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Методом скрининга in vitro на наличие ингибиторной активности в отношении β - 

глюкуронидазы E.coli идентифицировано 78 потенциальных ингибиторов, оказавшихся 
значительно более эффективными, чем стандартный ингибитор фермента - D-глюкаро-
1,4- лактон. Наиболее эффективными из синтетических соединений были ингибитор I-3 
из класса двузамещенных ацилгидразидов (IC50 = 11,34±0,62 мкМ), II-4 из класса не-
симметрично замещенных производных мочевины (IC50 = 2,3 ± 0,18 мкМ) и III-24 из 
класса ароматических сульфоногидразидов (IC50 =4.98±0.16 мкМ). Наиболее эффектив-
ным ингибитором среди всех исследованных соединений (IC50 = 0,68 ± 0,01 мкМ) ока-
зался природный флавоноид - мукусизофлавон А из растения Ficus mucuso.  

Предлагается фармакофорная модель ингибиторов глюкуронидазы, включающая 
два липофильных (ароматические+гидрофобные) центра, разделенных центральным 
фармакофором, являющимся центром, обеспечивающим донорно-акцепторные водород-
ные связи. 

Молекулярный докинг наиболее эффективных ингибиторов показал, что амино-
кислотными остатками, находящимися в пределах 5 ангстрем от молекул связанных ин-
гибиторов I-3, III-24 и N-1, являются каталитические Glu-413 и Glu504, а также His330, 
Leu361, Tyr468, Tyr472, Leu561, Arg562. Ингибитор II-4, благодаря своим конформаци-
онным свойствам (U-образная форма молекулы), связывается несколько иным способом, 
находясь в окружении аминокислотных остатков Tyr160, Phe161, His162, Leu361, 
Lys370, Ser557, Leu561, Arg562. Полученные данные послужат основой для направлен-
ной разработки новых ингибиторов глюкуронидазы in silico.  
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Основная роль β - глюкуронидазы заключается в деградации глюко-
зоаминогликанов путем отщепления концевого остатка β- глюкуронида 
от олигосахаридов [1]. β – глюкуронидаза обладает способностью расще-
плять как эндогенные метаболиты, так и ксенобиотики. Процесс глюку-
ронидации в клетках животных и человека играет важную роль в обез-
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вреживании остаточных продуктов метаболизма, стероидных гормонов, 
вторичных метаболитов, детоксикации и деградации лекарственных пре-
паратов, ксенобиотиков и других нежелательных низкомолекулярных со-
единений. Многие лекарственные препараты метаболизируются в печени, 
вступая в реакцию с глюкуроновой кислотой. Кроме того, остаток глюку-
роновой кислоты часто специально вводят в формулу лекарственного 
препарата для увеличения его растворимости. Именно β – глюкуронидаза 
служит для удаления глюкуронида, что, в конечном итоге, приводит к 
полной деградации токсических метаболитов и ксенобиотиков. Недоста-
точность этого фермента, локализованного у млекопитающих в лизосо-
мах, приводит к накоплению гликозаминогликанов, таких, как гепарин-
сульфат и хондроитинсульфат во многих тканях, приводя к мукополиса-
харидозу типа YII, называемого иначе синдромом Слая [2,3]. β – глюку-
ронидаза играет определенную роль в нормальной рециркуляции в пече-
ни таких соединений, как витамин D, тироидный гормон и эстроген [4,5], 
а также в синтезе аскорбиновой кислоты и в катаболизме олигосахаридов, 
образующихся из гиалуроновой кислоты и хондроитина [6]. С другой 
стороны, повышенная активность β – глюкуронидазы в тканях, жидкостях 
и полостях тела может приводить к еще более нежелательным последст-
виям. Таких примеров в литературе накопилось значительное количество. 
Так, например, выделение лизосомальных ферментов, включая глюкуро-
нидазу, в синовиальную жидкость, приводит к образованию артритов [7]. 
Выделение β – глюкуронидазы клетками адренокарциномы приводит к 
метастазированию опухоли [8]. Патологические последствия повышенно-
го уровня β – глюкуронидазы отмечены, при эпилепсии, инфекции ВИЧ, 
при некоторых гепатических заболеваниях, при различных неопластиче-
ских образованиях [9]. Таким образом, ясно, что возможность регуляции 
активности β – глюкуронидазы путем ее активирования или, в большин-
стве случаев, ингибирования, может в значительной степени улучшить 
эффективность лечения некоторых заболеваний человека. 

