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ONSOZ
G-protein bagli Ostrojen reseptorii (GPER) 17pB-estradiole yiksek afinite ile
baglanan bir transmembran Ostrojen reseptoriidiir. GPER, endoplazmik retikulumda (ER)
lokalizedir. Ureme sistemi, sinir sistemi, endokrin, bagisiklik ve kardiyovaskiiler sistemler

gibi bir¢ok dokuda varligi ispatlanmustir. Ayrica retinada GPER ekspresyonu bildirilmistir.

Oksidatif stres, olusturdugu protein hasar1 nedeni ile ER iizerinde stres yaparak
homeostatic dengenin bozulmasina yol agar. Bu durum hiicrelerin hasarlanmast ve
apoptozise gitmesine neden olur. GPER’in uyarilmasina bagli aktivasyonu ile hiicrelerde
serbest oksijen radikallerinin (ROS) azalmasi saglanarak ER {iizerindeki stresin hizla
azaldig1 bildirilmistir. DR’nin  patogenezinde olusan oksidasyon ve inflamatuar
mediatorlerin azaltilmasi i¢in c¢esitli tedavi yontemleri kullanilmaktadir (Anti-VEGF,
Steroid, Laser). Ancak retina norodejenerasyonunun DR’nin bagimsiz bir patofizyolojisi
olabilecegi ve daha erken hasarin saptanarak tedavisine baslanmasi i¢in yeni molekiiler

mekanizmalarm arastirilmasi gereksimi bildirilmistir.

Calismamizda noroprotektif etkisi oldugu kanitlanmig GPER’in retina iizerindeki
etkinliklerini belirlemede yol gosterici olmasmi disiindiigiimiiz diyabetik hastalar ile
saglikli bireylerin serum GPER seviyeleri arasinda karsilastirma yapilmistir. Bunun ileride

DR tedavisinde yeni tedavi molekiilleri ¢alismalarina katki saglamas1 amaglanmustir.

Bu bilimsel arastirma projesi Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi tarafindan
proje numarasi 2019/5-24 M ile desteklenmistir. Destekleri i¢cin Kahramanmaras Siit¢ii
Imam Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine

tesekkiir ederiz.
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TABLOLAR DiZiNi

Table 1: Demographic and clinical characteristic of groups

Chacteristic Group 1 (n1:40)  Group 2 (n2:40)  Group 3 (n3:40) p value*

Mean+SD Mean+SD Mean+SD
Age (years) 57.47+6.40 56.02+6.79 55.75+8.52 0.527*
Gender 19/21 21/19 20/20
(Male/Female) 47.5% / 52.5% 52.5% / 47.5% 50.0% / 50.0% 0.699*
DM (years) 11.82+5.95 6.1+2.47 N <0.01*

ni: Number of Diabetic Retinopathy subject.

nz: Number of Non-Diabetic Retinopathy subject.

ns: Number of Control subject.

DM; Diabetus Mellitus, SD; Standart deviation.

*Chi-square test.

P value of <0.05 was considered as significant, shown in bold.
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Table 2: Comparison of groups in terms of GPER-1, hormones and oxidative markers.

Group 12 Group 2° Group 3¢ P value

n1:40 n2:40 n3:40

mean+SD mean+SD mean+SD
GPER-1(ng/ml) 0.501+0.09°¢ 0.455+0.06%¢ 0.379+0.03%P <0.01
Estradiol (ng/ml) 56.27+5.85° 58.27+5.14 62.65+11.84° 0.02
Progesterone (ng/ml)  11.56+1.12 11.66+0.77 11.92+0.83 0.220
TSH (ng/ml) 1.29+0.10 1.28+0.06 1.27+0.09 0.496
MDA (nmol/mg prt) 4.97+1.38b¢ 2.97+0.56%¢ 1.9240.53%b <0.01
CAT (u/mg prt) 93.09+5.98"¢ 122.25+9.912¢ 174.82+11.33*"  <0.01
SOD (u/mg prt) 0.79+0.11°¢ 1.16+0.19%¢ 1.55+0.282P <0.01

ni/nz/ns: Number of groups subject.

GPER-1; G-protein coupled estrogen receptor-1, TSH; Thyroid stimulating hormone, MDA
Malondialdehyde, CAT; Catalase, SOD; Superoxide dismutase, SD; Standart deviation.

