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Oz

Bu ¢alismada, yeni 1,2,3-triazol bilesiklerinin (4 ve 5) sentezi, karakterizasyonu, ksantin oksidaz enzimi {izerine
in vitro inhibisyon etkilerinin incelenmesi ve molekiiler doking ¢alismalar1 gergeklestirildi. Bu amagla 6ncelikle;
hedef tirtinler (4 ve 5), biitadien siilfondan ¢ikilarak ¢esitli kimyasal transformasyonlarla sentezlendi. Sentezlenen
biitiin bilesiklerin yapilar1 spektroskopik yontemlerle aydinlatildi. ikinci asamada; 4 ve 5 bilesiklerinin ksantin
oksidaz enzimi {izerine in vitro inhibisyon etkileri incelendi. Enzim inhibisyon sonuglarina gore 4 (1Cso = 0.609
uM) ve 5 (ICso = 0.901 uM) bilesiklerinin, ksantin oksidaz enzim inhibisyonu igin ilag olarak kullanilan
allopurinolden (ICso = 1.143 pM) daha giiclii inhibisyon etki gosterdigi tespit edildi. Son olarak; 4 ve 5
bilesiklerinin, ksantin oksidaz eziminin (PDB ID:3NVY) aktif kismina baglanma modlari, molekiiler doking
caligsmalart ile agiklandi.

Anahtar kelimeler: 1,2,3-triazol, Ksantin oksidaz, 1,3-dipolar siklokatilma, Molekiiler doking.

The Synthesis, Characterization and Molecular Docking Studies of Novel
1,2,3-Triazole Derivatives as Xanthine Oxidase Inhibitor

Abstract

In this study, the synthesis, characterization of novel 1,2,3-triazole compounds (4 and 5), investigation of their in
vitro inhibition effects on xanthine oxidase and molecular docking studies were carried out. For this purpose,
firstly; the target products (4 and 5) were synthesized by various chemical transformations starting from butadiene
sulfone. All of the synthesized compounds were characterized by spectroscopic methods. In the second step; in
vitro inhibition effects of compounds 4 and 5 on xanthine oxidase were investigated. According to the enzyme
inhibition results, It was determined that compounds 4 (ICso=0.609 uM) and 5 (ICso=0.901 uM) showed stronger
inhibition effect than allopurinol (ICso= 1.143 puM), which is used as a drug for inhibition of xanthine oxidase.
Finally, the binding modes of compounds 4 and 5 in the active part of xanthine oxidase (PDB ID:3NVY) were
explained by molecular docking studies.

Keywords: 1,2,3-triazole, Xanthine oxidase, 1,3-dipolar cycloaddition, Molecular docking.

1. Giris

Orta ¢agda asir1 beslenme ve alkol alimu ile iligkilendirilen ve halk arasinda “krallarin hastalig1” olarak
adlandirilan gut hastaligi, eklemlerdeki {irik asitin kristallesmesinden kaynaklanan bir tiir enflamatuar-
romatizmal hastaliktir [1]. Kristallesen iirik asit eklemlerde, tendonlarda ve ¢evre dokularda birikir.
Kristallerin eklemlerin iginde ve ¢evresinde birikmesi, geri doniisii olmayan eklem hasarma yol agar, bu
hasarin sebebi, serum {iirat konsantrasyonunun artmasidir [1]. Hipoksantinin ksantine, ksantinin tirik
asite doniistimiinii, ksantin oksidaz (XO) enzimi gerceklestirir [2, 3]. XO enzimi, gut hastaliginda dnemli
bir rolii olan irik asitin olusumuna, dolayistyla gut hastaligina sebep olmaktadir. Bu nedenle gut
hastaliginin tedavisinde XO enzim inhibisyonu hayati 6nem tasimaktadir.
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Yapisinda piirin ihtiva eden allopurinol, uzun yillardir kullanilan gut ilacidir. Kronik gut
hastaliginda, kanda yiiksek seviyede bulunan iirik asiti azaltmak i¢in kullanilir [4]. Agizdan alinan
allopurinol, XO enzimini inhibe ederek, piirin metabolitlerinin iirik asite doniismesini engeller. Bir
aragtirmaya gore, allopurinol gibi piirin anologu ilaglarin, anti metabolit aktivite sonucu niikleotitlere
dontistiigii rapor edilmistir [5]. Ayrica bu ilacin ¢ok ¢esitli ve ciddi yan etkilerinin olmasi kullanimini
kisitlamaktadir. Bu nedenle, giiclii XO inhibe edici aktiviteye sahip ve piirin icermeyen alternatif
ilaglarin kesfine ihtiyag vardir [6-9].

