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OZET Mikrobiyoloji

Calismada, Saghik Bakanligi Adana Bélge Tiberkiiloz Laboratuvari’na

gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen rifampisin direngli tiiberkiiloz Aragtirma Makalesi
suglar:1 ile referans sus M. tuberculosis H37Rv tlizerine benzimidazol

cekirdegi iceren 3 farkli Dbilesigin ((S1): 1-(N-metilftalimid)-3- Makale Tarihgesi
benzilbenzimidazolyum bromiir, (S2):  1-(N-metilftalimid)-3-(4- Gelis Tarithi  : 08.04.2023
metilbenzil) benzimidazolyum bromiir, (S3): 1-(N-metilftalimid)-3- Kabul Tarihi :25.08.2023
(naftalen-1-ilmetil) ~benzimidazolyum bromiir) antimikobakteriyel

aktivitesinin tespiti amaclandi. Benzimidazol tiirevi bilesiklerinin Anahtar Kelimeler

rifampisin diren¢li 35 klinik M. tuberculosis ve H37Rv suslarinda Tuberkiiloz
antimikobakteriyel aktiviteleri in vitro sartlarda BACTEC MGIT 960 Rifampisin
sistemi kullanilarak test edildi. Ayrica, antimikobakteriyel -etkili Molekiler doking
bilesiklerin olasi etkilesimleri molekiiler doking ile incelendi. Calisma Benzimidazol
sonucunda sadece S2 bilesiginin yalniz M. tuberculosis H37Rv susuna

karst antimikobakteriyel aktivite gosterdigi, rifampisin direncli A

tuberculosis suslarina karsi aktivitesinin olmadigi belirlendi. S1 ve S3

bilesiklerinin ise hem klinik hem de referans susa kars:
antimikobakteriyel aktivitesi tespit edilemedi. Molekiiler doking

sonuclari S2nin InhA ile baglandigini1 ve onu inhibe ederek
antimikobakteriyel etkisini gosterebilecegi ortaya ¢ikardi. Sonug olarak

S2 bilesiginin tuberkiiloz tedavisinde yeni ajan olarak sunulabilir ancak

daha kapsamli ¢alismalarin yapilmasina da ihtiya¢ duyulmaktadar.

Investigation of the Antimicobacterial Activity of Benzimidazolium Salts on Rifampicin Resistant
Mycobacterium tuberculosis Complex Strains

ABSTRACT Microbiology

In this study, it was aimed to determine the antimycobacterial activity of

3 different compounds ((S1): 1-(N-methylphthalimide)-3- Research Article
benzylbenzimidazolium bromide, (S2): 1-(N-methylphthalimide)-3-(4- . .

methylbenzyl) benzimidazolium bromide, (S3): 1-(N-methylphthalimide)- Artlc.l e History .
3-(naphthalen-1-ylmethyl) benzimidazolium bromide) containing Received ) 08.04.2023
benzimidazole nuclei on M. tuberculosis reference strain H37Rv and Accepted +25.08.2023
rifampicin resistant tuberculosis strains isolated from clinical samples Keywords

sent to the Ministry of Health Adana Regional Tuberculosis Laboratory. Tuberculosis

Using the BACTEC MGIT 960 system, the antimycobacterial activity of Rifampicin

benzimidazole derivative compounds were examined in vitro against M. Molecular docking
tuberculosis H37Rv and 35 clinical strains of M. tuberculosis that were Benzimidazole

resistant to rifampicin. Furthermore, molecular docking was used to look
into the possible interactions of the antimycobacterial compounds.
According to the results of the study, compound S2 showed
antimycobacterial activity against the M. tuberculosis H37Rv strain but
it didn’t have any effect on rifampicin-resistant M. tuberculosis strains.
Compounds S1 and S3 didn’t exhibit any antimycobacterial activity
against both clinical and reference strains. The results of the molecular
docking analysis revealed that S2 could bind to InhA and thus could exert
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its antimycobacterial activity by inhibiting it. As a result, the S2
compound can be suggested as a new agent for the treatment of
tuberculosis, however, more comprehensive studies are needed.
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GIRIS