Groups were coded with the letters a, b, ¢c. One-way ANOVA test was used to compare the means.
Tamhane's T2 post-hoc analysis was performed in paired comparison. Statistical significance was
p<0.05, shown in bold. In paired comparisons, the letters shown as superscript indicate the group in
which there is a significant difference between them.
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Table 3: Multivariate logistic regression analysis in the model created with GPER-1, age,

gender and duration of diabetes.

P value OR 95% ClI
Age (years) 0.418 0.962 0.875-1.057
Gender 0.423 0.633 0.207-1.937
(Male/Female)
DM (years) <0.01* 1.531 1.284-1.825
GPER -1 (ng/ml) 0.045* 1.023 1.012-1.943

DM; Diabetus mellitus GPER-1; G-protein coupled estrogen receptor-1
P value of <0.05 was considered as significant. *Shown in bold
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SEKILLER DiZiNi

Figure 1: Correlation of GPER-1 with MDA, CAT, and SOD. GPER-1, G protein-coupled
estrogen receptor-1; MDA, malondialdehyde; CAT, catalase; SOD, superoxide dismutase.
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GPER-1&MDA: r:0.622 p<0.01 GPER-1&CAT: r:0.453 p<0.01 GPER-1&SOD: r:0.460 p<0.01
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OZET

Amag: Diyabetik hastalarin serum G reseptor aracili protein-1 (GPER-1) duzeylerinin
retinopati gelisimi ve prognoza etkisini saglikli bireyler ile karsilastirarak tespit etmek ve
yeni tedavi segeneklerine katkida bulunmak amaglandi.

Materyal ve Metod: Prospektif ¢calismaya 80 Tip 2 diyabetik hasta (40 Diyabetik retinopati
(DR)(Grup 1) + 40 diyabetik retinopati olmayan (NDR)(Grup 2)) ve 40 saglikli birey (Grup
3) dahil edildi. Tam bir oftalmolojik muayeneden sonra hastalardan vendz kan alindi. Alinan
orneklerde serum oksidan/anti-oksidan, GPER-1, 6strodiol, progesteron ve Tiroid salgilatic
hormon (TSH) bakilarak saglikli bireyler ile karsilastirildi. Gruplarn normal dagilima
uydugu goriildii. Demografik veriler i¢in Ki-Kare testi, gruplarm analizi igin ANOVA testi
yapildi. Subgrup karsilastirma i¢in posthoc analiz uygulandi. p<0.05 anlamli kabul edildi.
Bulgular: Gruplar arasi yas ve cinsiyet agisindan istatistiksel fark yoktu. (sirasi ile; p=0.527,
p=0.699) GPER-1, oksidan/anti-oksidan ve dstrodiol agisindan gruplar arasinda fark vardi.(all
group; p<0.01) TSH ve Progesteron agisindan gruplar aras1 fark saptanmadi. (swras1 ile;
p=0.496, P=0.220) Istatistiksel anlaml1 gruplarin posthoc analizinde GPER-1 ve oksidan/anti-
oksidanlar agisindan tiim gruplar arasinda fark vardi.(all group; p<0.05) Ostradiol agisindan
Grup 1 ile Grup 3 arasinda anlamli fark saptandi. (p=0.002) GPER-1 ile oksidan arasinda
pozitif yonlu Kkorelasyon, anti-oksidan ile negatif yonlii korelasyon goriildi. (sirasi ile;
r=0.622/p<0.01, r=0.453/p<0.01, r=0.460/p<0.01) Coklu regresyon analizinde DR varliginda
diyabet suresi ile birlikte GPER-1’in anlaml1 yiiksekligi saptandi.

Sonu¢: Calismamizda GPER-1 seviyesi DR grupta en yuksek seviyede bulundu.
Oksidan/anti-oksidan dengesi oksidatif stres lehine bozuldukca GPER-1 seviyesinin daha
fazla arttig1 saptandi. Bu durum ndronal hasarin Oniine ge¢gmek i¢in olusturulan savunma
mekanizmalarindan olabilir. Bu nedenle GPER-1, DR agisindan erken donemde
komplikasyonlarin Oniine gecilmesinde ve yeni tedavi modellerini olusturmada 6nemli
olabilir.

