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Giris ve Amac: Glioblastoma kotii prognozlu agrasif beyin tiimorlerinden biridir ve glioblastoma i¢in mevcut tedavi
yontemleri oldukga sinirlidir. Sitokalasin B'nin (CB) kanser hiicre hatlar1 tizerinde inhibitor etki gostermektedir, ancak
antikanser etkileri heniiz tam olarak anlagilamamistir. Bu ¢alismada, CB'nin U87 insan glioblastoma hiicrelerinde
niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor (Nrf2) sinyal yolag: iizerinden oksidatif, antioksidan ve DNA hasar
mekanizmalar izerindeki etkisini aragtirmay1 hedefledik.
Gereg ve Yontemler: {1k olarak, CB'nin U87 hiicrelerindeki sitotoksik konsantrasyonlarint MTT analizi ile belirledik.
Ardindan, CB'min Nrf2 seviyeleri iizerindeki etkisini ve bununla baglantili olarak total oksidan kapasite (TOS),
malondialdehit (MDA), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) seviyeleri 6l¢iildii. Son olarak, CB
ile tedavi edilen U87 hiicrelerindeki DNA hasarimi tespit edebilmek igin 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG)
seviyeleri ol¢tldii.
Bulgular: MTT analizine gore, CB'nin U87 hiicrelerinde canliligi konsantrasyona bagimli bir sekilde azalttigini
belirledik ve IC50 konsantrasyonunu 62,8 uM olarak tespit ettik. Ardindan, 5,1, 33,6 ve 62,8 uM CB ile tedavi edilen
U87 hiicrelerinde TOS, MDA ve 8-OHdG seviyeleri konsantrasyon bagimli bir sekilde artmigtir (p<0,05). Aksine,
CB tedavisi U87 hiicrelerindeki Nrf2, SOD ve GPx seviyeleri azalmistir (p<0,05). CB, U87 glioblastoma hiicre
proliferasyonunu Nfr2 sinyal yolag1 iizerinden inhibe etmistir.
Sonu¢: CB tedavisi, U87 hiicrelerinde oksidatif stresi ve DNA hasarmi indiiklemesinin yani sira antioksidan
enzimlerin seviyelerini azaltmistir, bu da CB'nin glioblastoma i¢in potansiyel terapdtik ajan olabilecegini diisiindiirdii.
Ancak, CB'nin diger kanser hiicre hatlarinda ve in vivo modellerdeki etkilerini arastiran daha ileri ¢aligmalara ihtiyag
vardir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, DNA hasar1, Oksidatif Stres, Sitokalasin B, U87 Glioblastoma Hiicreler.

Abstract

Objective: Glioblastoma is one of the aggressive brain tumors with a poor prognosis, and the available treatments for
glioblastoma are quite limited. Cytochalasin B (CB) has an inhibitory effect on cancer cell lines, but its anticancer
effects are not yet fully understood. In this study, we aimed to investigate the effect of CB on oxidative, antioxidant
and DNA damage mechanisms via nuclear factor erythroid 2 associated factor (Nrf2) signaling pathway in U87 human
glioblastoma cells.

Materials and Methods: Firstly, we determined the cytotoxic concentrations of CB in U87 cells by MTT analysis.
Then, the effect of CB on Nrf2 levels and related total oxidant capacity(TOS), malondialdehyde (MDA), superoxide
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dismutase(SOD) and glutathione peroxidase(GPx) levels were measured. Finally, 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine(8-
OHdG) levels were measured to detect DNA damage in U87 cells treated with CB.

Results: According to MTT analysis, we determined that CB decreased viability in U87 cells in a concentration-
dependent manner and determined the IC50 concentration to be 62.8uM. Subsequently, TOS, MDA, and 8-OHdG
levels increased in a concentration-dependent manner in U87 cells treated with 5.1, 33.6, and 62.8uM CB (p<0.05).
In contrast, Nrf2, SOD and GPx levels were decreased in CB-treated U87 cells (p<0.05). CB inhibited U87
glioblastoma cell proliferation via the Nfr2 signaling pathway.

Conclusion: CB induced oxidative stress and DNA damage in U87 cells, as well as reduced antioxidant enzymes
levels, suggesting that CB may be a potential therapeutic agent for glioblastoma. However, further studies
investigating the effects of CB in other cancer cell lines and in vivo models are needed.
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1. Giris

Gliomalar, tim beyin tiimorlerinin yaklagik %80'ini
olusturan, glial hiicrelerden kaynaklanan hizla ilerleyen
malign beyin tiimdrleridir [1]. Gliomalar, etkilenen
beynin bdlgesine bagli olarak ¢esitli norolojik
semptomlara neden olabilen agresif timorlerdir [2].
Genetik heterojenlik gliomalarin karakteristigidir ve bu
ylizden, hastalardaki prognoz degiskenlik igerir ve
hastalarin hayatta kalma siireleri birka¢ aydan birkag yila
kadar farlilik gosterir [3]. Glioblastoma (GB), en agresif
form olan IV derece bir gliomadir [4]. GB hastalari i¢in
kot prognoz, GB'nin kemoterapiye ve radyo terapiye
direncinden kaynaklanmaktadir [5]. Glioma tiimorleri
icin mevcut tedavi stratejilerindeki sinirlilik, molekiiler
tekniklerin  gelismesiyle birlikte yenilik¢i tedavi
yaklagimlaria olan ihtiyaci daha net bir sekilde ortaya
koymaktadir.

