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OZET

SIRKADIYEN RITIMLERI BOZULMUS FARELERDE PROBIYOTIK
TAKVIYESININ SIRKADIYEN RITiM GENLERI VE SERUM ZONULIN
DUZEYLERI UZERINE ETKISININ BELIRLENMESI
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Lisansiistli Egitim Enstitiisii
Beslenme Bilimleri Ana Bilim Dali
Yiiksek Lisans, Ocak/2023
Danisman: Dog. Dr. Mehtap UNLU SOGUT

Arastirmamizda aydinlik ve karanlik dongiileri her iki haftada bir degistirilerek
sirkadiyen ritimleri bozulmus farelerde probiyotik takviyesinin; merkezi sirkadiyen
ritim gen ekspresyonlari ve bir bagirsak bariyer gecirgenligi belirteci olan serum
zonulin diizeyi lizerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

BALB/c tiiri her biri 8 fareden olusan 3 farkli deney hayvani grubu
olusturulmustur. ~ Gruplar sirasiyla; Kontrol grubu, Sirkadiyen ritimleri
aydinlik/karanlik dongiileri degistirilerek bozulmus grup (BSR) ve Sirkadiyen
ritimleri aydinlik/karanlik dongiileri degistirilerek bozulmus ve calismanin son iki
aymda probiyotik takviyesi verilmis gruplardir. (Probiyotik+BSR). Farelerde merkezi
sirkadiyen ritim gen ekspresyonlari incelenmis ve agirlik kazanimi hesaplanmistir.
Biyokimyasal yontemler i¢in ELISA yontemi kullanilmstir.

Calisma sonunda sirkadiyen ritimleri bozulmus gruplar arasinda baslangic ve
son agirliklar ile agirlik degisimleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmustur (p<0,05). BSR ve Probiyotik+BSR gruplarinda Zonulin seviyelerinde
kontrol grubuna kiyasla artis saptanmistir. Fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli
degildir (p= 0,503). Merkezi sirkadiyen ritim genleri olan Clock, Bmall ve Per2
genlerinin ekspresyonlar1 gruplar arasinda ve ornek alim saatleri arasinda degisiklik
gosterse de sonuglar istatistiksel olarak anlamli degildir.

Sonug olarak, sirkadiyen ritimlerin aydinlik/karanlik dongiileri degistirilerek
bozulmasmin agirlhik kazanimini artirdigi, serum zonulin diizeylerinde artirici bir
etkisinin oldugu ve merkezi sirkadiyen ritim genleri iizerine ekspresyon seviyelerinin
degismesine sebep oldugi goriilmiistiir. Sirkadiyen ritimleri degistirilmis farelerde
probiyotik takviyesinin agirlik kazanimini probiyotik almayan gruba gore azalttigi,
serum zonulin seviyesi lizerine ve Per2 geninin ekspresyon seviyesinde olumlu etki
gosterdigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Sozciikler: Sirkadiyen Ritim, Sirkadiyen Ritim Genleri, Zonulin,
Probiyotik, Bagirsak Gegirgenligi



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECT OF PROBIOTIC SUPPLEMENT ON
CIRCADIAN RHYTHM GENES AND SERUM ZONULIN LEVELS IN MICE
WITH DISTURBED CIRCADIAN RHYTHMS

Biisra TEPEBASI
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Master, January/2023
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehtap UNLU SOGUT

In our study, it was aimed to investigate the effects of probiotic supplementation
on central circadian rhythm gene expressions and serum zonulin level, a marker of
intestinal barrier permeability, in mice with impaired circadian rhythms by changing
the light and dark cycles every two weeks.

We formed three groups of experimental animals in BALB/c genus, each
consisting of 8 mice. Kontrol was control group, BSR was the group whose circadian
rhythms were disrupted by changing the light/dark cycles and Probiyotik+BSR was
the group whose circadian rhythms were disrupted by changing the light/dark cycles
and were given probiotic supplementation in the last two months of the study. Central
circadian rhythm gene expressions in mice were examined and weight gain was
calculated. ELISA method was used for biochemical methods.

At the end of the study, there was a statistically significant difference between
the groups in terms of baseline and final weights (p <0,05). The serum zonulin levels
of the mice in BSR and Probiyotik+BSR with disrupted circadian rhythms were
increased compared to the control group. But, this increase was not statistically
significant (p= 0,503). Although the expressions of the central circadian rhythm genes
Clock, Bmall and Per2 varied between groups and between sampling times, the results
were not statistically significant.

In conclusion, it was observed that disruption of circadian rhythms by changing
the light/dark cycles increased weight gain, had an increasing effect on serum zonulin
levels and caused a change in expression levels on central circadian rhythm genes. It
was concluded that probiotic supplementation reduced weight gain in mice with
disrupted circadian rhythms compared to the group that did not receive probiotics, and
had a positive effect on serum zonulin level and expression level of Per2 gene.

Keywords: Circadian Rhythm, Circadian Rhythm Genes, Zonulin, Probiotic,
Intestinal Permeability
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1. GIRIS

Sirkadiyen ritimler, yaklasik 24 saat siiren ve merkezi saat olan hipotalamik
suprakiazmatik c¢ekirdek (SCN) tarafindan {iretilen ve diizenlenen endojen
biyodavranigsal dongiilerdir (Videnovic vd., 2014). SCN'nin disindaki sirkadiyen
saatler, periferal saatler olarak adlandirilir ve periferal saatler merkezi sirkadiyen saat
tarafindan yonetilir (Gabryelska vd., 2022). SCN’de bulunan merkezi saat, viicut
capinda bir sirkadiyen ag olusturmak igin beyin ve periferik organ sistemlerindeki
saatleri senkronize eder. Ozellikle, SCN, retinohipotalamik yol (RHT) yoluyla
retinadan 11k hakkinda bilgi aldigindan, organizma saatlerini 1513a senkronize etmek

icin kritik 6neme sahiptir (Koronowski ve Sassone-Corsi, 2021).

Hiicresel diizeyde sirkadiyen saat ritmi, birbirine kenetlenmis pozitif ve negatif
geri besleme dongiileri olusturan bir dizi gen ve protein tarafindan yonetilir. Bu genler,
“Clock” ile “Bmall” transkripsiyon faktorlerinden ve bunlarin hedefleri olan Periyot
(Per 1,2,3) ve Cryptochrome (Cryl ve Cry2) genlerinden olusur (Ko ve Takahashi,
2006). Oziinde, bu saat genlerinin heterodimerleri, bir oto-diizenleyici
transkripsiyonel-translasyonel geri besleme dongiisti olusturmak igin birbirlerinin
transkripsiyonel aktivatorleri ve baskilayicilar1 olarak hareket ederler (Bumgarner vd.,

2021).

Sirkadiyen bozulma, hiicrelerdeki molekiiler ritimlerden ¢evresel degisikliklerle
davranis dongiilerinin yanlhs hizalanmasina kadar farkli organizasyonel diizeylerde
meydana gelebilen biyolojik zamanlamadaki bir bozulma olarak tanimlandirilmaktadir
(Qian ve Scheer, 2016). Bozulmus sirkadiyen ritim, degistirilmis gen ekspresyon
seviyeleri sergiler (Quintero vd., 2003). Sirkadiyen ritmin bozulmasi, nérolojik,
immiin ve gastrointestinal sistem dahil olmak {izere viicudun neredeyse tiim
sistemlerini etkileyen birgok hastalikla iligkilidir (Parkar vd., 2019; Shivshankar vd.,
2020; Segers ve Depoortere, 2021).

Sirkadiyen ritim ile bagirsak mikrobiyotasi arasinda ¢ift yonlii bir etkilesim olup;
sirkadiyen ritim bozulmasinin intestinal mikrobiyota disbiyozisine yol ag¢tigi ayn
zamanda bagirsak mikrobiyotasinin da sirkadiyen ritmi etkiledigi goriilmiistiir (Thaiss
vd., 2014, Parkar vd., 2019; Bishehsari vd., 2020). Sirkadiyen ritim bozulmasi sonucu
olusan disbiyozis (bagirsak mikrobiyotasinda homeostazin bozulmasi) artmig bagirsak

gecirgenligi icin tetikleyici roliindedir ve mikrobiyota bilesimindeki sirkadiyen
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kaynakli degisikliklerin, sirkadiyen diizensizligin sagliga zararl etkilerine aracilik
etmede rol oynadig diisiiniilmektedir (Voigt vd., 2014; Schmalle ve Lorentz, 2020).
Calismalar bagirsak mikroorganizmalarinin konak¢i saat geni diizenleyici agini
etkiledigini ve bagirsak mikrobiyotasinin sirkadiyen ritme etkisini mikrobiyota-
bagirsak-beyin ekseni yoluyla agiklamaktadir (Li vd., 2018; Osadchiy vd., 2019;
Teichman vd., 2020; Schurhoff ve Toborek, 2023). Bununla birlikte, sirkadiyen
diizensizlikler ve bagirsak mikrobiyotasin1 birbirine baglayan molekiiler
mekanizmalar biiylik 6lgiide kesfedilmemis durumdadir (Khalyfa vd., 2017; Frazier
ve Chang, 2020; Matenchuk vd., 2020). Her ne kadar yakin zamanda yapilan bir
caligmada prebiyotik takviyesinin sirkadiyen ritim genlerine etkisi oldugu goriilmiis
olsa da (Cheng vd., 2020) literatiir incelemesi sonucunda deney hayvanlarinda
probiyotik takviyesinin sirkadiyen ritim gen ekspresyonlarina ve bagirsak ge¢irgenligi
gostergeleri tizerine etkisini aragtiran bir c¢alismaya ulasilamamistir ve probiyotik

midahaleli ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugu bilinmektedir.

Calismamizda sirkadiyen ritmi aydinlik/karanlik dongiileri bozulan farelerde
probiyotik takviyesinin merkezi sirkadiyen ritim saat genleri ve bir bagirsak
gecirgenligi gostergesi olan serum zonulin diizeyleri iizerine etkisinin arastirilmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sirkadiyen Ritim Tanimi

Sirkadiyen ritimler, organizmalarin aydinlik ve karanlik arasindaki gecislere
fizyolojik olarak uyum saglamasin1 saglayan davranis ve biyolojik siire¢lerdeki
yaklasik 24 saatlik zaman uzunluguna sahip salinimlardir (Scheiermann vd., 2018;
Matenchuk vd., 2020; Tian vd., 2022). Sirkadiyen kelimesi Latince circa ve diem
sozctuklerinin birlesiminden olusarak, 'yaklasik bir giin' anlamina gelir. Sirkadiyen
ritimler, bakterilerden bitkilere, omurgasizlara ve memelilere kadar neredeyse tiim
yasam formlarinda ¢ok c¢esitli davranissal, fizyolojik ve metabolik islevleri yonetir
(Hastings vd., 2003; Greco ve Sassone-Corsi, 2019). Bu ritimler, dinlenme-uyaniklik
zamanlamasindan hiicresel seviyedeki metabolik siire¢lere kadar viicuttaki her
organizasyon diizeyinde olan O©nemli fizyolojik aktiviteleri dis ortamdaki

degisikliklerle senkronize eder (Sollars ve Pickard, 2015; He vd., 2016).

Sirkadiyen ritimler, ¢ok sayida saat kontrollii genin sirkadiyen ekspresyonunu
yonlendiren, memelilerin hemen hemen her hiicresinde bulunan bir dizi sirkadiyen saat
genleri tarafindan {iretilir (Rosenwasser ve Turek, 2015; Voigt vd., 2019).
Hipatotalamustaki suprakiazmatik ¢ekirdekte (SCN) bulunan merkezi sirkadiyen saat,
tamamlanmasi yaklasik 24 saat siiren bir dizi birbirine kenetlenmis transkripsiyonel-
translasyonel geri besleme dongiisiinden olusur (Voigt vd., 2019; Sciarra vd., 2020).
SCN, memelilerde ana osilator olarak tanimlanir, viicut ¢apinda bir sirkadiyen ag
olusturmak i¢in beyin ve periferik organ sistemlerindeki saatleri senkronize eder
(Partch vd., 2014). Ozellikle, SCN, retinohipotalamik yoluyla (RHT) retinadan 1s1k
hakkinda bilgi aldigindan, organizma saatlerini 1518a senkronize etmek icin kritik
oneme sahiptir (Koronowski ve Sassone-Corsi, 2021). SCN'deki c¢esitli néron ve
astrosit popiilasyonu, retinal fotik sinyal bilgisini yorumlayan ve viicudun geri
kalanina dogrudan ve dolayli ritmik sinyallesme ipuclar1 saglayan devreleri igerir
(Silver vd., 2018). Isigin varlig1 6rnegin giinesin dogusu ve batist SCN araciligiyla
giinliik ritimlerin ¢ogunu belirler; bu da daha sonra giiniin saat bilgisini beynin geri
kalanina ve periferik organlara aktararak koordineli ritimlere ve davranislara yol acar
(Arble vd., 2010). Uyku/uyaniklik, beslenme/aglik ve viicut 1sis1 ritimleri sirkadiyen

saat tarafindan kontrol edilen ritimlere drnektir.

