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Fonksiyonel Olmayan Adrenal in.sidentalomall Hastalarda Telomer
Uzunlugunun Incelenmesi

Amacg: Telomerler, genetik materyalin biitiinliigiiniin ve stabilitesinin
korunmasinda, 6zellikle hiicre replikasyonu sirasinda, kromozomlar arasindaki
flizyonlar1 6nleyerek 6nemli bir rol oynamaktadir. Genetik faktorlerle beraber
telomer boyuna etki eden cevresel faktorler de mevcuttur. Bu faktorlerden en
onemlisi oksidatif stres ve inflamasyondur. Calismamizda Nonfonksiyone
Adrenal Insidentalomal: hastalarda saghikli kontrol grubuna gore telomer
uzunlugunun kisalip kisalmadiginin degerlendirmesi amaglanmastir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamiz prospektif, tek merkezli olarak planlandi.
Calismaya hastanemiz Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1 polikliniklerine
bagvuran, 40-60 yas araliginda, 44 nonfonksiyone adrenal kitlesi olan hasta ve 44
saglikli kontrol alind1. Periferik kanda genomik DNA telomer uzunlugu kantitatif
PCR ile belirlendi.

Bulgular: Calismaya dahil edilen 44 nonfonksiyone adrenal insidentaloma
(NFAI) hastas1 ve 44 saglikli kontrol karsilagtirllmistir. Yas ve cinsiyet dagilimi
acisindan gruplar arasinda fark saptanmamistir. NFAI grubunda bel ¢evresi daha
genis (p=0.044), hipertansiyon siklig1 daha yiiksek (p=0.020), LDL kolesterol
(p=0.014) ve D vitamini seviyeleri daha diisiik bulunmustur (p=0.009). Telomer
uzunlugu NFAI grubunda anlamli olarak daha kisa dl¢iilmiistiir (p=0.046). Alt
grup analizlerinde telomer uzunluklari agisindan anlamli fark saptanmazken,
bazal ACTH diizeyi <15 pg/ml olan hastalarda telomer uzunlugu daha kisa
bulunmustur (p=0.034). Telomer uzunlugu ile sadece bazal ACTH diizeyi
arasinda anlamli pozitif korelasyon saptanmistir (p=0.001).

Sonuclar: Sonug olarak, bu ¢alisma NFAI hastalarinda telomer uzunlugunun
anlaml Olc¢iide kisaldigini ortaya koymustur. Bu bulgular, NFAI hastalarinda
artmis kardiyometabolik riskin muhtemel mekanizmalarindan biri olarak telomer
dinamiklerinin rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak, telomer
uzunluguna etki eden diger potansiyel faktorleri daha iyi anlamak i¢in genetik,
epigenetik ve ¢evresel etkilerin ayrintili sekilde incelendigi daha genis kapsamda
caligmalar yapilmas1 gerekmektedir.
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

Nilufer OZDEMIR

Manisa Celal Bayar University
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Supervisor: Prof. Dr. Mehmet KORKMAZ

Investigation of Telomere Length in Patients with Non-Functional
Adrenal Incidentalomas

Aim: Telomeres play an important role in maintaining the integrity and stability
of genetic material, especially during cell replication, by preventing fusions
between chromosomes. Along with genetic factors, there are also environmental
factors that affect telomere length. The most important of these factors are
oxidative stress and inflammation. In our study, it was aimed to evaluate whether
telomere length is shortened in patients with nonfunctional adrenal incidentaloma
compared to the healthy control group.

Materials and Methods: Our study was designed as a prospective, single-center
study. A total of 44 patients with nonfunctional adrenal masses aged 40-60 years,
who applied to the endocrinology and metabolism diseases outpatient clinic of our
hospital, and 44 healthy controls were included in the study. Genomic DNA
telomere length in peripheral blood was determined by quantitative PCR.

Results: Forty-four patients with non-functioning adrenal incidentaloma (NFAI)
and 44 healthy controls were compared. There was no significant difference
between the groups in terms of age and sex distribution. The NFAI group had a
larger waist circumference (p=0.044), a higher prevalence of hypertension
(p=0.020), and lower levels of LDL cholesterol (p=0.014) and vitamin D
(p=0.009). Telomere length was significantly shorter in the NFAI group (p=0.046).
While no significant difference was found in telomere lengths in subgroup
analyses, patients with basal ACTH levels <15 pg/ml had significantly shorter
telomeres than those with basal ACTH levels >15 pg/ml (p=0.034). A strong
positive correlation was observed only between telomere length and basal ACTH
level (p=0.001).

Conclusion: In conclusion, this study demonstrated a significant shortening of
telomere length in patients with NFAI. These findings suggest that telomere
dynamics may play a role as a potential mechanism underlying the increased
cardiometabolic risk in NFAI patients. However, larger-scale studies investigating
genetic, epigenetic, and environmental influences in detail are needed to better
understand other potential factors affecting telomere length.



