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OZET

AKCIGER KANSERLI HASTALARIN BRONKOALVEOLAR LAVAJ
SIVILARINDA AKCiGER MiKROBIYOTASININ BELIRLENMESI

Biitiin diinyada yiiksek morbidite ve mortaliteye sebep olan akciger kanseri
kansere bagh oliimlerin yaklasik %20’sinden sorumlu tutulmaktadir. Giiniimiizde,
onkoloji alanindaki ¢ok 6nemli gelismelere ragmen, kanser hala tamamen tedavi
edilebilir hastaliklar kategorisinde degildir. insan viicudunda dogumdan itibaren
kolonize olan mikroorganizma tiirlerinin ya da hastaneden veya cevreden
kazamlan firsat¢i patojen mikroorganizmalarin, kanser tedavisine verilen bireysel
yanitlar ve toksisite dahil olmak iizere kompleks karsinogenez asamalarinda rol
oynadigi gosterilmistir. Bu sebeple biz bu ¢calismada, akciger kanser tanisi alan ve
almayan hastalarin akciger mikrobiyotasinda bulunabilecek mikroorganizmalarin
varhgim1 arastirmayr ve bu mikrobiyota kompozisyonlarimi Kkarsilastirmayi
amacladik.

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcah Hastanesinde Arahk 2019 —
Ekim 2020 tarihleri arasinda akciger kanseri tamis1 alan 31 hastadan ve pulmoner
nodiilii olan fakat akciger kanseri tamis1 almamms 13 kontrol grubu bireyden
bronkoalveolar lavaj (BAL) érnegi alindi. Orneklerden DNA izolasyonu sonrasi
16S rRNA gen bolgesi hedef alinarak yeni nesil dizileme (YND) ile akciger
mikrobiyom analizi yapildi. Ayrica konvansiyonel Kiiltiir yontemleri kullanilarak
orneklerden bakteri identifikasyonu yapildi.

Caliymamizda Kkiiltiirde hasta grubunda Neisseria ve Streptococcus cinsi bakteriler,
kontrol grubunda da Haemophilus, Streptococcus cinsi bakteriler baskin olarak izole
edilmisken, YND ile mikrobiyom analizinde her iki grupta da Prevotella ve Veillonella gibi
anaerop bakteri cinslerinin baskin oldugu tespit edilmistir. Lactococcus, Pediococcus,
Anaerobacillus ve Friedmanniella cinsi bakterilerin akciger kanseri gelisimi ile yakin bir
iliski icinde bulundugu goriildii.

Calismamiz Ulkemizde akciger kanserli hastalarin akciger mikrobiyotasinin
incelendigi ilk cahisma 6zelligini tasimaktadir. Aym1 zamanda, diinyada da YND ile akciger
mikrobiyom analizinin kiiltiirde izolasyon ile birlikte degerlendirildigi az sayida
calismalardan biridir. Bu sebeple, ¢calijmamizin akciger kanserinin mikrobiyota ile
iliskisini aydinlatmaya yonelik calismalara 151k tutacagim diisiilnmekteyiz. Mikrobiyotanin
hastahklarla iliskisini belirlemek icin yapilan calismalarda, gerektiginde YND ile
mikrobiyom analizinin uygun besiyerleri kullanilarak konvansiyonal Kiiltiir yontemleri ile
de desteklenmesinin, ayrica akciger mikrobiyotasi ile birlikte bagirsak mikrobiyotasinin
da incelenmesinin daha faydah olacag kanaatindeyiz.

Anahtar _Kelimeler: Akciger Kkanseri, bronkoalveolar lavaj, mikrobiyom,
mikrobiyota, yeni nesil dizileme
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ABSTRACT

DETERMINATION OF LUNG MICROBIOTA IN BRONCHOALVEOLAR
LAVAGE FLUIDS OF PATIENTS WITH LUNG CANCER

Lung cancer, which causes high morbidity and mortality all over the world,
Is responsible for approximately 20% of cancer-related deaths. Nowadays, despite
the very important developments in oncology, cancer is still not in the category of
completely curable diseases. It has been shown that microorganisms colonizing the
human body from birth, or opportunistic pathogenic microorganisms acquired
from the hospital or the environment, play a role in complex carcinogenesis stages,
including personal responses to cancer treatment and toxicity. Therefore, we
aimed to investigate the presence of microorganisms that can be found in the lung
microbiota of patients with and without lung cancer, and to compare the
compositions of these microbiota in this study.

Bronchoalveolar lavage (BAL) samples were collected from 31 patients
diagnosed with lung cancer and 13 controls with pulmonary nodules but not
diagnosed with lung cancer at Balcali Hospital of the Faculty of Medicine of
Cukurova University between December 2019 and October 2020. After DNA
isolation from the samples, lung microbiome analysis was performed by next
generation sequencing (NGS) by targeting the 16S rRNA gene region. In addition,
bacteria were identified from the samples using conventional culture methods.

In our study, Neisseria and Streptococcus species in the patient group,
Haemophilus and Streptococcus species in the control group were dominantly
isolated in the culture when anaerobic bacteria such as Prevotella and Veillonella
were found be dominant in both groups in microbiome analysis by NGS.
Lactococcus, Pediococcus, Anaerobacillus and Friedmanniella were found to be
closely related to the development of lung cancer.

Our study is the first in our country to examine the lung microbiota of
patients with lung cancer. In addition, our study is one of the few studies in the
world in which lung microbiome analysis by using NGS was evaluated together
with isolation in culture. Therefore, our study will shed light on studies aimed at
illuminating the relationship between lung cancer and microbiota. In studies
conducted to determine the relationship of microbiota with diseases, we are of the
opinion that it would be more beneficial to support microbiome analysis by using
NGS with conventional culture methods using appropriate media, if necessary, and
to examine gut microbiota together with lung microbiota.

Key Words: Bronchoalveolar lavage, microbiome, microbiota, next generation
sequencing, lung cancer
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1. GIRIS ve AMAC

Biitiin diinyada yiiksek morbidite ve mortaliteye sebep olan akciger kanseri
kansere bagli 6liimlerin yaklasik %20’sinden sorumlu tutulmaktadir. Bu hastaligin 2018
yilinda 1,76 milyon kisinin 6liimiine yol agtig1 bildirilmistir. Akciger kanserli hastalarin
5 yillik sagkalim oranlar1 %20’den azdir’. Giiniimiizde, karsinogenezde molekiiler
mekanizmalar tespit edilerek, bunlarin terapdtik hedef olarak kullanilmasi ve bu siiregte
rol oynayan bir¢ok faktoriin net olarak tanimlanmasi ile sagkalim oraninda basarilar
elde edilmis ve siirveyans uzatilabilmistir, ancak kanser tam olarak tedavi edilebilir bir
hastalik haline getirilememistir. Kanser etyopatogenezinde sorumlu potansiyel
faktorlerin tespit edilmesi amaciyla ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir. Bu dogrultuda
kanser kaynakli bireysel, toplumsal ve ekonomik Kkayiplar azaltilabilecek veya
onlenebilecek, belki de yakin gelecekte kanser tamamen tedavi edilebilir hastaliklar
arasinda yerini alabilecektir®>.

Etiyopatojenezinde bir¢ok etkenin oldugu, halen tam olarak anlagilamamis aktif
bir siire¢ olan Karsinogenez, hasarli olmayan saglam bir viicut hiicresinin genetik ve
epigenetik modifikasyonlar sonrasinda kanser hiicresine doniisiim siireclerinin tamamini
kapsamaktadir. Genetik hasarin  baglatilmast  timor baskilayici  genler ve
protoonkogenlerin etkin rol oynadigi, irreversibl faza ge¢is ve sonucunda organizmanin
kanser hiicrelerine maruz kaldigi, cevresel toksik maddeler, iyonize radyasyon,
beslenme bozukluklari, immiin sistem anomalileri gibi birgok faktdr karsinogenezi
baslatabilmektedir. Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda mikrobiyotanin da
multifaktoriyel karsinogenez asamalarinda aktif rol aldigi gésterilmistir4. Kanser
tedavisinde Ozellikle son zamanlarda onay almis, tiimorleri spesifik olarak hedef alan
terapotik yaklasimlar ile basari sansi artmistir. Bunlara, serviks kanserinin profilaktik
tedavisinde kullanilan anti-insan papillomaviriis asilar1 ile metastatik melanomlarda
immiinoterapide kullanilan, sirasiyla sitotoksik T lenfosit antijeni 4'ii (CTLA4) ve
programlanmis hiicre 6liim proteini 1’i (PD1) hedef alan ipilimumab ve pembrolizumab
isimli ilaglarm kullanilmas: 6rnek olarak gosterilebilir®.

Kanser tedavilerindeki gelismelere ragmen, bircok kanser ¢esidi, yiiksek
mortalite orani ile seyretmektedir. Tedavi yaniti, etkinligi ve tedaviye direng gibi

hastaya 0zgli silireglerin mekanik olarak anlagilmasi, yeni terapotik stratejilerin



gelistirilmesinde ve personalize edilmis tedavi protokollerinin uygulanmasi igin
kullanilacak mevcut ilaglarm etkinliginin optimize edilmesinde ok énemlidir®.

Insan viicudunun degisik bélgelerinde dogumdan itibaren kolonize olan ve
homeostaziste aktif rol oynayan mikroorganizmalarin hematopoez, inflamasyon ve
immiinite basta olmak iizere bircok fizyolojik fonksiyon iizerindeki etkileri “’Insan
Mikrobiyota Projesi’’ kapsaminda yapilan c¢alismalarda Dbiiyiik o6l¢iide aciga
kavusturulmustur4. Ozellikle de kanser dahil pek ¢ok hastalikla iliskisinin gdsterilmesi
ile bu alanda calismalar hiz kazanmis ve mikrobiyotanin artik yeni bir organ olarak
degerlendirilmesi gerektigi goriisii ortaya cikmustir®™°. Yas, cografi farkliliklar, diyet
aligkanliklari, antibiyotikler, probiyotikler gibi faktorler ve intestinal motilite, pH,
redoks durumu, mikronutrientler, sekresyonlar (asit, safra, mukus, enzimler) gibi
tanimlanmis birgok etiyolojik faktoriin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunda yol
actig1 baz1 degisiklikler diabetes mellitus, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser dahil
birgok kronik hastalik ile iliskili bulunmustur™™**.

Diinya {lizerinde tahmin edilen, 10 farkh mikrobiyal tiirden sadece 11°1
Uluslararas1 Kanser Kayitlar1 Birligi (IACR) tarafindan insan kanserojenleri veya
onkomikroplar olarak tanimlanmistir. Bu mikroorganizmalar yilda tahmini 2.2 milyon
kanser vakasina neden olurlar. Elde edilen veriler 1siginda, mikroorganizmalarin
genotoksin aracili mutagenez yoluyla kanserleri baslattig1 gosterilmistir. Ozellikle
kolorektal, bas, boyun ve idrar yolu kanserlerinde kolibaktin, sitoletal distansiyon
toksini (CDT) ve Bacteroides fragilis toksininin neden oldugu mutasyonlar tespit
edilmistir™*™.

Ik olarak yaklasik 200 yil &nce, William B. Coley 1s1 ile inaktive ettigi
streptokoklari, kanserli hastalara enjekte ederek efektif bir antitlimor cevabr almigtir. Bu
caligmast ile ilk immiinoterapi anti-kanser tedavisini uygulamig ve timorlii hiicrelerin
bliylimesinde, immiin sistemin roliini géstermistire. Daha sonra 1920'lerde yiizeyel
mesane kanseri olan hastalara, intraven6z olarak Mycobacterium bovis enjekte edilmis
ve mikrobiyal immiin aktivasyonunun, kanser hiicrelerini ortadan kaldirdigim
gostererek, hastalarin sagkalim oraninin artmasi ile sonuglanan bir anti-kanser immiin
cevap almmistir®.

Mikrobiyota, viicudumuzun degisik bolgelerinde simbiyotik olarak yasayarak

immiinolojik, hormonal ve metabolik homeostazisimiz i¢in hayati 6nem tasidig1 bilinen



mikroorganizmalar biitlinlinii tanimlar. Mikrobiyom ise, gelismis molekiiler yontemler
kullanilarak herhangi bir yasam alaninda canliligi ispatlanamasa da birarada tespit
edilebilen mikroorganizmalar toplulugudur. Diger bir deyisle, mikrobiyota
mikrobiyomu olusturan biitlin canli {liyelerden ibarettir. Mikrobiyotanin kanser ile
iligkisi lizerine yapilan ¢alismalarin ¢ogunda, bakteriyel mikrobiyoma odaklanilmistir.
Bakteriler tiretmis olduklari toksinleri ile DNA onarimi, hiicre béliinmesi ve apoptozisi
kontrol eden proteinlerin ekspresyonlarini degistirerek hiicrelerin anormal biiyiimesine

sebep olup hiicre dongiisiini bozabilirler?™?

. Ayrica, bakteriler konagin malign
hiicrelere karsi immiin cevap olusturmasini da modiile edebilirler. Son zamanlarda
yapilan ¢alismalarda, mikrobiyota kompozisyonu ile klinik immiinoterapi arasinda bir
iliski oldugu gosterilmistir. Hayvan modelleri iizerinde yapilan c¢alismalarda,
mikrobiyotanin solid tlimorlerin immiin kontrol noktasi inhibitorlerinin (ICI), 6zellikle
de CTLA4’iin ve PD1/ligand 1'in (L1) sensitivitesini modiile ettigi gosterilmistir®?,
Elde edilen veriler 1s181inda epitelyal yilizeylerde yasayan kommensal ve mutual
mikroorganizma tiirlerinin ya da hastaneden veya c¢evreden kazanilan &zellikle
tiiberkiiloz disi mikobakteriler (TDM) gibi firsatg1 patojen mikroorganizmalarin
karsinogenez ve prognozundaki rolii tam agiklanamamis olsa da, viicudumuzda
kolonize olan bu mikroorganizmalarin kanserin baglangici, progresyonu ve viicuttaki
yayginligi, kanser tedavisine verilen Kisisel yanitlar ve toksisite ile iligkili olduklar
bilinmektedir. Ozellikle ¢ocukluk doneminde kazanilan mikrobiyotanin sekillenerek
daha sonraki yasam i¢in immiinolojik yanitlar1 etkileyebilecegi, ayrica antikanser
tedavilere yanit ve toksik yan etki egilimlerini de degistirebilecegi, yani dolayli olarak
da olsa karsinogenezin her asamasinda anahtar bir rol oynayabilecegi ile ilgili yeni
kanitlar ortaya c¢ikmaktadir. Caligmalarin genelinde bagirsak mikrobiyotas: iizerine
odaklanilmig, bu c¢aligmalar sonucunda bagirsaktaki mikrobiyal dengesizligin
homeostazis mekanizmalarim1 bozarak lokal etkisiyle beraber viicut genelinde de
infeksiyon hastaliklarina duyarliligin artmasina, otoimmiin durumlara ve karsinogeneze
katkida bulundugu gﬁsterilmistir2’3’5’7'13’26’27. Sindirim sistemi kanserlerine katkisina ek
olarak, bagirsak mikrobiyotasinin hem dogrudan hem de “bagirsak-akciger ekseni” adi
verilen organlararasi etkilesim mekanizmalar1 ile akciger mikrobiyotas: iizerinden

immiin yanit, enflamasyon, metabolizma, genotoksisite ve viriilans etki modiilasyonu

ile akciger kanseri dahil kronik akciger hastaliklarinin baslangic1 ve gelisiminde de



6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir®%%34

. Ancak akciger kanserine lokal etki
gosterdigi  diisliniilen akciger mikrobiyotast iizerine yeterli sayida ¢alisma
bulunmamaktadir.

Akciger kanserli hastalarda mikroorganizmalarin gbézardi edilerek uygulanan
tedavi stratejilerinin basarisizlikla sonuglanmasi ve biitlin diinyada bu hastaligin yiiksek
morbidite ve mortaliteyle seyretmesi géz oniine alindiginda, biz bu ¢aligmayla akciger
kanser tanis1 alan ve almayan hastalarin akciger mikrobiyotasinda bulunabilecek

mikroorganizmalarin varligin1 arastirmayr ve bu mikrobiyota kompozisyonlarini

karsilastirmayr amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mikrobiyota ve Mikrobiyom

Mikrobiyota, viicudumuzun degisik bolgelerinde simbiyotik olarak yasayarak
immiinolojik, hormonal ve metabolik homeostazisimiz i¢in hayati 6nem tasidig1 bilinen
mikroorganizmalar biitiiniinii tanimlar. Mikrobiyom ise, gelismis molekiiler yontemler
kullanilarak herhangi bir yasam alaninda canlilif1 ispatlanamasa da birarada tespit
edilebilen mikroorganizmalar toplulugudur. Diger bir deyisle, mikrobiyota
mikrobiyomu olugturan biitiin canli iiyelerden ibarettir. Bir insan viicudunda yaklasik 40
milyon hiicre ve 22 bin gen bulunmasina karsin ayni zamanda insan viicudu 900 farkli
bakteri, 360 farkli mantar tiiriiniin ve ¢esitli organizmalarin dahil oldugu 100 trilyon
mikroorganizma hiicresi ve 2 milyon mikrobiyal gene de ev sahipligi yapmaktad1r35. Bu
mikroorganizmalar, basta gastroinstestinal kanal, oral kavite, vajina, deri gibi tiim
mukozal yiizeylerde bulunurlar ve viicudun farkli kisimlarinda, farklt dominant tiir
olarak goriilmektedirler®.

Insan mikrobiyotasinin sekillenmesinde basta dogum ve beslenme etkiliyken;
yas, cografi farkliliklar, diyet aliskanliklari, antibiyotikler, probiyotikler gibi faktorler,
intestinal motilite, pH, redoks durumu, mikronutrientler, sekresyonlar (asit, safra,
mukus, enzimler) gibi tanimlanmis bir¢ok etiyolojik faktér de mikrobiyotanin
kompozisyonunun farklilik gdstermesine neden olur®°.

Normal fizyolojik sartlarda mikrobiyotanin; hematopoez, inflamasyon ve
immiinite basta olmak iizere insan saglig: ilizerinde bir¢ok fonksiyonu bulunmaktadir,
ancak yapilan ¢alismalarda mikrobiyota kompozisyonundaki degisiklikler diabetes
mellitus, kron, obezite, romatoid artrit, enfeksiyon, kanser, otoimmiin ve
kardiyovaskiiler hastaliklar dahil birgok kronik hastalik ile iliskili bulunmustur.
Mikrobiyotanin insan sagligt ve kanser dahil pek ¢ok hastalikla iligkisinin gosterilmesi
ile bu alanda c¢alismalar hiz kazanmis ve mikrobiyotanin artik, yeni bir organ olarak
degerlendirilmesi gerektigi gorlisii ortaya ¢ikmistir. Gelecekte mikrobiyotanin ilaglar
icin hedef olarak kullanilabilecegi ve boylece, birgok hastaligin tedavisinde biyobelirteg

olarak 6n plana ¢ikabilecegi dﬁsﬁnﬁlmektedir3’1o.



2.1.1. Akciger Mikrobiyotasinin Komponentleri

Akcigerler siirekli olarak, {ist solunum yollarinda bulunan ve havada asili kalan
mikroorganizmalara maruz kalmaktadir. Yakin zamana kadar, akcigerlerde geleneksel
kiltir yontemleri ile nadiren bakteri izole edildigi i¢in, alt solunum yollariin steril
oldugu kabul edilmistir. Saglikli kisilerde kiiltiir teknikleri ile izole edilen bakterilerin
iist solunum yollar1 florasina ait oldugu diisiiniilmiistiir, bunun disinda alt solunum
yollarinda bakterilerin bulunmasi patolojik olarak degerlendirilmistir37'39. Giliniimiizde
insan akcigerlerindeki bakteri biyokiitlesi az olmasma ragmen, bakteri DNA’s1 alt
solunum yollarinda siklikla bulunmakta ve yeni nesil sekans (YNS) teknikleri ile tespit
edilmektedir?’ "4 (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Akciger kanseri hastalarindan alinan ¢esitli 6rnekler ile yapilan ¢aligmalarda tespit edilen
bakteri topluluklarl43

Bakteri taksonlar: Cahismada kullanilan 6rnek Materyal
sayisl1
Granulicatella, Abiotrophia, 16 Balgam
Streptococcus
Granulicatella, Streptococcus, 10 Balgam

Mycobacterium

Veillonella, Megasphaera 28 Bronkoalveolar lavaj
Cyanobacteria 29 Akciger dokusu
Streptococcus, Neisseria 42 Korunmus fir¢a 6rnegi
Streptococcus, Prevotella 40 Akciger dokusu
Acidovorax 176 Akciger dokusu
Streptococcus, Veillonella 85 Havayolu fir¢a 6rnegi

Yapilan caligmalarin bir¢ogu, akcigerde tespit edilen bakteriyel DNA’larin,

cansiz mikroorganizmalardan kaynaklandig: géstermistir41’42’44

. Willis ve arkadaslar1
yapmis oldugu calismada, siniis dokusundan elde edilen bakteriyel DNA’larin yarisinin
cansiz mikroorganizmalardan kaynaklandigini tespit etmislerdir®. Akcigerlerin immiin
hiicreler tarafindan aktif olarak denetlenmesi, bakterilerin saglikli akcigerlerde nadiren
bulunduguna dair geleneksel goriisii desteklemektedir'. Segal ve arkadaslari yapmis
oldugu c¢alismada, akciger Orneklerindeki bakteriyel DNA’lar1 negatif kontrol
6rneklerinden ayirt edememislerdir®®. Bu bulgular, akcigerlerde izole edilen bakteri

DNA’larinin canli olmayan organizmalardan kaynaklandigini desteklemektedir®®®,



Fakat son zamanlarda yapilan ¢alismalarda ise, uygun protokoller uygulandiginda alt
solunum yollarinda bulunan mikroorganizmalarin kiiltiirlenebilecegi gosterilmistir, bu
da mikrobiyotanin sadece bakteriyel DNA veya kalintilarindan olugmadigimi

desteklemektedir®®®,

2.1.2. Akciger Mikrobiyotasinin Olusmasi

Hayvan modelleriyle yapilan calismalarda, yasamin ilk 2 haftasinda akcigerlerde
bakteri popiilasyonunun arttig1 tespit edilmistir™. Yapilan ¢alismalarda, erken donemde
Gammaproteobacteria, Firmicutes’e ait bakteri taksonlari hakimken, ileri dénemde
ozellikle Bacteroidetes subesine ait gesitli bakteri taksonlarinin baskina hale geldigi
gosterilmistir. Mikrobiyota kompozisyonu degisikliklerinin, c¢evresel alerjenlere
toleransi arttiran, PD1 bagimli T regiilator (Treg) hiicrelerinin artmasiyla iliskili oldugu
diistinilmektedir. Bu nedenle akciger mikrobiyotasi, akciger immiin sistemini
sekillendirir ve organi inhale mikroorganizmalara kars: korumada kilit rol oyar™.

Insanlarda alt solunum yollarma mikroorganizmalar, yasamm ilk 2 aymda
yerlesir52. Erken dogan bebeklerde akciger mikrobiyota kompozisyonu, dogum sekline
bagli olarak degismektedir>>*. Alt solunum yollarma mikroorganizma yerlesmesinin
mikroaspirasyonlara bagli oldugu disiiniilmektedir. Normal kisilerde, akciger
mikrobiyotas1 degerlendirildiginde, bazi spesifik bakterilerin goreceli olarak bol
miktarda bulunmasina karsin, bunun iist havayollarindan kaynaklanip kaynaklanmadig:
bilinmemektedir*2. Ciinkii saghkli bireylerde de mikroaspirasyonlar goriilmektedir.
Bunun o6tesinde, normal bireylerde goriilen mikroaspirasyonlarin, kronik obstriiktif
akciger hastaligi (KOAH), astim, uyku apne sendromu, kistik fibrozis ve kronik akciger
enfeksiyonu olan hastalarda daha fazla oldugu bilinmektedir. Bu durum hastalikli
bireylerdeki mikrobiyota ¢aligmalarinda bir sorun olmaya devam etmektedir. Ayrica
cesitli ¢evresel maruziyetler ve sik antibiyotik kullanimi da alt solunum yolu

mikrobiyotas iizerine bir etki olusturmaktadir®?,

2.1.3. Saghkh Akcigerlerde Mikrobiyota Kompozisyonu
Kiiltirden bagimsiz teknikler kullanilarak yapilan analizlerde, o6zellikle
Firmucutes subesine ait Veillonella, Streptococcus ve Bacteriodetes subesine ait

Prevotella gibi oral kommensal bakterilerin saglikli akcigerlerde bol miktarda



16,19,21,41,42

bulundugu tespit edilmistir Sagliklt kisilerde faringeal sekresyonlarin

mikroaspirasyonu, akciger mikrobiyotasinin temelini olusturmaktadir® 2,

Segal ve ark. akciger mikrobiyomunu bakteri yiikii ve taksonlar1 baz alarak
"pnomotip" adi verilen iki grupta smiflandirmislardir. Birinci grupta bakteri
popiilasyonu  fazladir. Prevotella ve Veillonella gibi oral kommensal
mikroorganizmalarca zengindir ve supraglotik baskin taksonlar pnomotipi olarak
adlandiilmistir. Ikinci grupta ise, bakteri yiikii azdir. Acidocella ve Pseudomonas gibi
cevresel taksonlar bulunur ve arka plan baskin taksonlar pnomotipi olarak
adlandirilmigtir.  Oral kommensal mikroorganizlarin bol miktarda bulundugu
mikrobiyomla, akcigerin immiin durumunun modiilasyonunda anahtar rol oynayan T
yardimer 17 (Th17) hiicreleri ile iliskili lokal inflamatuar cevapla korele oldugu
gésterilmistir42. Yapilan bagka bir ¢alismada ise, akciger mikrobiyomunun oral kavite
ve diger bolgelerden farkli mikroorganizma toplulugu icerdigi, oOzellikle

proteobakterilerin baskin oldugu (%60) tespit edilmistir™.

2.2. Kanser

Kanser biliylime 6zellikleri bozulmus hiicrelerin klonal yayilimidir ve somatik
genetik hastaliklarin en sik, en yaygin ve ayni zamanda en komplike olamidir®®. Bati
toplumlarinda her ii¢ insandan birinde kanser gelismekte ve beste biri 6lmektedir*®®’.
Tim kanserler, DNA dizisindeki birtakim anormalliklerle olusmaktadir. Kanserlerin
%10- 15 sinin, kalitimsal oldugu yani ebeveynlerden gelen genlerle aktarildigi, geriye
kalan %85-90° lik kismini ise yasam boyunca canli hiicrelerdeki DNA’nin, mutajenlere
maruz kalmasi, hiicre DNA sindaki hafif progresif degisiklikler ve replikasyonda hatalar
olusmasi ile sekillendigi diisiiniilmektedir. Bazen olusan bu mutasyonlardan biri, iginde
bulundugu hiicrenin biiylimesini ve bu hiicreden tiireyen bir kanser klonunun olugmasini
saglar. Kanser multifaktoryel olup, bakterilerden virlislara, radyasyondan kalitima,
cevresel faktorlerden beslenme aliskanligina ve kimyasallara kadar bir¢ok faktor kanser

olusumunda suc;lanmaktadlrSB'63

. Kalitim yoluyla kanser meydana gelme olasilig
cevresel faktorlere oranla ¢ok daha azdir. Genlerin, baz1 hastaliklara kars1 yatkinliga
neden olup olmadiklar1 konusundaki arastirmalar halen devam etmektedir. Normalde

timor gelisimini Onleyen tiimdr baskilayici genlerdeki bir bozuklugun, kalitimsal olarak



aktarilmas1 ve sigara gibi bir karsinojenin ilave katkisi ile bireyler kansere yatkin bir
hale gelebilmektedirler®* .

Cevresel olarak maruz kaldigimiz birgok kimyasal madde, kansere sebep
olmaktadir. Ilaglar ve yagl yiyecekler, baz1 kiifler (alfatoksinler), iyottan fakir diyet,
kirmizi etten zengin diyetler, yanmis yaglar1 iceren besinler de kansere sebep olan
onemli gevresel faktorlerdendir. Sigara, alkol, hardal gazi, benzen, komiir tozu ve zifti,
madeni yaglar, naftalin ve asbestos da diger kimyasal kanser yapici etkenlerdir® .

Kansere sebep olan fiziksel etkenler i¢inde, radyasyon, 1s1, giines 15181, mekanik
darbeler bulunmaktadir. Iyonize radyasyon gibi 1smimlar (x, gama isinlari, niikleer
emisyonlar, ultra viole 1sinlari) biyolojik makromolekiillere direkt olarak etki
edebilecek yeterli intrinsic (quantum) enerjiye sahiptirler. Boylelikle biyolojik
makromolekiillerden elektron kopartabilir ya da bunlar pozitif yiikle yﬁkleyebilir64'66.
Bu ise DNA’da tek ve ¢ift zincir kiriklari ile baz ya da sekerde modifikasyonlara sebep
olur. Son yillarda elektirikli ev aletlerinden yayilan, disiik ve yiiksek frekansli manyetik
alanlarin da (non-iyonize 1sinimlar) DNA {izerinde hasar olusturduguna dair caligsmalar
mevcuttur °"%,

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron ihtiva
ettiklerinden oldukga reaktiftirler. Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller
oksijenden olusan reaktif oksijen tiirleridir (ROS). ROS’un kanser olusumunun farkli
evrelerine etki ettigi ve boOylece kanser olusumunda bircok roller iistlendigine dair

onemli kamtlar vardir®>®

. ROS olusumunu ve bunun olusturdugu hasar1 dnlemek i¢in
viicutta bulunan savunma mekanizmalarina antioksidan koruma sistemi (antioksidanlar)
denir. Hiicresel oksidan sisteme karsi antioksidan koruma sistemi, gerekli dengeyi
saglar. Hiicresel oksidan sistemin asir1 yliklenmesi yiiziinden bu kritik denge bozuldugu
zaman (oksidatif stres) ROS, hiicre hasar1 olusturur®.

Oksidatif strese bagli olarak gelisen, DNA hasar1 eger onarilmazsa, premutajenik
ozellik gésterir64. Mitozun hasarli kopyalanmig DNA ile devami, tiimor hiicresi ile
sonlanabilir. Ayrica ROS, protein ve lipid peroksidasyonu ile plazma membraninda
hiicresel aktiviteleri etkileyerek yapisal degisiklikler olusturabilir. ROS membrana bagl
protein kinazlari, biiyiime faktorleri ve reseptorlerini bdylece de sinyal iletimini,

onkogen aktivasyonunu ve baskilayici genlerin inaktivasyonunu etkileme yetenegine



sahiptirler. Bu da gostermektedir ki ROS, onkogenler ve kanser olusumu iizerinde
onemli etkiye sahiptir®.

Cevresel faktorlerin ve beslenme aligkanliklarinin olumlu yonde olmasi ise
kanserlerden korunmada oldukc¢a 6nemlidir. Meyve ve sebze tiiketiminin akciger, mide,
meme, pankreas, kalin bagirsak, girtlak ve yemek borusu kanserlerini 6nledigine dair
pek cok bilimsel bulgu vardir. ROS’un karsinogenezdeki olumsuz etkilerine karsi,
meyve ve sebzelerin igermis oldugu antioksidanlar ve posali yapilar1 sayesinde
koruyucu etki gosterdigi belirlemistir’.

Genetik degisiklik replikasyonla yayildigindan dolay1 karsinogenesis i¢in hedef
hiicreler, dokularda siirekli yenilenen kok hiicreleridir’. Tiimér olusumu, neoplastik
transformasyon (genetik defektlerin gelisimiyle normal hiicrenin neoplastik hiicreye
doniistimii) ve neoplastik gelisim olarak ikiye ayrilir. Onkogenesis ve karsinogenesisde

172 Neoplastik

olaylarin ilk basamagii neoplastik transformasyon olusturmaktadir
transformasyon spontan olabilecegi gibi ¢esitli sekillerde indiiklenerek de (baz c¢ifti
degisikliklerini, mispairing, delesyon, translokasyonlar1 ve amplifikasyonlari)
olusabilir”®. Baska bir deyisle olusan neoplastik transformasyon, DNA replikasyonunun
ve tamir mekanizmalarmin diizgiin c¢alismamast sonucu hiicrelerde olusan
mutasyonlarin ~ sonucudur. Mutasyonlar, biiyiime kontroliiniin  kayb1”"™ ile
sonuglanarak, protoonkogenler, tiimor baskilayict genler, timdr baskilayic1 genleri
diizenleyici genler ve biiyiimeyi kontrol eden genlerde olusur™"".

Onkogenesisin ikinci basamaginda yer alan neoplastik gelisme, kanser

hiicresinin klonal proliferasyonuna yol agarak,’*"

once ¢evre dokulara sonra da uzak
dokulara yayilarak biiyiimesini saglar’®. Siirekli proliferasyonla timériin biyolojik
davranisinda malignansiye dogru giden progressif degisiklikler ortaya ¢ikar®.

Kansere sebep olan etmen her ne olursa olsun, sonugta hiicrenin genetik
malzemesinde bozulma meydana gelir. Tek bir gendeki mutasyondan ¢ok, birka¢ gende

birden olusan hasar (hiicre sayisinin artmasi yoniinde ¢alisan genler oncogenler, timor

Onleyici genler ve DNA onarim genleri) kanser olusumunda rol oynamaktadlrgl.
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2.2.1. Kanser ve immiin Sistem iliskisi

2.2.1.1. Immiin Gézetim

Bagisiklik sistemi, transforme olmus hiicrelerin biiylimesini engeller ve bunlari
cogalip zararli hale gelmeden yok eder. Bu durum kanser immiin gozetimi olarak
adlandirilir®. Kanser immiin gdzetimi bu gdrevini karsinojenezisin inhibisyonu ve
diizenli hiicre homeostazinin siirdiiriilmesiyle saglarsg. Giliniimiizde immiin gozetim
teorisine gore timor hiicreleri, bagisiklik hiicreleri i¢in pasif bir hedef degildir.
Bagisiklik hiicrelerinden kagma ve konak immiin sistemini etkisiz hale getirme
yetenegine de sahiptirler. Hatta tiimor hiicresi ile immiin hiicreler arasindaki

etkilesimlerde siklikla immiin hiicreler olmektedir®.