Anahtar Kelimeler: Diyabetik retinopati, GPER-1, 6stradiol, progestrone, TSH, oksidatif

stres.
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ABSTRACT

Background/Aims: This research sought to determine the impact of serum G receptor-
mediated protein-1 (GPER-1) levels on the development of retinopathy in diabetic patients,
comparing them to healthy individuals.

Methods: Forty patients with diabetic retinopathy (DR) (Group 1), 40 patients without DR
(NDR) (Group 2) and 40 healthy individuals (Group 3) were included in this study. Serum
progesterone, GPER-1, oestradiol, oxidant/antioxidant and thyroid-releasing hormone (TSH)
levels were analysed and compared among the groups. Post hoc analysis was performed to
compare the sub-groups in which statistically significant differences were found.

Results: A significant difference was found among all groups in terms of GPER-1,
oxidant/antioxidant and oestradiol levels (p<0.01), but no significant difference was found in
terms of TSH or progesterone (p=0.496, p=0.220, respectively). In the post hoc analysis of
the groups with statistically significant differences, another significant difference was found
among all groups for GPER-1 and oxidant/antioxidant levels (p<0.05). GPER-1 and oxidant
levels were positively correlated, while GPER-1 and antioxidant levels were negatively
correlated (r=0.622/p<0.01, r=0.453/p<0.01, r=0.460/p<0.01, respectively). The multiple
regression analysis showed that increased GPER-1 may help prevent DR.

Conclusion: GPER-1 levels, which were highest in the DR group, increased as the
oxidant/antioxidant balance changed in favour of oxidative stress. This seems to be a defence
mechanism for preventing neuronal damage.

Keywords: Diabetic retinopathy, GPER-1, oestradiol, progesterone, TSH, oxidative stress.
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1. GIRIS
Diabetik  retinopati (DR); mikroangiopati, hemoraji, eksuda, makuller 6dem,
neovaskiilarizasyon vb, gibi bulgularla karsimiza gelebilen diyabetin en sik goriilen
komplikasyonlarindandir. (1) Diinya tizerindeki en sik onlenebilir korliik nedenidir. (2) DR
tanis1 retinadaki vaskiler patolojilerin klinik belirtileri ile konur. (1) Klinik olarak DR
proliferatif DR (PDR) ve non-proliferatif DR (NPDR) olmak iizere iki ana asamaya ayrilir.
(3) NPDR agamasinda mikroanevrizmalar, hemorajiler ve eksuda gibi patolojiler goriilmekle
birlikte hastalar asemptomatik seyredebilir. PDR de ise neovaskiilarizasyon gelisimine bagli
vitre i¢g1  hemorajiler veya traksiyonel retina dekolmani: gibi ciddi sonuglar
olusturabilmektedir. (1,3,4) DR ‘nin etyolojisinde vaskiiler perisit ve endotel hasarlar ile
retinal iskeminin olusmasi, inflamatuar mediyatorlerin artmasi ile glial hiicre disfonksiyonu
ve oksidan/antioksidan dengesinin degismesine bagli serbest oksijen radikallerinin (ROS)
artmasit ile homeostazin bozulmasi gibi bir¢ok karigik mekanizma yer almaktadir. (5,6)
Astrositler, miiller hiicreleri ve mikroglia dahil olmak {izere retinadaki glial hiicreler yapisal
destek saglamaktan ve retinadaki homeostazi siirdiirmekten sorumludur. (6) Hiperglisemik
stres altinda mikroglia aktif olur ve TNF-a, IL-6, MCP-1 ve VEGF’in sekresyonlar1 artar. (7)
Miiller hiicrelerinin ve astrositlerin katilimi ile proinflamatuar sitokinlerin {iretimi saglanarak
inflamasyon durumu iyice alevlenir. (6,7)
GPER-1, 17pB-estradiole yiiksek afinite ile baglanan bir transmembran Gstrojen reseptoriddir.
(8) Endoplazmik retikulumda (ER) lokalize oldugu gdsterilmistir. (9) Ureme sistemi, sinir
sistemi, endokrin, bagisiklik ve kardiyovaskiiler sistemler gibi bir¢ok dokuda varligi
ispatlanmustir. (10) Ayrica retinada GPER-1 ekspresyonu bildirilmistir. (11)
Oksidatif stres, olusturdugu protein hasar1 nedeni ile ER {izerinde stres yaparak homeostatik
dengenin bozulmasma yol agar. Bu durum hiicrelerin hasarlanmasi ve apoptozise gitmesine
neden olur. (12) GPER-1’in aktivasyonu ile hiicrelerde ROS azalmasi saglanarak ER
iizerindeki stresin hizla azaldig: bildirilmistir. (10,12)
Giliniimiizde DR’nin patogenezinde olusan oksidasyon ve inflamatuar mediatorlerin
azaltilmasi i¢in ¢esitli tedavi yontemleri kullanilmaktadir (Anti-VEGF, Steroid, Laser). (6,13)
Ancak retina nérodejenerasyonunun DR’nin bagimsiz bir patofizyolojisi olabilecegi ve daha
erken hasarin saptanarak tedavisine baslanmasi i¢in yeni molekiiler mekanizmalarin
arastirilmasi gereksinimi bildirilmistir. (1,14)
Calismamizda noroprotektif etkisi oldugu kanitlanmis GPER-1’in, retina {izerindeki

