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OZET

Dil kanseri, diinya genelinde yaygin ve tedavi basaris1 siirlt bir oral kanser
tiriidiir. Cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi gibi mevcut tedavilere ragmen,
yiiksek invazyon ve metastaz oranlar1 ile kemoterapdtik ilaglara karsi gelisen
direng, hastalarin yasam kalitesini ve sagkalimmi olumsuz etkilemektedir.
Ozellikle sisplatin gibi temel kemoterapdtik ajanlara karsi gelisen direnc,
tedavi Oniindeki en biiyiik engellerden biridir. Bu direncin iistesinden gelmek
icin farkli etki mekanizmalarina sahip anti-kanser ajanlarinin kombinasyon
halinde kullanilmas1 kritik bir stratejidir; zira tek ilag tedavileri siklikla direngli
mutasyonlara ve tiimoér niiksetmesine yol agabilmektedir. Sisplatin, DNA
hasar1 ve apoptoz indiiksiyonu yoluyla etki gdsteren gii¢li bir kemoterapotiktir,
ancak yan etkileri ve diren¢ gelisimi kullanimini kisitlar. Resveratrol ise {iziim
gibi bitkilerde bulunan, antikanser ve antioksidan ozelliklere sahip dogal bir
mikrobesindir. Cesitli kanser tiirlerinde anti-proliferatif ve pro-apoptotik aktivite
gosterdigi, ayrica ¢oklu ila¢ direncine sahip tiimor hiicrelerine karsi da etkili
oldugu kanitlanmigtir. Bu ¢alismada, sisplatin ve resveratrol kombinasyonunun
OSC-19 insan dil kanseri hiicre hatt1 iizerindeki sinerjistik sitotoksik etkileri ve
bu etkilerin molekiiler diizeyde parthanatos hiicre 6liimii yolag: ile olan iliskisi
kapsaml1 bir sekilde arastirilmistir.

Hiicre canlilig1 iizerindeki etkiler MTT testi ile degerlendirilmis; elde edilen
veriler kombinasyon tedavisinin, tekli ila¢ uygulamalarina kiyasla hiicre
proliferasyonunu anlamli diizeyde inhibe ettigini ve giiclii bir sinerjistik sitotoksik
yanit olusturdugunu ortaya koymustur. Molekiiler mekanizmay1 aydmlatmak
amaciyla, parthanatos yolagmin kilit bilesenleri olan PARP-1 ve AIF genlerinin
mRNA ekspresyon diizeyleri gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
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PCR) yontemi ile analiz edilmistir. Bulgular, kombinasyon tedavisinin PARP-
1 ve AIF gen ekspresyonunu anlamli diizeyde artirdigini ve parthanatos ile
iligkili molekiiler sinyallerin transkripsiyonel diizeyde uyarildigini gostermistir.
Parthanatos, klasik apoptozdan farkli olarak PARP-1 hiperaktivasyonu ve AIF’in
mitokondriden cekirdege translokasyonu ile karakterize edilen, kaspaz bagimsiz
bir hiicre 6liimii formudur. Bu ¢aligsma, sisplatin ve resveratrol kombinasyonunun
dil kanseri hiicrelerinde parthanatosu indiikleyerek kemoterapi direncini kirmada
ve tedavi etkinligini artirmada yeni ve etkili bir terapotik yaklagim olabilecegini
bilimsel verilerle ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: insan dil kanseri, sisplatin, resveratrol, sinerjistik etki,
PARP-1

Activation of the Parthanatos Signaling Pathway by the Synergistic
Combination of Cisplatin and Resveratrol in Tongue Cancer Cells

ABSTRACT

Tongue cancer is an aggressive oral malignancy with limited treatment success
due to high invasion rates and chemotherapeutic resistance. Despite conventional
therapies like surgery and radiotherapy, resistance to cornerstone drugs such
as cisplatin remains a major obstacle, negatively impacting patient survival.
Combining anti-cancer agents with distinct mechanisms is a critical strategy
to overcome resistance and prevent tumor recurrence. Cisplatin induces DNA
damage and apoptosis but is limited by systemic toxicity and acquired resistance.
Resveratrol, a natural polyphenol with potent anticancer and antioxidant
properties, has shown efficacy against various cancers, including multidrug-
resistant cells. This study comprehensively investigated the synergistic cytotoxic
effects of the cisplatin and resveratrol combination on the OSC-19 human tongue
cancer cell line and its molecular relationship with the parthanatos cell death
pathway.

