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OZET

(-)-GOSSYPOL TUREVI SCHIFF BAZLARININ SENTEZI,
KARAKTERIZASYONU, ANTIOKSIDAN AKTIVITELERININ ve IN SILICO
ANTIKANSER AKTIVITELERININ iNCELENMESI

Bu ¢alisma kapsaminda, oOncelikle pamuk bitkisi (Gossypium hirsutum L.)
tohumlarindan rasemik gossypol bilesigi izole edildi. Ardindan izole edilen rasemik
gossypol bilesigi, kiral reaktif olarak L-triptofan metil ester hidrokloriir bilesigi
kullanilarak, diastereomerik rezoliisyon yontemi yardimiyla enantiyomerik olarak
saflastirildi. Elde edilen tiim diastereomer ve enantiyomerlerin yapisal karakterizasyonu
FT-IR, NMR spektroskopisi, HPLC ve polarimetre analizi yardimiyla gergeklestirildi.
Biyolojik olarak aktif olan (-)-gossypol enantiyomerinin p-toluidin, o-anisidin ve 2-amino
benzil alkol bilesikleri ile olan reaksiyonlari sonucu yeni (-)-gossypol Schiff bazi tiirevleri
elde edildi. Schiff bazi tiirevlerinin yapilar1 elementel analiz, polarimetre analizi, UV-
Vis, FT-IR ve NMR spektroskopi yontemleriyle aydinlatildi.

Sentezlenen bilesiklerin ve (-)-gossypol bilesiginin antioksidan aktivitesi DPPH
serbest radikal siipiirme yontemi yardimiyla arastirildi. Sonuglar, (-)-gossypol Schiff bazi
tirevleri IS-5, IS-7 ve IS-10 bilesiklerinin (ICso degerleri sirasiyla, 2.68 pg/ml, 2.84
ug/ml and 3.04 ug/ml), (-)-gossypol (ICso, 4.60 pg/ml) bilesiginden daha iyi bir aktiviteye
sahip olduklarin1 gosterdi. Bu ¢alismada, ayrica, (-)-gossypol ve onun Schiff bazi
tirevlerinin EGRF (Epidermal Biiyiime Faktorii) and LCK (Lenfosit spesifik kinase)
inhibitorii olarak antikanser aktiviteleri molekiiler kenetleme metodu yardimiyla
aragtir1ldi. Olgiimler sonucu elde edilen baglanma enerji skorlar1 ve baglanma modlari,
IS-10 ve 1S-5 bilesiklerinin sirasiyla EGRF ve LCK’ya en iyi baglanma ilgisini
gosterdiklerini ortaya koydu.

2023, 60 sayfa
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Molekiiler Kenetleme



ABSTRACT

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION and INVESTIGATION of
ANTIOXIDANT and IN SILICO ANTICANCER ACTIVITY of (-)-GOSSYPOL
DERIVATIVE SCHIFF BASES

In the scope of this study, firstly, we isolated racemic gossypol from the cotton
seeds (Gossypium hirsutum L.). The racemic gossypol, then, was enantiomerically
purified by using diastereomeric resolution method and L-tryptophan methyl ester
hydrochloride was used as a chiral reagent. FT-IR, NMR spectroscopy, HPLC and
polarimeter analysis were used for structural characterization of the obtained
diastereomers and enantiomers. Biologically active (-)-gossypol enantiomer was used to
synthesize new Schiff base derivatives by the reaction of p-toluidin, o-anisidine and 2-
aminobenzyl alcohol with (-)-gossypol. The structures of (-)-gossypol Schiff base
derivatives were characterized by using elemental analysis, polarimeter analysis, UV-Vis,
FT-IR and NMR spectroscopy.

Antioxidant activity of the synthesized compounds and (-)-gossypol was
determined by investigating DPPH free radical scavenging method. The results showed
that (-)-gossypol Schiff base derivatives, I1S-5, I1S-7 and 1S-10 (ICsp, respectively, 2.68
ug/ml, 2.84 ug/ml and 3.04 ng/ml) had a better ability to scavenge DPPH free radical
than (-)-gossypol (ICso, 4.6 ng/ml). We also investigated the anticancer activity of (-)-
gossypol and its Schiff base derivatives as EGRF (Epidermal Growth Factor) and LCK
(Lymphocyte specific kinase) inhibitors by using molecular docking method. According
to their binding energy scores and binding modes, 1S-10 and 1S-5 showed the best binding
affinity towards EGRF and LCK, respectively.

2023, 60 pages

Key Words: Gossypol, Schiff Base, Antioxidant Activity, Anticancer Activity,
Molecular Docking
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1. GIRIS

Laboratuarda sentezlenmis olan molekiillerin yani sira dogal iirtinler, yillardan beri,
ilag tasarimi ve gelistirilmesinde oldukc¢a degerli birer ilham kaynagi olmustur ve
muhtemelen gelecekte de olmaya devam edecektir. Ancak kimi zaman dogal
kaynaklardan izole edilen bilesikler istenen biyolojik aktiviteyi beklendigi ol¢iide
gosteremez veya Onemli yan etkileri olabilir. Boyle durumlarda, istenen biyolojik
aktiviteyi etkin bir sekilde elde edebilmek icin, dogal kaynaklardan izole edilen bu
molekiillerde baz1 yapisal modifikasyonlar gerceklestirilmelidir.

Bu duruma verilebilecek en klasik 6rnek; s6giit agacinin kabuklarindan izole edilen
salisilik asit bilesiginin iyi bir agr1 kesici ve ates diisiirlicii olmasina ragmen, mide geperi
icin ¢ok tahris edici olmasi nedeniyle tibbi kullaniminin miimkiin olmamasidir. Ancak
daha sonra fenolik —OH grubunun asetillenmesi seklinde gerceklestirilen kimyasal bir
degisiklik sayesinde mideye salisilik asite nazaran daha az zararli olan bir tiirev elde
edilmistir. Bu tiirev ise, bugiin hala agr kesici ve ates diisiiriicli olarak kullandigimiz ve
asetil salisilik asit adiyla da bilinen Aspirinden bagkas1 degildir.

Dogal kaynaklardan izole edilen ve ilag tasarimi i¢in ilham kaynagi olmus bu tip
molekiillere genel olarak sekonder metabolit adi verilir. Sekonder metabolitler,
bitkilerin, hayvanlarin ve mikroorganizmalarin yapilarinda bulunan, bu organizmalarin
hayatta kalmasinda, gelismesinde ve ¢ogalmasinda dogrudan etkili olmayip, ancak
savunma, hayatta kalma ve ¢evresine uyum saglama gibi siireglerine yardimer olan
molekiillerdir. Azotlu bilesikler, fenolik bilesikler, alkaloidler, terpenler ve tanninler
olmak iizere siniflandirilabilirler (Tiring ve ark., 2021).

Biz bu calismada, pamuk bitkisinin tohumlarinda sekonder metabolit olarak
bulunan gossypol bilesigini rasemik karigim olarak izole ettikten sonra, bu karigimi
diastereomerik rezoliisyon yardimiyla enantiyomerlerine ayirdik. Daha sonra literatiirde
biyolojik aktivitesi daha yiiksek oldugu bilinen (-)-gossypol enantiyomerini primer
aminlerle reaksiyona sokarak bis-Schiff bazi tiirevlerini sentezledik, yapilarini fiziksel ve
spektroskopik yontemler aracilifiyla aydinlattik ve sentezlemis oldugumuz bu kiral
bilesiklerin antioksidan aktivitelerini DPPH radikal siipiirme ydntemi ile, antikanser

aktivitelerini ise molekiiler kenetleme yontemiyle inceledik.



1.1. Gossypol: Bir Sekonder Metabolit

Pamuk bitkisinin tohumlarindan elde edilen fenolik bilesik gossypol, bitkinin
mantarlar, bocekler vb. tehlikelerden korunmak igin bir savunma araci olarak kullandig:
bir sekonder metabolittir. ilk kez 19. yy’da Longmore ve Marchlewski tarafindan bulunan
bu fenolik bilesigin onceleri bir boyar madde olarak kullanimi 6nerilmis ve daha sonra
1s1kta kararsiz oldugu farkedilmistir (Kenar, 2006).

Bu yillarda yapilan arastirmalar, gossypol bilesiginin, pamuk tohumu kiispesinin
toksik etkisinden sorumlu olabilecegini ve kiispenin hayvan yemi olarak kullanilmasinin
tehlikeli oldugunu ortaya koymustur. 1938-1941 arasinda yaptiklar1 ¢aligmalar ile
bilesigin yapisin1 aydinlatan Adams ve arkadaslarinin ardindan 1958’de Edwards,
gossypol bilesigini sentetik olarak {iretmistir. Bilesigin yapis1 ve ozellikleri eksiksiz bir
sekilde belirlendikten sonra, arastirmacilar pamuk yaginin ve kiispesinin kalitesini
arttirmak i¢in gossypol ve benzeri bilesikleri uzaklastirmanin yollarini aramaya basladilar
(Kenar, 2006).

1960’11 yillarda ise, gossypol bilesiginin sitotoksik aktivitesi ve antitiimdr 6zelligi
ortaya konmus ve bu durum, bilim insanlarinin gossypol bilesigine olan bakis agilarini
bliyiik Olclide degistirmeye baglamistir. Yavas yavas gossypol bilesiginin antikanser
aktivitesini arastiran ¢alismalar ortaya ¢ikmaya baslamistir. Ancak Cinli bilim insanlari,
1978 yilinda, agiz yoluyla alindiginda gossypoliin erkeklerde kisirliga yol actigimi
bildirdiler. Bu tesadiifi kesif dnceleri bilesigin kontraseptif amaclarla kullanilabilecegi
umudunu dogurmus olsa da, sonrasinda bu konuyla ilgili yapilan cok sayida arastirma
bilesigin tehlikeli yan etkilere sahip oldugunu gosterdi. Bilesigin toksisitesini azaltip
terapotik etkinligini artirmak amaciyla gergeklestirilen ¢ok sayida ¢alisma yeni gossypol
tiirevlerinin sentezlenmesini ve bu gossypol tiirevlerinin biiyiik bir kisminin antikanser,

antiparazitik, anti-HIV ve antimalaryal etkisi oldugunu ortaya koydu (Kenar, 2006).

1.1.1. Gossypol Bilesiginin Yapis1 ve Stereokimyasi

Gossypol bilesigi [1,1'6,6',7,7'-hekzahidroksi-5,5'-diizopropil-3,3'-dimetil-(2,2'-
binaftalen)-8,8'-dikarboksaldehit],
Sekil 1.1°de goriildiigii tizere iki naftalin halkasindan olugsmaktadir. Bu iki naftalin

halkas1 birbirine 2 ve 2' karbon atomlar1 arasindaki bir sigma bagi aracilig ile baglhdir.

2



Bilesikteki 3,3'-metil ve 1,1'-hidroksil siibstitiientleri, naftil halkalar1 arasindaki 2 ve 2'
konumlart etrafinda sterik bir kalabaliga yol agar ve bu bagin etrafindaki serbest donme
hareketini engeller. Bu durum, atropizomerizm adi verilen bir stereoizomeriye yol acar.
Sekil 1.1°’de gorildiigi iizere Cz simetrik gossypol enantiyomerleri ortaya ¢ikar.
Gossypol molekiiliiniin (-)- ve (+)- enantiyomerleri, sirasiyla R-Gossypol (M formu) ve
S-Gossypol (P formu) konfigiirasyonlarina denk gelmektedir. Pamuk bitkisinin
tohumlarinda her iki enantiyomer de bulunur, ancak birbirlerine gore bagil oranlari

degiskenlik gosterir (Kenar, 2006).
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Sekil 1.1. Gossypol Bilesiginin Kimyasal Yapisi ve Enantiyomerleri

Molekiilde 1,1' konumlarinda bulunan hidroksil gruplari 6,6' ve 7,7' konumlarinda
yer alan hidroksil gruplarina gore daha reaktiftirler. Ayrica 1 ve 1' konumlarinda bulunan
hidroksil gruplari, 8 ve 8' konumlarinda bulunan komsu aldehit oksijenleri ile molekiil
igerisinde dogal olarak hidrojen bag1 yaparlar ve bu durum molekiiliin kimyasal yapisina
zenginlik katar. Ayrica aldehit gruplari, gossypol bilesiginin tautomerik formlarindan ve
toksisitesinden sorumludur (Kenar, 2006).

Yapilan caligmalar gossypol bilesiginin karmagik bir reaksiyon kimyasina sahip
oldugunu ortaya koymustur. Bunun da en 6nemli sebebplerinden birisi olarak bilesigin
cesitli tautomerik yapilara sahip olmasidir. Nitekim, bilesigin onemli 6zelliklerini,

kimyasal reaktivitesini ve bozunma iiriinlerini agiklayan ii¢ ana tautomerik yapi, Adams



ve ark. tarafindan ortaya konmustur. Bu {i¢ adet tautomerik yap1 keton (kinoid), aldehit
ve laktol (hemiasetal) formu (Sekil 1.2) olarak gosterilmistir (Adams ve Ark., 1938;
Adams ve Ark., 1939; Adams ve Ark., 1960).

