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Gida mikrobiyolojisi, gidalarin dretimi, kalitesi ve glvenligi tizerinde etkisi olan mikroorganizmalarin
incelenmesine odaklanirken, mikrobiyel genetik, mikroorganizmalarin kalitsal bilgi mekanizmalarinin
arastirilmastyla ilgilenir. Mikrobiyel genetik, 6ncii bir disiplin olan mikrobiyoloji ve genetik mithendisligi
icinde bir alandir. Bu alan, genlerin nasil ¢alistigini ve nasil kontrol edildigini anlamak, farkli mekanizmalarla
caligan gen urtinlerini belirlemek gibi amagclarla mikroorganizmalari analiz eder. Bu calismada gida
mikrobiyolojisi ve genetik bashigint anlamamiza yardimer olan Escherichia coli gibi 6nemli bir model
mikroorganizma tizerinden giris niteliginde bir inceleme yapilmustir.

Anahtar kelimeler: Gida mikrobiyolojisi, bakteriyel genetik, Escherichia coli

FOOD MICROBIOLOGY AND GENETICS: ESCHERICHIA COLI
ABSTRACT

Food microbiology focuses on examining microorganisms that impact the production, quality and
safety of food, while microbial genetics is concerned with investigating the genetic information
mechanisms of microorganisms. Microbial genetics is a field within the pioneering discipline of
microbiology and genetic engineering. Microbial genetics analyzes microorganisms to understand
how genes function and how they are regulated. It also identifies gene products that operate through
various mechanisms. This study provides an introductory examination by investigating a significant
model microorganism such as Escherichia coli, which helps us to understand food microbiology and
genetics.
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GIRIS
Bir g@dada  bulunmasi muhtemel tim
mikroorganizmalar yararli, saprofit ve patojen
ozellikte olmakla birlikte timi gida bilimi ve
teknolojisi ag¢isindan  Onem arz etmektedir
(Lorenzo vd., 2018). Gida biliminin bir disiplini
olan gida mikrobiyolojisi, gidalarda bulunan
mikroorganizmalarin  tanimlanmasina, gelisme

Ozelliklerine ve biyolojisine odaklanmaktadir
(USDA, 2011).

Genetik, DNA  (Deoksiribo  Niikleik — Asit)
dizisindeki degisikliklerin bir sonucu olarak
ebeveynlerden yavrulara belirli niteliklerin veya
ozelliklerin nasil gectiginin arastirildigt bir alandir
(Bigler, 2023; NIGMS, 2023). Genetik
arastirmalar, bireysel genlerin veya gen gruplarinin
bir canlt organizmada isleyen sisteme nasi déhil
oldugunu inceler ve kisaca genlerin davranislariyla
ilgilenen  biyoloji dali oldugu s&ylenebilir
(Petreaca, 2013). Mikrobiyel genetik ise,
bakteriler, arkealar, viriisler, bazt protozoalar ve
funguslar dahil mikroorganizmalardaki kalitsal
bilgi  mekanizmalarinin  incelenmesi  ile
lgilenmektedir. Mikrobiyel genetik, hiicresel
streglerin diizenlenmesinin yant sira islevsel ve
metabolik yolak organizasyonunun ¢éziimlenmesi
icin glicli araglar saglar (Weinstock, 2013). Bu,
hem bireysel gen ifadesini kontrol eden
diizenleyici genlerin ve bélgelerin kesfedilmesini
hem de hangi genlerin diizenlendigini, dolayisiyla
strece birlikte davranis olasiiginin belirlenmesini
icerir. Cogu zaman es diizenlenmis genler, ayn
transkripsiyonel birimde yan yana yer alabilir,
ancak es gidiimlenmis ¢ok sayida dagilmis gen
kiimesi gorilmesi de mimkindir (Alberini,
2009).

Bakteriyel genetik, genetik bilginin belitli bir
bakteriden digerine ya da bakteri soylarina nasil
aktanldigini, nasil ifade edildigini ve bakterinin
fizyolojisini ~ (fenotip)  nasil  belirlediginin
incelenmesini icerir (Maloy, 2001). Bazen genetik
varyasyon veya bakteriler arasindaki genetik bilgi
aktarimi  mutasyonlara yol acabilir. Bakteri
poptlasyonlarinin -~ buyukligh  géz  6ntine
alindiginda son derece nadir genetik olaylarin bile
meydana gelme olasiligt bulunur (Holmes ve
Jobling, 1996). Boylece ayni tiire ait farklt suslar