Salimim yaklasik 24 saatlik bir periyoda sahipse ve siirekli 151k veya siirekli

3



karanlik gibi sabit kosullarda devam ediyorsa bir ritim sirkadiyen olarak kabul edilir
(Kuhlman vd., 2018). Sirkadiyen saat, sabit kosullarda ritimleri siirdiirmek igin dahili
bir kendi kendini idame ettiren mekanizma olarak islev goriir ancak ayn1 zamanda

cevresel ipuglarina verilen davranigsal tepkileri de senkronize eder (Patke vd., 2020).

Sirkadiyen diizenleme, SCN’de bulunan merkezi saat ve hemen hemen her doku
ve hiicrede bulunan periferik saatlerden olusan ¢oklu sirkadiyen osilatorlerin
hiyerarsisi ile saglanir (Qian ve Scheer, 2016). SCN néronlari, molekiiler saatlerin
senkronize edilmesini saglamak i¢in retinohipotalamik yol yoluyla retinadan girdi alir
ve girdiler yoluyla 24 saatlik aydinlik-karanlik dongiisii ile senkronize edilebilir.
(Lananna ve Musiek, 2020). Hem merkezi hem de periferal saatler temelde ayni
molekiiler mimariyi paylasir (Ko ve Takahashi, 2006). SCN’de ve tiim periferik
dokularda bulunan sirkadiyen genler, organizmalarda zamansal ritmi koruyan

molekiiler mekanizmalardir (Reppert ve Weaver, 2002).

Periferik saatler ¢evresel ve dahili sinyalleri toplayan SCN dis1 dokularda,
karaciger, kas, kalp, yag dokusu ve gastrointestinal sistem (GIS) dahil olmak iizere
periferik organlarda bulunur (Albrecht, 2012). Sirkadiyen saatler 6nemli sayida
biyolojik siireci kontrol ederek, bu siiregleri c¢evresel kosullarin giinliik
dalgalanmalariyla senkronize etmeye yardimci olur (Yu vd., 2013; Gutierrez Lopez
vd., 2021). Merkezi saat, sinir uyarilar1 ve hormonlar araciligiyla periferik sirkadiyen
yollar1 diizenler (Scheiermann vd., 2013; Sollars ve Pickard, 2015). Merkezi saat esas
olarak aydinlik/karanlik dongiisiine yanit verirken, periferik saatler merkezi saati
dolayli olarak diizenleyen diger dis etkenlere (6rnegin, sicaklik, diyet, zamanlama ve

gida aliminin igerigi) yanit verir (Stokkan vd., 2001; Albrecht, 2012).
2.2. Sirkadiyen Ritimlerin Molekiiler Mekanizmasi

Memelilerde, sirkadiyen sistem, sirkadiyen ritimlerin ifadesine yol agan,
tamamlanmasi yaklasik 24 saat siiren bir dizi birbirine bagl transkripsiyon-translasyon
geri beslenme dongiisiinden (TTFL) olusur (Voigt vd., 2019; Sciarra vd., 2020).
Memeliler ¢cevreden gelen 151k bilgisini gozleri araciligiyla algilar ve 151k sinyallerini
viicutlarin ritmik performanslarini diizenleyen birkag sirkadiyen sinyal molekiiliiniin
salimimlarina dondstiiriir (Bumgarner vd., 2021). Gézlerden SCN'ye fotik siiriiklenme

siirecinde, retinadaki retina ganglion hiicreleri, ortamdan ilk 151k bilgisini alan



fotoreseptorler olarak kabul edilir ve bu 1s1k bilgisi, retinohipotalamik yol (RHT)
araciligiyla SCN noronlarina iletilir (Hogenesch ve Ueda, 2011).

TTFL; Clock (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput), Bmall (Brain and
muscle ARNT-Like 1), Per (Period), Cry (Cryptochrome) dahil olmak {izere bir¢ok
saat gen/protein ailesini igerir (Bumgarner vd., 2021). Oziinde, bu saat genlerinin
heterodimerleri, bir oto-diizenleyici transkripsiyonel-translasyonel geri besleme
dongiisii olusturmak i¢in birbirlerinin transkripsiyonel aktivatorleri ve baskilayicilari
olarak hareket ederler (Bass ve Takahashi, 2010). Bu genler TTFL yoluyla molekiiler
diizeyde sirkadiyen siirecleri diizenleyen proteinler iiretmek i¢in haberci ribontikleik
asitleri (mRNA'lar) ifade ederler, genom igindeki diger genlerin transkripsiyonunu
aktive ederek ve baskilayarak sirkadiyen ritimleri yonlendirirler (Partch vd., 2014;
Sciarra vd., 2020). Birincil geri besleme dongiisiinde, Clock ve Bmall, SCN
hiicrelerinin  sitozoliinde heterodimerler olusturur, hedef genlerin promotor
bolgelerindeki E-kutucugu elementlerine baglanir ve transkripsiyonlarini aktive eder.
Bmall/Clock hedef genleri arasinda Per ve Cry saat genleri bulunur (Peng vd., 2022).
Bu ana dongiiniin negatif geri besleme kisminda, sitoplazmada Cry ve Per' den olusan
baska bir heterodimer olusur ve daha sonra Bmall ve Clock ile indiiklenen
transkripsiyonu baskilayarak kendisinin daha fazla ekspresyonunu engellemek i¢in
cekirdekte yer degistirir (Hergenhan vd., 2020; Man vd., 2016). Per ve Cry genleri,
Bmall ve Clock'un ilk transkripsiyonunu durduran bir geri besleme inhibisyonu
olusturmak tizere dimerlesir (Gallego ve Virshup, 2007). Bu transkripsiyonel ag,

cesitli dokularda bulunan sayisiz baska genin ifadesini diizenler (Korenci¢ vd., 2014).

Bagka bir negatif geri besleme dongiisii, niikleer reseptdr ailesine ait ters
eritroblastozis viriis alfa ve betalardan (REV-ERBa ve REV-ERBp) ve retinoik asit
iligkili orphan reseptorlerden (RORa, RORf ve RORY) olusur. REV-ERB ve ROR'lar,
sirastyla Bmalll transkripsiyonunu baskilamak ve aktive etmek i¢in Bmall promotorii

tizerinde hareket eder (Guillaumond vd., 2005; Ko ve Takahashi, 2006).
2.3. Sirkadiyen Ritimleri Etkileyen Faktorler

Sirkadiyen ritimlerin evresini sifirlayabilen g¢evresel faktorler, Zeitgeberler
(Almanca'dan “"zaman veren™) olarak bilinir. Zeitgeber, ic¢sel saat ritimlerini
stiriikleyen harici veya g¢evresel uyaranlar anlamina gelir (Roenneberg vd., 2003).

Memelilerdeki bazi énemli zeitgeberler, 1s1k, yiyecek tiirii ve mevcudiyeti, yeme
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zamanlamasi, fiziksel aktivite ve sosyal ipuglarini igerir (Takahashi, 2017; Tognini vd,
2017).

2.3.1. Isik

Isik, sirkadiyen ritim stiriiklenmesini tetikleyen en giicli dis zeitgeberdir.
Modern sanayilesmis toplumlarda, geceleri 1s18a maruz kalma, dnceki yiizyillara gore
¢ok daha yaygindir ve diinya niifusunun biiyiik bir bdliimiinde sirkadiyen ritim
bozulmasina yol agar (Potter vd., 2016). Memeli sirkadiyen sistemi, bes dakika gibi
kisa bir siirede birden fazla 1s18a maruz kalmayla etkilenebilir, aralikli parlak 1s18a
maruz kalma bile sirkadiyen fazi degistirebilir (Hébert vd., 2002). Hem gece hem de
giindiiz memelilerinin sirkadiyen ritimleri, gece boyunca 151g1n yeniden ayarlanmasina
duyarhdir. Geceleri yapay 151k ve daha kisa dalga boyuna sahip ekranlarin kullanilmasi
dahil olmak {izere anormal aydinlik/karanlik dongiilerinin sirkadiyen ritimlerin

bozulmasina neden oldugu bilinmektedir (Guan ve Lazar, 2021).
2.3.2. Melatonin

Melatonin (N-Asetil-5-Metoksitriptamin), epifiz bezi tarafindan sentezlenen ve
saliman endojen bir hormondur (Moore, 2007). Melatonin sekresyonu, SCN,
preganglionik noronlar ve superior servikal gangliondan post-ganglionik lifler
araciligiyla sempatik innervasyonlardan olusan multisinaptik bir ndral yol yoluyla
kontrol edilir (Rodriguez-Santana vd., 2023). Melatonin yiiksek yayilabilirligi
nedeniyle epifiz i¢inde depolanmaz ve firetilir {iretilmez salinir (Tan vd., 2018).
Melatonin sirkadiyen ritimlerin zamanlamasinit degistirme ve SCN {izerindeki
etkisiyle uykuyu destekleme yetenegine sahiptir; temel fizyolojik rolii, mevsimsel
fizyolojinin organizasyonu i¢in giin uzunlugu hakkinda bilgi saglamaktir (Arendt,
1998). Giin boyunca, retinadan gelen 151k girisi ile SCN aktive edildiginde melatonin
tiretimi inhibe edilir (Zisapel, 2018). Isik kosullari azaldiginda, SCN melatonin
sentezini ve salimimini indiiklemek i¢in bir noral ¢ikis sinyalini tetikler (Pandi-Perumal
vd., 2008). Melatonin seviyeleri, tipik olarak geceleri zirve yapan bir sirkadiyen ritme
sahiptir (Tan vd., 2018).

Melatonin, tiim memeli tiirlerinde aydinlik/karanlik dongiisiiniin karanlik
fazinda salinir. Sirasiyla gece ve giindiiz, yiiksek ve diisiik kan konsantrasyonlariyla
iligkili olan giinliik melatonin tiretiminin diizenliligi g6z oniine alindiginda, melatonin
cesitli organlarin sirkadiyen ritimlerini ve islevlerini senkronize edebilir (Arendt,
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2019). Melatonin iiretim ritmi sirkadiyen sistemde oldugu gibi, oncelikle retina
aracilifiyla etki eden aydinlik-karanlik dongiisii ve SCN'ye retinohipotalamik
projeksiyon ile 24 saate senkronize edilir (Arendt, 2019). Memelilerde melatonin
reseptorlerinin en yiiksek yogunlugu SCN’de, 6n hipofizde ve retinadadir. Melatoninin
oldukea lipofilik dogasi, cogu hiicresel boliime ulagsmasina izin verir ve kan, beyin
omurilik sivisi, tiikiirik ve anne siitii gibi birgok viicut sivisinda tespit edilebilir

(Foster, 2021).
2.3.3. Beslenme

Diyet, sirkadiyen ritimlerin siiriklenmesinde baska bir kritik faktordiir (Duboc
vd., 2020). Yiiksek yagli diyetin, saat genlerinin ve saat kontrollii genlerin beyin,
karaciger ve yag dokusundaki ekspresyonlarini degistirdigi goriilmektedir (Kohsaka
vd., 2007; Leone vd., 2015). Yeme zamaninin da periferik doku saatleri i¢in baskin bir
zeitgeber oldugu bilinmektedir (Guan vd., 2020). Bir hafta boyunca giindiiz saatlerinde
zaman kisitlamali besleme, deney hayvanlarinin periferik dokularindaki sirkadiyen
kontrollii genlerin sirkadiyen ekspresyonunun fazini tamamen degistirirken,
aydinlik/karanlik dongiilerinin hakim oldugu merkezi saati etkilemistir (Hara vd.,
2001; Stokkan vd., 2001). Farelerde dinlenme fazinda (aydinlik faz) yeme, sirkadiyen
gen ekspresyonunu biiylik Ol¢iide bozarak karacigerde ve kalpte sirkadiyen ritim
genlerinde anormal ekspresyon modellerine neden olmustur (Bray vd., 2013).
Diizensiz uyku saatlerinin eslik ettigi yanlis zamanlanmig yemenin, sirkadiyen
ritimlerin bozulmasimna ve metabolik bozukluk riskinin artmasina neden oldugu

goriilmiistiir (Ahluwalia, 2022).
2.3.4. Vardiyal ¢calisma ve Jet lag

Normal uyku diizeninde herhangi bir kesinti, 6rnegin vardiyal ¢aligma, iki veya
daha fazla zaman diliminde seyahat (jet lag) veya sosyal jet lag, sirkadiyen yanlis
hizalamaya yol acabilir (Ahluwalia, 2022). Vardiyali ¢alisma, normal giindiiz saatleri
disindaki calismay1 ifade eder ve uyku/uyaniklik dongiisiindeki degisikliklerle de
iligkili olan gece vardiyalari, sabah erken vardiyalar1 veya doniisiimlii vardiyalar gibi
standart olmayan ¢alisma programlarini igerir (Wickwire vd., 2017). Sosyal jetlag ise
ozellikle is ve sosyal kisitlamalar nedeniyle insanlarin giinlik yasamlarinda
deneyimledikleri sirkadiyen sisteme karst meydan okumayla olusan uyku

diizensizligine atifta bulunmak i¢in kullanilir (Wittmann vd., 2006; Roenneberg vd.,
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2012). Vardiyali ¢aligma ve jet lag, SCN'nin dis ortamla senkronizasyonunun
bozulmasina yol agan, modern yasam tarziyla iliskili sik goriilen sirkadiyen bozulma

faktorlerini temsil eder (Vosko vd., 2010).
2.4. Sirkadiyen Ritim Bozukluklar:

Ic sirkadiyen saatin dis zamanla koordinasyon siireci, siiriiklenme veya
senkronizasyon olarak bilinir ve bu koordinasyon siireci dig zaman ipuglar1 olarak
bilinen zeitgeberlerin varligin1 gerektirir (Vetter, 2020). Sirkadiyen ritimler agirlikli
olarak aydinlik/karanlik dongiisii araciligiyla giindiiz saatine senkronize olarak viicutta
uygun davranig ve fizyolojik fonksiyonlarin olusmasini saglar. Sirkadiyen bozulma,
molekiiler, hiicresel, doku veya sistem seviyesindeki i¢sel degisikliklerden farkli
organizasyonel seviyeler arasindaki yanlis hizalamaya ve/veya davranigsal ve ¢evresel
dongiilere kadar bir¢ok seviyede meydana gelebilir (Fishbein vd., 2021). Isik dongiisii
cografi bolgeye ve mevsimlere baglidir, bu nedenle aydinlik-karanlik modelindeki
degisiklikler sirkadiyen saat ¢iktilarini bozabilir (Husse ve digerleri, 2015). Sirkadiyen
bozulma, uyku veya beslenme gibi davranislarin aydinlik/karanlik doéngiilerinin
uyumlu olmadigi ve homeostatik durumu etkiledigi zaman ortaya ¢ikar (Lopez vd.,
2021). Sirkadiyen ritim bozulmasi, ritim faz kaymasi, pik gen ekspresyonu zamaninin
degismesi gibi molekiiler sirkadiyen saatte degisikliklere neden olur (Voigt vd., 2019).
Sirkadiyen yanlis hizalanma, sirkadiyen desenkronizasyon, sosyal jetlag, krono-

bozulma gibi birgok terim benzer durumlara atif yapmak i¢in kullanilmaktadir (Vetter,
2020).

Cevresel hareketler, gen polimorfizmleri veya davraniglar dahil olmak tizere
bir¢ok faktor sirkadiyen ritmi bozabilir. Vardiyali ¢aligma (Schilperoort vd., 2019), Jet
lag (Reid ve Abbott, 2015), sosyal jet lag (Roenneberg vd., 2012), tutarsiz yemek yeme
saatleri (Tahara vd., 2018) ve yiiksek yagl diyet (Leone vd., 2015) gibi durumlar
sirkadiyen ritimleri bozan 6rnekler arasindadir. Bu durumlarda goriilen sirkadiyen
bozulmada ortak olan faktorler arasinda; karanlik faz sirasinda 1s1ga maruz kalma, gida
alimi1 ve uyku bozuklugu bulunmaktadir (Pickel ve Sung, 2020). Uykunun kendisi bir
zeitgeber degil, daha ¢ok merkezi saatin bir ¢iktis1 ve ayrica 151k gibi zeitgeberlere

yanit verme modiilatoriidiir (Burgess, 2010; Pickel ve Sung, 2020).

Sirkadiyen ritim bozulmasi, obezite (Turek vd., 2005; Paschos vd., 2012;
Hutchison vd., 2017; Froy ve Garaulet, 2018), Tip 2 Diabetes Mellitus (Pan vd., 2011)
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gibi metabolik hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar (Takeda ve Maemura, 2011;
Morris vd., 2016) uyku bozukluklar1 (Patke vd., 2017; Ma vd., 2019), psikiyatrik
bozukluklar (Luik vd., 2015; Nguyen vd., 2019; Palagini vd., 2019) ve nérodejeneratif
hastaliklar (Gu vd., 2015; Wu vd., 2019; Leng vd., 2020) gibi ¢ok sayida hastalikla
iliskilendirilmistir. Ayrica sirkadiyen ritim bozulmasi ndroendokrin, immiin,
metabolik ve otonomik islevi, ayrica restoratif siirecleri diizenleyen beyin
sistemlerinin temel 6zelliklerini kademeli olarak degistirebilir (Smolensky vd., 2016).
Sirkadiyen ritim bozulmasiyla iligkili hastaliklar arasinda ortak bir 6zellik, bunlarin
inflamatuar siiregler tarafindan tetiklenmis veya ilerletilmis gibi goriinmesidir (Voigt

vd., 2016).
2.5. Sirkadiyen Ritim Bozukluklarinda Terapotik Yaklasimlar

Sirkadiyen ritim ¢aligmalar1 son yillarda artmasina ragmen, kronobiyolojik
ilkelerin klinik tibba ve daha spesifik olarak terapotik tibba uygulanmasi hala gelisme
asamasindadir. Uyku/uyaniklik dongiisii, insanlar da dahil olmak iizere ¢esitli hayvan
tiirlerinde sirkadiyen saatin islevini giivenilir bir sekilde yansitir (Foster, 2020). Insan
calismalarinda sirkadiyen senkronizasyon sisteminin bir belirteci olarak uyku-
uyaniklik dongiisii kullanilir (Zaki vd., 2018).

2.5.1. Isik Tedavisi

Sirkadiyen ritimlerin 1518a maruz kalmayla siiriiklendigi bilindiginden, uyku ve
sirkadiyen ritim bozukluklarina terapédtik bir yaklasim olarak 1s18a maruz kalmanin,
kontrollii ortamlarda sirkadiyen ritimlerin zamanlamasimi degistirmek i¢in
kullanilabilecegi ve 151k miidahalelerinin uykuyu iyilestirme potansiyeli gosterdigi
bilinmektedir (van Maanen vd., 2016). Isik miidahalelerinde genellikle 1s1kl1 kutular,
151kl1 siperlikler veya mavi 15181 engelleyen gozliikler gibi bir dizi 6zel cihaz kullanilir
(Faulkner vd., 2020). Neredeyse tiimii sirkadiyen ritim bozulmasiyla iliskili durumlar
olan metabolik bozukluklarin, agri1 yonetiminin ve depresif bozukluklarin tedavisinde
151k tedavisi yararli olmustur (Erren ve Reiter, 2009). Genellikle sabahlar1 1-3 saat
genis spektrumlu parlak 1s18a (2.000-10.000 lux) maruz birakilarak yiiriitiilen parlak
151k tedavisinin, uyku veya mevsimsel afektif bozuklugu olan hastalarda uyku-
uyaniklik dongiilerini, ruh halini ve bilissel islevleri iyilestirebildigi goriilmiistiir
(Barion ve Zee, 2007; LeGates vd., 2014; Faulkner vd., 2019). Isik tedavisi gibi

giivenli, non-invaziv  kronoterapotik  miidahaleler, sirkadiyen  ritmikligin
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korunmasinda ve yeniden senkronize edilmesinde etkili olabilir ve kisa ve uzun vadeli

sonuglari iyilestirebilir (Ruan vd., 2021).
2.5.2. Melatonin Takviyesi

Sirkadiyen ritim bozuklugu ve zayif uyku genellikle melatonin {iretimindeki
azalmayla (veya uygun ritmik melatonin liretiminin kaybiyla) iligkilendirilir. Ratlarda
eksojen melatonin tedavisinin, aktivite ve dinlenme dongiilerini etkileyebilecegi,
sirkadiyen faz1 degistirebilecegi ve sirkadiyen ritimleri senkronize edebilecegi
goriilmiistiir (Arendt ve Skene, 2005). Farkli zaman pencerelerinde melatonin
suprafizyolojik dozlarinin farmakolojik uygulamasimnin sirkadiyen saatin fazini
degistirdigi ve potansiyel olarak uykuyu artirdigi goriilmiistiir. Sirkadiyen yanitin
duyarlilig1 ve yonii giiniin saatlerine gore degistiginden, bu bozukluklarin tedavisinde

uygulama zamanlamasi ve sistemik maruziyet siiresi dikkate alinmalidir (Williams

vd., 2016).
2.5.3. Zaman Kisitlamah Beslenme

Sirkadiyen ritimler ile besin metabolizmasi arasindaki karsilikli iliski, giinliik
yeme diizeninin sirkadiyen ritimlerin genligini ve fazim1 etkileyebilecegini
diisindirmektedir (Asher ve Sassone-Corsi, 2015). Aralikli orug, periyodik orug ve
zaman kisitlamali beslenme dahil olmak tizere, siklikla birlikte diigtiniilen orug ile ilgili
cesitli yeme kaliplar1 vardir. Zaman kisitlamali beslenme, enerji kisitlamasi
gerektirmeyen bir beslenme modelidir (Manoogian ve Panda, 2017). Zaman
kisitlamali beslenme, yiyecege erisim zamanlamasinin sirkadiyen ritimler {izerindeki
roliinii incelemek i¢in siklikla kullanilan bir terimdir. Yapilan calismalarda, yiyecege
erisimin zamanlamasi, gilindiiz veya gece boyunca 2-12 saat arasinda herhangi bir
zaman araliginda smirlandirilmis ve yiyecege bu zaman kisitlamali erigimin,
sirkadiyen saat genleri tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Zaman kisitli beslenmenin
sirkadiyen ritimler {izerine etkisi, biiyik Ol¢lide hepatik sirkadiyen ritim gen
ekspresyonu tizerinde gorilmiistiir (Hatori vd., 2012). Deney hayvanlar1 iizerine
yapilan c¢aligmalarda zaman kisith beslenmenin, konaker sirkadiyen ritmini
destekledigi goriilmistiir (Zarrinpar vd., 2014; Parkar vd., 2019; Schmalle ve Lorentz,
2020). Insanlarda zaman kisitlamal1 beslenmenin etkinligini belirlemek igin daha fazla
arastirmaya ihtiya¢ duyulsa da kemirgenler iizerinde yapilan arastirmalar, diizenli bir

giinlik beslenme modelinin siirdiiriilmesinin, bireyin fizyolojisini optimize etmek ve
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hastalik riskini azaltmak tizere sirkadiyen ritimleri diizenlemek i¢in terapdtik bir

secenek oldugunu diistindiirmektedir (Manoogian ve Panda, 2017; Parkar vd., 2019).
2.6. Mikrobiyota

Mikrobiyota farkli organlari (6rn. bagirsak, deri, genitoiiriner organlar) kolonize
eden bakteriler, arkealar, virlisler, mantarlar ve diger Okaryotlar1 igeren
mikroorganizmalar grubudur (Lloyd-Price vd., 2016). Mikrobiyotanin g¢ogunlugu,
1000'den fazla tiirden 100 trilyondan fazla bakteri ile bagirsagi, esas olarak kolonu
kolonize eder (Kamada vd., 2013). Bagirsak mikrobiyal filumlarinda baskin olan
tirler; Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria ve
Verrucomicrobia'dir ve iki filum Firmicutes ve Bacteroidetes bagirsak
mikrobiyotasinin = %901 temsil eder (Arumugam vd., 2011). Bagirsak
mikrobiyotasi, epitel hiicreleri, mukus, kommensal bakteriler, bagisiklik hiicreleri ve
antikorlardan olusan bir yap1 olan bagirsak bariyeri ile gastrointestinal liimen i¢inde
cevrelenir (Vancamelbeke ve Vermeire, 2017). Sagligin korunmasi i¢in ideal olan
stabil ve ¢esitli bir bagirsak mikrobiyotasi, konakei ile sinbiyotik bir iliskiyi paylasir.
Konake1, mikrobiyota i¢in besin kaynaklar1 saglar ve mikrobiyota, bagirsak epitel
bariyerinin mukozal biitiinliigiine katkida bulunur, fizyolojik inflamasyon ve besinler
icin rekabet olusturarak patojenlere karsi savunma, konak¢i bagisiklik tepkilerinin
aktivasyonu, diyet lifinin fermantasyonu, vitamin sentezi, peptit ve proteinlerin
metabolizmas1 ve ksenobiyotiklerin metabolizmast yoluyla konake¢i fizyolojisine
katkida bulunur. (Thaiss vd., 2014; Wang ve Wang 2016; Voigt vd., 2016; Liang ve
FitzGerald 2017; Bishehsari ve Keshavarzian, 2019; Ahern ve Maloy, 2020).
Mikrobiyota ayrica serotonin, dopamin, kisa zincirli yag asitleri (KZYA), melatonin
ve gammaaminobiitirik asit (GABA) gibi norotransmiterlerin, sitokinlerin ve
metabolitlerin tiretiminde dogrudan yer alir. (Schmalle ve Lorentz, 2020; Wagner-
Skacel vd., 2020). Bu metabolitler dogrudan enterik sinir sistemi ve vagus siniri
tizerinde etki gosterir ve merkezi sinir sisteminin aktivitesini etkiler (Ridaura ve
Belkaid, 2015). Sirkadiyen ritimler gibi, bagirsak mikrobiyotasi da c¢evredeki
degisiklikleri sirkadiyen siireclere baglar. Memeli bagirsagi, konak¢i ve cevre
arasindaki en biiyiikk araylizdiir ve cesitli islevlerinde sirkadiyen ritimler sergiler

(Bishehsari ve Keshavarzian, 2019).
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Bagirsak mikrobiyotasi, bir dizi fizyolojik siireci manipiile ederek immun,
endokrin ve noral sinyal yollar araciligiyla; istah regiilasyonu (Fetissov, 2017; Han
vd., 2021), enerji hasad1 ve metabolizma (Amabebe vd., 2020; Wu vd., 2022), konak
bagisiklik sistemini sekillendirme (Rooks ve Garrett, 2016; Pickard vd., 2017) ve
konake¢1 sirkadiyen ritimlerini koruma (Leone vd., 2015; Parkar vd., 2019) gibi
ozellikleriyle konak¢1 sagligina katkida bulunur. Konaga diger faydalari arasinda lif
ve polifenoller dahil olmak iizere diyet bilesenlerinin metabolizmas1 ve
biyotransformasyonu, endojen bilesiklerin ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu,
vitamin biyosentezi, anti-inflamatuar ve immiin savunmalarin gii¢clendirilmesi, glikoz
ve lipid metabolizmasinin diizenlenmesi sayilabilir (Koh vd., 2016; Parkar vd., 2019;
Sudo, 2019).

