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Siff I9sash Indol Asilhidrazidlori vo Sulfonlar Sinfindon Olan Maddslorin -
Qliikuronidaza Fermentina Tasiri (in vitro Tadqiqat)
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Siff asash indol asilhidrazidlori sinfindon 12 madds, sulfonlar sinfindon iso 7 maddo p—qliikuronidaza
fermenti iiciin skrininq olunmus va fermenti inhibirlosdiron faal maddoalor ii¢iin 1C50 (fermentin

foalligim 50% inhibirlosdiron maddonin konsentrasiyasi) miisyyan olunmusdur.

Siff asash indol

asilhidrazidlori sinfindon skrininq olunan 12 maddadon 5-do foalliq miisahids olunmamsdir, 6-da
standart inhibitorla miiqayisada (D-qliikuron tursusu 1,4-lakton, 48,4+1,25 ul) yaxsi, 1-do iso zoaif
faalliq miisahids olunmusdur. Sulfonlar sinfindan is3 skrininq olunan 7 maddadan birinin cox giiclii
potent inhibitor oldugu miisyyanlosdirilmisdir. Miiqayiso naticosindo malum olmusdur ki, maddonin
torkibinds halogenlor olarsa, hamin madds P - gliikuronidaza fermenti iiciin yaxsi inhibitordur vo
inhibirlosma daracasi F—Cl—Br qanunauygunlugu ils artir.

GIRIS
B-qliikkuronidaza fermenti heyvanlarda,
bitkilordos vo bakteriyalarda askar edilmisdir

(Fishman, 1974). Ferment bodonds omolo golon
benzo [a] piren qliikkuronidlori  kimi -
glitkkuronidlorin vo tobii bitki qlilkkuronidlorinin
hidrolizinds istirak edir.

B-D-qliikuronozid+H20 <« spirt+D-qlitkuronat

Qliikuronidlerin hidrolizi B-glitkuronidaza ils
bir ¢ox toxumalarda, xiisusilo do qaraciyar, boyrak,
dalag, daxili epiteli, endokrin vo reproduktiv
orqanlarda hoyata kegirilir ( Dutton, 1980). p—
gliikuronidaza  ksenobiotiklorin  vo  endogen
maddalorin  gliikkuronidlogmasinin  tonziminda
miihiim rol oynayir (Belinsky et al., 1984).

Subhiiceyrovi  fraksionlagdirma yolu ilo
momolilorin toxumalarinda [B-qlilkuronidaza tipik
lizosomal ferment kimi agkar edilmigdir (Fishman
et al, 1967). Pineda vo  omokdaslar
miloyyonlosdirmislor ki, qaraciyorin zodslonmasi vo
qaraciyar xor¢ongi bu fermentin migdarmin qanda
artmasi ilo olagodardir (Pineda et al., 1959).
Homginin hesab edilir ki, insanlarda vo sicanlarda
bagirsaq bakteriyasi P—qliikuronidazasi bagirsaq
xarganginin téradilmasi ils alagalidir (Goldin et al.,
1980; Renwick et al., 1976). B-qliikkuronidaza benzo
[a] piren gliikuronidlori 6ddo deqradasiya edir va
bu 6d axarlar1 ilo bagirsaga ekskresiya olunur,
beleliklo karsinogen bagirsagi zorbs altina qoyur.
Sonradan Takeda siibut etmisdir ki, sicanlarda
azoksimetanla (AOM) va p—qliikkuronidazanin
inhibitoru olan N-tsiklo-5-O-asetil-2,4-O(p-
metoksibenzilidin)-D-qlilkaro-1 —amid-6,3-laktonla
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gidalanma zamam yalniz AOM-ls qidalanmadan
forqli olaraq yiiksok riskli bagirsaq xor¢ongi
effektiv olaraq azalir (Takeda et al., 1982). Bundan
basqa B-glikkuronidaza inhibitorlar
glikuronidlogmodon sonra miioyyon maddslorin
karsinogenliyini 6ddon normal ekskresiya edorok
azaldir (Walaszek et al., 1984). Bu sahods xeyli
islor  apartlmigdir.  Alimlor  bu  fermenti
inhibirlogdiron maddslar axtarirlar. Bunlardan biri
do silimarindir. Silimarin maddasi tomizlonmomis
ekstraktdir, hepatoprotektiv madde kimi istifads
olunur vo  0.8mg/ml konsentrasiyada p—
gliikuronidazanin aktivliyini 53% inhibirlosdirir.
Saglam insanin vo bagirsaq xorg¢ongine tutulmus
insanin nacisindoki p—qlilkkuronidaza 0,03-0,015
mqg/ml  konsentrasiyada silibinlo, silimarinlo vo
glikuron tursusu 1,4-laktonla inhibirlagdirilmigdir.
Miosyyon olunmusdur ki, P—qliikuronidazanin
foalligmi bu yolla azaltmaq olar. Silimarin vo
ondan ayrilan tomiz maddo olan silibin si¢anlarda
CCl4-1o tosirdon sonra qan zordabinda artan
fermentin foalligini azaltmisdir (Kim et al.,1994).
Insanlarda p—qliikuronidazanin gida
modulyasiyasi agkar olunmamigdir, lakin qobul
olunur ki, miiayyon qidalar bu fermentin foalligini
doyiso bilor. Qida maddesi D-gliikar tursusu B—
glitkuronidazanin potent inhibitoru olan D-qliikaro-
1,4-laktonun soslofidir. Bu kifayst miqdarda ¢ox
sayli meyvo vo torovoz do daxil olmaqla bitki
gidalarinda tapilmigdir (Walaszek et al., 1996;
Dwivedi, 1990). In vivo D-qliikar tursusu
metaboliti, D-qliikaro-1,4-lakton karsinogenlorin
detoksifikasiyasin1 artira bilor vo heyvanlarda
kimyavi yolla induksiya olunmus karsinogenlori -
glikkuronidazant inhibirlegsdirmoke inhibirlegdira
bilar. Sicanlarda slavs kalsium qliikarati vermaklo
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qaraciyor mikrosomlarinda vo gan zordabinda B-
gliikkuronidaza faalligini azaltmaq olar (Dwivedi et
al., 1990).

