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Yiiksek Lisans Tezi

Lacticaseibacillus rhamnosus GG PROBIYOTiK BAKTERISINiN FENOLIK
BILESIK OLAN KARVAKROL iLE ETKILESIMi VE PROTEOMIK
YONTEMLER iLE ANALIZi
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Biyoteknoloji Anabilim Dah

Tez Damismani: Dog. Dr. Hasan Ufuk CELEBIOGLU

Bartin-2025, sayfa: 62

Bu tez caligmasinda, fenolik bilesiklerden biri olan karvakroliin, yaygin ve iyi bilinen
probiyotik bir bakteri olan Lacticaseibacillus rhamnosus GG (LGG) iizerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Hipotez olarak; bircok gidada dogal olarak bulunan karvakroliin,
LGG’nin probiyotik 6zelliklerinin gelisimine ve proteomik profiline katki saglayabilecegi
oOne siiriilmiistiir. Bu dogrultuda, probiyotik bakteriler ve fenolik bilesiklerin, ayn1 ekosistem
icinde birlikte bulunmalarindan hareketle, aralarinda gelisebilecek sinbiyotik iligkinin

bakterinin fizyolojik 6zellikleri ve protein diizeyindeki etkilerini anlamak amaglanmistir.

Calismada LGG susu, 0-800 pg/mL araliinda karvakrol konsantrasyonlari ile muamele
edilmistir. Minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK) degeri >800 pug/mL olarak belirlenmis
ve bu nedenle 25, 50, 100, 200 ve 300 pg/mL konsantrasyonlari deneysel analizler icin
secilmigtir. Deney bulgulari, karvakroliin higbir konsantrasyonda LGG {izerinde inhibe edici
etki gostermedigini ve bazi konsantrasyonlarda bakteriyel biiylimeyi destekledigini
gostermistir. Oto-agregasyon testlerinde 300 ug/mL karvakrol konsantrasyonunda LGG’nin
oto-agregasyon ozelliginde %22’ye varan artis gozlemlenmistir. Ko-agregasyon

analizlerinde, karvakrolin LGG’nin E. coli ve S. aureus ile etkilesiminde saat ve



konsantrasyona bagl olarak degisen etkiler saptanmustir. Ozellikle 200 pg/mL karvakrol
konsantrasyonunda LGG’nin S. aureus ile ko-agregasyonu %22 oraninda artmuistir.
Antioksidan aktivite analizlerinde, karvakrol tek bagina DPPH ve ABTS testlerinde yliksek
antioksidan kapasite gosterirken, LGG nin karvakrol ile birlikte biiyiitiilmesinin antioksidan
aktiviteyi anlamli sekilde artirmadigi goriilmiistiir. Benzer sekilde, LGG’nin adezyon
kabiliyeti oOzellikle 200 pg/mL karvakrol konsantrasyonunda %11 oraninda artis
gostermistir. Safra tuzuna dayaniklilik testlerinde, LGG kontrol grubunda %94 direng
gosterirken, karvakrol ile muamele edilen gruplarda bu oran %75 ile %93 arasinda degismis,
ancak genel olarak karvakroliin dayanikliligi artirmadigi gozlenmistir. Pepsin direnci
acisindan ise tiim karvakrol konsantrasyonlarinda diislis tespit edilmistir. BSH enzim
analizinde karvakrol ile tiim konsantrasyonlarda enzim aktivitesinde artis gozlemlenmistir.
Proteomik analizlerde ise, karvakroliin “CHAP domain-containing protein” ve “UPF0291

protein AWJ15 03705 protein diizeylerinde degisiklige sebep oldugu tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak, karvakrolin LGG bakterisinin bazi probiyotik 0Ozellikleri tizerinde
destekleyici etkiler gosterebildigi, bazi parametrelerde ise ndtr ya da hafif baskilayici etkiler
olusturdugu goriilmiistiir. Bu bulgular, fenolik bilesiklerin probiyotiklerle birlikte
kullaniminin sinbiyotik etkilesim baglaminda yeniden degerlendirilmesi gerektigini ortaya
koymaktadir. Ayrica bu ¢aligsma, karvakroliin LGG nin proteomu tizerindeki olasi etkilerine
dair temel bir bakis acist sunmakta olup, gelecekte yapilacak daha kapsamli proteomik

analizler i¢in oncl bir nitelik tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Karvakrol, Lacticaseibacillus rhamnosus GG, Probiyotik, Proteomik,
Sinbiyotik
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In this thesis study, the effects of carvacrol, a phenolic compound commonly found in many
food sources, on the widely known probiotic bacterium Lacticaseibacillus rhamnosus GG
(LGG) were evaluated. The central hypothesis posits that carvacrol may contribute to the
enhancement of LGG’s probiotic properties and potentially influence its proteomic profile.
Based on the coexistence of probiotic bacteria and phenolic compounds in the same
ecosystem (e.g., the gut microbiota), this study aimed to investigate the interaction between
these two health-promoting food components and to elucidate how the synbiotic relationship

they may form affects the physiological properties and proteome of the probiotic bacteria.

In the experimental design, LGG was treated with carvacrol concentrations ranging from 0
to 800 pg/mL. The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined to be >800
png/mL, and therefore, 25, 50, 100, 200, and 300 pg/mL concentrations were selected for
further analysis. The results showed that carvacrol did not exhibit any inhibitory effects on

LGG at the tested concentrations and, in some cases, even supported bacterial growth.

In auto-aggregation assays, a 22% increase in LGG’s auto-aggregation ability was observed

vii



at 300 pg/mL carvacrol. Co-aggregation analyses revealed time- and concentration-
dependent changes in the interaction between LGG and E. coli or S. aureus. Notably, co-
aggregation with S. aureus increased by approximately 22% at 200 ug/mL carvacrol.
Antioxidant activity tests showed that carvacrol alone had strong antioxidant capacity in both
DPPH and ABTS assays; however, growing LGG in the presence of carvacrol did not
significantly enhance the antioxidant activity. Similarly, the adhesion ability of LGG was
increased 11% by 200 ug/mL carvacrol. In bile salt tolerance tests, the LGG control group
demonstrated 94% resistance, while the treated groups ranged between 75% and 93%,
suggesting that carvacrol generally did not enhance bile salt tolerance. Regarding pepsin
resistance, a decrease was observed at all tested carvacrol concentrations. In the BSH
enzyme analysis, an increase in enzyme activity was observed at all concentrations of
carvacrol. In the proteomic analysis, carvacrol altered the abundancies of “CHAP domain-
containing protein” and “UPF0291 protein AWJ15 03705 among the detected spots.

In conclusion, carvacrol was found to support certain probiotic characteristics of LGG while
exhibiting neutral or mildly suppressive effects on others. These findings suggest that the
use of phenolic compounds in combination with probiotics should be re-evaluated in the
context of synbiotic interactions. Furthermore, this study provides a foundational perspective
on the potential impact of carvacrol on the proteome of LGG and serves as a preliminary

framework for future comprehensive proteomic analyses.

Keywords: Carvacrol, Lacticaseibacillus rhamnosus GG, Probiotic, Proteomics, Synbiotic
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1. GIRIS

Probiyotikler, Uluslararasi Probiyotikler ve Prebiyotikler Bilimsel Birligi (ISAPP)
tarafindan yeterli miktarda alindiginda konak¢i saglhigma fayda saglayan canli
mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir (Hill vd., 2016). Probiyotiklerin insan
saglhigina faydalar arasinda, gastrointestinal enfeksiyonlarin ve inflamatuar bagirsak
hastaliklarinin azaltilmasi1 ve bagisiklik sisteminin giiglenmesi gibi baslica etkiler yer
almaktadir (Sekil 1.2). Laktobasiller, bifidobakteriler ve enterokoklar, insan saglig
tizerinde olumlu etkiler gosteren, bagirsak mikrobiyotasini dengeleyen ve bagisiklik

sistemini destekleyen baglica probiyotik mikroorganizma gruplarindandir.

Bagirsak  mikrobiyotasinin  diizenlenmesinde 6nemli rolleri olan probiyotik
mikroorganizmalarin bagirsak rahatsizliklarini 6nleyici etkilerinin oldugu belirlenmistir.
Baz1 patojenlerin kolonizasyonunu ve ¢ogalmasini Onleyebilir, bagisiklik sistemini
gliclendirebilir ve antikolesterik, antijenotoksik, antimikrobiyal ve antimutajenik etkilere
sahip olabilirler (Liévin-Le Moal ve Servin, 2014). Ayrica, probiyotik
mikroorganizmalar, mide asidine, mide sindirimlerine (pepsin gibi enzimlere) ve safra

tuzlarina kars1 direncli olmalariyla bilinir (Allag vd., 2020).
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ﬁ Bagirsak mikrobiyotasini dengeleyerek sindirim sagligini iyilestirme.

= Bagisiklik sistemini gliclendirme ve enfeksiyonlara karsi koruma.

= Zararli mikroorganizmalarin ¢cogalmasini engelleme.

* {rritabl bagrsak sendromu (IBS) ve inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin (IBD)
semptomlarini hafifletme.

= Kolesterol seviyelerinin diisiiriilmesine yardim.

= Alerjik reaksiyonlarin siddetini azaltma.

= Stres ve anksiyete gibi mental saglik sorunlarina olumlu etkiler.

= Antioksidan ve anti- inflamatuvar etkiler ve genel saglig: destek.

= Obezite ve diyabet riskini azaltma.

= Kalp hastaliklar riskini azaltma.

= Noérodejeneratif hastaliklarda potansiyel koruma. /

Sekil 1.1: Probiyotiklerin insan saglig1 tizerindeki genel yararlari.

Laktik asit bakterileri; ¢esitli habitatlarda bulunabilen, Gram-pozitif, spor olusturmayan
ve katalaz-negatif oOzellikteki mikroorganizmalardan olusur (Shang vd., 2020).
Lacticaseibacillus rhamnosus GG (LGG), insan bagirsaginda kolonize olabilmesi i¢in
mide asidi pH'inda yasama ve cogalma yetenegi, safra iceren ortamda yasama ve
cogalma yetenegi, enterositlere yapisma yetenegine sahip bir laktik asit bakterisidir.
LGG'nin etki mekanizmasi; yiizeysel ekzopolisakkaritleri ve pilileri sayesinde mukozal
yiizeylere yiliksek yapisma kapasitesi, asidik pH kosullarinda >92 farkli protein
sentezleme yetenegi ve giiclii bagisiklik uyarici aktivitesi ile iligkilidir. Diger
Lactobacillus suslarmna karsi LGG’nin mukozal hiicrelere yapisma orani ¢ok daha
yiiksek orandadir (Tuomola vd., 2001). LGG'nin mukozaya yapismasi, adezyon proteini

LGGO0186 tarafindan kolaylastirilir (Vélez vd., 2010) ve LGG bagirsak gecirgenligini
2



normallestirmektedir (Isolauri vd., 1993). LGG, 13 kompleman aracili lizise karsi
korumada rol oynayan ve organizmanin yapiskanliginda rol oynayan uzun galaktoz
bakimindan zengin ekzopolisakkaritleri (EPS) ifade eder (Landersjo vd., 2002; Claes
vd., 2010). LGG, ishalin 6nlenmesi ve patojenik bakterilerin inhibisyonu gibi insan
saglig1 i¢in yararl etkileri olan en yaygin galisilan probiyotik suslardan biridir (Gorbach
vd., 2017; Celebioglu, 2021). LGG, gastrointestinal sistemde canli kalabilmesi igin safra
tuzlarina kars1 direngli olmasi gereken dnemli bir probiyotik susudur. Safra tuzlari, ince
bagirsakta bakterilere karsi antimikrobiyal etki gostererek hiicre zarii bozabilir ve
hiicresel enzimleri inhibe edebilir. Ancak baz1 Lacticaseibacillus rhamnosus suslari,
safra tuzlarina kars1 hem zar yapisini stabilize ederek hem de safra tuzunu hidrolize eden
safra tuzu hidrolazi (Bile Salt Hydrolase, BSH) enzimini iireterek bu olumsuz etkilerden
korunabilir. Yapilan ¢alismalarda, Lacticaseibacillus rhamnosus’un bu enzim sayesinde
safra tuzlarin1 daha az toksik olan bilesenlere doniistlirdiigii ve boylece gastrointestinal
gecis sirasinda hayatta kalma oraninin arttig1 gosterilmistir (Begley vd., 2005; Ruiz vd.,
2011). Bu ozellik, onun fonksiyonel gida iirtinlerinde kullanilabilirligini ve probiyotik

etkinligini destekleyen 6nemli bir adaptasyon mekanizmasidir.

LGG, mide ortamindaki diisiik pH ve proteolitik enzimler gibi ekstrem kosullara maruz
kaldiginda dahi canliligin1 koruyabilmesi sayesinde 6nemli bir probiyotik olarak 6ne
cikmaktadir. Ozellikle mide asidinde aktif olan pepsin enzimi, bakteri hiicre zarini ve
yiizey proteinlerini parcalayarak ¢ogu bakteriyi etkisiz hale getirebilir. Ancak yapilan
giincel calismalarda bazi Lacticaseibacillus rhamnosus suslarinin bu kosullara karsi
yiiksek diizeyde tolerans gelistirdigi; hiicre duvart yapisinin dayanikliligi, asit sok
proteinlerinin artis1 ve yiizeydeki protein yapilariin korunmasi sayesinde pepsin
varliginda canli kalabildigi gosterilmistir (Koponen vd., 2012). Bu ozellik, bakterinin
mideyi gecerek ince bagirsakta kolonize olmasimmi ve probiyotik etkilerini

stirdlirebilmesini saglamaktadir.

Probiyotik bakterilerin molekiiler biyolojisi aragtirmalarinda degerli bagka bir teknik de
proteomiktir. Tiim proteinler organizmanin genomu tarafindan kodlanir. Genom
potansiyel fonksiyonlarin nispeten degismez bir rezervi iken, proteom organizmadaki
aktif fonksiyonlar1 ortaya cikarir. Proteomik, proteomu, yani bir organizmada (veya

hiicre hattinda veya dokuda) tanimlanmis bir fizyolojik kosul altinda ifade edilen



proteinler kiimesini incelemek i¢in bir aragtir. Proteomik yaklagimlar, probiyotik
bakterilerin fizyolojik adaptasyonlarini, ¢evresel stres yanitlarini ve fonksiyonel protein
profillerini detayli bigimde ortaya koymak i¢in gii¢lii bir ara¢ sunar. Proteom siirekli
olarak degisir ve proteom farkli fizyolojik kosullar altinda incelenerek organizmanin
fonksiyonel tepkileri hakkinda biiyiik miktarda bilgi elde edilebilir. Proteomik, protein
seviyelerindeki degisikliklerin haritalanmasiyla arastirilir (Siciliano ve Mazzeo, 2012).
Iki boyutlu jel elektroforezi (2-DE), proteomik analizlerde proteinlerin ayristirilmas,
karsilagtirilmasi ve diferansiyel ekspresyonunun belirlenmesi i¢in kullanilan klasik ama
halen etkili bir tekniktir. Bu yontem, ilk boyutta izoelektrik noktalarina (pI) gore, ikinci
boyutta ise molekiiler agirliklarina gore proteinlerin ayrilmasina olanak saglar. 2-DE,
ozellikle probiyotik bakteriler gibi karmasik mikrobiyal sistemlerde gevresel streslere
(6rnegin fenolik bilesikler, safra tuzu, asidik ortam) yanit olarak degisen protein
seviyelerini belirlemede siklikla kullanilmaktadir (Meleady, 2018). Celebioglu vd.
(2018), Lacticaseibacillus acidophilus NCFM susunu farkli fenolik asitlerle (resveratrol,
ferulik asit vb.) inkiibe ederek 2-DE ile yiizey ve total hiicre proteomlarini analiz etmis;
strese yanit, enerji metabolizmasi ve adezyonla iligkili bir¢ok proteinin ekspresyon
diizeyinde anlaml degisiklikler tespit etmistir (Celebioglu vd., 2018). 2-DE yontemi,
ozellikle diisiikk yogunlukta proteinleri saptamada sinirli olmakla birlikte, goriintiileme
kolaylig1, kantitatif karsilagtirmalar ve hedef proteinlerin tanimlanmasinda LC-MS/MS
ile birlikte giiclii bir strateji sunar (Rabilloud vd., 2010). Bu nedenle 2-DE, proteomik
analizlerde hala yaygin olarak kullanilan, 6zellikle hipotez olugturma asamasinda degerli

bilgiler saglayan bir tekniktir.