Cell viability was evaluated using the MTT assay, revealing that the combination
therapy significantly inhibited proliferation compared to single-agent treatments,
generating a potent synergistic response. To elucidate the molecular mechanism,
mRNA expression levels of PARP-1 and AIF, key components of the parthanatos
pathway, were analyzed via real-time PCR (RT-PCR). Findings demonstrated that
the combination significantly increased the mRNA expression levels of PARP-
1 and AIF, suggesting transcriptional upregulation of parthanatos-associated
molecular signals. Distinct from classical apoptosis, parthanatos is a caspase-
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independent cell death form characterized by PARP-1 hyperactivation and the
translocation of AIF from the mitochondria to the nucleus. This study provides
scientific evidence that the cisplatin and resveratrol combination represents a
novel and effective therapeutic approach to overcoming chemotherapy resistance
in tongue cancer cells by inducing parthanatos.

Keywords: human tongue cancer, cisplatin, resveratrol, synergistic effect, PARP-1

GIRIS

Insanlarda dil kanseri, oral kanser tiirleri arasinda en yaygin olanlardan biridir
ve diinya saglik yiikii agisindan 6nemli bir yer tutmaktadir (Bray et al., 2022).
Bu agresif kanser tiiriinlin tedavisinde cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi gibi
geleneksel yontemler kullanilmaktadir (Mosier et al., 2025). Ancak, cerrahi
tekniklerdeki ilerlemelere ragmen, bazi durumlarda dilin tamaminin veya
bir kisminin ¢ikarilmasi gerekebilmekte, bu da hastalarin konusma ve yutma
fonksiyonlarin1 ciddi sekilde etkileyerek yasam kalitelerini olumsuz yonde
etkilemektedir (Villaret et al., 2008). Ayrica, son yillarda gelistirilen ileri tedavi
stratejilerine ragmen, dil kanserinin yiiksek lokal invazyon ve metastaz oranlari
nedeniyle hastalarin genel sagkalim oranlar1 diisiiktiir (Balachander et al., 2022).
Kemoterapi, metastazin azaltilmasi ve tliimor biiylimesinin engellenmesi gibi
klinik sonuglara yol actig1 i¢in dil kanseri tedavisinde etkili yaklasimlardan biri
olarak kabul edilmektedir (Georges et al., 2014). Ancak, bu hastalarda siklikla
kargilagilan ¢oklu ila¢ direnci, kemoterapinin etkinligini sinirlayan onemli bir
engeldir. Ila¢ direncli tiimorleri tedavi etmek igin temel stratejilerden biri, anti-
kanser ajanlarinin kombinasyon halinde kullanilmasidir (Baguley, 2002). Tek ilag
tedavileri, kanser hiicrelerinde alternatif molekiiler yollari tetikleyip giiclendirerek
ilaca direngli mutasyonlara ve tiimdr niiksetmesine yol acabilir (He et al., 2025).
Buna karsilik, anti-kanser ilaclarla kombinasyon tedavisinin genel olarak sinerjik
ilag etkilerini indiikledigi ve ila¢ direncinin baslamasini engelledigi gosterilmistir
(Bayat Mokhtari et al., 2017; Holoye et al., 1978; Lu et al., 2022).