arasinda  genetik  varyasyon  (polimorfizm)
olusmaktadir. Laboratuvarda, bakteriletin
Ozelliklerini incelemek, gen transferi ve gen
ifadesinin temel 6zelliklerini kesfetmek ve istenen
Ozelliklere sahip mutantlar olusturmak i¢in
genetik varyasyondan yararlanidir (Maloy, 2013).
Escherichia  coli,  prokaryotlar  icin  model
mikroorganizma olmasindan dolayt en ¢ok
calisilan bakteridir ve biyolojideki bir¢ok temel
kavramin gelistirilmesinde etkili olmustur (CDC,
2022a; Ruiz ve Silhavy, 2022). Pek ¢ok aragtirmact
daha basit bakteri sistemi ile calisgmaya
basladiginda arastirmalarda E. co/fnin merkezi
roli tstlendigi goriilebilir (Denamur vd., 2021).
Escherichia coli suslart arasinda yiksek derecede
polimorfizm olmasina ragmen hala model
organizma olarak siklikla calistimaktadir (Pitout ve
Finn, 2020). Bu ¢alismada, bakteri genetigi model
organizma olarak kullamilan FE. ¢/ Uzerinden
tartigtlacaktir.

Escherichia coli

Escherichia coli, normal bagirsak florasinda bulunan
enterik bir bakteridir (Martinson ve Walk, 2020).
Cok az mikroorganizma E. co/ikadar c¢ok
yonludir (Kaper vd., 2004). Temel biyolojik
streci arastirmak icin ilk tercth olarak secilen ve
en iyl anlasilan yasayan organizmalardan biri
oldugu icin, molekiller genetikte bir model
organizma olarak kullamlmaktadir (Taj vd., 2014).
Escherichia coli, memeliler ve kuslar icin firsatct bir
patojen, omurgali bagirsak mikrobiyotasinda
bulunan bir bakteridir (Foster-Nyarko ve Pallen,
2022).

Escherichia colinin temel genleri hucre icinde
paketlenmis tek orijinli dairesel bir kromozom
tzerine kodlanmustir (Griswold, 2008). Escherichia
coli genomu (kromozomu) iki replikasyon
catalinin zit yonlerde ilerledigi bir orijine sahiptir
(O'Donnell vd., 2013). Her bakteri hiicresindeki
gibi E. w/deki genetik bilgi akist DNA'dan
RNA'ya ve proteine dogru tek yonlidir (Holmes
ve Jobling, 1996). Genler, protein sentezini
yoneterek bir hiicredeki faaliyetleri ve islevleri
yonlendirir. Gen ifadesi veya gen ekspresyonu
(Gizelge 1), bir gende kodlanan bilginin bir isleve
veya bir karaktere donustirtlmesi islemidir
(Holmes ve Jobling, 1996). Proteinleri kodlayan
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RNA molekullerinin veya diger islevlere hizmet
eden kodlayict olmayan RNA molekillerinin

transkripsiyonu yoluyla gerceklesir (Wang ve
Farhana, 2023).

Cizelge 1. Bir gen dizisinin olgun bir gen trtiniine (protein veya RNA) dénistiraldigi islemin bir
RNA transkriptinin Giretimini ve protein kodlayan genler i¢in islenmesini, ¢evrilmesini ve
olgunlasmasint GO:0010467 terimi tizerinden EcoCyc veri tabani temel alinarak aciklamast.

Escherichia coli K-12 substr. MG1655

Gen Ontoloji Terimleri Sinift: GO:0010467-gen ifadesi

o G0:0043170- Yiiksek nispi molekiiler kiitleye sahip herhangi bir molekiilii iceren kimyasal
g  makromolekill metabolik reaksiyonlar ve yollar, yapist esasen diisiik nispi molekiiler kiitleye sahip
L sureci molekillerden fillen veya kavramsal olarak tiretilen birimlerin ¢oklu
:C‘: tekrarindan olusur.
GO:0097659-niikleik asit  GO:0032774-RNA GO0:0006351-DNA sablonlu transkripsiyon
sablonlu transkripsiyon biyosentetik siireci
G0O:0051604-protein GO:0019538-protein ~ GO:0006474-N-terminal ~ protein amino  asit
olgunlagmast metabolik siireci asetilasyonu
(Bir proteinin tam islevsel GO:0009249-protein lipoilasyonu (Peptidil-lizinin
kapasitesinin elde peptidil-N6-lipoil-L-lizin olusturmak Uzere
edilmesine  yol  agan lipoilasyonu)
herhangi bir siirec) GO:0016485-protein isleme
GO:0022417-protein ~ katlanmasiyla ~ protein
olgunlasmast
GO:0097428-demir-kikiirt kiimesi transferi ile
protein olgunlasmast
GO:0110147-nikel iyonu transferi ile protein
olgunlagmast
8 GO:0006412- G0O:0009059- GO:0006413-translasyon baslangict
§ Translasyon makromolekiil GO:0006414-uzama
& biyosentetik siireci GO:0006415-translasyon sonlandirma
;—3 GO:0019538-protein ~ GO:0006418-protein  translasyonu ig¢in sentez
metabolik siireci sirasinda  yeni olusan polipeptit  zincirlerinin
GO:0043043-peptit dizisine amino asitlerin eklenmesine aracilik
biyosentetik siireci etmekten sorumlu nispeten kicik RNA
molekillerinin (tRNA) aminoasilasyonu
GO:1990145-translasyon tamiri
GO:0006396-RNA isleme  GO:0016070-RNA GO:0000966-RNA 5' uglu isleme
metabolik siireci GO:0006397-DNA'dan ~ kopyalanan ~ genetik
'mesaji’  ribozomlardaki  protein  toplanma