Sekil 1.2. Gossypoliin tautomerik formlari. Dialdehit 3, diketon 4, dilaktol 5

1.1.2. Gossypol Bilesiginin Biyolojik Aktivitesi

Cin’de, ozellikle kirsal kesimlerde, 1950’1i yillarda pamuk yag1 kullanimina bagli
olarak dogum oranlarinda diisme ve ksurlik vakalari goriilmeye baslandi. Sonrasinda
yapilan pek ¢ok calisma, pamuk tohumlarinda bulunan gossypol bilesiginin memeli
canlilarda kisirliga neden olabilecegini dogrulamistir. Gossypol bilesigi steroidal bir
yapida olmadigindan dogrudan hormonlar tizerinde bir etkisi yoktur. Ancak bir enzim
sistemini inhibe ederek, erkeklerde sperm tiretimini ve sperm hareketliligini engeller. Bu
ve bunun gibi yan etkiler, gossypol bilesigine olan bilimsel ve tibbi ilginin o yillarda bir
slireligine azalmasina neden oldu. (Qian ve Wang, 1984).

Ancak daha sonra, fenolik yapidaki bu bilesigin hem antioksidan 6zelligi hem de
antitimor aktivitesi oldugunu ortaya koyan ¢ok sayida ¢alisma, bilesigi goriiniir kildi
(Keshmiri ve Negab, 2014). Yapilan ¢aligsmalar, gossypoliin gogiis, bagirsak ve prostat
kanser hiicrelerinin biiyiimesini durdurabildigi ve 6zellikle (-)-gossypol enantiyomerinin
(+)-gossypol enantiyomerine nazaran daha etkili oldugunu ortaya koymustur. Bilesigin
kansere karsi olan etkisinin molekiiler mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber,

hiicre apoptozisini uyardig diisiiniilmektedir. Apoptozis “programlanmig hiicre dliimii”



demektir. Bu, viicudun kendini onarilamayacak derecede hasar gérmiis, anormal ve
kullanilamayan hiicrelerden kendini kurtarma yoludur. Yapilan g¢aligmalar, gossypol
bilesiginin apoptotik mekanizmasinin antiapoptotik Bcl ailesi proteinlerin inhibisyonuyla
ilgili oldugunu ortaya koymustur (Liu ve ark., 2022). Lu ve ark., sentezledikleri bazi1 (-)-
gossypol Schiff bazi tiirevlerinin, antiapoptotik Bcl-2 ve Mcl-1 proteinlerine karsi
potansiyel inhibitor olarak rol oynayabileceklerini ortaya koymuslardir (Lu ve ark.,
2016). Zhang ve ark. ise (-)-gossypol bilesiginin, antiapoptotik proteinler Bcl-X. ve Bcl-
2’nin heterodimerizayonunu inhibe ederek, insan prostat kanser hiicreleri (PC-3) lizerinde
apoptozisi uyardigini bildirmislerdir (Zhang ve ark., 2007). Bunlara ek olarak (-)-
gossypol ve tiirevi bilesiklerin Anti-HIV, Anti-HSV (Herpes simplex viriisii), anti-
parazitik, anti-malaryal (sitmaya karsi) ve anti-enflamatuar olmak iizere ¢ok sayida
biyolojik aktivite potansiyeline sahip O6nemli bir bilesik oldugunu ortaya koyan
caligmalar, bilesige olan ilginin zamanla artmasina neden olmuslardir (Liu ve ark., 2022).
Gossypol bilesiginin yan etkilerini ve toksisitesini azaltmak i¢in pek c¢ok
tirevlendirme caligmas1 yapilmistir. Bunlar arasinda, halojen tiirevleri, gossylik nitril
tirevleri, organik asit tiirevleri, azo tiirevleri, gossypolon tiirevleri, gossypol eter
tiirevleri, gossypol ester tiirevleri, gossypolik asit tiirevleri, apogossypol tiirevleri ve
ozellikle Schiff baz tiirevleri sayilabilir (Liu ve ark., 2022). Biz de tez ¢alismamizda, (-)-
gossypol bilesigini Schiff bazi tiirevlerini sentezleyerek modifiye etmeyi amagladik.

1.2. Schiff Bazlar

Ismini kimyager Hugo Schiff’ten alan Schiff bazlari, bir primer aminin bir aldehit
veya keton ile 6zel sartlar altinda kondenzasyon reaksiyonu sonucu olusurlar. Yapisal
olarak, Schiff bazlar1 (imin veya azometin olarak ta bilinirler) karbonil grubunun bir imin
(veya azometin) grubu ile yer degistirmis oldugu yapilar (Sekil 1.3), yani aldehit veya

ketonlarin azot analoglaridir (Silva ve ark., 2011).
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Sekil 1.3. Schiff Bazi Bilesiklerinin Genel Formiilii



Imin bilesiklerinin olusum reaksiyonu bir karbinolamin ara iiriiniiniin olustugu geri
dontistimlii katilma basamagiyla baslar, daha sonra hiz belirleyici basamakta su ayrilmasi
gercekleserek imin yapisi olusur. Ayrilan su genellikle sistemden kaldirildigi igin

dengenin triinlere dogru kaymasini saglar (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Schiff Bazi1 Olusumunun Reaksiyon Mekanizmast

Reaksiyon hizi pH degerine karsi hassastir: ortalama miktardaki asit katalizor
reaksiyonu hizlandirirken, asir1 asit reaksiyonu engeller. Cok diisiik pH degerinde
reaksiyon hizinin diismesi aminin protonlanmasindan kaynaklanir. Bu durum, karbonile
niikleofilik atagin gerceklesmesini engeller. Katalitik miktardaki asit ise, karbonil
grubunu protonlayarak, niikleofilik atagi kolaylastirir. Reaksiyon ayni zamanda primer
aminlerin varliginda asit katalizore gerek kalmadan da gergeklesebilir (Silva, 2020).

Schiff bazlari, en yaygin olarak kullanilan organik bilesiklerdir. Pigment, boya,
katalizor, organik sentezlerde ara {iriin ve polimer stabilizatorii olmak iizere ¢ok sayida
kullanim alanina sahiptir. Schiff bazlar1 ayn1 zamanda, antifungal, antibakteriyel,
antimalaryal, antiproliferatif, antienflamatuar, antiviral ve antipiretik olmak {iizere ¢ok
sayida biyolojik aktiviteye de sahip olma potansiyeli gdstermektedir. Imin veya azometin
gruplari ¢ok sayida dogal, dogal kaynakli ve dogal olmayan organik bilesigin yapisinda
bulunur (Sekil 1.5). Bu tip bilesiklerde bulunan imin grubunun, biyolojik aktiviteye

onemli bir katkis1 oldugu da gosterilmistir (Silva ve ark., 2011).



Dogal kaynakli veya sentetik olsun, ilag¢ olarak tasarlanmis olan molekiillerin
biyolojik aktivitelerinin tayini ic¢in gelistirilmis pek ¢ok yoOntem bulunmaktadir.
Bilgisayar destekli yontemler de bunlardan bir tanesi olarak son yillarda 6n plana
¢ikmaktadir.

HOH,C
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R=-H veya —OH, Kitosan tiirevi
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O OH
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(Antibakteriyel)
Sentetik

Sekil 1.5. Baz1 dogal ve sentetik Schiff Bazlarinin Yapilar

1.3. Antioksidanlar

Serbest radikaller biyolojik sistemlerin igerisinde kaginilmaz olarak iiretilen ve ayni
zamanda dis ortam araciligiyla karsilagilan, mutasyon, kanser, kardiyovaskiiler
rahatsizliklar ve yaslanma gibi dejeneratif bozukluklara sebep olan tiirlerdir. Serbest
radikaller dis yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron igeren oldukga
reaktif ve ¢cok kararsiz yapilardir. Fiyolojik veya patolojik kosullarda olusabilen bu tiirlere
reaktif klor tiirleri, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot tiirleri (RNS) 6rnek olarak

gosterilebilirler. Bu kararsiz tiirler, canli bir organizmada hiicresel seviyede oksidatif



hasara sebep olarak pek ¢ok hastaliga yol agabilirler. Bu nedenle serbest radikalleri yok
edecek antioksidanlarin iiretilebilmesi 6nemlidir. Antioksidanlar, serbest radikallerin yol
actig1 oksidatif prosesin ii¢ ana asamasi olan baslama (initiation), propagation (ilerleme)
ve sonlanma (termination) basamaklarinin herhangi birine miidahele ederek serbest
radikallerle savasabilen bilesiklerdir. Antioksidanlar ayni zamanda, biyolojik sistemler
tarafindan tiretilebilen ve pek cok gidada dogal olarak bulunan, oksidan ve antioksidan
arasindaki dengeyi saglayan bilesiklerdir (Kedare ve Singh 2011). Polifenoller,
karotenoidler, E vitamini ve C vitamini bilinen en énemli ve en gii¢lii dogal kaynakli
antioksidan yapilardir. Bunlarin yani sira var olan dogal antioksidan bilesikler model
alinarak veya bu bilesikler iizerinde modifikasyonlar yapilarak, daha giiclii biyolojik
aktivitelere sahip molekiillerin gelistirilmesi ile ilgili c¢ok sayida calisma da
yapilmaktadir. Ornegin, tokoferoller olarak ta bilinen E vitamininin bir tiirevi olan a-
tokoferil siiksinatlar, E vitamininin fenolik oksijeninin bir dikarboksilik asitle
esterifikasyonu sonucu elde edilmis bir yapidir. Yapilan calismalar, yapilan bu
modifikasyonla, E vitamini tiirevi a-tokoferil siiksinatin radikal inhibisyon aktivitesinin
baskilandigin1 ancak buna karsilik DNA sentezini durdurarak ve apoptozisi uyararak
antikanser aktiviteye sahip yeni bir bilesik olarak karsimiza ciktigini gostermistir
(Augustyniak ve ark., 2010). Canli organizmalar i¢in bu denli 6nemli bir isleve sahip olan
antioksidanlarin tayin yontemleri de oldukc¢a onemlidir. Cok sayida tayin yontemi
bulunmaktadir:

1) Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi Yontemi (ORAC)

2) Toplam Radikal Yakalayici Parametre Yontemi (TRAP)

3) Krosin Beyazlatma Yontemi

4) Toplam Oksiradikal Sondiirme Kapasite Yontemi (TOSC)

5) Elektron Transfer Yontemleri (ET)

6) Folin-Ciocalteu Ayiraci ile Toplam Fenolik Yontemi (FCR)

7) Troloks Esiti Antioksidan Kapasite Yo6ntemi (TEAC)

8) Oksidan Olarak Cu (II) Kullanilan Toplam Antioksidan Kapasite Yontemi

(CUPRAC)

9) 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Sondiiriicti Kapasite Y ontemi

Bu yontemlerden DPPH Radikal Siipiirme yontemi yaygin olarak kullanilmaktadir.
DPPH, koyu mor renkli ve kararli bir azot radikalidir. DPPH radikali bir antioksidan ile



karistirlldiginda, rengi mordan sartya doner (Sekil 1.6). Antioksidanlarin DPPH’1
indirgeme  kabiliyetleri, 515-528 nm’deki absorbansin azalmasi izlenerek
degerlendirilebilir. Sonuglar ICso olarak veya DPPHe siiplirme yiizdesi olarak verilir
(Xiao ve ark., 2020).
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Sekil 1.6. DPPH- radikalinin antioksidan ile reaksiyonu

1.4. Bilgisayar Destekli Ila¢c Tasarim

Bilgisayar destekli ilag tasarimi (Computer Aided Drug Design, CADD), ilag
tasariminin farkli asamalarina yardimer olacak aletler ve teknikler saglayarak, ilag
arastirma alani i¢in gerekli olan uzun siireleri ve biiyiik maliyetleri diisiirmeyi saglayan
o6nemli bir alandir. CADD’nin teorik temeli molekiiler mekanik, kuantum mekanigi,
molekiiler dinamik, yap1 tabanli ila¢ tasarimi, ligand tabanli ila¢ tasarimi, homoloji
modelleme, molekiiler kenetleme (docking), farmakofor modelleme, kantitatif yapi-etki
iligkileri ve. ADMET (absobsiyon, dagilma, metabolizma, eliminasyon ve toksisite)
tahmini gibi yontemlere dayanmaktadir. Molekiiler kenetleme, siklikla bagvurulan bir ilag

tasarim metodu olarak son yillarda 6n plana ¢ikmaktadir.

1.4.1. Molekiiler Kenetleme (Docking)

Molekiiler kenetlenme, iki veya daha fazla sayida birbiriyle etkilesen molekiilden
olusan komplekslerin yapilarinin hesaplamali (computational) modellemesidir. Yontem,
rasyonel ilag¢ tasariminda 6nemli bir rol oynar ve ti¢ boyutlu yapilarin tahminine dayalidir.
Aslinda molekiiler kenetlemenin amaci, hem ligandin (ila¢ aday1), hem de proteinin

(enzim, reseptor gibi ila¢c hedefleri) optimize edilmis konformasyonlarini biraraya



getirerek, tiim sistemin enerjisi minimum olacak sekilde, bu iki yapinin birbirlerine gore
optimum oryantasyonlariin bulunmasini saglamaktir.

