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Oz

Bu calismada siilfametiyazol-2,2'-bipiridin tuzunun sentezi, spektroskopik 6zellikleri (IR, UV-Vis ve termal)
aciklanmaktadir. Birim hiicrenin asimetrik biriminde, bir stlfametiyazol, bir 2,2'-bipiridin igermektedir.
Karakterizasyon i¢in tek kristal X-1gin1 kirmim teknigi kullanilmigtir. 296 K' de tek kristal X-1sin1 kirinimi
sonucuna gore P2:/n monoklinik uzay grubunda a = 8.658 (3) A, b =24.686 (6) A, ¢ =9.927 (4) A, a.=90°, B =
103.61 (3)°, y = 90° ve Z = 4 olarak kristallendigi goriilmiistiir. Molekiiliin FT-IR ve UV-Vis spektroskopileri
teorik ve deneysel olarak karsilastirilmistir. Teorik hesaplamalar ve optimize edilmis geometrik parametrelerin
timd, yogunluk fonksiyonel teorisi (DFT), B3LYP hibrit yontemi 6-31G (d,p) baz seti kullanilarak hesaplanmistir.
TGA ile termal 6zellikler incelenmistir. Kompleksin Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans ve Aspergillus flavus’a karst antimikrobiyal ¢aligmalar1 yapilmigtir.
Optimize edilmis kompleks, 5J9B, 5BMM, SHTG, 1ZUV, 4F0V ve 4YNU’ya yerlestirilerek biyolojik aktivitesi
teorik olarak incelenmistir.

Anahtar kelimeler: Siilfametiyazol, X-1smn1 kristal yapisi, Spektral Analiz, Modelleme ¢aligsmalari, Antibakteriyel
ozellik.

Investigation of structural and spectral of Sulfamethiazole-2,2’-Bipyridine
Salt: Experimental and molecular modeling study

Abstract

The present study describes the synthesis, spectroscopic properties of 2,2’-Bipyridine Salt of Sulfamethiazole. The
asymmetrical part of the unit cell contains one sulfamethiazole, one 2,2'-Bipyridine. The techniques used for the
characterization have been single crystal X-ray diffraction. The single crystal X-ray diffraction analysis at 296 K
crystallizes in the monoclinic space group P2:/n with a = 8.658(3) A, b = 24.686(6) A, ¢ =9.927(7) A, a=90°, B
=103.61 (3)°, y=90° and Z = 4. FT-IR and UV-Vis spectroscopies of the molecule were compared theoretically
and experimentally. All of theoretical calculations and optimized geometric parameters have been calculated by
using density functional theory (DFT) with hybrid method B3LYP by 6-31G(d,p) basis set. Thermal properties
have been investigated with TGA. The antimicrobial study was performed against Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans and Aspergillus flavus. The optimized
complex is docked to the 5J9B, 5BMM, 5HTG, 1ZUV, 4F0V and 4YNU and the biological activity was also
investigated theoretically.

Keywords: Sulfamethiazole, X-ray crystal structure, Spectral Analysis, Modelling Studies, Antibacterial property.

1. Giris

Siilfonilamid ve siilfonamid tiirevlerine sahip gruplar yapisal olarak —SO.NH- kisminda degisiklik
olugturulmadan farkli fonksiyonel gruplarin degisimi yoluyla ¢ok ¢esitli farmakolojik aktiviteler
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sergileyebildigi bilinmektedir [1, 2]. Farmakolojik etkinliklerinden dolay: ise tedavi amagli olarak
kullamilan 6nemli bir ilag sinifi olmaya devam etmektedir. Antibakteriyel siilfonamidler [3], diger ilaglar
ile birlikte veya tek baslarina kemoterapide kullanilmaktadir [4]. Cinko enzim karbonik anhidrazi (CA,
EC 4.2.1.1) inhibe eden siilfonamidler diiiretik, antiglokom veya antiepileptik gibi birgok uygulamaya
sahip olmalar1 nedeniyle, siilfonamidler tedavi siirecinde 6nemli bir rol oynamaya devam etmektedir [5-
7].

Siilfametiyazol ~ [4-amino-N-(5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-yl)  benzensiilfonamid; ~ Hsmtz],
stilfonamid grubu ilaglarin arasinda en 6nemlilerinden biridir. Fonksiyonel dispepsi hastalarinda, gastrik
bosalmanin degerlendirilmesinde kontrast madde igeren kapsiiller olarak kullanilmustir [8]. Stilfonamid
grubuna bagl siibstitiientin bazik bir grup icerdigi siilfa ilaglari1 tautomerizm gésterebilir [9]. Protonun
siilfonamid azot atomuna bagh oldugunda tautomer, amino veya amido tautomeri olarak adlandirilirken,
protonun tiyazol halkasina bagli oldugunda tautomer, imino veya imido tautomeri olarak adlandirilir
(Sekil 1) [10].
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Sekil 1. 4-amino-N-(5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-yl)sulfanilamid (siilfametiyazol)

Siilfa grubu ilag molekiiliindeki kuvvetli hidrojen baglanma islevleri (iki dondr: amin NH> ve
imin NH; bes alici: iki siilfonil O atomu, tiyazolidin N ve S ve imidin N), konformer ortaklarla birlikte
Ko-kristaller olusturma kabiliyetine sahiptir. Ilaglarm biyofarmasétik —ozelliklerinin  birlikte
kristallestirme ile gelistirilebilecegi bildirilmistir [11]. Farmasotik kristallerin daha diisiik ¢oziinme
hizina sahip olmas1 kristalin biyolojik acidan etkinligini artirir. Siilfa grubu ilaglar, molekiiliindeki
hidrojen baglanan gruplarin varligindan dolay1 ko-kristal formunda kristallesmistir.