Sitokalasinler, mantarlarda yaygin olarak bulunan
alkaloid mikotoksinlerdir [6]. Sitokalasinler, tipik olarak
bir makrosiklik halkaya baglanan bir perhidro izoindolon
yapist ile karakterize edilir [7]. Sitokalasinler A, B, C, D,
H ve O dahil olmak iizere birgok sitokalasin filamentli
(F)-aktin'i baglayan ve boylece sitoiskelet elemanlarinin
polimerizasyonu bloke eden mikojenik toksinlerdir [8].
Sitokalasinler  mikrofilamentlerin  alt  birimlerine
baglanarak hiicre iskeleti yapisinda bazi degisikliklere
yol agarlar [9]. Sonug olarak, mikrofilament olusumu
onemli Olglide engellenir. Bu da hiicresel morfolojiyi
etkileyerek hiicre boliinmesi gibi hiicresel siiregleri
engeller ve hatta apoptozu indiikler [10]. Bu nedenle,
hiicresel morfoloji ve hareketlilikten sorumlu hiicre
iskeleti elemanlarinda neden olduklar1 degisikliklerle
sitokalasinler, malign hiicrelerde potansiyel terapotik
ajanlar olarak kullanilmas1 yeni bir olasiliktir.

Oksidatif stresin zararli etkileri genellikle reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinin iiretim
kapasitesi ile yakindan iligkilidir. Niikleer faktor eritroid
2 ile iliskili faktor (Nrf2)/antioksidan yanit elemani
(ARE) sinyal yolu, oksidatif strese karg1 koruma saglayan
antioksidan proteinlerin ekspresyonunu diizenleyebilen
en Onemli savunma sistemlerinden biridir [11].
Fizyolojik kosullarda, Nrf2 sitoplazmik inhibitor proteini
Kelch benzeri ECH ile iliskili protein 1'e (Keapl)
baglanir ve sitoplazmada bulunur. Keapl, hiicresel
homeostazi saglamak i¢in Nrf2'yi uygun bir seviyede
tutan adaptor protein olarak islev goriir. ROS {iretimi
Keapl’i inaktive eder; daha sonra Nrf2, Keapl'den
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ayrisir ve ¢ekirdege tasinir. Cekirdekteki Nrf2 birikimi,
kiigiik muskuloaponérotik fibrosarkom (MAF) proteini
ile baglanarak heterodimer olusturur, daha sonra ARE
dizisine baglanarak glutatyon-S-transferazlar (GST),
stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidazlar
(GPx) gibi antioksidanlarin transkripsiyonunu aktive
eder [12]. Bu nedenle, Nrf2 sinyal yolaginin regiilasyonu
icin yeni potansiyel terapotiklerin tanimlanmasi GB
tedavisinde degerli olacaktir.

Bu calismada, sitokalasin B ile Nrf2 sinyal yolaginin
regiilasyonu usg7 glioblastoma hiicrelerinin
proliferasyonunda etkili bir rol oynayabilecegi hipotezi
one siiriildi. Bu yiizden, sitokalasin B tedavisinin insan
U87 glioblastoma hiicrelerinde SOD, GPx, total oksaidan
kapasite (TOS) ve malondialdehit (MDA) seviyelerini
iizerindeki etkilerini aragtirmayi amacladik. Ayrica,
sitokalasin B’nin DNA hasar1 {izerindeki etkisini
belirlemek igin de 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-
OHJGQG) seviyelerini dlgtiik.

2. Materyal ve Metot

2.1. .Hiicre kiiltiirii ve sitokalasin B tedavisi

Insan U87 glioblastoma hiicreleri, American Type
Culture Collection'dan (HTB14, ATCC, Virginia, United
States) satin alindi. U87 hiicreleri 37°C'de %95 hava ve
%35 CO2 igeren nemlendirilmis bir ortamda %1°lik 100
pg/ml penisilin-100 pg/ml streptomisin ve %10 fetal sigir
serumu (FBS) ile takviye edilmis yiiksek glikozlu
Dulbecco'nun modifiye edilmis Eagle ortami (DMEM)
ile kiiltiire edildi.