Insan diyeti, gastrointestinal sistemdeki (GIS) mikrobiyotayr sekillendirir ve
mikrobiyota ile diger diyet bilesenleri arasindaki karsilikli etkilesimler, bagisiklik
sistemi, patojenlere karsi miicadele ve kanserin 6nlenmesi dahil olmak {izere konakg1
sagligin1 modiile etme potansiyeline sahiptir. Bir¢ok bitki bazli gidada, bitkilerde dogal
olarak bulunan ve insan sagliginda rol oynayabilen ¢ok sayida fenolik bilesik
bulunmaktadir (Demir, 2024). Bitki fenolikleri, fenolik asitler, flavonoidler, tanenler ve

daha az yaygin olan stilbenler ve lignanlar olarak siniflara ayrilmaktadir.

Flavonoidler, diyetlerimizde en bol bulunan polifenollerdir. Flavonoidler, merkezi

karbon halkasinin oksidasyon durumuna gore alt1 alt gruba ayrilir: flavonlar, flavonoller,
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flavanoller, flavanonlar, izoflavonlar ve antosiyaninler (Lopez-Corona vd., 2022). En
yaygin flavonoidlerden bazilar1 arasinda sogan, brokoli ve elmada bol miktarda bulunan
bir flavonol olan kuarsetin; kekik, biberiye ve ¢corek otunda bulunan karvakrol; cay ve
cesitli meyvelerde bulunan bir flavanol olan katesin; greyfurttaki ana flavanon olan
naringenin; siyanidin-glikozit, dut meyvelerinde (siyah frenk iziimi, ahududu,
bogiirtlen, vb.) bol miktarda bulunan bir antosiyanin; ve soya fasulyesindeki ana

izoflavonlar olan daidzein, genistein ve glisitindir (Dai ve Mumper, 2010).

Karvakrol, CsHzCHz(OH) (C3H7) kimyasal formiilii ile temsil edilen bir monoterpenoid
fenoldiir (Sekil 1.2). Karvakrol, monoterpenoid fenolik bilesikler sinifina ait olup,
kimyasal olarak 2-metil-5-(1-metilpropil)fenol seklinde tanimlanir ve molekiiler
formiilii C10H140’dur (Veldhuizen vd., 2006). Yapisindaki fenolik hidroksil (-OH)
grubu, karvakroliin antioksidan kapasitesini ve mikroorganizmalara karsi biyolojik
aktivitesini saglayan temel fonksiyonel gruptur. Molekiiliin hidrofobik izopropil yan
zinciri, lipid membranlarla etkilesimini kolaylastirarak membran gegirgenliginin
artmasina neden olur ve bdylece mikrobiyal hiicre zariin yapisal biitiinliiglinii bozar.
Karvakroliin diisiik molekiiler agirligi (~150 Da) ve ugucu dogasi, 6zellikle bitkisel
esansiyel yaglarin temel bileseni olarak aroma profilini belirlerken, biyolojik
membranlarda etkin difiizyonuna da olanak tanir. Bu yapisal 6zellikler, karvakroliin hem
farmakolojik hem de mikrobiyal terapotik uygulamalarda degerli bir bilesik olmasini
saglar (Ben Arfa vd., 2006).

OH

Sekil 1.2: Karvakroliin kimyasal yapisi (Bayir vd., 2019).



Karvakrol, genellikle mutfakta baharat olarak ve halk arasinda hastaliklar1 tedavi/Gnleme
amactyla kullanilan birgok aromatik bitkinin bir bilesenidir. Bu aromatik bitkiler
arasinda kekik (Origanum vulgare), ispanyol origanum (Thymbra capitata), biberiye
(Lepidium flavum) ve ¢orek otu (Nigella sativa) vardir. Ayrica karvakrol, kimyasal ve
biyoteknolojik yontemlerle de sentezlenebilmektedir (Bayir vd., 2019). Giivenli bir gida
katkr maddesi olarak kabul edilir ve sekerleme, sakiz ve i¢ecek iiretiminde kullanilir.
Bununla birlikte, ¢aligmalar, karvakroliin antimikrobiyal, antienflamatuar, antioksidan
ve antianjiyogenik Ozelliklere sahip oldugunu gostermistir (Fan vd., 2015). Calismalar
ayrica karvakroliin tiiketildikten sonraki 24 saat iginde metabolize oldugunu ve atildigini

gostermistir, bu da viicutta herhangi bir potansiyel zarari olmadigimni gostermektedir
(Sivaranjani vd., 2016).

Diyet polifenolleri ve probiyotik bakteriler, insan sagligina olumlu etki olusturdugu
bilinen biyoaktif dogal bilesenlerdir. Gastrointestinal sistemde (GIS) birlikte bulunan bu
iki bilesenin arasinda karsilikli bir etkilesimin oldugu varsayilmaktadir. Mevcut literatiir,
bagirsaktaki probiyotik bakterilerin, polifenollerin metabolize edilmesinde 6nemli rol
oynadigin1 gdsterirken, polifenollerin bagirsak mikroortami boyunca probiyotik
bakterilerin canliligin1 ve gogalmasini koruma potansiyeli olugturdugunu bildirmektedir
(Sharma ve Padwad, 2020a). Bu durum, polifenol ve probiyotiklerin birlesiminden
olusan ikinci nesil sinbiyotik fikrini ortaya g¢ikarmustir. Sinbiyotik etki, probiyotik
mikroorganizmalarin ve prebiyotik bilesiklerin birlikte kullanilmasiyla, tek baslarina
gosterdikleri yararl etkilerin 6tesinde bir sinerji olusturarak bagirsak sagligini daha etkili
bicimde desteklemesi olarak tanimlanir. Bu etki, prebiyotiklerin secici olarak

probiyotiklerin biiyiimesini ve aktivitesini desteklemesi sayesinde gerceklesmektedir
(Gibson vd., 2017).

Sinbiyotik formiilasyonlar, probiyotiklerin gastrointestinal sistemdeki canli kalma
oranlarini artirirken; ayni1 zamanda bagirsagin mikrobiyal cesitliligini zenginlestirmekte,
inflamasyonu azaltmakta ve konak bagisikligin1 diizenlemektedir (Markowiak ve
Slizewska, 2017). Bu nedenle sinbiyotik yaklasimlar, fonksiyonel gida ve terapétik

uygulamalar agisindan giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir.



Bitkisel metabolitlerin probiyotik gelisimi lizerine etkileri bilinmektedir (Sharma ve
Padwad, 2020b). Bu nedenle, karvakrol ile probiyotik arasindaki sinbiyotik iliskinin
diizeyi ve bu iliskinin nasil etkilenecegi sorulari, bu projenin temel aragtirma sorularini
olusturmaktadir. Probiyotik bakteriler, yeterli miktarda tiiketildiginde konakg¢1 tizerinde
sagliga olumlu yonde etki eden mikroorganizmalardir. Ayrica, yapilan calismalarda
besin maddelerinde bulunan bazi fenolik bilesiklerin de sagli§a yararli olabilecek
biyolojik aktivitelere sahip oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismalarin biiyiikk kismi in vitro
olup, bazilar1 ise in vivo olarak gergeklestirilmis ve deney hayvanlari tizerinde etkileri
incelenmistir. Saglhiga faydali olabilecek bu iki farkli gida bileseninin (fenolikler ve
probiyotikler) bir araya gelerek olusturdugu ve sinbiyotik olarak adlandirilan daha
yararli kombinasyonlar iizerine ¢alismak biiyiik 6nem tasimaktadir. Nitekim sinbiyotik
ajan takviyesinin, probiyotik bakterilerin biiyiimesini tesvik ederek bagirsak

mikrobiyotasini olumlu yonde etkiledigi bir¢ok caligmayla ortaya konmustur.

Karvakroliin antibakteriyel, antifungal, antioksidan ve antitimor gibi ¢ok ¢esitli
biyolojik aktivitelere sahip oldugu ve canlilar iizerindeki olumlu yondeki etkisi oldugu
bilinmektedir. Ayrica, karvakrol ve probiyotikler, gastrointestinal sistemde bulunan ve
insan sagligina yarar saglayan dnemli gida bilesenleridir. Bu iki bilesenin ayn1 ortamda
birbirleri ile olan etkilesimi ve birlikte bulunduklari ortamda olusturduklart sinbiyotik
etki bilinmemektedir. Karvakrol ve probiyotik bakteriler ile sinbiyotik iliskinin
bilinmemesi ve bu alanda caligmalarin bulunmamasi projenin 6zgiin degerini daha da
arttirmaktadir.

Tezin Amacu:

Cogu bitkisel gidada bulunan karvakroliin, Lacticaseibacillus rhamnosus GG
bakterisinin probiyotik 6zelliklerinin gelisiminde ve proteom diizeyinde olusabilecek
farkliliklarda rol oynayabilecegi hipotezinden yola ¢ikilarak, bu tezde sagliga yararl
oldugu bilinen ve aymi ortamda (bagirsak mikroortami1) bulunan iki farkli gida
bileseninin —fenolikler ve probiyotik bakteriler— birbirleriyle etkilesimi ile
olusturduklar1 sinbiyotik iligkinin, probiyotik bakterilerin fizyolojik 6zellikleri ve
proteomu iizerindeki etkilerinin ortaya konmasi amaclanmistir. Bu dogrultuda tezde,
karvakrol ile L. rhamnosus GG arasindaki potansiyel etkilesimler degerlendirilmis ve
s0z konusu etkilesimlerin bakterinin probiyotik 06zellikleri Ttizerindeki etkileri

incelenmistir.



2. LITERATUR OZETi

Son yillarda, probiyotik bakterilerin fenolik bilesiklerle olan etkilesimleri, hem bu
mikroorganizmalarin hayatta kalma ve konak adaptasyon yeteneklerini hem de
fenoliklerin biyoyararlanimini artirabilecegi yoniinde yogun sekilde arastirilmistir (Sekil
2.1). Bu etkilesimler iizerine yapilan proteomik ¢alismalar, probiyotiklerin fenolik

ortama verdigi molekiiler tepkileri aydinlatmak acisindan biiyiik katki saglamistir.
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Sekil 2.1: Sinbiyotik etkinin ve probiyotik 6zelliklerin sematik gdsterimi.

Mazzeo vd. (2015) yaptiklart ¢alismada, Lactobacillus acidophilus susunun, diyet
polifenollerinden rutin varliginda hayatta kalmasin1 saglayan adaptif yanit
mekanizmalarini incelemek amaciyla farkli proteomik yaklagimlar uygulamiglardir.
Rutin maruziyeti, genel stres yanitt mekanizmalarinda gorev alan proteinlerin ifade
seviyelerini diizenlemis, 6zellikle protein kalite kontrol sistemlerinin aktivasyonunu
tetiklemis ve karbonhidrat ile amino asit metabolizmasi, protein sentezi ve hiicre duvari
biitiinligi tizerinde etkiler gdstermistir. Ayrica rutin  oksidasyon-rediiksiyon
siireclerinde yer alan proteinlerin ekspresyonunu da artirmistir. Bu calisma, diyet
polifenollerinin L. acidophilus’un metabolik ve biyolojik siiregleri iizerindeki etkilerine

dair ilk kapsaml1 bakis1 saglamaktadir (Mazzeo vd., 2015).

Celebioglu vd. (2018), Lactobacillus acidophilus NCFM susunu resveratrol, ferulik asit,

tanik asit ve kafeik asit gibi fenolik bilesiklerle inkiibe ederek yiizey proteomunu 2D-
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PAGE ve MALDI TOF MS teknikleri ile analiz etmis, Ozellikle karbonhidrat
metabolizmasi, niikleotid biyosentezi ve hiicre yiizeyiyle iligkili proteinlerde anlamli
ekspresyon degisiklikleri tespit etmistir. Bu degisimlerin, fenolik bilesiklerin bu susun
gastrointestinal sistemdeki adezyon ve hayatta kalma kapasitesini artirabilecegini

gosterdigi belirtilmistir (Celebioglu vd., 2018).

Zhang vd. (2021), simiile edilmis gastrointestinal sindirimden ge¢irilmis soya fasulyesi
protein izolat1 (dpro) ile sindirilmis soya fasulyesi peptidinin (dpep), Lacticaseibacillus
rhamnosus tizerindeki etkilerini morfolojik gézlemler, iTRAQ tabanli proteomik analiz
ve biyoenformatik yaklasimlar kullanarak incelemislerdir. Calismada toplam 1462
protein tanimlanmis; bu proteinlerden 66’sinin dpep ile MRS besiyeri karsilastirmasinda,
diger 66’sinin ise dpep ile dpro karsilastirmasinda anlamli diizeyde farkli ifade edildigi
belirlenmistir. Biyoenformatik analizler sonucunda, bu farkli sekilde ifade edilen
proteinlerin biiyiik dlciide hiicresel karbonhidrat ve azot bilesiklerinin katabolizmast ile
tasinmasinda gorev aldigi ortaya konmustur. Ayrica, hem dpep hem de dpro
uygulamalar1 sonucunda ortak olarak farkli ekspresyon gosteren bazi proteinlerin, L.
rhamnosus’un biiylimesi ve morfolojik yapisindaki degisikliklerde 6nemli rol oynadig
diistiniilmektedir (Zhang vd., 2021).