Calismada ilk olarak siilfametiyazolin (Hsmtz), 2,2'-bipiridin (bipy) ile sentezlenmistir. Elde
edilen tuz kristallerin yapisal (XRD) ve spektral (IR ve UV-Vis) analizleri yapilmistir. 6-31G(d,p) Baz
seti kullanilarak B3LYP Hibrit metodu ile DFT kullanilarak geometrik parametreler optimize edilerek,
teorik hesaplamasi yapilmistir. TG, DTG ve TGA egrileri incelenerek termik analiz sonuglari elde
edilmistir. Antibakteriyel c¢alismada ise ko-kristalin Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa bakterileri ile Candida albicans ve Aspergillus flavus
mantarlarina karsi etkisi incelenmistr. Buna ilaveten optimize edilen kompleks Protein Data Bank’tan
(http://mww.rcsh.org/pdb/home/home.do) alinan 5J9B, 1ZUV, 5BMM, 4F0V, SHTG ve 4YNU ID
kodlu proteinlere yerlestirilmistir. Proteinin aktif bolgeleri ile kompleks hidrojen baglar1 ve zayif
etkilesimler yaparak, biyolojik aktivitesi teorik olarak incelenmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Kompleksin Hazirlanmasi

Siilfametiyazoliin (2 mmol, 0.506g) sulu-metanol ¢6zeltisi (20 mL) NaOH ile nétrlestirildi. 2,2°-
bipiridinin (2 mmol, 20 mL) metanol ¢ozeltisi karigtirilarak bu bilesiklerin sulu-metanol ¢dzeltilerine
ilave edildi ve son c¢ozelti oda sicakliginda bekletildi. Yaklasik dort hafta sonra, renksiz, iyi
sekillendirilmis tek kristaller elde edildi. X-i151m1 difraksiyon caligmalari i¢in uygun &lgiilerde iyi
gelistirilmis tek kristaller secildi. Elementel analiz sonuglart; C2:HzsCuNgO7S4; Hesaplanan: C, %53,50;
H, %4,25; N, %19,70; S, % 15,03. Bulunan: C, %58,07; H, %5,07; N, %17,84; S, %11,50.
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2.2. Genel Metotlar

Orta Dogu Teknik Universitesi, merkez laboratuvarmda element analizleri (C, H, N, S) yapilmustir. IR
spektrumu, Bruker Vertex 80V FT-IR spektrometresi ile kaydedilmistir. Ornekler KBr teknigi
kullamlarak hazirlanmigtir. TG egrisi, HITACHI-SII 7300 termal analizor ile azot atmosferinde 10 K
min™lik bir 1sitma hizinda ve platin kaplar kullamlarak 25-1000 °C'lik bir sicaklik araliginda
kaydedilmistir. Oda sicakliginda, DMF ve etanol (%50+%50) ¢6zeltisindeki UV-Goriiniir spektrumu
190 ila 800 nm arasinda Evolution 220 UV-Vis spektrometresi ile kaydedilmistir.

2.3. Xasmm Kristalografisi

Uygun tek kristal, bir cam fibere monte edilmistir ve veri toplama, MoK, radyasyonu (A = 0.71073A)
kullanilarak bir STOE IPDS(II) goriintii plakast dedektorii tizerinde gergeklestirilmistir. Veri toplama:
Stoe X-AREA, hiicre iyilestirme: Stoe X-AREA ve veri azaltma: Stoe X-RED kullanilmustir [12]. Yap,
SIR-97 [13] kullanilarak dogrudan yontemlerle ¢o6ziildii ve anizotropik yer degistirme parametreleri,
hidrojen olmayan atomlara, F* ye bagli olarak tam matrisli en kiiciik kareler aritim1 SHELXL-2016 [14]
kullamlarak uygulanmigtir. Kristal yapinin detaylar1 Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Kompleksin kristal veri, veri toplama ve yap1 aritim parametreleri.

Formiil C19H18N602S2
Molekiiler agirligi (g.mol™) 426.51

Kristal sistem Monoklinik
Uzay grubu P2:/n

Kristal rengi Yesil

Kristal boyutu (mm) 0.76x0.50x0.07
Sicaklik (K) 296

a, b, c(A) 8.658 (3), 24.686 (6), 9.927 (4)
a, B,y () 90, 103.61 (3), 90
V (A%) 2062.2 (12)

z 4

A (MoK.) (&) 0.71073

u (mm?) 0.29

Dhes (g.cm%) 1.374

F(000) 888

Data toplama 6 aralig1 (*) 1.7-27.3
Olgiilen yansimalar 15407
Bagimsiz yansimalar 4285

R1, WR; 0.040, 0.091

S 0.79

Rint 0.075

Apmaks, Apmin (CA-S) 0.20, —0.24

2.4. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Ko-kristalin ve ligandin, Staphylococcus aureus ATCC 33862 (Gram pozitif), Bacillus subtilis NRRL-
B 209 (Gram pozitif), Escherichia coli ATCC 25922 (Gram negatif), Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 (Gram negatif), Candida albicans ATCC 10131 ve Aspergillus flavus MAM 200682 indikator
mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal aktivitesi, Ulusal Klinik Laboratuar Standartlar1 Komitesi
(NCCLS) onerilerine (2002, 2006) gore, mikro seyreltme teknigi (96 kuyucuklu mikroplaka teknigi)
kullanilarak minimum inhibe edici konsantrasyonlar (MIC) olarak belirlenmistir [15,16]. Bu analizde,
¢ogaltma ortami olarak bakteri suglari igin Mueller-Hinton Broth (Merck); maya susu i¢cin RPMI 1640
broth (Merck) ve kiif susu sporlarini elde etmek i¢in de Potato Dextrose Agar (Merck) besiyerleri
kullanilmugtir. Antimikrobiyel aktivitesi test edilecek kompleks ve ligandi 1 pg mL™ ile 512 pg mL™
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konsantrasyon arasinda igerecek sekilde iki seri halinde ortamlar hazirlanmig ve 96 kuyucuklu
mikroplakanin kuyucuklarina 100 pL hacimlerde ilave edilmistir.