2.2.1.2. immiin Diizenleme

Farelerde yapilan calismalar, immiin sistemin kanseri onleyici Ozelliginin
yaninda kanser olusumuna yardim ettigi durumlarin da oldugunu ortaya koymustur.
Immiin sistemin bu iki etkili 6zelliginden dolayr immiin gdzetim teriminin immiin
sistemin kanserle olan iligkisini tam olarak karsilamadigi diisiiniilmektedir. Bunun
yerine Onerilen immiin diizenleme tanimi ise hem tiimoér olusumunu engelleme hem de
neoplastik hastaligin olusumunu bicimlendirme islevini tanimlar®™. Kanser immiin
diizenlemesi ili¢ dinamik fazdan olusan bir siirectir. Kanserin 3 E’si olarak tanimlanan
bu stirecler; elimination (bertaraf etme), equilibrium (denge) ve escape (kagig) olarak
tanimlanir. Elimination genel olarak immiin gozetim kavraminin 6zelliklerini ortaya
koyar. Equilibrium ise eliminasyon fazindayken immiin sistem tarafindan tam olarak
ortadan kaldirilamamis tiimorlerin latent periyot evresidir. Escape fazinda ise
equilibrium fazindaki tiim kisitlamalara ragmen immiinolojik bariyerleri gecebilen

tiimérlerin bilyiiyiip ¢ogaldigi evredir ® (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Kanser immiin diizenleme siirecinin 3 fazi

2.3. Mikrobiyota ve Kanser

Mikrobiyota, viicut alanimizi paylasan komensal, simbiyotik ve patojenik
mikroorganizmalarin ekolojik toplulugudur®. Bu mikroorganizmalar arasinda protozoa,
mantarlar, bakteriler ve viriisler bulunur ve organlara spesifik mikrobiyal topluluklar
olustururlar. Mikrobiyotanin biiyiikliigli ve kompozisyonu, konak¢i ve g¢evresel
faktorlerden etkilenir, viicudun farkli kisimlarina gore degisiklik gosterir.
Mikroorganizmalar insanlarda hastalik olugmasina ve immiin cevabin de§ismesine
katkida bulunabilir. Mevcut tahminlere gore, mikrobiyal hiicre sayisi konakgi hiicre
sayisina esittir ve toplam mikrobiyota agirligi viicut agirliginin 0.2 kilogramini
olusturur®®. Mikroorganizmalar, okaryotik hiicrelere kiyasla 100 kat daha fazla gene
sahip oldugu distliniilmektedir. Mikroorganizma ve konak ‘’holobiont’ adi verilen
karmasik prokaryotik okaryotik iligkilerin bir arada bulundugu ve konagin fizyolojisi
tizerinde onemli etkisi bulunan bir ekolojik birime doniismiistiir. Bu etkilesim hem
konagin genetigi ve immiin cevabi gibi endojen faktorler ile hem de beslenme,
biyocografik lokalizasyon ve ila¢ profilleri gibi c¢evresel faktorler ile regiile
edilmektedir®” .

Mikroorganizmalarin enfeksiyon hastaliklarina neden oldugu bilinmesine
ragmen, kanser dahil olmak iizere birgok bulasict olmayan hastaliklarin
etyopatogenezinde rol oynadigi  gosterilmistir’. insanlar iizerinde yapilan

epidemiyolojik ¢alismalarda mikroorganizmalarin kanserle iligkisi gosterilmis, spesifik
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mikroorganizmalarin kanserler tizerinde ki etyopatojenik roliinii kanitlamak ic¢in hayvan
modelleri kullanilmistir®®,

Diinya iizerinde tahmin edilen, 10* farkli mikrobiyal tiirden sadece 11’1 IACR
tarafindan insan kanserojenleri veya onkomikroplar olarak tanimlanmistir. Bu
mikroorganizmalar yilda tahmini 2.2 milyon vakaya neden olurlar*****®, Elde edilen
veriler 1s181inda, mikroorganizmalarin genotoksin aracili mutagenez yoluyla kanserleri
baslattig1 gdsterilmistir. Ozellikle kolorektal, bas, boyun ve idrar yolu kanserlerinde
kolibaktin, CDT ve Bacteroides fragilis toksininin neden oldugu mutasyonlar tespit
edilmistir™*™.

Karsinogenez, hasarli olmayan saglam bir viicut hiicresinin genetik ve
epigenetik modifikasyonlar sonrasinda kanser hiicresine doniisiim proseslerinin
tamamin1 kapsamaktadir. Genetik hasarin baglatilmas1 tiimor baskilayic1 genler ve
protoonkogenlerin etkin rol oynadigi, bir dizi genetik ve molekiiler farkliliklar
sonrasinda, irreversibl faza gecis ve sonucunda organizmanin kanser hiicrelerine maruz
kaldig1 etiyopatojenezinde birgok etkenin oldugu, halen tam olarak anlasilamamis aktif
bir siirectir. Cevresel toksik maddeler, iyonize radyasyon, beslenme bozukluklari,
immiin sistem anomalileri gibi bir¢ok faktdr karsinogenezi baglatabilmektedir. Son
zamanlarda yapilan ¢aligmalarda mikrobiyotanin da multifaktoriyel karsinogenez
asamalarinda aktif rol aldigi gésterilmistir4. Son 50 yil iginde, cerrahi, kemoterapi,
radyoterapi, immunoterapi ve hormonal terapi gibi ¢esitli yaklagimlar ile kanser
tedavisinde ilerlemeler kaydedilmistir. Ozellikle son zamanlarda onay almis, tiimorleri
spesifik olarak hedef alan terapotik yaklasimlar ile tedavide basari sansi artmistir. Ornek
olarak, serviks kanserinin profilaktik tedavisinde kullanilan anti-insan papillomaviriis
asilar1 ile metastatik melanomlarda immiinoterapide kullanilan, CTLA4’ti ve PD1’i
hedef alan, ipilimumab ve pembrolizumab verilebilir®.

Kanser tedavilerindeki gelismelere ragmen, birgok kanser ¢esidi, yiliksek
mortalite orani ile seyretmektedir. Tedavi yaniti, etkinligi ve tedaviye direng gibi
hastaya 0zgili siireglerin mekanik olarak anlasilmasi, yeni terapdtik stratejilerin
gelistirilmesinde ve personalize edilmis tedavi protokollerinin uygulanmasi igin
kullanilacak mevcut ilaglarin etkinliginin optimize edilmesinde ¢ok Snemlidir®.

Ik olarak yaklasik 200 yil &nce, William B. Coley 1s1 ile inaktive ettigi

streptokoklari, kanserli hastalara enjekte ederek efektif bir antitlimor cevabr almistir. Bu
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caligmasi ile ilk immiinoterapi anti-kanser tedavisini uygulamis ve tiimdrli hiicrelerin
biliylimesinde, immiin sistemin roliinii gé')stermistirﬁ. Daha sonra 1920'lerde yiizeyel
mesane kanseri olan hastalara, intraventz olarak Mycobacterium bovis enjekte edilmis
ve mikrobiyal immiin aktivasyonunun, kanser hiicrelerini ortadan kaldirdigini
gostererek, hastalarin sagkalim oraninin artmasi ile sonuglanan bir anti-kanser immiin
cevap almmistir®.

Mikrobiyotanin kanser ile iligskisi {izerine yapilan c¢alismalarin ¢ogunda,
bakteriyel mikrobiyoma odaklanilmistir. Bakteriler tiretmis olduklar1 toksinleri ile DNA
onarimi, hiicre bdliinmesi ve apoptozisi kontrol eden proteinlerin ekspresyonlarini
degistirerek  hiicrelerin anormal biiylimesine sebep olup hiicre dongiisiinii

bozabilirler?*%?

. Ayrica, bakteriler konagin malign hiicrelere karst immiin cevap
olusturmasini da modiile edebilirler. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, mikrobiyota
kompozisyonu ile klinik immiinoterapi arasinda bir iligki oldugu gosterilmistir. Hayvan
modelleri iizerinde yapilan caligmalarda, mikrobiyotanin solid tiimoérlerin immiin
kontrol noktasi inhibitorlerini, ozellikle CTLA4’iin ve PD1/L1 sensitivitesini modiile
ettigi gésterilmistir23'25.

Bakteriler haricinde mikroorganizmalarin, 6zellikle virlislerin kansere neden
oldugu bilinmektedir. insanlarda kansere neden oldugu bilinen viriisler arasinda insan
herpes viriisleri 4 ve 8, hepatit B viriisli ve hepatit C viriisii, insan T-lenfotropik virtis-I,
insan papilloma viriis 16,18 ve merkel hiicresi polyomaviriis bulunur®*, Bakteriler
arasinda Helicobacter pylori ve Salmonella typhi’nin gastrik kanser ve
kolanjiyokarsinom gelisimine katkida bulundugu bilinmektedir®®®’. Protozoal parazitler
arasinda Schistosoma haematobium ve Opisthorchis viverrini idrar kesesi ve safra
kesesi karsinogenezinde rol oynayabilir®. Bazi parazitlerin, bakterilerin ve viriislerin
onkojenik potansiyelinin oldugu bilinmekle birlikte, insan mikrobiyotasinin
karsinogenezde nasil bir rol oynadigi ve prognozunu nasil etkiledigi agik degildir.
Gliniimiizde bu bilgilerin aydinlatilmas1 YNS gibi donanimli cihazlarla, yiiksek verimli

DNA dizilemesi neticesinde miimkiin olmustur>*°.

2.3.1. Mikrobiyota ve Kanser immiinitesi

Immiin sistem ve kanser etkilesimi, kanserin dnlenmesinde ve progresyonunda

anahtar bir rol oynar. Mikrobiyotanin son zamanlarda immiin sistemi modiile etme
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kapasitesi oldugu ve dolayisiyla kanser immiinitesini etkiledigi diistiniilmektedir.
Mikrobiyota kanserin eliminasyon, denge ve kagis gibi tiim asamalar1 iizerinde etkisi
olabilmektedir. Eliminasyon sirasinda kanser hiicreleri tarafindan iiretilen yabanci
epitoplar, T hiicrelerinin kanser hiicrelerini ortadan kaldirdigi bir immiin cevabi
indiikler. Mikrobiyota, bu T hiicre aracili tiimérisidal aktiviteyi modiile edebilir®**®.
Fareler iizerinde yapilan calismalarda antibiyotiklerin kullanilmasi, adaptif T hiicre
transferinin etkinligini 6nemli 6l¢ilide azaltm1st1r101'102.

Timorler biiylidiikge, anjiyogenez ile iliskili mekanizmalar ortaya ¢ikar, timor
infiltre eden miyeloid hiicrelerin birikimi ile karakterize olan timdr bdolgesini

gevreleyen lokal inflamasyona neden olurlar'®™®,

Bu tiimér infiltre eden miyeloid
hiicrelerin tiiméorisidal potensiyalinin, mikrobiyotadan kaynaklanan sinyallere baglh
oldugu ileri siiriilmiistiir*®.

Eliminasyon asamasinda hayatta kalan kanser hiicreleri, timdr biiyiimesi ile
reaktif immiin tepkisi arasinda dinamik bir denge yaratacak sekilde yayilmaya baslar.
Kanser hiicreleri mutagenez veya epigenetik modifikasyonlarin birikmesiyle immiin
siirveyans tarafindan taninmaz hale geldiginde kanser kacis fazina girer. Bu fazda
mikrobiyota, tiimorii infiltre eden miyeloid hiicrelerin aktivitesini ve Treg

. ey 3 . ry 106.107
indiiksiyonunu modiile edebilir® %1%,

2.3.2. Tiimor Mikrobiyomu

Timorlerde, mikroorganizma kolonizasyonu ilk olarak 1950°li yillarin
baslarinda bildirilmis ve daha sonra yapilan bir¢ok calismada, tiimor mikrogevresinde
bakteri kolonizasyonu gésterilmistirlo&log. Kemirgen modellerinde, bakterilerin timor
dokularinda lokalize oldugu ve ¢ogaldig1 gésterilmistirno. Tiimdr biliylimesi, timor
mikrogevresine bakteri girisine izin verdigi diislinlilen yeni bir damar sisteminin
gelismesine neden olur. Bu olusan yeni damar sistemi, tiimor hiicrelerine yeteri kadar
kan1 tagityamaz. Kan tasinmamasi ve hizla ¢ogalan tiimor hiicrelerinin artan oksijen
ithtiyaci, tiimor icinde nekroza ve hipoksiye sebep olur. Bu faktorler, bakterilerin
¢ogalmast igin predispozan faktorlerdir'™.

Tiimor mikrogevresindeki mikroorganizma kolonizasyonu, viicudun herhangi bir

yerinde olusabilen enfeksiyondan kaynaklanabildigi gibi, gastrointestinal epitel

bariyerin bozulmasi ile mikroorganizmalarin bagirsak limenine translokasyonu
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sonucunda da gelisebilmektedir'*'. Yapilan c¢alismalarda, oral mikrobiyomun

kommensal bir iiyesi olan Fusobacterium nukleatum’un kolon adenokarsinomu olmak
izere bircok patojenik durumla iligkili oldugunun gosterilmesi, tiimor mikrobiyomu ile
lokal tiimor immiinitesi arasinda kompleks bir etkilesimin var oldugunu ileri
stirmektedir. Kolon adenokarsinomunda F. nucleatum, dogal oldiiriicii hiicrelerin
sitotoksisitesini ve T hiicre aktivasyonunu inhibe ederek tiimor hiicrelerinin ortadan

kaldirilma yeteneklerini sinirlamaktadir# %,

2.4. Akciger Kanseri

Biitiin diinyada yiiksek morbidite ve mortaliteye sebep olan akciger kanseri
kansere bagli 6liimlerin yaklasik %20’sinden sorumlu tutulmaktadir. Bu hastaligin 2018
yilinda 1,8 milyon Kkisinin Oliimiine yol actigi bildirilmistir. Erkeklerde, prostat
kanserinden sonra, kadinlarda ise meme kanserinden sonra en sik goriilen 2. kanser
cesididir. Akcigerin tek veya her iki lobunda gelisebilmektedir. Akciger kanserinde en
6nemli risk faktorii titin kullanmmidir™?" . Akciger kanseri, tipik olarak 60-70 yas
arasindaki kadin ve erkeklerde goriiliir. Akciger kanseri gelisiminde sigara i¢imi en
onemli nedendir. Kitlenin yerlesim yeri, invazyonu ve lokal veya uzak metastazina gore
klinik bulgular degisiklik gosterir'!’.

Diinya saghk orgiitii, akciger kanserinin histolojik bulgulara gore
siniflandirimasim 2011 yilinda giincellemistir'’’. Biiytime hizi, yayilimi, metastazin
zamanlamasi, kemoterapi ve radyoterapiye yanitina gore temelde kiigiik hiicreli dis1 ve
kiiciik hiicreli olmak iizere iki ana baglik altinda toplanmistir. Kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanserleri de kendi aralarinda; adenokarsinom, skuamoz hiicreli karsinom ve biiyiik
hiicreli karsinom olarak subgruplara ayrilmigtir. Buna gore tiim akciger kanserlerinin
yaklasik %83°1 kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri, %16’s1 kiigiik hiicreli akciger
kanserinden olusmaktadir®®.

Giintimiizde, modern tibbin amaci kanser ortaya ¢ikmadan engellemektir. Bu
nedenle sigara basta olmak iizere tiitiin {irlinlerinin kullanilmamasi, alkol tiikketimini
siirlamak, fiziksel aktiviteyi arttirmak, taze sebze ve meyveler sayesinde vitamin ve
mineral destegi, ¢ok fazla kirmizi et ve hazir gida tiiketmemek, stresi kontrol etmek ve
uzun saatler boyunca giines 1siklarina maruz kalmamak gibi 6nlemler kanserin ortaya

¢ikmasini engellemek acisindan onemlidir'®®.
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Onkoloji alanindaki gelismelere ragmen, kanser hala tamamen tedavi edilebilir
hastaliklar kategorisinde degildir. Ancak, kompleks karsinogenez asamalarinda rol
oynayan faktorlerin tespit edilmesi ile bu yolda Onemli adimlar atilmaktadir.
Karsinogenez siirecinde viicudumuzun epitelyal yiizeylerinde yasayan kommensal
mikroorganizma tiirlerinin aktif rol oynadigi, ayn1 zamanda kanser tedavisine verilen
kisisel yanitlar ve toksisite ile de iliskili oldugu Insan Mikrobiyota projesi kapsaminda
son donemde elde edilen veriler ile gésterilmistirl‘3‘27’116.

Sonug olarak, kanser olusumu ve tedavisi asamalarinda anahtar role sahip major

bir faktoriin daha ortaya ¢ikarilmasi, kansere bagl kisisel, toplumsal ve ekonomik

kayiplari azaltacaktir.

2.4.1. Akciger Kanserinde Mikrobiyota Kompozisyonu

Akciger kanseri hastalarinda akciger mikrobiyomu ile ilgili az sayida calisma
yapilmis olmasina ragmen, yapilan calismalarda kontrol grubu bireylere kiyasla
Granulicatella, Abiotrophia ve Streptococcus cinsi bakterilerin ¢ok daha fazla oranda
bulunduklar1 gézlenmistir. Ancak kanserli hastalarda bakteriyel cesitliligin, kontrol
grubu bireylere gére cok daha az oldugu tespit edilmistir®>*®1%-122,

Yapilan ¢alismalar, bronkoalveolar sivilarin akciger kanser hastalari ile saglikli
bireyler arasindaki bakteriyel cesitliligi tespit etmek amaci ile bir tarama araci olarak
kullanilarak akciger kanseri gelisimini dnceden tahmin edebilecegini ileri slirmektedir.
Liu ve arkadaslari yapmis olduklari galismada, akciger kanseri mikrobiyomunda bol
miktarda Streptococcus cinsi bakterilerin  bulundugunu, Staphylococcus cinsi
bakterilerin ise hi¢ bulunmadigini tespit etmislerdir. Bu sonug, Streptococcus’larin
akciger kanserinde zararli bir rolii, Staphylococcus’larin ise koruyucu bir etkisi
olabilecegini ileri sirmektedir®®. One siiriilen bu hipotez, Streptococcus ve
Staphylococcus cinsi bakterilerin karsinogenez olusumundaki rolleri ile ¢elismektedir.
Ciinkii Staphylococ’larin DNA hasarini indiikleyebildigi ve Streptococ’larin ise DNA

hasarmi 6nleyebildigi bilinmektedir'?

. Bu ¢eliski, karsinogenezde rol oynayan bakteri
tirlerinin ve suslarinin tanimlanmasindaki zorluklarla agiklanabilmektedir. Belirli
taksonlar farkli viicut nislerinde farkli roller oynayabilmekte veya ayni takson, farkli
uyaranlarin = varhi@ina bagli olarak ayn1 yerde koruyucu veya =zararhh etki

gé’)sterebilmektedir47’9o.
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Akciger mikrobiyotasinin, yasam tarzi, kirlilik, tiitin kullanimi gibi ¢esitli
faktorler ile iligkili oldugu ve bu faktorlerin mikrobiyota kompozisyonunu da

M9 Thermus cinsi bakterilerin ileri

degistirebilecegi géz Oniinde bulundurulmalidir
evre kanser hastalarindan alinan dokularda, Legionella’nin ise metastaz gelisen
hastalarda bol miktarda bulundugu gosterilmistir>

Akciger kanserinde mikrobiyota kompozisyonunun roliiniin daha iyi anlasilarak,
mikroorganizmalarin kanser biyobelirtecleri olarak kullanilabilmesi veya terapdtik
yaklasimlar i¢inde degerlendirilebilmesi i¢in hayvan modellerinin ve hastalarin akciger

dokularmin dahil oldugu genis kapsamh gahismalara ihtiyag duyulmaktadir®*®4%=>11-

122

2.5. Mikrobiyota ve Kanser Tedavileri

Mikrobiyotanin bir¢ok antikanser tedavi modellerini modiile etmede karisik bir
rol oynadigi 6ne siiriilmiistiir. Mikrobiyotanin, karsinogenez prosesleriyle birlikte tedavi
asamalarinda da etkin bir rol aldig1, antikanser tedavilerde bireysel yanit ve toksisite ile
iligkili oldugu ve bu farkliliklar1 ortaya ¢ikaracak etkenlerden biri oldugunu
destekleyecek c¢alismalar mevcuttur. Yapilan ¢alismalarda, mikrobiyotanin tiimér
mikrogevresindeki myeloid kokenli hiicreler araciligi ile kemoterapi ve immiinoterapi
gibi  ¢esitli  antikanser  tedavi  modellerine  verilen  yamiti  etkiledigi

gosterilmistir® 112412 (Sekil2.2).
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Sekil 2.2. Antikanser tedavinin mikrobiyota modiilasyon mekanizmasi. A. Kemoterapi alan hastada,
bagirsak mikrobiyomu, tiimér regresyonuna neden olan ROS iiretimi Toll benzeri reseptor 4
(TLR 4) bagimhi timér infiltre eden miyeloid hiicreleri hazirlar. B. Siklofosfamid (CTX)
bagirsak epitel bariyerini bozarak, bakteriyel translokasyonun dolasima ge¢gmesine neden olur.
Bazi gram(+) bakterilerin (6rn. Lactobacillus. johonsonii, Enterococcus hirae, Barnesiella
Intestinihominis) dalaga ve mezenkimal lenf nodlarma (MLN) translokasyonu, Thl ve
Th17’nin Treg’lere oranini arttirarak immiin aracili tiimér regresyonuna neden olur. C. PDL1
ve CTLA4 antikorlarimin etkinligi kommensal mikroorganizmalar (Bifidobacterium tiirleri,
Bacteroides fragilis ve Burkholderia cepacia) tarafindan harekete gegirilen dendritik (DC)
hiicrelerin maturasyonuna baglidir. D. Bagirsak mikrobiyomunun iiyeleri tiimor nekrozis faktor
ve interlokin 12 {iretimi i¢in tiimor infiltre eden miyeloid hiicreleri uyarir ve timor
regresyonuna neden olur. Bazi Lactobacillus tiirleri ise (Lactobacillus fermentum)
immiinoterapiye olusan kisisel yanitlar1 bozar. E. Tiim beden 1gilamasi veya kemoterapinin
indiikledigi B ve T hiicrelerinin deplesyonu, bagirsak epitel bariyerini bozarak bakteriyel
translokasyonun dolasima girmesine neden olur. DC ve miyeloid hiicreler indiiklenir ve adoptif
T hiicreleri aktive olur. F. Genetigi degistirilmis bakteriler, dzellikle tiimorlerin nekrotik
bolgelerinde birikir ve burada ilacin taginmast, sitokin tiretimi ve bagigiklik uyarimi gibi birgok

fonksiyonu yerine getirirler5.

19



2.5.1. Platin Bazlh Kemoterapotik Ajanlar

Platin bazli sitotoksik bilesikler, 1978 yilinda Amerikan gida ve ila¢ dairesi
(FDA) tarafindan onaylanmis ve kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotik ajanlar
olarak giinlimiizde yerini almislardir'”®. Bu ajanlar kanser hiicresinin apoptozuyla
sonuglanan sitotoksik bir etki gosterirler. Okzaliplatin bu ajanlardan biri olup,
immiinojenik kanser hiicre Sliimiinii indiikler ve antijen sunan hiicreler araciligi ile
antitimor immiin cevabini stimiile ederek uzun siireli timdr regresyonu ve kiir saglar127.

Kommensal mikrobiyotanin, platin bazli bilesiklerin antikanser etkilerini modiile
ettigi diigiiniilmektedir. Okzaliplatin ile tedavi edilen subkutan nodiilleri bulunan
farelerde, timor hiicrelerinin sayilarinda azalma ve sagkalim oraninda bir artis tespit
edilmistir. Okzaliplatinin, tiimor infiltre eden miyeloid hiicrelerde ROS iiretimini
arttirarak, tiimor hiicresinde DNA hasarina ve akabinde tiimor hiicrelerinin sayilarinin
azalmasi ile sonuclanan tiimor regresyonuna neden olur. Timor filtre eden miyeloid
hiicrelerde ROS iiretimi, NADPH oksidaz 2’yi (NOX2) olusturan ROS’un sitokrom B-

245 agir zincir (Cybb) ekspresyonuna bagli oldugu gésterilmistir127.

2.5.2. Alkilleyici Ajanlar

Lenfomalarin ve solid tlimorlerin tedavisinde kullanilan kemoterapdtiklerden
biri olan siklosfosfamid, ayn1 zamanda immiinomodiilator etkileri ve immiinojenik
kanser hiicresi Sliimiinii indiikleyen bir alkillleyici ajandir'?®. Siklofosfamid, Treg
hiicrelerinin sayisinin azalmasimi ve tiimor biiylimesi lizerinde etkileri olan TH1 ve
TH17 hiicrelerinin sayisinin arttiritlmasini indiikleyerek tiimormikrogevresi lizerinde etki
gésterirlzg'm.

Viaud ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alismada, katilimcilarin CTX’e karst
vermis olduklar1 anti-timdr immiinolojik cevapta mikroorganizmalarin oynadig
potansiyel rol arastirilmistir. CTX ile tedavi edilen farelerde, CTX ve diger alkilleyici
ajanlar ile tedavi goren hastalarda meydana gelen mukoza iltihabina benzer sekilde,
bozulmus bir bagirsak epitel bariyeri gelistigi gézlenmistir. Ilag uygulamasindan 7 giin
sonra, ince bagirsakta gelisen disbiyoz, L. johonsonii ve E. hirae gibi gram(+)
kommensal bakterilerin mezenterik lenf nodu ve dalaga translokasyonu ile iliskili
bulunmustur. Dalakta CTX, naif CD4+ T hiicrelerinin, patojenik Ty17 hiicrelerine

déniisiimiini indiiklemistir'®>.
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Daillere ve arkadaglarinin yapmis oldugu baska bir calismada ise, genis
spektrumlu antibiyotiklerle tedavi edilen sarkomlu fare modellerine, oral yolla E. hirae
verilmistir. E. hirae Th17 ve patojenik Th17 hiicrelerinin farklilasmasi indiikleyerek,
tiimor spesifik Thl ve CTL aktivitesini promote etmis, CTX’in anti timor etkisini

arttlrmlstlr131.

2.5.3. Kontrol Noktasi Inhibitorleri

T hiicre aktivasyonunun negatif regiilatorlerini hedef alarak immiin inhibitor
yolaklar1 bloke eden antikorlar sayesinde, kanser tedavisinde Onemli adimlar
atilmistir'®.  Kontrol noktasi inhibitorleri, timdr spesifik T hiicre aktivasyonu
sonucunda, timor hiicresinin taminmasi ile immiin aracili hasara neden olur.
Gilintimiizde, CTLA4 ve T hiicre yiizeylerinde bulunan PD1 FDA tarafindan onaylanmis

133,134

kontrol noktasi inhibitorleridir . Hastanin genetik 6zellikleri ve lenfosit sayisi gibi

cesitli faktdrler, kanser immiinoterapi modellerinin basar1 sansini etkilemektedir™.
Yapilan son caligmalarda, bagirsak mikrobiyotasinin, kontrol noktast
inhibitorlerinin tedavi stratejilerini etkileyen potansiyel faktorlerden biri oldugu
gosterilmistir. Sivan ve arkadaglarinin yapmis oldugu c¢alismada, farkli bagirsak
mikrobiyota kompozisyonlarina sahip, iki farkli merkezdeki genetik olarak 6zdes olan
C57BL/6 farelerine subkutan olarak enjekte edilen melanom hiicreler kullanilmis ve bu
ortamlarda bagirsak mikrobiyotasindan etkilenen farkli tiimor hizi ve intra-tiimdral
CD8+ T hiicre infiltrasyonu gésterilmistir24. PDL1 tedavisi, tlimor boyutunda azalmaya
ve timor spesifik CD8+ T hiicrelerinde artisa neden olmus, Bifidobacterium tiirlerinin
anti-timoér cevaplar1 ile iliskili oldugu gosterilmistir. Ozellikle Bifidobacterium
tiirlerinin, dendtritik hiicre aktivasyonunu arttirabilecegine ve bdylece siddetli bir timdr
spesifik CD8+ T hiicre cevabina katkida bulunabilecegine vurgu yap11m1§t1r24. Yapilan

bu ¢alismada, kommensal mikroorganizma tiirlerinin, kontrol noktasi inhibitor tedavi

cevabim modiile ettigi gosterilmistir®,

2.5.4. Adoptif Immiinoterapi
Kanser hiicreleri, saglikli dokularda tiimorle iliskili antijenleri (TAA), kanserli
dokulara 6zgii olanlarda ise, tiimor spesifik antijenleri (TSA) eksprese eder. TAA’lar ve

TSA’larin kesfi, adoptif hiicre terapilerinin gelistirilmesine imkan saglamistir. Bu tedavi
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modelinin avantajlar1 arasinda, hem CD4+ hem de CD8+ tiimér infiltratif lenfositlerin
(TIL) kullanim1 ve fonksiyonel optimizasyon i¢in transfiizyon yapilan T hiicrelelerini
farklilagtirma ile in vitro aktive etme yetenegi sayilabilir'®®. Kemoterapotiklerin ve
TBI'nin, adoptif hiicresel terapi (ACT) lizerine etkileri intestinal bariyerin bozulmasina
dolayisiyla da kommensal bakterilerin translokasyonuna aracilik edebilir. Mikrobiyal
translokasyon, radyoterapi alan farelerde TLR4 sinyali yoluyla CD8T hiicrelerinin
antitiimoral etkisini ve DC’lerin maturasyonunu arttirir™"'%, Bakteriyel translokasyon
ayrica dogal immiiniteyi aktive eder ve 1sin alan farelerde proinflamutuar sitokin

diizeylerini arttirir 0237139,

2.6. Mikrobiyota ve Karsinogenez Interaksiyonu ile iliskili Mekanizmalar

2.6.1. Mikrobiyota Disbiyozu
Konak ve mikrobiyota arasindaki simbiyotik iligki, immiin sistem ile birlikte

140,141 § .o - - -
. Immiin sistemin bozulmas1 veya bu bariyerlerin

cesitli bariyerlerle saglanmaktadir
ortadan kaldirilmasi, disbiyoz ile sonuglanir. Bunun neticesinde de bakteriyel
translokasyon gelisir. Daha sonra mikrobiyota ile epitel hiicreleri veya immiin sistem
arasinda patolojik siire¢ baslar**?**, Disbiyoz sonucunda, karsinogeneze yol agan zincir

reaksiyonlar tetiklenir**>**3(Sekil 2.3).

:& ‘ % -
.
('\ ® ; m Fad A
Toxins & D l
e.g.COT %
Metabolites

e.g.DCA
O O O | Dysbiosis of microbiome EMT Cancer Cell

QQ MY mfn R S
TLRs D D88 LRs _ \ i
Carcinogenesis N/ 4

|
|
|
l IL-6 -
NF-kB ERK IL-17 A
{C:} ) | ~ 4 Proliferation ey KQ_)}EA' ol
.+ ROS f | é;’n‘?ﬁ?s'sl — & Moy 4 o F
— & N
DNA damage | Inflammation 35 C g O >
| \j) ]
I Nodmaeg
| Th-17 cell ; | ;
. | N
IL-1 /‘} T 1] @
L-23 T < o ‘ = e ———» Immunomodulation ;‘f,‘/\,f)
TNF o T1 cell
< Y5 T cell
Macrophage Dendritic cell T cell

Sekil 2.3.  Karsinogenezi modiile eden mikrobiyom mekanizmasi. Mikrobiyom, konak hiicre DNA
hasarina neden olan sitotoksite ile iligkili bilesenler iiretir. Mikrobiyom ve metabolitleri,
TLR’leri aktive eder ve TLR asagi yonde inflamatuar reaksiyonlara neden olur. Bu
inflamatuar aktivatorler, konak hiicrelerin malign davranislarii destekleyen, asagi yonde
kritik sinyal yolaklarii tetikler. NOD benzeri reseptorler (NLR) inflamatuar cevabi azaltarak
timor baskilama iglevi goriir. Mikrobiyal patojenlerin yer degistirmesi, konak hiicrelerin
karsinogenezini destekleyen bir dizi immiin cevaba neden olur. EMT:epitelyal-mezenkimal

gecis, DCA:deoksikolik asit, CDT:sitoletal distansiyon toksinig.
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Inflamatuar sinyal aktivasyonu, diyet degisiklikleri, infeksiyonlar ve niikleotid
baglayict oligomerizasyon alani igeren protein 2 (NOD2) eksikligi gibi diger faktorler
de disbiyoza yol acabilir*14°, Disbiyoz, kommensal mikroorganizmalarin sayilarinda
azalmaya ve inflamasyona neden olan bakterilerin sayisinda artisa neden olur, bu da
karsinogenezi indiikleyebilir'*™*.

Yapilan bir¢ok ¢alismada, mikrobiyota ile karsinogenez interaksiyonu ile iliskili
altta yatabilecek muhtemel mekanizmalar incelenmistir. Sonug¢ olarak, mikrobiyota
disbiyozunun, artan genotoksik ve virlilans etkileri, degismis metabolizma, immiin

cevap ve proinflamasyon dahil olmak tizere malignitelerin duyarliligini modiile ettigi

ileri siiriilmiistiir®,

2.6.2. Genotoksisite ve Viriilans Etkisi

ROS’larin DNA hasarina katkida bulundugu gdosterilmistir. Son yapilan
calismalarda ise, mikrobiyota disbiyozunun, DNA hasar cevabini ve karsinogenezi
indiiklemek i¢in ROS seviyesini degistirebilecegi ileri siiriilmiistiir. CDT, sitotoksik
nekrotizan faktér 1 ve Bacteroides fragilis toksini gibi bakteriyel toksinlerin, DNA
hasar cevabi tetikledigi gosterilmistir™****”**!, Ek olarak, bakteri kaynakli hidrojen
stlfir ve siliperoksit radikallerinin genomik kararsizliktan sorumlu oldugu,
Fusobacterium nucleatum tarafindan salgilanan Fad A, E-cadherin ile etkilesime girerek

katenin sinyal yolagimi diizenledigi tespit edilmistir'>">*

. Burns ve arkadaslar1 yapmis
oldugu c¢alismada ise, kolorektal kanserin mikrogevresinde viriilansla iliskili 6zellikle

Fusobacterium ve Providencia gibi bakteriyel genlerin arttigini gdstermistir™”.

2.6.3. Metabolizma

Mikrobiyotanin, konak metabolizmasinda detoksifikasyon, hormon ve safra asidi
{iretimi, besin ve vitamin seviyelerinin diizenlenmesine katildigi gdsterilmistir®.
Ayrica yapilan caligmalarda bakteriyel mikrobiyotanin, onemli bir kanserojen olan

156,157

asetaldehit olusumuna katkida bulundugu ek olarak obezitenin neden oldugu bir

bagirsak mikrobiyal metaboliti olan DCA’nin ise, obezite ile iliskili hepatoselliiler

karsinom gelisimine katildig1 gésterilmistirls&lsg_
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2.6.4. Inflamasyon

Mikrobiyal patojenle iliskili molekiiler kaliplar (MAMP) veya patern taniyan
reseptor (PRR) sinyali gibi inflamasyon yolaklarinin aktivasyonunun, mikrobiyota ile
iliskili oldugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda bu inflamasyon yolaklarinin aktivasyonu,
epitel hiicrelerin ¢ogalmasini ve hayatta kalmasini tetikler, boylece kanser gelisimine
katkida bulunur. Yapilan ¢aligmalarda, TLR aktivasyonunun kolon, mide, karaciger ve
pankreas kanserlerinin gelisiminde anahtar bir rol oynadigi gésterilmistirlﬁo'lsz.
Farelerde TLR4’lin devre dis1 birakilmasi, karsinogenezi baskilamaktadir*®* 2. Akciger
kanseri modeli ile yapilan bir calismada ise, IL-17C eksikliginin, biiylimeyi ve

metastazi tesvik ettigi gosterilmistir®®

. NLR’ler hiicre zarinda lokalize olan, baska bir
PRR alt ailesidir. NLR’ler invaziv bakterilere karsi, bir dizi savunma mekanizmasi
baslatirlar. NOD1, inflamasyondan karsinogeneze ge¢isi 6nlemek i¢in bir bariyer gorevi

64

w o 1 165,1
gorur . 85, 66.

