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ÖZET 

 

TİROİD KANSERİ PATOGENEZİNDE İNSAN LINE-1 

RETROTRANSPOZONLARININ MUTAJENİK ROLLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

Çağrı GÜMÜŞKAPTAN 

Ondokuz Mayıs Üniversitesi 

Lisansüstü Eğitim Enstitüsü 

Moleküler Tıp (Disiplinlerarası) Ana Bilim Dalı  

Doktora, Mayıs/2023  

Danışman: Dr. Öğr. Üyesi Ümmet ABUR 

 

Tiroid kanseri dünya çapında en yaygın endokrin malignite olup yeni görülen 

tüm kanser vakaları arasında 9. sırada yer almaktadır. Son 30 yılda papiller tiroid 

karsinomu insidansında önemli bir artış görülmektedir. TC-PTK (Tall Cell alt tip 

Papiller Tiroid Karsinomu)’nda gözlemlenen insidans artışı ise klasik PTK (K-

PTK)’den daha yüksektir. Bu nedenle, K-PTK ve TC-PTK genomlarını etkileyen 

hücre içi mutajenik faktörlerin açığa çıkarılması önem arz etmektedir. Literatürde, 

insana özgü LINE-1 (L1HS) retrotranspozonlarının birçok farklı kanser tipinin 

patogenezinde rol oynadığı bildirilmiş; ancak tiroid kanseri patogenezindeki rolü 

henüz tartışılmamıştır. 

Histopatolojik olarak sınıflandırılmış klasik ve TC-PTK hastalarına ait tümör ve 

kontrol FFPE (Formalinle Fikse edilmiş Parafine Gömülmüş) doku örneklerinden 

izole edilen DNA’larda, en genç / aktif L1 retrotrotranspozonları olan L1HS alt 

ailesinin insersiyon profilleri, TE-NGS (Transpoze olabilen Element Yeni Nesil 

Dizileme) yöntemi kullanılarak karşılaştırılmıştır. K-PTK ve TC-PTK örneklerinin 

hem tümör hem de kontrol dokularında tespit edilen L1HS insersiyonlarının sıklıkla 

intronik bölgelerde lokalize olduğu görülmüştür. K-PTK ve TC-PTK gruplarında, 

kanserlerde yanlış uç birleştirme mutasyonları raporlanmış birçok gende L1HS 

insersiyonları tespit edilmiştir. Tümör doku örneklerinde saptanan L1HS’lerin kanser-

ilişkili sinyal yolaklarındaki dağılımları, her iki grupta da benzer bulunmuştur. 

Bununla birlikte L1HS’lerin K-PTK kontrol dokularında RTK-RAS sinyal yolağı 

proto-onkogenlerinde birikim gösterdiği, TC-PTK’de ise Hippo sinyal yolağının 

tümör baskılayıcı genlerinde zenginleştiği saptanmıştır. Doku tipinden bağımsız 

olarak gruplarda aynı sinyal yolaklarının proto-onkogenlerinde görülen L1HS 

insersiyonlarının K-PTK grubunda sıklıkla intronik bölgelerde, TC-PTK grubunda ise 

sonucunda hedef proto-onkogenlerin upregülasyonuna neden olabilecek 5’Komşu gen 

bölgelerinde lokalize olduğu görülmüştür.    

Sonuçlar, L1HS retrotranspozonlarının klasik ve tall cell alt tip PTK’nin hem 

kontrol hem de tümör dokusu genomlarında aktif olduğunu ve neoplastik 

transformasyon için gerekli arka plan genetik kararsızlığına katkı sağladığını 

göstermektedir. Ayrıca, K-PTK ve TC-PTK gruplarının sahip olduğu farklı L1HS 

insersiyon profillerinin özgün histopatolojik ve klinik sonuçların oluşmasında rol 

oynayabilecek nitelikte olduğu görülmektedir. Buradaki bulgular, L1HS 

retrotranspozonlarının tiroid kanserinde potansiyel bir terapötik hedef olarak önemini 

ortaya koymaktadır. 

Anahtar Sözcükler: L1HS, papiller tiroid karsinomu, FFPE, yeni nesil dizileme.  
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ABSTRACT 

 

INVESTIGATION OF MUTAGENIC ROLES OF HUMAN LINE-1 

RETROTRANSPOSONS IN THE PATHOGENESIS OF THYROID CANCER 

Cagri GUMUSKAPTAN 

Ondokuz Mayıs University 

Institute of Graduate Studies 

Department of Molecular Medicine (Interdisciplinary)   

Ph.D., May/2023  

Supervisor:Assist. Prof. Dr. Ummet ABUR 

 

Thyroid cancer is the most common endocrine malignancy worldwide and ranks 

9th among all new cancer cases. There has been a significant increase in the incidence 

of papillary thyroid carcinoma in the last 30 years. The incidence increase observed in 

TC-PTC (Tall Cell subtype Papillary Thyroid Carcinoma) is higher than in classical 

PTC (C-PTC). Therefore, identifying intracellular mutagenic factors affecting C-PTC 

and TC-PTC genomes is essential. It has been reported in the literature that human-

specific LINE-1 (L1HS) retrotransposons play a role in the pathogenesis of many 

different cancer types; however, its role in the pathogenesis of thyroid cancer has not 

yet been discussed. 

Insertion profiles of the L1HS subfamily, the youngest / most active L1 

retrotransposons, in DNAs isolated from tumour and control FFPE (Formalin-Fixed 

Paraffin-Embedded) tissue samples of histopathologically classified classical and TC-

PTC patients were compared using TE-NGS (Transposable Element Next Generation 

Sequencing) method. L1HS insertions detected in both tumour and control tissues of 

C-PTC and TC-PTC samples were frequently localised in intronic regions. In the C-

PTC and TC-PTC groups, L1HS insertions were found in many genes with mis-

splicing mutations reported in cancers. The distribution of L1HS insertions in cancer-

associated signalling pathways was found to be similar in both C-PTC and TC-PTC 

tumour tissue samples. Nevertheless, it was determined that L1HSs accumulated in the 

RTK-RAS signalling pathway proto-oncogenes in C-PTC control tissues, while in the 

TC-PTC, they were enriched in tumour suppressor genes of the Hippo signalling 

pathway. Regardless of tissue type, L1HS insertions seen in proto-oncogenes of the 

common signalling pathways in the groups were frequently localised within the 

intronic regions in the C-PTC group, and in the TC-PTC group, they mainly were at 5' 

flank regions, which could result in upregulation of the target proto-oncogenes. 

The results suggest that L1HS retrotransposons are active in both control and 

tumour tissue genomes of classical and tall cell subtype PTC and contribute to the 

background genetic instability required for neoplastic transformation. In addition, it is 

observed that the different L1HS insertion profiles of the C-PTC and TC-PTC groups 

may play a role in forming of unique histopathological and clinical results. The 

findings here reveal the importance of L1HS retrotransposons as a potential 

therapeutic target in thyroid cancer.  

 

Keywords:  L1HS, papillary thyroid carcinoma, FFPE, next generation sequencing.   
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1. GİRİŞ 

1.1. Tiroid Kanserine Genel Bakış 

Tiroid kanseri, dünya genelinde en yaygın endokrin malignite olup yeni görülen 

tüm kanser vakaları arasında 9. sırada yer almakta ve 2020 yılı itibariyle yılda yaklaşık 

44.000 insanın ölümüne yol açmaktadır (Sung vd., 2021). 2020 yılındaki kanser 

insidans verilerine bakıldığında kadınlarda tiroid kanseri, 5. sırada yer almakta olup 

(Papaioannou vd., 2021) insidans oranı erkeklerdeki insidans oranının 3 katıdır (Sung 

vd., 2021). Küresel Kanser Gözlemevi (Global Cancer Observatory; GCO) tarafından 

paylaşılan GLOBOCAN 2020 Türkiye kanser profili verilerine göre kadınlarda 

100.000’de 13,08 insidans oranı ile tiroid kanseri, meme kanserinden sonra 2. sırada 

yer almaktadır. 1990 ile 2017 yılları arasındaki tiroid kanseri ilişkili epidemiyolojik 

verilere bakıldığında tiroid kanserinin en sık görüldüğü yaş aralığı kadınlarda 15-49 

ve erkeklerde 50-69’dur. Geçtiğimiz on yıllar boyunca Amerika Birleşik Devletleri 

(ABD), Kanada, Avrupa, Avustralya, Asya ve Güney Amerika’da tiroid kanseri 

insidansında artış gözlemlenmektedir (Deng vd., 2020). Bu durum, diagnostik 

görüntüleme ve ince-iğne aspirasyon biyopsisi (İİAB)’nin daha yüksek teşhis olanağı 

sağlamasıyla ilişkilendirilmekle birlikte gerçek insidans artışının popülasyonların 

maruz kaldığı radyasyon, aşırı kilo ve obezite, düşük ya da fazla iyot alımı (Gillanders 

ve O'Neill, 2018; K. Kim vd., 2021; Winder vd., 2022) ve diğer çevresel karsinojenler 

nedeniyle gözlemlendiği düşünülmektedir (Davies vd., 2015; Drozd vd., 2020; Karzai 

vd., 2022; Pellegriti vd., 2013). Tiroid kanserinde nodüller genellikle ağrı 

oluşturmamakta ve hasta nodül büyüme paterninin farkında olmayabilmektedir. Bu tür 

vakalarda tiroid malignitesi, tiroid ile ilişkili olmayan görüntüleme testlerinde veya 

Grave hastalığı, guatr gibi diğer benign koşullar nedeniyle gerçekleştirilen 

tiroidektomi ve takibinde dokunun histolojik incelenmesi sonucunda insidental olarak 

saptanabilmektedir. İnsidental olmayan durumlarda ise hastanın veya klinisyenin 

tiroid kitlesi nedeniyle abnormaliteyi fark etmesi veya disfaji, disfoni, boyun ağrısı 

gibi nedenlerle hastanın kliniğe başvurması ile tiroid kanseri tespit edilebilmektedir. 

İyi-diferansiye tiroid karsinomu (İDTK; Well-differentiated Thyroid Carcinoma; 

WDTC) tespiti ve evrelemesinde radyolojik ve patolojik modalite kombinasyonları 

kullanılmaktadır. Burada ince-iğne aspirasyonu ile birlikte sitolojik inceleme, İDTK 

tespitinde ya da dışlanmasında mevcut en önemli diagnostik araçtır. İnce-iğne 

aspirasyonu için hasta seçimi klinik tabloya ve tiroid nodülünün ultrasonografik 
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özelliklerine göre yapılmaktadır. Tanısal boyun ultrasonografisi ve ayrıca servikal lenf 

nodları değerlendirilmektedir (Houten vd., 2022; Lincango-Naranjo vd., 2021; R. 

Wong vd., 2018). Bununla birlikte, diagnoz için zorunluluk oluşturmayan yeni nesil 

dizileme (YND; Next-Generation Sequencing; NGS) teknolojisi gibi moleküler 

testlerin klinikte kullanımı, sitolojik ve histolojik incelemeleri tamamlayan güvenilir 

bir teknoloji olarak yaygınlık kazanmaktadır (Baloch vd., 2022; Sipos ve Ringel, 

2022).  

Tiroid kanseri patogenezindeki hipotetik bakış açısı, mutasyon birikimlerinin –

özellikle MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase; Mitojenle-Aktifleşen Protein 

Kinaz) ve PI3K sinyal yolaklarını aktive edici mutasyonların, tümörde 

dediferensiyasyonu tetiklemesiyle papiller tiroid karsinomu (PTK) ve folliküler tiroid 

karsinomu (FTK) gibi iyi-diferansiye tiroid karsinomlarının oluşması; bu 

karsinomlarda meydana gelen p53 ve Wnt/β-catenin sinyal yolaklarını aktive edici 

ilave mutasyonlar neticesinde kötü-diferansiye tiroid karsinomu (KDTK; Poorly-

differentiated Thyroid Carcinoma; PDTC), farklılaşmış yüksek dereceli tiroid 

karsinomu (FYDTK; differentiated high-grade thyroid carcinoma; DHGTC) ve 

anaplastik tiroid karsinomu (ATK; Anaplastic Thyroid Carcinoma; ATC) gibi daha 

agresif tümörlerin ortaya çıkmasıdır (Baloch vd., 2022; Riesco-Eizaguirre vd., 2016; 

Siraj vd., 2016; Xing, 2013).  

Tiroid neoplazmlarının çoğunluğu tiroid folliküler hücrelerinden türevlenen 

tümörlerden oluşmaktadır. DSÖ (Dünya Sağlık Örgütü)’nün 2022 tiroid kanseri 

sınıflandırmasından önce tiroid kanseri prognostik riske göre; İDTK, KDTK ve ATK 

olarak sınıflandırılmaktaydı. Yeni sınıflandırma ile yüksek mitotik aktivite ve tümör 

nekrozu temelinde tanımlanan proliferatif derecelendirmenin, papiller, folliküler veya 

solid/trabeküler/insular büyüme paternleri gibi histolojik farklılaşmadan bağımsız 

olarak orta prognozlu tümörleri de tanımladığı netlik kazanmıştır. Böylece KDTK ile 

birlikte farklılaşmış yüksek dereceli tiroid karsinomu FYDTK de orta dereceli 

prognostik riske sahip tiroid karsinomu grubuna dahil edilmiştir (Tablo 1) (Baloch vd., 

2022). 
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Tablo 1.1. Folliküler hücre türevli tiroid karsinomlarının prognoza dayalı sınıflandırılması. Bu tablo, 

“Baloch vd., 2022” yayınında paylaşılan tablo baz alınarak oluşturulmuştur 

Histotip Diferansiyasyon 

(büyüme paterni) 

Derece 

(mitotik aktivite, 

tümör nekrozu) 

Prognoz 

   

PTK İyi  Düşük  Mükemmel 

FTK (papiller, folliküler)   

OTK    

FYDTK Yüksek  Orta 

KDTK Kötü   

 (solid/trabeküler/insular)   

ATK Anaplastik  Kötü 

 (farklılaşmamış 

büyüme) 

  

PTK: Papiller Tiroid Karsinomu; FTK: Folliküler Tiroid Karsinomu; OTK: Onkositik 

Tiroid Karsinomu; FYDTK: Farklılaşmış Yüksek Dereceli Tiroid Karsinomu; KDTK: 

Kötü Diferansiye Tiroid Karsinomu; ATK: Anaplastik Tiroid Karsinomu 

İDTK, tüm tiroid kanseri vakalarının yaklaşık %90’ını oluşturmaktadır (Fullmer 

vd., 2021; Pacini vd., 2022). İDTK hastalarının çoğunluğunda total ya da totale yakın 

tiroidektomi gerçekleştirilmektedir. Genel olarak, orta riskli (agresif histoloji, 

ekstratiroidal yayılım, vasküler invazyon veya 5’ten fazla lenf nodu tutulumuna sahip) 

veya yüksek riskli (büyük (gross) ekstratiroidal yayılım, tamamlanmamış tümör 

rezeksiyonu, uzak metastaz veya 3 cm’den büyük lenf nodlarına sahip) tiroid 

kanserlerinde tiroid, santral kompartman ve/veya lateral boyun kompartmanlarının 

rezeksiyonu gerçekleştirilmektedir. Sitolojik olarak belirsiz tiroid nodüllerinde, 1 cm 

veya daha küçük tiroid karsinomlarında ise lobektomi gerçekleştirilmektedir. Bunun 

yanında 1 cm’den küçük ve intratiroidal olup agresif sitopatolojisi, lokal invazyonu, 

klinik olarak tespit edilebilen metastazı bulunmayan papiller tiroid karsinomuna sahip 

hastalarda, hastanın cerrahi müdahale istemediği durumlarda aktif izlem de 

gerçekleştirilebilmektedir (Avram vd., 2022; Pace-Asciak vd., 2022). Lokal rekürens 

riski düşünüldüğünde lobektomi, büyüklüğü 1-2 cm arasındaki tümörler için “gri 

bölge”de kalmaktadır. Bununla birlikte histolojisi çok agresif bulunmayan papiller ya 

da minimal invazyona sahip folliküler tiroid karsinomlarında ve özellikle daha ileri 

olarak klinik ve anamnestik riski bulunmayan vakalarda 2-4 cm arası büyüklüğe sahip 

tümörlerde de lobektomi gerçekleştirilebilmektedir. 2-4 cm tümör büyüklüğüne sahip 
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vakalarda hastaya lobektominin artmış lokal rekürens ve olası düşük genel sağkalım 

ile ilişkilendirilebildiği bilgisinin verilmesi önerilmektedir (Barbaro vd., 2021). 

Çoğu İDTK vakasında standart tedavi prosedürü etkilidir. Bu prosedür genellikle 

cerrahi müdaheleyi takip eden radyoaktif iyot (RAİ) kalıntı ablasyonu, aktif izlem ve 

tiroid-stimüle edici hormon (TSH) baskılama terapisini içermektedir. Postoperatif ilk 

10 yılda vakaların %20’sinde lokal rekürens ve %10’unda uzak metastaz 

görülebilmektedir. Bu vakalarda konvansiyonel terapötik yaklaşım RAİ terapisi, 

metastazların cerrahi rezeksiyonunu ve eksternal ışın radyoterapisini içermektedir. 

Tedavi sırasında İDTK’lerin yaklaşık 3’te 2’sinde, prognoz ve yaşam beklentisi 

üzerinde anlamlı bir negatif etkiye neden olan RAİ terapisine karşı direnç 

gözlemlenebilmekte ve 10 yıllık sağkalım oranı yaklaşık %20’ye düşebilmektedir 

(Fullmer vd., 2021; Silaghi vd., 2022). RAİ’ye direnç kazanan İDTK (RR-İDTK; RAİ 

Refrakter-İDTK) vakalarında FDA (U.S. Food and Drug Administration; Amerika 

Birleşik Devletleri Gıda ve İlaç Dairesi) tarafından onaylanmış 2 adet multikinaz 

inhibitörü (MKİ) lenvatinib ve sorafenib, birinci basamak terapide 

kullanılabilmektedir. Bununla birlikte, birinci basamak terapiden birkaç ay sonra 

tirozin kinaz inhibitörlerine karşı direnç gelişebilmektedir. Bu durumda kurtarma 

terapisinde cabozantinib, sunitinib, pazopanib, nevatinib veya vemurafenib 

uygulamaları denenebilmektedir. RR-İDTK terapisinde ayrıca; kombinatoryal terapi, 

immünoterapi, rediferansiyayon terapisi ve alternatif sinyal yolaklarını hedefleyen 

terapötik ajanların kullanımı gibi birçok güncel strateji geliştirilmektedir. (Nervo vd., 

2022; Silaghi vd., 2022; Sipos ve Ringel, 2022). 

1.1.1. Klasik ve Tall cell Alt Tip Papiller Tiroid Karsinomları 

Tiroid kanserinde son 30 yıllık sürede anlamlı bir insidans artışı 

gözlemlenmektedir. İnsidans artışı, neredeyse tamamen papiller tiroid kanserlerindeki 

insidans artışı tarafından belirlenmektedir (Pellegriti vd., 2013; Rossi vd., 2021). PTK 

oranı yüksek olan ülkeler arasında Güney Kore, İtalya, Fransa, Kanada ve ABD gibi 

yüksek-gelirli ülkeler olduğu gibi Türkiye, Çin ve Kolombiya gibi sosyoekonomik 

olarak geçiş yapan ülkeler bulunmaktadır (Miranda-Filho vd., 2021). Artan teşhis veya 

aşırı teşhis (overdiagnosis), PTK insidansındaki artışa neden olan faktörler içerisinde 

yaklaşık %50’lik kısmı oluşturmaktadır. Geriye kalan %50’lik kısımda ise çeşitli risk 

faktörleri rol oynamaktadır.  Cinsiyet, PTK’de önemli risk faktörlerinden biridir. Öyle 
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ki, dünya genelinde kadınlarda PTK insidansı erkeklerden yaklaşık 3 kat daha fazladır.  

Diğer risk faktörleri; çocukluk ve ergenlik dönemlerinde iyonlaştırıcı radyasyona 

maruz kalma, aşırı kilo ve obesite, fazla iyot alımı  gibi çevresel risk faktörleridir (K. 

Kim vd., 2021; Kitahara ve Sosa, 2016, 2020; Lv vd., 2021). 

Papiller tiroid karsinomlarında tümör oluşumu sıklıkla sporadik olarak meydana 

gelmekle birlikte ailesel olarak da görülebilmektedir. PTK vakalarının yaklaşık 

%70’inde BRAF, RAS ve RET genlerinde mutasyonlar tespit edilmekle birlikte 

(Abdullah vd., 2019) bu mutasyonların PTK alt tiplerindeki dağılımları alt tipi 

belirlememektedir (Baloch vd., 2022; Park vd., 2022). PTK diagnozlu tümörlerin 

yaklaşık %50’si 1 cm veya daha küçük boyutlarda görülmektedir. Önceleri PTK’nin, 

papiller tiroid mikrokarsinom (PMK) alt tipi olarak tanımlanan ve boyutları ≤ 1 cm 

olan tümörlerin, 2022 DSÖ tiroid kanserleri sınıflandırmasının 5. baskısında bir alt tip 

olarak sınıflandırılmaması önerilmektedir (Baloch vd., 2022; Soares vd., 2021).  

PTK tümörlerinde papiller büyüme paterni dışında folliküler veya 

solid/trabeküler/nested büyüme paternleri de izlenebilmektedir (Bai vd., 2020; Baloch 

vd., 2022). PTK vakalarının yaklaşık %50’sine klasik PTK alt tipi tanısı konulmaktadır 

(Park vd., 2022). Klasik PTK (K-PTK) ise tanım olarak; papiller büyüme paternine 

sahip olan ve tüm PTK alt tiplerinde ortak olarak görülen; normalden büyük, üst üste 

binmiş nükleuslar ve nükleer kalabalıklaşma, kromatinin periferik marjinasyonu, 

nükleoplazmanın şeffaflaşması, nükleer membranda yarık oluşturan düzensiz nükleer 

konturlar sonucu meydana gelen sitoplazmik psödoinklüzyonlar gibi nükleer 

değişimleri içeren papiller tiroid karsinomunu ifade etmektedir. İnvasiv özellikleri 

bulunmayan kapsüllü K-PTK mükemmel bir prognoza sahiptir (Baloch vd., 2022).  

 Tall cell (uzun hücre) alt tip papiller tiroid karsinomu (TC-PTK) ise en yaygın 

görülen agresif PTK alt tipi olup; yüksek oranda mortalite, rekürens, uzak metastaz ve 

lenf nodu metastazı göstermektedir (Chakladar vd., 2019; Nath ve Erickson, 2018). 

TC-PTK tanısı için klasik PTK’nin karakteristik nükleer özelliklerinin yanında 

sitoplazmik sınırları belirgin eozinofilik bir sitoplazmaya sahip, boyu eninin en az 3 

katı olan hücrelerin tümörde  %30 oranında bulunması gerekmektedir. Ayrıca düşük 

mikroskobik büyütmede “tram track (tramvay rayı) görüntüsü”ne neden olan sıkıca 

paketlenmiş follikül ve papillaların gözlemlenmesi, TC-PTK tanısında önemli 

histopatolojik bulgular arasındadır (Baloch vd., 2022; Coca-Pelaz vd., 2020). TC-PTK 
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vakalarında, klasik PTK’ye göre daha sık kapsüler invazyon meydana geldiği; lenf 

nodu metastazının %18,2 oranında görüldüğü ve sağ kalımın da anlamlı ölçüde 

azaldığı raporlanmıştır (Silver vd., 2011; Su vd., 2016). Ayrıca, farklı birçok çalışmada 

TC-PTK’de rekürens oranı ise yaklaşık %27,3 olarak hesaplanmıştır (Cameselle-

Teijeiro vd., 2018; Schmidbauer vd., 2017; Shafique ve Baloch, 2019; S. Wang ve 

Ding, 2017). Bu nedenle, tall cell alt tipine sahip hastaların, ameliyat ve radyoiyot 

uygulaması sonrası, yakından takip edilmeleri gerekmektedir (Amacher vd., 2015; 

Janjua ve Wreesmann, 2018; Melo vd., 2018; Sampathkumar vd., 2018; X. Wang vd., 

2016). 

Klasik ve tall cell alt tip PTK’de en sık görülen mutasyon, BRAF geninin 15. 

ekzonunda 1799. timin nükleoitidinin adenine transversiyonudur ve klasik PTK 

vakalarının %45-80’inde; TC-PTK vakalarının ise %60-95’inde tespit edilmektedir 

(c.1799T>A). 600. kodonda valin yerine glutamat kodlanmasına neden olan bu 

değişim (BRAF p.V600E) BRAF fosforilasyonunu taklit eden kontrolsüz bir protein 

aktivasyonuna yol açar (Acquaviva vd., 2020; Baloch vd., 2022; Tabriz vd., 2020). 

RET/PTC yeniden düzenlenmeleri ise en yaygın, klasik PTK ve TC-PTK vakalarında 

görülmektedir (Soares vd., 2021). Anormal MAPK sinyal yolağı aktivasyonuna yol 

açan diğer genetik aberasyonlar olarak RET/PTC3 yeniden düzenlenmesi; klasik 

PTK’de %17,2 ve TC-PTK’de %35,8 oranında tespit edilmektedir (Coca-Pelaz vd., 

2020). Örneğin; kromozom 10’un q kolunda parasentrik inversiyon, RET geninin 

CCDC6 promotörüyle füzyonuna neden olmakta ve ligand-bağımsız RET/PTC1 

protein aktivasyonu meydana gelmektedir (Romei ve Elisei, 2021). Çernobil sonrası 

pediatrik hastalarda yapılan bir çalışmada RET/PTC1 yeniden düzenlenimi klasik PTK 

ile ilişkili bulunmuştur (Abdullah vd., 2019). TERT promotör mutasyonları da en sık 

olarak TC-PTK tümörlerinde tespit edilmekte olup (Fallahi vd., 2022) yaklaşık %12 

ve %30 oranlarında sırasıyla klasik ve tall cell alt tip PTK vakalarında görülmektedir 

(K. S. Wong vd., 2019). TERT’in ATG başlangıç kodonunun -124 (C228T) ve -146. 