1,2,3-triazol ve sibstitiie tiirevleri ¢ok ¢esitli biyolojik aktivitelerinden dolay1 organik kimya,
tip kimyasi 6zellikle ilag kesfinde bilyiik bir dneme sahiptir [10]. 1,2,3-triazol yapisi igeren organik veya
inorganik bir ¢ok molekiiliin, antialerjik [11], antimikrobiyal [12], antibakteriyel [10], antitiiberkiiler
[10], o-glukozidaz inhibitorii [13], SGLT2 inhibitorii [14], IDO inhibitori [15], asidik korozyon
inhibitorii [16] gibi ¢ok sayida potansiyel biyolojik aktivite gosterdikleri birgok kaynakta bildirilmistir.
Bazi farmasotik aktif 1,2,3-triazol bilesiklerine Sekil 1 de 6rnek verilmistir.
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Sekil 1. Farmasotik aktif baz1 1,2,3-triazol bilesikleri

Yapilan bu ¢alisma kapsaminda, 1,2,3-tirazol yapisimi igeren organik molekillerin glglii
biyolojik dzellik gostermeleri ve XO enzim inhibisyonu i¢in duyulan etkili ila¢ gereksiniminden yola
¢ikilarak, 1liman reaksiyon sartlarinda, literatiirde heniiz bilinmeyen yeni 1,2,3-triazol bilesiklerinin (4
ve 5) sentezi, karakterizasyonu ve bu bilesiklerin XO inhibisyon etkisi incelendi. Ayrica molekiiler
doking calismasi yapilarak 3D enzim-molekiil etkilesimleri belirlendi.

2. Materyal ve Metot
2.1.4 ve 5 bilesiklerinin sentezi

1,2,3-triazol tiirevi olan 4 ve 5 bilesiklerinin sentezi i¢in, dncelikle sentezi literatiirde bilinen 1 [17]
bilesigi, biitadien siilfon ile dimetil asetilen dikarboksilatin ksilen ortaminda, 145 °C’de 2 saat siiren
[4+2] siklokatilma reaksiyonu ile sentezlendi [17] (Sekil 2). 1 bilesiginin m-CPBA[18] ile CH.Cl,
ortaminda 0 °C’de 6 saat siiren epoksidasyon reaksiyonu ile tek iiriin olarak literatiirde bilinen 2 [19, 20]
bilesigi elde edildi (Sekil 2). Bir sonraki kademede, 2 bilesiginin NaNs [21] ile NH4Cl varliginda, MeOH
icerisinde 70 °C’de epoksit acilma reaksiyonu gerceklestirildi (Sekil 2). Bu reaksiyon ile 1,2,3-triazol
sentezi i¢in kilit rol oynayan, literatiirde heniiz bilinmeyen, hidroksi-azido yapisinda yeni 3 bilesigi
sentezlendi.

3 bilegiginin daha sonra sirastyla fenil asetilen ve 1-pentin ile Cu(I) katalizérligiinde 1,3-dipolar
siklokatilma reaksiyonu [22, 23] gergeklestirilerek literatiirde olmayan, yeni 1,2,3-triazol tiirevi 4 ve 5
bilesikleri sentezlendi (Sekil 2).
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Sekil 2. Triazol tiirevlerinin (4 ve 5) sentez basamaklari

2.2.Spektral Analiz

2 bilesigine ait 'H NMR spektrumu incelendiginde; 0 = 3.8 (6H) ppm’deki kimyasal kayma degeri OCH3
protonlarini, 6 = 3.4 (2H) ppm’deki singlet sinyal epoksit grubunun baglh oldugu -O-C-H* protonlarinin
varhigini, 6 = 2.9 (2H) ppm ve 2.7 (2H) ppm’deki kimyasal kayma degerleri ise siklohekzen halkasindaki
CHj; protonlarmi gostermektedir (Sekil 3). Hidroksi-azido yapisindaki 3 bilesigine ait IR spektrumunda;
v = 3453.57 cm™’ de gozlemlenen gerilme titresimleri OH grubuna, » = 2103.57 cm™’de gozlemlenen
gerilme titresimleri ise karakteristik azido (-N3) N-N gerilme titresimlerine aittir (Sekil 4). 3 bilesigine
ait 'H NMR spektrumu incelendiginde, 2 bilesiginin J = 3.4 ppm deki epoksitin -O-C-H* protonlarma
ait sinyalin, 0 = 3.8 ppm (1H) ve 3.6 ppm’de (1H) iki multiplet sinyale yarilmasi epoksit halkasinin azit
grubu ile agildiginin bir diger gostergesidir, 0 = 2.8 (2H) ppm ve 2.4 (2H) ppm’deki kimyasal kayma
degerleri de siklohekzen halkasindaki CH> protonlarina aittir (Sekil 3).

