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OZET

SIRKADIYEN RITIMLERI BOZULMUS FARELERDE PROBIYOTIK
TAKVIYESININ BAGIRSAK GECIRGENLIGI VE DIYABET ILE ILISKILI
PARAMETRELER UZERINE ETKILERININ DENEYSEL OLARAK
ARASTIRILMASI

Arzou KIOSE SERIF
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Beslenme Bilimleri Ana Bilim Dali
Yiksek Lisans, Ocak/2023
Danisman: Dog. Dr. Mehtap UNLU SOGUT

Caligmamizda deneysel olarak aydinlik/karanlik dongiileri degistirilerek
sirkadiyen ritimleri bozulmus hayvan modellerinde, probiyotik takviyesinin; diyabet
ve bagirsak bariyer gecirgenligi belirtegleri iizerindeki etkisinin aragtirilmasi
amaglanmistir.

Her biri 8 Balb/c faresinden olusan 3 farkli deney hayvant grubu
olusturulmustur. Birinci grup kontrol grubu, ikinci ¢alisma grubu sirkadiyen ritimleri
aydinlik/karanlik dongiileri degistirilerek bozulmus grup ve {igiincli calisma grubu
sirkadiyen ritimleri aydinlik/karanlik dongiileri degistirilerek bozulmus ve ¢alismanin
8. haftasindan 16. haftasina (¢caligmanin sonu) kadar probiyotik takviyesi yapilan
gruptur. Ug deney hayvam grubu da tiim g¢aligma boyunca standart yem ile
beslenmistir, agirlik degisimleri haftalik olarak takip edilmistir. Biyokimyasal
analizler i¢in ELISA yontemi kullanilmaistir.

Calismamizin sonucunda sirkadiyen ritimleri bozulmus gruplar arasinda
baslangi¢ ve son tartimlar arasindaki agirlik degisimlerinde istatistiksel olarak anlaml
farkliliklar gozlenmistir (p<0,05). Sirkadiyen ritimleri bozulan farelerde instilin
veHOMA-IR degerlerinde kontrol grubuna kiyasla artis QUICKI degerinde ise azalma
saptanmistir (p<0,05). Aclik kan glukozu ve zonulin diizeylerindeki degisimler
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

Sirkadiyen ritimleri bozulmus farelerde probiyotik takviyesinin agirlik
kazanmimini, serum zonulin diizeyleri, Insiilin, HOMA-IR ve QUICKI diizeylerine
olumlu etki gdsterdigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Sozciikler: Sirkadiyen ritim, Zonulin, Bagirsak gegirgenligi, Insiilin direnci,
Probiyotik



ABSTRACT

EXPERIMENTAL INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF PROBIOTIC
SUPPLEMENTATION ON INTESTINAL PERMEABILITY AND DIABETES-
ASSOCIATED PARAMETERS IN MICE WITH DISRUPTED CIRCADIAN
RHYTHMS

Arzou KIOSE SERIF
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Nutrition Sciences
Master, January/2023
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehtap UNLU SOGUT

In our study, in animal models whose circadian rhythms were disrupted by
changing the light/dark cycles experimentally, probiotic supplementation; It was
aimed to investigate the effect on diabetes and intestinal barrier permeability markers.

Three different experimental animal groups, each consisting of 8 Balb/c mice,
were formed. The first group was the control group, the second study group was the
group whose circadian rhythms were disrupted by changing the light/dark cycles, and
the third study group was the group whose circadian rhythms were disrupted by
changing the light/dark cycles and were supplemented with probiotics from week 8 to
week 16 (end of the study). All three experimental animal groups were fed with
standard chow throughout the study, and weight changes were followed weekly.
ELISA method was used for biochemical analysis.

As a result of our study, statistically significant differences were observed
between the groups with impaired circadian rhythms in weight changes between the
initial and final weights (p<0.05). In mice with impaired circadian rhythms, insulin
and HOMA-IR values were increased compared to the control group, and QUICKI
value decreased (p<0.05). Changes in fasting blood glucose and zonulin levels were
not statistically significant (p>0.05).

It was concluded that probiotic supplementation had a positive effect on weight
gain, serum zonulin levels, Insulin, HOMA-IR and QUICKI levels in mice with
impaired circadian rhythms.

Keywords: Circadian rhythm, Zonulin, Intestinal permeability, Insulin resistance,
Probiotic
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1. GIRIS

Memeli canlilarin metabolizmasi, Diinya'nin 24 saatlik aydinlik-karanlik
dongiisiiyle senkronize olan sirkadiyen ritimlere uyum saglar. Bu ritimler; Beyinde,
hipotalamusun suprakiazmatik ¢ekirdeginin (SCN) merkezi saati tarafindan kontrol
edilir. Boylece karaciger, kaslar, yag dokusu ve pankreas gibi periferik organlarin
saatlerini senkronize eder ve dokularda ¢alisan biyolojik saatler glukoz homeostazini
diizenlemede 6nemli rol oynamaktadir (Kalsbeek vd., 2014). Periferik organlar,
SCN'den bilgi aldiktan sonra, aydinlik-karanlik ortama uyum saglamak i¢in glukoz
emilimi, insiilin sekresyonu ve insiilinin duyarliligindaki giinliik dalgalanmalari

diizenler (La Fleur vd., 2001).

Sirkadiyen ritim bozukluklar: giinlimiiz sartlarinda olduk¢a yaygindir (Khalyfa
vd., 2017). Vardiyali ¢calisma sistemleri, uzun uguslardan kaynaklanan jet gecikmesi
uzun siire yapay 1s1ga maruz kalma gibi faktorler bunun baslica nedenleridir (Parkar
vd., 2019). Sirkadiyen ritmin bozulmasi bir¢ok saglik sorununun goriilme sikligini
onemli Ol¢iide arttirmaktadir (Potter vd., 2016). Sirkadiyen ritim bozukluklari,
besinlerin alim zamanmi ve miktarin1 degistirebilir ve bagirsak mikrobiyota
kompozisyonunun disbiyozuna (bagirsak bariyerinin ve mikrobiyotanin bozulmasi)
yol agabilen metabolik disbiyoz ile gii¢lii bir sekilde iliskilidir (Mortas vd., 2020). Bu
artan bagirsak gecirgenligi icin tetikleyicidir. Ayrica insiilin duyarliligini azaltarak

kilo alimina ve diyabete katkida bulunabilir (Kawabe vd., 2014; Khalyfa vd., 2017).

Bagirsak mikrobiyotas1 ve sirkadiyen saat konak metabolizmasini diizenlemek
icin birbirleriyle karsilikli etkilesim halindedir (Cui vd., 2016; Kuang vd., 2019).
Bagirsak mikrobiyotasinin ve metabolitlerinin modiilasyonu yoluyla T2DM (Tip 2
Diabetes Mellitus) gelisiminde sirkadiyen saatin diizenlenmesinin énemli bir etkiye

sahip oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur (Ding ve Xiao, 2020).

Probiyotikler viicuda yeteri miktarda alindiginda bagirsak florasin1 dengeleyen,
konakginin sagligina olumlu etkiler saglayan ve bagisiklik fonksiyonlarimi diizenledigi
gosterilen canli mikroorganizmalardir (FAO, 2002). Probiyotik takviyesinin bagirsak
ortamimin mikrobiyom bilesimini, bagirsak bariyer gecirgenligi ve diyabet
belirteglerini etkiledigi goriilmiistiir (Gomes vd., 2014; Salgago vd., 2019). Bu sebeple
calismamizda probiyotik kullanimi belirlenmistir. Insanlarm degisen ¢alisma

kosullar1, yasam sartlar1 ve bunlarin hepsinin sirkadiyen ritme olan etkisi nedeniyle



bozulmus sirkadiyen ritmin tiim yasamsal metabolik faaliyetlere ve yasam kalitesine
etki etmesi sebebiyle probiyotik uygulamasmin etkili bir yontem olabilecegi

distiniilmektedir.

Yapilan literatlir taramasinda; Bagirsak mikrobiyotasi ve sirkadiyen saat
arasindaki ¢ift yonli iliskinin, T2DM'nin olusumu ve gelisimi ile baglantili sirkadiyen
bozulmalarin etkilerini iyilestirmek icin probiyotikler ve hedeflenen prebiyotikler gibi
bagirsak mikrobiyotasina yonelik tedavilerin arastirilmasina ihtiya¢ duyuldugunu
bildiren ¢alismalar mevcuttur (Ding ve Xiao, 2020). Ancak sirkadiyen ritim ile
bagirsak gegirgenligi, diyabet belirtecleri ve probiyotik takviyesi arasindaki ortak

iligkinin degerlendirildigi kapsamli bir ¢calismaya rastlanmamastir.

Calismamiz aydinlik/karanlik dongiileri degistirilerek sirkadiyen ritimleri
bozulmus hayvan modellerinde, probiyotik takviyesinin; diyabet ve bagirsak bariyer
gecirgenligi belirtegleri lizerindeki etkisinin arastirilmasi, probiyotiklerin sirkadiyen
ritmin diizenlenmesini hedefleyen yeni bir terapotik secenek olma potansiyelini

degerlendirmek amaciyla tasarlanip yiirtitiilm{istir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sirkadiyen Ritim Tanimi

Biyolojik saatler olarak da adlandirilan sirkadiyen ritimler yaklasik 24 saatlik
bir dongli uzunluguna sahip olan davranissal, fizyolojik ve molekiiler siire¢lerdeki
degisiklikleri ifade etmektedir (Hastings vd., 2003; Ozbayer vd., 2011; Gumz,
2016). Sirkadiyen terimi “circa’’ ve ‘‘diem” olan iki Latince kelimeden tiiretilmistir,
“yaklagik olarak bir giin” anlamina gelmektedir. (Bass ve Takahashi, 2010).
Okaryotik yasamin temel bir pargasi olan sirkadiyen ritimler, diinyanin kendi ekseni
etrafinda donmesi ile yaklasik 24 saatlik bir siire icinde meydana gelen aydinlik ve
karanlik dongiilerle sonuglanir. Sirkadiyen ritimler, dis ipuclariyla (6rn. 151k, sicaklik,
yiyecek) senkronize olan ve hayatta kalmak i¢in gerekli olan davranislari kontrol eden

icsel biyolojik sinyallerdir (Hastings vd., 2003).

Tim canlilarin  (6rnegin, memeliler, bitkiler, mantarlar ve bakteriler)
hiicrelerinde var olan sirkadiyen ritimleri, hiicre i¢i diizeyde bulunabilir ve
metabolizmanin tim yonlerini etkileme yetenegine sahiptir (Hastings vd., 2003;

Dunlap ve Loros, 2016).
2.1.1. Sirkadiyen Ritmin Diizenlenmesi

Memeli sirkadiyen ritimleri, viicudun diger bolgelerindeki periferik saatleri
senkronize eden hipotalamusun suprakiazmatik g¢ekirdeginde bulunan endojen bir
merkezi saat (dahili biyolojik saat) tarafindan diizenlenir. Aydinlik/karanlik dongiisii,
SCN’de merkezi sirkadiyen saati diizenleyen en giiclii zeitgeber’dir (digsal uyarici
faktor). Periferik saatler ayrica beslenme, egzersiz gibi davranigsal faktorler tarafindan

da etkilenir (Bass ve Takahashi, 2010; Dunlap ve Loros, 2016; Parkar vd., 2019).

Sabah giines dogdugunda bu sinyal goéz araciligiyla alinir. Retinanin i¢
katmanlari, 1518a duyarl: retina ganglion hiicreleri (ipRGC) olan gangliyon hiicrelerini
icerir (Provencio vd., 2000; Berson vd., 2002). Uzun siireli 11k sinyali alimimnin etkisi
altinda suprakiazmatik c¢ekirdekteki (SCN) ventromedial néron grubuna ulasan bir
aksiyon potansiyeli sinyali tretir (Abrahamson vd., 2001). Burada, saat kontrolli
genler (CCG)'in ifadesi etkinlestirilir ve dis g¢evre ile genel organizma
senkronizasyonu saglanmis olur. Efferent sinir lifleri daha sonra ana saatten gelen

girdileri beyindeki ve diger organlardaki farkli merkezlere yansitir (Dibner vd., 2010).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/efferent-nerve

Ana saat 24 saatlik aydinlik-karanlik dongiisiinii (giinliik dongii) takip eder ve
serotonin ve norepinefrin gibi ndrotransmitterlerin salinimini koordine eder. Serotonin
ve norepinefrin, uyaniklik sirasinda daha yiiksek seviyelerde bulunurken, melatonin
tiirler arasinda giinliik veya gece uyku dongiilerinden bagimsiz olarak gece boyunca
zirve yapar. SCN ayrica periferik organlarda (karaciger, bobrek ve kalp) ve bagisiklik
hiicrelerinde bulunan saat genlerini uyumlu hale getirir (Oyama vd., 2014). Clock,
Perl, Per2, Bmall, Cryl ve Cry2 gibi saat genleri, kendi kendini siirdiirebilen
transkripsiyonel/translasyonel geri besleme dongiileri araciligiyla molekiiler diizeyde
sirkadiyen siirecleri diizenleyen proteinler iiretmek igin haberci riboniikleik asitleri

(mRNA’lar) ifade eder (Dunlap, 1999).

Periferik sirkadiyen saatler, sirkadiyen saat genlerinin ifadesini yonlendirmek
icin gevresel ve dahili sinyalleri toplayan bir viicut organlar sistemidir. Hemen hemen
her hiicrenin ¢ekirdeginde bulunur (6rnegin, enterosit, hepatosit, miyosit, adiposit) ve
ana saatin sirkadiyen ritimlerine bagimli ve onlardan bagimsiz olarak sirkadiyen

ritimler ve salinimlar gosterir.