Caballero vd. (2022), 30 farkli laktik asit bakterisi susunun, punikalagin agisindan zengin
nar Oziitiinde bulunan punikalagini, ellajik asit ve iirolitinlere doniistiirme kapasiteleri
aragtirmiglardir. Yiksek performansli sivi kromatografisi-elektrosprey iyonizasyon
tandem kiitle spektrometrisi (HPLC-ESI-MS?) ile yapilan analizler, tiim LAB suslarinin
punikalagini ellajik aside doniistiirebildigini, ancak {irolitin biyosentezinin
gbzlenmedigini gdstermistir. Etiketsiz MS tabanli proteomik analizler, bu doniisiimde
genel transglikozilazlarin ekspresyonunun arttigini ve olusan yan iiriinlerin hiicre i¢i ve
disina tasinmasinda 6nemli rol oynayan ATP baglayic1 kaset (ABC) tastyicilarinin

seviyesinde yiikselme oldugunu ortaya koymustur (Caballero vd., 2022).

Das vd. (2023), kisisellestirilmis saglik hizmetleri i¢in yeni nesil probiyotikleri
olusturmak iizere meta-proteomigin ve yapay zekanin potansiyelini arastirmislardir.
Gilinlimiizde probiyotiklerin saglik tizerindeki olumlu etkileri kabul gormekle birlikte,

genellestirilmis probiyotik uygulamalarindaki tutarsizliklar nedeniyle, kisiye ozel



probiyotik stratejileri gelistirmek i¢in hassas probiyotiklere yonelik arastirmalar hiz
kazanmistir. Yapilan ¢alismada ¢oklu omik verilerin analizinde metaproteomik ve yapay
zekd/makine 6grenimi algoritmalarinin kullanimini ve mikrobiyal 6zelliklerin bilgisayar
destekli tahminini inceleyerek, Kkisisellestirilmis saglik uygulamalarinda hassas

probiyotiklerin potansiyelini artirmay1 amaglanmistir (Das vd., 2023).

Daha once yaptigimiz bir calismada ise, p-kumarik asidin (p-CA) Lactobacillus
acidophilus LA-5 (LA-5) ve Lacticaseibacillus rhamnosus GG (LGG) ile sinbiyotik
etkilesimi  incelenmistir  (Derebasi vd., 2024). Probiyotikler, farkli p-CA
konsantrasyonlarinda biiyiitiilmiig, probiyotik 6zellikler ile AChE ve BChE enzim
aktiviteleri tizerine etkileri degerlendirilmistir. p-CA, probiyotiklerin bitylime kinetigini
inhibe etmemis; antibakteriyel aktivite ve oto-agregasyonlarini artirmistir. p-CA, E.
coli’ye kars1 ko-agregasyonu artirirken, S. aureus’a karsi ko-agregasyonda azalma
gozlenmistir. Ayrica, p-CA ile biiyiitiilen her iki probiyotigin pepsine karsi direnci
artmis, buna karsilik LA-5’in safra tuzu direnci artarken LGG’ninki azalmistir. AChE ve
BChE aktiviteleri p-CA ve probiyotik kombinasyonlariyla sirasiyla %11-68 ve %13-66
oraninda inhibe edilmistir. AChE ve BChE enzimlerinin inhibisyonu, norolojik iletimin
diizenlenmesi, norodejeneratif hastaliklarin  tedavisi ve toksikolojik etkilerin
belirlenmesi agisindan 6nem arz etmektedir. FTIR analizi, p-CA’nin bakteri yiizeyindeki
fosfat/CH oranmm1 Onemli Ol¢iide degistirdigini gostermistir. Sonuglar, p-CA’nin

probiyotik 6zellikleri artirabilecegini desteklemektedir (Derebasi vd., 2024).

Shakya vd. (2024), Mentha arvensis (Mentha) 6ziitiiniin, bitki kékenli probiyotik suslar
olan Lactobacillus plantarum SN13T ve Pediococcus pentosaceus LP28 ile fermente
edilerek, lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilmis RAW 264.7 makrofaj hiicreleri izerindeki
biyoaktivitesinin artirilip artirilamayacagini arastirmiglardir. Mentha 6ziitiinde bulunan
rosmarinik asit (RA) ve kafeik asit (CA) metabolizmasinin, daha giiclii bir LPS kaynakli
nitrik oksit inhibitorii olan dihidrokafeik asit (DHCA) iiretimiyle iliskili oldugu
belirlenmistir. Mentha 6ziitii i¢inde ¢ogaltilan L. plantarum SN13T susunda hcrA, hcrB
ve hcrC genlerinin zamana bagli olarak anlamli diizeyde asirt ifade edildigi
gozlemlenmistir. Bu bulgular, fenolik asit metabolizmasinin Mentha 6ziitiiniin

biyoaktivitesini artirmadaki roliinii desteklemektedir (Shakya vd., 2024).
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El Far vd. (2024) yaptiklari ¢alismada, laktik asit bakteri suslarini izole ederek MALDI-
TOF kiitle spektrometrisi ile tanimlamiglardir. Diyet takviyelerinden izole edilen dort
laktik asit bakterisi susu (P2: Lactobacillus acidophilus, P3: Lactiplantibacillus
plantarum, P4: Lacticaseibacillus rhamnosus, P5: Pediococcus acidilactici) ile iki
referans susu test edilmis ve izole edilen LAB suslari, pH 3’te direng gosterirken, pH
2’de pepsin varliginda hayatta kalmada P2 hari¢ %1 log’dan az azalma gozlenmis ve
%0,3 okiiz safrasina tolerans saglanmistir. Tim suslar pankreatine direngli olup,
hidrofobisite ve otoagregasyon kapasiteleri degiskenlik gostermistir. P3 ve P35 suslari,
safra tuzu hidroliz aktivitesi gostermistir. Zaman 6ldiirme testlerinde, L. rhamnosus P4
susunun siipernatanti, E. coli ve S. aureus iizerinde seftazidim ve gentamisin ile sinerjik
etki sergilemis, ayrica P. acidilactici P5 susunun siipernatant1 ile seftazidimin
kombinasyonu S. aureus’a karsi umut verici sinerjistik aktivite gostermistir (El Far vd.,
2024).

Davran Bulut vd. (2025) yaptiklar1 ¢alismada, katesinin iyi bilinen probiyotik bakteriler
Lactobacillus acidophilus LA-5 (LA-5) ve Lacticaseibacillus rhamnosus GG (LGG)
tizerindeki probiyotik 6zelliklere etkisini (bakteriyel biiyime, oto-agregasyon, ko-
agregasyon) ve katesin-probiyotik sinbiyotik kombinasyonunun kolon kanseri hiicreleri
(Caco-2) tizerindeki in vitro sitotoksik etkilerini degerlendirmeyi amaglamiglardir
(Davran Bulut vd., 2025). Elde edilen sonuglarda katesinin LA-5’in biiylimesini, oto-
agregasyonunu ve Staphylococcus aureus ile ko-agregasyonunu artirdigini gostermistir.
Ayrica katesin, LA-5 ve LGG’nin adezyon potansiyelini sirasiyla %6 ve %5 oraninda
artirmistir. Katesin varliginda ¢ogaltilan Lacticaseibacillus rhamnosus GG (LGG) susu,
kontrol grubundaki LGG’ye kiyasla %30 daha yiiksek DPPH radikal temizleme
aktivitesi gostermistir. Bunun yani sira, katesin varliginda ¢cogaltilan LA-5, kontrol gruba
kiyasla Caco-2 hiicrelerinde daha yiliksek oranda hiicre 6liimiinii indiiklemis, ancak
genotoksisite tizerinde belirgin bir etkisi gézlemlenmemistir. Katesin, LGG’nin kolon
kanseri hiicre hattindaki sitotoksisite ve genotoksisite etkilerini anlamli diizeyde
etkilememistir. Sonug¢ olarak katesinin probiyotiklerin fizyolojik fonksiyonlarini
artirdigim1 ve katesin-probiyotik sinbiyotiklerinin kolon kanserinin 6nlenmesi veya
tedavisinde potansiyel bir strateji olabilecegini gosterilmistir (Davran Bulut vd., 2025).
Sonug olarak, son yillarda yapilan bu proteomik ve fizyolojik analizler, probiyotik

bakterilerin fenolik bilesiklerle kurdugu iliskinin olduk¢a karmasik ve ¢ok yonlii
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oldugunu ortaya koymustur. Fenolik bilesikler, probiyotiklerin metabolik yollarini ve
stres yanitlarint modiile ederken, ayni zamanda biyotransformasyon yoluyla bu
bilesiklerin biyoyararlanimini da artirmaktadir. Bu ¢ift yonlii etkilesim, fonksiyonel gida
gelistirme ve hedefe yonelik probiyotik se¢imi agisindan 6nemli biyoteknolojik firsatlar
sunmaktadir. Bu giincel caligmalarin ortak noktasi, fenolik bilesiklerin probiyotik
bakterilerin stres toleransi, yilizey protein yapisi, metabolik yollar1 ve antimikrobiyal
aktiviteleri tizerinde dogrudan etkili oldugunu ve bu etkilerin proteom diizeyinde detayl
bi¢cimde izlenebildigini gostermesidir. Ayn1 zamanda fenolik bilesiklerin probiyotikler
tarafindan biyotransformasyona ugratilabilmesi, bu maddelerin biyoyararlanimini
artirmakta ve konak sagligi tizerinde olumlu etkiler yaratmaktadir. Bu nedenle, fenolik
bilesiklerle desteklenen probiyotik formiilasyonlarin hem fonksiyonel gida hem de

farmabiotik tiriinlerin gelistirilmesinde oncii bir rol oynayacagi ongoriilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu béliimde, tez ¢alismasi kapsaminda yapilmis olan deneylerin materyal ve metotlari
Ozetlenmistir.
3.1. Karvakroliin Lacticaseibacillus rhamnosus GG Probiyotik Bakterisi

Uzerindeki Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunun (MiK) Belirlenmesi

Karvakroliin Lacticaseibacillus rhamnosus GG iizerindeki MIK degerinin belirlenmesi
i¢in Broth mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir (Klanénik vd., 2010). Karvakrol, etanol
igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir. 96°lik steril mikroplaka igerisine 180 pL laktik
asit bakterileri i¢in tasarlanmig yar1 sentetik besiyeri (LABSEM), farkli
konsantrasyonlarda (0-800 pg/mL) 10 pL karvakrol ve 10 uL LGG stok kiiltiirii
eklenmistir. Kontrol grubu olarak sadece LGG (karvakrol igermeyen, 0 pg/mL) kiiltiirii
kullanilmistir. Bakteri kiiltiirleri 37°C’de ¢alkalamasiz olarak 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir. 24 saatin sonunda canliligim gozlemlenmedigi en diisiik konsantrasyon MIK

degeri olarak belirlenmistir (Klan¢nik vd., 2010).

3.2. Karvakroliin Probiyotik Bakterisi Lacticaseibacillus rhamnosus GG

Gelisimi Uzerine Etkileri

Lacticaseibacillus rhamnosus GG (LGG), LABSEM besiyerinde 37°C'de
calkalanmadan biiyiitilmiistiir (Celebioglu vd., 2018). Bakteri kiiltiirleri farkli gruplara
ayrilip degisen konsantrasyonlarda (0-300 pg/mL) karvakrol uygulanmastir.

3.3.  Karvakroliin Lacticaseibacillus rhamnosus GG’nin Pepsine ve Safra Tuzuna

olan Dayaniklihgina Etkisi

Pepsin ve safra tuzu toleransi, Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide testi ile 96’I
mikroplakalarda belirlenmistir (Erciyes vd., 2025). Kontrol ve muamele gruplari
biiyiime sonrasi santrifiijle toplanip, PBS ile yikanmistir. Pepsine olan dayaniklilik
analizi i¢in gruplar, 3 mg/mL pepsin iceren PBS iginde 37°C'de 3 saat inkiibe edilmistir.
Safra tuzuna olan dayaniklilik analizi i¢in gruplar, 2 mg/mL safra tuzunu iceren PBS
icinde 37°C'de 3 saat inkiibe edilmistir. Ardindan, 6rnekler 4 saat boyunca 96’l
mikroplaklarda 1 mg/mL MTT ile inkiibe edilmistir. Plaklardaki Orneklerin optik
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yogunluklar1 mikro-plaka okuyucuda 570 nm dalga boyunda 6l¢lilmiistiir. Bakteriyel
canlilik, muamele edilen gruplarin absorbans yiizdesi olarak kontrol grubunun

absorbansina gore hesaplanmistir.

3.4. Karvakroliin Probiyotik Oto-agregasyon Uzerine Etkileri

Bakteri hiicreleri ge¢ logaritmik fazda (3200xg, 15 dakika) harvest edilmis, fosfatla
tamponlanmis salin (PBS) ile yikanip ardindan PBS i¢inde ODgsoo degeri 0.5 olacak

sekilde yeniden siispansiyon olusturulmustur.

Oto-agregasyon, 4 mL bakteriyel slispansiyonun 10 saniye boyunca vorteks edildikten
sonra deney tiiplerine eklenmesi ve (1 saat, oda sicaklifi) inkiibe edilmesi ile
belirlenmistir (Kos vd., 2003). Ardindan, siispansiyonun iist kismmdan 100 uL alinip,
icerisine 900 uL PBS igeren bir tiipe eklenerek 600 nm dalga boyunda absorbans

Ol¢iilmiistiir. Oto-agregasyon yiizdesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

% Oto-agregasyon = (1-A/Ao) x 100

Burada, At inkiibasyon sonrasi 6l¢iilen absorbansi temsil ederken, Ag inkiibasyon dncesi

olgiilen absorbansi ifade etmektedir (Kos vd., 2003).

3.5. Karvakroliin Probiyotik-Patojen Ko-agregasyonu Uzerine Etkileri

Ko-agregasyon, Lacticaseibacillus rhamnosus GG probiyotik bakterisi ile Escherichia
coli (E. coli) ve Staphylococcus aureus (S. aureus) patojenleri kullanilarak belirlenmistir
(Kos vd., 2003). Farkli tiirden mikroorganizmalarin birbirine yapisarak olusturdugu
topluluklar ko-agregasyon olarak adlandirilmaktadir (Kos vd., 2003). Probiyotik
bakteriler, kontrol grubu ve 25, 50, 100, 200 ve 300 pg/mL konsantrasyonlarinda
karvakrol uygulanan farkli muamele gruplarinda ¢ogaltilmistir. Kiiltiirler ge¢ logaritmik
fazda toplanmistir (3200xg, 15 dakika), daha sonra PBS ile yikanip ODegoo degeri 0.5
olacak sekilde PBS i¢inde yeniden siispansiyon yapilmistir (Kos vd., 2003). Ardindan, 2
mL probiyotik siispansiyonu, 2 mL E. coli veya S. aureus siispansiyonuyla

karistirtlmistir. Her saatte bir, siispansiyonun iist kismindan 100 pL alinmis, 900 uL PBS
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ile karistirilip absorbans 600 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢iilmiistiir.
Ko-agregasyon yiizdesi yukaridaki oto-agregasyon formiilii ile ayni formiil kullanilarak

hesaplanmistir (Kos vd., 2003).

3.6. Karvakroliin Lacticaseibacillus rhamnosus GG’nin Adezyon Ozelligine
Etkisi

Adezyon testi, Leccese Terraf ve ark. (2014) tarafindan tanimlanan yonteme gore 96’

mikroplakalarda yapilmistir (Leccese Terraf vd., 2014).