bélgelerine tagimaktan sorumlu mRNA isleme
GO:0008380-RNA ekleme
GO:0031123-RNA 3' uglu isleme
GO0:0034470-Bir  veya daha
kodlamayan RNA (ncRNA) isleme
GO:0036260-RNA kapatma

fazla  birincil

Tek bir E. co/i hiicresi, bir bakteriyofajin sahip
oldugu DNA baz ¢ifti uzunlugunun yaklagik 100
katt kadar DNA baz cifti icerir (Shao vd., 2015;
Henderson, 2020). E. ¢/ genomu kendi
uzunlugunun yaklastk 850 katt uzunlugunda
4639221 baz cifti iceren tek bir cift sarmalli
dairesel DNA’dan olusmaktadir (Makatowski,

2001). Kromozom, birlikte kopyalanan ve ilgili
biyolojik stireclerde yer alan genlerden olusan,
operon adt verilen islevsel birimler halinde
dizenlenir. Escherichia coli suslarinin  genomu,
3900-5800 gene karsihk gelmektedir ve
replikasyon sirasinda DNA fragmanlarinin sik stk
silinmesinden dolayt 4.2 ila 6.0 Mbp arasinda
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degisit (Denamur vd., 2021). Escherichia colf deki
genlerin yaklastk yarisinin bir operonun pargast
olarak kopyalandig1 diisiintilmektedir (Okuda vd.,
2007).

Escherichia coli genomu, hicre metabolizmasi,
DNA replikasyonu ve onarimi, protein sentezi ile
gen ckspresyonunun diizenlenmesi gibi farklt
hticresel islevlerden sorumlu bircok farkli geni

kodlar. Escherichia coli genomunu anlamak, gida
mikrobiyolojisindeki biyolojik stirecleri daha iyi
anlamaya yardimct olur ve gida biyoteknolojisi
aragtirmalarinda ¢ok sayida uygulamaya olanak
saglar. Escherichia coli ATCC® 29055™ (E. coli)
susu gen ve genom Ozellikleri Cizelge 2’de
verilmistir (ATCC, 2024).

Cizelge 2. E. coli 6zellikleri.

Sus ismi Escherichia coli (ATCC® 29055™)
Uzunluk 4.588.376 niikleotit (nt)

Contig Say1st 4 (0 Dairesel)

Nso 4.423.368 nt

%GC %50.83

Genotip F-thr-leu-his-pro-arg-lac-gal-ara-xyl-mtl-T6r str-r*
CDS sayist 4.245

Varsayimsal Proteinlerin Sayisi 758

tRNA sayist 87

5s tRNA sayist 8

16s rRNA sayist 7

23s rRNA say1s1 7

*F: F plazmiti, thr:treonin, leu:18sin, his:histidin, pro:prolin, arg:atjinin, lac:laktozun taginmast ve metabolizmasi igin
gerekli operon; gal:galaktozun tasinmasi ve metabolizmast i¢in gerekli operon; ara: E. co//deki L-arabinozun
parcalanmast icin gerekli operon; xyl:ksiloz operonu mtl:mannitol operonu, T6: E. co/i bakterilerini enfekte eden bir

bakteriyofaj susu, Str Ristreptomisin direnci.