Keywords: Adrenal Incidentaloma, Telomere Length, Aging, Genomic DNA,
Cardiometabolic Risk
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3.GIRIS ve AMAC

Adrenal insidentaloma, adrenal bez ile iliskili yakinma veya fizik muayene
bulgusu olmayan kisilere yapilan rutin goriintiileme tetkikleri sirasinda tesadiifen
saptanan adrenal kitle i¢in kullanilan bir terimdir (Anagnostis P ve ark., 2009).
Cogunlukla fonksiyonel olmadig1 diisiiniilen, iyi huylu, asemptomatik kitlelerdir.
Abdominal goriintiileme yontemlerinin  yaygin  kullanilmasiyla adrenal
insidentaloma siklig1 artmistir (Young WFJ, 2007). Adrenal kitlelerin 6nemi
hormon salinimina neden olabilmesi, salgilanan hormonlarin kardiyovaskiiler ve
/ veya metabolik agidan risk olusturmasi ile ilgilidir. Adrenal tiimdrlerin
cogunlugunun fonksiyonel olmadigi, bu nedenle saglik agisindan riskli olmadigi
diisiiniilmektedir (Debono M ve ark., 2014). Adrenal insidentalomalarin %5-
47'si, subklinik otonom glukokortikoid hipersekresyonu (Subklinik Cushing
Sendromu) olarak adlandirilan Cushing sendromunun klinik belirtileri olmadan
hafif bir otonom kortizol hipersekresyonu gosterebilir (Rossi R ve ark., 2000).
2023 Avrupa Endokrinoloji Dernegi (ESE)- Avrupa Adrenal Tiimorleri Calisma
Ag1 (ENSAT) yazarlari, bu klinik durum i¢in “iliml1 otonom kortizol sekresyonu”
(MACS) teriminin kullanilmasini 6nermektedir (Fassnacht M ve ark., 2023).
Literatiirde nonfonksiyone adrenal tiimor (NFAT) ve kardiyometabolik hastaliklar
arasinda bir baglant1 oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (Rossi R ve ark.,

2000; Lopez D ve ark., 2016; Peppa M ve ark., 2010; Barutcu S ve ark., 2014).

Telomer, dkaryotlarda kromozomlarin uglarinda bulunan, deoksiriboniikleik
asitin 5> wucundan 3’ wucuna dogru ilerleyen, kodlanmayan, 06zellesmis
deoksiriboniikleik asitin (DNA) tekrar dizilerinden olusan heterokromatik
bolgeleridir. Telomer DNA’sinin uzunlugu yaklasik 10-15 kilobayttir (Achi MV
ve ark., 2000). Genetik materyalin biitiinliigliniin ve stabilitesinin korunmasinda
telomerlerin 6nemli rolii vardir (hiicre replikasyonu sirasinda, kromozomlar
arasindaki flizyonlar1 onleyerek) (Wong JM & Collins K, 2003). Her hiicre
siklusunda telomerler kisalir. Telomer boyuna etki eden faktorlerden en dnemlisi
oksidatif stres ve inflamasyondur (Epel ES ve ark., 2004; von Zglinicki T ve
ark., 1995). Telomer uzunlugu, bir bireyin yagsami boyunca oksidatif stres ve
inflamasyonun kiimiilatif yiikiiniin bir belirteci olabilmektedir. Insan somatik

hiicrelerindeki telomer boyu 5-15 kilobaz arasinda olup, yilda ortalama 30 baz



cifti kisalma olmaktadir (Miiezzinler A ve ark., 2013). Hiicrelerin yaslanma ve
apoptotik siire¢lere olan duyarliligi, telomer boyu 2.8 kilobazin altina inince
artmaktadir (Blackburn EH, 2005). Telomerik dizinin uzunlugu; yasla birlikte
azalmakta ve sonucunda apoptozise yol agan replikatif yaslanma ortaya
cikmaktadir (Zanni G & Wick J, 2011). Telomer boyu yaslanmanin 6énemli bir
biyobelirteci olarak kabul edilmektedir (Mather KA ve ark., 2011).

Nonfonksiyone adrenal insidentalomali bireylerin, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda daha yiiksek instilin direnci ve endotel fonksiyon bozukluguna
yol actig1 ve bu siirecin kardiyovaskiiler olay riskini ve 6liim riskini artirabilecegi

ile ilgili literatiirde calismalar mevcuttur (Alkan S ve ark., 2025).

Abdominal obezite, diabetes mellitus, hipertansiyon ve ateroskleroz dahil
olmak tizere metabolik sendromun bilesenleri, artan hiicresel yaslanma ile iliskili
patolojiler arasinda oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada, nonfonksiyone adrenal
insidentalomal1 hastalarda bu metabolik sendrom bilesenleri sik goriildiiglinden,
telomer uzunlugunun, saglikli kontrol grubuna gore daha fazla kisalip

kisalmadiginin saptanmasi amaglanmistir.



4.GENEL BIiLGILER

4.1 FONKSIiYONEL OLMAYAN ADRENAL INSIDENTALOMA

Adrenal insidentaloma, adrenal bez ile iligkili yakinma veya fizik muayene
bulgusu olmayan kisilere yapilan rutin goriintiileme tetkikleri sirasinda tesadiifen
saptanan adrenal kitle i¢in kullanilan bir terimdir (Anagnostis P ve ark., 2009).
Cogunlukla fonksiyonel olmadig1 diisiiniilen, 1yi huylu, asemptomatik kitlelerdir.
Abdominal goriintiileme yontemlerinin yaygin kullanilmasiyla adrenal insdentaloma
sikligi artmistir (Young WFJ, 2007). Bilgisayarli Tomografi (BT) ve manyetik
rezonans (MR) goriintiilemenin sik kullanimiyla, tahmin edilen prevalansin %3-10
oldugu raporlanmistir (Ozdemir Kutbay N ve ark., 2015). Diinyada BT ve MR
goriintiilemesindeki artis diisiiniildiigiinde, insidental saptanan adrenal kitlelerin

prevalansinin ¢ok yiiksek olabilecegi tahmin edilebilmektedir.