(C250T) baz çiftinde meydana gelen mutasyonlar sonucu TERT promotör 

hiperaktivasyonunda yer alan ETS (E-twenty-six) transkripsiyon faktörleri için yeni 

bağlanma bölgeleri ortaya çıkar (M. J. Kim vd., 2022). TERT promotör 

mutasyonlarının özellikle BRAF V600E mutasyonu ile birlikte görülmeleri, klinik 

olarak agresif seyir gösteren tiroid karsinomlarıyla ilişkilendirilmiştir (R. Liu vd., 

2017; K. S. Wong vd., 2019).  
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Günümüzde, klasik ve tall cell alt tip PTK’de sıklıkla tespit edilen genetik 

varyantların hem alt tiplerin sınıflandırılması hem de prognoz açısından 

belirleyicilikleri netlik kazanmamıştır (Park vd., 2022). Gelişen YND teknolojisi 

sayesinde PTK diagnozu, prognozu, prediksiyonu ve terapisinde rol oynayan birçok 

özgün biyobelirteç tespit edilmektedir (Agarwal vd., 2021; Geropoulos vd., 2022; Lin 

vd., 2022; Papaioannou vd., 2021). Bu nedenle, K-PTK ve TC-PTK’lerde genom 

instabilitesine neden olan mutajenik faktörlerin araştırılması dramatik bir önem arz 

etmektedir. Özellikle TC-PTK’de rekürens riskinin azaltılması amacıyla kişiye 

yönelik terapötik yaklaşımların geliştirilmesi; klinikte daha ileri moleküler profilleme 

tekniklerinin kullanılmasını zorunlu hale getirmektedir (Shafique ve Baloch, 2019). 

1.2. İnsan Genomunda Transpozonlar ve L1 Retrotranspozonları 

Transpozonlar -diğer adıyla transpoze olabilen (transposable) element (TE)’ler 

veya mobil element (ME)’ler, genom içerisinde lokasyon değiştirebilen DNA 

dizileridir (Bourque vd., 2018; Niu vd., 2022). Tüm canlılarda bulunan TE’ler, genom 

üzerinde yapısal ve fonksiyonel değişimlere neden olurlar (Gomes-Filho vd., 2018). 

İnsan genomunun yaklaşık %50’lik (Ali vd., 2021; Colonna Romano ve Fanti, 2022) 

kısmını oluşturan TE’lerin günümüz insan genomunda yalnızca %0,05’inden azı 

mobilizasyon kabiliyetine sahiptir (Mills vd., 2007). Genomumuzda TE’ler, erken 

embriyonik dönemde ve/veya tümörogenezde çevresel ve hücre içi koşullarla birlikte 

genetik alterasyonlara sebep olmakta (G. Ma vd., 2022; Pradhan ve Ramakrishna, 

2022) ve potansiyel olarak gen seçilimine katkı sağlayabilmektedirler (Doolittle, 

2022). TE’ler, DNA veya RNA aracılı mobilizasyon göstermelerine göre sırasıyla 

DNA transpozonları (Sınıf 2 TE’ler) ve retrotranspozonlar (Sınıf 1 TE’ler) olarak iki 

temel sınıf oluştururlar (Belancio vd., 2009; Bourque vd., 2018). Daha ileri olarak ise 

kendi mobilitelerini sağlayacak proteinleri kodlayabilen otonom elementler ve 

transpozisyon için başka elementlerin proteinlerine bağımlı, otonom-olmayan 

elementler olarak alt gruplara ayrılırlar (Fueyo vd., 2022).  

DNA transpozonlarının büyük bir kısmı, kodladıkları transposaz enzimi 

aracılığıyla kendilerini bulundukları konumdan keserek başka bir genomik lokasyona 

insersiyon gerçekleştirirler. Kes-yapıştır mekanizması (cut-and-paste mechanism) 

olarak da tanımlanan bu transpozisyon, günümüzde küçük kahverengi yarasa (Myotis 

lucifigus)’lardaki bazı hAT ve PiggyBac transpozon aileleri haricinde, memelilerde 
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fonksiyonelliğini kaybetmiştir (Beck vd., 2011; Feschotte ve Pritham, 2007; Savage 

vd., 2019). Günümüz memeli genomlarında aktivitesi bulunmayan, ökaryotik DNA 

transpozonlarından Helitronlar ise -üzerlerinde kodlanan replikasyon başlatıcı protein 

(Rep), ligaz ve nükleaz özelliğine sahip bir DNA helikaz aracılığıyla (McCullers ve 

Steiniger, 2017), yuvarlanan daire replikasyonu (Rolling-circle Replication) 

mekanizması ile transpoze olurlar (Grabundzija vd., 2018; Thomas ve Pritham, 2015). 

Bir diğer ökaryotik DNA transpozonlarından olan Polintonlar ya da diğer adıyla 

Maverickler de günümüzde memeli genomunda fosilleşen elementlerden olup tam 

olarak mekanizması aydınlatılamamış olsa da kodladıkları B-tip DNA polimeraz 

aracılığıyla replikatif bir transpozisyon gerçekleştirdikleri düşünülmektedir (Barreat 

ve Katzourakis, 2022; Feschotte ve Pritham, 2007). Ayrıca, DNA transpozonları 

sınıfında kırpılmış (truncated) DNA transpozonları ve minyatür ters-tekrarlı TE’ler 

(miniature inverted-repeat TEs; MITEs) gibi otonom-olmayan mobil elementler de 

bulunmaktadır (Colonna Romano ve Fanti, 2022).  

RNA-aracılı kopyala-yapıştır mekanizması (copy-and-paste mechanism) ile 

mobilizasyon sağlayan retrotranspozonlar ise günümüzdeki birçok memeli 

genomunda aktivitelerini sürdürmektedirler (Platt vd., 2018). Bu mobil elementler 

uzun terminal tekrarlar (UTT; LTRs; long terminal repeats) içerip içermemelerine göre 

iki alt gruba ayrılırlar (Bourque vd., 2018). İnsan endojen retrovirüsler (HERVs; 

Human Endogenous Retroviruses) gibi UTT-içeren elementler yapısal ve 

mobilizasyon mekanizması olarak retrovirüslere benzerlik göstermekte olup; tam bir 

HERV dizisinde 5’ ve 3’ uçlarında UTT’lerle çevrili kapsid, nükleokapsid ve matriks 

protein kodlayan gag, proteaz kodlayan pro, revers transkriptaz ve integraz kodlayan 

pol ve kılıf proteini kodlayan env genleri bulunmaktadır (Q. Zhang vd., 2022). İnsan 

genomunun %8’lik kısmını oluşturan HERV ve otonom-olmayan türevleri (Grundy 

vd., 2022) milyonlarca yıl önce insan genomuna entegre olmuş ve birçoğu genlerinde 

biriken mutasyon, insersiyon, delesyon ve kırpılmalardan dolayı protein kodlayıcı 

özelliklerini yitirerek inaktif hale gelmiştir (Gerdes vd., 2016; Kohlrausch vd., 2022; 

Kojima, 2020; Q. Zhang vd., 2022). 

İnsan genomunda UTT-içermeyen (non-LTRs) retrotranspozonlar ise başlıca 

olarak; uzun serpiştirilmiş nükleer elementler (LINEs; long interspersed nuclear 

elements), kısa serpiştirilmiş nükleer elementler (SINEs; short interspersed nuclear 

elements) ve SVA (SINE-VNTR-Alu; SINE-değişken sayıda sıralı tekrarlar (variable 
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number tandem repeats)-Alu) ailelerinden oluşmaktadır. UTT-içermeyen bu 

retrotranspozon grubu insan genomunda halen mobilizasyon gösteren TE’lerdir. İnsan 

genomunda LINE’ler %20,4, SINE’ler %13,1 ve SVA’lar ise %0,1’lik yer işgal 

etmektedir (Ali vd., 2021). LINE’lerde baskın bir grup olan L1 (LINE-1)’ler, insan 

genomunda UTT-içermeyen retrotranspozonlar arasında cis-etkili (cis-acting) olarak 

kendi mobilizasyonunu sağlayan proteinleri kodlayan tek otonom ailedir (Tang vd., 

2018). Primat-spesifik SINE’lerden olan Alu elementleri 280-300 bç uzunluğa sahip 

olup, 7SL RNA-türevli sol ve sağ monomer dizilerinin adenin-zengin konektör bölge 

(A5TACA6) tarafından bölündüğü ve poli(A) kuyruğu (An) ile sonlanan 

retrotranspozonlardır. SVA elementleri ise hominid-spesifik retrotranspozonlardan 

olup (CCCTCT)n hekzamer tekrarı, iki anti-sense Alu fragmanından ve araya giren 

özgün bir diziden oluşan Alu-benzeri bölge, VNTR bölgesi, retroviral kökenli kısa 

serpiştirilmiş nükleer element (SINE-R) dizisi ve poli(A) kuyruğu (An) ile sonlanırlar. 

UTT-içermeyen ve otonom-olmayan retrotranspozonlardan Alu ve SVA, protein 

kodlayıcı diziler içermezler. Alu ve SVA’ların mobilizasyonları, trans-etkili (trans-

acting) olarak L1 proteinleri aracılığı ile gerçekleşmektedir. Bu nedenle L1, Alu ve 

SVA insersiyonları genellikle; hedef bölge duplikasyonları (TSDs; target site 

duplications), 3’ ucunda poli(A) kuyruğu (An) ve 5’-TTTT/AA-3’ hedef konsensus 

dizisinde insersiyon gibi L1-aracılı retrotranspozisyonunun ayırt edici özelliklerini 

barındırırlar (A. J. Doucet vd., 2015; Savage vd., 2019) (Şekil 1.2).  

İnsan genomunda 500.000’den fazla kopyası bulunan L1’ler, LINE ailesinin 

günümüzdeki tek aktif üyesi olarak, tüm TE dizileri içerisinde en yüksek dizi oranına 

sahip mobil elementlerdir (~%17) (Hermant ve Torres-Padilla, 2021; Tang vd., 2018). 

İnsan genomunun %4’lük kısmını oluşturan LINE-2 ve LINE-3 retrotranspozonları ise 

evrimsel süreçteki mutasyon birikimleri neticesinde inaktif hale gelmişlerdir (Pavlicek 

ve Jurka, 2006; Rahbari vd., 2015). L1’lerin insan genomunda 500.000’den fazla 

bulunan kopyasının yaklaşık %99,9’unda internal yeniden düzenlenimler, mutasyonlar 

veya prematüre revers transkripsiyon sonlanmaları neticesinde ortaya çıkan 5’ 

kırpılmalarından (5’ truncations) dolayı inaktivasyon meydana gelmiştir (Moreira vd., 

2021). Bu nedenle genomumuzda sadece, yaklaşık 100 adet tam uzunlukta 

retrotranspozisyon-kompetent (RK; RC; retrotransposition-competent) L1 

retrotranspozonu mevcuttur ve bunların tamamı insan-spesifik L1 (L1HS; human-

spesific L1) ailesine üyedir (Sultana vd., 2019). Tam uzunluktaki bir L1 yaklaşık 
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olarak 6 kb (kilobaz) boyutunda olup, sense yönünde iki açık okuma çerçevesi (ORF; 

Open Reading Frame) ORF1 ve ORF2’ye sahiptir. 5’UTR (untranslated region; 

translasyonu-olmayan bölge) bölgesi ise yaklaşık olarak 900 bç uzunluğunda olup L1 

sense promotörünü ve anti-sense ORF0 bölgelerini içermektedir. Primatlara özgü olan 

ORF0’dan, retrotranspozisyon etkinliğini yükseltgeyen 71 amino asitlik (Ivancevic 

vd., 2016) bir protein kodlanmaktadır. ORF1 üzerinden ise 40 kDa’lık şaperon protein 

ve ORF2 üzerinden 150 kDa’lık endonükleaz (EN) ve revers transkriptaz (RT) 

aktivitesine sahip bir protein kodlanmaktadır. ORF1 ve ORF2 arasında 3 adet stop 

kodonu içeren 63 bç’lik bir bölge bulunmaktadır. ORF1 ve ORF2 translasyonu özgün 

bir terminasyon/tekrar-başlama (termination/re-initiation) mekanizmasıyla bisistronik 

mRNA üzerinden gerçekleşmektedir. 3’ ucuna komşu poli(A) kuyruğu ile sonlanan 3’ 

UTR bölgesi, 205 bç uzunluğunda olup görece zayıf poliadenilasyon (PA) sinyali ve 

polipürin bölgesi içermektedir. Bu bölge ayrıca, L1 transkriptlerinin transportunu 

sağlayan en az iki adet NXF1 (Nuclear RNA Export Factor 1; Nükleer RNA Eksport 

Faktörü 1) bağlanma bölgesi (CACAN5GGGA) içermektedir (Hulme vd., 2006; 

Rahbari vd., 2015; Savage vd., 2019) (Şekil 1.1).  

 

Şekil 1.1. Tam uzunluktaki retrotranspozisyon-kompetent L1 yapısı. L1 dizisine komşu lacivert renkteki 

üçgenler, hedef bölge duplikasyonları (target site duplications; TSDs) ifade etmektedir. Bu 

şekil BioRender.com’da, “Savage vd., 2019” yayınındaki şekilden uyarlanılarak 

oluşturulmuştur 

ORF1p ve ORF2p, L1 mRNA’sı (cis-acting; cis-etkili) ve/veya Alu, SVA, 

hücresel RNA Polimeraz II transkriptleri (trans-acting; trans-etkili) ile RNP 

(ribonucleoprotein; ribonükleoprotein) kompleksini oluşturarak hedefe-yönelik revers 

transkripsiyon (TPRT; target-prime reverse transcription) işleminin gerçekleşmesini 

ve böylece kendisinin ve diğer elementlerin yeni bir genomik lokasyona 

kopyalanmasını sağlamaktadırlar (Rahbari vd., 2015). TPRT sırasında L1 

endonükleazı, 5′-TTTT/AA-3′ hedef dizisini tanıyarak tek iplikte kesik (nick) 
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oluşturur ve L1 revers transkriptaz serbest kalan 3′-OH ucuna sahip poli(T) dizisini 

yakalayarak (Miller vd., 2021) L1 cDNA (complementary DNA; komplementer DNA) 

sentezini gerçekleştirir. Hedef bölgedeki tek iplikli DNA ile L1 mRNA poli(A) 

kuyruğu arasındaki kısa tamamlayıcı bölgeler TPRT aktivitesinin yükseltgenmesine 

yardımcı olur. ORF2p endonükleazı ikinci iplikte genellikle birinci ipliğin downstream 

(aşağı) bölgesinde ya da daha nadir olarak -hedef bölge delesyonlarına neden olan, 

upstream bölgesinde kesik oluşturarak serbest kalan 3′-OH ucundan 2. iplik 

cDNA’sının sentezini tetikler (Mita vd., 2020; Savage vd., 2019). TPRT süreci 

tamamlandığında, DNA tamir sistemi tarafından kesik bölgeler onarılır (Son vd., 

2022) (Şekil 1.2). TPRT sonucunda genellikle L1 endonükleazının hedef motifi olan 

5′-TTTT/AA-3′ dizisinde insersiyon, değişken uzunlukta TSD’ler ve poli(A) kuyruğu 

gibi TPRT sürecine özgü ayırt edici DNA dizileri meydana gelir. Bununla birlikte L1 

retrotranspozisyonları TPRT’ye özgü ayırt edici izleri taşımayacak şekilde, daha 

önceden oluşmuş çift iplik kırıklarında (DSBs; double-strand breaks) ve tek iplikteki 

DNA hasarlarında açığa çıkan 3′-OH uçlarında veya hasarlı telomerik uçlarda 

endonükleaz-bağımsız (EN-independent) bir şekilde de gerçekleşebilmektedir 

(Ariumi, 2016; Flasch vd., 2019; Kopera vd., 2011). TPRT ile yeni sentezlenen 

L1’lerin yalnızca %15’i tam uzunlukta olup geriye kalan L1’lerde sıklıkla otonom 

mobilizasyonlarını engelleyen 5’ kırpılmaları veya inversiyon/delesyon olayları 

gelmektedir.  Bununla birlikte L1 insersiyonları, hedef bölge DNA’sında da 

delesyonlara ya da kromozomal translokasyonlar gibi aberasyonlara neden 

olabilmektedir. Ayrıca L1 retrotranspozisyonlarında L1 3’UTR’sinde bulunan zayıf 

PA sinyali nedeniyle L1 3’UTR aşağı bölge (downstream)’ini içine alan uzamış 

transkriptlerin oluştuğu 3’ transdüksiyonlar görülebilmekte; L1 5’UTR yukarı bölge 

(upstream)’inde güçlü bir promotör komşu bölgenin bulunduğu durumlarda ise 5’ 

transdüksiyonlar açığa çıkabilmektedir (Richardson ve Faulkner, 2018; Son vd., 

2022).  
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Şekil 1.2. L1 retrotranspozisyon döngüsü: Olası mekanizmalarından biri olarak; erken karsinogenezde 

meydana gelen L1 promotör bölgesinin hipometilasyonu L1 retrotranspozonunun 

aktivasyonuna yol açmaktadır (Y. R. Lee vd., 2021; Rahbari vd., 2015; Rodic ve Burns, 

2013; X. Zhang vd., 2020). Varsayımsal olarak; kromozom A (mavi akrosentrik 

kromozom)’da lokalize tam uzunluktaki bir L1 kaynak elementinin RNA Pol II tarafından 

transkripsiyonu sonucu oluşan bisistronik mRNA sitoplazmaya taşınır ve burada ORF’lerin 

translasyonu gerçekleşir. Cis-etkili bağlanma: ORF1p trimerik yapıları ve ORF2p 

proteinleri L1’in kendi mRNA’sına bağlanarak L1 ribonükleoprotein (RNP) kompleksini 

oluştururlar. Nükleusa taşınan RNP komponentlerinden endonükleaz (EN), kromozom B 

(kırmızı metasentrik kromozom) DNA’sı üzerindeki 5’-TTTT/AA-3’ konsensus dizisi 

üzerinde kesik oluşturarak 3’-OH grubunun açığa çıkmasına neden olur. Serbest 3’-OH 

ucuna sahip poli(T) dizisini primer olarak kullanan L1 revers transkriptaz (Miller vd., 

2021), L1 mRNA’sı üzerinden TPRT (target-primed reverse transcription; hedefe-yönelik 

revers transkripsiyon) işlemini başlatır. Henüz tam olarak aydınlatılamamış bir 

mekanizmayla EN, karşı iplikte de kesik oluşturarak ikinci iplik DNA sentezinin 

başlamasını sağlar. TPRT sonucunda nadiren tam uzunlukta ancak sıklıkla 5’-kırpılmış 

şekilde hedef bölge duplikasyonları (target site duplications; TSDs; yeşil üçgenler ile 

gösterilmiştir) arasında kalan L1 de novo insersiyonu meydana gelmiş olur. Trans-etkili 

bağlanma: L1 ORF1p ve ORF2p proteinleri bazen de Alu, SVA veya hücresel RNA Pol II 

transkriptlerine bağlanarak RNP yapıları oluşturur ve TPRT mekanizmasıyla bu 

elementlerin trans-mobilizasyonunu sağlarlar. Bu şekil BioRender.com’da, “Savage vd., 

2019” makalesindeki şekilden uyarlanılarak oluşturulmuştur 
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Günümüz insan genomunda retrotranspozisyon-kompetent tek L1 alt ailesi 

L1HS (diğer adıyla L1PA1)’dir (J. C. Jiang vd., 2021). L1HS’ler 3’UTR bölgesinde 

taşıdıkları diagnostik nükleotidlere göre L1pre-Ta ve L1Ta gruplarına ayrılırlar (Ta; 

transcribed, subset a; transkibe, altküme a) (Beck vd., 2011). L1pre-Ta’lar 5390-5392. 

pozisyonda 5’-ACG-3’ dizisini taşırlar ve 6015. pozisyonda taşıdıkları “G” (~1,92 

milyon yıl önce oluşmuş varyant) veya “A” nükleotidine (~3,24 milyon yıl önce 

oluşmuş varyant) göre 2 alt grup oluştururlar (Ovchinnikov vd., 2002; Salem vd., 

2003). Evrimsel olarak en genç/aktif L1HS üyesi L1Ta’lar ise 5390-5392. pozisyonda 

5’-ACA-3’ diagnostik dizisini taşırlar. L1Ta’lar ise daha ileri olarak 5557. ve 5560. 

nükleotidleri sırasıyla “G” ve “C” olan L1Ta-0 ve 5557. ve 5560. nükleotidleri 

sırasıyla “T” ve “G” olan daha genç L1Ta-1 alt gruplarına ayrılırlar. L1Ta-1’ler ayrıca, 

5’UTR’de 74. pozisyonda “G” delesyonu bulunduran en genç L1Ta-1 üyesi Ta-1d ve 

aynı pozisyonda delesyon taşımayan Ta-1nd olarak 2 dala ayrılırlar (Boissinot vd., 

2000; Ovchinnikov vd., 2002; Richardson vd., 2015; Son vd., 2022). L1HS’ler, insan 

genomunda somatik L1 retrotranspozisyonunun ana kaynağı olarak, birçok farklı tip 

kanserin patogenezinde rol oynamaktadırlar (Beck vd., 2011; Burns, 2017; Cajuso vd., 

2019; Ewing vd., 2015; Hancks ve Kazazian, 2016; Schauer vd., 2018; Scott ve 

Devine, 2017). 

1.2.1.  L1 retrotranspozonlarının intrasellüler etkinlikleri 

 L1’lerin Regülasyonu 

L1 retrotranspozisyon döngüsü birçok farklı aşamada, döngüye pozitif veya 

negatif etkide bulunan hücre içi mekanizmalar tarafından düzenlenmektedir (Ariumi, 

2016; Pizarro ve Cristofari, 2016). Yapılan güncel çalışmalarda L1 

retrotranspozonlarının insan preimplantasyon dönemi embriyosunda ve plasental 

dokularda aktive olduğu gösterilmiştir (Kohlrausch vd., 2022; Protasova vd., 2021). 

PABP (Poly(A) Binding Protein; Poli(A) Bağlayıcı Protein)’ler, PCNA (Proliferating 

Cell Nuclear Antigen; Prolifere Hücre Nükleer Antijeni), MAPK’ler ve siklin-bağımlı 

kinazlar gibi hücre içi faktörler L1 retrotranspozisyonunu yükseltgerler (Bodak vd., 

2014; Pizarro ve Cristofari, 2016).  

Bu düzenleyici mekanizmalar neticesinde sağlıklı bir insanda de novo L1 

insersiyonları 63 doğumda 1 görülmekte (Feusier vd., 2019) olup, ortalama olarak 

herhangi 2 insan haploid genomu L1 insersiyon sayıları bakımından 1000 insersiyon 
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kadar farklılık gösterebilmektedir (Bourque vd., 2018). İnsan somatik hücrelerinde ise 

dokuya özgü olarak, bazılarının retrotranspozisyon kompetent olduğu ortalama 5 L1 

kopyası transkripsiyonel olarak aktiftir (Ade vd., 2017). Geriye kalan L1 kopyalarının 

büyük bir çoğunluğu ise DNA metilasyonu, RNA-aracılı sessizleştirme ve histon 

modifikasyonları gibi mekanizmalarla epigenetik olarak sessizleştirilmiştir (Grundy 

vd., 2022). L1 mRNA’sının revers transkripsiyonu sırasında oluşan hatalardan dolayı, 

L1 kopyalarının yalnızca %40'ı kaynak (donör) L1 elementiyle özdeş kalmaktadır. 

TPRT sırasında, revers transkriptazın mRNA’dan erken dissosiyasyonu nedeniyle 

L1’ler sıklıkla 5’ kırpılmalarına (5’ truncations) uğramaktadırlar (Bodea vd., 2018) 

(Şekil 1.2). Bu dissosiyasyonda, ATM (ATM Serine/Threonine Kinase; ATM 

Serin/Treonin Kinaz) gibi DNA tamir mekanizmasında etkinlik gösteren hücre içi 

faktörlerin rol oynadığı düşünülmektedir (Coufal vd., 2011; Rahbari vd., 2015).  

Bunun yanında bazı konakçı hücre savunma mekanizmaları L1 

retrotranpozisyonunu baskılayarak potansiyel hasar verici retrotranspozisyon 

aktivitelerini engellerler. 5’UTR promotörünün metilasyonu L1 transkripsiyonel 

inaktivasyonu ve retrotranspozisyon inhibisyonu için önemli bir regülasyon 

mekanizmasıdır. L1 promotör metilasyonu DNMT1, DNMT3a (DNA 

Methyltransferase 3 Alpha; DNA Metiltransferaz 3 Alfa) ve DNMT3b gibi DNA 

metiltransferazlar ile gerçekleştirilmekte olup MECP2 (Methyl-CpG Binding Protein 

2; Metil-CpG Bağlayıcı Protein 2) aracılı olarak retrotranspozisyon baskılanmaktadır. 