Merkezi saat agirlikli olarak ¢evresel aydinlik/karanlik dongiisiine yanit
verirken, periferik saatler dolayli olarak merkezi saati diizenleyen diger zeitgeberlere
Ornegin otonom sinir sistemi, viicut 1sis1, hormon metabolitleri ve diyet, zamanlama,
besin alimmin igerigi yani beslenme/aglik dongiilerine yanit verir (Albrecht, 2012;
Mattson vd., 2014). SCN genelde tiim sistemin senkronizasyonunu saglamasina
ragmen besin alimi periferik saat periyodikligini ana saatten ayirabilmektedir. Bu
durumlarda, daha fazla bagisiklik sistemi aktivasyonu ve metabolik islev bozuklugu
meydana gelebilmektedir (Damiola vd., 2000; Albrecht, 2012). Ornegin, pankreatik
B hiicre saati, insiilin sentezi ve salgilanmasi ile diizenlenir (Perelis vd., 2015).
Adiposit saati, yemegin zamanlamasi ve yemegin igerigi tarafindan diizenlenir
(Paschos vd., 2012). Merkezi saat tiim periferik saatleri kontrol etse de merkezi saatten
gelen sinyallerin engellenmesi periferik saatlerde sirkadiyen ritimleri tamamen
ortadan kaldirmaz, ancak bu periferik ritimlerin harici ipuglariyla senkronizasyonunun
bozulmasma neden olur (Guo vd., 2006). Merkezi sirkadiyen ritim, periferik
organlarda bulunan sirkadiyen ritimler ve digsal uyarici faktorler arasindaki iliski sekil

2.1.”de gosterilmistir.



Merkezi

Isik Saat

Periferik
Saatler

Sekil 2.1. Merkezi sirkadiyen ritim, periferik saatler ve digsal uyarici faktorler
arasindaki iliski

Isik bilgisi, retinohipotalamik yol araciligiyla retinadan suprakiazmatik cekirdege
(SCN) iletilir. Suprakiazmatik c¢ekirdek, mide, bagirsak epitel hiicreleri, karaciger, yag
hiicreleri, pankreas ve kas dokusundaki periferik saatleri uyarmaktadir. Bu organ veya
dokularda bulunan periferik saatler igin bir baska uyaran da beslenmedir. Diyete eslik eden
sinyallerin bir kisminin mikrobiyal metabolitler araciligiyla periferik saatlere iletildigi ve
beslenmenin bagirsak mikrobiyotasini da etkiledigi kabul edilmektedir ve farkli mekanizmalar
araciligiyla iist kiyazmatik ¢ekirdegi etkileyebilmektedir (Matenchuk ve digerleri, 2020).

2.1.2. Sirkadiyen Ritmi Etkileyen Faktorler
2.1.2.1. Isik

Dis ortamdan goze gelen 1sinlar gozden SCN’ye inputlar gondererek sirkadiyen
ritmi bozmaktadir. Giiniimiiz sartlarinda vardiyali ¢alisma saatleri ve artmis ekran
stireleri gece artmis yapay 1siga maruz kalmaya neden olarak, sirkadiyen ritmin

bozulmasina sebep oldugu bildirilmektedir (Burgess ve Molina, 2014).
2.1.2.2. Melatonin

SCN’un major etki ettigi organlardan biri de pineal glanddir. Pineal glandin
primer islevlerinden birisi karanlik etkisiyle triptofandan melatonin sentezlemektir ve
bu islev memeli canlilarin tamaminda ritmik olarak gerceklesmektedir. Melatonin
salinimi, havanin kararmasiyla beraber artmaya baslar (21:00-22:00°de) ve gece en
yiiksek diizeylere gelir (02:00-03:00’da). Havanin aydinlanmaya baglamasindan 6nce
melatonin seviyeleri keskin bir diisiis gosterir ve 07:00-09:00° da son bulur. Melatonin
salmmmi, SCN tarafindan etkilendiginden output olarak iglev goriir. Ayrica
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organizmaya zaman bildirilmesi agisindan input olarak da gorev yapar

(Satyanarayanan vd., 2018).
2.1.2.3. Uyku

Geg saatte uyuma egiliminde olan kisiler, normal uyku diizenine sahip bireylere
gore saglik problemleri gelismesi agisindan daha biiytik risk altindadirlar. Ciinkii geg
saatte uyuma egiliminde olan insanlarin yemek yeme davranist dinlenme donemine
daha yakin olma egilimindedir. Bu egilimleri nedeniyle bu bireylerin merkezi saat

ritimleri ile bagirsak ritimleri birbirinden ayrilmaktadir (Emens vd., 2009).
2.1.2.4. Jet-Lag

Jet lag; uyku bozukluklari, istahta degisiklik, genel yorgunluk, diisiik
performans, mide-bagirsak islevinde degisiklikler ve genel bir rahatsizlik veya
huzursuzluk hissi ve ruh hali bozuklugu ile karakterize edilen, birkag zaman diliminde
uzun mesafeli uguslarla iligkili bir sendromdur. Kalkis yerinin varis yerindeki
aydinlik/karanlik donglisii arasindaki uyusmazlik oldugunda bu durum bireyler

acisindan ¢esitli sorunlara yol agabilmektedir (Pavlova, 2017).
2.1.2.5. Ogiin Zamam

Sirkadiyen saat ve metabolizma arasindaki siki etkilesim nedeniyle, besin
aliminin zamanlamasi konake¢1 viicut agirligini ve metabolik durumu modiile etmek
icin 6nemli bir parametredir. Periferik organlarinda bulunan saatler, sirkadiyen ritmi
diizenlemede Onemli bir rol oynamaktadir. Dinlenme zamani gibi yanlis veya
alisilmadik saatlerde yemek yemek (6rn. gece yemek yeme), merkezi sirkadiyen saat
ile bagirsak ve karaciger gibi organlarin periferik sirkadiyen ritimlerinin

senkronizasyonunu birbirinden ayirarak olumsuz yonde etkiler (Leone vd., 2015).

Bunun sonucunda T2DM, kardiyovaskiiler hastaliklar ve obezite gelisme riskini
artirir. Sabah yemek tliketiminin, 6gleden sonra yemek tiiketimine kiyasla daha diisiik
postprandial glukoz konsantrasyonlari ve insiilin, C-peptid ve glukagon benzeri peptid
1 (GLP1) ve gastrik inhibitor polipeptit (GIP) salgilarinda degisiklik ile sonuglandigini
gosteren ¢aligmalar mevcuttur (Zarrinpar vd., 2014; Schuppelius vd., 2021).

2.1.2.6. Diyet Kompozisyonu

Sirkadiyen ritmi etkileyen 6nemli gevresel faktorlerden biri diyettir 6zellikle

yilksek yagli diyet. Yapilan calismalarda yiiksek yagli bir diyetin bagirsak



mikrobiyotasinin ~ kronobiyolojisini bozdugu, bunun da mikrobiyota tiirevi
metabolitleri degistirdigi, sonucta konak¢1 metabolizmasini etkiledigi ve diyete bagh
obeziteye yol ac¢tig1 sonucuna varilmistir (Leone vd., 2015). Arastirmalar, yiiksek yagh
diyetin sindirim sisteminde periferik sirkadiyen ritmi bozdugunu, alkol tiiketiminin ise
merkezi sirkadiyen ritmi  bozdugunu gostermistir (Forsyth vd., 2015;
Asher ve Sassone, 2015).

Bir¢ok metabolik yol, farkli hiicrelerde siki sirkadiyen ritim salinimlari sergiler
ve glikoz, amino asit ve yag asidi metabolizmasinda yer alan hiz sinirlayici enzimatik

adimlarin ¢ogunu diizenler.

Glikoz metabolizmasi belirli saat transkripsiyon faktorleri tarafindan diizenlenir.
Bmall, glukoneogenez siirecindeki hiz sinirlayici enzim olan fosfoenolpiruvat
karboksikinaz’1 (PEPCK) dogrudan regiile eder (Rudic vd., 2004). Glikoliz daha sonra
glikoz-6-fosfataz1 aktive eden peroksizom proliferatorii ile aktive olan reseptor gama

(PPARY) aktivasyonu yoluyla Per2 kontrolii altindadir (Schmutz vd., 2010).

Lipid metabolizmast da ritmik olarak diizenlenir. Bmall, yag asidi sentezi i¢in
uzun zincirli yag asidi uzamasi 6'y1 (Elovl6) dogrudan uyarir (Paschos vd., 2012). Rev-
erba, lipit metabolizmasini dogrudan veya dolayli olarak, sterol yanit element
baglayict proteini (SREBP) endoplazmik retikuluma baglayan ve daha sonra lipit
metabolizmasindaki rollerini kontrol eden INSIG2 gibi diger faktorler araciligiyla
dolayli olarak diizenleyebilir. Rev-erba ayrica lipit metabolizmasini kontrol eden
genlerin histon asetilasyonunu ve ekspresyonunu da diizenleyebilir (Le Martelot vd.,
2009). Per2, PPARa araciligiyla lipogenezi diizenler (Grimaldi vd., 2010).

Protein sentezi de sirkadiyen ritim kontrolii altindadir. Bmall, ribozomal S6

protein kinaz 1 tarafindan ritmik fosforilasyon yoluyla protein sentezini dogrudan

diizenler (Lipton vd., 2015).
2.1.3. Sirkadiyen Ritim Bozuklugu

Sirkadiyen sistemin verimli bir sekilde calismasi, i¢sel (merkezi veya periferik)
saatlerin ¢evresel uyaranlarla senkronizasyonunu igermektedir. Bu i¢ ve dis
stireglerin koordine edilmemesi sirkadiyen ritim bozukluklarina yol agar. Sirkadiyen
diizensizlik, igsel saatin dis ¢evre/davranis dongiisii ile uygun sekilde hizalanmamasi
durumudur (Morris vd., 2015). Sirkadiyen ritim bozukluklari (CRD), sirkadiyen

saatlerin ve uyku-uyaniklik dongiisiiniin yanlis hizalanmasi ile karakterize edilen
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ve gesitli organ sistemlerinde (6rnegin, beslenme ve sicaklik adaptasyonu) degismis

homeostaz ile sonuglanan bir grup bozuklugu igerir (Green vd., 2008).

Uluslararasi uyku bozukluklar1 smiflandirmasi (ICSD), CRD'yi asagidaki
kategorilerde siniflandirir: Gecikmis ve gelismis uyku fazi sendromu, diizensiz uyku-
uyaniklik tipi, egitimsiz tip (6nceden 24 saat olmayan uyku-uyaniklik sendromu); Jet
lag bozuklugu ve vardiyali ¢alisma bozuklugu (Sateia, 2014).

Tim bu durumlara ek olarak toplam uyku siliresinde azalma ve uyku
gecikmesinde artisa bagl olarak bozulmus uyku miktar1 veya artan uyarilmalara bagh
olarak pargalanmis uyku nedeniyle uyku kalitesinde azalma ile sonuglanan psiko-
sosyal uyumsuzluklara ve fonksiyonel bozukluklara yol agan giindiiz asir1 uykululuk
ve yorgunluk ile iliskilidir. Ornegin, gecikmis uyku fazi sendromu, dzellikle ekran
tabanli teknolojiler caginda gengler arasinda oldukca yaygindir ve artan devamsizlik,
okulda odaklanma ve konsantre olma gii¢liigii ile birlikte ruh hali ve davranig

sorunlarina neden olur (Owens vd., 2010; Vorona vd., 2011).

Diinya ¢apindaki endiistri ve pazar egilimlerini yansitan ve sirkadiyen ritim
bozukluguna neden olan bir baska ornek, vardiyali ¢alisma diizensizligidir. Uzun
Caligma Saatleri Ekibi tarafindan yayimnlanan rapora gére 15 milyon Amerikalinin
aksam vardiyasinda, gece vardiyasinda veya doniisiimlii vardiyalarda tam zamanl
calistigin1 ve bu tiir calisma programlarinin artan performans hatalar1 ve isle ilgili

yaralanmalarla iligkili oldugunu gostermistir (Caruso vd., 2006).
2.1.4. Sirkadiyen Ritim Bozuklugu ve fliskili Hastahklar

Sirkadiyen ritim ve bazi hastaliklar arasindaki iliski, ritmik bedensel islevin
sagligin bir 6zelligi oldugu ve sirkadiyen bozulmanin sagliga zararli oldugu fikrine yol
acmistir. Caligmalar sirkadiyen bozulmanin diyabet, obezite, kanser, psikiyatrik
bozukluklar nérodejeneratif hastaliklar gibi metabolik hastaliklara ve kardiyovaskiiler
hastalikla iligkili risk artig1 gibi olumsuz kardiyovaskiiler sonuglara yol agabilecegini

gostermistir (Serin ve Acar, 2019; Kim vd., 2022).
2.2. Diabetes Mellitus ve Genel Ozellikleri

Son yillarda, toplumlarin sanayilesmesi ve gelismesiyle birlikte yasam tarzi
degisikliklerinin bir sonucu olarak T2DM prevalansi istikrarli bir sekilde artmistir
(Qian ve Scheer, 2016; Zheng vd., 2018). T2DM, diyabetin en yaygin tiiriidiir genetik

ve cevresel faktorlerin etkilesiminin toplu bir sonucu olarak goriilmekle birlikte diinya
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capinda biiyiik bir ekonomik ve sosyal yiike neden olmaktadir (Zheng vd., 2018).
2.2.1. Tanim

