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Ozet: Steroidal bilesikler, hormon reseptérleri ve steroidojenik enzimler igin ligandlar veya substratlar olarak gorev yaparlar. Bu
bilesikler, hiicre biiylimesi ve ¢ogalma gibi birgok biyolojik siirecte etkili rol oynarlar. Daha 6nce yapilan ¢aligmalar steroid
bilegiklerinin kanser hiicrelerini hedefleme ve kanser tedavisinde kullanma potansiyelini gostermektedir. Steroid bilesiklerinin
biyolojik olarak aktif 4-metil-7-hidroksi kumarin bilesigi ile konjuge edilerek yeni konjugatlar gelistirildigi daha Onceki
caligmada bildirildi. Bu c¢alismada ise, steroidal konjugatlarin hormona duyarli ve diger kanser hiicre hatlari {izerinde
farmakolojik ozellikleri incelendi ve in vitro olarak degerlendirildi. Segicilik indeksinin belirlenmesi amaciyla saglikli hiicre
hattina kars1 proliferasyonlari in vitro olarak test edildi. Ayrica, bu ¢aligmada ilk olarak, etkin konjugatlar iizerinde protein-ligand
etkilesimleri, baglanma ilgilerini belirlemek amaciyla in silico molekiiler baglanma ¢aligmalari yapildi. Bu ¢alismanin sonuglari,
steroid temelli konjugatlarin gesitli hastaliklarin tedavisine ¢ok yonlii bir yaklagim sunma potansiyeline sahip oldugunu
gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Antiproliferatif aktivite, Biyokonjugat, 4-metil-7-hidroksi kumarin, Molekiiler baglanma, Steroid.

In vitro biological activity and in silico molecular binding studies of steroidal conjugates

Abstract: Steroidal compounds effectively participate in various biological activities, including cellular growth and proliferation,
by functioning as ligands or substrates for hormone receptors and steroidogenic enzymes. Previous studies have shown the
potential of steroid conjugates in targeting cancer cells and their use in cancer treatment. The previous study reported that new
conjugates were developed by conjugating steroid compounds with the biologically active 4-methyl-7-hydroxycoumarin
compound. In this study, the pharmacological properties of steroidal conjugates were examined and evaluated in vitro on
hormone-sensitive and other cancer cell lines. The proliferation against a healthy cell line was tested in vitro to determine the
selectivity index. Additionally, in silico molecular docking studies were conducted for the first time in this study to determine the
binding affinities of effective conjugates. The results of this study demonstrate that steroid-based conjugates have the potential to
offer a versatile approach to the treatment of various diseases.

Keywords: Antiproliferative activity, Bioconjugate, 4-methyl-7-hydroxy coumarin, Molecular docking, Steroid.

1. Giris

Steroidler, biyolojik olarak aktif organik bilesiklerdir ve
belirli bir molekiiler yapida diizenlenmis dort halkanin bir
araya gelmesiyle olusurlar. Steroidlerin biyolojik olarak iki
temel fonksiyonu vardir. Birincisi, hiicre zarlarmin énemli
bilesenleri olarak membran akiciligim degistirirler. Ikincisi
ise sinyal molekiilleri olarak gorev yaparak cesitli
biyolojik siiregleri diizenlerler (llkar Erdagi ve Yildiz
2022). Bu bilesikler arasinda o6ne ¢ikanlar arasinda
kolesterol bulunur. Kolesterol, hiicre zarlarmin temel
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bilesenlerinden biridir ve hiicre zarlarinin esnekligini ve
stviligini korur (Xu ve ark. 2005). Steroidler arasinda yer
alan bir diger 6nemli tiir pregnenolon dur. Pregnenolon,
steroid hormonlarinin {iretiminde 6nemli bir ara madde
olarak  gdrev  yapar. Bu steroid, beyinde
norotransmiterlerin sentezine katkida bulunarak nérolojik
islevlerde etkin bir rol oynayabilir (Osuji ve ark. 2010).
Kolik asit ise safra asitlerinin bir alt grubunu temsil eder
ve sindirim siireglerinde Onemli bir isleve sahiptir.
Sindirimde yag ve vitamin emiliminden, bagirsak
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hareketlerini uyararak toksinlerin atilmasina kadar cesitli
etkileri  bulunur  (Navacchia ve ark. 2020).
Dehidroepiandrosteron (DHEA), steroid hormonlarinin
iretiminde kritik bir rol oynar ve "ana steroid" olarak
adlandirilir. Bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde etkili
olabilir, bagisiklik fonksiyonlarini artirabilir ve stres
tepkisini  diizenleyerek viicuttaki dengeyi saglamaya
yardimc1 olabilir (Dembitsky ve ark. 2018). Bitkilerde
dogal olarak bulunan ve laboratuvar kosullarinda diger
steroid hormonlarmin sentezinde kullanilabilen bir
molekiil olan diosgenin, hormonsal dengeyi diizenleme ve
anti-enflamatuvar 6zellikler gibi faydali etkilere sahip
olabilir (llkar Erdagi ve Uyanik 2019). Son olarak,
testosteron, kas gelisimi, kemik saghgi, kirmizi kan
hiicresi tiretimi, cilt ve sa¢ saglig1 lizerinde dnemli etkilere
sahiptir. Ayrica, ruh hali, biligsel fonksiyonlar ve cilt
saglig1 tizerinde de etkileri olabilecegi goézlemlenmistir
(Ilkar Erdagi 2023). Bu steroidlerin viicutta cesitli
biyolojik islevleri, saglikli bir yasam igin kritik dneme
sahip olup, viicutta denge ve diizenin saglanmasinda biiyiik
bir rol oynarlar.