Molekiiler kenetleme yaklagimi, atomik seviyede hedef proteinlerin aktif baglanma
bolgesi ve kiigiik molekiiller arasindaki etkilesmeyi modellemek  igin
kullanilabilmektedir. Bu da bize hedef proteinlerin baglanma bdlgesinde kiiglik
molekiillerin nasil davrandigin1 ve temel biyokimyasal prosesleri karakterize edebilme
sansini saglar. Kenetleme islemi iki temel asamadan olusur: Ligandin aktif baglanma
bolgesindeki konformasyonunun, pozisyonunun ve oryentasyonunun tahmini ve
baglanma ilgisinin degerlendirilmesi.

I[sleme baslamadan oOnce aktif baglanma bélgesinin konumunun bilinmesi
kenetleme etkinligini 6nemli dl¢iide arttirir. Cogu durumda, bu bdlge bilinir. Ancak ayni
zamanda, hedef protein ailesiyle benzer fonksiyonlara sahip proteinlerle veya proteinle
birlikte kristallendirilmis ligandlarla karsilagtirma yapilarak ta baglanma bolgesi
hakkinda bilgi edinilebilir. Bu tarz bir bilgiye erisilemiyorsa, baglanma bdlgesini
belirleyebilen bazi programlar ve ¢evrimig¢i servisler de mevcuttur. Aktif baglanma
bolgesi bilinmeden yapilan kenetleme islemine ise “kor kenetleme (blind docking)” adi

verilir (Meng ve ark., 2011).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Razakantoanina ve ark. (2000) yilinda gergeklestirmis olduklar1 g¢aligmada
gossypol bilesiginin tautomerik formlarini incelemislerdir. Bu ¢alisma gostermitsir ki;
gossypol bilesiginin aldehit grubu serbest amino gruplarina kolayca baglanarak gossypol
Schiff bazilarin1 olusturabilir. Gossypol Schiff bazlar1 iki tautomerik formda
bulunabilirler, enamin-enamin tautomeri ve imin-imin tautomeri (Sekil 2.1). Imin-imin
tautomeri, yalnizca protonlanmis Gossypol Schiff bazlarinda goriiniir, gossypole gore

diisiik toksisite ve daha iyi biyolojik aktivite gosterir.

2RNH,

Imin —imin Gossypol Schiff bazi Enamin-enamin Gossypol Schiff bazi

Sekil 2.1. Gossypol bilesiginin tautomer formlari

Genellikle gossypol Schiff bazlarmin sentezi ile ilgili yapilan ¢aligmalar, daha
yuksek antikanser aktiviteye sahip yeni nesil gossypol tiirevlerinin elde edilebilecegi
potansiyelini sunmaktadir.

Zhang ve ark. (2009) calismalarinda, sentezledikleri gossypol Schiff bazi

tiirevlerinin epitelyal rahim kanseri hiicreleri HeLa, kotli huylu beyin glioma hiicreleri
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U87 ve mide kanseri hiicreleri M85 lizerindeki antikanser aktivitelerini incelediklerinde,
(-)-tirevlerin karsilik gelen (+)-tiirevlere gore daha etkin oldugunu gézlemlemislerdir.
Hatta baz tiirevlerin, (-)-gossypoliin kendisinden ve Klinikte aktif olarak kullanilan
kanser ilaci cisplatine gore daha etkin olduklarini bile bildirmislerdir. Yine bu ¢alismada,
hidrofilik stibstitiientlerin aktiviteyi arttirdigini ve hacimli siibstitlientlerin ise aktiviteyi
diisiirdiigiine dair gozlemlerde bulunmuslardir.

Yang ve ark. (2012) gergeklestirmis olduklar1 ¢alismada, gossypol bilesigindeki
aldehit gruplarimi L-triptofan, L-alanin, 2-amino-izobiitirik asit, L-valin ve L-izol6sin gibi
amino asitlerle yer degistirdiklerinde sitotoksisitenin azaldigin1 ve HIV-1 ve H5N1
viriislerine kars1 etkinligin arttigini bildirmislerdir,

Yang ve ark. (2013) calismalarinda, amino asitlerle modifiye edildiklerinde, daha
az aktif olan kiral gossypol bilesiginin daha aktif kiral gossypol Schiff baz tiirevlerine
doniistiiriilebildigini bildirmigler ve yeni tiirevlerin Kus gribi olarak ta bilinen H5NI
viriisiine karsi etkin olduklarim1 gézlemlemislerdir. Bu ¢alismada antikanser aktiviteden
farkli olarak (+)-enantiyomer tiirevlerinin daha etkin olduklar1 bildirilmistir. Kiralite ve
stibstitlientlerin tiirii, aktiviteyi etkileyen dnemli faktorlerdir.

Yang ve ark. (2014) sentezledikleri gossypol Schiff bazi tiirevlerinden yola ¢ikarak,
gossypol bilesigindeki aldehit gruplarinin oligopeptitler ve D-glukozaminle yer
degistirilmesi sonucu gossypoliin sitotoksisitesinin azaldigini ve anti-HIV aktivitesinin
arttigini tespit etmislerdir. Bu bilesiklerin, hedef hiicredeki HIV-1 IIIB girisini kapatmak
suretiyle antiviral aktivite gosterdikleri diigiiniilmektedir.

Razakantoanina ve ark. (2000) sentezledikleri 13 adet gossypol Schiff bazi
tirevinin klorokine direncli ve sitmaya sebep olanbir parazit Plasmodium falciparium’un
iki adet susuna kars1 etkin olduklarini gézlemlemislerdir.

Liang ve ark. ise (1995) Schiff bazi yapisinin gossypoliin antitiimor aktivitesini
arttirdi@ini, ozellikle izopropilamin siibstitiientinin (-)-gossypole gore daha yiiksek
etkinlige sahip oldugunu bildirmislerdir.

Matamoros ve ark. (2019) ¢alismalarinda, Sekil 2.2°de gosterilen gossypol hidrazon
bilesiginin tautomer formlar1 iizerinde incelemelerde bulunmuslardir. Gossypol hidrazon
bilesigi ¢Ozeltide her iki tautomere sahipken, kat1 halde sadece imin-imin formunda

bulunur.
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Przybylski ve ark. (2009) gossypol hidrazon tiirevlerinin antibakteriyel
aktivitelerini incelediklerinde, oksaalkil zincir uzunlugunun aktiviteyi azalttigini tespit
etmislerdir.

llkevych ve ark. ise (2012) calismalarinda gossypol hidrazonlarin gossypol
bilesiginden daha iyi bir antioksidan aktiviteye sahip olduklarini bildirmislerdir.

Vu ve ark. (2017) bir (-)-gossypol hidrazon tiirevinin karaciger (hepatocellular
carcinoma, HepG2), akciger kanseri (LU1) ve meme kanserine (MCF-7) kars1 oldukga

etkin oldugunu gozlemlemislerdir.

2NH,NHR

Imin —imin Gossypol hidrazon Enamin-enamin Gossypol hidrazon

Sekil 2.2. Gossypol hidrazon bilesiginin tautomer formlari

Beyazit ve ark. (2020) yayinlanan c¢alismalarinda, diisiik ve yiiksek molekiil
agirlikli kitosani (-)-gossypol ile modifiye ederek, kitosanin antioksidan aktivitesinin

arttigin1 gostermislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Bitki materyali

Gossypium hirsutum (pamuk) bitkisinin tohumlari, 2019 Haziran ayinda Hatay’in
Amik bolgesinden, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri

Boliimii 6gretim iiyesi Dr. Ogr. Uyesi Yasar Akiscan gozetiminde toplandi.

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Gossypol bilesiginin bitkiden izolasyonu, diastereomerik rezoliisyon, kromatografi,
Schiff bazlarinin sentezi ve antioksidan aktivite ¢alismalari i¢in Merck ve Sigma-Aldrich
firmalarindan temin edilen n-hekzan, aseton, asetik asit, petrol eteri, dietil eter, metanol,
kloroform, etanol, 2-propanol, asetonitril, dimetilsiilfoksit, N,N-dimetil formamit isimli
organik ¢oziiciiler kullanildi. Diastereomerik rezoliisyon igin kullanilan L-triptofan metil
ester HCI, referans standart olarak yararlanilan rasemik gossypol, HPLC analizleri igin
kullanilan R-2-amino-1-propanol, KH2POa, Schiff bazlarinin sentezi i¢in kullanilan p-
toluidin, o-anisidin ve 2-amino benzil alkol ve antioksidan aktivitenin tayininde
kullanilan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Sigma-Aldrich firmasindan satin alindi.

3.1.3. Kullanilan Cihazlar

Izole edilen ve sentezlenen bilesiklerin erime noktalar1 Thermo Scientific 9100
erime noktasi tayin cihazi ile belirlendi. Calismalar sirasindaki 1sitma ve karistirma
islemleri i¢in bolimiimiizdeki Are marka cihaz kullanildi. Calismalar sirasinda pamuk
tohumlarinin 6giitiilmesi i¢in, IKA LABORTECHNIK A10 marka degirmen kullanildi.
Kurutma islemleri i¢in bolimiimiizdeki Miprolab marka etiivden faydalanildi. Heidolph
marka HEI-VAP Advantage HL/G1 model Rotary Evaporator cihazi, ¢oziiciilerin
buharlastirilmasi ve yeniden kazanilmasi amaciyla kullanildi. Sentezlemis oldugumuz
Schiff bazlarinin karakterizasyonu i¢in, boliimiimiizde bulunan Perkin Elmer Spectrum
Two with U-ATR model FT-IR cihazindan ve OPTIZENo model UV-Vis spektrometre

cthazindan yararlanildi. Aym1 UV-Vis Spektrometre cihazi, antioksidan aktivite tayini
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calismalarinda da kullanildi. Inénii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
Merkezi’nde bulunan Bruker Advance III HD Model NMR cihazindan, sentezlenen
Schiff bazlarinin yap1 tayini i¢in yararlanildi. HPLC analizleri i¢in {iniversitemizdeki
Shimadzu marka PROVINENCE SPDM-20A model HPLC cihaz1 ve Inertsil (Sum,
ODS-3, 4.6-250 mm) ters faz kolonundan yararlanildi. Karbon, hidrojen ve azot
yiizdelerini belirlemek amaciyla tiniversitemizde bulunan THERMO SCIENTIFIC Flash
2000 Model cihaz kullanildi. Sentezlenen ve izole edilen kiral bilesiklerin optik ¢evirme
acilarmin olgiilmesi amaciyla boliimiimiizde bulunan WZZ-2S(2SS) marka Dijital
Otomatik Polarimetre cihazi kullanildi.

Molekiiler kenetleme islemleri icin, Hewlett Packard marka Intel Core i5, 8th Gen
diziistii bilgisayar1 kullanildi. Kenetleme isleminde kullanilan ligand bilesiklerin {i¢
boyutlu yapilar1 Avogadro programi 1.2.0 versiyonu kullanilarak olusturuldu. Bu
programdan ayni zamanda bilesiklerin geometri optimizasyonlar1 ig¢in de yararlanildi
(Hanwell ve ark., 2012). Protein ve ligandlarin, molekiiler kenetleme islemine
hazirlanmasi i¢in PyMol 2.4.0 (Schrédinger 2020; Schrodinger Release 2021) ve Maestro
13.0 (Schrodinger, LLC New York, ABD) yazilimlar1 kullanildi. Molekiiler kenetleme
islemi Autodock Vina 1.2.0 yazilimi ile gergeklestirilirken (Trott ve Olson, 2010;
Eberhardt ve ark. 2021), sonuglarin gorsellestirilmesi i¢in Biovia Discovery Studio 2020
kullanildi (Dassault Systémes, San Diego, ABD).

3.2. Yontem
3.2.1. Rasemik Gossypol Bilesiginin Pamuk Tohumlarindan izolasyonu

Gossypol bilesigi 1s1 ve UV 1s181indan etkilendiginden dolayi, ¢aligsmalar karanlik
ortamda yapildi (Nomeir ve Abou-Donia, 1985). Degirmende oOgiitiilerek toz haline
getirilen pamuk tohumlar1 (500g), ogiitiiliir 6giitiilmez hizli bir sekilde koyu renkli bir
siseye alindiktan sonra iizerine yaklasik 4L hekzan eklenerek oda sicakliginda ve
karanlikta 4-5 giin siiresince bekletildi. Bu sekilde pamuk yag1 hekzana geger ve apolar
kisim bertaraf edilmis olur. 5 giin sonra pamuk tohumlari siiziilerek hekzandan kurtarildi.
Pamuk yagindan kurtarilmis olan tohumlar yine ayni sekilde koyu renkli bir siseye
alinarak 4 L aseton varliginda ve karanlikta 4-5 giin boyunca bekletildi. 5 giin sonra

aseton ekstresi siiziilerek pamuk tohumlarindan kurtarildi. Gossypol bilesigi aseton
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icerisinde iyi c¢oOziinmektedir. Aseton ekstresinin yarisi doéner buharlastiricida
uzaklastirildiktan sonra, kalan hacmin 1/3’1 kadar glasiyal asetik asit eklendi ve karanlik
gossypol-asetik asit kompleksi ¢okiinceye kadar uzun bir siire bekletildi. Coken gossypol-
asetik asit kompleksi siiziilerek asetondan kurtarildi, 150 ml dietil eter i¢inde ¢oziilerek,
yikama sularinin pH degeri notral olana kadar saf su ile yikandi ve bdylece gossypol
kristalleri asetik asitten ayrigtirllmis oldu. Daha sonra eter doner buharlastiricida
buharlastirilarak, kalan kisim dietil eter — petrol eteri karistmindan kristallendirildi ve
boylece 1 g rasemik gossypol elde edildi. Standart referans olarak temin edilen gossypol
bilesiginin FT-IR spektrumu ile karsilastirilarak, bitkiden izole edilen rasemik

gossypoliin yapisi (Sekil 3.1) dogruland1 (Shelley ve ark. 1999).