Hiicreler, 5x103 baslangi¢ yogunlugunda 96 oyuklu
plakalara ekildi ve 24 saat boyunca 5, 10, 20, 40, 80, 160,
320 ve 640 puM sitokalasin B konsantrasyonlart ile
inkiibe edildi. Sitokalasin B inkiibasyonunu takiben
IC50'i (hiicre canliligimin %50'sini inhibe eden madde
konsantrasyonu) hesaplamak i¢in, hiicreler 37°C'de 3
saat siireyle 100 uL 0,5 mg/ml 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) soliisyonu ile
inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra siipernatan atildi ve
olusan formazan kristalleri 100 pL %100 dimetil
stilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziildii. Ardindan, her
kuyucugun absorbans degerleri, bir mikroplaka
okuyucusu kullanilarak 570 nm'de olgiildii. Canli
hiicrelerin yiizdesi su sekilde hesaplandi:

Hiicre canliligr (%) = [A570 (sitokalasin B ile tedavi
edilen) — A570 (bos)] / [A570 (kontrol) —A570 (bos)] x
%100.



MTT analizine gore sitokalasin B konsantrasyonlar1 25,1
(1C25), 33,6 ve 62,8 uM (IC50) olarak belirlendi. Bu
sitokalasin B konsantrasyonlar1 sonraki biyokimyasal
analiz i¢in kullanildi.
2.2. Hiicre lizatlar
analizler

Nrf2, TOS, MDA, SOD, GPx ve 8-OHdG seviyelerinin
analizi i¢in sitokalasin B uygulanmig U87 hiicre lizatlar
sadece Onceki c¢alismamiza gore hazirlanmistir [13].
Kisaca, 24 saat siireyle 25,1, 33,6 ve 62,8 uM
konsantrasyonlardaki sitokalasin B uygulanmig hiicreler
tripsin eklenerek kiiltiir ortamindan ayrilmalar1 saglandi
ve 4°C'de 1000 xg'de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
isleminde sonra hiicreler soguk fosfat tamponu ile 3 kez
yikandi ve yeniden siispanse edilen hiicreler 4°C'de 30
dakika boyunca liziz tamponunda (RIPA) ile inkiibe
edildi. Daha sonra hiicre kalintilar1 4°C'de 10000 xg'de
20 dakika siireyle santrifiijlenerek uzaklastirildi. Protein
seviyeleri Lowry yontemiyle 6l¢iildii [14].

Sitokalasin B 25,1, 33,6 ve 62,8 uM konsantrasyonlari
uygulanmig hiicre lizatlarindaki Nrf2 (NWK-NRF2H1,
ABD), TOS (Rel Assay Diagnostic, Tiirkiye), MDA
(MAKO085-1KT, Sigma-Aldrich, Almanya) SOD
(574601, Sigma-Aldrich, Almanya), GPx (MBS167041,
MyBioSource, ABD) ve 8-OHdG (MBS160699,
MyBioSource, ABD) seviyeleri ticari olarak mevcut
kitler kullanilarak iiretici firma talimatlar1 dogrultusunda
mikroplaka okuyucu yardimiyla 6l¢tilmiistiir.
2.3.Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler GraphPad Prism 7 programi ile
yapildi. Sonuglar, {i¢ tekrar halinde ortalama + standart
sapma olarak sunuldu. Sonuglarin normallik analizi
Shapiro-Wilk normallik testi yardimiyla yapilmistir
Normal olarak dagilan veriler, tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) kullanilarak  degerlendirildi ve ¢oklu
kargilastirmalarda Tukey post-hoc testi ile analiz edildi.
Normal dagilim veya varyans homojenligi gdstermeyen
veriler i¢in parametrik olmayan Kruskal-Wallis testi
kullanildi. P<0,05, istatistiksel anlaml1 kabul edildi.

hazirlamast  ve biyokimyasal

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Sitokalasin B’nin hiicre proliferasyonu iizerindeki
etkileri