Sisplatin, mesane, meme, dil ve akciger kanserleri dahil olmak iizere ¢ok sayida
insan kanserinin tedavisinde kullanilan, iyi bilinen bir kemoterapotik ilagtir
(Dasari & Tchounwou, 2014). Sisplatinin etkisi, DNA'daki piirin bazlariyla ¢apraz
baglanmaya, DNA onarim mekanizmalarina miidahale etmeye, DNA hasarina
neden olmaya ve ardindan kanser hiicrelerinde apoptozu indiiklemeye dayanir
(Makovec, 2019; Tanida et al., 2012). Ancak, ilag direnci ve dnemli yan etkileri
nedeniyle, sisplatinin diger kanser ilaglar1 ile kombinasyon halinde kullanilmast,
bir¢ok insan kanserinde yeni terapotik stratejiler olarak uygulanmistir (Keke et
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al., 2024; Minerva et al., 2023). Ornegin, rahim agz1 kanserinde sisplatin tedavisi,
poli (ADP-riboz) polimeraz 1 (PARP-1)'in 6nemli dl¢ilide asir1 ekspresyonunu ve
hiperaktivasyonunu gostermistir (Kotsopoulos et al., 2016). Baska bir ¢alisma,
insan bobrek hiicrelerine sisplatin uygulandiginda mitokondride biriktigini
ve mitokondriyal hasara neden olan reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumuna
indiikledigini ve diger sitotoksik etkileri sebep oldugunu gostermistir (Soni et al.,
2018). ROS'un artis1 ve PARP-1'in asir1 aktivasyonu, yeni bir hiicre 6limii formu
olan parthanatos ile yakindan iliskilidir. Parthanatos, kaspaz bagimsiz bir hiicre
oliimii mekanizmasi olup, PARP-1'in agir1 aktivasyonu sonucu AIF (Apoptosis-
Inducing Factor)'in mitokondriden salinarak c¢ekirdege translokasyonu ile
karakterizedir. Bu yolak, 6zellikle DNA hasarina yanit olarak aktive olur ve
apoptoza direngli hiicrelerde alternatif bir 6liim mekanizmasi sunar (Fatokun
etal., 2014).

Uziim, gilek, erik ve yer fistig1 gibi bitkilerde bulunanresveratrol, antikanser, iltihap
onleyici ve antioksidan etkileri nedeniyle dikkat ¢ceken dogal bir mikrobesindir
(Koushki et al., 2018; Kursvietiene et al., 2023). Daha 6nce yapilmis in vitro ve
hayvan ¢aligmalari, resveratroliin melanoma (Wu et al., 2015), akciger kanseri ve
prostat kanseri (Li et al., 2020; Ye et al., 2020) dahil olmak {izere ¢esitli kanser
tiirlerine (Elshaer et al., 2018) kars1 anti-proliferatif ve pro-apoptotik aktiviteye
sahip oldugunu gostermistir. Ek olarak resveratroliin, ¢oklu ilag direncine sahip
timor hiicrelerine karsi anti-proliferatif aktivitesi belirlenmistir (Huang et al.,
2014).

Cesitli kemoterapi ilaglarinin sisplatin ile kombinasyonunun sonuglari literatiirde
gosterildigine ragmen, bugline kadar sisplatin ve resveratrol kombinasyonun dil
kanser hiicre hatti iizerindeki etkisi aragtirllmamistir. Ayrica, bu ilag kombinasyonu
ile muamele edilen hiicrelerde apoptoz yolagindaki olast degisikligi ve alt
mekanizmalar1 inceleyen higbir ¢aligma yapilmamistir. Bu makalede, 6ncelikle
OSC-19 dil kanseri hiicre hatt1 laboratuvarimizda kiiltiire edilecek ve sisplatin
ve resveratroliin uygun dozu belirlenmesinden sonra hiicrelere uygulayip her bir
ilacin bu hiicrelerin canliliginin tizerindeki etkisi MTT testi ile arastirilacaktir.
Daha sonra, hiicreler sisplatin ve resveratrol kombinasyonu ile muamele edilip
sinerjistik etkisi incelenmesi hedeflenmistir. Daha sonra, partanatos hiicre 6limii
ile ilgili olan se¢ilmis olan gen, PARP-1 ve AIF genlerinin mRNA ifade diizeyleri
iizerinden parthanatos hiicre 6liimii yolagini nasil etkiledigi arastirilmistir.
Bu calisma sonucunda, yeni terapdtik ilag kombinasyonu ortaya konulmasi
amaglanmigtir. Projemizden elde edilen veriler, bu kombinasyon tedavisinin
etkili oldugu takdirde, dil kanserin kemoterapi tedavisinin 6niindeki, ila¢ direnci

30



Negar Taghavi POURIANAZAR

olan biiyiik engelle miicadele etme firsati sunabilecek ve hastalarin tedavisine
katki saglayacaktir.