Bununla birlikte histon modifikasyonunda rol oynayan KRAB (Krueppel-Associated 

Box; Krüppel-İlişkili Kutu)-KAP1 (KRAB-Associated Protein 1; KRAB-İlişkili 

Protein 1) kompleksi, L1 sessizleşmesine katkı sağlamaktadır.  İnterferon-stimüle 

genlerden APOBEC3, MOV10 (Mov10 RISC Complex RNA Helicase; Mov10 RISC 

Kompleksi RNA Helikazı), SAMDH1 (SAM And HD Domain Containing 

Deoxynucleoside Triphosphate Triphosphohydrolase 1; deoksinükleosit trifosfat 

trifosfohidrolaz 1 içeren SAM ve HD Bölgesi) gibi proteinlerin de L1 

retrotranspozisyon restriksiyonunda önemli oyuncular olduğu açığa çıkarılmıştır. 

miR-128, piwi proteinleri ve piRNA (piwi-interacting (etkileşimli) RNA)’ların L1 

mobilizasyonunu baskılayarak genomik stabiliteye katkı sağladığı bildirilmiştir. 

Ayrıca p53 gibi tümör baskılayıcı genlerin de L1 aktivitesini indirgediği, mutant p53’e 

sahip kanser hastalarında L1 ekspresyonunun arttığı tespit edilmiştir (Ariumi, 2016; 

Munoz-Lopez vd., 2016; Pizarro ve Cristofari, 2016). 
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 L1 Mutajenik Mekanizmaları 

Endojen kaynaklı majör bir mutajenik faktör olarak olarak L1 

retrotranspozonları kanser ile ilişkilendirilmiş genomik bölgelerde, önemli yapısal ve 

fonksiyonel değişimlere neden olabilmektedirler (Zampella vd., 2016). Bu değişimler; 

transkripsiyonun erken ya da geç sonlanmasına, splicing (uç birleştirme) hatalarına, 

gen konversiyonuna, çift-iplik kırıkları veya tamirlerine, delesyonlara, ektopik 

rekombinasyon, transdüksiyon ve mikrosatellit oluşumlarına, kimerik transkriptlerin 

üretilmesine, antisense veya sense yeni promotör bölgelerinin oluşmasına, epigenetik 

regülasyonun değişimine sebebiyet verebilmektedir (Hulme vd., 2006; Savage vd., 

2019) (Şekil 1.3).  

 

Şekil 1.3. L1 insersiyonlarının gen yapı ve fonksiyonları üzerindeki başlıca etkileri: a. L1 metilasyonu 

ve heterokromatin oluşumu L1’in kendi ekspresyonunun veya komşu genlerin 

ekpresyonunun baskılanmasına neden olabilmektedir; b. L1 dizileri negatif ya da pozitif 

düzenleyici etkilere sahip transkripsiyon faktörleri için bağlanma bölgeleri oluşturarak, 

entegre oldukları bölgelerdeki gen anlatımlarını değiştirebilmektedirler; c. Kesim bölgeleri 

(splice sites) içeren L1’lerin intronlara gerçekleştirdikleri insersiyonlar, alternatif uç 

birleştirmelerine ve komşu genleri içeren yeni ekzonların açığa çıkmasına neden 

olabilmektedir; d. L1’in sense ve/veya antisense promotörü, L1 insersiyonunun gerçekleştiği 

bölgedeki komşu genler için transkripsiyon başlatıcı bölgeler oluşturabilmektedir. Ayrıca, 

tam uzunluktaki L1’lerin antisense yönündeki intronik insersiyonları gen kırılması (gene 

breaking) olarak adlandırılan mekanizma ile genin iki daha küçük transkripte bölünmesine 

neden olabilmektedir; e. Poli(A) kuyruğu içeren L1’lerin gen içi insersiyonları erken 

poliadenilasyona ve/veya transkripsiyonun durmasına yol açarak gen ekspresyonlarının 

indirgenmesine veya durmasına neden olabilmektedir; f. L1’lerin ekzonlara gerçekteştirdiği 

insersiyonlar “loss-of-function” mutasyonlarına neden olabilmektedir. Bu şekil 

BioRender.com’da, “Savage vd., 2019” ve “Hulme vd., 2006” yayınlarındaki şekillerden 

esinlenilerek oluşturulmuştur 
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 L1 Retrotranspozisyonlarının Epitelyal Kanserlerde Etkinliği 

İnsan genomunu şekillendiren bir etken olarak L1 retrotranspozisyonları, 

insersiyonel mutagenez sonucu genomik instabiliteye ve kansere neden olabilmektedir 

(Tubio vd., 2014). TCGA (The Cancer Genome Atlas; Kanser Genomu Atlası) 

araştırma ağı veri tabanındaki NOS (Not Otherwise Specified; Başka Biçimde 

Tanımlanamayan) - papiller tiroid karsinomu, folliküler alt tip ve columnar cell alt tip 

papiller tiroid karsinomlarından 58 x 2 eşli tümör ve bitişik doku örneklerine ait RNA-

Seq verileriyle yapılan bir çalışmada; bitişik dokulardaki total mobil element 

ekspresyonunun, tümör dokularına göre daha yüksek olduğu bildirilmiştir. Ancak 

çalışmada, GENCODE veri tabanındaki referans retrotranspozon lokasyonlarına özgü 

RNA-Seq verileri kullanılmış; ve klasik ve tall cell alt tip PTK’ye özgü 

retrotranspozon ekspresyonları incelenmemiştir (Kong vd., 2019). Tüm Genomların 

Pan-Kanser Analizi (Pan-Cancer Analysis of Whole Genomes; PCAWG) projesi veri 

setleri üzerinde yürütülen bir çalışmada farklı tipte tiroid tümörlerine ait 50 adet 

örneğin 6’sında 7 adet L1 insersiyonu tespit edilmiştir. L1 insersiyonu tespit edilen 

örneklerin 5’i papiller adenokarsinom – NOS olarak, 1’i ise folliküler alt tip PTK 

olarak tanımlanmıştır (Rodriguez-Martin vd., 2020). Ancak L1 insersiyonu tespit 

edilen örneklerin 1’i haricinde kontrol doku olarak tümöre bitişik doku yerine periferik 

kan kullanıldığından, L1 insersiyonlarının dokuya özgü olarak mı yoksa tümöre özgü 

olarak mı de novo oluştuğu belirlenememektedir.  

Tam uzunlukta ve retrotranspozisyon-kompetent L1 kopyaları, farklı insan 

popülasyonları dışında, doku-spesifik olarak da insersiyonel polimorfizm 

gösterebilmektedir. Kopyalardan yalnızca birinde meydana gelen promotör 

mutasyonu ve / veya kopyanın bulunduğu lokusun transkripsiyonel reaktivasyonu 

neticesinde L1, genom düzeyinde mutajenik bir faktör haline gelebilmekte ve birçok 

de novo mutasyonun oluşmasına neden olabilmektedir. Bu nedenle, karsinogenezde 

risk faktörü ve biyobelirteç değerlendirmeleri açısından; global L1 ekspresyonu veya 

global L1 metilasyon profilinden çok, özgün L1 insersiyonlarının varlığı ve bu 

kopyaların bireysel ekspresyon seviyeleri anlamlılık teşkil etmektedir (Faulkner ve 

Billon, 2018; Philippe vd., 2016; Scott vd., 2016). Birçok farklı tip epitelyal kökenli 

kanserde özgün (novel) somatik L1 insersiyonları tespit edilmiştir (Ariumi, 2016). 

Geleneksel moleküler yöntemlerin teknik sınırlandırmaları nedeniyle 2010 yılına 

kadar yalnızca meme duktal adenokarsinomda, MYC (MYC Proto-Oncogene, BHLH 
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Transcription Factor; MYC Proto-onkogeni, BHLH Transkripsiyon Faktörü) aktive 

edici yeniden-düzenlenime ve kolon kanserinde APC geni inaktivasyonuna yol açan 

somatik mutasyonlar olarak iki L1 insersiyonu vakası raporlanmıştır. Son yıllarda ise 

hedefe yönelik yeni-nesil dizileme yöntemlerinin ve analiz metotlarının geliştirilmesi, 

birçok epitelyal kökenli kanserde yeni somatik L1 insersiyonlarının tespit edilmesini 

mümkün kılmıştır (Rodic ve Burns, 2013; Scott vd., 2016). Bir TCGA (The Cancer 

Genome Atlas; Kanser Genomu Atlası) projesinde kolorektal, prostat ve ovaryan 

kanserlerinde toplam 183 L1 insersiyonu gösterilmiş, tümör başına ortalama 4 

(ovaryan karsinom) ile 106 (tek kolon karsinomu) arasında L1 insersiyonu tespit 

edilmiştir. L1 insersiyonlarının gerçekleştiği genlerin ise tümör hücrelerinde sıkça 

baskılanan ya da mutasyon görülen genlerde meydana geldiği bildirilmiştir (E. Lee 

vd., 2012; Rodic ve Burns, 2013). Diğer bir çalışmada 20 akciğer tümör örneğinin 

6’sında 9 adet somatik L1 insersiyonu gözlemlenmiştir (Iskow vd., 2010; Scott ve 

Devine, 2017). Ayrıca NCI-60 (National Cancer Institute-60; Ulusal Kanser Enstitüsü-

60) insan kanser hücreleri panelinde meme kanseri, ovaryan kanseri ve lösemi hücre 

hatlarında da L1 insersiyonları bulunmuştur. Özellikle meme ve ovaryan kanseri hücre 

hatlarında L1 retrotranspozonlarının tümör supresör gen bölgelerine insersiyon 

gerçekleştirdiği gözlemlenmiştir (Zampella vd., 2016). Bununla birlikte tümör 

başlatıcı L1 insersiyonları ekzonik bölgelerde nadir olarak tespit edilmiştir (Helman 

vd., 2014; Miki vd., 1992; Scott vd., 2016). Epitelyal kanserlerde L1 insersiyonları 

intronik bölgelerde daha sık görülmektedir. Ekzonları hedefleyen L1 insersiyonlarının 

birçoğunun ise negatif seleksiyon sonucunda ortadan kalktığı düşünülmektedir 

(Rahbari vd., 2015). İntronik L1 insersiyonları fonksiyonel mRNA oluşumlarını 

etkileyerek gen ekspresyonunun inhibisyonuna yol açtığı gibi (J. S. Han vd., 2004), 

onkogenlerin transkripsiyonel aktivasyonuna neden olabilmekte; böylece 

tümörogenez sürecinde kanser hücrelerine selektif avantaj sağlayabilmektedir (E. Lee 

vd., 2012; Shukla vd., 2013). Örneğin, bir çalışmada ovaryan tümör büyümesi ve 

kemoterapi direnciyle ilişkilendirilen STC1 (Stanniocalcin 1; Staniokalsin 1) geninin 

birinci intronuna 5’ kırpılmış L1 insersiyonu, yükseltgeyici etki oluşturarak STC1 

aşırı-ekspresyonuna yol açtığı gözlemlenmiştir. Bununla birlikte kemoterapi sonrası 

farklı lokasyonlardaki malignant hücre popülasyonlarının L1 içeren STC1 allel 

frekanslarının artması, seleksiyon baskısı altında L1’lerin tümör hücre sağ kalımına 

katkısını açığa çıkarmaktadır (Nguyen vd., 2018). 
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2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ÖZETLERİ 

L1 retrotranspozonlarının kanser erken evresinde aktive olabildiği; kanser 

progresyonu boyunca da aktif kaldığı ve progresyonla korele olarak L1 kopya sayısı 

amplifikasyonunun gerçekleştiği, transgenik fare meme kanseri modelinde (MMTV-

PyVT (Mouse Mammary Tumor Virus- Polyoma Virus middle T antigen; Fare Meme 

Tümörü Virüsü-Polyoma Virüs orta T Antijeni) suşu) gösterilmiştir (Gualtieri vd., 

2013). L1 aktivasyonu ve mobilizasyonu, hücre sağkalım yolaklarını etkileyerek, 

kemoterapötiklere karşı hücresel dirence yol açan yapısal ve fonksiyonel değişimlere 

neden olabilmektedir. Bu nedenle L1 retrotranspozisyonunun baskılanmasının, 

mevcut kematerapötik yaklaşımların etkinliğini arttıracağı düşünülmektedir 

(Lavasanifar vd., 2019). Efavirenz ve nevirapine gibi NNRTİ (Nükleosit-olmayan 

revers transkriptaz inhibitörü) ve NRTİ (Nükleosit revers transkriptaz inhibitörü) 

ajanlarının L1 revers transkriptazının inhibisyonuna yol açtığı, epitelyal kanserler 

üzerinde yapılan birçok farklı çalışmada gösterilmiştir (Patnala vd., 2014). HIV 

(Human Immunodeficiency Virus; İnsan İmmün Yetmezlik Virüsü)-pozitif kötü-

diferansiye tiroid karsinomlu bir hastada, nevirapine uygulaması sonucunda, hastanın 

tümör hücrelerinde nükleer pleomorfizmin indirgendiği, kolloid üretiminin arttığı ve 

tiroglobulin ve NIS (Na+/I− Symporter; Sodyum/İyot Simporter) protein 

ekspresyonlarının anlamlı bir şekilde upregüle olduğu gözlemlenmiştir (Modoni vd., 

2007). Başka bir çalışmada ise ARO ve FRO gibi insan anaplastik tiroid karsinom 

hücre hatlarında nevirapine ve efavirenz NNRTİ’lerinin hücre proliferasyonunu 

durdurarak, hücrelerin G0/G1 fazında birikimine neden olduğu; ARO hücrelerinde iyot 

alımının geri kazanımını sağladığı ve hücre büyümesini indirgediği bildirilmiştir 

(Dong vd., 2013; Landriscina vd., 2005). Ayrıca, L1 retrotranspozisyonunun 

baskılanmasının, birçok epitelyal kanser hücre hattında telomer uzunluğunun, 

telomeraz mRNA seviyesinin ve aktivitesinin azalmasını sağladığı tespit edilmiştir 

(Aschacher vd., 2016; Sciamanna vd., 2016). Tüm bu veriler, L1 

retrotranspozonlarının kanser gelişimi ve kanser hücresi proliferasyonundaki birçok 

farklı yolağı etkileyen, majör bir oyuncu olduğunu işaret etmektedir.  

Moleküler genetiğin yeni genomik çağında yeni-nesil dizileme (YND) gibi 

yüksek-verimlilikli genomik veri üreten yöntemler; genetik alterasyonların kanser 

gelişimi, davranışı ve hücresel sinyal yolaklarıyla ilişkileri hakkında yeni ve 

bütünlüklü bilgilerin açığa çıkmasını sağlamaktadır. Yeni yaklaşımlar ve geliştirilen 
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yeni metodolojiler ışığında, kanser genomunda alternatif mutajenik mekanizmaların 

önemi daha da iyi anlaşılmaktadır (Nishikawa vd., 2018; Roos ve de Boer, 2018). 

Kanser genomunu yapısal ve fonksiyonel olarak şekillendirebilen L1 

retrotranspozisyonları, hücre dediferansiyasyonunda önemli bir terapötik hedef haline 

gelmektedir. Ayrıca, epitelyal kanserler üzerinde yapılan birçok çalışmada L1 

insersiyonlarının kanser progresyonundaki etkinliği araştırılmakta olup; mutasyon 

başına, kanserde gözlemlenen diğer genetik aberasyonlardan daha fazla tümörogenez 

üzerinde etkinliğinin olduğu tartışılmaktadır (Carreira vd., 2014).  

Kanser Genom Atlası (The Cancer Genome Atlas; TCGA)’nın 496 papiller 

tiroid karsinomu vakası örneği üzerinde yaptığı çalışmada, agresif davranışıyla tutarlı 

olarak en yüksek mutasyon yoğunluğuna sahip PTK alt tipinin tall cell alt tipi olduğu 

raporlanmıştır (Cancer Genome Atlas Research, 2014). Yapılan bir başka çalışmada 

da; TC-PTK’de immün-ilişkili ve kanser-ilişkili 300 gende transkripsiyonel 

disregülasyon tespit edilirken, klasik PTK’de aynı gen grupları içerisinde yalnızca 22 

gende disregülasyon gözlemlenmiştir (Chakladar vd., 2019). Ayrıca, genomik 

instabilitenin oluşmasında dramatik öneme sahip TERT promotör mutasyonlarının TC-

PTK’de, klasik papiller tiroid karsinomlarından daha sık görüldüğü bilinmektedir 

(Chiba vd., 2017; Vuong vd., 2018). Bütün bu veriler ışığında, bu tez kapsamında diğer 

PTK alt tiplerinden daha yüksek sayıda gen disregülasyonu gözlemlenen en yaygın 

agresif varyant TC-PTK’de (Chakladar vd., 2019), klasik PTK’ye göre daha fazla 

mutasyon birikimi olduğunu ve bu nedenle daha sık L1 insersiyonu gözlemleneceği 

düşünülmüştür. Bununla birlikte, TC-PTK’de hücre büyümesi, adezyonu ve 

proliferasyonu ile ilişkili genlerin fonksiyonlarını etkileyebilecek, klasik PTK 

grubunda bulunmayan özgün L1HS insersiyonlarının tespit edileceği öngörülmüştür.  

Buradaki sonuçlar, TC-PTK’nin, dünya genelinde artan klasik PTK 

insidansından daha yüksek insidansa sahip oluşunun (X. Wang vd., 2016) olası 

nedenleri hakkındaki tartışmalara yeni bilgiler sağlamakta, agresif TC-PTK 

hücrelerinin sağ kalım mekanizmalarına etki edebilecek L1 retrotranspozisyon 

etkinliklerini açığa çıkarmaktadır. Ayrıca bu çalışma ile klasik ve tall cell alt tip PTK 

ex vivo hasta örneklerinin genomunda ilk defa haritalanan L1 insersiyon profilleri 

sayesinde; önceleri genetik olarak görece daha basit görülen ancak yeni nesil dizileme 

teknolojisi sayesinde birçok özgün genetik varyantın saptandığı tiroid kanserinde 

(Khatami ve Tavangar, 2018) L1’lerin terapötik bir hedef olarak öneminin 
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anlaşılmasına, kanser terapisinde hücresel cevabın daha ileri olarak yorumlanmasına 

ve kişiye özgü yeni terapötik yaklaşımların geliştirilmesine katkı sağlayacaktır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu tezde kütüphane hazırlıkları ve L1HS identifikasyonu, Kvikstad ve 

arkadaşlarının 2018 yılında yayınladıkları TE-NGS (Transposable Element – Next 

Generation Sequencing; Transpoze olabilen Element – Yeni Nesil Dizileme) 

(Kvikstad vd., 2018) ıslak ve kuru laboratuvar protokolleri temel alınarak 

gerçekleştirilmiştir. 

3.1. Örneklem genişliğinin ve örnek seçim kriterlerinin belirlenmesi 

Tubio ve arkadaşlarının 2014 yılında yayınladığı çalışmada (Tubio vd., 2014), 

akciğer kanserinde agresif ve normal tümör retrotranspozisyon sayısı referans 

alınarak; klasik ve tall cell alt tip papiller tiroid karsinomlu hastaların eşli tümör ve 

tümöre bitişik FFPE dokularında L1HS insersiyonlarının %53 sıklıkta; ve TC-PTK’de 

K-PTK’ye göre hasta örneği başına L1HS insersiyonlarının %8 daha fazla görülmesi 

için eşli olarak alınması gereken minimum örnek sayısı; %80 güçle ve 0.05 anlamlılık 

düzeyinde iki oran için güç eğrisi hesaplaması kullanılarak Minitab® 19.1.1 

programında hesaplanmış ve her grup için 16 bulunmuştur.  

Yeni nesil dizilemeye uygun kalite ve miktarda, ayrıca tümör dokusuna özgü 

mutasyon tespitini mümkün kılacak saflıkta, DNA eldesi için literatür tarafından 

önerilen kriterleri sağlayan tümör ve tümöre bitişik dokudan oluşan toplam 64 örnek 

çalışmaya dahil edilmiştir. Buna göre örneklerde kanama, inflamatuar hücre ve stromal 

elemanlar göz önünde bulundurulduğunda tümör saflığının önerilen %70’lik eşik 

değer üzerinde (J. Cheng vd., 2020) en az %90 olması; TC-PTK grubu için ise ek 

olarak tall cell morfolojisine sahip hücre oranının en az %70 olması; FFPE (Formalin-

Fixed Paraffin-Embedded; Formalin ile Fikse edilmiş, Parafine Gömülmüş) doku 

bloklarının fiksasyon süresinin 24 saati geçmemesi (Einaga vd., 2017; Nagahashi vd., 

2017) ve arşiv tarihinin 7 yılı aşmamış olması gerekliliğiyle birlikte (Kofanova vd., 

2020) olabildiğince yakın tarihli olması kriterleri gözetilmiştir.  

3.2. FFPE doku slaytlarının hazırlanması, slaytlardan DNA izolasyonu ve 

izolatların kalite kontrolü 

Ondokuz Mayıs Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Cerrahi Tıp Bilimleri, Genel Cerrahi 

Ana Bilim Dalı cerrahları tarafından total tiroidektomileri gerçekleştirilip %10 nötral-

tamponlu formalin fiksatifi içerisine konulan hasta örnekleri Ondokuz Mayıs 
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Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Cerrahi Tıp Bilimleri, Tıbbi Patoloji Ana Bilim Dalı 

patologları tarafından teslim alınarak, fiksatif içerisinde 24 saatten daha kısa süre 

fiksasyona maruz bırakılmıştır. Daha sonra dehidrasyon, dealkolizasyon ve parafin 

infiltrasyonu işlemlerinden geçirilen örnekler, kesit alma işlemi için uygun FFPE doku 

blokları haline getirilmiştir. Arşiv süresinin 4 yılı geçmediği klasik ve tall cell alt tip 

PTK hastalarına ait toplam 32 adet FFPE doku bloğunun her birinden rehber slayt 

oluşturmak üzere mikrotom ile 1’er adet 4 µm kalınlığında (Nagahashi vd., 2017) kesit 

alınarak cam lam üzerine yerleştirilmiştir. Hematoksilin ve eosin (H&E) ile boyanan 

klasik ve TC-PTK örneklerine ait 4 µm’lik slaytlar mikroskop altında incelenerek; 

kanama, inflamatuar hücre ve stromal elemanlar göz önünde bulundurulduğunda 

tümör saflığının en az %90 olduğu, TC-PTK grubu için ise ek olarak tall cell 

morfolojisine sahip hücre oranının en az %70 olduğu, örnekler çalışmaya dahil 

edilmiştir. Seçilen örneklerin FFPE doku bloklarının her birinden, kütüphane hazırlığı 

basamağında girdi olarak önerilen minimum 250 ng DNA (Kofanova vd., 2020) 

miktarının üzerinde DNA miktarına ulaşabilmek amacıyla, 12’şer adet 20 µm’lik seri 

kesitler alınarak cam lamlar üzerine yerleştirilmiştir. H&E boyalı cam slaytlar 

üzerinde tümör ve tümöre bitişik alanların marker kalemlerle işaretlenmesiyle 

oluşturulan rehber slaytlar, boyasız 20 µm’lik slaytlardan tümör ve tümöre bitişik doku 

alanlarının bistüri ile kazınmasında referans olarak kullanılmıştır. Rehber slaytlar ile 

aynı seride kesilmiş boyasız 20 µm’lik slaytlar üst üste konularak 20 µm’lik 

slaytlardan tümör ve tümöre bitişik doku alanları steril bistüri ucu (Beybi®, Steril 

Bistüri Ucu, No: 15 ve No: 20) ile kazınmış ve 1.5 ml’lik DNA LoBind tüplere 

(Eppendorf®, Katalog No: 0030108051) aktarılmıştır. 32 farklı hastaya ait FFPE doku 

bloklarından alınan kesitlerde K-PTK grubundan K14 kodlu bir hastada ve TC-PTK 

grubundan T14 ve T16 kodlu 2 hastada ise tümöre bitişik doku alanlarına 

ulaşılamadığından, bu hastalarda tümör ile aynı lobta ancak tümöre bitişik olmayan 

FFPE doku kesitleri tümöre bitişik doku örnekleri yerine kullanılmıştır. Bu nedenle K-

PTK ve TC-PTK gruplarının tümöre bitişik doku örnekleri tez boyunca kontrol doku 

örnekleri olarak adlandırılmış; K-PTK grubu kontrol doku örnekleri KC, TC-PTK 

grubu kontrol doku örnekleri ise TC ön eki ile numaralandırılmıştır. GeneRead DNA 

FFPE Kit (Qiagen®, Katalog No: 180134) protokolünde belirtilen deparafinizasyon 

aşamasında 56C’de inkübasyon süresi 15 dakikaya çıkarılmış; literatürde önerilen 

şekilde (Lenze vd., 2012; Nechifor-Boila vd., 2015), örneklerin proteinaz K miksinde 
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inkübasyonu aşaması ise 60C’de gece boyu olarak güncellenmiştir. DNA 

izolasyonunu takiben QIAxcel DNA Screening Kit (Qiagen®, Katalog No: 929004), 

Qubit dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific®, Katalog No: Q32854) ve 

Qubit 3.0 Fluorometre (Thermo Fisher Scientific®, Katalog No: Q33216) kullanılarak 

DNA fragman boyutları ve konsantrasyonları saptanmıştır. Sonuçta, miktarın en az 

300 ng ve DNA fragman boyutlarının ortalama 200 ile 450 bç arasında olduğu DNA 

izolatları elde edilmiştir.  

