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1. OZET

REPETATIF MANYETIK STIMULASYON (TMS) FREKANS VE
UYGULAMA BOLGE FARKLILIKLARININ SAGLIKLI FARELERIN
KiLO DEGIiSiMi VE MiKROBiYOTASI UZERINE ETKIiLERI

Repetatif Manyetik Stimulasyon (rTMS) girisimsel olmayan beyin uyarim
yontemi olup, kafa derisi lizerinde tutulan indiiktif bobinden gecen akim etkisiyle
meydana gelen manyetik alanin ilgili beyin bdlgesindeki noron toplulugu tizerinde
elektrik akim yogunlugunu uyarmasina dayanmaktadir. rTMS tedavisi, herhangi
bir cerrahi islem icermemesi, uygulama kolaylig1 ve giivenirligi sayesinde bir ¢ok
norolojik  hastaliklarin, obezite ve yeme bozukluklar1 tedavilerinde
kullanilmaktadir. Genel olarak, diisiik frekansta (1 Hz ve asagis1) inhibe edici etki
gosterirken, yiiksek frekansta (5 Hz ve yukarisi) uyarict etki gdstermektedir.
Mortalite ve morbidite oranlar1 olduk¢a yiiksek olan obezite ve yeme
bozukluklarinda, rTMS tedavisi klinik wuygulamalarda olumlu sonuglar
vermektedir. Klinikte uygulamalara ragmen, yontemin molekiiler ve hiicresel etki
mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bu sebeple klinik-6ncesi
caligmalar ve hayvan deneylerinden elde edilen bilgiler mekanizmanin
aydinlatilmasinda biiyiikk 6nem arz etmektedir. Bu ¢alismada rTMS’in goriilen
olumlu etki mekanizmalarina insan mikrobiyomundaki rTMS tedavisindeki
degisimlerin katkida bulunabilecegi hipotezini test ettik. rTMS tedavisinin
hastalik modeli icermeyen saglikli farelerin kilo artiglar1 ve mikrobiyotast
tizerindeki etkisi aragtirildi. Manyetik stimulasyon, 1 Hz diistik-frekans ve 20 Hz
yiiksek-frekansta beyin ve abdominal bolgeye uygulanarak 4 deney grubu
olusturuldu. Kontrol grubu farelere manyetik stimulasyon uygulamadi. TMS-
beyin 1 Hz ve TMS-karin 20 Hz gruplarinda istatiksel olarak anlamli kilo azalmasi
saptand1. Bagirsak mikrobiyotas1 biyoinformatik analizlerine gére TMS-karin 20
Hz grubunda kolon ve ince bagirsak mikrobiyal kompozisyonda anlamli
degisimler bulundu. Frekans ve uygulama bolge farkinin daha iyi anlagilabilmesi
icin uygulama Oncesi ve sonrasinda kan testi parametreleriyle metabolik ¢iktilarla

desteklenen ek ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: rTMS, kilo degisimi, mikrobiyota, 16S rRNA dizin analizi



2. ABSTRACT

EFFECTS OF DIFFERENT FREQUENCIES AND APPLICATION REGIONS
OF REPETETIVE TRANSCRANIAL MAGNETIC STIMULATION (rTMS)
ON WEIGHT GAIN AND MICROBIOTA IN HEALTHY MICE

Repetitive magnetic stimulation (rTMS) is a non-invasive brain stimulation method
that stimulate neurons via generation of a pulse high intensity magnetic field by
passing an electric current through an inductive coil. However, despite the wide
application of rTMS in clinical practice, the molecular and cellular mechanisms
underlying the method remain uncertain. For this reason, the information obtained
from pre-clinical studies and in vitro animal experiments have great importance on the
understanding of the mechanism. In general terms, low frequency (LF) rTMS (1 Hz)
decreases cortical excitability, whereas high-frequency (HF) rTMS (>5 Hz) increases
cortical excitability. rTMS method gives positive results in the treatment of obesity
and eating disorders which are associated with high mortality and morbidity rates.
Additionally, the microbiota of normal individuals shows significant differences
compared to those with obese and eating disorders. In this study, we investigated the
effects of different frequencies and application regions of rTMS on weight gain and
microbiota in healthy mice. We performed 4 experimental groups, and the magnetic
stimulation was applied to the brain and abdominal region at 1 Hz low-frequency and
20 Hz high-frequency. The mice of the control didn’t receive stimulation. 20 Hz
rTMS-abdominal and 1 Hz rTMS-brain groups showed statistically significant weight
reduction. According to bioinformatic analysis of the intestinal microbiota, severe
microbial imbalance was detected in the gut colon and intestine fecal samples of the
TMS-abdominal group at 20 Hz frequency. In order to better understanding of
frequency and application region difference, we need to further investigations which

are supported by metabolic outputs and blood test parameters.

Key Words: rTMS, weight change, microbiota, 16S rRNA sequence analysis



3. GIRIS VE AMAC

Transkranial Manyetik Stimulasyon (TMS) non-invaziv beyin uyarim yontemi olup,
kafa derisinin disinda tutulan indiiktif telden gegen akim etkisiyle meydana gelen
manyetik alanin ilgili beyin bolgesindeki hiicre toplulugu iizerinde elektrik akimin
uyarmasina dayanir. Ardisik olarak gerceklestirilmesi, repetatif manyetik stimulasyon
olarak adlandirilmaktadir. Girisimsel islemlerin olmadig yontem uygulama kolayligi
ve giivenilirligi sebebiyle bircok farkli norolojik hastaliklarin  tedavisinde
kullanilmaktadir [1]. Yontemin molekiiler etki mekanizmasi heniiz tam olarak
aydinlatilamadigi i¢in hayvan modellerinden elde edilen bilgiler mekanizmanin
aydinlatilmasinda oldukc¢a 6nem arz etmektedir. TMS, uygulama protokolleri ve
uyarim frekanslar ¢ok ¢esitli olup kortikal uyarilabilirlige etkileri nispetince spesifik
norofizyolojik ve davranigsal bulgular olusturmaktadir [2]. Genel olarak yiiksek
frekansta (YF) uyarim 5 Hz ve yukar1 degerler olup kortikal uyarilabilirligi arttirirken,
1 Hz ve daha diisiik olan frekans araligi diisiik-frekans (DF) olup inhibe edici etki
gostermektedir [3].

Obezite, diinya genelinde prevalansi ciddi sekilde artan, anormal yag birikimiyle
olusan metabolik bozukluktur. 2013 verilerine gore diinyada yaklasik 2 milyon kisi
asir1 kilolu olarak kaydedilip sadece Birlesik Devletler de obez hastalarin yillik saglik
harcamalar1 obez olmayanlara gore %42 daha yiiksek olarak kaydedilmektedir [4].
rTMS’nin obezite ve yeme bozukluklar1 6rnegin Anoreksiya nervosa ve Bulimia
Nervosa tedavisinde terapotik etkisi oldugu bir¢ok ¢alisma ile kanitlanmustir [5], [6].
TMS’nin terapdtik etkisinin  mental bozukluklarda, depresyonda ve yeme
bozukluklarinda asir1 aktive olan stres yolagt HPA (Hypothalamus-pituitary-adrenal)
aksini normalize ederek gerceklestigi savunulmaktadir [5], [7]. Ayrica TMS nin
noronal plastisitede biiylik etkisi olan BDNF (Brain-derived-neurotrophic-factor)
seviyesinin artigini tetikledigi gosterilmistir [8]. Obezite ve yeme bozukluklarinda
goriilen klinik bulgulara gore hastalarin mikrobiyota karakteristigi saglikli bireylere
oranla oldukg¢a farklilik gostermektedir [9]. Mikrobiyota belirli bir ¢evrede yasayan
mikrobiyal toplulugun tiimiinii igeren terimdir [10]. Calismalar ayrica mikrobiyota
icermeyen farelerde HPA aksinin daha agresif calistigini ve stres hormunu
seviyelerinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir [11]. Mikrobiyota icermeyen

steril sartlarda yetistirilen farelere saglikli farelerin fekal transplantasyonu sonrasi



anksiyete benzeri davraniglarinin diizeldigi kaydedilmektedir [12].

Tim bu calismalar 1518inda, bu tez calismasmmin amaci mekanizmasi heniiz
aydinlatilmamis olan rTMS’nin saglikh farelere yiiksek frekansta (20 Hz) ve diistik
frekansta (1 Hz) hem beyin hem de abdominal bdlgeye uygulanmasi sonrasi kilo
degisimi ve mikrobiyota iizerine etkisinin arastirilmasidir. Calisma, kilo, TMS
uygulamast ve mikrobiyotanin birlikte ele alinip stres yolagi iizerinde
degerlendirilmesini icermesi sebebiyle bundan sonra yapilacak ¢alismalara 6ncii olma

ozelligi tasimaktadir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Repetatif Transkraniyal Manyetik Stimulasyon (rTMS)

Repetatif transkraniyal manyetik stimulasyon (rTMS) indiiktif bobin i¢inden gecen
akim etkisiyle meydana gelen manyetik alan vasitasiyla kafatasi iizerinden beynin
uyarildig1 girisimsel olmayan beyin uyarim ydntemidir. Indiiklenen akim, dogrudan
noronlarin akson baglangic segmentini depolarize ederek veya dolayli olarak
internoron depolarizasyonuyla uyarim etkisini gostermektedir [13]. Kortikal
uyarilabilirlik tizerindeki etkisinden dolay1 ndrolojik ve noropsikiyatrik hastaliklarin
tedavisinde terapdtik amagli  kullanilmaktadir [1]. Klinikteki uygulamalarda,
depresyon tedavisinde [14], otizim tedavisinde [15], agr1 tedavisinde [16], travma
sonrast stres bozuklugunda [17] ve Parkinson hastaligi tedavisinde [18]
kullanilmaktadir. Ayrica rTMS tedavisi, yeme bozukluklarinda, Bulimia Nervoza [19]
ve Anoreksiya Nervoza tedavisinde [7] klinik uygulamalarda yer almaktadir.
Norotransmitterlerin ve bityiime faktorlerinin (beyin kokenli norotrofik faktér, BDNF)
salinimiyla iligkisi TTMS’nin olasi mekanizmasinda 6nemli rol oynamaktadir [20].
Ancak TMS’nin etki ettigt molekiiler mekanizma heniiz tam olarak
aydinlatilamamustir. Ayrica uygulanan benzer TMS protokolleri sonrasi elde edilen
datalar1 bireyler aras1 uyarilabilirlik kosulu tizerinde farkliliklar gostermesi, TMS’nin

birden ¢ok farkli parametereye sahip olmasiyla iligkilendirilmektedir [21]

4.1.1. rTMS parametreleri

Uyarim frekansi protokollerin farkliliginda en biiylik etken olmakla birlikte
stimulasyon bobininin geometrisi ve uygulama bolgesi, uyarim siiresi ve araliklar
protokoller arasi cesitlilige sebep olan baslica etmenler arasinda yer almaktadir [13].
rTMS calismalarinda halkasal ve sekiz-gsekilli olmak tizere 2 ¢esit indiiktif bobinden
yararlanilir, odaklama kapasitesi daha yiiksek olmasi sebebiyle cogunlukla tercih
edilen ve dahi bu ¢alismada kullanilan sekiz-sekilli bobindir. Birbirine ilistirilmis 2
uyarict halkanin kavusum noktasinda uygulanan manyetik alanin odaklanmasi ve
bolgeye yonlendirilmis uyarimi daha etkili olmaktadir [22].

Kortikal uyarilabilirligin modiilasyonunda frekans baslica etmendir. Genel olarak 1



Hz ve yukan frekans degerleri yiiksek frekans rTMS (YF-rTMS) olarak adlandirilip
uyarict etki gostererek kortikal uyarilabilirligi arttirmaktayken, 1 Hz ve daha diisiik
frekans degerleri diisiik frekans rTMS (DF-rTMS) olarak belirtilip inhibitor etki
gostererek kortikal uyarilabilirligi azaltmaktadir [3], [23].

Manyetik frekansa bagli olarak indiiklenen elektrik akimi ile ndronlarin esik degerinin
tizerinde uyarilmasiyla depolarizasyon, aksiyon potanesiyeli olusmaktadir. Ancak
ayni frekans degerleri bobinin oryantasyonuna gore farklilik gostermektedir. Bunun
en Onemli sebebi ise aktivasyon esik degerinin néron gruplari arasinda farklilik
gostermesidir. Ornegin; gérece daha kiigiik olan interndronlarin aktivasyon esik
degeri, daha biiyiik néron ¢esidi olan piramidal noronlara gore daha disiiktiir (Sekil
4.1.1). Bu durumda DF-rTMS uygulamasi sirasinda piramidal ndronlarda aksiyon

potansiyeli olugsmaksizin intrakortikal internéronlar aktive olabilmektedir [24]
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Sekil 4.1.1.1 Bir ndron siitunu, piramidal hiicreler (liggen hiicre govdeleri),
bir¢ok inhibitdr interndronlar ve birkag uyaric interndron (yuvarlak hiicre govdeleri)
iceren hiicrelerin I-V1 kortikal tabakalarina dagilmis haldeki toplulugudur. Farkli esik

degerlerine sahip néron gruplari ve uyarimdan etkilenen akson segment



farklilign TMS c¢alismalarindaki gesitlilige sebep olan etmenlerdendir. GM: Gri
Madde. BM: Beyaz Madde. [25], [26]

TMS uygulama bobininin oryantasyonunun bir diger etkisine bagli olarak indiiklenen
Elektrik alan, bobinin tutuldugu beyin bolgesinin hemen altinda birinci derecede direkt
etkili olurken, bobinden uzaklastik¢a ikincil uzak beyin bolgelerinde dogrudan etkisi

sonmeye baglar, anatomik olarak birbirine bagli alanlar araciligiyla dolayli etkisi

gortliir (sekil 4.1.2) [27], [28].

TMS Bobini

Sekil 4.1.1.2 TMS bobininin hemen altinda bulunan hedef bodlge birincil
derecede dogrudan indiiklenen elektrik alandan etkilenirken, subkortikal ve uzak
kortikal alanlar ikincil bolgeler olup, trans-sinaptik olarak indiikelenen akimdan

dolayl olarak etkilenirler [25], [29].

Beyin katlanma bolgelerine bagli olarak 6zellikle sulkus bolgelerinde aksonlarin
uzaysal olarak biikiilii sekillerinden dolay: indiiklenen elektrik alandan etkilenen
akson bolgeleri farkli oldugundan meydana gelen elektriksel uyarimlarda farklilik

gostermektedir [18], [30].
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Sekil 4.1.1.3 TMS ile indiiklenen intrakraniyal akim baskin olarak kafatasina
teget olarak hareket eder. Kortikal siitunlardaki girus ve sulkus yapilari ise birbirlerine
dik ag¢1 yapacak sekilde konumlandiklarindan dolay:1 elektrik alandan etkilenme
kuvvetleri farklilik gostermektedir [25], [31]
rTMS protokolleri arasinda degigkenlige sebep olan bir diger etmen ise TMS
uygulamasi sirasinda beyin iizerinde etkin olan “durum etkisidir”. Bu sebeple
genellikle YF-rTMS uyarici etki gostermesi beklenen 20 Hz uyarim sonrasinda bazi
hastalarda inhibisyon etkisinin kaydedildigi ¢aligmalarda yer almaktadir [21], [32].
Sinaptik seviyede noronlar arasi varolan baglantilar, uyarim sirasinda Kortikal
uyarilabilirlik cevabini etkilemektedir. Klinikte yapilan ¢alismada uzun siireli nikotin
tiketen hastalarda rTMS tedavisi sonrasi, beklenen kortikal uyarilabilirligin
tiketmeyen gruba gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir [33]. Sinapslar arasi
baglantilarda durum etkisi lizerinde etkili diger parametreler; stres ve strese bagh
salgilanan hormonlarin kortikal diizenekteki etkileri [34], kognitif durum, dikkat,
uyku-uyaniklik unsurlar1 da arka plandaki durum etkisi iizerinden rTMS sonrasi cevabi

etkilemektedir [35]. Ayrica beynin hiicresel durum iizerine etki eden intrinsik faktorler



arasinda; yas, cinsiyet, sirkadyan ritim, genetik altyapi da etkili olmaktadir [36], [37]
Tiim rTMS parametreleri, uygulanan ayn1t TMS protokollerine ragmen klinikte ve

arastirmada denekler arasinda ¢ok cesitli sonuclarin elde edilmesine neden olmaktadir.