 Что касается бактериальных β – глюкуронидаз, в основном β – глю-
куронидазы E.coli, то этот фермент является обычным компонентом ки-
шечника человека, экскретируемым симбиотической микрофлорой. На-
ходясь в различных отделах кишечника человека, β – глюкуронидаза 
E.coli приводит к увеличению содержания канцерогенов, облегчая рецир-
куляцию токсинов, гормонов и различных лекарственных препаратов 
[10,11]. Повышенный уровень активности β – глюкуронидаза E.coli явля-
ется основным фактором в этиологии рака толстого кишечника [12]. Ус-
тановлено, что введение ингибитора бактериальной β – глюкуронидазы 
приводит к уменьшению новых опухолевых колоний [13]. Опыты на жи-
вотных также показали, что введение ингибитора, D-глюкарата кальция, 
уменьшает риск образования грудных опухолей [14]. Сходные экспери-
менты показывают аналогичную картину для раков печени, легких и ко-
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жи [15-17]. Кроме того, ингибирование β – глюкуронидазы E.coli значи-
тельно облегчает ход химиотерапевтического лечения рака кишечника 
толстой кишки, как это показано в работе [18]. Авторы путем высокопро-
изводительного скрининга обнаружили и запатентовали специфические 
ингибиторы бактериальной β – глюкуронидазы, применение которых 
снимает побочное действие антираковых препаратов. 

Одной из целей настоящего исследования явилась идентификация 
ингибиторов β – глюкуронидазы E.coli путем скрининга широкого ряда 
химических соединений. В процессе работы использовали скрининг мно-
жества соединений синтезированных и хранящихся в химическом банке 
Международного центра Университета г. Карачи, Пакистан (International 
Center for Chemical and Biological Sciences, University of Karachi, Pakistan) 
[19-21]. 

В результате проведенных исследований, нами идентифицирован 
ряд новых, ранее неизвестных ингибиторов β – глюкуронидазы E.coli. 

 
Материалы и методы 

В работе использовали реактивы компании Sigma-Aldrich и деиони-
зированую воду степени MilliQ (сопротивление выше 18 MΏ /см). Актив-
ность глюкуронидазы in vitro определяли в микропланшетах для титрова-
ния спектрофотометрически по методу Коллинза [22] со следующими не-
значительными модификациями. Реакционную смесь (конечный объем 
250 мкл) содержащую 190 мкл 0.1М ацетатного буфера, рН 7.0; 5 мкл 
фермента (30 единиц); 50 мкл 0.4 М пара-нитрофенил- β-D-глюкуронида, 
инкубировали 30 мин при 37оС. Оптическую плотность растворов считы-
вали ридером SpectraMax-340 при 405 nm. Ингибиторную активность оп-
ределяли, как это описано выше за исключением того, что 5 мкл каждого 
тестируемого ингибитора, растворенного в диметилсульфоксиде, предва-
рительно смешивали с ферментом и инкубировали в течение 30 мин при 
37оС, а реакцию инициировали добавлением субстрата. Максимальная 
конечная концентрация тестируемых ингибиторов составляла 0.2 мМ. 

Статистическая обработка данных. Все измерения проводили с 
трехкратным повторением. Значения IC50 рассчитывали с помощью про-
грамммы EZ-Fit Enzyme Kinetic (Perrella Scientific Inc., Amherst, U.S.A.). 
Стандартную ошибку среднего (SEM) рассчитывали по формуле  

n
sSEx = , 

где S - стандартное отклонение случайной величины на основе несме-
щённой оценки её выборочной дисперсии, η – объем выборки. 