Biyolojik olarak aktif molekiillerin konjuge edilmesi,
ozellikle kanser gibi c¢esitli ¢oklu islevli hastaliklari
hedeflemek icin kullanilan ve ila¢ kesfi i¢in gii¢li bir
aragtir. Bu baglamda, steroidler diger biyolojik olarak aktif
molekiillerle konjuge etmek igin yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Steroidlerin biyo-konjugasyonu, c¢oklu
iglevli hastaliklarin tedavisinde etkili ve umut verici bir
strateji olarak one ¢gikmaktadir (Bansal ve Suryan 2022).
Yapilan  steroidal  konjugat  ¢alismalari,  izatin-
dehidroepiandrosteron (Ke ve ark. 2015), diosgenin
aminoasit (Cai ve ark. 2019), estron-doksorubisin ve
estron-kitosan (Kurmi ve ark. 2020), ve metotreksat-
diosgenin konjugatlar1 (Cai ve ark. 2016) sentezlenmis ve
bu konjugat bilesiklerin insan kanser hiicre hatlar1 {izerinde
etkili antitiimér aktiviteler gosterdigi tespit edilmistir.
Ayrica, biyogiivenlik degerlendirmesi saglikli hiicre hatlar1
lizerinde sitotoksisiteye neden olmadigini gostermistir.

diosgenin

kolesterol
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Daha once gergeklestirilen calismada, bilinen terapotik
Ozelliklere sahip 4-metil-7-hidroksi kumarin bilesiginin,
yaygin biyolojik islevlere sahip olan steroidlerle
birlestirildigi bildirildi. Calisma kapsaminda, kolik asit,
diosgenin, kolesterol, DHEA ve testosteron gibi farkli
biyolojik etki mekanizmalarina sahip steroid bilesenleri
secildi. Konjugatlarin yapisal o6zellikleri hakkindaki
sonuglar ayrintili bir sekilde ele alindi. Antiproliferatif
aktiviteler, insan eritroid 16semi hiicre hatt1 K562, meme
kanseri hiicre hatti MCF-7 ve rahim kanseri hiicre hatti
HeLa iizerinde in vitro kosullarda degerlendirildi. Mevcut
calismanin temel odak noktasi, karakterize edilmis olan
konjugatlarin 6zellikle hormona duyarli (meme ve prostat
kanseri) ile diger (akciger) kanser hiicre hatlar1 tizerindeki
in vitro antiproliferatif etkileridir.  Antiproliferatif
aktiviteler, ii¢ farkli insan kanser hiicre hatti iizerinde
degerlendirildi: Ostrojen reseptoril negatif MDA-MB-231
meme adenokarsinomu, prostat kanseri PC3 ve akciger
adenokarsinomu A549. Ek olarak, kanser hiicresi olmayan
saglikli MRC-5 kontrol hiicre hatt1 da in vitro kosullarda
test edildi. Bu c¢alisma kapsaminda, tiim konjugatlar
iizerindeki protein-ligand etkilesimlerini ve baglanma
ilgilerini belirlemek amaciyla ilk kez in silico molekiiler
baglanma calismalar1 gergeklestirildi. Molekiiler baglanma
caligmalar1 i¢in meme ve prostat kanseri tedavisinde
kullanilan steroidal ajanlarin gesitli hedef enzimleri
(aromataz CYP19A1, 17a-hidroksilaz/17,20-liaz
CYP17Al, androjen reseptorii AR ve Ostrojen reseptorii o
ERa) secildi ve molekiiler baglanma sonuglari, yaygin
olarak kullanilan referans ilaglarla karsilastirildi. Bu
calisma, potansiyel yeni kanser ajanlarinin kesfi ve
degerlendirilmesine temel olusturmakta olup, belirli
enzimlere veya proteinlere karst etkili bilesiklerin
belirlenmesine katkida bulunarak hedefe yonelik tedavi
stratejilerinin gelistirilmesine yardimc olabilir.

2. Materyal ve Yontem

Konjugatlarin sentezi ve karakterizasyonu daha Once
yapilan c¢alismada bildirildi (Ilkar Erdagi 2023). Sekil 1’
de sematik olarak karakterize edilen konjugatlar verildi.

pregnenolon

Sekil 1. Steroidal konjugatlarin gdosterimi
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2.1. Biyolojik testler

2.1.1. in vitro antiproliferatif aktivite ve hiicre kiiltiirii

Bu caligmada, ii¢ insan timor hiicre hatt1 (akciger
adenokarsinomu (A549); meme adenokarsinom, ER-,
MDA-MB-231; prostat kanseri, PC3 ve bir kanser
olmayan hiicre hatt1 (normal fetal akciger fibroblastlari,
MRC-5) (Amerikan Tip Kiiltir Koleksiyonu (ATCC),
Manassas, VA, ABD) kullanildi. Hiicreler, Dulbecco'nun
modifiye Eagle's Medium'u (DMEM) ile beslenildi, %10
fetal buzagr serumu (FBS, Sigma), antibiyotikler ve
antimikotikler (PAN BIOTECH) ile takviye edilen
ortamda yetistirildi ve 37°C’ de %5 CO2’ li ve 100%
nemli bir ortamda kiltiire alindi. Kiiltiir ortami alternatif
giinlerde yenilendi ve hiicreler tripsin (0.25%)/etilen
diamindiamin tetra asetat (EDTA) (0.02%) igeren fosfat
tampon ¢ozeltisi ile ayrlarak subkiiltire edildi.
Orneklerden ekstrakt elde etmek igin eliisyon test yontemi
kullamildi. Ornekler, %5 FBS ve 100 mg/mL penisilin-
streptomisin iceren DMEM ig¢ine konularak 0.5 g/mL—1
konsantrasyonda inkiibatérde 5% CO; ve 37°C’ de 24
saat boyunca birakildi, béylece herhangi bir ¢6ziinebilir
faktor DMEM’ e sizabilmesi engellendi. Eliisyonun
ardindan, eliientler 0,22 mm'lik bir siringa kullanilarak
sterilize edildi; MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir, Biofroxx, Almanya) testi igin
taze DMEM kullanilarak ¢esitli konsantrasyonlarda
konjiigatlar hazirlandu.