Azit-alkin 1,3-dipolar siklokatilma reaksiyonunun gergeklestigi 1,2,3-triazol halkasindaki N-

C=C-H protonuna ait singlet sinyal ile kolaylikla belirlenebilmektedir. Bu sinyaller, 4 bilesiginin *H
NMR spektrumunda fenil grubunun aromatik sinyalleri ile cakisirken, 5 bilesiginin ‘H NMR
spektrumunda o = 7.3 ppm’deki singlet sinyal net olarak goriilmektedir. 1,2,3-triazol halkasindaki
kuarterner karbon atomunun (N-C*=C-H) sinyalleri **C NMR spektrumunda 4 ve 5 bilesigi igin sirastyla
0 =146.4 ppmve 147.2 ppm’de gdzlemlenmistir. 5 bilesiginin ‘H NMR spektrumu incelendiginde (Sekil
5); siklohekzen halkasindaki HO-C-H* ve N-C-H protonlar1 sirasiyla 6 = 4.5 (1H) ppm ve 4.4 (1H)
ppm’de ester grubuna ait OCHjs protonlar1 ¢ = 3.8 (3H) ppm, 3.7 (3H) ppm’de sinyal verirken, triazol
halkasina bagli CHz protonlari ile siklohekzen halkasindaki CH; protonlari ¢akisik halde 6 = 3.1 (3H)
ppm ve 2.5 (3H) ppm’de sinyal vermistir.
5 bilesigine ait OH grubu sinyalleri, IR spektrumunda o = 3275.00 cm™ deki gerilme titresimleri ile
karakterize edildi. Yine triazol halkasina bagh diger alkil protonlari sirasiyla 0 = 1.6 (2H, CH2) ppm, 0.9
(3H, CHs) ppm’deki sinyaller ile karakterize edildi. 4 bilesiginin *"H NMR spektrumunda fenil grubuna
ait sinyaller 6 = 7.7 — 7.3 (5H) ppm arasinda gozlemlenirken, diger protonlar 5 bilesiginin *H NMR
spektrumu ile benzer sinyaller vermistir.

5 bilesiginin *C NMR spektrumu incelendiginde (Sekil 5); 6 = 167.5 ppm ve 166.8 ppm’deki
sinyaller karbonil karbonuna (C=0), 6 = 1345 ppm ve 131.1 ppm’deki sinyaller siklohekzen
halkasindaki ¢ift bag karbonlarma (C=C), § = 121.8 ppm deki sinyal triazol halkasindaki N-C-H
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karbonuna, ¢ = 67.5 ppm’deki sinyal siklohekzen halkasindaki C-OH, ve 6 = 61.8 ppm’de ve C-N-N
karbonuna aitken, sirasiyla 6 = 34.5 ppm ve 31.9 ppm’deki sinyaller siklohekzen halkasindaki CH>
karbonlarina, 0 = 52.56 ppm ve 52.52 ppm’deki sinyaller ester grubundaki metil karbonlarina (OCHs),
0 = 27.4 (CHy) ppm, 22.4 (CH,) ppm, 13.8 (CH3) ppm’deki sinyaller triazol halkasina bagh alkil
zincirinin karbonlarma aittir. 4 bilesigine ait **C NMR spektrumu incelendiginde, aromatik sinyaller
harig diger sinyaller 5 bilesiginin *C NMR spektrumu ile benzerdir.