Diyabet, bozulmus insiilin sekresyonu, insiilin etkisi veya her ikisine bagh
hiperglisemi ile karakterize olan bir metabolik hastaliktir. Diyabette kronik
hiperglisemi, basta gozler, bobrekler, sinirler, kalp ve kan damarlar1 olmak {tizere
cesitli organlarda uzun siireli hasar, islev bozuklugu ve yetmezligiyle iligkilidir
(Roden, 2016). Niifusun yaslanmasi ve insanlarin yasam aligkanliklarinin degismesi
ile diyabet, yiiksek morbidite, sakatlik ve mortalite nedeniyle diinya ¢capinda giderek
kritik bir saglik sorunu haline gelmistir (Li vd., 2020). Tip 1 Diabetes Mellitus (TILDM)
ve T2DM, gebelik diyabeti ayrica farkli 6zel diyabet tiirleri olmak iizere iki tip diyabet
vardir. Etiyoloji ve klinik belirtilere gore ayirt edilirler. Insiilin direnci (IR) ve nispi
insiilin eksikligi ile karakterize edilen T2DM, diyabetin en sik goriilen tipidir ve tiim

tiplerin en az %90'm1 olusturur (Xu vd., 2022).
2.2.2. Tam Kriterleri

Diyabetin tanis1 a¢lik plazma glukozu, oral glukoz tolerans testi (OGTT) veya
hemoglobin Alc (HbAlc) temel alinarak konulmaktadir. Hiperglisemi siirekli gelisir
ve aclik ve tokluk glisemi bozukluklari farkli zaman dilimlerine sahiptir. Bu nedenle,
belirlenmis kesme degerleri diyabetli hastalarin tanimlanmasinda tam bir uyum i¢inde
degildir ve tiim testler degiskenlige tabidir, bdylece bir test tekrar1 veya bir test
sonucunun bagka bir testle dogrulanmasi klasik klinik semptomlar olmadik¢a her

zaman gereklidir (Harreiter ve Roden, 2019).
2.2.3. Tip 1 Diabetes Mellitus

Tip 1 diyabet, ¢cogunlukla mutlak insiilin eksikligi ile birlikte, pankreatik -
hiicrelerinin immiinolojik aracili yikimi ile karakterize bir insiilin sekresyonu
bozuklugudur. TIDM ile iligkili ve ayr1 bir alt tip olmayan, eriskin baslangicl ve daha
yavas insiilin sekresyonu kaybi ile karakterize otoimmdiin iliskili Diabetes Mellitus
anlamina gelir. Diyabetle iligkili (ayrica: adacik hiicresi) otoantikorlarin varligi,
TIDM gelisimi i¢in giicli bir belirleyicidir. Tespit yasi, titre seviyesi ve
otoantikorlarin sayis1 ve 6zgilliigii, TIDM'in ilerlemesi ile iliskili goriinmektedir

(American Diabetes Association, 2019).



2.2.4. Tip 2 Diabetes Mellitus

Insiilin sekresyonunda ve insiilin direncinde ilerleyici bozuklugun bir sonucu
olarak ortaya ¢ikan T2DM (Kharroubi ve Darwish, 2015). insiilin sekresyonunun
kaybi1, otoimmiinite disinda bir mekanizma ile meydana gelir ve siirecin 3 hiicrelerinin
tamamen kaybiyla sonuglanmasi olast degildir. Boyle onemli bir mekanizma,
metabolik (yiiksek lipit ve glikoz seviyeleri) ve sinirsel (stres) dengesizlik nedeniyle 3
hiicrelerinin apoptozudur. Her iki sapmanin da varligr klinik belirti i¢in bir 6n
kosuldur. Genetik yatkinlik, obezite, stres, diisiik fiziksel aktivite ve sigara gibi bir dizi
dis tamimlanmis faktor hastaliga katkida bulunur. T2DM, ¢oklu genetik ve cevresel
faktorlerin dahil oldugu karmasik bir kalitim ile ¢ok faktorlii bir hastaliktir (Ingelsson
ve McCarthy, 2018). Kalitsal genetik faktorler hastaliga yatkinlik olusturabilecegi
gibi, hastaliga kars1 koruyucu da olabilir.

T2DM riski yiiksektir ve popiilasyona baglidir. Bu riskin ¢ogu popiilasyonda
%1-5 araliginda oldugu bildirilmektedir (Ingelsson ve McCarthy, 2018). Obeziteye ek
olarak, metabolik sendromun diger bilesenleri siklikla hastaligin fenotipine miidahale
eder. Yas, cinsiyet, etnik koken, fiziksel uygunluk, diyet, sigara, obezite, yag dagilimi,
hamilelik, stres ve son olarak uyku bozukluklari gibi insiilin duyarliligini ve
salgilanmasini etkileyen ¢ok sayida i¢ ve dig ¢evresel faktoriin varligi, predispozan

(zemin hazirlayan) genlerin tanimlanmasini giiclestirmektedir (Patel vd., 2010; Hivert
vd., 2011).

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan “21. yiizyilin felaketi” olarak kabul edilen
diyabet, ¢ok biiylik bir ekonomik ve sosyal yiike neden olmustur. Uluslararasi Diyabet
Federasyonu tarafindan 2019 yilinda yaymnlanan son verilere gore diinya ¢apinda
yaklasik 463 milyon diyabet hastas1 bulunmaktadir. T2DM, diinya genelinde diyabetin
en yaygin tlridir genetik yapmin ve c¢evrenin ortak bir sonucu olarak
goriilmektedir. Son yillarda, T2DM prevalansi, toplumlarin sanayilesmesine ve
gelismesine paralel olarak yasam tarzindaki degisiklikler sebebiyle siirekli olarak
artmaktadir (Lovic vd., 2020). Bu sebeple, T2DM'nin patogenezi ve bununla iligkili
bozukluklara karsi miicadelede daha etkili yaklagimlarin daha fazla arastirilmasi

gerekmektedir.
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2.2.5. Gestasyonel Diyabet

Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM) ilk olarak gebelik sirasinda teshis edilen
glukoz intoleransi olarak tanimlanmaktadir. GDM, olumsuz gebelik sonuglar1 ve uzun
siireli yavru ve anne komplikasyonlari ile iligkilidir. GDM taramasi ve teshisi i¢in iki
asamal1 bir yaklagim (1 saatlik 50 g glukoz provokasyon testi ve ardindan 3 saatlik 100
g oral glukoz tolerans testi) yaygin olarak kullanilmaktadir. Gebeligin 20. haftasindan
once ortaya ¢ikarsa, Diabetes Mellitus'un gebe kalmadan once ortaya ¢ikmis olma

olasilig: yiiksektir (Harreiter ve Roden, 2019; Kunysz vd., 2021).

GDM genellikle dogumdan sonra diizelir, ancak ne yazik ki annede T2DM ve
kardiyovaskiiler hastalik, artmis adipozite ve hatta obezite, bozulmus glukoz
metabolizmasi, hipertansiyon, hiperlipidemi gibi uzun siireli metabolik ve

kardiyovaskiiler komplikasyonlara neden olabilir (Kunysz vd., 2021).
2.2.6. Tip2 Diabetes Mellitus ve Komplikasonlari

Kronik diyabetik komplikasyonlar makrovaskiiler (ateroskleroz) ve
mikrovaskiiler (diyabetik nefropati, diyabetik retinopati ve diyabetik ndropati) olarak
ikiye ayrilir. T2DM'nin en sik gorillen komplikasyonu diyabetik nefropatidir
(DN). Ayni zamanda Amerika Birlesik Devletleri ve Bati Avrupa'da kronik bobrek
yetmezliginin baslica nedenidir ve tip 1 ve tip 2 diyabete sahip olan bireylerde 6nemli

morbidite ve erken Olim sebebidir.

T2DM'li bireylerde 25 yillik diyabetten sonra DN prevalanst %25 ila %40
arasinda degismektedir. Bu degiskenlik, T2DM'nin uzun siire teshis edilmeden
kalabilmesinden kaynaklanmaktadir. DN'nin gelisimi i¢in temel 6n kosul, altta yatan
hastaligin uzun vadeli yetersiz telafisidir. DN'ye genetik yatkinligin orani, bir dizi
epidemiyolojik ¢alismadan agik¢a goriilmektedir (Divers ve Freedman, 2010;

American Diabetes Association, 2019).
2.2.7. Sirkadiyen Ritim ve Tip2 Diabetes Mellitus Tliskisi

Son yillarda yapilan klinik denemeler ve deneysel c¢alismalar sirkadiyen
bozulmalarin T2DM gelisimi igin artan risk ile birlikte, i¢ i¢e gegcmis roliinii agiklayan
saglam kanitlar saglamistir (Kuehn, 2017; Vetter vd., 2018). Hizli yasam tarzi, uzun
caligma saatleri ve aksamlar1 ¢alisma saatleri, diizensiz beslenme aligkanliklar1 veya
aksamlar1 asir1 yeme, uyku yoksunlugu, dogal giin 1s181na yetersiz maruz kalma ve

aksine sik sik yapay 1s18a maruz kalma, sirkadiyen ritim ve sirkadiyen diizensizliginin
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olas1 nedenleridir. Merkezi sinir sistemi ve ¢evre arasindaki saat senkronizasyonunun
bozulmasmin semptomlar1 obezite, hiperglisemi, hipertansiyon ve yiiksek
trigliseritlerdir (Alberti vd., 2005). Ayrica diyabet, psikolojik, nérolojik, solunum ve
gastrointestinal/abdominal rahatsizliklar dahil olmak tizere hastaliklar, sabah kronotipi
ile baglantilidir (Knutson & Schantz 2018).

Sagliksiz beslenme, daha diisiik fiziksel aktivite seviyeleri, daha uzun hareketsiz
zaman ve zayif uyku aligkanliklar1 da gece kronotipi ile baglantilidir (Makarem vd.,
2020). Ek olarak, otoimmiin hastaliklarin goriilme sikliginin daha yiiksek olmasi ile
nedensel bir iligki olabilir. ABD'de yayinlanan bir arastirma 6zetine gore, ortalama
daha kisa uyku siiresi ile ayni siire i¢inde artan obezite ve diyabet insidansi arasinda
bir iliski vardir (Knutson vd., 2007). Diger arastirmalar, diisiik uyku kalitesinin
muhtemelen tipik belirti ve semptomlarla T2DM gelisimi ile iligkili olabilecegini

diistindiirmektedir (Suwazono vd., 2008).

Benzer sekilde, sirkadiyen saat besin aliminin zamanlamasi ile senkronize edilir
(Lewis vd., 2020). Yemek zamanlamasinin kalitsal olduguna dair bir kanit
bulunmaktadir. Genetik bilesen, kahvaltinin zamanlamas: iizerinde daha biiytlik bir
etkiye sahiptir. Tersine, 6gle veya aksam yemeginin zamanlamasindan daha ¢ok ¢evre

sorumludur (Lopez vd., 2019).

Sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde dogal olarak yer alan bir diger faktor de
melatonindir.  Melatonin, glikoz  seviyelerini  diizenlemede Onemli  bir
hormondur. Melatoninin iki reseptorii vardir: MTNRla ve MTNR1b (Li vd.,
2022). MTNR1b, SCN'de eksprese edilir. Ancak Langerhans adaciklar1 ve pankreatik
B-hiicreleri ek ekspresyon bolgeleri olarak tanimlanmistir (Bouatia vd.,
2009). Melatonin glukoz tarafindan uyarilan insiilin sekresyonunu bloke eder.
Melatonin sentezi tetiklendiginde ve viicutta seviyesi yiikseldiginde, alindiktan
sonraki dogal glikoz islemesi bozulur (Peschke vd., 1997). Ayrica SIRT1, yag ve seker
metabolizmasini dolayli olarak etkiler ¢iinkii adiposit farklilasmasi, glukoneogenez ve
insiilin sekresyonunun diizenlenmesi ile iligkilidir (Moynihan vd., 2005; Frescas vd.,
2005). Ayrica, peroksizomal aktive edilmis reseptore (PPARY) baglanmasi nedeniyle
diisiik gida alimi (uyku) donemlerinde yag yakimini destekler (Picard vd., 2004).
SAAT ve BMALL, viicudun metabolik sendrom semptomlarina karsi korunmasinda
rol oynar. CLOCK gen mutasyonu, hiperfaji, hiperlipidemi, hiperinsiilinemik

hiperglisemi ve uyku bozukluklarmin gelismesine yol agar. Adipositlere (3T3-L1)
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benzer bir fenotipe sahip fibroblast hiicre hatt1 1'de BMAL1'in ekspresyonu sirasinda,
bir lipogenez indiiksiyonu vardir ve tersine, aynmi hiicre hattinda BMALI1'in

inhibisyonu adipogeneze yol agar (Zhang vd., 2022).
2.2.8. Tip2 Diabetes Mellitus ve Mikrobiyota iliskisi

Fizyolojinin diizenlenmesinde mikrobiyotanin katkis1 ¢ok genis ve karmasiktir
(Tremaroli ve Béackhed, 2012). Mikrobiyotanin biiytik bir kismi, ayn1 zamanda gii¢lii
sirkadiyen saate sahip bir bolge olan gastrointestinal sistemde yer almaktadir (Bellet
vd., 2013). Bagirsaktaki saatin, giinlik besin sindirim dongiisiine katildigi
gosterilmistir (Tahara ve Shibata, 2013; Hussain, 2014). Bagirsak mikrobiyal
popiilasyonu, besinlerden elde edilen enerjiyi diizenledigi ve konak ve diyet kaynakli
iriinlerin seviyelerini modiile ettigi i¢in, bagirsak mikrobiyotasinin metabolik yollar

ile nasil etkilesime girdigi sorusu kritiktir (Sharon vd., 2014).