2.1.2. MTT test

Konjugatlarin antiproliferatif aktivitesi, test bilesiklerine
48 saat maruz kalma sonrasinda tetrazolium renkli MTT
testi kullanilarak degerlendirildi. MTT testi, grubumuzun
daha once raporladigi modifiye edilmis yonteme gore
kullanildi (llkar Erdagi ve Yildiz 2022). Hiicreler yassi
tabanli 96 kuyucuklu plaklara 104 hiicre/200 L
yogunlugunda ekildi. Ekildikten sonra hiicreler, 37 °C’ de,
%5 CO; igeren bir ortamda, 24 saat boyunca inkiibatorde
baglanmalaria izin verildi. Kiltiir ortami
uzaklastirildiktan ~ sonra, test bilesiklerinin  DMSO
igerisinde konsantrasyon gradyanini igeren 0,5 uM ile 100
uM araliginda degisen taze ortam igeren 100 uL yeni bir
ortam ile degistirildi. Goreceli hiicre hayatta kalimini
belirlemek igin 6ziit igermeyen ortamda bulunan hiicreler

kullanildi. Hiicreler, pozitif kontrol olarak DMSO
(Biofroxx, Almanya) ile isleme alindi. Ekstrakt
konsantrasyonlarinin  eklenmesinden sonra hiicreler,

sitotoksik ve proliferatif etkileri gézlemlemek i¢in 48 saat
boyunca inkiibe edildi. ICsp, hiicre biiylimesini %50
oraninda inhibe eden bilesik dozu olarak tanimlandi ve
Origin 9 (OriginLab, Northampton, ABD) kullanilarak
Boltzmann sigmoid fonksiyonu ile nonlineer regresyon
analizi kullanilarak belirlendi. MTT testi, yasayan
hiicrelerde mitokondri dehidrogenazlari tarafindan 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromiir
(MTT)’lin formazan haline getirilmesine dayanmaktadir.
Steroidal sitotoksisitenin genel kontrolii olarak formestan
ve non-spesifik sitotoksisite kontrolii olarak doksorubisin
kullanildi. Test edilen hiicre hatlar1 i¢in seciciligi gosteren
ICs0 degerlerinin normal ve kanser hiicreleri i¢in alinan
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ICso degerlerinin oranindan hesaplanan Selektivite indeksi
(SI) degerleri belirlendi. SI degeri >3, iyi bir segiciligi
temsil etmektedir. SI, bir normal hiicre hattinin ICso degeri
ile ilgili kanser hiicre hattinin ICso degeri arasindaki oran
olarak hesaplandi (Denklem 1).

ICso normal hiicre

Secicilik indeksi = (1)

ICsg kanserli hiicre
2.2. Molekiiler baglanma hesaplamalari

2.2.1. Protein (reseptior) ve ligand yapi koordinatlarinin
hazirlanmast

Antiproliferatif caligmalar1 tamamlamak ve steroidal
kumarin konjugatlar1 i¢in olas1 protein hedeflerini nermek
amaciyla, molekiiler baglanma simiilasyonlari
AutodockVina yazilim paketi kullanilarak gerceklestirildi
(Eberhardt ve ark. 2021), (Trott ve Olson 2009)).
Calismada kullanilan konjugatlar, meme ve prostat
kanserinin tedavisine kullanilan steroidal kemoterapotik
ilaclarin dort protein hedefine karsi test edildi. Protein
Data  Bank  (PDB)’ den CYPI17A1 (170-
hidroksilaz/C17,20-liaz, PDB Kimlik: 3RUK), CYP19A1
(aromataz, PDB Kimlik: 3EQM), dstrojen reseptorii (ERa.,
PDB Kimlik: 3ERT) ve androjen reseptorii (AR, PDB
Kimlik: 2AMA) olan kodlar segildi. Enzim yap1
koordinatlari ve ii¢ boyutlu yapisi protein veri bankasindan
alind1 (http://www.rcsb.org). Antagonist konformasyonlari
icin arama kutusu, ko-kristallenmis ligandin merkezi
etrafinda yer aldi ve 40 A X 40 A X 40 A boyutunda bir
alan  kullanildi.  AutoDock  Vina  algoritmasinin
gergeklestirdigi  ornekleme miktarini artirmak igin bir
exhaustiveness degeri 16 alindi. Yiiksek bir exhaustiveness
degeri, bir minimumu (baglanma enerjisi) bulamama
olasiligini azaltir, bu degeri 8'e varsayilan degerini azaltir
(Rocha-Roa ve ark. 2023). A zinciri digindaki zincirler,
ligand ve su molekiilleri i¢in koordinatlar bir metin
diizenleyici kullanilarak kaldirildi, polar hidrojenler ve
Kollman yiikleri Autodock Tools 1.5.7 kullanilarak
eklendi. Inhibitor test bilesiklerinin konformasyonel
analizi Avogadro yazilimi kullanilarak gerceklestirildi ve
en kararli konformasyonlar MMFF94s ile optimize edildi.
Aktif bolge koordinatlart Discovery Studio Visualizer
2021 ile belirlendi. Tiim ligand-protein baglanma
hesaplamalari, AutoDock Vina yazilimini kullanarak rijit
protein iginde esnek bir ligand olarak gergeklestirildi.
Baglanma enerjisi (kcal/mol) ag¢isindan ligandin en iyi
baglanma modu segildi ve kullanildi. Kontrol baglanma
calismalari, reseptorlerin  X-151m1  kristal yapilarinda
bulunan ligandlar1 kullanarak gergeklestirildi. Tiim kontrol
tekrar baglanma ¢alismalari, ilgili kristal yapilarinda
bulunan ligand-protein geometrilerini  {iretti (RMSD
<1.16). Formestanin iyi bilinen bir CYP19 inhibitoriidiir
ancak  karmagikta  ¢oziilen  bir  kristal  yapist
bulunmamaktadir. Bu nedenle CYP19 baglanma
simiilasyonlarinda karsilastirma i¢in dahil edildi (Nikolic
ve ark. 2015). Tahmin edilen baglanma enerjileri yaklagik
olarak <10 kcal/mol bulundugu bildirildi, bu, kontrol
baglanma caligmalarina dayanarak onemli olarak kabul

edildi.
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2.3. istatiksel analiz

Tiim istatistiksel analizler, varyans analizi (ANOVA)
kullanilarak %35 olasilik  diizeyinde gergeklestirildi.
ANOVA, farkli gruplar arasindaki istatistiksel anlamliligt
belirlemek i¢in kullanildi. Tim O6l¢iimler en az li¢ tekrar
icin yapildi. Tiim caligmalarda, p<0.05 istatistiksel anlamli
olarak kabul edildi. Sonuglar, her biri ortalama standart
hata olarak sunuldu.