4.1.2. ¥rTMS’nin Molekiiler Mekanizmasi Uzerine Hipotezler

4.1.2.1. rTMS ve Sinaptik Plastisite

TMS uygulamasi sirasinda kullanilan uyarim frekansina bagli olarak beyinde
plastisitenin indiiklendigi bir¢ok ¢alismada kanitlanmistir. Sinaptik plastisite, ndronlar
arasindaki iletim yogunluguna bagli olarak sinaptik kuvvetin modiilasyonunun
saglandigi mekanizmadir [38]. Plastisite sonrasinda pre-sinaptik ve post-sinaptik
noronlar arasindaki sinapsin kuvvetliligi artabilir veya azalabilir. Meydana gelebilecek
olast bu iki durumdan sinapsin kuvvetinin arttigt molekiiler siire¢, uzun siireli
potansiyel artis1 (USPA) olarak adlandirilirken; sinaps kuvvetinin azaldigi, inhibisyon
sireci, USPA’nin ters mekanizmasi olup, uzun siireli depresyon (USD) olarak
tanimlanmaktadir [39]. Genellikle yiiksek-frekans TMS sonrasinda sinapslarda
meydana gelen plastisite USPA seklinde, sinapsta uyarici etki olustururken, diisiik-
frekans TMS inhibe edici etki gostererek USD olusumunu tetiklemektedir [40]. rTMS
ile meydana bu sinaptik degisimlerin etkisi platisitedeki gen ifade profilindeki
degisiklere bagl olarak uzun siirebilmektedir [39]. Sinaptik plastisitenin, USPA ve
USD olusumunda baslica rol alanlar; NMDA (N-metil D-aspartat) reseptorii ve Ca**
iyonudur. NMDA, uyarict glutamat ndrotransmitterinin iyonotropik reseptor
protenidir, glutamat ve gilisin varliginda aktive olarak pozitif yiikli katyonlara
gecirgenlik saglar boylece sinir hiicresi membraninin potansiyel degisimi ve
depolarizasyonu gergeklesir [41]. Hiicre i¢ine Ca™ akisina bagli oalrak ise
intraselliilerde kademeli biyokimyasal reaksiyonlar tetiklenir, protein fosforilasyonu,
protein sentezi ve gen transkripsiyonu basta olmak iizere. Her iki etmen de sinaptik
plastisitenin olusumunda oldukga kilit rol istlenmektedir [42]

Bir¢ok in vitro ¢alismada, manyetik stimulasyon ile uyarim sonrasinda hiicrelerde
plastisitenin indiiklendigi kanitlanmistir. Noron kiiltiiriine yiiksek frekansta manyetik

stimulasyon sonrasinda USPA tetiklendigi farkli ¢aligma gruplar tarafindan



ispatlanmigtir [43]-[45]. Yiiksek freakansta manyetik uyarima bagli olarak pre-
sinaptik noronda tetiklenen aksiyon potanesiyeliyle glutamat saliniminin artmasinin
post-sinaptik membranda depolarizasyonu tetikledigi ve bu mekanizma ile USPA
olusumu meydana geldigi diisiiniilmektedir. Bunu kanitlar nitelikte bulgular yapilan
in vitro kiiltiir ¢alismalarinda elde edilmistir; yiiksek frekans manyetik uyarim sonrasi
NMDA ve AMPA reseptor proteinlerinde sayica artis molekiiler teknikler yardimiyla
kanitlanmistir [43]. YF-rTMS ile uyarilan USPA’nin olusum mekanizmasina ait bir
baska hipotezde ise disaridan uygulanan manyetik alanin etkisiyle indiiklenen akimin
direkt olarak noéronlarin membraninda bulunan daha yiiksek potansiyel fark ile ve
yavas aktive olan NMDA reseptorlerini uyaramayacagi, bunun yerine gorece olarak
daha diisiik potansiyel farkla daha hizli aktive olabilen AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-
metil-4-izoksazol propanoik asit) reseptorlerini baslangigta uyararak noronun
depolarizasyonunu sagladigi sonrasinda depolarize olan néronda Mg *blogunun
kalkmasi ile NMDA reseptorlerinin aktivasyonunun ve Ca™ akisinin baslatildigi
savulmaktadir. Sekonder sinyal ileten molekiil olan Ca™ hiicre i¢i akisiyla hiicrede
bir ¢ok sinyal yolaklari aktive olarak USPA ve plastisite indiiklenir [46].

Motor kortekse uygulanan 1 Hz degerine yakin DF-rTMS sonrasinda motor
uyarilabilirligin azaldigi yapilan EMG (elektromiyogram) testlerinde gosterilmistir
[47]. Her ne kadar diisiik frekans TMS c¢alismalarinda USD benzeri hiicresel
cevaplarin olustugu bulgulansa da TMS’nin USD olusumu iizerindeki molekiiler
mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak olas1 mekanizmaya dair
hipotezler literatiirde yer almaktadir; bu goriislerin en kuvvetlisi ise 1 Hz ve yakin
degerlerdeki diisiik frekans manyetik uyarima bagl olarak indiiklenen akimin ytiksek
frekansla indiiklenen akima kiyasla sinir hiicrelerine daha yavas ve az miktarda Ca™
girisine sebep olmasinin USD’yi tetikledigidir [48]. Hipotezi destekleyen diger
calisma gruplarina gore; DF-rTMS uygulamasinin ardindan tetiklenen inhibisyon
USD siirecinde de USPA’da oldugu, NMDA reseptorlerinin vasitasiyla meydana
geldigi savunulmaktadir. USD olusumunda, USPA’nin aksine NMDA reseptorlerinin
daha yavas uyarildig1 ve hiicre i¢i Ca*" akisinin yiiksek konsantrasyonda olmayip
uyarict hiicre i¢i Ca**-bagimh sinyal yolaklarini aktive etmeyecek diizeyde
gerceklestigi ve bu sebeple AMPA reseptorlerinin de-fosforilasyon ile inaktif duruma

getirilmesiyle ndronda inhibisyonun, USD’nin meydana geldigi vurgulanmaktadir
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[49], [50].

Ayrica diisiik frekansta rTMS uygulamasinda intrakortikal bolgede yogun olarak
bulunan ve diger ndéron gruplarima gore esik degeri daha diisiik olan inhibitor
GABAergic internéronlarin  mikron boyutunda ¢ok sayidaki  kolateral
projeksiyonlartyla etkiye daha acik olduklari ve DF-rTMS’nin inhibisyona bu sistem
tizerinden etki ettigi baz1 ¢alismalarda yer almaktadir [51], [52]. Sican korteksine, 1
Hz DF-rTMS uygulamasinin ardindan beyin kesitlerinde yapilan immunohistokimya
calismasinda GABA sentezinden sorumlu enzim olan GAD65 (Glutamik asit
dekarboksilaz)’in miktarinin azaldig1 gosterilmistir [53].

Ancak klinikte ve aragtirmada uygulanan rTMS protokolleri, tim beyin, belirli bir
kortikal veya subkortikal alana hedeflidir ve bu alanlarda, ndronlar endotelyal
hiicreler, glial hiicreler, uyarici ve inhibe edici interndronlar gibi ¢ok ¢esitli hiicre
gruplariyla bir arada iligki i¢inde yer almaktadir. Bu sebeple in vivo calismalar
sonucunda elde edilen ¢iktilar in vitro ‘daki gibi tek belirli tipteki az sayida ndrona ait
olmayip, i¢inde ¢ok farkli hiicre tiplerini barindiran ndron setlerinin indiiklenen akima

verdigi total plastisite cevabindan olusmaktadir [54]

4.1.2.2. rTMS ve BDNF

Yiiksek-frekans rTMS molekiiler mekanizmasini aydinlatmaya yonelik in vitro’da
spesifik sinir hiicre hatlar1 calismalarindan elde edilen bulgular, YF rTMS’nin
dogrudan veya dolayl olarak aktive ettigi NMDA reseptorlerinin Ca*™ ve Ca™ bagimli
hiicre i¢i molekiil gruplarinin etkisiyle norotrofik faktorlerin salinim yolaklariin
indiiklendigini gostermistir [55].

Norotrofik faktorlerler, ndronlarin korunmasini ve farklilasmasini, aksonal biiyiimeyi,
ndrogenezi ve sinaptik plastisiteyi diizenleyen peptid veya kiigiik protein yapidaki
molekil ailesi iiyeleridir. Merkezi ve periferik sinir sisteminde bulunan nérotrofik
faktorler, membranda yer alan “reseptor-tirozin-kinaz (Trk)” molekiilleri araciligiyla
ilgili hiicre i¢i sinyal kaskadlarini baglatirlar [56]. BDNF (beyin kaynakli norotrofik
faktor), beyinde en ¢ok bulunan norotrofin olup 6grenme ve hafiza ile ilgili siireglerde
aktif olup, noron gelisimi ve plastisitede USD olusumunda etkin rol oynar. Her bir

norotrofin yiiksek affinite ile kendine 6zel Trk reseptoriine baglanir, BDNF TrkB
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reseptoriine baglanir [57]. rTMS uygulamalari sonucunda BDNF seviyelerinde
degisiklik kaydedilmistir ancak caligmalardan elde edilen sonuclar degiskenlik
gostermektedir.  Ancak genel olarak YF-rTMS uygulamasi sonrasinda BDNF
transkripsiyon seviyesinin arttig1 kaydedilmektedir, ¢alismalar spesifik sinir hiicre
hatt1 {izerinde manyetik stimulasyon uygulanmasmin ardindan aktive olan “Ca**—
CaMKII-CREB?” sinyal yolaginin etkisiyle olabilecegini 6ngérmektedir [55]. Ca™*—
CaMKII-CREB yolagi BDNF transkripsiyonunda olduk¢a énemlidir [58].
Kalmodulin, hiicre i¢inde Ca™ baglayici proteindir, kalsiyumu baglayip aktif hale
gecmesiyle  bircok  proteinin  fosforilasyonunu  saglar. CaMKIIl ise
Kalsiyum/Kalmodulin-bagimli protein kinaz 1l olup glutamerjik sinapslarin
diizenlenmesinde gérev alan beyinde en yogun bulunan kalsiyuma bagl aktive olan
enzimdir. Sinaptik iletim sirasinda kalsiyum-kalmodulin birligini belirler ve bir dizi
hiicre i¢i biyokimyamsal sinyal kaskadini baglatir [59]. CaMKII, USPA olusumu
sirasinda aktive olan NMDA reseptoriine direkt olarak baglanabilmektedir [60].
Insanlarda ve kemirgenlerde BDNF geninin kodlama yapan bolgesi, 7 tane kodlama-
yapmayan bolgenin kontrolii altinda transkribe edilmektedir. Bu sekilde ¢ok sayidaki
farkli promotdr bolgenin farkliligi sayesinde, BDNF’in anlatimina, lokalizasyonuna,
sinaptik bolgedeki dagilimina dair diizenlenmelere alternatif modiilasyonlar
sunmaktadir. Bu promotor bolgeler, fosforlanmis CREB (CRE-baglayici protein)
molekiiliiniin baglanabilecegi ¢ok sayida CRE (CAMP-cevap elementi) dizilerini igerir
[61].

rTMS ile membran potansiyelinin degisimine bagli olarak aktive olan AMPA
reseptorlerinden Ca*™ hiicre igine akisi artar, Ca™"-Kalmodulin birlikteligi olusur ve
CaMKII aktivasyonunu tetiklenir. Aktive olan CaMKIIl, NMDA reseptorlerine
baglanir ve sinaptik kuvvetin artmasini saglar ayrica CREB (CAMP-cevap elementi-
baglayic1 protein) molekiiliinii aktiflestirir. Fosforlanarak aktif hale gelen CREB,
transkripsiyon faktorii, nukleusta ilgili CRE dizilerine baglanarak BDNF
transkripsiyonunu baglatir (Sekil 4.1.2.2.1) [55], [62], [63].
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Sekil 4.1.2.2.1. Yiiksek frekansta manyetik uyarima bagli olarak indiiklenen
BDNF trankripsiyonuna ait olast molekiiler mekanizma gosterilmektedir. CaMKII:
Kalsiyum/Kalmodulin-bagimli protein kinaz I, CREB: CRE, cCAMP-cevap elementi-
baglayici protein, CRE: cAMP-cevap elementi [55].

4.2. Obezite ve Yeme Bozukluklari

Son yillarda yapilan anket ¢aligmalaria gore diinya genelinde asir1 kilolu yetiskin
sayis1 yaklasik iki milyar olup, sadece gelismis iilkelerdeki yetiskin niifusun ise ligte
birini obez bireyler olusturmaktadir [64]. Birlesik Devletler’in verilerine gore obez
bireylerin saglik masraflari, saglikli kilolulara kiyasla %42 daha fazladir [65].
Multifaktoryel bir etiyolojiye sahip olmasi sebebiyle, tek tip bir tedavi yontemi
olmay1p, uygulanan tedavilerin neticeleri bireyden bireye degiskenlik gostermektedir.
Yasam sekli degisimi, ila¢ tedavisi ve bariatrik cerrahi segenekleri tek basina yeterli
olmamakla birlikte, tedavi siireci sonrasi bireylerin karsilastigi sorunlardan biri olan
yeniden ve daha agresif kilo alimmi engelleyememektedir. Ayrica, invaziv bir
miidahale olan bariatrik operasyonlarin yliksek derecede obez hastalara uygulanmasi

ciddi komplikasyonlar igermektedir [66].

13



Hizla artan obezite epidemi degerine kiyasla daha nadir gozlemlenen ve bu sebeple
gereginden fazla azimsanma hatasina diisiillen yeme bozuklugu nevrozlar sasirtict
sekilde, 6liim riski oran1 en yiiksek olan mental hastaliklar listesinde birinci sirada yer
almaktadir [67]. Yeme bozuklugu hastalik grubunda olan anoreksiya nervoza, ciddi
kilo kayb1 ve aclik ile neticelenen bireyin yasamini tehdit eden noropsikiyatrik bir
bozukluktur [68]. Bulimia nervozada ise anoreksiyadan farkli olarak engellenemeyen,
asir1 yeme epizodlar1 ve buna bagli olarak kisinin kendisini kusmaya zorlamasi veya
laksatif, diliretik ilag grubunun yanlis sekilde kullanilma davraniglarini i¢inde
barindiran bir yeme bozuklugudur. Kroniklesme insidansi oldukga yiliksek olan ve
emosyonel olarak bireyin kendine tahrip algisini i¢inde barindiran bu bozukluklar,
farmakolojik veya psikoterapik destek gibi tedavi yontemlerine direng sergiledikleri
icin yetersiz rehabilitasyon gosterirler [69].

Obezitenin olusumunda temel etmen olan “agir1 yeme arzusu” semptomuna dair obez
katilimceilar ile yapilan nérogoriintiileme ¢alismalarina gore, beyindeki fronto-striatal
donanim mekanizmasini fonksiyonel olarak ¢aligmamaktadir. Ozellikle inhibisyon ve
yeme davranisinin kontroliinde birincil rol oynayan DLPFC (dorsolateral prefrontal
korteks) obezite ¢alismalarinda ve tedavisinde hedef bolge niteligi tasimaktadir [70],
[71].

Yeme bozuklugu olan hastalarda yapilan beyin goriintiileme c¢alismalari, obezite
etiyolojisi ¢iktilarina benzer sekilde, anoreksik ve bulimiya nervozali bireylerde
gozlemlenen yeme davranisindaki kontrol bozuklugu bulgusuyla ortiiserek, DLPFC
(dorsolateral prefrontal korteks)’in hastaligin patofizyolojisinde kilit rol oynadigini

gostermektedir [70], [72].

4.2.1. Obezite ve Yeme Bozuklar1 Tedavisinde rTMS Uygulamasi

Obezite, anoreksiya ve bulimiya nervoza gibi bir¢ok alt grubu olan yeme bozuklari
tedavisinde giincel klinik yaklasimlar yetersiz kalmakta ve heniiz tam olarak
hedeflenen iyilisme kriteri yakalanamamaktadir. Etiyolojileri yeteri kadar bilinmeyen
bu patolojilerin tedavisinde, rTMS uygulamasi yenilik¢i ve giiclii bir terapdtik metot
olarak degerlendirilmektedir. Yemek yeme davranisinda denetleme ve kontrol
mekanizmasinda  bozuklugun bulgulanmasi  bahsedilen hastaliklarin  ortak

patofizyolojik temelini olusturdugu icin, bu alandaki arastirmalar, biiylik Olciide
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DLPFC hedefli rTMS uygulamalarindan olusmaktadir [73]. Dorsolateral prefrontal
korteks (DLPFC), besin aliminin bilissel kontroliinii destekleyen yonetici islevlerle
iliskili karmasik bir beyin bolgesidir. Hedef bolge secilmesinde genel olarak, altta
yatan hipotez, DLPFC aktivitesinin  diizenlenmesiyle, bilissel kontroliin

kolaylastirilmasi ve ilgili mekanizmalarin bilis dengesinin kurulmasidir [74]

4.2.1.1. Obezite ve Yeme Bozukluklar1 Tedavisinde rTMS Uygulamasinin
Olas1 Molekiiler Mekanizmasi: HPA Aksi

Obezite ve yemek bozuklarinda goriilen yemek davranisim1 kontrol eden sinir
aglarindaki aktivite dengesizligini tedavi i¢in non-invaziv bir néromodulasyon teknigi
olan TMS potansiyel terapotik bir yaklagim olarak klinikteki caligmalarda yer
almaktadir [70]. Calismalarda, giivenilir bir yontem olan rTMS ile beynin kortikal
aktivitesini degistirerek, obezitede goriilen asir1 yeme arzusu nobetlerini dengelemeyi
amaclamaktadir [75].

Bulimia nervozali bireylere, YF-rTMS’nin DLPFC’e uygulanmasinin ardindan
bireylerde kilo ve viseral yag oranimin azaldigi bir¢cok ¢alismada tespit edilmistir.
Uygulanan yiiksek frekans rTMS sonrasi kortikolimbik baglantinin kuvvetlenmesine
bagli olarak bireylerde asir1 yeme arzusunun hafifletildigi ¢alismalarda kaydedilmistir
[19]. Baska bir ¢alismada, 10 Hz YF-rTMS’nin Bulimia hastalarina 4 hafta DLPFC’¢e
uygulanmasinin ardindan olumlu sonuglarin alindigi kaydedilmistir [76]. Anoreksiya
nervozali bireylere YF-rTMS tedavisi sonrasi bireylerde abnormal g¢alisan fronto-
striatal  fonksiyonlarin diizeldigi ndrogoriintileme ve fMRI caligmalariyla
desteklenerek gosterilmistir ayrica hastalarin tedavi sonrasi izlencelerinde, yemek
algis1 ve 0diil lizerine sahip olduklar1 anksiyetik epizodlarinin azaldig: sunulan ¢iktilar
arasindadir [7]. Asir1 yeme ataklarina sahip 28 bayan katilimci ile yapilan ¢alismada,
10 Hz YF-rTMS, DLPFC’e uygulanan deney grubunun kontrol grubuna gore oto-
regiilasyonlarinda artis kaydedilmistir [77].