Структурные pdb – файлы глюкуронидазы загружали из базы дан-
ных белковых структур http://www.rcsb.org (pdb коды 3LPG и 1BHG). Ис-
пользовали только полипептидные цепи А, полипептидные цепи В, свя-
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занные лиганды и молекулы воды удаляли. Подготовку белков и лигандов 
осуществляли с помощью программы AutoDock Tools v. 4.2 (© 1999-2011 
Molecular Graphics Laboratory, The Scripps Research Institute). Молекуляр-
ную графику и анализ проводили с помощью программы PyMol 
(Molecular Graphics System, Version 1.5.0.4 Schrödinger, LLC). Молекуляр-
ные структуры ингибиторов в pdb – формате генерировали и минимизи-
ровали с помощью программы Avogadro v.1.1.0, используя силовое поле 
Ghemical.  

Молекулярный докинг осуществляли с помощью программного 
обеспечения AutoDock - Vina [23]. Использовали «грид-бокс» размерами 
20 x 20 x 20 Ǻ с центром в координатах x = -28, y = 6, z = -5. Энергию свя-
зывания лигандов (аффинность) рассчитывали по формуле  

Ki = Kd = exp (ΔG / RT), 
где ΔG – энергия связывания лиганда, R – газовая постоянная, равная 
1.986 кал/моль, T – абсолютная температура (298 K). 

Расчеты проводили на компьютере Intel Core2 Duo CPU 2.60 GHz с 
операционной системой Windows XP Professional, version 2002, service 
pack 3. 

Результаты и их обсуждение 
Для in vitro скрининга на предмет наличия ингибиторной активно-

сти в отношении β - глюкуронидазы было отобрано более 150 химических 
соединений из Международного центра химических и биологических на-
ук Университета г. Карачи (Пакистан). Критерием отбора соединений для 
скрининга являлось упоминание в литературе о биологической активно-
сти данного соединения (или класса соединений). Все синтетические со-
единения были сгруппированы в три класса: I - двузамещенные ацилгид-
разиды, II - несимметрично замещенные производные мочевины, III- аро-
матические сульфоногидразиды. Кроме того, в работе были использованы 
некоторые природные флавоноиды, выделенные из плодов Ficus mucuso 
[24]. В результате среди исследованных нами соединений было обнару-
жено 64 синтетических и 14 природных ингибиторов. 43 синтетических 
ингибитора и 9 природных оказались эффективнее в отношении β - глю-
куронидазы E.coli, чем стандартный ингибитор фермента - D-глюкаро-
1,4- лактон. Один из природных изофлавоноидов, мукусизофлавон А (ин-
гибитор N-1) имеет значение IC50=0.68±0.01 и входит в четверку наибо-
лее мощных, известных на сегодняшний день, ингибиторов β - глюкуро-
нидазы E.coli. Благодаря своему естественному происхождению природ-
ные ингибиторы должны рассматриваться как наиболее перспективные с 
точки зрения введения их в ассортимент фармакологической промыш-
ленности. Химические структуры, наименования и значения IC50 для ка-
ждого соединения, проявляющего ингибиторный эффект в отношении 
активности β - глюкуронидазы приведены в таблицах 1-3.  

Двузамещенные ацилгидразиды (класс I). Среди исследованных 
нами соединений этого класса преобладали, в основном, двузамещенные 
ацилгидразиды, одним из заместителей которых служило Шиффово основа-
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ние индола. Среди этих соединений нами выявлено 7 потенциальных инги-
биторов β - глюкуронидазы E.coli (Таблица 1). Шиффовы основания обла-
дают широким спектром биологической активности, включая антипролифе-
ративную, антимикробную, противовоспалительную, анальгетическую и др., 
являются компонентами многих лекарственных препаратов. Свойство заме-
щенных ацилгидразидов и особенно цианоэтил-производных гидразидов 
ингибировать активность β - глюкуронидазы было отмечено и ранее [25]. 
Наиболее эффективным ингибитором глюкуронидазы из двузамещенных 
ацилгидразидов оказался 4-бром-N’-[2-метил -1H- индол-3-ил - метилиден] 
бензогидразид (ингибитор I-3, IC50 = 11.34 ± 0.62 мкМ).  