2.4. Kisaltmalar ve semboller listesi

ATCC American Type Culture Collection

Ae Angstrom

DHEA Dehidroepiandrostan

DMSO Dimetilstilfoksit

DOX Doksorubisin

DMEM Dulbecco’nun modifiye Eagle's Medium'u

EDTA Etilen diamindiamin tetra asetat

FBS Fetal buzag1 serumu

1Cs0 Inhibisyon konsantrasyonun %50’ si

K562 Insan eritroid 16semi hiicre hatt:

kCal Kilo kalori

RMSD Kok ortalama kare sapma

HelLa Rahim kanseri hiicre hatt1

MCF-7 Meme kanseri hiicre hatti

MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir

ER Ostrojen reseptor

MDA-MB-231  Ostrojen reseptorii negatif meme
adenokarsinomu

PC3 Prostat kanseri

PDB Protein Data Bank

Sl Selektivite indeksi

AG Serbest enerji
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3. Sonuglar ve Tartisma

3.1. Steroidal kumarin konjugatlarin in  vitro
antiproliferatif aktivitesi
Kumarin bilesigi ile konjuge edilmis steroidlerin

antiproliferatif hiicre potansiyellerinin ve c¢esitli steroid
bilesiklerinin etkisinin degerlendirilmesi (konjugatlar 5-9),
insan kanser hiicre hatlarina (MDA-MB-231 (insan meme
adenokarsinomu, ER, triple-negatif), PC3 (prostat kanseri)
ve A549 (insan akciger karsinomu)) karsi standart MTT
(3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazo-liumbromiir)
testi kullanilarak yapildi. Sitotoksisite kontrolii olarak,
saglikli  kanser olmayan MRC-5 (fetal akciger
fibroblastlar1) kullanildi.  Sonuglar, segici olmayan
sitotoksik bir ilag olan doksorubisin (DOX) ve steroidal
CYP19/aromatizaz  inhibitérii ~ formestan  karsisinda
degerlendirildi. Konjugatlarin antiproliferatif aktiviteleri,
Tablo 1’de listelenen IC50 parametreleri olarak ifade
edildi. (Tablo 1). Tablol’ de verilen sonuglar, tiim
konjugatlarin bu ii¢ tiimér hiicre hattina karsi yiiksek ila
orta derecede sitotoksisite gosterdigini ve ICsg degerlerinin
nispeten diisik uM konsantrasyon araliginda oldugunu
gosterdi (ICsg 16.4-36.7 uM). Diger yandan, MRC-5 hiicre
hatt1 i¢in sitotoksisiteleri kontrol grubuna benzer olup, bu
da incelenen bilesiklerin test aralig1 iginde toksik olmadigi
sonucunu verdi (ICs0>100 uM).

Tablo 1 Steroidal konjugatlarm (5-9) ve anti-kanser ilaglarinin in vitro antiproliferatif aktiviteleri

. MDA-MB-231 PC3 A549 MRC-5°

Konjugat

ICso Si 1Cs0 Si 1Cso Si 1Cso
5 22.8 >4.4 20.1 >5.0 28.7 >35 >100
6 304 >3.3 18.6 >54 14.8 >6.8 >100
7 334 >3.0 26.4 >3.8 20.2 >5.0 >100
8 16.4 >6.1 11.3 >8.8 24.6 >4.1 > 100
9 331 >3.0 10.5 >95 325 >3.1 >100
Formestan? 56.3 >1.8 96.3 >2.1 38.6 >2.6 >100
Doksorubisin®  0.16 0.8 46.7 <0.01 16.9 <0.01 0.12

Her test bilesigi konsantrasyonu i¢in dort kez tekrarlanan iki bagimsiz deneme gergeklestirildi. Her konsantrasyon igin ortalama degerler
ve standart sapmalar (SD) hesapland1 ve ICso degerleri olarak verildi. a. Meme kanseri karsi klinik kullammda olan kontrol steroid

bilesigi, b. Kontrol antiproliferatif bilesigi, c. Kanser dis1 kontrol.

Anti-kanser ilag adaylarmin gergek terapotik potansiyelini
belirlemek i¢in normal hiicrelere karsi segiciliklerini
degerlendirmek onemlidir. Bilesigin kanser hiicrelerine
kars1 giivenli seviyesini gdsteren Segicilik Indeksi (SI),
bize degerli tahminler saglar. Daha yiiksek SI degeri, daha
biiylik bir anti-kanser 6zgilligiinii gosterir ve SI degeri
3.0"in iizerinde olan bilesikler, yiiksek secici ajanlar olarak
kabul edilir (Michalak ve ark. 2020)). Doksorubisin gibi
yaygin kullanilan anti-kanser ilacinin, SI degerlerine
bakildiginda (MDA-MB-231 i¢in 0.8 ve PC3 ve A549 i¢in
<0.01), disiik segicilik indekslerinin hem kanser hem de

13

normal hiicrelere karsi toksik olmalarinin dezavantajini
gosterdi. Caligilan steroidal konjugatlarin ise kanser
hiicrelerine kars1 yiiksek sitotoksik aktivite sergilerken
saglikli  hiicreye karsit toksik etkilerinin  olmadig,
konjugatlarin yiiksek SI degerleri ile desteklendi (SI=3.0—
9.5). Yapilan degerlendirmede, referans ilag DOX’un
saglikli MRC-5 hiicrelerine yiiksek toksik etkisi oldugu,
secicilik indeksinin diigiikk oldugu (SI= 1.0 ve 0.06) ve
genel anlamda sitotoksik etkisinin oldugu goriildii. Diger
yandan DOX, PC3 hiicreleri iizerinde etkisinin olmadig1
daha onceki ¢alisma raporlari ile uyumlu olarak bulundu.
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Formestan i¢in elde edilen verilerden hem kanser ham de
saglikli hiicreler tlizerinde sitotoksik etkisinin olmadig1 ve
yiiksek ICsg degerlerine sahip oldugu goriildi (SI=>1.8).