Yaklagik 30 yillik kiiresel halk saghgi c¢abalarina
ragmen, Tiiberkiiloz (TB), diinya ¢apinda bulasica bir
patojen tarafindan 6nde gelen 6lim nedeni olmaya
devam etmektedir (WHO, 2018). Mycobacterium
tuberculosisin neden oldugu TB, yilda yaklagsik 10
milyon kigiyi etkilemektedir.

TB tedavisinde ilaglarin onerilen kombinasyonu,
birinci basamak rifampisin, izoniazid, etambutol ve
pirazinamid dahil olmak lzere 6 aylik standart bir
rejimi icerir (Khan ve ark., 2021). Rifampisin, TB icin
standart alt1 aylik birinci basamak tedavi rejiminin
temel ilacidir ve 50 yili agkin bir stredir etkili TB
tedavisinin temel tas1 olmustur (Schweebel ve ark.,
2020; Malenfant ve ark., 2021) . Rifampisin direncli TB
(RD-TB), diinya capinda insan saghg: icin artan bir
endise olmustur ve TB’nin kontroli i¢in ciddi bir tehdit
olusturmaktadir (Prasad ve ark., 2018).

Ilaca direncli TB’nin mevcut tedavisi oldukca zor ve
karmagiktir. Hasta uyumunu iyilestirmek, niks
riskini ve ila¢ direnci evrimini azaltmak amaciyla
daha kisa rejimleri degerlendirmek igin ¢ok fazla
arastirma yapilmahdir (Gill ve ark., 2022). Bu
baglamda direngli TB gelisimini yavaslatmak, direncli
varyantlarin bulagsmasini sinirlamak, ayni1 zamanda
tedavi sonucunu iyilestirmek i¢in yeni tedavi
rejimlerine, ilaclara ve teshislere acilen ihtiya¢ vardir
(Gygli ve ark., 2017).

Benzimidazol cekirdegi, biyolojik aktivite
calismalarinda énemli bir yere sahiptir (Yoon ve ark.,
2013). Yapilan calismalarda, benzimidazol iskelesinin
in vitro antimikobakteriyel aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Bu da onu yeni antimikobakteriyel
ilaclarinmin kesfi icin umut verici bir baslangi¢ noktasi
haline getirmektedir. Yakin zamanda, benzimidazol
tirevlerinin TB’a kars1 kullanilmasi ile ilgili nispeten
iyi sonuglar elde edilmig farkli ¢alismalar rapor
edilmistir (Yoon ve ark., 2013; Gong ve ark., 2014).

Bu caligmada, 3 farkli benzimidazolyum tuzu hem
klinik RD-TB suglarina hem de duyarh refarans M.
tuberculosis susuna kargt 1in vitro sartlarda
antimikobakteriyel aktivitesinin potansiyel etkinligini
belirlemek amaciyla test edilmistir.

MATERYAL ve METOD
Calismada, 01.10.2021-01.06.2022 tarihleri arasinda
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Saglhik  Bakanlhign Adana  Bolge  Tuberkiiloz
Laboratuvari’na pulmoner tuberkiiloz glphesi ile
gonderilen hastalara ait klinik materyallerden izole
edilen ve rifampisin direnci tespit edilen 35 klinik M.
tuberculosis susu ile M. tuberculosis H37Rv referans
susuna kargi u¢ farkli benzimidazolyum tuzunun
antimikobakteriyel aktivitesi arastirilmistir. Calisma
i¢in Cukurova Universitesi Girigimsel Olmayan Klink
Aragtirmalar Etik Kurulu tarafindan (Karar No:55,
Say1: 114, 10.09.2021) onay alinmistir.