Sekil 3.1. Rasemik Gossypol Bilesiginin Kimyasal Yapisi
3.2.2. Rasemik Gossypol Bilesiginin Enantiyomerik Olarak Saflastirilmasi

(Diastereomerik Rezoliisyon)

Bu calismada rasemik karisimi olusturan enantiyomerler, kiral bir reaktif ile

reaksiyona sokularak diastereomerlerine doniistiiriilme vasitasiyla ayrildilar.

(R+9) + R ——> (R-R) + (R-S)
Rasemik karisim Kiral reaktif Diastereomer uriinler
(Ayrilamaz) (Birbirinden ayrilabilir)

Kiral reaktif olarak L-triptofan metil ester HCI kullanildi. Rasemik gossypol ile L-

triptofan metil ester HCl reaksiyona sokuldugunda, olusan diastereomerlerden (+)-
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gossypol L-triptofan Schiff baz1 metanolde ¢6ziiniirken, (-)-gossypol L-triptofan Schiff
bazi metanolde ¢okmektedir (Sekil 3.2) (Jiang ve ark. 2007; Nhung ve ark., 2018).

L-triptofan metil ester HCI

(+)-Gossypol bis-(L-triptofan metil ester) Schiff baz (-)-Gossypol bis-(L-triptofan metil ester) Schiff baz

Kromatografik Ayirma
Hidroliz

(+)-Gossypol (-)-Gossypol

Sekil 3.2. Gossypol enantiyomerlerinin ayrilma semasi
3.2.2.1. Diastereomerlerin Sentezi

0,08 g NaOH, oda sicakliginda 10 mL metanol igerisinde ¢Oziindiikten sonra
tizerine 0,5 g L-triptofan metil ester HCI ilave edildi. Daha sonra bu karisim, 50-55°C’lik
su banyosuna alind1 ve karigimin iizerine 0,5 g rasemik gossypol ilave edildi. Yaklagik 10

mL daha metanol eklenerek, reaksiyon karisimi 2 saat boyunca 50-55°C’lik su banyosu
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icinde karistirildi. Reaksiyon siireci ince tabaka kromatografisi ile takip edildi. 2 saatin
sonunda ¢okme gergeklesti ve ¢goken iiriin siiziildii, kurutulmaya birakildi. Cokelti halinde
elde edilen (-)-gossypol L-triptofan Schiff bazinin yapisi, erime noktasi ve spektroskopik
yontemler yardimiyla ve literatiirle karsilastirma yapilarak aydinlatildi. Metanol
igerisinde ¢oziinmiis halde bulunan (+)-gossypol L-triptofan Schiff bazi ise, daha sonra
baska ¢alismalarda kullanilmak {izere saklandi ((Jiang ve ark., 2007; Nhung ve ark.,
2018).

3.2.2.2. Diastereomerlerin Hidrolizi

Yukaridaki gibi sentezlenmis olan (-)-gossypol bis-(L-triptofan metil ester) Schiff
bazi bilesiginin 0,36 g’1 lizerine bir reaksiyon balonunda 17 ml eter, 3,6 ml asetik asit ve
2 damla HCI eklendi. Geri sogutucu altinda ve oda sicakliginda 2 saat 45 dakika boyunca
karistirildi. Reaksiyonun gidisati ince tabaka kromatografisi ile takip edildi. Reaksiyon
sonlandirildiktan sonra karigim ayirma hunisine alinarak, yikama sularinin pH degeri
notral olana kadar saf su ile defalarca yikandi. Eter faz1 MgSOs ile kurutulduktan sonra,
eter uzaklastirild1 ve (-)-gossypol saf bir sekilde elde edilmis oldu (Jiang ve ark., 2007;
Nhung ve ark., 2018). (-)-Gossypol bilesiginin yapisi optik¢e aktifligi Olgiilerek ve
spektroskopik yontemler araciligiyla aydinlatildi (Sekil 3.3).

COOCH;3
COOCH;

OH

Eter, AcOH, HCI1
—
Hidroliz

(-)-Gossypol

(-)-Gossypol bis-(L-triptofan metil ester) Schiff baz (2)

Sekil 3.3. (-)-Gossypol diastereomerinin hidrolizi ile (-)-gossypol bilesiginin
kazanilmasi

3.2.3. HPLC Kromatografisi ile Enantiyomerlerin Taninmasi

Bu analizde Hron ve ark., 1999 ve Lin ve ark., 2012 tarafindan gergeklestirilmis

olan galismalardan yararlanildi. Hem rasemik gossypol, hem de (-)-gossypol kiral bir
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reaktif olan  R-(-)-2-amino-1-propanol  bilesigi ile reaksiyona sokularak
diastereomerlerine doniistiiriildii ve bu sayede HPLC cihazinda akiral bir kolon yardimi
ile tanmimlanabildi. Bu amagla 0,1 mL R-(-)-2-amino-1-propanol, 0,5 mL glasiyal asetik
asit ve 4,4 mL N,N-dimetilformamitten olusan bir reaktif karisimi kullanildi. Sirasiyla
rasemik gossypol ve (-)-gossypol bu reaktif karigimi ile 30 dakika kaynar su banyosunda
1sitilarak reaksiyona sokuldu. Daha sonra reaksiyon karigimi hareketli faz ile seyreltilip,
Whatman No. 2 filtre kagidindan siiziilerek HPLC cihazina injekte edildi. Hareketli faz
ise literatiirdeki gibi, %80 oraninda asetonitril ve pH degeri 3’e ayarlanmis %20 oraninda
KH2PO4 tampon ¢ozeltisinden olusmaktadir. Dakikada 1 mL hareketli faz akisi ile
izokratik olarak yapilan analiz i¢in Inertsil (S5um, ODS-3, 4.6-250 mm) ters faz kolonu
kullanildi.

3.2.4. (-)-Gossypol bis- Schiff Bazlarinin Sentezi

(-)-Gossypol bis-(Schiff bazi) bilesiklerinin sentez semasi1 Sekil 3.4’de verilmistir.
Bu amagla, 0,1 g (-)-Gossypol (0,19 mmol) bilesigi 10 mL metanol igerisinde ¢6ziindii.
Bu ¢6zeltinin lizerine 0,38 mmol amin bilesiginin 10-15 mL metanol i¢erisindeki ¢ozeltisi
yavas yavas damlatildi. Reaksiyon karigimi 3 saat boyunca 40-50°C sicakliktaki su
banyosu icerisinde karistirildi. Reaksiyonun bitisi ince tabaka kromatografisi ile
dogrulandiktan sonra c¢dken Schiff bazi siiziildii, metanolle yikandi ve etanolden

kristallendirildi.

MeOH
40-50°C
R

NH,

Amin

(-)-Gossypol

(-)-Gossypol Schiff Bazi

Schiff Bazn | Siibstitiientler

IS-5 R1=H; R2=CHs
IS-7 R1=0CHs3; R2=H
IS-10 R1=CH20H; R, =H
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Sekil 3.4. (-)-Gossypol Schiff Bazlarmin Sentez Semasi

3.2.5. Antioksidan Aktivite Tayini

Sentezlenen Schiff bazlarinin antioksidan kapasiteleri literatiirdeki DPPH radikal
stiplirme tayininden yararlanilarak gerceklestirildi (Rahman ve ark., 2015; Beyazit ve
ark., 2018). Schiff bazlarinin DPPH iizerindeki siipiirme aktivitesi UV-Vis
spektrofotometre yardimiyla 517 nm’deki absorbans degisimi takip edilerek belirlendi.
Bu amagla, (-)-gossypol ve ¢alismamizda sentezlemis oldugumuz (-)-gossypol Schiff
bazlarimin mutlak etanol igerisinde bes farkli konsantrasyonda hazirlanmis olan
¢ozeltileri, DPPH’1n mutlak etanol igerisindeki ¢ozeltisine ilave edildi. Schiff bazlar1 ve
DPPH igin, ¢ozeltilerdeki son konsantrasyon sirastyla 3.2, 6.4, 9.6, 12.8, 16.0 pg/ml ve
20 pg/mL olarak ayarlandi. Kontrol amagli kor ¢ozeltiye sadece DPPH eklendi. Bu
cozeltiler oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildikten sonra, 517 nm’de Olgiilen
absorbans degerleri asagidaki formiilde kullanilarak, (-)-gossypol ve her bir Schiff bazi
icin % stiplirme degerleri hesaplandi:

% stiptirme aktivitesi = [(Abskontrol~AbSsmek )/AbSkontror] X 100

Bu sekilde hesaplanan % siipiirme degerleri konsantrasyon degerlerine kars1 grafige

gecirildi ve bu grafikten ICso degerleri hesaplandi. Her konsantrasyon i¢in deney ii¢ kez

tekrar edildi.

3.2.6. Molekiiler Kenetleme Calismasi

Calismada kullanilan proteinlerin {i¢ boyutlu yapilar1 Protein Data Bank veri

tabanindan indirildi (www.rscb.org/pdb). Proteinlerin kenetlemeye hazirlanma islemi

Maestro 13.0 (Academic use only) ve Autodock Vina 1.2.0 yazilimlari ile gergeklestirildi.
Oncelikle proteinlerin yapisinda bulunan ligandlar, ¢dziicii molekiilleri, su molekiilleri ve
diger heteroatomlar kaldirildi. Polar hidrojen atomlar1 ve Kollman ytikleri eklenerek her
bir protein yapist Autodock Vina kenetlemesi i¢in kullanilan pdbqt uzantili formuna
doniistiiriildii. Her bir protein i¢in kenetleme koordinatlari, ya yapida bulunan inhibitor
temel alinarak veya literatiir taramasi ile belirlendi. Bu analizlerde esnek ligand ve kati

reseptor yaklasimi benimsendi.
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Calismada kullanilan ligandlarin yapilari ise 6ncelikle Chem Draw Ultra 12.0 ile
cizildikten sonra, Avogadro 1.2.0 yazilimu ile {i¢ boyutlu hale doniistiiriildii. Ligandlarin
geometri optimizasyonlari da yine Avogadro 1.2.0 yardimiyla kuvvet alani olarak Merck
Molecular Force Field (MMF94) kullanilarak gergeklestirildi ve ardindan Autodock Vina
1.2.0 tarafindan kenetlemeye hazirlandi.

Her bir protein i¢in uygulanan validasyon isleminin ardindan kenetleme islemi (-)-
gossypol ve galismamizda sentezlemis oldugumuz yeni ligandlar i¢in gergeklestirildi.
Kenetlenen komplekslerin en diisiik baglanma enerjileri kcal/mol cinsinden hesaplandi
ve bu sekilde degerlendirildi. Proteinlerin ligandlara olan baglanma modlar1 ise PyMol

2.4.0 ve Biovia Discovery Studio 2020 yardimiyla gorsellestirilerek incelendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Pamuk Tohumlarindan izole Edilen Rasemik Gossypol Bilesiginin Yapisinin

Aydinlatilmasi

Gossypium hirsutum L. (pamuk) tohumlarindan izole edilen sar1 renkli bilesigin
yapisi, erime noktasi, NMR spektrumu ve FT-IR spektrumu hem literatiir verileri, hem
de standart referans olarak temin edilmis olan gossypoliinki ile karsilagtirilarak

dogruland: ( Sekil 4.1).

HO

13

Sekil 4.1. Rasemik gossypol bilesiginin kimyasal yapisi

Bulunan erime noktas1 degeri (177-182°C), literatiirdeki veriyle uyum igerisindedir
(Nawab ve Khan, 2014). Ayrica sekilde goriildiigii iizere, tarafimizca izole edilmis olan
rasemik gossypol ile Sigma-Aldrich’ten satin almis oldugumuz rasemik gossypol
bilesiklerinin FT-IR spektrumlari birebir 6rtiismektedir. Bu spektrumda 3518 ve 3422 cm®
1*de fenolik —OH gruplarina ait bantlar, ayrica 2959, 2924 cm™*de alifatik C-H bantlar1
gozlenmistir. 1614 ve 1591 cm™’deki gerilme bantlari ise C=0 ve C=C gruplarina aittir
(Sekil 4.2).