2.7. Beyin Bagirsak Mikrobiyota Aksi

Bagirsak-beyin ekseninin anatomik-fizyolojik kanali, otonom sinir sistemi,
enterik sinir sistemi, hormonal (hipotalamus-hipofiz-adrenal ekseni yani HPA) ve
hiimoral sistemlerin noéral yollari ile temsil edilir (Bistoletti vd., 2020). Viicuttaki
birgok farkli islev, bagirsak mikrobiyotasina atfedilmektedir, bunlardan biri de
Merkezi Sinir Sisteminin (MSS) gelismesi ile bagisiklik tepkisinin modiilasyonudur
(Castillo-Alvarez ve Marzo-Sola, 2019). MSS, bagirsak-beyin aksinin temel bir
parcasidir ve beyinle mikrobiyota-bagirsak-beyin ekseni araciligiyla iletisim kurar
(Liang vd., 2018). Bagirsak mikrobiyotasi; metabolizma, bagirsak homeostazi,
bagisiklik gelisimi (Lynch ve Pedersen, 2016) ve beyin gelisim siiregleri (Morais vd.,
2021) ile baglantilidir. Bagirsak mikrobiyotasindaki degisiklikler veya belirli
bakterilere maruziyet, hayvanlarin MSS’ni modiile edebilir, bu da beyin isleyisinin
degismesine neden olur. Bagirsak bakterilerinin, beyin Kimyasin1 ve gelisimini
etkiledigi bilinmektedir (Forsythe vd., 2012 Li vd., 2021). MSS ve 6zellikle beyin;
noronlarin, hormonlarin ve sitokinlerin fizyolojik kontrolii yoluyla bagirsak
ekosistemi ile ¢ift yonlii bir iletisim gosterir (Collins vd., 2012; Liu vd., 2015). Ayrica,
ayni yol, MSS'ye, metabolitler veya ndrotransmitter iiretimi yoluyla bagirsak

mikrobiyota adaptasyonlarinin geri bildirimini saglar (Ojeda vd., 2021).

Buna paralel olarak, beynin bagirsakla iletisim kurdugu baska bir yol da
hipotalamik-hipofiz-adrenal (HPA) eksenidir (Mayer vd., 2011). Cekirdek stres yanit

sistemi olarak kabul edilen HPA ekseni, bagirsak mikrobiyotasini modiile etmek i¢in
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endokrin hormonlarin salinimin1 diizenler (Cheng vd., 2022). Psikolojik veya
fizyolojik stresin neden oldugu HPA ekseninin diizensizligi, bagirsak mukozal
gecirgenligini artirarak ve bagirsak bagisikligini aktive ederek bagirsak florasinin
dengesini bozabilir (Tian vd., 2022). Bagirsak mikrobiyotasi, metabolitleri
araciligiyla, noral, endokrin ve bagisiklik yollartyla MSS ile iletisim kurabilir (Collins
vd., 2012).

Beyinden gelen sinyaller gastrointestinal sistemin motor, duyusal ve salgilama
mekanizmalarini etkileyebilir ve buna karsilik bagirsaktan gelen visseral sinyaller de
beyin islevini etkileyebilir (Grenham vd., 2011). Bu ¢ift yonli iletisim, bagirsak
mikrobiyota metabolitleri (6rnegin, KZYA ve safra asitleri), bagirsak bariyeri
biitiinligii, norotransmiterlerin tiretimi veya ifadesi, enterik duyu afferentlerinin
modiilasyonu ve immiin diizenleme dahil olmak iizere bir¢cok kanal araciligiyla
gerceklesebilir (Burokas vd., 2017; Cussotto vd., 2018). Beyin-bagisak-mikrobiyota
etkilesiminin kaniti, mikroorganizmasiz (germ-free) hayvan modelleri, antibiyotikler,
probiyotikler, MSS bozukluklari ile disbiyoz ve fonksiyonel gastrointestinal sistem

bozukluklari igeren cesitli ¢aligmalardan gelmektedir (Clapp vd., 2017).
2.8. Mikrobiyotay1 Etkileyen Faktorler

Diyet, bagirsaktaki mikrobiyal topluluklarin sekillendirilmesinde onemli bir
faktordiir ve diyet modelindeki degisiklikler, bagirsaktaki makro ve mikro besinlerin
mevcudiyeti yoluyla bagirsak mikrobiyotasinin bilesimini ve islevselligini dogrudan
etkileyebilir (Gubert vd., 2020). Besin lifleri, diyetten tiiretilen polifenoller ve
vitaminler secilen bakteri popiilasyonlarinin biiytimesini etkiler (Biesalski, 2016; Van
Hul ve Cani, 2019). Diyet bilesimi, bakteri bilesimi, islevi ve diyet bilesenleri
arasindaki c¢ift yonlii bir ilisgki icinde bagirsak mikrobiyotasini siirekli olarak
sekillendirir. Bagirsak mikrobiyotasina biiyiik 6l¢iide iki temel filum, Firmicutes ve
Bacteroidetes hakim olsa da bunlarin nispi bollugundaki kaymalar ve degisen
beslenme nedeniyle daha az bulunan filumlar konak bagisikligin1 ve metabolizmasim
etkileyebilir (Rinninella vd., 2019). Calismalar lif ac¢isindan zengin gidalarin, genel
olarak anti inflamatuar bir ortami destekleyen Bifidobacterium, Roseburia,
Eubacterium, Faecalibacterium ve Akkermansia dahil olmak tizere gesitlilik agisindan
zengin bir bagirsak mikrobiyal toplulugu olusturdugunu gostermistir (Hiel vd., 2019).

Fazla miktarda hayvansal protein, doymus yag, seker ve tuz aliminin yararh
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bakterilerin aksine patojenik bakterilerin biliylimesini uyararak bagirsak bariyerinde
potansiyel degisikliklere yol actig1 goriiliirken, kompleks polisakkaritlerin ve bitkisel
protein tiiketimi, KZYA iretimini uyaran faydali bakteri miktarmin artmasiyla
iliskilendirilmistir (Zhang, 2022). Ayrica, omega-3 ve polifenollerin bagirsak
mikrobiyotasinin modiilasyonu yoluyla saglik yararlar1 saglama potansiyeline sahip
oldugu goriilmektedir (Watson vd., 2018). Diyet aligkanliklari, bagirsak mikrobiyota
kompozisyonunu giiclii bir sekilde etkileyebilir. Yiiksek yagli diyet, filum ve cins
acisindan bagirsak mikrobiyal ¢esitliligini azaltabilir ve bu da disbiyoza, bariyer

islevinde ve gecirgenlikte degisiklige yol agabilir (Rinninella vd., 2019).

Diyet, bagirsak mikrobiyotasinin birincil itici gilicii olsa da beslenmenin
zamanlamasi ve aclik ritimleri, aydinlik-karanlik dongiisiiniin herhangi bir asamasinda
beslenen farelerde bagirsak bakteri taksonunda goriilen ritmik yiikselisi ve diistisii de
etkiler (Thaiss vd., 2014). Fare bagirsak mikrobiyotas:t bakterileri, mikrobiyota
yapisinda, islevinde, iretilen metabolitlerde, kolonizasyonda ve/veya konake1

hiicrelerin istilasinda sirkadiyen salinimlar gosterir (Thaiss vd., 2016).
2.9. Disbiyozis

Diyet, yas, antibiyotik tiiketimi ve yasam tarzi gibi faktorler, bagirsak
mikrobiyotasinin bilesimini ve islevini degistirebilir (Serino vd., 2014; Redondo-
Useros vd., 2020). Bagirsak mikrobiyotasindaki bu degisiklik, bagirsak disbiyozu
olarak adlandirilir ve tipik olarak patojenlerin ¢ogalmasi, cesitlilik ve konaker ile
bagirsak mikrobiyotasi arasindaki kommensal homeostazin bozulmasiyla karakterize
edilir (Levy vd., 2017). Bagirsak disbiyozu sadece gastrointestinal sistemin
patolojilerinde degil, aym1 zamanda bagirsak dis1 organlardan kaynaklanan
hastaliklarda da rol oynar (Levy vd., 2017). Bagirsak disbiyozu, inflamatuar bagirsak
hastalig1, obezite, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve nérodejeneratif hastaliklar
dahil olmak iizere bir¢ok patolojik durumla iligkilidir (Ackermann vd., 2015; Westfall
vd., 2017; Shehata vd., 2022). Bagirsak mikrobiyota bilesimindeki disbiyozis, beyne
gonderilen ve daha sonra gelismis hiicresel dejenerasyon, diisiik dereceli iltihaplanma,
artan oksidatif stres ve bozulmus enerji metabolizmasi olarak ortaya ¢ikan sinyallere
yol agar (Noble vd., 2017). Bagirsak disbiyozu, bagirsak mukozasinda proinflamatuar
sonuclara sebep olabilir, ek olarak bu faktorler bagisiklik fonksiyonunu degistirebilir

(Lobionda vd., 2019). Disbiyotik bir durumda, patojenik bakteriler proinflamatuar
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metabolitler, deoksikolik ve litokolik asit gibi zararli sekonder safra asitleri ve hidrojen
stlfit dretirler ve bunlarin timi bagirsak epitelindeki inflamatuar durumlarin
siddetlenmesine katkida bulunur (Rath vd., 2018). Degistirilmis mikrobiyota, zararh
metabolitler araciliiyla bagisiklik sistemi ile iletisim kurabilir ve etkilesime girebilir,
bdylece kan dolasimina giren ve beyin, akcigerler, kalp ve deri gibi uzak organlara

ulasan proinflamatuar hiicrelerin, sitokinlerin ve metabolitlerin sayisini artirir (Varela-

Trinidad vd., 2022).
2.10. Bagirsak Bariyeri

Bagirsak bariyeri, bagirsak mikrobiyotasi, bir mukus tabakasi, bagirsak epitel
hiicreleri (IEC'ler) ve lamina propria seklinde diizenlenmis islevsel bir birimdir
(Takiishi vd., 2017). IEC'ler, maddelerin bagirsak liimeninden disar1 sizmasini
onlemek icin fiziksel bir bariyer saglar (Vancamelbeke ve Vermeire, 2017). Fiziksel
bir bariyer, siki baglantilar (TJ'ler), yapisik baglantilar ve desmozomlarla kapatilan
IEC'lerden olusur (Sturgeon ve Fasano, 2016). Enterositlerin yan kisimlarinda bulunan
TJ'ler, limen yiizeyine yakin bitisik epitel hiicrelerini kapatan ve bdylece liimen
antijenlerinin paraseliiler tasinmasini 6nleyen karmasik bir mimariye sahip dinamik
yapilardir (Alizadeh vd., 2022). TJ proteinleri, hiicrenin apikal-lateral zarinda lineer
bir bariyer olusturur ve okliidin, claudinler, baglanti adezyon molekiilleri ve
triseliilinden olusur (Buckley ve Turner, 2018). Zonula occludens proteinleri, cingulin
ve afadin dahil olmak {izere sitoplazmik iskele proteinleri, transmembran TJ
proteinleri ve hiicre i¢i hiicre iskeleti arasinda dogrudan bir baglant1 saglar (Suzuki,
2020). Hiicre iskeleti, TJ tabanli biitiinliigiin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar.
TJ'nin bozulmus bir islevi, spesifik patojenlerin yoklugunda bile, bagirsak bariyerinin
islev bozukluguna yol acar ve mikrobiyal metabolitlerin artan gegirgenligi ile

iligkilidir (Alizadeh vd., 2022).