TMS’nin obezite ve yeme nervozalari lizerindeki terapdtik etki mekanizmasi heniiz
tam olarak aydinlatilamamis olmasina ragmen literatlirdeki ¢aligmalar genellikle
uyarict yiiksek frekans rTMS’nin DLPFC’e uygulanmasiyla istah ve asir1 yeme
isteginin azaldigin1 géstermektedir [74], [78], [79].

DLPFC’e rTMS tedavisinin molekiiler etki mekanizmasi belirlenememis olmasina
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ragmen olast mekanizmanin HPA (Hipotalamus-hipofiz-adrenal) aksi iizerinden
gerceklestigi birgok c¢alismada gosterilmistir.  Olast mekanizma hipotezinin ana
dayanak noktasi, obezite ve yeme bozukluklarinin patofizyolojik temelinde stres
faktoriine bagl olarak bozulmus bir HPA aksinin yer almasidir [80], [81]. Bulimik ve
anoreksik hastalarda yiiksek serum kortizol degerleri saptanmaktadir [82]. HPA
aksinin hiperaktivitesi ve buna bagli olarak yiliksek kortizol degerlerinin obezite
patafizyolojisine neden oldugu diistiniilmektedir [83]. HPA hiperaktivitesinin yemek
alimim arttirdigi ve normal degerlerin {izerindeki kortizoliin yiiksek kalorili besin
tiiketiminine sebep oldugu laboratuvar ¢aligmalarinda gosterilmistir [84], [85].
Stresin endokrin bileseni olan HPA-aksi, hipotalamusun paraventrikular nukleus
(PVN) hiicrelerinden kortikotropin-serbeslestirici-hormon (CRH) salinmiyla uyarilir
ve noroedokrin kaskadi baslatir. Saliman CRH, hipofiz bezindeki CRH tip-1
reseptorlerine baglanarak adrenokortikotropin hormon (ACTH) onciilii olan pro-
opiomelanokortin (POMC) polipeptidini sentezler [86]. ACTH, adrenal bezlerin
korteksinden kortizol hormonu sentezini uyararak sirkadyan ritimden karbohidrat,
yag, protein metabolizmasina, bagisiklik sisteminin baskilanmasma ve duygu
durumun degisimine kadar bir¢ok farkli sistemin diizenine etki gostererek viicudun
strese karsi noroendokrinokolojik tepkisi olusur [87]. HPA aksinin ndrobiyolojik
modiilasyonu baslica DLPFC tarafindan diizenlenmektedir [88], [89]. Bu veriler
1s1¢inda DLPFC hedefli rTMS c¢aligmalar1 ile kilo kontroliiniin dengelenmesi
hedeflenmektedir (Sekil 4.2.1).
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Sekil 4.2.1. Kortiko-talamik yolak. Limbik ve kortikal noronal donatilar istah
kontroliinde gorev almaktadir. Kortikal seviyede, DLPFC ve ACC, yonetici
islevlerden sorumlu olup yemek aliminin bilingle iliskili kontroliiniin saglandig:
bolgelerdir. Limbik seviyede, amigdala ve hipokampiis, emosyonel olarak istahin
olusmasinda, yeme davranisindan zevk almada ve aligkanlik haline getirmede sorumlu
bolgelerdir [90]. Stres altinda, limbik alanlardaki hiper-aktiviteye bagli olarak, CRH
ve kortizol seviyeleri artmaktadir. Hipokampiis disregiilasyonu veya kortikal
bolgelerin inhibe edici etki aglarinin ¢alismamasina bagl olarak ‘hiperkortizolemia’
goriilmektedir. Bu durum strese bagli anksiyete, obezite ve yeme bozuklarinda tespit
edilebilmektedir. DLPFC: Dorsolateral prefrontal korteks, ACC: Anterior singulat
korteks, CRH: Kortikotropin serbestlestirici hormon, ACTH: Adrenokortikotropin
hormon [91].

Yonetici fonksiyonlarin hipoaktivitesi semptomlarindan yola c¢ikarak genellikle
caligmalarda yiiksek-frekans rTMS, beynin yonetsel bolgesi olan DLPFC’e
uygulanmistir. YF-rTMS’nin DLPFC’e uygulanmas: yiiksek kortizol seviyesini

normal degerlere diistirmiistiir [92]. Hatta tiikiiriik kortizol degerleri yiiksek olan
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depresyonlu hastalarda YF-rTMS’nin DLPFC’e tedavisi sonrasinda da hastalarda
kortizol seviyesi normal degerlere diismiistiir [93]. Bulimia hastalarina YF-rTMS
DLPFC tedavisi sonrasi asir1 yemek yeme ataklar1 ve tlikiiriik kortizol seviyeleri
azalmistir [94]. Yiiksek frekans rTMS- DLPFC tedavisi sonucu uygulamadaki hedef
kortikal bolgenin uyarildigi ve bu bolgenin diger beyin bolgeleriyle sahip oldugu
sinaptik baglantilarin 6zelliklerinden dolay1 uzak beyin bolgelerinde ise inhibisyon
karakteristiginin ortaya ¢iktigi diisiilmektedir [95] TMS’nin muhtemel terapotik
mekanizmasinin frontol korteks ve HPA aksi arasindaki noroendokrin regiilasyonin

dengesini saglayarak gerceklestigi diisiilmektedir (Sekil 4.2.2) [96].
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Sekil 4.2.2. DLPFC’e rTMS uygulamasinin fronto-striatal ve HPA aks1 {lizerindeki
muhtemel norondokrin etki mekanizmasi sematize edilmektedir. YF-rTMS DLPFC’e
uygulandig: takdirde HPA aksi iizerindeki inhibisyon 6zelligini arttirarak uygulama
oncesi asir1 yliksek seyreden kortizol degerini, hiperkortizolemia bulgusunu
hafifletirerek yeme bozukluklari, anksiyete ve depresyon gibi stres yolaginin asiri
uyarildigi patalojilere tedavi niteligi tasimaktadir. DLPFC: Dorsolateral prefrontal

korteks, ACC: Anterior singulat korteks, CRH: Kortikotropin serbestlestirici hormon,
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ACTH: Adrenokortikotropin hormon [91].

Klinik ¢aligmalardan elde edlilen sonuglara gore her ne kadar, obezite, bulumia ve
anoreksiya nervozanin da iginde bulundugu yeme bozukluklarinin tedavisinde
DLPFC’e uygulanan rTMS’nin HPA-aksimin asir1 aktivitesini azaltarak yiiksek
seyreden kortizol degerini diisiirdiigline dair ¢alismalar yer alsa da bunun tersini veya
stimulasyonun stres aksma etki etmedigini gosteren bulgularda literatiirde yer
almaktadir. Saglikli erkek sicanlara 15 Hz YF-rTMS 10 giin uygulandiktan sonra
kortizol ve ACTH degerleri kontrol grubuna gore yiikselme gostermis [97]. Saglikli
bireylere rTMS uygulamasi sonrasinda serum kortizol ve ACTH seviyelerinde kontrol
grubuna kiyasla onemli bir degisiklik gézlemlenmemistir [98]. Saglikli bayan
katilimcilara sol DLPFC’e 10 Hz YF-rTMS uygulamasimnin Oncesinde, hemen
uyarimin ardindan ve 30 dk sonrasinda tiikiiriik kortizol degerleri 6l¢iilmiis ve
aralarinda anlamli bir fark bulunmamistir [99]. Aymi grubun bayan katilimcilara,
anksiyete testi skoru uygalayarak sag ve sol DLPFC’e MRI ile hedefleyerek rTMS
uygulamasnin sonucunda saglikli bayanlarin anksiyete skorlarina ters orantili olarak
kortizol seviyelerinde artis gozlenmistir, daha saglikli duygu durumun daha hassas
HPA cevabi olusturdugunu calismalarinda gostermislerdir [100]. Birbiriyle ¢elisen
TMS- HPA aktivitesi sonuglari, rTMS’nin sadece HPA iizerinden direkt etKi
mekanizmasina sahip olmadigini gostermekle birlikte, kortizol 6l¢iimiiniin hassas ve
emosyonel durumdan kuvvetli bir sekilde etkilendigini = degerlendirmek
gerekmektedir. Calisma sonuglar1 arasinda ve ayni klinik teshise sahip bireyler
arasinda elde edilen farkli rTMS tedavi neticelerinin en biiyiik sebeplerinden biri,
cinsiyet ve hormonel farkliliktir [101] ayrica yas etkisi [102] ve uygulanan rTMS
tedavi stiresi de farkli sonuglarin elde edilmesine sebep olan faktorler arasindadir
[103].

4.3. Bagirsak Mikrobiyotasi

Mikrobiyota, memeli sindirim kanalinda bulunan biiyiikk ¢ogunlugunu bakterilerin
olusturdugu, viriis, protozoa, arke ve mantardan olusan mikroorganizma toplulugudur
[104]. Oldukga kompleks bir ekosistem olan bu topluluk, yetiskin insan sindirim
sisteminde 1,000°den fazla bakteri tiirii icermekte ve yaklasik 7,000’e yakin tiir ici
cesitliligi igeren bakteri grubundan olusmaktadir [105]. Mikrobiyom, sindirim
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kanalinda varligini siirdiiren mikrobiyal toplulugun sahip oldugu genomun tamami
olup, sadece bagirsak mikrobiyomu 3,3 milyon gen ile insan genom boyutunun
yaklasik 150 kat daha fazlasina sahiptir. Yetiskin bir bireyin bagirsaklarinda bulunan
mikrobiyal hiicrelerin agirlig1 yaklasik 1-2 kg olup, toplam dagilimda insan hiicresinin
10 kat1 fazla sayidaki mikrobiyal hiicre varlig1 viicutta tespit edilmistir [106], [107].
Morfolojik ve biyokimyasal perspektiften incelendigi zaman, bagirsak mikrobiyotasi
viicutta yer alan herhangi bir endokrin organdan daha biiylikk ve kompleks bir
biyokimyasal heterojeniteye sahiptir ve konak fizyolojisinde gergek bir organ gibi
gorev almaktadir [108], [109]. Mikrobiyota, besin ve ksenobiyotik metabolizmasi
(vitaminlerin sentezi, oligo ve polisakkaritlerin, ilaglarin sindirimi gibi), immun
sistemin regiilasyonu ve ndéroendokrin fonksiyonlar gibi konakta bir¢cok fizyolojik
siirecte yer alirlar. Mikrobiyota, bu etkilerinin bir kismini, bakteriyel metabolizma
riinleri olan format, asetat, propiyonat ve butirat gibi kisa zincirli yag asitleri
(KZYA)’ nin araciligiyla gergeklestirir [110]. KZY A, baslica enerji kayangi ve sinyal
molekiilii olarak gorev alirlar. KZYA’ni algilayan sensor molekiiller olan G-proteini
eslenikli reseptorler araciligiyla c¢ok ¢esitli metabolik yolaklarda etkin
olabilmektedirler [111]. Bakteriler ve konak hiicreler arasinda sinyal molekiilii olarak
gorev alan KZY A, zonula okludens (ZO-1) ve klaudin gibi1 siki-baglanti proteinlerinin
ekspresyonunu diizenleyerek ince bagirsak hiicre tabakasinin ve bagirsak bariyerinin

biitiinligiint saglarlar [110], [112].

4.3.1. Beyin-Bagirsak Aksi ve Enterik Sinir Sistemi

Beyin-bagirsak aksi, beyin ve bagirsak arasinda néronal, immiinolojik ve hormonal
sinyaller araciligiyla gerceklesen ¢ift-yonlii kompleks iletisim sistemidir [113]. Bu
iletisim yolu aracilifiyla bagirsak mikrobiyotasi ndronal gelisim siire¢lerine ve beyin
fonksiyonlarma etki etmektedir. Bagirsak-beyin ekseni iletisiminin diizensizligi
birgok metabolik, psikiyatrik, norolojik hastalik ve komorbid bozukluklara neden
olmaktadir [114]-[116]. Merkezi sinir sistemi (MSS) ve bagirsak arasinda var olan
bu kompleks iletisim ag1; otonom sinir sisteminin (OSS) sempatik ve parasempatik
uzantilarindan, enterik sinir sisteminden (ESS), humoral ve immun sinyal
yolaklarindan olusmaktadir [106]. Bagirsak, noral krest hiicrelerinden kékenlenen,

bagirsak duvarlari iginde yer alan enterik sinir aglari ile innerve edilmektedir. Enterik
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sinir sistemi (ESS), duyu, motor ve internéronlardan olusan kompleks bir periferal
sinir agidir. ESS sayesinde bagirsak hareketliligi, kan akimi, mukus sekresyonu gibi
bircok  temel  gastrointestinal  fonksiyon =~ MSS’den  bagimsiz  olarak
gerceklestirilmektedir. ESS islevinden dolayr bagirsak i¢in “ikinci beyin”
adlandirilmasi kullanilmaktadir [117], [118]. Bagirsak motor kontrolii her ne kadar
ESS tarafindan gergeklestirilse de islevlerin modiilasyonunda MSS’nin inen ve ¢ikan
sinir aglar1 da oldukca etkindir. Vagal ve omurilik duyu noronlari1 bagirsaktan aldiklar
visseral sinyalleri, omurilik ve beyin sapina, talamusa iletirerek, beyinde poli-sinaptik
aglar sayesinde iletinin daha ileri beyin bolgelerine, hipotalamus, limbik bolgeler ve
on beyine ulastirilip degerlendirilmesini saglarlar. Otonomik sinir sisteminin (OSS)
inen yollar aracilifiyla da vagal ve spinal uzantilar, gastrointestinal motor
fonksiyonlar1 organizmanin stres ve homeostazina uygun olarak diizenlenmektedir.
Beyin-bagisak ¢ift-yonli iletisim aksinda vagal néron sinir iletim yolaginin en 6nemli
bilesenidir [119]. ESS, intrinsik birincil affarent noronlar, enterik glia hiicreleri,
interndronlar ve motor ndronlarin bir araya gelerek olusturdugu pleksuslardan, sinir
aglarindan; submukozal (Meissner pleksus) ve Myenterik pleksus (Auerbach pleksus)

olusmaktadir. Sekil 4.3.1.1 [120].
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Sekil 4.3.1.1. Merkezi Sinir Sistemi ve Enterik Sinir Sistemi arasindaki

baglantilarin sematik gésterimi [121].

4.3.1.1. Beyin-Bagirsak Aksi, ESS ve Serotonerjik Sistem

Beyin-Bagirsak aksindaki ¢ift yonlii iletisim aginda MSS ve ESS arasinda ana sinyal
molekiilii serotonindir. Serotonin sentezi, besin tiiketimi yoluyla elde ettigimiz

esansiyel bir aminoasit olan triptofan Onciiliinde gerceklesmektedir. Triptofan,
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bagirsaklardan absorblandiktan sonra dolagimda serbest veya albiimin-bagli formda
bulunabilmektedir.  Kan-beyin-bariyeri (KBB)’ni aminoasit tasiyici proteinler
yardimiyla gecerek MSS’de serotonin sentezine katilir [122]. Serotonin sentez
kaskadi beyin-bagirsak ekseninin her bolgesinde ayni sekilde ger¢eklesmektedir.
Hiicreye alinan triptofan, triptofan hidroksilaz (TPH) ile 5-hidroksi-triptofan (5-
HTP)’a doniistiiriiliir. Ara molekiil 5-HTP aromatik aminoasit dekarboksilaz (AAAD)
enzimi ile 5-hidroksitriptamin (5-HT) ne, serotonine dekarboksile edilir [123].