CDCl; igerisinde alman H NMR spektrumu da yapiyr dogrulamaktadir. Bu
spektrumda 1.54, 2.15 ve 3.90 ppm’de gozlenen sinyaller sirasiyla izopropil metil (-
CH(CHzs)2), aromatik metil (Ar-CHz) ve izopropil metin (-CH(CHz)2) gruplarinin
varligimmi gostermektedir. 5.93, 6.41 ve 15.100 ppm’deki singletler sirasiyla 1, 6 ve 7
konumlarinda bulunan fenolik hidroksil protonlarina aittir. 7.78 ve 11.12 ppm’deki
sinyaller ise, sirasiyla, 4 numarali konumdaki aromatik hidrojenin (Ar-H) ve aldehit
hidrojeninin (HC=0) varligim1 kanitlar niteliktedir. Biitiin alan oranlari, pikleri veren

hidrojenlerin sayisiyla orantilidir (Luna ve ark., 2004).
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Sekil 4.2. Satin alinan referans gossypol (Siyah) ile tarafimizca izole edilen gossypol
(mavi) bilesiklerinin FT-IR spektrumlari
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Sekil 4.3. Rasemik gossypol bilesiginin *H NMR spektrumu (CDCls)

Yine CDCl; igerisinde alman *C APT NMR spektrumu da hem 'H NMR

spektrumunu hem de rasemik gossypol bilesiginin yapisint destekler niteliktedir (Sekil
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4.4). 199.35 ppm’de gozlenen pik aldehit karbonunun varligina isaret etmektedir. 20.23
ve 27.89 ppm arasindaki sinyaller alifatik —CH3 ve —CH karbonlarina aittir. 111.79 ve
156.07 ppm arasindaki pikler ise naftalin halkalarinda yer alan aromatik karbonlarin
varhigimi gosterirken, 143.44, 150.45 ve 156.07 ppm’deki pikler bu aromatik

karbonlardan oksijene dogrudan bagli olan (1, 6 ve 7 nolu karbonlar) karbonlara aittir.

N.B_G-1

—199.35
— 156.07
— 150.45
— 143.44
—134.13
13372
~129.70
_118.12
11586
11465
11179
77.24
77.03
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26
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2024

L
N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 ¢ %00 ) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
1 (ppm

Sekil 4.4. Rasemik gossypol bilesiginin *C NMR spektrumu (CDCls)

4.2. Rasemik Gossypol Bilesiginin Diastereomerik Rezoliisyon Yardimiyla

Enantiyomerlerine Ayrilmasi

Bu asamada, diastereomerleri sentezlemek amaciyla rasemik gossypol, kiral bir
reaktif olan L-triptofan metil ester hidrokloriiriin 2 molii ile reaksiyona sokuldu. Elde
edilen diastercomerlerin erime noktalar1 birbirlerinden ¢ok farkli oldugundan, ¢6ziiniirlikk
farkindan yararlanilarak birbirlerinden kolayca ayrildilar (Jiang ve ark., 2007; Nhung ve
ark., 2018). Diastereomerin yapist erime noktasi, optik ¢evirme agisi, FT-IR ve NMR

spektroskopisi yontemleri yardimiyla aydinlatildi.
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4.2.1. (-)-Gossypol bis(L-triptofan metil ester) Schiff baz1 Diastereomerinin

Yapisinin Aydinlatilmasi

(-)-Gossypol bis(L-triptofan metil ester) Schiff bazi, Sar1 kati. 0,75 g; Verim = %
43; [a] Z; =-1053.5° (c 0.0024, CHCI3); E.N. = 230-235°C.

Sekil 4.5. (-)-Gossypol bis(L-triptofan metil ester) Schiff bazi bilesiginin yapisi

(-)-Gossypol bis(L-triptofan metil ester) Schiff bazi diasterecomerinin FT-IR
spektrumu (Sekil 4.6) yapiy1 dogrulayan verilere sahiptir. Gossypol bilesiginin FT-IR
spektrumunda goriilmeyen 1752 ve 751 cm™’deki yeni bantlar yapiya katilan triptofan
yapisindaki sirasiyla, ester grubu ve indol halkasindan kaynaklanmaktadir. 1602 cm™°de
ise imin (C=N) gerilmesinden kaynakl siddetli bir pik ortaya ¢ikmistir (Dodou ve ark.,
2005).

(-)-Gossypol bis(L-triptofan metil ester) Schiff bazi bilesiginin CDCl3 igerisinde
alinan *H NMR spektrumu literatiir verileri ile tam bir uyum icerisindedir (Dodou ve ark.,
2005; Zhang ve ark., 2009). 1.53 ve 1.99 ppm’deki sinyaller sirasiyla izopropil metil ve
aromatik metil gruplarinin varligim isaret etmektedir. Indol halkasindaki N-H protona ait
genis pik 7.97 ppm’de gozlenirken, Schiff bazi olusumunun en 6nemli kanit1 olarak
rasemik gossypol bilesiginin *H NMR spektrumunda 11.12 ppm’de gdzlenmis olan
aldehit protonunun kaybolmas1 ve 9.07 ppm’de azometin (CH=N) protonuna ait yeni bir

singletin ortaya ¢ikmasi gosterilebilir.
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Sekil 4.6. (-)-Gossypol bis(L-triptofan metil ester) Schiff bazi bilesigin FT-IR
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Sekil 4.7. (-)-Gossypol bis(L-triptofan metil ester) Schiff bazi bilesiginin *H NMR
spektrumu (CDCls)

3.24 ve 3.69 ppm’de dubletin dubleti olarak goézlemlenen sinyaller, triptofan
yapisindaki diastereotopik (a ve b olarak gdsterilen) protonlara aittir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. (-)-Gossypol bis(L-triptofan metil ester) Schiff bazi bilesiginin *H NMR
spektrumu (2.5-5.0 ppm aralig1 biiyiitiilmiis, CDCl3)
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Sekil 4.9. (-)-Gossypol bis(L-triptofan metil ester) Schiff baz1 bilesiginin'H NMR
spektrumu (6.0-8.5 ppm aralig1 biiyiitiilmiis, CDCl3)
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3.70 ppm’de multiplet olarak gozlenen pik, izopropil metin gruplarinin varligini
gostermektedir. 3.83 ppm’deki singlet triptofanin ester grubundaki metil protonlarina ve
4.46 ppm’deki multiplet ise diastereotopik protonlara komsu olan metin protonuna aittir.
4.68 ppm, 7.84 ppm ve 13.51 ppm’deki singlet sinyaller gossypol halkalarindaki —OH
protonlarinin varligin1 kanitlamaktadir. 6.79 ve 7.57 ppm arasindaki ¢ok sayidaki sinyal
hem gossypol, hem de indol halkalarindaki aromatik protonlarin varliklarini isaret

etmektedir (Sekil 4.9).

4.2.2. (-)-Gossypol bis(L-triptofan metil ester) Schiff bazi Diastereomerinin
Hidrolizi ile Elde Edilen (-)-Gossypol Enantiyomerinin Yapisinn
Aydinlatilmasi

Diastereomerin hidrolizi yardimiyla ele gegirilen (-)-Gossypol bilesiginin yapisi,
erime noktasi, optikce aktiflik tayini, FT-IR ve NMR spektroskopisi ve ayrica HPLC
analizi yardimiyla aydinlatild1 (

Sekil 4.10). Ayni igslemler (+)-Gossypol bis(L-triptofan metil ester) Schiff bazina
da uygulanmistir. Ancak o islemler baska bir ¢alismanin konusu oldugu i¢in burada
gosterilmeyecektir.

(-)-Gossypol: Kahverengi kati; 0,15 g (Verim = % 75); EN. = 152-155°C;
[a] =-317.44° (¢ 0.0024, CHCl5) (lit. [¢] 2 =—353° (c, ca 0.055, CHCl3)) (Huang vd.,
1987)). (ee % 89,9; HPLC analizi ile dogrulandi).

Sekil 4.10. (-)-Gossypol Bilesiginin Kimyasal Yapisi

(-)-Gossypol bilesiginin FT-IR spektrumu (Sekil 4.11), (-)-Gossypol bis(L-
triptofan metil ester) Schiff bazi bilesiginden ziyade rasemik gossypol bilesiginin FT-IR

spektrumuna benzemektedir. Bu da hidrolizin basarili bir sekilde gerceklestigini
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gostermektedir. FT-IR spektrumunda 3518 ve 3288 cm™’de fenolik ~OH gruplarima ait
bantlar, 1615 ve 1594 cm™’de ise C=0 grubuna ait bantlar gériilmektedir.

Hidroliz sonrasinda elde edilen (-)-Gossypol bilesiginin CDCls igerisinde alinmis
olan *H NMR spektrumu (Sekil 4.12), rasemik gossypol bilesiginin *H NMR spektrumu
ile birebir bir sekilde oOrtlistiigli i¢in hidrolizin basarili bir sekilde ger¢eklestigini

sOyleyebiliriz.

98,0

97

96

95

94

93

% 328868

351873 2852,07
% 2058, 3“7‘79 96628 57283
90
291830 2

89

88 ‘

87 ﬁ3“‘27770‘16

%T
86
1485849
8 | 137994
A
112380
84 ‘
o oo

83 105332

82

e
81 ‘
s s

80

9 133181

78

mn
75,7

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 350,0

cm-1
. e
Sekil 4.11. (-)-Gossypol Bilesiginin FT-IR Spektrumu
NB G4 & g ] EE ] 9 89
| Il %
|
( [ [
i
1 A A
¢ ¢ ¢ g4 ¢ & 4
16 15 14 13 12 11 10 9 4 3 2 1 0 1 2 3

7 6
f1 (ppm)

29



Sekil 4.12. (-)-Gossypol Bilesiginin *H NMR Spektrumu (CDCls)

4.2.3. HPLC Kromatografi Yontemi ile Enantiyomerlerin Taninmasi

Bu islemde, enantiyomerler diastereomerlerine dontistiiriilerek akiral bir kolon
yardimiyla HPLC cihazinda analiz edildi. Her seyden once rasemik gossypol bilesiginin
N,N-dimetilformamit icerisindeki ¢Ozeltisi seyreltilerek ve Whatman No. 2 siizgeg
kagidindan siiziilerek cihaza enjekte edildi ve deneysel kisimda belirtilmis olan hareketli
faz yardimiyla HPLC analizi gergeklestirildi. HPLC kromatograminda 14. dakikada bir
adet pik gozlendi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Rasemik Gossypol Bilesiginin HPLC Kromatogrami (Akiral kolon)

Daha sonra, hem SIGMA-ALDRICH’ten satin almis oldugumuz standart rasemik
gossypol, hem de bitkiden tarafimizca izole edilen rasemik gossypol bilesikleri R-(-)-2-
amino-1-propanol kiral reaktifi yardimi ile diastereomerlerine doniistiiriilerek, akiral bir
kolon yardimiyla HPLC’de analiz edildi (Hron ve ark., 1999) Hata! Basvuru kaynagi
bulunamadi. ve Sekil 4.15’te sirasiyla standart gossypol ve bizim izole ettigimiz
gossypole ait diastereomerlerin HPLC kromatogramlar1 gériilmektedir.

Sekil 4.13’deki rasemik gossypole ait kromatogramda 14. dakikada tek bir pik
gozlenirken, R-(-)-2-amino-1-propanol ile  gerceklestirilen  diastereomerlerine
dontistirme reaksiyonundan sonra 14. dakikadaki pikin kaybolmasi ve 7. ve 12. dk
civarinda iki yeni pik olusumu, diastereomerlestirme isleminin basariyla gerceklestigini

gostermektedir. Analizlerin hepsi Inertsil (Sum, ODS-3, 4.6-250 mm) ters faz kolonu ve
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%80 oraninda asetonitril ve pH degeri 3’e ayarlanmis %20 oraninda KH>PO4 tampon

¢ozeltisinden olusan hareketli faz karisimi ile gergeklestirildi.
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Sekil 4.14. Sigma Aldrich’ten satin alinan rasemik gossypol bilesiginin
diastereomerlerine ait HPLC kromatogrami
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Sekil 4.15. Tarafimizca izole edilip saflastirilmis olan rasemik gossypol bilesiginin
diastereomerlerine ait HPLC kromatogrami

R-(-)-2-amino-1-propanol ile diastereomerlestirme islemini ve ardindan HPLC
analizini, daha 6nce izole etmis oldugumuz ve polarimetre yardimiyla ¢evirme agisini
[a] 2; =—317.44° olarak 6l¢tiigiimiiz (-)-Gossypol bilesigine uyguladigimizda ise,

Sekil 4.16°daki gibi bir kromatogram goézlendi. O halde 7. dk civarinda gozlenen
pik (+)-Gossypol ve 12. dk civarinda gozlenen pik ise (-)-Gossypol bilesigine ait
olmalidir. Alan oranlar1 yardimiyla, (-)-Gossypol bilesiginin enantiyomerik fazlalik

degeri %89,9 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.16. (-)-Gossypol Diasterecomerinin HPLC Kromatogrami ve piklere ait alan
oranlari

4.3. Yeni (-)-Gossypol Schiff Bazlarinin Sentezi ve Yapilarinin Aydinlatilmasi
4.3.1. (-)-Gossypol p-toluidin Schiff Bazimin Yapisinin Aydinlatilmasi , 1S-5

Elementel analiz ve spektroskopik analiz sonuglar1 1S-5 bilesiginin yapisinin Sekil
4.17°deki gibi oldugunu gostermektedir. Kahverengi kati, 0,095g (Verim: %74,6),
E.N.=265-267°C. [a] ZDS =-1911,11° (¢ 0.00018, CHCIlz). Elementel Analiz: Hesaplanan
C, 75,84; H, 6,36; N, 4,02. Bulunan C, 76,52; H, 6,88; N, 4,71.

IS-5 bilesiginin FT-IR Spektrumu Sekil 4.18°de goriilmektedir. 3300-3400 cm™
civarindaki pikler gossypol iskeletindeki O-H gruplarinin varligin1 gostermektedir.
Ozellikle 3484 cm™’deki pik literatiir ile uyumludur (Matamoros ve ark., 2019). 3000 cm
1 ve 2900 cm? civarindaki ¢ok sayida pik, sirasiyla aromatik ve alifatik C-H
gerilmelerinden kaynaklanmaktadir. Ayrica imin azotu ile molekiil i¢i hidrojen bagi

yapan O-H grubuna ait O-H----N gerilmesinin de 2937 cm™*de gézlendigi bildirilmistir.
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Spektrumda ayrica 1603 ve 1585 cm™’de iistiiste binmis vC=N and vC=C titresimleri de

imin yapisint dnermektedir (Matamoros ve ark., 2019).