YONTEM

Bu ¢alismada, dil kanseri tedavisinde sisplatin ve resveratrol kombinasyonunun
potansiyelini degerlendirmek amaciyla in vitro deneyler gergeklestirilmistir.
Deneyler, OSC-19 dil kanseri hiicre hatt1 kullanilarak yiirtitiilmiistiir.

Hiicre Kiiltiirii

OSC-19 dil kanseri hiicre hatti, %10 Fetal Sigir Serumu (FBS; Gibco) ve %1
Penisilin-Streptomisin (100 U/mL penisilin ve 100 pg/mL streptomisin; Gibco)
ile takviye edilmis DMEM besiyerinde kiiltiirle edilmistir. Hiicreler, %5 CO,
igeren nemlendirilmis inkiibatorde 37°C'de T75 flasklarda muhafaza edilmistir.
%80 konfluansa ulasildiginda, hiicreler %0,25 Tripsin-EDTA (Gibco) kullanilarak
pasajlanmistir. Resveratrol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) ve Sisplatin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziilerek
stok ¢ozelti olusturulup deneyler igin kiiltlir ortaminda istenen konsantrasyonlara
seyreltilmistir.

Hiicre Canlilig: Testi (MTT)

Hiicre canliligi, 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT)
testi kullanilarak degerlendirilmistir (Mazloum-Ardakani et al., 2019). OSC-
19 hiicreleri 1,5 x 10* hiicre/kuyucuk yogunlugunda 96 kuyucuklu plakalara
ekilmistir. 24 saat sonra, hiicreler 24 ve 48 saat boyunca ¢esitli konsantrasyonlarda
sisplatin (0-100 uM) ve resveratrol (0-200 pM) ile tedavi edilmistir. Tedaviden
sonra, MTT reaktifi, her bir kuyucuga 5 mg/mL eklenmis ve hiicreler 37°C'de belirli
4 saat inkiibe edilmistir. Metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan MTT'nin suda
¢oziiniir formazan tuzuna indirgenmesi saglanmistir. inkiibasyon siiresi sonunda,
mikroplaka okuyucu kullanilarak 450 nm dalga boyunda absorbans degerleri
Ol¢tilmiistiir. Referans dalga boyu olarak 620 nm kullanilmistir. Hiicre canlilig
yiizdeleri, ilag uygulanmamis kontrol grubuna normalize edilerek hesaplanmigtir.
Sisplatin ve resveratrol i¢in doz-yanit egrileri olusturulmus ve IC50 degerleri
(hiicre canliligimin %50 oraninda inhibe edildigi konsantrasyon) belirlenmistir.

RNA izolasyonu ve Kantitatif Ger¢ek Zamanh PCR (qRT-PCR)

Toplam RNA, iireticinin talimatlarina gére TRIzol reaktifi (Invitrogen, Carlsbad,
CA, ABD) kullanilarak deney gruplarindan izole edilmistir. izole edilen RNA'nin
konsantrasyonu ve safligit NanoDrop spektrofotometresi (Thermo Fisher
Scientific) kullanilarak belirlenmistir. ~2,0'lik bir A260/A280 orani, saf RNA'nin
gostergesi olarak kabul edilmistir.
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Tamamlayict DNA (cDNA), OneScript™ Plus ¢cDNA Synthesis Kit (Abcam,
Cambridge, Ingiltere; Kat. No. G236) kullanilarak 1 pg toplam RNA'dan
sentezlenmistir. Reaksiyon, asagidaki kosullar altinda bir termal dongii cihazinda
gergeklestirilmistir: 50-55°C'de 15 dakika ve 85°C'de 5 dakika.

gqRT-PCR, LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche, Basel, Isvigre)
iizerinde 2X SYBR Green Real Time PCR Master Mix (Nepenthe, NP0401021100)
kullanilarak gerceklestirilmistir. PARP1, AIF ve housekeeping geni olan GAPDH
icin kullanilan spesifik primerler Tablo 1'de listelenmistir. Hedef genlerin goreceli
ekspresyonu, GAPDH'yi i¢ kontrol olarak kullanarak 2"(-AACt) yontemi ile
hesaplanmigtir. Tiim reaksiyonlar ii¢ kez tekrarlanmistir (Hervieu et al., 2025).