Adrenal insidentalomalarda kardiyovaskiiler olaylara duyarlilik artisi i¢in 6ne
stiriilen hipotezler; hiperinsiilinemi, saptanamayan hormon salgis1 veya sitokinlerde
artigtir. Androulakis ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada NFAT'l1 bireylerde, saglikli
kontrollerle karsilastirildiginda daha yiiksek insiilin direnci ve endotel fonksiyon
bozuklugu oldugu gosterilmistir. Bu hastalarda mevcut duruma subklinik
hiperkortizolizmin eklenmesi, kardiyovaskiiler olay riskini ve 6liim riskini artirabilir
(Adroulakis II ve ark., 2014). Montero ve arkadaslarinin, 1004 adrenal insidentaloma
hastasiyla yaptiklar1 cok merkezli bir calismada NFAT’11 hastalarda instilin direnci ve
obezitenin artmis oldugu gorilmiistir (Mantero F ve ark., 2000). Baska bir
caligmada da NFAT’l1 hastalarda kontrol grubuna kiyasla insiilin direncinin
(Homeostatic Model Assessment of Insulin Resistance - HOMA-IR) artmis oldugu
goriilmiistiir (Peppa M ve ark., 2010). Bircok arastirmaci mekanizma olarak 1limli
ylksek kortizol seviyelerinin bu tabloya yol acabilecegini ileri siirmiistiir (Reincke ve
ark., 2000). Emral ve arkadaslarinin ¢alismasinda nonfonksiyone adrenal kitlesi olan
grubun kontrol grubuna kiyasla trigliserid, HOMA-IR, homosistein, iirik asit, hs-CRP,

karotis intima-media kalinlig1 Olglimlerinin anlamli olarak yiiksek oldugu



gosterilmistir (Emral R ve ark., 2019). Yener ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calismada da diger calismalarla benzer olarak nonfonksiyone adrenal kitlesi olan
grupta, kontrolle karsilastirildiginda HOMA-IR, iirik asit seviyelerinin anlaml1 olarak

yliksek oldugu goriilmiistiir (Yener S ve ark., 2009).
4.2 TELOMER

Telomerler, 1930'larda kromozom uglarini stabilize eden temel bilesenler
olarak tanimlanmistir (Blackburn EH, 2005). Telomer, 0Okaryotlarda
kromozomlarin u¢larinda bulunan, DNA’nin 5’ ucundan 3’ ucuna dogru ilerleyen,
kodlanmayan, 0Ozellesmis DNA tekrar dizilerinden olusan heterokromatik
bolgelerdir. Telomer DNA’sinin uzunlugu yaklasik 10-15 kilobayttir (Achi MV
ve ark., 2000). Genetik materyalin biitiinliigliniin ve stabilitesinin korunmasinda
telomerlerin 6nemli rolii vardir (Wong JM & Collins K, 2003). Her hiicre
siklusunda telomerler kisalir. Telomer boyuna etki eden faktorlerden en dnemlisi
oksidatif stres ve inflamasyondur (Epel ES ve ark., 2004; von Zglinicki T ve
ark., 1995). Telomer uzunlugu, bir bireyin yagsami boyunca oksidatif stres ve
inflamasyonun kiimiilatif yiikiiniin bir belirteci olabilmektedir. Insan somatik
hiicrelerindeki telomer boyu 5-15 kilobaz arasinda olup, yilda ortalama 30 baz

cifti kisalma olmaktadir (Miiezzinler A ve ark., 2013).
4.2.1. Telomer ve Yaslanma

Hiicrelerin yaglanma ve apoptotik siireclere olan duyarliligi, telomer boyu 2.8
kilobazin altina inince artmaktadir (Blackburn EH, 2005). Telomerik dizinin
uzunlugu; yasla birlikte azalmakta ve sonucunda apoptozise yol agan replikatif
yaslanma ortaya c¢ikmaktadir (Zanni G & Wick J, 2011). Telomer boyu
yaslanmanin 6nemli bir biyobelirteci olarak kabul edilmektedir (Mather KA ve

ark., 2010).
Yaslanma siireci telomer hipotezi igin 6ne siiriilenler:

1. Genglerle karsilastirildiginda yash bireylerin somatik doku telomerleri

daha kisadir.

2. Somatik hiicrelerdeki telomerler ireme hiicrelerindekinden daha kisadir.



3. Erken yaslanma sendromu (progerya) olan ¢ocuklarin telomerleri ayni yas

grubundaki kontrol grubu ile kiyaslandiginda daha kisadir.

4. Geng bireylerin hiicreleri, hiicre kiiltiiriinde biiyiidiik¢e telomerleri giderek

kisalir.

5. Telomerlerin deneysel olarak uzatilmasi, kiiltiire edilmis hiicrelerin

cogalma kapasitesini artirir (Geyikli I ve ark., 2007).
4.2.2. Kortizol ve telomer

Stres yanitinda hipotalamus-hipofiz-adrenal (HPA) aks aktivitesinin telomer
uzunlugu ile baglantili oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (Savolainen, K
ve ark., 2015). HPA aksinin son iiriinii olan kortizol, tiikiiriik, kan ve idrar dahil
olmak iizere ¢esitli viicut sivilarindan o6l¢iilebilir (Klaassens, E.R ve ark., 2012).
Kortizoliin telomer kisalmasi iizerindeki etkisini inceleyen g¢alismalar, yiiksek
kortizol maruziyetinin telomer kisalmasini hizlandirdigin1 géstermistir (Vartak,
S ve ark., 2014). Yapilan bagka bir ¢alismada, strese tepki olarak yiiksek bazal
kortizol seviyelerinin ve artan kortizol reaktivitesinin kisa telomer uzunlugu ile
iliskili oldugu bulunmustur (Gotlib, I ve ark., 2015). Bununla birlikte, bagka bir
calisgmada kortizol ve telomer uzunlugu arasinda bir iligki bulamamistir
(Savolainen, K ve ark., 2015). Kortizol 6l¢iim yontemleri, numune 6zellikleri ve
mevcut caligmalar arasindaki degiskenlik gbz Oniine alindiginda, bu farklilik
sasirtict bulunmamistir. Bu smirlamalarin iistesinden gelmek icin, daha fazla

caligma, sistematik derleme ve meta-analize ihtiyag oldugu belirtilmistir.
4.2.3. Telomer uzunlugu ve kanser