NOD2 ise mikrobiyotanin modiilasyonunda hayati bir rol oynar
Farelerde NOD2’nin devre dis1 birakilmasi, bakterilerin asir1 proliferasyonu sonucunda

inflamasyona neden olur. NLRP6 eksikligi ise IL-18 iiretimini azaltarak kolorektal
167

kansere yatkinlig1 arttirmaktadir

2.6.5. Immiin Cevap

Mikrobiyota, adaptif immiinitenin sekillenmesinde anahtar bir rol oynamaktadir.
Bu nedenle mikrobiyotanin, kanserlerde immiin cevabi modiile etme prosesi, Kkritik
onem tagimaktadir. Enterotoksijenik Bacteriodes fragilis (ETFB), farelerde selektif
Th17 cevab1 ile sinyal transdiiseri ve transkripyon aktivatorii 3(STAT 3)’lin
aktivasyonunu tetikler, bunun sonucunda da kommensal bakteriler Th17 bagimli bir

yolakla kanseri indiikler'®®

. Timorle iligkili mikrobiyotanin ve TLR sinyal yolaklarmin
aktivasyonu, kalsinorin ve aktive edilmis T hiicrelerinin niikleer faktér (NFAT)
ekspresyonunu uyarr'®®. Ayrica mikrobiyotanin, KOAH olan bireylerde, epitelyal IL
17C’y1 promote eder, boylece tiimor mikrogevresindeki néfrofilik inflamasyona neden
olur ve tliimdr biliylimesini arttirir. KOAH gibi kronik akciger hastaliklari, akciger
kanseri i¢in bir risk faktoriidiir' .

Son yapilan c¢aligmalar, akciger mikrobiyotasindaki dinamik degisikliklerin,
akciger kanserinin gelisimini destekledigine dair yeni kanitlar1 ortaya c¢ikarmustir.

Jungnickel ve arkadaslari, yapmis oldugu ¢alismada KOAH hastalarinda
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tiplendirilemeyen Haemophilus influenzae gibi anormal bakteriler tarafindan indiiklenen
epitelyal sitokin IL-17C'nin, nétrofilik inflamasyonu arttirarak bakterilerin  tiimor
destekleyici etkilerine katki sagladigini tespit etmistir. Boylece, IL 17C’nin, tiimérle

iliskili inflamasyonu ve tiimér proliferasyonunu destekledigini gostermistir'®,

2.7. Yeni Nesil Dizileme

Bir insan viicudu 900 farkli bakteri, 360 farkli mantar tiri ve g¢esitli
organizmalarin dahil oldugu 100 trilyon mikroorganizma hiicresi ve 2 milyon
mikrobiyal gene ev sahipligi yapmaktadir®®. Bireyler arasindaki mikrobiyal tiirlerin
%80-90 oraninda farkli oldugu diisiiniilmektedir. Bu veriler 1s181nda, kisisellestirilmis
tipta hastaya ait genomu hedef alan yaklasimlarin yerine mikrobiyotay:r hedef alan

1 "Yeni nesil dizileme teknolojileri, mikroorganizmalardan

calismalar hiz kazanmistir
insanlara kadar c¢ok c¢esitli genomlart dizilemek igin kullamlmistir'?. Giiniimiizde,
kiiltiir temelli yontemler ile viicudumuzdaki kompleks mikrobiyal iiyelerin tamami
incelenememektedir. Ciinkii mikroorganizmalarin sadece cok azi
kiiltiirlenebilmektedir' . Gegtigimiz son 20 yilda yeni nesil dizileme teknikleri ile ilgili
onemli adimlar atilmis ve bilinmeyen bir mikroorganizmanin tespitini ve/veya
tanimlanmasini miimkiin  kilmistir'’*
Diagnostics GMBH Ltd, Mannheim, Germany), [llumina® (Illumina, San Diego, CA,

USA) ve SOLIDTM (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) gibi yiiksek ¢iktili yeni
175

. Ticari olarak 454 Pyrosequencing® (Roche

nesil dizileme versiyonlar: bulunmaktadir">. Yeni nesil dizileme teknikleri, bir 6rnek
icindeki bir¢ok mikroorganizmaya ait DNA dizilerini okumasi ile mikrobiyal diinyanin
niikleotid seviyesinde gozlemlenemeyen kisminin kesfini miimkiin kilmistir' ™. Yeni
nesil dizileme yontemlerinde her gecen yil biiyiik adimlar atilmis olsa da, genom
dizileme maliyetleri yiiksektir ve laboratuvarlarda rutin olarak kullanilamamaktadir'’®.
Yeni nesil dizileme yontemlerindeki gelismeler, metagenom adi verilen, bir
mikrobiyoma ait tiim kalitsal verinin es zamanl analizini miimkiin kilan bir bilimin
ortaya ¢cikmasini saglamistir. Metagenomik calismalarda, toplam DNA/RNA mikrobiyal
popiilasyondan kiiltiirii yapilmadan izole edilerek dizilenmektedir. Daha dncesinde veri
tabanlarina kaydedilmis taksonomik bilgiler referans olarak kullanilmakta ve yeni
veriler taksonomik tnitelere ayristirllmaktadir. Tiim genom dizilemesi kullanilamayan
durumlarda yalnizca 16SrRNA genleri dizilenerek bu yeni verilerin bilinen dizilerle

eslenmesiyle taksonomik profilleme saglanmaktadir™’""®,
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Akciger kanserli hastalarda mikroorganizmalarin roliinii anlamaya yo&nelik
tasarladigimiz ¢alismamiza; 2019 Aralik — 2020 Ekim tarihlerinde Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Gogiis Hastaliklar1 Poliklinigine bagvuran
ve klinik olarak yeni akciger kanseri tanist almis, herhangi bir tedavi baglanmamig 31
hasta ile pulmoner nodiilii olan fakat akciger kanseri tanisi almayan 13 saglikli birey
kontrol grubu olarak dahil edildi. Dislama kriterleri; akciger disindaki primer kanser

odagindan akcigere metastaz ve son 1 ay i¢inde antibiyotik kullanim oykiisii idi.

3.1.1. Ornek Gruplan

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Gogiis Hastaliklart
Polikliniginde yeni akciger kanseri tanist almig bireylerin dahil oldugu hasta ve
pulmoner nodiilii olan fakat akciger kanseri tanisi almayan bireylerin dahil oldugu
kontrol grubu olmak iizere 2 grup olusturuldu. Bronkoskopi sonrasinda hem akciger
kanser hastalari hem de kontrol grubunda bulunan bireyler ile bir anket goériigmesi
yapilarak akciger mikrobiyotasi kompozisyonunda degisiklige neden olabilecek etkenler

(vas, cinsiyet, eslik eden hastalik, sigara aliskanlig1 vb.) sorgulandi.

3.1.2. Orneklerin Alinmasi ve Tasinmasi

Hasta ve kontrol grubuna ait bireylerin BAL 6rnekleri, uzman hekim tarafindan
bronkoskopi sirasinda alindi. Ornekler steril 15 ml’lik tiipler icine 3 ml olacak sekilde
alind1 ve en kisa siirede laboratuvara ulastirildi. Alinan BAL o6rneklerinden ¢esitli
besiyerlerine ekim yapildi. Orneklerin bir kism1 ise molekiiler analiz igin -20 °C’de

saklandi.
3.2. Konvansiyonel Kiiltiir Yontemleri ile Mikrobiyota Degerlendirilmesi
3.2.1. Bakteriyolojik Inceleme

Bakteriyoloji laboratuvarina getirilen BAL &rnekleri %5 koyun kanli agar, adi
agar, endo agar ve ¢ikolatams: agara ekildi. Ekilen rnekler 37 °C etiivde 24-48 saat
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inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi iireme olan ornekler icin konvansiyonel

yontemler kullanilarak mikroorganizma izolasyonu ve identifikasyon yapildi.

3.2.1.1. identifikasyon
Direk ekim yapilan 6rneklerden {ireme goriilenler tekrar kanli agar, adi agar,
endo agar ve gikolatams1 agara pasajlandi. Pasaj sonrasi saf koloniler alinarak gram

boyama, katalaz, koagiilaz testleri yapildi.

Gram Boyama

e Lam iizerine alinan boyanacak 6rnek alkol ile fiske edildi.

e Preparatin iizeri kristal viyole boya ¢ozeltisi ile kaplandi ve 1 dakika bekletildi.

e Preparat bol distile suyla yikandi. * Preparatin iizeri lugol ¢ozeltisi ile kaplandi
ve 1 dakika bekletildi.

e Preparat distile suyla yikandi.

e Preparatin iizerine asit-alkol karisimi ile kaplanarak 10-15 saniye bekletildi.

e Preparat distile suyla yikandi.

e Preparatin iizeri safranin boya ¢ozeltisi ile kaplandi ve 30 saniye bekletildi.

e Preparat bol distile suyla yikandi.

e Preparat havada veya kurutma kagidi ile kurutuldu.

e Mikroskopta incelendi.

Katalaz Testi

Katalaz testi, stipheli Staphylococcus spp tiirlerini diger gram pozitif koklardan
ayirmak icin yapildi. Katalaz testi i¢in lam teknigi kullanildi. Test edilecek 6rneklerden
tek diisen koloniler alinarak, 6zeyle lam iizerine aktarildi. Koloni iizerine bir damla

%3’liik H,O, damlatildi. Hava kabarcigi gelisip gelismedigi gézlemlendi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Katalaz testi (Negatif-Pozitif)
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Koagiilaz Testi

Koagiilaz testi, katalaz pozitif olan Staphylococcus spp. tiirlerini Staphylococcus
aureus’tan ayirmak i¢in yapildi. 0.5 mL plazma iceren tlip oda 1sisina getirildi.
Incelenecek stafilokok kolonisi 6ze ile almip plazma iginde homojenize edildi. Tiip 35-
37°C’de saat basi incelenerek 4 saate kadar inkiibe edildi. Tiip i¢inde gevsek bir fibrin
ag1 olusumu ya da tam bir pihtilagsma olup olmadig1 gézlemlendi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Koagiilaz testi (Negatif-Pozitif)

3.2.2. Mikobakteriyolojik inceleme
BAL ornekleri Adana Bolge Tiiberkiilloz Laboratuvari’na ulagtirildi ve

orneklerde fenotipik olarak mikobakteri varlig1 arastirildi.

3.2.2.1. Fenotipik inceleme

Omekler rutin uygulamalarda yapildig1 iizere dogrudan mikroskopik olarak
incelendikten sonra mikobakterilerin identifikasyonunda altin standart olarak kabul
edilen kiiltiir ortaminda izolasyon igin Lowenstein Jensen (LJ) besiyeri ve Mycobacteria
Growth Indicator Tube 960 (MGIT) otomatize sistemi kullanildi.

3.2.2.1.1. Orneklerin Mikroskobik incelenmesi

Mikobakteriler hiicre duvar yapilarinda bulunan %70 yag asitleri oraniyla
boyanmalar1 diger bakterilere nazaran daha giigtiir. Bu sebeple Ehrlich-Ziehl-Neelsen
(EZN) adi verilen en eski boyama yontemiyle asit-alkol karigimina direngli sekilde
boyanirlar. Asit-alkole direngli mikroorganizmalar 151k mikroskopunda mavi zemin

iizerinde pembe-kirmizi renkte basiller seklinde goriiniirler.
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Orneklerden hazirlanan yayma preparatlar karbol fuksin yéntemi EZN ile boyandiktan

sonra 151k mikroskopu ile mikobakteri varligi arastirildi.

3.2.2.1.1.1. EZN Boyama Islemi (ARB, AARB Boyama)

Yayma sonrast havada kurumaya birakilan preparatlara atesle fiksasyon
isleminden sonra karbol fuksin damlatildi ve 3-4 dakika bekletildi. Bu islem esnasinda
preparatlarin altindan atesle kaynamayacak sekilde iizerinden buhar ¢ikana kadar fikse
edildi. Bu sekilde bakteri porlarmin agilip karbol fuksinin hiicre i¢ine alinmasi
saglanmis oldu. Daha sonra preparatlar ¢cesme suyuyla yikandi. Uzerine asit-alkol
karistmi  dokiildii ve 2 dakika beklenildi. Hiicre duvar yapisinda %70 yagasiti
bulunduran Mikobakteri tiirleri asit-alkole direncli olduklar1 i¢in bu esnada karbol
fuksini hiicre icerisine alip geri birakmazken diger bakterilerin ise bu boyay1
birakmalar1 ve ardindaki yikama isleminden sonra zit boya olan metilen mavisi
boyasiyla da kontaminasyon olarak niteledigimiz bu bakterilerin boyanmasi saglandi.
Metilen mavisiyle boyama islemi 30-45 saniye arasinda tutuldu. Bu islemden sonra da
her islemden sonra oldugu gibi ¢esme suyuyla yikama islemi uygulandi ve hava da
kurumaya birakilan preparatlar kuruduktan sonra 100’liik objektifte immersiyon yagi

(sedir yag1) yardimiyla incelendi.

3.2.2.1.2. Kiiltiir Ortaminda izolasyon

Kiiltiir ortaminda izolasyon icin mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda rutin
olarak kullanilan LJ agar besiyeri ve 7 ml’lik modifiye edilmis Middlebrook 7H9 Broth
iceren BACTEC MGIT 960 otomatize sistemi kullanildi.

3.2.2.1.2.1. Lowenstein-Jensen (LJ) Agarda Kiiltiir
[lk kiiltiir ydntemi olan LJ agar icerisinde 0,3 ml oraninda ekim yapilan drnekler

daha sonra 6-8 hafta (ortalama 42 giin) boyunca 37°C de inkiibe edildi.

3.2.2.1.2.2. BACTEC MGIT 960 Sisteminde Kiiltiir
Ornekler 0,5 ml oraninda rutinde ikinci kiiltiir yontemi olan MGIT a ekildikten
6-8 hafta (ortalama 42 giin) sonra iireme tespit edilene kadar 37 °C de inkiibe edildi. 42

giiniin sonunda pozitif sonu¢ vermeyen Ornekler negatif kabul edildi. Siipheli koloniler
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yukarida bahsedildigi gibi mikroskopik olarak incelendi, ayrica molekiiler olarak da
PCR yontemi ile test edildi.

3.3. Yeni Nesil Dizileme ile Mikrobiyom Analizi
Hasta ve kontrol grubundan alinan BAL oOrneklerinden 16S Ribozomal RNA
dizilemesi yapilarak mikrobiyom analizi yapildi. Bu amagcla izlenen basamaklar asagida

detaylandirilmistir.

3.3.1. DNA izolasyonu

BAL orneklerinden DNA ekstraksiyonu icin QIAamp DNA Blood Mini Kit
(Qiagen, Diisseldorf, Almanya) (Katolog No/ID: 51104) kullanildi. DNA
ekstraksiyonundan sonraki asamalar, Erciyes Universitesi Genom ve K&k Hiicre

Merkezi’'nde gerceklesti.

3.3.1.1. QlAamp DNA Blood Mini Kit ile DNA Izolasyonu

1.5ml lik mikrosantrifiij tiiptiniin dip kismina 20 ul QIAGEN Proteaz eklendi.
Mikrosantrifiyj tiiptine 200 pl 6rnek eklendi.

Omnegin iizerine 200 ul AL Buffer eklendi, 15 sn vortekslendi.

56 °C de 10 dk inkiibe edildi.

o > w N

Mikrosantrifiij tliplinlin kapaginda veya duvarinda oOrnek kalmamasi igin

maksimum devirde kisa siireli santrifiij edildi.

6. 200 pl etanol (%96-%100) eklendi, 15 sn vortekslendi, maksimum devirde kisa
stireli santrifiij edildi.

7. Mikrosantrifiij tlipindeki materyalin tamami (200 ul AL Buffer + 200 pl 6rnek
+ 200 pl etanol + 20 ul QIAGEN Proteaz = 620 pl) mikropipetle mini spin
columna aktarildi, 8000 rpm de 1 dk santrifiij edildi. Santrifiijden sonra mini
spin columnun altindaki toplama tiipii atildi.

8. Mini spin columna 500 ul AW1 Buffer eklendi, 8000 rpm de 1 dk santrifiij
edildi. Santrifiijden sonra mini spin columnun altinda ki toplama tiipti atildu.

9. Mini spin columna 500 ul AW2 Buffer eklendi, 14000 rpm de 3 dk santrifiij

edildi.
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10. Kullanilan eski toplama tiibii atildi, yeni toplama tlipliniin kullanildi ve
maksimum devirde 1 dk santrifiij edildi.

11. Kullanilan eski toplama tiibi atildi, mini spin columnun altma 1.5 ml lik
mikrosantrifiij tiipti yerlestirildi, 200 ul AE Buffer su eklendi. Oda sicakliginda
(15-25 °C de) 5 dk inkiibe edildi. 8000 rpm de 1 dk santrifiij edildi. 1.5 ml lik
mikrosantrifiij tiiptinde ki DNA -20 °C de saklandi.

3.3.2. Cift Iplikli DNA (dsDNA) Kantifikasyonu
Kit ile izole edilen DNA orneklerinin ¢ift sarmal DNA (dsDNA) miktarlari
bakimindan kantifikasyon olgiimleri, Qubit florometrik sisteminde Qubit dsSDNA BR

assay kit kullanilarak asagidaki basamaklar iizerinden yapildi.

« Kontrol Grubu: QubitTM dsDNA BR Standard #1 ve QubitTM dsDNA BR
Standard #2

+  QubitTM dsDNA BR Buffer igin: 199 pl x (Ornek Sayis1 + Kontrol Grubu)

+  QubitTM dsDNA BR Reagent i¢in: 1 ul x (Ornek Sayis1 + Kontrol Grubu)

*  Hesaplanan miktarda Buffer ve Reagent mix tiipline eklenerek vorteklendi.

*  Mix kit igerisinde olan 6l¢lim tiiplerine asagida belirtilen hacimlerde karistirildi.

*  Kontrol grubu: 190ul mix + 10 pl (Standard #1 ve Standard #2 icin ayr1)

*  Her 6rnek i¢in: 198 pl mix + 2 ul DNA

* Elde edilen karisim vorteks isleminden sonra oda 1sisinda 2 dakika bekletildi.

+  Inkiibasyon siiresi bitiminde, Qubit2 cihaz1 ile &nce kontrol gruplari ardindan

orneklerin dl¢timleri yapildi.

3.3.3. 16S rRNA Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Sekanslama

Illumina MiSeq sisteminde yapilan 16S Ribozomal RNA dizileme igin kiitiiphane
hazirligt cihazin protokollerine uygun olarak gerceklestirildi (16S Metagenomic
Sequencing Library Preparation Preparing 16S Ribosomal RNA Gene Amplicons for the

[llumina MiSeq System). Bu amagla izlenen basamaklar asagida detaylandirilmistir.
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3.3.3.1. 16S rRNA V3-V4 Gen Bolgeleri icin Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Her bir 6rnege ait dsSDNA, V3-V4 bolgelerini hedefleyen primerler ve 2x KAPA
HiFi HotStart Ready Mix kullanilarak 96'lik well plate'lerde asagidaki Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) kuruldu.

Hacim
Mikrobiyal dsDNA (5 ng/ul) 2.5 ul
Amplikon PZR Forward Primer 1 uM Sul
Amplikon PZR Reverse Primer 1 uM Sul
2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 12.5 pl
Toplam 25 pul

16s rTRNA'nin V3-V4 bolgesini hedefleyen PZR asagidaki kosullar altinda

Sensequest Termal Dongii cihazi ile gerceklestirildi.

95°C’de 3 dak. — ilk denaturasyon

95°C’de 30 sn. - denaturasyon

58°C’de 30 sn. - baglanma (annealing) 25 dongii
72°C°de 30 sn. - uzama (extension)

72°C°de 5 dak. - son uzama (extension)

3.3.3.2. PZR Uriiniinii Gériintiileme

Thermal Dongili Cihazindan ¢ikarilan PZR {iriinlerinin, plate {izerindeki film
tabakasindndan tiipe yogunlagsmasini saglamak 20°C 1000 x g 1 dakika santrifiij edildi.
Daha sonra her bir 6rnekten 5 pl alimip 2 pl 6x Gel Loading Dye soliisyonu ile
karistirtlarak, 3,5 pl’lik etidyum bromidle boyanmis 20 cm’lik %1,5 agaroz igeren jele
yiiklendi. Jeldeki birinci goze 3 pl DNA ladder (100bg) konularak 45 dakika boyunca
120 voltta 400 mA’da elektroforez islemi gergeklestirildi. Yaksalik 550 baz ciftlik PZR

tirtinii Bio-Rad chemidoc Mp Jel ile goriintiilendi.
3.3.3.3. Amplikon Temizleme

Bu asamada PZR iirlinlerinin manyetik boncuklar ile temizlenmesi saglandi. Bu

amagcla izlenen basamaklar;
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e ilk olarak AMPure XP boncuklar 20 dakikda oda 1sisinda bekletildikten sonra 30
saniye vorteklenerek tiipiin alt kismina ¢oken boncularin tiip igerisinde esit
olarak dagilmasi saglandi.

e Bir 6nceki asamadan elde edilmis olan, igerisinde PZR iiriinlerini tasiyan 96-
well plate deki her bir 6rnegin lizerine 20 uM AMPure XP boncuk eklendi.

e Ornekler oda 1s1sinda 1800 rpm’de 2 dakika boyunca calkalanarak boncuklarin
orneklerin igerisine karigmasi saglandi. 5 dakika oda 1sisinda bekletildi.

e Ornekler manyetik spora yerlestirildi ve seffaf goriintii elde edilene kadar en az
2 dakika oda 1s1sinda bekletildi.

e Manyetik spor tlizerindeki Orneklerden g¢oklu pipet kullanilarak silipernatant
uzaklagtirildu.

e Manyetik spor iizerindeki PZR iiriinlerinin tutundugu boncuklar, yeni hazirlanan
%380 etil alkol ile iki kez yikandi.

e Yikama islemi i¢in: Coklu pipet kullanilarak her 6rnege 200 ul etil alkol
eklendi. Manyetik blog lizerinde oda 1si1sinda 30 saniye inkiibe edildi.

e Manyetik blog lizerinde, hareket ettirmeden dikkatlice siipernatant kisim
uzaklastirildi.

e Etil alkol ile yikama isleminin ardindan Ornekler, manyetik spor iizerinde
boncuklarin kurumasi igin 10 dakika bekletildi.

e Manyetik spordan uzaklastirilan 6rneklerin tizerine ¢oklu pipet kullanilarak 52,5
ul 10 mM Tris (pH 8,5) eklendi.

e Ornekler oda 1s1sinda 1800 rpm’de 2 dakika boyunca galkalanarak drneklerin ve
10 mM Tris (pH 8,5) karigmasi saglandi.

e Ornekler 2 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

e Ornekler tekrar manyetik spora yerlestirildi ve temiz goriintii elde edilenen
kadar en az 2 dakika oda 1s1sinda bekletildi.

e Coklu pipet kullanilarak 50 pl temiz PZR {iriinleri yeni 96-well plate aktarildi.

3.3.3.4. Temizlenmis 16S rRNA V3-V4 Amplikonlari i¢cin Index PZR

Bir 6nceki basamaktan elde edilen temiz PZR iirlinleri i¢in Illumina MiSeq

cihazina uygun indexler cihazin protokoliine uygun sekilde PZR ile eklendi. Bu amagla;
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e Her bir 0rnege ait temizlenmis PZR iirlinlerinden 5 pl 6rnek 96 well plate
aktarildi.

e Index primerler TruSeq Index Plate Fikstiir iizerinde Sekil 3.3.'te goriildiigii gibi
yerlestirildi.

Sekil 3.3. TruSeq Index Plate Fikstiir, A: Index 2 primerleri (Beyaz kapak) B: Index 1 primerleri
(Turuncu kapak) C: 96-well plate

o 96-well plate igerisinde her bir ornek icin asagidaki PZR master miksi

olusturuldu.
Hacim

DNA 5pul
Nextera XT Index Primer 1 Sul
Nextera XT Index Primer 2 5ul
2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 25 ul
PCR Grade water 10 pl
Toplam 50 pl

e 96-well plate {izeri Microseal 'A' ile kapatilarak ornekler 20°C 1,000 x g 1
dakika santriifiij edildi.
e 96-well plate thermal cycler cihazina yerlestirilerek takip eden amplifikasyon

asamalar1 uygulandi.

95°C’de 3 dak. — ilk denaturasyon
95°C°de 30 sn. - denaturasyon
55°C’de 30 sn. - Index baglanmasi (annealing) 8 dongii

72°C’de 30 sn. - uzama (extension)

72°C°de 5 dak. - son uzama (extension)
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e Index PZR iiriinlerinin plate iizerindeki film tabakadan tiipe yogunlasmasini
saglamak i¢in plate 20°C 280x g'de 1 dakika santrifiij edildi ve drnekler 96- well
MIDI plate aktarildi.

e Index PZR iiriinlerinin temizlenmesi i¢in bir dnceki boliimde detaylandiriimis
olan AMPure XP boncuklar {izerinden yilama iglemleri yapildu.

e Yikama isleminden sonra yaksalik 630 baz ciftlik PZR firiini i¢in jel
elektroforez ve goriintiileme yapildi.

e Coklu pipet kullanilarak 25 ul Index PZR iiriinleri yeni 96-well plate aktarildi.

3.3.3.5. 16s rRNA V3-V4 Dizileme icin Kiitiiphane Olusturulmasi
Index PZR sonrasi olusturulan amplikon boyutuna bagl olarak herbir drnekteki

indexlenmis DNA konsantrasyonu nM cinsinden asagidaki formiille hesaplandi:

(ng/uL olarak konsantrasyon) x 10° = nM olarak konsantrasyon

(660 g/ mol x ortalama kiitiiphane boyutu)

Yukaridaki formiil ile yapilan hesaplama sonuglarina gore her bir 6rnek 10 mM
Tris (pH 8.5) ile 4 nM'a seyreltildi. Seyreltilmis her bir 6rnekten 5 pl DNA alinarak

kiitliphane olusturuldu.

3.3.3.6. Kiitiiphane ve PhiX Kontroliin Hazirlanmas1 ve Cihaza Ornek
Yiikleme
Havuzlanmig kiitliphanelerin Oncelikle denatiirasyonu yapildi. S6z konusu

isleme baglamadan 6nce asagidaki hazirliklar gerceklestirildi.

1.7 ml mikrosantrifiij tiipleri i¢in uygun olan 1s1 blogunun sicakligi 96°C'ye

ayarlandi.

15°C ile 25°C saklanan MiSeq reaktif kartusu oda 1sisinda ¢oziinmeye birakildi.

Buzlu su banyosu hazirlandi.

e (.2 N NaOH taze olarak hazirland:.

Bir mikrosantrifiij tiipti icerisinde 5 pl 0.2 N NaOH ve 5 pl 4 nM havuzlanmis
kiitiiphane birlestirildi.
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e Omnekler, kisa bir siire vortekslendikten sonra 20°C 280 x g 1 dakika santriifiij
edildi ardindan oda 1s1sinda 5 dakika inkiibe edildi.

e Denatiire edilen DNA tiipiine, 990 ul 6nceden sogutulmus ve Illumnia kitinin
iceriginde bulunan Hibridizasyon Buffer (HT1) eklendi.

e HTI’in eklenmesi ile ImM NaOH igerisinde 20pM denatiire edilmis DNA
Kiitiiphanesi elde edildi.

e Denatiire kiitphane uygun hacimde HT1 ilavesi ile protokoliin 6nerdigi 2 pM
final konsantrasyonadiliie edildi.

e Denatiire ve seyreltilmis DNA buza yerlestirildi.

e Cihaza yiiklenecek olan kiitliphanede en az %5 PhiX olacak sekilde PhiX
kontrolii hazirlandi ve yukarida anlatilan basamaklar izlenerek denatiirasyon
yapildi. Ardindan PhiX DNA, kiitliphane ile ayn1 konsantrasyona diliie edildi.
570 pl denatiire amplikon kiitiiphanesi ile 30 pl denatiire PhiX kontrol bir
mikrosantrifiij tlipli icerisinde birlestirildi. Birlestirilen kiitliphane ve PhiX
kontrol tiipii 96 °C 1s1 blogunda 2 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
hemen buzlu su banyosuna yerlestirildi. Tiip buzlu su banyosunda 5 dakika

bekletildi. Su banyosundan sonra 6rnek [llumina MiSeq cihazina yiiklendi.

3.3.4. Yiiksek Ciktilh Yeni Nesil DNA Dizilemesi Sonucu Elde Edilen

Verilerin Analizi

Tez projesi kapsaminda iretilen yiiksek ¢iktili DNA dizi analizleri asagida
detaylandirilan Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME) program
pargalar1 kullanilarak gerceklestirildi.

» Barkodlarin ve dizilerin iki ayr1 fastq dosyasinda yer aldig1 Fastq dizisi verisinin
split_libraries fastq.py demultipleksiyonu gerceklestirildi.

*  Okumalardaki kimerik dizileri ¢gikarmak icin identift chimeric seqs.py tarandi.

+ Diisiik okuma kaliteli dizileri uzaklastirmak i¢in filter fasta.py kullanildi.

* Acik referanslt OTU secilimi i¢in pick open reference otus.py kullanildi.

« Bir OTU tablosundaki ornekleri verilen bir referansa gore siralamak, benzer
ornekleri bir araya toplamak ve Ornekleri istenilen sirada dizilemek igin

sort_otu_table.py kullanildu.
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» Seviyelere gore taksonomik dagilimi gosteren dilim, bar ve bolge grafikleri
plot taxa summary.py ile olusturuldu.

* Normamalized otu.jsonormalize tabla.py ile normalizasyon saglandi.

* OTU tablolar i¢in beta diversity.py ile beta cesitlilik analizleri yapildi.

» Principial_coordinates.py ile temel koordinat analizleri (PCoA) yapildi.

* PCoA analiz sonuglart make 2d plots.py ve make 3d plots.py ile 2 boyoulu ve
3 boyutlu PCoA plotlar ¢izildi.

3.4. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde Python ver. 3.10.1 programi kullanildi. Farkli
gruplardaki mikrobiyom iyelerinin dagilimi Mann Whitney U testi ile karsilagtirildi.
Testlerde istatistiksel onem diizeyi 0.01 olarak alindi. Gruplar karsilastirilmadan once

bonferroni diizeltmesi yapildi. Karsilastirilan gruplar asagida gosterilmistir.

» +Hasta grubu (n=31) ile kontrol grubu (n=13),

+ +Hasta grubunda akciger kanserine eslik eden akciger dis1 kanser, KOAH ve
diabetes mellitus gibi kronik ek hastaligi olan bireyler (n=11) ile kontrol grubu
(n=13),

e Hasta grubunda akciger kanserine eslik eden ek hastaligi olmayan bireyler
(n=20) ile kontrol grubu (n=13),

» <Hasta grubunda akciger kanserine eslik eden ek hastaligi olan bireyler (n=11)
ile ek hastalig1 olmayan bireyler (n=20),

» +Hasta grubundaki aktif sigara i¢en bireyler (n=11) ile hasta grubundaki son 3
aydir sigara i¢cmeyen bireyler (n=20). Sigara aligkanliginin tam olarak
birakildigini sdyleyebilmek igin beklenen siire her ne kadar klinisyenlerce 1 yil
olarak kabul gorse de, birakan kisilerde 2-3 hafta ile 3 ay arasinda bir siirede
solunum yollarin1 temizleme gorevlerini {stlenen Oksiirme refleksinin ve
silyanin onarimi tamamlanmakta, nikotin yoksunluk belirtileri yok olmaktadir.
Boylece, mikrobiyotanin sekillenmesinde aktif sigara igmeme kriterinin de kesin
olmamasi sebebiyle, bu calismada bu kriter igin 3 aylik siirenin yeterli

olabilecegini diistindiik.
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4. BULGULAR

Akciger kanserli hastalarin akciger mikrobiyotasininn  belirlenmesini
amagladigimiz ¢alismada BAL ornekleri degerlendirilen 31 hastadan 3 (%9,7)’t kadin,
28 (%90,3)’i ise erkek idi. Yaslar1 52 ile 78 yas arasinda degisen hastalarin yas
ortalamasi 66, ortancasi da 65 idi. Hastalarin 8 (%25,8)’1 diyabetes mellitus, 2 (%6.5)’si
kanser ve 1 (%3.2)’i KOAH olmak iizere toplam 11 (%35.5)’inde akciger kanserine
eslik eden ek hastalik var idi. BAL ornekleri degerlendirilen 13 kontrol grubu bireyinin
ise 3 (%23,1)’i kadin, 10 (%76,9)’u erkek idi. Yaslar1 17 ile 75 yas arasinda degisen
bireylerin yas ortalamas1 53, ortancasi da 53 idi. Hasta grubunda 6rnek alindigi esnada
11 (%35,5) kisi aktif olarak sigara kullanmakta idi. Bu kisiler ortalama 44 yildir ve
giinde ortalama 21 adet sigara kullanmakta idi. Hastalarimizdan 18 (%58,1)’i
hayatlarinin herhangi bir déneminde sigara kullanmis, ancak son 3 aydir hi¢ sigara
kullanmadigindan, hig tiitiin iriini kullanmamis 2 (%6,4) kisi ile birlikte aktif igici
olmayan grupta degerlendirildi.

Konvansiyonel kiiltiir yontemleri ve biyokimyasal testler ile identifikasyon
sonucunda akciger kanserli hastalarin 1 (%33,3)’i kadin 19 (%67,8)’u erkek toplam 20
(%64,5)’sinde iireme gozlemlendi. En sik izole edilen bakteriler hastalarin 10
(%32,3)’unda olmak {izere Neisseria spp. ve 9 (%29,0)’unda olmak iizere Streptococcus
spp. idi. Neisseria izolatlarinin 3’ii Neisseria sicca, Streptococcus izolatlarinin da 3’
Streptococcus pneumoniae olarak identifiye edildi.