Tablo 1. qRT-PCR ig¢in kullanilan primer dizileri.

Gen Primer Yonii | Dizi (5°-3’) Uriin Uzunlugu (bp)
PARP1 | Forward GGCGATCTTGGACCGAGTAG 20
PARP1 | Reverse CCTTTGGGGTTACCCACTCC 20
AIF Forward GGCTTCCTTGGTAGCGAACTGG 22
AIF Reverse GTCCAGTTGCTGAGGTATTCGG 22
GAPDH | Forward GGCCAAGATCATCCCCATGACAACT |23
GAPDH | Reverse ACCAGGACATGACAGCTTGACAAGT |24

Sinerjik Etkilerin Degerlendirilmesi

Sisplatin ve resveratroliin sinerjik antitiimor etkisi, kombinasyon indeksi (CI)
degerlerini belirleyen Chou-Talalay yontemi kullanilarak degerlendirilmistir
(Chou, 2010). Tek tek ilaglar ve bunlarin kombinasyonlari i¢in doz-yanit egrileri,
hiicre canlilig1 verilerinden olusturulmustur. CI degerleri, CalcuSyn yazilim
(Biosoft, Cambridge, Ingiltere) kullanilarak hesaplanmistir; burada CI <1
sinerjiyi, CI = 1 additif etkiyi ve CI >1 antagonizmi gosterir.

Istatistiksel Analiz

Tiim deneyler en az ii¢ bagimsiz deney (n = 3) olarak gerceklestirilmis ve veriler
ortalama + standart sapma (mean + SD) seklinde sunulmustur. Istatistiksel analizler
GraphPad Prism (GraphPad Software, ABD) kullanilarak yapilmistir. Veri
setlerinin normal dagilima uygunlugu Shapiro—Wilk testi ile degerlendirilmistir.
Iki grup arasindaki karsilastirmalarda eslestirilmemis (unpaired) Student’s t-testi
uygulanmistir. Ug veya daha fazla grubun karsilastirilmasinda tek yonlii varyans
analizi (one-way ANOVA) kullanilmis ve anlamlilik saptanan durumlarda Tukey
¢oklu karsilastirma post-hoc testi uygulanmustir.

Doz-yanit egrileri dogrusal olmayan regresyon (non-linear regression)
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analizi ile olusturulmus ve IC50 degerleri bu analizden elde edilmistir. ilag
kombinasyonlariin sinerjistik etkisi Chou-Talalay yontemi kullanilarak
degerlendirilmis ve kombinasyon indeksi (CI) degerleri Compusyn yazilimi ile
hesaplanmugtir. p < 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Sonuclar

Bu calismada, OSC-19 dil kanseri hiicre hattinda sisplatin ve resveratroliin
tek basma ve kombinasyon halinde hiicre canlilig1 ve apoptoz ile iliskili gen
ekspresyonlar lizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Elde edilen temel bulgular
asagida Ozetlenmistir:

Sisplatin ve Resveratroliin Hiicre Canhhgi Uzerine Etkileri

MTT testi sonuglarina gore, hem sisplatin hem de resveratroliin OSC-19 hiicre
canliligini doz ve zaman bagimli olarak azalttig1 gézlemlenmistir. Her iki bilesik
icin de 24 ve 48 saatlik uygulamalar sonrasinda IC50 degerleri belirlenmistir.
Sisplatin i¢in 24 saatlik IC50 degeri 20 uM, 48 saatlik IC50 degeri 6,2 M olarak
bulunmustur. Resveratrol igin ise 24 saatlik IC50 degeri 82 uM, 48 saatlik IC50
degeri 45 uM olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar, her iki ajanin da OSC-19
hiicreleri tizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

—— 24 saat

100 48 saat

80~

60-1

Hiicre Canliig (%)

0 T T T T T T
0 2,5 4,5 95 185 375 75

Sisplatin konsantrasyonu (uM)

Sekil 1. OSC-19 hiicreleri tizerindeki sisplatin ilacinin sitotoksik etkileri.
Hiicreler, 24 ve 48 saat boyunca farkli sisplatin miktarlarina maruz kaldiktan
sonra MTT testi ile sitotoksik etkiler 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 2. OSC-19 hiicreleri tizerindeki resveratrol ilacinin sitotoksik etkileri.
Hiicreler, 24 ve 48 saat boyunca farkli resveratrol miktarlarina maruz kaldiktan
sonra MTT testi ile sitotoksik etkiler 6l¢iilmiistiir.