Sekil 3. 2 ve 3 bilesiklerinin *H NMR spektrumu (400 MHz)
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Sekil 4. 3 bilesiginin IR spektrumu
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Sekil 5. 5 bilesigine ait *H NMR (400 MHz) ve **C NMR spektrumu (100 MHz)

2.3.{1 ve 5 bilesiklerinin Ksantin Oksidaz (XO) Enzimi Uzerine in Vitro inhibisyon Etkilerinin
Incelenmesi

4 ve 5 bilesiklerinin Ksantin Oksidaz enzimi tizerine in vitro inhibisyon deneyi, XO inhibisyonu i¢in
ila¢ olarak kullanilan allopurinol ile kiyaslanarak gerceklestirildi. 4, 5 ve allopurinol i¢in ICso degerleri

hesaplandi (Tablo 1). Sonuglara gore inhibisyon aktiviteleri 4 > 5 > allopurinol sirasinda degismektedir.

Tablo 1. Ksantin oksidaz enzim inhibisyonunun ICsq degerleri.

Bilesik 1Cs0 (uM) R?
4 0.609 £ 0.006 0.987
5 0.901 +0.031 0.976
Allopurinol 1.143+0.019 0.989

2.4. Molekiiler Doking

Allopurinol, 4 ve 5 bilesiklerinin deneysel enzim inhibisyon sonuglarini teorik olarak desteklemek tizere
molekiiler doking g¢alismas1 gerceklestirildi. Reseptor proteinin C zinciri {irerinde yapilan doking
calismalarina gore; 4 ve 5 bilesiklerinin proteinin aktif kismi ile H-bag1 yapmadigi, hidrofobik etkilesim
yaptig1 goriildi (Tablo 2). Allopurinoliin, 4 ve 5 bilegiklerinin aksine GLU232, THR440, VAL441 ile
konvansiyonel H-bagi, PHE344, PHE439 ile yogun pi-pi etkilesimi ve ALA509, ALA508, LEU303 ile
pi-alkil etkilesimi, ARG310, SER306, LEU444, PRO506 ile van der Waals etkilesimi yaptig1 gorildii
(Sekil 8)[24]. 4 bilesiginin, ARG880, THR1010, SER876, PHE649, GLU879, GLUB802, LEU648,
LYS771, PHE1013 ile van der Waals etkilesimi, HIS875 ile C-H bagi, PHE914, PHE1009 ile yogun pi-
pi etkilesimi, ALA1079, VAL1011, LEU1014, LEU873 ile zay1f pi-pi etkilesimi yaptig1 goriildii (Sekil
6). 5 bilesiginin, HIS875 ile yogun pi-pi etkilesimi, PHE649 ile pi-sigma etkilesimi, ARG871 ile alkil
etkilesimi, PHE1013, LEU648, SER876, LEU873, VAL1011, LEU1014 ile van der Waals etkilesimleri
yaptig1 gortildii (Sekil 7).
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Sekil 6. 4 bilesiginin Ksantin oksidaz (PDB ID:3NVY) ile a) baglanma modu ve reseptér-ligand etkilegimi 3D
gosterimi (4 bilesigi top-¢ubuk goriiniimde, proteinin etkilesim yaptig1 kisimlar ise ¢izgi ve gubuk gosterimi ile
belirtilmistir), b) reseptor-ligand etkilesiminin 2D gdsterimi
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Sekil 7. 5 bilesiginin Ksantin Oksidaz (PDB ID:3NVY) ile @) baglanma modu ve reseptor-ligand etkilesimi 3D
gosterimi (5 bilesigi top-cubuk goriiniimde, proteinin etkilesim yaptigi kisimlar ise ¢izgi ve gubuk gosterimi ile
belirtilmistir), b) reseptor-ligand etkilesimi 2D g6sterimi
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Sekil 8. Allopurinol bilesiginin Ksantin Oksidaz (PDB ID:3NVY) ile a) baglanma modu ve reseptor-ligand
etkilesimi 3D gosterimi (Allopurinol bilesigi top-¢ubuk goriiniimde, proteinin etkilesim yaptig1 kisimlar ise ¢izgi
ve gubuk gosterimi ile belirtilmistir), b) reseptor-ligand etkilesimi 2D gosterimi
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Tablo 2. 4, 5 ve allopurinol bilesiklerinin Ksantin Oksidaz enzimi aktif kismi ile yaptig1 hidrofobik etkilesim
4 Allopurinol 5

3. Bulgular
3.1. Sentez

Biitiin reaktif ve soventler Sigma-Aldrich’ten satn alinmis ve saflastirma islemi uygulanmamustir. *H
NMR ve C NMR spektrumlar1 Bruker 400 MHz spektrofotometresi ile alindi. IR spektrumlar1 Perkin
Elmer Spektrometresi ile ATR baslik kullanilarak alindi, 4000-600 cm™ aras1 esas alind1. Erime noktast
tayini i¢cin Thermo Scientific Melting Point cihazi kullamldi. Kiitle spektrumlar1 Agilent Technologies
6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS ile alind.