Sitokalasin B'in U87 hiicreleri tizerindeki anti-proliferatif
etkisi, Sekil 1'de gosterildigi gibi MTT testi ile tespit
edildi. U87 hiicrelerine 24 saat siireyle 10, 20, 40, 80,
160, 320 ve 640 uM sitokalasin B konsantrasyonlar1
uygulanmigtir. 10 uM ve altindaki sitokalasin B
konsantrasyonlariin 24 saatlik tedavisi MTT analizine
gore hiicre canliliginda oOnemli bir digiis neden
olmamustir (p>0,05). Ote yandan, 20, 40, 80, 160, 320 ve
640 uM sitokalasin B  konsantrasyonlari, U87
hiicrelerinin proliferatif aktivitesi {izerinde Onemli
inhibitor etkiler gostermistir. 24 saat siireyle 20, 40 ve 80
uM sitokalasin B uygulanmasi U87 hiicrelerin canliligini
kontrole kiyasla sirayla %16,2, %41,7 ve %63,5 oranmn
baskilamistir (p<0,01). Dahasi, 160, 320 ve 640 uM
sitokalasin B konsantrasyonlar1 U87 hiicrelerindeki
canlilik kontrol grubuna gore sirastyla %76,2, %88,2 ve
%95,3 oraninda disiis gostermistir (p<0,0001). Ek
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olarak, 640 uM sitokalasin B konsantrasyonunda U87
hiicrelerinde canlilik neredeyse yok denecek kadar azdi
(kontrole gore %98.4; p<0,0001). MTT analizine gore
sonraki biyokimyasal analizlerde kullanilmak {izere iig
sitokalasin B konsantrasyonu belirledik: 1) Hiicre
canliliginda o6nemli bir disiisin tespit edildigi ilk
konsantrasyon olan 25,1 pM (IC25), 2) 62,8 uM,
sitokalasin B’nin IC50'si ve 3) bir ara konsantrasyon
olarak da 33,6 uM.
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Sekil 1. Sitokalasin B’nin 24 siireyle uygulamasindan
sonra U87 glioblastoma hiicrelerindeki  canlilik
yiizdeleri. * p<0,01; ** p<0,001; *** p<0,0001 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda.

Calismamizla ayn1 paralellikte Tong ve ark., sitokalasin
B ile tedavi edilen U251 hiicrelerinde kontrol grubuna
kiyasla hiicre proliferasyonunu zaman ve konsantrasyon
bagimli bir sekilde inhibe ettigini rapor etmiglerdir [15].
Bir bagka g¢alismada, Heidarzadeh ve ark., 10-5 M
konsantrasyonunda sitokalasin H'nin 48 saat boyunca
U87 kanser hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigini
bildirmisglerdir [16]. Yine ayni g¢alismada, ilging bir
sekilde, U87 kanser hiicrelerine kiyasla normal (HEK)
hiicre hatt1 {izerinde sitokalasin H toksisite etkilerinin
olmadigin1 gostermislerdir. Benzer sekilde, 48, 72 veya
96 saat boyunca sirasiyla 10-11, 10-10, 10-9, 10-8, 10-7
veya 10-6 M sitokalasin E uygulanan U87 hiicrelerinde
10-8 ila 10-6 M konsantrasyonlarinin hiicre canliligini
inhibe  etti  bulunurken; 10-9 M'dan  diisiik
konsantrasyonlarda proliferasyon tizerinde inhibitor
etkiler tespit edilmemistir [17]. Bir baska calismada,
HeLa insan servikal karsinom hiicrelerinin biiyiimesi
iizerinde 5, 10, 20 ve 40 pM sitokalasin B
konsantrasyonlarmin 48 saatlik tedavisinin sitotoksik
etkilerini aragtirmiglar ve yaklasik 8 pM'lik bir IC50 ile
hiicre canliligini inhibe ettigini gozlemlemislerdir [18].
Bahsi gecen calismalar ve verilerimiz dogrultusunda,

sitokalasin B’nin kanser hiicresi proliferasyonunu
baskilayabildigini ve bu da kanser hiicrelerinin
biliyiimesinin ~ inhibisyonuna  yol  agabilecegini
gostermektedir.