Bakterilerde gen ekspresyonunun dis kosullarla
bitlesmesi transkripsiyon faktdtlerinin  (TF'ler)
genomdaki belirli bolgelere baglanmasi ve ilgili
efektor sinyalin veya metabolitin taninmasi ile
gerceklesir (Martinez-Antonio vd., 2008). Yapilan
deneysel calisgmalarin sonucunda, E. cw//'de TF'leri
ve bunlarin  dizenlenmis genleri arasinda
3000'den fazla duzenleyici etkilesim olduguna
iliskin veriler RegulonDB adt verilen 6zel bir veri
tabanina entegre edilmis ve belgelenmistir
(Salgado vd., 2000). Escherichia colinin hiyerarsik
bir organizasyonu ve transkripsiyonel diizenleyici
aglarint  vurgulayan kapsamli calismalar da
gerceklestirilmistir (Shen-Orr vd., 2002; Dobrin
vd., 2004; Ma vd., 2004; Vasilyev vd., 2024). Bu
calismalar, E. o/ icin gevresel kosullara baglt
olarak transkripsiyonun baslatilmasinin, pek ¢ok
diziye = Ozgii  transkripsiyon  faktorleri ve

ntkleotitle iliskili proteinler tarafindan hassas bir
sckilde ayarlandigint géstermistir.

Mutasyonlar, genomdaki kalitsal degisikliklerdir.
Bakterilerde bireysel olarak spontan mutasyonlar
nadirdir.  Bir  organizmanin  genotipinde
kendiliginden meydana gelebilen veya kimyasal
yada fiziksel islemlerle indiklenebilen kalitsal
degisikliklere mutasyon, referans sus olan
organizmaya “yabani tip (wild type)” ve bu
organizmanin mutasyonlu soylarina ise “mutant”
denir (Najafi ve Pezeshki, 2013). Kalitsal
farkliliklarina gére ayrim yapilabilecegi gibi; segici
ortamda buylime ile yabanil tip ve mutant suslar
arasinda fenotipik O6zelliklere goére de ayrim
yapilabilir (Holmes ve Jobling, 1996; Nichols vd.,
2011). Ornegin, laktozu fermente eden fenotip
TLac*, laktozu fermente edememe durumu ise Lac-
olarak ifade edilmektedir. 3-galaktosidaz kodlayan
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E. coliye ait lacZ geninin niikleotit dizisi ilk kez
1983 yilinda dizilenmistir (Kalnins vd., 1983). Bu
calismada bu genin 1023 kodondan olustugu
hesaplanmistir. Ancak Beal vd. (2023)’e gére E.
coli lacZ genine ait verilerin biyoinformatik
yontemler ile analizine dayanarak /acZ geninde (3-
galaktosidaz fonksiyonunu bozan 2732 hatalt
mutasyon karakterize edilmistir (Beal vd., 2023).
Yanlis mutasyonlar 1023 /acZ kodonunun 492'sini
(%48) etkiledigi ve B-galaktosidaz enzimin
katalitik aktivitesini etkileyen yapisal ozelliklerin
daha iyi anlasiimast gerektigi vurgulanmistir.

Genetik bilginin aktarimi1

Bakterilerde genetik bilginin aktarimi siireci, bir
donérden bir aliciya genetik bilginin transferini
icerir ve bakteriler arasinda gen transferi temel
olarak  transformasyon,  konjugasyon  ve
transdiiksiyon ile gerceklesmektedir (Trevors,
1999). Transformasyon bir bakteri ortamindaki
serbest DNA parcasinin alinmast ile gergeklesir
(Maloy, 2001; Iranzadeh ve Mulder, 2019).
Haemophilus, Neisseria, Streptococcus, Bacillus gibi bazi
bakteri tiirleri dogal olarak bakterilerin serbest
DNA pargalarini baglama yetkinligine sahipken E.
coli ve diger bircok bakteri laboratuvar
kosullarinda kalsiyum kloriir (CaCly) ¢Ozeltilerine
maruz birakilarak yapay olarak yetkin hale getirilir
(Kadner ve Rogers, 2023).

DNA’nin, dogrudan fiziksel temas yoluyla
bakteriler  arasinda  Ozellikle  plazmitlerin
aktarilmasi islemine konjugasyon denir (Raleigh
ve Low, 2013). DNA konjugasyonu strasinda, bir
plazmit (kiigiik, dairesel bir DNA parcast) iceren
bit donor bakteri hucresi, kendisini bitr alict
bakteri hiicresine fiziksel olarak baglayan bir
konjugasyon koprisii veya pilus olusturur (Virolle
vd., 2020). Plazmit DNA daha sonra bu baglant:
yoluyla dondrden alictya aktarilir béylece alict
hticre DNA konjugasyonu yoluyla yeni 6zellikler
ve yetenekler kazanabilir (Kadner ve Rogers,
2023; NHGRI, 2023). Bircok konjugatif plazmit,
cok sayida farkli Gram negatif bakteri tird
arasinda aktarilabilir ve ¢ogalabilir (De La Cruz
vd., 2010). Gram pozitif Enterococcus cinsinde de
konjugasyon gozlenmistir, ancak hiicre tanima ve
DNA transferinin mekanizmasi Gram negatif
bakterilerde  meydana  gelenden  farklidir