Mikrobiyota, komensal bakterilerin bagirsak mukozasina yapismast ve ek bir
koruyucu tabaka olusturmasi yoluyla bagirsak bariyeri biitiinliiglinde ve islevinde
onemli bir rol oynar (Alam ve Neish, 2018). Bagirsak mikrobiyotasi, bagirsak
bariyerinin gelisimini ve islevini, epitel hiicre proliferasyonunu destekleyerek, siki
baglant1 proteinlerinin translokasyonu yoluyla epitel hiicre biitiinliiglinii artirarak ve
desmozom bakiminda yer alan gen ekspresyonunu diizenleyerek farkli sekillerde

diizenleyebilir (Jandhyala vd., 2015).
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2.10.1. Bagirsak Bariyer Gegirgenligi ve Zonulin

Bagirsak epitelinin gegirgenligi ve bariyer islevi, hiicreler arasi1 TJ'nin
diizenlenmesine baglidir. Diger faktorlerin yami sira bagirsak gecirgenligi, ZO-1
proteininin TJ protein kompleksinden zonula okliidens toksini (Zot veya zonulin)
aracilt ayrilmasiyla diizenlenir (Serek ve Oleksy-Wawrzyniak, 2021). Bagirsak
bariyeri, su ve elektrolit kaybin1 ve antijen ve mikroorganizmalarin viicuda girisini
engeller, konak¢1 ve cevre arasinda molekiil aligverisine ve diyetteki besinlerin

emilimine izin verir (Brandtzaeg, 2011).

GIS, diyet antijenleri ve mikrobiyom ile siirekli temas halindedir ve bagirsak
bariyeri, bu potansiyel olarak proinflamatuar igeriklerin bagirsak mukozasina niifuz
etmesini ve iltthaplanmaya neden olmasini 6nler. Bagirsak bariyerinin islev bozuklugu
(yani bagirsak sizintis1), GIS kanalindakiler de dahil olmak iizere enflamasyon aracili
hastaliklar1 tegvik edebilir veya siddetlendirebilir (Voigt vd., 2019). Bagirsak yolunun
gecirgenligi, sindirilmeyen maddelere ek olarak, besinlerin alimin1 ve bakteri ve
ksenobiyotikler gibi istenmeyen hiicre dist maddelerin tasinmasini kontrol eder.
Bagirsak gegirgenligi, bagirsak mikrobiyotasi, sindirim salgilari, fiziksel engeller
(misin, bagirsak epitel hiicreleri ve siki baglantilar) ve sitokinler gibi kimyasallar

tarafindan kontrol edilir (Bischoff vd., 2014).

Zonulin (pre-haptoglobin-2), ZO-1 ve okliidin'i birlesme kompleksinden
ayirarak endotelyal ve epitelyal gecirgenligi diizenleyen bir protein olarak tanimlanir
(Fasano, 2012; Sturgeon ve Fasano, 2016). Zonulin, diyet veya mikrobiyotadan gelen
uyaranlari takiben bagirsak epitel hiicreleri tarafindan salgilanir ve hem kan hem de
diskr orneklerinde 6lgiilebilen bagirsak gecirgenliginin bir biyolojik belirteci olarak
gosterilmektedir (Fasano vd., 2000). Zonulin salinimini uyarabilen bagirsak liimen
etkenleri arasinda, disbiyozis ve glutene maruz kalma, en giiclii iki tetikleyici olarak
tanimlanmistir (E1 Asmar vd., 2002; Drago vd., 2006). Artan serum zonulin
seviyelerine, sizdiran bir bagirsak bariyeri, disbiyoz ve inflamasyon eslik etmektedir

(Fasano, 2012; Serek ve Oleksy-Wawrzyniak, 2021).
2.11. Sirkadiyen Ritim ve Bagirsak Geg¢irgenligi

Bagirsak bariyeri, sirkadiyen kontrol altindaki bir baska énemli GIS islevidir.
Oklidin ve claudin-1 gibi bagirsak bariyerini olusturan siki baglantilarin kolon
epitelinde sirkadiyen varyasyonlar gosterdigi gosterilmistir (Butler ve Gibbs, 2020).
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Yapilan bir ¢caligmada mutant bir Clock genine sahip farelerin saglikli farelere kiyasla
artmis bagirsak gecirgenligine sahip oldugu goriilmiistiir, bu da bagirsak bariyeri
biitlinliigiinii korumak i¢in uygun sirkadiyen isleyisin gerekli oldugunu diisiindiiriir.
Bagirsak inflamatuar hastaligini taklit eden bu calismada, degistirilmis sirkadiyen
ritim modelinin bagirsak bariyer gecgirgenligini artirdigi ve alkoliin de tetikledigi
bagirsak bariyer gegirgenligini siddetlendirdigi bulunmustur (Summa vd., 2013). Bir
baska ¢alismada, sirkadiyen ritimleri devamli aydinlikta barinma modeli olusturularak
bozulmus farelerde, TJ proteinlerinin degistirilmis ekspresyonu ile iliskili bagirsak
bariyeri gecirgenliginde artis yasandigi gorilmistir (Eum vd., 2022).
Aydinlik/karanlik dongiilerinin degistirilmesiyle sirkadiyen ritimleri bozulmus fareler
lizerine yapilan baska bir calismada, sirkadiyen ritim bozulmasi, agirlik artis1 ve artmis

bagirsak gecirgenligi ile iliskilendirilmistir (Khalyfa vd., 2017).
2.12. Sirkadiyen Ritim ve Mikrobiyota Iliskisi

Konak sirkadiyen ritimleri, beslenme, metabolik sinyaller ve bagirsak
mikrobiyotas1 arasindaki ¢ok yonlii etkilesimler konakgida metabolik homeostazi
diizenleyen karmasik bir ag olusturur (Gutierrez Lopez vd., 2021). Konakg: sirkadiyen
ritmikligi, bagirsak mikrobiyotasinin bilesimini ve aktivitesini degistirebilir ve tersine,
bagirsak mikrobiyotasi da konagi etkileyebilir (Parkar vd., 2019; Frazier ve Chang,
2020).

Bagirsak mikrobiyotast hem belirli bakterilerin bollugunda hem de bakteriyel
fonksiyonlarda (6rnegin; enerji iiretimi, DNA onarimi) giinlik farkliliklar gosterir
(Leone vd., 2015; Liang vd., 2015). Farelerde ve insanlarda bagirsak mikrobiyotasinin,
beslenme ritimlerinden etkilenen sirkadiyen salinimlar sergiledigi, bunun sonucunda
giiniin belirli saatlerinde bilesimsel ve fonksiyonel 6zelliklere yol a¢tig1 ve sirkadiyen
ritimdeki bozukluklarin bagirsagi etkileyebildigi bulunmustur (Marcinkevicius ve
Shirasu-Hiza, 2015; Teichman vd., 2020). Farelerdeki bakteri yiikii gececi
hayvanlarda aktif faz olan saat 23:00’te Bacteriodetes popiilasyonunda zirveye ulasir
ve Firmicutes popiilasyonunda sabah 07:00'de (dinlenme fazi1) diisiise gecer (Leone
vd., 2015; Liang vd., 2015; Zarrinpar vd., 2014).

Bir¢ok c¢alisma, sirkadiyen ritim bozulmasinin bagirsak mikrobiyotasinda
degisikliklere neden oldugunu gostermistir. Sirkadiyen bozulma, gece vardiyasindaki

bireylerde Bacteroidetes'in nispi bollugunu azaltmistir (Mortas vd., 2020). Bmall,
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CLOCK, Perl/2 dahil olmak iizere temel sirkadiyen ritim genleri mutant farelerde
mikrobiyal ritmikligin ve kompozisyonun bozuldugu goriilmistiir (Thaiss vd., 2014;
Liang vd., 2015; Voigt vd., 2016). Bowers vd. (2020) tarafindan yapilan bir calismada,
sirkadiyen ritimleri bozulmus farelerde diski mikrobiyomlarin1 incelenmis,
Lactobacillus ve Bifidobacterium kaybi goriilmiistiir (Bowers vd., 2020). Thaiss vd.
(2014) tarafindan yapilan calismada jet lag olan insanlarin bagirsak mikrobiyotasi
germ free farelere aktarildiginda, bunun obezite ve glikoz intoleransiyla
sonuglandigin1 gozlenmistir. Bu calismalar, konake¢r sirkadiyen mekanizmasinin
mikrobiyal salinimlart ve bilesimi etkiledigini gostermektedir; bununla birlikte,
karsilikli olarak, mikrobiyota konak sirkadiyen ritimlerini modiile edebilmektedir.
Germ Free farelerle yapilan bir calismada, mikrobiyotanin karaciger hepatositlerinde
konaker1 sirkadiyen ritimlerini indiikledigini goriilmiistiir (Leone vd., 2015). Poroyko
vd. (2016) calismasinda farelerde uyku rutininin siirekli olarak bozulmasinin, gida
aliminda artisa yol agabilecegini ve mikrobiyotada degisiklikler olusturabilecegini
goriilmistiir. Bu degisiklikler, sistemik inflamasyona ve muhtemelen bagirsak bariyer

gecirgenliginin artisina bagli olarak instilin duyarliliginda degisikliklere yol agmustir.
2.13. Probiyotikler

Uluslararas1  Bilimsel Probiyotikler ve Prebiyotikler Birligi (ISAPP)
uzmanlarindan olusan bir panel, probiyotikleri resmi olarak “yeterli miktarlarda
uygulandiginda konakgiya saglik agisindan fayda saglayan canli mikroorganizmalar”
olarak tanimlamistir (Hill vd., 2014). Probiyotiklerin bagirsak mikrobiyotasina
faydasi, daha uygun bir GIS ortami yaratma ve konake1 bagisiklik sisteminin diizgiin
caligmasimni saglama yeteneginden kaynaklanmaktadir. Baglica Lactobacillus ve
Bifidobacterium suslarmin yani sira bazi Streptococcus ve Enterococcus suslarini
igeren probiyotikler, bagirsak epitel biitlinliiglinii artirabilir, bagirsak bariyeri yikimini
onleyebilir, mukozal bagisiklik sistemini diizenleyebilir, bagirsak mikrobiyotasin
modiile ederek, mikrobiyal topluluklar stabilize ederek ve bagirsak ortamini zararl
metabolitlerin asir1 iiretiminden kurtararak bagirsak mikrobiyal disbiyozunu

diizeltebilir (Yang vd., 2021; Thangaleela vd., 2022).

Yapilan bir klinik g¢alismada, saglikli {iniversite Ogrencilerine probiyotik
uygulamasmin, Pittsburgh Uyku Kalite Indeksi (PSQI) skorundaki degisiklikle

ol¢iildiigii tizere uyku kalitesini 6nemli 6lgiide iyilestirdigi bulunmustur (Nishida vd.,
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2017). Baska bir calismada, 11 haftalik probiyotik tiiketiminden {iniversite
ogrencilerinin uyku kalitesinde iyilesme oldugu goriilmistiir (Takada vd., 2017).
Lactobacillus helveticus veya plasebo alan deneklerde yapilan bir ¢alismada, plasebo
grubuna kiyasla miidahale grubunda uyku etkinliginin 6nemli Olgiide arttigim
bulunmustur (Nakagawa vd., 2018). Baska bir arastirma, Limosilactobacillus
fermentum, L. rhamnosus, Lactiplantibacillus plantarum ve Bifidobacterium longum
igeren ¢ok tiirlii bir probiyotik takviyesinin, PSQI puani sonucuyla miidahale grubu
i¢in baslangica kiyasla uyku kalitesinde artisa katkisinin oldugunu gozlemlemislerdir
(Marotta vd., 2019)

Probiyotik kullanimi ile uyku kalitesindeki arasindaki iliskinin, bazi bakterilerin
anti-inflamatuar etkilerinden veya HPA ekseni aktivitesini azaltma kapasitelerinden
kaynaklanladig: disiiniilmektedir (Dinan vd., 2013; Matenchuk vd., 2020).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Amag

Bu calismada aydinlik ve karanlik dongiileri her iki haftada bir degistirilerek
sirkadiyen ritimleri bozulmus farelerde probiyotik takviyesinin; merkezi sirkadiyen
ritim gen ekspresyonlar1 ve serum zonulin diizeyi lizerine etkilerinin arastirilmasi

amagclanmaktadir.
3.2. Calisma Gruplarmin Olusturulmasi

Bu c¢aligmada bu calisma i¢in, deney hayvani olarak 8-10 haftalik BALB/c cinsi
erkek fareler kullamlmstir. Fareler Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilmis ve arastirma bu merkezde
gerceklestirilmistir. Tez calismast i¢in gerekli olan etik kurul onayina ait Ondokuz
Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 27/07/2021 tarih ve E-
68489742-604.01.03-97230 sayil1 karar1 Ek-1"de verilmistir.