Test edilen tiim konjugatlar (5-9), meme kanseri hiicreleri
(MDA-MB-231) karsisinda diisiik konsantrasyonlarda
antiproliferatif aktivite sergiledi. 1Cso degerleri 16.0 ile
37.0 uM arasinda degismekte olup, bu sonuglarin steroid
konjugatlarinin MDA-MB-231 hiicre biiylimesini inhibe
etmede genel bir rol oynadigini gésterdi. Doksorubisin
meme kanseri hiicreleri {izerinde antiproliferatif aktivitesi
ICso degeri olarak 0.16 mM olarak bulundu. Ozellikle
konjugatlar arasinda konjugat 8, DHEA grubunun varligi
sayesinde, en diisiik ICso (16.4 pM) degerine sahip
antiproliferatif aktivite sergiledi. Referans ila¢ ile
kiyaslandiginda, DOX’in aksine konjugat 8’ in inhibe etme
konsantrasyonu daha yiiksektir ancak SI degeri olarak
bakildiginda meme kanseri  hiicreleri ig¢in  6zgiil
olabilecegini  gostermektedir. DHEA, viicutta hem
testosteron hem de estron'a metabolize olur ve laboratuvar
hayvanlarinda hem androjenik hem de 6strojenik etkilere
yol acar. DHEA' nin meme kanseri hiicrelerinin
¢ogalmasii Ostrojen reseptorii aktivasyon yoluyla inhibe
ettigi daha 6nce yapilan ¢aligmalarda 6nerildi (Matsuzaki
ve Honda, 2006)). MDA-MB-231 meme kanser hiicreleri
icli negatiftir ve tglii negatif meme kanserleri, hasta
Oongoriisii  zayif olan kanser tiirleri ile iliskilendirilir.
Bugiine kadar tglii negatif meme kanserleri i¢in az sayida
hedefe yonelik tedavi gelistirilmis oldugundan, MDA-MB-
231 hiicre hatlarinin  proliferasyonunu inhibe eden
bilesiklerin tanimlanmasi, daha etkili tedavilerin gelecekte
gelistirilmesi i¢in 6nemli olabilir.

Neredeyse tiim bilesikler PC3 prostat hiicreleri karsisinda
giicli  antiproliferatif —aktivite gosterdi. Konjugatlar
arasinda, 9, 3-0kso-4-en sistemine sahip olarak en yiiksek
antiproliferatif etki (ICsp 10.5 uM) sergiledi, konjugatlar 8
ve 6, kanser hiicrelerini benzer olarak diisiik konsantrasyon
degerlerinde inhibe etti (sirasiyla 1Cso 11.3 uM ve 18.6
uM). Tablo 1’ den, test edilen tiim bilesiklerin PC3
hiicrelerine karst Formestan’ den daha giicli sitotoksik
aktivite gosterdigi sonucuna varildi. DOX ise sitotoksik
olarak etkisiz oldugu goriildii (ICsp 96.3 uM). Formestan'in
CYP19, Sa-rediiktaz ve steroidogenez ve hiicre
proliferasyonunda yer alan diger enzimlerin bilinen bir
inhibitorii oldugu bilinmektedir (Savi¢ ve ark., 2020).
Formestan’in PC3 kanser hiicreleri iizerine antiproliferatif
etkisi DOX ile kiyaslandiginda yiiksek oldugu goriildi
(ICs0 46.7 uM). Akciger kanser hiicreleri A549 acisindan
degerlendirildiginde, konjugatlar arasinda 6’ nin, en diisiik
konsantrasyonda sitotoksik etki gosterdigi elde edildi (ICso
14.8 uM). Diosgenin yapisindaki hetero seker bilesigi (E
ve F spiro halkalar) ve 5,6-¢ift bag, A549 hiicrelerinin
¢ogalmasimi engelleyebilme ve apoptozu tetiklemesinin
pl3k/Akt yollarmin baskilamasmin bir sonucu oldugu,
ayrica A549 hiicre hattinda hTERT gen ifadesini azaltti1
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yapilan ¢aligmalarda bildirildi (Xu ve ark. 2019; Trouillas
ve ark. 2005). DOX’ e kiyasla tiim konjugatlarin etkisi
diisiiktiir. Ancak SI degeri ile karsilastiginda konjugatlarin
kanserli hiicreye daha segici inhibisyon sergiledikleri
goriildi. DOX” nin A549 hiicrelerine karsi SI degeri< 0.01
iken bu deger konjugat 6 igin> 6.8 olarak bulundu.

In vitro c¢alisma sonuglarma gore, konjugatlarin
antiproliferatif aktivitesinin 6ncelikle kumarin halkasinin
steroid bilesiklerine dahil edilmesi ile iligkili oldugunu
gosterdi. Kumarin  halkasinin, hiicre = dongiisiiniin
diizenlenmesi, apoptozisin uyarilmasi ve tiimor hiicresinin
biiyiimesini ve ilerlemesini tesvik eden hiyaliironik asit
sentezini inhibe ettigi daha Once yapilan calismalarda
bildirildi (Hani ve ark. 2016). Bu ¢alismada elde edilen in
vitro sonuglar, tim konjugatlarin ¢esitli hiicre hatlarina
karst antiproliferatif etki gosterdiklerini sergiledi. Bu
etkilerinin belirleyicilerinden biri, steroid bilesiklerinin
lipofilisitesidir. Spesifik olarak c¢aligmada kullanilan
steroid Dbilesiklerin bir¢ok niikleer ve transmembran
reseptoriin aktivasyonunu veya inhibisyonunu
diizenleyerek, kanser hiicrelerinin ilerlemesi ve metastazi
ile yakindan ilgili oldugu yine bildirilen g¢alismalarda
bulundu (Ilkar Erdagi 2023; Kowalczyk ve ark. 2021).

silico

3.2. Steroidal kumarin konjugatlarinin in

molekiiler baglanma ¢alismalari

Her canli sistemde (insan, hayvan, bitki, mantar veya
bakteri), herhangi bir fonksiyon veya etkinlik, molekiiler,
hiicresel veya organ seviyesinde biyolojik olaylara
cevrilebilir. ~ Steroidal  konjugatlarin  antiproliferatif
aktiviteleri tlizerine bir ¢alisma yapildi ve molekiiler
baglanma ¢aligmasi, molekiiliin temel etkinlik 6ngoriisii
aragtirmasindan  sonra  geldi  (Mahalakshmi  ve
Parthasarathy 2023). Molekiiler baglanma ¢alismalari, yan
etkisi olmayan veya minimum yan etkisi olan ilaglarin
kesfi i¢in yaygin olarak kullanilan, ila¢ tasariminda gerekli
ve Onemli bir adimdir. Hedef proteinlerin segimi ve
onceliklendirilmesi, bir hastaliga dayali olarak ¢alismak
icin literatiir ve veri tabanlarinda veri madenciligi
yontemleri ile gergeklestirilir, bu sayede proteinle
etkilesme sonuglar1 elde edilir (Yu ve ark. 2018).