3.2. Sitokalasin B 'nin antioksidan ve oksidan
mekanizmalar tizerindeki etkisi

Nrf2, Cap'N'Collar (CNC) ailesine ait temel bir 18sin
fermuar (bZIP) transkripsiyon faktoridir [19]. Nrf2
genellikle bir sitoprotektif transkripsiyon faktorii ve bir
tiimor baskilayict olarak kabul edilir [20]. Fizyolojik
kosul altinda, Nrf2 hiicresel redoks homeostazini
korumasi, anti-inflamatuar fonksiyonlar1 ve antikanser
etkileri sayesinde hiicresel proliferasyonun
stirdiirilmesinde rol alir [21]. Nrf2'nin aktivasyonu,
cesitli kanserlerin gelisimini destekledigine ve 6zellikle
kanser direncini arttirdigina dair klinik aragtirmalarda da,
Nrf2'nin asir1 ekspresyonunun kétii prognozla yakindan
iligkili oldugu goriilmiistir [22]. Kanser hiicreleri
¢ogunlukla, ROS aracilt hiicre 6liimiiniin 6nlenmesinde
etkili olan antioksidan enzimleri yiiksek seviyelerde
eksprese ederler [23]. Kanser hiicrelerindeki Nrf2'nin
aktivasyonu, GSH sentezi i¢in gerekli antioksidan
enzimlerin ekspresyonunu artirarak ROS iretimini
dengeler ve diger sinyal yolaklar1 ile de etkilesime
girerek kanser hiicrelerindeki apoptozun baskilanmasina
katkida bulunur [24]. Akciger, pankreas ve endometrium
dahil olmak {tizere ¢esitli kanser dokularinda saglikli
hiicre hatlarina goére Nrf2 seviyelerinde artis oldugu
tespit edilmistir [25]. Nrf2 sinyalinin bozulmasi, hiicre
dongiisii ilerlemesini ve kanser hiicre hatlarinin in vitro
cogalmasini etkilemektedir [26]. Yapilan onceki
calismada, kanser hiicrelerinde Nrf2’in susturulmasinin,
hiicre go¢iinde ve tiimor metastazinda zayiflamaya neden
oldugu bildirilmistir [27]. Ote yandan, DeNicola ve ark.,
cesitli  onkogenlerin fare fibroblastlarinda  Nrf2
transkripsiyonunu ve aktivasyonunu uyararak ROS'un
hiicresel yiikiinde genel bir azalmaya yol acabilecegini ve
timorogeneze neden olabilecegini gostermistir [28].
Calismamizda ilk kez, U87 hiicrelerinde sitokalasin B'nin
Nfr2 ile olan iligkisini ortaya koyduk. ELISA ile yapilan
Nfr2 analiz bulgularina goére (Sekil 2), U87
hiicrelerindeki Nfr2 seviyeleri uygulanan sitokalasin
B'nin  konsantrasyonuna bagimh  sekilde diisiis
gostermistir.

Dahasi, 24 saat sireyle 25,1, 33,6 ve 62,8 uM
konsantrasyonlardaki sitokalasin B uygulanan U87
hiicrelerinden kontrol grubuna kiyasla Nfr2 seviyelerinde
sirayla %13,7, %24,2 ve %56,3’liik bir oldugunu tespit
ettik (p<0,01).

Aslinda, ROS'un asir1 iretimi, hiicre kaderini
belirlemede tartigmalr bir role sahiptir. Biriken kanitlar,
apoptotuzun da dahil oldugu bir takim sinyal
mekanizmalarinin  aktivasyonu veya inhibisyonu ile
ROS'un agir1 dretimi hiicre o6limiine yol actigmi
gbsterilmistir [23]. Ote yandan, kanser hiicreleri, saghkli
hiicrelere kiyasla aktif metabolizma ve yiiksek ¢cogalma
ve go¢ hizi ile karakterize edilir [29]. Bu nedenle kanser
hiicreleri, anormal ¢ogalma ve bilylime oranlarim
siirdiirmek i¢in daha yiiksek enerji seviyelerine ihtiyag
duyar, bu da mitokondri ve nikotinamid adenin niikleotid
fosfat (NADPH) oksidaz tarafindan artan ROS iiretimiyle
sonuglanan asirt metabolizmaya yol agar [30].
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Sekil 2. Sitokalasin B uygulanan U87 glioblastoma
hiicrelerindeki Nfr2 seviyeleri. *p<0,01; **p<0,001;
*#%p<0,0001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

Oksidatif stresle baga ¢ikmak i¢in birgok kanser hiicresi,
hiicresel antioksidan sistemlerin aktivitesini artirarak
yliksek ROS seviyelerini kontrol eder, bdylece hiicre
olimiinii o6nler ve tiimor gelisimini desteklerken
kemoterapi ve radyoterapi gibi ekzojen uyarilara karsi
daha direngli hale gelirler [31]. Paradoksal olarak, artan
oksidatif stres, kanser hiicrelerinin oliimiinii segici bir
sekilde indiiklemede c¢ok etkilidir [32]. Son yillarda
kanser hiicrelerinde redoks durumunun degistirilmesi ve
ROS seviyesinin arttirilmasi, kansere karsi savagmanin
yeni bir yolu haline geldi. Normal hiicrelerden farkl:
olarak, kanser hiicrelerinin asir1 metabolizmasi, daha
once de belirtildigi gibi daha yiiksek ROS seviyelerine
neden olur. Ancak kanser hiicreleri, ROS seviyelerini
toksisite esiginin altinda tutan etkili antioksidan sistemler
gelistirmistir [33]. Saglikli hiicrelerde Nrf2, hiicrelerdeki
ROS ve DNA hasart miktarin1 azaltarak timor
olusumuna karst koruyucu olmasina ragmen, timor
hiicrelerinde ise proliferasyonu siirdiirebilmek igin
Nrf2'nin ~ koruyucu  islevinden  yararlanilabildigi
bulunmustur [34]. Soyle ki, Nrf2 kanser hiicrelerindeki
aktivasyonu ve yliksek niikleer lokalizasyonu, bu hiicre
hatlarinda ROS fireten terapétik ajanlara duyarliligi da
diizenleyebilecegini gosterilmistir [35]. Caligmamizda
Nfr2 sonuglariyla tutarli bir sekilde, sitokalasin B
uygulanan ~ U87  hiicrelerinde  oksidatif  stresin
indiiklendigi ve antioksidan savunma mekanizmalarinin
distiglinti bulduk. Sekil 3’te goriildiigi gibi sitokalasin
B (25,1, 33,6 ve 62,8 uM) ile tedavi edilen U87
hiicrelerindeki TOS seviyeleri kontrol grubuyla
karsilastirildiginda sirastyla %34,4, %45,8 ve %67,2 artis
gostermistir (Sekil 3A; p<0,001).
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Sekil 3. Sitokalasin B ile tedavi edilen U87 glioblastoma hiicrelerindeki oksidatif stres seviyeleri. (A) TOS seviyeleri
(B) MDA seviyeleri. *p<0,01; **p<0,001; ***p<0,0001 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda.