Calisma i¢in her biri 8 fareden olusan 3 farkli deney hayvani grubu
olusturulmustur. Birinci grup kontrol grubu; ikinci ¢alisma grubu, sirkadiyen ritimleri
aydinlik/karanlik dongiileri degistirilerek bozulmus grup (BSR) ve {igiincii ¢alisma
grubu sirkadiyen ritimleri aydinlik/karanlik dongiileri degistirilerek bozulmus ve
caligmanin son iki aymda probiyotik takviyesi verilecek grup (Probiyotik+BSR)
olacak sekilde gruplar diizenlenmistir. Caligsma gruplarindaki deney hayvanlarina tekli
kafes saglanmistir. U¢ deney hayvani grubu da tiim ¢alisma boyunca standart yem ile
ad libitum olarak beslenmislerdir. Sirkadiyen ritimleri degistirilecek olan 2 grubun
kalacag1 oda calismaya baslanilmadan Once pencereleri siyah bantlarla ve 151k
gecirmez perdeyle kaplanarak tamamen karanlik odaya doniistiiriilmiistiir. Calisma
baslamadan 6nce odaya 06zel elektrik saati alinmis ve aydinlik-karanlik dongiisii her
iki haftada bir tersine donecek sekilde ayarlanmistir. Sirkadiyen ritimleri degistirilmis
ve probiyotik takviyesi alacak gruba her ¢alisma giinii gavaj yoluyla probiyotik
verilmistir. Ug ¢alisma grubuna calismanin baslangicindan sonuna haftalik agirlik
kontolii yapilmistir. Biitiin gruplarda ¢alisma sonrasinda biyokimyasal 6l¢timler igin
hayvanlarin dogrudan kalbinden alinabilecek maksimum miktarda kan alinmis ve

hayvanlar dekapite edilmistir.
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Daha once yapilmig sirkadiyen ritim ¢aligmalarina benzer olarak (Cheng vd.,
2020; Hu vd., 2022) deney sonunda dokular ve kan ornekleri, giinliikk dongii boyunca
her gruptan ikiser fare olacak sekilde belirlenen zaman araliklarinda alt1 saatte bir
(ZTO, ZT6, ZT12, ZT18) (08:00, 14:00, 20:00, 02:00) (ZTO: Zeitgeber 0 = 08:00,

1siklarin agildigi zaman) toplanmustir.

Kan ornekleri antikoagulant icermeyen biyokimya tliplerine alinmis ve
3000 x g’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen serumlar eppendorf tiiplere
transfer edilerek analiz basamaklarma kadar —80 °C’de depolanmistir. Deney
hayvanlarmin beyin, karaciger, ince bagirsak ve gaita drnekleri de eppendorf tiiplere
transfer edilerek analizler yapilincaya kadar —80 °C’de bekletilmek {iizere oOzel

dondurucuya konulmustur.
3.3. Aydinhk/Karanhk Doéngiisiiniin Degistirilme Protokolii

Haftalar
0-2 2-4 4-6 6-8 8-10 10-12 12-14 14-16

0-2 2-4 4-6 6-8 8-10 10-12

Kontrol Grubu

- Caligma Gruplari

12-14 14-16

=Standart aydinlik/karanlik dongusu
08:00 -20:00 aydinlik faz
20:00-08:00 karanlk faz

= Degistirilmis aydinlik/karanlik dénguisu
08:00-20:00 karanlk faz
20:00-08:00 aydinlk faz

Sekil 3.1. Aydinlik/Karanlik Dongiisiiniin Degistirilme Protokolii

Aydmlik/Karanlik dongiistiniin degistirilme protokolii Khalyfa vd. (2017)’nin
calismasindan uyarlanarak olusturulmustur. Normal laboratuvar aydinlik/karanlik
dongiisii olan 12 saat aydinlik 12 saat karanlik dongiisii 15. giinde tersine gevrilmis
yani 12 saat karanlhik 12 saat aydmlik seklinde devam etmistir. ilk iki hafta 1s1klarin
acilmast 08:00°de, 1siklarin kapatilmast 20:00°de olmustur. 15. giinlin sabahinda
1siklar 08:00°de acgilmayarak 20:00’e kadar kapali tutulup, 20:00°de acilmistir.
Karanlik dongiiniin 08:00°de baslama ve aydinlik dongiiniin 20:00°de baslama

dongiisii 14 giin daha siirdiiriilerek 29. Gilinde tekrar tersine c¢evrilmistir.
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Aydinlik/karanlik dongiileri bu protokollere uygun olarak miidahale gruplarina 16
hafta boyunca her iki haftada bir uygulanmistir. Kontrol grubundaki fareler ¢calisma
siiresince  herhangi bir degistirilmis aydinlik/karanlik  donglisiine maruz
birakilmamistir. Aydinlik/karanlik dongiileri degistirilmis ¢alisma gruplari i¢in 6zel
bir oda tahsis edilmis ve 16 hafta boyunca her iki haftada bir degistirilen

aydinlik/karanlik dongiilerine maruz kalmiglardir.
3.4. Probiyotik Icerigi

Calismada VSL#3 sticks 10 billion probiyotigi uygulanmistir. Igindekiler:
Stabilizér (Sorbitol (E420)), Inulin, Maltodekstrin, Probiyotik Mikroorganizma
(Streptococcus thermophilus BTO1, Bifidobacterium breve BB02, Bifidobacterium
animalis subsp. lactis BLO3, Bifidobacterium animalis subsp. lactis BI04,
Lactobacillus acidophilus BAO5, Lactobacillus plantarum BPO06, Lactobacillus
paracasei BPO7, Lactobacillus helveticus BDO08), Topaklanmayr Onleyici
(Magnezyum Stearat (E470b)), Aroma Verici (Krem Karamel Aromasi), Tatlandirict
(Sukraloz (E955)) seklindedir.

Probiyotikler her ¢alisma giinii laboratuvar sartlarinda 6zel olarak hazirlanmistir.
Probiyotikler referans makale 6rnek alinarak gavaj yoluyla verilmistir (Kumar vd.,

2017).
3.5. Serum Orneklerinde Zonulin Diizeyinin Belirlenmesi

Biitiin gruplarda 16 haftalik deney sonrasinda biyokimyasal Olc¢timler igin
hayvanlarin dogrudan kalbinden maksimum miktarda kan alinmis ve sonrasinda
hayvanlar dekapite edilmistir. Kan 6rnekleri antikoagulant igermeyen biyokimya
tiiplerine transfer edilmis ve 3000 x g’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra elde
edilen serum ornekleri eppendorf tiiplere alinip ¢alismanin analiz basamagina kadar —
80 °C’de saklanmistir. Serum Orneklerinde zonulin diizeyleri ‘sandwich enzyme-
linked immune sorbent assay’ (ELISA) yontemi ile ‘Mouse Zonulin ELISA” kiti

kullanilarak tayin edilmistir.
3.6. RNA izolasyonu ve Kantitatif RT-PCR

Deney sonunda dokular (ZTO: Zeitgeber 0 = 08:00, 1siklarin acildig1r zaman),
giinlik dongii boyunca her gruptan ikiser fare olacak sekilde, belirlenen zaman
araliklarinda alt1 saatte bir (ZTO0, ZT6, ZT12, ZT18) toplanmistir. Tiim numuneler
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dondurulup ve -80 ° C'de saklanmstir. Ureticinin talimatlar izlenerek TRIzol reaktifi
(Invitrogen, ABD) kullanilarak beyin dokusundan toplam RNA ekstrakte edilmistir.
RNA 6rnekleri spektrofotometre kullanilarak 6l¢iilmiis ve iireticinin protokoliine gore
kit kullanilarak cDNA'ya ters transkripsiyon yapilmistir. Ger¢ek zamanli kantitatif
PCR, daha oOnce yaymlanmis primerler kullanilarak RT-PCR Sistemlerinde kit

protokoliine gore gerceklestirilmistir.

Delta-Delta  (2724“) metodu referans gen olan GAPDH'ye

normallestirilmis hedef genlerin ekspresyonlarini analiz etmek i¢in kullanilmistir.

2-44Ct Microsoft 365 Excel programu ile hesaplanmistr.

27AACt - 27(AACt 6rnek-—AACt kontrol)

ACt (6rnek)= Ct hedef gen — Ct referans gen
ACt (kontrol)= Ct hedef gen — Ct referans gen
AACt= ACt (6rnek)- ACt (kontrol)

3.7. Primer Dizimleri

Gergek Zamanli PCR i¢in Primer Dizileri

CLOCK

F: 5-CACAGGCCAGCACATGAT-3' (Hsieh vd., 2010)
R: 5'-CACTCATTACACTCTGTTGACTCTGA-3’

PER2

F: 5-GTTCCAGGCTGTGGATGAA-3' (Hsieh vd., 2010)
R: 5'-GGCGTCTCGATCAGATCCT-3’

BMAL1

F: 5-ATTCCAGGGGGAACCAGA-3' (Hsieh vd., 2010)
R: 5'-GAAGGTGATGACCCTCTTATCCT-3'

GAPDH

F: 5-CATCACTGCCACCCAGAAGACTG-3’ (Nabokina vd., 2014)
R: 5'-ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG-3’

3.8. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler GraphPad Prism v9.0 (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 (ANOVA) ve ardindan ¢oklu karsilagtirma durumunda

Bonferroni diizeltmesi veya p <0.05'te eslestirilmemis iki kuyruklu Student t testi ile
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belirlenmistir. Baslangig, 8. Hafta ve 16. Hafta zaman dilimleri ve viicut agirlig:
sonuglarindaki degisim iki yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapilmistir.

Istatistiksel olarak p <0.05 degeri altinda bulunan degerler anlaml1 kabul edilmistir.
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4, BULGULAR

Calismada, 24 erkek fare kullanilmis ve kontrol grubu, sirkadiyen ritimleri
bozulmus fareler (BSR) ve probiyotik takviyesi alan sirkadiyen ritimleri bozulmus fare
gruplar olarak ayrilmistir (Probiyotik+BSR). Tiim gruplar standart diyetle toplam 16

hafta boyunca beslenmistir.

Kontrol, BSR ve Probiyotik+BSR gruplarinda yer alan farelere ait baslangig, 8.
hafta ve 16. Hafta (son) agirliklar1 Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Kontrol, BSR ve Probiyotik+BSR gruplarina ait Baglangig, 8. hafta ve Son viicut agirliklari

Probiyotik+BSR

Kontrol (n=8) BSR (n=8) (n=8)
X +SD X +SD X +SD
Viicut Agirhgi (g)
Baslangig 37,5+2,7 38,1+1,5 37,0+£3,5
8. Hafta 38,1+1,7 39,5+0,7 38,7+4.6
16. Hafta 38,8+1,5 41,3+1,1 39,043,8

& Kontrol grubuna gore fark p<0,05, ® : BSR grubuna gére fark p<0,05, ¢ : Probiyotik+BSR
grubuna gore fark p<0,05
Kontrol, BSR ve Probiyotik+BSR’ de yer alan farelerin baslangi¢ agirliklar
ortalamalari sirastyla 37,5+2,77 g; 38,12+1,55 g ve 37,00+£3,58 g’dir. Gruplarda yer
alan fareler ait 8. Hafta agirlik ortalamalar1 ise Kontrol grubunda 38,1+1,7 g, BSR
grubunda 39,5+0,7 g, Probiyotik+BSR grubunda 38,7+4,6 g seklindedir. Son agirlik
ortalamalar1 ise Kontrol grubunda 38,8+1,5 g, BSR grubunda 41,3+1,1 g,
Probiyotik+BSR grubunda 39,0+3,8 g’dur.

Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de Kontol (n=8), Bozulmus Sirkadiyen Ritim grubu (BSR)
(n=8) ve Probiyotik takviyesi alan bozulmus sirkadiyen ritim grubunun
(Probiyotik+BSR) (n=8) viicut agirliklart grafik seklinde gosterilmistir. Veriler
ortalama + SEM olarak temsil edilmektedir. Kontrol, BSR ve Probiyotik+BSR
gruplar1 arasindaki farkliliklar1 degerlendirmek icin iki yonlii varyans analizi

(ANOVA) ve ardindan Tukey testi kullanilmistir. *p <0.05, **p <0.01, ***p < 0.001
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Sekil 4.1. Agirlik Degisimleri
Kontrol grubunda Baslangi¢ ve 8. Hafta (p=0.46) ve Baslangi¢ ve 16. Hafta

(p=0.10) arasinda istatistiksel bir anlamlilik yokken 8. Hafta ve 16. Hafta arasinda
agirliklar agisindan farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,01). BSR
grubundaki farelerin baslangig, 8. Hafta ve 16. Hafta arasindaki agirliklar1 agisindan
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Probiyotik+BSR grubunda
bulunan farelerin Baslangi¢ ve 8. Hafta arasindaki agirlik degisimi ve Baslangig ve 16.