Cok sayida calisma, 151k, uyku, beslenme davranigi ve stresin diizenleyici
etkilerini igeren sirkadiyen bozulmalarin diyabetin baslangicinda 6nemli roller
oynadigint dogrulamistir (Morris vd., 2015; Alnaji vd., 2016). Orta ¢agda, tinli bir
filozof ve doktor olan Rambam, saglikli beslenme i¢in su yonergeleri onermistir:
"Sabahlar1 bir kral, 6glenleri bir prens ve aksamlar1 bir ¢iftci gibi yiyin"; bu yonergeler
insanlara beslenme davraniginin énemini hatirlatmaktadir (Asher ve Sassone-Corsi,
2015). Beslenme davranisi, diyet icerigi, yiyecek alimi ve beslenme siiresinden
olusur. Beslenme igerigindeki degisiklikler ile sirkadiyen saatteki bozulmalar arasinda
yakin bir iligki vardir ve bu, esas olarak yiiksek yagli diyetlerin (HFD'ler) neden oldugu
anormal glikoz metabolizmasinda sirkadiyen saatin roliine odaklanan ¢aligsmalarda
tartigtlmistir (Zhou vd., 2019). Normal diyetle beslenen farelerle karsilastirildiginda,
HFD grubundaki farelerin beslenme ritmi degismis, bu da aktivite artis1 olmadan giin
boyunca (dinlenme siiresi) daha fazla besin alimina katkida bulunmustur. Ayrica
karaciger, yag dokusu, pankreas ve bobrek gibi periferik organlardaki saat genlerinin
degismesine yol agmistir. Dolayisiyla bu degisiklikler glikoz metabolizmasi ve T2DM
bozukluklarina neden olmustur (Hsieh vd., 2010; Miranda vd., 2013).

Yiyecek aliminin zamanlamasi, viicudun endojen zamanlama mekanizmasinin
yani sira yiyeceklerin mevcudiyeti, aclik tokluk hissi ve sosyal aligkanliklar tarafindan
belirlenir. Son yillarda artan kanitlar, yemek zamaninin uyku-uyaniklik déngiisii,

davranig, viicut sicakligi, uyaniklik ve enerji metabolizmasi dahil olmak iizere g¢esitli
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fizyolojik siiregler tlizerinde etkisi olabilecegi belirlenmistir (Hutchison vd., 2017).
Caligsmalar, giin boyunca (uyku donemi) HFD'lerle beslenen farelerin, gece (aktif
donem) HFD ile beslenen farelere gore ¢ok daha fazla viicut kiitlesi biriktirdigini ve
daha kotii glikoz toleransi gelistirdigini ortaya koymustur. Ek olarak, karaciger ve yag
dokusu dahil olmak iizere periferik saatlerde saat genlerinin ekspresyonunda
degisiklikler gozlendigi ve merkezi saatin katkist olmadan sirkadiyen ritim
bozukluguna yol agtig1 belirlenmistir (Mukherji vd., 2015). Giindiiz kisitl beslenme
programi, SCN ritmini icermeden serum glukoz ritmini kaydirdigi ve streptozotosin
ile indiiklenen diyabetik sicanlarda saat genlerinin ekspresyonunu degistirdigi

gozlenmistir (Wu vd., 2012).

Birlikte ele alindiginda, yukaridaki kanitlar, besinlerin diizensiz alinmasinin
neden oldugu sirkadiyen bozulmanin, T2DM gelisimiyle nedensel olarak baglantil
olan glikoz ve lipid metabolizmasina aracilik etmede Onemli olabilecegini
gostermektedir. Beslenme davranisi metabolik dokularda, 6zellikle bagirsakta giiglii

bir siirtikleyicidir (Oosterman vd., 2015). Bu da bagirsak mikrobiyotasinin roliinii daha

da vurgulamaktadir (Ding ve Xiao, 2020).

2.3. Bagirsak Mikrobiyotas1 Genel Ozelliklleri
2.3.1. Tanim

Insan bagirsagi mikrobiyotas: bakteri, dkaryot, archaea, viriis ve fajlar dahil
olmak tzere ¢ok yonli bir ekolojik agdir. Sayisiz mikroorganizmanin yasadigi
karmasik, dinamik ve mekansal olarak heterojen bir ekosistem olan bagirsak
mikrobiyotasi (GM: gut microbiota), insan konakegr ile etkilesime giren ve insan sagligi
durumunu korumak i¢in bir¢ok temel islevi yerine getiren bir "metabolik organ" gorevi

gormektedir (Tremaroli ve Béackhed, 2012; Fan ve Pedersen, 2021).

Mikrobiyota; mukozal yapmin korunmasmi saglar, konagi patojen
mikroorganizmalara kars1 korur, konak¢1 bagisiklik sistemini uyarir ve modiile eder,
temel metabolitler iiretir ve gastrointestinal hiicreleri besler. Ayrica diyet lifinin
fermantasyonu, vitamin sentezi, peptit ve protein metabolizmasi ve ksenobiyotik
metabolizmasi yoluyla fizyolojiye katkida bulunur. Serotonin (5-HT), dopamin, kisa
zincirli yag asitleri (SCFA'lar), melatonin ve gama-aminobiitirik asit (GABA) gibi
nérotransmiterler, sitokinler ve metabolitler iiretir (Mashaqi ve Gozal, 2020). Insan

viicudundaki en biiyiik mikro ekosistem olan GM, konakg1 ile simbiyotiktir ve dinamik
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bir denge durumunda normal fizyolojik siirecleri siirdiiriir. GM'nin bilesimi temel
olarak;  Firmicutes,  Bacteroidetes,  Actinobacteria,  Proteobacteria  ve
Verrucomicrobia olmak {izere bes ana Dbakteri filumu icermektedir.
Toplam mikrobiyal bilesimin %60'a kadar1 ritmik olarak salinir (Thasis vd., 2014).
Enerji dengesindeki degisimleri diizenlemek ve bunlara uyum saglamak i¢in merkezi
ve periferik konak sirkadiyen saatleri tarafindan kullanilan diyet ipuclarini iletmede

onemli bir role sahiptir (Choi vd., 2021).

Firmicutes/Bacteroidetes orani, GM bozuklugunu yansitmak i¢in onemli bir
parametredir. Ayrica GM'nin bollugu, ¢esitliligi ve diizgiinliigii de bagirsak florasinin
kompozisyonunu yansitmak igin Onemli gostergelerdir (Thaiss vd., 2016). GM
dengesizligi, enerji emilimi, kolin, kisa zincirli yag asitleri (SCFA'lar), bagirsak-beyin
ekseni, safra asitleri (BA'lar) ve benzeri gibi birgok yolla konagin saglhigini
etkileyebilmektedir. Ancak GM'nin insan hastaliklar iizerindeki mekanizmasi heniiz
tam olarak aydinlatilamamistir (Ding vd., 2019). Altta yatan diizenleyici
mekanizmalar karmasiktir. Son yillarda, molekiiler biyoloji, genomik, biyoinformatik
analiz teknolojisi ve yiiksek verimli dizileme teknolojisindeki hizli gelisme ile GM
arastirmalart hizli bir ilerleme kaydetmistir. Cok sayida arastirma, GM bozuklugunun
ve metabolitlerinin, konak bagirsak homeostazini korumada ve ndrodejeneratif
hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, metabolik hastaliklar ve gastrointestinal
sistem rahatsizliklar1 dahil bircok hastaligin gelisimini etkilemede 6nemli bir rol

oynadigini bildirmektedir (Chen vd., 2021).
2.3.2. Bagirsak Mikrobiyal Bilesimini Etkileyen Faktorler
2.3.2.1. Diyet

Bagirsak mikrobiyotasinin modiilasyonunda beslenme ve diyetin i¢erigi dnemli
rol oynamaktadir. Bu bazi tiirlerin azalmasi veya ¢ogalmasinin yani sira bagirsak
mikrobiyotasinda {retilen metabolitlerin diizenlenmesiyle olabilir (Hills vd.,
2019). Bebeklik doneminde, bagirsak mikrobiyotasi anne siitii oligosakkaritlerinin
sindiriminde yer alan genlerden zenginken, sonrasinda kati besinlerin alinmasi
nedeniyle; metagenom, polisakkaritlerin ve vitamin metabolizmasiyla ilgili genler
acisindan zenginlesmistir (Backhed vd., 2015). Bagirsak mikrobiyotas1 bebeklikten
sonra stirekli olarak gelisimini siirdiiriir ve diyet, bagirsak mikrobiyotasinin yapisini

ve gesitliligini diizenlemede bir anahtar niteligindedir.
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Bagirsak mukozal bariyer fonksiyonunun biitiinliiglinii korumak i¢in lif alimi
gereklidir (Ray, 2018). Ayrica, lif agisindan zengin bir diyetin, glisemik kontrolii
tyilestirdigi ve T2DM hastalarinda daha saglikli bir metabolik profili destekledigi
gosterilmistir (Zhao vd., 2018). Ote yandan Avrupa'da yaygin olan yiiksek proteinli
ve yiiksek yagli diyet, Bacteroides, Bilophila ve Alistipes gibi safra direngli tiirlerin
bollugu ve Firmicutes'in baskilanmasiyla iligkilendirilmistir (David vd., 2014; Forouhi
vd., 2018).

2.3.2.2. Yas

Bagirsak mikrobiyotasinin en énemli kurulus ve gelisim donemi, yasamin ilk yilidir.
Taksonomik ¢esitlilik dogumda nispeten diisiik olmakla birlikte zamanla artmaktadir
(Schanche vd., 2015). Yash insanlarda, Bifidobakteriler ve Bacteroides'in yani sira
amilolitik aktivite ve SCFA tiretiminde 6nemli bir azalma vardir. EK olarak, fakultatif
anaeroblar, fusobacteria, clostridia ve eubacteria sayilarinda artig, ancak bifidobakteri

sayisinda azalma oldugu dogrulanmistir (Thompson vd., 2015).
2.3.2.3. Konak Genetigi

Konak genetiginin, bireysel taksonlarin kommensal tiir zenginligini ve bollugunu
etkiledigi ve ayrica patojen duyarlilik varyantlarina katkida bulundugu bildirilmistir.
Konagin dogal bagisikliginda yer alan mikrobiyom ve genler arasinda bir iliski vardir;
Reseptorlerinden bazilar1 bagirsaktaki mikroorganizmalar1 tanir ve bu nedenle
mikrobiyota kompozisyonunu ve mikrobiyota ile iligkili hastaliklar1 modiile edebilir
(lebba vd., 2016).

2.3.2.4, Egzersiz
Insanlarda yapilan cesitli calismalar, egzersiz yapmanin bagirsak mikrobiyota
cesitliligini zenginlestirdigini gostermistir (Clarke vd., 2014). Bazi arastirmalar;
egzersizin obezite ve bazi gastrointestinal hastaliklar gibi disbiyoz ile iliskili

hastaliklar i¢in terapotik bir segenek olarak diisiiniilebilecegini one stirmektedir

(Estaki vd., 2016).
2.3.2.5. Antibiyotikler

Antibiyotik kullanim1 hem patojenik hem de sagliga yararli mikroorganizmalari1 yok
ederek, disbiyoz olarak adlandirilan bagirsak mikrobiyotasinda bozulmalara neden

olur (Klingensmith ve Coopersmith, 2016). Antibiyotik uygulamasinin bagirsak
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mikrobiyotasi iizerindeki spesifik etkileri, antibiyotigin tiiriine ve kullanim siiresine

baglidir (Dethlefsen ve Relman, 2011).
2.3.3. Bagirsak Gecirgenligi

Bagirsak mikrobiyomu, yani insan bagirsaginda yasayan bakteri toplulugu ve
diger mikroorganizmalar, insan saglig1 tizerinde hem dogrudan hem de dolayli olarak
(diyetin etkilerine aracilik ederek) iliskilendirilmistir. Bagirsak mikrobiyom bilesimi
ve islevindeki farkliliklar, gastrointestinal, enflamatuar ve metabolik durumlardan
norolojik, kardiyovaskiiler ve solunum hastaliklarina kadar ¢esitli kronik hastaliklarla

iliskilendirilmistir (Vijay ve Valdes, 2022).

Bagirsak mikrobiyotast ve metabolitleri; Bagirsak gecirgenligi gastrointestinal
sistemin fonksiyonlarini etkiler. Bagirsak mikrobiyotas1 metabolitleri ayrica davranisi,
sindirimi ve beyin biyokimyasini etkileme yetenegine sahiptir. Calismalar, kan-beyin
bariyerinin geg¢irgenliginin mikrobiyota degistiginde degisebilecegini gdstermistir ve
kan-beyin bariyerinin gegirgenligindeki degisimin, mikrobiyotadaki metabolitlerin
transferindeki varyasyona onemli Ol¢lide benzer oldugu bulunmustur. Bagirsak
mikrobiyotasi; bagirsak-beyin sinyallerinin diizenlenmesini iceren, endokrin ve
norokrin yollart etkileyen otonom sinir sistemi yoluyla, merkezi sinir sistemi ile
etkilesimine neden olan fizyolojik dengenin bozulmasini ayrica hastalik ve saglik

dengesini etkileyebilir (Kalip ve Atak, 2018).

Dysbiosis, "iyi" bakteriler "kotii" bakterileri basarili bir sekilde kontrol
edemediginde, bakterilerin karsiliklt uyum i¢inde yasamadigi mikrobiyal ekosistemi
gosteren bir durumdur. Su anda, disbiyoz, alerjiler, obezite ve enflamatuar barsak
hastalig1 gibi otoimmiin ve oto enflamatuar bozukluklar dahil olmak iizere onemli
insan hastaliklar1 ile iligkilendirilmistir. Ancak disbiyozun olusumu heniiz agikliga
kavusturulmamistir. Bagirsak mikrobiyotasina bagli hastaliklarin listesi her gecen giin
genislemektedir ve bu hastaliklar genellikle hem patogenez hem de komplikasyonlar
acisindan karmasiktir (Tremellen ve Pearce, 2012). Bagirsak Mikrobiyotasi
Disbiyozunun (DOGMA), bagirsak mukozal gecirgenliginde bir artisa yol agarak
lipopolisakaritin (LPS) sistemik dolagima gegisinde artisa neden olabilir. Bagisiklik

sisteminin aktivasyonu, insiilin reseptor fonksiyonuna miidahale ederek serum insiilin

seviyelerini ylikseltebilir (Qin vd., 2012).
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Bagirsak mikrobiyomu genel insan sagligi i¢in kritik 6neme sahiptir. Birgok
faktor bagirsak mikrobiyomunu bozabilir ve disbiyoz olusturabilir. Toplu olarak
gastrointestinal mukozal sinir gorevi géren hem mukoza tabakasi hem de bagirsak
epitel astari, yapisal olarak bagirsak disbiyozu tarafindan bozulabilir. Bagirsak
gecirgenliginde artis ve konak direncinde bozulma meydana gelebilir. Viicuttaki tiim
mukozal dokular etkilesime katildigindan, genetik yatkinliklara ve sistemik kronik
inflamasyonun artmasina gore diger organ sistemleri etkilenebilir (Vijay ve Valdes,
2022).