Konvansiyonel kiiltiir yontemleri ve biyokimyasal testler ile identifikasyon
sonucunda pulmoner nodiilii olan fakat akciger kanser tanis1 almayan kontrol grubu
bireylerin 2 (%66,7)’si kadin 9 (%90,0)’1 erkek toplam 11 (%84,6)’inde iireme
gbzlemlendi. En sik izole edilen bakteriler kontrol grubu bireylerin 3 (%32,3)’linde
izolasyon oranlart ayni olmak tizere Haemophilus ve Streptococcus spp idi.
Streptococcus izolatlarnin da 1’ Streptococcus pneumoniae olarak identifiye edildi
(Cizelge 4.1).
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Cizelge 4. 1. Kiiltiirde izolasyon Sonuglari

Ornek No izole Edilen Bakteriler

H1 Streptococcus spp.

H2 Ureme olmadi

H3 Streptococcus spp.

H4 Neisseria sicca., Haemophilus spp
H5 Neisseria sicca, Streptococcus pneumoniae
H6 Ureme olmadi

H7 Neisseria spp.

H8 Ureme olmadi

H9 Bacillus subtilis

H10 Ureme olmadi

H11 Neisseria spp.

H12 Neisseria spp.

H13 Neisseria spp., Streptococcus spp.
H14 Haemopbhilus spp

H15 Ureme olmadi

H16 Streptococcus pneumoniae

H17 Neisseria spp.

H18 Ureme olmadi

H19 Haemophilus spp., Streptococcus spp.
H20 Ureme olmadi

H21 Ureme olmadi

H22 Ureme olmadi

H23 Neisseria spp.

H24 Streptococcus pneumoniae

H25 Streptococcus spp.

H26 Neisseria spp., Haemophilus spp
H27 Bacillus subtilis

H28 Neisseria sicca

H29 Ureme olmadi

H30 Ureme olmadi

H31 Streptococcus spp.

K1l Staphylococcus aereus

K2 Neisseria sicca,

K3 Haemophilus spp.

K4 Haemophilus spp

K5 Bacillus subtilis

K6 Streptococcus spp.

K7 Ureme olmadi

K8 Haemophilus spp.

K9 Streptococcus pneumoniae

K10 Ureme olmadi

K11 Neisseria sicca

K12 Streptococcus spp.

K13 Staphylococcus spp.

H1-31: hasta grubu, K1-13: kontrol grubu
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Gerek fenotipik gerekse molekiiler yontemlerle yaptigimiz mikobakteriyolojik
inceleme sonucunda BAL orneklerinin higbirinde mikobakteri kolonizasyonu tespit
edilemedi.

Akciger mikrobiyomunu belirlemek amaci ile uyguladigimiz yeni nesil dizilime
analizi sonucunda filtreleme islemi sonrasi veriler igin taksonomik atamalar yapildi.
Bakteriyel operasyonel taksonomik tiniteler (OTU) 42 sube, 104 simif, 202 takim, 387
aile ve 843 cins olarak siniflandirildi. Mikrobiyom gesitliligi sube ve sinif diizeylerinde
kontrol grubunda daha yiiksek bulunmusken, takim, aile ve cins diizeylerinde hasta
grubunda daha yiiksek bulundu. Hasta ve kontrol gruplarindaki mikrobiyom

cesitliliginin taksonomik gruplara dagilimi Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. YND ile tespit edilen mikrobiyom cesitliliginin taksonomik birimlere dagilimi

Taksonomik

Birimler Hasta grubu Kontrol grubu Genel
Sube 37 40 42
Simif 92 97 104
Takim 185 180 202
Aile 360 337 387
Cins 774 697 843

Bakteriyel operasyonel taksonomik iiniteler (OTU) hasta grubunda eslik eden ek
hastalig1 olanlarda 32 sube ve 608 cins, eslik eden ek hastaligi olmayanlarda 35 sube ve
680 cins, aktif olarak sigara kullananlarda 30 sube ve 528 cins, aktif olarak sigara

kullanmayanlarda ise 36 sube ve 724 cins olarak siniflandirildi (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Hasta grubunda sube ve cins diizeyindeki mikrobiyom g¢esitliliginin risk faktorleri ile

karsilagtirilmasi
Sube (n=37) Cins (n=774)
Eslik eden ek hastaligi olanlar 32 608
Eslik eden ek hastaligi olmayanlar 35 680
Aktif sigara kullananlar 30 528
Aktif sigara kullanmayanlar 36 724

Yeni nesil dizileme ile mikrobiyom igerisindeki sube dagilimlari hasta ve
kontrol grubu i¢in ayr1 olarak hesaplandi. Ortalama bazinda akciger kanserli hasta

grubunda en yiiksek okuma alinan 5 bakteri subesinin Firmicutes (%37,0), Bacteroides
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(%33,8), Proteobacteria (%11,1), Fusobacteria (%4,0) ve Actinobacteria (%1,8)
oldugu, kontrol grubunda da ayni subelerin ilk 5 sirada yer aldigi, siralamanin ise
Bacteroides (%35,2), Firmicutes (%33,6), Proteobacteria (%12,3), Actinobacteria
(%3,4) ve Fusobacteria (%3,2) oldugu tespit edildi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Sube seviyesinde olusturulmus OTU tablosu. Hasta grubuna ait 6rnekler ABAL1-30,35

olarak gosterilmistir. ABAL31-34 arasindaki oOrnekler c¢alisma disi birakildigi igin
calismamizda degerlendirdigimiz hasta grubundaki 31 numarali 6rnegimiz ABAL3S5 olarak
isimlendirilmigti. Kontrol grubuna ait ornekler ise ABALK14-26 olarak gosterilmistir,
ornekler sirastyla kontrol grubuna ait 1-13 arasindaki 6rneklerdir.
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Sekil 4.2.  Sube seviyesinde olusturulmus OTU tablosuna ait renk kodlar1 ve 6rnek bazinda oranlar1. Hasta grubuna ait 6rnekler ABAL1-30,35 olarak gosterilmistir.
ABAL31-34 arasindaki ornekler ¢aligma dis1 birakildigr i¢in ¢alismamizda degerlendirdigimiz hasta grubundaki 31 numarali 6rnegimiz ABAL3S5 olarak
isimlendirilmisti. Kontrol grubuna ait 6rnekler ise ABALK14-26 olarak gosterilmistir, 6rnekler sirasiyla kontrol grubuna ait 1-13 arasindaki 6rneklerdir.
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Sekil 4.3. Smuf seviyesinde olusturulmus OTU tablosu. Hasta grubuna ait 6rnekler ’ABAL’’ olarak

gosterilmistir. ABAL3S5: hasta grubundaki 31 numarali 6rnektir. Kontrol grubuna ait 6rnekler
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Takim seviyesinde olusturulmus OTU tablosu. Hasta grubuna ait 6rnekler
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ise "ABALK”’ olarak gosterilmistir. ABALK14 - ABALK26 arasindaki ornekler sirasiyla
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Sekil 4.4.

gosterilmistir. ABAL3S5: hasta grubundaki 31 numarali 6rnektir. Kontrol grubuna ait rnekler

ise "ABALK”’ olarak gosterilmistirr ABALK14 - ABALK26 arasindaki ornekler sirasiyla

kontrol grubuna ait 1 — 13 arasindaki 6rneklerdir.
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Sekil 4.5.  Aile seviyesinde olusturulmus OTU tablosu. Hasta grubuna ait 6rnekler ’ABAL’’ olarak

gosterilmistir. ABAL3S5: hasta grubundaki 31 numarali 6rnektir. Kontrol grubuna ait 6rnekler

ise “ABALK”’ olarak gosterilmigtir.r ABALK14 - ABALK26 arasindaki ornekler sirasiyla
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it 1 — 13 arasindaki orneklerdir
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Sekil 4.6. Cins seviyesinde olusturulmus OTU tablosu (bar grafigi). Hasta grubuna ait 6rnekler

olarak gosterilmistir. ABAL35: hasta grubundaki 31 numarali 6rnektir. Kontrol grubuna ait

ornekler ise "ABALK’’ olarak gosterilmistir. ABALK14 - ABALK26 arasindaki &rnekler

sirastyla kontrol grubuna ait 1

13 arasindaki 6rneklerdir.
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. Cins seviyesinde olusturulmus OTU tablosu (alan grafigi). Hasta grubuna ait Ornekler

“ABAL’’ olarak gosterilmistir. ABAL35: hasta grubundaki 31 numarali 6rnektir. Kontrol
grubuna ait 6rnekler ise ’ABALK’’ olarak gosterilmistir. ABALK14 - ABALK26 arasindaki
ornekler sirastyla kontrol grubuna ait 1 — 13 arasindaki 6rneklerdir.
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Legend Taxonomy

- Unassigned;Other;Other;Other;Other; Other

- k__Archaea:p__Euryarchaeota;c__Halobacteria;o__Halobacteriales:f__Halobacteriaceae;Other

- k__Archaea;p__Euryarchaeota;c__Halobacteria;o__Halobacteriales;f__Halobacteriaceae;g__

-k_Archaea;p_Euryarchaeola;c_Hanbacteria;o_HaIobacteriales;f_Hanbacteriaceae;g Haloarcula

-k_Archaea;p_Euryarchaeola;c_Hanbacteria;o_HaIobacteriales;f_Hanbacteriaceae;g Halonotius
k__Archaea;p__Euryarchaeota;c__Halobacteria;o__Halobacteriales;f__Halobacteriaceae;g__Haloquadratum
k__Archaea;p__Euryarchaeota;c__Halobacteria;o__Halobacteriales;f___Halobacteriaceae;g__Halorhabdus
k__Archaea;p__Euryarchaeota;c__Halobacteria;o__Halobacteriales;f__Halobacteriaceae;gy__ Halorubrum

-k_Archaea;p_Euryarchaeola;c_Hanbacteria;o_HaIobacteriales;f_Hanbacteriaceae;g XKL75

- k__Archaea;p__Euryarchaeota;c__Halobacteria;o__Halobacteriales;f__MSP41;g__

- k__Archaea:p__Euryarchaeota;c__Methanobacteria;o__Methanobacteriales;f__Methanobacteriaceae;g__Methanobrevibacter

-k_Archaea;p_Euryarchaeola;c_Methanobacteria,o_Methanohacleriales;f_Melhanohacteriaceae;g Methanosphaera

k__Archaea;p__Euryarchaeota;c__Methanomicrobia;o__Methanomicrobiales;f__Methanocorpusculaceae;g__Methanocorpusculum

k__Archaea;p__Euryarchaeota;c__Methanomicrobia;o__Methanomicrobiales;f__Methanomicrobi :g__Methanoculleus
k__Archaea;p__Euryarchaeota;c__Methanomicrobia;o__Methanosarcinales:f__Methanosaetaceae;g__Methanosaeta
k__Archaea;p__Euryarchaeota;c__Methanomicrobia;o__Methanosarcinales;f__Methanosarcinaceae;g__Methanosarcina
k__Archaea;p__Euryarchaeota;c__Thermoplasmata;o__E2;f _[Methanomassiliicoccaceae];g__vadinCA11
k__Bacteria;Other;Other;Other;Other;Other

k__Bacteria;p__ic__o__:f g

- k__Bacteria:p__Acidobacteria;c__Acidobacteria-6;0__CCU21:f__;g__

-k_Bacleria;p_Acidobacteria;c_Acidobacter' i 15:F__.g__
k__Bacteria;p__Acidobacteria;c__Acidobacteri ;o__iii1-15;f__RB40;g__

- k__Bacteria;p__Acidobacteria;c__Acidobacteria-6;0__iii1-15;f__mb2424;g__

- k__Bacteria;p__Acidobacteria;c__Solibacteres;o__Solibacterales;Other;Other
k__Bacteria:p__Acidobacteria;c__Solibacteres;o__Solibacterales:f__:g

- k__Bacteria;p__Acidobacteria;c__Solibacteres;o__Solibacterales:f__Solibacteraceae;gy__

-k_Bacleria;p_Acidobacteria:c_Sva0725:o_Sva0725:f o

- k__Bacteria;p__Acidobacteria;c__[Chloracidobacterial;o__ RB41;f__;g__

- k__Bacteria;p__Acidobacteria;c__[Chloracidobacterial;o__RB41;f__Ellin6075;g__

- k__Bacteria;p__Acidobacteria;c__jii1-8;0__SJA-36:f__;g__

- k__Bacteria;p__ Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales:f__:;g__

- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;f__C111;g__

- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales:f__EB1017:g__

- k__Bacteria:p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales:f__Microthrixaceae;g__
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales:f__Microthrixaceae;g__Candidatus Microthrix
k__Bacteria:p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales:;f__koll13;g__
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;Other;Other

- k__Bacteria;p__ Actinobacteria;c__ Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__;g_

- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales:;f__Actinomycetaceae;Other

- k__Bacteria;p__ Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales:f__Actinomycetaceae;g__

-k_Bacleria;p_Aclinobacteria;c_Actinobacteria;o_Actinomycetales;f_AclinomyceIaceae;g Actinomyces
k__Bacteria;p__ Actinobacteria;c__ Actinobacteria;o__Actinomycetales:f__Actinomycetaceae;g__Arcanobacterium

k__Bacteria:p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales:;f__Actinomycetaceae;g__Mobiluncus
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__ Actinomycetales:f__Actinomycetaceae;g__NO09
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Actinomycetaceae;g__Trueperella
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__ Actinomycetales;f__Actinomycetaceae;g__ Varibaculum
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Beutenbergiaceae;Other
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Brevibacteriaceae;g__ Brevibacterium
- k__Bacteria;p__ Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales:f__Cellulomonadaceae;g__Actinotalea
- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Cellulomonadaceae;g__Cellulomonas
k__Bacteria;p__ Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales:f__Cellulomonadaceae;g__Demequina
- k__Bacteria:p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales:f__Corynebacteriaceae;g__Corynebacterium
- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__ Actinomycetales:f__Dermabacteraceae;Other
k__Bacteria;p__ Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Dermabacteraceae;g__
- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__ Actinomycetales;f__Dermabacteraceae;g__Brachybacterium
- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__ Actinomycetales;f__Dermabacteraceae;g__Dermabacter
- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales:;f__Dermacoccaceae;g_ Dermacoccus
- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria:o__ Actinomycetales:f__Dermatophilaceae:Other
- k__Bacteria:p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales:f__Dietziaceae;Other

Sekil 4.8. Cins seviyesinde olusturulmus OTU tablosuna ait renk kodlar1 ve 6rnek bazinda oranlar1. Hasta
grubuna ait 6rnekler ABALI1-30,35 olarak gosterilmistir. ABAL31-34 arasindaki Ornekler
calisma dis1 birakildigi ig¢in ¢aligmamizda degerlendirdigimiz hasta grubundaki 31 numarali
ornegimiz ABAL3S5 olarak isimlendirilmisti. Kontrol grubuna ait 6rnekler ise ABALK14-26
olarak gosterilmistir, 6rnekler sirasiyla kontrol grubuna ait 1-13 arasindaki 6rneklerdir.
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- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Dietziaceae;g__Dietzia 0.0%

- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Geodermatophilaceae;Other 0.0%
- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Geodermatophilaceae;g__ 0.0%
- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Geodermatophil ;8__Geodermatophilus 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Intrasporangiaceae;Other 0.0%
k__Bacteria:p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Intrasporangiaceae;g__ 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Intrasporangiaceae;g__Janibacter 0.0%
- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Intrasporangiaceae;g__Phycicoccus 0.0%
- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Kineosporiaceae;g__ 0.0%
-k_Eiacteria;p_Actinobacteria;c_A:,tinobacteria;o_Actinnmycetales;f_Kineosporiaceae;g Kineococcus 0.0%
- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Microbacteriaceae; Other 0.0%
k__Bacteria:p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Microbacteriaceae;g__ 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Microbacteriaceae;g__Agromyces 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Microbacteriaceae;y__Leucobacter 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Microbacteriaceae;g__Microbacterium 0.1%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Microbacteriaceae;g__Mycetocola 0.0%
k__Bacteria;p__ Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Microbacteriaceae;g__Pseudoclavibacter 0.0%
k__Bacteria;p__ Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Microbacteriaceae;g__Rathayibacter 0.0%
-k_Bacteria;p_Actinobacteria;c_Actinobacteria;o_Actinomycetales;f_Microhacteriaceae;g Salinibacterium 0.0%
- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Micrococcaceae;Other 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Micrococcaceae;g__ 0.1%
-k_Eiacteria;p_Actinobacteria;c_Actinobacteria;o_Actinomycetales;f_Micrococcaceae;g Arthrobacter 0.0%
-k_EIal:teria;p_Al:tinoba::teria;c_A:tinobacteria;o_A:tinnmycetales;f_Mi:rn::nccal:eae;g Kocuria 0.0%
k__Bacteria;p__ Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Micrococcaceae;g__Microbispora 0.0%
-k_Bacteria;p_Actinobacteria;c_Actinobacteria;o_Actinomycetales;f_Micrococcaceae;g Micrococcus 0.0%
-k_Bacteria;p_Actinobacteria;c_Actinobacteria;o_Actinomycetales;f_Micrococcaceae;g Nesterenkonia 0.0%
-k_Eiacteria;p_Actinobacteria;c_A:,tinobacteria;o_Actinnmycetales;f_Mi:rncnccaceae;g Rothia 0.4%
- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Micromonosporaceae;g__ 0.0%
-k_Bacteria;p_Actinobacteria;c_Actinobacteria;o_Actinomycetales;f_Micromonosporaceae;g Catellatospora 0.0%
- k__Bacteria;p__ Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Mycobacteriaceae;g__Mycobacterium 0.0%
- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Nakamurellaceae;g__ 0.0%
- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Nocardiaceae;Other 0.0%
-k_Eiacteria;p_Actinobacteria;c_A:,tinobacteria;o_Actinnmycetales;f_Nncardiaceae;g Nocardia 0.0%
k__Bacteria;p__ Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Nocardiaceae;g__Rhodococcus 0.0%
k__Bacteria:p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Nocardioidaceae;Other 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Nocardioidaceae;g__ 0.0%
-k_Bacteria;p_Actinobacteria;c_Actinobacteria;o_Actinomycetales;f_Nocardioidaceae; Friedmanniella 0.0%
- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Nocardioidaceae;g__Kribbella 0.0%
-k_Eiacteria;p_Actinobacteria;c_A:,tinobacteria;o_Actinnmycetales;f_Nncardioidaceae;g Nocardioides 0.0%
- k__Bacteria;p__ Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Nocardioidaceae;g__Propionicimonas 0.0%
k__Bacteria:p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Promicromonosporaceae;g__Promicromonospora 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Propionibacteriaceae;g__ 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Propionibacteriaceae;g__Propionibacterium 0.2%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Pseudonocardiaceae;g__ 0.0%
k__Bacteria:p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Pseudonocardiaceae;g__Actinomycetospora 0.0%
k__Bacteria;p__ Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Pseudonocardiaceae;g__Pseudonocardia 0.0%
k__Bacteria;p__ Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Pseudonocardiaceae;g__Saccharopolyspora 0.0%
- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Sporichthyaceae;g__ 0.0%
- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Streptomycetaceae;Other 0.0%
k__Bacteria;p__ Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Streptomycetaceae;g__ 0.0%
-k_Eiacteria;p_Actinobacteria;c_Actinobacteria;o_Actinomycetales;f_Slreptomycetaceae;g Streptomyces 0.0%
-k_Bacteria;p_Actinobacteria;c_Actinobacteria;o_Actinomycetales;f_TsukamureI\aceae;g Tsukamurella 0.0%
k__Bacteria;p__ Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Bifidobacteriales;f__Bifidobacteriaceae;Other 0.0%
- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Bifidobacteriales;f__Bifidobacteriaceae;g__ 0.0%
-k_Bacteria;p_Actinobacteria;c_Actinobacteria;o_Biﬂdobacteriales;f_Bifidobacteriaceae;g Alloscardovia 0.0%
-k_Eiacteria;p_Actinobacteria;c_A:,tinobacteria;o_Biﬂdobacteriales;f_Bifidnbacteriaceae;g Bifidobacterium 0.2%
-k_Eiacteria;p_Actinobacteria;c_Actinobacteria;o_Biﬁdobacteriales:f_Bifidobacteriaceae;g Gardnerella 0.0%
-k_Bacteria;p_Actinobacteria;c_Actinobacteria;o_Biﬁdobacteriales:f_Bifidobacteriaceae;g Scardovia 0.0%
- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae;Other 0.0%

Sekil 4.8. (Devam) Cins seviyesinde olusturulmus OTU tablosuna ait renk kodlar1 ve drnek bazinda oranlari.
Hasta grubuna ait 6rnekler ABAL1-30,35 olarak gosterilmistir. ABAL31-34 arasindaki ornekler
calisma dig1 birakildigr igin g¢alismamizda degerlendirdigimiz hasta grubundaki 31 numarali
Ornegimiz ABAL35 olarak isimlendirilmisti. Kontrol grubuna ait 6rnekler ise ABALK14-26 olarak
gosterilmistir, 6rnekler sirasiyla kontrol grubuna ait 1-13 arasindaki 6rneklerdir.
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- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Coricbacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae;g__ 0.1%
- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae;g__Adlercreutzia 0.0%

- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Coricbacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae;g__Atopobium 0.2%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Coricbacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae;g__Collinsella 0.1%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae;g__Eggerthella 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Coricbacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae;g__Slackia 0.0%

[ __Bacteria;p__Actinobacteria;c__MB-A2-108;0__0319-7L14;f__g__ 0.0%

- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Rubrobacteria;o__Rubrobacterales;f__Rubrobacteraceae;g__Rubrobacter 0.0%

-k_Bacteria;p_Actinobacteri :__Thermoleophilia;o__Gaiellales;f__;g_ 0.0%

- k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Thermoleophilia;o__Gaiellales;f__Gaiellaceae;g__ 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Thermoleophilia;o__Solirubrobacterales;f__;g_ 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Thermoleophilia;o__Solirubrobacterales:;f__Conexibacteraceae;Other 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Thermoleophilia;o__Solirubrobacterales;f__Conexibacteraceae;g__ 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Thermoleophilia;o__Solirubrobacterales;f__Patulibacteraceae;g__ 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Thermoleophilia;o__Solirubrobacterales;f__Solirubrobacteraceae;g__ 0.0%
k__Bacteria;p__Armatimonadetes;c__0319-6E2;0__;f__:g__ 0.0%
k__Bacteria;p__ Armatimonadetes;c__[Fimbriimonadia];o__[Fimbriimonadales];f__[Fimbriimonadaceae];g__Fimbriimonas 0.0%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;Other;Other;Other;Other 0.0%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__At120¢tB3;0__;f_ :g__ 0.0%
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;Other;Other 0.0%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroi __Bacteroidales;f__;g__ 0.2%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroi __Bacteroidales;f__BA008;g__ 0.0%
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__BS11:;g__ 0.0%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bactercidaceae;g__ 0.0%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroi __Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;g__5-7N15 0.0%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales:f__Bacteroidaceae;g__BF311 0.0%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;g__Bactercides 2.3%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroi __Bacteroidales;f__GZKB119;g__ 0.0%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bactercidales;f__Marinilabiaceae;g__ 0.0%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Porphyromonadaceae;Other 0.0%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroi __Bacteroidales;f__Porphyromonadaceae;g__ 0.1%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroi __Bacteroidales;f__Porphyromonadaceae;g__Dysgonomonas 0.0%
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Porphyromonadaceae;g__Paludibacter 0.1%
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroi __Bacteroidales;f__Porphyromonadaceae;g__Parabacterocides 0.2%
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroi __Bacteroidales;f__Porphyromonadaceae;g__Porphyromonas 2.8%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Porphyromonadaceae;g__Tannerella 0.1%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales:f__Prevotellaceae;g__Prevotella 24.5%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroi __Bacteroidales;f__RF16;g__ 0.0%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroi __Bacteroidales;f__Rikenellaceae;Other 0.0%
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroi o__Bactercidales;f__Rikenellaceae;g__ 0.1%
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroi __Bacteroidales;f__Rikenellaceae;g__Blvii28 0.0%
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacte __Bacteroidales;f__Rikenellaceae;g__Rikenella 0.0%
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__S24-7;g__ 0.1%
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroi __Bacteroidales;f__5B-1;g__ 0.0%
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroi _Bacteroidales;f__[Barnesiellaceae];Other 0.0%
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroid ___Bacteroidales;f__[Barnesiellaceae];g__ 0.1%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bactercidales;f__[Odoribacteraceae];g__Butyricimonas 0.0%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroi __Bacteroidales;f__[Odoribacteraceae];g__Odoribacter 0.1%
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroi __Bacteroidales;f__[Paraprevotellaceae];Other 0.0%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroi o__Bactercidales;f__[Paraprevotellaceae]l:g__ 0.0%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroi __Bacteroidales;f__[Paraprevotellaceae];g_ CF231 0.0%
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroi __Bacteroidales;f__[Paraprevotellaceae]:g__Paraprevotella 0.1%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroi o__Bacteroidales;f__[Paraprevotellaceae];g__ YRC22 0.0%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__[Paraprevotellaceae];g__[Prevotella] 2.8%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroi __Bacteroidales;f__p-2534-18B5;g__ 0.0%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__p-2534-18B5;g__BE24 0.0%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Cytophagia;o__Cytophagales;f__Cytophagaceae;g__ 0.0%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Cytophagia;o__Cytophagales;f__Cytophagaceae;g__Adhaeribacter 0.0%

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Cytophagia;o__Cytophagales;f__Cytophagaceae;g__Dyadobacter 0.0%

_ k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Cytophagia;o__Cytophagales;f__Cytophagaceae;g__Flectobacillus 0.0%

Sekil 4.8. (Devam) Cins seviyesinde olusturulmus OTU tablosuna ait renk kodlar1 ve drnek bazinda oranlari.
Hasta grubuna ait ornekler ABAL1-30,35 olarak gosterilmistir. ABAL31-34 arasindaki ornekler
calisma dig1 birakildigt ig¢in g¢alismamizda degerlendirdigimiz hasta grubundaki 31 numarali
Ornegimiz ABAL35 olarak isimlendirilmisti. Kontrol grubuna ait 6rnekler ise ABALK14-26 olarak
gosterilmistir, 6rnekler sirasiyla kontrol grubuna ait 1-13 arasindaki 6rneklerdir.
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- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Cytophagia;o__Cytophagales;f__Cytophagaceae;g__Hymenobacter
k__Bacteria;:p__Bacteroidetes;c__Cytophagia:o__Cytophagales:f__Cytophagaceae;g__ Leadbetterella
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Cytophagia;o__Cytophagales;f__Cytophagaceae;g__Sporocytophaga
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Cytophagia;o__Cytophagales;f__Flammeovirgaceae;g__

- k__Bacteria:p__Bacteroidetes;c__Flaveobacteriia;o__Flavobacteriales;f__;g__

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Flavobacteriia;o__Flavobacteriales;f__Cryomorphaceae;Other

- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Flavobacteriia;o__Flavobacteriales;f__Cryomorphaceae;g__

-k_Bal:teria;p_EIal:teroidetas;c_FIavnbacleriia;D_Flavoba::teriales;f_Cryomorpha:eae;g Brumimicrobium
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Flavobacteriia;o__Flavobacteriales;f__Flavobacteriaceae;g__
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Flaveobacteriia;o__Flavobacteriales;f__Flavobacteriaceae;g__Aequorivita

k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Flavobacteriia;o__Flavobacteriales;f__Flavobacteriaceae;g__Capnocytophaga
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Flavebacteriia;o__Flavobacteriales;f__Flavobacteriaceae;g__Flavobacterium
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Flavobacteriia;o__Flavobacteriales;f__Flavobacteriaceae;g__Gelidibacter
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Flavebacteriia;o__Flavobacteriales;f__Flavobacteriaceae;g__Myroides
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Flavobacteriia;o__Flavobacteriales;f__Flavobacteriaceae;g__ Polaribacter
-k_Eiacteria;p_Elacteroidetes;c_FIavobacleriia;o_FIavobacteriaIes;f_FIavobacteriaceae:g Tenacibaculum
- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Flaveobacteriia;o__Flavobacteriales;f__[Weeksellaceae];g__
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Flavebacteriia;o__Flavobacteriales;f__[Weeksellaceae];g__Chryseobacterium
- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Flavobacteriia;o__Flavobacteriales;f__[Weeksellaceae];g
-k_Eiacteria;p_EIacteroidetes;c_FIavnbacleriia:o_FIavobacteriales:f_[WeeKseHaceae];g Elizabethkingia
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Flavebacteriia;o__Flavobacteriales;f__[Weeksellaceae
-k_Bacteria;p_Elacteroidetes;c_FIavobacleriia;o_FIavobacteriales;f_[WeekseHaceae];g Wautersiella
- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Sphingobacteriia;o__Sphingobacteriales;f__;g__
- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Sphingobacteriia:o__Sphingobacteriales;f__Sphingobacteriaceae;Other
- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Sphingobacteriia;o__Sphingobacteriales;f__Sphingobacteriaceae;g__
-k_Eiacteria;p_Elacteroidetes;c_Sphingobacteriia;o_sphingobacteria\es;f_Sphingobacteriaceae;g Olivibacter
-k_Bacteria;p_Elacteroidetes;c_Sphingobacteriia;o_sphingobacteria\es;I'_Sphingobacteriaceae;g Pedobacter
-k_Bacteria;p_Bacteroidetes;c_Sphingobacteriia;o_sphingobacteria\es;f_Sphingobacteriaceae;g_Spthcbaclerium
-k_Eiacteria;p_Elacteroidetes;c_[Rhodothermi];o_[RhodothermaIes];f_Rhodothermaceae; Salinibacter
-k_Bal:teria;p_EIal:teroidetas;c_[Rhndothermi];a_[RhndntharmaIes];f_[BaIneuIa:eaa];g Balneola
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__[Saprospirael;o__[Saprospirales];f__;g__
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__[Saprospirae];o__[Saprospirales];f__Chitinophagaceae;g__

Cloacibacterium

Ornithobacterium

k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__[Saprospirae];o__[Saprospirales];f__Chitinophagaceae;g__Chitinophaga
- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__[Saprospirae];o__[Saprospirales];f__Chitinophagaceae:gy__Flavisolibacter
- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__[Saprospirae];o__[Saprospirales];f__Chitinophagaceae;g__Niabella
- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__[Saprospirael;o__[Saprospirales];f__Chitinophagaceae;g__Sediminibacterium
- k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__[Saprospirae];o__[Saprospirales];f__Chitinophagaceae;g__Segetibacter

k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__[Saprospirae];o__[Saprospirales];f__Saprospiraceae;g__
k__Bacteria;p__Chlamydiae;c__Chlamydiia;o__:f__;g__
k__Bacteria;p__Chlamydiae;c__Chlamydiia;o__Chlamydiales;f__;g__
k__Bacteria;p__Chlamydiae;c__Chlamydiia;o__Chlamydiales;f__Parachlamydiaceae;Other
k__Bacteria;p__Chlamydiae;c__Chlamydiia;o__Chlamydiales;f__Parachlamydiaceae;g__
k__Bacteria;p__Chlamydiae;c__Chlamydiia;o__Chlamydiales;f__Parachlamydiaceae;g__Candidatus Protochlamydia
k__Bacteria;p__Chlamydiae;c__Chlamydiia;o__Chlamydiales:f__Waddliaceae;Other

- k__Bacteria;p__Chlorobi;c__Chlorobia;o__Chlorobiales;f__Chlorobiaceae;Other

- k__Bacteria;p__Chlorobi;c__Ignavibacteria;o__lgnavibacteriales;f__lgnavibacteriaceae;g__
k__Bacteria;p__Chlorobi:c__lgnavibacteria;o__lgnavibacteriales;f__lheB3-7:g__

- k__Bacteria;p__Chlorobi;c__OPBS&6;0__:f__:g__

- k__Bacteria;p__Chlorobi;c__SJA-28;0__:f__ :g_
k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Anaerolineae;o__;f__;g__

- k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Anaerolineae;o__Anaerolineales;f__Anaerolinaceae;Other

- k__Bacteria:p__Chloroflexi;

- k__Bacteria;p__Chloroflexi;

-k_Eiacteria;p_ChIoroerxi;c_AnaeroIineae;o_Anaero\ineales;f_Anaero\inaceae;g SHD-231

- k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Anaerclineae;o__Anaerolineales;f__Anaerolinaceae;g__T78

- k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Anaerolineae;o__ CFB-26:f__;g_

- k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Anaerolineae;o__Caldilineales;f__Caldilineaceae;g__

-k_Eiacteria;p_ChIoroerxi;c_AnaeruIineae:o_CaIdiIinea\es;f_Ca\diIineaceae;g Caldilinea

- k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Anaerolineae;o_ DRC31;f__:;g__

__Anaerolineae;o__Anaerolineales;f__Anaerolinaceae;gy__
__Anaerolineae;o__Anaerolineales:f__Anaerolinaceae;g__Anaerolinea
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Sekil 4.8. (Devam) Cins seviyesinde olusturulmug OTU tablosuna ait renk kodlar1 ve 6rnek bazinda oranlari.
Hasta grubuna ait 6rnekler ABAL1-30,35 olarak gosterilmistir. ABAL31-34 arasindaki 6rnekler
calisma dig1 birakildigt i¢in caligmamizda degerlendirdigimiz hasta grubundaki 31 numarali
ornegimiz ABAL35 olarak isimlendirilmisti. Kontrol grubuna ait 6rnekler ise ABALK14-26 olarak

gosterilmistir, 6rnekler sirasiyla kontrol grubuna ait 1-13 arasindaki drneklerdir.
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k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Anaerclineae;o__SBR1031;f_Adb:;g__
k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Anaerolineae;o__SBR1031;f__SHA-31;g__
k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Anaerclineae;o__ SBR1031;f__SJA-101;g__

- k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Anaerclineae;o__ SHA-20;f__;g__

- k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Anaerclineae;o__SJA-15:f__:g__

- k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Chloroflexi;o__ AKIW781;f__;g__

- k__Bacteria;p__Chloroflexi;e__Chloroflexi;o__[Roseiflexales];f__[Kouleothrixaceae];g__
k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Chloroflexi;o__[Roseiflexales];f__[Kouleothrixaceae];g__Kouleothrix
k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Elling529;0__;f_ ;g__
k__Bacteria;p__Chloroflexi;e__S085;0__:f ;g__
k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__TK17;0__mle1-48;f__;g__

- k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Thermemicrobia;Other;Other;Other
k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Thermoemicrobia;o__ AKYG1722:f__;g_
k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Thermemicrobia;o__JG30-KF-CM45:f__;g__

- k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Thermomicrobia;o__Sphaerobacterales:;f__:g_

- k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__;o__;f :g__

- k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__4C0d-2;0_ MLE1-12;f__;g__
k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__4C0d-2;0__YS2;f__:g__

- k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Chloroplasto__:f__:g__

- k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Chloroplast;o__Chlorophyta;f__Chlamydomonadaceae;Other

- k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Chloroplast;:o__Cryptophyta;f__;g__

-k_Bacleria;p_Cyanobacleri c__Chloroplast;o__Haptophyceae;f__;g__

- k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Chloroplast;o__Stramencpiles;f__;g__