Kanserin, hiicre dongiisii kontrol mekanizmalarindaki ¢oklu mutasyonlardan
kaynaklandigina inanilmaktadir. Hiicrelerin malign bir duruma ilerleyebilmeleri
icin  Oliimsiizlik kazanmalar1 gerekir. Telomeraz enzimi hiicrelerin
oliimsiizlesmesi ya da smirsiz ¢ogalabilme kapasitesine sahip olmasi igin

gereklidir (Hahn, WC; 1999).

Telomeraz aktivitesi, cogu somatik hiicrede aktif degildir. Genellikle yiiksek

replikatif kapasitesi olan dokularda ve kanser tiirlerinde goriiliir. Literatiirde iy1



huylu tiimorlerde telomeraz aktivitesi olmadig1, metastatik tiimorlerde ise yiiksek

telomeraz aktivitesi oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur (Blasco, MA; 2005).

Telomerlerin kademeli olarak kisalmasi ve somatik hiicrelerde telomerazin
down regiilasyonu, boliinme kapasitesini sinirlayarak timor baskilayict islev
goriir (Hastie, ND ve ark., 1990). Bununla beraber invaziv kanserlerin %90’inda
telomeraz aktif olarak bulunur, bu sayede hiicreler kontrol noktalarini atlayarak
kontrolsiiz hiicre c¢ogalmasiyla Oliimsiiz hiicrelere doniisiirler. 2011 yilinda
yapilan bagka bir calismada ise malign melanomda telomer uzunlugu
degerlendirilmis ve kisa olan telomer boyunun melanom riskini artirdig1 rapor
edilmistir (Nan, H ve ark., 2011). Kolorektal kanser gelisimi farkli faktorlerin de
etkisiyle hem telomer uzunlugunun artmasi hem de telomer kisalmasiyla
iliskilendirilmistir (Baichoo E & Boardman LA, 2014). Dokuz farkli ¢calismanin
alindigr bir meta analizde, 2925 akciger kanseri hastasi ve 2931 kontrol
degerlendirilmis ve kisa telomer boyunun akciger kanser riskiyle iliskili oldugu
bildirilmistir (Karimi, B ve ark., 2017). Lokositlerin telomer uzunlugunun
Olciildiigii baska bir ¢calisma ise, kisa telomer boyunun mide kanserine yatkinlikla

iligkili olduguna isaret etmektedir (Pan, W ve ark., 2017).



5. GEREC VE YONTEM

5.1 HASTA ALIMI VE PROTOKOL

Calismamiz prospektif, tek merkezli olarak planlandi. Calismaya Manisa
Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Endokrinoloji ve Metabolizma
Hastaliklar1 polikliniklerine bagvuran, 40-60 yas aralifinda, 44 nonfonksiyone

adrenal kitlesi olan hasta ve 44 saglikli kontrol alindi. Dislama kriterleri:

e Insidental olarak saptanan adrenal kitleli hastalarda hormon aktivite testleri
yapilip fonksiyonel olanlar (MACS, Cushing sendromu, feokromositoma,
hiperaldosteronizm)

¢ Bilinen adrenal veya hipofiz cerrahisi ge¢irmis olanlar,

e Steroid kullananlar,

e Tiroid disfonksiyonu olanlar,

e Malignite dykiisii olanlar,

e Bilinen koroner arter hastaligi, kronik bobrek yetmezligi, karaciger yetmezligi

tanisi olanlar ¢alismaya dahil edilmedi.

Calisma i¢in gerekli 6rneklem biiylikliigli hesab1 power analizi kullanilarak
yapildi. Power =0.70, 0=0.05, d (effect size-etki biiyiikliigii)=0.50 alindiginda her
bir grup i¢in minimum 50 kisi olarak hesaplandi. Katilimcilar bilgilendirildikten
ve goniillii onamlar1 alindiktan sonra telomer uzunlugu i¢in 6rnekler EDTA’11 tlipe

alind1 ve santriflij edilmeden -80°C’de analiz giinline kadar saklandi.
Kullanilan Kit ve Reaktifler

Telomer uzunlugu Olglimii i¢in Absolute Human Telomere Length
Quantification qPCR Assay Kit (AHTLQ, Cat# 8918, ScienCell) kullanilmistir.
Kitin bilesenleri agsagida belirtilmistir:

e 2X GoldNStart TagGreen qPCR Master Mix (SYBR®Green bazli qPCR
master mix, sicak baglatma 6zelligi icerir)

e Telomer Primer Seti (Insan telomer dizilerini hedefleyen primer seti)

e Tek Kopya Referans (SCR) Primer Seti (Insan kromozom 17 iizerindeki 100
bp'lik bolgeyi hedefleyen primer seti)



e Referans Insan Genomik DNA Ornegi (Bilinen telomer uzunluguna sahip,
kalibrasyon i¢in kullanildr)

e Niikleaz icermeyen H>O (PCR karigimlarinin hazirlanmasi igin)
DNA izolasyonu

Deneylerde kullanilacak genomik DNA, ticari kit kullanilarak (PCR Tamplate
Kit, Roche) izole edilmistir. Elde edilen DNA’nin kalitesi ve konsantrasyonu
NanoDrop spektrofotometresi kullanilarak belirlenmistir. DNA safligi A260/A280

orani kontrol edilerek degerlendirilmistir.
qPCR Reaksiyon Hazirh@

Telomer ve SCR gen bdlgeleri i¢in iki ayr1 qPCR reaksiyonu hazirlanmistir.