(Grohmann  vd., 2003). Bircok calisma,
bakterilerde gen fonksiyonlarinda konjugasyonun
oynadigt rolii incelemistir. Headd ve Bradford
(2020) tarafindan elde edilen verilere gore
konjugasyonun E. ¢/ hicreleri bolindikten
sonra ve gelismenin stabil kaldig1 asamaya
gecmeden Once gerceklestigi  gOsterilmektedir
(Headd ve Bradford, 2020).

Transdiksiyon ise bakteriyofajlar araciligr ile
gerceklesmektedir (Fillol-Salom vd., 2019). Faj
olarak da bilinen bakteriyofajlar, genetik
materyallerini konake1 bakteri hiicrelerine enjekte
etme yetenegine sahiptir ve bazen bu islem
sirasinda, dondr hiicreden bakteriyel DNA'nin
kiiciik bir bolimini de alabilitler (Kasman ve
Porter, 2021). Bakteriyel DNA'nin viral genoma
bu sekilde dahil edilmesine transdiiksiyon denir
(Kadner ve Rogers, 2023). Ornegin siga toksini
(Stx) treten Escherichia coli (STEC), ishalden
siddetli hemorajik enterite kadar ¢esitli hastaliklara
ve bazen hemolitik tremik sendrom (HUS) ve
ensefalopati  gibi  yasamu  tehdit  eden
komplikasyonlara neden olan O6nemli gida
kaynaklt patojenlerdir (Siegler, 1994; Joseph vd.,
2020). Stx, bu ciddi hastaliklarin baslangicindan
sorumlu olan temel viriilans faktoridir. O26:H11
Stx Ureten Escherichia co/fnin evrimi boyunca Shiga
toksini (Stx) 1 transdiiksiyon fajindaki dinamik
degisikliklere dair yapilan g¢alismada (Yano vd.,
2023) Stx genlerinin, lizojenik duruma girmek icin
konak¢t kromozomlarina entegre edilen iliman
bakteriyofajlar (Stx fajlari) tarafindan kodlandig
actklanmustir.

Rekombinant DNA yontemleri

Hibrit DNA molekillerini rekombinant DNA
yapmak ve karakterize etmek icin bir¢ok yéntem
mevcuttur. Bu tiir ydntemler, hibrid replikonlarda

spesifik  genlerin izole edilmesini, bunlarin
ntkleotit  sekanslarinin  belirflenmesini  ve
belirlenmis lokasyonlarda mutasyonlar

yaratilmasint igerir (Alberts vd., 2002). Bir klon,
tek bir atadan egeysiz Gireme yoluyla tiiretilen bir
organizma veya molekil poptlasyonudur. Gen
klonlama, yabanct genleri  hibrit DNA
replikonlarina dahil etme islemidir. Klonlanmisg
genler, uygun konaket hiicrelerde ifade edilebilir
ve belitledikleri fenotipler analiz edilebilir.


https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/aem.00948-20
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Rekombinant DNA yontemleri, herhangi bir
kaynaktan alinan spesifik DNA fragmanlarinin, iyi
karakterize edilmis  bakterilerde, Okaryotik
hticrelerde veya in vitro calisilabilen vektotlere
klonlanmasini miimkiin kilar. Tyi bilinen genetigi,
cok sayida uyumlu molekiiler aract olmast
nedeniyle rekombinant DNA teknolojisi ile
enzimlerin ve diger proteinlerin tGretiminde . co/i
en ¢ok kullanilan konak¢t mikroorganizma
olmugtur ve bu durum devam etmektedir (KKaper
vd., 2004; Fakruddin vd., 2013). Bunun nedeni E.
colfnin heterolog proteinleri eksprese etmek icin
hizli bytime, ¢esitli kiiltlr besiyerleri veya genetik
modifikasyonlar elde etmek icin tasarlanmis ¢ok
saytda modelin varlig1 gibi ¢esitli avantajlart olmast
ile agtklanabilir (Huang vd., 2012; Blount, 2015;
Idalia ve Bernardo, 2017; Lee vd., 2017; Xu vd.,
2020). Hatta heterolog proteinlerin yiksek
diizeyde tretimi igin genis bir ekspresyon plazmit
katalogu, c¢ok sayida tasarlanmis sus ve bircok

gelistirme stratejisi gibi molekiiler ara¢ ve
protokoller mevcuttur (Rosano ve Ceccarelli,
2014).

