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ABSTRACT

This study was planned to investigate the possible protective effect of Vitamin C on the ionized radiation induced
necrotic and autophagicpathways as in vitro. The NRK-52E renal epithelial cells were cultured (RPMI 1640 medium
(10% FBS. 1% L-Glutamine (2mM) and 1% Penicillin/Streptomycin). The proliferation-enhancing concentration of
Vitamin C (100 uM) was used. In this study 5 groups were designed (Control, lonizing Radiation, Vitamin C, lonizing
Radiation+Vitamin C, Vitamin C+lonizing Radiation). The ionizing radiation groups were exposed 8 Gy ionizing radiation.

Total RNA and cONA were isolated from the samples collected from the incubated cells for 24 hours, andexpression
levels of target genes were determined by RT-PCR. According to the control gene by RT-PCR; the expression levels of

necrotic (RIPK 1, RIPK3) and autophagic (ATG3, ATG5, BECN1, Map3A) target genes were determined. In the radiation
group, necrotic and autophagic genes were found to be significantly increased compared to control group. The

vitamin C supplementation after radiation decreased genes expression of all genes except Map3A gene. As aresult, it

was noted that ionizing radiation affects necrotic and autophagic cell pathways in the NRK-52E cell line, and activate

cytotoxic mechanism. Vitamin C leads to down regulation for necrotic and autophagic genes, except for Map3A
before and after ionized radiation administration. It was considered that the effects of vitamin C on cytotoxicity due

to ionizing radiation are worth investigating.
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lyonize Radyasyondan Kaynaklanan Nekroz ve Otofaji Uzerine Vitamin C'nin
Etkisinin In Vitro Olarak Degerlendirilmesi

0ZET
Bu calisma, iyonize radyasyondan kaynaklanan nekrotik ve otofajik yolaklarda Vitamin C'nin olasi koruyucu etkisinin

in vitro olarak arastirilmasi amaciyla planlandi. Bu amacla NRK-52E bobrek epitelyal hiicre hatti kullanildi. Hicreler

(%10 FBS, %1 L-Glutamin (2mM) ve %1 Penisilin/Streptomisin igceren RPMI 1640) besi ortaminda godaltildi. Daha
once yapilan ¢alismalarda belirlenen Vitamin C'nin proliferasyon artirici konsantrasyonu (100 uM) uygulandi. Kontrol,

lyonize Radyasyon, Vitamin C, lyonize Radyasyon+Vitamin C, Vitamin C+lyonize Radyasyon olmak Uzere 5 ¢alisma
grubu olusturuldu. lyonize Radyasyon gruplarina 8 Gy iyonize radyasyon uygulandi. Butln gruplar 24 saat inkube

edildikten sonra total RNA ve cDNA izolasyonu yapilarak, gRT-PCR ile kontrol genine gore; nekrotik (RIPK 1, RIPK3) ve
otofajik (ATG3, ATG5, BECN1, Map3A) hedef genlerinin ekspresyon seviyeleri belirlendi. Radyasyon grubunda nekrotik

ve otofajik genlerin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi bulundu. Radyasyona maruz kaldiktan sonra verilen

vitamin C'nin, Map3A harig tim genlerin ekspresyonunu azalttigi saptandi. Sonug olarak, iyonize radyasyonun NRK-52E

hicre hattindaki nekrotik ve otofajik hicre yollarini etkiledigi, sitotoksik mekanizmayi aktive ettigi ve Vitamin C'nin

iyonize radyasyon uygulamasindan énce ve sonra Map3A harig, nekrotik ve otofajik genlerin down-regulasyonuna yol

actigi belirlendi. Vitamin C'nin iyonlastirici radyasyona bagli sitotoksisite Gzerindeki etkilerinin arastiriimaya deger

oldugu dusunulmektedir.. .
Anahtar kelimeler: Hiicre kiltlrd, lyonize radyasyon, Nekroz, Otofaji, Vitamin C,
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GIRIS
lyonize radyasyon, gindelik hayattaki yaygin kullaniminin
yani sira pek Gok hastaligin tanisi ve tedavisinde de
kullaniimaktadir. Nispeten disuk dozlarda veya maruz kalma
strelerinde bile, hicreler ve dokular Gzerinde olumsuz etkileri
oldugu bilinen serbest radikallerin Gretimine neden olur.
Antioksidan vitaminler (E, C ve A), serbest radikal kaynakli
hicre yikimina karsi koruyucu olarak onerilmektedirler