20 pL’lik reaksiyon karisimi asagidaki bilesenleri icermektedir:

Telomer Uzunlugu qPCR Reaksiyon Karisimi

Bilesen Hacim

Genomik DNA (0.5 - 5 ng/uL) 1 uL

Primer Stok Soliisyonu (Telomer veya SCR) ||2 uL

2X GoldNStart TaqGreen qPCR Master Mix (|10 pL

Niikleaz igermeyen H20 7 uL

Toplam Hacim 20 pLL

Tiim reaksiyonlar ii¢ teknik replikat halinde ¢aligilmistir.
qPCR Programi

PCR amplifikasyonu qPCR cihazinda asagidaki termal dongii protokoliine

gore gerceklestirilmistir:



qPCR Termal Dongii Protokolii

Adim Sicaklik Siire Dongii Sayisi
Basl

ayansle 95°C 10 dk 1
denatiirasyonu
Denatiirasyon 95°C 20 sn 32
Baglanma 52°C 20 sn
Uzama 72°C 45 sn
Fliioresan Okuma |72°C sonrasi Plaka

okuma

Melting Curve .
Analizi Opsiyonel Evet 1

Telomer Uzunlugu Hesaplamasi

Telomer uzunlugu, karsilastirmali AACq yontemi kullanilarak hesaplanmustir.

Bu yontemde:

Telomer ve SCR gen bolgeleri i¢in Cq degerleri belirlenmistir. ACq

hesaplanmistir:
ACq(TEL)=Cq(TEL, 6rnek)—Cq(TEL, referans)\Delta Cq (TEL) = Cq (TEL,
ornek) - Cq (TEL, referans)ACq(TEL)=Cq(TEL, 6rnek)—Cq(TEL, referans)
ACq(SCR)=Cq(SCR, 6rnek)—Cq(SCR, referans)\Delta Cq (SCR) = Cq (SCR,
ornek) - Cq (SCR, referans)ACq(SCR)=Cq(SCR, 6rnek)—Cq(SCR, referans)
AACq hesaplanmustir:
AACg=ACq(TEL)—-ACq(SCR)\Delta\Delta Cq = \Delta Cq (TEL) - \Delta Cq

(SCR)AACQ=ACq(TEL)-ACq(SCR)



Goreceli telomer uzunlugu asagidaki formiille hesaplanmistir:
2-AACq2"{-\Delta\Delta Cq}2—AACq

Nihai telomer uzunlugu, referans genomik DNA ’nin bilinen telomer uzunlugu

ile ¢carpilarak belirlenmistir.

5.2 ISTATIKSEL ANALIZ

Verilerin analizinde SPSS (Statistical Package for Social Sciences, versiyon
22.0) programi kullanilmistir. Degigkenlerin dagiliminin normal olup olmadig1
Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirilmistir. Normal dagilim gosteren
sirekli degiskenler ortalama + standart sapma olarak, normal dagilim
gostermeyen degiskenler ise medyan (%25-75 persantil) seklinde sunulmustur.
Gruplar arasi karsilastirmalarda normal dagilima uyan veriler i¢in bagimsiz
orneklem t-testi, normal dagilima uymayan veriler i¢in ise Mann-Whitney U
testi kullanilmistir. Kategorik degiskenlerin karsilastirilmasinda Ki-Kare testi
uygulanmigtir. Korelasyon analizleri Spearman korelasyon testi kullanilarak

yapilmugstir. Istatistiksel anlamlilik i¢in p<0.05 degeri kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

(Calismaya dahil edilen non-fonksiyone adrenal insidentaloma (NFAI) grubundaki
44 hasta ile kontrol grubundaki 44 kisinin demografik, klinik ve laboratuvar 6zellikleri
karsilagtirilmistir. Her iki grubun yas (NFAI: 52.0 yil, Kontrol: 51.0 yil; p=0.980) ve
cinsiyet dagilimi (her iki grupta da %15.9 erkek, %84.1 kadin; p=1.00) arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark yoktur. NFAI grubunda bel ¢evresinin anlamli olarak
daha yiiksek oldugu bulunmustur (98.39 = 10.90 cm, p=0.044). Hipertansiyon goriilme
sikligi NFAI grubunda (%31.8) kontrol grubuna gore (%11.4) anlamli diizeyde
fazladir (p=0.020). LDL kolesterol diizeyi NFAI grubunda anlamli olarak daha
diistiktiir (110.6 + 44.0 mg/dl, p=0.014). Ayrica NFAI grubunda D vitamini seviyeleri
anlamli olarak daha diisiiktiir (13.70 + 7.56 ng/ml, p=0.009) (Tablo 1).

Telomer uzunluklar1 degerlendirildiginde, NFAI grubunda telomer uzunlugu
kontrol grubuna gore anlamli olarak daha kisa bulunmustur (NFAI: 3.680 = 1.970 kb;
Kontrol: 4.469 + 1.672 kb; p=0.046) (Tablo 1).