Hafta arasindaki agirlik degisimleri istatistiksel acidan anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.2. Gruplar Arasindaki Agirlik Degisimleri

Kontol (n=8), Bozulmus Sirkadiyen Ritim grubu (BSR) (n=8) ve Probiyotik takviyesi alan
bozulmus sirkadiyen ritim grubunun (Probiyotik+BSR) (n=8) Viicut agirliklari
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Calisma kapsamindaki tiim farelerin serum zonulin 6lgiimleri Tablo 4.2°de
Ozetlenmistir

Tablo 4.2. Kontrol, BSR ve Probiyotik+BSR gruplarina ait serum zonulin ortalama degerleri
Probiyotik+BSR

o Kontrol (n=8) BSR (n=8)
Parametreler Birim _ _ (n=8)
X+ SD X=+SD -
X +SD
Zonulin ng/mL 37,56+14,56 44,13+13,00 43,01+7,03

2: Kontrol grubuna gére fark p<0,05, ® : BSR grubuna gore fark p<0,05, © : Probiyotik+BSR
grubuna gore fark p<0,05

Calisma gruplarinda yer alan farelerin serum zonulin verileri Sekil 4.3’deki

grafikte 6zetlenmistir.
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Sekil 4.3. Serum Zonulin seviyeleri

Gruplarin ortalama zonulin degerleri sirasiyla, 37,56+14,56 ng/mL; 44,13+13,00
ng/mL; 43,01+7,03 ng/mL’dir. Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir (p=0,503).
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Probiyotik miidahalesinin ve degistirilmis aydinlik/karanlik dongiisiiniin
neden oldugu sirkadiyen bozulmanin sirkadiyen ritim genleri Clock (Sekil 4.4), Bmall
(Sekil 4.5), ve Per2’nin ckspresyon seviyeleri iizerindeki etkileri (Sekil 4.6)

belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Clock mRna ekspresyonu seviyeleri

Kontrol, BSR ve Probiyotik+BSR gruplarinda 4 farkli zaman diliminde (ZTO,
ZT6, ZT12, ZT18) Clock eskpresyonu seviyeleri arasindaki farklar istatistiksel olarak
anlamli  bulunmamustir (p=0.732). Clock geni ekspresyonu, Kontrol ve
Probiyotik+BSR grubunda ZT12 zaman diliminde pik yaparken BSR grubunda
ZT18’de pik yapmuistir.
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Sekil 4.5. Bmall mRna ekspresyonu seviyeleri
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Kontrol, BSR ve Probiyotik+BSR gruplarinda 4 farkli zaman diliminde (ZTO,
ZT6, ZT12, ZT18) Bmall eskpresyonu seviyeleri arasindaki farklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p=0.849).
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Sekil 4.6. Per2 mRna ekspresyonu seviyeleri

Kontrol, BSR ve Probiyotik+BSR gruplarinda 4 farkli zaman diliminde (ZTO,
ZT6, ZT12, ZT18) Per2 eskpresyonu seviyeleri arasindaki farklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (p=0.743). Per2 geni ekspresyonu, Kontrol ve Probiyotik+BSR
grubunda ZT12 zaman diliminde pik yaparken BSR grubunda ZT18’de pik yapmustir.
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5. TARTISMA

Bu tez kapsaminda, sirkadiyen ritimleri aydinlik/karanlik dongileri
degistirilerek bozulmus farelerde, sirkadiyen saat genleri olan; Bmall, Clock ve
Per2’nin ekspresyonlari incelenmis ve serum zonulin diizeyleri belirlenmistir. Ayrica,
aydinlik/karanlik dongiileri degistirilerek sirkadiyen ritmi bozulan farelerde,
probiyotik takviyesinin Bmall, Clock ve Per2 genlerine ve serum zonulin diizeylerine

olan etkisi incelenmistir.

Sirkadiyen ritimler, sayisiz islevin 6nemli diizenleyicilerine atifta bulunan,
endojen saatler tarafindan yonlendirilen c¢ok sayida biyolojik siirecin giinliik
salimimlaridir (Tian vd., 2022). Beyindeki ana sirkadiyen ritim osilatorii olan SCN,
hipotalamusta yer alir ve viicuttaki gesitli sirkadiyen ritimleri diizenler (Albrecht,
2012). Memelilerde sirkadiyen saat, sirkadiyen bir sistemde hiyerarsik olarak
diizenlenmistir. SCN'nin ritmik ¢iktisi, beyin ve cevredeki yardimci sirkadiyen
osilatorleri yonetir (Qian ve Scheer, 2016). SCN ve yardimci osilatorler, her biri saat
genlerinin transkripsiyonel/translasyonel geri besleme dongiilerinden olusan
molekiiler bir saat mekanizmasi igeren hiicresel osilatorlerden olusur (Voigt vd., 2019;
Sciarra vd., 2020). Saat genleri, Clock ve Bmall gibi transkripsiyon aktivatorlerinin
yani sira Perl, Per2, Cryl, Cry2 ve Rev-Erba transkripsiyon baskilayicilarini kodlar
(Ko ve Takahashi, 2006). Temel saat genlerinden Bmall mutant farelerde tek bir
gendeki fonksiyon kaybinin sirkadiyen ritmikligi giiglii bir sekilde etkiledigi
gorilmistir (Bunger vd., 2000). Aydinlik/karanlik kosullar1t normal kosullarda olsa
(12:12) bile, Bmall mutant olan farelerde uzamsal bellek konsolidasyonu ve uyku
mimarisi gibi bir¢ok beyin islevi etkilenmektedir (Laposky vd., 2005). Bu genel beyin
fonksiyonu i¢in bu saat geninin/transkripsiyon faktoriiniin dnemini gosterir (von Gall,

2022).

Isik, merkezi saati etkileyen ve periferik saat genlerinin iglevini diizenleyen
temel bir ¢evresel sinyaldir. SCN ana saati, 151k ve aydinlik-karanlik dongiileri ile
sifirlanabilir (Wu vd., 2018). Aydinlik-karanlik dongiisiiniin bozulmasindan sonra
sirkadiyen saat gen ekspresyonunun anormal oldugu, normal merkezi ve periferik
ritimleri etkiledigi yapilan caligmalarda gosterilmistir (Koronowski ve Sassone-Corsi,
2021). Isik, sirkadiyen saatleri diizenleyen ana uyaran olsa da yakin zamanda yapilan

caligmalar, besin tiirleri ve maddelerinin gesitli periferik yollar i¢in etkili uyaranlar
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olarak islev gorebilecegini gostermistir (Reinke ve Asher, 2019; Sato ve Sassone-
Corsi, 2022; Scoditti ve Garbarino, 2022). Kanitlar, hipotalamustaki suprakiazmatik
cekirdegin (SCN), muhtemelen beyin-bagirsak-mikrobiyota ekseni ad1 verilen beyin-
bagirsak etkilesimleri de dahil olmak tizere periferik sirkadiyen ritim genlerinin
ekspresyonlarini diizenledigini dogrulamaktadir ve periferik sinyallerin de merkezi
sirkadiyen saati diizenledigi diisliniilmektedir (Bass ve Takahashi, 2010; Mohawk vd.,
2012; Forsyth vd., 2015).

Hayvan modellerinde kullanilan vardiyali ¢alisma ve manipiilasyon tiirleri ¢ok
cesitlidir. Sirkadiyen ritim bozulmasi modellerinde siirekli 1518a veya siirekli karanliga
maruz birakilma, aydinlik/karanlik dongiilerinin bozulmasi, sirkadiyen ritim
genlerinden bir ya da birkacinin genetik olarak susturulmasi gibi yontemler
kullanilmaktadir. Aydinlik/karanlik dongiilerinin degistirilmesinde vardiya boyutu (1-
12 saat), siklik (her giin-haftada bir) ve toplam siire bakimindan farklilik gosteren
calismalar vardir (Opperhuizen vd., 2015; Vetter, 2020).

Calismamizda standart olan 12 saat aydinlik-12 saat karanlik dongiisii 4 ay
boyunca her iki haftada bir tersine degistirilerek vardiyali ¢calisma modeli Khalyfa vd.
(2017) galismasindan 6rnek alinarak gergeklestirilmistir. Probiyotiklerin sirkadiyen
bozulmada terapdtik bir secenek olarak kullanma potansiyelini aragtirmanin yani sira,
bu ¢alisma degistirilmis aydinlik/karanlik dongiisii altinda c¢ekirdek saat genlerinin
ifadelerindeki degisiklikler hakkinda veri saglar. Bu ¢alismada, belirli saat genlerinin
mutasyonu yerine ¢evresel bir faktérden kaynaklanan yanlis hizalamay1 incelemek i¢in
cevresel temelli bir sirkadiyen bozulma modeli (vardiyali ¢alisma) uygulanmistir.
Bunun nedeni, sirkadiyen saat geninin genetik bozulmasindan ziyade sirkadiyen
bozulmanin esas olarak cevreye atfedildigi ¢agdas toplumumuzdaki durumu simiile
edebilmesidir.  Elde  ettigimiz  verilerde, aydinlik/karanlik  dongiisiiniin
degistirilmesinin, kontrol grubuna gére bozulmus sirkadiyen ritim grubu (BSR) ve
probiyotik takviyesi alan bozulmus sirkadiyen ritim grubunda (Probiyotik+BSR) farkl
4 zaman diliminde Clock, Bmall ve Per2 gen ekspresyon diizeyleri arasinda farklar
goriilmiistiir fakat bu degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.732,
p=0.849, p=0.743). Probiyotik takviyesinin Clock, Bmall ve Per2 gen ekspresyonlari

tizerine etkisinde, ozellikle Per2 geninin gen ekspresyonu kontrol grubuna benzer
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sekilde diizenlendigi goriilmiistlir fakat bu sonug istatistiksel olarak anlamli degildir

(p=0.854).

Gen ekspresyonunun mevcut sonuglari, fareler iizerinde dnceki caligmalarda
bildirilenlerle ortiismektedir (Leone vd., 2015; Cheng vd., 2020; Hu vd., 2022). Ug
deney grubu arasindaki karsilagtirma, BSR grubuna kiyasla 6zellikle ZT18 saatinde
Kontrol ve Probiyotik+BSR grubunun arasinda benzer Per2 salinim modellerini
gostermistir. Probiyotik takviyesi uygulamasi, Per2 gen ekspresyonunda dogal
ritmiklige yaklastirirken, Clock ve Bmall genlerinin ekspresyonunda degistirilen

cekirdek sirkadiyen ritmini dogal bir ritmiklige yeniden bi¢imlendirmemistir.

Sirkadiyen ritim, diger organlarin yani sira bagirsagin ¢esitli fizyolojik
fonksiyonlarinin diizenlenmesinde 6énemli bir rol oynar (Mukher;ji vd., 2013; Pan vd.,
2013). Bagirsak mikrobiyotasinin konak metabolizmasi ve saghigi tizerindeki etkisi,
bilesimi ve islevi tarafindan yonetilir, ancak yasami boyunca sabit kalan konak
genetiginin aksine, bagirsak florasinin bilesimi ve islevi degisken ve dinamiktir
(Thaiss vd., 2015). Normal bagirsak islevini siirdiirmek, bagirsak bariyeri islevi
saglamak, bakteriyel yayilimi devreye sokmak ve bozuldugunda ¢esitli patofizyolojik
sonugclara yol agabilen inflamasyonu diizenlemek i¢in sirkadiyen ritimler kritik oneme
sahiptir (Voigt vd., 2019). Bozulmus sirkadiyen ritimler, bagirsak ile iliskili
hastaliklarla, bagirsak bariyer fonksiyonunun bozulmasi ve proinflamatuar yanitlara
yatkinlikla iligkilendirilmistir (Forsyth vd., 2015; Tran vd., 2015). Clock, Bmall ve
Per2 dahil olmak iizere cesitli sirkadiyen saat genleri ve proteinleri, gastrointestinal
sistemde ifade edilir ve sindirim, epitelyal yenileme ve emilim gibi bagirsak
fonksiyonlartyla baglantilidir (Sladek vd., 2007; Teichman vd., 2020). Sirkadiyen
ritim diizensizliginin bagirsak bariyer gegirgenligine daha yatkin hale getirdigi
bilinmektedir (Forsyth vd., 2015). Fakat sirkadiyen ritim ile bagirsak bariyeri
biitiinliigli arasindaki kesin mekanik iliskiler tam olarak anlasilamamistir. Zonulin
siklikla arastirma modellerinde kullanilan bagirsak biitlinligiiniin belirte¢lerinden
biridir (Fasano, 2012). Yapilan ¢alismalarda sirkadiyen ritim bozulmasinin bagirsak
mikrobiyotasinda pro-inflamatuvar bagirsak bakteri bollugunda bir artigla, anti-
inflamatuvar bagirsak bakteri bollugunda bir azalmayla ve artmis bagirsak bariyer
gecirgenligi ile iligkili oldugu goriilmiistiir (Teichman vd., 2020). Yapilan bir

calismada degistirilmis aydinlik karanlik dongiileriyle olusturulmus sirkadiyen ritim
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bozulmasinin bagirsak bariyer gegirgenligi olusturdugu ve alkoliin tetikledigi bagirsak
asir1 gegirgenligini arttirdigi goriillmektedir (Summa vd., 2013). Polidarova vd. (2017)
calismasinda 6 saatlik bir aydinlik/karanlik faz kaymasimnin, anti-inflamatuar yanitla
iliskili bir gen olan Rsgl6 geninin ekspresyonu iizerinde 6nemli bir etkiye sahip
oldugu goriilmiistiir. Bir baska c¢alismada, siirekli 151k ortaminda barindirilarak
sirkadiyen ritimleri bozulmus deney hayvanlarinda siki baglant1 (TJ) proteinlerinin
degistirilmis ekspresyonu ile iligkili bagirsak bariyeri gegirgenliginde 6nemli bir artis
yasandigr  gorilmiistir (Eum vd., 2022). Aydmlik/karanlik dongilerinin
degistirilmesiyle sirkadiyen ritimleri bozulmus fareler {lizerine yapilan bagka bir
caligmada, sirkadiyen ritim bozulmasi artan kilo alim1 ve artmis bagirsak gecirgenligi

ile iligkilendirilmistir (Khalyfa vd., 2017).