Viicuttaki serotoninin bilylik ¢ogunlugunu (yaklasik olarak 9%90) bagirsak epitelinde
bulunan bir grup enteroendokrin hiicresi olan enterokromoffin hiicreleri tiretmektedir
[124]. Bu hiicreler, limene bakan apikal kisimlari ile besin triinlerini, tahris edici
maddeleri, mikrobiyotanin olusturudgu iirlinleri, inflamatuar ajanlar1 algilayabilen
spesifik kemoreseptorleri sayesinde algiladiklar: bilgileri baglantili olduklar1 ESS
hiicreleri olan intrinsik birincil affarent ndronlara transforme ederek bagirsak
epitelinin i¢inde bulundugu sartlara uygun olarak motor hareket ve metabolizma
stirecini regiile ederler [125]. Son yillarda yapilan g¢alismalar, enterokromoffin
hiicrelerinin voltaj-kapili Na* ve Ca** kanallarimi eksprese ederek, elektriksel olarak
uyarilabilir olduklarmi gostermektedir. Tahris edici molekiilleri algilayan spesifik
TRPAT1 reseptorleri ve mikrobiyal metabolitlere sensdr gibi davranan olfaktor
reseptorleri  (Olfr 558) sayesinde ESS’ni uygun bagirsak homeostazi icin
yonlendirirler. Ayrica, stres ile baglantili olarak salinan katekolaminleri algilayabilen
adrenoreseptor proteinlerini (Adroa2A) bazolateral kisimlarda anlatima tabi tutarak
baglantili olduklar1 sinir hiicrelerini uyarirlar [126]. Bagirsaktaki katekolamin
seviyesi, Ozellikle norepinefrin miktar1 inflamasyona, enfeksiyona ve sempatik
sinirlerin olusturudugu tonusa bagli olarak farklilik gostermektedir. Sempatik
sinyallere ve strese bagli olarak seviyesi artan norepinefrin ve adrenaline en hassas
olan enteroendokrin hiicre grubu sahip olduklar1 adrenoreseptorlerden dolay1
enterokromoffinlerdir ve Adra2A reseptorlerinin uyasilmasina baglh olarak spesifik
hiicre i¢i yolaklar1 aktif hale getirerek baglantili olduklar: sinir hiicrelerine uygun
sinyaller sunarlar [127]. Serotonin iireten enterokromoffin hiicrelerin bazolateralinde
lokalize olan intrinsik birincil affarent ndronlar (submukozal ve myenterik pleksustan
uzanan ESS noéronlarinin fiberleri) 5-HTs reseptorlerine sahip olduklarindan

enterokromoffin hiicreleriyle serotonin araciligiyla baglanti kurarlar [126]. Salinan
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serotonin, gastrointestinal kanalda sekresyon, peristalsis, vasodilasyon, agr1 algis1 ve
bulnati hissinin olusmasinda etkindir [128]. Ayrica enterik serotonin, lenfosit,
monosit, makrofaj ve dendritik hiicre gibi immun hiicrelerin de 5-HT reseptorlerini
tasimalarindan dolayr immun modiilator etkiye de sahiptir [129]. 5-HT sinyalindeki
disregiilasyon, psikiyatrik ve gastrointestinal hastaliklarda ve komorbid bozukluklarda
goriilen en belirgin semptomlardan biridir [130]. Bu sebeple serotonerjik néronal
iletim tzerine etkili trisklik antidepresan ilaglar aym1 zamanda irritabl bagirsak
sendromu (IBS) vb. gastrolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [131].

Laboratuvar ¢aligmalari, steril kosullarda yetistirilen mikrobiyotasiz farelerin erken
donem serotonerjik sistemlerinin gelismedigini kaydetmektedir [132]. Bir bagka
calismada ise bagirsak mikrobiyotasinin 5-HT sentezini regiile ettigi gosterilmistir.
Fare ve insan mikrobiyotasinda spesifik olarak spor-olusturan bakteri grubunun
enterokromoffin  hiicrelerinden serotonin sentezini Uretimini indiikledikleri
belirtilmistir [133]. Aymi sekilde erken donemde mikrobiyatasiz olarak yetistirilen
farelerde triptofan seviyelerinin normalden yiiksek oldugu, anne siitiiyle 6zellikle B.
infantis probiyotik takviyesi sonrast triptofan ve 5-HT degerlerinin normale dondiigii
kaydedilmistir [134]. Bu veriler, bagirsak mikrobiyotasinin triptofan ve serotonin
metabolizmasi tizerine gii¢lii etkisini isaret ederek mikrobiyal kolonizasyonunun sinir

sistemi gelisimi ve igleyisi igin 6nemini gostermektedir [115].

4.3.2. Bagirsak Mikrobiyotas1 ve HPA Aksi

Beyin-bagirsak ekseni, merkezi sinir sistemi (MSS), otonomik sinir sisteminin
ekstrinsik fiberlerinden ve enterik sinir sisteminin (ENS) intrinsik noronlarinin
inervasyonlarina ek olarak HPA aks1 ve mikrobiyotayr da igermektedir [135]. Ana
stres aks1 olan HPA aksi, beyin ve bagirsak arasindaki agda hormonal iletisimi
saglamaktadir. Limbik sistemin bileseni olan HPA aksi, bireyin fiziksel ve mental
stres etmenlerine karsi adaptasyonunu saglamaktadir [136]. HPA aksi viicutta
bagirsak fonksiyonlariin regiilasyonunu da igeren ¢ok cesitli metabolik etkilere
sahiptir. CRH salinimyla aktive olan stres aksi, bagirsak hareketini [137], bagirsak
bariyerinin gegirgenligi ve inflamatuar cevap kapasitesi [138], duygu durum isleyisini

[139] etkilemektedir. Bagirsak mikrobiyotasinin, immun hiicreleri (sitokinler,
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kemokinler) modiile ederek, vagal sinir araciligiyla veya noroaktif maddeler
sentezleyerek HPA aksinin fonksiyonuna etkileri ¢aligmalarda gosterilmistir [140].
Mikrobiyotanin stres cevabina etkisini ilk olarak mikropsuz steril kosullarda
yetistirilen farelerde yapilan c¢alismalar ile kanitlanmistir. Mikrobiyotasiz farelerin,
normal kosullarda yetistirilenlere gore daha kuvvetli ve abartili HPA cevabi
olusturduklart gdsterilmistir. Ayrica gelisim siireglerinin ilk dénemlerinde, bu grup
fareye mikrobiyotast olan farelerden fekal trasplantasyon ile kolonizasyonun
saglanmasiyla asir1 kuvvetli stres cevabinin azaldigi, normal seviyelere diistiigii
gozlemlenmistir [141]. Probiyotik takviyesi ile mikrobiyotanin modifikasyonuna
bagli olarak HPA stres cevabi siddeti degismektedir. Oral L. Farciminis
uygulamasinin sonrasinda HPA stres cevabinin kuvvet derecesinin diistiigii, stres ile
indiiklenen bagirsak-bariyer gecirgenliginin azaldigi ve endotokseminin baskilandigi
gosterilmektedir [142]. Rhesus maymunlarinda yapilan ¢alismada post-natal anne
ayrimi ile indiiklenen erken donem stresine bagl olarak hayvanlarin fekal mikrobiyom
cesitliliginde o6zellikle Lactobacilli toplulugunda onemli derecede azalma oldugu,
anksiyetik davranig deney sonuglariyla birlikte gosterilmektedir [143]. Tim veriler
gostermektedir ki, mental veya fiziksel stres kosullarmin uyarimima bagl olarak,
homeostazin saglanmasinda, mikrobiyota ve HPA stres aksi arasinda ¢ift-yonlii

etkilesim s6z konusudur.

4.3.3. Bagirsak Mikrobiyotasi ve Obezite, Yeme Bozukluklar:

Diger boliimlerde bahsedildigi gibi obezite ve yeme bozukluklari etiyolojisinde stres
en onemli faktor olmakla birlikte mikrobiyota ile kuvvetli etkilesime sahiptir. Bir¢cok
calisma HPA aksinin metabolik bozukluklarin ve obezitenin baslangicinda énemli rol
oynadigini dogrulamaktadir [144]. Stres, kilo alimi, viseral yaglanma, bazal glukoz
seviyesi ve insiilin direnci arasinda pozitif korelasyon vardir. Caligmalar, kronik strese
bagli olarak artan adrenal glukokortikoid seviyesinin, insiilin artigini tetikledigi ve
insiilin direnci patolojisini meydana getirerek bireyin yiiksek-kalorili besin tiiketimine
neden oldugunu gdstermektedir. Boylece disregiile stres aksiyla indiiklenen
abdominal yag fazlaligi ve yeme bozuklugu patolojisi olusmaktadir [145]. Yiiksek
kalorili besin tiiketimi ile indiiklenen obez hayvan modellerinde, akut stres uyarimina

kars1, kontrol grubuna gore kortikosteroid seviyesi daha yiiksek olmaktadir. Bu obez
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hayvanlara B. Pseudocatenulatum probiyotik takviyesi sonrasi steroid hormon
seviyesi normal degerelere diismektedir. Mikrobiyatanin anksiyetik obez fizyoloji
tizerindeki etkisini agik¢a destelemektedir [146]. Mikrobiyota kompozisyonundaki
modifikasyonlar ile metabolik degisiklikler indiiklenebilmektedir. Obez fare veya
asirt  kilolu insanlardan alinan mikrobiyotanin, steril kosullarda yetistirilen
mikrobiyotasiz farelere aktarimi, kolonizasyonu ile farelerin asir1 yemesi ve yag
depolamasi uyarilabilmektedir [147]. Yiiksek kalorili dietle beslenen farelerin beyin
kesitlerinde hipotalamus ve nukleus akumbens gibi 6diil ve tatmin duygusuyla ilgili
merkezlerde insiilin reseptor sayist artis gostermektedir. Bu durum yiiksek kalorili
beslenmenin hem periferal dokularda hem de beyin de insiilin direncini tetikledigini
kanitlamaktadir. Bu farelere antibiyotik uyguladiginda mikrobiyota degisimine bagli
olarak insiilin direncinin azaldig1 ve indiiklenen bu degisikligin fekal transplantasyon
ile mikrobiyotasiz farede de tekrarlanabilir oldugu ¢alismada gosterilmektedir [148].
Intestinal disbiyozis (bagisak florasindaki dengesizlik) depresyon ve anksiyete ile
iligkilidir. Bu iki semptom, anoreksiya nervosa (AN)’nin komorbid bozukluklaridir.
Bu nedenle mikrobiyota AN patofizyolojisinde onemli rol oynamaktadir [149].
AN’nin akut donemlerinde alinan insan fekal 6rneklerin metagenomik analizine gore,
deney grubunda kontrol grubuna gore Bacteroidetes subesinde azalma saptanmaktadir
[150]. Ayrica AN’li bireylerin mikrobiyatasinda karbohidrat fermente eden
Firmucutes subesine ait belli smiflarin sayisinda kontrol grubuna kiyasla azalma
kaydedilmektedir. Bu veri AN fekal butirat degerlerinin genellikle diisiik saptanmasin
da desteklemektedir. Ayrica gram-negatif bakteri olan Proteobacteria komiinitesinde
ve bagirsak inflamasyonlariyla ilisik Enterobacteriaceae sayisinda yiiksek miktarda
artis  kontrol grubu fekal oOrneklerine kiyasla saptanmistir [151], [152].
Mikrobiyotanin, beyindeki aclik ve beslenme davranis1 merkezleri olan hiptalamusun
arcuate nukleus noronlar1 ve beyin kokiindeki nukleus traktus solitarius noronlari
tizerinde etkisi vardir. Beyin kokii nukleus traktus solitarius’dan sentezlenen
glukagon-benzeri-peptid 1 (GLP-1) obezite baskilayici ndropeptid olup, mikrobiyotasi
olan normal sartlarda yetistirilen farelerde steril kosullarinda biiyiitiilen
mikrobiyotasiz farelere gore daha yiliksek transkript miktarina sahiptir. Bu veri
mikrobiyotasiz farelerin obeziteye daha direngli oldugu bulgusuyla korelasyon

halindedir [153]. Ayrica strese bagl olarak artan ndrepinefrin ve dopamin gibi
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norohormonlar, mikrobiyal kompozisyondaki gram-negatif bakterileri arttirmaktadir
[154]. Obez mikrobiyota ise bagirsak-bariyer gecirgenligini arttirmakta ve hem
sistemik hem de hipotalamusta hiicresel inflamasyona sebep olarak tokluk hormonu
olan leptine kars1 direnci tetiklemektedir [155]. Obez mikrobiyotanin tetikledigi
bagirsak-bariyerindeki gecirgenlige bagli olarak mikrobiyal yapilarin liimene gegmesi
kolaylasmakta ve inflamatuar yanit kaskadini baslatmaktadir.  Uretilen pro-
inflamatuvar sitokinler ve prostaglandinler HPA aksini baslatict giiglii aracilardir.
Inflamasyon, disbiyozis, yiiksek kortizol degerleri obezite ve yeme bozuklarmnin
belirgin komorbid bozuklar1 olup, veriler, mikrobiyotanin immun ve noroendokrin
etkilesimler araciligryla bu hastaliklarin patofizyolojisinde etkin rol oynadigini

gostermektedir [156], [157].

4.3.4. Bagirsak Mikrobiyotasi ve rTMS Tedavisi’nin Obeziteyle iliskisi

Yapilan fMRI (fonksiyonel manyetik rezonans goriintiileme) ¢alismalarina gore, obez
bireylerde, yiiksek-kalorili besinlerin fotograflarina karsi DLPFC’de olusan
aktivasyon normal kilodaki bireylere kiyasla daha disiiktiir [158]. Gastrik bypass
operasyonu sonrasi kilo verme siirekliligi yiiksek olan grup incelendiginde, DLPFC
aktivasyonunun daha yiiksek oldugu saptanmaktadir [159]. Obezite ve bir¢ok
psikiyatrik bozuklukta prefrontal korteks abnormallikleri ve HPA aksi1 disfonksiyonu
beraber bulgulanmaktadir [88], [160]. Prefrontal beyin bolgelerinin ve hipokampusiin,
HPA stres aksinin regiilasyonunda etkin olmasinin en dnemli basamagi bu beyin
bolgelerinde kortikosteroid reseptorlerin bolca iiretilmesine bagli olarak kortizol
etkisine hiicresel seviyede maruz kalmalaridir [161]. Bununla beraber, mikrobiyota
caligmalar1 gostermektedir ki, steril kosullarda mikrobiyotasiz olarak yetistirilen
farelerde, prefrontal alanlarda ve hipokampal bolgede tiretilen glukokortikoid reseptor
sayist normal farelere kiyasla daha diisiiktiir. Bu veri, mikrobiyotanin stres aksinda
onemli derecede rol oynayan glukokortikoid reseptorlerinin ekspresyonu iizerine
baskin etkisini gostermektedir [162]. Aymi sekilde sterik kosullarda yetistirilen
hayvanlarin strese kars1 olusturduklart yiiksek kortizol iiretimi ve abartili HPA aksi
yaniti, normal farelerin mikrobiyotasiyla kolonize edilediklerinde normale
donmektedir [163]. Bu bigiler, mikrobiyotanin stres ile indiiklenen HPA aksinin

regiilasyonundaki baskin roliinii kanitlamaktadir.
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Ayrica; obezite ve yeme bozukluklarinda goriilen baskilayici prefrontal noéronal
mekanizmalardaki bozukluklara; HPA aksi disregiilasyonuna bagli olarak degisen
inflamatuar sitokin seviyeleri ve biiyilk olgiide mikrobiyota ile iliskili bagirsak
hormonlarindaki diizensizlikler de biiyiik etmendir [164]. Bir¢ok vaka raporlari, yeme
bozukluklar1 (AN, BN) ve obezite tedavisinde DLPFC’e rTMS uygulamasinin goriilen
semptomlari hafiflettigini gostermektedir [7], [76]. Bu hastalik grubunda ortak olarak
bulgulanan asir1 aktif HPA aks1 komorbid bozuklugunun tedavisine yonelik DLPFC
hedefli rTMS uygulamas: klinikte biiyiik ¢ogunlukla kortizolii diisiirerek olumlu
sonuglar gostermektedir [81], [94], [165]. Yeme bozuklugu olan hastalarda, YF-rTMS
uygulamasi sonrast hastalarin asir1 yeme nobetleri hafiflemektedir. Her ne kadar rTMS
mekanizmasi tam olarak bilinmese de olasi etki, HPA aksi iizerinden kortizoliin
diismesine bagli olabilecegi gibi BDNF artisina bagli olarak da gergeklesebilmektedir
[166]. TMS’nin BDNF’i arttirdigi ve BDNF’in de istah kontrolinden sorumlu
hipotalamus tizerinde anoreksijenik etkisi bilinmektedir [167], [168].

Bagirsak kommensal bakterilerinin iirettigi kisa zincirli yag asitleri (KZYA) asetik
asit, propiyonik ait ve butirik asit, mikrobiyota-bagirsak-beyin eksenindeki iletisimde
onemli aracidirlar. KZYA, histon deasetilaz inhibitorleri olarak etki etmektedirler
ayrica G-protein eslenikli serbest yag asidi reseptorleri araciligiyla bir¢ok metabolik
yolakta yer alirlar. Propiyonik asit, portal ven noronlarinin iizerinde bulunan FFAR3
reseptorleri araciligiyla, glukoz metabolizmasi ve kilo dengesi iizerinde etkili
olmaktadir [169]. Ayrica in vivo ¢aligmalar propiyonik asitin, GABA (y-aminobutirik
asit), indolamin serotonin (5-hidroksi triptamin, 5-HT) ve dopamin seviyelerini
diisiirdiigiinii gostermektedir. KZYA’leri, dopaminden noradrenalin sentezleyen
enzim, dopamine-B-hidroksilaz’in aktivitesini azaltmaktadir. Mikrobiyota
metabolitleri olan KZY A’leri beyin fizyolojisi, duygu durum ve metabolizma {lizerinde
oldukga etkilidir. Sekil (4.3.4.1) [170], [171].

Obezite patofizyolojisinde inflamasyonun sebebi olarak gdsterilen metabolik
endotoksemi sorunu, gram-negatif bakterileri LPS (Lipopolisakkarit)’leri ile
indiiklenmekte, genetik olarak obez ve dietle obez farelerde bulgulanmaktadir [172].
Intestinal inflamasyon ve bagirsak bariyerinin gegirgeniligine bagl olarak bakteriyel
metabolitler kolaylikla bagirsak duvarinda yer alan sinir ucglarma etki

edebilmektedirler. Kronik LPS’ ye maruz birakilan sizintil1 bagirsak bariyerine sahip
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sicanlarda yeme diirtiisii artmaktadir. Bu sonuglar, mikrobiyal {iriinlerin bagirsak-
beyin eksenindeki ve obezite patolojisindeki etkisini gostermektedir. Sekil (4.3.4.1)
[173].