- k__Bacteria;p__Cyanobacteria:c__Chloroplast;o__Streptophyta;f__:g__

- k__Bacteria;p__Cyanobacteri

- k__Bacteria;p__Cyanobacteri

-k_Bacleria;p_Cyanobacleria;c_Nostocophycideae;o_Nostocales;f_Noslocaceae;g Dolichospermum

- k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Oscillatoriophycideae;o__Chroococcales;f__;g__

-k_EIacleria;p_Cyanobacleria;c_OsciIlatoriophycideae;o_Chroucoccales;f_Cyanobacteriaceae:g_gyanobacterium
k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Oscillatoriophycideae;o__Chrooccoccales;f__Gomphosphaeriaceae;g__

__Nostocophycideae;o__Nostocales;f__:g_

__Nostocophycideae;o__Nostocales;f__Nostocaceae;g__

k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Oscillatoriophycideae;o__Chroococcales;f__Microcystaceae;g__Microcystis
k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Oscillatoriophycideae;o__Chroococcales;f__Xenococcaceae;g_
- k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Synechococcophycideae;o__Pseudanabaenales;f__;g__
-k_EIacleria;p_Cyanobacleria;c_Synechococcophycideae;o_Pseudanabaenales;f_Pseudanabaenaceae;g Leptolyngbya

- k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Synechococcophycideae;o__Synechococcales;f__Synechococcaceae;g__Synechococcus
- k__Bacteria;p__Deferribacteres;c__Deferribacteres;o__Deferribacterales;f__Deferribacteraceae;g__Geovibrio
k__Bacteria;p__Deferribacteres;c__Deferribacteres;o__Deferribacterales;f__Deferribacteraceae;g__Mucispirillum

k__Bacteria;p__Elusimicrobia;c__Elusimicrobia;o__Elusimicrobiales;f__;g__

k__Bacteria;p__Elusimicrobia;c__Elusimicrobia;o__Elusimicrobiales;f__Elusimicrobiaceae;g__

k__Bacteria;p__FBP;c__;o__;f__:g_

-k_Eacleria;p_Fibrobacteres;c_Fibrobar:teria;o_Fibrobacterales;f_Fibrubacteraceae; Fibrobacter
k__Bacteria;p__Firmicutes;Other;Other;Other;Other
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;Other;Other;Other

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;Other;Other

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__;g__
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Alicyclobacillaceae;g__Alicyclobacillus

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae:Other

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__

-k_EIacleria;p_Fin‘nicutes;c_BaciIIi;n_BaciIIales:f_EaciIIaceae;g Anaerobacillus

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__Anoxybacillus

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__Bacillus

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__Geobacillus

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__Marinibacillus

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae:;g__Marinococcus

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__Virgibacillus

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Listeriaceae;Other

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Listeriaceae;g__Listeria

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Paenibacillaceae;g__
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Paenibacillaceae;g__Ammoniphilus
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Sekil 4.8. (Devam) Cins seviyesinde olusturulmug OTU tablosuna ait renk kodlar1 ve 6rnek bazinda oranlari.
Hasta grubuna ait 6rnekler ABAL1-30,35 olarak gosterilmistir. ABAL31-34 arasindaki 6rnekler
calisma dig1 birakildigt i¢in caligmamizda degerlendirdigimiz hasta grubundaki 31 numarali
Ornegimiz ABAL35 olarak isimlendirilmisti. Kontrol grubuna ait 6rnekler ise ABALK14-26 olarak

gosterilmistir, 6rnekler sirastyla kontrol grubuna ait 1-13 arasindaki 6rneklerdir.
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k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Paenibacillaceae;g__Brevibacillus 0.0%

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Bacillales;f__Paenibacillaceae;g__Paenibacillus 0.0%
- k__Bacteria:p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Planococcaceae;Other 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bac __Bacillales;f__Planococcaceae;g__ 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Ba __Bacillales;f__Planococcaceae;g__Lysinibacillus 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Planccoccaceae;y__Paenisporosarcina 0.0%

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Planccoccaceae;g__Planomicrobium 0.0%

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Bacillales;f__Planococcaceae;g__Rummeliibacillus 0.0%

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Bacillales:f__Planococcaceae:;g__Solibacillus 0.0%

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Planccoccaceae;g__Sporosarcina 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Bacillales;f__Sporolactobacillaceae;g__Sporolactobacillus 0.0%

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Bacillales;f__Staphylococcaceae;Other 0.0%

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Bacillales:;f__Staphylococcaceae;g__Jeotgalicoccus 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Bacillales;f__Staphylococcaceae;g__Macrococcus 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Ba __Bacillales;f__Staphylococcaceae;g__Salinicoccus 0.0%

k__Bacteria:p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Staphylococcaceae;g__Staphylococcus 0.2%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Bacillales;f__Thermoactinomycetaceae;g__ 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Bacillales;f__Thermoactinomycetaceae;g__Laceyella 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bac __Bacillales;f__[Exiguobacteraceae];g__ 0.0%
- k__Bacteria:p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__[Exiguobacteraceae];g__Exiguobacterium 0.0%
- k__Bacteria:;p__Firmicutes;c__Bac __Gemellales;Other;Other 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Gemellales;f__;g__ 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Gemellales;f__Gemellaceae;Other 0.0%
- k__Bacteria:p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Gemellales;f__Gemellaceae;g__ 0.3% |
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Gemellales;f__Gemellaceae;g__Gemella 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Haloplasmatales;f__Haloplasmataceae;g__ 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Lactobacillales;Other;Other 0.3% |
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Ba __Lactobacillales;f__;g__ 0.2% |

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Lactobacillales:f__Aerococcaceae;Other 0.0%

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Lactobacillales:f__Aerococcaceae;g__ 0.0%

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Lactobacillales;f__Aerococcaceae;g__Aerococcus 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Lactobacillales;f__Aerococcaceae;g__Alloiococcus 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Lactobacillales:f__Aerococcaceae;g__Facklamia 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Lactobacillales:f__Aerococcaceae;g__Marinilactibacillus 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Lactobacillales;f__Carnobacteriaceae;Other 0.0%

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Carnobacteriaceae;g__ 0.0%

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bac __Lactobacillales;f__Carnobacteriaceae;g__Carnobacterium 0.0%

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Ba __Lactobacillales;f__Carnobacteriaceae;g__Desemzia 0.0%

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Lactobacillales;f__Carnobacteriaceae;g__Granulicatella 0.0%
- k__Bacteria:p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Carnobacteriaceae;g__Trichococcus 0.0%

k__Bacteria:;p__Firmicutes;c__Bac __Lactobacillales;f__Enterococcaceae;Other 0.0%

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Lactobacillales;f__Enterococcaceae;g__ 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Enterococcaceae;g__Enterococcus 0.1%
- k__Bacteria:;p__Firmicutes;c__Bac __Lactobacillales;f__Enterococcaceae;g__Vagococcus 0.0%

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bac __Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;Other 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__ 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Lactobacillus 4.8% |
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Ba __Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Pediococcus 0.3% |
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Lactobacillales:f__Leuconostocaceae;Other 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Lactobacillales;f__Leuconostocaceae;g__ 0.1%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Lactobacillales;f__Leuconostocacea Fructobacillus 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Lactobacillales;f__Leuconostocacea Leuconostoc 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Leuconostocaceae;g__Weissella 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Lactobacillales:f__Streptococcaceae;Other 0.0% |
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Lactobacillales:f__Streptococcaceae;g__ 0.0% |
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Streptococcaceae;g__Lactococcus 0.3%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Lactobacillales;f__Streptococcaceae;g__Streptococcus 4.1% |

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Baci __Turicibacterales;f__Turicibacteraceae;g__Turicibacter 0.0%

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;Other;Other;Other 0.0%

Sekil 4.8. (Devam) Cins seviyesinde olugturulmus OTU tablosuna ait renk kodlar1 ve 6rnek bazinda oranlari.
Hasta grubuna ait 6rnekler ABAL1-30,35 olarak gosterilmistir. ABAL31-34 arasindaki ornekler
calisma dis1 birakildigt i¢in caligmamizda degerlendirdigimiz hasta grubundaki 31 numarali
Ornegimiz ABAL35 olarak isimlendirilmisti. Kontrol grubuna ait 6rnekler ise ABALK14-26 olarak
gosterilmistir, 6rnekler sirasiyla kontrol grubuna ait 1-13 arasindaki drneklerdir.
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k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__;f__;g__ 0.0%

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__BSA2B-08;f__;g__ 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;Other;Other 0.1% |
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__:g__ 0.8% |
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Caldicoprok aceae;g__Caldicoprobacter 0.0% |
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Christensenellaceae;g__ 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae;Other 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae;g__ 0.1%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae;g__02d06 0.0%
-k_Bal:teria;p_Firmicutes;c_CIDstridia;o_CIDslridiales;f_CIostridiaceaa;g Alkaliphilus 0.2%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridi ;0__Caloramator 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae;g__Clostridium 0.2%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae;g__Geosporobacter Thermotalea 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridi ;9__Natronincola_Anaerovirgula 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae;g__Oxobacter 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridi ;g__Proteiniclasticum 0.0%
-k_Eiacteria;p_Firmicutes;c_CIostridia;o_CIoslridiales:f_CIostridiaceae:g SMB53 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Dehalobacteriaceae;g__ 0.0%
-k_Bacteria;p_Firmicutes;c_CIostridia;o_CIoslridiaIes:f_Dehalobacteriaceae; Dehalobacterium 0.0%
-k_Bal:teria;p_Firmicutes;c_CIDstridia;o_CIDslridiales;f_Euhal:leriaceae;g Garciella 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Eubacteriaceae;g__Pseudoramibacter Eubacterium 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Gracilibacteraceae;g__ 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Gracilibacteraceae;g__Gracilibacter 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Gracilibacteraceae;g__Lutispora 0.0% |
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;Other 0.2% |
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__ 1.1% |
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Anaerostipes 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Blautia 0.3%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Butyrivibrio 0.2%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Catonella 0.1%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Coprococcus 0.2% |
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Dorea 0.0% |
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Epulopiscium 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Lachnobacterium 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Lachnospira 0.2%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Moryella 0.1%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Oribacterium 0.3%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Roseburia 0.2%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Shuttleworthia 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__[Ruminococcus] 0.1%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Peptococcaceae;g__ 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Peptococcaceae;g__Desulfitobacter 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Peptococcaceae;g__Desulfosporosinus 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Peptococcaceae;g__Pelotomaculum 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Peptococcaceae;g__Peptococcus 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Peptococcaceae;g__rcd-4 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Peptostreptococcaceae;g__ 0.1%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Peptostreptococcaceae;g__Filifactor 0.1% |
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Peptostreptococcaceae;g__Peptostreptococcus 0.1% |
-k_Bal:teria;p_Firmicutes;c_CIDstridia;o_CIDslridiales;f_F'eptnstreplococ:aceae;g Tepidibacter 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Rumincococcaceae; Other 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;y__ 1.2% |
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g__Anaerofilum 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g__Anaerotruncus 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g__Butyricicoccus 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g__Ethanoligenens 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g__Faecalibacterium 1.3%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g__Oscillospira 0.2%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g__Ruminococcus 0.4%

Sekil 4.8.  (Devam) Cins seviyesinde olusturulmug OTU tablosuna ait renk kodlar1 ve 6rnek bazinda oranlari.
Hasta grubuna ait 6rnekler ABAL1-30,35 olarak gosterilmistir. ABAL31-34 arasindaki 6rnekler
calisma dis1 birakildigt i¢in caligmamizda degerlendirdigimiz hasta grubundaki 31 numarali
Ornegimiz ABAL35 olarak isimlendirilmisti. Kontrol grubuna ait 6rnekler ise ABALK14-26 olarak
gosterilmistir, 6rnekler sirasiyla kontrol grubuna ait 1-13 arasindaki drneklerdir.
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- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Sulfobacillaceae;g__Sulfobacillus

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Symbiobacteriaceae:g__Symbiobacterium

-k_Bacleria;p_Firmicutes;c_CIoslridia;o_CIostridiales:f_Syntmphumonadaceae;g_§ym;:homonas

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonellaceae;Other
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonellaceae;g__
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonellaceae;g__Acidaminococcus
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonell :g__Anaerovibrio
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonellaceae;g__BSV43

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonellaceae;g__Dialister
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonellaceae;g__G07
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonell :g__Megamonas

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonell 1g__Megasphaera

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonellaceae;g__Mitsuokella
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonellaceae;g__Pelosinus

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clestridiales;f__Veillonell ;g__Phascolarctobacterium
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonell 1g__Schwartzia

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonell :g__Selenomonas
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clestridiales;f__Veillonell 1g__Succiniclasticum
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonell ;g__Veillonella

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__[Mogibacteriaceae];:Other
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__[Mogibacteriaceae];g__
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__[Mogibacteriaceae]
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__[Mogibacteriaceae];g
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__[Tissierellaceae];Other

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__[Tissierellaceae];g__

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__[Tissierellaceae];g__1-68
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__[Tissierellaceae];g__Anaerococcus
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__[Tissierellaceae];g__Finegoldia
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__[Tissierellaceae];g__GW-34

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__[Tissierellaceae];g__Gallicola

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__[Tissierellaceae];g__Helcococcus

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__[Tissierellaceae];g__Parvimonas

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__[Tissierell ];0__Peptoniphilus
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__[Tissierellaceae];g__Sedimentibacter

Anaerovorax

Mogibacterium

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__[Tissierellaceae];g__Sporanaerobacter
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__[Tissierell 1;0__Tepidimicrobium
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__[Tissierell ]:g__Tissierella_Soehngenia

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__[Tissierellaceae];g__ WAL_1855D
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__[Tissierellaceae];g__ph2
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Halanaercbiales;f__;g__

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Halanaerobiales;f__Halanaerobiaceae:g__

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__MBAOB;f__:¢g__
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Natranaerobiales;Other;Other

-k_EIacleria;p_Firmicutes;c_CIoslridia;o_Natranaerobiales;f_Anaerobrancaceae;g Dethiobacter

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Natranaerobiales;f__ML1228J-1;g__

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__OPB54;f__;g_

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__ SHA-98;f__;g__

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__ SHA-98:f__D2;g__

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Thermoanaerobacterales:f__;g__

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__ Thermoanaerobacterales:f__Thermoanaerobacteraceae;g__

-k_Eal:leria;p_Firmicutes;:_CIoslridia;a_Therrnoanaerobacterales;f_Thermoanaerobacterau:eae;g Thermacetogenium
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;Other

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g__
-k_Eal:leria;p_Firmicutes;c_Erysipelutril:hi;o_ErysipeIatrichaIes;f_Erysipelntri:ha:eae;g Allobaculum

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g__Bulleidia
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g__Catenibacterium
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g__Clostridium
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g__Copreobacillus

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g__Hcldemania

I « Bacteria;p Firmicutes:c Erysipelotrichi:o Erysipelotrichales:f Erysipelotrichaceae:i PSB-M-3

0.0%
0.0%
0.0% |
0.1% |
0.3%
0.0%
0.0%
0.0%
0.4% |
0.0%
0.0%
0.0% |
0.0%
0.0%
0.3%
0.0% |
3.4%
0.0%
9.7% |
0.0%
0.1% |
0.0%
0.0% |
0.0%
0.0% |
0.0% |
0.0%
0.0%
0.0%
0.0% |
0.0%
0.0% |
0.1% |
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.1%
0.0%
0.0%
0.0%
0.2%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.2%
0.0% |
0.0%
0.0%
0.0% |
0.0%
0.1% |
0.0%
0.2% |
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0% |

Sekil 4.8. (Devam) Cins seviyesinde olusturulmus OTU tablosuna ait renk kodlar1 ve drnek bazinda oranlari.
Hasta grubuna ait ornekler ABAL1-30,35 olarak gosterilmistir. ABAL31-34 arasindaki ornekler
calisma dig1 birakildigt i¢in g¢alisgmamizda degerlendirdigimiz hasta grubundaki 31 numarali
Ornegimiz ABAL35 olarak isimlendirilmisti. Kontrol grubuna ait 6rnekler ise ABALK14-26 olarak

gosterilmistir, 6rnekler sirasiyla kontrol grubuna ait 1-13 arasindaki 6rneklerdir.
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I k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g_ RFN20 0.0%

- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales:f__Erysipelotrichaceae:g__Sharpea 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g__[Eubacterium] 0.1%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g_ cc 115 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales:f__Erysipelotrichaceae;g_ p-75-a5 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__OPB54;0__;f__:g_ 0.0%

- k__Bacteria:p__Fusobacteria;c__Fusocbacteriia;o__Fusobacteriales;f__Fusobacteriaceae;g__Fusobacterium 2.0%
k__Bacteria;p__Fusobacteria;c__Fuscbacteriia;o__Fusobacteriales;f__Leptotrichiaceae;Other 0.0%
k__Bacteria;p__Fusobacteria;c__Fusobacteriia;o__Fusobacteriales;f__Leptotrichiaceae;g__ 0.1%

- k__Bacteria;p__Fusobacteria;c__Fusobacteriia;o__Fusobacteriales;f__Leptotrichiaceae;y__Leptotrichia 1.4%

- k__Bacteria;p__Fusobacteria;c__Fuscbacteriia;o__Fusobacteriales;f__Leptotrichiaceae;g__Sneathia 0.0%
k__Bacteria;p__ GN02;c__BD1-5;0__;f__:g__ 0.0%

I «__Bacteria;p__GNO02;c__GKS2-174;0__f__g__ 0.0%

- k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes;c__Gemm-1:0__:f__;g__ 0.0%

- k__Bacteria:p__Gemmatimonadetes;c__Gemm-2;0__; — 0.0%

- k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes;c__Gemm-3;0__; 0.0%

- k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes;c__Gemm-5;0__;f__;g__ 0.0%

- k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes;c__Gemmatimonadetes;o__;f__;g_ 0.0%

- k__Bacteria:p__Gemmatimonadetes;c__Gemmatimonadetes;o__Gemmatimonadales;f__Gemmatimonadaceae;g__Gemmatimonas 0.0%

- k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes;c__Gemmatimonadetes;o__KD8-87;f__;g__ 0.0%

- k__Bacteria;p__Hyd24-12;c__;o__;f_ :g__ 0.0%

- k__Bacteria;p__Lentisphaerae;c__[Lentisphaerial;o__Victivallales;f__Victivallaceae;g__ 0.0%

- k__Bacteria;p__Lentisphaerae;c__[Lentisphaeria];o__Z220:f__R4-45B;g__ 0.0%

- k__Bacteria:p__NKB19;c__;o__:f__:g__ 0.0%
k__Bacteria;p__ NKB19;c__TSBWO08;0. 0.0%
k__Bacteria;p__OD1;c__ABY1;0__;f __ 0.0%

I «__Bacteria;p__OP11;c__OP11-d;0__:f__ 0.0%
k__Bacteria:p__0OP3;c__koll11;0__:f__:g__ 0.0%

[ k__Bacteria;p__OP9;c__JS1;0__BA021;f__ig__ 0.0%

- k__Bacteria;p__Planctomycetes;c__OM190;0__ CL500-15;f__;g_ 0.0%

- k__Bacteria;p__Planctomycetes;c__Phycisphaerae;o__Phycisphaerales;f__;g__ 0.0%
k__Bacteria;p__Planctomycetes;c__Phycisphaerae;o__WD2101;f__;g__ 0.0%
k__Bacteria;p__Planctomycetes;c__Planctomycetia;o__Gemmatales;f__Gemmataceae;g__ 0.0%
k__Bacteria;p__Planctomycetes;c__Planctomycetia;o__Gemmatales;f__Gemmataceae;g__Gemmata 0.0%
k__Bacteria;p__Planctomycetes;c__Planctomycetia;o__Gemmatales;f__Isosphaeraceae;g__ 0.0%

- k__Bacteria:p__Planctomycetes;c__Planctomycetia;o__Pirellulales;f__Pirellulaceae;g__ 0.0%
k__Bacteria;p__Planctomycetes;c__Planctomycetia;o__Pirellulales;f__Pirellulaceae;g_ A17 0.0%
k__Bacteria;p__Planctomycetes;c__Planctomycetia;o__Pirellulales;f__Pirellulaceae;g__Pirellula 0.0%

- k__Bacteria;p__Planctomycetes;c__Planctomycetia;o__Planctomycetales;f__Planctomycetaceae;g__Planctomyces 0.0%

- k__Bacteria;p__Proteobacteria; Other;Other;Other;Other 0.0%
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaprotecbacteria;o__;f__;g__ 0.0%

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Caulobacterales;f__;g__ 0.0%

- k__Bacteria;p__Proteobacteria:c__Alphaproteobacteria;o__Caulebacterales:;f__Caulobacteraceae;Other 0.0%

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaprotecbacteria;o__Caulobacterales;f__Caulobacteraceae;g__ 0.0%

- k__Bacteria:p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Caulobacterales;f__Caulobacteraceae;g__Brevundimonas 0.0%

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Caulobacterales:f__Caulobacteraceae;g__Caulobacter 0.0%

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaprotecbacteria;o__Caulobacterales;f__Caulobacteraceae;g__Mycoplana 0.0%

- k__Bacteria:p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Caulobacterales;f__Caulobacteraceae;g__Phenylobacterium 0.0%

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaprotecbacteria;o__ RF32;f__;g__ 0.0%

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaprotecbacteria;o__Rhizobiales;Other;Other 0.0%

-k_Elacteria;p_Proteobacteri :__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__;g__ 0.0%

-k_Bar.teria;p_Prnteobacteri c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Aurantimonadaceae;g__ 0.0%

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaprotecbacteria;o__Rhizobiales;f__Bartonellaceae;g__ 0.0%
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Beijerinckiaceae;g__ 0.0%
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaprotecbacteria;o__Rhizobiales;f__Bradyrhizobiaceae;gy__ 0.0%
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaprotecbacteria;o__Rhizobiales;f__Bradyrhizobiaceae;g__Balneimonas 0.0%

- k__Bacteria:p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Bradyrhizobiaceae:;g__Bradyrhizobium 0.0%

-k_Bal:teria;p_PrDtEoba:terl :.__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Brucellaceae;Other 0.0%

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaprotecbacteria;o__Rhizobiales;f__Brucellaceae;g__Ochrobactrum 0.0%

- k__Bacteria:p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Hyphomicrobiaceae;g__ 0.0%

Sekil 4.8. (Devam) Cins seviyesinde olusturulmus OTU tablosuna ait renk kodlar1 ve drnek bazinda oranlari.
Hasta grubuna ait ornekler ABAL1-30,35 olarak gosterilmistir. ABAL31-34 arasindaki ornekler
calisma dig1 birakildigt i¢in g¢alismamizda degerlendirdigimiz hasta grubundaki 31 numarali
Ornegimiz ABAL35 olarak isimlendirilmisti. Kontrol grubuna ait 6rnekler ise ABALK14-26 olarak
gosterilmistir, 6rnekler sirasiyla kontrol grubuna ait 1-13 arasindaki 6rneklerdir.
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k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Hyphomicrobiaceae;g__Devosia
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Hyphomicrobiaceae;g__Hyphomicrobium
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f___Hyphomicrobiaceae;g__Parvibaculum
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Hyphomicrobiaceae;y__Pedomicrobium
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Hyphomicrobiaceae;g__Rhodoplanes

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Methylobacteriaceae;g__
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Methylobacteriaceae;g__Methylobacterium
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Methylocystaceae;g__
-k_Bal:leria;p_Prnteobacteria;:_Alphaprnteobactaria;o_Rhizobiales;f_MelhyIucystal:eae;g Pleomorphomonas
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Phyllobacteriaceae;Other
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Phyllobacteriaceae;g__
-k_Bar:leria;p_Prnteobacteria;c_AIphaprnteobacteria;o_Rhizubiales;f_PhyIIobacteriaceas;g Mesorhizobium

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaprotecbacteria;o__Rhizobiales;f__Rhizobiaceae;Other
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Rhizobiaceae;gy__
-k_EIacleria;p_Prnteobacteria;c_AIphaprnteobacteria;o_RhizobiaIes;f_Rhizobiaceae;g_Agrobaclerium
-k_Bacleria;p_Prnteobacteria;r._AIphaprnteobacteria;o_Rhiznbiales;f_Rhizobiaceae;g Kaistia
-k_Bacleria;p_Proteobacteria:c_AIphaproteobacteria:o_Rhizobiales:f_Rhizobiaceae;g Rhizobium
-k_Bacleria;p_Proteobacteria:c_AIphaproteobacteria:o_Rhizobiales:f_Rhodohiaceae:g Afifella
-k_Bal:leria;p_Prnteobacteria;:_AIphaprnteobactaria;o_Rhizobiales;f_)(anthnbacteral:eae;g Labrys
-k_Bal:leria;p_Prnteobacteria;:_AIphaprnteobactaria;o_Rhizobiales;f_)(anthnbacteral:eae;g Xanthobacter
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales;f__Hyphomonadaceae;g__
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;,o__Rhodobacterales;f__Hyphemonadaceae;g__Hyphomonas
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales:;f__Hyphomonadaceae;g__Maricaulis

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales;f__Rhodobacteraceae;Other

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales;f__Rhodobacteraceae;g__
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales;f__Rhodobacteraceae;g__Anaerospora
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__ Rhodobacterales;f__Rhodobacteraceae;y__Octadecabacter
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales;f__Rhodobacteraceae;g__Paracoccus
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales;f__Rhodobacteraceae;g__Phaeobacter
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales;f__Rhodobacteraceae;g__Rhodobacter
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodocbacterales;f__Rhodobacteraceae;g__Rubellimicrobium
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales;f__Rhodobacteraceae;g__Sulfitobacter
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales:f__;g__
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__Acetobacteraceae;Other
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__Acetobacteraceae;g__
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__Acetobacteraceae;g__Acetobacter
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__Acetobacteraceae;g__Acidiphilium
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__Acetobacteraceae;g__Acidocella
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__Acetobacteraceae;g__Gluconacetobacter
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__Acetobacteraceae;g__Gluconobacter
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__Acetobacteraceae;g__Roseomonas
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__Rhodospirillaceae;g__
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__Rhodospirillaceae;g__Inquilinus
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__Rhodospirillaceae;g__Novispirillum
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__Rhodospirillaceae;g__Skermanella
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__Rhodospirillaceae;g__Telmatospirillum
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rickettsiales:f__;g__
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rickettsiales;f__mitochondria;Other
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rickettsiales;f__mitochondria;g__Pythium

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaprotecbacteria;o__Sphingomonadales;f__;g__
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales:f__Erythrobacteraceae;g__
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales:f__Sphingomonadaceae;Other

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales;f__Sphingomonadaceae;g__
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales:f__Sphingomonadaceae:g__Blastomonas
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales:f__Sphingomonadaceae:g__Kaistobacter

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales;f__Sphingomonadaceae;g__Novosphingobium

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales;f__Sphingomonadaceae;g__Sphingobium
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales;f__Sphingomonadaceae;g__Sphingomonas
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales:f__Sphingomonadaceae;g shingopyxis

k Bacteria:n Proteobacteria:e Betaoroteobacteria:Other:Other:Other
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0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
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Sekil 4.8. (Devam) Cins seviyesinde olusturulmus OTU tablosuna ait renk kodlar1 ve 6rnek bazinda oranlari.
Hasta grubuna ait 6rnekler ABAL1-30,35 olarak gosterilmistir. ABAL31-34 arasindaki 6rnekler
calisma dis1 birakildigt i¢in caligmamizda degerlendirdigimiz hasta grubundaki 31 numarali
Ornegimiz ABAL35 olarak isimlendirilmisti. Kontrol grubuna ait 6rnekler ise ABALK14-26 olarak

gosterilmistir, 6rnekler sirasiyla kontrol grubuna ait 1-13 arasindaki drneklerdir.
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k__Bacteria;p__Proteobacter
k__Bacteria;p__Proteobacteri
k__Bacteria;p__Proteobacter

;c__Betaproteobacteria;o__;f__:g_
;c__Betaproteobacteria;o__ ASSO-13;f__;g__
;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;Other;Other

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__;g__

k__Bacteria;p__Proteobacteri

;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Alcaligenaceae;Other

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Alcaligenaceae;g__

- k__Bacteria;p__Proteobacteri

k__Bacteria;p__Proteobacteri
- k__Bacteria;p__Proteobacteri
- k__Bacteria;p__Proteobacteri

k__Bacteria;p__Proteobacter
- k__Bacteria;p__Proteobacteri
- k__Bacteria;p__Proteobacter
- k__Bacteria;p__Proteobacteri
- k__Bacteria;p__Proteobacter
- k__Bacteria;p__Proteobacter
- k__Bacteria;p__Proteobacter
- k__Bacteria;p__Proteobacter
- k__Bacteria:p__Proteobacteri

:c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales:f__Alcaligenaceae;g__Achromobacter
__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Alcaligenaceae;g__Pigmentiphaga
.__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Alcaligenaceae;g__Sutterella
;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Burkholderiaceae;g__Burkholderia
;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Burkholderiaceae;g__Lautropia
;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Burkholderiaceae;g__Pandoraea
;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Comamonadaceae;Other
;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Comamonadaceae;g__
.__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Comamonadaceae;g__Acidovorax
__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Comamonadaceae;g__Comamonas
;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Comamonadaceae;g__Curvibacter
:__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Comamonadaceae;g__Delftia
__Betaproteobacteria:o__Burkholderiales;f__Comamonadaceae;g__Diaphorobacter

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Comamonadaceae;g__Hydrogenophaga

k__Bacteria:p__Proteobacteri

k__Bacteria;p__Proteobacteri
k__Bacteria;p__Proteobacteri

;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales:f__Comamonadaceae;g__Hylemonella
:__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Comamonadaceae;g__Limnohabitans
:c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales:f__Comamonadaceae;g__Polaromonas

-k_Bacteria;p_Prnteobacterl ;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Comamonadaceae;g__Ramlibacter
-k_Bal:teria;p_PrDteobacteria;I:_Betaprnteoba:teria;o_Burkhulderia\es;f_ComamDnada:eae;g Tepidimonas

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Comamonadaceae;g__Variovorax

- k__Bacteria;p__Proteobacter
k__Bacteria;p__Proteobacter

k__Bacteria;p__Proteobact
k__Bacteria;p__Proteobacter
k__Bacteria:p__Proteobacteri
k__Bacteria;p__Proteobacter
k__Bacteria:p__Proteobacteri
k__Bacteria;p__Proteobacter
- k__Bacteria:p__Proteobacteri
- k__Bacteria;p__Proteobacteri

;c__Betaproteobacteria;o__Methylophilales;f__Methylophil

;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Oxalobacteraceae;Other
__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Oxalobacteraceae;g__
.__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Oxalobacteraceae;g__Cupriavidus
;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Oxalobacteraceae;g__Janthinobacterium
;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales:f__Oxalobacteraceae;g__Oxalobacter
__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Oxalobacteraceae;g__Polynucleobacter
__Betaproteobacteria:o__Burkholderiales;f__Oxalobacteraceae;gy__Ralstonia
;c__Betaproteobacteria;o__Methylophilales;f__;g__
__Betaproteobacteria:o__Methylophilales:;f__Methylophilaceae:;g__

;g__Methylotenera

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Neisseriales;f__Neisseriaceae;Other

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Neisseriales;f__Neisseriaceae;g__

-k_Bal:teria;p_Prnteobacter ;c__Betaproteobacteria;o__Nei iales;f__Nei iaceae;g__Conchiformibius
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Nei iales;f_N iaceae;g__Eikenella
-k_Bal:teria;p_PrDteobacterl ;c__Betaproteobacteria;o__Nei iales;f__N iaceae;g__Kingella
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Nei iales;f_N iaceae;g__Neisseria
-k_Eiacteria;p_Prnteobacter .__Betaproteobacteria;o__Nei iales;f__Nei iaceae;y__Vitreoscilla

- k__Bacteria;p__Proteobacter
- k__Bacteria:p__Proteobacteri
- k__Bacteria;p__Proteobact
- k__Bacteria:p__Proteobacteri
- k__Bacteria;p__Proteobacter

;:c__Betaproteobacteria:o__Nitrosomonadales;f__Nitrosomonadaceae;g__
__Betaproteobacteria;o__Procabacteriales:f__:g__
__Betaproteobacteria;o__Rhodocyclales;f__Rhodocyclaceae;Other
__Betaproteobacteria:o__Rhodocyclales;f__Rhodocyclaceae;g__
;c__Betaproteobacteria;o__Rhodocyclales;f__Rhodocyclaceae;g__ Azoarcus

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Rhodocyclales;f__Rhodocyclaceae;g__Azospira

k__Bacteria;p__Proteobacteri

;c__Betaproteobacteria;o__Rhodocyclales;f__Rhodocyclaceae;g_Candidatus Accumulibacter

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Rhodocyclales;f__Rhodocyclaceae;g__Dechloromonas

k__Bacteria;p__Proteobacter
- k__Bacteria;p__Proteobacteri
- k__Bacteria;p__Proteobacter
- k__Bacteria;p__Proteobacteri

- k__Bacteria;p__Proteobacter
k__Bacteria;p__Proteobacteri

k__Bacteria;p__Proteobacter
k__Bacteria:p__Proteobacteri
k__Bacteria;p__Proteobacter

;¢__Deltaproteobacteri
:__Deltaproteobacteri
;¢__Deltaproteobacteri

;c__Betaproteobacteria;o__Rhodocyclales;f__Rhodocyclaceae;g__Hydrogenophilus
__Betaproteobacteria;o__Rhodocyclales;f__Rhodocyclaceae;g__Propionivibrio

;c__Betaproteobacteria;o__Rhodocyclales:f__Rhodocyclaceae;g__Thauera
;c__Betaproteobacteria;o__Thiobacterales;f__;g__
__Deltaproteobacteria;o__;f__;g__
;c__Deltaproteobacteri

o__Bdellovibrionales;f__Bacteriovoracaceae;g__
o__Bdellovibrionales;f__Bdellovibrionaceae;g__Bdellovibrio

__Desulfobacterales;f__Desulfobacteraceae;g__

o__Desulfobacterales;f__Desulfobulbaceae;g__
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0.0%
0.2%
0.0%
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Sekil 4.8. (Devam) Cins seviyesinde olusturulmus OTU tablosuna ait renk kodlar1 ve 6rnek bazinda oranlari.
Hasta grubuna ait 6rnekler ABAL1-30,35 olarak gosterilmistir. ABAL31-34 arasindaki 6rnekler
calisma dis1 birakildigr i¢in ¢aligmamizda degerlendirdigimiz hasta grubundaki 31 numarali
Ornegimiz ABAL35 olarak isimlendirilmisti. Kontrol grubuna ait 6rnekler ise ABALK14-26 olarak
gosterilmistir, 6rnekler sirasiyla kontrol grubuna ait 1-13 arasindaki drneklerdir.
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k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfobacterales;f__Desulfobulbaceae;g__Desulfobulbus

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfovibrionales;f__Desulfomicrobi ;¢g__Desulfomicrobium
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfovibrionales:f__Desulfovibrionaceae:g__

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfovibrionales;f__Desulfovibrionaceae;g__Bilophila