Kombinasyon Tedavisinin Sinerjistik Etkisi

Sisplatinin resveratrol ile kombine edilmesinin OSC-19 hiicrelerinin ¢ogalmasinin
inhibisyonu itizerindeki etkisini aragtirmak icin hiicreleri farkli konsantrasyonda
sisplatin ve resveratrol ile 48 saat boyunca muamele edilmistir. Tek basina tedavi
edilen sisplatin veya RES ile karsilastirildiginda, kombine gruptaki inhibitor etki,
tek ilag grubundan 6nemli 6l¢iide daha giiclii goriinmektedir (Sekil 3).

MTT test verilerine gore RES ve sisplatinin olas1 sinerjistik etkisi Compusyn
yazilimi kullanilarak CI hesaplanmigtir (Tablo 2). Tablo 2’de gosterildigi {izere,
test edilen tiim sisplatin—-RES kombinasyonlarinda CI degerlerinin 1’in altinda
oldugu ve bu durumun iki ajan arasinda sinerjistik bir etkilesime isaret ettigi
belirlenmistir. 1,25 pM sisplatin ile 12 uM RES kombinasyonu, yiiksek etkilenen
hiicre fraksiyonu (Fa = %480) ile birlikte orta diizey bir sinerji (CI = 0,73)
olusturmustur. Dikkat ¢ekici olarak, 2 pM sisplatin ve 6 uM RES kombinasyonu
yaklasik %50’lik Fa degeri ile gii¢lii bir sinerji (CI = 0,52) sergileyerek biyolojik
ve farmakolojik agidan anlamli bir etkilesime isaret etmistir. En diisilk doz
kombinasyonu olan 2,5 uM sisplatin ve 3 uM RES, daha diisiik bir Fa degeri (=
%?29) olusturmasina ragmen en gii¢lii sinerjiyi goéstermistir (CI = 0,34), bu durum
RES’in diisiik konsantrasyonlarda dahi sisplatinin sitotoksik etkisini belirgin
sekilde giiclendirebildigini diisiindiirmektedir. Genel olarak elde edilen bulgular,
resveratroliin OSC-19 hiicrelerinde sisplatinin sitotoksik etkinligini doza bagli ve
sinerjistik bir sekilde artirdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 3. Sisplatin ile birlestirilen RES, OSC-19 hiicrelerinin canliligini etkili bir

sekilde inhibe etmistir. OSC-19 hiicreleri 48 saat boyunca (a) 1,25, 2 ve 2,5 uM

Sisplatin, (b) 3, 6 ve 12 uM RES veya her ikisi ile muamele edilip sitotoksisite
MTT testi ile tespit edilmistir (****p <0.0001).

Tablo 2. OSC-19 hiicrelerinde RES ile birlestirilmis sisplatinin kombinasyon
indeksi (CI) degerleri.

Sisplatin (uM) + RES (uM) Fa/% CI
1,25+ 12 80 0,73
2+6

2,5+3

gRT-PCR Analizi, Parthanatos ile iliskili Genlerin Artan Ekspresyonunu
Ortaya Cikariyor

Kombinasyon tedavisinin molekiiler etkilerini degerlendirmek amaciyla yapilan
gRT-PCR analizinde, PARP-1 ve AIF genlerinin ekspresyon seviyelerinde
belirgin degisimler saptanmigtir. PARP-1, DNA hasar1 yanitinda ve parthanatos
hiicre 6liimii formunda kritik bir rol oynayan bir enzimdir. Calismamizda, sadece
sisplatin uygulanan gruplarda PARP-1 mRNA ekspresyonunda doza bagimli bir
artis gozlemlenmistir. Bu artis, sisplatinin DNA hasarina neden olarak PARP-
1 aktivasyonunu tetikledigini desteklemektedir. Sadece resveratrol uygulanan
gruplarda PARP-1 ekspresyonunda hafif bir artig saptanmustir. Sisplatin ve
resveratrol kombinasyonunun uygulandigi gruplarda ise, PARP-1 mRNA

ekspresyon seviyeleri, tek basina sisplatin uygulanan gruplara kiyasla ¢ok daha
yliksek seviyelere ulasmistir.