Bagirsak mikrobiyotasi ve beyin arasinda gerceklesen ve metabolik hastalik, stres
veya herhangi bir bozuklukta degisiklik gosteren ¢ift-yonlii aksta, vagus siniri nemli
bir iletisim aracidir. 10.kranial sinir olan vagus, abdominal kaviteden affarent néronlar
ile aldig1 bilgiyi beyne ulastirarak, mikrobiyotanin beyin fizyolojisi ve davraniglar
lizerindeki etkinligine aracilik etmektedir. Ornegin; Lactobacillus reuteri probiyotik
takviyesine bagli olarak farelerde beyinden salinan oksitosin miktar1 artmakta ve
farelere vagotomi yapildigi takdirde salinim hizla diistis gostermektedir [174]. Enerji
homeostazinin noronal kontroliinde vagal refleksler oldukga kritiktir.  Gastrik
distansiyon, mukoza liiminal sivisindaki kimyasallar, ph ve ozmolalite gibi
degiskenler vagal affarent ndronlar araciligiyla algilamakta ve mukozal vili ve kriptleri
innerve edebilmektedir [175]. 30’a yakin gastrointestinal ndrohormon tanimlanmis
olup; absorbsiyon, sindirim ve tokluk islevleri i¢in vagal affrentlere parakrin veya kan
dolagimina katilarak endokrin sinyaller gonderirler [176]. Kolesistokinin (CCK),
GLP-1 ve 5-HT dolasima katilarak beyin kokiindeki vagal duyu ve motor ndronlari
etkilemektedir. Obez deney hayvanlar1 ve insanlarda yapilan calismalar, CCK
peptidine kars1 vagal cevap etkinliginin obez olmayanlara gére daha az oldugunu
gostermektedir [177]. Mikrobiyal iriinlerin bagirsak limenindeki etkinligi vagal
mekanizmalar1 igermektedir. Citrobacter rodentum takviyesi farelerde vagal temelli
mekanizmalar aracilifiyla anksiyetik davranislar1 azaltmaktadir. Bu veriler, obezite
patofizyolojisinde yer alan stres ve inflamasyon olusumlarinda vagus
innervasyonunun, mikrobiyota-bagirsak-beyin eksenindeki iletisim aginda oldukga
etkin oldugunu gostermektedir Sekil (4.3.4.1) [178].

Obezite ve yeme bozukluklarinda goriilen, beyinde kontrol ve inhibisyondan sorumlu
kortikal alanlardaki aktivite diisiikliigli, anksiyetik stres yolaginin asir1 etkinligi,
inflamasyon ve vagal mekanizma diizensizlikleri gibi bulgulan iyilestirme amaglh
rTMS tedavisi klinikte kullanilmaktadir.  TMS’nin mekanizmas1 tam olarak
¢ozlimlenememis olsa da obez ve bulimik hastalarin ¢ogunlukla asir1 yeme ataklarinin
hafifledigi vaka raporlarinda belirtilmektedir [179]. Su ana kadar obez bireylerde
rTMS uygulanmasimin, ACTH, kortizol ve bagirsak mikrobiyotas: degisimine olan
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etkisini ¢alisan sadece bir grup bulunmakla beraber heniiz sonuglari yayinlanmamistir.
Literatiir verileri, obezite ve yeme bozuklari gibi psikiyatrik ve metabolik semptomlari
igeren bozukluklarin, bagirsak mikrobiyotasindaki degisim ve mikrobiyal kommiinite
modifikasyonlariyla karsilikli giiclii etkilesimlere sahip oldugunu gostermektedir
[146], [180]. Heniiz mekanizmasi aydinlatilamamis olan TMS tedavisinin, kilo
degisimi ve mikrobiyota iizerindeki olasi etki mekanizmalarmin, belitilen araci
sistemler ile saglandigi diisliniilmektedir. rTMS tedavisine bagli olarak kilo
degisiminde mikrobiyota-beyin-bagirsak aksinin olasi etki yolaklari; enterik sinir
sistemi aracilifiyla, HPA aksi uyarimina baglh olarak humoral etkilesimler
araciligiyla, mikrobiyal KZYA’nin etkilerine bagli olarak, mikrobiyotanin immun
hiicrelerle olan etkilesimine bagli olarak veya vagal mekanizmalar vasitasiyla
olabilecegi diisiilmektedir. Etki mekanizmasi ve fizyolojik siirecte diger sistemler
ile etkilesimi heniiz aydinlatilamamis olan rTMS uygulamasiin farkli frekans
siddetlerinin ve farkli anatomik bolgelere uygulamasinin bagirsak mikrobiyomu
iizerine etkisini saptamak amaciyla saglikli BALB/c fareler kullanilarak tez

calismasi gergeklestirildi.
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Sekil 4.3.4.1. Bagirsak mikrobiyotas: ve beyin aksindaki ¢ift yonlii iletisim
mekanizmalar1 gosterilmektedir. HPA (Hipotalamus-hipofiz-adrenal) aksi, immun
hiicrelerce indiiklenmis sitokinler, triptofan metabolizmasi, mikrobiyal metabolitler

KZYA (kisa zincirli yag asitleri) [181].
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Etik Beyan ve Deney Diizeni

Bu ¢alisma Eyliil-Ekim 2018 tarihleri arasinda Istanbul Medipol Universitesi
Rejeneratif Ve Restoratif Tip Arastirmalari Merkezi (REMER)’de gercgeklestirildi.
Yapilan deneysel ¢alisma icin Istanbul Medipol Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulundan onay alindi. Arastirmada kullanilan hayvanlarin biyolojik ritim
periyotlar1 12 saat giindiiz 12 saat gece olacak sekilde diizenlendi. Caligmada 8-12
haftalik BALB/c fareler rastgele 4 alt deney grubuna ayrildi. TMS uygulama bolgesine
gore beyin ve bagirsak olmak lizere 2 ana grup olusturularak uygulanan TMS
frekansina gore 20 Hz yiiksek frekans ve 1 Hz diistik frekans alt gruplar1 belirlenip her
bir alt grupta n=6 olacak sekilde gruplandirma yapildi.

5.2. Deney Dizayni

Etki mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamis rTMS’nin
frekans ve uygulama bolge farkliliklarina bagli olarak bagirsak mikrobiyotasindaki
degisimi saptamak ve normal fizyolojideki etkisini gosterebilmek i¢in herhangi bir
hastalik modeli igermeyen sagliklit BALB/c fareler 4 alt deney grubu ve 1 ortak kontrol
grubu olmak tizere rastgele dagitildi. Fareler %1°lik izofloran ile anestezi altindayken
10 dk boyunca 1 Hz, 20 Hz rTMS 1 Hz, 20 Hz rTMS uyarimlar1 beyin ve bagirsak
bolgelerine uygulandi. Abdominal bolge uyariminda, TMS cihazindan ¢ikan manyetik
dalgalar1 odaklamak amaciyla uygulama bolgesine denk gelecek sekilde iizerinde
dairesel agiklik bulunan karton kullanildi. Sekiz giin devam eden ¢alisma sonrasinda
numune toplama islemi gergeklestirildi. Deney dizayn gorseli Sekil 5.2.1°de

gosterilmektedir.
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Sekil 5.2.1. Deney dizayni sematize edilmektedir.

5.3. rTMS uygulamasi

Yapilan tez calismada saglikli BALB/c fareler kullanildi. Saglikli
bireylerin tercih edilmesiyle uyarim bilesenlerinin, normal fizyolojik siiregteki
etkilerini daha belirgin bir sekilde gozlemleyebilmek hedeflendi. Transkraniyal
stimulasyon ve karin bolgesine uygulanan bolgesel uyarim oncesinde saglikli
BALB/c fareler, %1°lik izofloran (NO015A09, Adeka, Tiirkiye) (%30 O2, kalani
N20) gaz anestezisine tabi tutuldular. Uygulama bobini anestezi altindaki
farelerin uyarilacak bolgeleri hedeflenerek tutuldu. Manyetik uyarim cihazi
(Neurosoft, Avm Saglik) ile yiiksek frekans 20 Hz ve diisiik frekans 1 Hz siddetleri
toplam 10 dakika siiresince 5 sn uyarim ardindan 55 sn dinlenme olacak sekilde
uygulandi. Kontrol grubu farelere sadece anestezi verildi ve deney gruplarinin
uyar1 aldigi 10 dakikalik zaman dilimi boyunca benzer sartlar altinda uyarim
olmaksizin diizenekte bekletildiler. Tiim bu islemler siiresince cihazin sicakligi

kontrol edilerek optimal derecelerde (28-40° C) tutuldu.
5.4. Gaita Orneklerinin Toplanmasi

Ardisik 8 giin boyunca beyin ve karin bolgelerine TMS islemi alan deney gruplari
ve kontrol grubu hayvanlar, numune toplama giiniinde, yiiksek doz anestezi

(izofloran) altinda dekapite edildi. Steril nester ve forseps yardimiyla hayvanlarin
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ince bagirsaklar1 ve kalin bagirsaklar1 ¢ikartildi ve steril petri kabina koyuldu.
Steril forceps yardimiyla bagirsak bdlmeleri i¢inde bulunan digkilar dikkatlice
cikarild1 ve eppendorf tiipleri igerisinde buza yerlestirildi. Ornek toplama islemi
sirasinda kullanilan nester ve forsepsler her asamada alkol ve distile su ile steril
edildi. Gaita Orneklerini igeren eppendorf tiipleri, etiketlenip parafilmle
kapatilarak DNA izolasyonu yapilana kadar —80 derecede sogutucuda muhafaza
edildiler.

5.5. Genomik DNA izolasyonu

Hayvanlarin bagirsak bolmelerinin icerisinden steril kosullar altinda ¢ikarilan
diski ornekleri, 16 S rRNA mikrobiyota analizi yapilmak iizere oncelikle gDNA
izolasyonuna tabi tutuldular. Ince bagirsak ve kalin bagirsak gaita 6rneklerinin DNA
Izolasyonu, ticari kit kullanmadan laboratuvarda gelistirdigimiz
Fenol/Kloroform/izoamil alkol 25:24:1 (V: V: V) protokoliiyle yapildi. Yaklasik 100
mg dan diisiik miktardaki fekal 6rnekler, 250 pL otoklavlanmis 0.1 mm ¢apinda
zirkonyum boncuk igeren mikrosantrifiij tliplerine aktarildi. Giata 6rneklerini igeren
zirkonyumlu tiiplere 210 puLL %20 SDS ve 500 pL Lizis Tamponu (0.1 M EDTA, 0.01
M Tris, 0.1 M NaCl) eklendi ve 0.5-2 saat inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasi
Bead-Bug homojenizatorde 3’er defa 300 Hz’de 30 saniye mekanik pargalama ile
homojenize edilen 6rnekler islem aralarinda 30 saniye buzda tutuldu. Ornekler, 13.000
rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Supernatant 200 pL hacim ile temiz bir mikrosantrifiij
tiiptine alindi, tizerine 500 puL Lizis Tamponu ve 20 ul. RNAse (5 mg/ml) eklenerek
37°C’de 1 saat bekletildi. Siire sonunda, 10 puL Proteinaz K ¢ozeltisi eklenir ve 55°C’de
en az 2 saat bekletildi. Uzerine esit hacimde fenol/kloroform/izoamil eklendi ve
karistirildi. 13.000 rpm’de, 10 dakika santrifiijlendi. Ust fazdan 200 pL hacimli sivi
temiz bir mikrosantrifiij tiipiine alindi ve esit hacimde fenol/kloroform/izoamil
karisimi eklenerek karistirildi. 13.000 rpm’de, 15 dakika santrifiijlendi. Ust s1v1 fazdan
dikkatli bir bicimde 180 pL alind1 yeni bir mikrosantrifiij tiipiine eklendi. Alinan {ist
stvi hacmine egit miktarda (1:1) 180 pL izopropanol ve (1:10) 18 uL 3M sodyum asetat
eklendi. DNA ¢okelmesi igin 6rnekler buzlukta (-20 derecede) en az bir saat bekletildi.
Soguk inkiibasyonun ardindan DNA 13.000 rpm’de 30 dakika santrifiijlenerek
coktiiriildii. Supernatant uzaklastirildiktan sonra ¢okelti iizerine 500 pL soguk %96
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etanol eklenerek DNA yikanir. 13.000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Sivi
uzaklastirildi, 500 pL soguk %70 etanol eklendi. 13.000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlendi. S1v1 dokiildii, kalan alkoliin uzaklastirilmasi i¢in 6ncelikle, tiipler agzi
actk durumda 13.000 rpm’de 2-3 dakika santrifiijlendi ve kiiclik hacimli pipet
yardimiyla sivi ¢ekildi. Alkoliin tamamen uzaklastirilmasi i¢in havalandirma iglemi,
kabinde 1sik altinda, tiipler agizlart agik bigcimde 10 dakika bekletilerek
gerceklestirildi. Cokelti tizerine 50 uL TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) eklendi
ve 1sitictida 65°C’de 6 dakika bekletilerek DNA ¢oziindiiriildii. Ornekler ¢alisma

suresince —20 derecede saklandi.

5.6. DNA’nin Analizi ve Konsantrasyon Olciimii

Izolasyon sonucu elde edilen DNA’larin miktar tayini icin Qubit
dsDNA HS (high sensitivity) kiti kullanildi. Florometrik temele dayanan bu yontemde,
cift zincirli DNA molekiillerine secici olarak baglanabilen konsantre halde reaktif
boyar madde, 1:200 oraniyla kitin i¢inde yer alan HS Tamponu ile seyreltildi ve 6l¢iim
soliisyonu hazirlandi. Kitin i¢inde yer alan dnceden seyreltilmis standartlar 0.0 ng/ pL
ve 10 ng/ puL konsantrasyonlara sahip olup hazirlanan 6l¢iim soliisyonuna 10 pL
hacminde eklendi. Ornek ve standart dl¢iim tiiplerinin toplam hacmi 200 pL olarak
belirlendi ve Orneklerden 3 pL eklenerek miktar tayini gerceklestirildi. Soliisyon
icindeki reaktif boyanin DNA’ya tam olarak baglanmasini saglamak i¢in tiipler, 6l¢iim
cihazina yerlestirilmeden oda sicakliginda 3-4 dakika bekletildi. Olgiim tiipleri, Qubit
2.0 cihazinda okutuldu ve sivi igindeki DNA konsantrasyonu ng/ pL cinsinden tayin
edildi.

5.7. DNA’nin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Cogaltilmasi

Izolasyon isleminin ardindan konsantrasyon 6l¢iimii yapilan DNA 6rnekleri,
16S rRNA dizinleme calismasi i¢in ¢ogaltilmak iizere polimeraz zincir reaksiyon

(PCR) islemine tabi tutuldular. PCR, spesifik DNA bdlgesinin uygun primerler
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tarafindan yonlendirilerek in vitro ‘da enzimatik olarak ¢ogaltilmasi olup, bu
calismada 30 PCR dongiisiiyle hedef dizi artis1 gerceklestirildi. PCR bilesenleri, 12.5
uL 2x KAPA-HiFi HotStart ReadyMix, 0,5 uL 341f primerl, 0,5 uL 805r primer2 ve
20 ng/ul baslangic kalip DNA miktar1 olacak sekilde her bir Ornekten
konsantrasyonlarina uygun miktarda eklendi, toplamda 25 puL hacim olacak sekilde
kalan miktar distile su ile tamamlandi. Kullanilan primerler 341f primerl
(CCTACGGGNGGCWGCAG) ve 805r primer2
(GACTACHVGGGTATCTAATCC) olup secilme sebepleri fekal ornek
mikrobiyomunun 16S rRNA yiiksek-degisken V3-V4 gen bolgelerinin ¢ogaltilmasina
uygunluk gostermeleridir. PCR iglemi tablo 5.7.1°de agiklanan protokol segilerek
uygulandi. 30 dongii sonunda PCR iiriinleri %1°lik agaroz jel elektroforezi ile analiz
edildi. PCR dongiileri sirasinda olusan primer dimerlerinin temizlenmesi amaciyla,

Agencourt AMPure XP kiti kullanilarak DNA purifikasyonu yapildi.