Benzer sekilde, 25,1, 33,6 ve 62,8 uM sitokalasin B
tedavisi U87 hiicrelerinde kontrole kiyasla MDA
seviyelerinde sirasiyla %11,7, %24,6 ve %38,3 oraninda
konsantrasyon bagimli bir artig oldugunu bulduk (Sekil
3B; p<0,01). Ote yandan, sitokalasin B U87 hiicrelerinde
oksidatif hasar1 arttirirken beraberinde antioksidan
savunma sistemini de sekteye ugratmigtir. TOS ve MDA
sonuglarinin aksine, 25,1, 33,6 ve 62,8 pM sitokalasin B
tedavisi US87 hiicrelerinde kontrole kiyasla SOD
aktivitelerinde sirastyla %23,5, %30,8 ve %35,2 disiis
olurken (Sekil 4A; p<0,0001), GPx seviyelerinde de
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%15,3, %20,6 ve %32,7 oranin diigiis olmustur (Sekil 4B;
p<0,001).  Sonuglarimizin  aksine, Takaishi ve
meslektaglari, insan arteriyel diiz kasindaki yiiksek
glikozun neden oldugu oksidatif hasarina karsi
sitokalasin B, NADPH oksidaz aktivitesini azaltarak
stiperoksit seviyelerinde bir azalmaya yol agtigini
bildirmislerdir [36]. Ote yandan, bir bagka calismada,
10-5 M konsantrasyonda sitokalasin H ile tedavi edilen
U87 hiicrelerinin  sitoplazmasinda, konsantre ve
pargalanmis  halde @ DNA  yapilarinin  oldugu
bulunmustur.®

2007 B

.- ‘E‘ *
5.5 150~ - "
T3 i el
=2 T
> 2 1004
4T
W B
BB g
=
0' T T
>
& P & &
+ ‘5:)” > \b&q’
20 O &
< < <
S S S
o ) a0
v ™ o

Sekil 4. Sitokalasin B’nin U87 glioblastoma hiicrelerindeki antioksidan enzimler {izerindeki etkisi. (A) SOD aktivitesi
(B) GPx seviyeleri. *p<0,001; **p<0,0001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
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Calismamizda, sitokalasin B uygulanan  U87
hiicrelerinde konsantrasyon bagimli artan oksidatif
stresle birlikte DNA hasarmin da arttigini belirledik.
Sekil 5°te gorildigi gibi, 25,1, 33,6 ve 62,8 uM
sitokalasin B uygulamasinin U87 hiicrelerinde kontrole

yasla 8-OHdG seviyelerinde sirasiyla %28,3, %34,5 ve
%39,7 oraninda bir artis oldugunu bulduk (p<0,0001).

4. Sonug

Sonug¢ olarak bu c¢aligmamizda, sitokalasin B'nin U87
hiicrelerinde Nrf2 sinyal yolagi iizerindeki etkilerini
degerlendirdik. Dikkat ¢ekici bir sekilde, sitokalasin
B'nin insan glioma US87 hiicrelerini Nrf2 seviyelerini
konsantrasyona bagli bir sekilde inhibe ettigi bulduk.
Boylece, sitokalasin B U87 hiicrelerinde antioksidan
seviyelerini diisiirerek oksidatif yiikiin artisina neden
olmustur. Ayrica sitokalasin B uygulanmasi ile DNA
hasarindaki artisin, U87 hiicrelerinin canliligini inhibe
ettigini belirledik. Genel olarak sonuglarimiz, sitokalasin
B'nin malign glioblastomalarin tedavisi i¢in 6nemli bir
potansiyel terapdtik olacagini diisiindiirmektedir. Ancak,
sitokalasin B’nin diger glioblastoma hiicre hatlarmnin
yani sira fakli kanser hiicre hatlarinda ve in vivo modeller
iizerindeki etkilerinin arastirildigi daha ileri aragtirmalara
ihtiyag vardir. Ote yandan, sitokalasin B’nin yalnizca in
vitro olarak U87 insan glioblastoma hiicreleri tizerindeki
aragtirtlmis  olmasi  calismamizin  en  6nemli
kisitlamalarindan biridir. Ek olarak, sitokalasin B’nin
Nrf2  sinyal yolagindaki  genlerin  ekspresyon
seviyelerinin {izerindeki etkilerinin analiz edilememis
olmast diger 6nemli bir kisitlamadir.