Dimetil siklohekza-1,4-dien-1,2-dikarboksilat (1)

Biitadien siilfon (0.5 g, 4.23 mmol) 5 ml ksilen igerisinde ¢oziildii ve karisima dimetil asetilen di
karboksilat (1.2 g, 8.46 mmol) ilave edilerek ortamin sicakligi 145 °C’ye getirildi. Reaksiyon ince tabaka
kromatografisi (ITK) ile takip edildi, 2 saat sonra durduruldu. Céziiciisii diisiik basingta uzaklastirildi.
Ham iiriin kolon kromatografisi ile % 5 EtOAc/n-Hekzan ¢oziicii sisteminde saflastirildi. 1 bilesigi %
50 (0.41 g, 2.09 mmol) verimle viskoz, renksiz sivi olarak elde edildi [17].

Dimetil 7-oksabisiklo[4.1.0]hept-3-en-3,4-dikarboksilat (2)

1 bilesigi 0 °C’de (0.5 g, 2.54 mmol) 10 mL CH.CI; igerisinde ¢oziildii. Reaksiyon ortamina m-CPBA
(0.5 g, 3.05 mmol) ilave edildi. 0 °C’de baslayan reaksiyon, oda sicakliginda devam ettirildi. Reaksiyon
ITK ile takip edildi, 6 saat sonra durduruldu. Karisim, énce %10’luk 10 mL NaHCOj; ¢ozeltisi ile
notralize edildi, ardindan 10 mL CH,CI, ve 3x10 mL su ilave edilerek ekstrakte edildi. Organik faz
Na,SOsiizerinden kurutulup, ¢oziiciisii diisiik basingta uzaklagtirildi. Ham {iriin kolon kromatografisi ile
%15 EtOAc/n-Hekzan ¢oziicii sisteminde saflastirildi. 2 bilesigi %80 (0.42 g, 2 mmol) verimle viskoz,
acik sari, sivi olarak elde edildi. *"H NMR (5, ppm, 400 MHz, CDCls): 3.8 (s, 6H, OCHa), 3.4 (s, 2H),
2.9 (d, AB sisteminin A kismu, J = 17.6 Hz, 2H), 2.7 (d, AB sisteminin B kismi, J = 19.2 Hz, 2H), °C
NMR (d, ppm, 100 MHz, CDCl3):167.9, 130.2, 52.3, 49.8, 26.5

Dimetil 4-azido-5-hidroksisikloheks-1-en-1,2-dikarboksilat (3)

2 bilesigi (0.5 g, 2.35 mmol) 20 mL MeOH igerisinde ¢6ziildii, karisima (0.45 g, 7.05 mmol) NaNs ve
NH4CI (0.37 g, 7.05) ilave edildi. Reaksiyon sicaklig1 70 °C’ye getirildi. Reaksiyon ITK ile takip edildi
ve 24 saat sonra durduruldu. Coziiciisii diisiik basingta uzaklastirildi. Karigim, 20 mL EtOAc ve 3x10
mL su ilave edilerek ekstrakte edildi. Organik faz Na;SOjs iizerinden kurutulup, ham iiriin kolon
kromatografisi ile %10 EtOAc/n-Hekzan ¢oziicii sisteminde saflastirildi. 3 bilesigi %80 (0.48 g, 1.88
mmol) verimle viskoz, acik sar1 sivi olarak elde edildi. 'H NMR (5, ppm, 400 MHz, CDCl3): 3.8 (m,
1H), 3.7 (s, 6H, OCHs3), 3.6 (m, 1H), 2.8 (td, J = 4, 8 Hz, AB sisteminin A kismi, 2H), 2.4 (ddd, J = 4,
8, 21.2 Hz, AB sisteminin B kismi, 2H), *C NMR (J, ppm, 100 MHz, CDCls): 167.7, 167.1, 133.5,
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131.2, 68.2, 60.9, 52.5, 33.2, 30.2, IR (cm™): 3453.57, 3010.71, 2953.57, 2921.42, 2103.57, 1711.08,
1654.01, 1431.08, 1370. 44, HR-ESI-MS: 256.09138 [M+H]", hesaplanan:256.09335 [M+H]")