Gastrointestinal sistemin mukozal yilizeyi (Kolon mukozasi), potansiyel olarak
zararli bakterilerin gecisini engellerken, yararli besinlerin ve suyun bagirsak
duvarindan gecisine izin veren karmasik bir “secici bariyer" kapasitesi gelistirmistir.
Bu durum bozuldugunda, bagirsak bakterilerinin sistemik dolasima giris noktalar1 i¢in
potansiyel olarak genis bir duyarlilik alani olusabilir, viicudun bagisiklik sistemi
bozulabilir ve hizla 6liimciil bir sistemik enfeksiyon durumu ile karsilasilabilir (Turner

J. R., 2009).
2.3.4. Zonulin

Zonulin proteini, geri doniisiimlii siki1 baglantt demontaji yetenegine sahiptir ve
bu nedenle mukozal gegirgenligin diizenlenmesinde yer alir (Wang vd., 2000; Tripathi
vd., 2009). Zonulin ilk olarak bagirsak bakterisi Vibrio cholera tarafindan iiretilen
bakteriyel enterotoksin, zonula occludens toksininin (Zot) endojen bir insan analogu
olarak kesfedilmistir (Fasano vd., 1991; Wang vd., 2000). Siki baglantt demontajini
baglatmak i¢in, zonulin'in epidermal biiylime faktorii reseptoriinii (EGFR) proteinaz
ile aktive edilmis reseptor 2 (PAR2) ve ayrica EGFR'yi islemden gegiren G protein-
bagli reseptér PAR2 araciligiyla aktive etmesi 6nerilmistir (Cenac vd., 2004). Bu iki
reseptOriin aktivasyonu, transepitelyal elektrik direncini azaltir, bu nedenle bagirsak
gecirgenliginin arttigimi gosterir (Tripathi vd., 2009). Zot'in protein kinaz C-aracili
aktin polimerizasyonuna yol agan hiicre i¢i kaskadlari aktive ettigi gbzlemi, hiicre
iskeleti modiilasyonunun bagirsak gecirgenligini arttirmada  yer aldigim

diistindiirmektedir (Fasano vd., 1995).

Haptoglobin-2'nin  6nciisii  olan zonulin, haptoglobin protein ailesine

aittir. Haptoglobinler, hemoglobinin kendisine ve g¢evre dokulara oksidatif hasari
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onlemek i¢in hemoglobin ile bir kompleks olusturduklari, hemoglobin temizliginde

birincil rolii olan akut faz reaksiyon proteinleridir (Gutteridge, 1987).
2.3.5. Sirkadiyen Ritim ve Mikrobiyota iliskisi

Metagenomik caligsmalar, bagirsak bakterilerinin sergiledigi dogal sirkadiyen
ritimleri tanimlamistir. Enterobacter aerognes’in insan diski 6rnekleri iizerinde
yapilan arastirmalar, giinliik ritme oldugu kadar sirkadiyen hormon melatonine de
duyarli oldugunu gostermistir (Paulose vd., 2016). Bagirsak bakterilerinin %20'sine
kadar bolluk ve aktivitede giinliikk dalgalanmalar vardir, bu da konak fizyolojisi ile
uyum i¢inde sirkadiyen dalgalanmalar oldugunu distindiirir (Thaiss vd.,
2014). Bagirsak mikrobiyomunun, biitirat gibi sinyal molekiilleri ve beslenme
modellerine yanit olarak mikrobiyotal bakteri i¢erigindeki salinimlar yoluyla konagin

i¢ saatinin ritmik ifadesini etkiledigi ileri stirilmiistiir (Paschos ve FitzGerald, 2017).

Bagirsak epiteli, giiniin saatine bagli olarak farkli bakteri tiirlerini ve
metabolitlerini deneyimler ve mikrobiyotal metabolitleri ritmik bir modelde algilayan
toll benzeri reseptorleri ifade eder (Mukherji vd., 2013). Bu sinyaller, hepatik
sirkadiyen ve bagirsak periferik saat gen ekspresyonunu sifirlamak ve uyarlamak i¢in
hareket eder. Periferik ihtiyaglari karsilamak i¢in metabolik enzimler safra asidi
sinyali, bagirsak liimenindeki mikroorganizmalarin safra tuzlarini, daha once tarif
edildigi gibi konak metabolik yollarinda bir sinyal molekiilii olarak hareket eden
konjuge olmayan safra asitlerine ayirmaya yardimci oldugu bu yolda énemli bir rol
oynar. Ileumun enterositleri i¢inde, bu konjuge olmayan safra asitlerinin ileum, kolon
ve karacigerde konak¢i sirkadiyen gen ekspresyonunun genligini ve periyodikligini

etkiledigi gosterilmistir (Govindarajan vd., 2016).

Yapilan bir ¢alismada, antibiyotik tedavisinin veya sirkadiyen beslenme
davraniginin bozulmasinin, mikrobiyota giinlilk ritmikligin ¢ok yonlii bir sekilde
bozulmasma yol actigini, ayrica mikrobiyota metabolomunun karacigerde de

transkripsiyonel salinimlar1 yonlendirdigi gosterilmistir (Thaiss vd., 2016).

Diger c¢aligmalar, sirkadiyen ritimlerin manipiile edilmesinin mikrobiyomda
degisikliklere ve miiteakip metabolik degisikliklere nasil yol acabilecegini
gostermistir. Ornegin aydinlik-karanlik déngiisiindeki haftalik degisiklikler ve
cekirdek molekiiler saatin mutasyonu yoluyla saglikli farelerde sirkadiyen ritimlerin

hem cevresel hem de genetik olarak bozulmasina neden olmustur. Bu degisiklikler,
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proinflamatuar bakterilerde bir artis, anti-inflamatuar, biitirat {ireten bakterilerde bir
azalma ve Bacteroidetes'in Firmicutes oraninda bir kayma ile karakterize edilen

mikrobiyota disbiyozuna yol agmustir (Voigt vd., 2016).

Jet gecikmeli insanlardan mikroorganizmasi olmayan farelere diski aktarimi
yoluyla, sirkadiyen bozulmanin yaygin bir bigimi olan jet gecikmesinin etkisinin
analiz edildigi bir calismada; Jet gecikmeli bireylerden alinan mikrobiyota ile kolonize
edilen fareler, zaman kaymasindan 6nce alinan 6rneklerle karsilastirildiginda, daha
fazla kilo artis1 gelistirdiler ve oral glukoz yiiklemesinden sonra daha yiiksek kan
glukoz seviyeleri sergilediler. Bu metabolik degisiklik, jet gecikmesinden ve
tekrarlanan diski naklinden iki haftalik bir iyilesme sonrasinda tersine dondii (Thaiss
vd., 2014; Paulose vd., 2016; Zeb vd., 2020). Bu calismalar, metabolizmay1
sekillendirmede ¢ift yonlii sirkadiyen ritim ve mikrobiyota liskisinin Onemini

vurgulamaktadir.

Sirkadiyen saat ve bagirsak mikrobiyomu, metabolik
homeostazin korunmasinda ayrilmaz roller oynar. Sirkadiyen ritimler, hiicre ve organ
fonksiyonlarii diizenleyen ve metabolik homeostaz olusturmak i¢in fizyolojiyi dis
ipuclartyla  senkronize eden igsel bir zaman tutma sistemini temsil
eder. Gastrointestinal sistem ve karaciger boyunca, besin tasinmasi, islenmesi ve
detoksifikasyon dahil olmak {iizere cesitli islevler sirkadiyen kontrol altindadir.
Bagirsak mikrobiyotas1 ayrica sindirim, enflamatuar modiilasyon ve safra asidi
metabolizmasi gibi siiregleri diizenleyerek konak¢1 metabolizmasinda énemli bir rol

oynar (Zabaleta vd., 2019).

Hem sirkadiyen saat hem de bagirsak mikrobiyotas: karsilikli olarak birbirini
etkiler. Disbiyoz sirkadiyen eszamansizligi hizlandirabilir ve bunun tersi de
gecerlidir. Her iki sistemin bozulmasi homeostazi iki yonlii olarak etkiler ve metabolik
islev bozukluguna katkida bulunabilir. Kanitlar, bu tiir bozulmalarin obezite,
diyabet, alkolsiiz yagl karaciger hastaligi, siroz ve hepatoseliiler karsinom dahil olmak
tizere metabolik hastaliklarin gelismesine yol acabilecegini gostermektedir (Voigt vd.,
2016). Sirkadiyen ritim, bagirsak mikrobiyotasi ve metabolizma arasindaki iliski sekil

2.2°de gosterilmistir.
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SIRKADIYEN SIRKADIYEN FiZYOLOJIK ETKi

ISARET RIiTIM
Aydmlik/Karanlik Giines Is1gna .
Dongiisii Maruziyet Beyin
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e (¥)

l Bagirsak Bakterileri
Mikrobiyal
Substratlar (Bitk. =
lif / Polifenol) X ¢ <
=TS
>
AN =

Mikrobiyota

Sekil 2.2. Sirkadiyen ritim, bagirsak mikrobiyotasi ve metabolizma arasindaki iligki

Aydinlik / karanlik déngiisti, beyindeki merkezi saat igin zeitgeber iken, beyinden gelen
sinyaller, bagirsakta cevresel saatleri siiriikkler. Bagirsak bakterileri de bolluklari ve islevleri
acisindan giinlik dalgalanmalar gosterir. Uyku, diyet (besin bilesimi, yemek yeme
zamanlamasi), 1518a maruz kalma ve uyaricilar (6rnegin, kafein) gibi konakg¢i kontrollii
davraniglar potansiyel olarak bagirsak metabolizma ritimlerini etkileyebilir. Yeni kanitlar,
bagirsak mikrobiyotasinin sirkadiyen ritimleri etkiledigini ve bunun sonucunda konagin
metabolik homeostazi lizerinde etkili oldugunu gostermektedir (Parkar vd., 2019).

2.3.6. Probiyotikler

Probiyotikler viicuda yeteri miktarda alindiginda bagirsak florasini dengeleyen,
konak¢inin sagligina olumlu etkiler saglayan ve bagisiklik fonksiyonlarini diizenledigi
gosterilen canli mikroorganizmalardir (FAO, 2002).

Bu nedenle bir mikroorganizmanin probiyotik sayilabilmesi i¢in ii¢ ana kriteri
kargilamas1 gerekir. Birincisi, organizmanin mide asiditesine ve safra asidi
toksisitesine direngli olmas1 gerekir, bdylece iist gastrointestinal sistemden gegebilir
ve bagirsagin alt bolgelerine ulastiginda hala canli kalabilir. ikincisi, probiyotik
organizmanin bagirsak epitel hiicrelerine veya mukus tabakasina yapigsmasi gerekir,
boylece diski materyalinde hizla kaybolmaz, bunun yerine bagirsak liimeninde
cogalma sansina sahip olur. Son olarak, probiyotik organizma, konakg¢1 insana bir
fayda saglamalidir yani patojenik degildir ve saglikli bir bagirsak mikroflorasi
bilesimini destekleyen antimikrobiyal maddeler tiretmelidir. En yaygin kullanilan iki

probiyotik organizma Bifidobacteria ve Lactobacillus'tur (Kolida ve Gibson, 2011).

21



Bagirsak mikrobiyotasinin modifikasyonu, mukoza-epitel adezyonu, bagirsak
epitel bariyerinin gii¢clendirilmesi ve konake1 bagisiklik sisteminin modiilasyonu gibi
ozellikler, probiyotiklerin mikroorganizmalar tizerindeki c¢esitli etkileri arasinda

sayilabilir (Bermudez-Brito vd., 2012).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Gruplarimin Olusturulmasi

Aydinlik/Karanlik dongiileri degistirilerek sirkadiyen ritimleri bozulan deney
hayvanlarma yapilan probiyotik takviyesinin; serum zonulin konsantrasyonlar1 ve
Tip2 Diabetes Mellitus belirtegleri tizerine olan etkilerinin degerlendirilmesini
amaglayan c¢alismamiz igin, deney hayvani olarak 8-10 haftalik BALB/C fare
kullanilmistir. Calismamizda kullanilan fareler Ondokuz Mayis Universitesi DEHAM
(Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi) tarafindan saglanmis ve hayvan
calismalarinin deneysel asamalar1 bu merkezde yiiriitilmiistiir. Ondokuz Mayis
Universitesi Etik Kurul'un 03.06.2021/26 Tarihli Hayvan Deneyleri Etik Kurul Onay1

Karar1 Ek-1'de verilmistir.

Ornek  biiyiikliigii, deney gruplarindaki hayvan sayismi belirlemek igin
kullanilan istatistiksel yontemi belirlemek icin HOMA-IR kullanilmistir. HOMA-IR
degerleri gbz oniline alindiginda; Giiven diizeyi (1-a), test giicli (1-B), d = 1139 etki
biiytikliigii ve grup basina en az 6 deney hayvani gerekli bulunmustur (Khalyfa vd,
2017).