Referanslar

1.0hgaki, H, Kleihues, P, Population-based studies on incidence,
survival rates, and genetic alterations in astrocytic and
oligodendroglial gliomas, Journal of neuropathology and
experimental neurology, 2005, 64(6), 479-489.

2.Goodenberger, M.L, Jenkins, R.B, Genetics of adult glioma, Cancer
genetics, 2012, 205(12), 613-621.

3.Molinaro, A.M, Taylor, J.W, Wiencke, J.K, Wrensch, M.R, Genetic
and molecular epidemiology of adult diffuse glioma, Nature reviews,
Neurology, 2019, 15(7), 405-417.

4.Jovcevska, I, Kocevar, N, Komel, R, Glioma and glioblastoma- how
much do we (not) know? Molecular and clinical oncology, 2013,
1(6), 935-941.

5.Bahadur, S, Sahu, A.K, Baghel, P, Saha, S, Current promising
treatment strategy for glioblastoma multiform: A review, Oncology
reviews, 2019, 13(2), 417.

6. Haidle, A.M, Myers, A.G, An enantioselective, modular, and general
route to the cytochalasins: synthesis of L-696,474 and cytochalasin
B, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 2004, 101(33), 12048-12053.

7.Scherlach, K, Boettger, D, Remme, N, Hertweck, C, The chemistry
and biology of cytochalasans, Natural product reports, 2010, 27(6),
869-886.

8.Hayot, C, Debeir, O, Van Ham, P, Van Damme, M, Kiss, R,
Decaestecker, C, Characterization of the activities of actin-affecting
drugs on tumor cell migration, Toxicology and applied
pharmacology, 2006, 211(1), 30-40.

9. Van Goietsenoven, G, Mathieu, V, Andolfi, A, Cimmino, A, Lefranc,

F, Kiss, R, Evidente, A, In vitro growth inhibitory effects of

cytochalasins and derivatives in cancer cells, Planta medica, 2011,

77(7), 711-717.

Hwang, J, Yi, M, Zhang, X, Xu, Y, Jung, JH, Kim, DK,

Cytochalasin B induces apoptosis through the mitochondrial

apoptotic pathway in HeLa human cervical carcinoma cells,

Oncology reports, 2013, 30(4), 1929-1935.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

97

Ma, Q, Role of nrf2 in oxidative stress and toxicity, Annual review of
pharmacology and toxicology, 2013, 53, 401-426.

Bellezza, 1, Giambanco, I, Minelli, A, Donato, R, Nrf2-Keapl
signaling in oxidative and reductive stress, Biochimica et biophysica
acta Molecular cell research, 2018, 1865(5), 721-733.

Hacioglu, C, Kar, F, Kacar, S, Sahinturk, V, Kanbak, G, Bexarotene
inhibits cell proliferation by inducing oxidative stress, DNA damage
and apoptosis via PPARy/ NF-kB signaling pathway in C6 glioma
cells, Medical oncology (Northwood, London, England), 2021, 38(3),
31

Lowry, O.H, Rosebrough, N.J, Farr, A.L, Randall, R.J, Protein
measurement with the Folin phenol reagent, The Journal of
biological chemistry, 1951, 193(1), 265-275.

Tong, Z.G, Liu, N, Song, H.S, Li, J.Q, Jiang, J, Zhu, J.Y, Qi, J.P,
Cytochalasin B inhibits the proliferation of human glioma U251 cells
through cell cycle arrest and apoptosis, Genetics and molecular
research: GMR, 2014, 13(4), 10811-10822.

Heidarzadeh, S, Motalleb, G.H, Zorriehzahra, M.J, Evaluation of
Tumor Regulatory Genes and Apoptotic Pathways in The Cytotoxic
Effect of Cytochalasin H on Malignant Human Glioma Cell Line
(UB7MG), Cell journal, 2019, 21(1), 62-69.

Li, J, Gu, B, Chen, G, Ma, B, Xu, J, Zhang, G, et al., Cytochalasin E,
a potential agent for anti-glioma therapy, efficiently induces U87
human glioblastoma cell death, Latin American Journal of
Pharmacy, 2012, 31(1), 147-151.