Tablo 5.7.1. PCR protokolii

95°C 3dk
95°C 30 sn
55°C 30 sn
72°C 30 sn
30 dongi
72°C 5dk
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5.8. Sekanslama Islemi, Kiimeleme ve Taksonomik Siniflandirma

5.8.1. Kiitiiphane Miktarmin Belirlenmesi ve Ornek Havuzunun

Hazirlanmasi

AMPure XP ile purifiye edilen 6rnekler, Qubit 2.0 flurometrik cihaz ile DNA
konsantrasyon ol¢iim islemine tabi tutuldu. Her bir 6rnek, dizinleme protokoliinde
optimal konsantrasyon degeri olan 4 nM DNA molekiilii icerecek sekilde, 1.66 ng/uL
konsantrasyon degeri hedeflenerek diliie edildi. Her bir diliisyondan 5 pL alindi, bos
bir mikrosantrifiij tiipiinde birlestirilerek 6rnek havuzu hazirlandi oldu. Hazirlanan
havuzun, DNA dizinleme kiitiiphanesinin, DNA konsantrasyonu Qubit 2.0 ile 1,75 ng/
puL degerinde oOlgiildii. Formiil yardimiyla havuzun kag nM DNA’ya karsilik geldigi
hesaplandi.

konsantasyon ng/ul. x 10° = nM diizeyinde konsantrasyon

660 g/mol x kiitiiphane baz uzunlugu

1,75 ng/ul x 106 = 4,2 nM
660 g/mol x 630

5.8.2. Kiitiiphanenin Denatiirasyonu ve MiSeq Cihazina Yiiklenmesi

4 nM’a diliisyon ile hazirlanan DNA kiitliphanesinden Qubit konsantrasyon 6l¢iimii
sonrasinda 5 pLL ve 0,2 M NaOH’den 5 pL alinarak mikrosantrifiij tiipiinde birlestirildi
ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilerek DNA’nin denatiirasyonu saglandi.
Denatiire edilmis DNA ¢d6zeltisinden 10 uL, HT1 Hibridizasyon ¢6zeltisinden 990 pL
eklenerek hazirlanan yeni mikrosantifiij tiipii vortekslendi. Belirtilen oranlarda
ekleme yapilarak 20 pM konsantrasyonunda DNA Kkiitiipahesi elde edildi. Bu degerin
12 pM’a esitleyebilmek icin 360 pl. DNA Kkiitiiphanesinden, 240 pL HT1
Hibridizasyon ¢ozeltisinden eklendi. 12 pM derisime sahip DNA havuzuna 12,5 pM
PhiX kiitiiphanesinden 120 pL eklendi ve hazirlanan kiitiiphane MiSeq dizinleme
cihazina yiiklendi.
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5.8.3. Kiimeleme ve Taksonomik Siniflandirma

Ham okumalarin analiz isleminden 6nce cutadapt programi ile dizinlerdeki primer
bolgeleri kesildi [182]. Ardindan MG-RAST boru hattina aktarilip karsilikli okumalar
(pair-end) birlestirildi ve verilerden ortalama kalite skorunun altinda kalanlar ve
uzunluklar1 450 bp iizerinde olan okumalar dislandi. Cift-sonlu okumalarin birlegsmesi
ile operasyonel taksonomik iiniteler (OTU) olusturuldu [183].

Boru hattindan OTU tablosu elde edildikten sonra, mothur (v.1.39.5) programina
entegre UCHIME (v.4.2) programiyla tekrar kimerik okumalar tarandi [184]. Cins
seviyesinde simiflandirilamayan okumalar bir {ist siniflandirma hiyerarsisine dahil
edildi.

Alfa ¢esitlilik analizi i¢in Shannon, Chaol ve Goézlemsel OTU (Observed OTU)
indisleri kullanildi. Bu 3 analizde, gruplara ait OTU sayilarinin degisimleri

karsilastirilds. Istatistiksel analiz Kruskal Wallis testi kullanilarak yapildi.

5.8.4. Topluluk Yapilarimin ve Cesitliliginin Cok Degiskenli Analizi

Beta cesitlilik, ornek gruplarinin igeriklerinin birbirlerine olan uzakliklarinin
karsilastirilmasidir. Beta gesitlilik analizi igin Bray-Curtis benzerlik indisi ve
JACCARD, indisleri o6rneklerdeki mikrobiyota benzerliklerinin birbirine olan
uzakliklarini gostermek i¢in kullanildi.

DESeq?2 analizi ile gruplardaki goreceli bakteri taksonomileri arasindaki farkliliklar
aragtirildi [185]. Microbiome Analyst programi kullanilarak DESeq2 analizi
sonugclari 1s1 haritalari, filum korelasyon, LEfSe, Random Forest siniflandirmalari elde

edildi [186].
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6. BULGULAR

6.1. Kilo Degisimi Verileri

Calismada rTMS uygulamasina tabi tutulan deney grubu ve kontrol grubu hayvanlarin

kilolar1 6 giin boyunca 6l¢iildii. Elde edilen ham kilo degisim verileri 6ncelikle Excel

tizerinde standardize hale getirildi ve bu degerler iizerinden istatistiki testler uygulandi.

Gruplarin tamimlayict istatistigi olan, ortalama ve standart sapma verileri Tablo

6.1.1°de gosterilmektedir. Gruplarin birbiriyle karsilastiriimasinda Tek yonlii varyans

analizi (One-way Anova) kullanildi. Birinci ve altinci giin tartimi arasindaki kilo

degisim farkindan anlamli sonug elde edilmistir (Tablo 6.1.2).

Tablo 6.1.1 Gruplarin Tanimlayici Istatistigi

Gruplarin Tammlayic Istatistigi

N Ortalama | Standart
Sapma
[Fark1_6  TMS Karin- (1 Hz) 6 -,2600 2,65224
TMS Karin- (20 Hz) 6 -1,3167 1,42273
TMS Beyin- (1 Hz) 6 -3,8567 3,22010
TMS Beyin- (20 Hz) 6 ,5800 ,69253
Kontrol 7 1,6229 3,33219
Total 31 -,5729 3,03582
Tablo 6.1.2 Kilo degisimi Tek Yonlii Varyans Analizi (Anova) Testi
ANOVA
Kareler Kareler
Toplami df Ortalamasi F P
Fark 1 6 Gruplar Arast 110,330 4 27,582 4,316 | ,008*
Grup i¢i 166,157 26 6,391
Total 276,487 30

P<0,05 anlaml kabul edildi.
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Ikili karsilastirmalar icin Coklu Karsilastrma Testi (Post-hoc) kullanildi.
Varyanslarin homojenligi i¢cin Levene Testi kullanildi. Buna gore birinci ve altinct
giin kilo degisim farkinin homojen oldugu saptandi (Tablo 6.1.3). Ikili testler
varyansin homojenitesine gore secildi. Buna gore; LSD (Least Significant Difference)

testi kullanildi. P<0,05 anlaml1 kabul edildi (Tablo 6.1.4).

Tablo 6.1.3 Varyansin homojenlik testi, Levene Istatistik Testi.

Varyanslarin Homojenligi Testi

Levene
[statistik dfl df2 P
Fark 1 6 1,281 4 26 ,303

P<0,05 anlamli kabul edildi. Test sonucuna gore varyansin homojen oldugu saptandi.

Tablo 6.1.4 LSD (Least significant difference) Testi

Bagli (D grup (J) grup Ortalama
Degisken Farki (1-J) P
Kontrol TMS Karin- (1 Hz) 1,88286 ,192
TMS Karin- (20 Hz) 2,93952" | ,047
TMS Beyin- (1 Hz) 5,47952" | ,001
TMS Beyin- (20 Hz) 1,04286 ,465

*P<0,05 gruplar arasindaki farkin anlamliligin1 géstermektedir.

Elde edilen sonuglar, rTMS’nin beyin ve bagirsak bolgelerine uygulanmasi sirasinda
6 giinliik zaman diliminde deney gruplarindaki hayvanlarin kilo degisimlerini p<0,05
seviyesinde istatiksel olarak anlamli gostermektedir.  Gruplarin birbirleriyle
karsilastirildigr LSD testi sonuglarina gére TMS Beyin-Mavi (1 Hz) grubundaki kilo
degisimi; TMS Bagirsak (1 Hz), TMS Beyin (20 Hz) ve kontrol gruplarina gére P<0,05
kuvvetinde istatiksel olarak anlamlidir. TMS Beyin-Mavi (1 Hz) grubunda belirtilen
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zaman dilimi siiresince TMS uygulamasina bagli olarak kilo ortalamasinda 3,8567 +
3,22 gram azalma saptanmaktadir. Bununla beraber, TMS’nin beyin bolgesine 20 Hz
uygulandigi deney grubunda, TMS Beyin-Mavi (1 Hz) grubuna gore istatiksel olarak
anlamli olarak elde edilen kilo degisim sonucu P<0,05, kilo ortalamasinin 0,58 + 0,69
gram artmasiyla bulgulanmaktadir. TMS Bagirsak-Kirmiz1 (20 Hz) grubundaki kilo
degisimi grup i¢i agirlik ortalamasinin 1,3167 + 1,42 gram azalmasi yoniinde kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlamli sonug¢ gdstermektedir P<0,05. Ancak elde
edilen bu sonug, daha yiiksek miktarda grup ici ortalama kilo kaybinin (3,8567 + 3,22
gram) gozlemlendigi TMS Beyin-Mavi (1 Hz) grubuna gore daha az miktarda olup,
beyne 20 Hz TMS uygulamasinin kilo degiskeni iizerinde beyne 1 Hz uygulanmasina

gore daha diisiik seviyede etki ettigini gdstermektedir.

6.2 Biyoinformatik Analiz Verileri

Bagirsak mikrobiyotasinin ele alindigi bu tez ¢alismasinda V3-V4 hedefli
uygun primer setleriyle calisildi ve ileri nesil dizinlenme platformunda, Illumina
MiSeq cihazinda 986 ile 58,844 arasinda okuma sayis1 elde edildi (Tablo 6.2.1).
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Tablo 6.2.1. Miseq cihazina yiiklenen 6rneklerden elde edilen 16S rRNA dizin
sayisi tablosu.

Library Size Overview

137 ® 986

152 ® 3650

115 ® 3748

142 ® 3813

114 ® 4447

147 ® 4733

141 ® 4814

138 ® 5107

116 ® 5116

145 ® 5633

107 ® 6360

117 ® 7034

120 ® 7306

140 ® 7468

121 ® 7620

146 ® 7743

112 ® 8205

153 ® 8210

106 ® 8325

134 ® 8328

144 ® 8369
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105 ® 9686
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118 ® 9934

103 ® 10019

150 ® 10914

101 ® 11419

122 ® 11655

123 ® 12205

155 ® 12640

143 ® 12672

132 ® 14042

113 ® 14731
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136 ® 22462
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148 ® 58844
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(o] 10000 20000 30000 40000 50000 60000
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6.2.1 Alfa Cesitlilik Analizi

Calisma

orneklerinin

sekansindan

elde

edilen goriintir

Farkli indeksler

karsilastirmali kutu grafigi sekil 6.2.1.1°de gosterilmektedir.

cesitlilik

kullanilarak elde edilen gruplarin karsilastirmali alfa ¢esitlilik grafikleri; Chaol

indeksiyle Sekil 6.2.1.2°de ve Shannon indeksiyle gosterimi Sekil 6.2.1.3’de yer

almaktadir.
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Sekil 6.2.1.1 Gruplara ait alfa gesitlilik analizi (Observed OTU indeksi).
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Alpha-diversity measure
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Sekil 6.2.1.2 Chaol indeksiyle hesaplanan gesitlilik analiz (Chaol)
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Sekil 6.2.1.3 Shannon indeksiyle elde edilen alfa gesitlilik analizi

6.2.2. Beta Cesitlilik Analizi

Gruplardan toplanan 6rneklerin birbirleriyle karsilastirilmasinda beta ¢esitlilik 6l¢iimii
kullanilir. Bray-curtis ve Jaccard metodlariyla analiz edilen grafikler sirasiyla sekil
6.2.2.1 ve sekil 6.2.2.2°de gosterilmektedir. Beta ¢esitlilik analizleri sonucunda; kalin
ve incebagirsak fekal 6rnekleri mikrobiyal ¢esitliligin, TMS-karin 20 Hz grubu iiyeleri
disinda, diger deney gruplarinda korundugu bulgulandi ve literatiire uygunluk

gostererek bagirsak kompartmanlarina 6zgiin mikrobiyota yapilanmasi goriildii.
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Axis.2 [9.8%]

Sekil 6.2.2.1 Bray-curtis indisiyle hesaplanan gruplar arasi karsilastirmali beta ¢esitlilik analiz grafigi.
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Axis.2 [8.2%]
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Sekil 6.2.2.2 Jaccard indisi temel alinarak hesaplanan gruplar aras1 mikrobiyal kommunite farkliliklarinin gosterildigi beta ¢esitlilik grafigi
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6.2.3. Taksonomik Cesitlilik

Gruplardan alinan 6rneklerdeki goreceli taksonomik cesitlilik grafigi sekil
6.2.3.1°dedir. Grafikte mikrobiyal gruplar filum seviyesinde gosterilmektedir.

Cotrol-intestine -

Control-colon

20Hz-Gut-Intestine -|

20Hz-Gut-Colon -

20Hz-Brain-Intestine -

20Hz-Brain-Colon -

1Hz-Gut-Intestine o

1Hz-Gut-Colon -

1Hz-Brain-Intestine =

1Hz-Brain-Colon -

0.50 0.75 1.0
Relative Abundance

o
<]
o
o
a

0.0

[=}

0

Phyl - Actinobacteria . Chlamydiae - Deferribacteres - Proteobacteria - Tenericutes
um
4 - Bacteroidetes - Chloroflexi - Firmicutes - Spirochaetes

Sekil 6.2.3.1 Gruplara ait taksonomik filum grafigi.
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20 Hz TMS-karin uygulamasina bagli olarak kolon ve ince bagirsak mikrobiyal
kompozisyonunda benzesme goriildii, kontrol gruplarina goére mikrobiyal
kompozisyonda dengesizlik saptandi. TMS-karin 20 Hz kolon grubunda, kontrol
kolon grubuna gore Firmucutes filumunda artig; Bacteroidetes filum iiyelerinin
miktarinda ise azalma bulgulandi. TMS-beyin 1 ve 20 Hz kalin ve incebagirsak 6rnek
gruplar1 ve TMS-karin 1 Hz kalin ve incebagirsak grubunda konrol gruplariyla benzer

mikrobiyal kompozisyon goriildii.

Gruplara ait LDA (Linear discriminant analysis) skor haritasi Sekil 6.2.3.2°de
gosterilmektedir. ~ LDA analizi, deney gruplarindaki mikrobiyotalar arasinda

yogunlugu farklilik gésteren bakteri gruplarinin cins seviyesinde gosterimidir.

Lactobacillus 4
Mycoplasma A
Alistipes

Bacillus 4
Odoribacter 4
Chryseobacterium 4
Flavobacterium 4
Coenonia 4

unclassified_(derived_from_Ruminococcaceae) 4
Class
. 1Hz-Brain-Colon

. 1Hz-Gut-Intestine

Porphyromonas 4

Anaerobacillus 4

7] Rhizobium 4 20Hz-Brain-Colon
g N in-Calon
% Pediococcus 4 . 20Hz-Brain-Intestine
& Amphibacillus | . 20Hz-Gut-Colon
. 20Hz-Gut-Intestine
Bradyrhizobium 4 . Contral-colon
Streptococaus 1 . Cotrol-intestine
Ornithobacterium
Butyricicoccus 4
Hespellia 4

unclassified_(derived_from_Alphaproteobacteria) -
Agrobacterium A

Sinorhizobium o

Chlamydia 4
Oxobacter A
Chitinophaga A
0 2 4 6
LDA score

Sekil 6.2.3.2. LDA skor grafigi.
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LDA skor analizi sonucunda, TMS-karin 20 Hz grubu incebagirsak orneklerinde
Lactobacillus cinsi kontrol incebagirsak drneklerine gore ¢ok daha yiiksek miktarda
saptand1. Ayrica Bacteroidetes filumuna ait Alistipes cinsi TMS-beyin 1 Hz’de diger
gruplara gore daha yiiksek miktarda goriildi. =~ TMS-karin 20 Hz grubunda, diger
gruplar ve kontrol grubuna gore Streptococcus cinsi incebagirsata daha yiiksek
miktarda bulgulandi. Deney gruplarinin, kontrol grubuna goére belirgin olarak 6ne
¢ikan filumlarinin gosterildigi DESEQ2 (log2 fold change) explanation grafigi sekil
6.2.3.3’de gosterilmektedir.

Control vs Colon
Control vs 1Hz-Brain Control vs 20Hz-Brain Control vs 1Hz-Gut Control vs 20Hz-Gut
Anabaenopsis -
Bacillus -
Clostridium -
Geobacillus -
Halothermothrix -
Chlamydia - [
Anaerotruncus -
Bacteroides - [ ) [
Butyrivibrio -
Candidatus Arthromitus -
Coenonia - [ ] ([ J
Eubacterium -
Flavobacterium - ([ ( Phylum
Helicobacter - Cyanobacteria
Lactobacillus - -
Firmicutes
@ Chlamydiae
@ Bacteroidetes

Mycoplasma -
Prevotella - o o

Alistipes -

Genus

Bradyrhizobium - Proteobacteria
Capnocytophaga - P Tenericutes
Chryseobacterium - o0
Epulopiscium -
Fusibacter -
Gemella -
Odoribacter - ()
Oxobacter -
Pediococcus -
Porphyromonas - ( ]
Staphylococcus -
Streptococcus -
unclassified (derived from Alphaproteobacteria) =
unclassified (derived from Clostridiales) -
5 0 5 1 -5 0 5 1 5 0 5 1 5 0 5 10
log2FoldChange

Sekil 6.2.3.3 Deney gruplarinin kontrol grubuyla log2 degisim taksonomik

karsilastirmasi

TMS-karin 20 Hz grubunda kontrol grubuna gore belirgin olarak 6ne ¢ikan sube
Proteobacteria dir, literatiirde disbiyozis ile iliskilendirilmektedir. TMS-beyin 1 Hz
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grubunda, kontrol grubuna goére Cyanobacteria ve Firmucutes filumlart daha az

miktarda saptandi.