3.3. Tümör ve kontrol FFPE doku örneklerine ait genomik kütüphanelerin 

hazırlanması 

Her bir hastanın, eşli tümör ve kontrol FFPE doku örneklerinden elde edilen 

DNA’lardan ve laboratuvarımızda mevcut olan 1 adet kontrol NA12878 insan diploid 

referans DNA’sından sırasıyla 300 ve 150 ng DNA PCR tüplerine alınmış; NEBNext® 

dsDNA Fragmantaz (New England Biolabs®, Katalog No: M0348L) ile yalnızca 

NA12878 referans DNA’sı kesime sokulmuştur. NA12878 örneği 37˚C’de 18 dk 

inkübe edilerek istenilen medyan 300 bç DNA fragmanları elde edilmiştir. Uç tamiri, 

adaptör ligasyonu ve kütüphane hazırlığı ile ilgili ileriki prosedürler NEBNext® Ultra 

II DNA Libray Kit for Illumina® (New England Biolabs®, Katalog No: E7645L) ve 

NEBNext® Multiplex Oligos for Illumina®, 96 Index Primers (New England Biolabs®, 

Katalog No: E6609S) reaktifleri ile kite ait protokol kullanılarak yürütülmüştür. 

Fragman halindeki DNA’larda; uç tamiri (end repair) ve NEBNext® Illumina® adaptör 

ligasyonu gerçekleştirilmiştir. 0.85x oranında AMPure XP magnetik boncuklar 

(Beckman Coulter®, Katalog No: A63881) kullanılarak uç tamiri yapılmış ve adaptör 

eklenmiş, ortalama 370 ile 440 bç arası boyutlarda DNA fragmanları pürifiye 

edilmiştir. DNA ürünlerinin konsantrasyonu ve fragman boyları Qubit 3.0 Fluorometre 

ve QIAxcel High Resolution Kit (Qiagen®, Katalog No: 929002) kullanılarak 

ölçülmüştür.  

3.4. L1HS hedef bölgelerinin zenginleştirilmesi ve pürifikasyonu 

L1HS-hedef primeri (5’-GGGAGATATACCTAATGCTAGATGACAC-3’) 

(Ewing ve Kazazian, 2010; Kvikstad vd., 2018) ile Illumina® Universal P5 PZR 

primeri (NEBNext® Multiplex Oligos for Illumina®, 96 Index Primers (New England 

Biolabs®, Katalog No: E6609S)) kullanılarak insan genomunda aktif olan L1HS 3’ 

diagnostik dizisini ve komşu dizileri içeren bölgeler PZR (Polimeraz Zincir 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/Q32854
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Reaksiyonu) ile eksponansiyel olarak çoğaltılıp; 0.9x oranında AMPure XP magnetik 

boncuklar ile 150 bç’den büyük boyutlardaki PZR amplikonları pürifiye edilmiştir.  

3.5. L1HS-hedef primeri ile linear (asimetrik) PZR amplifikasyonu, arka 

plan ssDNA fragmanlarının enzimatik kesimi ve amplikonların 

saflaştırılması 

L1HS-hedef primerleri kullanılarak eksponensiyel PZR amplifikasyonu ile elde 

edilmiş ve hedef L1HS komplementer dizilerini içeren ürünlerin tekrar L1HS-hedef 

primerleri ile linear PZR amplifikasyonu gerçekleştirilmiştir. L1HS hedef dizilerini 

içermeyen arka plan tek iplikli DNA (ssDNA) fragmanları ise RecJf (New England 

Biolabs®, Katalog No: M0264S) ekzonükleazları ile kite ait protokol takip edilerek 

degrade edilmiştir. 0.9x oranında AMPure XP magnetik boncukları kullanılarak 

adaptör dimeri boyutu olan 150 bç’lik fragmanlar, örneklerden uzaklaştırılmıştır. 

3.6. Illumina Universal P5 PZR primeri ile ikinci asimetrik PZR 

amplifikasyonu ve hedef dışı ssDNA fragmanlarının kesimi 

L1HS asimetrik PZR ürünlerinin Illumina® Universal PZR P5 primeri ile linear 

PZR amplifikasyonu gerçekleştirilmiştir. Illumina Universal P5 PZR primerlerine 

komplementer dizileri içermeyen, bu nedenle amplifiye olmamış arka plan ssDNA 

fragmanları RecJf ekzonükleazları ile degrade edilmiştir. 

3.7. Nested PZR ile çift adaptörlü final kütüphanelerin oluşturulması ve 

pürifikasyonu 

L1HS 3’ ucunu ve kısmi olarak Illumina® i7 indeks adaptörü dizisini içeren 

L1HS-nested primeri (5’-

AGACGTGTGCTCTTCCGATCTTGCACAATGTGCACATGTACCCTAAAACT

TAG-3’) (T. T. Doucet ve Kazazian, 2016; Kvikstad vd., 2018) ve Illumina® Universal 

P5 PZR primerleri kullanılarak nested PZR amplifikasyonu gerçekleştirilmiştir. 

Primer ve adaptör dimeri kalıntılarını en aza indirmek üzere 0.9x oranında AMPure 

XP magnetik boncukları ile iki tekrarlı pürifikasyon işlemi gerçekleştirilmiştir. 

3.8. Adaptör ekstensiyonu ve final pürifikasyon 

Her bir örneğe ait final kütüphanelerden, farklı Illumina® P7 PZR primerleri 

(NEBNext® Multiplex Oligos for Illumina®, 96 Index Primers (New England 

Biolabs®, Katalog No: E6609S)) ve Illumina® Universal P5 PZR primeri kullanılarak; 
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Illumina® köprü sekanslama (bridge sequencing) kimyasına uygun, iki adaptörlü çift 

iplikli kütüphaneler PZR ile elde edilmiştir. 0.9x oranında AMPure XP magnetik 

boncuklar kullanılarak adaptör dimerleri uzaklaştırılmış ve ortalama 400 bç’lik 

fragmanlara sahip kütüphaneler saflaştırılmıştır.   

3.9. Kütüphanelerin havuzlanması ve sekanslanması 

Qubit 3.0 Fluorometre ve QIAxcel High Resolution Kit ile kütüphaneler 

değerlendirilmiş ve kütüphanelerin ortalama 400 bç boyutlarında, primer ve özellikle 

adaptör dimeri içermeyen kütüphaneler elde edilmiştir. 16 x 2 tall cell alt tip ve 16 x 2 

klasik PTK eşli tümör ve kontrol FFPE doku DNA’larına ait toplam 64 ve 1 adet 

kontrol NA12878 insan diploid referans DNA’sına ait kütüphanelerin molariteleri 

hesaplanarak, 10 nM’da havuzlanmıştır. Örnek havuzu daha ileri olarak son yükleme 

konsantrasyonu 13 pM’a indirilmiş ve havuzun %5’ini oluşturacak şekilde 13 pM 

PhiX Control v3 (Illumina®, Katalog No: FC-110-3001) havuza eklenmiştir. 

Kütüphane havuzu, tek bir MiSeq Reagent Kit v2-300 cycle (Illumina®, Katalog No: 

MS-102-2002) kartuşuna yüklenerek, Illumina® v2 flow cell üzerinde 151 döngülü ve 

çift-yönlü (paired-end) olarak dizilenmiştir. Dizileme sonucunda kalite kontrol 

parametrelerine bakıldığında; küme yoğunluğunun (cluster density) 1014 K/mm2, 

filtreden geçen indeks atanmış küme yüzdesinin (%PF; the percentage of clusters 

passing filter) %93,9 ve baz okumalarının %91’inin Q30 (Phred kalite skoru 30) ve 

üzerinde olduğu görülmüştür (Şekil 3.1). Dizileme sonucunda örnek başına ortalama 

olarak yaklaşık 530.000 okuma ile, TE-NGS protokolünde (Kvikstad vd., 2018) 

hedeflenen okuma sayısının 5,3 katı okuma sayısı elde edilmiştir.  

 

Şekil 3.1. Dizileme sonrası toplam okuma sayısı, filtreden geçen küme sayısı (PF), filtreden geçen 

indeks atanmış küme yüzdesi (%PF) ve Phred kalite skoru 30 ve üzerinde okuma yüzdesi (≥ 

Q30) verilerinin Illumina® Sequencing Analysis Viewer aracılığıyla görüntülenmesi 
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3.10. L1HS insersiyonlarının biyoinformatik olarak identifikasyonu ve 

karakterizasyonu 

YND verisinin sekonder analizlerini gerçekleştirmek için kullanılan yazılımlar, 

aksi belirtilmedikçe, bir Linux dağıtımı olan Ubuntu 14.04 LTS işletim sisteminin uç 

biriminde çalıştırılmıştır.  

Illumina® MiSeq’te çift-yönlü olarak elde edilmiş ve Illumina® MiSeq Reporter 

yazılımında kalite kontrolünden geçmiş, indeks dizilerine göre ayrıştırılmış 

(demultiplexing) ve adaptör dizileri kırpılmış (trimming) 65 örneğin FASTQ verileri; 

BWA-MEM (Heng Li, 2013) ile birlikte Stampy (Lunter ve Goodson, 2011) yazılım 

paketi ile GRCh37/hg19 insan referans genomuna göre hizalanmıştır. Stampy 

yazılımı, BWA-MEM hizalamasının hassasiyetinin ve doğruluğunun arttırılması 

amacıyla kullanılmıştır. Elde edilen BAM (Binary Alignment Map; İkili Hizalama 

Haritası) dosyalarının hizalandıkları kromozom koordinatlarına göre sıralanması, 

SAMtools (H. Li vd., 2009) sort paketi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Daha sonra 

PZR duplikasyonu artefaktları, MarkDuplicates (Picard) 

(http://broadinstitute.github.io/picard/) aracılıyla temizlenmiş ve BAM dosyaları 

SAMtools index ile BAM indeks (BAI) dosyaları haline getirilmiştir. 

3.10.1. L1HS identifikasyonu boru hattı 

TE-NGS boru hattı (Kvikstad vd., 2018), çift-yönlü dizileme sonrası referans 

genoma hizalanan okumaları L1HS-nested primer dizisi ve dizinin aşağı bölgesine 

komşu L1HS (L1Ta ve L1pre-Ta) benzeri dizileri içermesine göre filtrelemektedir. 

Ayrıca, hem L1HS-benzeri dizileri içeren hem de diğer yöndeki benzersiz (unique) 

komşu dizileri içeren okumaları haritalama kalitesini sağlamak üzere daha ileri olarak 

filtrelemektedir. Bu aşamada; L1HS-zenginleştirilmiş (L1HS-enriched) 

kütüphanelerin referans genomda olmayan L1HS insersiyonlarını da içermesi 

beklenmektedir. L1HS-nested primer dizisi, L1HS 3’UTR’sine ait dizi ve poli(A) 

kuyruğu gibi L1HS karakteristik dizilerini içeren okumalar, okumanın güvenilir bir 

şekilde haritalanmasını engelleyecek ve / veya referans genomda L1HS dizileriyle 

yüksek homoloji gösteren birçok farklı lokasyonda hizalanmaya neden olabilecektir. 

Bu nedenle, L1HS dizilerini içeren değil ama benzersiz komşu dizilerden oluşan 

okumalar, L1HS insersiyonlarının tespiti için dramatik bir önem arz etmektedir. 

Benzersiz komşu dizilerden oluşan en az 2 okumaya sahip hizalanmaların genomik 
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koordinatları, TE-NGS’in BED (Browser Extensible Data; Tarayıcı Genişletilebilir 

Veri) uzantılı anotasyon dosyasında tutulmaktadır. TE-NGS kod bloğu (script) L1HS 

tespitinde, TE-hedefleyen bazı çalışmaları ve genel veri tabanlarını kullanarak, 

GRCh37/hg19 referans genomunda belirlenmiş L1HS insersiyon noktalarının -

kütüphane fragman boyutları göz önünde bulundurularak, 600 bç’lik pencerede 

genişletilmiş interval BED dosyalarını kullanmaktadır. Anotasyon dosyasındaki 

sonuçlar, hg19’daki referans insersiyon lokasyonları ile örtüşüyorsa reference 

(referans); polimorfik germ hattı insersiyonlarının tanımlandığı çalışmalar ve veri 

tabanlarındaki lokasyonlar ile eşleşiyorsa known non-reference (polimorfik); eğer bu 

çalışmalarda ve veri tabanlarında ilgili lokasyonda herhangi bir L1HS insersiyonu 

tespit edilmemişse novel (özgün) olarak sınıflandırılmaktadır.  

Kvikstad ve ark.’larının çalışması (Kvikstad vd., 2018) ve bu çalışmadaki 

NA12878 genomunda tespit edilen ortak L1HS lokasyonları intersectBed komutu ile, 

her iki çalışmada ayrı olarak görülen insersiyonlar ise bedtools subtract -A komutu 

kullanılarak elde edilmiştir. Sonuçlar, RStudio programında, bir R paketi olan “eulerr” 

(Larsson J (2022). eulerr: Area-Proportional Euler and Venn Diagrams with Ellipses. 

R package version 7.0.0, https://CRAN.R-project.org/package=eulerr) kullanılarak, 

alan orantılı Venn şemasında görselleştirilmiştir (Ek Şekil 1.3).  

TE-NGS boru hattı sonucunda elde edilen, her bir örneğe ait BED anotasyon 

dosyaları Ubuntu 16.04 LTS uç biriminde “cat” komutu ile tek bir BED dosyasında 

birleştirilmiştir. Bununla birlikte, hem tez kapsamında elde edilen NA12878’e ait BED 

dosyası özgün, polimorfik ve referans insersiyonları içeren üç ayrı BED dosyasına 

bölünmüştür. Benzer şekilde Kvikstad ve arkadaşlarının çalışmasında elde ettiği 

NA12878 BED dosyası da üç ayrı BED anotasyon dosyasına ayrılmıştır. Her iki 

çalışmadaki NA12878’e ait özgün, polimorfik ve referans L1HS insersiyonlarında 

çakışan insersiyonları birleştirmek üzere tüm BED dosyaları öncelikle BEDTools 

yazılımında “bedtools sort” komutu kullanılarak artan kromozom numarası ve 

lokasyonlara göre sıralanmıştır. Takibinde ise “bedtools merge” ile her iki çalışmanın 

özgün, polimorfik ve referans NA12878 L1HS insersiyonları 3 ayrı dosyada 

birleştirilmiştir. Her bir örneğe ait BED dosyalarının birleştirilmesiyle oluşturulan 

BED dosyasında özgün olarak işaretlenen L1HS insersiyonları ile yeni bir BED 

dosyası oluşturulmuş ve insersiyonlar “bedtools sort” komutu ile artan kromozom 

numarası ve lokasyonlara göre sıralanmıştır. Sıralanmış, özgün L1HS insersiyon 
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lokasyonlarını içeren BED dosyası ile sıralanmış ve “bedtools merge” ile iki çalışmaya 

ait özgün, polimorfik ve referans olarak 3 ayrı dosyada NA12878 BED çıktılarının 

birleştirilmesiyle oluşturulmuş toplam 4 BED dosyası “cat” komutuyla tek bir BED 

dosyası haline getirilmiştir. Bu BED dosyasında da “bedtools sort” komutu ile L1HS 

insersiyonları artan kromozom numarası ve lokasyonlara göre sıralı hale getirilmiş ve 

“bedtools cluster (-d 100 opsiyonu kullanılarak)” komutu aracılığıyla; NA12878 

örneklerinde özgün, polimorfik ve referans olarak olarak gözüken L1HS 

insersiyonlarıyla 100 bç’lik pencere içerisinde kesişen örneklere ait özgün L1HS 

insersiyonları polimorfik L1HS insersiyonları olarak sınıflandırılmıştır.  

Klasik ve tall cell alt tip PTK örneklerinde tespit edilen özgün L1HS insersiyonu 

sayısının dizileme öncesi kütüphane konsantrasyonları, fragman boyutları ve okuma 

sayısıyla ilişkisi Graphpad Prism® v7 programı kullanılarak doğrusal regresyon analizi 

ile incelenmiş ve analiz sonuçları görselleştirilmiştir (Ek Şekil 1.2).  

3.10.2. L1HS’lerin fonksiyonel anotasyonu 

Tüm örneklere ait özgün L1HS insersiyon lokasyonlarını içeren BED anotasyon 

dosyası kullanılarak örnekler arasında 2 veya daha fazla tespit edilen özgün L1HS 

insersiyon lokasyonlarının kromozomlar üzerindeki dağılımları, bir R paketi olan 

“circlize” (Gu vd., 2014) ile görselleştirilmiştir (Şekil 4.1).  

Özgün L1HS insersiyonlarını içeren BED dosyası, Ubuntu 16.04 LTS işletim 

sisteminin uç biriminde Ensemble Variant Effect Predictor (VEP; Varyant Etkisi 

Tahmincisi) (McLaren vd., 2016) versiyon 102 komut satırı ile varyant anotasyonları 

yapılarak VCF (Variant Call Format; Varyant Çağırma Formatı)’na çevrilmiş; 

vcf2maf (doi:10.5281/zenodo.593251) yazılım paketi aracılığıyla VCF dosyaları MAF 

(Mutation Annotation Format; Mutasyon Anotasyon Formatı) dosyalarına 

çevrilmiştir. RStudio programında ise MAF dosyaları kullanılarak, bir R paketi olan 

maftools (Mayakonda vd., 2018) paketinde “plotmafSummary” fonksiyonu 

kullanılarak her bir örnekte tespit edilen L1HS insersiyon sayısı ve varyant 

sınıflandırmaları görselleştirilmiştir (Şekil 4.2).  

Özgün L1HS insersiyonlarının etkilediği onkogenik yolaklar ve genler ise 

sırasıyla “OncogenicPathways” ve “PlotOncogenicPathways” fonksiyonlarıyla analiz 

edilmiştir. Ek olarak, COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer) veri 

tabanında (Tate vd., 2018) tiroid kanserinde en sık mutasyon görülen 20 gen; güncel 
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literatür verileri ışığında tümörogenez ve PTK riski ilişkilendirilmiş genomik bölgeler; 

ayrıca kanserlerde intronik yanlış uç birleştirme (mis-splicing) mutasyonları 

bildirilmiş genler (Gudmundsson vd., 2017; Jung vd., 2021; Saenko ve Rogounovitch, 

2018; W. Zhou vd., 2020; Zidane vd., 2019) ve agresif PTK, KDTK ve ATK’de 

mutasyonları bildirilmiş genlerde (Coca-Pelaz vd., 2020; Jin vd., 2021) de özgün 

L1HS insersiyonlarının görülüp görülmediği araştırılmıştır. İnsersiyonların bulunduğu 

genomik lokasyonlar, örnek BAM ve BAI dosyaları kullanılarak IGV (Integrative 

Genomics Viewer) (Robinson vd., 2022) yazılımında görüntülenmiş; hizalamaların 

doğruluğu kontrol edilmiştir. 

Diğer bir R paketi olan ComplexHeatmap’in (Gu vd., 2016) “OncoPrint” 

fonksiyonu kullanılarak ise L1HS insersiyonlarının en çok tespit edildiği ilk 20 gen ve 

insersiyonların varyant sınıflandırmaları; ayrıca ilgili genlerin promotör ve 3’UTR 

bölgelerinin bilinen veya olası cis-regülatör elementler içerip içermediği Molecular 

Signatures Database (MSigDB; Moleküler İmza Veri Tabanı)’nın regülatör hedef gen 

seti (C3: regulatory target gene sets) kullanılarak görselleştirilmiştir (Şekil 4.3). Özgün 

L1HS insersiyonlarının en çok tespit edildiği 20 gende, literatürde daha önceden 

bildirilmiş bir L1 insersiyonunun bulunup bulunmadığı euL1db (The European 

database of L1-HS retrotransposon insertions in humans; insanlarda L1-HS 

insersiyonlarının Avrupa veri tabanı)’ında (Mir vd., 2015) taranarak araştırılmıştır. 

5’Flank (5’Komşu) ve / veya 3’Flank gen bölgelerinde tespit edilen L1HS’lerin 

kromozomal koordinatlarının, 100 bç’lik pencere içerisinde, hangi transkripsiyon 

faktörleri tarafından hedeflendiği ise MotifMap (Daily vd., 2011) çevrim içi aracıyla 

FDR (False Discovery Rate; Yanlış Keşif Oranı) < 0.01 veya < 0,25 eşik değerine göre 

analiz edilmiştir.    
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 

TE-NGS boru hattının kullanımı sonucunda NA12878 referans genomunda 

referans olarak tanımlanan 448 adet L1HS lokasyonu tespit edilmiştir. Referans 

çalışmanın NA12878’de bulduğu L1HS referans insersiyon sayısı ise 437 adettir (bkz. 

https://github.com/ekviky/TE-NGS/blob/master/distrib/examples/NA12878_TE-

NGS_calls_annotated_v0.1.bed). Kvikstad ve arkadaşları tarafından NA12878 

genomunda tespit edilen 420 adet referans L1HS insersiyonu, bu araştırmada tespit 

edilen insersiyon lokasyonları ile aynı bulunmuştur. Referans çalışmada tespit edilen 

ancak bu çalışmada tespit edilmeyen 17 adet referans L1HS insersiyonu bulunurken, 

referans çalışmada bulunmayan ancak bu çalışmada bulunan 28 adet referans L1HS 

insersiyonu gözlemlenmiştir (Ek Şekil 1.3). Örnek olarak, referans çalışmada tespit 

edilmeyen ancak bu çalışmada tespit edilen kromozom 1’de lokalize referans L1HS 

insersiyonunun IGV yazılımındaki (Robinson vd., 2022) görüntüsü, “Ek Şekil 1.1”de 

gösterilmiştir. Benzer şekilde polimorfik L1HS insersiyonlarından 237 lokasyon her 

iki çalışmada da gözlemlenmiş, referans çalışmada 17 adet; bu çalışmada ise 93 adet 

farklı polimorfik L1HS insersiyonu tespit edilmiştir. Özgün L1HS insersiyonlarından 

ise her iki çalışmada 3 adet ortak lokasyon tespit edilmiş; referans çalışmaya özgü 16 

adet, tez kapsamında ise 14 adet L1HS insersiyonu farklı bulunmuştur (Ek Şekil 1.3). 

L1HS-hedefleyen yeni nesil dizileme çalışması sonucunda, klasik ve tall cell alt 

tip PTK hastalarına ait, tümör ve kontrol dokudan oluşan toplam 64 adet örnekte 8654 

özgün L1HS insersiyonu tespit edilmiştir. Kvikstad ve ark.’nın ve bu tez çalışması 

kapsamında NA12878 genomunda tespit edilen L1HS insersiyon lokasyonlarının, 

klasik ve tall cell alt tip PTK örneklerinde bulunan özgün 8654 adet insersiyon 

lokasyonuyla 100 bç’lik pencere içerisinde örtüşmesi sonucunda 392 adet özgün L1HS 

insersiyonu, polimorfik L1HS insersiyonları olarak yeniden tanımlanarak özgün 

insersiyon sınıflandırmasından düşürülmüştür. Kalan 8262 “novel (özgün)” L1HS 

insersiyonları arasında ise 574 tanesi 2 veya daha fazla örnekte ortak olarak tespit 

edilmiştir. Bu insersiyonların kromozomlardaki dağılımları incelendiğinde; her iki 

PTK grubunun kontrol ve tümör doku örneklerinde kromozom 2, kromozom 9 ve 

kromozom 16’da belirgin bir L1HS yoğunluğu gözlemlenmiştir (Şekil 4.1). 

Kromozomal lokasyonlar, örneklerin BAM ve BAI uzantılı dosyaları kullanılarak 

IGV’de görüntülenmiş ve bu lokasyonlardaki okumaların yanlış hizalanmış okumalar 

olduğu saptanmıştır. Takibinde okumaların yanlış olarak hizalandığı referans genom 

https://github.com/ekviky/TE-NGS/blob/master/distrib/examples/NA12878_TE-NGS_calls_annotated_v0.1.bed
https://github.com/ekviky/TE-NGS/blob/master/distrib/examples/NA12878_TE-NGS_calls_annotated_v0.1.bed
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dizileri Dfam 3.1 (Hubley vd., 2016) veri tabanında taranmış ve tarama sonucunda bu 

dizilerin kromozom 9’da ALR (Alpha Repetitive DNA; Alfa Tekrarlı DNA), 

kromozom 2’de ANKRD30BL intronunun sahip olduğu ALR ve kromozom 16’da 

HSATII (Human Satellit II; İnsan Satellit II) bölgelerini içerdiği görülmüştür. Sonuçta 

toplam 93 L1HS insersiyonu yanlış pozitif (toplam tespit edilen özgün L1HS 

insersiyonunun %1,12’si) olarak sınıflandırılmış ve ileri analizler; 8169 adet gerçek 

özgün L1HS insersiyonu üzerinden gerçekleştirilmiştir. 

 

Şekil 4.1. İki veya daha fazla örnekte ortak olarak tespit edilen 574 adet özgün L1HS insersiyonunun 

kromozomlardaki dağılımı. Kromozom 9, 16 ve 2’de gözlemlenen yoğunlukların, tekrarlı 

DNA dizilerinden kaynaklı yanlış hizalanma sonucunda ortaya çıkan yanlış pozitif L1HS 

anotasyonları olduğu saptanmıştır 

Örnek başına düşen gerçek özgün insersiyon sayısı ise medyan (ortanca) 113 

olarak bulunmuştur. İnsersiyonların büyük bir çoğunluğunun -literatürle uyumlu 
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olarak (Helman vd., 2014; Miki vd., 1992; Scott vd., 2016), intronik ve intergenik 

bölgeler (IGRs; intergenic regions)’ta lokalize olduğu gözlemlenmiştir (Şekil 4.2). 