(Halliwell 1994, Weiss 2000, Dede ve ark. 2003, Deger ve ark.
2003).

lyonize radyasyon, atomlar tarafindan elektromanyetik
dalgalar veya parcaciklar bigiminde salinan bir enerji taradar.
BUtdn canllar, dogal iyonlastirici radyasyon kaynaklari, x
Isinlari ve tibbi cihaz kaynakli radyasyona maruz kalinabilir.
Tip, sanayi, tarim ve bilimsel ¢alismalar gibi faydali yerlerde
kullanilabilir. Uygun sekilde kullanilmadiginda saglik icin
tehlikeli olabilir. Radyasyon dozlari belirli seviyeleri astiginda
deri yaniklari, akut radyasyon sendromu gibi akut saglk
sorunlari ortaya cikabilir. iyonize radyasyon, DNAda yaptigi
hasara bagll olarak hicre olumine neden olarak etki
gostermektedir. iyonize radyasyon, apoptotik yolaktaki
enzimleri de etkileyerek de etkili olmaktadir. Radyasyon,
sicaklik, hipoksi ve sitotoksik antikanser ilaglar gibi gesitli
zararli uyaranlar, dusuk dozlarda apoptozis, yiksek dozlarda
nekrozise sebep olabilir (Karslioglu ve ark. 2005, Taysi ve ark.
2008, Yilmaz ve ark. 2019).

Canli organizmanin metabolik faaliyetlerinin normal seyrinde
devam edebilmesiicin oldukca dnemlimolekll olan vitaminler,
enzimatik reaksiyonlarda koenzim olarak da gérev yaparlar.
Vitamin C, enzimatik reaksiyonlarda elektron vererek,
indirgeyici ajan olarak direkt etki gostermektedir (Mc Dowell
2003, Glrdol ve Ademodglu 2013, Ferrier 2014). Vitaminlerin,
ozellikle vitamin C'nin radyasyondan kaynaklanan oksidatif
stresten kaynaklanan hasarlara karsi, koruyucu roltni ortaya
koyan galismalar mevcuttur (Deder ve ark. 2003, Dede ve ark.
2009).

Bu calisma, iyonize radyasyondan kaynaklanan nekroz ve
otofaji Uzerine vitamin Cnin koruyucu olarak etkili olup
olmadiginiin vitro degerlendirilmesi amaciyla planlanmistir.

MATERYAL VE METOT

Calismada NRK-52E rat bobrek epitelyal hicre hatt
(ATCC®CRL-1571™) kullanildi. Hicreler in vitro kosullarda
RPMI1640 medyumda; %10 FBS, %1 L-glutamin, %1 penisilin/
streptomisin, %95 nem ve %5 CO02 inkibator ortaminda
haftada iki-u¢c kez duzenli pasajlari yapilarak cogaltildi.
Hucrelerin 25 cm?2lik kaltdr flasklarina sayilari 2x106 olacak
sekilde ekimi yapildi.

Kontrol, lyonize  Radyasyon,  Vitamin C, lyonize
Radyasyon+Vitamin C, Vitamin C+yonize Radyasyon olmak
tzere 5 grup olusturuldu. Vitamin C gruplarina daha once
yapilan calismalarda belirlenen Vitamin Cnin proliferasyon
artirict konsantrasyonu (100 uM) uygulandi (Yiksek ve ark.
2017). Iyonize Radyasyon gruplarina 8 Gy iyonize radyasyon
Cobalt-60 Teleterapi

gamma radyasyonu verilerek gerceklestirildi.

uygulandi. Isinlamalar, cihazinda,

Olusturulan deney gruplarinda 24 saat inkibe edilen
hicrelerden total RNA ve cDNA izolasyonu yapilarak, nekrotik
(RIPK 1, RIPK3) ve otofajik (ATG3, ATG5, BECN1, Map3A)
hedef genlerin ekspresyon duzeyleri gercek zamanl PCR ile
ekspresyon dizeyleri tespit edildi. Ekspresyon analizlerinde
kontrol geni olarak Gliseraldehit fosfat dehidrogenaz (GAPDH)
kullanildi. Her bir ornek icin 3 tekrarli Gercek Zamanli PCR
yapildi ve bir CT (cycle treshold) amplifikasyonlarin logaritmik
fazininbaslangiciitibariyle belirlendi. Ekspresyonanalizlerinde
2-AACt formalasyonu kullanildi. Gruplar arasindaki farklilik
kontrol (GAPDH) ekspresyonun artis-azalis kat (fold changes)
sayisl ile karsilastirilip degerlendirildi.