Sekil 6.2.3.3. Is1 haritas1 (heat-map)
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Sekil 6.2.3.3°de 1s1 haritas1 (heat-map) gosterilmektedir.
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Haritada renk Olgeginde gosteriligi gibi daha koyu olan bolgelerde mikrobiyom
yogunlugunun daha c¢ok oldugunu gostermektedir.  Haritanin sag tarafinda
mikrobiyom cins seviyesinde belirtilmekdir. Deney gruplarina ait 6rnekler haritanin
alt kisminda gosterilmektedir.  Is1 haritasindan elde edilen sonuglara gore;
Lactobacillus cinsi, TMS-karin 20 Hz grubunun kolon fekal 6rneklerinde, kontrol-
kolon grubuna gore daha fazla miktarda bulgulandi. Kontrol-kolonda, kontrol-
incebagirsak grubuna gore daha az miktarda yer alirken, 20 Hz TMS-karin grubunda
kolon fekal orneklerinde, 20 Hz TMS-karin incebagirsak grubuna gore artis ve
yogunluk fazlaligi saptandi. Bacteroides, Alistipes, Prevotella, Barnesiella ve
Parabacteroides cinsleri TMS-beyin 1 ve 20 Hz, TMS-karin 1 Hz kolon 6rneklerinde
kontrol-kolon grubuyla benzer sonug¢ gosterirken; TMS-karin 20 Hz grubunda
kontrole gore oldukga diisiik miktarda saptandi. Ayrica, Butyricimonas genusu,
kontrol kolona goére, TMS-beyin 1 Hz ve TMS-beyin 20 Hz kolon gruplarinda
benzerlik gosterirken; TMS-karin 20 Hz’de azalma gosterdi. Butyricimonas genusu
incelemesinde kolon orneklerinde gézlemlenen farklilik, incebagirsak orneklerinde

ayni kuvvette gézlenmedi, kontrol-incebagirsak grubuyla benzer kiyaslar gosterdi.
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7. TARTISMA

Bu tez calismasinda girisimsel olmayan bir beyin uyarim yontemi olan TMS’nin
frekans ve uygulama bolge kriterleri degisken tutularak memeli norofizyolojisi ve
bagirsak mikrobiyal c¢esitliligi {lizerindeki etkisini arastirmak ve bulgulamak
amacglandi. Molekiiler etki mekanizmasi heniiz aydinlatilamamis olan manyetik
stimulasyon yonteminin meydana getirdigi degisikligi daha net gézlemleyebilmek ve
mekanizmasin1 aydinlatabilmek amaciyla, saglikli farelerin beyin ve abdominal

bolgelerine 1 Hz ve 20 Hz frekans degerlerinde uygulama gergeklestirildi.

Calismadan elde edilen kilo degisimi verilerine gore; saglikli hayvanlara 1 Hz diisiik
frekans ve 20 Hz yiiksek frekans rTMS beyin ve abdominal bdlge uygulamalarina
bagl olarak TMS beyin-1 Hz diisiik frekans deney grubunda daha yiiksek seviyede
olmakla birlikte, TMS bagirsak-20 Hz yiiksek frekans gruplarinda kontrol grubuna
gore istatiksel olarak anlamli kilo kaybi gozlemlendi. Literatiirden farkli olarak
sonuglanan bir diger veri ise; yiiksek frekansla uyarilan TMS beyin-20 Hz deney alt
grubu kilo ortalamalarinda artisin gozlenmesidir. Literatiirde genellikle obezite ve
yeme bozukluklarinda hipoaktivasyon ile 6n plana ¢ikan DLPFC hedefli, davranis
kontroliinden sorumlu bu beyin bolgesinin metabolik aktivitesini arttirmaya yonelik
klinik caligmalar yapilmistir ve bu sebeple uyarict etkisi oldugu diisiiniilen ytliksek
frekans rTMS’nin obez ve bulimiali hastalara uygulanmasinin ardindan iyilestirici
sonuclar alindigi ¢alismalarda belirtilmektedir [6], [19]. Ancak bazi klinik
calismalarda ise yiiksek frekans rTMS’nin DLPFC’e uygulanmasinin ardindan
hastalarin asir1 yeme ndobetlerinde herhangi bir olumlu degisme olmadigr da
kaydedilmektedir [77]. Benzer hipotezi destekler nitelikte bir diger ¢alismada saglikli
bireylere 1 Hz diisiik frekans rTMS’nin DLPFC hedefli uygulamasi sonrasinda
bireylerdeki yemek algisinin siddetinde azalma kaydedilmektedir [73]. Tez
calismasindan elde ettigimiz diisiik frekans 1 Hz rTMS’nin etkinligini destekleyen
yayinlar da literatiirde yer almaktadir. Diisiik frekans 1 Hz TMS’nin segici olarak
GABAerjik inhibitor noronlar {izerinde etkin oldugu belirtilmektedir [204]. Ayrica,
obezite ve yeme bozukluklarinda, depresyonda hiperaktivite gosteren HPA stres
aksinin bu disregiilasyonundan sorumlu olarak hipotalamus {izerinde inhibitor

etkinligi azalmis GABAerjik noronlar 6ne siirilmektedir [205]. Diisiik frekans
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rTMS’nin uzun zaman dilimi i¢inde incelendiginde yiiksek frekans rTMS’ye gore ¢ok
daha yiiksek seviyede, kortikal GABAerjik noronlardaki aktiviteyi arttirdigi
gosterilmektedir [53]. Bu veriyi destekler nitelikteki ¢alismada diisiik frekans 1 Hz
rTMS uygulamasinin ardindan, GABAerjik néronlarin uyarimlarmin etkisiyle, asiri
aktif HPA aksmin aktivitesinin azaldigi ve kortizol seviyesinin distigii
belirtilmektedir [206]. Bu veriler 1s1ginda, mekanizmasi heniiz tam olarak
¢Oziimlenememis olan TMS’nin birbirinden farkli etimolojiye sahip ndrolojik
bozukluklarin tedavisinde genellikle olumlu sonu¢ vermesini agiklayabilecek temel
fizyolojik baglamin hipotalamus ve HPA aksiyla iliskili oldugu ve dahi bu
nérohormonal isleyiste GABAerjik inhibitor noronlarin uyarimi tizerinden TMS’ nin
etkinligini gosterdigi literatlir incelemesi sonucunda 6n plana g¢ikmaktadir. Tez
caligmasinin kilo degisimi bulgusu da bu sav1 destekler nitelikte olup TMS beyin 1 Hz
diistik frekans grubunda istatiksel olarak anlamli kilo kaybinin gdzlemlenmesinin
muhtemelen selektif GABAerjik noronlarin yogun olarak innerve ettigi hipotalamus
ve stres aks1 mekanizmasiyla gergeklestigi diistiniilmektedir. Ancak net bir ¢cikarimda
bulunulabilmesi icin ek laboratuvar caligmalar1 ve analizler gerekmektedir. TMS nin
HPA aksi iizerindeki etkinliginde 6n plana ¢ikan inhibitér GABA ndronlarinin 20°den
fazla sayida morfolojik farklilik iceren, iyon kanali protein farklili§i ve sinaptik
baglanti farkliligi tasiyan alt tiirleri bulunmaktadir [207]. Bu sebeple yontemin
molekiiler etki mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik farkli motiflerdeki rTMS

protokolleriyle selektif hiicre ¢esitlerine yonelik yapilacak ¢alismalar gerekmektedir.

Tez calismasinin bir diger c¢iktis1 olan, rTMS frekans ve uygulama bolge
farkliliklarinin bagirsak mikrobiyotas: {izerindeki etkisidir. Insan sindirim kanali
yaklasik 10'* miktarinda mikroorganizmay barmdirmaktadir. Oldukca kompleks ve
dinamik olan bu mikrobiyal toplulugun sayisi ve igerigi konagin homeostaz1 ve
fizyolojik kosullariyla oldukga yakin iligki sergilemektedir [208]. Metagenomik
caligmalardan elde edilen sonuglara gore; bagirsaklarda 1000°den fazla tiir ¢esidinin
kommensal olarak yagamakta ve mikrobiyomda %70-75 oraniyla en baskin 2 filum
Firmicutes and Bacteroides olarak belirtilmektedir [209]. Obez bireylerdeki bagirsak
mikrobiyota kompozisyonunda, Bacteroides subesi bakterileri, normal kilodaki
bireylere gore ¢ok daha diisiik oranda bulunmaktadir ve bu oranin kilo verilmesi

durumunda degistigi kaydedilmektedir [210]. Mikrobiyotanin stres kosullari altinda
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degisen HPA stres aksiyla karsilikli etkilesim halinde oldugu bilinmektedir.
Mikropsuz ortamda yetistirilen germ-free farelerin konvensiyonel olarak yetistirilen
gruba gore daha yliksek CORT (kortikosteron) ve ACTH stres hormonlar1 seviyesine
sahip olduklar1 bulgulanmaktadir [141]. Bir baska c¢alismada ise Lactobacillus
farciminis probiyotik takviyesiyle desteklenen stres altindaki siganlarda, HPA hiper-
aktivitesinde azalma ve aynm1 zamanda strese bagli olarak gecirgenligi artan ince
bagirsak gegirgenliginde azalma ve iyilesme kaydedilmistir [211]. Mikrobiyotanin
MSS’ne etkisi direkt ndrononal yollar ile de gergeklesebilmektedir. Enterik sinir
sistemindeki duyu noronlari, bagirsak liimenindeki mikrobiyal hiicrelerin ilk iletigim
kitlesidir. Bu duyu néronlar1 ayni zamanda enterik motor néronlarla da sinaps yaparak
limen hareketliligi lizerinde etkili olurlar ayrica bu sinaps olusumunda vagal sinir
uglarinin da anatomik olarak yakin bulundugu bilinmektedir [212]. Stres, GABA ve
HPA aksi arasindaki iliski goz oniinde bulundurularak, mikrobiyotanin etkisinin bu
sistem iizerine olasi etkisi incelendiginde inhibitor norotransmitter olan GABA’nin
Lactobacillus and Bifidobacterium bakterileri tarafindan sentezlenebildigi
kaydedilmektedir [213].

Bu bilgiler 1s1ginda, tez ¢alismasmin fekal mikrobiyota analizinden elde edilen
bulgular incelendiginde 6ncelikle, TMS-bagirsak 20 Hz grubu disinda, kolon gaita
orneklerinin incebagirsak gaita mikrobiyal kommiinitesinden olduk¢a farkli
kompozisyona sahip oldugu gériildii. Ince bagirsak, mide 6zsuyundan yakin olarak
etkilendigi icin kolona gore daha az g¢esitlilikte ve sayida mikroorganizma
icermektedir. Genellikle gram-pozitif cocci ve gubuk-sekilli bakteri grubunu baskin
olarak iceren ince bagirsagin mideden uzak distal boliimlerinde alkali sartlarin
etkisiyle gram-negatif Enterobacteriaceae miktarinda belirgin artig vardir. Kalin
bagirsak ise viicuttaki en genis floraya sahip biiyiik ¢ogunlukla zorunlu anaerob
Bacteroides and Bifidobacterium igerir [214]. Beta-gesitlilik Jaccard ve Bray-curtis
sonuglarina gore; TMS-beyin 20 Hz grubunda, kalin bagirsak ve ince bagirsaktan
alinan fekal Orneklerin mikrobiyotas1 kontrol-kolon ve kontrol-incebagirsak
ornekleriyle benzer oranda bulgulandi ve beyine 20 Hz rTMS uygulamasinin bagirsak
doku biitiinliigiinii bozmadig1 sonucuna varildi. Ancak; TMS-karin 20 Hz grubunda
ise kontrol grubuna gore anlamli kilo kayb1 saptandi (P=0,047) ve mikrobiyom analizi

sonucunda kalin ve incebagirsak arasinda olmasi gereken mikrobiyota ¢esitliliginin
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kayboldugu, 20 Hz TMS-abdominal bolge uygulamasinin bagirsak doku biitiinliiglinii
olumsuz etkiledigi gozlemlendi. Abdominal bdlgede yer alan ve mikrobiyota ile sinir
sistemi arasindaki beyin-bagirsak aksinin 6nemli araci olan vagal sinirin uygulama
sirasinda asir1  uyarimina bagli olarak stres ve inflamasyonun tetiklendigi
diistiniilmektedir. Vagus siniri, myenterik ve submukozal pleksusda sinaps yapar.
Enterik sinir sistemin kolinerjik neuronlari (ChAT+) bu bolgede yerlesmis olan
makrofajlar ile direkt yakin temas halindedir.  Intestinal duvardaki vagal
noromodulasyon enterik sinir sistemi (ESS) aracilifiyla olmaktadir.  Yerlesik
makrofajlarin uyarimi, ESS’nin kolinerjik uyarimi, vagal sinire bilgi girisini etkiler ve
lamina propria toleransinin belirlenmesinde énemli dlgiide rol oynarlar [234], [235].
Ornegin; ulseratif kolit, Chron’s hastaligi gibi infalamatuar hastaliklarda intestinal

duvar biitiinliigii ve lamina propria tolerans1 mikrobiyotaya kars1 diismektedir [236].

Ayrica elde edilen kilo degisimleri verilerine gore; TMS-bagirsak 20 Hz grubunda kilo
ortalamasinda azalma goriiliirken; TMS-beyin 20 Hz grubunda ortalama kilo artist
kaydedildi. Bu bulgu, beyin uygulamasinda kafatasinin, 20 Hz uyarimina kars1 bariyer
etkisi gostererek uyarim siddetini hafiflettigini diisiindirmektedir. Ayrica TMS-karin
20 Hz grubunda, kontrol grubuna gore Proteobacteria filumundaki artisin saptanmasi
literatiirle ortiiserek disbiyozis olusumunu isaret etmektedir [215]. TMS-beyin 1 Hz
grubunda kontrol grubuna gore kilo ortalamasi azalmasi anlamli bulundu. Metagenom
analiz sonucunda grupta kontrol grubuna gore gram-negatif Firmucutes sayisinda
azalma goriildii. TMS-beyin 1 Hz uygulamas: sonrasinda kolon ve ince bagirsak
mikrobiyal kompozisyon farki sabit kalarak, disbiyozis gézlemlenmedigi ve ayrica
literatiirde obezitede orani artan gram-negatif Firmucutes filumda diisiis saptanmasi,
saglikli fizyolojiye diisiik frekans 1 Hz rTMS uyariminin kilo azalmasini homeostatik
siireci bozmadan tetikledigini gostermektedir. Elde edilen veriler, stres durumunda
intestinal bariyer gecirgeniligi bulgusu gézlemlenmeyen rTMS-beyin 1 Hz grubunda,
muhtemel etkinin, GABAerjik néron aktivite artisinin tetiklenmesine bagl olarak,
HPA stres aksinda inhibisyonun ve buna bagli olarak stres hormonlarinin
seviyesindeki azalmanin kilo ortalamasi diisiisiinde etkili olabilecegini, degisen bu
fizyolojik stirecin mikrobiyota ~ kompozisyonuyla  benzer  baglamda
gerceklesebilecegini diisiindiirmektedir. Hipotezin dogrulanmasi icin ek calismalar

gerekmektedir.
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Fare ve insan bagirsak mikrobiyotasinda baskin olan iki filum Firmucutes ve
Bacteroidetes, sirasiyla gram-pozitif ve gram-negatif bakteri gruplar1 benzer olmasina
karsin cins ve tir seviyesinde taksonomik farkliliklar bulunmaktadir [216].
Mikrobiyom analizi 1s1 haritasi sonuglarindan elde edilen cins diizeyinde verilere gore;
Bacteroides, Alistipes, Prevotella, Barnesiella ve Parabacteroides cinsleri TMS-beyin
1 ve 20 Hz, TMS-karin 1 Hz kolon 6rneklerinde kontrol-kolon grubuyla benzer sonug
gosterirken; TMS-karin 20 Hz grubunda kontrole gore oldukga diisiik ¢ikt1. Belirtilen
cinsler, Bacteroidetes filumunda olup gram-negatif bakteri grubudur [217].
Bacteroidetes filumunda yer alan bakteriler, kontrol-incebagirsak grubunda, kontrol-
kolon grubuna gore daha diisiilk bulunmaktalar. TMS-beyin 1 ve 20 Hz incebagirsak
ornekleri, kontrol-incebagirsak grubuyla benzer yogunluk gosterirken, kolondaki
sonuca paralel sekilde TMS-karin 20 Hz incebagirsak fekal orneklerinde kontrol-
incebagirsak orneklerine kiyasla diisiis kaydedildi. Isi haritasindan elde edilen bir
diger veri ise Lactobacillus cinsi bakteride, TMS-karin 20 Hz grubunda kolon ve
incebagirsak orneklerinde, kontrol grubuna kiyasla artis saptandi. Lactobacillus, cins
olup Firmucutes filumunda yer alan gram-pozitif bakteri grubudur. Saglikli bir
bireyde deudonumda %6 Lactobacillus varken kolondaki toplam bakterilerin
%0,3’tinii Lactobacillus olusturmaktadir. Bu durum Lactobacillus grubunun asidik
pH’ya karst dayaniklilig: iliskilendirilmektedir [218]. Caligmalar, obezite ve tip2
diyabetli bireylerde Bacteroidetes oraninda diisiis, Firmucutes grubunda ise artig
gostermektedir [219]. Obez bireylerde yiiksek seviyede saptanan Firmucutes
filumundaki artigin yer alan bazi Lactobacillus tiirlerinin orantisiyla ortaya ¢iktigini
destekleyen calismalarda yer almaktadir. Lactobacillus tiirlerine gére kilo artisini
veya diislisiinii destekledigi diistiniilmektedir [220]. Ancak daha az sayida da olsa
Bacteroidetes ve Firmucutes miktarindaki degisimin direkt olarak viicut kitle
endeksiyle iligkili olmadig1 ve diger ¢alismalarin aksine obez mikrobiyotada tam tersi
etki gosterdigi de bazi gruplarca desteklenmektedir [221], [222]. Tez calismasinda,
TMS-karin 20 Hz grubunda kolon ve incebagirsak gaita rneklerinde, kontrol grubuna
kiyasla daha disiik oranda gram-negatif Bacteroidetes filum gruplarinin
gbzlemlenmesi ve taksonomik siiflandirma analizi sonucunda Firmucutes filumunda
artis bulgulanmasi, literatiirde obezite, tip2 diabet ve major depresyon mikrobiyota