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfovibrionales;f__Desulfovibrionaceae:g__ Desulfovibrio
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfuromonadales;f__Desulfuromonadaceae;g__

-k_Bal:leri:1;p_PrDteobacteria;c_DeItaproteaba::teria;o_Desulfuromonadales;f_Desquummnnadaceae;g Desulfuromonas

-k_Bacleria;p_Proteobacteria;c_DeItaproteobacteria;o_Desquuromonadales;f_Geobacteraceae; Geobacter
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__ GMD14H09;f__;g_

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Myxococcales;f__:g__

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Myxococcales;f__0319-6G20;g__

-k_Bacleria:p_Proteobacteria;c_DeItaproteobacteria;o_MyxococcaIes:f_Myxococcaceae;g Anaeromyxobacter

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__NB1-;f_MND4;g__

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Spirobacillales;f__;g__

-k_EIacleria;p_Prnteobacteria;c_DeItaproteobacteria;o_Syntrnphobacterales;f_Syntrnphaceae;g Desulfomonile

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Syntrophobacterales;f__Syntrophobacteraceae;g__

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Epsilonproteobacteria;o__Campylobacterales;f__Campylobacteraceae;g__

-k_Bacleria;p_Proteobacteria;c_EpsiIonproleohacleria;o_Campylobacterales;f_Campylobacteraceae;g Arcobacter
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Epsilonproteobacteria;o__Campylobacterales;f__Campylobacteraceae;g__Campylobacter
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Epsilonproteobacteria;o__Campylobacterales;f__Helicobacteraceae:Other

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Epsilonproteobacteria;o__Campylobacterales;f__Helicobacteraceae;g__
-k_EIacleria;p_Prnteobacteria;c_EpsiIonproleohacleria;u_Campylnbacterales;f_HeIicobacteraceae;g Flexispira
-k_Bacleria;p_Proteobacteria;c_EpsiIonproleahacleria;u_Campylubacterales;f_HeIicobacteraceae;g Helicobacter
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria; Other;Other; Other
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__;f__:g
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Aeromonadales;f__Aeromonadaceae;g__

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Aeromonadales:f__Succinivibrionaceae;g__
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Aeromonadales;f__Succinivibrionaceae;g__Anaerobiospirillum
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Aeromonadales;:f__Succinivibrionaceae;g__Succinatimonas
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__ Aeromonadales;f__Succinivibrionaceae;g__Succinivibrio
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Alteromonadales;f__125ds10;g__
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Alteromonadales;f__Alteromonadaceae:;g__

-k_Bacleria;p_Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o_AIterumonadales;f_AIterumonadaceae; Cellvibrio

-k_EIacleria;p_Prnteobacteria;c_Gamrnaproteohacteria;o_AIternmonadales;f_AIternmonadaceae;g Marinobacter
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Alteromonadales;f__ldiomarinaceae;g__

-k_Bal:leri:1;p_PrDteobacteria;c_Gamrnaproteoha:teria;a_AIternmonadales;f_ldiomarina:eae;g Idiomarina

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Alteromonadales;f__OM6&0;g__
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Alteromonadales;f__Shewanellaceae;g__Shewanella

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Alteromonadales;f__[Chromatiaceae];Other

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Alteromonadales;f__[Chromatiaceae];g__

-k_Bacleria:p_Proteobacteria;c_Gammaproteohacteria;o_AIteromonadales:f_[Chromaf' ];g__Rheinheimera

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Cardiobacteriales;f__Cardiobacteriaceae;Other

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Cardicbacteriales;f__Cardiobacteriaceae;g__Cardiobacterium

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Chromatiales;f__;g__

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__ Chromatiales;f__Chromatiaceae;g__

-k_Bal:leri:1;p_PrDteobacteria;c_Gamrnaproteoha:teria;a_Chrumatiales;f_Chrom:itial:eae;g Allochromatium
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Chromatiales;f__Ectothicrhodospiraceae; Other
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Chromatiales;f__Ectothiorhodospiraceae;g__Halorhodospira

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Entercbacteriales;f__Enterobacteriaceae;Other

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Entercbacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Buchnera
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Citrobacter
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Entercbacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Enterobacter
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Erwinia
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Entercbacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Escherichia
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Morganella
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Entercbacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Proteus
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Providencia
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Serratia

0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
1.9%
0.0%
0.0%
0.0%
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0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.1%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
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0.0%
0.1%
0.6%
0.0%
0.0%
0.3%
0.0%
0.0%
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0.0%
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0.0%

Sekil 4.8. (Devam) Cins seviyesinde olusturulmug OTU tablosuna ait renk kodlar1 ve drnek bazinda oranlari.
Hasta grubuna ait ornekler ABAL1-30,35 olarak gosterilmistir. ABAL31-34 arasindaki ornekler
calisma dig1 birakildigt i¢in g¢alisgmamizda degerlendirdigimiz hasta grubundaki 31 numarali
ornegimiz ABAL35 olarak isimlendirilmisti. Kontrol grubuna ait 6rnekler ise ABALK14-26 olarak

gosterilmistir, 6rnekler sirasiyla kontrol grubuna ait 1-13 arasindaki 6rneklerdir.
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k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Entercbacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Trabulsiella 0.0%

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Xenorhabdus 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria:c__Gammaproteobacteria;o_ HOC36;f__:g__ 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Legionellales;Other;Other 0.0%

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Legionellales:f__:g_ 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria:c__Gammaproteobacteria;o__Legionellales:f__Coxiellaceae:gy__ 0.0%
-k_Bacteria:p_Proteobacteria;c_Gammaproteohacteria;o_Legionella\es;I'_Coxiellaceae;g_&quiceIla 0.0%

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Legionellales:f__Legionellaceae;Other 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Legionellales;f__Legionellaceae 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Legionellales;f__Legionellaceae;g__Legionella 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Oceanospirillales;f__Halomonadaceae;Other 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Qceanospirillales;f__Halomonadaceae;g__ 0.0%
-k_Eiacteria:p_Proteobacteria;c_Gammaproteohacteria;o_OceanospiriIIaIes;f_Ha\omonadaceae:g Halomonas 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Oceanospirillales;f__Oceanospirillaceae;g__ 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__QOceanospirillales;f__Oceanospirillaceae;g__Marinomonas 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria:c__Gammaproteobacteria;o__Pasteurellales:f__Pasteurellaceae;Other 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pasteurellales;f__Pasteurellaceae;g__ 0.0%

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pasteurellales:;f__Pasteurellaceae;g__Actinobacillus 0.7%

k__Bacteria;p__Proteobacteria:c__Gammaproteobacteria;o__Pasteurellales:;f__Pasteurellaceae;g__Aggregatibacter 0.1%

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pasteurellales;f__Pasteurellaceae;g__Chelonobacter 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pasteurellales;f__Pasteurellaceae;g__Haemophilus 2.2%
-k_Eiacteria;p_Proteobacteria;c_Gammaproteohacteria;o_Pasleurellales:f_PasteureIIaceae;g Mannheimia 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;Other;Other 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f__Moraxellaceae;Other 0.0%

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f___Moraxellaceae;g__ 0.0%

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f__Moraxellaceae;g__Acinetobacter 0.1%

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f__Moraxellaceae;g__Enhydrobacter 0.0%

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f__Moraxellaceae;g__Moraxella 0.0%

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f__Moraxellaceae;g__Perlucidibaca 0.0%

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f__Moraxellaceae;g__Psychrobacter 0.0%

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f___Pseudomonadaceae;Other 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria:c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f__Pseudomonadaceae;gy__ 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f__Pseudomonadaceae;gy__Pseudomonas 0.6%

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Thiotrichales;f__Piscirickettsiaceae;g__ 0.0%
-k_Eiacteria;p_Prnteobacteria;c_Gammaproteohacteria;o_ThiotrichaIes;f_F'iscirickeﬂsia:eae:g Methylophaga 0.0%
-k_Bal:teria;p_PrDteobacteria;c_Gammaproteahal:teria;o_Thiatrichales;f_Thiotricha:aae;g Leucothrix 0.0%

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Vibrionales;Other;Other 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria:c__Gammaproteobacteria;o__Vibrionales;f__Pseudoalteromonadaceae;Other 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Vibrionales;f__Pseudoalteromonadaceae;g__ 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Vibrionales;f__Pseudoalteromonadaceae;g__Pseudoalteromonas 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Vibrionales;f__Pseudoalteromonadaceae;g__Vi 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Vibrionales;f__Vibrionaceae;Other 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Vibrionales;f__Vibrionaceae;g__ 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Vibrionales;f__Vibrionacea Vibrio 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__Sinobacteraceae;g__ 0.0%
-k_Bal:teri:1;p_PrDteobacteria;c_Gammaproteahacteria;o_)(anthomunada\es;f_Sinabaclera:eae;g Nevskia 0.0%

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__Sinobacteraceae;g__Stercidobacter 0.0%

k__Bacteria;p__Proteobacteria:c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__Xanthomonadaceae;Other 0.0%

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__Xanthomonadaceae;g__ 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__Xanthomonadaceae;g_ Dokdonella 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria:c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__Xanthomonadaceae;g__Luteimonas 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__Xanthomonadaceae;g__Lysobacter 0.0%
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__Xanthomonadaceae;g_ Pseudoxanthomonas 0.0%

k__Bacteria;p__Proteobacteria:c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__Xanthomonadaceae;g__Rhodanobacter 0.0%

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__Xanthomonadaceae;g__Stenotrophomonas 0.0%

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__Xanthomonadaceae;g__Thermomonas 0.0%

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__Xanthomonadaceae;g__Xanthomonas 0.0%

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__[Marinicellales];f__[Marinicell ];g__Marinicella 0.0%

k__Bacteria;p__SBR1093;c__VHS-B5-50;0__;f _;g__ 0.0%

Sekil 4.8. (Devam) Cins seviyesinde olugturulmus OTU tablosuna ait renk kodlar1 ve drnek bazinda oranlar.
Hasta grubuna ait 6rnekler ABAL1-30,35 olarak gosterilmistir. ABAL31-34 arasindaki 6rnekler
calisma dis1 birakildigr i¢in ¢aligmamizda degerlendirdigimiz hasta grubundaki 31 numarali
Ornegimiz ABAL35 olarak isimlendirilmisti. Kontrol grubuna ait 6rnekler ise ABALK14-26 olarak
gosterilmistir, 6rnekler sirastyla kontrol grubuna ait 1-13 arasindaki 6rneklerdir.
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k__Bacteria;p__SBR1093;c_ WVHS-B5-50;0__:f__io__ 0.0%

k__Bacteria;p__5SR1;c__o__if__o_ 0.1%
_ k__Bacteria;p__Spirochaetes;c__ Spirochaetes;o_ Sphaerochaetales;f__Sphaerochaetaceae:g_ 0.0%:
_ k__Bacteria;p__Spirochaetes;c__ Spirochaetes;o_ Sphaerochaetales;f__ Sphaerochaetaceae:g_ Sphaerochaeta 0.0%:
k__Bacteria;p__Spirochaetes;c__Spirochaetes;o__ Spirochaetales;f__ Spirochaetaceae;g_ Treponema 0.4%
_ k__Bacteria;p__ Synergistetes;c__ Synergistia;o__ Synergistales; Other;Other 0.0%:
_ k__Bacteria;p__Synergistetes;c__ Synergistia;o__ Synergistales;f__Anaerob I Anaerobaculum 0.0%:
_ k__Bacteria;p__Synergistetes;c__ Synergistia;o__ Synergistales;f_Dethicsulfovibrionaceae;g_ Aminobacterium 0.0%:
_ k__Bacteria;p__ Synergistetes;c__ Synergistia;o__ Synergistales;f__Dethicsulfovibrionaceae;g_ HAT3 0.0%:
_ k__Bacteria;p__ Synergistetes;c__Synergistia;o__ Synergistales;f__Dethicsulfovibrionaceae:;g__Jonquetella 0.0%:
_ k__Bacteria;p__Synergistetes;c__ Synergistiazo__ Synergistales;f_Dethicsulfovibrionaceae;g_ Pyramidobacter 0.0%:
_ k__Bacteria;p__Synergistetes;c__ Synergistia:o__ Synergistales;f__Dethicsulfovibrionaceae;g_ TGS 0.1%
_ k__Bacteria;p__ Synergistetes;c__ Synergistia;o__ Synergistales;f__Synergistaceae:Other 0.0%:
_ k__Bacteria;p__Synergistetes;c__ Synergistia;o__ Synergistales;f__Synergistaceae;g__ 0.0%:
_ k__Bacteria;p__Synergistetes;c__ Synergistia;o__ Synergistales;f__ Synergistaceae: wvadinCAD2 0.0%:
I < Bacteria;p_ TM6G;c_ SJA-40_ ;g 0.0%
I +_ Bacteria;p_TM7;0ther;Other;Other; Other 0.0%
k__Bacteria;p__TM7:c__io__ 0.0%:
k__Bacteria;p__TM7:c__| 0.0%
k__Bacteria;p__TMT:c__SC3io0__ 0.0%:
I k__Bacteria;p__TM7;c__TMT- 0.0%
I «_ Bacteria;p_ TM7;c__TM7-3;Other;Other;Other 0.0%
I «__Bacteria;p__TM7;c__TM7-3:0__:f__;g_ 0.5%
I x__ Bacteria;p_ TMT;c_TM7-3;0_ Blgi18;f__;g_ 0.0%
k__Bacteria;p__TMT:c___TM7-3;0__CWO040:T__:g__ 0.1%
k__Bacteria;p__TM7:c___TMT7 __CWO40:F__F16:g__ 0.2%
k__Bacteria;p__TM7T:c___TMT7 _EWO0E5;f__ig_ 0.0%:
k__Bacteria;p__TMT:c___TM7-3;0__1025:T__30__ 0.0%:
[ k__Bacteria;p__TM7;c__TMT7-3;0__|026;7__Rs-045;g__ 0.0%
k__Bacteria;p__Tenericutes;c__Mollicutes;o__Acholeplasmatales;f__Acholeplasmataceae;g__ 0.0%:
k__Bacteria;p__Tenericutes;c__Mollicutes;o__Acholeplasmatales;f__Acholepl taceae;g__ Acholeplasma 0.0%:
_ k__Bacteria;p__Tenericutes;c__Mollicutes;o__Acholeplasmatales;f__Acholeplasmataceae;g__Candidatus Phytoplasma 0.0%:
_ k__Bacteria;p__Tenericutes;c__ Mollicutes;o__Anaeroplasmatales:f__Anaeroplasmataceae;g__ 0.0%:
k__Bacteria;p__Tenericutes;c_ Mollicutes;o__Anaeroplasmatales:f__Anaeroplasmataceae;g_ Anaeroplasma 0.0%:
_ k__Bacteria;p__Tenericutes;c__ Mollicutes;o_ Mycoplasmatales;f__Mycoplasmataceae;g__ 0.0%:
_ k__Bacteria;p__Tenericutes;c__ Mollicutes;o_ Mycoplasmatales:;f__Mycoplasmataceae;g_ Mycoplasma 0.1%
_ k__Bacteria;p__Tenericutes;c__Mollicutes;o__ RF39;f__;0__ 0.2%
_ k__Bacteria;p__Tenericutes;c__Mollicutes;o__RsaHF231;f__;o__ 0.0%:
I «_ Bacteria;p__Tenericutes;c__RF3;0__MLE15J-28;f__:g_ 0.0%
_ k__Bacteria;p__Thermotogae:c__Thermotogae;o__Thermotogales;f__Thermotogaceae; AUTHM297 0.0%:
_ k__Bacteria;p__Thermotogae:c__Thermotogae;o__Thermotogales;f__Thermotogaceae;g__ 51 0.0%:
_ k__Bacteria;p__Verrucomicrebia;c_ Opitutaeso_ 3§ ;o 0.0%:
_ k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__Opitutae;o__ Opitutales:f__Opitutaceae:g__ 0.0%:
_ k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__Opitutae;o__ Opitutales:f__Opitutaceae:g__ Opitutus 0.0%:
_ k__Bacteria;p__Verrucomicrebia;c_ Opitutae;o_ Puniceicoccales;f__Puniceicoccaceae;g_ Coraliomargarita 0.0%:
_ k__Bacteria;p__Verrucomicrebia;c_ Opitutae;o_ [Cerasicoccales];f_[Cerasicoccaceae];g 0.0%:
k__Bacteria;p__Verrucomicrebia;c_ Werruco-5;o0_ LDA1-PB3;f__ g 0.0%
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c_Verruco-5:0_ WCHB1-41;F__:g__ 0.0%
k__Bacteria;p__Verrucomicrebia;c_ Verruco-5;0_ WCHB1-41;f__RFP12;g_ 0.0%:
I k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__Verruco-5;0_WCHE1-41;F_ WCHBA-25:g__ 0.0%
_ k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__Verrucomicrobiae;o__Verrucomicrobiales:f__Verrucomicrobiaceae;g__ 0.0%:
_ k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__Verrucomicrobiae;o__Verrucomicrobiales:f__Verrucomicrobiaceae;g_ Akkermansia 0.2%
_ k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__Verrucomicrobiae;o__Verrucomicrobiales;f__Verrucomicrobiaceae;o_Luteclibacter 0.0%:
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__Verrucomicrobiae;o__Verrucomicrobiales:f__Verrucomicrobiaceae;o_ Prosthecobacter 0.0%:
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__Verrucomicrobiae;o__Verrucomicrobiales;f__Verrucomicrobiaceae;o_ Verrucomicrobium 0.0%:
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__[Methylacidiphilael;o__Methylacidiphilales:f__ig__ 0.0%:
k__Bacteria;p__Verrucomicrebia;c_ [Pedosphaerae];o_ [Pedosphaerales];f__ig_ 0.0%:
_ k__Bacteria;p__Verrucomicrebia;c_ [Pedosphaerae];o_ [Pedosphaerales];f__ENin517;g__ 0.0%:
k__Bacteria;p__Verrucomicrebia;c_ [Pedosphaerae);o_ [Pedosphaerales];f__R4-41B:g__ 0.0%:
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__[Spartobacterial;o__[Chthonicbacterales];f__[Chthoniobacteraceael;g__Candidatus Xiphinematobacter 0.0%
I «_ Bacteria;p_ WPS-2;c__jo_ i 0.0%
I «__Bacteria;p__WS6ic__B142j0_f__:g__ 0.0%
k__Bacteria;p__WS6:;c__SCT250__:f__:g__ 0.0%:
_ k__Bacteria;p__WWE1;c__[Cloacamonae]:o__[Cloacamonales];Other; Other 0.0%:
I «_ Bacteria;p_ WWE1;c__[Cloacamonae];o__[Cloacamonales];f__sg__ 0.0%
_ k__Bacteria;p_ WWE1;c__[Cloacamonae];o__[Cloacamonales];f__[Cloacameonaceae]; Dther 0.0%:
_ k__Bacteria;p_ WWE1;c__[Cloacamonae];o__[Cloacamonales];f__[Cloacamonaceas];o_ 0.0%:
_ k__Bacteria;p_ WWE1;c__[Cloacamonae];o__[Cloacamonales];f__[Cloacamonaceae];g_ W22 0.0%:
_ k__Bacteria;p__[Thermil;c__Deinococci;o__Deinococcales;f__Deino eae;g__Deinococcus 0.0%:
_I(_Elacteria:p_['rhemi];c_Deinococci_:o_Deinococcales_:[_Truepemceae;g B-42 0.0%:
_ k__Bacteria;p__[Thermi];c__Deinococci;o_Thermales:f__Thermaceae;g_ Meiothermus 0.0%:
_ k__Bacteria;p__[Thermi];c__Deinococci;o_Thermales:f__Thermaceae;g_ Thermus 0.0%:

Sekil 4.8.  (Devam) Cins seviyesinde olusturulmus OTU tablosuna ait renk kodlar1 ve 6rnek bazinda oranlari.
Hasta grubuna ait 6rnekler ABAL1-30,35 olarak gosterilmistir. ABAL31-34 arasindaki 6rnekler
calisma dis1 birakildigr i¢in c¢aligmamizda degerlendirdigimiz hasta grubundaki 31 numarali
Ornegimiz ABAL35 olarak isimlendirilmisti. Kontrol grubuna ait 6rnekler ise ABALK14-26 olarak
gosterilmistir, 6rnekler sirasiyla kontrol grubuna ait 1-13 arasindaki 6rneklerdir.
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P2 (6.59 %) C2 (6.59 %)

" PC1 (1567 %)

PC1 (15.67 %)

PC3 (5.43 %)

PC3 (5.43 %)
Sekil 4.9. Beta ¢esitlilik Temel Koordinatlar Analizi Goriintiisii (3 Boyutlu). Kirmizi; Hasta grubuna ait
ornekler, Mavi; Kontrol grubuna ait 6rnekler

Beta cesitlilik temel koordinatlar analizini degerlendirdigimizde, hasta
grubundan iki 6rnegin (6 ve 16), kontrol grubundan da bir 6rnegin (9) farkli bolgelerde
konumlandigini, dolayisiyla diger orneklere nazaran farklt mikrobiyom cesitliligine
sahip oldugu tespit edildi. Bu orneklerin 165 rRNA okuma oranlarimi
degerlendirdigimizde; 6 numarali hasta Orneginin yaklasitk %@81°lik kisminin
Lactobacillus, 16 numarali hasta 6rneginin ise %40’lik kisminin Streptococcus, 9
numarali kontrol bireyine ait 6rnegin ise, %16’simin Pseudomonas oldugu raporlandi.

Yeni nesil dizileme ile mikrobiyom igerisindeki cins dagilimlar1 hasta ve kontrol
grubu i¢in ayr1 olarak hesaplandi. Ortalama bazinda akciger kanserli hasta grubunda en
yiikksek okuma alinan 5 bakteri cinsinin Prevotella (%22,6), Veillonella (%10,8),
Lactobacillus (%4,5), Streptococcus (%4,8), Neisseria (%4,7) oldugu tespit edildi.
Hasta grubunda kiiltiirde Bacillus subtilis iireyen bir 6rnegin (27 numarali 6rnek) Yeni
Nesil Dizileme Analizi ile degerlendirdigimizde, %99’luk kisminin tanimlanamadigi
raporlandi. Kiiltiirde iireme gozlemlenmeyen 6rnekleri Yeni Nesil Dizileme Analizi ile
degerlendirdigimizde en sik tespit edilen cinslerin 2 numarali 6rnekte Prevotella (%11),
6 numarali 6rnekte Lactobacillus (%81), 8 numarali 6rnekte Lactobacillus (%7) 10
numarali 6rnekte Prevotella (%42), 15 numarali 6rnekte Prevotella (%14), 18 numarali
ornekte Prevotella (%39), 20 numarali 6rnekte Prevotella (%42), 21 numarali 6rnekte
Prevotella (%23), 22 numarali 6rnekte Bacteriodes (%13), 29 numarali Ornekte
Bacteriodes (%12), 30 numarali 6rnekte Prevotella (%37) oldugu belirlendi (Cizelge
4.4).
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Cizelge 4.4. Yeni Nesil Dizileme ile Akciger Mikrobiyom Analizi Sonucunda Hasta Grubunda Belirlenen En Baskin Bes Bakteri Cinsi ile Kiiltiirde izolasyon

Sonuglarinin Kargilagtirilmasi.

YND ile Akciger Mikrobiyom Analizi Sonucunda Bagil Bolluk Oranlarina Gore Bakteri Cins Siralamasi Kiiltiirde Kiiltiirde izole Edilen
Izolasyon Bakteri Cinsinin
No  Birinci Sira Ikinci Sira Ugiincii Sira Dordiincii Sira Besinci Sira Sonucu YND’de Bagil Bolluk Oram
1 Prevotella* Porphyromonas Veillonella Streptococcus Fusobacterium Streptococcus spp. %7,53
(%27,40) (%18,50) (%15,72) (%7,53) (%4,62)
2 Prevotella* Lactobacillus Bacteroides Enterobacter Faecalibacterium Ureme olmadi -
(9%10,79) (9%10,67) (%8,95) (%3,48) (9%2,88)
3 Prevotella* Veillonella Selenomonas Streptococcus Prevotella** Streptococcus spp. %6,43
(%41,70) (%16,32) (%10,52) (%66,43) (%3,99)
4 Prevotella* Veillonella Neisseria Selenomonas Haemophilus Neisseria sicca %8,91
(%33,25) (%19,54) (%8,91) (%7,68) (%05,49) Haemophilus spp. %5,49
5 Prevotella* Veillonella Neisseria Streptococcus Capnocytophaga Neisseria sicca %7,84
(%17,33) (%11,56) (%7,84) (%65,87) (%5,80) S. pneumoniae %5,87
6 Lactobacillus Prevotella* Bacteroides Bacillus Haemophilus Ureme olmadi -
(%80,48) (%2,05) (%1,18) (%0,96) (%0,71)
7 Prevotella* Neisseria Lactobacillus Veillonella Fusobacterium Neisseria spp. %7,07
(9%15,75) (%7,07) (%4,75) (%4,63) (%4,49)
8 Lactobacillus Prevotella* Bacteroides Enterobacter Faecalibacterium Ureme olmadi -
(%6,12) (%5,90) (%4,61) (%2,85) (%1,95)
9 Prevotella* Veillonella Lactobacillus Bacteroides Neisseria Bacillus subtilis %2,70
(%26,31) (%9,95) (%6,51) (%3,33) (9%3,17)
10 Prevotella* Veillonella Campylobacter Lactobacillus Streptococcus Ureme olmadi -
(%41,82) (%9,48) (%6,95) (%3,70) (%3,61)
11 Prevotella* Neisseria Veillonella Porphyromonas Rothia Neisseria spp. %16,76
(9%24,35) (%16,76) (%10,39) (%5,47) (%4,11)
12 Prevotella* Neisseria Veillonella Prevotella** Leptotrichia Neisseria spp. %18,15
(%35,03) (%18,15) (%17,37) (%5,54) (%4,95)
13 Prevotella* Neisseria Fusobacterium Veillonella Streptococcus Neisseria spp. %7,48
(%38,56) (%7,48) (%7,25) (%6,85) (%6,67) Streptococcus spp. %6,67

*Prevotellaceae ailesi, **Paraprevotellaceae ailesi
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Cizelge 4.4. (Devam) Yeni Nesil Dizileme ile Akciger Mikrobiyom Analizi Sonucunda Hasta Grubunda Belirlenen En Baskin Bes Bakteri Cinsi ile Kiiltiirde zolasyon
Sonuglarinin Karsilagtirilmasi.

YND ile Akciger Mikrobiyom Analizi Sonucunda Bagil Bolluk Oranlarina Gére Bakteri Cins Siralamasi Kiiltiirde Kiiltiirde izole Edilen
- Izolasyon Bakteri Cinsinin

No Birinci Sira ikinci Sira Uciincii Sira Dordiincii Sira Besinci Sira Sonucu YND’de Bagil Bolluk Orani

14 Prevotella* Veillonella Haemophilus Bacteroides Streptococcus Haemophilus spp %10,22
(%15,51) (%12,30) (%610,22) (%5,64) (%3,51)

15 Prevotella* Faecalibacterium Haemophilus Bacteroides Prevotella** Ureme olmadi -
(9%13,93) (%5,04) (%4,95) (%4,80) (%4,01)

16  Streptococcus Lactobacillus Prevotella* Porphyromonas Fusobacterium S. pneumoniae %40,04
(%40,04) (9%15,90) (%8,73) (%2,85) (%2,56)

17 Prevotella* Prevotella** Neisseria Veillonella Porphyromonas Neisseria spp. %09,73
(%33,71) (%10,28) (%9,73) (%9,70) (%8,44)

18 Prevotella* Veillonella Selenomonas Leptotrichia Prevotella** Ureme olmadi -
(%38,63) (%15,29) (%10,18) (%8,11) (%3,80)

19 Prevotella* Veillonella Selenomonas Prevotella** Haemophilus Haemophilus spp. %3,58
(%33,82) (%24,16) (%10,61) (%4,53) (%3,58) Streptococcus spp. %3,20

20 Prevotella* Veillonella Selenomonas Prevotella** Streptococcus Ureme olmadi -
(%41,99) (%20,45) (%9,39) (%3,88) (%1,19)

21 Prevotella* Veillonella Porphyromonas Fusobacterium Capnocytophaga Ureme olmadi -
(%22,28) (%17,28) (%6,48) (%5,45) (%3,83)

22 Bacteroides Prevotella* Faecalibacterium Ruminococcus Lactococcus Ureme olmadi -
(%12,31) (%10,88) (%8,08) (%3,81) (%3,66)

23 Prevotella* Veillonella Neisseria Prevotella** Actinobacillus Neisseria spp. %8,57
(%23,56) (%17,51) (%8,57) (%8,39) (%7,43)

24 Prevotella* Bacteroides Faecalibacterium Veillonella Lactococcus S. pneumoniae %1,80
(%24,57) (9%10,22) (%5,50) (%3,74) (%2,47)

25 Prevotella* Actinobacillus Veillonella Streptococcus Haemophilus Streptococcus spp. %7,97
(%20,80) (%14,53) (%9,98) (%7,97) (%5,61)

26 Prevotella* Veillonella Selenomonas Capnocytophaga Porphyromonas Neisseria spp. %6,60
(%15,17) (%8,73) (%7,99) (%7,48) (%7,17) Haemophilus spp. %5,40

*Prevotellaceae ailesi, **Paraprevotellaceae ailesi
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Cizelge 4.4. (Devam) Yeni Nesil Dizileme ile Akciger Mikrobiyom Analizi Sonucunda Hasta Grubunda Belirlenen En Baskin Bes Bakteri Cinsi ile Kiiltiirde zolasyon
Sonuglarinin Karsilagtirilmasi.

YND ile Akciger Mikrobiyom Analizi Sonucunda Bagil Bolluk Oranlarina Gore Bakteri Cins Siralamasi Kiiltiirde Kiiltiirde izole Edilen
- Izolasyon Bakteri Cinsinin

No Birinci Sira ikinci Sira Uciincii Sira Dordiincii Sira Besinci Sira Sonucu YND’de Bagil Bolluk Orani

27 - - - - - Bacillus subtilis -

28 Prevotella* Veillonella Neisseria Prevotella** Porphyromonas Neisseria sicca %8,75
(%31,15) (%17,35) (%8,75) (%6,12) (%4,70)

29 Bacteroides Prevotella* Faecalibacterium Lactococcus Lactobacillaceae Ureme olmadi -
(%11,52) (%10,56) (%7,11) (%3,33) (%2,70)

30 Prevotella* Veillonella Selenomonas Streptococcus Actinomyces Ureme olmadi -
(%36,95) (9%19,20) (%8,57) (%3,20) (%2,87)

31 Prevotella* Veillonella Fusobacterium Porphyromonas Streptococcus Streptococcus spp. %6,96
(%30,71) (%11,90) (%10,35) (%9,26) (%6,69)

*Prevotellaceae ailesi, **Paraprevotellaceae ailesi
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Yeni nesil dizileme ile mikrobiyom igerisindeki cins dagilimlarini
degerlendirmemiz sonucunda; ortalama bazinda kontrol grubunda en yiiksek okuma
alinan 5 bakteri cinsinin Prevotella (%26,4), Veillonella (%8,6), Lactobacillus (%5,1),
Streptococcus (%3,4), Campylobacter (%3,0) oldugu tespit edildi. Kontrol grubunda,
kiiltiirde {lireme gozlenlenmeyen oOrnekleri Yeni Nesil Dizileme Analizi ile
degerlendirdigimizde en sik tespit edilen cinslerin 7 numarali1 6rnekte Prevotella (%29),
10 numarali 6rnekte Prevotella (%46) oldugu raporlandi (Cizelge 4.5).

Hasta ve kontrol gruplarina ait 44 Ornegin ortalamasi alindiginda, en yiiksek
okuma alinan 5 bakteri cinsi sirasiyla; %24,5 Prevotella, %9,7 Veillonella, %4,8
Lactobacillus, %4,1 Streptococcus, %3,4 Neisseria olarak tespit edildi. Fakat hasta ve
kontrol grubu arasinda bu mikroorganizma cinsleri i¢in istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmadi.

Hasta grubu ile kontrol grubunun karsilastirilmas: sonucunda; hasta grubunda
Lactococcus (p<0.001), Pediococcus (p=0.007), Anaerobacillus (p=0.002) ve
Friedmanniella (p=0.006) cinsi bakterilerin, kontrol grubunda ise Helicobacter
(p=0.009), Enterobacter (p<0.001) ve Vibrio (p=0.004) dahil olmak iizere 24 bakteri
cinsinin istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundugu tespit edildi (Cizelge
4.6).

Hasta grubunda akciger kanserine eslik eden ek hastalig1 olan bireyler ile kontrol
grubunun karsilastirilmas1 sonucunda; diabetes mellitus gibi sistemik hastaliklarin
akciger kanserine eslik ettigi hastalarda Lactococcus (p=0.001), Anaerobacillus
(p=0.003) ve Friedmanniella (p=0.005) cinsi bakterilerin, kontrol grubunda ise
Acetobacter (p<0.001) cinsi bakterilerin istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
oldugu tespit edildi (Cizelge 4.7).

Hasta grubunda akciger kanserine eslik eden ek hastaligi olmayan bireyler ile
kontrol grubunun karsilastirilmasi sonucunda; Ek hastaligi olmayan akciger kanserli
hasta grubunda Burkholderia (p=0.006), Lactococcus (p=0.002), Pediococcus (p=0.007)
ve Anaerobacillus (p=0.005) cinsi bakterilerin, kontrol grubunda ise Enterobacter
(p<0.001) ve Vibrio (p=0.004) dahil olmak iizere 27 bakteri cinsinin istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edildi (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.5. Yeni Nesil Dizileme ile Akciger Mikrobiyom Analizi Sonucunda Kontrol Grubunda Belirlenen En Baskin Bes Bakteri Cinsi ile Kiiltiirde izolasyon
Sonuglarinin Kargilagtirilmasi.