Hwang, J, Yi, M, Zhang, X, Xu, Y, Jung, JH, Kim, DK, Cytochalasin
B induces apoptosis through the mitochondrial apoptotic pathway in
HeLa human cervical carcinoma cells, Oncology reports, 2013,
30(4), 1929-1935.

Rojo de la Vega, M, Chapman, E, Zhang, D.D, NRF2 and the
Hallmarks of Cancer, Cancer cell, 2018, 34(1), 21-43.

Murakami, S, Motohashi, H, Roles of Nrf2 in cell proliferation and
differentiation, Free radical biology & medicine, 2015, 88(Pt B),
168-178.

Wu, S, Lu, H, Bai, Y, Nrf2 in cancers: A double-edged sword, Cancer
medicine, 2019, 8(5), 2252-2267.

Solis, L.M, Behrens, C, Dong, W, Suraokar, M, Ozburn, N.C, Moran,
C.A, etal, Il, Nrf2 and Keapl abnormalities in non-small cell lung
carcinoma and association with clinicopathologic features, Clinical
cancer research: An official journal of the American Association for
Cancer Research, 2010, 16(14), 3743-3753.

Sajadimajd, S, Khazaei, M, Oxidative Stress and Cancer: The Role
of Nrf2, Current cancer drug targets, 2018, 18(6), 538-557.

Zimta, A.A, Cenariu, D, Irimie, A, Magdo, L, Nabavi, S.M,
Atanasov, AG, Berindan-Neagoe, |, The Role of Nrf2 Activity in
Cancer Development and Progression, Cancers, 2019, 11(11), 1755.
Basak, P, Sadhukhan, P, Sarkar, P, Sil, P.C, Perspectives of the Nrf-
2 signaling pathway in cancer progression and therapy, Toxicology
reports, 2017, 4, 306-318.

Ma, X, Zhang, J, Liu, S, Huang, Y, Chen, B, Wang, D, Nrf2
knockdown by shRNA inhibits tumor growth and increases efficacy
of chemotherapy in cervical cancer, Cancer chemotherapy and
pharmacology, 2012, 69(2), 485-494.

Lister, A, Nedjadi, T, Kitteringham, N.R, Campbell, F, Costello, E,
Lloyd, B, et al., Nrf2 is overexpressed in pancreatic cancer:
implications for cell proliferation and therapy, Molecular cancer,
2011, 10, 37.

DeNicola, G.M, Karreth, F.A, Humpton, T.J, Gopinathan, A, Wei, C,
Frese, K, et al., Oncogene-induced Nrf2 transcription promotes ROS
detoxification and tumorigenesis, Nature, 2011, 475(7354), 106-109.
Galadari, S, Rahman, A, Pallichankandy, S, Thayyullathil, F,
Reactive oxygen species and cancer paradox: To promote or to
suppress? Free radical biology & medicine, 2017, 104, 144-164.
Kim, J, Kim, J, Bae, JS, ROS homeostasis and metabolism: a critical
liaison for cancer therapy, Experimental & molecular medicine,
2016, 48(11), £269.

Kalyanaraman, B, Cheng, G, Hardy, M, Ouari, O, Bennett, B,
Zielonka, J, Teaching the basics of reactive oxygen species and their
relevance to cancer biology: Mitochondrial reactive oxygen species
detection, redox signaling, and targeted therapies, Redox biology,
2018, 15, 347-362.

Nguyen, C, Pandey, S, Exploiting mitochondrial vulnerabilities to
trigger apoptosis selectively in cancer cells, Cancers, 2019, 11(7),
916.



33.

34,

35.

36.

Castaldo, S.A, Freitas, J.R, Conchinha, N.V, Madureira, P.A, The
tumorigenic roles of the cellular REDOX regulatory systems,
Oxidative medicine and cellular longevity, 2016, 8413032.

Hayes, J.D, McMahon, M, NRF2 and KEAP1 mutations: permanent
activation of an adaptive response in cancer, Trends in biochemical
sciences, 2009, 34(4), 176-188.

Rushworth, S.A, Bowles, K.M, MacEwan, D.J, High basal nuclear
levels of Nrf2 in acute myeloid leukemia reduces sensitivity to
proteasome inhibitors, Cancer research, 2011, 71(5), 1999-2009.
Takaishi, K, Kinoshita, H, Feng, G.G, Azma, T, Kawahito, S,
Kitahata, H, Cytoskeleton-disrupting agent cytochalasin B reduces
oxidative stress caused by high glucose in the human arterial smooth
muscle, Journal of pharmacological sciences, 2020, 144(4), 197—
203.

http://edergi.cbu.edu.tr/ojs/index.php/cbusbed isimli
yazarin CBU-SBED baslikl1 eseri bu Creative Commons
Alinti-Gayriticari4.0 Uluslararasi Lisans1 ile
lisanslanmustir.

98