Таблица 1 
Шиффовы основания ацилгидразидов (класс I) 

HN
A

N

H
N O

R
 

исходная структура 

## A R IC50±SEM (μM) 

I-1 H 

O O

O
 

NE 

I-2 CH3 

NO2  

NE 

I-3 CH3 

Br  

11,34±0,62 
 

I-4 CH3 

F  

35,4 ± 0,32 
 

I-5 CH3 O

 

NE 
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I-6 CH3 

Cl  

16,24±0,35 
 

I-7 CH3 

O O

O  

NE 

I-8 CH3 

OH  

NE 

I-9 CH3 

O
 

21,3±0,62 
 

I-10 H 

O
 

20,85±0,19 
 

I-11 CH3 
OH

 

31,44±0,91 
 
 

I-12 CH3 N

 

112,1±1,13 

SEM – стандартная ошибка среднего, NE – не эффективен. 
 

Несимметрично замещенные производные мочевины (класс II). Бла-
годаря разработке эффективных методов синтеза различных замещенных 
производных мочевины, за последние десятилетия получено большое ко-
личество этих соединений, нашедших применение в химической, агрохи-
мической и фармацевтической промышленности [26,27]. Двузамещенные 
производные мочевины отмечены также как сильные ингибиторы уреазы 
и химотрипсина [28].  

Из соединений этого класса в наших экспериментах ингибирующим 
эффектом выше, чем у стандартного ингибитора обладают только два ин-
гибитора – II-3 и II-4. Интересно, однако, что оба эти соединения, наряду 
с наиболее сильными селективными ингибиторами глюкуронидазы E.coli 
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[29] содержат хинолиновый гетероцикл – хорошо известный фармакофор. 
Показано, что кроме широко известного  

Таблица 2 
Замещенные производные мочевины (класс II) 

## S IC50±SEM(μM) 

II-1 

 

NE 

II-2 

 

NE 

II-3 

 

 

15,38 ± 0,23 

II-4 

 

2,3 ± 0,18 

II-5 
N

N
H

O

N
H

Cl

 
NE 

II-6 

H
N

O

H
N

Cl

O

 

73,83 ± 3,63 

II-7 
O

NH

O

NH

 

NE 
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II-8 

 

NE 

II-9 

 

132,58 ± 2,6 

 II-10 

HN
O

N

N
O

 

NE 

II-11 

 

HN
HN

O

 

NE 

II-12 

 

NE 

 
антималярийного действия производные хинолина облают широким 
спектром и другой биологической активности: антиопухолевой, антимик-
робной и др. [30]. Следует также отметить, что соединение N-(3-
хлорофенил)-N’-(8-хинолинил) мочевина (ингибитор II-4) оказалось наи-
более сильным ингибитором среди серии исследованных нами синтетиче-
ских соединений.  

Таблица 3 
Ароматические сульфоногидразиды (класс III) 

H3C S

O

O
NH

N R
 

исходная структура 

 

# R IC50±SEM 
(μM) 

## R IC50±SEM 
(μM) 

III-1 
 

92.02±0.67 III-15 
OH

OH

 
NE 
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III-2 
NO2  

117.19±4.54 III-16 

 

OH
OEt  

67.86±1.94 

III-3 NO2  

63.06±0.56 
 III-17 OEt

OH  

41.06±0.84 

III-4  NE III-18 OMe
OH  

NE 

III-5 F  
44.9±1.46 

 III-19 OH

Me

 

NE 

III-6 F 20.87±0.54 III-20 OH

Cl

 
NE 

III-7 H3C  11.78±0.23 III-21 

OMe

OMe

 

81.7±6.31 

III-8 CH3 
19.95±0.37 

 III-22 

Cl

Cl

 

23.92±0.17 

III-9 MeO  22.99±0.29 III-23 Cl
Cl  

8.46±0.22 

III-10 OMe 78.03±0.27 III-24 Cl

NO2

 