Istatistiksel analiz icin ANOVA ve tekrarlanan &lgiimler ANOVA testleri
kullanilmistir. Deneysel siirecte hayvan kaybi riskinin s6z konusu olabilecegi
diistiniilerek 3R kurallarina (Reduction, Refinement, Replacement) uyulacak sekilde 8
fareden olusan gruplar olusturulmasi planlanmistir. Her biri 8 adet fareden olusan ii¢
farkli deney hayvanmi grubu olusturulmustur. Kontrol grubu disindaki ¢alisma
gruplarinin 16 hafta boyunca her iki haftada bir aydinlik/karanlik dongiileri tersine
cevrilerek sirkadiyen ritimleri bozulmus hayvan modeli olusturulmustur. Birinci grup;
kontrol grubu (herhangi bir miidahale yapilmayan grup), ikinci grup; aydinlik /karanlik
dongtileri her iki haftada bir degistirilmis grup, tgiincii grup aydinlik/karanlik
dongiileri her iki haftada degistirilmis ve 8. haftadan itibaren 16. haftanin sonuna kadar

probiyotik takviyesi alan grup.
3.2. Cahisma Protokolleri

Calisma boyunca, tiim fareler temel olarak standart kosullar altinda (sicaklik,

nem ve havalandirma gibi) ve standart kuru yemle ad-libitum sekilde beslenmistir.
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Aydinlik/karanlik dongiisiiniin degistirilme protokolii; Normal laboratuvar
aydinlik/karanlik dongiisii olan 12 saat aydinlik 12 saat karanlik dongiiniin, 15. giinde
tersine ¢evrilerek yani 12 saat karanlik 12 saat aydinlik devam etmesiyle olusmaktadir.
Ilk iki hafta 1s1klarin agilmasi 08:00°da 1siklarin kapatilmasi 20:00 ‘da planlanmistr.
15. giiniin sabahinda 1siklar 08:00°da agilmayarak 20:00°a kadar kapali tutulup,
20:00°da ag¢ilmistir. Karanlik dongiiniin 08:00°da baslama ve aydinlik dongiliniin
20:00°da baslama dongiisii 14 giin daha siirdiiriilerek 29. gilinde tekrar tersine
gevrilmistir. Aydinlik/karanlik dongiileri bu protokole uygun olarak 16 hafta boyunca
her iki haftada bir miidahale gruplarina uygulanmistir. Kontrol grubundaki fareler
caligma siiresince herhangi bir ilave yapilmaksizin standart kosullarda 16 hafta
boyunca beslenmistir. ikinci grupta yer alan fareler 16 hafta boyunca her iki haftada
bir degistirilen aydinlik/karanlik déngiilerine maruz kalmistir. Ugiincii gruptaki fareler
ise 16 hafta boyunca her iki haftada bir degistirilen aydinlik/karanlik dongiilerine
maruz kalmistir ve 8. haftadan itibaren probiyotik takviyesi her ¢alisma giinii oral
gavaj Yyoluyla verilmistir. Tim fareler tekli kafeslerde barindirilmistir.
Aydinlik/karanlik dongiileri degistirilen ¢calisma gruplari icin camlari 151k gecirmeyen
ozel bir odaya ihtiyag duyulmustur. Ozel oda, yonetimi ile goriisiilerek DEHAM

tarafindan tahsis edilmistir.

(Deney Haftalari)
0-2 2-4 4-6 6-8 8-10 10-12 12-14 14-16
2
2
(U]
S
£ Standart aydinlik/karanlik déngist
S 1 08:00 - 20:00 1siklar agik
B 20:00 - 08:00 igiklar kapah
(Deney Haftalan) R o
Degistirilmis aydinlik/karanlik déngiist
- 4-6 8-10 10-12 12-14 14-16 @ 08:00 - 20:00 siklar kapali
'—;_ [ 20:00 - 08:00 isiklar agik
2
G}
©
£
w
©
o

Sekil 3.1. Aydinlik Karanlik Dongiisti Degistirme Protokolii
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3.3. Probiyotik Takviyesi

Probiyotikler her ¢alisma giinii olmak {izere laboratuvar kosullarinda
hazirlanip oral gavaj yolu ile miidahale grubundaki farelere (1x 10°) verilmistir
(Kumar vd., 2017).

Tablo 3.1. VSL/3 Probiyotik icerigi

Probiyotik Mikroorganizma (63,00 mg)

Streptococcus thermophilus BT01
Lactobacillus plantarum BP06
Lactobacillus acidophilus BAO5
Lactobacillus helveticus BD08
Lactobacillus paracasei BPO7
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BLO3
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BLO4
Bifidobacterium breve BB02

3.4. Serum Orneklerinde Bagirsak Gecirgenligi ve Diyabet Gostergelerinin

Belirlenmesi

Arastirmamiz sirkadiyen ritmi bozulmus farelerde probiyotik takviyesinin
bagirsak gecirgenligi ve diyabet gostergeleri lizerine etkilerini inceleme asamasi igin;
Biitiin gruplarda 16 haftalik deney sonunda tiim gruplarda anestezi altinda hayvanlar
sakrifiye edilerek biyokimyasal 6l¢timler yapildi ve direkt olarak kalpten alinabilecek
maksimum kan miktar1 toplandi. Kan 6rnekleri antikoagiilansiz biyokimyasal tiiplere
aliip 3000 x g'de 10 dakika santrifiij edildi sonrasinda elde edilen serumlar eppendorf

tiiplere aktarild1 ve galigmaya yapilana kadar -80°C'de saklamaya alinmustir.

Diyabetin bir gdstergesi olarak aglik kan glukoz diizeyi, aclik serum insiilin
diizeyi ve bagirsak gecirgenliginin bir gostergesi olan zonulin konsantrasyonu tiim
gruplarda serum 6rneklerinden piyasada bulunan kitler ve sandvi¢ ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) teknigi kullanilarak belirlenmistir. insiilin duyarlilig::
"QUICKI (Quantitative insulin sensitivity check index) = 1/ [log (serum aglik insiilin
(mU/L)) + (log (serum aglik glukozu (mg/dL)]" Formiilii kullanilarak hesaplanmistir
(Katz vd., 2000). Insiilin direnci: "HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment-
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Insulin Resistance) = [(Aglik kan sekeri (mmol/L) x aglik serum insiilini (mIU/L))
/22,5]" formiilii kullanilarak hesaplanmistir (Matthews vd., 1985). Elde edilen veriler
grup icinde ve diger gruplarin sonuglari ile karsilastirilarak, sirkadiyen ritim bozulmasi
ve probiyotik takviyesinin aglik kan glukozu, aglik serum instilini, insiilin direnci ve

bagirsak gecirgenligi gostergesi lizerine etkileri incelenmistir.

Sirkadiyen ritim bozulmasi ve probiyotik takviyesinin farelerde kilo alimi
tizerine iliskisi incelenmesi i¢in ¢alismanin baslangicinda arastirmaya alinan tiim
fareler tartilarak agirliklar1 belirlenmistir. Calisma siiresince her bir grup igerisinde
tiim farelerin haftalik bireysel tartimlar1 yapilmistir. 16 haftalik deney sonunda her
gruptaki biitlin farelerin agirliklar1  tartilarak sonuclar istatistiksel olarak
karsilastirilmak tlizere kaydedilmistir. Daha 6nce yapilmis sirkadiyen ritim ¢aligmalari
ornek alinarak (Khalyfa vd., 2017; Cheng vd., 2020) deney sonunda dokular (ZTO:
Zeitgeber 0 = 08:00, 1siklarin acildigr zaman), giinlilk dongli boyunca her gruptan
ikiser fare olacak sekide belirlenen zaman araliklarinda alti saatte bir (ZTO0, ZT6,

ZT12, ZT18) toplanmustir.
3.5. istatistiksel Analizler

[statistiksel analizler GraphPad Prism v9.0c (GraphPad Software, La Jolla, CA,
ABD) kullanilarak yapilmistir. Veriler ortalama + SEM ve ortalama + SD olarak ifade
edilmistir. Probiyotik ve sirkadiyen ritim degistirilme etkilerinin istatistiksel dnemi,
tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) ve ardindan c¢oklu karsilastirma
durumunda Bonferroni diizeltmesi veya p <0.05'te eslestirilmemis iki kuyruklu
Student t testi ile belirlenmistir. Baslangig, 8. Hafta ve 16. Hafta zaman dilimleri ve
viicut agirhi@i degerlerindeki degisim iki yonlii varyans analizi (One—way ANOVA)
ile yapilmistir.
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4, BULGULAR

4.1. Agirhik Degisimlerinin incelenmesi

Calismamizda, 8-10 haftalik 24 adet erkek BALB/C cinsi fare kullanilmistir.
Kontrol grubu, deneysel olarak aydinlik/karanlik dongiileri degistirilerek sirkadiyen
ritimleri bozulmus grup, deneysel olarak aydinlik/karanlik dongiileri degistirilerek
sirkadiyen ritimleri bozulmus ve ¢alismanin 8. Haftasindan 16. haftasina (¢alismanin
sonu) kadar probiyotik takviyesi yapilan grup. U¢ deney hayvani grubu da tiim ¢alisma

boyunca standart yem ile ad libitum beslenmistir.

Grup 1 (n=8): Hi¢bir miidahale yapilmayan kontrol grubu.

Grup 2 (n=8): Aydinlik/ karanlik dongiileri degistirilerek sirkadiyen ritimleri
bozulan grup.

Grup 3 (n=8): Aydinlik/ karanlik dongitileri degistirilerek sirkadiyen ritimleri

bozulan ve probiyotik takviyesi yapilan grup.

Kontrol ve ¢aligma gruplarinda yer alan farelere ait agirlik degisimleri Tablo

4.1.’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.1. Calisma gruplarna ait agirlik degisimleri ortalama degerleri

Grupl(n=8) Grup2(n=8) Grup 3(n=8)

X +SD X +SD X +SD
Viicut Agirhg (g)
Baslangic 37,5+2.77 38,12+1,55 37,00+3,58
8. Hafta  38,12+1,72 39,5+0,75 38,75+4,65
16. Hafta (son)  38,87+1,55 41,37+1,18 39,0+3,85

*_ p<0,05 (Grup 1 ile Grup 2 karsilastirildiginda), ¥ =p<0,05 (Grup 1 ile Grup 3 karsilastirildiginda),

?=p<0,05 (Grup 2 ile Grup 3 karsilastirildiginda), veriler ortalama + SEM.

Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’te bulunan farelerin baslangic agirliklar
ortalamalar1 sirastyla 37,5+2,77 ¢; 38,12+1,55 g ve 37,004£3,58 g’dir. Grup 1°de
baslangi¢ ve 8. hafta ve baslangi¢ ve 16. hafta arasinda istatistiksel bir anlamlilik
yokken (p>0,05), 8. hafta ve 16. hafta arasinda agirliklar1 agisindan farklilik

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,01). Grup 2’de yer alan farelerin
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baslangig, 8. hafta ve 16. hafta arasindaki agirliklart agisindan farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Grup 3'te yer alan farelerin baslangig ve 8. hafta
arasindaki agirlik degisimi ve baslangi¢c ve 16. hafta arasindaki agirlik degisimleri
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Caligsma siiresince farelerin agirlik

degisimleri Sekil 4.1.’de gosterilmektedir.

*
ns *
1
ns
50
|_| I_I | | |_| I_l El Grup 1 (n=8)
40 Bl Grup 2 (n=8)
- B Grup 3 (n=8)
S 304
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Sekil 4.1. Caligma siiresi boyunca farelerin agirlik degisimleri
Grup 1: kontrol grubu, Grup 2: sirkadiyen ritimleri bozulan, Grup 3: sirkadiyen ritimleri

bozulan + probiyotik takviyesi alan gruplarin viicut agirliklari. Veriler ortalama + SEM.
*p < 0.05, ** p <0.01, ***p < 0.001, ns: p > 0.05.

4.2. Biyokimyasal Parametrelerin Degerlendirilmesi

Calismada aydinlik/karanlik dongiileri degistirilerek sirkadiyen ritimleri
bozulan farelerde probiyotik takviyesinin aglik serum glukozu, aglik serum insiilini ve

zonulin gibi biyokimyasal parametrelerde olusturdugu etkiler incelenmistir.

Belirlenen ag¢lik plazma glukozu, aglik serum insiilini seviyeleri ve bu verilerle
hesaplanan HOMA-IR ve QUICKI degerleri Tablo 4.2.’de verilmistir.
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Tablo 4.2. Calisma gruplarma ait ortalama AKG, Insiilin, QUICKI ve HOMA-IR

seviyeleri

Grupl(n=8) Grup2(n=8) Grup 3 (n=8)

Parametreler Birim _ _ _
X +SD X+SD X +SD
AKG Mmol/L 5,21+1,50 6,30+0,95 5,56+1,49
Insiilin mlU/L 19,15+4,14 25,5344,26 27,11+4,89Y
HOMA-IR 4,36+1,22 7,23+1,62 % 6,92+2.61Y
QUICKI 0,30+0,01 0,28+0,00* 0,28+0,01Y

*2 p<0,05 (Grup 1 ile Grup 2 karsilastirildiginda), ¥ =p<0,05 (Grup 1 ile Grup 3
karsilastirildiginda), >=p<0,05 (Grup 2 ile Grup 3 karsilastirildiginda), veriler ortalama + SD.
AKG ortalama degerleri Grup 1°de 5,21+1,50; Grup 2’de 6,30+0,95; Grup 3’de
5,56+1,49 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna (Grup 1) kiyasla, sirkadiyen ritimleri
bozulan (Grup 2) ve sirkadiyen ritimieri bozulup probiyotik takviyesi alan (Grup 3)
gruplar kontrol grubuyla ve kendi aralarinda karsilastirildiginda aralarindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05).

Gruplarin ortalama insiilin degerleri Grup 1°de 19,15+4,14; Grup 2’de
25,53+4,26; Grup 3°de 27,11+4,89 olarak belirlenmistir. (Grup 1) ve (Grup 2) arasinda
ayrica (Grup 1) ve (Grup 3) aralarindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05). Grup 2 ve Grup 3 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamugstir (p>0,05).