kompozisyonuyla benzesmektedir [216], [223]. Ancak calismadan elde edilen kilo
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degisimi verilerine gore; TMS-karin 20 Hz grubunda kilo ortalamasinda diisiis
gozlemlenmistir. Benzer sekilde Firmucutes filumunda artis ve Bacteroidetes
filumunda azalmanin go6zlemlendigi irritabl bagirsak sendromunda, diabet ve
obezitede ortak olan fizyolojik stres bulgusudur [224], [225]. TMS’nin karin
bolgesine 20 Hz yiiksek freakansta uygulanmasina bagli olarak kilo azalmasi ve
mikrobiyal kompoziyondaki dengesizlik akut stresin tetiklenmesiyle olabilecegi gibi
abdominal bolge uyariminda vagal affarent néronlarin yiiksek freakansta uyarimi
nukleus solitarius ve hipotalamusu uyararak direkt ve kuvvetli etkiyle [226] stres
aksinin hiperaktivasyonunu olustugu diistiniilmektedir. Ayrica, Lactobacillus cinsi
bakteriler, TMS-karin 20 Hz kolon ve incebagirsak fekal drneklerinde kontrol-kolon
ve kontrol-incebagirsak standartlarina kiyasla daha yiiksek miktarda bulundu.
Lactobacillus rhamnosus giiglii bir probiyotik olup kolon epitel hiicrelerindeki
inflamasyonu azaltmaktadir [178]. Ayrica Lactobacillus, bagirsak florasinin uygun
pH’sinin devamliliginda ve diger bakterilerin habitasyonunda etkin rol oynadig1 igin
kilo kontroliiniin saglanmasinda sindirim ve mikrobiyal dengenin korunmasi i¢in
probiyotik takviyesi olarak verilen tiirlere sahiptir [227]. TMS-karin 20 Hz grubunda
belirgin artisi, grupta goézlemlenen mikrobiyota dengesizligi ile uyusmamakta ve
literatiirdeki etkinin tersi bir durum olusturmaktadir. Ancak Cin’de yapilan bir
arastirmada inflamatuar bagirsak sendromu hastalarinda kontrol grubuna gore c¢ok
daha yliksek miktarda Lactobacillus cinsi saptanmistir [228]. Bu veri, kolondaki
oksidatif ~stres ve inflamasyona bagl olarak Lactobacillus artiginin
tetiklenebilenebildigini, benzer durumun abdominal bdlgeye 20 Hz TMS uygulandigi
deney grubunda da artisa sebep olabilecegini diisiindiirmekle beraber daha kesin bir
cikarim i¢in tiir ve 1k seviyesinde ek bulgulara gerek oldugunu gostermektedir.
Benzer sekilde, LDA grafigi sonuglarinda, TMS-karin 20 Hz grubunda yiiksek
miktarda Lactobacillus saptandi. Ayrica, diger gruplardan farkli olarak Streptococcus
cinsi yliksek yogunlukta goriildii. Lactobacillus ve Streptococcus cinsleri Firmucutes
filumuna ait gruplar olup, deney grubuna ait diger analiz sonuglarin1 destekler sekilde

Firmucutes artisini isaret etmektedir.

Is1 haritas1 sonuglarina gére; Butyricimonas cinsi bakteriler, TMS-beyin 1 ve 20 Hz
gruplarinda ve TMS-karin 1 Hz grubunda kontrol gruplarma benzer miktarda
kalinbagirsakta saptandi ancak TMS-karin 20 Hz grubunda kontrol grubuna gore daha

58



az miktarda belirlenmistir. ~ Butyricimonas cinsi, gram-negatif Bacteroidetes
filumunda yer alan bakterilerdir. Kalinbagirsak inflamasyonuyla negatif iligkili olan
Butyricimonas cinsi bakteriler, nérodejeneratif kas hastaligi olan MS (multiple
sclerosis)’de diisiik konsantrasyonda saptanmaktadir [229]. Kronik sekilde diisiik-
dereceli inflamasyonun goriildiigii obezitede MS olusma riskinin yiiksek oldugu, iki
hastaligin ortak patolojiden kokenlendigi de ayrica ¢alismalarda yer almaktadir [230].
Kisa-zincirli yag asidi butirat tirctiminden sorumlu cins olan Butyricimonas, bagirsak
florasinda butirat iiretimi sayesinde kolon hiicrelerinin enerji ihtiyacini karsilamakla
beraber pro-inflamatuar IL-12 iretimini inhibe ederek, anti-inflamatuar etki
gostermektedir [231]. Bu verilere dayanarak, butirat tireten Butyricimonas cinsi
bakterilerin TMS-karin 20 Hz grubu kolon fekal 6rneklerinde diisiik konsantrasyonda
saptanmasi, Firmucutes ve Bacteroidetes filumlarinin kontrol grubuna kiyasla belirgin
farklilik icermesi, deney grubunda yiiksek frekans TMS’ye bagli olarak kolon
inflamasyonunun tetiklendigini ve bagirsak bariyer biitiinligiiniin bozuldugunu
gostermektedir. Kilo ortalamasinin uygulama siiresince diistiigii TMS-karin 20 Hz
grubu (P=0,047), mikrobiyota g¢esitlilik ve taksonomik analizleriyle korelasyon
gostererek yliksek frekans TMS’nin abdominal bolgeye uygulanmasinin saglikli
hayvanlarda stres fizyolojisi ve inflamasyon olusumunu tetikleyebildigini
gostermektedir. Frekans etkisinin belirgin bir sekilde gozlendigi TMS-karin 1 ve 20
Hz deney gruplarn karsilatirmasinda, TMS’nin abdominal bolgeye 1 Hz
uygulanmasiyla kolon ve incebagirsak mikrobiyal kompozisyonunda kontrol grubuna
gore onemli derecede dengesizlik goriilmedi ve grubun kilo ortalamasinda istatiksel
olarak anlamli degisme kaydedilmedi. Ayn1 bolgeye 20 Hz uyar1 alan grupta bagirsak
flora kompozisyonunda ¢arpict degisimin saptanmasi stimulasyon frekans
parametresinin etkisini vurgulamaktadir. Ayrica; TMS-beyin gruplarinda 1 Hz
uygulamasina bagh olarak kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli kilo kayb1
saptand1 (P=0,001), bu veri obezite ve bulumia nervozali bireylere kilo kontrolii
amagl yiliksek frekans rTMS uygulamasi ¢alismalarinin biiyiik cogunlugu ile ¢eligki
gostermesine karsin; belli grup rTMS c¢alismalarinda diisiik frekans (<5Hz)
uygulamasmin inhibitor GABAerjik ndronlar T{izerindeki segici etkinligini
vurgulayarak, bilhassa GABAerjik néronlarca innerve edilen hipotalamus ve stres aksi

tizerinde baskilayici etkinligin ¢ok daha etkin goriilebilecegi savunulmaktadir [53],
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[232]. TMS-beyin 1 Hz grubunda kontrol grubuna gore anlamli kilo disiisi
saptanmastyla beraber mikrobiyota analizi sonuglarinda kontrol grubu verilerden
biiyiik 6lgtide farkli sonuglar elde edilmedi. 16S rRNA analizi sonucunda, TMS-beyin
1 Hz grubunda, kontrol grubuna gore Firmicutes filumuna ait belli bakteri tiirlerinde
azalma goriildii. Onemli derecede belirgin olmayan bu veri, literatiirde obez bireylerin
ve zayif/anoreksik mikrobiyota karsilastirma caligmalarinin biiyiikk ¢ogunlugu ile
uyumludur. Calismalarin biiyiik ¢cogunlugundan elde edilen sonuca gore; obez
bireylerde, zayif veya anoreksik gruplara kiyasla, Firmicutes filum tiyelerinde artma,
Bacteroidetes filumunda ise azalma kaydedilmekte ve kilo kaybina paralel olarak F/B
oraninda diisme goriilmektedir [233]. Bu bulgulara karsit daha az sayidaki sonuglarda
kaynaklarda yer almaktadir. Bacteroidetes ve F/B oraninin, viicut kitle endeksiyle
iligkili olmadigi, obez ve non-obez bireyler arasinda fark gozlemlenmedigi
kaydedilmektedir [221]. TMS-beyin 1 Hz grubunda elde edilen istatiksel anlamli kilo
diistisli ve kontrol gruplarina benzer, degisim gostermeyen mikrobiyota kompozisyonu
bulgusu daha az sayidaki belli ¢alismalarla uyum gostermesine karsin, litetiirdeki
cogunlugu olusturan sonuglar ile ortismemektedir. TMS-beyin 1 Hz grubunda kilo
ortalamasindaki azalma her ne kadar, GABAerjik ndronlarin segici etkinliginin
hipotalamus, HPA aksin1 inhibe ederek, kortizoliin daha az salgilanmasim ve yag
depolanmasini azalttigi mekanizmasi {lizerinden degerlendirilse de kilo degisimine
bagli olarak mikrobiyal kompozisyonunun, enerji metabolizmasina bagli olarak belli
Olclide degisimi beklenmektedir, Ongoriilenin aksine sonu¢ alinmistir. rTMS
uygulama bolge farkliliginin (beyin ve abdominal bolge olmak {izere), kilo degisimi
ve fekal mikrobiyota {izerinde en belirgin olarak gozlemlendigi grup, TMS-karin 20
Hz grubudur. TMS-beyin 20 Hz yiiksek frekans grubunda kilo ortalamasi, artis
gosterdi ve metagenom analizi sonuclart ise kontrol grubuyla korelasyon igeresinde

bulgulanda.

Bu verilere dayanarak, TMS-karin 20 Hz grubunda kilo diisiisii ve kolon-incebagirsak
mikrobiyota kompozisyon dengesizligi bulgular1 gz dniinde bulundurularak, bozulan
bagirsak duvari biitiinliigiiniin, karin bdlgesine yiiksek frekans TMS uygulamasina
bagli olarak, ESS’nin agir1 uyarimi, immiin yanitin tetiklenmesi ve vagal inflamasyon
modiilasyonunun aktif hale gelmesiyle olustugu diisiiniilmektedir. Ancak kesin

yargitya varmak i¢in serum sitokin degerlerini iceren ek bulgulara ihtiya¢ vardir.
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8. SONUC

Tez calisgmasindan elde edilen veriler incelendiginde; rTMS uygulama bodlge ve
frekans parametrelerinin - mikrobiyota ¢esitliligi ve bagirsak boliimlerindeki

kompozisyonuna etkisi oldugu goriilmektedir.

Kilo ortalamasinin anlamli 6l¢iide azalma gosterdigi TMS-karin 20 Hz ve TMS-beyin
1 Hz deney gruplarinda, metagenom analiz verileri karsilastirildiginda uygulama bolge
farki goriilmektedir. TMS-beyin 1 Hz grubunda, kontrol grubuyla korelasyon gdsteren
mikrobiyota tespit edilmesine karsin; stimulasyonun Abdominal bolgeye 20 Hz
uygulandig1 grupta Bacteroidetes ve Firmucutes filumu, kontrol grubuna gore negatif
korelasyona sahiptir. Ayni sekilde; Lactobacillus cinsi bakteriler, TMS-karin 20 Hz
grubunun kolon ve incebagirsak drneklerinde kontrol grubu standartlarina gore 6nemli
Olgiide artis gostermektedir. Normal sartlarda, duedonumdan distal bagirsaklara
sayisinda azalma gosteren Lactobacillus gruplari, TMS-karin 20 Hz grubunda, kolon
orneklerinde, incebagirsak fekal orneklerine gore daha yiiksek miktarda saptandi.
Ayrica, anti-inflamatuar modiilasyonla iliskili Butyricimonas cinsi bakteriler, TMS-
beyin 1 ve 20 Hz gruplariyla, TMS-karin 1 Hz grubunda kontrol grubuyla benzer
yogunluk gostermesine karsin TMS-karin 20 Hz grubunda ¢ok daha az miktarda
saptand1. Elde dilen kilo degisimi ve mikrobiyota analizleri, yiiksek frekans TMS-
karm uygulamasinin, saglikli farelerde olumsuz etki olusturdugunu ve mikrobiyota
kompozisyon diizensizligini tetikleyerek bagirsak doku biitiinliiglinii negatif yonde
etkiledigi goriilmektedir. TMS-beyin 20 Hz grubunda kilo ortalamasinda azalma
beklenmesine karsin literatiiriin genelinden farkli olarak anlamli bir kilo degisimi
goriilmemektedir. Buna karsin literatiirde az sayidaki calismanin destekledigi sekilde;
TMS-beyin 1 Hz diisiik frekans grubunda kilo ortalamasinda azalma goriildii. Ancak;
beklenenin aksine enerji metabolizmasindaki degisime ragmen, mikrobiyota da

kontrol grubuna gore 6nemli bir degisim saptanmadi.

Caligmada, TMS’nin saglikli fizyolojideki mikrobiyota {izerinde, abdominal bdlge ve
yiiksek frekans uygulamasinda olumsuz etkisinin oldugu goriildii. Elde edilen veriler

15181nda, hipotezin desteklenmesi i¢in ek calismalara ihtiyag vardir.
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iSTANBUL MEDIPOL UNIVERSITESI
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanhg

Say1 : 38828770-604.01.01-E.35292 31/08/2018

Konu : Etik Kurulu Karari
Sayin Dog. Dr. Siileyman YILDIRIM

Universitemiz Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kuruluna yapmug oldugunuz “Repetetif
Manyetik Stimulasyon (rTMS) Frekans ve Uygulama Bolge Farkliliklarinim Saghkli Farelerin
Kilo Degisimi ve Mikrobiyatasi Uzerine Etkileri” isimli bagvurunuz incelenmis olup etik
kurulu karar1 ekte sunulmustur.

Bilgilerinize rica ederim.

Prof. Dr. Hanefi OZBEK
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(iMU-HADYEK) Bagkant

Ek:
-Karar Formu (1 sayfa)

Bu belge 5070 sayih e-Imza Kanununa gore Prof. Dr. Hanefi OZBEK tarafindan 31.08.2018 tarihinde e-imzalannistir.
Evrafnnizi https:/ebys.medipol.edu.tr/c-imza linkinden 42AC9014X1 kodu ile dogrulayabilirsiniz.

fstanbul Medipol Universitesi Tel: 444 85 44
internet: www.medipol.edu.tr

Kavacik Mah. Ekinciler Cad. No.19 Kavacik Kavsag1 - Beykoz Ayrintih Bilgi fgin ; bilgi@medipol.edu.tr

34810 Istanbul
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10. ETiK KURUL ONAYTI (devami)

T.C.
ISTANBUL MEDIPOL UNiVERSITESI
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurula (Imii-Hadyek) Karan

Toplant1 Tarihi | Karar No ilgi Proje Yiiriitiiciisii

31/08/2018 48 Dog. Dr. Siileyman YILDIRIM

“Repetetif Manyetik Stimulasyon (rTMS) Frekans ve Uygulama Boélge Farkliliklarinin
Saglikli Farelerin Kilo Degisimi ve Mikrobiyatasi Uzerine Etkileri” baglikli bilimsel
aragtirma etik kurulumuzda goriisiilmiis olup, ¢aliymanin etik kurallara uygun olduguna
“Oybirligi” ile karar verilmisgtir.

Etik Onay Gegerlilik Siiresi: 14 Eyliil 2018-3 ay

GOREVI ADI SOYADI iMzA
Bagkan Prof. Dr. Hanefi OZBEK _;3/ ,

Uye Prof. Dr. Mustafa OZTURK R
Uye Dr. Ogr. Uyesi Turan DEMIRCAN MW‘/\
Uye Dr. Opr. Uyesi Sultan Sibel ERDEM ////’,/M
Uye Dr. Or. Uyesi Mehmet OZANSOY
Uye Dr. Ogr. Gor. Taha KELESTEMUR % W
Uye Uzm.Vet. Hek. Ekrem Musa OZDEMIR W\
Uye Ozge Seyda DURGUT [
Uye Fahriye SENBAHCE /éw '




11. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Adi Nur Damla Soyadi KORKMAZ
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yili
Yiiksek Lisans |Istanbul Medipol Universitesi- Saglik Bilimleri 2019
Enstitiisii, Sinirbilim Anabilim Dali
Lisans [stanbul Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler
Biyoloji ve Genetik 2015
Lise Silivri Hasan-Sabriye Giimiis Anadolu Lisesi 2010
Yabanci Dilleri Okudugunu Anlama* | Konusma* Yazma*
Ingilizce Cok iyi Iyi Cok lyi
Yabanci Dil Siav Notu -
KPDS | YOKDIL/ | IELTS | TOEFL| TOEFL TOEFL FCE |CAE CPE
YDS IBT PBT CBT
72,5 6,5/9
Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam 69,8 72,6 74,3
(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

SPSS

orta

Microsoft Office

orta