Gen regiilasyonu

Literatiir enzim islevi, gen regiilasyonu ve genetik
mithendisligi Gzerine arastirmalar da dahil olmak
tzere, E. coli hakkinda yiizyilt askin bir siredir
yapilan arastirmalart bildirmektedir (Keseler vd.,
2021). Uzun arastirma ge¢misine ragmen, cok
sayida genin islevi hala bilinmemektedir (Ghatak
vd., 2019). Bu nedenle model organizma veri
tabanlarina ihtiya¢ artmustir ve Escherichia coli icin
deneysel verileri toplayip, 6zetleyen EcoCyc gibi
veri tabanlart olusturulmustur. EcoCyc Escherichia
coli K-12 MG1655 bakterisi icin bilimsel bir veti
tabanidir ve stirim 27.5 i¢in bulunan veri tiirlerine
genel bir bakis Cizelge 3’te gosterilmistir (Karp
vd., 2021).

Cizelge 3. Stirtim 27.5 EcoCyc icerigi ve Escherichia coli gen fonksiyonlart.

Veri Tipi Veri tabani nesnesi sayist
Kromozom

Toplam gen 4703
Protein genleri 4328
RNA genleri 229
Psodojenler 146
Boyut(bp) 4.641.652
Genler 4704
Yolaklar 376
Enzimatik reaksiyonlar 2347
Tagima reaksiyonlar 540
Polipeptitler 4482
Protein kompleksleri 1177
Enzimler 1734
Tagtyicilar 485
Bilesikler 3024
Transkripsiyonel birimler 3718
tRNAlar 89
Besiyeri 439
Transkripsiyonel diizenleme 5899
Protein 6zellikleri 41500
Fenotip mikrodizi veri kiimeleri 5

GO terimleri 69043
Gene Essentiality veri kiimeleri 6

347



348

E.B. Muyanli, R. Yilmaz

Bu veri tabanu, bir dairesel genom gériintileyici ile
genler, promotorler, baglanma bolgeleri ve diger
ekstrajenik bolgeleri iceren bir dizi es merkezli
daire olarak kromozom organizasyonunun genel

bir goérintimini de saglamaktadir (Sekil 1)
(EcoCyc, 2024).

aleyici kontrollen

. MG1655

erji iiretimi
WKofakior syn
Wiozulma/Kullamm/Asimilasyon
Genler, Escheri coli K-12 substr. MG 1655
W GO0040011 - Hareket

W GOD069S0 - Strese tepki

W GO:00513001 - Hiicre baliinmesi
m Genler, Esc hia coli K-12 substr. MG 1655
BCRP duzenlemes:
M RpoH icin promotorler, Escherichia coli K-12 substr.
MG1655
B Genler, RNA- kodlamass, Escherfehia coll K-12 substr.
MGL655
W RNA- kodlamast
W rRNA- kodlamas
W REP ficleri, Escherichia coli K-12 substr, MG1655
B Koordinatlar. Eschericiia colt K-12 subste. MG1655

Sekil 1. Cesitli 6zellik tiirlerini, filtreleme ve vurgulama seceneklerini gésterimi ve en distaki daireden
ice dogru swralandigt Escherichia coli K-12 substr. MG1655 referans genomu EcoCyc Dairesel Genom
Goruntileyici ekram kullantlarak olusturulmustur (Keseler vd., 2021).

Bitin genom bilgisinin yant sira aynt veri
tabaninda yalnizca bir gen ve bu gen tzerindeki
diizenleyici  etkilere iliskin  temel bilgilere
ulagilabilir.  Sekil 2’de /JacZ geni Uzerindeki
diizenleyici etkilerin 6zeti verilmistir (Mackie,
2015).

Bakteriler gen diizenlemek icin operonlart
kullanir. /ac operonunu kontrol ederek, bakteri
hticreleri laktoz sekerinin varligina yanit olarak
gen ifadesini diizenleyebilir. Lac operonu lacZ (3-
Galaktosidaz enzimini kodlar), /Y (permeaz
enzimini kodlar) ve /acA (asetilaz enzimini kodlar)
olmak tzere ¢ genden olusur.

