or C.
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Semirational Design-Site Saturation Mutagenesis

Bu yontemle lipaz enziminin termostabilitesi 48 C den 93 C’ ye kadar
cikartilabilmistir (Reetz et al., 2006).

Cantor ve ark da 2011 yilinda bu yontemi I6seminin tedavisinde énemli olan T —
hucrelerinin arastiriimasinda basariyla kullanmistir
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