4.98±0.16 

III-11 OH  
NE III-25 

SMe 
71.06±4.83 

III-12 OH  37.72±0.73 III-26 HO OH
OH
 

155.84±2.39 

III-13 OH
OH  

58±0.38 III-27 
HO OH

OH

 

95.46±0.88 
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III-14 
OH OH  32.63±2.04 III-28 N Me

Me
 

20.63±0.41 

 
Ароматические сульфоногидразиды. Гетероциклические соедине-

ния, содержащие сульфониламидный фармакофор, привлекли внимание 
исследователей благодаря своей биологической активности – антимик-
робной, антиопухолевой, антивоспалительной, анальгетической [31]. В 
настоящей работе этот класс соединений представлен различными 4-
метилбензолсульфонамидами (таблица 3). Двенадцать из 28 соединений 
этой группы обладают ингибирущей активностью в пределах IC50 от 4.98 
до 44.9 мкМ. Наиболее эффективным ингибитором глюкуронидазы в этой 
группе явился N’-[(E)-(2-хлоро-5-нитрофенил) метилиден]-4-метилбензил 
сульфоногидразид (ингибитор III-24), содержащий R группу с Cl и NO2 в 
пара-положении. Аналоги с F, OH или CH3 в этих положениях были ме-
нее эффективны. Шесть соединений не оказывали никакого действия на 
активность глюкуронидазы.  

Природные ингибиторы класса флавоноидов. Флавоноиды - мно-
гочисленная и довольно хорошо изученная группа природных биоло-
гически-активных соединений, встречающихся в самых различных орга-
нах растений. В настоящее время насчитывается более 8000 представите-
лей класса флавоноидов [32]. В результате исследования экстрактов из 
растения Ficus mucuso, выделено 19 соединений, относящихся к группе 
флавоноидов [24]. Некоторые из этих флавоноидов оказывают in vitro ин-
гибирующее действие на эноил- ACP-редуктазу возбудителя малярии 
Plasmodium falciparum, другие же оказались эффективными ингибитора-
ми β - глюкуронидазы E.coli. Наиболее эффективным ингибитором глю-
куронидазы из группы флавоноидов оказался мукусизофлавон A (ингиби-
тор N-1) с IC50 = 0,68 ± 0,01 мкМ (рис.1). Этот природный ингибитор по 
своей эффективности входит в четверку наиболее мощных, известных на 
сегодняшний день, ингибиторов глюкуронидазы. 
 

 
Рис. 1. Мукусизофлавон A (ингибитор N-1). 
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Выявление фармакофоров - совокупности стерических и электрон-
ных свойств лиганда, необходимых для его оптимального взаимодействия 
с биологическими макромолекулами –рецепторами, является первичным 
подходом к решению вопроса о количественных взаимосвязях структуры 
и активности (QSAR – quality structure activity relationship) в системе ли-
ганд – биомишень. Несмотря на то, что исследованные нами ингибиторы 
β – глюкуронидазы, формально относятся к различным классам химиче-
ских веществ, все они характеризуются некоторой общностью строения. 
Эта общность заключается в наличие в молекуле каждого из исследован-
ных соединений двух циклических или гетероциклических групп, соеди-
ненных короткой цепочкой из двух – четырех атомов углерода и азота. 
Такое обстоятельство позволило нам создать обобщенную фармакофор-
ную модель ингибиторов β – глюкуронидазы. Для этого химические 
структуры ингибиторов I-3, II-4 и III-24 попарно выравнивали с помо-
щью программы PharmaGist [33] на веб-сервере (http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il 
/PharmaGist/). Полученная в результате фармакофорная модель представ-
лена на рис. 2. Из рисунка видно, что модель содержит четыре фармако-
форных центра: два липофильных (ароматические +гидрофобные) центра, 
разделенных центральным фармакофором, являющимся центром, обеспе-
чивающим донорно-акцепторные водородные связи. 