Kuyucuklara agilamak igin bakterilerin 18 saatlik, mayanin 24 saatlik kiiltiirleri ile kiif
sporlarindan 0.5 Mc Farland standardina esdeger yogunluga sahip siispansiyonlar hazirlanmis ve
mikroplaka kuyucuklarindaki ortamlara bakteriler icin 5x10° CFU mL™, mayalar icin 0.5x10°% ila
2.5x10% CFU mL™ son konsantrasyon olacak sekilde asilanmistir. Daha sonra mikroplakalar, bakteriler
icin 35°C°de 20 saat, maya icin 25°C’de 48 saat, kiif i¢cin de 25°C’de 72-96 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonucu en diisik MIC degerini belirlemek icin gelisme varlifi bakteri ve mayalarda
spektrofotometrik dl¢tim, kiiflerde gozle kontrol edilerek saptanmistir.

2.5. Molekiiler Modelleme Calismasi

Yogunluk fonksiyonel teorisi (DFT) hesaplamalar1 Gaussian-09 yazilimi kullanilarak yapild:i [15].
Kompleksin minimum enerji molekiiler geometrisi, B3LYP hibrit metodu kullanilarak hesaplandi.
Geometrik optimizasyon 6-31G(d,p) baz setinde yapildi. Molekiiler yerlestirme (MD) yapisal molekiiler
biyoloji ve bilgisayar destekli ila¢ tasariminda 6nemli bir yontemdir. Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans ve Aspergillus flavus kristal
yapilari sirasiyla Protein Veri Bankasi'ndan indirildi (Sirasiyla; PDB ID: 5J9B, 1ZUV, SBMM, 4F0V,
5HTG ve 4YNU http://www.rcsb.org./pdb). Molekiiler yerlestirme ¢alismalar1 AutoDock Tool (ADT)
v1.5.6 ve AutoDock Vina yerlestirme yazilimi ile gergeklestirildi [16]. AutoDock Tool yazilimi ile
protein rezidiilerine polar hidrojen atomlar1 eklendi. Kompleks tizerindeki her bir atom tipi i¢in 6nceden
hesaplanmis atomik afinite 1zgaras1 haritast AUTOGRID ile olusturuldu. (x x (A)) 1zgara kutusu 1 A
araliklidir. Kompleks ve proteinler arasindaki etkilesimler Discovery Studio Visualizer yazilimi ile
gerceklestirildi [17].

3. Bulgular ve Tartisma
3.1. X-1i51m Cahismasi ve Optimize Geometri

XRD sonuglarina gore, kompleks birim hiicre basina dért molekiil (Z = 4) ile P24/n uzay grubuna
sahiptir. Monoklinik kristal sistemine sahip kompleksin hiicre boyutlar su sekildedir; a = 8.658 (3) A,
b =24.686 (6) A, c=9.927 (4) A ve B =103.61 (3)°. Kompleksin asimetrik biriminde bir siilfametiyazol
molekiilii ve bir 2,2” bipiridin molekiilii igerir (Sekil 2). Kristal olusumunda amino formunda bulunan
stilfametiyazoliin siilfonamido boliimiindeki protonu, tiyadiazol halkasindaki azot atomuna baglanarak
imido formunda kompleks olusumunun saglandigi goriilmektedir (Sekil 1).

X-151m1 analizi sonucu g6z oniine alinarak, molekiiliin bag uzunluklari incelendiginde N2-S1
[1.607 (2)A], C4-S1 [1.740 (2)A], O1-S1 [1.4353 (17)A], ve C1-N1 [1.364 (3)A] siilfonamido grubu
bag uzunluklar literatiirle karsilastirildiginda kisaldigi, 02-S1 [1.4466 (18)A] baginmn ise uzadig
goriilmektedir (Tablo 2). Bununla birlikte N3-N4 [1.371 (3)A], C7-N2 [1.313 (3)A] ve C7-N3 [1.344
(3)A tiyadiazol grubu bag uzunluklarinda ise neredeyse higbir degisim olmadig1 goriilmektedir [18].
Siilfonamido grubunun bag uzunluklarindaki bu degisikliklerin kaynaginin, kristal paketlenmede S ve
O atomlarmin yapmis oldugu hidrojen bagi etkilesimlerine baglanabilir. Ayrica trans formda
kristallenen 2,2’-bipiridinin bag uzunluklar literatiir ile karsilastirildiginda sadece C15-C16 [1.371
(3)A] bag uzunlugunun uzadig diger bag uzunluklarinda ise neredeyse hicbir degisimin olmadig
goriilmektedir [19].
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Sekil 2. Kompleksin molekiiler yapist

Tablo 2. Kompleksin deneysel ve hesaplamali bag uzunluklari, bag agilar1 ve literatiir karsiliklar

Kompleks 18] [19] DFT/6-31G(d,p)
Bag uzunluklari (A)
N3-N4 1.371 (3) 1.372 (2) - 1.365
C7-N2 1.313 (3) 1.318 (2) - 1.299
C7-N3 1.344 (3) 1.334 (2) - 1.360
N2-S1 1.607 (2) 1.6142 (14) - 1.673
C4-S1 1.740 (2) 1.7544 (17) - 1.781
01-S1 1.435 (2) 1.4387 (15) - 1.465
02-S1 1.447 (2) 1.4396 (14) - 1.479
C1-N1 1.364 (3) 1.387 (2) - 1.386
C15-C16 1.485 (4) - 1.471 (4) 1.492
N5-C15 1.346 (3) - 1.350 (3) 1.349
C15-C14 1.370 (4) - 1.372 (4) 1.402
C16-N6 1.343 (3) - 1.347 (3) 1.347
C16-C17 1.387 (4) - 1.383 (4) 1.402
Bag acilar1 (°)
C4-S1-N2 107.07 - - 102.61
N3-C7-S3 107.88 (18) 107.97 (13) - 106.99
N2-C7-N3 120.80 (20) 120.79 (15) - 121.24
C7-N2-S1 119.27 (16) 120.34(12) - 120.69
01-S1-02 117.11(12) 117.11(12) - 119.91
N1-C1-C6 120.70 (20) 120.36 (17) - 120.55
C14-C15-C16 122.50 (20) - 124.0 (2) 122.30
N5-C15-C16 115.80 (20) - 114.9 (2) 115.65
C17-C16-C15 120.80 (30) - 123.5(3) 119.63
N6-C16-C15 118.30 (20) - 115.3(2) 118.75