Tium Genom Dizileme (WGS, Whole Genome
Sequencing)

Tim genom dizileme bir organizmanin
DNA'sinin  tim  dizisini  belitleyerek genetik
bilgilerin kapsamli bir analizini saglayan bir
tekniktir (CDC, 2022b). Ttim genom dizileme ile
tim genetik materyalin tam bir haritast
olusturuldugu  icin  organizmanin  genetik
varyasyonlari, tekrarlayan dizileri, mutasyonlari ve
diger genetik 6zellikleri  incelenebilmektedir
(Roach vd., 1995; Roach vd., 2010; Lewis, 2013).
WGS, DNA bazli veya RNA bazli sckanslama
yontemlerini icermektedir (Alberts vd., 2002).
DNA bazli genom sekanslama yontemleri,
organizmanin DNA'siin dizisini belirlemek igin
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kullanilir. Uzun DNA parcalarinin tek sarmal
dizilenmesini saglayan Sanger dizileme ve kisa
parcalarin aynt anda yiiksek sayida dizilenmesini
saglayan yeni nesil dizileme (Next-Generation
Sequencing-NGS) yéntemleri DNA bazli genom
sekanslama yontemlerindendir (KhanAcademy,
2023). RNA bazli genom sekanslama yontemleri
ise, organizmalarin transkriptomunu (tim RNA

molekillerini) incelemek ic¢in kullanilir. Burada
amag organizmanin tim transkriptlerinin dizisini
belirlemektir. RNA-Seq ve kiitiiphane tabanlt
RNA sekanslama yontemleri RNA bazli genom
seckanslama  yontemlerindendir (Kukurba ve
Montgomery, 2015). Sekil 3’te tim genom
sekanslama basamaklart verilmistir (CDC, 2022b).

T

T DNA pargas: RNA polimeraz
D NA ———» Aktivasyon (veya herhangi bir promosyon sekli)
:] Protein | Inhibisyon
Homomultimer > Transkripsiyon
(:) Kiigiik molekiil < Cevirme

Sekil 2. LacZ Gzerindeki diizenleyici etkilerin dzeti.

TUM GENOM SEKANSLAMA

Baketeri hiicreleri bir agar plakasindan almir ve kimyasallarla
hiicreler parcalanarak DNA serbest birakilir. Daha sonra DNA
pa saflagtirthr.
-
XA

N4

Y

78
| 2DNAKeme -
DNA, "molekiiler makas" enzimleri veya mekanik

pargalama kullanilarak bilinen uzunluktaki kisa
pargalara béliiniir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile her bir DNA parcasinin birgok
kopyast olusturulur. Bir PCR makinesinde iiretilen par¢a havuzuna
"DNA kiitiiphanesi" denir. _
DNA kiitiiphanesi bir siralayiciya yiiklenir. Her bir DNA
pargasini olusturan niikleotitlerin (A, T, C ve G) kombinasyonu
belirlenir ve her sonuca “DNA okumasi™ denir.

Siralayici, milyonlarca DNA okumast iiretir ve bunlari dogru sirayla CTG
bir araya getirmek igin 6zel bilgisayar programlari kullanilir.

Tamamlandiginda, milyonlarca niikleotiti (bir veya birkag blyik

parga halinde) igeren genom dizisi daha fazla analiz igin hazirdir.

CAATTGCAT

CCGGA|
CTGCAATTGCATCCGG. A

Sekil 3. Tim genom sekanslama basamaklart.
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Bir E. co/i susunun (E. co/i K-12) ik tim genom
dizisi 1997'de yayinlanmistir (Blattner vd., 1997).
O zamandan beri binlerce E. ¢o/i izolatinin dizileri
elde edilmis (NCBI, 2024) ve mevcut verilerden,
E. coli genomunun (plazmitleri ve profaji iceren)
boyutunun degisebilecegi anlastlmaktadir.
Bununla birlikte, tim genom dizilimi, alelik
varyasyona veya serotipleme gibi gen igerigindeki
farkliliklara dayanan E. co/7 alt tirlerini dogru bir
sekilde belitlemek icin kullandabilir (Ingle vd.,
2016). Tum genom dizilimi ayni zamanda dizi
tiplemesinin temelini olusturan E. co//nin ¢ekirdek
genomundaki tek ntkleotit polimorfizmleri
hakkinda bilgi saglar ve bireysel suslarin evrimini
ve yayllmasini izlemek icin diger sistemlerden
daha giivenilirdir (Robins-Browne vd., 2016).