AITF gen ekspresyonu incelendiginde, kombinasyon tedavisi uygulanan gruplarda
AIF mRNA diizeylerinde belirgin bir artis gozlemlenmistir. Bu artis, PARP-1 ile
iligkili hiicresel stres yanitlariin transkripsiyonel diizeyde gii¢clenmis olabilecegini
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ve parthanatos ile iligkili molekiiler sinyallerin uyarildigini diisiindiirmektedir.
PARP1 proteini, hiicrelerin kontrolsiiz biiytimesini dnleyerek hiicre boliinmesini
diizenlemektedir. Tiimor gelisimi agisindan kritik olan bu genin ifadesi Sis, RES
ve SistRES uygulanmis olan OSC-19 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla
anlaml diizeyde artmis olarak bulunmustur (Sekil 4).
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Sekil 4. Ila¢ uygulamas1 yapilmayan kontrol OSC-19 hiicrelerinde ve sisplatin,
RES ve sisplatintRES ilaglari ile muamele gérmiis OSC-19 hiicrelerde PARP-1
ve AIF genlerinin GAPDH genine gore ekspresyon seviyesi.

TARTISMA

Bu c¢alismada elde edilen bulgular, dil kanseri tedavisinde sisplatin ve
resveratrol kombinasyonunun potansiyelini, 6zellikle parthanatos hiicre 6liimii
yolag1 lizerinden ortaya koymaktadir. Kemoterapiye karsi gelisen direng
mekanizmalarinin iistesinden gelme stratejileri baglaminda, bu kombinasyonun
sinerjistik etkileri ve molekiiler mekanizmalar1 biiyiik 6nem tagimaktadir.

Caligmamizda sisplatin ve resveratroliin OSC-19 dil kanseri hiicrelerinde doz ve
zaman bagiml1 sitotoksik etki gosterdigi MTT testleri ile belirlenmistir. Sisplatin
i¢in 48 saatlik IC50 degeri 6,2 uM, resveratrol i¢in ise 45 uM olarak saptanmustir.
Bu durum, her iki ajanin da tek basina anti-kanser potansiyeline sahip oldugunu
dogrulamaktadir. Literatiirde sisplatinin gesitli kanser tiirlerinde DNA hasar1
yoluyla apoptozu indiikledigi yaygin olarak kabul edilmektedir (Makovec,
2019; Tanida et al., 2012). Benzer sekilde, resveratroliin de melanoma (Wu et
al., 2015), akciger (Li et al., 2020) ve prostat kanseri (Ye et al., 2020) gibi farkli
kanser hiicrelerinde anti-proliferatif ve pro-apoptotik aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir (Elshaer et al., 2018).
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Kombinasyon tedavisinin sinerjistik etkisi, bu g¢aligmanin en dikkat gekici
bulgularindan biridir. Sisplatin ve resveratroliin birlikte uygulanmasi, tek basina
ilaglarin etkilerini asan bir hiicre canliligi azalmasina yol agmistir. Yapilan CI
analizi, test edilen tiim kombinasyonlarda (CI < 1) gii¢lii bir sinerji oldugunu
kamitlamistir. Ozellikle 2,5 uM sisplatin ve 3 pM resveratrol kombinasyonunun
en giiclii sinerjiyi (CI = 0,34) gostermesi, resveratroliin diisiik dozlarda dahi
sisplatinin etkinligini artirabildigini ortaya koymaktadir. Bu sinerji, ilag
direncinin tistesinden gelmek i¢in kombinasyon tedavilerinin 6nemini vurgulayan
literatiirdeki genel egilimlerle uyumludur (Bayat Mokhtari et al., 2017; Holoye
et al., 1978; Lu et al., 2022). Kanser hiicreleri, tek bir kemoterapdtik ajana karsi
cesitli adaptif mekanizmalar gelistirerek diren¢ kazanabilirken (He et al., 2025),
farkli hedeflere etki eden ajanlarin kombinasyonu, bu adaptasyon yollarini bloke
ederek veya birden fazla hiicre 6liim yolagini aktive ederek direnci kirabilir.