96
94
92
90
88
86
84
82
80

%T
78

74
72
70
68

66

64

62

60,8

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 4000
em-1

Sekil 4.18. 1S-5 Bilesiginin FT-IR Spektrumu (ATR)

Sekil 4.19°da gossypol bilesiginin (a) ve IS-5 bilesiginin CHCls igerisindeki 107
M’lik ¢ozeltileri ile kaydedilmis UV-Vis spektrumlart goriilmektedir. Gossypol
bilesiginin UV-Vis spektrumunda 245, 290 ve 360 nm’de goézlenen maksimum
absorbanslar literatiirle uyumludur ve n-n* ile n-n* gecislerinden kaynaklanmaktadir
(Marciniak ve ark., 1990). IS-5 bilesiginin CHCls igerisinde kaydedilen UV-Vis
spektrumu hem gossypol bilesiginin spektrumundan oldukga farklidir, hem de 440 ve 470
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nm civarinda ortaya ¢ikan ve n-m* gegislerinden kaynaklanan yeni bantlar imin bagi

olusumunu kanitlar niteliktedir.

Sekil 4.19. (a) Gossypol bilesiginin CHCl3s igerisinde alinmig UV-Vis spektrumu (b)IS-
5 bilesiginin CHClz igerisinde alinmig UV-Vis spektrumu

IS-5 bilesiginin CDCls igerisinde alinan *H NMR spektrumunda her bir pikin bagil
alan orani, o piki veren proton sayisiyla orantilidir (Sekil 4.20). Alan oranlari di-imin
yapisini agik bir sekilde dogrulamaktadir. 1.55-1.59 ppm’de goriilen {ist iiste binmis iki
dublet, gossypol yapisindaki izopropil grubuna ait metil protonlarmna aittir. 2.18 ppm ve
2.34 ppm’de goriilen her biri 6H alan oranina sahip olan singletler ise sirasiyla gossypol
iskeletindeki Ar—-CHz ve p-toluidin iskeletindeki Ar—CHs protonlarinin varligini isaret
etmektedir. Gossypol bilesigindeki 1, 6 ve 7 numarali —OH protonlari sirasiyla 5.82, 7.65
ve 15.00 ppm civarinda birer sinyal vermistir. 7 numarali —OH protonlarina ait sinyal
imin azotuyla yaptig1 hidrojen bagi nedeniyle diisiik alana kaymustir. 3.76 ppm’deki
kiiglik yedili sinyal, izopropil grubundaki metin protonlarina aittir. (-)-Gossypol
bilesiginin 'H NMR spektrumunda 11.09 ppm’de gozlenen aldehit protonu bu
spektrumda kaybolmus, bunun yerine 10.15 ve 10.19 ppm’de {ist iiste binmis iki singlet
gdzlenmistir. Bu sinyaller -CH=N- protonlarinin varligin1 kanitlamaktadir.

IS-5 bilesiginin CDCl; igerisinde alinan *C NMR spektrumu da (Sekil 4.21), H
NMR spektrumunu destekler niteliktedir. 20 ppm civarinda goriinen ¢ok sayida pik,
molekiildeki aromatik —CHs karbonlarinin (gossypol ve p-toluidin halkalarindaki)
varligint gosterirken, 27,55 ppm’de gdzlenen sinyal gossypol iskeletindeki izopropil

metin karbonlarina aittir.
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Sekil 4.20. 1S-5 Bilesiginin 'H NMR Spektrumu (CDCls)
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Sekil 4.21. 1S-5 Bilesiginin 3C NMR Spektrumu (CDCls)
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Spektrumda 104,85 ve 136,96 ppm araligindaki sinyaller aromatik karbonlara aittir.
147,01, 149,35 ve 154,18 ppm’de gozlenen li¢ sinyal ise, gossypol halkasindaki fenolik
—OH gruplarini tasityan aromatik karbonlarin varligini isaret etmektedir. 173,88 ppm’deki

imin (CH=N) karbonuna ait pik, Schiff baz1 olusumunu destekleyen 6nemli kanitlardan
biridir.

4.3.2. (-)-Gossypol o-anisidin Schiff Bazinin Yapisinin Aydinlatilmasi, 1S-7

Elementel analiz ve spektroskopik analiz sonuglar1 1S-7 bilesiginin yapisinin Sekil

4.22’deki gibi oldugunu gostermektedir. Kahverengi kati, 0.086 g (Verim: % 61,4),
E.N.=219-221°C. [«] ";35 =-2350° (c 0.00012, CHCIs). Elementel Analiz: Hesaplanan C,
72.51; H, 6,09; N, 3.84. Bulunan C, 71.94; H, 5.88; N, 3.97.

Sekil 4.22. 1S-7 Bilesiginin Kimyasal Yapisi

IS-7 bilesiginin FT-IR spektrumu da (Sekil 4.23) 1S-5’inkine benzemektedir.
Literatlirde belirtildigine gore, yliksek dalga boylarindaki keskin pikler hidrojen bagi
yapmayan —OH gruplarinin (1 ve 1' -OH gruplart gibi) gerilme titresimlerinden
kaynaklanmaktadir. Bu spektrumda bu tiir pikler 3477 ve 3265 cm-1’de gozlenmistir.
Molekiiller arasi ve molekiil i¢i hidrojen bagi yapan 6 ve 6' konumlarindaki —OH
gruplarina ait pikler ise daha diistik dalgaboylarinda daha genis pikler vermektedir.
Ozellikle Schiff baz1 yapisindaki N atomu ile molekiil i¢i hidrojen bag1 yapabilen 7 ve 7'
konumlarindaki ~OH gruplar1 da 3000 cm™’in altindaki degerlerde pik vermektedir.
Spektrumda 1612 ve 1592 cm-1’de goézlenen pikler vC=N and vC=C titresimlerinden
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kaynaklanmaktadir (Przybylski ve ark., 2008). Gossypol bilesiginin FT-IR spektrumunda
1570 cm™? civarindaki pikin kaybolmasi ve buradaki spektrumda 1505 cm™ civarinda

ortaya ¢ikan yeni pikler Schiff bazi olusumunu destekler niteliktedir (Przybylski ve ark.,
2008).
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Sekil 4.23. 1S-7 Bilesiginin FT-IR Spektrumu (ATR)

Sekil 4.24’te gossypol bilesiginin (a) ve IS-7 bilesiginin CHCl; igerisindeki 107
M’lik ¢ozeltileri ile kaydedilmis UV-Vis spektrumlart goriilmektedir. Daha once de
belirtildigi tizere, gossypol bilesiginin UV-Vis spektrumunda 245, 290 ve 360 nm’de
gozlenen maksimum absorbanslar literatiirle uyumludur ve -n* ile n-n* gecislerinden
kaynaklanmaktadir (Marciniak ve ark., 1990). IS-7 bilesiginin CHClz igerisinde
kaydedilen UV-Vis spektrumunda ortaya ¢ikan 450 ve 475 nm civarinda ortaya ¢ikan ve
n-n* gecislerinden kaynaklanan yeni bantlar imin bagi olusumunu kanitlar niteliktedir.

IS-7 bilesiginin CDCls igerisinde alman *H NMR spektrumunda (Hata! Basvuru
kaynag@1 bulunamadi.) her bir pikin bagil alan orani, o piki veren proton sayisiyla
orantilidir. Alan oranlar1 di-imin yapisint agik bir sekilde dogrulamaktadir. 1.55-1.59
ppm’de goriilen iist iiste binmis iki dublet, gossypol yapisindaki izopropil grubuna ait
metil protonlarna aittir. 2.18 ppm’de goriilen ve 6H alan oranina sahip olan singlet

gossypol iskeletindeki Ar—CHs protonlarinin varhigini isaret etmektedir. Gossypol
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bilesigindeki 1, 6 ve 7 numarali —OH protonlar1 sirasiyla 5.86, 7.65 ve 14.74 ppm
civarinda birer sinyal vermistir. 7 numarali —OH protonlarina ait sinyal imin azotuyla
yaptig1 hidrojen bagi nedeniyle diisiik alana kaymastir. 3.75 ppm’deki kii¢iik yedili sinyal,
izopropil grubundaki metin protonlarma aittir. (-)-Gossypol bilesiginin 'H NMR
spektrumunda 11.09 ppm’de gbzlenen aldehit protonu bu spektrumda kaybolmus, bunun
yerine 10.15 ve 10.19 ppm’de st iiste binmis iki singlet gozlenmistir. Bu sinyaller —
CH=N- protonlarmm varhgini kanitlamaktadir. Ayrica bu bilesigin *H-NMR
spektrumunda, I1S-5 bilesiginden farkli olarak 4.03 ppm’de, anisidin halkasindaki metoksi

protonlart alan oran1 6H olan bir singet vermislerdir.

Sekil 4.24. (a) Gossypol bilesiginin CHCls igerisinde alinmis UV-Vis spektrumu (b) 1S-
7 bilesiginin CHClz igerisinde alinmis UV-Vis spektrumu
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Sekil 4.25. 1S-7 Bilesiginin *H NMR Spektrumu (CDCls)

IS-7 bilesiginin CDCl; igerisinde alinan **C NMR spektrumu da (Sekil 4.26), *H
NMR spektrumunu destekler niteliktedir. 20 ppm civarinda goriinen ¢ok sayida pik,
molekiildeki aromatik —CHzs karbonlarinin (gossypol iskeletindeki) varligini gosterirken,
27,54 ppm’de gdzlenen sinyal gossypol iskeletindeki izopropil metin karbonlarina aittir.
IS-7 bilesiginin *C NMR spektrumunda 1S-5 bilesiginden farkli olarak 56.18 ppm’de
goriilen siyal, anisidin halkalarindaki —OCHz karbonuna aittir. Spektrumda 105,43 ve
132,67 ppm araligindaki sinyaller aromatik karbonlara aittir. Yine 1S-5 bilesiginden farkli
olarak burada 147,17, 149,42, 149,76 ve 152,39 ppm’de gozlenen dort adet pik, gossypol
halkasindaki fenolik —OH gruplarini tagiyan ve anisidin halkalarindaki —-OCH3s gruplarini
tagtyan aromatik karbonlarin varligini isaret etmektedir. Burada da, 174,28 ppm’deki

imin (CH=N) karbonuna ait pik, Schiff bazi olusumunu destekleyen énemli kanitlardan
biridir.
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Sekil 4.26. I1S-7 Bilesiginin 3C NMR Spektrumu (CDCls)
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4.3.3. (-)-Gossypol 2-aminobenzil alkol Schiff Bazinin Yapisinin Aydinlatilmasi,
1S-10

Elementel analiz ve spektroskopik analiz sonuglar1 1S-10 bilesiginin yapisinin Sekil

4.27°deki gibi oldugunu gostermektedir. Kahverengi kati, 0.097 g (Verim: %69), E.N.=
243-245°C. [a]ZDS: -2122° (¢ 0.00021, CHCIs). Elementel Analiz: Hesaplanan C,
72.51; H, 6,09; N, 3.84. Bulunan C, 72.03; H, 5.92; N, 3.69.

Sekil 4.27. 1S-10 Bilesiginin Kimyasal Yapisi

IS-10 bilesiginin FT-IR spektrumu da (Sekil 4.28) 1S-5 ve 1S-7’ninkine
benzemektedir. Bu spektrumda da 3485 ve 3318 cm-1’de hidrojen bagi yapmayan —OH
gruplarinin (1 ve 1' -OH gruplar1 gibi) gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir
Molekiiller aras1 ve molekiil i¢i hidrojen bagi yapan 6 ve 6' konumlarindaki —OH
gruplarina ait pikler ise daha diisliik dalgaboylarinda daha genis pikler vermektedir.
Spektrumda 1618 ve 1594 cm-1’de goézlenen pikler vC=N and vC=C titresimlerinden
kaynaklanmaktadir (Przybylski ve ark., 2008). Gossypol bilesiginin FT-IR spektrumunda
1570 cm™ civarindaki pikin kaybolmasi ve buradaki spektrumda 1516 cm™ civarinda
ortaya c¢ikan yeni pikler Schiff bazi olusumunu destekler niteliktedir (Przybylski ve ark.,
2008).