Molekiiler baglanma genellikle, ligandin ve hedef
biyomolekiiliin konformasyonlarinin reseptoriin belirlenen
aktif bolgesinde geometrik optimizasyonunu igeren iki
asamali bir siirecten olusur (Cortes ve ark. 2005).
Ardindan, bunlar1 skorlama islevlerine gore siralayarak, bu
skorlama islevi, kullanilan yazilimin gelistirilmesinde
kullanilan algoritmaya bagli olarak bir yazilimdan digerine
farklilik gosterir. Potansiyel, in vitro uygulamada dogru
baglanma modunu ne kadar iyi tahmin ettiginde yatar
(Sreenatha ve ark. 2022). Bu nedenle, yeni tasarlanan
konjugatlara (5-9) i¢in aromataz, 17,20-liaz, androjen
reseptor ve Ostrojen reseptor alfa alanina karsi uygulanan
molekiiler baglanma calismalar1 yapildi.
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Tablo 2 Steroidal konjugatlarin (5-9) ve anti-kanser ilaglarinin protein hedefleri olan aromataz (CYP19), 17,20-liaz
(CYP17), androjen reseptorii (AR) ve dstrojen reseptorii (ERa) ile molekiiler baglanma enerjileri ((AG (kcal/mol))

Konjugat CYP19 CYP17 AR ERa

5 -11.56 -11.38 -9.40 -11.65
6 -11.31 -11.37 -9.64 -11.13
7 -11.94 -12.09 -9.00 -10.61
8 -12.94 -12.37 -9.93 -11.32
9 -12.56 -12.07 -9.14 -10.13
AER -10.67

ASD -10.67

OHT -0.94
DHT -11.19

Formestan? -11.80

@ referans inhibitor (Nikolic ve ark. 2015)

Dort farkli hedef proteine konjugatlar iyi baglanma
afinitesi gosterdi ve elde edilen sonuglar Tablo 2’ de
verildi. Konjugat ligandlarin, genellikle = -alkil, © - =
kontaklari, m -dondr hidrojen, karbon-hidrojen ve
konvensiyonel hidrojen baglart gibi ¢esitli etkilesimler
aracilifiyla proteinlerle etkilesime girdigi gorildii.
Baglanma prosediiriinii dogrulamak i¢in kristalize enzim
ve reseptor yapilarindaki dogal ligandlar (CYP17A1 igin
Abirateron (AER), CYP19A1 i¢in Androstendion (ASD),
AR i¢in Dihidrotestosteron (DHT), ve Eroa igin 4-
hydroxytamoxifen (OHT) kendi orijinal baglanma
bolgelerine tekrar baglandi. Tim kontrol baglanma
simulasyonlar1, ilgili kristal yapidaki ligand-protein
geometrilerini retti. Kristal yapilarda ligandlarin tekrar
baglanmasi, baglanmis ligandin ve X-ism1 kristal
yapilarindan elde edilen koordinatlar arasinda kok
ortalama kare sapma (RMSD) < 1.2 A ile basarili bir
sekilde gerceklestirildi (Sekil 2). Formestanin hedefi
CYP19 ile ¢oziilmiis bir kristal yapis1 olmasa da formestan
iyi bilinen bir CYP19 inhibitdriidiir ve bu nedenle CYP19
baglanma simiilasyonlarinda karsilagtirma amaciyla dahil
edildi. Tahmini baglanma enerjileri yaklasik olarak
AG<-10 kCal/mol, kontrol baglanma c¢alismalarina
dayanarak 6nemli kabul edildi.

Tekrar baglanma isleminden elde edilen RMSD degerleri
1.2 A’ un altindadir bu galismada kullanilan protokoliin
gegerli oldugu ve ligand bilesiklerin (5-9) baglanma
calismast i¢in uygun olabilecegi anlamina gelmektedir
(Sekil 2). Her baglanma hesaplanmasinda dokuz baglanma
konumu olusturuldu ve elde edilen en yiiksek baglanma
skoru (serbest enerji = AG= -kcal/mol) segilerck verildi.
Orijjinal ligandlar ve konjugatlarin c¢aligilan enzim ve
reseptorler i¢in baglanma skorlar1 Tablo 2’ de verildi. Tim
baglanma skorlar1 incelendiginde, konjugat 8’in dort
reseptore karst en yiiksek baglanma skoru gosterdigi
goriildi. CYP17A1 ve CYPI9A1’ e kars1 yapilan
baglanma skorlari, konjugatlarin tiimiiniin (5-9), sirasiyla
referans ligandlar AER ve ASD’ den (AG=-10.25
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kCal/mol ve AG=-10.67 kCal/mol) daha yiiksek baglanma
skorlarina (AG= 11.37 ile-12.37 kCal/mol ve AG=-11.31
ile-12.94 kcal/mol arasinda) sahip oldugunu gosterdi.

Diger yandan AR’ e kars1 yapilan baglanma skorlari,
konjugat 8 (AG=-9.93 kcal/mol) i¢in en yiiksek oldugu ve
referans ligand DHT’ den (AG=-11.19 kcal/mol) daha
diisiik baglanma skorlarina sahip oldugunu gosterdi. Son
olarak ERa’ e karsi yapilan baglanma skorlari, tiim
konjugatlarin, referans ligand OHT’ den (AG=-9.94
kcal/mol) daha yiiksek baglanma skorlarma sahip
olduklarin1 gosterdi. Konjugatlar arasinda 8 ve 5 sirasiyla
AG=-11.32 kcal/mol ve AG=-11.65 kcal/mol en iyi
baglanma skorlarina sahip bilesikler olarak belirlendi.
Konjugatlar yapilarindaki steroid halkast ve kumarin
gruplarinin birden fazla protein fonksiyonel grubuyla polar
temas olusturma yetenegi sayesinde, bu konjugatlarin
birden fazla hedefe 6nemli bir afinite ile baglanmasi
tahmin edilmektedir. Elde edilen sonuglardan bu
konjugatlarin, steroid iiretiminde dahil olan birden fazla
hedefi inhibe edebilecek yeni steroidal hibrit bilesiklerin
tasarimi i¢in kullanigh olabilecegini 6ne stirmektedir.