Plakalar, 200 uL PBS i¢inde 1 mg/mL miisinle kaplanip 4°C'de bir gece boyunca inkiibe
edilmistir. Plakadaki kuyucuklar PBS ile ytkanmistir. Adezyon testi i¢in, LGG karvakrol
ile muamele edilmis ve karvakrolsuz kontrol grubu olarak LABSEM besiyerinde,
37 °C’de calkalamadan kiiltiire alinmistir. Probiyotikler ge¢ logaritmik fazda 3200xg'de
15 dakika stireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi, pelletler PBS ile yikanip ve PBS

icinde ODegoo degeri 1.5 olacak sekilde yeniden siispansiyon elde edilmistir.

Her kuyucuga 200 pL. LGG siispansiyonu eklenerek plakalar 37°C'de 2 saat boyunca
inkiibe edilmistir. 200 uL PBS ile yikama islemiyle yapismayan hiicreler ¢ikarilip sonra
yapismis hiicreler kristal violet ile boyanmistir. Her kuyuya kristal violet eklenerek 30
dakika boyunca inkiibe edilmistir. Ardindan kristal violet ¢ekilip tizerine 200 pL iyot
cozeltisi eklenerek inkiibe edilmistir. 2-3 dakika sonra, plaka 2 kez PBS ile yikanip boya,
%30 asetik asit (200 pL) ile ¢cikarilmistir. Absorbans, 570 nm dalga boyunda ol¢iilmiistiir
(Leccese Terraf vd., 2014).

3.7.  Lacticaseibacillus rhamnosus GG Hiicresiz Siipernatantlarmin (HS)

Hazirlanmasi

Lacticaseibacillus rhamnosus GG LABSEM besiyerinde 37°C'de c¢alkalanmadan
biiyiitiiliip ardindan, kiiltiirler santrifiij edilmistir (3200xg, 15 dakika) ve siipernatant
aliip, ardindan (0.22 pm siringa filtreleriyle) siiziilmiistiir. Hiicresiz siipernatantlar

(HS), deneylere kadar -80°C'de saklanmustir.

15



3.8. Karvakroliin Lacticaseibacillus rhamnosus GG’nin Antioksidan Ozelligine
Etkisi

LGG'nin karvakrol varliginda biiyiitiilmesinin antioksidan etkileri, serbest radikal 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) (Brand-Williams vd., 1995) ve 2,2’-azinobis-(3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) testleri (Re wvd., 1999) kullanilarak
incelenmistir. DPPH testi i¢in, 25 mg/L DPPH metanol i¢inde ¢oziilmiistiir. Hiicresiz
siipernatant (HS) (100 uL) ve DPPH (100 uL), 96-l1 plakaya eklenip (30 dakika, oda
sicakligi, karanlikta) inkiibe edilmistir. Absorbans 517 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak Olglilmiistir. ABTS antioksidan testi, Re ve ark. (1999)
tarafindan tanimlanan yontemde bazi degisiklikler yapilarak 96’11 plakada yapilmistir
(Re vd., 1999). ABTS, su iginde 7 mM konsantrasyonda hazirlanmig ve ABTS stok
cozeltisi, 2.45 mM potasyum persiilfat (son konsantrasyon) ile karistirilip ardindan
karisim kullanimdan 6nce oda sicakliginda 12-16 saat boyunca karanlikta tutulmustur.
Hazirlanan ABTS ¢ozeltisi, 734 nm dalga boyunda 0.7 absorbansa sahip olacak sekilde
etanol ile seyreltilmistir. HS (100 uL) ve ABTS (100 uL), bir 96’11 plakaya eklenip (6
dakika, oda sicakligi, karanlikta) inkiibe edilmistir. Absorbans 734 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak Ol¢iilmistiir. Azalan emilim, yani kalan DPPH ve ABTS
miktar1, serbest radikal toplama miktar1 yani antioksidan aktivite olarak belirlenmistir.
Goreceli antioksidan aktiviteler, emilimlerin baslangictaki DPPH ve ABTS ¢d6zeltisinin

emilimine gore azalma yiizdesi olarak hesaplanmustir.

3.9.  Fenolik Bilesiklerin Probiyotik Bakterilerin Safra Tuzu Hidrolaz (BSH)

Enzim Aktivitesi Uzerine Etkileri

BSH aktivitesi hem kalitatif hem de kantitatif olmak tizere iki farkli yontem ile

Olcllmiistir.

a. BSH Enzim Aktivitesinin Kalitatif Tayini

Farkli konsantrasyonlardaki fenolik bilesikler probiyotik bakterilerin besiyerine eklenip,
probiyotik bakteriler 37°C’de ¢alkalamadan 16 saat boyunca (logaritmik fazin sonuna
kadar) LABSEM igerisinde ¢ogaltilmistir. Cogaltilan 10 pL probiyotik bakteri, %0,05
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(a/h) deoksikolik asit ve %0,037 kalsiyum kloriir iceren LABSEM agar {izerine inokiile
edilmistir. Plakalar 37°C’de calkalamasiz olarak 16 saat boyunca (logaritmik fazin
sonuna kadar) inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra olusan biiyiime zonu,

bakterilerin safra tuzu hidrolaz aktivitesini belirlemede kullanilmistir (Xu vd., 2016).

b. BSH Enzim Aktivitesinin Kantitatif Tayini

BSH aktivitesi, konjuge safra tuzlarindan serbest kalan amino asit miktarinin
Olgiilmesiyle belirlenmistir (Xu vd., 2016). Farkli konsantrasyonlardaki fenolik
bilesikler probiyotik bakterilerin besiyerine eklenip, probiyotik bakteriler 37°C’de
calkalamasiz olarak 16 saat boyunca (logaritmik fazin sonuna kadar) LABSEM
icerisinde ¢ogaltilmistir (Kontrol grubunda fenolik bilesik bulunmamaktadir). Cogaltilan
probiyotik bakteriler, santrifiij (3000xg, 15 dakika) edilmis ve siipernatant
uzaklastirilmigtir. Pellet 10 mM igeren 0.1 M sodyum fosfat tamponu (pH 6.8) ile iki
kere yikanmistir. Enzim oksidasyonunu azaltmak i¢in 10 mM'lik bir ditiyotreitol (DTT)
konsantrasyonu kullanilmistir. Pellet ayn1 tampon ile 600 nm’de 1.0 optik absorbansa
siispanse edilmistir. Hiicre slispansiyonu, sonikator kullanilarak buz iizerinde sogutma
ile 60 saniye sonike edilmis ve 3000xg, 15 dakika santrifiij edilmistir. Bir tiip igerisine,
180 nuL 0,1 M sodyum fosfat tamponu (pH 6.0), 10 pL. 200 mM uygun konjuge safra
tuzu (taurokolik asidin sodyum tuzu), 10 mM DTT ve 10 pL hiicresiz ekstrakti koyulmus
ve reaksiyon 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda 6rnekler
temiz bir tipe 100 puL konulup {izerine 200 uL %15 triklora asetikasit eklenmistir.
Ornekler santrifiij (3000xg, 15 dakika) edilip siipernatantlar temiz bir tiipe alinmistir.
Orneklerin iizerine 200 pL distile su ve iizerine 1,9 mL ninhidrin reaktifi (0,7 mL 0,5M
pH 5,5 sodyum sitrat tomponu, 5 mg ninhidrin, 1,2 mL gliserol) eklenmistir. Ornekler
14 dakika kaynatilip soguduktan sonra 570 nm’de absorbans alinmistir (Xu vd., 2016).

3.10. Proteom Analizleri icin Ornek Hazirhg

Probiyotik bakterisi LGG aerobik kosullarda ¢alkalama yapilmadan LABSEM iginde
buyiitilmis (37°C; 50 mL batch kiiltiirleri), ge¢ log-fazda harvest edilmistir.
Ekzoproteom, siipernatantin (3200xg, 10 dakika) santrifiijlenmesi, stiziilmesi (0.22 pm

siringa filtreleri) ve konsantre edilmesi (AmiconR©Ultra-15 Santrifiij Filtre Cihazlari;
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Millipore) ile hazirlanmistir (Majumder vd., 2011). Protein 6rnekleri, sogutulmus aseton
icinde —20°C'de 10% TCA ile bir gece boyunca ¢oktiiriiliip, ii¢ kez %100 aseton ile
yikanmigtir. Protein pelletleri rehidrasyon tamponunda (8 M iire, 2 M tiyotire, 2%
CHAPS, 1% IPG tampon pH 3-10; GE Life Sciences) ¢oziiliip ardindan protein
konsantrasyonu belirlenmistir (2D Quant kit; GE Life Sciences).

3.11. 2 Boyutlu Jel Elektroforezi (2-DE)

Bakteriyel ekzoproteom oOrnekleri (50 pg), 2-DE ile ayrilip goriintii analizi
gerceklestirilmistir (Dowsey vd., 2009). Birinci boyut ayrimi, pH 3—10 araliginda 7 cm
uzunlugundaki IPG stripler (ReadyStrip™ IPG Strips; Bio-Rad) kullanilarak
PROTEAN® i12™ [EF (Bio-Rad) cihazinda yapilmistir. Odaklama protokoliinde,
stripler 6nce 250 V’de 15 dakika, ardindan 4000 V’de 1 saat c¢alistirllmis ve voltaj
kademeli olarak artirilarak toplam 15.000 Vh’ye ulasincaya kadar 500 V’de inkiibe

edilmistir.

Stripler daha sonra, serbest tiyol gruplarimin alkilasyonu i¢in iki asamali dengeleme
islemine tabi tutulmustur. Ilk dengeleme tamponu 65 mM DTT igerirken, ikinci
dengeleme tamponunda 135 mM iyodoasetamid kullanilmistir. Her iki tampon da 6 M
tire, %30 gliserol, 50 mM Tris-HCI (pH 8.8), %0.01 bromofenol mavisi ve %2 SDS

kullanilarak hazirlanmistir.

Ikinci boyut (SDS-PAGE) ayrimi, %12,5 Tris-HCI] konsantrasyonuna sahip énceden
dokiilmiis 11 cm jeller (Bio-Rad) kullanilarak Criterion™ Midi-format elektroforez
hiicresinde (Bio-Rad) gergeklestirilmistir. Elektroforez, sirasiyla 100 V’de 5 dakika, 150
V’de 20 dakika ve 200 V’de 30 dakika uygulanarak tamamlanmistir.

Jeller, kolloidal Coomassie Brilliant Blue (CBB) yontemiyle boyanmis (Candiano et al.,
2004), ardindan Microtek ScanMaker 9800 XL (Microtek) cihazi ile taranmis ve
Progenesis SameSpots (siiriim 3.3) yazilimi ile analiz edilmistir. Hacim oraninda >2 kat
degisim, ANOVA p < 0.08 ve yaniltict bulgu oran1 (q) < 0.05 kriterlerini karsilayan
protein noktalar1 tanimlama i¢in se¢ilmistir. Bu degerlendirme, en az ii¢ bagimsiz

deneyden elde edilen jeller temel alinarak yapilmistir.
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3.12. Kiitle Spektrometrisi ile Protein Tanimlama

Protein profili analizleri, Ultraflextreme MALDI-TOF MS cihazi (Bruker Daltonics,
Almanya) kullanilarak gergeklestirilmistir. Analizler, yansitici pozitif modda (reflection
positive mode) ve toprakli ¢elik (ground steel) hedef plakasi kullanilarak yapilmistir.
Matris olarak, %30 asetonitril ve %70 0.1% TFA igeren su ¢ozeltisinde hazirlanmig
doygun a-Cyano-4-hydroxy cinnamic acid (HCCA) ¢ozeltisi tercih edilmistir. Ornek
hazirliginda, her bir 6rnek lizerine 5 pL matris ¢ozeltisi eklenmis, ardindan bu
karisimdan 1 pL alinarak hedef plaka iizerine damlatilmis ve "dried droplet" yontemi ile
kurutulmustur. Cihazin kalibrasyonu, 700-3500 Da araliginda Bruker Peptide
Calibration Mix kullanilarak yapilmigtir. MALDI-MS analizlerinde, hizlandirici voltaj
20 kV, UV lazer dalga boyu 337 nm, dedektor kazanci 1990 V olarak ayarlanmis ve her
spektrum i¢in 10.000 lazer atist uygulanmistir. Elde edilen spektrumlar Bruker
flexAnalysis yazilimi (Bruker Daltonics) kullanilarak analiz edilmistir. MS/MS
analizleri LIFT modu kullanilarak gerceklestirilmistir. Parent iyonlar i¢in en az 10*
yogunluk elde edildikten sonra, her biri 1000 lazer atisindan olusan dongiilerle, parent
iyon yogunlugu azalana kadar fragment iyonlar toplanmistir. MS/MS analiz
parametreleri ise su sekilde ayarlanmistir: yansitict hizlandirma voltaji (reflector 1) 29.45

kV, LIFT voltaji 19 kV ve dedektor kazanci 2200 V.

3.13. istatistiksel Analizler

[statistiksel analizleri gergeklestirmek igin GraphPad Prism 8 paket programi
kullamilmistir. Gruplar arasindaki farklar Tek Yonlii Varyans Analizi (One-way
ANOVA) ile degerlendirilip, ¢oklu karsilastirmalar i¢in Tukey’in testi kullanilmustir.
Nicel veriler ortalama ve standart sapma olarak ifade edilip (ortalama+SD) ve p<0.05

anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu boliimde, dneysel ¢alismalae sonucu elde edilmis bulgular 6zetlenmis ve literatiire

dayanarak tartisilmistir.

4.1. Karvakroliin Lacticaseibacillus rhamnosus GG Probiyotik Bakterisi

Uzerindeki Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunun (MiK) Belirlenmesi

Sekil 4.1°de, farkli konsantrasyonlarda karvakrol uygulanarak muamele edilen L.
rhamnosus GG susunun minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerleri
gosterilmektedir. MIK belirleme ¢alismasinda 0-800 pg/mL araligindaki karvakrol
konsantrasyonlar1 degerlendirilmis ve MIK degeri >800 pg/mL olarak belirlenmistir.
Elde edilen sonuclara gore, karvakrolsuz kontrol grubuyla karsilastirildiginda 25, 50,
100, 200 ve 300 pg/mL konsantrasyonlarindaki karvakrolin LGG’nin biiylimesini
destekledigi tespit edilmistir. Bu nedenle, tez kapsaminda kullanilacak karvakrol

konsantrasyonlar1 25, 50, 100, 200 ve 300 pg/mL olarak belirlenmistir.