PARP-1 ve AIF gen ekspresyon analizleri, kombinasyon tedavisinin parthanatos
yolagini nasil aktive ettigine dair molekiiler kanitlar sunmaktadir. Sisplatinin DNA
hasar1 yapici etkisi, PARP-1 aktivasyonunu tetikleyerek parthanatos adi verilen
hiicre 6liimii formunu indiikleyebilir (Fatokun et al., 2014; Soni et al., 2018).
Calisgmamizda sisplatinin PARP-1 ekspresyonunu artirmasi bu mekanizmay1
desteklemektedir. Resveratroliin ise antioksidan 6zelliklerinin yani sira, DNA
hasarini artirici veya onarim mekanizmalarini etkileyici rolleri de bulunmaktadir.
Kombinasyon tedavisinde PARP-1 ekspresyonunun tekli uygulamalara gore
cok daha yiiksek seviyelere ulagsmasi, sisplatinin neden oldugu DNA hasarinin
resveratrol tarafindan gili¢lendirildigini veya resveratroliin PARP-1 aracili hiicre
6liimii yolagini dogrudan aktive ettigini diistindiirmektedir. Bu durum, sisplatinin
neden oldugu ROS olusumunun resveratrol tarafindan modiile edilmesiyle
de iligkili olabilir (Soni et al., 2018). Literatiirde, ROS artisinin ve PARP-1
aktivasyonunun parthanatos ile yakindan iligkili oldugu belirtilmektedir (Fatokun
et al., 2014).

En 6nemlisi, AIF ekspresyonundaki belirgin artig, parthanatos yolaginin kilit bir
bileseni olan AIF'in mitokondriden salinimini1 ve g¢ekirdege translokasyonunu
isaret etmektedir. PARP-1'in asir1 aktivasyonu, NAD+ tilkenmesine ve ATP
azalmasina yol agarak mitokondriyal disfonksiyona neden olur. Bu durum,
AIF'in mitokondriyal membrandan salinimini tetikler ve cekirdege gegisini
kolaylastirir. Cekirdekte AIF, DNA fragmentasyonuna katkida bulunarak kaspaz
bagimsiz hiicre oliimiinii, yani parthanatosu indiikler (Fatokun et al., 2014).
Caligmamizda gozlenen PARP-1 ve AIF gen ekspresyonundaki sinerjistik artis,
sisplatin ve resveratrol kombinasyonunun dil kanseri hiicrelerinde parthanatos ile
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iligkili molekiiler yanitlar transkripsiyonel diizeyde giiclendirmis olabilecegini
diisiindirmektedir. Bununla birlikte, parthanatos aktivasyonunun kesin
olarak ortaya konulabilmesi i¢in PARP-1 enzim aktivitesi ve AIF’in hiicresel
lokalizasyonunun protein diizeyinde dogrulanmasi gerekmektedir. Elde edilen
bulgular, 6zellikle apoptoza direngli kanser hiicrelerinde alternatif hiicre 6liimi
mekanizmalarinin potansiyel olarak hedeflenebilecegine isaret etmektedir.

Bu c¢alisma, dil kanseri tedavisinde sisplatin ve resveratrol kombinasyonunun
yeni bir terapdtik strateji olarak degerlendirilmesi gerektigini Onermektedir.
Elde edilen sinerjistik sitotoksik etki ve PARP-1 ile AIF ekspresyonundaki
artis, bu kombinasyonun ila¢ direncini agma ve tedavi etkinligini artirma
potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Gelecekteki in vivo ¢aligmalar ve
klinik arastirmalar, bu kombinasyonun klinik uygulamadaki yerini daha net bir
sekilde belirleyecektir. Ozellikle, kombinasyonun ROS iiretimi ve mitokondriyal
fonksiyon iizerindeki etkilerinin daha detayli incelenmesi, etki mekanizmasinin
tam olarak aydinlatilmasina katki saglayacaktir.
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