etkinliklerini belirlemede yol gdsterici olmasini diisiindiigiimiiz diyabetik hastalar ile saglikli
xi
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bireylerin serum GPER-1 ve oksidatif stres markir seviyeleri (MDA; Malondialdehyde, CAT;
Catalase, SOD; Superoxide dismutase) arasinda karsilastrma yapilmistir. Bunun ileride DR

tedavisindeki yeni gelismelere fikir verebilecegi diistiniildii.

Xii
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2. MATERYAL VE YONTEM (METOD)
Study Design and Participants
Bu prospektif ¢calismaya 80 Tip 2 diyabet (40 DR(Grup 1) + 40 NDR(Grup 2)) ve kontrol
grubu i¢in 40 saglikli birey (Grup 3) dahil edildi. Helsinki bildirilerine uygun sekilde Yerel
Etik kuruldan onay alind1 (Karar no:03-2018/20 Tarih: 07.11.2018). Katilimcilardan yazili
bilgilendirme onam formu alindi. Dahil edilme kriterleri; DR’1i 40 birey, NDR’li 40 birey ve
herhangi bir sistemik hastalig1 olmayan 40 saglikli birey. Hari¢ tutulma kriterleri; Diyabet
dis1 retinopatisi olan, okiiler travma sekeli bulunan, glokom, gegirilmis okiiler cerrahi dykiisii,
patolojik miyopi, fundus muayenesine engel olusturan opasiteler (korneal, lens kesafeti,
diyabetik hemoraji dis1 vitre bulanikliligi, vb), hormon replasman tedavisi alanlar, endokrin
bozukluklar1 olanlar (tiroidopatiler, adrenal bez bozukluklari, hipofizer patolojiler), alkol ve
madde bagimlilar1 ve cinsiyete bagli karmasikligi onlemek amaci ile menapoz Oncesi
kadinlar, dahil edilmedi. Tam bir oftalmolojik muayene sonrasi bireylerden ac¢lik vendz kan
ornegi alindi. Elde edilen serumda; GPER-1, MDA, CAT, SOD, Ostradiol, TSH ve
Progesteron bakilarak gruplar arasi karsilastirma yapild1.
Preparation of Blood Samples
Fasting 5 ml of blood were taken from the cubital median vein of the patients and controls
Circadian variations were avoided by always drawing samples between 8:00 a.m. and 9:00
a.m.
Serum
The blood samples was immediately centrifuged 2,000 rpm for 10 min at 4°C. Supernatant
serum was separately stored in —80°C before measurement of serum, estrogen, progestrone
and GPER-1 levels by ELISA.
Biochemical Analysis
Serum GPER-1, 6stradiol, progestron ve TSH seviyeleri, lireticinin talimatlarina gore ticari
bir kit (SEG 045 Hu, Cloud-Clone Corp., Houston, TX, ABD) ile kantitatif sandvi¢ enzim
immiinoassay (ELISA) yontemi kullanilarak 6l¢iildii.
SOD activity was measured in the samples according to the method described by Fridovich
(15). This method employs xanthine and xanthine oxidase to generate superoxide radicals
which react with p-iodonitrotetrazlium violet (INT) to form a red formazan dye which was
measured at 505 nm. Assay medium consisted 0.01 M phosphate buffer, CAPS (3-
cyclohexilamino-1- propanesulfonicacid) buffer solution (50 mM CAPS, 0.94 mM EDTA,
saturated NaOH) with pH 10.2, solution of substrate (0.05 mM xanthine, 0.025 mM INT) and

xiii
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80 UL xanthine oxidase. SOD activity was expressed as U/mg protein.