Dimetil 4-hidroksi-5-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)siklohekz-1-en-1,2-dikarboksilat (4)

3 bilesigi (0.44 g, 1.72 mmol) 10 mL MeOH igerisinde ¢6ziildii. Oda sicakliginda, karigsima sirasiyla, 5
mL suda ¢6ziilmiis sodyum L-askorbat (0.034 g, 0.172 mmol) ve 5 mL suda ¢oziilmiis CuSO4.5H,0
(0.042 g, 0.172 mmol) ilave edildi. Homojen karisima fenil asetilen (0.19 mL, 1.72 mmol) damla damla
ilave edildi. Reaksiyon ITK ile takip edildi ve 24 saat sonra durduruldu. Karisim, 10 mL EtOAc ilave
edilerek ekstrakte edildi. Organik faz Na,SOsiizerinden kurutuldu. Ham iiriin kolon kromatografisi ile
% 50 EtOAc/n-Hekzan ¢oziicii sisteminde saflastirildi. 4 bilesigi %90 (0.55 g, 1.55 mmol) verimle, mat
beyaz renkli, kat1 kristal olarak elde edildi. E.N: 159 °C, *H NMR (J, ppm, 400 MHz, CDCls): 7.7 (s,
1H), 7.5 (M, 2H), 7.3 (m, 3H), 4.5 (M, 1H), 4.4. (s, 1H), 3.8 (5, 3H), 3.79 (s, 3H), 3.29 (m, 1H), 3.09 (m,
2H), 2.6 (m, 1H), *C NMR (5, ppm, 100 MHz, CDCl5):167.6, 166.8, 146.4, 134.6, 131.1, 29.4, 128.6,
128.04, 125.1, 121.2, 67.8, 62.6, 52.5, 52.5, 34.6, 31.4, IR (cm™): 3432.14, 3128.57, 3014.28, 2953.57,
2903.57, 1720.00, 1657.57, 1486.36, 1461.40, 1427.51, HR-ESI-MS: 358.14222 [M+H]", hesaplanan:
358.14030 [M+H]")

Dimetil 4-hidroksi-5-(4-propil-1H-1,2,3-triazol-1-il)siklohekz-1-en-1,2-dikarboksilat (5)

3 bilesigi (0.44, 1.72 mmol) 10 mL MeOH igerisinde ¢6ziildii. Oda sicakliginda, karigima sirasiyla, 5
mL suda ¢6ziilmiis sodyum L-askorbat (0.034 g, 0.172 mmol) ve 5 mL suda ¢oziilmiis CuSO4.5H,0
(0.042 g, 0.172 mmol) ilave edildi. Homojen karigima 1-pentin (0.17 mL, 1.72 mmol) damla damla ilave
edildi. Reaksiyon oda sicakliginda, ITK ile takip edildi ve 24 saat sonra durduruldu. Karisim, 10 mL
EtOAc ilave edilerek ekstrakte edildi. Organik faz Na,SO. tizerinden kurutuldu. Ham {iriin kolon
kromatografisi ile % 50 EtOAc/n-Hekzan ¢oziicii sisteminde saflastirildi. 5 bilesigi % 95 (0.53 g, 1.63
mmol) verimle, parlak sar1 renkli, kat1 kristal olarak elde edildi. E.N: 118 °C, *H NMR (J, ppm, 400
MHz, CDCls): 7.3 (s, 1H), 4.5 (m, 1H), 4.4 (m, 1H), 3.8 (s, 3H), 3.7 (s, 3H), 3.1 (m, 3H), 2.5 (m, 3H),
1.6 (p, J = 7.6 Hz, 2H), 0.9 (t, J = 7.6 Hz, 3H), *C NMR (5, ppm, 100 MHz, CDCl5): 167.5, 166.8,
147.2, 1345, 131.1, 121.8, 67.5, 61.8, 52.56, 52.52, 34.5, 31.9, 27.4, 22.4, 13.8, IR (cm™): 3275.00,
2964.28, 2928.57, 2875.00, 1725.35, 1709.29, 1646.87, 1547.00, 1434.64, HR-ESI-MS: 324.15707
[M+H]", hesaplanan: 324.15595 [M+H]")