HOMA-IR degerlerinin ortalamalart 4,36+1,22 (Grup 1); 7,23+1,62 (Grup 2);
6,92+2,61 (Grup 3) seklindedir. (Grup 1) ve (Grup 2) arasinda ayrica (Grup 1) ve
(Grup 3) aralarindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). (Grup

2) ve (Grup 3) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamstir (p>0,05).

QUICKI degerlerinin ortalamalar1 (0,30+0,01 Grup 1), (0,284+0,00 Grup 2),
(0,2840,01Grup 3) seklindedir. Grup 1 ve Grup 2 arasinda ayrica Grup 1 ve Grup 3
aralarindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Grup 2 ve Grup

3 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p >0,05).
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Gruplardaki farelerin aglik plazma glukozu, insiilin, HOMA-IR ve QUICKI

diizeylerindeki degisimler Sekil 4.2.”de gosterilmistir.

Tum Gruplara Ait Glukoz Degerleri
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Sekil 4.2. Sirkadiyen ritim bozulmasi, sirkadiyen ritim bozulmasi + probiyotik
takviyesinin; glukoz diizeyi, insiilin diizeyi, QUICKI ve HOMA-IR, degerlerinin kontrol

grubu ve kendi aralarinda ile karsilastirilmasi

Grup 1: kontrol grubu, Grup 2: sirkadiyen ritimleri bozulan, Grup 3: sirkadiyen ritimleri
bozulan + probiyotik takviyesi alan. Veriler ortalama + SD. ns: p > 0.05, *p < 0.05, ** p <0.01,

*xxp < 0,001



Belirlenen serum zonulin seviyeleri ortalama degerleri tablo Tablo 4.3.’te

verilmistir.

Tablo 4.3. Caligma gruplarina ait ortalama zonulin seviyeleri

Grupl(n=8) Grup2(n=8) Grup 3(n=8)
X +SD X+SD X+SD
Zonulin ng/mL 37,56+14,56 44,13+13,00 43,01+7,03

Parametre Birim

Zonulin ortalama degerleri Grup 1’de 37,56+14,56; Grup 2’de 44,13+13,00;
Grup 3’de 43,01£7,03 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna (Grup 1) kiyasla,
sirkadiyen ritimleri bozulan (Grup 2) ve sirkadiyen ritimleri bozulup probiyotik
takviyesi alan (Grup 3) gruplar kontrol grubuyla ve kendi aralarinda
karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli
sayllmamustir (p=0.503). Belirlenen zonulin seviyeleri ortalama degerleri Sekil 3’te

gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Sirkadiyen ritim bozulmasi, sirkadiyen ritim bozulmasi + probiyotik
takviyesinin zonulin degerlerinin kendi aralarinda ve kontrol grubu ile karsilastiriimasi

Grup 1: kontrol grubu, Grup 2: sirkadiyen ritimleri bozulan, Grup 3: sirkadiyen ritimleri

bozulan + probiyotik takviyesi alan.Veriler ortalama + SD. ns: p > 0.05, *p < 0.05, ** p <0.01,
***p < 0.001.
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5. TARTISMA

Uyku ve uyaniklik zamanlamasinin, giindiiz uyku ve gece uyaniklik olacak
sekilde degistirilmesi, sirkadiyen yanlis hizalanmaya neden olur. Sirkadiyen yanlis
hizalanmanin yaygin bir nedeni, biyolojik olarak uyumak icin ayrilmis bir zaman
boyunca uyanik kalmayi gerektiren vardiyali ¢alismadir. Diger yaygin nedenler
arasinda yetersiz uyku, sosyal jet-lag ve gece 1s18ina maruz kalma gibi etmenler yer

alir (Depner vd., 2014).

Epidemiyolojik kanitlar, vardiyali ¢alismanin, kronik sirkadiyen yanlis
hizalanma ile iligkili oldugunu gostermektedir. Yapilan deney hayvani ¢aligmalarinda
sirkadiyen ritimlerin bozulmasi i¢in aydinlik/karanlik donglisiiniin degistirilmesi
siklikla kullanilan bir modeldir (Khalyfa vd., 2017). Bu nedenle calismamizda
deneysel olarak aydinlik/karanlik dongiileri degistirilerek deney hayvan gruplarinda

vardiyali ¢galisma modeli olusturulmustur.

Sirkadiyen yanlis hizalanmanin, obezite ve diyabet gibi olumsuz saglik sonuglari
potansiyeli ile néroendokrin fizyolojiyi degistirdigi gosterilmistir (Nguyen ve Wright,
2009; Scheer vd., 2009). Endojen sirkadiyen sistem ve sirkadiyen yanlis hizalanmanin
(yani, merkezi sirkadiyen saat ile aydinlik-karanlik veya beslenme-aglik dongiileri gibi
24 saatlik ¢evresel ve davranigsal ritimler arasindaki yanlis hizalanma) glikoz toleransi
tizerindeki etkilerini inceleyen bir c¢aligmada; sirkadiyen yanlis hizalanmanin,
vardiyali ¢alisanlarda glukoz toleransini azalttigi saptanmistir (Morris vd., 2015). Bir
bagka arastirmanin bulgulari, insanlarda kisa siireli sirkadiyen yanlis hizalanmanin
postprandial kan glukoz seviyelerini yiikselttigini gostermistir. Bu bulgular
muhtemelen azalmis pankreatik B-hiicre telafisinden veya azalmis insiilin
duyarliligindan kaynaklanmistir (Scheer vd., 2009). Benzer olarak ¢alismamizda
kontrol grubu (Grup 1. 5,21+1,50 (n=8)) ile kiyaslandiginda, sirkadiyen ritimleri
bozulan grubun (Grup 2. 6,30+0,95 (n=8)) kan glukoz degerleri, ortalama olarak daha
yiiksektir. Aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamis olsa da (p>0,05),

onceki caligmalarin sonuglari ile benzerlik gostermektedir.

Kronik sirkadiyen yanlis hizalanmadan kaynaklanan uzun siireli kan sekeri
diizensizligi, merkezi ve periferik sirkadiyen saatlerin zamanlamasindaki farkliliklara

bagli olabilir (Buxton vd., 2012; Barclay vd., 2012).
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Insiilin diizeylerinin giindiiz vardiyasindaki hemsirelerle gece vardiyasindaki
hemsireler arasinda farklilik gosterip géstermedigini inceleyen bir ¢alismada (Molzof
vd., 2022) gece vardiyasinda calisan hemsirelerde ortalama insiilin diizeylerinin

giindiiz ¢alisan hemgirelere gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir.

Calismamizin sonuglarina gore Grup 1 (kontrol grubu) 19,15+4,14 (n=8), ile
karsilastirildiginda, Grup 2 25,53+4,26 (n=8) ve Grup 3’iin 27,11+4,89 (n=8), insiilin
degerlerindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Grup 2 ve Grup
3 27,1144,89 (n=8) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0,05). Onceki ¢alismalarin sonuglariyla benzer sekilde calismamizda; sirkadiyen
ritim  bozuklugunun serum insiilin diizeylerinde yiikselmeye neden oldugu
gbzlenmistir. Ancak ¢alismamizda probiyotik takviyesinin bu degerler tizerine katkisi
gbzlenmemistir. Probiyotiklerin etkili bir miidahale olup olmadigini degerlendirmek

icin daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Dokuz saglikli erkek goniilliniin katildig1 sabit yemek saatleri ve egzersiz
programlari igeren randomize bir ¢alismada, iki gece kismi uyku yoksunlugundan
sonra (uyku firsat1 02:45-07:00) ve iki gece normal uykudan sonra (uyku firsati1 22:30-
07:00). Disk1 6rnekleri toplanmig ve katilimcilara her uyku miidahalesini takiben oral
glikoz tolerans testi yapilmistir. Baglangigtaki instilin duyarliligina kiyasla insiilin
duyarliliginin 6nemli 6lgiide azaldigi goriilmistir (Benedict vd., 2016). Benzer
sekilde ¢calismamizda kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirkadiyen ritim bozulugunun,
instilin duyarliligi indeksi olan QUICKI degerlerinde azalmaya sebep oldugu
gozlenmistir. QUICKI degerlerinin ortalamalari (0,30+£0,01 Grup 1), (0,28+0,00 Grup
2), (0,284+0,01Grup 3) seklindedir. Grup 1 ve Grup 2 arasinda ayrica Grup 1 ve Grup

3 aralarindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

Gece vardiyasi ¢alisma programlarini taklit eden, degisen karanlik/aydinlik
dongiilerine maruz kalan farelerde, metabolik parametreleri inceleyen bir ¢alismada;
kontrol grubuna gore sirkadiyen ritim bozukluguna maruz kalan fareler, daha yiiksek
HOMA-IR degerleri gostermistir (Khalyfa vd., 2017). Bu sonuclar ¢alismamizdan
elde edilen veriler ile benzerlik gostermektedir. HOMA-IR degerleri (Grup 1
4,36+1,22) ile karsilastirildiginda, (Grup 2 7,23+1,62), ve (Grup 3’in 6,92+2,61)
degerlerindeki artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Calismalardan
elde edilen sonuglara gore sirkadiyen ritimlerin bozulmasi, insiilin direnci olusumuna

katk1 saglar.
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Yapilan bir ¢aligmada jet-lag olan (sirkadiyen ritmi bozulmus) insanlardan
aliman bagirsak mikrobiyotasi, mikrobiyom icermeyen farelere aktarildiginda,
bunun obezite ve glikoz intoleransina yol agtigini, bu etkinin jet-lag olmayan
insanlardan mikrobiyota transfer edildiginde gozlenmeyen bir etki oldugunu
bildirmistir (Thaiss ve ark., 2014). Elde edilen tiim bu verilere gore sirkadiyen ritim

bozuklugunun diyabet i¢in bir risk faktorii oldugu sdylenebilir.

Bunun yani sira tiiketilen kalorilerin metabolik etkisi, besin aliminin biyolojik
zamanina baglidir (Lowden vd., 2010). Buna gore, gece tipik uyku saatlerinde kalori
acisindan yogun ve karbonhidrat agisindan zengin yiyecekler tiiketme egiliminde olan
vardiyali ¢alisanlarda gece 6glinlerinin, kilo alma ve obezite riski agisindan dnemli

etkileri vardir (Souza vd., 2019).

Vardiyali ¢alisanlarda kilo alimi, T2DM gelisimine katkida bulunan potansiyel
mekanizmalardan biri olarak gosterilmistir (Kivimaki vd., 2011). Ayrica besin
alimmnin sirkadiyen zamanlamasi da kilo alimina katkida bulunabilir. Yapilan bir
caligmada; fareler yalnizca aydinlik veya karanlik fazda yiiksek yagli bir diyetle (%60
yag) beslendi. Normalde uykuda olacaklar1 151k fazinda beslenen farelerin, uyanik
olacaklar1 zaman yani karanlik fazda beslenen farelere gore dnemli 6l¢iide daha fazla
kilo aldig1 gosterilmistir (Arble vd., 2009; Hatori vd., 2012). Farelerde sirkadiyen
bozulmay: arastiran baska bir calismada, 10 giin boyunca (12 saat aydinlik/aydinlik)
veya (12 saat karanlik- karanlik) sabit 15132 maruz kalmanin besin alimini artirdigini,
enerji harcamasini azalttifin1 ve dolayisiyla viicut agirhiginda artisa neden oldugu

gozlenmistir (Coomans vd., 2013).

Bu bulgular, uygun olmayan sirkadiyen zamanlarda besin tliketiminin kilo
alimina katkida bulunabilecegini gostermektedir. Benzer sekilde ¢alismamizda kontrol
grubunda baglangi¢ ve 16. hafta (¢aligmanin sonu) arasinda viicut agirliginda anlamli
bir artis gézlenmezken, sirkadiyen ritimleri bozulan grupta baslangi¢c ve 16. hafta
arasinda viicut agirliklarindaki artis istatistiksel olarak ©Onemli o6l¢iide anlamlhi
bulunmustur.

Yapilan baska bir calismada aydinlik-karanlik dongiisiiniin haftada bir kez
tersine cevrilmesinin, standart bir diyet uygulanan C57BL/6J farelerinin bagirsak
mikrobiyotasin1 degistirmedigini, ancak 6nemli 6l¢iide daha fazla kilo alimina yol
actigt bulunmustur (Voigt vd., 2014). Bu sonuclar c¢aligmamizdan elde edilen

sonuglarla benzerlik gostermektedir.
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Bagirsak mikrobiyotasi ve sirkadiyen saat, konak metabolizmasini diizenlemek
icin birbirleriyle karsilikli etkilesim halindedir (Cui vd., 2016; Kuang vd., 2019).
Bagirsak mikrobiyotasinin ve metabolitlerinin modiilasyonu yoluyla T2DM
gelisiminde sirkadiyen saatin diizenlenmesinin 6nemli bir etkiye sahip oldugunu
bildiren ¢alismalar mevcuttur (Ding ve Xiao, 2020).

Caligmalar, sirkadiyen ritimlerin bagirsak mikrobiyotasi ile yakindan baglantili
oldugunu vurgulamaktadir. Bagirsak mikrobiyotas1 ile bagirsak epitel hiicreleri
arasinda onemli bir etkilesim vardir. Sirkadiyen ritimlerin ve beslenme ritimlerinin
bozulmasi bagirsak gecirgenligini artirarak bagirsak bariyerinin igslev bozukluguna yol
acabilir ve bagirsak mikrobiyota kompozisyonunu degistirebilir (Deayer vd.,2018;
Marti vd., 2016; Liang vd., 2015; Voig tvd., 2014; Zarrinpar vd., 2014).

Sirkadiyen bozulma, bagirsak disbiyozuna yol agabilir. Farelerde ve insanda
bagirsak enfeksiyonuna konak¢1 duyarliligini artirabilir (Rosselot vd., 2016; Thaiss
vd., 2014).