YND ile Akciger Mikrobiyom Analizi Sonucunda Bagil Bolluk Oranlarina Gore Bakteri Cins Siralamasi Kiiltiirde Kiiltiirde izole Edilen
Izolasyon Bakteri Cinsinin
No  Birinci Sira Ikinci Sira Ugiincii Sira Dordiincii Sira Besinci Sira Sonucu YND’de Bagil Bolluk Oram
1 Prevotella* Lactobacillus Bacteroides Streptococcus Veillonella S. aereus %1,1
(%17,73) (%17,38) (%3,05) (%2,68) (%2,58)
2 Prevotella* Neisseria Veillonella Porphyromonas Prevotella** Neisseria sicca %10,75
(9%28,18) (%610,75) (%7,95) (%7,56) (%7,55)
3 Prevotella* Veillonella Haemophilus Streptococcus Fusobacterium Haemophilus spp. %3,67
(%39,89) (%28,01) (%3,67) (%3,55) (%3,51)
4 Prevotella* Lactobacillus Neisseria Bacteroides Haemophilus Haemophilus spp. %3,73
(%22,17) (%6,41) (%5,55) (%4,31) (%3,73)
5 Lactobacillus Prevotella Bacillus Bacteroides Streptococcus Bacillus subtilis %6,72
(9%16,35) (%10,77) (%6,72) (%6,42) (%3,13)
6 Prevotella* Veillonella Campylobacter Streptococcus Porphyromonas Streptococcus spp. %3,85
(%37,96) (%24,83) (%7,01) (%63,85) (%3,13)
7 Prevotella* Campylobacter Selenomonas Veillonella Prevotella** Ureme olmadi -
(9%28,10) (9%16,92) (9%16,19) (%9,44) (%5,66)
8 Prevotella* Veillonella Selenomonas Haemophilus Prevotella** Haemophilus spp. %4,23
(%40,48) (9%13,09) (%11,61) (%4,23) (%3,46)
9  Pseudomonas Streptococcus Lactobacillus Prevotella Bacteroides S. pneumoniae %7,38
(9%16,21) (%7,38) (%0,95) (%0,76) (%0,47)
10 Prevotella* Actinomyces Veillonella Prevotella** Campylobacter Ureme olmadi -
(%45,27) (%8,28) (%6,35) (%4,78) (%4,47)
11 Prevotella* Porphyromonas Veillonella Fusobacterium Prevotella** Neisseria sicca %2,40
(%31,40) (%14,04) (%7,76) (%5,61) (%3,27)
12 Prevotella* Veillonella Lactobacillus Streptococcus Bacteroides Streptococcus spp. %4,16
(9%31,21) (%9,24) (%6,18) (%4,16) (%4,12)
13 Lactobacillus Prevotella Bacteroides Faecalibacterium Bacillus Staphylococcus spp. %1,60
(%12,85) (%9,58) (%5,45) (%3,45) (%3,17)

*Prevotellaceae ailesi, **Paraprevotellaceae ailesi
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Cizelge 4.6. Hasta grubu ile Kontrol grubunun karsilastirilmas: sonucunda istatistiksel olarak anlamli
derecede baskin olan cinslerin dagilimi

Grup Baskin Cinsler p Degeri

Kontrol Helicobacter 0.009
Enterobacter p<0.001
Vibrio 0.004
Candidatus Microthrix 0.009
Microbacterium 0.003
Salinibacterium 0.002
Arthrobacter 0.001
Rubrobacter 0.004
Olivibacter 0.004
Anaerolinea 0.008
Sporosarcina 0.002
Granulicatella 0.002
Caldicoprobacter p<0.001
Alkaliphilus 0.001
Ethanoligenens p<0.001
Syntrophomonas 0.004
Gallicola 0.002
Tepidimicrobium 0.005
Sharpea 0.002
Pirellula 0.003
Rhodoplanes 0.007
Acetobacter p=<0.001
Marinicella 0.008
Anaeroplasma 0.009

Hasta Lactococcus p<0.001
Pediococcus 0.007
Anaerobacillus 0.002
Friedmanniella 0.006

Cizelge 4.7. Hasta grubunda akciger kanserine eslik eden ek hastalig1 olan bireyler ile kontrol grubunun
karsilastirilmas1 sonucunda istatistiksel olarak anlamli derecede baskin olan cinslerin

dagilimi
Grup Baskin Cinsler p Degeri
Kontrol Acetobacter p=<0.001
Hasta Anaerobacillus 0.003
Friedmanniella 0.005
Lactococcus 0.001
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Cizelge 4.8. Hasta grubunda akciger kanserine eslik eden ek hastaligi olmayan bireyler ile kontrol
grubunun karsilastirilmast sonucunda istatistiksel olarak anlamli derecede baskin olan
cinslerin dagilimi

Grup Baskin Cinsler p Degeri

Kontrol Enterobacter p<0.001
Vibrio 0.002
Rikenella 0.006
Halorhabdus 0.005
Microbacterium 0.004
Salinibacterium 0.003
Arthrobacter 0.001
Kribbella 0.007
Rubrobacter 0.005
Paludibacter 0.008
Olivibacter 0.004
Salinibacter 0.007
Anaerolinea 0.008
Paenibacillus 0.008
Sporosarcina 0.002
Granulicatella 0.004
Caldicoprobacter p<0.001
Alkaliphilus 0.001
Ethanoligenens p<0.001
Syntrophomonas 0.004
Gallicola 0.003
Tepidimicrobium 0.006
Sharpea 0.002
Acetobacter 0.009
Janthinobacterium 0.005
Pseudoalteromonas 0.004
Anaeroplasma 0.007

Hasta Burkholderia 0.006
Lactococcus 0.002
Pediococcus 0.007
Anaerobacillus 0.005

Hasta grubunda akciger kanserine eslik eden ek hastalig1 olan bireyler ile eslik
eden ek hastalig1 olmayan bireylerin karsilastiritlmasi sonucunda; eslik eden ek hastaligi
olan akciger kanserli hastalar ile Morgenalla (p=0.009), Scardovia (p<0.001),
Janthinobacterium (p=0.003), Desulfobulbus (p=0.002) cinsi bakterilerin istatistiksel
olarak anlamli derecede iligkili bulundugu tespit edildi (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. Hasta grubunda akciger kanserine eslik eden ek hastaligi olan bireyler ile hasta grubunda
akciger kanserine eslik eden ek hastaligi olmayan bireylerin karsilagtirilmasi sonucunda
istatistiksel olarak anlamli derecede baskin olan cinslerin dagilimi

Grup Baskin Cinsler p Degeri

Ek hastalig1 olan bireyler Scardovia p<0.001
Morganella 0.009
Janthinobacterium 0.003
Desulfobulbus 0.002

Ek hastalig1 olmayan bireyler - -

Hasta grubunda sigara icen bireyler ile sigara igmeyen Dbireylerin
karsilastirilmas1 sonucunda; sigara igmeyen akciger kanserli hastalar ile Streptococcus
(p=0.005), Peptostreptococcus (p=0.007) ve Fusobacterium (0.002) dahil olmak tizere 9
bakteri cinsinin istatistiksel olarak anlamli derecede iliskili bulundugu tespit edildi
(Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Hasta grubunda sigara icen bireyler ile hasta grubunda sigara igmeyen bireylerin
karsilastirilmas1 sonucunda istatistiksel olarak anlamli derecede baskin olan cinslerin

dagilimi

Grup Baskin Cinsler p Degeri

Sigara icmeyen bireyler  Streptococcus 0.005
Peptostreptococcus 0.007
Fusobacterium 0.002
Paludibacter p<0.001
Gemella 0.001
Granulicatella 0.004
Megamonas 0.002
Peptoniphilus 0.008
Lautropia 0.007

Sigara icen bireyler - -

68



5. TARTISMA

Cok sayidaki kanser arastirmalart sonucunda kanser etyopatogenezinden
sorumlu potansiyel faktorlerin agik olarak tanimlanmasi ve molekiiler mekanizmalarinin
tespit edilerek bunlarin terapotik hedef olarak kullanilmasi ile sagkalim oraninda
basarilar elde edilmis ve siirveyans uzatilabilmis olsa da, kanser hala tamamen tedavi
edilebilir bir hastalik haline getirilememistir®®. Giintimiizde 6zellikle yiiksek morbidite
ve mortaliteye sebep olan kolon ve akciger kanserlerinin bagirsaga ya da alt solunum
yollarina yerlesmis mikroorganizmalarla iligskisi merak edilmektedir. Son yillarda yeni
nesil dizileme yonteminin kullanima girmesiyle, mikrobiyotanin karsinogenezdeki
muhtemel roliinii anlamaya yonelik arastirmalar hiz kazanmistir. Genellikle, bagirsak
mikrobiyotasinin gerek insan sagligina genel etkisi gerekse de kolon kanseri basta
olmak tizere gastrointestinal kanserlere lokal etkisi tizerinde odaklanilmigtir. Ancak,
akciger kanserleri iizerine akciger mikrobiyotasinin lokal etkisini arastiran ¢cok az sayida
¢alisma®®?%3* pulunmas: sebebiyle, bu muhtemel iliskiyi belirlemeyi hedefledigimiz
calismamizda BAL 6rneklerinde metagenomik DNA analiziyle akciger mikrobiyomunu
incelemekle beraber konvansiyonel kiiltiir yontemleriyle alt solunum yollarindaki
muhtemel bakteri kolonizasyonunu da tespit etmeye calistik. Her ne kadar ornek
sayimiz ¢ok yeterli olmasa da, kanserli hasta grubu ile kontrol grubu arasindaki
karsilagtirmaya ek olarak hasta grubu igerisinde ek hastalik bulunmasini ve sigara
kullanimim1 da dikkate alarak farkli gruplar arasinda degerlendirmeler yapildi ve
istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edildi.

Yapilan ¢aligmalarda bronkoalveolar sivilarin akciger mikrobiyotasini yansitan
en degerli 6rnek oldugu belirtilmekte, boylece akciger kanserli hastalar ile saglikli
bireyler arasindaki bakteriyel cesitliligin tespit edilerek akciger kanseri gelisiminin
6nceden tahmin edilebilecegi ongoriilmektedir'. Bu sebeple, bizim galismamizda da
bronkoalveolar lavaj ornekleri kullanildi. Yakin tarihli bir¢ok calismada akciger
kanserli hastalarin akcigerlerinde saglikli bireylere gore daha az bakteri ¢esitliligine
sahip oldugu gosterilmis olsa da*012%12+179

grubunda sirastyla 37 ve 40 sube, 92 ve 97 sinif, 185 ve 180 takim, 360 ve 337 aile, 774

, calismamizda farkli olarak hasta ve kontrol

ve 697 cins belirlenmistir. Ancak, hasta grubumuzdaki mikrobiyal cesitliligin fazla

bulunmasi birey sayisinin kontrol grubundakinden c¢ok fazla olmasindan da
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kaynaklanmis olabilir. Diger taraftan, BAL 6rneklerini bizden farkli olarak tek tarafli
kitleleri olan akciger kanseri tanist almis hastalarin hem kanserli hem de saglikli akciger
loblarindan alarak karsilastiran Zhuo ve arkadaslari ¢alismamizi destekler sekilde
kanserli ve saglikli akcigerlerde sirasiyla 46 ve 43 sube, 123 ve 112 sif, 177 ve 158
takim, 342 ve 313 aile, 690 ve 631 cins belirlemislerdir.
Bazi bakterilerin kanser dahil olmak {iizere bulasici olmayan birgok hastaligin
etyopatogenezinde rol oynayabilecegi, o6zellikle alt solunum yollarina yerlesen
bakterilerin akciger kanser gelisimi ile yakin bir iliski i¢inde oldugu bilinmektedir.
Akciger mikrobiyotasinin, yasam tarzi, kirlilik, tiitiin kullanimi1 gibi ¢esitli faktorler ile
iligkili oldugu ve bu faktorlerin mikrobiyota kompozisyonunu da degistirebilecegi goz
6niinde bulundurulmalidir™®***®, Hosgood ve ark.*? ile Liu ve ark.*?® yapmis olduklar1
calismalarda sigara kullanimimin akcigerdeki bakteri ¢esitliligini  azalttigim
belirtmislerdir. Bu da sigara kullammmimin disbiyoz ile sonug¢landigini, dolayisiyla
akciger saghigmin siirdiiriilebilmesini 6nemli 6l¢iide engelledigini akla getirmektedir.
Benzer sekilde ¢alismamizda da, akciger kanserli hasta grubunda sigara kullananlarda
528, aktif olarak sigara kullanmayanlarda ise 724 olmak iizere toplam 774 bakteri cinsi
tespit edilmistir. Sigara kullanan akciger kanserli hastalarda 246 bakteri cinsi tespit
edilememistir. Her ne kadar sonuglarimiz literatiirle uyumlu olsa da, aktif sigara
kullanmama kriteri olarak son 3 aydir sigara kullanmiyor olmay1 uyguladigimizdan, bu
stirenin mikrobiyota sekillenmesini ne kadar etkiledigi bilinmemektedir. Sigara
aligkanliginin tam olarak birakildigini sdyleyebilmek i¢in beklenen siire her ne kadar
klinisyenlerce 1 yil olarak kabul gorse de, birakan kisilerde 2-3 hafta ile 3 ay arasinda
bir siirede solunum yollarin1 temizleme gorevlerini iistlenen oksiirme refleksinin ve
silyanin onarimi tamamlanmakta, nikotin yoksunluk belirtileri yok olmaktadir. Boylece,
mikrobiyotanin sekillenmesinde aktif sigara kullanmama kriterinin de kesin olmamasi
sebebiyle, bu calismada bu kriter i¢in 3 aylik siirenin yeterli olabilecegini diisiindiik.
Mikrobiyal cesitliligin sigara kullanimi ile iliskisini daha dogru belirleyebilmek i¢in
sigara kullaniminin uygun bir sekilde derecelendirildigi daha genis popiilasyonlu
calismalara ihtiya¢ oldugu aciktir.

Liu ve arkadaslarinin Cin’de 2018 yilinda, tek tarafli kitleleri olan akciger
kanserli hastalarin ve saglikli kontrol bireylerinin alt solunum yolu mikrobiyomunu

karsilastirmayr amaclamislardir. Tek tarafl kitleleri olan 24 akciger kanseri hastasindan
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ve 18 saglikli kontrol bireyinden bronkoskopi sonrasi korunmus firga Ornekleri
toplamiglardir. Ornekleri 16S rRNA tabanli yeni nesil dizileme yontemi ile analiz
etmiglerdir. Sonug¢ olarak, akciger kanserli hastalarin, kontrol grubundaki bireylere
nazaran daha az mikrobiyal c¢esitlilige sahip oldugunu tespit etmislerdir. Akciger
kanserli hastalarda, Streptococcus cinsi bakterileri, kontrol grubunda ise Staphylococcus
cinsi bakterileri anlamli derecede yiiksek bulmuglardir®. Wang ve arkadaglar1t 2019
yilinda Cin’de yaptiklar1 calismada akciger kanserli hastalarin tiiklirik ve BAL
orneklerinde mikroorganizma gesitliligini arastirmislardir. Bronkojenik karsinomlu 51
hastadan ve 15 saglikli kontrolden tiikiirik ve BAL o&rnekleri toplamislardir.
Orneklerden DNA ekstraksiyonu sonras1 16S rRNA amplikon dizilimi yapmislardir.
Akciger kanserli hastalarin hem tiikiirik hem de BAL Orneklerinde saglikl
kontrollerden daha diisiik mikrobiyal ¢esitlilige sahip oldugunu tespit etmislerdir.
Treponema ve Filifactor cinsi bakterilerin BAL 6rneklerinde potansiyel biyobelirtegler
olarak kullanilabilecegi sonucuna varmuslardir'”. Lee ve arkadaslarmm 2016 yilinda
Kore’de yaptiklar1 calismada, 20 akciger kanseri hastasindan ve 8 saglikli kontrol
bireyinden BAL 6rnegi almuslardir. Ornekleri 16S rRNA tabanli yeni nesil dizileme
yontemi ile analiz etmislerdir. Akciger kanserli hastalarda, Veillonella ve Megasphaera

cinsi bakterileri, anlamlh derecede yiiksek bulmuglardir'®

. Gorildigi gibi her g
calismada da konvansiyonal kiiltiir yontemleri ile inceleme yapilmamistir. Ayrica
caligmamizda, hasta ve kontrol grubu arasinda Streptococcus, Staphylococcus,
Treponema ve Filifactor cinsi bakteriler igin istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamastir.

Apopa ve arkadaslarinin 2018 yilinda Giiney Kore’de yapmis olduklar
calismada, adenokarsinomu tanist alan hastalarin akciger mikrobiyotalarini, kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri tanist alan ve skuamdz hiicreli karsinom tanisi alan
hastalarin akciger mikrobiyotalariyla kiyaslamiglardir. Adenokarsinomlu hastalardan
11, skuamoz hiicreli karsinomu olan hastalardan 10 ve 8 normal dokudan biyopsi 6rnegi
almislardir. Ornekleri 16S rRNA tabanli yeni nesil dizileme yontemi ile analiz
etmislerdir. Adenokarsinomu olan hastalarda Cyanobacteria subesinin, skuamoz hiicreli
karsinomu olan hastalarda Acidobacteria subesinin istatistiksel olarak anlamli derecede
fazla bulundugunu, bakteri cinslerinin  %90’mndan fazlasinin  Actinobacteria,

Proteobacteria ve Bacteriodetes subesine ait olduklarini tespit etmislerdir®’.
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Calismamizda ise hasta grubuna ait bakteri cinslerinin %80’inden fazlasinin Firmicutes,
Bacteroidetes, ve Proteobacteria subelerine ait olduklar1 tespit edilmistir.

Akciger kanserli hastalarda akciger mikrobiyotasi ile yapilan ¢alismalarda
kontrol grubu bireylere kiyasla Granulicatella, Abiotrophia, Streptococcus Veillonella,
Megasphaera, Treponema ve Filifactor cinsi bakterilerin istatistiksel olarak anlamli

4055,119-122.180 * Calismamizda yeni nesil

derecede yiiksek bulunduklar tespit edilmistir
dizileme ile mikrobiyom analizinde Abiotrophia, Megasphaera, Treponema ve
Filifactor cinsi bakterilerin ¢ok diisiik okuma oranlarina sahip oldugu bulunmustur.
Granulicatella cinsi bakteriler kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek bulunmustur. Streptococcus ve Veillonella cinsi bakteriler ise hasta grubunda
daha yiiksek okuma oranlarina sahip olsalar da kontrol grubu ile arasinda bu bakteri
cinsleri i¢in anlamli bir fark bulunmamustir.

Druzhinin ve arkadaglar1 2020 yilinda yapmis olduklar1 ¢aligmada, akciger
kanserli hastalarin akciger mikrobiyotasini belirlemeyi amaglamislardir. Yeni tan1 almis
17 akciger kanseri hastadan ve 17 kontrol bireyinden balgam o6rnekleri almislardir.
Ornekleri 16S rRNA dizilemesiyle analiz etmislerdir. Streptococcus, Prevotella,
Veillonella, Campylobacter, Neisseria ve Lactobacillus dahil olmak tizere 48 bakteri
cinsini her iki gruptada tespit etmislerdir. Pediococcus dahil olmak iizere 6 bakteri
cinsini yalniz hasta grubunda, Corynebacterium ve Scardovia dahil olmak iizere 12
bakteri cinsini ise yalniz kontrol grubunda tespit etmislerdir'™®. Calismamizda ise yeni
nesil dizileme ile mikrobiyom analizinde 628 bakteri cinsi her iki grupta, 146 bakteri
cinsi yalniz hasta grubunda, 69 bakteri cinsi ise yalmiz kontrol grubunda tespit
edilmistir.

Mikrobiyota aragtirmalarinda yeni nesil dizileme ydntemlerinin cesitliligi
konvansiyonel yontemlere gore ¢ok daha hassas sundugu ortaya konulmustur'®2,
Standart kiiltiir yontemleri ile tim mikrobiyal tiirlerin %1’den azinin laboratuvar
ortamlarinda kolaylikla izole edilebildigi bilinmektedir'”. Buna sebep olarak gevrede
bulunan bir¢ok mikroorganizma tiirii i¢in uygun kiiltiirleme yonteminin kullanilmamasi
diisiiniilebilir. Oyle ki, mikroorganizmalarn kiiltiir ortaminda iiretmek igin yeterli
sayida olmamasi ya da uygun kiiltiir sartlarinin olusturulamamasi gibi sebepler ile

kiltirleme sonucunda elde edilen verilerin mikrobiyotay1r yorumlamak igin yeterli

olmadig1 kabul gérmeye baslamistir. Ayrica, YND ile akciger mikrobiyomu analizinde
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beklenenin iizerinde bagirsak bakterilerine ait DNA tespit edilmesi “bagirsak-akciger
ekseni” adi verilen organlararasi etkilesim sebebiyle olabilir. Bu durum bakterilerin
bozulmadan bir biitiin olarak ya da fragmanlarinin mezenterik lenfatik sistem yoluyla
intestinal bariyeri asarak sistemik kan dolasimina ulasmasi sonucunda bagirsak ve
akciger arasinda gecis yapmasi seklinde aciklanmaktadir®®®*. Her ne kadar yeni nesil
dizileme yontemleri ile son yillarda yiizlerce yeni bakteri cinsi tespit edilmis olsa da,
bakteriler tiir diizeyinde ayirt edilememektedir. Sonug¢ olarak, yeni nesil dizileme
yontemleriyle mikrobiyota analizlerinin uygun kiiltiir yontemleri ile desteklenmesinin
elde edilen sonuglar1 daha gegerli kilacagi kanaatindeyiz.

Calismamizda kiiltiirde izolasyonu YND ile mikrobiyom analizinden &nce
yaptigimizdan ve diinyada da akciger mikrobiyom analizi ile ilgili az sayida calisma
yapildigindan &tiirii kanli ve endo besiyerlerine ek olarak adi agar, ¢ikolatamsi agar ve
LJ besiyerlerini de kullandik. Buna ragmen mikrobiyom analizi sonuglarimizla kiiltiirde
izolasyon sonuglarimiz ¢ok da uyumlu ¢ikmadi. Caligmamizda, kiiltiirde hasta grubunda
Neisseria (%32,3) ve Streptococcus (%29) cinsi bakteriler, kontrol grubunda da
Haemophilus (%32,3), Streptococcus (%32,3) cinsi bakteriler baskin olarak izole
edilmigsken, YND ile mikrobiyom analizinde her iki grupta da Prevotella ve Veillonella
gibi anaerop bakteri cinslerinin baskin oldugu tespit edilmistir. Calismamizda anaerop
kiltir gibi 6zel kiltir yontemleri kullanilmadigi igin, bu bakterilerin mikrobiyota
icerisinde gergekten yer alip almadigi kanitlanmasa da, alt solunum yollarindan izole
edilebildiklerini bildiren g¢aligmalar mevcuttur. Rybojad ve arkadaglarinin akciger
kanserli hastalarin alt solunum yollarinda kolonize olan anaerop bakterileri yalnizca
anaerop kiiltiir yontemiyle arastirdiklari, molekiiler yontem kullanmadiklar1 ¢aligmada
hastalarin 16 (%53.3)’sinda birden fazla anaerop bakteri tiirii izole etmislerdir. En sik
izole ettikleri cins Actinomyces ve Peptostreptococcus olsa da, Veillonella, Prevotella,

Lactobacillus ve Bacteroides cinsi bakterileri de izole etmislerdir'®®

. Bu bilgiler 1s181nda
mikrobiyotay1 belirlemek i¢in yapilacak ¢alismalarda anaerop kiiltiir yontemlerinin de
eklenmesi ile daha kesin degerlendirme yapilabilecegi goriilmektedir.

Bagirsak-akciger ekseni ilizerine yapilan arastirmalarda mantarlar ile bakteriler
arasinda da kritik etkilesimlerin oldugu ve bu etkilesimlerin de akciger kanseri
gelisiminde rol oynayabilecegi gosterilmistir’®?*>'. Bu mikroorganizmalar homoestazis

gibi fizyolojik durumlarda ve hastalikta birbirlerinin fonksiyonlarini iistlenip immiinite
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modiilasyonu ile doku hasarii engelleyebilmekte ve bagirsak ile akciger arasinda iki
yonlii gegis yapabilmektedirler. in vitro calismalarda Candida tarafindan Streptococcus
cogalmasinin uyarilmasi ve biyofilm olusumunun artirilmast veya Streptococcus
tarafindan Candida patojenitesinin arttirilmas1 gibi sinerjistik etkilesimler iki tiir

arasinda tespit edilmigtir®®?*3

. Bu sebeplerle, mantarlarin da bakteriler ile birlikte
akciger mikrobiyota kompozisyonunun degismesine katkida  bulunabilecegi
diisiiniilmektedir. Biz YND ile mikrobiyom analizinde yalnizca bakteri mikrobiyomunu
tespit ettigimiz igin, kiiltiirle de bakteri izolasyonu ve identifikasyonu yaptik. Ancak
mantar mikrobiyomu ve kiiltiiriiniin de bakteriler ile birlikte aragtirilmasimin bundan
sonraki ¢aligmalara gii¢ katacagini diistininmekteyiz.

Bagirsak mikrobiyotasinin karsinogenez siiregleriyle birlikte kanser tedavisi
asamalarindaki roliinii inceleyen c¢aligsmalarda, mikrobiyotanin tiimor mikrogevresindeki
myeloid kokenli hiicreler araciligi ile kemoterapi ve immiinoterapi gibi cesitli
antikanser tedavi modellerine verilen yaniti etkiledigi gosterilmistir?**%*12124 By
arastirmalar kanser tedavilerine yanit ve toksisitenin bireye 6zgii olmasinin bagirsak
mikrobiyotasi ile iliskisini destekler niteliktedir. Akciger kanserli hastalarda kemoterapi
ve ICI gibi kanser tedavisi sonrasi bagirsak mikrobiyotasin1 inceleyen az sayidaki

184,1
calismalarda da ayni sonuca vartlmistir 84,185

. Bunlara ek olarak bagirsak-akciger
ekseninin akciger kanseri iizerine olan etkileri de gbz oniine alindiginda, akciger ve
bagirsak mikrobiyotalarinin birlikte incelenmesinin bu kanserlerin 6nlenmesinde ve

tedavi etkinliginin saglanmasinda anahtar rol oynayacagi kanaatindeyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Gogiis Hastaliklart
Poliklinigine 2019 Aralik — 2020 Ekim tarihleri arasinda basvuran ve Kklinik olarak
akciger kanseri tanmisi almis hastalarda akciger mikrobiyotasinin roliinii anlamay1

amagladigimiz ¢aligmamizin sonucunda;

1. Konvansiyonel kiiltiir yontemleri ile; akciger kanserli 31 hastanin %64.5’inden,
pulmoner nodiilii olan fakat akciger kanser tanis1 almayan 13 kontrol bireyin ise
%84.6’s1indan ¢esitli bakteriler izole edildigi,

2. Akciger kanserli hastalarda en sik Neisseria spp. (hastalarin %32,3’tinde) ve
Streptococcus spp. (hastalarin %29,0’1inda) izole edilirken, kontrol bireylerde ise
en sik izole edilen cinslerin her ikisinde de izolasyon orani %23,1 olmak iizere
Haemophilus ve Streptococcus oldugu,

3. Gerek kiiltiir gerekse yeni nesil dizileme yontemi ile hicbir BAL 6rneginde
mikobakteri tespit edilemedigi,

4. Mikrobiyom g¢esitliliginin sube ve sinif diizeylerinde kontrol grubunda daha
yiikksek bulunmasina karsilik takim, aile ve cins diizeylerinde hasta grubunda
daha yiiksek bulundugu,

5. Hasta grubunda mikrobiyom g¢esitliliginin sube ve cins diizeylerinde aktif olarak
sigara kullanmayan bireylerde aktif olarak sigara kullanan bireylere gore daha
yliksek bulundugu, ayrica eslik eden ek hastaligi olmayan bireylerde eslik eden
ek hastaligi olan bireylere gore daha yiiksek bulundugu,

6. Yeni nesil dizileme ile mikrobiyom igerisindeki sube dagilimlarini
degerlendirmemiz sonucunda; ortalama bazinda akciger kanserli hasta grubunda
en yiiksek okuma alinan 5 bakteri subesinin Firmicutes (%37,0), Bacteroides
(%33,8), Proteobacteria (%11,1), Fusobacteria (%4,0) ve Actinobacteria
(%1,8) oldugu, kontrol grubunda da ayni subelerin ilk 5 sirada yer aldigi,
siralamanin ise Bacteroides (%35,2), Firmicutes (%33,6), Proteobacteria
(%12,3), Actinobacteria (%3,4) ve Fusobacteria (%3,2) seklinde oldugu,

7. Yeni nesil dizileme ile mikrobiyom igerisindeki cins dagilimlarim

degerlendirmemiz sonucunda; ortalama bazinda akciger kanserli hasta grubunda
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en yiikksek okuma alinan 5 bakteri cinsinin Prevotella (%22,6), Veillonella
(%10,8), Lactobacillus (%4,5), Streptococcus (%4,8), Neisseria (%4,7) oldugu,
kontrol grubunda ise Prevotella (%26,4), Veillonella (%8,6), Lactobacillus
(%5,1), Streptococcus (%3,4), Campylobacter (%3,0) oldugu goriildii.

Ayrica, grup karsilastirmalarinda elde edilen verilerin istatistiksel olarak

degerlendirilmesi sonucunda;

8.

10.

11.

12.

Hasta grubu ile kontrol grubunun karsilastirlmasinda; hasta grubunda
Lactococcus, Pediococcus, Anaerobacillus ve Friedmanniella cinsi bakterilerin,
kontrol grubunda ise Helicobacter, Enterobacter ve Vibrio dahil olmak tizere 24
bakteri cinsinin anlaml derecede yiiksek bulundugu,

Hasta grubunda akciger kanserine eslik eden ek hastalig1 olan bireyler ile kontrol
grubunun karsilastirilmasi  sonucunda; diabetes mellitus gibi sistemik
hastaliklarin  akciger kanserine eslik ettigi  hastalarda  Lactococcus,
Anaerobacillus ve Friedmanniella cinsi bakterilerin, kontrol grubunda ise
Acetobacter cinsi bakterilerin anlamli derecede yiiksek oldugu,

Hasta grubunda akciger kanserine eslik eden ek hastaligi olmayan bireyler ile
kontrol grubunun karsilagtirilmas: sonucunda; Ek hastaligi olmayan akciger
kanserli hasta grubunda Burkholderia, Lactococcus, Pediococcus ve
Anaerobacillus cinsi bakterilerin, kontrol grubunda ise Enterobacter ve Vibrio
dahil olmak iizere 27 bakteri cinsinin anlamli derecede yiiksek oldugu,

Hasta grubunda akciger kanserine eslik eden ek hastaligi olan bireyler ile eslik
eden ek hastalig1 olmayan bireylerin karsilagtirilmasi sonucunda; eslik eden ek
hastaligi  olan akciger kanserli hastalar ile Morgenalla, Scardovia,
Janthinobacterium, Desulfobulbus cinsi bakterilerin anlamli derecede iligkili
bulundugu,

Hasta grubunda sigara icen bireyler ile sigara igmeyen bireylerin
karsilagtirtlmas1 sonucunda; sigara igmeyen akciger kanserli hastalar ile
Streptococcus, Peptostreptococcus ve Fusobacterium dahil olmak {izere 9

bakteri cinsinin anlamli derecede iliskili bulundugu belirlendi.
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Calismanmiz Ulkemizde akciger kanserli hastalarin akciger mikrobiyotasinin
incelendigi ilk ¢aligma Gzelligini tagimaktadir. Aynit zamanda, diinyada da yeni nesil
dizileme ile akciger mikrobiyotast analizinin kiiltiirde izolasyon ile birlikte
degerlendirildigi az sayida calismalardan biridir. Bu sebeple, calismamiz akciger
kanserinin mikrobiyota ile iligkisini aydinlatmaya yonelik ¢aligmalara 151k tutacaktir.
Sonug olarak, akciger kanserli hastalarda mikrobiyota kompozisyonunun roliiniin daha
iyl anlasilarak mikroorganizmalarin kanser biyobelirtecleri olarak kullanilabilmesi,
ayrica mikrobiyal ¢esitliligin sigara kullanimi1 gibi risk faktorleri ile iligskisinin daha
dogru belirlenebilmesi i¢in sigara kullaniminin da uygun bir sekilde derecelendirildigi
ve orneklem sayisinin fazla oldugu kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Mikrobiyotanin  hastaliklarla iligkisinin  ve  karsinogenezdeki roliiniin
aydinlatilmasi amaciyla yapilan c¢alismalarda, gerektiginde YND ile mikrobiyom
analizinin anaerop ve mantar kiiltiirleri de dahil olmak iizere uygun besiyerleri
kullanilarak konvansiyonal kiiltiir yontemleri ile de desteklenmesi, ayrica akciger
mikrobiyotas1 ile birlikte bagirsak mikrobiyotasinin da incelenmesi daha Kkesin
degerlendirme yapilmasina yarar saglayacagi kanaatindeyiz. Boylece, bu arastirmalarin
kanser tani, tarama ve tedavisindeki yerinin artmasi ile akciger saglig: siirdiirtilebilecek,
ayrica akciger kanserlerinin Onlenmesi ve tedavi etkinliginin artmasi da

saglanabilecektir.

77



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

KAYNAKLAR

Yilmaz U. Akciger kanserlerinde tedavi yaklasimlar1. Nucl Med Semin, 2018; 4(1):32-38.
Maddi A, et al. The microbiome and lung cancer. J Thorac Dis, 2019; 11(1):280-291.

Geng¢ AC, Hacibekiroglu i. Mikrobiyota ve Kanser. J Biotechnol and Strategic Health Res, 2017;
1(Special issue):123-131.

Bhatt AP, Redinbo MR, Bultman SJ. The role of the microbiome in cancer development and
therapy. CA Cancer J Clin, 2017; 67(4):326-44.

Bashiardes S, Tuganbaev T, Federici S, Elinav E. The microbiome in anti-cancer therapy.
Seminars in Immunology, 2017; 32:74-81.

Coley WB. The treatment of malignant tumors by repeated inoculations of erysipelas. With a report
of ten original cases. 1893. Clin. Orthop. Relat. Res, 1991; 262:3-11.

Dzutsev A, Goldszmid RS, Viaud S, Zitvogel L, Trinchieri G. The role of the microbiota in
inflammation, carcinogenesis, and cancer therapy. European journal of immunology, 2015;
45(1):17-31.

Clarke G, Stilling RM, Kennedy PJ, Stanton C, Cryan JF, Dinan TG. Minireview: Gut
microbiota: the neglected endocrine organ. Mol Endocrinol, 2014; 28(8):1221-38.

Mao Q, et al. Interplay between the lung microbiome and lung cancer. Cancer Letters, 2018; 415:
40-48.

Sepich-Poore GD, et al. The microbiome and human cancer. Science, 2021; 371(6536):eabc4552.

Gerritsen J, Smidt H, Rijkers GT, de Vos WM. Intestinal microbiota in human health and
disease: the impact of probiotics. Genes & nutrition, 2011; 6(3):209-40.

Sandek A, Bauditz J, Swidsinski A, Buhner S, Weber-Eibel J, Von Haehling S, et al. Altered
intestinal function in patients with chronic heart failure. Journal of the American College of
Cardiology, 2007; 50(16):1561-9.

Fuentealba C, Figuerola F, Estévez AM, Bastias JM, Muiioz O. Bioaccessibility of lignans from
fl axseed (Linum usitatissimum L.) determined by single-batch in vitro simulation of the digestive
process. Journal of the science of food and agriculture, 2014; 94(9):1729-38.

Pleguezuelos-Manzano C, Puschhof J, Huber AR, et al. Mutational signature in colorectal cancer
caused by genotoxic pks+ E. coli. Nature, 2002; 580:269-273.