Benzimidazolyum Tuzlarmin Sentezi

Benzimidazolyum  tuzlar, Stleyman  Demirel
Universitesi Arastirma Laboratuvari’nda
sentezlenmigtir. Benzimidazolyum tuzlarinin sentezi
i¢in, 1.5 mmol oraninda potasyum hidroksit, 40 ml etil
alkol icindeki 1 mmol benzimidazol ¢6zeltisine yavas
yavas ilave edildi. Hazirlanan reaksiyon karigimi bir
saat oda sicakliginda karistirildiktan sonra ortama 1
mmol alkil halojeniir ilave edildi ve 6 saat reflux
yapildi. Daha sonra olusan potasyum kloriir stizilerek

uzaklagtirildi. Uriin, etil alkol iginde
kristallendirilerek saflagtirildi.  Sentezlenen  N-
alkilbenzimidazoliin dimetilformamid (DMF)

¢Ozeltisine yavas yavag farkli bir alkil halojentir ilave
edildi ve 80 °Cde 24 saat karistirildi. Reaksiyon
bittikten sonra ortamdaki DMF vakum uygulanarak
uzaklagtirildi. Bu yontemle, farkli benzimidazolyum
tuzlar1 sentezlendi ve Urilinler etil alkol-dietil eter
karisiminda kristallendirilerek saflagtirildi (Akkog ve
ark., 2016a; Akkoc ve ark., 2016b). Bu calisma icin
hazirlanan benzimidazolyum tuzlarinin agik yapilar:
asagida verilmistir (Sekil 1).

Benzimidazol tiirevi bilegiklerin antimikobakteriyel
aktivitesinin incelenmesi

Calismada kullanilan her bir benzimidazol tilirevi
bilesik dimetilstlfoksit iginde ¢ozdirilerek stok
soliisyonlar1 hazirlandi. MGIT tiiplerine 800 ul OADC
(MGIT GrowthSupplement, BD, ABD) ve 500 pul
bakteri inokiile edildi. Ureme kontrol (GC) tiipii 1:100
oraninda diliie edilmis bakteri inokilimi hazirland.
Test edilen ilag konsantrasyonlari, 0.25 ug/ml, 0.5
pg/ml, 1pg/ml, 2 pg/ml ve 4 pg/ml olmak tizere 5 farkh
dilisyonda degerlendirildi. Minimum inhibisyon
konsantrasyon (MIC) degerleri, her bir érnek icin
benzimidazol tirevi icermeyen, sadece 1.0 pg/ml
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rifampisin iceren GC kontrol tipleri ile kiyaslanarak kontrol edilerek analiz edildi (Judrez ve ark., 2020).
sonuclar BD EpiCenter veritabaninda 18-24 saatte bir

(I Cr

N

Sekil 1. Sentezlenen benzimidazolyum tuzlarinin agik yapilar

Figurel. Open structures of synthesized benzimidazolium salts
(S1): 1-(N-metilftalimid)-3-benzil benzimidazolyum bromiir
1-Benzilbenzimidazol (1.2 g, 1 mmol)'un DMF deki ¢ézeltisine N-(bromometil)ftalimid (1.29 g, 1 mmol) ilave edildi ve reaksiyon
24 saat 80°C de stirdiiriilerek bilesik S1 hazirlandi (Akkog ve ark., 2016).
(82): 1-(N-metilftalimid)-3-(4-metilbenzil)benzimidazolyum bromiir
2-((1H-benzol[dlimidazol-1-i)metil)izoindolin-1,3-dion (1 g, 1 mmol)’un DMF deki ¢ézeltisine 4-metilbenzil bromiir (0.558 g, 1
mmol) ilave edildi ve reaksiyon 24 saat 80°C de siirdiiriilerek bilesik S2 hazirlandi (Akkog ve ark., 2016b).
(83): 1-(N-metilftalimid)-3-(naftalen-1-ilmetil)benzimidazolyum bromiir
1-(Naftalen-1-ilmetil)benzimidazol (1 g, 1 mmol)’'un DMF deki ¢6zeltisine N-(bromometil)ftalimid (0.929 g, 1 mmol) ilave edildi
ve reaksiyon 24 saat 80°C de siirdiiriilerek bilesik S3 hazirlandi (Akkog ve ark., 2016b