Bununla birlikte ileriki gen zenginleştirme analizlerinde L1HS tarafından hedeflendiği 

tespit edilen gen bölgelerinde referans genoma hizalanan okumalar IGV’de 

görüntülenerek okumaların L1HS dizisi içeren kısmının tam olarak translasyon 

başlangıç bölgesi (translation start site), 3’UTR, 5’UTR, kodlanmayan RNA bölgesi 

veya ekzona denk gelip gelmediği incelenmiştir. Okumaların L1HS dizisi içeren 

kısmının ilgili bölgelere hizalanmasından kaynaklanmayan, ancak benzersiz (unique) 

komşu diziyi içeren karşıt yöndeki okumaların bu bölgelere hizalanması sonucunda 

varyant sınıflandırması yapılan insersiyon bölgelerinin sınıflandırmaları 

güncellenmiştir.  

 

Şekil 4.2. Örneklerde tespit edilen özgün L1HS insersiyonlarının varyant sınıfları ve toplam özgün 

L1HS insersiyon sayısının örneklerdeki dağılımı 

Tanımlanmamış genomik lokasyonlar dışında kalan özgün L1HS 

insersiyonlarının sıkça etkilediği 20 gene bakıldığında (Şekil 4.3); 17’sinin euL1db 

veri tabanında germ hattı ve / veya somatik olarak L1HS insersiyonu barındırdığı 

görülmüştür. İçlerinden L1HS insersiyonu barındıran 15 gen, farklı birçok normal 

(kontrol) doku, tümör dokusu ve sağlıklı bireye ait lökosit örneklerinde bildirilmiştir. 

GPC6 (Glypican 6; Glipikan 6)’da lokalize L1HS insersiyonu ise somatik olarak 

yalnızca 1 adet baş ve boyun skuamöz hücreli karsinomunda görüldüğü veri tabanında 

kayıtlanmıştır. Farklı tip kanserler üzerinde yapılan çalışmalarda GPC6 

ifadelenmesinin kanser tipine göre arttığı veya azaldığı bildirilmiştir (N. Li vd., 2020). 

Bu çalışmada, GPC6’da lokalize insersiyonlar ise her iki PTK grubunda kontrol ve 

tümör dokularında tespit edilmiştir. K3 kodlu hastanın tümör dokusu örneği (KT3)’te 

GPC6 genindeki L1HS insersiyonunun genin 5’Flank bölgesinde olduğu görülmüştür. 

HERC2P4 (Hect Domain and RLD 2 Pseudogene 4; Hect Bölgesi ve RLD 2 Psödogen 

4)’de germ hattı L1HS insersiyonunun da bir adet glioblastom örneğinde saptandığı 

euL1db veri tabanında raporlanmıştır. Meme kanseri üzerinde yapılan güncel bir 
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araştırmada HERC2P4, onkogenik psödogen olarak sınıflandırılmıştır (Tan vd., 2020). 

Bu tez çalışması kapsamında, potansiyel olarak germ hattı L1HS insersiyonu, K14 

örneğinin her iki dokusunda HERC2P4 intronunda tespit edilmiştir. Bunun dışında K-

PTK grubunda 3 adet örneğin yalnızca tümör dokusunda HERC2P4’te insersiyon 

saptanmıştır. Bu örneklerden KT13’te L1HS insersiyonunun HERC2P4’nin intronik 

kodlanmayan RNA bölgesinde lokalize olduğu görülmüştür (Şekil 4.3). TC-PTK 

grubunda ise farklı tümör ve kontrol doku örneklerinde HERC2P4 intronlarında L1HS 

insersiyonlarıyla karşılaşılmıştır.  

 

Şekil 4.3. L1HS insersiyonlarının en sık görüldüğü 20 gen ve genlerde bulunan cis-regülatör elementler. 

KC; klasik PTK kontrol dokusunu, KT; klasik PTK tümör dokusunu, TC; TC-PTK kontrol 

dokusunu, TT; TC-PTK tümör dokusunu ifade etmektedir 

L1HS insersiyonlarının en sık tespit edildiği 20 gen içerisinde yer alan PTPRG 

(Protein Tyrosine Phosphatase Receptor Type G; Protein Tirozin Fosfataz Reseptör 

Tip G), IL1RAPL2 (Interleukin 1 Receptor Accessory Protein Like 2; İnterlökin 1 

Reseptör Aksesuar Protein Benzeri 2) ve snoU13 (small nucleolar RNA U13; küçük 

nükleolar RNA U13) genleri ise euL1db veri tabanında daha önceden bildirilmemiştir. 

Çoğunluğu PTPRG geninin 1. intronunda olmak üzere 2. ve 5. İntronlarında lokalize 

olan toplam 8 adet özgün L1HS insersiyonu K-PTK grubunda sadece tümör dokusu 

örneklerinde gözlemlenirken, TC-PTK grubunda hem tümör hem de kontrol doku 

örneklerinde tespit edilmiştir. Literatürde PTPRG intron 1 metilasyonunun sporadik 

ve kalıtsal kolon kanseri erken tanısında potansiyel bir biyobelirteç olabileceği 

tartışılmıştır (van Roon vd., 2011). Ayrıca, epigenetik susturma (silencing) dışında 

PTPRG’nin fonksiyon kaybına (loss of function) yol açan kodlanmayan RNA’lar ile 

gen düzenlenimi ve missense mutasyonlar da birçok farklı tip kanserde bildirilmiştir 



34 

 

(Boni ve Sorio, 2021). IL1RAPL2 intronlarında tespit edilen L1HS insersiyonları ise 

her iki PTK grubunun kontrol ve tümör dokusu örneklerinde saptanmıştır. Güncel bir 

çalışmada IL1RAPL2 mRNA ekspresyonunun özofagus skuamöz hücreli karsinomda 

tümör evresiyle pozitif korelasyon gösterdiği raporlanmıştır (X. Gao vd., 2021). C3: 

regülatör hedef gen setlerine bakıldığında PTPRG ve IL1RAPL2 genlerinde; bilinen 

bir transkripsiyon faktörü bağlanma bölgesiyle eşleşmeyen “AACTTT” motifinin 

bulunduğu görülmüştür. 6 örnekte, her biri farklı kromozomal lokasyonda bulunan 

GPR149, ARAP2, LINC02572 ve TPST1 genlerinin 3’Flank; SMG1P7 ve C12ORF74 

genlerinin ise 5’ Flank bölgesinde yer alan snoU13 dizilerine L1HS insersiyonu 

gerçekleştiği saptanmıştır. İnsersiyonlar TC-PTK grubunda tümör ve kontrol doku 

örneklerinde gözlemlenirken, K-PTK grubunda ise yalnızca K13 kodlu hastanın 

kontrol doku örneği (KC13)’te tespit edilmiştir. Bununla birlikte TT14’te snoU13 

5’Flank’indeki L1HS tespitinin, okumaların IGV yazılımında incelenmesiyle referans 

genoma yanlış hizalanmadan kaynaklanan, bir hata olduğu belirlenmiştir. Böylece 

L1HS içeren toplam 6 snoU13 bölgesi, L1HS insersiyonlarının en sık görüldüğü 20 

gen listesinde en alt sıraya düşürülmüştür (Şekil 4.3).  

4.1. Kanser-ilişkili genlerde tespit edilen özgün L1HS insersiyonları 

4.1.1. K-PTK grubunun tümör örneklerinde tespit edilen insersiyonlar 

Klasik PTK örneklerinden KT10’da PBRM1 (Polybromo 1; Polibromo 1) 

ekzonunda L1HS insersiyonu saptanmıştır (Şekil 4.4).  

 

Şekil 4.4. PBRM1 ekzonunda saptanan L1HS insersiyonunun IGV’deki görüntüsü 

Klasik PTK tümör örneklerinden KT12 ve KT16’da sırasıyla PTK ilişkili genler 

olan AXIN2 ve THBS2 (Thrombospondin 2; Trombospondin 2) 3’UTR’lerinde L1HS 

insersiyonları tespit edilmiştir (Şekil 4.5). KT12’de ayrıca RASGRF2 (Ras Protein 

Specific Guanine Nucleotide Releasing Factor 2; Ras Proteini Spesifik Guanin 
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Nükleotit Salıcı Faktör 2) 5’Flank (5’Komşu) bölgesinde L1HS insersiyonu 

saptanmıştır. Bunun dışında KT16’da PTPRT (Protein Tyrosine Phosphatase Receptor 

Type T; Protein Tirozin Fosfataz Reseptör Tip T), TGFBR2 (Transforming Growth 

Factor Beta Receptor 2; Transforme edici Büyüme Faktörü Beta Reseptörü 2), RASA1 

(RAS P21 Protein Activator 1; RAS P21 Protein Aktivatörü 1), DIRC3 (Disrupted In 

Renal Carcinoma 3; Renal Karsinomda Bozulmuş 3), LPP (LIM Domain Containing 

Preferred Translocation Partner In Lipoma; Lipomda Tercih Edilen Translokasyon 

Partnerini İçeren LIM Bölgesi), PDE4D (Phosphodiesterase 4D; Fosfodiesteraz 4D) 

ve SOS1 (SOS Ras/Rac Guanine Nucleotide Exchange Factor 1; SOS Ras/Rac Guanin 

Nükleotit Değişim Faktörü 1) genlerinde intronik insersiyonlar gözlemlenmiştir. 

DIRC3’e intronik insersiyonlar, KT3 ve KT14 örneklerinde de saptanmıştır. Buna ek 

olarak KT3’te SFRP2 (Secreted Frizzled Related Protein 2; Salgılanan Frizzled İlişkili 

Protein 2) ve FGFR2 (Fibroblast Growth Factor Receptor 2; Fibroblast Büyüme 

Faktörü Reseptörü 2) genlerinde; KT14’te ise NRG1 (Neuregulin 1; Nöregulin 1), 

NCOR1 (Nuclear Receptor Corepressor 1; Nükleer Reseptör Korepresörü 1) ve 

PTPN13 (Protein Tyrosine Phosphatase Non-receptor type 13; Protein Tirozin 

Fosfataz reseptör Olmayan tip 13) intronlarında L1HS insersiyonu tespit edilmiştir. 

 

Şekil 4.5. AXIN2 ve THBS2 genlerinin 3’UTR bölgesinde saptanan L1HS insersiyonlarının IGV’deki 

görüntüsü 

KT13 örneğinde TLE4 (TLE Family Member 4, Transcriptional Corepressor; 

TLE Aile Üyesi 4, Transkripsiyonel Korepresör), MAML3 (Mastermind Like 

transcriptional coactivator 3; Mastermind Benzeri transkripsiyonel koaktivatör 3), 

MGMT (O-6-Methylguanine-DNA Methyltransferase; O-6-Metilguanin-DNA 

Metiltransferaz) ve TENM1 (Teneurin Transmembrane Protein 1; Tenörin 
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Transmembran Protein 1) intronlarında ve FAT3 (FAT Atypical Cadherin 3; FAT 

Atipik Kaderin 3) 5’Flank bölgesinde özgün L1HS insersiyonları bulunmuştur. Bunun 

dışında KT1’de CBLB (Cbl proto-oncogene B; Cbl proto-onkogen B), KT2’de SYTL5 

(Synaptotagmin Like 5; Sinaptotagmin Benzeri 5), KT5’te ALK (ALK Receptor 

Tyrosine Kinase; ALK Reseptör Tirozin Kinaz), FAT3 ve RPTOR (Regulatory 

Associated Protein Of MTOR Complex 1; MTOR Kompleks 1 İlişkili Düzenleyici 

Protein), KT10’da NRG1, RASAL2 (RAS Protein Activator Like 2; RAS Protein 

Aktivatörü Benzeri 2) ve MED12 (Mediator Complex Subunit 12; Medyatör 

Kompleksi Alt Birimi 12), KT15’te LPP (LIM Domain Containing Preferred 

Translocation Partner In Lipoma; Lipomda Tercih Edilen Translokasyon Partnerini 

İçeren LIM Bölgesi) ve PDE4D (Phosphodiesterase 4D; Fosfodiesteraz 4D) 

intronlarında; KT11’de ise EPS15 (Epidermal Growth Factor Receptor Pathway 

Substrate 15; Epidermal Büyüme Faktörü Reseptör Yolağı Substratı 15) ekzonunda 

(Şekil 4.6); CERS6 (Ceramide Synthase 6; Seramid Sentaz 6) ve RBPJ 

(Recombination Signal Binding Protein For Immunoglobulin Kappa J Region; 

İmmünoglobulin Kappa J Bölgesi İçin Rekombinasyon Sinyali Bağlayıcı Protein) 

intronlarında L1HS insersiyonu saptanmıştır. Ayrıca KT11’de ROBO2 (Roundabout 

Guidance Receptor 2; Roundabout yönlendirme reseptörü 2) intronunda tespit edilen 

aynı noktadaki insersiyon kontrol doku örneğinde de tespit edilmiştir. KT6 örneğinde 

ise IKZF1 (IKAROS Family Zinc Finger 1; IKAROS Ailesi Çinko Parmak 1), PTPRT 

intronlarında ve FZD7 (Frizzled Class Receptor 7; Frizzled Sınıfı Reseptörü 7) geninin 

5’-Flank bölgesinde insersiyon gözlemlenmiştir. KT4 örneğinde ROBO2 intronunda, 

KT7 örneğinde PTPN13 (Protein Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 13; 

Protein Tirozin Fosfataz reseptör Olmayan tip 13) ekzonunda L1HS 

retrotranspozisyonu saptanmıştır (Şekil 4.6).  
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Şekil 4.6. EPS15 ve PTPN13 ekzonlarında saptanan özgün L1HS retrotranspozon insersiyonlarının 

IGV’deki görüntüsü 

4.1.2. K-PTK grubunun kontrol doku örneklerinde saptanan insersiyonlar 

KC3 örneğinde TRIMM33 (Tripartite Motif Containing 33; Üç bölümlü Motif 

içeren 33) 3’UTR’sine; KC11 örneğinde PER1 (Period Circadian Regulator 1; Period 

Sirkadiyen Düzenleyici 1) ekzonuna (Şekil 4.7), ARID5B (AT-Rich Interaction 

Domain 5B; AT-Rich İnteraksiyon Bölgesi 5B) 3’UTR’sine ve örneğin tümör 

dokusunda da tespit edilen ROBO2’ye intronik insersiyon; KC6 örneğinde RASGRP1 

(RAS Guanyl Releasing Protein 1; RAS Guanil Serbest Bırakan Protein 1) 3’UTR’sine 

L1HS retrotranspozisyonu tespit edilmiştir. KC12’de CHD1 (Chromodomain Helicase 

DNA Binding Protein 1; Kromodomain Helikaz DNA Bağlayıcı Protein 1) ekzonunda 

ve FRS2 (Fibroblast Growth Factor Receptor Substrate 2; Fibroblast Büyüme Faktörü 

Reseptör Substratı 2) geni intronunda insersiyonlar görülmüştür. ERBB4 (Erb-B2 

Receptor Tyrosine Kinase 4; Erb-B2 Reseptörü Tirozin Kinaz 4) geninin intronunda 

ise KC1, KC4, KC10, KC12 ve KC7 örneklerinde L1HS insersiyonları saptanmıştır. 

KC7’de ayrıca CDK6 (Cyclin Dependent Kinase 6; Siklin Bağımlı Kinaz 6), EBF1 

(EBF Transcription Factor 1; EBF Transkripsiyon Faktörü 1) intronlarında ve FGFR3 

(Fibroblast Growth Factor Receptor 3; Fibroblast Büyüme Faktörü Reseptörü 3) 

3’UTR’sinde; KC10’da ek olarak ROBO2, RAPGEF2 (Rap Guanine Nucleotide 

Exchange Factor 2; Rap Guanine Nükleotit Değişim Faktörü 2), PIK3CA 

(Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha; 

Fosfatidilinositol-4,5-Bisfosfat 3-Kinaz Katalitik Alt Birim Alfa) ve PTPRT 

intronlarında ve IGF1R (Insulin Like Growth Factor 1 Receptor; İnsülin Benzeri 

Büyüme Faktörü 1 Reseptörü) 3’UTR’sinde ve KC16’da TSC1 (TSC Complex 

Subunit 1; TSC Kompleksi Alt Birimi 1) 3’UTR’sinde ve TLE1 intronunda 
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insersiyonlar bulunmuştur. KC12 ve KC5 örneklerinde ise INPP4B (Inositol 

Polyphosphate-4-Phosphatase Type II B; İnositol Polifosfat-4-Fosfataz Tip II B) 

genine intronik retrotranspozisyonlar saptanmıştır. KC8 örneğinde HEY1 (Hes Related 

Family BHLH Transcription Factor With YRPW Motif 1; YRPW Motifli Hes İlişkili 

Ailesi BHLH Transkripsiyon Faktörü 1) 3’Flank’inde ve EBF1 intronunda; KC15’te 

ise NCOR1 intronunda, PDE4D 5’UTR’sinde ve MGMT 3’Flank’inde insersiyonlar 

tespit edilmiştir. KC14’te ise CSMD3 (CUB And Sushi Multiple Domains 3; CUB Ve 

Sushi Çoklu Alanları 3), ROBO2 ve MOB1B (MOB Kinase Activator 1B; MOB Kinaz 

Aktivatörü 1B) intronlarında insersiyonlar saptanmıştır. KC4’te ROBO2 intronunda 

saptanan insersiyon ise KT4’teki insersiyon bölgesinden farklı bir intronik lokasyonda 

gözlemlenmiştir. Bunun dışında KC4’te, TCF7L2 (Transcription Factor 7 Like 2; 

Transkripsiyon Faktörü 7 Benzeri 2) ve NTRK3 (Neurotrophic Receptor Tyrosine 

Kinase 3; Nörotrofik Reseptör Tirozin Kinaz 3) intronlarına L1HS retrotranspozisyonu 

tespit edilmiştir.   

 

Şekil 4.7. PER1 ekzonunda tespit edilen L1HS insersiyonunun IGV’deki görüntüsü 

4.1.3. TC-PTK grubunun tümör örneklerinde tespit edilen insersiyonlar 

TT13 ve TT2 örneklerinde sırasıyla CREBBP (CREB Binding Protein; CREB 

Bağlayıcı Protein) ve KMT2C (Lysine Methyltransferase 2C; Lizin Metiltransferaz 

2C) genlerinde, ontoloji veritabanı Ontobee (Ong vd., 2017)’de tanımlanan kesim 

bölgesi (splice site) tanımına uygun, L1HS insersiyonları saptanmıştır (Şekil 4.8 ve 

Şekil 4.11). Bununla birlikte TT13 örneğinde TEAD2 (TEA Domain Transcription 

Factor 2; TEA Bölgesi Transkripsiyon Faktörü 2) 3’UTR’sinde, TT2 örneğinde ise 

RPS6KA3 (Ribosomal Protein S6 Kinase A3; Ribozomal Protein S6 Kinaz A3) 

ekzonunda (Şekil 4.9), ROBO2 intronunda ve RICTOR (RPTOR Independent 

Companion of MTOR complex 2; MTOR kompleks 2'nin RPTOR Bağımsız Eşlikçisi) 

5’Flank’inde özgün L1HS insersiyonları tespit edilmiştir. 
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Şekil 4.8. TT13 örneğinde CREBBP’nin 17. ekzonuyla 16. intronu sınırında tespit edilen L1HS 

retrotranspozisyonunun IGV’deki görüntüsü  

Klasik PTK örneklerine benzer şekilde TT17 örneğinde CERS6, TT8 ve TT4’te 

PDE4D, ayrıca yine TT4’te PTPRT intronunda; TT14 örneğinde ise LPP (LIM 

Domain Containing Preferred Translocation Partner In Lipoma; Lipomda Tercih 

Edilen Translokasyon Partnerini İçeren LIM Bölgesi) ile EP300 (E1A Binding Protein 

P300; ) intronlarında ve WNT7B (Wnt Family Member 7B; Wnt Ailesi Üyesi 7B) 

5’Flank’inde L1HS insersiyonları bulunmuştur.  Bununla birlikte FAT3 intronuna 

retrotranspozisyon, TT11 örneğinde de görülmüş; aynı örnekte MAML2 ve SKP1 (S-

Phase Kinase Associated Protein 1; S-faz Kinaz ilişkili Protein 1) intronlarında da 

insersiyon tespit edilmiştir.  

 

Şekil 4.9. TT2 örneğinde RPS6KA3 22. ekzonunda saptanan L1HS insersiyonunun IGV’deki görüntüsü 

TT16’da DKK2 (Dickkopf WNT Signaling Pathway Inhibitor 2; Dickkopf WNT 

Sinyal Yolağı İnhibitörü 2), TT6’da ise DKK3 ve GSK3B (Glycogen Synthase Kinase 

3 Beta; Glikojen Sentaz Kinaz 3 Beta) intronlarında ve FNIP2 (Folliculin Interacting 

Protein 2; Folikülin ile Etkileşen Protein 2) ekzonunda (Şekil 4.10); TT3’te TG 

(Thyroglobulin; Tiroglobulin) ve WNT5A intronlarında ve TGFBR2 3’Flank’inde 

L1HS insersiyonu tespit edilmiştir.  
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Şekil 4.10. FNIP2 ekzonuna retrotranspoze olmuş L1HS’nin IGV’deki görüntüsü 

TT8 örneğinde ise MTOR (Mechanistic Target Of Rapamycin Kinase; 

Rapamisinin Mekanistik Hedef Kinazı), TT10’da PTEN (Phosphatase and Tensin 

Homolog; Fosfataz ve Tensin Homoloğu), IKZF1 ve APH1B (Aph-1 Homolog B, 

Gamma-Secretase Subunit; Aph-1 Homolog B, Gamma-Sekretaz Alt Birimi) 

intronlarına retrotranspozisyonlar gözlemlenmiştir. TT17 tümör örneğinde MAP2K4 

(Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 4; Mitojen ile Aktifleşen Protein Kinaz 

Kinaz 4), TGFBR2; TT9’da RASA2, TT5’te RASGRP3 ve TT1’de NUMBL (NUMB 

Like Endocytic Adaptor Protein; NUMB Benzeri endositik adaptör protein) ve TT7’de 

CSMD3 intronunda özgün L1HS insersiyonları saptanmıştır (Şekil 4.14B).  

 

Şekil 4.11. KMT2C intron-ekzon sınırında saptanan özgün L1HS insersiyonunun IGV’deki görüntüsü 

4.1.4. TC-PTK grubunun kontrol doku örneklerinde tespit edilen 

insersiyonlar 

TC16 örneğinde DTX1 (Deltex E3 ubiquitin ligase 1; Deltex E3 ubikuitin ligaz 

1) geni ve TC10’da PRKAR1A (Protein Kinase CAMP-dependent type I Regulatory 

subunit Alpha; Protein Kinaz CAMP-bağımlı tip I Düzenleyici alt birim Alfa) 

3’UTR’ye retrotranspozisyon tespit edilmiştir (Şekil 4.12). Bunun dışında TC10 

örneğinde PDGFRA (Platelet Derived Growth Factor Receptor Alpha; Trombosit 

Türevli Büyüme Faktörü Reseptörü Alfa), ALK, IGF1R ve LRRK2 (Leucine Rich 

Repeat Kinase 2; Lösin Zengin Tekrarlı Kinaz 2) ve MOB1B intronlarında L1HS 

insersiyonu saptanmıştır. TC13’te TAOK3 (TAO Kinase 3; TAO Kinaz 3), GSK3B ve 



41 

 

IGF1R intronlarında L1HS insersiyonu saptanmıştır. Ayrıca, TC9’da TCF7L2, TC17 

örneğinde LRP6 (LDL Receptor Related Protein 6; LDL Reseptörü İlişkili Protein 6), 

NRG1 ve RICTOR, TC4’te WNT8B, TC5’te E2F3, GSK3B ve FRS2 genlerinin 

intronlarında insersiyonlar gözlemlenmiştir.  

 

Şekil 4.12. DTX1 ve PRKAR1A 3’UTR bölgelerinde saptanan özgün L1HS insersiyonlarının IGV’deki 

görüntüsü 

TC8 örneğinde YAP1 (Yes1 Associated Transcriptional Regulator; Yes1 İlişkili 

Transkripsiyon Düzenleyici), SHC4 (SHC Adaptor Protein 4) ve TGFBR2’de, TC2’de 

EP300, ACVR2A (Activin A Receptor Type 2A; Aktivin A Reseptörü Tip 2A), FBXW7 

(F-Box and WD Repeat Domain Containing 7; F-Box ve WD Tekrar Bölgesi içeren 

7), NRG1 intronlarında ve WNT7B 5’Flank’inde; TC6’da FAT3 ve RICTOR 

intronlarında ve TC11’de NRG1 ve STK3 (Serine/Threonine Kinase 3; Serin/Treonin 

Kinaz 3) intronlarında ve WNT8B 5’Flank’inde L1HS insersiyonları tespit edilmiştir. 

TC6 örneğinin CTBP2 (C-Terminal Binding Protein 2; C-Terminal Bağlayıcı Protein 

2) geninde ise 2 farklı intron bölgesinde insersiyon saptanmıştır. TC7 örneğinde 

ZNRF3 (Zinc and Ring Finger 3; Çinko ve Ring Parmak 3) intronunda ve ERBB2 

5’Flank’inde retrotranspozisyon saptanmıştır (Şekil 4.14B).  

4.2. Klasik ve tall cell alt tip PTK örneklerinde kanser-ilişkili genlerde tespit 

edilen özgün L1HS insersiyonlarının hasta kliniği ve histopatolojik bulgular 

ile ilişkisinin değerlendirilmesi  

Bu çalışmada, epitelyal kanserlerde aktif olduğu bilinen ve somatik 

retrotranspozisyonu gözlemlenen L1’lerin (Ariumi, 2016; Helman vd., 2014; Miki vd., 

1992; Rodriguez-Martin vd., 2020; Scott vd., 2016) klasik ve tall cell alt tip papiller 
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tiroid karsinomu örneklerinde de aktif oldukları gözlemlenmiştir. İlginç olarak özgün 

L1HS insersiyonları, her iki PTK grubunun kontrol doku örneklerinde tümör doku 

örneklerinden daha fazla sayıda tespit edilmiştir. Gerçekten de güncel çalışmalarda, 

histolojik incelemelerde normal olarak sınıflandırılan tümör çevre dokularında 

mutasyon birikimlerinin meydana gelebildiği (Acha-Sagredo vd., 2022) ve bu 

dokulardaki mutasyon imzalarının tümör hücre popülasyonunda maskelenebildiği ya 

da ortadan kalkabildiği bildirilmektedir (Wijewardhane vd., 2021). 