Bao vd. (2025) tarafindan yapilan ¢alisma ile elde edilen sonuglar, bu tezde elde edilen
bulgularla tutarhilik goéstermektedir. S6z konusu c¢alismada, ugucu yaglar ve
polifenollerin  birlesik  etkileri potansiyel antibiyotik alternatifleri  olarak
degerlendirilmistir. Uziim posas1 ekstrakti ile timol-karvakrol kombinasyonu
kullanilarak, 0-1000 ppm araliginda MIK (minimum inhibisyon konsantrasyonu)
belirleme ¢alismasi gergeklestirilmistir. Bu ¢aligma kapsaminda, Escherichia coli
0O157:H7, Salmonella Typhimurium gibi patojenik Dbakterilerin yan1 sira
Lactiplantibacillus plantarum probiyotik susu {iizerinde de testler yapilmistir.
Kombinasyon, patojen bakterilere karsi ¢esitli diizeylerde antibakteriyel aktivite
gosterirken; L. plantarum i¢in ise belirli konsantrasyonlarda biiyiimeyi destekleyici etki
gostermistir. Bu bulgular, fenolik bilesiklerin baz1 probiyotik bakterilerin biiylimesini

destekleyebilecegini ortaya koymaktadir (Bao vd., 2025).
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Sekil 4.1: Farkli konsantrasyonlarda karvakrol ile muamele edilmis LGG bakterilerinin
minimum inhibisyon konsantrasyonu. Kontrol grubunda karvakrol
bulunmamaktadir. Farkli harfler (a, b), gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlam (p<0.05) ifade etmektedir.

4.2. Karvakroliin Lacticaseibacillus rhamnosus GG’nin Gelisimi Uzerindeki
Etkileri

Sekil 4.2, farkli konsantrasyonlardaki karvakrol ile muamele edilen Lacticaseibacillus
rhamnosus GG (LGG)’nin mikrobiyal gelisim kinetigini gostermektedir. Elde edilen
bulgular, hi¢bir karvakrol konsantrasyonunun LGG iizerinde inhibe edici bir etki
olusturmadigini ortaya koymustur. Karvakrol kekik bitkisinde bulunan baglica fenolik
bilesiklerden biri olup giiclii antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasiyla bilinmektedir
(Magi vd., 2015). Ancak bu ¢alismada, karvakroliin probiyotik bir bakteri olan LGG

tizerinde herhangi bir inhibisyon etkisi gostermedigi belirlenmistir.
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Kontrol LGG
25 ug/mL Karvakrol + LGG
50 pg/mL Karvakrol + LGG
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Sekil 4.2: Farkli konsantrasyonlarda karvakrol ile muamele edilmis LGG bakterilerinin
gelisim kinetigi. Kontrol grubunda karvakrol bulunmamaktadir.

4.3. Karvakroliin Lacticaseibacillus rhamnosus GG’nin Pepsin ve Safra Tuzu
Dayamkhiig Uzerindeki EtKisi

Sekil 4.3, farkli konsantrasyonlarda karvakrol ile muamele edilmis LGG bakterilerinin
pepsine olan dayaniklilik 6zelligi {izerine etkilerini gostermektedir. Kontrol grubundaki
LGG’nin pepsine karsi direnci %82 olarak belirlenmistir. Karvakrol ile muamele edilen
LGG suslarinda ise pepsine karst direng oranlart sirasiyla; 25 pg/mL’de %40, 50
pg/mL’de %49, 100 ug/mL’de %57, 200 pg/mL’de %53 ve 300 pg/mL’de %51 olarak
Ol¢iilmiistiir. Tlim karvakrol konsantrasyonlarinda pepsine kars1 direncte belirgin bir

azalma gozlemlenmistir.

Tumbarski vd. (2025) yapmis oldugu calismada, 4 farkli lactobacillus susunun
(Lacticaseibacillus casei RC-1, Lactobacillus acidophilus RC-2, Lacticaseibacillus
rhamnosus RC-10 ve Lacticaseibacillus casei ATCC) simiile edilmis iist gastrointestinal
sistem kosullarina direnci incelenmistir. Calisma sonuncunda, bu dort susun pH 2.5 ve
pepsin varhiginda %60-80 arasinda canli kalma orani gosterdikleri tespit edilmistir

(Tumbarski vd., 2025).

Bu veriler 1518inda, karvakrol ile muamele edilen LGG’nin mide enzimlerine karsi

hayatta kalma kapasitesinde azalma meydana geldigi, bu etkinin karvakrol
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konsantrasyonuna bagli olarak degisebilecegi ve probiyotik susun fizyolojik yanit
kapasitesine gore farklilik gosterebilecegi diistiniilmektedir. Ayrica, pepsin dayaniklilig
probiyotiklerin mide asidinden korunma yeteneginin dnemli bir gostergesi oldugundan,
gozlemlenen azalma LGG’nin gastrointestinal sistemdeki etkinligini olumsuz
etkileyebilir. Karvakroliin, probiyotik hiicre duvari yapisin1 veya stres yanit
mekanizmalarmi etkileyerek bu direncte degisiklige yol agmasi muhtemel olmakla
birlikte, bu mekanizmalarin detayli incelenmesi icin ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
Sinbiyotik formiilasyonlarda karvakroliin kullaniminin hem antimikrobiyal etkileri hem
de probiyotiklerin dayaniklilig: tizerindeki etkileri dikkatle dengelenmelidir. Bu nedenle,
in vivo ¢alismalarla desteklenecek kapsamli arastirmalar, karvakroliin probiyotiklerle

birlikte giivenli ve etkili kullanimin1 saglamak acisindan 6nem tagimaktadir.

L. rhamnasus GG + Karvakrol
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Sekil 4.3: Farkli konsantrasyonlarda karvakrol ile muamele edilmis LGG bakterilerinin
pepsine karsi direnci. Kontrol grubunda karvakrol bulunmamaktadir. Farkli
harfler (a, b, ¢, d, e, f), gruplar arasinda istatistiksel olarak anlam (p<0.05) ifade
etmektedir.
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Sekil 4.4, farkli konsantrasyonlarda karvakrol ile muamele edilen LGG bakterilerinin
safra tuzuna olan dayaniklilik ozelligi lizerine etkilerini gostermektedir. Kontrol
grubundaki LGG’nin safra tuzuna karsi direnci %94 olarak belirlenmistir. Karvakrol
muamelesi sonrasi safra tuzuna diren¢ oranlar ise sirasiyla; 25 pg/mL’de %83, 50
pg/mL’de %93, 100 pg/mL’de %90, 200 pg/mL’de %75 ve 300 pg/mL’de %86 olarak
dleiilmiistiir. Ozellikle 50 pg/mL karvakrol ile biiyiitilen LGG’nin safra tuzuna direnci
kontrole goére degismemis ve bu konsantrasyonda LGG’nin safra tuzuna Kkarsi
dayanikliligimi korudugu goriilmiistiir. Bu sonug, karvakroliin LGG’nin safra tuzuna

kars1 dayanikliligini artirmadigini géstermektedir.

Begley vd. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada, probiyotik bakterilerde safra tuzu
hidrolaz (BSH) aktivitesi ve safra tuzlarina karsi diren¢ incelenmistir. Calismada,
Lactobacillus rhamnosus GG susu dahil olmak {izere cesitli probiyotik suslarin, safra
tuzu igeren ortamlarda hayatta kalma kapasiteleri degerlendirilmistir. Sonuglar, LGG’nin
0.3% konsantrasyondaki safra tuzu ortaminda yiiksek canlilik sergiledigini ve genel
olarak probiyotik bakterilerin bu toksik bilesenlere karsi direng gelistirmek i¢cin BSH
aktivitesinin kritik bir rol oynadigin1 gostermistir. BSH enzimi, konjuge safra tuzlarimi
dekonjuge ederek bunlarin toksik etkilerini azaltmakta ve bdylece bakterilerin
gastrointestinal ortamda hayatta kalmasini saglamaktadir. Bu mekanizma, LGG’nin
safra tuzlarina karg1 dayanikliligini artirmaktadir ve bu da probiyotik etkinliginin

devamlilig1 agisindan 6nem tagimaktadir (Begley vd., 2006).

Sonug olarak, bu calismada LGG’nin karvakrol ile muamelesi, safra tuzlarina karsi
direng tizerinde belirgin bir etki gostermemistir. Kontrol grubundaki %94 olan safra tuzu
toleransi, 50 pg/mL karvakrol konsantrasyonunda %93 ile sabit kalmis, ancak 200
ug/mL’de %75'e diiserek yiiksek karvakrol konsantrasyonlarinin olumsuz etkileri
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu bulgu, karvakroliin LGG’nin safra tuzlarina karsi
dayanikliligin artirmaktan ziyade, baz1 dozlarda bu 6zelligini zayiflatabilecegini ortaya
koymaktadir. Begley vd. (2006) ¢alismasinda da LGG’nin safra tuzu dayanikliliginin
biiyiikk 6l¢iide BSH aktivitesine bagli oldugu belirtilmistir (Begley vd., 2006). Bu
baglamda, karvakroliin LGG'nin BSH aktivitesi ve dolayisiyla safra toleransi iizerindeki
etkisinin konsantrasyona duyarli ve sinirli oldugu anlasilmaktadir. Elde edilen bu

sonuglar, fenolik bilesiklerin sinbiyotik formiilasyonlarda dikkatli doz ayarlamalariyla
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kullanilmasinin 6nemini vurgulamaktadir.

L. rhamnasus GG + Karvakrol
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Sekil 4.4: Farkli konsantrasyonlarda karvakrol ile muamele edilmis LGG bakterilerinin
kars1 direnci. Kontrol grubunda karvakrol bulunmamaktadir.
Farkli harfler (a, b, ¢), gruplar arasinda istatistiksel olarak anlam (p<0.05) ifade

safra tuzuna

etmektedir.

4.4, Karvakroliin L

Uzerine EtKisi

Sekil 4.5, farkli karvakrol konsantrasyonlarinin dort saat boyunca Lacticaseibacillus
rhamnosus GG (LGG) bakterisinin oto-agregasyonuna etkilerini géstermektedir. Birinci

saatte, 300 pg/mL karvakrol ile muamele edilen LGG’de oto-agregasyonda %12 artis

acticaseibacillus rhamnosus GG’nin Oto-agregasyon Ozelligi
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gbzlenmistir. 25, 50, 100 ve 200 pg/mL konsantrasyonlarinda ise oto-agregasyonda
istatistiksel olarak anlaml bir degisim (p<0.05) saptanmamustir. Ikinci saatte, 25, 50 ve
100 pg/mL karvakrol konsantrasyonlarinda sirasiyla %9, %14 ve %11 azalma
gozlenirken, 200 ve 300 pg/mL konsantrasyonlarinda anlamli bir degisiklik
goriilmemistir. Ugiincii saatte, 300 pg/mL karvakrol konsantrasyonunda %22’lik bir
artis gerceklesmis; diger konsantrasyonlarda ise anlamli degisim tespit edilmemistir.
Dordiincii  saatte ise 50 pg/mL konsantrasyonunda %17 azalma, 300 pg/mL
konsantrasyonunda ise %18 artis gortilmiis, 25, 100 ve 200 pg/mL’de ise anlamli bir

degisiklik olmamastir.

Dos vd. (2019) yaptig1 calismada, lactobacillus suslari, kuersetin ve resveratrol gibi
fenolik  bilesiklerle muamele edildiginde, bu fenolik bilesiklerin  hicbir
konsantrasyonunda, probiyotik  oto-agregasyon  kapasitesine olumsuz  etkide
bulunmadigi rapor edilmistir. Bu sonuglar, probiyotik bakteriler ile fenolik bilesiklerin
sinbiyotik etkilesimlerinde oto-agregasyon ozelliginin olumsuz etkilenmedigini
gostermemektedir (Dos Santos vd., 2019).

Sonug olarak, bu ¢alismada karvakroliin farkli konsantrasyonlarinin LGG’nin oto-
agregasyon kapasitesi lizerindeki etkileri degerlendirilmis ve ozellikle 300 pg/mL
konsantrasyonunda belirgin artiglar gozlemlenmistir. Bununla birlikte, bazi diisiik
konsantrasyonlarda ise azalmalar tespit edilmistir. Bu tez calismasinda elde edilen
bulgular, Dos vd. (2019) fenolik bilesiklerle yaptiklari ¢alismalardan kismen farklidir
ve bu durum, farkli fenolik bilesiklerin probiyotiklerin hiicre yiizeyi ozellikleri
tizerindeki etkilerinin bilesige ve konsantrasyona bagli olarak degisebilecegini ortaya
koymaktadir. Bu baglamda, karvakroliin yiiksek konsantrasyonlarda LGG'nin oto-
agregasyonunu artirict potansiyeli olmasi, sinbiyotik formiilasyonlar acisindan dikkate

deger bir bulgu olarak degerlendirilebilir.
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Sekil 4.5: Farkli konsantrasyonlarda karvakrol ile muamele edilmis LGG bakterilerinin

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlam (p<0.05) ifade etmektedir.

2

©)

-agregasyonu. Kontrol grubunda karvakrol bulunmamaktadir. Farkli harfler

oto
(a,b

b
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45. Karvakroliin Lacticaseibacillus rhamnosus GG’nin Ko-agregasyon Ozelligi

Uzerine Etkisi

Farkli tiirlere ait mikroorganizmalarin birbirine tutunarak olusturduklari topluluklara ko-
agregasyon denilmektedir. Bu tez galismasinda, bir bakteri olan Lacticaseibacillus
rhamnosus GG (LGG)’nin, patojenik suslar olan Escherichia coli (E. coli) ve
Staphylococcus aureus (S. aureus) ile ko-agregasyon kapasitesi ve karvakroliin bu

Ozellik lizerindeki etkileri degerlendirilmistir.

Sekil 4.6, farkli karvakrol konsantrasyonlarmin dort saatlik siire boyunca LGG’nin
E.coli ile ko-agregasyonu iizerindeki etkilerini gostermektedir. Ilk iki saatte, tiim
karvakrol konsantrasyonlarinda E.coli ile Kko-agregasyon yiizdesinde azalma
gdzlenmistir. Uglincli ve dordiincii saatlerde ise karvakrol varhginda LGG’nin
cogaltilmasi, LGG’nin E.coli ile ko-agregasyonunda 200 ve 300 upg/mL

konsantrasyonlarinda anlamli bir etki gostermistir.
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Sekil 4.6: Farkli konsantrasyonlarda karvakrol ile muamele edilmis LGG bakterilerinin
E. coli ko-agregasyonu. Kontrol grubunda karvakrol bulunmamaktadir. Farkli

harfler (a, b, c), gruplar arasinda istatistiksel olarak anlam (p<0.05) ifade
etmektedir.
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Sekil 4.7, farkli karvakrol konsantrasyonlarinin doért saatlik siire boyunca LGG’nin
Staphylococcus aureus (S. Aureus) ile ko-agregasyonu iizerindeki etkilerini
gostermektedir. Birinci saatte, 25 ve 200 ug/mL karvakrol konsantrasyonlarinda S.
aureus ile ko-agregasyon yiizdesinde%6 artis gozlenmistir. Ikinci saatte 200 pg/mL
konsantrasyondaki LGG %24 ile en yiiksek ko-agregasyon ylizdeligini gosterirken diger
konsantrasyonlarda da LGG’nin S. aureus ile ko-agregasyonunu istatiksel olarak anlaml
bir sekilde (p<0.05) artirmustir. Ugiincii saatte en yiiksek 200 pg/mL konsantrsyonda
%14 ve dordiincii saatte 200 pg/mL konsantrsyonda %22 artis ile karvakrol uygulamasi
diger tiim konsantrasyonlar ile de, LGG’nin S. aureus ile ko-agregasyonuna anlamli bir

etki gostermistir.