Probiyotikler, uygun miktarlarda ve oranlarda uygulandiklarinda saglikla ilgili
faydalar saglayan canli mikroorganizmalardir (Swanson vd., 2020). Bir¢ok ¢alisma,
probiyotiklerin bagirsak gecirgenliginin bir 6lgiisii olan serum zonulin seviyeleri
izerinde yararl bir etkiye sahip oldugunu gostermistir (Ramezani Ahmadi vd., 2020).
Bugiine kadar, sirkadiyen ritim ve beyin-bagirsak-mikrobiyota aks: iliskisi hakkindaki
bilgiler, kemirgenlerde nérolojik semptomlar ile spesifik bakteriler veya bunlarin
metabolitleri arasinda bir baglanti oldugunu gosteren baglantili g¢alismalara
dayanmaktadir (Murakami ve Tognini, 2020). Probiyotikler hem insanlarda hem de
hayvanlarda beyin-bagirsak askini modiile edebilmektedir. Bununla birlikte, her ne
kadar bakteriler tarafindan metabolize edilen gida bilesenleri olan prebiyotiklerin
sirkadiyen ritim genleri lizerine olan etkisi Cheng vd. (2020) tarafindan arastirilmis
olsa da su ana kadar probiyotiklerin sirkadiyen ritim gen ekspresyonlarina olan etkisi

daha Once arastirilmamistir. Calismamiz bu bakimdan 6zgiin bir deger tagimaktadir.

Caligmamizda aydinlik/karanlik dongiisiiniin - degistirilmesiyle olusturulan
bozulmus sirkadiyen ritim modelinde probiyotik takviyesinin serum zonulin diizeyine
etkisi arastirilmistir. Sonuglar sirkadiyen ritimleri bozulmus olan iki grubun da (BSR
ve Probiyotik+SBR) serum zonulin seviyelerinin kontrol grubuna gore ve belirlenen
serum zonulin ortanca degerine (41,5 ng/mL) gore yiiksek zonulin seviyesi
gostermislerdir. Gruplarin ortalama zonulin degerleri, Kontrol grubunda; 37,56+14,56
ng/mL, BSR grubunda; 44,13+13,00 ng/mL, Probiyotik+BSR grubunda; 43,01+7,03
ng/mL’dir. Referans diizeyine kiyasla BSR grubu ve Probiyotik+BSR grubu ortanca
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degere ve kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur. Bu da sirkadiyen ritim
bozulmasinin serum zonulin degerlerini yiikselttigini gostermektedir. Probiyotik+BSR
grubunun BSR grubuna gore zonulin degerleri daha diisiiktiir. Bu da probiyotik
takviyesinin serum zonulin degerine olan olumlu etkisini gostermektedir fakat gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p= 0.503).

Sirkadiyen ritim ve bagirsak bariyer gecirgenligi iliskisi bir¢ok ¢aligmada beyin-
bagirsak-mikrobiyota aksi ile iliskilendirilmistir (Teichman vd., 2020). Mikrobiyal
metabolitler, genellikle vagus sinirini iceren dogrudan néral sinyalleme yoluyla veya
dolayl1 olarak néroendokrin ve néroimmiin yollarla hipotalamus iizerindeki etkilerini
gosterebilir (Dalile vd., 2019). Calismamizdaki sirkadiyen ritimleri bozulmus
gruplarda (BSR ve Probiyotik+BSR) serum zonulin degerlerinin kontrol grubuna gore
daha yiiksek ¢cikmasinda ve Probiyotik+BSR grubunun 6zellikle Per2 gen ekspresyonu
seviyelerinin kontrol grubuna BSR grubuna kiyasla daha yakin olmasinda beyin-
bagirsak aksi onemli bir faktor olabilir. Son arastirmalar, bagirsak florasinin merkezi
sinir sisteminin gelisimi ve islevinde ¢ok O6nemli bir faktér oldugunu gostermistir
(Rogers vd., 2016). Merkezi sinir sistemi, otonom sinir sistemi ve enterik sinir
sisteminden olusan beyin ile gastrointestinal sistem arasinda iki yonlii bir baglanti
vardir. Bagirsak ve merkezi sinir sistemi aktivitelerini biitliinlestiren bu ¢ift yonli
bagirsak-beyin ekseninde bagirsak florasi biiyiik onem tasir (Serra vd., 2019). Son
aragtirmalar, bagirsak mikrobiyotasinin merkezi sirkadiyen saat genlerinin ifadelerini
etkileyebilecegini 6ne siirmistiir. Leone vd., (2015) bagirsak florasinin yoklugunun,
diyetten bagimsiz olarak sirkadiyen saat gen ekspresyonunda farkliliklara yol agtigini

gostermistir.

Son yillarda, sirkadiyen saat ve metabolik gen aglarini birbirine baglayan bir dizi
genetik ve gevresel galisma yapilmigtir. Ornegin, farelerde sirkadiyen saat geni olan
Clock mutasyonu, obeziteye ve metabolik genlerin sirkadiyen ekspresyonunda
degisikliklere neden olabilirken, insanlarda, vardiyali ¢caligsma artan viicut kitle indeksi
ile iliskilidir (O'Reardon vd., 2004; Turek vd., 2005). Bir calisma, diskinin jet lag olan
insanlardan germ-free farelere aktarilmasi yoluyla yaygin bir sirkadiyen bozulma
bicimi olan jet lag etkisini analiz etmistir. Jet lag olan bireylerden alinan mikrobiyota
ile kolonize edilen farelerde, jet lag olmadan O©nce alinan Orneklerle

karsilastirildiginda, daha fazla agirlik kazanimi goriilmiistiir (Thaiss vd., 2014).
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Calismamizda sirkadiyen ritim bozulmasinin BSR ve Probiyotik+BSR
gruplarinda Kontrol grubuna kiyasla agirlik artisinda etkili oldugu gorilmiistiir (p
<0.01). Probiyotik takviyesinin baslama zamani olan 18. Hafta itibariyle
Probiyotik+BSR grubunun agirlik artis1 baglangi¢ ve 18. Hafta arasinda olan sadece
sirkadiyen ritim bozulma modeli zamani i¢indeki agirlik degisimine gore azalmistir (p
<0.01). Mevcut sonuglarla birlikte ele alindiginda bu bulgular, sirkadiyen ve metabolik
siirecler arasindaki senkronizasyonun, enerji dengesinin diizenlenmesinde ve viicut

agirligi kontroliinde 6nemli bir rol oynadigin1 gostermistir.

Calismamizda gen ekspresyonu ve serum zonulin seviyelerinin gruplar
arasindaki farklarmin istatistiksel olarak anlamli olmamasmin sebebi ¢alisma
popiilasyon sayisinin az olmasi ve 6zellikle gen ekspresyonu diizeylerine 4 farkli saat
araliginda grup basina ikiser hayvan olacak sekilde planlanmasi olabilir. Ay
zamanda probiyotik takviyesi siiresinin 8 hafta gibi gorece kisa bir zaman diliminde
olmasi da bu takviyenin gen ekspresyonlari ve serum zonulin {izerindeki etkisini
degistirmis olabilir.

Her ne kadar memelilerdeki sirkadiyen mekanizma evrimsel olarak iyi
korunmus ve bu nedenle molekiiler mekanizmanin temel anlayisi s6z konusu
oldugunda ¢ok bilgilendirici olsa da giindiiz aktif olan ve taban tabana farkli bir uyku-
uyaniklik dongiisiine sahip insanlarla gece hayvanlarimi karsilastirmak zordur. Ek
olarak, sirkadiyen ¢alismalarda kullanilan hayvanlar siki 12:12 saatlik aydinlik-
karanlik déngiileri altinda tutulur ve kontrollii bir ortamda deneyler yapilir. Insanlar,
karmasiklig1 daha da artiran benzersiz yasam tarzlarina sahiptir. Insanlar {izerinde

yapilacak ¢aligmalarda bu faktorlerin géz 6niine alinmasi 6nemlidir.
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6. SONUC

Aydinlik/Karanlik dongiileri degistirilerek sirkadiyen ritimleri bozulan fare
modellerinde probiyotik takviyesinin; merkezi sirkadiyen ritim genlerinden Clock,
Bmall ve Per2 ekspresyonlart iizerine etkilerinin, gruplar arasindaki ve gruplar
icindeki agirlik degisimlerinin ve bagirsak bariyer gecirgenligi parametrelerinden olan
serum zonulin diizeyine olusturdugu etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla yaptigimiz

calismanin sonuclar1 su sekildedir:

* Kontrol, BSR ve Probiyotik+BSR’ de yer alan farelerin baslangi¢ agirliklar
ortalamalar1 sirastyla 37,5+2,77 g; 38,12+1,55 g ve 37,00+3,58 g’dir. Kontrol’de
baslangi¢c ve 8. Hafta ve baslangic ve 16. Hafta arasinda istatistiksel bir anlamlilik
yokken 8. Hafta ve 16. Hafta arasinda agirliklar1 agisindan farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,01). BSR’de yer alan farelerin baslangi¢, 8. Hafta ve 16.
Hafta arasindaki agirliklari agisindan farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). Probiyotik+BSR grubunda yer alan farelerin baslangi¢ ve 8. Hafta arasindaki
agirlik degisimi ve baslangic ve 16. Hafta arasindaki agirlik degisimleri istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Bu verilere gore; sirkadiyen ritim bozulmasinin

agirlik kazanimini artirdigi sonucuna varilmstir.

* Gruplarin ortalama serum zonulin degerleri sirasiyla, 37,56+£14,56 ng/mL;
44,13+13,00 ng/mL; 43,01+7,03 ng/mL’dir. Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli degildir (p=0,503). Bu verilere gore; sirkadiyen ritim bozulmasinin
serum zonulin degerlerini yiikselttigi ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli

olmadig1 saptanmuistir.

* Probiyotik takviyesinin ve aydinlik/karanlik dongiistiniin her iki haftada bir
degistirilmesinin  merkezi  sirkadiyen genlerinin  ekspresyonunu  etkileyip
etkilemedigini incelemek i¢in Clock, Bmall ve Per2 gen ekspresyonlari incelenmistir.
Clock ekspresyonu, Kontrol ve Probiyotik+BSR grubunda ZT12 zaman diliminde,
BSR grubunda ZT18' de zirveye ulagmigtir. Bmall ekspresyonu, Kontrol grubunda
ZT18' de zirveye ulasmis ve ZT16' de dibe ulasmistir. Hem Kontrol hem de
Probiyotik+BSR grubu, ZT18'de Per2 gen ekspresyon seviyesi zirveye ulasan,
sirkadiyen ritimleri bozulmus gruba kiyasla benzer Per2 ekspresyonu ritimleri
sergilemistir. Bu durum probiyotik takviyesinin, Per2 gen ekspresyonu iizerine kontrol

grubuyla benzer ekspresyon seviyeleri ile iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Son yillarda 6nemi daha da anlasilan sirkadiyen ritimlerin ve sirkadiyen
ritimlerin fizyoloji ile iligkisinin degerlendirilmesi 6nem tasimaktadir. Sirkadiyen
ritim bozulmasinin ve bagirsak saglhigimin iliskisi son yillarda artan caligmalarla
desteklense de literatiirde yeteri kadar calisma bulunmamaktadir. Bu amagla
sitkadiyen ritimleri bozulmusg farelerde probiyotik takviyesinin sirkadiyen ritim
genlerine, agirlik artisina ve bagirsak bariyer gecirgenligi parametrelerinden olan
serum zonuline etkisini ortaya koymak a¢isindan énemlidir. Elde edilen bu sonuglar,
sirkadiyen ritimleri bozulmus bireylerde probiyotik takviyesi konusunda yol gosterici

nitelikte olmaktadir.
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