Genomdaki mutasyon birikimleri, neoplastik dönüşüm için gerekli avantajı 

sağlayan driver (sürücü; başlatıcı) mutasyonlar neticesinde ortaya çıkabildiği gibi daha 

az hasar verici, nötrale yakın ya da nötral olan passanger (yolcu) mutasyonlar 

sonucunda da ortaya çıkabilmektedir. Passenger mutasyonlar hasar vericiliği görece 

düşük mutasyonlar olarak negatif seleksiyon baskısından kaçabilmekte ve böylece 

gelişen tümör hücre popülasyonunda kalabilmektedir (West vd., 2021). Bu veriyi 

doğrulayıcı bulgular, bu çalışmanın klasik ve TC-PTK örneklerinde yaygın şekilde 

görülmektedir (Şekil 4.13B ve Şekil 4.14B). Örneklerde, tümörogenez ve tiroid 

kanseri ile ilişkilendirilmiş genlerin intron, 3’UTR, ekzon, 5’Flank, 3’Flank ve intron-

ekzon sınır bölgelerinde L1HS insersiyonları tespit edilmiştir.  

4.2.1. K-PTK vakalarında L1HS insersiyonlarının mutajenik 

etkinliklerinin değerlendirilmesi 

Klasik PTK grubundan K11 örneğinin normal dokusunda PER1 geninde 1 adet 

ekzonik L1HS insersiyonu tespit edilmiş, ancak aynı örneğin tümör dokusunda aynı 

insersiyon görülmemiştir (Şekil 4.13B). Bir çalışmada farklı tip kanserlerde 

ROBO2’de yanlış uç birleştirme (mis-splicing)’e yol açan intronik varyantlar 

görüldüğü bildirilmiştir (Jung vd., 2021). K11 örneğinde, ROBO2 intronuna L1HS 

insersiyonu olası dokuya özgü bir insersiyon olarak hem kontrol hem de tümör 

dokusunda aynı lokalizasyonda görülmektedir. SWI/SNF (Switch/sucrose-non-

fermentable; Switch/Sükroz Fermente-Edilemez) kromatin yeniden modelleme 

kompleksinde rol oynayan ARID5B tümör supresör geninde mutasyonlar sıklıkla 

anaplastik ve kötü diferansiye tiroid kanserlerinde bildirilmiştir (Landa vd., 2019). 

K11 örneğinin kontrol dokusunda; ARID5B 3’UTR’sinde L1 insersiyonu ile birlikte 

bir tümör supresör gen olan ve tiroid kanserinde ekspresyonu azaldığı bildirilen PER1 

geninde (C. Zhu vd., 2021) insersiyon saptanmıştır. ARID5B 3’UTR ve PER1 ekzonik 
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insersiyonları hasar vericiliği yüksek mutasyonlar olarak tümör dokusunda 

görülmemesi seleksiyon baskısı altında popülasyondan elenmesinde ya da allel 

frekanslarının tespit edilemeyecek kadar azalmasından kaynaklanabileceği 

düşünülmektedir. Bununla birlikte kontrol dokudaki genomik instabiliteye işaret eden 

bu varyantların görülmesi, hasta yaşının (66) görece yüksek olması (Şekil 4.13A), 

bununla birlikte hastanın fokal nodüler hiperplazi (FNH) ve kronik lenfositik tiroidit 

(KLT) gibi ek patolojik bulgulara sahip olmasıyla, literatür verileri ışığında 

ilişkilendirilmiştir (Fiala ve Diamandis, 2020; Fusco vd., 2002; Hunt vd., 2002). K11 

tümör dokusunda görülen EPS15 ekzonuna retrotranspozisyon, EGFR baskılayıcı rolü 

daha önceden meme kanserinde bildirilmiş ve iyi prognozla ilişkilendirilmiş olan 

EPS15’in (Dai vd., 2015) fonksiyonunu etkilemesi muhtemel gözükmektedir. Yine, 

K11 tümör dokusunda CERS6 intronunda L1HS insersiyonu saptanmıştır. Literatürde 

bir çalışmada, tiroid stimule edici hormon (TSH) seviyesiyle CERS6 intronik varyantı 

arasında negatif korelasyon bulunmuştur. Çalışmada, TSH ifadelenmesinin 

azalmasının dediferansiyasyonu tetikleyerek kanser hücrelerini malign 

transformasyona uğratabileceği tartışılmıştır (W. Zhou vd., 2020). 

K10 kodlu hastanın tümör dokusunda bir diğer SWI/SNF kromatin yeniden 

modelleme kompleksinde rol oynayan tümör supresör PBRM1 geninin ekzonunda 

L1HS insersiyonu tespit edilmiştir. PBRM1 ekspresyonunda azalma papiller ve 

anaplastik tiroid karsinomlarında bildirilmiştir (Oishi vd., 2017; Volante vd., 2021). 

Ayrıca TCGA veri tabanı kullanılarak yapılan başka bir çalışmada da PBRM1 

ekspresyonunun tiroid kanserlerinde anlamlı derecede düşük olduğu raporlanmıştır (J. 

Liu vd., 2022). Tümörogenezle ilişkilendirilmiş bir diğer intronik varyant görülen 

MED12 geninde, L1HS insersiyonu KT10’da tespit edilmiştir (Jung vd., 2021). Yine 

aynı doku genomunda diferansiye tiroid karsinomu riski ile ilişkilendirilmiş intronik 

NRG1 varyantına benzer şekilde, NRG1 intronuna retrotranspozisyon gözlemlenmiştir 

(Saenko ve Rogounovitch, 2018). Tiroid dışında meme ve akciğer kanseri riskiyle de 

ilişkilendirilmiş NRG1 intronik varyantı, prostat kanserinde ise erkeklerde androjen 

deprivasyon tedavisi etkinliğinin düşüklüğüyle ve kötü prognozla ilişkilendirilmiştir 

(S. P. Huang vd., 2021). K10 fenotip verisine bakıldığında, ek patolojik bulgusu 

bulunmayan hastada multifokal olarak yaygın kapsül invazyonu görülmüş; bununla 

birlikte 2 adet metastatik lenf nodu (MLN) ve 1 adet reaktif lenf nodu (RLN) 

raporlanmıştır. Ayrıca hastanın K10’un kontrol dokusunda, yapılan çalışmalarda 
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meme ve serviks kanserleriyle ilişkilendirilmiş ERBB4 intronik risk varyantları  (H. C. 

Kim vd., 2012; D. Ma vd., 2013) ve farklı tip kanserlerde tümörogenez ile 

ilişkilendirilmiş, yanlış uç birleştirmeye neden olan intronik varyantları bulunan 

ROBO2’nin (Jung vd., 2021) intronuna lokalize L1HS gözlemlenmesinin yanında 

hücre proliferasyonunun regülasyonunda rol oynayan imprinted (damgalanmış) 

miRNA (mikroRNA)’lar ile interaksiyonu bulunan IGF1R’in 3’UTR’sinde (L. Gao 

vd., 2020; Mainieri ve Haig, 2018) insersiyon tespit edilmesi, KC10’un pre-neoplastik 

karakteristiğe sahip olabileceğini düşündürmektedir.  

K7 hastasının tümör dokusunda, tiroid kanserinde ekspresyonunun azaldığı 

gösterilmiş PTPN13 geninde (Yan vd., 2021) ekzonik L1HS insersiyonu saptanmıştır. 

Farklı tipteki epitelyal kanserlerde fonksiyon kaybı mutasyonları gözlemlenen ve 

hücre migrasyonuyla ilişkilendirilmiş PTPN13’te (McHeik vd., 2020), ekzonik L1HS 

insersiyonu, hasta MLN ve RLN patolojik bulgularına katkı sağlaması olası 

gözükmektedir.  K7 örneğinin kontrol dokusunda, bir proto-onkogen olan FGFR3 

3’UTR’sinde ve hücre siklusunda rol oynayan CDK6 intronunda insersiyonlar tespit 

edilmiştir. Bunun dışında, ERBB4 ve yanlış uç birleştirmelerine neden olan intronik 

varyantları tümörogenezle ilişkilendirilmiş olan EBF1 geninde (Jung vd., 2021) tespit 

edilen intronik L1HS insersiyonlarının da KC7’de prekanseröz mutasyon birikimine 

(Martincorena ve Campbell, 2015) katkı sağlayabileceği akla gelmektedir. 

Bu çalışmada tümör boyutu ≤1 cm olarak belirlenmiş K12 örneği tümör dokusu 

genomunda AXIN2 3’UTR’sinde L1HS insersiyonu tespit edilmiştir. Çin 

popülasyonunda yapılan bir çalışmada, tümör baskılayıcı gen olan AXIN2’nin 

3’UTR’ındaki bir varyant PTK ile ilişkilendirilmiştir (Valero vd., 2021). Tiroid 

kanserinde CHD1 metilasyonunun sıklıkla görüldüğü ve lenf nodu metastazı ile ilişkili 

bulunduğu raporlanmıştır (J. Zhou vd., 2018). K12 hasta örneğinin kontrol dokusu 

genomunda CHD1 ekzonunda tespit edilen L1HS insersiyonu, hem bulunduğu doku 

hem de hasta fenotipi göz önünde bulundurulduğunda (Şekil 14.4A) CHD1’in 

metastaz ilişkisi dışında farklı rolleri olabileceğini işaret etmektedir. Öyle ki CHD1’in 

bir kromatin yeniden modelleyici olarak erken DNA hasar tamirinde kritik rol 

oynadığı yapılan güncel çalışmalarda bildirilmiştir (C. Zhu vd., 2021). Bu da ≤1 cm 

tümör boyutu fenotipine sahip KC12 örneğinde tespit edilen CHD1 ekzonundaki 

L1HS’nin negatif seleksiyon baskısından kaçabilen pre-kanseröz, farklı intronik 

varyantlar taşıyan alt popülasyonların oluşmasına katkı sağlamış olabileceğini 
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düşündürmektedir. KC10 örneğinde ERBB4 intronunda tespit edilen L1HS 

insersiyonu, KC12’de de bulunmuştur. Bununla birlikte genom bütünlüğünün 

korunmasında rol oynayan INPP4B geni intronunda bulunan varyantlar yapılan bir 

çalışmada meme kanserinde kötü prognozla ilişkilendirilmiştir (Chen vd., 2020). 

KC12 örneğinde ise INPP4B ve FRS2 intronlarına retrotranspoze olmuş L1HS dizileri 

saptanmıştır. Literatürde intronik FRS2 varyantı düşük TSH dolayısıyla yüksek 

dediferansiyasyon potansiyeliyle ilişkilendirilmiştir (W. Zhou vd., 2020). Bir diğer 

INPP4B’de L1HS insersiyonu bulunan örnek ise KC5 olmuştur. K5 hasta örneği 

histopatolojik alt tip olarak K12 hasta örneğiyle aynı sınıfta olup, K5’te adenomatöz 

nodül izlenmesi ve K12’de ise FNH ek bulguları görülmesi gibi örneklerde farklılıklar 

görülmektedir. K5’te özellikle metastatik lenf nodu gözlemlenmesi gibi örnekler 

arasında önemli patofizyolojik farklılıklar mevcuttur (Şekil 4.13A). Hippo sinyal 

yolağında tümör baskılayıcı olarak rol oynayan FAT3’te tespit edilen mutasyonlar, 

özofagus kanserinde tümör mutasyon yükü ve kötü prognozla ilişkilendirilmiştir (Guo 

vd., 2021). Bu veriden yola çıkarak, papiller tiroid mikrokarsinom histolojik tipinde 

ve adenomatöz nodül, MLN, RLN bulguları olan hasta K5’in tümör dokusunda 

saptanan FAT3 intronik L1HS insersiyonunun prognoza yansıdığını düşünmekteyiz. 

Burada L1HS’lerin adenin bakımından zengin dizilere sahip oluşu neticesinde ekzon 

kayıplarına yol açan uç birleştirme verimliliğini çoğu zaman arttırdığı, bu nedenle de 

intronik SNP (single nükleotid polymorphism; tek nükleotid polimorfizmi)’lere göre 

daha hasar verici sonuçlar doğurabileceği unutulmamalıdır (Belancio vd., 2006). Bir 

proto-onkogen olan ALK translokasyonlarının, ALK aşırı ifadelenmesine yol açarak 

PTK ve kötü diferansiye tiroid karsinomlarında prognozu kötüleştirdiği literatürde 

raporlanmıştır (Panebianco vd., 2019). KT5’te ise ALK intronunda tespit edilen L1HS 

retrotranspozisyonunun ALK’yi inaktive edici potansiyeli neticesinde PTK’ye göre 

çok daha iyi prognozu olan ≤1 cm tümör boyutu fenotipini (Kaliszewski vd., 2019) 

desteklediğini düşünmekteyiz. 

K14 örneğinin kontrol dokusu genomunda tespit edilen ROBO2 ve CSMD3 

genlerine L1HS retrotranspozisyonları literatürde farklı tip kanserlerde de 

bildirilmiştir (Paterson vd., 2015). Aynı zamanda missense (yanlış anlamlı) ve intronik 

yanlış uç birleştirmeye neden olan varyantları tümörogenez ile ilişkilendirilmiş olan 

bu genlerdeki (Jung vd., 2021; Wedge vd., 2018) intronik L1HS insersiyonları, KC14 

örneğinin genomik instabilitesi hakkında bilgi vermektedir. K10’un tümör genomunda 
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görülen NRG1 intronuna retrotranspozisyon, K14 tümör genomunda da tespit 

edilmiştir. Bununla birlikte farklı GWAS (Genome-Wide Association Studies; 

Genom-Çapında İlişkilendirme Çalışmaları)’nda diferansiye tiroid karsinomu riskiyle 

ilişkilendirilmiş DIRC3 intronik SNP’leri bildirilmiştir (Kohler vd., 2013; Saenko ve 

Rogounovitch, 2018). K14 örneğinin tümör genomunda da DIRC3 intronuna 

insersiyon gerçekleştirmiş L1HS saptanmıştır. Ek patolojik bulgusu olmayan ancak 

RLN, kapsül ve parankim invazyonu tespit edilmiş hasta K14’ün tümör genomunda, 

literatürde tümör invazyonu ile ilişkilendirilmiş proto-onkogen PTPN13’te (McHeik 

vd., 2020), intronik L1HS insersiyonunun görülmesi hasta patofizyolojisini 

destekleyici niteliktedir (Şekil 4.13A).  

Düşük TSH seviyesiyle ilişkili bulunan PDE4D, LPP intronik varyantlarına 

(Jung vd., 2021) benzer şekilde, K16 örneği tümör dokusunda ilgili genlerin 

intronlarında L1HS insersiyonları bulunmuştur. KT16 örneğinde ayrıca, TGFBR2 

intronunda ve THBS2 3’UTR2’sinde L1HS insersiyonları tespit edilmiştir. Kore 

popülasyonunda yapılan bir çalışmada, TGFBR2 intronik varyantı papiller tiroid 

karsinomlarında lenf nodu metastazı ile ilişkilendirilmiştir (Choe vd., 2012). Başka bir 

çalışmada da THBS2 ekspresyonunun PTK tümör dokularında bitişik dokuya göre 

azaldığı tespit edilmiştir (Delys vd., 2007). KT16 örneğindeki THBS2 3’UTR 

insersiyonunun gen ifadelenmesinin azalmasına yol açması mümkün gözükmektedir. 

KT14’te tespit edilen DIRC3 intronik L1HS insersiyonu, KT16 örneğinde de 

görülmüştür. KT16’da görülen bir diğer L1HS insersiyonu ise RASA1 intronunda 

görülmüş, RASA1 inhibisyonunun ise RTK-RAS sinyal yolağının hiperaktivasyonuna 

yol açtığı farklı tip kanserlerde bildirilmiştir (Bellazzo ve Collavin, 2020). Tüm bu 

veriler de, hasta fenotipinde belirtilen multifokalite ve bilateralite gibi görece daha 

kötü prognoz (J. R. Han vd., 2017; Kartal vd., 2017; Prescott ve Parangi, 2012) ile 

örtüşmektedir.  

Kanser-ilişkili gen setleri kullanılarak gerçekleştirilen taramalar sonucunda; 

unifokal, parankim ve minimal kapsül invazyonu izlenen K1 hastasının normal 

dokusunda herhangi bir özgün L1HS insersiyonuna rastlanmamıştır. KT1’de tümör 

oluşumunu tek başına açıklayamayan CBLB intronik L1HS insersiyonu bulgusu, 

passenger bir varyant olarak görülmektedir. Bununla birlikte, metastaz baskılayıcı 

fonksiyonu bildirilmiş CBLB (X. Liu vd., 2020; Xu vd., 2017) intronunda bulduğumuz 

insersiyonun hastanın MLN bulgusuna katkı sağlayabileceği muhtemel gözükmektedir 
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(Şekil 4.13A). K2 hastasının bulgularında herhangi bir parankim ya da kapsül 

invazyonu görülmemekle birlikte hastada diffüz hiperplazi ek bulgusu bulunmaktadır. 

K1’de olduğu gibi K2’de de normal dokuda L1HS insersiyonu tespit edilmemiştir. 

PTK’de upregüle olduğu bildirilmiş SYTL5’in (Fan vd., 2021) intronuna lokalize olan 

L1HS’nin, SYTL5’in  ifadelenmesini azaltarak hastanın iyi prognozuna katkı 

sağladığını düşünmekteyiz.  

RLN ve MLN bulgusu bulunmayan ancak multifokalite, bilateralite, parankim 

ve minimal kapsül invazyonu bildirilmiş K6 kodlu hastanın normal doku örneğinde 

RASGRP1 3’UTR’sinde tespit edilen L1HS insersiyonunun tümör supresör RASGRP1 

(Gbenedio vd., 2019) deregülasyonuna neden olarak tümör çevre dokusunda genomik 

instabiliteye katkı sağlaması olası gözükmektedir. Bununla birlikte KT6’da, WNT 

sinyal yolağında proto-onkogen olarak rol oynayan FZD7’nin (X. Qiu vd., 2016) 

5’Flank bölgesinde L1HS insersiyonu saptanmıştır. Ancak, insersiyonun gerçekleştiği 

lokasyonla 100 bç’lik pencere içerisinde örtüşen, FDR ≤ 0,25’e yükseltilmiş eşik 

değerinde dahi, tanımlanmış herhangi bir transkripsiyon faktörü bağlanma bölgesi 

bulunamamıştır. Farklı kanser tiplerinde, yanlış uç birleştirmeye yol açan intronik 

varyantları tümörogenezle ilişkilendirilmiş olan IKZF1 (Jung vd., 2021), KT6’da 

tespit edilen bir diğer L1HS konakçısı gen olmuştur. Kontrol dokusunda insersiyona 

rastlanmamış bir diğer hasta K13’tür. K13’te parankim invazyonu, FNH ve kronik 

lenfositik tiroidit ek bulguları mevcuttur. İlginç olarak bir GWAS çalışmasında 

Çernobil Kazasında radyasyona maruz kalanlarda MGMT intronik varyantı ile PTK 

riski arasında anlamlı bir ilişki bulunmuştur (Lonjou vd., 2017). KT13’te, 

nöroendokrin tümör hücrelerinde aşırı ifadelenmesi tümörogenezle ilişkilendirilmiş 

MAML3 (Alzofon vd., 2021) ve farklı tip kanserlerde tümör baskılayıcı ya da proto-

onkogen olarak rol oynayabilen TLE4 (S. Y. Wang vd., 2016; Wu vd., 2016) genlerinin 

intronlarında L1HS insersiyonu saptanmıştır.  Aynı örnekte L1HS insersiyonu tespit 

edilen TENM1 geninin aşırı ifadelenmesi ise literatürde metastatik lenf nodu 

bulgularıyla ilişkilendirilmiştir (S. P. Cheng vd., 2017). KT13 örneğinde elde edilen 

insersiyon profiline bakıldığında ek patolojik bulgular ve ayrıca RLN ve parankim 

invazyonu görülmesiyle birlikte MLN görülmemesi, TENM1 insersiyonunun diğer 

varyantların etkilerinin dengelenmesine katkı sağlayabileceği akla yatkın gelmektedir.   

K7 örneğinin kontrol dokusunda saptanan ve literatür verisi ışığında 

tümörogenezle ilişkili olarak yorumladığım EBF1 (Jung vd., 2021) intronik L1HS 
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insersiyonu K8 örneğinde de yine kontrol dokusunda saptanmıştır. K7 ve K8 örneği 

fenotiplerine bakıldığında K7’de kronik lenfositik tiroidit ek bulgusu dışında oldukça 

benzerdir. K8’de herhangi ek bir patolojik bulgu bildirilmemiştir. Yine K8 kontrol 

dokusunda, yükseltgenmiş transkripsiyonel aktivitesi tümör anjiyogeneziyle 

ilişkilendirilmiş HEY1 geninin (L. Gao vd., 2020) 3’Komşu bölgesine L1HS 

retrotranspozisyonu gözlemlenmiştir. İlgili bölge MotifMap çevrim içi aracıyla 

taranmış; ancak FDR eşik değeri 0,25’e kadar çıkarıldığında dahi herhangi bir 

tanımlanmış transkripsiyon faktörü bağlanma bölgesi bulunamamıştır. Bununla 

birlikte, anjiyogenez teşvikinde rol oynayan HEY1 geninin (L. Gao vd., 2020) 

3’Komşu bölgesindeki L1HS insersiyonunun Şekil 1.3b’de gösterilen mekanizma ile 

genin transkripsiyonel aktivasyonuna neden olan alternatif transkripsiyon faktörü 

bağlanma bölgesi oluşturması muhtemel gözükmektedir. Öyle ki, iyi prognoz 

sergileyen hasta fenotipinde gruptaki ortalama RLN bulgusunun üzerinde bir sayıda 

RLN bulunmasına, HEY1 baskılanmasının ortadan kalkmasının katkı 

sağlayabileceğini düşünmekteyiz. K8 örneğinin tümör dokusunda ise kanser-ilişkili 

genlerde L1HS insersiyonuna rastlanmaması, KT8’deki görece benign bulguları 

destekleyici niteliktedir (Şekil 4.13A). K9’da ise ilgili genlerde hem tümör hem de 

kontrol dokusunda L1HS insersiyonu bulunamamıştır. 

Hasta K4’te, K10’da tespit edilen intronik insersiyonlara rastlanmıştır. ERBB4 

ve ROBO2 intronlarına L1HS insersiyonları KC10’da olduğu KC4’te de görülmüştür. 

KT10’dan farklı olarak ise KT4’te yalnızca ROBO2 intronunda insersiyon tespit 

edilmiştir. Kronik lenfositik tiroidit ek bulgusu olan K4’te metastatik lenf nodu 

görülmemesi, KC4 ve KT4’te görece düşük retrotranspozisyon aktivitesinden 

kaynaklanabileceği düşünülmektedir.  

K3 örneğinin tümör genomunda, K14 ve K16 tümör dokularının genomunda 

tespit edilen intronik DIRC3 insersiyonu gözlemlenmiştir. Ayrıca KT3’te SFR2 

intronunda L1HS insersiyonu gözlemlenmiştir. Birçok kanser tipinde SFR2 

ekpresyonunun hipermetilasyon kaynaklı azaldığı bildirilmiştir. Dahası glioma ve 

hipofiz adenomlarının agresif tiplerinde, SFR2 ifadelenmesinin düşük dereceli alt 

tiplerinden çok daha dramatik olarak azaldığı bildirilmiştir (van Loon vd., 2021). Bu 

nedenle KT3’teki SFR2 intronik insersiyonunun muhtemel hasar verici etkisinden 

dolayı RLN ve MLN görülmeyen, bununla birlikte multifokalite ve bilateralite ile 

yaygın kapsül invazyonu gösteren görece agresif bulgulara katkı sağladığını 
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düşünmekteyiz. K3’ün kontrol dokusunda ise TRIM33 (Tripartite Motif Containing 

33; Üç bölümlü Motif içeren 33) 3’UTR’sinde insersiyon saptanmıştır. TRIM33 DNA 

hasar tamirinde rol oynayan bir tümör supresör olarak, birçok kanserde ekspresyon 

seviyesinin azaldığı bildirilmiştir (McAvera ve Crawford, 2020). Burada da KC3’te, 

TRIM33 3’UTR’sinde saptanan L1HS insersiyonunun, genomik instabiliteye katkı 

sağlaması olası görünmektedir.  