529



F. Oztiirk, T. Aycan, A.H. Con / BEU Fen Bilimleri Dergisi 9 (2), 525-541, 2020

Sekil 3. [100] dogrultusu boyunca ilerleyen C(8) zincirleri ile olugan bir boyutlu ag (Hidrojen bagi yapmayan
hidrojen atomlar ¢ikarilmistir)

R(22)

HIB

Sekil 4. 1D zincirlerin N1-H1B---O2 ve N1-H1A:--O1 hidrojen baglari ile olusan (110) diizlemindeki R%(22)
halkalar1
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Sekil 5. a-ekseninden bakildiginda N1-H1B---O2" hidrojen baglari ile olusan C(8) zincirlerinin [001]
dogrultusunda ilerleyerek olusturdugu ii¢ boyutlu yap1

Kompleksin kristal paketlenmesi, molekiil i¢ci ve molekiiller arasi etkilesimler (C-H --- N, N-H
<+ O, N-H ----S ve N-H:--N) ile saglanmaktadir (Tablo 3). Asimetrik birimde N-H---N and C-H---N
molekiil i¢i hidrojen baglar1 siilfametiyazol ile 2,2’-bipiridini birbirine baglamaktadir (Sekil 2).
Stilfonamid grubunun azot atomu ile bipiridinin piridil halkasindaki karbon atomu arasinda C20-
H2---N2 molekiil i¢i hidrojen bagi ve tiyadiazol halkasinin azot atomu ile bipiridinin piridil halkasimin
azot atomu arasinda ise N3-H3A --- N2 molekiil i¢i hidrojen bagi olusmustur. N1-H1A---O1" hidrojen
baglar1 iki siilfametiyazol ligandlarin1 birbirlerine baglamaktadir. Bu hidrojen baglar1 [100]
dogrultusunda C(8) zincirleri bir boyutlu agi olusturmustur (Sekil 3). Bu bir boyutlu aglar N1-
H1B:--02" hidrojen baglari ile baglanarak R (22) halkalarmi meydana getirmis (halka merkezleri 1+n;,
Ya, ¥4; n1, 0.34 ve onun katlar1 seklindedir) ve (110) diizleminde iki boyutlu diizlem olusturmustur (Sekil
4). Bunun disinda ayn1 N1-H1B---O2" hidrojen baglari ile olusan C(8) zincirleri [001] dogrultusunda
ilerleyerek ti¢ boyutlu yapiy1 olugturmaktadir (Sekil 5).

Tablo 3. Kompleksin hidrojen bag geometrisi

C20—H20---N2 0.93 2.60 3.420 (4) 148
N1—HIA--Ol 0.86 2.12 2.943 (3) 160
N1—HIB---02 0.86 2.60 3.018 (3) 111
N1—HIB---SIi 0.86 2.99 3.688 (3) 139
N3—H3A---N6 0.86 2.02 2.877 (3) 177

Symmetry codes: (i) x—1, y, z; (ii) x—1/2, —y+1/2

Gozlemlenen ve hesaplanan kompleksin bag uzunluklari, bag agilar1 Tablo 2’de listelenmistir.
Geometrik parametrelerin kuramsal degerleri deneysel degerler ile karsilastirldiginda bag
uzunluklarinda en fazla sapma N2-S1 bag uzunlugunda 0.066 A olarak goriilmektedir. X-ismni
sonucglarmma gore kompleksin C7-N2-S1 baglar1 elektronlari ortaklasa kullandigindan N-S uzunlugu
hesaplamali sonuca gore daha kisadir [20]. Bag uzunlugundaki bu sapmalardan dolay1 bag acisindaki en
biliyiilk sapmalar da C4-S1-N2 ve 0O1-S1-O2 bag agilarinda swrasiyla 4.46° ve 2.80° oldugu
goriilmektedir. Literatiirle karsilastirildiginda en biiyiik sapmalarin yine N-S bag uzunluklarinda ve C-
S-N bag acilarinda oldugu goriilmistir [21]. Geometrik parametrelerin teorik degerleri, kiigiik
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farkliliklara ragmen neredeyse deneysel degerlerle uyumludur (Sekil 6). Bu farkliliklar, gaz fazindaki
yok sayilan molekiiler etkilesimlerden kaynaklanmaktadir. Deneysel ve teorik geometrik parametreler
arasindaki uyum incelendiginde, r.m.s.d 0.1032'dir. Bu deger, optimize edilmis yap1 ile deneysel yapinin
birbirleriyle olduk¢a uyumlu oldugunu géstermistir.

Sekil 6. Kompleks i¢in optimize edilmis (siyah) ve deneysel (kirmizi) yapisinin iist iiste binmis goriintiisi

3.2. FT-IR Spektroskopisi

Kompleksin infrared spektrumda deneysel ve teorik bantlar ile serbest Hsmtz ve literatiir degerleri
karsilastirmali olarak Tablo 4’de listelenmistir. Normal modlar igin hesaplama sonucunda elde edilen
frekanslarin deneysel degerlerden biraz farkli olduklar1 goriilmektedir. Deneysel olarak elde edilen
spektrumun kati faz numunesi kullanilarak kaydedilmis olmasi, teorik hesaplamanin ise izole edilmis,
gaz faz molekiilii kullanilarak yapilmis olmasi bu kiigiik farkliligin nedeni agiklamaktadir. Bunun igin
ampirik 6lceklendirme faktorleri (titresim frekansi skala faktorii) dikkate alinarak yapilan teorik titresim
frekanslarini hesaplanmasi yapildi [22]. Yapilan hesaplamalar sonucunda deneysel ile teorik veriler
arasindaki titresim frekansi skala faktorii literatiire uygun olarak kullanildigi goriilmektedir [23].
Kompleksin ve siilfametiyazoliin deneysel FT-IR spektrumu Sekil 7° de verilmistir.