NFAI grubunda yapilan alt grup analizlerinde; adenom dansitesi (HU<10 veya
>10), adrenal kitle boyutu (<2 cm veya >2 cm), 1 mg DST sonrasi kortizol diizeyi (<1
mcg/dl veya >1 mcg/dl), hipertansiyon, diyabet, dislipidemi ve sigara i¢imi acisindan
yapilan karsilastirmalarda telomer uzunluklar1 arasinda anlamli fark saptanmamistir
(swrastyla p=0.581, p=0.200, p=0.909, p=0.323, p=0.215, p=0.703, p=0.358) (Tablo
2,4,5,6,7,8,9). Ancak bazal ACTH diizeyi <15 pg/ml olan hastalarda telomer
uzunlugu, bazal ACTH diizeyi >15 pg/ml olanlara gore anlamli olarak daha kisa

bulunmustur (2.692 kb ve 4.607 kb, p=0.034) (Tablo 3).

Telomer uzunlugunun diger klinik ve laboratuvar parametreleri ile korelasyonu
degerlendirildiginde, sadece bazal ACTH diizeyi ile pozitif yonde giiclii ve anlaml1 bir
korelasyon gozlenmistir (r=0.528, p=0.001) (Tablo 10). Diger parametrelerle anlaml

korelasyon saptanmamuistir.
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Tablo 1. Hastalarin demografik, klinik ve laboratuvar verileri

NFAI Kontrol P degeri

(n=44) (n = 44)
Yas (yil) 52.0 (45.25-54.75) 51.0 (46.0-56.0) 0.980 *
Cinsiyet  Erkek n(%) | 7 (%15.9) 7 (%15.9) 1.00***

Kadin n(%) | 37 (%84.1) 37 (%84.1)

VKi (kg/m?) 30.38 (27.22 - 33.99) 28.92 (24.61 -32.76) 0.087*
Bel ¢evresi (cm) 98.39 + 10.90 91.48 +15.18 0.044**
Hipertansiyon varhgi 14 (%31.8) 5(%11.4) 0.020***
n(%)
Diabetes mellitus 9 (%20.5) 8 (%18.2) 0.787%**
varligi n(%)
Dislipidemi varhgi n(%) | 5(%11.4) 10 (%22.7) 0.156%**
Sigara iciciligi n(%) 17 (%38.6) 10 (%22.7) 0.106***
AKS (mg/dl) 95.0 (86.5—104.5) 90.0 (84.0 -98.0) 0.148*
Hbalc (%) 5.80 (5.40-6.15) 5.65 (5.40-5.87) 0.124*
Trigliserid (mg/dl) 109.0 (74.0 — 141.0) 120.0 (83.0-142.0) 0.620*
HDL (mg/dl) 59.0(52.0-71.0) 59.0 (50.0-69.0) 0.836*
LDL (mg/dl) 110.6 + 44.0 134.1+39.5 0.014**
Sedimantasyon 20.0 (13.0-34.0) 17.0 (8.0-25.0) 0.088*
CRP 0.40(0.12-0.95) 0.20(0.10-0.33) 0.076*
D vitamini 13.70+ 7.56 19.76 + 10.49 0.009**
Telomer uzunlugu (kb) | 3.680+ 1.970 4.469 +1.672 0.046**

* Mann-Whitney U testi

** Bagimsiz orneklem T testi

*** Ki-Kare Testi
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Tablo 2. NFAI Grubunda Adenom Dansitesine Gore Telomer

Uzunluklarinin Karsilagtirilmasi

92.00

HU< 10 HU > 10 p*
(n=36) (n=7)
Telomer uzunlugu (kb) | 3.596 + 1.983 4.102 +2.152 0.581
* Bagimsiz orneklem T testi
Tablo 3. NFAI Grubunda Bazal ACTH Diizeylerine Gére Telomer
Uzunluklarinin Karsilagtirilmasi
Bazal ACTH < 15 Bazal ACTH > 15 p*
(n=22) (n=12)
Telomer uzunlugu (kb) | 2.692 (1.731 —4.661) | 4.607 (2.785 —6.302) | 0.034

* Mann-Whitney U testi
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Tablo 4. NFAI Grubunda Adrenal Kitle Boyutuna Goére Telomer

Uzunluklarinin Karsilagtirilmasi

Adrenal kitle boyutu | Adrenal kitle boyutu | p*
<2cm >2cm
(n=18) (n=26)

Telomer uzunlugu (kb) 4.154+£2.104 3.351 +£1.842 0.200

* Bagimsiz orneklem T testi

Tablo 5. NFAI Grubunda 1 mg DST Kortizol Diizeylerine Gore Telomer

Uzunluklarinin Karsilastirilmasi

1 mg DST < 1 mcg 1 mg DST > 1 mcg p*
(n=23) (n=21)
Telomer uzunlugu (kb) | 3.436 (2.072 —5.506) | 3.709 (1.880 —5.245) | 0.909
* Mann-Whitney U testi
Tablo 6. Hipertansiyon Varligina Gore Telomer Uzunluklarinin
Karsilastirilmasi
Hipertansiyon (+) Hipertansiyon (-) p*
(n=19) (n=069)
Telomer uzunlugu (kb) | 4.530 +2.346 3.949+1.701 0.323

* Bagimsiz orneklem T testi

Tablo 7. Diyabet Varligina Gore Telomer Uzunluklarinin Karsilastirilmasi

Diabetes Mellitus (+) | Diabetes Mellitus (-) | p*
(n=17) (n=71)
Telomer uzunlugu (kb) | 4.542 + 1.638 3.962 + 1.902 0.215

* Bagimsiz orneklem T testi
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Tablo 8. Dislipidemi Varligina Gére Telomer Uzunluklarinin

Karsilastirilmasi
Dislipidemi (+) Dislipidemi (-) p*
(n=15) (n=173)
Telomer uzunlugu (kb) | 3.931 £ 1.498 4.104 +1.933 0.703