 
Рис. 2. Обобщенная фармакофорная модель эффективных  

ингибиторов бактериальной глюкуронидазы.  
Показана шарико-стержневая модель ингибитора I-3.  
Цвета фармакофоров: желтый – донор водородной связи,  
зеленый – акцептор водородной связи, серый – гидрофобный,  
голубой - ароматичный 

 
Молекулярный докинг. Для выяснения сайтов связывания ингиби-

торов и оценки энергии связывания был проведен молекулярный докинг 
ингибиторов к ферменту. Связывание ингибиторов характеризовалась 
энергией связывания в пределах от -8,5 до -7,5 ккал/моль. 

Известно, что в активном центре β - глюкуронидазы E.coli находятся 
два каталитических аминокислотных остатка Glu-413 и Glu504. Важное 
значение имеют также остатки Tyr468, Tyr472, Leu361[18]. Из представ-
ленных на рис.3 результатов докинга ингибиторов видно, что  
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Рис. 3. Молекулярный докинг ингибиторов I-3 и II_4 (a), III-24 (b) и 

N-1 (c) к активному центру бактериальной глюкуронидазы.  
Цветовая схема: ингибиторы – сиреневый; атомы аминокислотных 
остатков фермента: углерод – серый, кислород – красный, азот – синий.  

 
указанные аминокислоты и некоторые другие присутствуют в сайте свя-
зывания ингибиторов. Следовательно, все указанные ингибиторы связы-
ваются в активном центре фермента или рядом с ним. Из рисунка видно 
также, что ингибиторы I-3, III-24 и природный ингибитор N-1  

 
Рис. 4. Энергетически выгодный U –образный конформер ингибитора II-4. 

 82 



связываются сходным образом, в то время как ингибитор II-4 связывается 
с ферментом несколько иначе. Энергетически выгодный конформер II-4 
имеет U-образная форму, что мешает ему проникать глубоко к месту свя-
зывания субстрата. Исходя из этого можно предположить, что ингибитор 
II-4 действует неконкурентно или бесконкурентно. Почти все остальные 
изученные ингибиторы имеют линейную форму и могут проникать на 
полную глубину субстратного «кармана». Очевидно, что для этих соеди-
нений ингибирование будет иметь конкурентный характер. 
 

Заключение 
Таким образом, методом скрининга in vitro более 150 соединений 3-

х классов синтетических соединений и класса натуральных флавоноидов 
выявлено 78 потенциальных ингибиторов, оказавшихся эффективнее в 
отношении ингибирования β - глюкуронидазы E.coli, чем стандартный 
ингибитор фермента - D-глюкаро-1,4- лактон. На основании общности в 
строении молекул всех исследованных соединений предложена фармако-
форная модель ингибиторов глюкуронидазы. Молекулярный докинг наи-
более эффективных ингибиторов из каждого класса – ингибиторов I-3, II-
4, III-24 и N-1 показал, что все ингибиторы с высоким сродством связы-
ваются в активном центре фермента, и энергия связывания составляет от 
– 7,5 до -8,5 ккал/моль. Аминокислотными остатками, находящимися в 
пределах 5 ангстрем от молекул связанных ингибиторов I-3, III-24 и N-1, 
являются каталитические Glu-413 и Glu504, а также His330, Leu361, 
Tyr468, Tyr472, Leu561, Arg562. Ингибитор II-4, благодаря своим кон-
формационным свойствам (U-образная форма молекулы), связывается 
несколько иным способом, находясь в окружении аминокислотных остат-
ков Tyr160, Phe161, His162, Leu361, Lys370, Ser557, Leu561, Arg562. По-
лученные нами данные послужат основой для направленной разработки 
новых ингибиторов глюкуронидазы in silico.  
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β–QLUKURONİDAZA FERMENTİNİN SİNTETİK VƏ TƏBİİ MADDƏLƏR İLƏ 