Dos vd. (2019) yaptig1 ¢alismada, lactobacillus suslari, kuersetin ve resveratrol gibi
fenolik bilesiklerle muamele edildiginde, bu fenolik bilesiklerin lactobacillus suslarinin
ko-agregasyon ozelligini de artirdigi ve patojen mikroorganizmalarla rekabetlerini
destekledigi belirtilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen bulgularla tutarli sekilde, kuersetin
konsantrasyonlarinin L. plantarum 49, L. plantarum 53 ve L. paracasei 108'in L.
monocytogenes ve E. coliile koagregasyon kapasitesini artirdigi; resveratrol
konsantrasyonlarinin ise ayni suslarin E. coli ile koagregasyonunu artirdigi bildirilmistir
(Dos Santos vd., 2019). Sonug¢ olarak, fenolik bilesiklerin yalnizca antimikrobiyal
etkileriyle degil, ayn1 zamanda mikrobiyotay:r diizenleyici ve probiyotik aktiviteyi

destekleyici potansiyelleriyle de 6ne ¢iktig1 sdylenebilir.

Sonug olarak, bu tez caligmasinda karvakroliin farkli konsantrasyonlarda LGG’nin E.
coli ve S. aureus ile olan ko-agregasyon kapasitesi tizerindeki etkileri degerlendirilmis,
ozellikle ilk saatlerde ko-agregasyon yiizdelerinde genel bir azalma gézlemlenmistir.
Ancak, 200 pg/mL karvakrol konsantrasyonu ikinci saatte LGG’nin S. aureus ile ko-
agregasyonunu istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirmistir. Bu sonuglar, Dos vd.
(2019) calismalariyla karsilastirildiginda, onlarin kuersetin ve resveratrol gibi fenolik
bilesiklerin Lactobacillus suslarmin patojen mikroorganizmalarla ko-agregasyon
kapasitesini artirdigini bildirmeleriyle kismen ortiismektedir. Ancak bu tez ¢alismasinda,
karvakroliin etkisinin fenolik bilesik tiiriine, hedef patojen susa ve uygulama siiresine
bagli olarak degiskenlik gosterdigi anlagilmaktadir. Dolayisiyla, karvakroliin fenolik bir

bilesik olarak ko-agregasyon iizerinde sinirli ama potansiyel olarak olumlu etkileri
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oldugu, ancak bu etkinin zamana ve konsantrasyona bagli oldugu sodylenebilir. Bu
bulgular, fenolik bilesiklerin sadece antimikrobiyal olarak degil, ayni zamanda

probiyotik-patojen etkilesimlerini diizenleyici yonde de kullanilabilecegine isaret
etmektedir.
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Sekil 4.7: Farkli konsantrasyonlarda karvakrol ile muamele edilmis LGG bakterilerinin
S. aureus ko-agregasyonu. Kontrol grubunda karvakrol bulunmamaktadir.
Farkli harfler (a, b, ¢, d, e), gruplar arasinda istatistiksel olarak anlam (p<0.05)
ifade etmektedir.
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4.6. Karvakroliin Lacticaseibacillus rhamnosus GG’nin Adezyon Ozelligine
Etkisi

Sekil 4.8, farkli konsantrasyonlarda karvakrol varliginda ¢ogaltilmis LGG bakterilerinin
adezyon 0Ozelligi iizerine etkilerini gostermektedir. Karvakroliin 25, 50, 100 ve 300
pg/mL konsantrasyonlarinda LGG’nin adezyon yiizdesinde artis gozlemlenmistir.
Kontrol grubunda %14 olan adezyon orani, 200 ng/mL karvakrol konsantrasyonunda

%25’e yiikselmis ve bu %11°lik artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Probiyotik bakterilerin konake1 iizerindeki yararli etkilerini siirdiirebilmesi igin
gastrointestinal mukozaya etkin bir sekilde tutunmalari, yani yiiksek adezyon
kapasitelerine sahip olmalar1 gerekmektedir. Leska vd. (2022) in vitro olarak Caco-2 ve
HT-29-MTX epitel hiicre hatlar1 tizerinde yaptigi kapsamli bir ¢alismada, farkli LAB
suglarinin adezyon kapasitelerinin %17.7 ile %37.2 arasinda degiskenlik gosterdigi
gozlemlenmistir (Leska vd., 2022).

Bu baglamda, LGG’nin karvakrol ile muamelesi sonucunda adezyon kapasitesinde
anlamli bir arti gozlemlenmis olmasi, karvakroliin probiyotik fonksiyonlar
destekleyici bir ajan olarak potansiyelini ortaya koymaktadir. Ozellikle 200 pg/mL
konsantrasyonunda LGG'nin adezyon kapasitesinin, kontrol grubuna kiyasla %11
oraninda artmasi, probiyotik bakterilerin  gastrointestinal sistemde tutunma
kapasitelerinin karvakrol gibi fenolik bilesiklerle iyilestirilebilecegini gostermektedir.
Bu baglamda, LGG’nin karvakrol ile muamele edildiginde adezyon kapasitesinin
literatiire uygun sekilde arttigin1 ve probiyotiklerin fonksiyonel potansiyellerinin
giiclendirilebilecegini gostermektedir. Dolayisiyla karvakrol, probiyotiklerin konakgi
mukozasina tutunmasimi  destekleyerek, fonksiyonel gida uygulamalarinda

kullanilabilecek etkili bir biyolojik modiilatér aday1 olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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Sekil 4.8: Farkli konsantrasyonlarda karvakrol ile muamele edilmis LGG bakterilerinin

adezyon ylizdeligi. Kontrol grubunda karvakrol bulunmamaktadir. Farkli
harfler (a, b, c, d, e), gruplar arasinda istatistiksel olarak anlam (p<0.05) ifade

etmektedir.

Karvakroliin Lacticaseibacillus rnamnosus GG’nin Antioksidan Ozelligine

Etkisi

Kekik yagi ve kekik suyunun ana bileseni olan karvakroliin, bir ¢ok sentetik
antioksidanlardan daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir
(Chroho vd., 2024). Sekil 4.9°da, farkli konsantrasyonlarda karvakrol varliginda
cogaltilmis LGG’ nin DPPH radikal siipiiriicii etkisi gosterilmektedir. Karvakrol tek

basina tiim konsantrasyonlarda %28-%57 arasinda antioksidan aktivite (DPPH siipiiriicii

33



etki) gostermektedir. LGG bakterisi ise tek basina %16 oraninda DPPH radikal siiptirme

kapasitesi gostermistir.

Karvakrol ile muamele edilen LGG susunun gosterdigi antioksidan aktivite ise %24 ile
%40 arasinda degigmistir. Bu sinbiyotik etkilesim, her iki bilesigin tek basina sergiledigi
aktivite diizeylerinin tizerine ¢gikmamais; karvakroliin dogrudan etkisinin, LGG ile birlikte
kullani1ldiginda tam olarak yansimadig1 goriilmiistiir. Bu durum, karvakroliin antioksidan
kapasitesinin LGG tarafindan kismen siirlanabilecegini ya da etkilesimin antioksidan

mekanizmayi sinerjik olarak degil, bireysel olarak siirdiirdiigiinii diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.9: Farkli konsantrasyonlarda karvakrol ile muamele edilmis LGG bakterilerinin
ve karvakroliin DPPH radikal siipiiriicii etkisi. Kontrol grubunda karvakrol
bulunmamaktadir. Farkli harfler (a, b, c, d, e, f, g), gruplar arasinda istatistiksel
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olarak anlam (p<0.05) ifade etmektedir.
Sekil 4.10, farkli konsantrasyonlarda karvakrol varliginda ¢ogaltilmis LGG’nin ABTS

radikal siiptiriicli etkisini gostermektedir. ABTS radikal siipiiriicii etkide, tek baslarina
karvakrol %40-52 ve LGG %40 antioksidan 6zellik gosterirken karvakrol ile biiytitiilen
LGG, %46-51 arasi antioksidan aktivite gostermektedir. Bu sinbiyotik etkilesim,
karvakroliin veya LGG’nin tek basina gosterdigi ABTS radikal siipiiriicii etkiden daha
yiiksek bir antioksidan aktivite gostermemektedir.

Fenolik bilesikler, sahip olduklar1 hidroksil gruplar1 sayesinde serbest radikalleri etkisiz
hale getirebilme kabiliyetleri ile gliclii antioksidan 6zellikler sergilemektedir (Pereira
vd., 2009). Bu bilesikler hem dogrudan redoks potansiyelleriyle hem de enzimatik
yollarla antioksidan savunma sistemlerini modiile ederek oksidatif stresi
azaltabilmektedir. Al mansori vd. (2020), karvakroliin in vitro FRAP, DPPH ve TEAC
analizlerinde 50 ila 1000 ppm araliginda artan konsantrasyonlarla birlikte antioksidan
aktivitesinin de anlamli sekilde yiikseldigini bildirmislerdir (Al-Mansori vd., 2020).
Benzer sekilde, Ozturk vd. (2024), laktik asit bakterileriyle fermente edilen bitkisel
infiizyonlarda, oplam fenolik madde igeriginin arttigini ve buna bagli olarak DPPH ve
ABTS gibi antioksidan aktivite parametrelerinde anlamli yiikselmeler gézlemlendigini
raporlamislardir (Ozturk vd., 2024). Wang vd. (2023) ise Lactobacillus plantarum ve
Lactobacillus acidophilus kullanilarak fermente edilen incir sularinda toplam fenolik
bilesiklerin ve antioksidan enzim aktivitelerinin arttigin1 gostermistir. Bu bulgular,
probiyotik destekli fonksiyonel gidalarda fenolik bilesiklerin kullaniminin hem bilimsel
hem de uygulamali agidan anlamli bir strateji oldugunu ortaya koymaktadir (Wang vd.,
2023). Ayrica Kim vd. (2022) yapmis oldugu g¢alismada, LAB'nin DPPH radikal
temizleme aktivitesi %2,55-6,88 araliginda, ABTS radikal temizleme aktivitesi ise
%19,69-86,26 arasinda oldugunu bulmuslardir (Kim vd., 2022).

Sonug olarak, bu ¢calismada karvakrol ve LGG'nin ayr1 ayr1 anlamli diizeyde antioksidan
aktivite gosterdigi, ancak birlikte kullanildiklarinda bu etkilerin belirgin bir sinerji
yaratmadig1 gézlemlenmistir. Bu durum, karvakroliin gii¢lii antioksidan yapisinin LGG
tarafindan kismen korunabildigini  gostermektedir. Ancak fenolik-probiyotik
kombinasyonunun etkisi, kullanilan konsantrasyon ve inkiibasyon siiresi gibi faktorlere
bagl olarak degisebileceginden, daha yiiksek sinerji hedefleniyorsa bu parametrelerin
dikkatle optimize edilmesi gerektigi anlasilmaktadir. Bulgular, Al-Mansori vd.

(2020)’nin karvakroliin konsantrasyona bagli etkilerini desteklerken, Oztiirk vd. (2024)
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ve Wang vd. (2023) tarafindan bildirilen fermente fenolik bilesiklerin antioksidan
kapasiteyi artirdigina yonelik bulgularla kismen 6rtlismemektedir. Bununla birlikte, elde
edilen degerlerin Kim vd. (2022)’nin LAB suslar1 i¢in bildirdigi araliklarla uyumlu

olmasi, caligmadaki verilerin literatiirle genel olarak tutarli oldugunu gostermektedir.

ABTS

100

80— a,ced

a,b,c,e,d

aed:

60 a,c,e,d:

a,ce : L
_—

)

T
40

204

Antioksidan Aktivitesi (%)

Sekil 4.10: Farkli konsantrasyonlarda karvakrol ile muamele edilmis LGG
bakterilerinin ve karvakroliin ABTS radikal siipiiriicii etkisi. Kontrol grubunda
karvakrol bulunmamaktadir. Farkli harfler (a, b, c, d, e), gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlam (p<0.05) ifade etmektedir.

4.8. Karvakroliin Probiyotik Safra Tuzu Hidrolaz (BSH) Enzimi Aktivitesi

Uzerine Etkileri

Safra Tuzu Hidrolazi1 (BSH), bagirsak mikroplar1 tarafindan ikincil safra asitlerine
doniistiiriilmeleri i¢in gerekli olan safra asitlerinin kritik dekonjugasyonunu baglatan bir
bakteriyel enzimdir (Linhorst ve Liibke, 2022). Bu tez calismasinda, karvakroliin
LGG’de bulunan BSH enzimi iizerine etkileri, hem kalitatif hem de kantitatif yontemle

arastirilmastir.
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a. BSH Enzim Aktivitesinin Kalitatif Tayini

Sekil 4.11 farkli konsantrasyonlarda karvakrol ile muamele edilen Lacticaseibacillus
rhamnosus GG (LGG) susunun safra tuzu hidrolazi (BSH) enzim aktivitesinin kalitatif
tayin sonuglarini géstermektedir. Zon ¢aplari sirasiyla A’da (Kontrol LGG) 14 mm, B’de
(25 pg/mL Karvakrol ile biyiitilmiis LGG) 16 mm, C’de (50 pg/mL Karvakrol ile
biiyiitilmiis LGG) 20 mm, D’de (100 ug/mL Karvakrol ile biiyiitiilmis LGG) 22,5 mm,
E’de (200 ug/mL Karvakrol ile biiyiitilmiis LGG) 26 mm ve F’de (300 ng/mL Karvakrol
ile blyitilmis LGG) 30 mm olarak olglilmistiir. Probiyotik bakterilerde safra tuzu
hidrolazi (BSH) enziminin varlig1, onlarin safra tuzlarina kars1 dayanikliligini artirmakla
birlikte, konak organizmada kan kolesterol diizeyinin diisiiriilmesine de katki saglar
(Noriega ve ark., 2006). Bu enzim, safra asitlerinin amid bagini (taurin ya da glisinle
bagli olan kismi) hidrolize ederek serbest safra asitleri olusturur. BSH enzim
aktivitesinin kalitatif tayininde olusan zonlar, konjuge bir safra asidi olan deoksikolik
asidin hidrolizini gostererek LGG tarafindan BSH enzimi tiretildigine dair kalitatif bir
kanit sunmaktadir. Karvakrol uygulanan tiim gruplarda kontrol grubuna kiyasla zon
capinda artis gozlemlenmis olup, bu durum LGG-—karvakrol sinbiyotik etkilesiminin

BSH enzim iiretimini olumlu yonde etkileyebilecegini diisiindlirmektedir.

Shehata vd. (2016), taurodeoksikolik asit igeren MRS agar ortaminda gergeklestirdikleri
calismada, dokuz laktik asit bakterisi izolatindan sekizinin farkli diizeylerde BSH
aktivitesi sergiledigini bildirmistir. Bu izolatlardan besi, kolonileri ¢evreleyen 2 mm’nin
tizerindeki genis cokelme zonlariyla yiiksek BSH aktivitesi gosterirken, dort sus ise 1,5
mm’nin altindaki daha kiiciik zonlarla digiik aktivite diizeyine sahip olarak
degerlendirilmistir. Bu sonuclar, BSH enzim aktivitesinin suslara 6zgii oldugunu ve
izolatlar arasinda anlamli farkliliklar gosterebildigini ortaya koymaktadir (Shehata vd.,
2016).