Serbest siilfametiyazol ligandinin IR spektrumunda, N-H gerilim titresimine karsilik gelen
bantlar 3444 cm™ ve 3357 cm™ de (sirastyla asimetrik ve simetrik titresimler) oldugu ve literatiir ile
uyumlu oldugu goriilmektedir [24]. Kompleksin IR spektrumunun yiiksek enerji bolgesindeki 3498 cm’
1 ve 3400 cm™ de bulunan absorbsiyon bantlari, amino grubunun vas(NH2) ve vs(NH,) titresimlerine
karsilik gelir (Sekil 7). Kompleksin titresim bantlari, serbest ligandin titresim bantlarma gore daha
yiiksek frekanslara kaydigi goriilmektedir. Bu kaymanin nedeni biiyiik olasilikla NH» ve SO, gruplarini
iceren kompleksler arasindaki hidrojen bag etkilesimlerinden kaynaklanmaktadir [25]. Hsmtz’nin N-H
gerilme titresimi ise imido formunda tiyadiazol halkasinda 3254 cm™, amido formunda siilfo grubunda
3242 cm™ de iken kompleks olusumu ile bu bantlar sirastyla 3290 cm™ ve 3248 cm™ e kaymustir.
Amido-imido tautomeri 6zelligi gosteren Hsmtz ligandindaki imido pikindeki kayma bipy ligandi ile
yapmis oldugu hidrojen bagindan kaynaklandigi disilmektedir. Siilfametiyazoliin siilfonomido
grubunun SO, grubunun titresim frekanslarmi ise inceledigimizde va(SO2)’nin 1318 cm™ ve 1307 cm
1’ e daha diisiik frekansa kayarken vs(SO)’nin ise 1190 cm™ ve 1172 cm™e daha yiiksek frekansa
kaydig1 gozlenmistir. XRD sonuglarindaki bag uzunlarini ve kristal olusumunda siilfametiyazoliin imido
formunda oldugu g6z 6niine alindiginda uyumlu oldugu sonucuna varilmustir.
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Sekil 7. Kompleksin deneysel IR spektrumu (kirmizi ¢izgi), siilfametiyazoliin deneysel IR spektrumu (mavi
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Tablo 3. Deneysel olarak 6lgiilen ve kuramsal olarak hesaplanan kompleksin karsilagtirilmali titresim pikleri

(cm™1) ve literatiir degeri

Assignments SMTZ Experimental IR with KBr [26] DFT/B3LYP/6-31G(d,p)
Vas(NH2) 3444vs 3498sgenis 3444 3505
vs(NH>) 3357vs 3400s 3359 3407
D(N H)imido 3254vs 3290s - -
V(NH)amigo 3242vs 3248s 3257 3257,3245
V(CH)bipy - 3139W -
V(CH)genitV(CH)pipy  3048s,3035s - 3223-3163
V(CHa)smiz 2897m 3083w-2870w 2017 3153-3052
S(NH2)Hsmtz 1647ws 1621ws

1604 1675-1653
S(NH)imido - 1588m
Halka str.enil 1602ws,1596ws  1575s, 1561s, 1532sh - 1652, 1643
Halka str. pipy
v(C-C)(bipy) - - - 1627-1615
S(CH)fenil 1504ws 1514ws - 1544
B(NH)amido - 1479ws - 1536
S(CH)pipy - 1448m - 1528,1504
Sas(CHS)Hsmtz 1434m l426m - 1493,1488
& (NH)imido 1400s 1385sh - 1485
v (NH2)Hsmtz 1376s 1349s - 1475
Vas(SO3) 1326ws 1318ws,1307ws 1326 1296
3s(CH3)Hsmtz 1303s, 1292s 1297sh - 1426
y(NH2)Hsmtz 1260s, 1251s 12565 - 1375
S(CH)pipy - 1236m,1230m - 1356,1339
Y(NH)Hsmtz 1186s - - -
vs(SO2) 1149s,1127s 1190s 1172s 1130 1077
8(CN)tiadiazol - 1080 - -
V(SN) 921s 897s - -
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3.3. Kimyasal Aktivitesi