E. colive CRISPR teknolojisi

Genom  diizenleme, O6zellikle bilimsel ve
endiistriyel 6nemi olan mikroorganizmalardaki
fizyolojik ve metabolik siireglerin genetik temelini
arastirmalari icin olduk¢a 6nem arz etmektedir (Li
vd., 2016; Liang vd., 2017). Bakterilerde genom
dizenlemeye yonelik mevcut en son teknoloji
yaklasimi, bir DNA sablonunun homolog
rekombinasyonunu CRISPR-Cas (Kimelenmis,
diizenli araliklh kisa palindromik  tekrarlar
(CRISPR)/CRISPR ile iligkili protein (Cas))
sistemlerinde programlanabilir nutkleazlar
tarafindan hedeflenen DNA ile bitlestirmektir
(Arroyo-Olarte vd., 2021). CRISPR ilk olarak
Escherichia colide (Ishino vd., 1987) kesfedilmis ve
son zamanlarda bircok bakteride (Sorek vd., 2008)
tanimlanmustir.  CRISPR'lar, diziye 6zgi  bir
sekilde niikleik asidi hedefleyerek viriislere ve
plazmitlere karst kazanilmis bagisiklik saglar
(Horvath ve Barrangou, 2010). Escherichia coli'de
CRISPR-Cas  sistemlerinin  transkripsiyonel
baskilayict  6zelligi  nedeniyle  laboratuvar
kosullarinda aktif olmadigt genel olarak kabul
edilmektedir.  Dogal  izolatlarda, =~ CRISPR
dizilerinin yillar boyunca sabit kaldigi ve ¢ogu
aralayict  hedefin  (protospacer)  bilinmedigi
gOsterilmistir. Son yillarda bu konuda yapilan
calismalar  bilinen dogal E. e/ aralayia
kiitiphanesini de %060 oraninda genisletmistir
(Dion vd., 2024).

Escherichia coli, etanol, yiiksek alkoller, yag asitlert,
amino asitler, sikimat tlrevleri, terpenoidler,
poliketidler gibi kimyasallarin tGretiminde en
yaygin kullanilan hiicresel fabrikalardan biridir
(Yang vd., 2021). Bu biyokimyasallarin Gretimine
yonelik metabolik muhendislik, verimliligin
artmast icin hiicresel metabolizmanin yeniden
dizenlenmesini gerektirir. Genom diizenleme,
zaman  kazandiran  swrali veya  ¢oklu
maniptlasyonlart  gerceklestirmek icin  etkili
araclar saglamaktadir (Dong vd., 2021). Daha
once gen silme ve yerlestirme de dahil olmak
lzere cesitli hassas genom modifikasyonlarint en
yiksek  verimlilikle  gerceklestirmek  icin
Streptococcus pyogenes Tip 11 CRISPR-Cas9 sistemini
kullanarak Escherichia coli genomuna hedefli,
siirekli bir ¢oklu gen dizenleme stratejisi
uygulanarak ¢ hedefe kadar eszamanh ¢oklu gen
dizenleme gerceklestirilmistir (Jiang vd., 2015).
Etkili bir gen diizenleme aract olan CRISPR yant
stra  CRISPR  miidahalesi de (CRISPRi)
programlanabilir gen baskilamasi icin
tasarlanmistir  (Wu  vd., 2017). Emek yogun
calismalar sonunda tasarlanmis E. co/i susunun
gelisimi, yinelemeli gen mutasyonunu, bir genin
silinmesini veya eklenmesini icerebilmektedir
(Maeder ve Gersbach, 2016). CRISPR ve
CRISPRI ayr1 ayr1 kullanilabilecegi gibi birlikte ele
alindiginda, CRISPR ve CRISPRi
kombinasyonuyla  E. cofinin  metabolik
mihendisliginin yapilabilirligi gosterilmistir (Wu
vd.,, 2017).

SONUC

Endistriyel uygulama gereksiniminin artmast
nedeni ile mikroorganizmalarin tanimlanmasi,
genetik ¢esitliliginin ortaya konmasi ve yeniden
insas1 giderek daha fazla Onem kazanan bir
konudur. Bu ¢alisma model organizma olarak
kullanilan ve 6nemi gittikce artan E. co/i Uzerine
bakteri genetigi agisindan farkll bir bakis acist ile
giris niteliginde bir inceleme saglamaktadir. Gida
mikrobiyolojisi alaninda daha fazla bakteriyel
genetik arastirmalart ve ilgili stratejiler ile elde
edilen bilgiler endistriyel uygulamalar icin yeni
olanaklar sunacaktir.
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CIKAR CATISMASI BEYANI

Bu calismada yazatlar arasinda, bagka kisiler
ve/veya kurumlar arasinda ¢tkar catismast
bulunmamaktadir.

YAZAR KATKILARI

Yazarlar makalenin detlenmesinde, yazilmasinda
ve yayinlanmasinda esit katk: saglamuslardur.
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