Sonug olarak, bu tez calismasinda karvakrol ile muamele edilen LGG bakterilerinin tim
konsantrasyonlarinda, kontrol grubuna kiyasla daha genis zon ¢aplarinin gozlemlenmesi,
LGG’nin BSH enzimi iiretiminde artis oldugunu kalitatif olarak ortaya koymaktadir. En
yiiksek zon ¢ap1 30 mm ile en yliksek karvakrol konsantrasyonunda elde edilmis olup,

bu durum karvakrolin LGG’nin BSH aktivitesini artirict yonde etkileyebilecegini
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diistindiirmektedir. Bu bulgular, Shehata vd. (2016) calismasiyla karsilastirildiginda,
onlarin farkli LAB suslari arasinda gozlemledigi zon ¢apina bagli BSH aktivite
diizeylerinin suslar aras1 farklilik gdosterebildigini ortaya koymasiyla paralellik
gostermektedir. Bu baglamda, karvakrol ile olusturulan sinbiyotik etkilesim, LGG
susunun BSH enzimi liretimini artirarak hem safra tuzlarina direngliligini gli¢clendirebilir
hem de kolesterol metabolizmasi iizerinde dolayli olarak olumlu etkiler saglayabilir.
Elde edilen veriler, karvakroliin probiyotik islevleri destekleyici bir biyoaktif bilesik

olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Sekil 4.11: Farkli konsantrasyonlarda karvakrol ile muamele edilmis LGG
bakterilerinin BSH enzim aktivitesinin Kkalitatif tayini. Kontrol grubunda
karvakrol bulunmamaktadir (A; Kontrol LGG, B; 25 pg/mL Karvakrol +LGG,
C; 50 pg/mL Karvakrol +LGG, D; 100 pg/mL Karvakrol +LGG, E; 200 pg/mL
Karvakrol +LGG ve F; 300 pg/mL Karvakrol +LGG’yi gostermektedir.).
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b. BSH Enzim Aktivitesinin Kantitatif Tayini

Sekil 4.12 ve Tablo 4.1, farkli konsantrasyonlarda karvakrol varliginda ¢ogaltilmis LGG
bakterilerinin BSH enzim aktivitesi ve spesifik aktivite degerlerini gostermektedir.
Enzim aktivitesi, serbest amino asit miktarina gére umol/mL biriminde hesaplanmus;
spesifik aktivite ise enzim aktivitesinin toplam protein miktarina oranlanilarak U/mg
biriminde ifade edilmistir. Kontrol grubuna kiyasla karvakrol uygulanan tiim gruplarda
spesifik enzim aktivitesinde artis gozlenmis, 6zellikle 200 pg/mL ve 300 pg/mL
konsantrasyonlarinda bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). En
yiiksek spesifik aktivite, 38,97 U/mg ile 300 ug/mL karvakrol grubunda 6l¢iilmiistiir. Bu
durum, yiiksek karvakrol konsantrasyonlarinin LGG’nin BSH enzimi {iretimini
artirabilecegini gostermektedir. Boylece karvakrol, probiyotik bakterinin safra tuzlarina
kars1 dayanikliligini artirarak gastrointestinal ortamda hayatta kalma potansiyelini

giiclendiren bir ajan olarak sinbiyotik etki gosterebilir.

Hernandez vd. (2021) yapmis oldugu ¢alismada, bes probiyotik laktik asit bakterisi
susunda BSH aktivitesi degerlendirilmistir. Bu ¢alismada, bir krem peynirden izole
edilen ve potansiyel probiyotik 6zellikler gosteren Lactobacillus plantarum DGIAL
susu, test edilen dort safra asidinde yiiksek dekonjugasyon aktivitesi sergilemistir. S6z
konusu safra asitleri olan sodyum glikokolat, glikodeoksikolat, taurokolat ve
taurodeoksikolat i¢in dekonjugasyon oranlari sirasiyla %69, %100, %81 ve %92 olarak

belirlenmistir (Hernandez-Goémez vd., 2021).

Sonug olarak, bu tez calismasinda LGG susunun karvakrol ile muamelesi, 6zellikle 200
ve 300 pg/mL konsantrasyonlarinda BSH enzim aktivitesi ve spesifik aktivite
diizeylerinde anlamli artiglara yol agmistir. En yiiksek spesifik aktivitenin 38,97 U/mg
olarak 300 pg/mL karvakrol grubunda elde edilmesi, karvakroliin LGG’nin safra asidi
hidroliz kapasitesini artirabilecegini digiindiirmektedir. Bu bulgu, karvakroliin sadece
antimikrobiyal degil, ayn1 zamanda probiyotik metabolizmay1 diizenleyici potansiyeliyle

de dikkat c¢ektigini gostermektedir.

Literatiirle de kiyaslandiginda, BSH enzim aktivitesi, sus 6zelliklerine ve ¢evresel ve

cevresel etkenlere bagl olarak degiskenlik gosterebildigi goriilmektedir. Bu baglamda,
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LGG’nin karvakrol gibi fenolik bilesiklerle birlikte kullanilmasi, safra tuzlarina karsi
dayanikliliginm1 artirarak gastrointestinal gecis sirasinda canliligini  koruma ve

fonksiyonel etki olusturma kapasitesini destekleyebilir.

Ayrica, BSH enziminin konjuge safra asitlerini dekonjuge etme yetenegi, bu asitlerin
geri emilimini azaltarak karacigerde safra asidi sentezini artirabilir (Fu vd., 2025). Bu
stirecte kolesterol, safra asidi sentezi ic¢in kullanildigindan, BSH aktivitesine sahip

probiyotiklerin konakgida kolesterol diizeylerini diisiirmeye katkida bulunabilecegi
bildirilmektedir.

Elde edilen bulgular, sinbiyotik yaklasimlarda karvakroliin fonksiyonel katkisini ortaya

koymak ac¢isindan 6nem tasimaktadir.
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Sekil 4.12: Farkli konsantrasyonlarda karvakrol ile muamele edilmis LGG
bakterilerinin  BSH enzim aktivitesi. Kontrol grubunda karvakrol
bulunmamaktadir. Farkli harfler (a, b, ¢), gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlam (p<0.05) ifade etmektedir.
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Tablo 4.1: Farkli konsantrasyonlarda karvakrol ile muamele edilmis LGG bakterilerinin
BSH enzim aktivitesi ve spesifik aktivite degerleri. Enzim aktivitesi, serbest
amino asit miktarina dayali olarak pmol/mL biriminde hesaplanmistir. Spesifik
aktivite, toplam protein miktarina boliinerek elde edilmistir. Kontrol grubunda
karvakrol bulunmamaktadir. Farkli harfler (a, b, c, d, e), gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlam (p<0.05) ifade etmektedir.

Protein miktar1 | Enzim Spesifik  Enzim
(mg) (ort. = SD) Aktivitesi Aktivitesi (U/mg)
(pmol/dk) (ort. | (ort. = SD)
+ SD)
Kontrol LGG 0,0183 + 0,005 0,2760 + 0,0255 | 15,44 + 2,662
25 ng/mL 0,0190 £ 0,0010 0,3063 +0,0085 | 16,12 + 1,352
Karvakrol + LGG
50 pg/mL 0,0184 £ 10,0025 0,3247 + 0,0335 | 17,64 + 0,543P
Karvakrol + LGG
100 pg/mL 0,0166 £+ 0,0008 0,2840 + 0,0057 | 17,14 + 1,223P
Karvakrol + LGG
200 pg/mL 0,0122 £ 0,0007 0,2862 £ 0,0111 | 23,42 +2,12°
Karvakrol + LGG
300 pg/mL 0,0066 + 0,0009 0,2581 +0,0213 | 38,97 +£2,19°¢
Karvakrol + LGG

4.9. Proteom Analizleri icin Ornek Hazirhg

LABSEM igerisinde ¢ogaltilan LGG, kontrol (karvakrol igermeyen) ve 200 pg/mL
karvakrol ile muamele edilmis gruplarina ait hiicresiz siipernatantlar, ekzoproteom
analizine yonelik olarak konsantre edilmistir. Konsantrasyon islemi sonrasinda elde
edilen protein 6rneklerinin toplam protein miktari tayin edilmis ve her bir bakteriyel

ekzoproteom Ornegi, 50 ug protein icerecek sekilde analizlerde kullanilmistir.
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4.10. 2 Boyutlu Jel Elektroforezi (2-DE)

Sekil 4.13’te Lacticaseibacillus rhamnosus GG (LGG) susuna ait ekzoproteomun 2D jel
gorilntiisii sunulmustur. Bu jel goriintiisiinde numaralandirilmis protein spotlari segilerek
analiz edilmistir. Tablo 4.2'de yer alan 2D jel goriintiilerine ait karsilastirmali analiz
sonuglari, proteom diizeyinde anlamli degisikliklerin meydana geldigini gostermektedir.
Belirlenen protein spotlar1 arasinda, Sekil 4.14’te 29 numarali spota ve Sekil 4.15°te 8

numarali spota ait yakinlastirilmis goriintiiler yer almaktadir.
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Sekil 4.13: LGG bakterisinin kontrol grubu (Karvakrol olmayan LGG) (A) ve muamele
grubu (200 ng/ mL Karvakrol ile biiyiitiilmiis LGG) (B) ekzoproteomunun 2D
jel goriintiileri. Numaralandirilmis spotlar secilmis ve MALDI-TOF/MS
protein tanimlama icin kullanilmistir.
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Karsilastirmali proteomik analizinde, bu spotlardan her ikisinin de en az 2 katlik degisim
gosterdigi (kat degisimi > 2) ve ANOVA analizine gore sirastyla 0,007 ve 0,0075 p-
degerleriyle istatistiksel olarak anlamli bulundugu belirlenmistir (p < 0,08) (Tablo
4.10.1). Bu bulgular, karvakrol ile muamele edilen LGG susunda proteomik profilin
onemli 6l¢iide degistigini ve 6zellikle bazi proteinlerin ekspresyon seviyelerinde belirgin
artis veya azalma oldugunu gostermektedir. Sonug olarak, karvakroliin LGG susunda

protein ifadesi lizerinde diizenleyici etkilere sahip olabilecegi one siiriilmektedir.

Tablo 4.2: 2D jel goriintiilerinin karsilastirmali analizi sonucu (kat degisimi > 2, ANOVA
p-degeri < 0,08)

ANOVA (p) Kat Degisimi
29 0,007 +9,8
8 0,0075 -3,6
Kontrol Karvakrol
-

Sekil 4.14: 29 numarali spotun 2D jel goriintiilerinin karsilastirmasi.

Kontrol Karvakrol

Sekil 4.15: 8 numarali spotun 2D jel goriintiilerinin karsilagtirmasi.
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4.11. Kiitle Spektrometrisi ile Protein Tanimlama

Bu tez ¢alismasinda, LGG susuna ait ekzoproteomun karakterizasyonu amaciyla 2D jel
elektroforezi sonrasi segilen protein spotlarinin tanimlanmasinda MALDI-TOF/MS
yontemi kullanilmig ve UniProtKB veritabani iizerinden yapilan MASCOT analizi

sonucunda anlamli proteinler tespit edilmistir.

Analiz sonucunda, 29 numarali spotta yer alan proteinin CHAP domain-containing
protein oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.3). CHAP (Cysteine, Histidine-dependent
Amidohydrolases/Peptidases) domaini, hiicre duvarindaki peptidoglikan yapisina
baglanarak amidaz ve peptidaz aktiviteleri sergileyen enzimatik bolgelerdir. Bu protein
ailesi, hiicre duvar1 remodelasyonu, hiicre bdliinmesi ve lizis gibi siireglerde 6nemli
roller tstlenmektedir (Anantharaman ve Aravind, 2003; Rigden vd., 2003). Ayrica,
CHAP domainli proteinlerin bakterinin g¢evresel streslere adaptasyonunda, savunma

mekanizmalarimin diizenlenmesinde ve hiicre duvari biitiinliigliniin korunmasinda etkili

oldugu bildirilmektedir (Albuquerque vd., 2021).

CHAP domain-containing protein’in hiicre dist bir protein olarak tespit edilmesi, bu
molekiiliin konak ortamiyla etkilesimde rol oynayabilecegine isaret etmektedir. Bu
durum, 6zellikle mukozal yiizeye adezyon, konak savunmalarindan korunma ve ¢evresel
streslere kars1i dayamiklilik gibi probiyotik Ozelliklerle iligkilendirilebilir. Ayrica,
karvakroliin bu proteinin ekspresyonunu arttirmasi, fenolik bilesiklerin hiicre duvari
iligkili proteinlerde diizenleyici rol oynayabilecegini diisindiirmektedir. Bu baglamda,
CHAP domain-containing protein’in varligi, LGG’nin gastrointestinal ortamda tutunma
kapasitesini ve hayatta kalma potansiyelini destekleyen bir biyobelirte¢ niteliginde

olabilir.

Diger yandan, 8 numarali spotta yer alan protein UPF0291 protein AWJ15 03705 olarak
tanimlanmistir. Bu protein, heniiz tam olarak fonksiyonel agidan karakterize edilmemis
olmakla birlikte, ¢esitli bakteri tiirlerinde korunmus bir protein ailesine aittir.
Literatiirde, UPF0291 ailesindeki proteinlerin, hiicre duvar1 yapisinin diizenlenmesi,
cevresel streslere yanit ve metabolik adaptasyon gibi ¢esitli islevleri iistlenebilecegi 6ne
stiriilmektedir (Marchler-Bauer vd., 2017); Galperin ve Koonin, 2004). Ayrica, bu

proteinlerin bazi hiicre zarmma bagli yapilarla etkileserek bakterinin tutunma ve
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kolonizasyon kapasitesine katki saglayabilecegi bildirilmistir (Zhang vd., 2025).

Bu tez ¢alismasinda elde edilen proteomik verilerde, her iki proteinin de karvakrol
muamelesine bagli olarak spot yogunluklarinda anlamli farklilik gézlemlenmistir. Bu
farkliliklar, spot yogunluklarinin en az 2 kat degisim gosterdigi ve p-degerlerinin 0,007
ve 0,0075 oldugu istatistiksel analizlerle desteklenmistir (Tablo 4.2). Bu bulgular,
karvakroliin LGG susunda belirli proteinlerin géreli miktarlarini (relative abundance)

etkileyebilecegini gostermektedir.

Ozellikle bu iki proteinin spot yogunlugundaki degisiklikler, karvakroliin sadece
antimikrobiyal bir ajan degil, ayn1 zamanda probiyotik bakterilerde ¢evresel adaptasyon
ve fonksiyonel yanitlarin diizenlenmesinde etkili bir biyoaktif bilesik olabilecegine isaret
etmektedir. Bu baglamda, CHAP domain-containing protein ve UPF0291 proteini,
karvakrol etkisine duyarli proteinler olarak, probiyotik etkinlik mekanizmalarinin

proteomik diizeyde anlasilmasina katki saglayabilecek potansiyel biyobelirteglerdir.