* Bagimsiz orneklem T testi

Tablo 9. Sigara Kullanimina Gore Telomer Uzunluklarinin Karsilastirilmast

Sigara igen Sigara igmeyen p*
(n=27) (n=61)
Telomer uzunlugu (kb) | 4.395 +2.352 3.932 +£1.597 0.358

* Bagimsiz 6rneklem T testi

Tablo 10. Telomer Uzunlugu ile Klinik ve Laboratuvar Parametreleri

Arasindaki Korelasyon Analizi

r p*
Yas 0.125 0.245
BMI 0.033 0.772
Kitle boyutu -0.232 0.129
Bel ¢evresi -0.014 0.911
HDL -0.112 0.322
LDL 0.113 0.319
TG 0.050 0.661
AKS 0.040 0.721
Hbalc 0.233 0.084
Sedim -0.083 0.523
CRP -0.100 0.413
Bazal ACTH 0.528 0.001
Bazal Kortizol -0.175 0.382
Idrar kortizol -0.077 0.794
1 mg DST -0.011 0.947

* Spearman korelasyon analizi
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7.TARTISMA

Bu ¢alisma, fonksiyonel olmayan adrenal insidentalomali (NFAI) hastalarda
telomer uzunlugunun, saglikli kontrol grubuna gore farklilhik gdosterip
gostermedigini degerlendirmek amaciyla yapilmistir. Bulgularimiz, NFAI
hastalarinda telomer uzunlugunun kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde daha
kisa oldugunu gostermistir (NFAI: 3.680 + 1.970 kb; Kontrol: 4.469 + 1.672 kb;
p=0.046) (Tablo 1).

Telomer uzunlugu, ¢esitli tiimorlerin biyolojik davranisin1 anlamada énemli
bir biyobelirtec olarak ortaya ¢ikmistir. Genellikle goriintiilleme iglemleri sirasinda
tesadiifen saptanan adrenal kitlelerin ¢ogu, nonfonksiyone adrenal adenomlar gibi
iy1 huylu tiimoérlerdir. Nonfonksiyone adrenal insidentalomalar ve kanser riski ile
telomer uzunlugu arasindaki iligki 6nemli bir aragtirma konusu haline gelmistir.
Caligsmalar, adrenal tiimorlerin biiyiik bir kisminin fonksiyon gostermedigini ve
bu oranlarin %58,0 ile %86,2 arasinda degistigini gostermektedir. Bu nedenle
klinik sonuglar1 farkli olabilecek fonksiyonel tiimorlerden ayirt edilmeleri biiyiik

Oonem tasimaktadir (Budd, 2022).

Telomerler, siirekli hiicre ¢ogalmalari sirasinda kisaltilan ve RNA'ya bagimli
bir DNA polimeraz olan telomeraz tarafindan sentezlenen kisa tekrarlanan
dizilerden olusur. Son molekiiler caligmalar, telomerazin ¢ogu insan kanserinde
aktive oldugunu, ancak ¢ogu somatik hiicrede tespit edilemedigini bildirmistir. Bu
bulgular, pozitif telomeraz aktivitesinin insan tiimorlerinin malign potansiyeliyle
yakindan iliskili oldugunu gostermektedir. Kinoshita, H., ve ark. yaptigi
caligmada telomeraz aktivitesinin bir tan1 belirteci olarak yararli olup olmadigini
belirlemek i¢in, adrenal korteks tiimorlerinde ve feokromositomalarda telomeraz
aktivitesi incelenmistir. On ii¢ adrenal korteks tlimoriinden birinde ve yedi
feokromositomadan ikisinde telomeraz aktivitesinin arttifi gosterilmis, ancak
fonksiyon gdostermeyen adrenokortikal tiimorlerde telomeraz — aktivitesi
gosterilmemistir. Bu ii¢ telomeraz pozitif tiimoriin, malign potansiyeli diisiindiiren
klinikopatolojik ozellikler gosterdigi saptanmistir. Sonug olarak, bu calismada
telomeraz aktivitesi, adrenal korteks tiimorlerinin ve feokromositomalarin
biyolojik ozelliklerini 6ngdérmek i¢in potansiyel bir belirte¢ olabilecegi

bildirilmistir (Kinoshita, H ve ark., 1998). Retrospektif ¢calismalarin ¢ogunlugu
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daha kisa telomerlere sahip bireylerde kanser riskinin arttigini bildirmektedir.
Prospektif gozlemsel ¢alismalarda ise daha uzun telomer ile kanser riski arasinda
zayif bir pozitif iligki saptamistir. Yapilan c¢alismalarda kanser ile telomer
uzunlugu arasindaki iliskinin dogrusal olmadigi, ¢esitli kanser tiirlerinde telomer
uzunlugu etkilerinin U seklinde bir egri ¢izdigi goriilmiistiir (Tsatsakis A ve ark.,
2023). Yas, telomer uzunlugunu etkileyen en onemli faktorlerden biridir.
Calismamizda her iki grubun yas (NFAI: 52.0 yil, Kontrol: 51.0 yil; p=0.980) ve
cinsiyet dagilimi (her iki grupta da %15.9 erkek, %84.1 kadin; p=1.00) arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Bu da NFAI grubundaki telomer
kisaliginda yas faktorii disinda diger faktorlerin aragtirilmasi gerektigini

gostermektedir.