Wilson MR, Jiang Y, Villalta PW, Stornetta A, Boudreau PD, et al. The human gut bacterial
genotoxin colibactin alkylates DNA. Science, 2019; 15;363(6428):eaar7785.

Dejea CM, Fathi P, Craig JM, Boleij A, Taddese R, et al. Patients with familial adenomatous
polyposis harbor colonic biofilms containing tumorigenic bacteria. Science, 2018; 359:592-597.

He Z, Gharaibeh RZ, Newsome RC, Pope JL, Dougherty MW, et al. Campylobacter jejuni
promotes colorectal tumorigenesis through the action of cytolethal distending toxin. Gut, 2019;
68(2):289-300.

Boot A, et al. Characterization of colibactin-associated mutational signature in an Asian oral
squamous cell carcinoma and in other mucosal tumor types. Genome Res, 2020; 30(6):803-813.

78



19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Barrett M, Hand CK, Shanahan F, Murphy T, O’Toole PW. Mutagenesis by microbe: The role
of the microbiota in shaping the cancer genome. Trends Cancer, 2020; 6(4):277-287.

Herr HW, Morales A. History of bacillus Calmette-Guerin and bladder cancer: an immunotherapy
success story. J. Urol, 2008; 179(1)53-56.

Apopa PL, Alley L, Penney RB, Arnaoutakis K, Steliga MA, et al. PARP1 is up-regulated in
non-small cell lung cancer tissues in the presence of the cyanobacterial toxin microcystin. Front.
Microbiol, 2018; 9:1757.

Sears CL, Geis AL, Housseau F. Bacteroides fragilis subverts mucosal biology: from symbiont to
colon carcinogenesis. J. Clin. Invest, 2014; 124(10):4166-4172.

Routy B, Chatelier E, Derosa L, Duong CP, Alou MT, et al. Gut microbiome influences efficacy
of PD-1- based immunotherapy against epithelial tumors. Science, 2018; 359:91-97.

Sivan A, Corrales L, Hubert N, Williams JB, et al. Commensal Bifidobacterium promotes
antitumor immunity and facilitates anti-PD-L1 efficacy. Science, 2015; 350:1084-1089.

Gopalakrishnan V, Spencer CN, Nezi L, Reuben A, Andrews MC, et al. Gut microbiome
modulates response to anti-PD-1 immunotherapy in melanoma patients. Science, 2018; 359:97-103.

Wu BG, Segal LN. The Lung Microbiome and Its Role in Pneumonia. Clin Chest Med, 2018;
39:677-689.

Greathouse KL, et al. Interaction between the microbiome and TP53 in human lung cancer.
Genome Biology, 2018; 19:123.

Enaud R, Prevel R, Ciarlo E, Beaufils F, Wieers G, et al. The Gut-Lung Axis in Health and
Respiratory Diseases: A Place for Inter-Organ and Inter-Kingdom Crosstalks. Front. Cell. Infect.
Microbiol, 2020; 10:9. doi: 10.3389/fcimb.2020.00009.

De Oliveira GLV, et al. Microbiota Modulation of the Gut-Lung Axis in COVID-19. Front.
Immunol, 2021; 2021; 12:635471 doi: 10.3389/fimmu.2021.635471.

Dang AT, Marsland BJ. Microbes, metabolites, and the gut-lung axis. Mucosal Immunology,
2019; 12:843-850.

Budden KF, Gellatly SL, Wood DLA, Cooper MA, et al. Emerging pathogenic links between
microbiota and the gut-lung axis. Nat Rev Microbiol, 2017; 15:55-63.

Bingula R, Filaire M, Radosevic-Robin N, Bey M, Berthon JY, Bernalier-Donadille A, et al.
Desired turbulence? Gut-lung axis, immunity, and lung cancer. J. Oncol, 2017; 5035371. doi:
10.1155/2017/5035371.

McAleer JP, Kolls JK. Contributions of the intestinal microbiome in lung immunity. Eur. J.
Immunol, 2018; 48(1):39-49. doi: 10.1002/¢ji.201646721.

Trompette A, Gollwitzer ES, Yadava K, Sichelstiel AK, SprengerN, Ngom-Bru C, et al. Gut
microbiota metabolism of dietary fiber influences allergic airway disease and hematopoiesis. Nat.
Med, 2014; 20(2):159-166. doi: 10.1038/nm.3444.

Sender R, Fuchs S, Milo R. Are we really vastly outnumbered? Revisiting the ratio of bacterial to
host cells in humans. Cell, 2016; 164:337-340.

Sender R, Fuchs S, Milo R. Revised Estimates for the Number of Human and Bacteria Cells in the
Body. PLoS Biol, 2016; 14(8):e1002533.

79



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

Erb-Downward JR, et al. Analysis of the lung microbiome in the “healthy” smoker and in COPD.
PLoS One, 2011; 6(2):e16384.

Charlson ES, et al. Lung-enriched organisms and aberrant bacterial and fungal respiratory
microbiota after lung transplant. Am. J. Respir. Crit. Care Med, 2012; 186:536-545.

Aydemir Y. Solunum Sistemi Ve Mikrobiyota. J Biotechnol and Strategic Health Res, 2017;
1(Special issue):104-108.

Liu HX, et al. Difference of lower airway microbiome in bilateral protected specimen brush
between lung cancer patients with unilateral lobar masses and control subjects. Int. J. Cancer, 2018;
142:769-778.

Scheiermann J, Klinman DM. Three distinct pneumotypes characterize the microbiome of the lung
in BALB/cJ mice. PLoS One, 2017; 12(7):e0180561.

Segal LN, Alekseyenko AV, Clemente JC, et al. Enrichment of lung microbiome with supraglottic
taxa is associated with increased pulmonary inflammation. Microbiome, 2013; 1:19.

Ramirez-Labrada AG, Isla D, Artal A, Arias M, et al. The Influence of Lung Microbiota on
Lung Carcinogenesis, Immunity, and Immunotherapy. Trends in Cancer, 2020; 6(2):86-97.

Pezzulo AA, et al. Abundant DNase I-sensitive bacterial DNA in healthy porcine lungs and its
implications for the lung microbiome. Appl. Environ. Microbiol, 2013; 79:5936-5941.

Willis AL, et al. Dead or alive: deoxyribonuclease | sensitive bacteria and implications for the sinus
microbiome. Am. J. Rhinol. Allergy, 2016; 30:94-98.

Kearney SC, et al. Immunoregulatory and immunostimulatory responses of bacterial lysates in
respiratory infections and asthma. Ann. Allergy Asthma Immunol, 2015; 114:364-369.

Chuquimia OD, et al. Alveolar epithelial cells are critical in protection of the respiratory tract by
secretion of factors able to modulate the activity of pulmonary macrophages and directly control
bacterial growth. Infect. Immun, 2013; 81:381-389.

Chuquimia OD, Petursdottir DH, Rahman MJ, et al. The role of alveolar epithelial cells in
initiating and shaping pulmonary immune responses: communication between innate and adaptive
immune systems. PLoS One, 2012; 7(2):e32125.

Remot A, Descamps D, Noordine ML, et al. Bacteria isolated from lung modulate asthma
susceptibility in mice. ISME J, 2017; 11(5):1061-1074.

Surette MG. The cystic fibrosis lung microbiome. Ann. Am. Thorac. Soc, 2014; 11:61-65.

Gollwitzer ES, Saglani S, Trompette A, Yadava K, Sherburn R, et al. Lung microbiota promotes
tolerance to allergens in neonates via PD-L1. Nat. Med, 2014; 20:642-647.

Pattaroni C, Watzenboeck ML, et al. Early-life formation of the microbial and immunological
environment of the human airways. Cell Host Microbe, 2018; 24(6):857-865.

Yatsunenko T, Rey FE, Manary MJ, Trehan I, et al. Human gut microbiome viewed across age
and geography. Nature, 2012; 486:222-227.

Biesbroek G, Tsivtsivadze E, Sanders EA, Montijn R, Veenhoven RH, Keijser BJ, Bogaert D.
Early respiratory microbiota composition determines bacterial succession patterns and respiratory
health in children. Am. J. Respir. Crit. Care Med, 2014; 190:1283-1292.

Yu G, Gail MH, Consonni D, Carugno M, Humphrys M, et al. Characterizing human lung tissue
microbiota and its relationship to epidemiological and clinical features. Genome Biol, 2016; 17:163.

80



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Futreal PA, Kasprzyk A, Birney E, Mullikin JC, Wooster R, Stratton M. Cancer and genomics.
Nature, 2001; 6822: 850-2.

Fearnhead HO. Getting back on track, or what to do when apoptosis is de-railed: recoupling
oncogenes to the apoptotic machinery. Cancer Biol Ther, 2004; 3(1):21-8.

Williams GM. Mechanisms of chemical carcinogenesis and application to human cancer risk
assessment. Toxicology; 2001; 14:166 (1- 2):3-10.

Williams GM. Review of in vitro test systems using DNA damage and repair for screening of
chemical carcinogens. J. Assoc. Official Anal. Chemists, 1979; 62: 857-63.

Williams GM. Genotoxic and epigenetic carcinogens. In: Homburger F, ed. Safety Evaluation and
Regulation of Chemicals 2. Impact of Regulations-Improvement of Methods. Basel: Karger, 1985;
251-6.

Williams GM. DNA reactive and epigenetic carcinogens. In: Barrett JC, ed. Mechanisms of
Environmental Carcinogenesis, Vol 1: Role of Genetic and Epigenetic Changes. Boca Raton, FL.:
CRC Press, Inc. 1987; 113-27.

Williams GM. Definition of a human cancer hazard. In: Nongenotoxic Mechanisms in
Carcinogenesis. New York: Banbury Report 25, Cold Spring Harbor Laboratory. 1987; 367-80.
Williams GM. DNA reactive and epigenetic carcinogens. Experimental and Toxicologic Pathology,
1992; 44: 457 64.

Yokus B, Cakir DU. invivo Oksidatif DNA Hasar1 Biyomarker1; 8- Hydroxy-2’-deoxyguanosine.
Tirkiye Klinikleri T1p Bilimleri Dergisi. 2002; 5: 535- 43.

Sahu SC. Onkogenes, onkogenesis and oxygen radicals. Biomed Environ Sci, 1990; 2:183-201.

Heynick LN, Johnston SA, Mason PA. Radio Frequency Electromagnetic Fields: Cancer,
Mutagenesis, and Genotoxicity. Bioelectromagnetics, 2003; 6:74-100.

Yokus B, Mete N. Oksidatif DNA hasar1. K/inik Laboratuar Arastirma Dergisi, 2003; 7(2); 51-64.

Jajte J, Zmyslony M, Palus J, Dziubaltowska E, Rajkowska E. Protective effect of melatonin
against in vitro iron ions and 7 mT 50 Hz magnetic field-induced DNA damage in rat lymphocytes.
Mutat Res, 2001; 483(1-2):57-64.

Yokus B, Akdag MZ, Dasdag S, Cakir DU, Kizil M. Extremely Low Frequency Electromagnetic
Fields Cause Oxidative DNA Damage in Rats. International Journal of Radiation Biology, 2008;
8(10):789-795.

Devereux TR, Risinger JI, Barrett JC. Mutations and altered expression of the human cancer
genes: What they tell us about causes. IARC Scientific Publications, 1999; 146:19-42.

Berenblum I: Frontiers of Biology. In: Carcinogenesis as a Biological Problem. Amsterdam: North-
Holland Pub. Co. New York: 1974; 212-24.

Elenbaas L, Spirio F, Koerner MD, Fleming DB, Zimonjic JL, Donaher NC, Popescu WC.
Human breast cancer cells generated by onkogenic transformation of primary mammary epithelial
cells. Genes Dev, 2001; 15: 50-65

Sherr J. Cancer cell cycle. Science, 1996; 274:1672-7.

Weinstein M, Begemann P, Zhou EK, Han A, Sgambato Y, Doki N, Arber M, Ciaparrone H,

Yamatoto H. Disorders in cell circuitry associated with multistage carcinogenesis: exploitable
targets for cancer prevention and therapy. Clin. Cancer Res, 1997; 3:2696-702.

81



75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

Bos JL, Van Kreijl CF. In: Vainio H, Magee PN, McGregor DB, McMichael AJ. Eds. Genes
and Gene Products that Regulate Proliferation and Differentiation: Critical Targets in
Carcinogenesis. Mechanisms of Carcinogenesis in Risk Identification. Lyon: International Agency
for Research of Cancer. 1992; 57-65.

Vogelstein A, Kinzler KW. The multistep nature of cancer. Trends Genet, 1993; 9:138-41.

Hussein SP, Harris CC. Molecular epidemiology of human cancer. Recent Results Cancer Res,
1998; 154:22-36.

Nowell P. The clonal evolution of tiimor cell populations. Science, 1976; 194: 23-28.

Butterworth BE, Popp JA, Conolly RB, Goldsworthy TL. Chemically induced cell proliferation
in carcinogenesis. In: Vainio H, Magee PN, McGregor DB, McMichael AJ, eds. Mechanisms of
Carcinogenesis in Risk Identification. Lyon: International Agency for Research of Cancer. 1992:
279-305.

Foulds L. Neoplastic Development 1. New York: Academic Pres, 1969; 122-34

Corn PG, El-Deiry WS. Derangement of growth and differentiation control in onkogenesis.
Bioessays, 2002; 1:83-90.

Aslan G. Tiimér Immiinolojisi, Turk. J. Immunol, 2010; 15(1):7- 13.

Kim R, Emi M, Tanabe K. Cancer Immunoediting from Immune surveillance to Immune Escape.
Immunology, 2007; 121:1-14.

Kirmaz C, Ozentiirk O. Malignitelere Kars1 Gelisen Immiin Yanut. Astim Allerji Immiinoloji, 2004;
2(3):167-174.

Dunn GP, OId LJ., Schreiber RD. The Immunobiology of Cancer Immunosurveillance and
Immunoediting. Immunity, 2004; 21:137-148.

Lederberg J, Mccray AT. ’Ome Sweet ’Omics--a genealogical treasury of words. Scientist, 2001;
15:1.

Ussar S, Fujisaka S, Kahn CR. Interactions between host genetics and gut microbiome in diabetes
and metabolic syndrome. Mol. Metab, 2016; 5(9):795-803.

Molloy M, Bouladoux N, Belkaid Y. Intestinal microbiota: shaping local and systemic immune
responses. Semin. Immunol, 2012; 24(1):58-66.

Zmora N, Zeevi D, Korem T, Segal E, Elinav E. Taking it personally: personalized utilization of
the human microbiome in health and disease. Cell Host Microbe, 2016; 19(1):12—-20.

Donaldson GP, Lee SM, Mazmanian SK. Gut biogeography of the bacterial microbiota. Nat. Rev.
Microbiol, 2016; 14(1):20-32.

Schwabe RF, Jobin C. The microbiome and cancer. Nat Rev Cancer, 2013; 13:800-12.

Krump NA, You J. Moleculer Mechanisms of viral oncogenesis in humans. Nat Rev Microbiol,
2018; 16(11):648-698.

Locey KJ, Lennon JT. Scaling laws predict global microbial diversity. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
2016; 113(21):5970-5975.

IARC Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans, Biological agents. A
review of human carcinogens. IARC Monogr. Eval. Carcinog. Risks Hum, 2012; 100:1-441.

82



95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112,

Moore PS, Chang Y. Why do viruses cause cancer? Highlights of the first century of human
tumour virology. Nat Rev Cancer, 2010; 10(12):878-89.

Marshall BJ, Windsor HM. The relation of Helicobacter pylori to gastric adenocarcinoma and
lymphoma: pathophysiology, epidemiology, screening, clinical presentation, treatment, and
prevention. Med Clin North Am 2005; 89(2):313-44.

Mager DL. Bacteria and cancer: cause, coincidence or cure? A review. J Transl Med, 2006; 4:14.

Benamrouz S, Conseil V, Creusy C, et al. Parasites and malignancies, a review, with emphasis on
digestive cancer induced by Cryptosporidium parvum (Alveolata: Apicomplexa). Parasite, 2012;
19(2):101-15.

Dunn GP, Bruce AT, lkeda H, Old LJ, Schreiber RD. Cancer immunoediting: from
immunosurveillance to tumor escape. Nat. Immunol, 2002; 3(11):991-998.

Vigneron N, Stroobant V, Van den Eynde BJ, Van der Bruggen P. Database of T cell-defined
human tumor antigens: the 2013 update. Cancer Immun, 2013; 13:15.

Paulos CM, Kaiser A, Wrzesinski C, et al. Toll-like receptors in tumor immunotherapy. Clin.
Cancer Res, 2007; 13(18 Pt 1):5280-5289.

Paulos CM, Wrzesinski C, Kaiser A, et al. Microbial translocation augments the function of
adoptively transferred self/tumor-specific CD8+ T cells via TLR4 signaling. J. Clin. Invest, 2007;
117(8):2197-2204.

Hanahan D, Folkman J. Patterns and emerging mechanisms of the angiogenic switch during
tumorigenesis. Cell, 1996; 86(3):353-64.

Girardi M, Oppenheim DE, Steele CR, et al. Regulation of cutaneous malignancy by gammadelta
T cells. Science, 2001; 294(5542):605-6009.

Matzinger P. Tolerance, danger, and the extended family. Annu. Rev. Immunol, 1994; 12:991-
1045.

Lida N, Dzutsev A, Stewart CA, et al. Commensal bacteria control cancer response to therapy by
modulating the tumor microenvironment. Science, 2013; 342(6161):967-970.

Park J, Kim M, Kang SG, et al. Short-chain fatty acids induce both effector and regulatory T cells
by suppression of histone deacetylases and regulation of the mTOR-S6K pathway. Mucosal
Immunol, 2015; 8(1):80-93.

Hubbard AL, Harrison DJ, Moyes C, McOrist S. Direct detection of eae-positive bacteria in
human and veterinary colorectal specimens by PCR. J. Clin. Microbiol, 1998; 36(8):2326-2330.

Silva-Valenzuela CA, Desai PT, Molina-Quiroz RC, et al. Solid tumors provide niche-specific
conditions that lead to preferential growth of Salmonella. Oncotarget, 2016; 7(23):35169-35180.

Morrissey D, O’Sullivan GC, Tangney M. Tumour targeting with systemically administered
bacteria. Curr. Gene Ther, 2010; 10(1):3-14.

Balzan S, Quadros CA, Cleva R, Zilberstein B, Cecconello I. Bacterial translocation: overview of
mechanisms and clinical impact. J. Gastroenterol. Hepatol, 2007; 22(4):464-471.

Han YW, Wang X. Mobile microbiome: oral bacteria in extra-oral infections and inflammation. J.
Dent. Res, 2013; 92(6):485-491.

83



113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122,

123.

124,

125.

126.

127.

128.

129.

Lagier JC, Armougom F, Million M, et al. Microbial culturomics: paradigm shift in the human
gut microbiome study. Clin. Microbiol. Infect, 2012; 18(12):1185-1193.

Témoin S, Chakaki A, Askari A, et al. Identification of oral bacterial DNA in synovial fluid of
patients with arthritis with native and failed prosthetic joints. J. Clin. Rheumatol, 2012; 18(3):117-
121.

Gur C, Ibrahim Y, Isaacson B, et al. Binding of the Fap2 protein of Fusobacterium nucleatum to
human inhibitory receptor TIGIT protects tumors from immune cell attack. Immunity, 2015;
42(2):344-355.

Celik MR. Akciger kanseri ve KOAH birlikteligi. Toraks Cerrahisi Biilteni, 2015; 9: 62-253

Travis WD, Brambilla E, Noguchi M, et al. International association for the study of lung
cancer/american thoracic society/european respiratory society international multidisciplinary
classification of lung adenocarcinoma. J Thorac Oncol, 2011; 6:244-85.

Goldstraw P, Crowley J, Chansky K, et al. The IASLC Lung Cancer Staging Project: Proposals
for the revision of the TNM stage groupings in the forthcoming (seventh) edition of the TNM
Classification of malignant tumours. J Thorac Oncol 2007; 2:706-14.

Hosgood HD, Sapkota AR, Rothman N, Rohan T, Hu W, et al. The potential role of lung
microbiota in lung cancer attributed to household coal burning exposures. Environ. Mol. Mutagen,
2014; 55(8):643-651.

Liu Y, O’Brien JL, Ajami NL, Scheurer ME, Asmirian ES, et al. Lung tissue microbial profile
in lung cancer is distinct from emphysema. Am. J. Cancer Res, 2018; 8(9):1775-1787.

Lee SH, Sung JY, Yong D, Chun J, Kim SY, et al. Characterization of microbiome in
bronchoalveolar lavage fluid of patients with lung cancer comparing with benign mass like lesions.
Lung Cancer, 2016; 102:89-95.

Cameron SJS, Lewis KE, Huws SA, Hegarty MJ, Lewis PD, et al. A pilot study using
metagenomic sequencing of the sputum microbiome suggests potential bacterial biomarkers for lung
cancer. PLoS One, 2017; 12(5):e0177062.

Urbaniak C, Gloor GB, Brackstone M, Scott L, Tangney M, Reid G. The microbiota of breast
tissue and its association with breast cancer. Appl. Environ. Microbiol, 2016; 82(16):5039-5048.

Vétizou M, Pitt JM, Daillére R, et al. Anticancer immunotherapy by CTLA-4 blockade relies on
the gut microbiota. Science, 2015; 350(6264):1079-1084.

Viaud S, Saccheri F, Mignot G, et al. The intestinal microbiota modulates the anticancer immune
effects of cyclophosphamide. Science, 2013; 342(6161):971-976.

Kelland L. The resurgence of platinum-based cancer chemotherapy. Nat. Rev. Cancer, 2007;
7(8):573-584.

Alcindor T, Beauger N. Oxaliplatin: a review in the era of molecularly targeted therapy. Current
oncology, 2011; 18(1):18-25.

Bracci L, Moschella F, Sestili P, et al. Cyclophosphamide enhances the antitumor efficacy of
adoptively transferred immune cells through the induction of cytokine expression, B-cell and T-cell
homeostatic proliferation, and specific tumor infiltration. Clin. Cancer Res, 2007; 13(2Pt1):644-653.

Ghiringhelli F, Larmonier N, Schmitt E, et al. CD4+ CD25+ regulatory T cells suppress tumor

immunity but are sensitive to cyclophosphamide which allows immunotherapy of established tumors
to be curative. Eur. J. Immunol, 2004; 34(2):336-344.

84



130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142,

143.

144,

145.

146.

147.

Schiavoni G, Sistigu A, Valentini M, et al. Cyclophosphamide synergizes with type I interferons
through systemic dendritic cell reactivation and induction of immunogenic tumor apoptosis. Cancer
Res, 2011; 71(3):768-778.

Daillére R, Vétizou M, Waldschmitt N, Yamazaki T, Isnard C, et al. Enterococcus hirae and
Barnesiella intestinihominis facilitate cyclophosphamide-induced therapeutic immunomodulatory
effects. Immunity, 2016; 45(4):931-943.

Peggs KS, Quezada SA, Korman AJ, Allison JP. Principles and use of antiCTLA4 antibody in
human cancer immunotherapy. Curr. Opin. Immunol, 2006; 18(2):206-213.

Mellman |, Coukos G, Dranoff G. Cancer immunotherapy comes of age. Nature, 2011; 480:480-
489.

Chang R, Shirai K. Safety and efficacy of pembrolizumab in a patient with advanced melanoma on
haemodialysis. BMJ Case Rep, 2016; bcr2016216426.

Ku GY, Yuan J, Page DB, et al. Single-institution experience with ipilimumab in advanced
melanoma patients in the compassionate use setting: lymphocyte count after 2 doses correlates with
survival. Cancer, 2010; 116(7):1767-1775.

Rosenberg SA. Progress in human tumour immunology and immunotherapy. Nature, 2001;
411(6835):380-384.

Bowers JS, Nelson MH, Kundimi S, et al. Dendritic cells in irradiated mice trigger the functional
plasticity and antitumor activity of adoptively transferred Tcl7Cells via IL12 signaling. Clin.
Cancer Res, 2015; 21(11):2546-2557.

Shigematsu A, Adachi Y, Koike-Kiriyama N, et al. Effects of low-dose irradiation on
enhancement of immunity by dendritic cells. J. Radiat. Res, 2007; 48(1):51-55.

Awedan AA. High intensity regimens with autologous hematopoietic stem cell transplantation as
treatment of multiple myeloma. Ann. Transplant, 2020; 7(2):38-43.

Ashida H, Ogawa M, Kim M, Mimuro H, Sasakawa C. Bacteria and host interactions in the gut
epithelial barrier. Nat. Chem. Biol, 2011; 8(1):36-45.

Van Nood E, Vrieze A, Nieuwdorp M, Fuentes S., Zoetendal E.G, et al. Duodenal infusion of
donor feces for recurrent clostridium difficile. N. Engl. J. Med, 2013; 368(5):407-415.

Belizario JE, Napolitano M. Human microbiomes and their roles in dysbiosis, common diseases,
and novel therapeutic approaches. Front. Microbiol, 2015; 6:1050.

Petersen C, Round JL. Defining dysbiosis and its influence on host immunity and disease. Cell.
Microbiol, 2014; 16(7):1024-1033.

Arthur JC, Perez-Chanona E, Miihlbauer M, Tomkovich S, Uronis JM, et al. Intestinal
Inflammation targets cancer-inducing activity of the microbiota. Science, 2012; 338(6103):120-3.

Eaton K, Yang W. Reproducibility project: cancer, registered report: intestinal inflammation targets
cancer-inducing activity of the microbiota. Elife, 2015; 4:04186.

Holmes E, Li JV, Marchesi JR, Nicholson JK. Gut microbiota composition and activity in relation
to host metabolic phenotype and disease risk. Cell Metab, 2012; 16(5):559-564.

Travaglione S, Fabbri A, Fiorentini C. The Rho-activating CNF1 toxin from pathogenic E. coli: a
risk factor for human cancer development? Infect. Agents Cancer, 2008; 3:4.

85



148.

149.

150.

151.

152,

153.

154,

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

Nesic D, Hsu Y, Stebbins CE. Assembly and function of a bacterial genotoxin. Nature, 2004;
429(6990):429-33.

Cuevas-Ramos G, Petit CR, Marcq I, Boury M, Oswald E, Nougayrede JP. Escherichia coli
induces DNA damage in vivo and triggers genomic instability in mammalian cells. Proc. Natl. Acad.
Sci, 2010; 107(25):11537-11542.

Nougayrede JP, Homburg S, Taieb F, Boury M, Brzuszkiewicz E, Gottschalk G, et al.
Escherichia coli induces DNA double-strand breaks in eukaryotic cells. Science, 2006;
313(5788):848-51.

Yaghoobi H, Kazemi B, Bandehpour M. Sensitization of radio-resistant lung cancer cells with a B
subunit of bacterial cytolethal distending toxin from Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Iran.
J. Cancer Prev, 2017; 10(2):e5792.

Carbonero F, Benefiel A, Alizadeh-Ghamsari A, Gaskins HR. Microbial pathways in colonic
sulfur metabolism and links with health and disease. Front. Physiol, 2012; 3:448.

Rubinstein MR, Wang X, Liu W, Hao Y, Cai G, Han YW. Fusobacterium nucleatum promotes
colorectal carcinogenesis by modulating E-cadherin/B-catenin signaling via its FadA adhesin. Cell
Host Microbe, 2013; 14(2):195-206.

Burns MB, Lynch J, Starr TK, Knights D, Blekhman R. Virulence genes are a signature of the
microbiome in the colorectal tumor microenvironment. Genome Med, 2015; 7(1):55.

O'Keefe SJD. Diet, microorganisms and their metabolites, and colon cancer. Nat. Rev.
Gastroenterol. Amp. Hepatol, 2016; 13(12):691-706.

Hirayama K., Baranczewski P., Akerlund JE, Midtved T, Moller L, Rafter J. Effects of human
intestinal flora on mutagenicity of and DNA adduct formation from food and environmental
mutagens. Carcinogenesis, 2000; 21(11):2105-2111.

Vanhaecke L, Knize MG, Noppe H, De Brabander H, Verstraete W, Van de Wiele T. Intestinal
bacteria metabolize the dietary carcinogen 2-amino-1- methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine
following consumption of a single cooked chicken meal in humans. Food Chem. Toxicol, 2008;
46(1):140-148.

Yoshimoto S, Loo TM, Atarashi K, Kanda H, Sato S, Oyadomari S, et al. Obesity-induced gut
microbial metabolite promotes liver cancer through senescence secretome. Nature, 2013; 499(7456)
97-101.

Keren N, Konikoff FM, Paitan Y, Gabay G, Reshef L, Naftali T, Gophna U. Interactions
between the intestinal microbiota and bile acids in gallstones patients. Environ. Microbiol. Rep,
2015; 7(6):874-880.

Adolph TE, et al. Paneth cells as a site of origin for intestinal inflammation. Nature, 2013;
503(7475):272-6.

Greten FT, et al. IKKb links inflammation and tumorigenesis in a mouse model of colitis-
associated cancer. Cell, 2004; 118(3):285-296.

Wang K, Wang J, Wei F, Zhao N, Yang F, Ren X. Expression of TLR4 in nonsmall cell lung
cancer is associated with PD-L1 and poor prognosis in patients receiving pulmonectomy. Front.
Immunol, 2017; 8:456.

Jungnickel C, et al. IL-17C mediates the recruitment of tumor-associated neutrophils and lung
tumor growth. Oncogene, 2017; 36(29):4182-4190.

86



164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

Chen GY, Shaw MH, G Redondo, Ninez G. The innate immune receptor Nodl protects the
intestine from inflammation-induced tumorigenesis, Cancer Res, 2008; 68(24):10060-7.

Ali T, Kaitha S, Mahmood S, Ftesi A, Stone J, Bronze MS. Clinical use of anti-TNF therapy and
increased risk of infections. Drug, Healthc. Patient Saf, 2013; 5:79-99.

Couturier-Maillard A, et al. NOD2-mediated dysbiosis predisposes mice to transmissible colitis
and colorectal cancer. J. Clin. Invest, 2013; 123(2):700-711.

Levy M, et al. Microbiota-modulated metabolites shape the intestinal microenvironment by
regulating NLRP6 inflammasome signaling. Cell, 2015; 163(6):1428-1443.

Wu S, et al. A human colonic commensal promotes colon tumorigenesis via activation of T helper
type 17 T cell responses. Nat. Med, 2009; 15(9):1016-1022

Peuker K, et al. Epithelial calcineurin controls microbiota-dependent intestinal tumor development.
Nat. Med, 2016; 22(5):506-515.

Garcia-Castillo V, Sanhueza E, McNerney E, Onate SA, Garcia A. Microbiota dysbiosis: a new
piece in the understanding of the carcinogenesis puzzle. J. Med. Microbiol, 2016; 65(12):1347-
1362.

Ursell LK, Metcalf JL, Parfrey LW, Knight R. Defining the human microbiome. Nutr Rev, 2012;
70(1):38-44.

Grada A., Weinbrecht K. Next-generation sequencing: methodology and application. J. Invest.
Dermatol, 2013; 133(8):e11.

Hugenholtz P. Exploring prokaryotic diversity in the genomic era. Genome Biol, 2002;
3(2):Reviews0003.

McPherson JD. Next-generation gap. Nature methods, 2009; 6(11):2-5.

Fraher MH, O’Toole PW, Quigley EM. Techniques used to characterize the gut microbiota: a
guide for the clinician. Nat Rev Gastroenterol Hepatol, 2012; 9(6):312-22.

Darcan C, Tiirkyilmaz O. Yeni Nesil Dizileme Teknolojisine Genel Bakis. Bilecik Seyh Edebali
Universitesi Fen Bilimleri Dergisi, 2018; 5(1):41-49.

Singleton DR, Furlong MA, Rathbun SL, Whitman WB. Quantitative comparisons of 16S rRNA
gene sequence libraries from environmental samples. Applied and environmental microbiology,
2001; 67(9):4374-4376.

Case RJ, et al. Use of 16S rRNA and rpoB genes as molecular markers for microbial ecology
studies. Applied and environmental microbiology, 2007; 73(1):278-288.

Wang K, Huang Y, Zhang Z, et al. A Preliminary Study of Microbiota Diversity in Saliva and
Bronchoalveolar Lavage Fluid from Patients with Primary Bronchogenic Carcinoma. Med Sci
Monit, 2019; 25:2819-2834.

Druzhinin VG, Matskova LV, Demenkov PS, Baranova ED, et al. Taxonomic diversity of
sputum microbiome in lung cancer patients and its relationship with chromosomal aberrations in
blood lymphocytes. Sci Rep, 2020; 10:9681.

Adams RI, et al. Ten questions concerning the microbiomes of buildings. Building and
Environment, 2016; 109:224-234.

87



182.

183.

184.

185.

Hewitt KM, Mannino FL, Gonzalez A, Chase JH, Caporaso JG, et al. Bacterial diversity in two
Neonatal Intensive Care Units (NICUs). PLoS One, 2013; 8(1):e54703.

Rybojad R, Los R, Sawicki M, Tabarkiewicz J, Malm A. Aerobic bacteria colonizing the lower
airways in lung cancer patients. Folia Histochemica et Cytobiologica, 2011; 49(2):263-266.

Zhang M, Zhou H, Xu S, Liu D, Cheng Y , Gao B, Li X, Chen J. The gut microbiome can be
used to predict the gastrointestinal response and efficacy of lung cancer patients undergoing
chemotherapy. Ann Palliat Med, 2020; 9(6):4211-4227.

Katayama Y, Yamada T, Shimamoto T, Iwasaku M, Kaneko Y, et al. The role of the gut

microbiome on the efficacy of immune checkpoint inhibitors in Japanese responder patients with
advanced non-small cell lung cancer. Transl Lung Cancer Res, 2019; 8(6):847-853.

88


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hewitt+KM&cauthor_id=23372757
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mannino+FL&cauthor_id=23372757
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gonzalez+A&cauthor_id=23372757
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Chase+JH&cauthor_id=23372757
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Caporaso+JG&cauthor_id=23372757

OZGECMIS

07.04.1992 tarihinde Adana’da dogdu. ilk ve orta dgrenimini 2006 yilinda
Adanada Ramazanoglu ilkdgretim Okulunda tamamladiktan sonra Sehit Temel Cingdz
Lisesinde basladig: lise egitimini 2010 yilinda bitirdi. 2010 yilinda lisans egitimine
basladigi Cukurova Universitesi Biyoloji Boliimii'nden 2014 yilinda basar ile mezun
oldu. 20152017 yillar1 arasinda Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii T1bbi
Mikrobiyoloji  Anabilim Dali’nda ‘Cukurova Boélgesinde Keratitli Olgularda
Mikobakteriyel Infeksiyonlar1 Rolii’ isimli tez ¢alismasi ile yiiksek lisansini tamamladi.
2017 yilinda Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Mikrobiyoloji

Anabilim Dali’nda doktora programina basladi. Iyi diizeyde ingilizce bilmektedir.

89