Sekil 4.29’da gossypol bilesiginin (a) ve IS-10 bilesiginin CHCl; icerisindeki 107
M’lik ¢ozeltileri ile kaydedilmis UV-Vis spektrumlari goriilmektedir. IS-7 ve 1S-10’un
UV-Vis spektrumlarina benzer sekilde IS-10 bilesiginin de UV-Vis spektrumu
Gossypolden oldukea farkli olup, 400 nm’den sonra ortaya ¢ikan ve n-n* gecislerinden

kaynaklanan yeni bantlar imin bagi olusumunu kanitlar niteliktedir.
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Sekil 4.28. 1S-10 Bilesiginin FT-IR Spektrumu (ATR)

400,0

Sekil 4.29. (a) Gossypol bilesiginin CHCIz igerisinde alinmis UV-Vis spektrumu (b) 1S-

10 bilesiginin CHClz igerisinde alinmis UV-Vis spektrumu

IS-10 bilesiginin CDCl; igerisinde alman *H NMR spektrumunda (Sekil 4.30) her

bir pikin bagil alan orani, o piki veren proton sayisiyla orantilidir ve spektrum yapiy1

dogrulamaktadir. 1.57 ppm’de goriilen iist liste binmis iki dublet, gossypol yapisindaki

izopropil grubuna ait metil protonlarina aittir ve alan orani nedeniyle 12 adet hidrojeni

temsil etmektedir. 2.18 ppm’de goriilen ve 6H alan oranina sahip olan singlet gossypol

iskeletindeki Ar—CHz protonlarinin varligini isaret etmektedir. Gossypol bilesigindeki 1,

6 ve 7 numarali —OH protonlar sirasiyla 5.82, 7.65 ve 14.97 ppm civarinda birer sinyal
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vermistir. 7 numarali —OH protonlarina ait sinyal burada da imin azotuyla yaptig1 hidrojen
bagi nedeniyle diisiik alana kaymustir. 3.76 ppm’deki kiigiik yedili sinyal, izopropil
grubundaki metin protonlarina aittir. (-)-Gossypol bilesiginin *H NMR spektrumunda
11.09 ppm’de gozlenen aldehit protonu bu spektrumda kaybolmus, bunun yerine 10.16
ve 10.18 ppm’de iist iiste binmis iki singlet gozlenmistir. Bu sinyaller —CH=N-
protonlarmin varligini kanitlamaktadir. Ayrica bu bilesigin *H-NMR spektrumunda, 4.91
ppm’deki sinyal -CH2-OH grubundaki metilen hidrojenlerine, 2.65 ppm’deki sinyal ise -
CH2-OH grubundaki —OH protonlarina aittir. 7.12-7.41 ppm araligindaki multipletler ise

gossypol yapisina yeni katilan aromatik halkalardaki protonlarin varligini isaret

etmektedir.
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Sekil 4.30. 1S-10 Bilesiginin *H NMR Spektrumu (CDCls)

13C NMR spektrumu da (Sekil 4.31) hem *H NMR spektrumunu hem de 1S-10
bilesiginin yapisin1 desteklemektedir. Genel olarak 1S-10 bilesiginin *C NMR
spektrumu, 1S-5 ve IS-7’ninkilere benzemekle birlikte burada —CH>OH grubu
karbonunda kaynakli olarak 62.94 ppm’de yeni bir sinyal gozlenmektedir. Yine burada
da 174.28 ppm’de imin karbonu, 105.73-154.46 ppm araliginda da aromatik karbonlara

42



ait pikler goriilmektedir. 154.46, 149.36 ve 147.10 ppm’deki sinyaller, gossypol
iskeletindeki —OH grubu tasiyan karbonlara aittir.
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Sekil 4.31. 1S-10 Bilesiginin *C NMR Spektrumu (CDCls)

4.4. Antioksidan Aktivite Tayini Sonuclar:

Caligma kapsaminda sentezlemis oldugumuz (-)-gossypol Schiff bazi tiirevi
bilesiklerin ve ayrica (-)-gossypol bilesiginin antioksidan aktiviteleri DPPH radikal
siipiirme yontemi ile tespit edildi. Bu amagla antioksidan aktivitesi degerlendirilececk
olan her maddenin bes farkli konsantrasyonu i¢in ve ayrica ayni sartlar altinda kor
¢Ozeltinin 517 nm’deki maksimum absorbansi 6l¢iildii ve her islem ticer kez tekrarlandi.
Elde edilen degerler formiilde yerine konarak, her bilesigin farkli konsantrasyonlar i¢in
% stiptirme aktiviteleri hesaplandi. Bu degerler Cizelge 4.1’de verilmistir.

Ardindan elde edilen % inhibisyon degerleri konsantrasyona kars1 grafige (Sekil
4.32) gecirilerek her bir bilesik i¢in ICsg degerleri hesaplandi. ICso degeri, baslangigtaki
DPPH konsantrasyonunun %50’sinin  indirgenmesi i¢in gerekli antioksidan

konsantrasyonu anlamina gelmektedir (Seyhan, 2019).
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Cizelge 4.1. DPPH Radikal Siipiirme Yontemi ile Elde Edilen % Inhibisyon Degerleri

Bilesigin ismi/ 3,2 ug/ml 6,4 ug/ml 9,6 ug/ml 12,8 ug/ml 16,0 png/ml
Konsantrasyonu
(-)-Gossypol 47,78 +0,8 62,75+ 1,2 74,74+x1,2 79,18 +1,3 83,22 +0,8
IS-5 51,36 1,3  67,88+1,3 76,97+0,9 79,66 £1,2 82,90 £1,2
IS-7 51,69+1,6 68,7015 77,07+0,9 82,46+15 84,08+14
IS-10 4497 1,7 6191+1,8 6944+14 74,13+15 76,66 +1,4
90
80 —3 -
70 /
E 60 '
2
< 50 —o—(-)-GSP
)]
,§ 40 1S-5
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@ 30
X 1S-10
20
10
0
0 5 10 15 20
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Sekil 4.32. DPPH Radikal % Siipiirme Degerlerinin Antioksidan Konsantrasyonuna

Kars1 Grafigi

ICs0 degerleri, (-)-Gossypol i¢in 4.60 pg/ml, IS-5 igin 2.68 ug/ml, 1S-7 igin 2.84

pug/ml ve 1S-10 i¢in ise 3.04 pg/ml olarak hesaplandi. Gossypol bilesiginin iyi bir

antioksidan ve serbest radikallerle kolayca reaksiyona girebilecek polifenolik bir bilesik

oldugu uzun zamandir bilinmektedir (Laughton ve ark., 1989). Buradaki 1Cso degerlerini

karsilastirdigimizda, DPPH radikal siipiirme aktivitesi bakimidan (-)-gossypol Schiff

bazi tiirevlerinin, (-)-gossypol bilesigine gore daha iyi bir aktivite gosterdigini sdylemek

mimkiindiir. Literatiirde de belirtildigi lizere, DPPH radikali, fenol veya imin

gruplarindaki mobil hidrojenleri alarak kararli DPPH-H formuna doniismektedir

(llkevych ve ark., 2012). Bu da, hem imin hem de fenolik mobil hidrojenlere sahip Schiff
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bazi bilesiklerinin (-)-gossypol bilesiginin kendisine gore neden daha iyi bir radikal

stiptiriicli oldugunu agiklamaktadir.

4.5. Molekiiler Kenetleme Sonuclari

Kanser, glinlimiizde diinya ¢apinda en énemli saglik problemlerinden biri olarak
kabul edilmekte ve kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en yaygin 6liim nedeni olarak
yerini almaktadir. Kanser tedavisinde son yillarda dikkate deger pek ¢ok gelisme
olmasina ragmen, her gegen giin hastalik orani ve 6liim sayilarinin artmasi, aragtirmacilari
yeni antikanser blesikler bulmaya yonlendirmektedir. Ayrica, kanser kemoterapisindeki
coklu ilag direnci bu alandaki en 6nemli zorluklardan biridir. Bunun iistesinden gelmek
icin gelistirilen bir yontem olarak kombinasyon kemoterapisi, kanser hiicrelerinde birden
fazla hedefi vurmay1 amaglayan bir yaklasimdir. Kanser tedavisinin giiglii 6gelerinden
biri olarak multikinaz inhibitorlerinin ortaya c¢ikisi, ¢oklu ilag direncinin iistesinden
gelmek i¢in kullanilabilecek yeni bir strateji olarak gosterilmektedir (Abdelazeem ve ark.,
2021).

Kinaz enzimleri, yiiksek enerjili, fosfat verici molekiillerden belirli substratlara
fosfat gruplarinin transferini katalize ederler. Bu isleme fosforilasyon adi verilir. Yiiksek
enerjili ATP (adenozin trifosfat) molekiilii fosfat grubunu substrat molekiiliine verir. Bu
transesterifikasyon islemi, fosforile edilmis bir substrat ve adenozin di fosfat (ADP)
molekiiliniin olusumuna yol agar. Eger fosforlanmig substrat fosfat grubunu ADP
molekiiliine verir ve onun ATP’ye doniisiimiine yol acarsa bu isleme de defosforilasyon
adi verilir. O halde kinaz enzimleri, fosfotransferazlar olarak ta bilinen biiytik bir enzim
ailesinin 6nemli bir parcasidir. Bir molekiiliin fosforilasyonu o molekiil ister bir protein
ister bir lipit veya karbohidrat olsun, molekiiliin aktivitesini, reaktivitesini ve diger
molekiillere baglanma yetenegini etkiler. Bu nedenle kinaz enzimleri metabolizma, hiicre
sinyalizasyonu, protein kontrolii, hiicresel transport ve salinim islemleri gibi pek cok
hiicresel islemde Onemli rol oynarlar. Kinaz enzimlerindeki mutasyonlar ise bazi
fonksiyonlarin kaybolmasina ve baz1 fonksiyonlarin artmasina neden olabilir ve bunun
sonucunda da gesitli kanser tiirleri ortaya ¢ikabilir (Torkamani ve ark., 2009).

Biz de ¢alismamizin in silico antikanser aktivite tayini boliimiinde hedef olarak bazi
kinaz proteinlerini secgtik. Bunu segerken de gossypol bilesigi ile daha 6nce yapilmis olan

antikanser ¢aligmalarini taradik. Liang ve ark., 1995, yaptiklar1 ¢calismada (-)-gossypol
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Schiff bazi tlirevlerinin MCF-7 olarak bilinen meme kanseri hiicre hattinda umut verici
sonuglar gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica bunun yanisira gossypol tiirevlerinin MCF-
7 kanser hiicre hatti izerinde etkisi oldugunu gosteren ¢ok sayida calisma bulunmaktadir
(Liu ve ark., 2022). Yine (-)-Gossypol bilesiginin bas ve boyun tiimérlerinde de hem
biiylimeyi inhibe ederek hem de apoptozisi uyararak tedavi edici bir potansiyele sahip
oldugu bildirilmistir (Wolter ve ark., 2006). Biz de bu bilgiler 1s1g¢inda meme ve bas ve
boyun kanserinde 6nemli bir rolii oldugu bilinen EGRF (epidermal growth factor receptor
tirozin kinaz) (Miller ve ark., 1994; Rehmani ve Issaeva 2020), ayrica yine meme
kanserinde onemli rol oynayan (Chakraborty ve ark., 2006) Lenfosit spesifik protein

tirozin kinaz (LCK) proteinlerini, kenetleme islemleri i¢in hedef proteinler olarak sectik.

4.5.1. EGREF ile Yapilan Kenetleme Calismasi

Calismanin bu boliimiinde Protein Data Bank sitesinde 1M17 kodu ile gosterilmis
olan Epidermal Biiyiime Faktorii (EGRF) Tirozin Kinaz enzimi kullanildi. Enzim, kendi
dogal inhibitorii Erlotinib ([6,7 bis(2-metoksi-etoksi)kinazolin-4-il]-(3-etinilfenil)amin]
bilesigi ile birlikte kristallendirilip yapisi aydinlatilmistir (Stamos ve ark., 2002).
Sentezlemis oldugumuz bilesiklerin kenetleme islemine baglamadan 6nce yontemimizin
validasyonu i¢in hedef proteini, inhibitor Erlotinib ile yeniden kenetleme islemine tabii
tuttuk. Validasyon islemi i¢in Erlotinib molekiilii Chem Draw Ultra 12.0 ile gizildikten
sonra, Avogadro 1.2.0 yazilimi ile U¢ boyutlu hale doniistiiriildi ve geometri
optimizasyonu yapildi. Autodock Vina 1.2.0 yazilimi ile 1M 17 ile Erlotinib molekiiliiniin
yeniden kenetleme islemi gerceklestirildikten sonra, deneysel olarak elde edilmis olan
sonugla karsilastirildi (Sekil 4.33). Sonuglar Maestro 13.0 yaziliminda istliste ¢akistirildi
ve RMS (Root mean square, karekok ortalama) degeri 1.0557 olarak bulundu. RMS
degerinin 1.0’a yakin bir deger olmas1 yontemimizin giivenilirligini ortaya koymaktadir

(Castro-Alvarez ve ark., 2017).
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Sekil 4.33. 1M17 i¢in Molekiiler Kenetleme Isleminin Validasyonu. Mor = 1M17 ile
birlikte kristallendirilmis olan Erlotinib molekiilii. Yesil = Tarafimizca enzime
kenetleme islemi yardimiyla baglanan Erlotinib molekiili.

Validasyon isleminin ardindan (-)-Gossypol ve sentezlemis oldugumuz yeni
bilesiklerin de Epidermal Biiyiime Faktori (EGRF) Tirozin Kinaz ile olan
kenetlenmelerini, baglanma enerji degerlerini (Cizelge 4.2) ve baglanma modlarimi dogal
inhibitdr Erlotinib ile karsilastirarak inceledik. Ligandlarin 1M17 hedef proteini ile
etkilesmelerine ait baglanma enerji degerleri incelendiginde, hem (-)-Gossypol hem de
sentezlemis oldugumuz Schiff bazlariin proteine olan baglanma ilgilerinin, Erlotinib

molekiiliine gore daha iyi olduklar1 géze ¢arpmaktadir.