KT15 ve KT16’da tespit edilen, intronik varyantları düşük TSH seviyesi ve buna 

bağlı olarak tiroid kanseri riskiyle ilişkilendirilmiş LPP ve PDE4D (Jung vd., 2021) 

genlerinin intronunda L1HS insersiyonları gözlemlenmiştir. İlginç olarak K15 kontrol 

dokusunda PDE4D’nin intronunun başka bir lokasyonunda L1HS insersiyonu tespit 

edilmiştir. Hizalama verisi IGV’de görüntülenen örnekte, PDE4D’nin birçok 

transkripsiyon başlangıç bölgesine sahip olduğu görülmüştür. KC15’te hizalanan, 

benzersiz komşu diziyi içeren okumaların genin alternatif 5’UTR bölgesi yönünde 

olduğu, bu nedenle de L1HS retrotranspozisyonunun aslında 5’UTR bölgesine 

gerçekleştiği tespit edilmiştir. Bunun dışında KC15’te, MGMT 3’Flank’inde ve 

NOTCH sinyal yolağında yer alan ve heterozigotluk kaybı prostat kanserinde tümör 

mutasyon birikimiyle ilişkilendirilmiş olan NCOR1 geninde (Chung vd., 2019) 

intronunda insersiyonlar tespit edilmiştir. MGMT'nin 3’Komşu bölgesinde yer alan 

L1HS insersiyon lokasyonu ise MotifMap aracında incelenmiş; ancak bu lokasyonda 

tanımlanmış bir transkripsiyon faktörü bağlanma bölgesi bulunamamıştır. Mevcut 

veriler ışığında L1HS insersiyonlarının, hastada özellikle pre-kanseröz heterojenite ve 

genomik instabiliteye katkı sağladığını; böylece ≤1 cm tümör boyutu fenotipine sahip 

örneklerden KT15’te diğer ≤1 cm tümör boyutuna sahip hasta örneklerinden farklı 

olarak multifokalite ve bilateraliteyle birlikte oldukça fazla reaktif lenf nodu (RLN) 

görülmesine (Şekil 4.13A) yol açtığını düşünmekteyiz.  
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Şekil 4.13. Klasik PTK örnekleri fenotiplerinin ve örnek dokularında görülen özgün L1HS 

insersiyonlarının gösterimi. A. Hastaların tümör patohistolojisi ve fenotipi ile ilgili bilgileri; 

E: erkek, K: kadın, PMK: eski sınıflandırma adıyla papiller tiroid mikrokarsinomu 

anlamındadır, 1 cm olan tümör boyutuna sahip vakaları temsil etmektedir, PTK: papiller 

tiroid karsinom, RLN: reaktif lenf nodu sayısı, MLN: metastatik lenf nodu, Çap: mm 

cinsinden tümör çapını ifade etmektedir, B. Hasta tümör (mor alan) ve kontrol doku (yeşil 

alan) örneklerinde kanser-ilişkili genlerde tespit edilen L1HS insersiyonları, M : ekzonik, 5U : 

5’UTR, 3U : 3’UTR, 3F : 3’Flank haricindekiler L1HS’lerin intronik insersiyonlarını temsil 

etmektedir. 

4.2.2. TC-PTK vakalarında L1HS insersiyonlarının mutajenik 

etkinliklerinin değerlendirilmesi 

Kanser-ilişkili genler tarandığında tall cell alt tip PTK’nin bazı örneklerinde 

klasik PTK örneklerinden farklı olarak, intron-ekzon sınırlarında retrotranspozisyonlar 

gözlemlenmiştir (Şekil 4.14B). Güncel bir çalışmada tiroid kanseri hücre hatlarının 
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%10’unda CREBBP fonksiyon kaybı gözlemlendiği raporlanmış, Kanser Genom 

Atlası (The Cancer Genome Atlas; TCGA) araştırma ağı veritabanını kullanan başka 

bir çalışmada ise tiroid kanseri olgularında CREBBP ekspresyon seviyesinin normal 

kohorta göre anlamlı derecede düşük olduğu raporlanmıştır (Landa vd., 2019; Tu vd., 

2018).  

Bu çalışmada, T13 hastasının tümör dokusunda CREBBP intron-ekzon sınırında 

L1HS insersiyonu tespit edilmiştir. Yanlış uç birleştirmeye ve / veya prematüre 

transkripsiyon sonlanımına yol açabilecek bu insersiyon bir tümör supresör olan 

CREBBP fonksiyonunu bozabilecek potansiyele sahiptir. Bununla birlikte TT13’te, 

Hippo sinyal yolağında proto-onkogen olarak rol oynayan olan TEAD2’nin (Calses 

vd., 2019) 3’UTR’sindeki L1HS insersiyonunun, CREBBP fonksiyon kaybını 

dengeleyebileceği, böylece T13’te metastatik lenf nodunun gözlemlenmemesinin 

nedenlerinden biri olabileceği düşünülmüştür. Hastanın kontrol dokusunda da bir diğer 

Hippo sinyal yolağı üyesi tümör baskılayıcı gen TAOK3’ün intronunda insersiyon 

tespit edilmiştir. DNA hasarı cevabı, apoptoz ve diğer fizyolojik ve patofizyolojik 

süreçlerde rol oynayan TAOK3 (Fang vd., 2020) fonksiyonel aberasyonu, hastanın 

kontrol dokusunda mutasyon birikimine zemin hazırlayabileceğini düşündürmektedir.  

Klasik PTK grubunda da tespit edilen ve bir diğer Hippo sinyal yolağında tümör 

baskılayıcı gen grubunda bulunan FAT3 intronik insersiyonu TT11’de de görülmüştür. 

TT11’de bulunan diğer insersiyonlar ise NOTCH sinyal yolağından MAML2 ve SKP1 

genlerinde tespit edilmiştir. Akciğer ve skuamöz hücreli karsinomlarda hipermutant 

kohortlarda yapılan güncel bir çalışmada NOTCH sinyal yolağındaki mutasyonların 

yüksek tümör mutasyon birikimi ile güçlü ilişkili bulunduğu bildirilmiştir (H. Zhang 

vd., 2021). NRG1 intronik insersiyonları ise klasik PTK grubunda sadece tümör 

dokusunda tespit edilmişken, TC-PTK’de T11’in normal dokusunda saptanmıştır. 

NRG1 intronik varyantları diferansiye tiroid karsinomu riskiyle ilişkili olduğundan 

(Saenko ve Rogounovitch, 2018), insersiyonun TC11 örneğinde pre-neoplastik sürece 

katkı sağlamış olabileceği akla yatkın gelmektedir. Özellikle NOTCH sinyal yolağı 

tümör supresör genlerinde tespit edilen intronik L1HS insersiyonları, hastada görece 

yüksek sayıda MLN ve RLN oluşumlarına neden olabilecek potansiyeldedir (Şekil 

4.14B).  
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TT9 örneğinde RASA2 intronunda L1HS insersiyonu tespit edilmiştir. Yapılan 

bir çalışmada, RTK-RAS sinyal yolağında rol oynayan RASA2’nin düşük 

ifadelenmesinin melanomada hasta sağ kalımını olumsuz etkilediği bildirilmiştir 

(Arafeh vd., 2015). Ek patolojik bulgusu bulunmayan hastanın fenotipinde invasiv 

karakter ve görece yüksek metastatik lenf nodu izlenmesine, RASA2’deki intronik 

L1HS insersiyonunun katkı yapabileceği olası gözükmektedir. Bununla birlikte T9 

hastasının normal dokusunda tespit edilen TCF7L2 intronik insersiyonunun malign 

geçişe katkı sağlayabileceği öngörülmektedir. Öyle ki kolorektal kanserde yapılan bir 

çalışmada, WNT sinyal yolağında tümör baskılayıcı olarak rol oynayan TCF7L2’nin 

fonksiyon kaybının maligniteyi arttırabileceği raporlanmıştır (Wenzel vd., 2020). 

RTK-RAS sinyal yolağı ilişkili bir diğer gen olan ve L1HS insersiyonu barındıran 

RASGRP3 ise TT5 örneğinde tespit edilmiştir. RASGRP3’ün bir proto-onkogen olarak 

papiller tiroid karsinomlarında potansiyel bir terapötik hedef olduğu güncel 

çalışmalarda bildirilmiştir (Qiu vd., 2017; Zaballos vd., 2019). RASGRP3’te intronik 

L1HS insersiyonu olası bir passenger (yolcu) varyant olarak TT5 örneğinde 

gözlemlenen görece benign bulguları destekleyici niteliktedir (Şekil 4.14A). T5 

normal dokusunda ise klasik PTK örneklerinden KC12 intronunda da tespit edilen, 

FRS2 intronuna L1HS retrotranspozisyonu saptanmıştır. FRS2, TSH seviyesi 

düşüklüğü ile ilişkili bulunarak, PTK riskini arttırıcı bir faktör olarak literatürde 

raporlanmıştır (J. Zhou vd., 2018). Bunun dışında hastanın normal dokusunda -

fonksiyon kayıpları tiroid kanseriyle ilişkilendirilmiş E2F3 ve GSK3B genlerinde 

(Duda vd., 2020; Onda vd., 2004; Ziebold vd., 2003) bulunan intronik L1HS 

insersiyonlarının pre-kanseröz genomik instabilitenin oluşmasında rol 

oynayabileceğini düşünmekteyiz. 

PTK ile ilişkilendirilmiş intronik bir SNP bildirilmiş PDE4D geninde (W. Zhou 

vd., 2020), KT16’ya benzer şekilde TT4’te de intronik L1HS insersiyonu tespit 

edilmiştir. T4’ün normal dokusunda ise birçok kanserde upregüle olduğu belirtilmiş 

WNT8B (Ngernsombat vd., 2021) geninde L1HS insersiyonu gözlemlenmiştir. Ek 

bulgusu kronik non-spesifik tiroidit olan hasta T4’te genomik instabiliteye yol açacak 

başka hücre içi mekanizmaların rol oynadığını düşünmekteyiz. Retrotranspozisyon 

potansiyelinin yaş ile pozitif korelasyon gösterdiği bilinmektedir (Cajuso vd., 2019; 

Scott vd., 2016). Tall cell alt tip PTK’de ortalama hasta yaşı 49 iken, T4 kodlu hasta 

21 yaş ile gruptaki en genç hastadır. Bu nedenle hasta fenotipinin oluşmasında 
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retrotranspozisyon dışındaki mutajenik mekanizmların daha baskın rol alması akla 

yatkın gelmektedir.   

T16 kodlu hastada, kanser-ilişkili genlerden DKK2’nin intronuna insersiyon 

tümör dokusunda ve DTX1 3’UTR’sine insersiyon ise kontrol dokusunda tespit 

edilmiştir. Bir çalışmada, baş ve boyun skuamöz hücreli karsinomlarda NOTCH sinyal 

yolağı ile ilişkili DTX1 gen ekspresyonunun azalması hücre migrasyonu potansiyeli 

ile ilişkili olabileceği tahminlenmiştir (Gaykalova vd., 2017). T16 örneğinin normal 

dokusunda DTX1 fonksiyonel kaybına yol açabilecek L1HS insersiyonunun, dokuda 

migrasyonu teşvik edebileceği ve ileri mutasyon birikimlerine neden olarak (Sahu vd., 

2021) kanser progresyonunu etkileyebileceğini düşünmekteyiz. WNT sinyal yolağı 

baskılayıcısı olarak DKK2 ifadesinin azalmasının, normal-benzeri meme kanseri alt 

tipinde prognostik potansiyeli olduğu bir çalışmada ifade edilmiştir (Shao vd., 2018). 

Hastanın DKK2 intronundaki L1HS insersiyonunun; multifokalite, bilateralite ve 

kapsül invazyonu bulgularında rolü olabileceğini akla getirmektedir.  

Reaktif lenf nodu sayıları diğer hastalara göre oldukça yüksek olan T7 kodlu 

hasta aynı zamanda tüm PTK grupları içerisinde 10 BBA (Büyük Büyültme 

Alanı)’ında 1 mitoz görülen tek örnek ve ekstratirodial ekstensiyon gözlemlenen 2 

hastadan biridir. K14 hastasının kontrol dokusunun genomunda tespit edilen CSMD3 

intronik insersiyonu, T7 hastasında tümör dokuda tespit edilmiştir. Over kanseri 

hastalarında yapılan bir çalışmada CSMD3 mutasyonunun tümör mutasyon yükü ve 

kötü prognozla yüksek korelasyon gösterdiği bildirilmiştir (Lu vd., 2021). Başka bir 

çalışmada, Çin popülasyonuna ait 28 eşli PTK doku örnekleri arasında CSMD3 bir 

örnekte nonsense (anlamsız) ve bir diğer örnekte intronik varyant raporlanmıştır (Yang 

vd., 2019). Bir diğer WNT sinyal yolağında tümör baskılayıcı rol oynayan ZNRF3’ün 

fonksiyon kaybının PTK klinik örneklerinde hücre proliferasyonu ve invazyonu ile 

ilişkili olarak prognostik belirteç olabileceği yorumlanmıştır (W. Qiu vd., 2016). 

TC7’de ayrıca ERBB2 5’Flank’indeki L1HS insersiyonunun bulunduğu bölge 

MotifMap çevrim içi aracı kullanılarak taranmış ve bölgenin TEAD1 transkripsiyon 

faktörü bağlanma bölgesi içerdiği saptanmıştır. TEAD1’in hücre proliferasyonunu ve 

tümör progresyonunu teşvik ettiği ve aşırı ifadelenmesinin mide kanseri ve 

endometriyumda kötü prognozla ilişkili olduğu bilinmektedir (M.-h. Wang vd., 2022). 

Burada L1HS’nin, kendi promotörüne bağlanacak transkripsiyonel aktivatörler 

aracılığıyla TEAD1 aşırı ifadelenmesinin tümör progresyonuna katkısına benzer 
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şekilde, ERBB2’nin aşırı ifadelenmesine yol açarak pre-neoplastik gelişime (Ieni vd., 

2015; Vaught vd., 2012; X. Zhu vd., 2014) katkı sağlayabileceğini düşünmekteyiz.  

Bir diğer ekstratiroidal ekstensiyon bulgusu olan hasta ise T14’tür. T7’den farklı 

olarak T14’te metastatik lenf nodu görülmemekte ve görece düşük sayıda RLN 

görülmektedir. Bununla birlikte hasta tümör dokusunda cerrahi sınır pozitifliği 

bildirilmiştir. Hastanın kontrol dokusu TC14’te ise, kanser-ilişkili genlerin hiçbirinde 

L1HS insersiyonu saptanmamıştır. TT14’te, KT15 ve KT16’da tespit edilen tiroid 

karsinomu riski ile ilişkilendirilmiş intronik varyant görülen LPP geni (W. Zhou vd., 

2020) intronunda L1HS insersiyonu gözlemlenmiştir. Bunun dışında tiroid kanseri 

hücre hatları ve primer tümörler üzerinde yapılan çalışmalarda NOTCH sinyal 

yolağındaki tümör baskılayıcı genlerden olan EP300’de (Y. H. Huang vd., 2021) sıkça 

fonksiyon kaybına yol açan mutasyonlar görüldüğü bildirilmiştir (Kasaian vd., 2015; 

Landa vd., 2019). TT14 örneğinde EP300’deki intronik L1HS insersiyonu, tümör 

mutasyon yükünü arttırarak hızlı tümör büyümesine katkı sağlayabileceği 

düşünülmektedir (Y. H. Huang vd., 2021; G. Zhu vd., 2020). Bununla birlikte bir diğer 

insersiyon ise WNT7B intronunda saptanmıştır. WNT7B anjiyogenez, invazyon ve 

metastaz ile ilişkilendirilmiş bir proto-onkogen olarak tiroid kanseri dahil birçok 

kanserde aşırı-eksprese olduğu bildirilmiştir (T. Song vd., 2019; Yeo vd., 2014). L1HS 

insersiyonunun lenf nodu metastazının baskılanmasına katkı sağlayabileceği akla 

gelmektedir. Cerrahi sınırda pozitifliği ve ekstratiroidal yayılımı bulunan T14 kodlu 

hastada (Şekil 4.14A) L1HS insersiyonları EP300 fonksiyonunu etkileyerek tümör 

büyümesine katkı sağlarken, WNT7B ekspresyonunun azalmasına yol açarak lenf nodu 

metastazını engelleyici bir katkıda bulunabileceğini düşünmekteyiz.  

TT4 ve KT6’da tespit edilen PDE4D intronuna L1HS retrotranspozisyonu, T8 

kodlu hastanın tümör dokusunda da gözlemlenmiştir. T4 ile yaş, kalsifikasyon ve 

cerrahi sınır pozitifliği haricinde benzer fenotiplere sahip olan T8, tall cell alt tip PTK 

grubunun en yüksek 2. RLN sayısına (19) sahiptir. Papiller tiroid karsinomlarının 

tanımlanan tüm tiplerinde aşırı-ifadelendiği görülen MTOR (Ahmed vd., 2014; J. Liu 

ve Brown, 2011), TT8 örneğinde intronik L1HS insersiyonu taşımaktadır. Cerrahi 

sınırı pozitif olarak raporlanmış, MLN ve yüksek RLN görülen hastada, olası MTOR 

fonksiyon kaybının TT8 tümör dokusu çapının görece küçük kalmasına katkı 

sağladığını düşünmekteyiz. Örneğin normal dokusunda ise Hippo sinyal yolağı proto-

onkogeni YAP1 ve RTK-RAS proto-onkogeni SHC4 (Celano vd., 2018; Maind ve 
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Raut, 2019) intronlarındaki L1HS insersiyonlarının pre-kanseröz doku büyümesini ve 

hücresel heterojeniteyi baskılayarak tümör büyümesinin baskılanmasında rol 

oynaması olası gözükmektedir.  

T6 hastasının tümör örneğinde, MTOR sinyal yolağıyla interaksiyonu bulunan 

ve böbrek kanserinde bir tümör supresör olarak tanımlanmış FNIP2 geni (Hasumi vd., 

2015) ekzonunda özgün L1HS insersiyonu tespit edilmiştir. TT16 örneğine benzer 

şekilde ise TT6’da ayrıca WNT sinyal yolağında tümör baskılayıcı bir diğer gen olan 

DKK3’ün intronunda L1HS insersiyonu tespit edilmiştir (Şekil 4.14B). T6 kodlu 

hastada da TT16 hastasında gözlemlenen bilateralite, multifokalite gibi fenotipik 

bulgular görülmektedir. DKK3, PTK’de bir tümör supresör gen olarak tanımlanmış ve 

ekspresyon seviyesinin PTK agresifliği ile korelasyon gösterdiği saptanmıştır (Yin vd., 

2013). T6 kontrol dokusunda tümör supresör FAT3 geninde L1HS insersiyonunun 

saptanması, pre-neoplastik dokularda görülen genomik instabiliteye katkı 

sağlayabileceğini akla getirmektedir (Guo vd., 2021). Bir diğer MTOR sinyal 

yolağında proto-onkogen olarak rol oynayan RICTOR geni intronunda insersiyon 

saptanmıştır. Pankreas kanserinde yapılan bir çalışmada RICTOR ekspresyon 

seviyesiyle kötü prognoz ilişkili bulunmuştur (Schmidt vd., 2017). Folliküller tiroid 

kanserinde ve birçok farklı kanser tipinde deregülasyona uğrayan NOTCH sinyal 

yolağından CTBP2 geninde de (Fuhrer, 2006; Y. Wang vd., 2016) intronik L1HS 

insersiyonu tespit edilmiştir. Böylece T6 hastasının kontrol dokusunda FAT3 

inhibisyonunun etkisini dengeleyebilecek RICTOR ve CTBP2 inaktivasyonları 

sayesinde T16’dan farklı olarak T6’da RLN görülmemesi ve daha küçük tümör çapına 

sahip olma gibi fenotipik özelliklerin açığa çıkabileceğini tahmin etmekteyiz. 

Bilateralite, multifokalite ve 1 adet RLN bulgusu olan T1 kodlu hastada (Şekil 

4.14A), normal dokuda kanser-ilişkili genlerde L1HS insersiyonuna rastlanmamıştır. 

Kolon, meme ve akciğer tümör örnekleri üzerinde yapılan bir çalışmada NOTCH 

sinyal yolağında tümör baskılayıcı rolü bulunan NUMBL inhibisyon seviyesinin kötü 

prognozla korelasyon gösterdiği bildirilmiştir (Garcia-Heredia vd., 2016). Bu nedenle 

hastanın tümör dokusunda saptanan NUMBL genindeki intronik insersiyon, passenger 

bir varyant olarak multifokalite, bilateralite gibi bulgulara katkı sağladığı 

düşüncesindeyiz. TC1 örneğinde olduğu gibi ilgili genlerde T3 kontrol dokusunda 

ilgili genlerde herhangi bir L1HS insersiyonu tespit edilmemiştir. T3’ün tümör 

dokusunda bulunan TG genindeki L1HS insersiyonunun, T1’den farklı olarak RLN ve 
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özellikle de yüksek sayıdaki lenf nodu metastazında etkisi olabileceğini 

düşünmekteyiz. Öyle ki, papiller tiroid karsinomlarında yapılan bir çalışmada; somatik 

TG mutasyonları anlamlı derecede klonal büyüme ve metastazla ilişkili bulunmuştur 

(Siraj vd., 2016).  

Tall cell alt tip PTK grubundaki 2 adet ≤1 cm tümör boyutu fenotipine sahip 

hastalardan biri olan T17’nin (Şekil 4.14A) tümör dokusunda intronik varyantları PTK 

riski ile ilişkilendirilmiş CERS6 ve MAP2K4 (Jung vd., 2021; W. Zhou vd., 2020) 

genlerinin dışında KT16’da saptanan TGFBR2 intronuna insersiyon TT17’de de 

gözlemlenmiştir. Tümör supresör olan TGFBR2’de görülen bazı SNP’lerin papiller 

tiroid kanseri progresyonuna katkı sağladığı bildirilmiştir (Choe vd., 2012) T17 

kontrol dokusunda ise diferansiye tiroid karsinomu riski ile ilişkilendirilmiş intronik 

NRG1 varyantına benzer şekilde NRG1 intronuna L1HS insersiyonunun yanında WNT 

sinyal yolağından proto-onkogen olan ve deregülasyonu meme kanserin alt 

popülasyonların oluşmasına yol açtığı belirlenmiş LRP6’nın intronunda insersiyon 

görülmesi, daha pre-kanseröz dokunun heterojenitesinin baskılanarak invasiv 

olmayan, tümör boyutu 1 cm olan hasta fenotipine katkı sağladığını düşünmekteyiz 

(C. C. Liu vd., 2010; Saenko ve Rogounovitch, 2018).  

Tall cell alt tip PTK grubundaki bir diğer 1 cm tümör boyutuna sahip olan hasta 

ise T2’dir. T2 tümör dokusunda, farklı tip kanserlerde intronik yanlış uç birleştirme 

varyantları bildirilmiş ROBO2’ye (Jung vd., 2021) intronik L1HS retrotranspozisyonu 

gözlemlenmiştir. TT2’de ayrıca KMT2C intron-ekzon sınırına L1HS insersiyonu tespit 

edilmiştir (Şekil 4.14B). Yapılan bir çalışmada, histon metiltransferaz genlerinden 

olan KMT2C’deki mutasyonların sıklıkla agresif tip PTK alt tiplerinde görüldüğü 

raporlanmıştır (Jin vd., 2021). Bu çalışmada, yalnızca tall cell alt tip PTK grubunda 

tespit edilen üçüncü RICTOR hedeflemiş L1HS insersiyonu, bu hastada genin 5’Flank 

bölgesinde tespit edilmiştir. İnsersiyonun bulunduğu lokasyonda tanımlanmış 

transkripsiyon faktörü bağlanma bölgeleri MotifMap çevrim içi aracı ile taranmış ve 

FDR ≤ 0,05 eşik değerinin üzerinde FDR 0,1’de Spi-1 (Spi-1 Proto-Oncogene; Spi-1 

Proto-Onkogeni) bağlanma bölgesi saptanmıştır. Spi-1, tümör baskılayıcı olarak rol 

oynayabilmekte; ayrıca birçok kanserdeki gibi onkogenik etkide de bulunabilmektedir 

(Huang vd., 2022). Burada, L1HS insersiyonundan kaynaklı Spi-1 bağlanma 

bölgesinin bozulmasıyla proto-onkogen RICTOR’un ekspresyonunun indirgenmesi 

muhtemel gözükse de, L1HS’nin kendi üzerindeki promotör dizileri sayesinde gen 
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ifadesinin artabileceği de akılda tutulmalıdır (Şekil 1.3). Tüm bu malignite teşvik edici 

gözüken L1HS insersiyonlarının yanında, fonksiyonel etki potansiyeli en yüksek olan 

ekzonik L1HS insersiyonu, RPS6KA3 geninde saptanmıştır. Yapılan çalışmalarda 

RPS6KA3’ün baskılanmasının tümör büyümesini engellediği bildirilmiştir (L. Y. Li 

vd., 2020; Yoo vd., 2019). L1HS insersiyonu sonucunda RPS6KA3’te oluşabilecek 

fonksiyon kaybının, parankim invazyonu görülmeyen, aynı zamanda ≤1 cm tümör 

boyutu fenotipi gözlemlenen T2 kodlu hastadaki benign bulguları açıklayabileceğini 

düşünmekteyiz. Hastanın kontrol dokusunda gözlemlenen NRG1’e intronik L1HS 

insersiyonu dışında FBXW7 ve ACVR2A intronlarında L1HS insersiyonu tespit 

edilmiştir (Şekil 4.14B). Literatürde benzer şekilde; mide kanserinde her iki gende 

transpozon insersiyonuyla karşılaşıldığı bildirilmiştir (Takeda vd., 2016).  