Kompleks i¢in en yiiksek enerjili dolu molekiiler orbital (HOMO) ve en diisiik enerjili bos molekiiler
orbital (LUMO) enerjileri molekiiler orbital yiizeyleri ile birlikte Sekil 8 de verilmektedir. Exomo degeri
artarsa, bilesigin reaktivitesi artarken, ELumo degeri azalmasiyla bilesigin biyolojik degeri artmaktadir.
Buna gore molekiiliin reaktivitesinin egilimi Egogrux degerinin azalmasiyla artar. Kimyasal sertlik ve
yumusaklik kuralina gore, yumusak ve sert asitler sirastyla yumusak ve sert bazlara koordine olmay1
tercih eder. Hiicre ve enzim gibi yumusak molekiillerin biyolojik reaktivitesi sert molekiillerinkinden
daha yiiksektir. Kiiciik y veya yiiksek CP molekiil iizerine kolayca delokalize olan elektronu gosterir.
Molekiiliin biyolojik reaktivitesi elektrofisilik degerin azalmasi veya niikleofisilik degerin artmasiyla
artar. Biyolojik aktivite bilesigin yiikiiyle ilgili olarak kiiresel yumusaklik ve Amax degerinin artmast ile
artar [26]. Tiim bunlar g6z oniine alindiginda Tablo 5° deki degerlere gore yeni sentezlenen kompleksin
siilfametiyazol ve siilfatiyazol [27] ligandlarina gore daha ¢ok biyolojik ve kimyasal aktiviteye sahip
oldugunu gostermektedir. Optimize molekiiliin MEP haritasi, en ¢ok elektronegatif bolgeyi kirmizi renk
ile gosterirken, elektropozitif bolge mavi renk ile gosterilir. Negatif potansiyel bolgeler, gliclii molekiil
i¢i ve molekiiller aras1 hidrojen baglar1 nedeniyle O1 ve O2 atomlar1 tizerindedir (Sekil 9). Tablo 3’deki
hidrojen baglar1 incelendiginde elektron alma &6zelliginden dolay1 amin grubu (NH>) en koyu mavi renge
sahiptir. Boylece MEP yiizeyi reaktif alanlar1 gostermektedir.
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Sekil 8. Kompleksin (a) HOMO, LUMO degerleri i¢in DFT/B3LYP yontemi kullanilarak elde edilen enerji
seviyeleri ve molekiiler yoriinge ylizeyleri (b) hesaplanan toplam yogunluk durumu (TDOS) spektrumu
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Tablo 5. Kompleksin hesaplanan kuantum kimyasal tanimlar1

DFT Kompleks (eV) Siilfametiyazol Siilfatiyazol [27]
Enomo® -5.99 -5.83 -5.97
ELumo? -1.35 -0.77 -0.90
Ecar® 4.64 5.06 5.07
12 5.99 5.83 5.97
A2 1.35 0.77 0.90
n? 2.32 2.53 2.54
oP 0.43 0.39 0.39
rv 3.67 3.30 3.44
cp? -3.67 -3.30 -3.44
o? 2.90 2.15 2.33
NP 0.34 0.46 0.43
ANmax 1.58 1.30 1.35
SP 0.22 0.19 0.20

xeV; eV liyonizasyon enerjisi, A:electron ilgisi, n:mutlak sertlik(n = (—Egomo + ErLumo)/2)); o:mutlak yumusakhik (c=1/m);
x:mutlak elektronegativite(x = |[—Egomo — ErLumol/2); CP:kimyasal potansiyel(CP=-y); w:elektrofilik indeks (0=CP?/2n); N:niikleofilik
indeks (N=1/w); ANmax:ek elektronik yiik(ANma=-CP/n); S:kiiresel yumusaklik(S=1/2n)

Sekil 9. Kompleksin DFT/B3LYP/6-31G (d,p) seviyesinde hesaplanan MEP yiizeyi
3.4. Elektronik Absorbsiyon Spektroskopisi

Kompleksin UV-Vis spektrumu DMF ve etanolde 190-800 nm araliginda kaydedildi. Ayrica, enerji
seviyeleri arasindaki gegisler TD-DFT metodu ile ¢alisilmustir. UV-Vis absorbsiyon verileri GaussSum
3.0 yazilimu kullanilarak hesaplanmustir [28]. 200 nm ve 290 nm arasinda go6zlenen bantlar piridin
halkasindaki n—n* gecislerinden kaynaklanmaktadir. =—n* gecislerinin hesaplanan degerleri (264 nm
ve 274 nm) deneysel degerler (208 nm, 212 nm ve 284 nm) ile karsilastirildiginda sonuglar birbirlerine
¢ok yakin ¢ikmamistir. Bu kayma ¢oziiciiniin etkisinden kaynaklamiyor olabilir [29]. Kompleksin
deneysel UV spektrumunda goézlenen 308 nm’deki pik n—n* gecisinden kaynaklanmaktadir
(hesaplanan 291 nm). Deneysel UV spektrumda 540 nm’de ortaya ¢ikan pik goriiniir bolgededir.
Kompleksi olusturan ligandlarin her ikisi de renksiz olmasina ragmen tek kristal agik pembe renklidir.
Bu nedenle 540 nm’de bir maksimum gortilmiistiir.

3.5. Termal Analiz
Kompleksinin termal analiz egrisi Sekil 10” da verilmektedir. 55-210 °C sicaklik araliginda kompleksin
yapisinda bulunan 2,2'-bipiridin endotermik olarak uzaklagsmaktadir. Bu basamakta %36.0°lik bir kiitle
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azalmasi meydana gelmektedir (DTGmaks: 184 °C; hes:%36.6). Son basamakta ise 210-412 °C sicaklik
araliginda geriye kalan organik kalintinin yanmasi 293 °C’de endotermik olayla ger¢ceklesmektedir. Bu
sicakliktan daha yiiksek sicakliklara ¢ikildiginda bozunmanin devam ettigi goriillmektedir. Bozunmalar
sonucunda 1000 °C’ye gelindiginde %21.0’lik organik bir kalint1 kalmaktadir.
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Sekil 10. Kompleksin termal analiz egrisi
3.6. Antimikrobiyal Analiz

Stilfametiyazol, stlfonamid grubundan bir antibiyotiktir [30]. Bu ¢alismada, siilfametiyazol ve yeni
sentezlenen kompleksinin antimikrobiyal aktivite analizi iki Gram pozitif bakteri (Staphylococcus
aureus ATCC 33862 ve Bacillus subtilis), iki Gram negatif bakteri (Pseudomonas aeruginosa ve
Escherichia coli), bir maya (Candida albicans) ve bir kiif (Aspergillus flavus) suslarina kars1 yapilmistir.
Kompleksin MIC degerlerinin Aspergillus flavus MAM 20068 i¢in 64 pg/mL konsantrasyona ve
Escherichia coli ATCC 25922 igin de 128 ng/ mL konsantrasyona diistiigii ve siilfametiyazolden daha
yiiksek etkinlige sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo 6). Sentezlenen yeni kompleksin siilfametiyazole
gore daha yiiksek biyolojik ve kimyasal aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Antimikrobiyel
aktivitesinde bir artis gstermesi beklenen bir sonugtur.