Bagirsak mikrobiyotasinin nérolojik fonksiyonlar1 da etkiledigi gosterilmistir ve
bu baglantilara "bagirsak-beyin ekseni" adi verilmistir (Mayer vd., 2015). Bagirsak
mikrobiyotasi beyinle ii¢ ana yoldan iletigsim kurar: noral yol (vagus siniri, enterik sinir
sistemi), bagisiklik yolu (sitokinler) ve endokrin yol (HPA ekseni, bagirsak
hormonlari). Bagirsak mikrobiyotasi, ¢esitli dogrudan ve dolayli yollarla bagirsak-
beyin eksenini diizenler. Bu, nérotransmitterler, SCFA'lar ve amino asitler dahil olmak
tizere c¢ok cesitli metabolitler tireterek bagirsak epitelindeki siki baglantilarin
biitiinligiinii modiile ederek bagirsak gegirgenligini korumayi icerir (Vijay ve Valdes,
2022).

Bagirsak epitel bariyer biitlinliigiiniin korunmasi, bakteriyel endotoksinler (yani,
lipopolisakarit, LPS) gibi proinflamatuar bagirsak liimen igeriklerinden korunmak i¢in
gereklidir (Turner, 2009). Mukozal bariyer, siki baglanti, yapisik baglanti ve
desmozom proteinleri dahil olmak iizere etkilesim halindeki proteinlerin karmasik bir
ag1 tarafindan korunur (Turner, 2009). Bariyerin bozulmasi (yani bagirsak sizintisi),
metabolik sendrom, diyabet, kardiyovaskiiler hastalik, amyotrofik lateral skleroz,
Parkinson hastalig1 ve alkolik karaciger hastaligi dahil olmak {izere cok sayida
hastalikla iligkilidir (Creely vd., 2007; Zhang vd., 2009; Keshavarzian vd., 2009;
Forsyth vd., 2011, Lassenius vd., 2011). Bu nedenle, bagirsak asir1 gecirgenligi klinik
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olarak ilgili bir patolojidir ve bagirsak sizintisinin gelisimi, ¢ok sayida hastalik i¢in

biyolojik olarak anlamli bir terapotik hedefi temsil edebilir.

Yapilan bir ¢alismada sirkadiyen ritim bozuklugu olan siganlarda bagirsak
bariyer fonksiyonunun bozuldugu saptanmistir (Summa vd., 2013). insan serumunda
saptanan bir protein olan zonulinin, bagirsak gecirgenligini yansittigi gosterilmistir
(Liu vd., 2013; Wang vd., 2000). T1DM, T2DM, obezite ve obezite ile iliskili insiilin
direnci dahil ¢esitli metabolik durumlarda serum zonulin konsantrasyonunun arttigi
bulunmustur (Moreno-Navarrete vd., 2012; Zak-Goab vd., 2013; Jayashree vd.,
2014).

Bagirsak gecirgenligi parametresi olarak serum zonulin konsantrasyonunun
incelendigi calismamizda; Zonulin ortalama degerleri Grup 1’de 37,56+14,56, Grup
2’de 44,13+13,00, Grup 3°de 43,01+7,03 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna (Grup
1) kiyasla, sirkadiyen ritimleri bozulan farelerde (Grup 2) ve sirkadiyen ritimleri
bozulup probiyotik takviyesi alan farelerde (Grup 3) serum zonulin konsantrasyonu
artis gostermistir. Grup 3’te probiyotik takviyesi ile bu artis daha az olmustur. Ancak
gruplar kontrol grubuyla ve kendi aralarinda karsilastirildiginda aralarindaki fark

istatistiksel olarak anlamli sayilmamistir (p>0,05).

Ote yandan, bagirsak mikrobiyotas1 tarafindan iiretilen SCFA’lar, 6zellikle
biitirat, bagirsak bariyer fonksiyonu iizerinde yararli etkilere sahiptir. Ayrica, SCFA,
bagirsak mikrobiyotasinin konakgei ile iletisim kurdugu ve beyin ve karacigerdeki
sirkadiyen metabolik saati diizenleme yetenegine sahip oldugu bir geri bildirim

mekanizmasi sergiler (Voigt vd., 2016).

Uyku bozukluklar1 veya sirkadiyen ritim bozukluklarinin bir sonucu olarak
proinflamatuar etkilerin, farelerde bozulmus bagirsak bariyer fonksiyonuna neden

oldugu bildirilmistir (Summa vd., 2013).

Son yillarda yapilan bir ¢alismada yiiksek yagli bir diyet altinda haftalik
kaydirilmis aydinlik-karanlik dongiisiine tabi tutularak sirkadiyen ritimleri bozulan
C57BL/6J farelerinde beta-glukan ve iniilin gibi prebiyotiklerle yapilan diyet
miidahalesinin sirkadiyen uyumsuzlugun azaltilmasi iizerindeki etkileri arastirilmistir.
Calismanin sonuglari, beta-glukan (0,2 g/giin) ve intilinin (0,2 g/giin) sirkadiyen saat
genlerinin ekspresyonunu ve fazin1 modiile ettigini, hipotalamusta Periyot 1 ve Periyot

3’lin faz gecikmesini ve farelerin karacigerinde Periyot 2'nin faz gecikmesini tersine
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cevirdigini gostermistir. Bu bulgular, prebiyotik takviyesinin sirkadiyen yanlis

hizalamay1 azaltmak icin yeni bir diyet yaklagimi olabilecegini gostermektedir.

Calismamizda aydimnlik/karanlik dongiileri degistirilerek sirkadiyen ritimleri
bozulan grubun sonuglar1 ile karsilagtirildiginda, sirkadiyen ritimleri bozulmus
farelerde probiyotik takviyesinin aglik serum glukozu, aglik serum insiilini ve serum
zonulin gibi biyokimyasal parametrelerin sonuglarinin kontrol grubu ile daha fazla
benzerlik gosterdigi saptanmistir. Ancak bu sonuglardaki degisimler istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. Bunun sebebi ¢alismamizda probiyotik takviyesinin 8
hafta siire ile yapilmis olmasindan kaynaklanmis olabilir. Probiyotik takviyesinin
sitkadiyen ritim bozuklugunun etkilerini azaltmada terapotik bir segenek olup

olmadigini degerlendirmek i¢in daha uzun siireli ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

Ek olarak, kanitlar, diyet ve beslenme ritimlerinin bilesiminden etkilenebilen
bagirsak mikrobiyotasinin giinliik saliniminin, sirkadiyen karaciger transkriptomunun
diizenlenmesinde ve konak sirkadiyen ritimlerinin korunmasinda rol oynadigin1 ortaya
koymustur (Leone vd., 2015; Murakami vd., 2016; Thaiss., 2016; Parkar vd.,
2019; Kuang vd., 2019). Probiyotik tedavilerin de bagisiklik fonksiyonlarini
diizenledigi gosterilmistir (Yang vd., 2019). Bagirsak mikrobiyotasinin sirkadiyen
ritimlerle nasil etkilesime girebileceginin mekanizmalar1 belirsizligini koruyor, ancak
sitkadiyen gende farkli boyutlarda degisikliklere neden olan biitirat veya asetat
eklenmesi gibi mikrobiyal metabolitlerin salinimlariyla kismen agiklanabilir (Leone
vd., 2015). Biitirat ve asetatin yani sira hidrojen siilfiir, ikincil safra asitleri, vitaminler
ve biyojenik aminler dahil olmak {izere mikrobiyal metabolit gruplari da sirkadiyen
saatlerin modiilasyonu ile iligkilidir (Navigatore-Fonzo vd., 2014; Joyce vd., 2014;
Leone vd., 2015; Yano vd., 2015).

Bagirsak mikrobiyotasi ve sirkadiyen saat arasindaki ¢ift yonlii iliski g6z 6niine
alindiginda, T2DM dabhil olmak tizere bununla iligkili hastaliklarin ortaya ¢ikmasi ve
gelismesiyle baglantili  sirkadiyen bozulmalarin  etkilerini iyilestirmek igin,
probiyotikler gibi bagirsak mikrobiyotasina yonelik potansiyel tedavi metotlarinin

degerlendirilmesini saglamak adina daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Deneysel olarak aydinlik/karanlik dongiileri degistirilerek sirkadiyen ritimleri
bozulmus hayvan modellerinde, probiyotik takviyesinin; diyabet ve bagirsak bariyer
gecirgenligi belirtegleri lizerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla yiriittigiimiiz
calismamizin sonuglarina goére; farelerin baslangig agirliklart sirasiyla (Grup 1)
37,542,777 g; (Grup 2) 38,12+1,55 g ve (Grup 3) 37,00+3,58 g’dir. Grup 1’de baslangi¢
ve 8. hafta ve baslangig ve 16. hafta arasinda istatistiksel bir anlamlilik yokken 8. hafta
ve 16. hafta arasinda agirliklar1 agisindan farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,01). Grup 2’de yer alan farelerin baslangig, 8. hafta ve 16. hafta
arasindaki agirliklar1 agisindan farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). Grup 3'te yer alan farelerin baglangi¢ ve 8. hafta arasindaki agirlik degisimi
ve baslangi¢ ve 16. hafta arasindaki agirlik degisimleri istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). Bu verilere gore; sirkadiyen ritim bozulmasinin agirlik
kazanimini artirdig1 sonucuna varilmistir. Ayrica sirkadiyen ritimleri bozulan farelere
uygulanan probiyotik takviyesinin, normal yemege erisimi engellenmeden veya
herhangi bir kalori kisitlamasi olmadan agirlik kazanimini azalttigi gozlenmistir ancak

bu sonug istatistiksel olarak anlamli degildir.

Gruplara ait AKG ortalama degerleri (Grup 1) 5,21+1,50; (Grup 2) 6,30+0,95;
(Grup 3) 5,56+1,49 olarak belirlenmistir. Gruplarin ortalama insiilin degerleri Grup
1’de 19,15+4,14; Grup 2°de 25,53+4,26; Grup 3’de 27,114+4,89 olarak belirlenmistir.
HOMA-IR degerleri ortalamalar1 4,36+1,22 (Grup 1); 7,23+1,62 (Grup 2); 6,92+2,61
(Grup 3) seklindedir ve QUICKI degerleri ortalamalar1 0,30+0,01 (Grup 1); 0,284+0,00
(Grup 2); 0,28+0,01(Grup 3) olarak belirlenmistir. Zonulin ortalama degerleri Grup
1’de 37,56+14,56; Grup 2’de 44,13+13,00; Grup 3’de 43,01+7,03 olarak

belirlenmistir.

Bu sonuglara gore farelerde sirkadiyen ritim bozulmasinin, glukoz
metabolizmasini olumsuz yonde etkileme, serum insiilin diizeylerinde yiikselme,
HOMA-IR degerlerinde yiikselme ve QUICKI degerlerinin azalmasi ve ortalama
serum zonulin seviyelerinin yiikselmesi ile iliskili oldugu gézlenmistir. Elde edilen
verilere gore sirkadiyen ritim bozulmasmin diyabet i¢in bir risk faktorii oldugu
sOylenebilir. Probiyotik takviyesinin tiim bu degerler lizerine olumlu etkisi oldugu

gozlenmistir. Probiyotik takviyesinin sirkadiyen ritim bozuklugunun etkilerini
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azaltmada terapotik bir secenek olup olmadigimi degerlendirmek igin daha fazla

calismaya ihtiyag¢ vardir.

Sirkadiyen ritimleri bozulan farelerde probiyotik takviyesinin glukoz
metabolizmasi tizerine olumlu etki gostermistir. Ancak; probiyotiklerin etkili bir
miidahale olup olmadigt degerlendirmek ic¢in daha fazla calismaya ihtiyag

duyulmaktadir.

Son yillarda, sanayilesmeye bagli olarak modern toplumun hizli gelisimi,
insanlarin yasam bi¢iminde biiyiik degisikliklere yol agmistir. Vardiyali ¢alismanin ve
sosyal jet lag'in artan prevalansi ile, daha yiiksek T2DM riski de dahil olmak {izere
metabolik bozukluklarla iligkili sirkadiyen bozulmanin rolii ¢ok daha fazla ilgi
kazanmigtir. En siddetli kronik hastaliklardan biri ve beklenen yasam siiresinin
kisalmasinin dokuzuncu ana nedeni olan T2DM ve buna bagli metabolik bozukluklarla

miicadele i¢in daha yeni bakis acilar1 ve hedefler ortaya ¢ikarmak gerekmektedir.

Bagirsak mikrobiyotasinin, degisen mikrobiyal topluluk yapist ve aktivitesi
nedeniyle yalnizca T2DM'nin gelisimini ve ilerlemesini dogrudan tetiklemekle
kalmayip, ayn1 zamanda endojen sirkadiyen sistem, dis yeme diizeni tarafindan kontrol
edilen konak¢i metabolizmasi ile birebir iletisime dahil oldugu, oldukga kabul

gormustur.

Bununla birlikte, T2DM'de sirkadiyen saatin diizenlenmesinde bagirsak
mikrobiyotasinin spesifik mekanizmasini ve bununla ilgili etkilerini dogrudan agikliga
kavusturan ¢alismalar, T2DM'yi tedavi edecek yeni hedefler i¢in biiylik 6nem tasisa

da hala sinirhidir.

Sirkadiyen ritim, probiyotik uygulamasi ve T2DM iliskisi aydinlatilarak bilimsel
birikime katki saglayan calismamiz hayvan modellerine genel bir bakis sunarak
bulgularin doniistiirtilebilirligi ve ileride yapilacak ¢aligmalara 6ngdrii saglamasi

acisindan biiyiik 6nem arz etmektedir.

T2DM'nin ortaya ¢ikmasi ve gelismesiyle baglantili sirkadiyen bozulmalarin
etkilerini iyilestirmek i¢in probiyotikler ve hedeflenen prebiyotikler gibi bagirsak
mikrobiyotasina yonelik tedavilerin degerlendirilebilmesi ic¢in genis Orneklem

bliytikliigline sahip, uzun stireli ve kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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