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SUMMARY. Oral squamous cell carcinoma (OSCC) has limited chemotherapeutic options underscoring
the great need for development of new anticancer agents for more effective disease management. In the
present study, our main objective was to investigate the anticancer effects of salvidorol in HSC-4 oral can-
cer cells along with evaluating its effects on cell cycle phase distribution, reactive oxygen species (ROS)
generation, cell necrosis and MEK/ERK signalling pathway. MTT assay was used to evaluate cell viability
of HSC-4 cells while as clonogenic assay was used to examine its effects on cell colony formation tendency.
Flow cytometry was performed to examine effects on cell cycle while as effects on ROS were performed by
fluorescence microscopy. Western blot assay was involved in studying its effects on MEK/ERK signalling
pathway. Results indicated that salvidorol led to dose-dependent as well as time dependent growth inhibi-
tion of HSC-4 human oral cancer cells. It also dose-dependently decreased colony formation tendency of
these cells. Phase contrast microscopy revealed that salvidorol induced morphological changes including
cell shrinkage, membrane blebbing which are characteristic of necrosis. Western blot assay indicated that
salvidorol -induced cell death is not apoptosis mediated as the expression levels of caspase-3 and caspase-9
remained almost unchanged. Flow cytometry indicated that salvidorol led to G2/M cell cycle arrest in
HSC-4 human oral cancer cells. ROS calculations indicate that salvidorol led to necrosis mediated cell
death as the ROS levels increased after drug treatment. Salvidorol treatment also led to significant inhibi-
tion of MEK/ERK signalling pathway. In conclusion, current study clearly indicates that salvidorol in-
duces cytotoxic effects in HSC-4 human oral cancer cells mediated via cell cycle arrest, ROS-mediated
necrosis and through inhibition of MEK/ERK signalling pathway.

RESUMEN. El carcinoma oral de células escamosas (OSCC) tiene opciones quimioterapéuticas limitadas, lo que
subraya la gran necesidad de desarrollar nuevos agentes anticancerigenos para un manejo mds eficaz de la enfer-
medad. En el presente estudio nuestro objetivo principal fue investigar los efectos anticancerigenos del salvidorol
en las células de cancer oral HSC-4 junto con evaluar sus efectos sobre la distribucién de fases del ciclo celular,
la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), la necrosis celular y la via de sefializacion MEK/ERK . El
ensayo MTT se usé para evaluar la viabilidad celular de las células HSC-4, mientras que el ensayo clonogénico
se usé para examinar sus efectos sobre la tendencia de formacién de colonias celulares. La citometria de flujo se
realiz6 para examinar los efectos sobre el ciclo celular mientras que los efectos sobre ROS se realizaron median-
te microscopia de fluorescencia. Western blot estuvo involucrado en el estudio de sus efectos sobre la via de se-
flalizacion MEK/ERK. Los resultados indicaron que el salvidorol condujo a una inhibicién del crecimiento de-
pendiente de la dosis y del tiempo de las células de cdncer oral humano HSC-4. También disminuyé de forma de-
pendiente de la dosis la tendencia a la formacién de colonias de estas células. La microscopia de contraste de fase
revel6 que el salvidorol indujo cambios morfoldgicos, incluida la contraccién celular y la formacién de ampollas
en la membrana, que son caracteristicas de la necrosis. El ensayo de transferencia Western indicé que la muerte
celular inducida por salvidorol no estd mediada por la apoptosis ya que los niveles de expresion de caspasa-3 y
caspasa-9 permanecieron casi sin cambios. La citometria de flujo indic6 que el salvidorol condujo a la detencién
del ciclo celular G2/M en células de cdncer oral humano HSC-4. Los célculos de ROS indican que el salvidorol
condujo a la muerte celular mediada por necrosis a medida que los niveles de ROS aumentaron después del trata-
miento farmacoldgico. El tratamiento con salvidorol también condujo a una inhibicién significativa de la via de
sefializacion de MEK/ERK. En conclusion, el estudio actual indica claramente que el salvidorol induce efectos
citotéxicos en las células de cdncer oral humano HSC-4 mediadas por la detencidn del ciclo celular, la necrosis
mediada por ROS y por la inhibicién de la via de sefializacion MEK/ERK.
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