Tablo 6. Kompleksin ve siilfametiyazoliin MIC degerleri
Mikroorganizmalar

Bilesikler S.aureus B.subtilis P.aeruginosa E. coli C. albicans A. flavus
MIC value (pg/mL)

Siilfametiyazol >512 1 <1 256 <1 128

Kompleks >512 1 <1 128 <1 64

Yeni sentezlenmis kompleksin diger indikator mikroorganizmalara karsi siilfametiyazolden
farkli bir MIC degeri vermemesi sonucu ise test i¢in kullanilan etken maddelerin konsantrasyonlarindan
kaynaklanabilir. Caliymada S. aureus’a kars: test edilen en yiiksek konsantrasyonun (512 pg / mL) her
iki bilesen icin de etkisiz olmasi bir farklilik dogmamasina neden olmustur. Daha yiiksek degerlere
c¢ikilmas1 durumunda siilfametiyazol ile yeni kompleksin MIC degerinde bir farklilagsma beklenebilir.
Ancak daha yiiksek konsantrasyonlarda etki anlamli bulunmadigi igin test edilmemistir. Yine, Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans’a karsi etkinlikte de kompleks ile
stilfametiyazoliin benzer MIC degerine sahip olmasi, test edilen en diisiik konsantrasyonun (1 pg / mL)
her iki form i¢in de etkin olmas1 ve daha diisiik konsantrasyonlarin da denenmemesinden kaynaklanmis
olabilir. Bu mikroorganizmalar i¢in daha diisiik konsantrasyonlarn denenmesi durumunda MIC
degerinde degisim meydana gelmesi olasidir.
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3.7. Molekiiler Yerlestirme Calismasi

Staphylococcus aerous, Escherichia coli, Candida Albicans, Bacillus Subtilis, Pseudomonas aeruginosa
ve Aspergillus Flavus bakteri ve mayalarmin siilfametiyazol-bipiridin ile etkilesimini anlamak ve
etkilesim mekanizmasini agiklamak igin molekiiler yerlestirme calismasi yapildi. Yerlestirme hesaplari
5J9B, 5BMM, 5HTG, 1ZUV, 4F0V ve 4YNU protein modellerinde yapildi. Analiz (Hsmtz-Bipy)’in,
5J9B etkilesiminde, ALA101, ALA97 ve ALA30’un aktif bolgelerde bulunan en temel rezidiiler
oldugunu gostermistir. Benzer olarak, 5SBMM ile etkilesiminde TYRS511 ve LYS351’in aktif
bolgelerinde, SHTG ile etkilesiminde GLU115, ARG44, LYS45 ve ASP31’ in aktif bolgelerinde,
1ZUW ile etkilesiminde GLU153 ve ARG45’ in aktif bolgelerinde, 4F0V ile etkilesiminde VAL129 ve
ASP134’in aktif bolgelerine ve son olarak 4YNU ile etkilesiminde sadece su molekiillerinde bulunan
en temel rezidiiler oldugunu gostermistir. Kompleksin tiim proteinler ile baskin olarak hidrojen bagi
yaptigini gostermistir. Etkilesimleri igeren olasi etkilesim modelleri ve temel rezidiilerin yaptigi
etkilesim tiirleri Tablo 7°de gosterilmistir. ilag ¢ekirdegi H baglar ile baglanma yerlerine baglanan
proteinler ile etkilesir. Hedef protein ile kompleks arasindaki etkilesimler Sekil 11°de gosterilmistir.

Tablo 7. Kompleksin bahsedilen proteinlerle yaptigi etkilesim tiirleri ve etkilesim yaptigi rezidiiler

Ligand- [sim Uzaklik Baglanma  Proteinde Liganda Proteine
Protein A) Tipi baglanan site baglanan baglanma
X:Kompleks site Modu—
Ligand
X-5J9B UNKO:H- 3.0208 CH---O B:ALA101:0 UNKO:H H-Donoér—O-
B:ALA101:0 Akseptor
X-5J9B UNKO:H- 2.8682 H-Bag A:ALA97:0 UNKO:H H-Don6r—O-
A:ALA97:0 Akseptor
X-5J9B A:ALA30:HN3- 2.2658 H-Bag A:ALA30:HN3 UNKO:0 HN3-
UNKO:0 Donér—O-
Akseptor
X-5BMM A TYR511:HH- 29069 H-Bag ATYR511:HH UNKaO:S H-Don6r—S-
UNKO:S Akseptor
X-5BMM B:LYS351:HZ3-  2.2751 H-Bagi B:LYS351:HZ3  UNKO:S H-Don6r—S-
UNKO:S Akseptor
X-5HTG UNKO:H- 24277 H-Bag B:GLU115:0E1  UNKO:H H-Don6r—O-
B:GLU115:0E1 Akseptor
X-5HTG B:ARG44:CD- 3.4199 CH-Bag B:ARG44:CD UNKO:0 H-Don6r—O-
UNKO0:0 Akseptor
X-5HTG B:LYS45:NZ- 48595 Pi-Katyon B:LYS45:NZ UNKO N-Donér— Pi-
UNKO Orbital
X-5HTG B:ASP31:0D2- 3.4933 Pi-Anyon  B:ASP31:0D2 UNKO O-Donér— Pi-
UNKO Orbital
X-1ZuvV UNKO:H- 24716 H-Bag A:GLU153:0 UNKO:H H-Don6r—0O-
A:GLU153:0 Akseptor
X-1ZuvV A:ARG45:NH2-  4.0464 Pi-Katyon A:ARG45:NH2  UNKO N-Donér— Pi-
UNKO Orbital
X-1ZuVv B:ARG45:NH1- 3.4263 Pi-Katyon B:ARG45:NH1 UNKO N-Don6r—Pi-
UNKO Orbital
X-4FOV UNKO:H- 2.6975 H-Bagi A:VAL129:0 UNKO:H H-Don6r—O-
A:VAL129:0 Akseptor
X-4FOV A:ASP134:0D2- 3.8316 Pi-Anyon  A:ASP134:0D2  UNKO O-Don6r—Pi-
UNKO Orbital
X-4YNU A:HOHT732:0- 2.8020 SuH-Bagt A:HOH732:0 UNKO:0O O-Donér—0O-
UNKO0:0 Akseptor
X-4YNU A:HOH1046:0- 3.2804 SuH-Bagit A:HOH1046:0 UNKO:0 O-Donér—O-
UNKO0:0 Akseptor
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Sekil 11. Kompleksin (a) 5J9B, (b) 5BMM, (c) 5HTG, (d) 1ZUV, (e) 4FOV ve (f) 4YNU proteinlerle etkilesimi