Adrenal bezden kortizol sekresyonunun telomer uzunluguna etkisi literatiirde
tartigtlan bir konudur. Yiksek kortizol diizeylerinin telomer kisalmasini
hizlandirdigina dair bulgular mevcuttur, ancak bu konuda celiskili sonuglar da
bildirilmektedir (Savolainen K ve ark., 2015; Vartak S ve ark., 2014). Kronik
stresin HPA aksin1 agir1 uyararak kortizol seviyelerini artirdigit ve bunun da
telomer kisalmasina neden oldugu one siiriildiigli ¢aligmalar mevcuttur (Gotlib
IH ve ark., 2015; Klaassens E ve ark., 2012). Androulakis ve arkadaslar1t NFAI'l
bireylerin, adrenal tiimorleri olmayan saglikli kontrollerle karsilastirildiginda
daha yiiksek insiilin direnci indeksleri ve endotel fonksiyon bozuklugu oldugunu
gostermistir. Calismasinda “normal” kortizol konsantrasyonlarinin bile bir risk
spektrumuna yol agabilecegini dne siirerek, “fonksiyonel olmayan” grupta normal
araliktaki kortizol seviyesindeki artigla, yiiksek karotis intima-media kalinlig
arasinda iliski gozlemlemislerdir (Adroulakis II ve ark., 2014). Calismamizda,
NFALI grubunda yapilan alt grup analizlerinde 1 mg DST sonras1 kortizol diizeyi
(<1 mcg/dl veya >1 mcg/dl) ile telomer uzunluklari arasinda anlamli fark
saptanmadi. Bu hasta grubunda 1 mg DST normal olsa bile, normal araliktaki
kortizol seviyelerindeki artis bu hastalarda telomer kisalmasina yol agan
nedenlerden birisi olabilir. Calismamizda, bazal ACTH diizeyi ile telomer
uzunlugu arasinda anlamli bir pozitif korelasyon bulundu. Diisiik bazal ACTH
diizeyleri olan hastalarda telomer uzunlugunun anlamli olarak daha kisa
bulunmasi, adrenal fonksiyonlarin hiicresel yaslanma siirecinde oynayabilecegi

potansiyel rolii destekleyen bir bulgu olarak degerlendirilebilir. Bu sonuglar,
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Bamberger ve arkadaslari, tarafindan yapilan ¢aligmada da desteklenmektedir.
Bamberger ve arkadaslari, adrenal bezin hiperkortizolemik durumlarinin telomer
dinamiklerini etkileyebilecegini ve bu mekanizmanin kronik stres ile baglantil

olabilecegini 6ne siirmiislerdir (Bamberger ve ark., 1999).

Abdominal obezite, diabetes mellitus, hipertansiyon ve ateroskleroz dahil
olmak iizere metabolik sendromun bilesenleri, artan hiicresel yaglanma ile iliskili
patolojiler arasindadir (Giovos ve ark., 2019). Calismamizda, NFAI grubunda
hipertansiyon varligi istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p=0.020). NFAI
ve kontrol grubu arasinda hipertansiyon, diyabet, dislipidemi ve sigara i¢imi
acisindan yapilan karsilastirmalarda telomer uzunluklart agisindan anlaml fark
saptanmamistir. Bu durum, telomer kisalmasinin tek bagina bir hastalik belirteci
olmaktan ziyade, daha karmasik biyolojik siireclerle iliskili olduguna isaret

edebilir.

Bu calismanin bazi kisithiliklar1 bulunmaktadir. Ik olarak, calisma tek
merkezli olup sinirl bir hasta popiilasyonunu igermektedir. Bu durum, elde edilen
sonuglarin genellenebilirligini kisitlayabilir. ikinci olarak, telomer uzunlugu
sadece periferik kan Orneklerinden degerlendirilmis olup, farkli dokulardaki
telomer dinamikleri incelenmemistir. Gelecekte, daha genis hasta popiilasyonlari
ve 1liml1 otonom kortizol sekresyonu (MACS) olan hasta grubunun da dahil

edildigi ¢ok merkezli prospektif ¢caligsmalara ihtiyac vardir.

Caligmamizin  gliclii  yani, yasin telomer uzunlugundaki en Onemli
faktorlerden biri oldugunu bildigimiz i¢in hem NFAI grubu hem de kontrol
grubunu yas ve cinsiyet agisindan benzer olacak sekilde dizayn edilmesidir.
Calismamiz, literatirde NFAI ve kontrol grubunda telomer uzunlugunun

karsilagtirildigi ilk ¢alismadir.

Sonug olarak, bu ¢alisma NFAI hastalarinda telomer uzunlugunun anlaml
Olciide kisaldigint ortaya konmustur. Bu bulgular, NFAI hastalarinda artmis
kardiyometabolik riskin muhtemel mekanizmalarindan biri olarak telomer
dinamiklerinin rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak, telomer

uzunluguna etki eden diger potansiyel faktorleri daha iyi anlamak i¢in genetik,
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epigenetik ve ¢evresel etkilerin ayrintili sekilde incelendigi daha genis kapsamda

caligmalar yapilmas1 gerekmektedir.
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8. SONUC VE ONERILER

NFAI hastalarinda telomer uzunlugu, saglikli kontrol grubuna kiyasla anlamli
derecede daha kisa bulunmustur.

Telomer uzunlugunun diger klinik ve laboratuvar parametreleri ile korelasyonu
degerlendirildiginde, sadece bazal ACTH diizeyi ile pozitif yonde giiclii ve
anlamli bir korelasyon gozlenmistir (r=0.528, p=0.001)

NFAI grubunda yapilan alt grup analizlerinde; adenom dansitesi (HU<10 veya
>10), adrenal kitle boyutu (<2 cm veya >2 cm), 1 mg DST sonras1 kortizol
diizeyi (<1 mcg/dl veya >1 mcg/dl), hipertansiyon, diyabet, dislipidemi ve
sigara i¢cimi agisindan yapilan karsilastirmalarda telomer uzunluklar1 arasinda

anlaml fark saptanmamustir.
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