Tablo 4.3: MALDI-TOF/MS ile tanimlanan proteinler. Veritabani olarak UniProtKB

kullanilmustir.
Dizi
Kapsama Eslesen Molekiiler Hesaplanan ..

E%Ot Oram Peptit  Agirhik izoelektrik Protein Ad1 }ngﬁgzsgln
(% Sayism1  (Da) Nokta (pl) y
coverage)

8 69 9 9734 9,30 UPF0291 protein Hiicre Ici

29 30 13 42617 6,97 CHAP domain-containing Hiicre Dis1

protein
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, fenolik bilesiklerden biri olan karvakroliin, probiyotik bir bakteri olan
Lacticaseibacillus rhamnosus GG iizerindeki etkileri kapsamli bir sekilde incelenmistir.
Hipotezimiz, dogal olarak bircok gidada bulunan karvakrolin LGG’nin probiyotik
Ozelliklerinin gelisimine ve proteomik profiline olumlu katkilar saglayabilecegi yoniindeydi.
Bu dogrultuda, karvakroliin LGG’nin biiylime, adezyon, oto ve ko-agregasyon, safra tuzu ve
pepsin direnci, antioksidan aktivite ve enzim iiretimi gibi temel probiyotik fonksiyonlar

tizerindeki etkileri ve ekzoproteom iizerine etkileri detayli olarak analiz edilmistir.

Calisma sonuglari, karvakroliin LGG’nin biiylimesini engellemedigini ve hatta belirli
konsantrasyonlarda bakteriyel biiylimeyi destekledigini gostermistir. Bu bulgu, karvakroliin
giiclii antimikrobiyal 6zelliklerine ragmen, probiyotik bakteri olan LGG iizerinde inhibisyon
yaratmadigini ortaya koymustur. Oto-agregasyon testlerinde, 6zellikle 300 pg/mL karvakrol
konsantrasyonunda %22’ye varan artis gozlenirken, daha diisiikk konsantrasyonlarda énemli
bir degisim izlenmemistir. Ko-agregasyon analizlerinde ise karvakroliin LGG nin patojenik
bakteriler E. coli ve S. aureus ile etkilesiminde konsantrasyon ve zaman faktoriine bagh
farkli etkiler ortaya ¢ikmustir; 6zellikle 200 pg/mL konsantrasyonunda S. aureus ile ko-
agregasyon artmistir. Bu durum, karvakrolin LGG’nin patojenlere kars1 savunma

mekanizmalarin etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.

Antioksidan kapasite testlerinde, karvakroliin kendisi yiiksek antioksidan aktivite sergilemis
olsa da, karvakrol ile biiyiitilen LGG’nin antioksidan kapasitesinde anlamli bir artis
gozlenmemistir. Bu bulgu, karvakroliin antioksidan ozelliklerinin dogrudan probiyotik
bakteri aktivitesini artirmadigin1 ancak potansiyel olarak bagirsak ortaminda baska faydalar

saglayabilecegini gostermektedir.

LGG’nin adezyon kapasitesi ise 0zellikle 200 ng/mL karvakrol konsantrasyonunda %11
oraninda anlamli sekilde artmistir. Bu da karvakroliin, probiyotik bakterinin gastrointestinal
mukozaya tutunma yetenegini artirarak kolonizasyon etkinligini destekleyebilecegini

gostermektedir.
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Safra tuzu dayaniklilig1 testlerinde, karvakrol ile muamele edilen gruplarda genel olarak
kontrol grubuna kiyasla dayaniklilikta anlamli bir artig goriilmemistir. Ancak 50 pg/mL

konsantrasyonunda dayaniklilik korunmustur.

Pepsin direnci agisindan ise tiim karvakrol konsantrasyonlarinda bir azalma saptanmistir. Bu
sonug, karvakroliin LGG’nin mide asidine kars1 direncini azaltabilecegine isaret etmektedir

ve probiyotik etkinlik agisindan dikkate alinmasi gereken 6nemli bir bulgudur.

Bunun yani sira, safra tuzu hidrolaz1 (BSH) enzimi analizinde, karvakrol ile muamele edilen
LGG gruplarinda enzim aktivitesinde belirgin artislar gdzlenmistir. Ozellikle 200 ve 300
ng/mL konsantrasyonlarinda spesifik enzim aktivitesi anlamli diizeyde artarak LGG’nin
safra tuzlarina karsi toleransini giiclendirmistir. Bu bulgu, karvakroliin probiyotik bakterinin
gastrointestinal ortamda hayatta kalma sansini artiran onemli bir sinbiyotik ajan

olabilecegini desteklemektedir.

Proteomik analizlerde ise LGG proteomunda CHAP domain-containing protein ve UPF0291
protein AWJ15 03705 tespit edilmistir. CHAP domainli proteinlerin bakteriyel hiicre duvari
modifikasyonu ve savunma mekanizmalarinda kritik rol oynadigi bilinirken, UPF0291
ailesindeki proteinlerin ise bakteriyel adaptasyon ve stres yanitinda gorev aldigi
bildirilmektedir. Bu proteinin varligi, karvakroliin LGG’nin protein profili ve dolayisiyla

fizyolojisi lizerindeki diizenleyici etkilerine isaret etmektedir.

Genel olarak, karvakrol ile LGG arasinda pozitif bir sinbiyotik etkilesim oldugu ve
karvakroliin baz1 probiyotik 6zellikleri gelistirdigi sonucuna varilmistir. Ancak karvakroliin
pepsin direncini diislirmesi gibi bazi1 olumsuz etkileri de géz oniinde bulundurulmalidir. Bu
nedenle, fenolik bilesiklerin probiyotik bakterilerle birlikte kullanimi, her iki bilesenin

ozellikleri ve dozajlar dikkate alinarak optimize edilmelidir.

Gelecekteki calismalar igin, karvakrolin LGG’nin pepsin direncine olumsuz etkisini
azaltmaya yonelik stratejiler arastirilabilir. Karvakrol ve benzeri fenolik bilesiklerin, farkli
probiyotik suslar tizerindeki etkileri arastirilabilir ve susa 6zgii yanitlar belirlenebilir.
Boylece daha etkili sinbiyotik kombinasyonlar gelistirilebilir. Karvakrolin LGG

proteomunda tespit edilen proteinler lizerindeki etkileri, daha derinlemesine fonksiyonel ve
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yapisal analizlerle incelenebilir. Ozellikle CHAP domain-containing protein ve UPF0291
ailesi proteinlerin rolii gen ekspresyonu, protein-protein etkilesimleri ve probiyotik
fonksiyonlart agisindan degerlendirilebilir. In vivo c¢alismalarla, karvakrol ile
zenginlestirilmis probiyotiklerin bagirsak mikrobiyotast ve konak bagisiklik sistemi
tizerindeki etkileri arastirilabilir. Bu sayede laboratuvar bulgular1 klinik veya gida endiistrisi
uygulamalarina tasimabilir. Probiyotiklerin gastrointestinal ortamda hayatta kalma
kapasitelerini artirmak i¢in, probiyotik tasiyict matrisler ve prebiyotik desteklerin birlikte

kullanimi incelenebir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasi, fenolik bilesik karvakrol ile probiyotik Lacticaseibacillus
rhamnosus GG susu arasindaki etkilesimleri ayrintili sekilde ortaya koyarak sinbiyotik iiriin
gelistirme alaninda 6nemli bir temel saglamistir. Bu bulgular, probiyotik fonksiyonlarini
giiclendiren yeni dogal katki maddelerinin kesfi ve uygulanmasi acisindan yol gosterici

olabilir.
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EKLER

EK 1: Probiyotik Bakterilerin Safra Tuzu Hidrolaz (BSH) Enzim Aktivitesi i¢in glisin
standart grafigi.
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EK 2: Probiyotik Bakterilerin Safra Tuzu Hidrolaz (BSH) Enzim Aktivitesi i¢in Bradford
BSA protein tayini Bradford standart grafigi.
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EK 3: Proteom analizi i¢in 2D Quant kit protein tayini BSA standart grafigi.
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MATRIX
SCIENCE

MASCOT Search Results

EK 4: 8 numarali spotun MALDI-TOF/MS protein tanimlama analiz sonucu.

Protein View: tr| AOA2A5L7A6| AOA2A5L7A6_LACRH

UPF0291 protein AWJ15_03705 OS=Lacticaseibacillus rhamnosus

0X=47715 GN=BWR10_07730 PE=3 SV=1

Database: Lacticasebacillus_rhamnosus
Score: 46
Expect: 0.47

Monoisotopic mass (M;): 9734
Calculated pI: 9.30

Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of

tr|AOA2AS5L7A6|A0A2A5L7A6_LACRH against nr.

Search parameters

Enzyme:

Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)
Variable modifications: Oxidation (M)

Mass values searched: 59

Mass values matched: 9

Protein sequence coverage: 69%

Matched peptides shown in bold red.

1 MAEQPKERLD RINELAKKDR SVGLTPEEKI ERQKLREAYL KDFRAGLRDQ

51 IEHTQVFDKK GHEITSKKVQ KIQREHGWRE D

Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.

Unformatted sequence string: 81 residues (for pasting into other applications).

Sort by @ residue number O increasing mass
Show ® matched peptides only O predicted peptides also

O decreasing mass

Start — End Observed Mr (expt) Mr (calc) Delta M Peptide

228 857.0260 B856.0187 856.4402 -0.4215 1 M.AEQPKER.L

1%~ 1% 687.3727 686.3654 686.3963 -0.0308 0 R.INELAK.K

12 - 18 815.1324 814.1252 814.4912 -0.3660 1 R.INELAKK.D

19 - 29 1230.6028 1229.5956 1229.6252 -0.0296 1 K.DRSVGLTPEEK.I

21 - 29 959.4872 958.4800 958.4971 -0.0172 0 R.SVGLTPEEK.I

30 - 36 942.7670 941.7597 941.5770  0.1827 2 K.IERQKLR.E

35 - 41 892.9958 891.9885 891.5178  0.4707 1 K.LREAYLK.D

6L =71 1254.5605 1253.5532 1253.7092 -0.1560 2 K.GHEITSKKVQK.I

72 - 79 1082.0262 1081.0189 1080.5577 0.4612 1 K.IQREHGWR.E
No match to: 681.9611, 700.4938, 701.3773, 709.2192, 716.3999, 738.3349,
754.2773, 819.0695, 823.0899, 829.4623, 835.0552, 841.0533, 842.5099, 853.5027,
855.0257, 861.0471, 871.0059, 877.0223, 889.4763, 906.5049, 908.9726, 926.8474,
994.1384, 1008.5174, 1045.5641, 1060.0407, 1066.0474, 1068.5334, 1079.0878,
1098.0028, 1116.5469, 1132.5405, 1190.5442, 1213.5767, 1240.6290, 1249.9425,
1271.0448, 1293.0368, 1309.0081, 1345.5417, 1430.7035, 1435.6480, 1462.7294,
1497.5216, 1545.7451, 1594.6926, 1671.8755, 1708.8050, 1734.8132, 1964.8881
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EK 5: 29 numarali spotun MALDI-TOF/MS protein tanimlama analiz sonucu.

NiaRs MASCOT Search Results
Protein View: tr|AOA508YNS8|AOAS08YNS8_LACRH

CHAP domain-containing protein OS=Lacticaseibacillus rhamnosus 0X=47715
GN=E6L36_14775 PE=4 SV=1

Database: Lacticasebacillus_rhamnosus
Score: 69

Expect: 0.0022

Monoisotopic mass (M;): 42617

Calculated pI: 6.97

Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of tr| AOAS08YNS8|AOA508YNS8_LACRH
against nr.

Search parameters

Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.

Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)
Variable modifications: Oxidation (M)

Mass values searched: 53

Mass values matched: 13

Protein sequence coverage: 30%
Matched peptides shown in bold red.

1 MKFNKAMMTL VAAVTLAGSV SAVTPVFADT SASIASNKSE TNDLLKQIEA
51 ANTEVINLNK QIDAKNGEIS DATAKISATD AKIASLSGEI TAAQKNVAAR
101 KNNLKDQLIS LQKKAGSSVS GNVYIDFVLN SQSLSDLIAR TMTVGKLSQA
151 SKDALDAVTV AKDKLAALKS EQETARQTLV STKASLETQK SQLETLQKTA
201 SDKQDALNKE IADHKDELVA LQSQFAQEQS EAAKATQAAL KTAAASTASS
251 STSSTSNKSA NSSVLSTGTS STNTSSNSGA SSTVISSNTA SGSGSHADYS
301 GSGNTYPWGQ CTWYVKSVAS WAGNGWGNGA EWGASARAAG FTVNHTPAAG
351 SIIVFAAGQS VGGQWTADGS YGHVAYVQSV SGDSVTITQG GMGFSSPTGP
401 NTQTISGASS YVYIHR

Unformatted sequence string: 416 residues (for pasting into other applications).

Sort by @ residue number O increasing mass O decreasing mass
Show ® matched peptides only O predicted peptides also

Start — End Observed Mr (expt) Mr (calc) Delta M Peptide
39 - 46 919.5043 918.4970 918.4658 0.0312 0 K.SETNDLLK.Q
47 - 60 1556.8321 1555.8248 1555.8205 0.0042 0 K.QIEAANTEVINLNK.Q
66 - 15 1005.5054 1004.4981 1004.4774 0.0207 0 K.NGEISDATAK.I
83 - 95 1288.7257 1287.7185 1287.7034 0.0151 0 K.IASLSGEITAAQK.N
106 - 113 944.5604 943.5531 943.5338 0.0193 0 K.DQLISLQK.K
163 - 169 758.4888 757.4815 757.4698 0.0118 1 K.DKLAALK.S
170 - 176 820.4011 819.3938 819.3722 0.0216 0 K.SEQETAR.Q
177 - 183 776.4415 775.4342 775.4440 -0.0098 0 R.QTLVSTK.A
191 - 198 946.5470 945.5398 945.5131 0.0267 0 K.SQLETLQK.T
199 - 209 1190.6281 1189.6208 1189.5939 0.0269 1 K.TASDKQDALNK.E
204 - 209 687.9591 686.9518 687.3551 =-0.4033 0 K.QDALNK.E
210 - 234 2785.3414 2784.3341 2784.3566 -0.0225 1 K.EIADHKDELVALQSQFAQEQSEAAK.A
235 - 241 702.4279 701.4206 701.4072 0.0135 0 K.ATQAALK.T

No match to: 681.9393, 687.3896, 696.1281, 709.2529, 713.1968, 797.3826, 819.0959,
823.1241, 825.0674, 835.0630, 841.0349, 842.5309, 845.0492, 853.6029, 855.0314, 857.0131
861.0295, 871.0279, 877.0053, 892.9774, 906.5258, 908.9560, 930.4823, 968.4965, 994.1607,
1024.5364, 1045.5893, 1066.0420, 1069.5313, 1072.0557, 1082.0258, 1088.0280, 1310.6644,
1539.7959, 1561.7404, 1578.7631, 1594.7303, 1685.7816, 1791.7449, 2211.0871
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