Molekiiler baglanma simiilasyonlari sonrasinda elde edilen
konjugat 8’in aromataz (CYP19), 17,20-liaz (CYP17) ve
AR’ e ve konjugat 8 ve 5’in ER’ e kars1 baglanma 6nerilen
modelleri sirastyla Sekil 3-6’ da sunuldu. Ligandlarin
reseptdor  proteinlerine  baglanmasi  genellikle zayif
etkilesimlerle gerceklesir, bu da iyonik baglar, hidrojen
baglari, Van der Waals etkilesimleri ve hidrofobik etkiler
gibi etkilesimleri igerir. Bu nedenle, mevcut araglarin
kullanilabilirligine bagli olarak, ligandlar ile reseptorler
arasindaki hidrojen bagi ve hidrofobik bag olusumlarina
katilan kalintilari analiz edildi. Ilk olarak, elde edilen
konformasyonlar Discovery Stuido ile gorsellestirildi ve
reseptor ile ligandlar arasinda olusan hidrojen baglari
incelendi.



S. Ilkar Erdagn Eurasian J Bio Chem Sci, 7(1):10-19, 2024

CYP17 CYP19 AR ERa
Native Ligand: AER Native Ligand: ASD Native Ligand: DHT Native Ligand: OHT
RMSD: 1.16 RMSD: 0.43 RMSD: 0.44 RMSD: 1.10
AG= -10.25 keal/mol AG= -10.67 kcal/mol AG=-11.19 keal/mol AG=-9.94 keal/mol

Sekil 2. Yeniden baglanma konformasyonlarin ve deneysel konformasyonlarin 6rtiigmesi
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Sekil 3. CYP19 (PDB ID: 3EQM) ile konjugat 8’ in ligand-protein etkilesimleri

Insan plasental aromataz sitokrom P450 kristal yapisi fonksiyonel grubunun Gly439 amino grubu ile Cys437
(androstendion kompleksi tarafindan inhibe edilmis omurgasi ile hidrojen baglar1 olusturdugu gézlemlendi.

ok51d0.1.reduktavz) 3EQM’ tum .konjugatlar (5-9) ile Insan sitokrom P450 CYP17A1 kristal yapis1 (abirateron

molekiiler baglanma islemine tabi tutuldu (Ghosh ve ark. . S . . i

2009). Konjugat arasinda 8" in iyi bir baglanma enerjisi kpmpleks1 taraﬁndan.mhlbe edllen.okmdoreduktaz, 17,20-
) liaz) 3RUK, tiim konjugatlar (5-9) ile molekiiler baglanma

Osterdigi (AG=-12.94 kCal/mol) ve = -silfiir, = -alkil, . . . .
§Iki| n _gn "(F sekilli, 7 -sigma, 7 -()10n6r hidrojen baglan ve islemine tabi tutuldu (DeVore ve Scott 2012). Konjugat
' ’ ' 8’in, 17,20-liaz’ a baglanma c¢alismalarinda, ligandin

kon\'/ens.ly'onel .hldle_]?n bapla'rl .lle gleli etk11e§1m1er reseptore baglanmasini Onerildi ve Sekil 4’ te 2D ve 3D
sergiledigi tespit edildi. Bu etkilesimlerden konvensiyonel P S, .
o - goriintiileri ile verildi. Bdylece steroid halkasinda polar
hidrojen baglarinin, sirasiyla Met374 ve Argl15 kalintilart o
temaslar olusurken, siiksinat grubu keton gruplarinin,

arasinda 4.32 A= ve 4.59 A= aqilarinda, Glyd39 ve Cysd37 Cys442 ve Arg96 kalintilar ile sirasiyla 5.01 Ae ve 6.91
kalintilar1 arasinda 3.52 Ae ve 4.93 Ac agilarinda ve son . S N
A~ acgilarinda  konvensiyonel  hidrojen  baglar

ggﬁniergi 1;213?;;13lleetéigoimﬁorinﬁmlgga é);du3g]; olusturduklar1 goriildi. Diger yandan, kumarin halkas: ile
) £ ? Cys442 kalintisi arasinda 5.92 A agisinda konvensiyonel

goruntule,rl Sekvﬂ 3 te detaylapd1r1ld1. Konjugat 8 | hidrojen baglar1 oldugu gézlemlendi. Konjugat 8 ile enzim
aromataz’ a baglanmasi, dogal ligand olan androstendion e o 2o <
arasinda ayrica 7 -siilfiir ve m -alkil ile etkilesimler yaptig1

ile kristal yapisinda goriilenle benzer bir yap1 sergiledigi I ) L . X
Sne siiriil dylj. pSteroi d gm olekiiliiniin bir tara}glnpda lg—ketogn onerildi. Abirateron dogal ligandinin kristal yapisindaki
’ ’ 17, 20-liaz’ a baglanmasiyla konjugat 8’inkinin benzer

fonksiyonunun (D halkas1) Argl15 kalintisi ile ve Met374 oldugu elde edildi. Tahmini baglanma enerjisi AG=-12.37

;I)li“?:lrmtg(r)aftg;u 122 ll(léirzje; g;aiilagn?;liiuﬁilllkg;m gzo_ rﬁ;g;; kCal/mol iken, abirateron ile tekrar baglanma sonrasinda
& Jug tahmini baglanma enerjisi AG=-10.25 kCal/mol olarak

fonksiyonunun Ser314’{in hidroksiline baglandigr ve h land
konjugasyonu saglayan siiksinat grubu iizerindeki keton esaplandi
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Sekil 5. AR (PDB ID: 2AMA) ile konjugat 8’ in ligand-protein etkilesimleri