İNHİBİRLƏNMƏSİNİN TƏDQİQATI 
 

X.MƏMMƏDOVA, N.SƏFƏROV, R.HƏSƏNOV 
 

XÜLASƏ 
 

E.coli β-qlukuronidaza aktivliyinin inhibirləşməsində D-glucaro-1, 4 – lakton satndart 
inhibitordan yüksək olan 78 potensial inhibitor müəyyən olunmuşdur. Sintetik birləşmələr 
arasında ən effektivləri inhibitor I-3 (biəvəz olunmuş atsil hidrozid sinfi, IC50 = 11, 34 ± 0, 62 
μM), inhibitor II-4 (qeyri-simmetrik əvəz olunmuş sidik cövhəri törəmələri sinifi, IC50 = 2, 3 ± 
0, 18 μM) və III-24 (aromatik sulfonil hidrazidlər sinifi, IC50 = 4.98±0.16 μM) müəyyən 
edilib. Tədqiq olunan bütün birləşmələr arasında ən effektiv inhibitor Ficus mucuso bitkisindən 
alınan təbii flavonoid - mukusisoflavon A olmuşdur (ingibitor N-1, IC50 = 0, 68 ± 0, 01 μM). 
İnhibitor kimi qlukuronidazanın dörd mərkəzli quruluşa malik farmakofor modeli təklif 
olunub. Təklif olunan β-qlukuronidazanın inhibitorların farmakofor modeli donor/akseptor 
hirogen rabitələri təşkil edən mərkəzli farmakoforla bölünmüş iki lipofil mərkəzdən ibarətdir.  

Effektiv inhibitorların molekulyar dokinqi göstərdi ki, I-3, III-24, N-1 inhibitorların 
fermentlə qarşılıqlı əlaqəsi 5 A0-dən çox olmayan iki katalitik Glu-413 və Glu504, həm də 
His330, Leu361, Tyr468, Tyr472, Leu561, Arg562 amin turşu qalıqları əhatəsində yaranır. II-4 
inhibitoru öz konformasiyon xüsusiyyətlərinə görə (“U” şəkilli forma) bir qədər ayrı yolla 
fermentlə əlaqə yaradır. Bu əlaqələr Tyr160, Phe161, His162, Leu361, Lys370, Ser557, 
Leu561 və Arg562 amin turşu qalıqları ətrafında yaranır. Əldə olunan in silico məlumatlar yeni 
qlukuronidaza inhibitorlarının inkişafı üçün mənbə kimi xidmət edəcək.  

 
Açar sözlər: qlukuronidasa, inhibitorlər, E.coli, molekulyar dokinq, farmakofor 
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STUDIES ON INHIBITION OF β -GLUCURONIDASE BY SYNTHETIC AND  
NATURAL COMPOUNDS 

 
Kh.MAMMADOVA, N.SAFAROV, R.HASANOV 

  
SUMMARY 

 
78 potential inhibitors with the inhibitory activity significantly higher than that of 

standard inhibitor, D-glucaro-1, 4- lactone, have been identified by screening for E.coli β-
glucuronidase activity inhibition. The most effective inhibitors among the synthetic compounds 
were inhibitor I-3 (class of disubstituted acyl hydrazides, IC50 = 11, 34±0, 62 μM), inhibitor 
II-4 (class of unsymmetrically disubstituted ureas (IC50 = 2, 3 ± 0, 18 μM), and III-24 (class of 
aromatic sulfonyl hydrazides, IC50 = 4.98±0.16 μM). The most effective inhibitor among all 
compounds studied proved to be natural flavonoid, mucusisoflavon A from Ficus mucuso. 
(inhibitor N-1, IC50 = 0, 68 ± 0, 01 μM). A four-center pharmacophore model of glucuronidase 
inhibitors is proposed. The model includes two aromatic/hydrophobic centers linked by a 
pharmacophore providing hydrogen bond donor/acceptor. The molecular docking of most 
effective inhibitors showed that the amino acid residues within 5 angstrom of the bound I-3, 
III-24 and N-1 are the two catalytic Glu-413 and Glu504, as well as His330, Leu361, Tyr468, 
Tyr472, Leu561, Arg562. The inhibitor II-4, due to its conformation (U-shaped molecule), 
binds in some different mode and is surrounded by amino acid residues of Tyr160, Phe161, 
His162, Leu361, Lys370, Ser557, Leu561, and Arg562. The obtained data will serve as a basis 
for the development of new glucuronidase inhibitors in silico. 

 
Key words: glucuronidase, inhibitors, E.coli, molecular docking, pharmacophore 
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