2
s

2

+

O
O

L

2

o
74

S2 S3

Molekiiler Doking konsantrasyonda antimikobakteriyel etki gésterdigi
TB’a karg: ilac tasarlanmasinda énemli bir hedef olan tespit edildi. S1 ve S3 bilesikleri ise M. tuberculosis
InhA enzimin {i¢ boyutlu (3B) yapisi protein veri H37Rv referans susunda herhangi bir
bankasi1 (PDB)'den elde edildi. Kullanilan protein antimikobakteriyel aktivite gostermedi.
yapisl icerisinde etkili bir ligant icermektedir (PDB Guntimuzde TB tedavisine yonelik yeni ajanlarin
kodu: 6R9W) (Kamsri ve ark., 2020). Molekiiler doking geligtirilmesi i¢in ¢aligmalar yapilmakta ve giderek
islemi AutoDock Vina kullanilarak yapildi (Trott ve artmaktadir. Son zamanlarda, antimikobakteriyel
ark., 2010). Arastirilan bilesikler ise ChemDraw aktivite ¢alismalar i¢in farkli fonksiyonel gruplara
programi ile cizildi (Cousins ve ark., 2022). sahip yeni benzimidazol bilesikleri sentezlenmekte ve
Doking iglemi baglamadan énce grid kutusu bagh etkinligi aragtirilmaktadir. Calismamizda oldugu gibi
ligandi kapsayacak sekilde belirlendi. Sonra protein benzimidazol  halkasi igeren yeni bilesiklerin
yapisi icindeki su silinerek, polar hidrojen eklenerek antimikobakteriyel — etkinligi  literatiirlerde  de
ve Gasteiger yiikii belirlenerek isleme hazirlandi. mevcuttur. Cahismalarda antimikobakteriyel
Benzer sekilde bilesikler polar hidrojen eklenerek ve aktiviteleri tespit edilen bilesiklerin 1, 2, 5 ve 6
Gasteiger yiikii eklenerek isleme hazirlandi. Sonra pozisyonunda degisen bir dizi ile ikame edilen
ilgili parametreleri kullanilarak AutoDock Vina (halojenler, nitro, amino, metil gibi fonksiyonel
komutu ¢aligtirildi. Doking sonuglar: Biovia Discovery gruplardan, triflorometil, hidroksil, alkoksi, stilfonil
Studio program: kullanilarak gériintiilendi ve analiz veya N-siilfonamid stibstitiie edilmis aril/heteroaril
edildi (Khawbung ve ark., 2021). stibstitiientleri gibi) umut verici antimikobakteriyel
adaylar oldugu bildirilmistir (Keri ve ark., 2016).
BULGULAR ve TARTISMA Calismamizda ise antimikobakteriyel aktivite

Calismada, rifampisin direncli M. tuberculosis klinik gosteren S2 bilesigi 4-metilbenzil grubu icermektedir.

suslarma karsti S1, S2 ve S3 bilesiklerinin Sangani ve arl@daslan, 'kinolin ve metil grubuna
antimikobakteriyel aktivitesi tespit edilmedi. Buna ekle?nen etel'r b'aglantlh.arl.l haqkrflsmda flor grubung
karsilik M. tuberculosis H37Rv referans susunda S2 sahip - benzimidazol blleslklerlmn. M tubefrca‘]oteuic
bilesiginin (S2:1-(N-ftalimidometiD)-3-(4-metilbenzi)- ~ H37Rv'ye karsi daha yiiksek aktivite sergiledigini