3.2. 4 ve 5 bilesiklerinin Ksantin Oksidaz (XO) inhibisyon etkilerinin in vitro él¢iimii

In vitro XO inhibisyon analiz metodu, Sweeney ve arkadaslar1 tarafindan bildirilmistir [25]. Enzim
aktivitesi, trik asit olusumunun, 37 °C'de, 294 nm'de Shimadzu UV-1601 spektrofotometre ile
Olgiilmesiyle test edildi. XO inhibisyonunun ICso degerinin hesaplanmasi igin reaksiyon karigimina
farkli konsantrasyonlarda allopurinol, 4 ve 5 bilesikleri eklendi. Kisaca, enzim tahlil protokolii; fosfat
tamponu (50 mM, pH = 7.4), XO (0.2 U) ve ksantin (1 mM) igerir. Enzim, test edilen bilesiklerle (10
dakika) onceden inkiibe edildi, daha sonra reaksiyon karigimima ksantin ilave edilerek reaksiyon
baslatildi. Test edilen bilesikler DMSO i¢inde ¢6ziildii, sonra fosfat tamponu ile seyreltildi, reaksiyon
karigimindaki son DMSO konsantrasyonu, (% 0.01 h / h)'den daha diisiiktii ve bu oran, enzim tahlili ile
etkilesime girmez [26]. Tim deneyler ii¢ tekrar halinde gergeklestirildi ve degerler ii¢ deney sonucu
olarak ifade edildi. Allopurinol pozitif kontrol olarak kullanildi. Tiim bilesiklerin ICso degerleri, XO
inhibisyonunun, inhibitér yoklugunda iiriin olusumuna kiyasla, iirik asit olusumundaki azalma agisindan
incelenerek ol¢iildii. XO aktivitesinin ICso inhibisyon yiizdesi agsagidaki sekilde hesaplandi:

Inhibisyon (%) = (A-B) / A x 100

A = Test bilesigi olmadan 294 nm'de alinan absorbans degeri,
B = Test bilesigi ile 294 nm'de alinan absorbans degeri.
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3.3. Molekiiler doking Cahsmasi

Molekiiler doking analizleri, hedef protein ile bir inhibitér molekiil arasindaki etkilesimi kesfetmek i¢in
kullanilan en uygun yaklasimdir [27-30]. Doking ¢alismalart UCSF Chimera (1.13.1) programi ile
gerceklestirildi. Protein 3D kristalografik yapist Protein Data Bank’tan (www.rcsb.org), (PDB
ID:3NVY) indirildi [31]. Bilesiklerin (4, 5 ve allopurinol) 2D yapilart ChemDraw Ultra 12.0 ile ¢izildi.
Avogadro software [32] ile 2D ¢izimleri optimize edildi. Baglanma i¢in proteinin su ve diger kalintilar
UCSF Chimera (1.13.1) ile silindi [33]. UCSF Chimera (1.13.1) araglarindan Dock Prep ile polar
hidrojenler ve Gasteiger yiikleri eklendi. Autodock Vina [34] ile Grid kutusu hazirlandi. Grid kutusu
merkez degerleri X:36 A, Y:22 A, Z:18 A (hacim: 20 A®) olarak belirlendi. UCSF Chimera doking
sonuglari, Discovery Studio Visualizer [35] ile goriintiilendi.

4.Sonuc

Uzun yillardir XO enzim inhibisyonu igin kullanilan etkin ilag allopurinoldiir. Ancak, allopurinoliin
yapisal olarak piirin ihtiva etmesi ve ciddi yan etkilerinin [5] olmasi bu ilacin kullanimin
kisitlamaktadir. Bu nedenle allopurinole alternatif, piirin igermeyen yeni ilaglarin kesfine ihtiyag
duyulmaktadir. Yapilan bu ¢alisma ile allopurinolden daha aktif ve piirin icermeyen yeni 1,2,3-triazol
(4 ve 5) bilesikleri sententezlendi. Yapilan molekiiler doking ¢calismalari ile ksantin oksidaz enziminin
aktif kismu ile 4, 5 ve allopurinol bilesiklerinin baglanma modlar1 belirlendi. Bu etkilesimlere gore; 4 ve
5 bilesikleri yapisal olarak incelendiginde aromatik gruplarin baglanmada daha etkili oldugu goriildii.
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