Tablo 8, kompleksin proteine baglandiginda meydana gelen etkilesim enerjilerini ve protein i¢in
etkilesimli enerji diizeninin SHTG>4F0V>5BMM>4YNU>5J9B>1ZUV oldugunu goéstermektedir.
Molekiiler yerlestirme sonucuna gére SHTG, 4F0V, SBMM, 4YNU, 5J9B ve 1ZUV i¢in inhibisyon
sabitleri siras1 ile 0.680, 7.256, 28.056, 0.575, 14.268, 4.369 uM olarak hesaplanmustir. Inhibisyon sabiti
bir ligandin bir enzimi inhibe edecegini ve enzim igin bir substratla etkilesime girebilecegini dngéren
bilgiyi saglar. Inhibisyon sabiti ayn1 zamanda proteine ligandin baglanma afinitesinin bir lgiisiidiir.
Genel olarak, yiiksek afiniteli ligand baglanmasi, ligand ve reseptorii arasindaki daha biiyiik molekiiller
aras1 kuvvetten kaynaklanirken, diisiik afiniteli ligand baglanmasi, ligand ve bunun reseptdrii arasinda
daha az molekiiller aras1 kuvvet icerir. K; konsantrasyonu diistiikce, bekleyen iyon ile alic1 antijen
arasinda kimyasal bir reaksiyon olusma olasilig1 artar. Diisiik afiniteli baglanma (yiiksek K; seviyesi),
baglanma bolgesi en fazla isgal edilmeden ve baga maksimum fizyolojik yanit alinmadan 6nce nispeten
yiiksek bir ligand konsantrasyonunun gerekli oldugu anlamina gelir. Yani, inhibisyon sabiti ne kadar
kiigiikse enzim aktivitesini inhibe etmek i¢in o kadar az ilaca ihtiyag duyulur [31]. Buna gore
Staphylococcus aerous ve Bacillus Subtilis bakterilerine karsi1 daha az kompleks-ilagtan alinabilecegi
sOylenebilir.

Tablo 8. Bahsedilen proteinler igin AGy ve K; degerleri

Protein 1D Serbest Baglanma Enerjisi AGg (kcal/mol) Inhibisyon Sabiti, K; (uM)
5J9B -84 0.680

5BMM -7.0 7.256

SHTG -6.2 28.056

1Zzuv -8.5 0.575

4FOV -6.6 14.268

4YNU -7.3 4.369

4. Sonug ve Oneriler

Siilfonamid grubu ilag etken maddelerden olan siilfametiyazol en énemlilerinden biridir. Oncelik ile
siilfametiyazoliin (Hsmtz)-2,2"-bipiridin (bipy) tuzunun sentezi yapildi. Elde edilen kristallerin X-1s1n1
kirmimi sonucunda kompleksin asimetrik biriminde bir siilfametiyazol molekiilii ve bir 2,2’-bipiridin
molekiilii igerdigi goriildii. Siilfametiyazoliin siilfonamido boliimiindeki protonu amino formunda iken,
kompleks olusumunda tiyadiazol halkasindaki azot atomuna baglanarak imido formunda oldugu
gorilmiistiir.
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Yapilan IR spektral analiz sonucunda kristal olusumu sonucunda siilfametiyazoliin imido
formunda oldugu gbz 6niine alindiginda elde edilen deneysel degerlerin, literatiir ve teorik hesaplama
sonuglari ile olduk¢a uyumlu oldugu gériilmektedir. Gozlenen kiigiik farkliliklarin ise gaz fazindaki yok
sayilan molekiiler etkilesimlerden kaynaklandigi bilinmektedir. Antibakteriyel caligmasi neticesinde Ko-
kristalin Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans
suslarina karsi bir etki géstermez iken, Escherichia coli ve Aspergillus flavus suslarmma karsi etki
gosterdigi sonucuna varilmistir.

Buna ilaveten optimize edilen kompleks sonuglar1 kullanilarak Protein Data Bank’tan
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) alinan 5J9B, 1ZUV, 5BMM, 4F0V, 5HTG ve 4YNU ID
kodlu proteinlere yerlestirildi. Proteinin aktif bdlgeleri ile kompleks hidrojen baglar1 ve zayif
etkilesimler yaparak, biyolojik aktivitesi teorik olarak incelendi. inceleme sonucunda kompleksin tiim
proteinler ile baskin olarak hidrojen bagi yaparak etkilesim gosterdigi gozlenmistir. Kompleksin
proteine baglandiginda meydana gelen etkilesimi sonucunda inhibisyon sabitlerinin elde edilmesi ile
kompleks-ilacin hangi tiir protein ile ne kadar etkileyecegi hakkinda bilgi edinebilmemizi saglamustir.

Ek Materyal

Bu ¢alisma i¢in CCDC No: 1909805 ek kristalografik verileri igerir. Bu veri http://www.ccdc.cam.ac.uk/
adresinden lcretsiz olarak elde edilebilir.
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