1H-benzo[dlimidazol-3-yum bromiir)), 2 pug/ml tespit etmiglerdir (Sangan ve ark., 2013). Farkh
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fonksiyonel gruba sahip (E)-N'-(4-ariloksibenziliden)-
1H-benzimidazol-2-karbohidrazid tlrevlerinin M.
tuberculosis H37Rv susuna kargst MIC degerlerinin
1.5-25 ug/mL  konsantrasyonlarinda iyi  bir
antimikobakteriyel aktivitesi gosterdigini
bildirmiglerdir (Siddiki ve ark., 2014). Malasa ve
arkadaslari yeni benzimidazol-2-il kinazolin
tirevlerini, umut verici antimikrobiyal ajanlar olarak
tamimlamiglardir (Malasala ve ark., 2021). M.
tuberculosis H37TRv'ye karsi 2,6-diarilpiperidin-4-on
benzimidazol turevlerinin, standart rifampisin ilacina
kiyasla %200 antimikobakteriyel aktivite sergiledigini
tespit etmislerdir (Aridoss ve ark., 2008). M.
tuberculosis H37Rv susu ve ¢oklu ilaca direngli TB
klinik suglara karsi benzoimidazol-5-karbohidrazid
tirevlerinin potansiyel in vitro antimikobakteriyel
aktiviteleri arastirilmis ve bilegiklerin orta dizeyde

bir antimikobakteriyel aktivite
bildirmislerdir (Camacho ve ark., 2011).

Antimikobakteriyel etkinligi bulunan S2 bilegiginin,
InhA enzimi uzerindeki olasi etkisini aydinlatmak
amaciyla molekiiler doking yapilmistir. Molekiiler
doking igleminde kullanmilan PDB yapida bagh
bulunan ligandin InhA enzimiyle olan baglanma
noktalar1 ve baglanma enerjisi doking iglemini valide
etmek icin belirlenmigtir. Ligandin InhA enzimiyle
etkilesimi iyl olmasi ile birlikte elde edilen etkilesim
noktalar bundan 6nce yapilmis deneysel ¢aligmalarla
uyumlu oldugu ortaya c¢ikmigtir. Molekiiler doking
islemi sonucunda bagli ligandin NAD301, Met103,
Phel49, Alal57, Tyr158, Metl61, Ala198, Met199 ve
Ile215 noktalarinda InhA ile baglandig1 ortaya
cikmistar (Sekil 2, Cizelge 1).

sergiledigini

Cizelge 1. Standart ligandin ve S2 kodlu bilesigin InhA (6R9W) ile etkilesim noktalari
Table 1 The interaction points of the standard ligand and the S2-encoded compound with InhA (6R9W)

Bilesikler Baglanma  Hidrojen Diger Etkilesim Noktalar
Enerji Bag
(keal/mol) Karbon- Pi-sigma Pi-kikirt Pi-pi Alkil/Pi-alkil
hidrojen
bag1
Ligant 8.5 NAD301 Met103 (2) Met199 Phel49 Alal57, Tyrl58,
Met161, Alal98,
Ile215
S2 7.5 NAD301 Met103 (3) Phe97  Phe97, Alal57,
Met161, Met199
ALA
ILE B:157
TYR B:215
B:158
NAD
PHE 8:301 ey
MET - 8:97
B:161 MET)
%1
g MET
B:199
PHE
B:149 MET
ALA a B:103
B8:198
MET
= s 8199
(NAD) i
B:30%
Ligand S2

Sekil 2. Standart ligandin ve S2 kodlu bilesigin InhA (6R9W) ile etkilesimlerin 2 boyutlu gosterimi
Figure2. 2D representation of the interactions of the standard ligand and the S2-encoded compound with InhA

(6RIW).