Cizelge 4.2. 1IM17 Hedef Proteini ile Kenetlenmis Ligandlarin Autodock Vina ile
Hesaplanan Baglanma Enerjileri

Ligandin ismi Baglanma enerjisi (kcal/mol)
Erlotinib -7.5
(-)-Gossypol -8.4
IS-5 -8.4
IS-7 -9.7
IS-10 -10.2
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Erlotinib molekiiliiniin 1M17 hedef proteini ile olan baglanma modu literatiirde
incelendigi zaman, Erlotinib molekiiliinlin, proteinin aktif bolgesindeki MET769,
GLN767, THR766, THR830, LYS721 ve ASP831 aminoasitleriyle etkilestigi
bildirilmigtir (Park ve ark., 2012).

Interactions

[ Pi-Anion [ Pi-PiT-shaped
I pi-sigma [ Pralkyl

Sekil 4.34. (-)-Gossypol Bilesiginin 1M17 proteini ile etkilesiminin 3 boyutlu ve 2
boyutlu gosterimi

PHE
A:699
@ -
A:831 |
; 1
VAL I
A:702 \
N ]
SN LN
L .
\l v ¢ \‘\‘T
P AN 3 :/'l:/ “\\» - T
| .
0 N o~ N
E. ] 4
LEU \
A:820 N N
CcYS
A:773
Interactior
[0 PirAnion [ Pi-Pi Stacked
[] Pi-Donor Hydragen Bond [ Pi-Pi T-shaped
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Sekil 4.35. IS-5 Bilesiginin 1M 17 proteini ile etkilesiminin 3 boyutlu ve 2 boyutlu
gosterimi
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Interactions

[ carbon Hydragen 8ond [ pi-sulfur

[ pi-cation [ pi-ri stacked
[ Pi-Anion [ PiAlkyl
I Fi-sigma

Sekil 4.36. I1S-7 Bilesiginin 1M 17 proteini ile etkilesiminin 3 boyutlu ve 2 boyutlu
gosterimi

Interactions

[ conventional Hydrogen Bond [ FiRis
[ Pi-anion [ Pialky
T - Fi-Sigma

Sekil 4.37. 1S-10 Bilesiginin 1M17 proteini ile etkilesiminin 3 boyutlu ve 2 boyutlu
gosterimi

(-)-Gossypol ve sentezledigimiz Schiff bazlarinin Autodock Vina yazilimi ile elde

edilmis baglanma modlari ise (

Sekil 4.34,
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Sekil 4.35, Sekil 4.36 ve Sekil 4.37), tiim bilesiklerin tipki Erlotinib gibi ASP831
amino asiti ile etkilestigini gostermektedir. Ancak IS-7 ve 1S-10 bilesiklerinin baglanma
modlarinda ASP831 aminoasitinin yamisira LYS721 ile de etkilestikleri dikkati
cekmektedir. Ayrica baglanma enerji degeri en diisiik olan IS-10 bilesiginin bu iki
aminoasit ile hidrojen bagi yapmis olmasi, IS-10 molekiiliiniin bu enzimin inhibitorii

olarak bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

45.2. LCK ile Yapilan Kenetleme islemi

Calismanin bu boliimiinde Protein Data Bank sitesinde 3KMM kodu ile gosterilmis
olan Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase enzimi kullanildi. Enzim, kendi
inhibitorii olan molekiil, 3-(2,6-diklorofenil)-7-({4-[2-(dietilamino)etoksi]fenil }amino)-
1-metil-3,4-dihidropirimido[4,5-d]pirimidin-2(1H)-on bilesigi ile birlikte kristallendirilip
yapist aydinlatilmigtir. Sentezlemis oldugumuz bilesiklerin  kenetleme iglemine
baslamadan Once yontemimizin validasyonu i¢in hedef proteini, inhibitor ile yeniden
kenetleme islemine tabii tuttuk. Validasyon islemi i¢in inhibitdr molekiili Chem Draw
Ultra 12.0 ile ¢izildikten sonra, Avogadro 1.2.0 yazilimi ile ti¢ boyutlu hale doniistiiriildii
ve geometri optimizasyonu yapildi. Autodock Vina 1.2.0 yazilimi ile 3KMM ile
inhibitoriin yeniden kenetleme islemi gergeklestirildikten sonra, deneysel olarak elde
edilmis olan sonugla karsilastirildi. Sonuglar Maestro 13.0 yaziliminda iistiiste ¢akistirildi
ve RMS (Root mean square, karekok ortalama) degeri 0.6667 olarak bulundu. RMS
degerinin 1.0’den oldukc¢a diisiik bir deger olmasi yontemimizin gilivenilirligini ortaya
koymaktadir (Castro-Alvarez ve ark., 2017).

Validasyon isleminin ardindan (-)-Gossypol ve sentezlemis oldugumuz yeni
bilesiklerin de Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase (LCK) ile olan
kenetlenmelerini, baglanma enerji degerlerini (Cizelge 4.3) ve baglanma modlarin1 dogal
inhibitér molekiilii ile karsilagtirarak inceledik. Ligandlarin 3KMM hedef proteini ile
etkilesmelerine ait baglanma enerji degerleri incelendiginde, (-)-Gossypol bilesiginin
kendisinin degil ama Schiff bazi tiirevlerinin inhibitore gore daha iyi olduklar1 goze

carpmaktadir.
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Sekil 4.38. 3KMM icin Molekiiler Kenetleme Isleminin Validasyonu. Yesil = 3KMM
ile birlikte kristallendirilmis olan inhibitér molekiilii. Mor = Tarafimizca enzime
kenetleme islemi yardimiyla baglanan inhibitdr molekiilii.

Cizelge 4.3. 3KMM Hedef Proteini ile Kenetlenmis Ligandlarin Autodock Vina ile

Hesaplanan Baglanma Enerjileri

Ligandin ismi

Baglanma enerjisi (kcal/mol)

Inhibitor -8.7
(-)-Gossypol -1.7
IS-5 -9.9
IS-7 -9.3
IS-10 -8.9

Sirasiyla

Sekil 4.39,

Sekil 4.40,

Sekil 4.41 ve

Sekil 4.42°de, (-)-Gossypol, 1S-5, IS-7 ve I1S-10 bilesiklerinin 3KMM kodlu LCK

enzimine baglanma modlar1 goriilmektedir. Literatiirde, Staurosporine isimli inhibitorle

LCK enziminin olusturdugu kompleksin yapisi incelendiginde, inhibitdr molekiille

enzime ait GLU317 ve MET319 aminoasitleri arasinda hidrojen bagi oldugu bildirilmistir

(Zhu ve ark., 1999). Nitekim bizim sentezlemis oldugumuz ligandlarin 3KMM ile
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etkilesimlerine baktigimizda, en iyi baglanma enerjisi degerine sahip IS-5 molekiiliiniin
de GLU317 ve MET319 aminoasitleri ile hidrojen bagi yaptiklar1 goriillmektedir. Bu
bilgiler 1s181nda IS-5 bilesiginin Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase enzimiyle

etkilesebilecek bir inhibitor potansiyeline sahip oldugu sonucuna varabiliriz.

ASP
A:326
ALA
A:27
LEU
A:371
Interactions
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Sigma
[ Fi-Anion [ Pialkyl

Sekil 4.39. (-)-Gossypol Bilesiginin 3KMM proteini ile etkilesiminin 3 boyutlu ve 2
boyutlu gosterimi

A:285
Interactions
- Conventional Hydrogen Bond D Alkyl
[ Fi-cation [] Fi-alkyl

[ Fi-sigma
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Sekil 4.40. 1S-5 Bilesiginin 3KMM proteini ile etkilesiminin 3 boyutlu ve 2 boyutlu

gosterimi
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Sekil 4.41. 1S-7 Bilesiginin 3KMM proteini ile etkilesiminin 3 boyutlu ve 2 boyutlu
gosterimi

Interactions
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Sigma
I:I Carbon Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl

Sekil 4.42. 1S-10 Bilesiginin 3KMM proteini ile etkilesiminin 3 boyutlu ve 2 boyutlu
gosterimi
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5. SONUC ve ONERILER

Oncelikle bu c¢alismada, cok sayida farkli biyolojik aktiviteye sahip oldugu
literatiirden bilinen gossypol bilesigini rasemik formda, pamuk tohumlarindan, literatiirde
var olan izolasyon metotlarindan yararlanarak gelistirdigimiz bir yontemle, yiisek saflikta
izole etmeyi basardik. Izole etmis oldugumuz rasemik gossypol bilesiginin yapisini
spektroskopik yontemler ve HPLC analizi ile, ayrica SIGMA-ALDRICH firmasindan
satin almis oldugumuz referans rasemik gossypol bilesigi ile karsilastirarak dogruladik.

Ardindan rasemik gossypol bilesigini, yine literatiirdeki yoOntemlerden
yararlanarak, diastereomerik rezoliisyon teknigi yardimiyilla enantiyomerlerine
saflastirdik. Zhang ve ark., 2009, biyolojik aktivite agisindan (-)-gossypol bilesiginin (+)-
gossypole gore daha iistiin oldugunu bildirmistir. Biz de ¢calismamizda sentezledigimiz
bilesiklerin antioksidan ve antikanser aktivitelerini arastirmayi planladigimiz igin,
caligmanin geri kalanina (-)-gossypol ile devam ettik. Aslinda ¢alisma kapsaminda (+)-
gossypol bilesigini saflastirmis olsak ta, o bilesik baska bir ¢aligmada kullanilacagi igin,
bu tez kapsaminda verilmemistir. Saflagtirmis oldugumuz (-)-gossypol bilesiginin yapisi,
polarimetre analizi, spektroskopik analizler ve HPLC analizi yardimiyla dogrulandu.

Calismamizin ana hedefi olan (-)-gossypol tiirevi yeni Schiff bazlarinin sentezi de
basariyla gerceklestirildi. Bu kapsamda, (-)-gossypol bilesigi sirasiyla o-toluidin, p-
anisidine ve 2-aminobenzil alkol bilesikleriyle reaksiyona sokularak yeni Schiff bazi
yapilar1 1S-5, 1S-7 ve IS-10 sentezlendi. Sentezlenen bilesikler, elementel analiz ve
spektroskopik tenknikler yardimiyla karakterize edildi.

Calismamizin biyolojik aktivite ayaginin bir pargasi olarak, sentezlemis oldugumuz
bilesiklerin antioksidan aktivitelerini DPPH serbest radikal siipiirme yontemi yardimiyla
arastirdik. Yapilan olgimler ve hesaplamalar sonucu, (-)-Gossypol, IS-5, 1S-7 ve 1S-10
bilesikleri i¢in ICso degerleri sirasiyla, 4.60 pg/ml, 2.68 pg/ml, 2.84 pg/ml ve 3.04 ng/ml
olarak bulundu. ICso degeri baslangigtaki DPPH serbest radikal konsantrasyonunun
yarisini indirgemek i¢in gerekli antioksidan miktaridir. ICso degerlerine bakildiginda hem
(-)-gossypol hem de Schiff bazi tiirevlerinin olduk¢a etkin birer radikal siipiiriicii
oldugunu sdyleyebiliriz. Ayrica Schiff bazlari, (-)-gossypol bilesigine gore daha yiiksek
bir antioksidan aktivite gostermistir.

Calismamizda son olarak, (-)-gossypol ve onun Schiff bazi tiirevleri olan IS-5, 1S-

7 ve 1S-10 bilesiklerinin antikanser aktivitelerini molekiiler kenetleme yontemi ile
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arastrirdik. Son yillarda kanser, Alzheimer ve otoimmiin hastaliklar gibi hastaliklarin
tedavisinde ¢oklu hedef inhibitdrlerinin kullanimindan ve bu inhibitérlerin sinerjisinden
faydalanilarak daha gii¢lii tedavi yontemleri gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. Ozellikle
kanser tedavisinde, birden fazla kinaz enzimini hedef alan ilag tasarimlariyla karsimiza
¢ikan multikinaz inhibitorleri ¢cok fazla arastirilmaktadir ve klinikte de kullanimlari
mevcuttur. Biz de bu bilgiler 1s181ndan sentezlemis oldugumuz bilesiklerin iki farkli kinaz
enzimi EGRF (Epidermal Biiyiime Faktorii) and LCK (Lenfosit spesifik kinase)
enzimlerine baglanma ilgilerini arastirdik. Elde etmis oldugumuz molekiiler kenetleme
sonuglari, hem (-)-gossypol bilesiginin hem de Schiff bazi tiirevlerinin bu enzimlere olan
ilgilerinin, enzimlerin literatiirdeki inhibitorlerine gore daha iyi oldugunu ortaya koydu.
Ayrica IS-5, IS-7 ve 1S-10 bilesiklerinin enzimlere olan baglanma enerjileri
hesaplandiginda, (-)-gossypolden daha iyi sonuglar elde edildi.

Sonu¢ olarak calismamiz kapsaminda, hakemli dergilerde bir makeleye
dondstiirtilebilecek ve literatiire kazandirilabilecek, orijinal ve yiiksek biyolojik aktivite
potansiyeline sahip bilesikler sentezledik ve karakterize ettik. Gelecekte sentezlemis
oldugumuz bilesiklerin antikanser aktivitelerinin in vitro ortamda arastirilmasi igin

gerekli girisimlerde bulunmay1 planlamaktayiz.
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