Insan androjen reseptorii ligand baglama bolgesinin
dihidrotestosteron (DHT) ile kompleks halindeki kristal
yapisi, 2AMA, konjugatlar (5-9) ile aglanma analizine tabi
tutuldu. Hidrofobik ve esnek cepleri i¢eren kristal yapinin
Arg 752 ve Gln 711 olmak tizere iki derin kalint1 igerdigi
goriildii (Pereira de Jesus-Tran ve ark. 2006). Dogal ligand
DHT, AR’ e yiksek afiniteye sahiptir (AG=-11.19
kCal/mol). Konjugatlar arasinda, 8’ in giiglii etkilesimler
nedeniyle iyi bir baglanma enerjisi sagladigi belirlendi
(AG=-9.93 kCal/mol). Bu etkilesimler, n -katyon, = -alkil,
alkil ve konvensiyonel hidrojen baglaridir. Konjugat 8’in
stiksinat grubu, GIn711, Met749 ve Arg752 kalintilart ile
bag agilar1 291, 3.06 Ac ve 2.84 (2.93) A- olan
konvensiyonel hidrojen baglar1 yaptigi ve ayni zamanda
kumarin grubu tzerinden bag agis1 3.13 Ae Val685
kalintis1 ile etkilesimde bulundugu onerildi. Bu hidrojen
bagi etkilesimleri DHT ile goriilen ile benzerdir. Konjugat
8‘in yaptig1 ek hidrofobik etkilesimler, 2D ve 3D
goriintlileri ile Sekil 5” te verildi.

Insan ©Ostrojen reseptorii alfa ligand baglama alani,
sentezlenen konjugatlar (5-9) ile 3ERT’ in 4-
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hidroksitamoksifen (OHT) ile kompleks halinde baglanma
islemine tabi tutuldu (Shiau ve ark. 1998). ER’ iin OHT ile
olusturduklar1 hidrojen baglaria katilan kalintilar Arg394
ve Glu353 olarak belirlendi (Shiau ve ark. 1998).
Konjugatlar arasinda, 5, iyi bir baglanma enerjisine sahip
oldugu (AG=-11.65 kCal/mol) ve = -alkil, alkil ve = -sigma
gibi hidrofobik etkilesimler disinda Thr347 ve Glu380
kalintilar1 ile sirasiyla 2.33 ve 2.12 Ae agisinda giiglii
hidrojen baglar1 oldugu goriildi (Sekil 6a). Diger yandan,
konjugat 8, ikinci en iyi baglanma enerjisine sahipti
((AG=-11.32 kCal/mol) ve = -alkil,  -silfiir, alkil ve
konvensiyonel hidrojen baglar1 etkilesimlerine sahip
oldugu tahmin edildi. Konjugat 8’in Arg394, Thr347 ve
Leu536 kalintilar ile sirasiyla 3.04 Ae, 3.06 A° ve 3.11 Ae
acilarinda konvensiyonel hidrojen bagi etkilesimleri
yaptigr Sekil 6b° de verildi. Konjugat 8 in 17-karbonil
grubu ile Arg394 kalintisinin NH» grubu arasinda giiclii bir
hidrojen bagi gozlemlendi. Arg394 hem OHT hem de
konjugat 8 ile etkilesimde ortak bir rol oynar. Bu konjugat
8’in ER i¢in 6nemli bir ligand olabilecegini ve dolayisiyla
ER fonksiyonu iizerinde inhibe edici bir etki
gosterebilecegi sonucuna varildi.
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Sekil 6. ER (PDB ID: 3ERT) ile konjugat 5 ve 8 in ligand-protein etkilesimleri

4. Sonug¢

Bu c¢alismanin sonuglari, karakterize edilen steroidal
kumarin konjugatlarinin potansiyel anti-proliferatif ve
antikanser etkilerini ortaya koymaktadir. Konjugatlarinin
in silico molekiiler baglanma g¢alismalari, in vitro anti-
proliferasyon ve antikanser potansiyelleri degerlendirildi.
Kumarin bilesiginin steroid halkasina dahil edilmesinin
etkileri incelendi. Molekiiler baglanma simiilasyonlari,
meme, prostat ve akciger kanser tedavisinde klinik olarak
kullanilan  steroidal kemoterapdtik ajanlarin  gesitli
hedefleri (Aromataz (CYP19A1), androjen reseptorii (AR),
170-hidroksilaz/17,20-liaz (CYP17A1) ve  Ostrojen
reseptorii o (ERa) karsisinda gergeklestirildi. Konjugat 8’
in yliksek afiniteli olarak birden fazla molekiiler hedefe
baglanabilecegi Ongoriildii. Antiproliferatif aktivite, iic
insan kanser hiicre hattinda (meme adenokarsinomu
(MDA-MB-231); prostat kanseri (PC3) ve akciger

adenokarsinomu (A549)) in vitro olarak 6lgiildi.
Konjugatlarin  antiproliferatif etkileri, formestan ve
doksorubisin  gibi referans ilaglarla karsilagtirilarak

degerlendirildi. Sitotoksik olarak etkileri belirlenmek igin
normal kanser olmayan kontrol hiicre hattina karsi (MRC-
5) minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 belirlendi. Cogu
konjugat, molekiiler baglanma sonuglarina uyumlu olarak
cesitli kanser hiicre hatlarinin biiylimesini inhibe ettigi
goriildii. Bazi konjugatlar, kanser hiicre hatlarma karst
referans ila¢ doksorubisinden daha yiiksek antiproliferatif
aktivite sergilerken, tiim konjugatlarin kanserli olmayan
saglikli hiicrede toksisiteye neden olmadig: tespit edildi.
Molekiiler baglanma taramasindan elde edilen steroidal
konjugatlar ile enzim hedefleri arasinda gdsterilen iyi
baglanma enerjisi, bu konjugatlart potansiyel bir
antiproliferatif ajan olarak degerli kilmaktadir. Sonugclar,
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steroidal konjugatlarin, birden fazla steroidogenez yolunu
modiile eden bilesiklerin tasariminda kullanilabilecek
esnek yapilar oldugunu gostermektedir. Biyolojik olarak
aktif gruplarin konjugasyonu veya modifikasyonu, yapi-
aktivite iligkilerini daha iyi anlamaya ve ilgili hedef
enzimlerin etkin bdlgesindeki oSnemli etkilesimleri
belirlemeye yardimer olabilir.
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