CAT activity was determined by measuring the decrease in hydrogen peroxide concentration
at 230 nm by the method of Beutler (16). Assay medium consisted 1 M Tris HCI, 5 mM
Na2EDTA buffer solution (pH 8.0), 10 mM H:0- and tissue sample in a final volume of 1.0
ml. CAT activity was expressed as U/mg protein.

MDA level in the samples was measured with the TBA test (17). The reaction mixture
contained 0.1 ml sample, 0.2 ml of 8.1 % sodium dodecyl sulphate (SDS), 1.5 ml of 20 %
acetic acid and 1.5 ml of 0.8 % aqueous solution of TBA. The pH of the mixture was adjusted
to 3.5 and the volume was finally brought up to 4.0 ml with distilled water and 5.0 ml of the
mixture of n-butanol and pyridine (15:1, v/v) was then added. The mixture was shaken
vigorously. After centrifugation at 4000 rpm for 10 min, the absorbance of the organic layer
was measured at 532 nm.

Statistical Analysis

Data obtained in the study were analysed statistically using SPSS for Windows vn. 22.0
software (Statistical Package for the Social Sciences). The conformity of the data to normal
distribution was assessed with the Shapiro-Wilk test. Categorical data were analysed using
the Chi-square test. In the group comparisons, it was seen that the data had a normal
distribution. ANOVA test was used to compare groups. Post hoc analysis was performed of
the difference between meaningful data. Continuous data were stated as mean + standard
deviation (SD) values, and categorical data as number (n) and percentage (%).A value of

p<0.05 was accepted as statistically significant.

Xiv
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Gruplarin demografik verileri ve diyabet siireleri ile ilgili bilgiler Table | de gdsterildi.
Gruplar arasinda yas ve cinsiyet acisindan istatistiksel fark yoktu. (swrasi ile; p=0.527,
p=0.699) Diyabet siireleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel fark vardi. (p<0.01)

Gruplar arasmda serum GPER-1, MDA, CAT, SOD ve Ostrodiol agisindan istatistiksel
anlaml fark saptandi. (all group; p<0.01) Progesteron ve TSH acgisindan anlamli fark yoktu.
(sirast ile; p=0.496, p=0.220) Istatistiksel farklilik olan parametrelerin post hoc analizinde;
GPER-1, MDA, CAT ve SOD arasinda tiim gruplarda anlamli farklilik bulundu. Ostradiol
agisindan Grup 1 ile Grup 3 arasinda anlamli fark saptandi. (p<0.01) (Table IT)

GPER-1 ile oksidan/antioksidanlar arasinda korelasyon analizi yapildiginda; MDA ile pozitif
yonde, SOD ve CAT ile negatif yonde korelasyon oldugu saptandi. (swras1 ile;
r=0.622/p<0.01, r=0.453/p<0.01, r=0.460/p<0.01) (Figure 1) DR gelisimininde -etkili
oldugunu bilinen bagimsiz risk faktorlerinden; yas, cinsiyet ve diyabet siiresi ile birlikte
GPER-1’in dahil edildigi modelin multivaryans regresyon analizinde; GPER-1 ve diyabet

sliresinin retinopatide istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu goruldi. (Table [111)

16
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Sonu¢ olarak diyabetik hastalarin progresyonunun takibinde, DR’nin erken evrede
saptanmasinda ve noronal hasarin onlenmesinde GPER-1 Onemli bir reseptor olarak
goriinmektedir. Ayrica dogal Ostrojen veya konjugat Ostrojenlerin aksine, diger
endokrinolojik etkilerden yoksun G-1 benzeri retinal hicrelerdeki GPER-1’¢ spesifik
ilaclarin gelistirilmesi DR’ye erken miidahale i¢cin ve mevcut tedavilerle kombine olarak
yanit alinamayan DR’ler i¢in potansiyel teropatik hedefler saglayabilir. Bu konuda daha

genis gruplarda ileri caligmalara ihtiya¢ vardir.
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