T10 hastasının tümör dokusunda, insan kanserlerinde proksimal intronik ve 

yanlış uç birleştirme varyantları sıkça tespit edilmiş IKZF1 geninde (Jung vd., 2021) 

L1HS insersiyonu tespit edilmiştir. Papiller tiroid karsinomları üzerinde yapılan bir 

araştırmada PTEN kaybı folliküler alt tip PTK ile ilişkili bulunmuş, ancak çalışmada 

PTEN delesyonu dışında başka inaktivasyon mekanizmalarının da araştırılması 

önerilmiştir (Beg vd., 2015). Literatürde daha önceden endometrium kanserinde, 

MTOR sinyal yolağında önemli tümör supresör görevleri olan PTEN geninin 6. 

ekzonunda, olası bir sürücü mutasyon olarak L1HS insersiyonu bildirilmiştir (Helman 

vd., 2014). Burada ise TT10 örneğinde PTEN intronuna L1HS retrotranspozisyonu 

tespit edilmiştir. Hastanın normal dokusunda da birçok L1HS insersiyonuna 

rastlanmıştır. Bunlardan PRKAR1A 3’UTR’sinde tespit edilen L1HS insersiyonunun, 

papiller tiroid kanserinde bildirilmiş PRKAR1A ablasyonuna (Pitsava vd., 2021) 

benzer sonuçlar doğurması olası gözükmektedir. APH1B, NOTCH sinyal yolağındaki 

terapötik hedeflerden biri olan gamma sekretaz alt ünitelerinden birini oluşturmaktadır 

(Moore vd., 2020). Kanser Genom Atlası (The Cancer Genome Atlas; TCGA) 

araştırma ağını kullanarak yapılan bir çalışmada, tiroid kanseri grubunda APH1B’de 

ekzon atlatma (exon skipping) varyantlarının görüldüğü bildirilmiştir (B. Han vd., 

2021). TC10 örneğinde de hipotetik olarak ekzon atlanmasına neden olabilecek 

APH1B intronuna retrotranspozisyon saptanmıştır (Şekil 4.14B). T10 örneğinin 

normal dokusunda, aşırı ifadelenmeleri tiroid kanserlerinde tümör progresyonuyla 

ilişkilendirilmiş PDGFRA (Shi vd., 2020), ALK (Panebianco vd., 2019), LRRK2 (Z. C. 

Jiang vd., 2019) ve ayrıca PTK’de upregüle olduğu bildirilmiş IGF1R (Y. J. Liu vd., 
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2013) genlerinin intronlarında lokalize diğer L1HS insersiyonlarının; aynı dokuda 

PRKAR1A 3’UTR’sinde ve tümör dokusunda bulunan PTEN intronik insersiyonlarının 

potansiyel etkilerini kompanse edebileceğini, görece benign bir fenotipin (Şekil 

4.14A) oluşmasına katkı sağlayabileceğini düşünmekteyiz. 

 

Şekil 4.14. Tall cell alt tip PTK örnekleri fenotiplerinin ve örnek dokularında görülen özgün L1HS 

insersiyonlarının gösterimi. A. Hastaların tümör patohistolojisi ve fenotipi ile ilgili bilgileri; 

E: erkek, K: kadın, PMK: eski sınıflandırma adıyla papiller tiroid mikrokarsinomu 

anlamındadır, 1 cm olan tümör boyutuna sahip vakaları temsil etmektedir, PTK: papiller 

tiroid karsinom, RLN: reaktif lenf nodu sayısı, MLN: metastatik lenf nodu, Çap: mm 

cinsinden tümör çapını ifade etmektedir, B. Hastalara ait tümör (mor alan) ve normal doku 

(yeşil alan) örneklerinde kanser-ilişkili genlerde tespit edilen L1HS insersiyonları, M : 

ekzonik, 3U : 3’UTR, 5F : 5’Flank, turuncu ile yazılan genler: intron-ekzon sınırında L1HS 

insersiyonu bulunduran genleri bildirmektedir, haricindekiler ise intronlarında L1HS’lerin 

lokalize olduğu genleri temsil etmektedir. 
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Sonuç olarak, kanser-ilişkili gen setlerine bakıldığında 64 örneğin (32 adet eşli 

doku örneği) yaklaşık %84’ünde (54 örnek) insersiyon saptanmıştır. Tiroid kanseri 

tümörlerinde retrotranspozisyon aktivitesine dair literatürde herhangi bir veri 

görülmemektedir.  Akciğer kanserinde agresif ve normal tümör retrotranspozisyon 

sayısı referans alınarak (Tubio vd., 2014) tall cell alt tipinde klasik papiller tiroid 

karsinomuna göre hasta örneği başına L1HS insersiyonlarının %8 daha fazla 

görülmesi beklenmiş ancak klasik PTK örneklerinin tümör / normal dokusunda 2064 

/ 2346 adet; TC-PTK örneklerinin tümör / normal dokusunda ise 1803 / 2049 adet 

özgün L1HS insersiyonu saptanmıştır. Beklenenin aksine klasik PTK’de, TC-PTK’ye 

göre %14,5 daha fazla özgün L1HS insersiyonu tespit edilmiştir. Bununla birlikte 

kanser-ilişkili genler tarandığında, klasik PTK’de 77 ve TC-PTK’de 67 olmak üzere 

gruplarda birbirine yakın sayıda özgün L1HS insersiyonu tespit edilmiştir.  Klasik 

PTK’de daha fazla özgün L1HS insersiyonunun tespit edilmesiyle ilişkili olabilecek 

kütüphane konsantrasyonu, fragman boyutu ve okuma sayısı parametreleri, doğrusal 

regresyon analiziyle incelenmiştir. Analiz sonucunda kütüphane konsantrasyonu, 

fragman boyutu ve okuma sayısının tespit edilen özgün L1HS sayısı ile ilişkili 

olmadığı açığa çıkarılmıştır (sırasıyla; p = 0,8549; p = 0,5299, p = 0,4881) (Ek Şekil 

1.2). Bu sonuçlar, güç analizinde referans alınan çalışmadaki akciğer kanseri 

örneklerinden farklı olarak (Tubio vd., 2014), tall cell alt tip PTK örneklerinin tümör 

ve normal dokusunda klasik PTK örneklerine göre daha az sayıda özgün L1HS 

insersiyonunun gözlemlenmesinin tümör ve tümör mikro-çevresine ait farklılıklardan 

kaynaklanabileceğini düşündürmektedir. Öyle ki yapılan çalışmalarda hızlı 

progresyon gösteren kanserlerde yüksek hasar verici mutasyonların daha yoğun olarak 

negatif seçilim baskısına maruz kaldığı ve popülasyondan silinebildiği gösterilmiştir 

(McFarland vd., 2013). Sonuç olarak klasik PTK’ye göre daha hızlı progresyon 

gösteren TC-PTK’de (Coca-Pelaz vd., 2020) L1HS’lerin görece yüksek hasar verici 

genomik bölgelere lokalize olduğu, bu nedenle de TC-PTK örneklerinin genomundaki 

L1HS’lerin klasik PTK’ye göre daha sık negatif seçilime uğradığını düşünmekteyiz. 

4.3. Klasik ve tall cell alt tip PTK örneklerinde kanser-ilişkili genlerin 

dışında L1HS insersiyonları barındıran ortak gen bölgeleri 

Bu tez kapsamında, kanser-ilişkili gen setlerinde tarandığında özgün L1HS 

insersiyonu gözlemlenmeyen 6 adet klasik PTK ve 5 adet TC-PTK örneklerinden en 

az ikisinde ortak olarak görülen 7 adet gen lokusu tespit edilmiştir. Klasik PTK 
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örneklerinden KC1, KC2 ve KC13’te GPHN intronunda özgün L1HS insersiyonu 

saptanmıştır. Papiller tiroid karsinomlarında yapılan bir çalışmada GPHN, 

kromozomal instabilite ile ilişkili bulunmuştur (J. Han vd., 2019). Prostat kanseri riski 

ile ilişkilendirilmiş EHBP1 polimorfizmine (Ioannidis vd., 2010) benzer şekilde KC2, 

KT9 ve KC13’te EHBP1 intronunda özgün L1HS insersiyonu gözlemlenmiştir. L1HS 

insersiyonu tespit edilen KC1 ve KT9’da ise, yapılan bir pan-kanser analizi 

çalışmasında farklı tip kanserlerde sıklıkla hipometilasyona uğradığı bildirilen 

TRERF1'de (Transcriptional Regulating Factor 1; Transkripsiyonel Düzenleyici 

Faktör 1) (Gonzalez-Reymundez ve Vazquez, 2020) intronik L1HS insersiyonları 

saptanmıştır. KC2 ve KT9 örneklerinin SLX4IP (SLX4 Interacting Protein; SLX4 ile 

Etkileşen Protein) intronunda da özgün L1HS insersiyonları tespit edilmiştir. SLX4IP 

ifadesinin azalması ise birçok farklı kanser tipiyle ilişkilendirilmiştir (H. Zhang vd., 

2019).  KC9 ve TC12 örneklerinde ise MEIS2 (Meis Homeobox 2) intronunda özgün 

L1HS insersiyonu saptanmıştır. Yapılan güncel bir çalışmada, MEIS2’nin 

ekspresyonunun tiroid kanserinde anlamlı olarak azaldığı raporlanmıştır (Wen vd., 

2021). KT9 ve TC14 örneğinde ise PCDH9 intronunda L1HS insersiyonu 

saptanmıştır. PCDH9 aşırı ifadelenmesi ise endometrium kanserinde bildirilmiştir (X. 

He vd., 2020). 7 gen lokusu arasında tall cell alt tip PTK’ye özgü olarak bir RNA geni 

olan LINC00865’in 3’Flank’inde hem TC3’te hem de TC12’de insersiyon tespit 

edilmiştir. İlginç olarak, anaplastik tiroid karsinomu üzerinde yapılan bir çalışmada, 

tümör hücrelerinde LINC00865’in ekspresyonunun azaldığı bildirilmiştir (Yakushina 

vd., 2021). 
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5. SONUÇ 

Çalışma sonucunda L1HS’lerin, K-PTK ve TC-PTK gruplarında hem tümör hem 

de kontrol dokularında aktif oldukları, sıklıkla intronik ve intergenik bölgelere 

retrotranspozisyon gerçekleştirdikleri ortaya çıkarılmış; her iki grupta kontrol 

dokularının genomunda L1HS insersiyon sayısı tümör dokularının genomundaki 

L1HS insersiyon sayısından daha yüksek bulunmuştur. Ayrıca beklenenin aksine, TC-

PTK örneklerinde saptanan toplam özgün L1HS insersiyonu sayısının klasik PTK’den 

daha düşük olduğu görülmüştür. Bununla birlikte kanser-ilişkili gen setlerine 

bakıldığında; özgün L1HS insersiyonu tespit edilen toplam gen sayısı TC-PTK 

grubunun kontrol ve tümör dokularında sırasıyla 34 ve 33, K-PTK grubunun kontrol 

ve tümör dokularında ise sırasıyla 35 ve 42 bulunarak, her iki grupta benzer sayılarda 

özgün L1HS insersiyonu gözlemlenmiştir.  

Klasik ve tall cell alt tip PTK gruplarında, kanser-ilişkili genlerde saptanan 

L1HS insersiyonları da sıklıkla intronik bölgelerde görülmüştür. İntronik yanlış uç 

birleştirme mutasyonları kanserlerde bildirilmiş olan genlerin (Jung vd., 2021) 

yaklaşık %23’ünde (15 gen) bu çalışmada, L1HS insersiyonlarıyla karşılaşılmıştır. 

Ayrıca, klasik ve agresif alt tip tiroid karsinomlarında, KDTK ve ATK’lerde 

bildirilmiş mutasyonlara sahip  7 gende (Coca-Pelaz vd., 2020; Jin vd., 2021) L1HS 

insersiyonları tespit edilmiştir. Bunun dışında L1HS’lerin, tiroid kanseri riskiyle 

ilişkilendirilen SNP’ler bildirilmiş 6 lokusa (Gudmundsson vd., 2017; W. Zhou vd., 

2020) ve radyasyon-ilişkili diferansiye tiroid kanseri riskiyle ilişkilendirilmiş 1 gen 

bölgesine (Zidane vd., 2019) retrotranspozisyon gerçekleştirdikleri saptanmıştır. Her 

iki alt tipte ortak olarak L1HS insersiyonu barındıran 15 gen saptanmış; insersiyon 

barındıran kanser-ilişkili bazı ortak genler, farklı PTK gruplarında kontrol ve tümör 

olarak, farklı doku bölgelerinde tespit edilmiştir. Hasar verici potansiyeli görece 

yüksek olan ekzonik ve intron-ekzon sınırındaki L1HS insersiyonlarının ise 8/9’unun 

kanser-ilişkili gen setlerindeki tümör baskılayıcı genlerde zenginleştiği 

gözlemlenmiştir. Bu kategorideki insersiyonlar K-PTK’de her iki dokuda da 

gözlemlenirken, TC-PTK’de yalnızca tümör doku örneklerinde tespit edilmiştir.  

Kanser-ilişkili gen setlerinde özgün L1HS insersiyonlarının en sık görüldüğü ilk 

üç gen ise ERBB4, ROBO2 ve NRG1 olmuştur. ERBB4 intronlarına gerçekleşen L1HS 

retrotranspozisyonları yalnızca K-PTK grubunun 5 farklı örneğe ait kontrol dokusunda 
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tespit edilmiştir. ROBO2 intronlarındaki L1HS insersiyonlarının 4/7’si K-PTK 

grubunun kontrol dokusunda; 1’i ise TC-PTK’de tümör dokusunda gözlemlenmiştir. 

Daha önceden kolorektal tümörlerde ROBO2 intronuna L1 retrotranspozisyonu 

bildirilmiştir (Solyom vd., 2012). Güncel bir çalışmada ise pre-malignant Barrett 

özofagusu lezyonları üzerinde yapılan bir çalışmada hem ERBB4 hem de ROBO2 

genlerinde L1 insersiyonu raporlanmıştır (Katz-Summercorn vd., 2022). İlginç olarak, 

NRG1’de tespit edilen insersiyonlar K-PTK’de tümör doku örneklerinde 

gözlemlenirken, TC-PTK’de kontrol doku örneklerinde tespit edilmiştir. COSMIC 

veri tabanından alınan tümör örnekleri üzerinde yapılan bir araştırmada, kolorektal 

tümörlerde NRG1’de lokalize L1 retrotranspozonlarına sıkça rastlandığı bildirilmiştir 

(Cajuso vd., 2019). Başka bir çalışmada ise NRG1’de saptanan bir SNP’nin PTK 

riskiyle anlamlı olarak ilişkili olduğu raporlanmıştır (H. He vd., 2018). NRG1 

genindeki bulgulara benzer şekilde, DIRC3’te lokalize L1HS retrotranspozonları K-

PTK grubunun 3 farklı tümör örneğinde tespit edilmiştir. Tiroid kanseri üzerinde 

yapılan güncel bir risk puanlama çalışmasında da, DIRC3 ve NRG1’i içeren 6 SNP 

tespit edilmiştir (S. S. Song vd., 2021). Burada da KT14 örneğinde, her iki genin 

intronlarında L1HS insersiyonu bulunmuştur. K-PTK grubunun kontrol doku 

örneklerinde baskın olarak görülen ERBB4 ve ilişkili RTK-RAS sinyal yolağı proto-

onkogenleri dışında MTOR, WNT, NOTCH ve Hippo sinyal yolağı tümör baskılayıcı 

genlerinde de L1HS insersiyonları saptanmıştır. Ayrıca K-PTK kontrol dokularında, 8 

RTK-RAS sinyal yolağı proto-onkogeninin 2’sinde tespit edilen L1HS 

insersiyonlarının, genlerin 3’UTR’sinde olduğu görülmüştür. Klasik PTK’de farklı 

tümör doku örneklerine dağılmış, yine NOTCH, WNT, Hippo, RTK-RAS ve TGFβ 

(Transforming Growth Factor-beta; Transforme edici Büyüme Faktörü-beta) sinyal 

yolaklarının tümör baskılayıcı genlerinde L1HS insersiyonları tespit edilmiştir. 

Bununla birlikte Hippo sinyal yolağından yalnızca FAT3 tümör supresör geninde, 2 

farklı K-PTK tümör örneğinde L1HS insersiyonu gözlemlenmiş; insersiyonlardan 

birinin FAT3 5’Komşu bölgesinde olduğu görülmüştür.   

Tall cell alt tip PTK kontrol dokularında L1HS retrotranspozisyonlarının 

görüldüğü konakçı proto-onkogenlerin ise WNT ve RTK-RAS sinyal yolağında rol 

oynadıkları saptanmış; ancak insersiyonların K-PTK grubunda tespit edilen 

insersiyonlardan farklı olarak proto-onkogenlerin sıklıkla 5’Komşu bölgesinde 

lokalize oldukları gözlemlenmiştir. Bunun dışında TC-PTK grubunun kontrol 
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dokularında, baskın olarak, Hippo sinyal yolağındaki tümör supresör genlerinin 

intronlarının özgün L1HS insersiyonlarını barındırdığı görülmüştür. WNT başta olmak 

üzere, TGFβ ve NOTCH sinyal yolakları tümör supresör genlerinde de insersiyonlar 

tespit edilmiştir. TGFβ sinyal yolağı tümör baskılayıcı genlerinde L1HS insersiyonu 

tespit edilen 5 dokudan 4’ü TC-PTK grubuna ait olduğu görülmüştür. SNP’leri 

PTK’de tümör progresyonuyla ilişkilendirilmiş TGFBR2 (Choe vd., 2012), TC-

PTK’de TGFβ sinyal yolağında L1HS’ler tarafından sıkça hedeflenen gen olmuştur. 

TC-PTK tümör dokularında L1HS insersiyonlarının, grubun kontrol dokularına benzer 

şekilde WNT sinyal yolağında ve TC-PTK’ye özgü olarak MTOR ve RTK-RAS sinyal 

yolaklarında bazı onkogenlerin 5’Komşu bölgelerinde lokalize oldukları saptanmıştır. 

Tall cell alt tip PTK tümör örneklerinde de, K-PTK tümör örneklerine benzer olarak 

NOTCH, WNT, Hippo ve TGFβ tümör supresör genlerinde lokalize L1HS’ler 

gözlemlenmiştir. K-PTK tümör örneklerinden farklı olarak ise, bir TC-PTK tümör 

örneğinde, MTOR sinyal yolağında tümör supresör olarak rol oynayan PTEN geninin 

intronunda L1HS insersiyonu tespit edilmiştir. 

Örneklerde, PTK alt tipi fark etmeksizin, özgün L1HS insersiyonlarının en sık 

görüldüğü 20 gene bakıldığında 17’sinin, euL1db veri tabanında germ hattı ve / veya 

somatik olarak L1 insersiyonu barındıran genler olduğu görülmüştür. Geriye kalan 

genler ise bu çalışmadaki K-PTK ve TC-PTK örneklerine özgü olarak L1HS 

insersiyonu tespit edilmiş genler olmuştur. Bunun dışında, kanser-ilişkili gen 

setlerinde bulunmayan ancak örneklerde 2 veya daha fazla ortak gözüken 7 adet gen 

bulunmuştur.  

Klasik ve tall cell alt tip PTK gruplarında L1HS insersiyonlarının görüldüğü 

ortak kanser-ilişkili sinyal yolakları tespit edilmiştir. Klasik ve tall cell PTK 

gruplarında ortak olarak RTK-RAS, NOTCH, WNT, Hippo ve TGFβ sinyal yolakları 

genlerinde L1HS insersiyonlarının zenginleştiği tespit edilmiş; ancak insersiyonların 

bu sinyal yolaklarındaki kümelenmeleri her iki grupta farklılık göstermiştir. 

İnsersiyonların K-PTK grubunda daha sık olarak RTK-RAS sinyal yolağı; TC-PTK’de 

ise WNT, NOTCH ve Hippo sinyal yolaklarında zenginleştiği saptanmıştır. İki grubun 

kontrol ve tümör dokularında, ortak olarak tespit edilen sinyal yolaklarındaki proto-

onkogenlerde lokalize L1HS insersiyonlarının, K-PTK grubunda sıklıkla intronik 

bölgelerde, TC-PTK grubunda ise hedef proto-onkogenlerin ifadelenmesinin 

yükseltgenmesiyle sonuçlanabilecek 5’Komşu gen bölgelerinde olduğu görülmüştür. 
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Tümör supresör genlere bakıldığında, klasik ve tall cell alt tip PTK gruplarının kontrol 

ve tümör dokularında L1HS insersiyonlarının ortak olarak WNT ve NOTCH sinyal 

yolağı genlerinde zenginleştiği görülmüştür. Bununla birlikte TGFβ sinyal yolağı 

tümör baskılayıcı genlerine gerçekleşen L1HS retrotranspozisyonları daha çok TC-

PTK grubunda gözlemlenmiştir.  

Solid tümörlerde tümör çevre dokusunda nötral, nötrale yakın ya da daha az 

hasar verici varyantların hücre popülasyonu içerisinde seleksiyon baskısından kaçarak 

pre-kanseröz heterojenitenin oluşmasına katkı sağladığı bilinmektedir (West vd., 

2021). Her iki grubun kontrol dokularının genomunda tespit edilen özgün L1HS 

insersiyon sayısının tümör dokularındaki insersiyon sayısından fazla bulunmasına, 

hipotetik olarak daha az hasar verici olan intronik ve intergenik bölgelerdeki 

insersiyonların negatif seçilim baskısından kaçışlarının neden olabileceğini 

düşünmekteyiz. TC-PTK örneklerinde ise K-PTK’ye göre daha az sayıda özgün L1HS 

insersiyonları tespit edilmiştir. 5’Komşu bölgelerinde lokalize L1HS’lerin ilgili proto-

onkogenlerin ifadelenmesini arttırarak pre-kanseröz heterojenitenin azalmasına ve 

sonucunda TC-PTK örneklerindeki intronik ve intergenik insersiyonların hücre 

popülasyondan silinmesine; yerine hasar verici potansiyeli daha yüksek ekzonik ve 

intron-ekzon sınırlarındaki insersiyonların, tümör popülasyonunda sağ kalmasına 

sebebiyet vermesi mümkün gözükmektedir. K-PTK ve TC-PTK örneklerinde kanser-

ilişkili genlerde tespit edilen insersiyonların bazı benign veya malign hasta kliniği ve 

histopatolojik bulguları destekleyebilecek nitelikte olduğu da görülmüştür.  

Sonuç olarak, klasik ve tall cell alt tip PTK gruplarında farklı kanser 

fenotiplerinin açığa çıkmasına neden olabilecek özgün L1HS insersiyon profilleri 

görülmektedir. Tespit edilen L1HS insersiyonlarının fonksiyonel sonuçlarını 

gözlemleyebilmek adına RNA-Seq gibi yöntemler ile L1HS tarafından hedeflenen 

genlerin ekspresyon seviyelerine bakılmalıdır. Ayrıca, çalışmada kullanılan kanser-

ilişkili gen setlerinde saptanmamış; ancak hem gruplara özgü olarak hem de iki PTK 

grubunda ortak görülen, L1HS’ler tarafından hedeflenmiş 7 adet gen bölgesinin, 

PTK’de biyobelirteç olarak önemini açığa çıkarmak üzere yürütülecek ileri deneysel 

çalışmalar değerli gözükmektedir. Bunun dışında, PTK’de sık görülen diğer genetik 

aberasyonların gelecekte L1HS insersiyon profilleriyle birlikte araştırılması, L1HS 

retrotranspozisyonlarının tümör progresyonu ve prognoz üzerindeki etkilerinin daha 
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iyi anlaşılmasını sağlayacak; L1HS’lerin papiller tiroid karsinomlarında terapötik bir 

hedef olarak değerinin açığa çıkarılmasına katkı sağlayacaktır. 
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EKLER 

Ek 1. Çalışma performansıyla ilişkili analizler 

 

Ek Şekil 1.1. TE-NGS anotasyonu sonrası BED dosyasında elde edilen ve referans olarak tanımlanan 

L1HS insersiyonlarının kromozom 1’deki lokasyonları. Sol taraftaki siyah yazılı alan 

Kvikstad ve ark. tarafından gerçekleştirilen TE-NGS referans çalışmasının NA12878 

genomunda tespit ettiği L1HS insersiyonlarını; sağ tarafta mavi yazılı alan ise bu tez 

çalışmasında kullanılan NA12878 genomunda saptanan insersiyonları göstermektedir. 

Kırmızıyla işaretli referans lokasyon, bu çalışmada ek olarak tespit edilen referans L1HS 

insersiyon lokasyonunu göstermektedir. Lokasyonun ayrıca IGV’deki görüntüsü sağ tarafta 

verilmiştir 
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Ek Şekil 1.2. Dizileme öncesi örnek kütüphane konsantrasyonlarının, medyan fragman boyutlarının ve 

okuma sayısının özgün L1HS tespit edilme sayısı arasındaki ilişkinin doğrusal regresyon 

analizi sonuçları  

 

 

Ek Şekil 1.3. Referans çalışmada (Kvikstad vd., 2018) ve bu tez çalışması sonucunda, NA12878 

genomunda tespit edilen L1HS insersiyon lokasyonlarının farklılık ve ortaklık açısından 

Venn şeması ile gösterilmesi 
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Ek 2. Etik kurul kararı 
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ÖZ GEÇMİŞ 

Çağrı Gümüşkaptan, Bartın Köksal Toptan Lisesi’ni bitirdikten sonra İstanbul 

Kültür Üniversitesi Moleküler Biyoloji ve Genetik Bölümü’den 2013 yılında mezun oldu. 

2015 yılında İstanbul Kültür Üniversitesi Moleküler Biyoloji ve Genetik Yüksek 

Lisans programını bitirdi ve aynı yıl Ondokuz Mayıs Üniversitesi Lisansüstü Eğitim 

Enstitüsü, Moleküler Tıp (Disiplinlerarası) Doktora Programı’na girdi. Bu programda 

2016 ile 2022 arasında araştırma görevlisi olarak görev yapan Çağrı Gümüşkaptan, iyi 

derecede İngilizce bilmektedir. Temel ilgi alanları; kanser moleküler biyolojisi ve 

genetiği, evrimsel moleküler tıp ve kompütasyonel genom analizleridir (26/12/2022). 
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