BULGULAR

Calismadan elde edilen sonuglar Tablo 1 ve Sekil Tde
gosterilmistir.

Radyasyon grubunda yaklasik olarak nekrotik RIPK 1 ve RIPK
3 genleri ve otofajik ATG5, BECN1, MAP3A genlerinin kontrole
gore onemli oranda arttigi, radyasyon uygulanmasi sonrasi
vitamin C'nin tim genlerin ekspresyonunu azalttigi goralda.
Vitamin C verilen gruplara radyasyon verilmesinin de, Map3A
geni haric benzer etkiyi gosterdigi, hatta ATG5 geninin

ekspresyonunu daha da azalttigi tespit edildi.
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Tablo 1. Gen Ekspresyonlarinin Real Time - PCR Sonuclari

Calisma Grubu RIPK 1 RIPK3 ATG3 ATG5 BECN1 MAP3A
Kontrol 1 1 1 1 1 1
Radyasyon 13,928 2,143 0,852 28,246 1,156 1,958
Vitamin C 0,0480 0,348 0,514 0,429 0,946 0,757
Radyasyon+Vitamin C 0,0056 0,185 0,255 2,128 0,417 1,109
Vitamin C+ Radyasyon 0,092 1,790 0,460 0,248 0,697 .47
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Sekil 1. Gen Ekspresyonlarinin Real Time - PCR Sonuglari

TARTISMA VE SONUG

Onemli bir plazma antioksidani olan Vitamin C, bir
antioksidan olarak in vitro calismalarda da yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir (Kang ve ark. 1998, Chen ve ark.
2005, Serbecic ve Beutelspacher 2005). Radyasyonun yikicl
etkilerine karsl, vitamin takviyesinin antioksidan sistemi
gliclendirerek olarak etkili olmaktadir (Dede ve ark. 2009)

Canli organizmada doku ve organellerin lokal ve ani olarak
olimine nekroz denir. Nekroz, rastgele gelisen, genler
tarafindan kontrol edilemeyen dizensiz bir sure¢ olarak
tanimlanmaktadir (Coskun ve Ozgiir 2011). Vitamin C UVB
radyasyon kaynakli hicre hasari Gzerine DNA yikimi, ROS
uretimini engelleyerek koruyucu oldugu bildirilmektedir
(Kawashima ve ark. 2018).

Otofaji, hasarli hicresel proteinleri ve organelleri ortadan
kaldiran fizyolojik bir mekanizmadir. Boylece hicre icerigi
parcalanarak geri donUsturdlebilir bir duruma gelmektedir.

Otofaji, hicre i¢i makro molekillerin ve organellerin bir
kesecikicinealinaraklizozomlarayonlendiriimesivelizozomla
birleserek burada pargalanmasi seklinde seyretmektedir (0z
Arslan ve ark. 2011, Liman ve Suna 2017).

Radyasyona maruz kalinmasi ile ROS dretimi ve DNA yikimi
ile birlikte subselliler arganel yikimi ve otofaji de meydana
gelmektedir (Kim ve ark. 2019).

Bu calismada, iyonize radyasyonun NRK-52E hicre hattinda
nekrotik ve otofajik gen ekspresyonlarini arttirarak, hicre
yolaklarini etkiledigi ve sitotoksik mekanizmanin aktif hale
gelmesine neden oldugu belirlendi. Iyonize radyasyondan
kaynaklanan nekrotik ve otofajik hicre yikimina karsl,
radyasyon oncesi koruyucu olarak ve radyasyon sonrasi
tedavi edici olarak Vitamin C uygulamasinin yararl etkileri
tespit edildi. Sonug olarak, vitamin C'nin iyonize radyasyona
bagl gelisen sitotoksisite Uzerine koruyucu ve terapotik

roltnun arastirilmaya deger oldugu kanisina varildi.
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