Standart ligandi iceren InhA

enzimin X-1s1n1

kristalografisi ile belirlendiginde Met103, Phel49,
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Alal157, Tyr158, Ala198, Met199 ve I1e215 noktalarda
bir baglanma oldugu tespit edilmistir (Kamsri ve ark.,
2020). X-1s1n1 kristalografisi calismasinda belirlenen
yapinin icerisindeki bilesigin InhA ile NAD301 ve Met
161 dahil burada tespit edilen baglanma noktalarin
cogunluguyla baglandig1 aciklanmistir (Rozwarski ve
ark., 1999). Farkli bir calismada, birkac ortak
baglanma noktalarin belirlenmesi ile birlikte NAD ile
hidrojen bag1 etkilesimi tespit edilmistir (Sullivan ve
ark., 2006). Deneysel bir calismada triklosanin InhA
ile burada belirlenen noktalarin ¢ogunluguyla
etkilesimi oldugu ve NAD ile de hidrojen bag:
olusturdugu aciklanmigtir (Kuo ve ar., 2003) ve
yapilan diger c¢alismalarda da benzer sonuglar elde
edilmistir (Manjunatha ve ark., 2015). Bir inhibitériin
InhA enzimiyle Phe97 amino asidiyle hidrofobik bir
etkilesiminin oldugu yapilan deneysel calismada
gozlemlenmistir (Martinez-Hoyos ve ark., 2016). Bu
modelleme  calismasinda  belirlenen  baglanma
noktalarmin hepsi daha o6nceki yapilan deneysel
calismalarda da tespit edilmistir. Dolayisiyla
molekiler doking c¢alismanin sonuclar: literatiirdeki
sonuclara uygun olduklar1 ortaya ¢ikmistir. Ayrica,
S2nin etkilesimleri standart ligandin InhA ile olan
etkilesimlerine benzer oldugu gorilmustiar. Bu
baglamda NAD301, Met103, Alal57, Metl61l ve
Met199 noktalarindaki etkilesimlerin iki bilesikte de
gorulmustiir. Bununla birlikte S2'nin standart liganda
gére daha az etkilestigi ortaya cikmigtir. S2’nin
baglanma enerjisi standart liganttan daha yiiksek
oldugundan dolay1r InhA enzimine baglanma
afinitesinin daha az olmasi beklenir (Tablo 1).
Kisacasi, molekiiler doking calisma sonuglari S2'nin
InhA  enzimiyle baglanabildigi gorilmustir.
Dolayisiyla da antimikobakteriyel etkisini InhA
enzimini inhibe ederek gosterebildigi ortaya ¢ikmigtir.

SONUC ve ONERILER

TB, kiiresel halk sagligin1 tehdit eden salgin
hastaliklardan biridir. TB tedavisi, M. tuberculosisin
ilaca direngli varyantlarinin ortaya ¢ikmasiyla daha
zor hale gelmistir (Khawbung ve ark., 2021). Ilaca
direnc¢li TB vakalarinin arttigi bildirilmekte ve TB
tedavisine yonelik yeni ajanlarin geligtirilmesi
gerekmektedir.

Calismada oldugu gibi diger yapilan ¢alismalarda da
yapisal olarak ortak basit benzimidazol halkasina
sahip, fonksiyonel gruplarn farkli tlrevlerdeki
bilesiklerin TB tedavisinde etkili olabilecegi acikg¢a
gosterilmigtir. Ancak bu bilegiklerin yeni TB ajani
olarak sunulmasi igin makrofaj igi basillere kars:
etkinliginin aragtirilmas1 ve kapsamli in vivo
calismalarin yapilmasina da ihtiya¢ duyulmaktadir.

TESEKKUR

Bu ¢aligma, Cukurova Universitesi Bilimsel Aragtirma
Projeleri (TYL-2021-14313), tarafindan
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desteklenmistir. Cukurova Universitesi’ne

desteginden dolay: tesekkir ederiz.

Aragtirmacilarin Katki Oran1 Beyan Ozeti

Yazarlar makaleye egit oranda katki saglamig
olduklarini beyan eder.
Cikar Catismas1 Beyam
Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir c¢ikar

catigsmasi olmadigini beyan ederler.
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