Bizim moqsadimiz B-qliikuronidaza fermentini
inhibirlogdirmaka ksenobiotiklarin glitkuronidlasma
yolu ilo badondon xaric olunmasina kdmok etmok
vo yuxaridda geyd olunan  arzuolunmaz
xostoliklordon organizmi qorumaqdir. Bu mogsadlo
2 sinfa daxil olan yeni sintetik maddslordan istifados
olunmusdur. Siff asash asilhidrazidlari sinfindon 12
madds skrininq olunmusdur vo B-qliikkuronidaza
fermentini ingibirlosdiron foal maddolorin IC50-si
(fermentin foalligim1 50% ingibirlesdiron maddenin
konsentrasiyas1) miioyyon olunmusdur. Onlardan 5-
do foalliq miigahido olunmamisdir, 6-da standart
inhibitorla miiqayisads (48,4+1,25) yaxs1, 1-do isa
zoif foallig miisahide olunmusdur. Diger sinif iso
sulfonlardir. Sulfonlar sinfindon 7 madds skrininq

olunmugdur. Onlardan 1-i ¢ox giclii potent
inhibitordur.
MATERIAL VO METODLAR

Reagentlor, holledicilor, monbayi E.coli olan
B-qlikkuronidaza fermenti, substrat (p-nitrofenil- B-
D-qgliikuronid) vo standart inhibitor (D-qliikuron
tursusu 1,4-lakton) “Sigma Aldrich”
kompaniyasindan  alinmigdir. Toadqiq  olunan
maddolor Pakistan islam Respublikasinin Karagi
Universitetinin HEJ todgiqat Institutunun maddslor
bankindan almmugdir. Biitiin fermentativ
reaksiyalar R.A.Collins metodu ila, lakin miioyyan
modifikasiya etmoklo yerino yetirilmigdir (Collins
et al., 1997). Inhibirlosdirici faalliq bu formulla
hesablanmigdir:

Inhibirlaimo% = {(E-S)/E}x100

E - fermentin test materialsiz foalligi, S -
fermentin test materiali ilo birlikds faalligidir.

Sonradan foal maddolorin  1C50-si toyin
olunmusdur. IC50-nin toyin olunmasi foal olan
maddolorin konsentrasiyasini (12 konsentrasiyada)
artirmaqla aparilmigdir.  1C50 qiymoti “Ez-Fit
Enzyme Kinetic Program” (Perrella Scientific Inc.,
Amherst, U.S.A) programindan istifado etmoklo
hesablanmigdir.

NOTiICOLOR VO ONLARIN MUZAKIROSI

Bizim moqsadimiz B-qliikuronidaza fermentini
inhibirlogdirmaka ksenobiotiklarin qglitkuronidlasma
yolu ilo badonden xaric olunmasina kdomok etmak
vo yuxarida geyd olunan  arzuolunmaz
xastoliklorden organizmi qorumaqdir. Bu yolda 2

sinfo daxil olan yeni sintetik maddslordon istifads
olunmusdur. Siff asash asilhidrazidlari sinfindon 12
madds skrininq olunmusdur va B—qlilkkuronidaza
fermentini inhibirlosdiron foal maddoalorin 1C50-si
miloyyon olunmusdur. Onlardan 5-do faalliq
miigahido olunmamigdir, 6-da standart inhibitorla
miiqayisado (48,4+1,25) yaxsi, 1-do iso zoif faalliq
miisahido olunmusdur. Digor sinif iso sulfonlardir.
Sulfonlar  sinfindon 7  madde  skrining
olunmusdur.Onlardan 1-i ¢ox giiclii potent
inhibitordur. Cadvel 1 vo 2-do foal olan maddalor
va miiqayisa ii¢lin bazi faal olmayan vo ya gox zaif
foal olan maddslor verilmisdir. Cadval 1-don
gorlindityti kimi, Siff osashi indol asilhidrazidlori
sinfindon olan maddolor arasindan yalniz
halogenlora malik olan téramslor B-qlilkkuronidaza
fermenti ii¢lin yaxsi inhibitordur (Cadval 1 - 2,34
sayli maddolor). Ogor bu sinfo daxil olan
maddolorin benzohidrazid halgasinds digar qruplar
masalor NO2 qrupu olarsa foallig miisahido
olunmayacaq (Codvoal 1 - 1 sayli maddo).
Benzohidrazid hslgasinds halogenlarin hor ii¢iiniin
istirakinda maddenin yaxs1 foalliq gostormosino
baxmayaraq foalllq F—Cl—Br istigamotindo
coxalir. On yaxsi foalliq 4-bromo-N'-[-(2-metil-1H-
indol-3-i1) metiliden]benzohidrazidde miisahido
olunmusdur (11.34+£0.62uM) (Cadval 1 - 2 sayh
madds). Benzohidrazid hoalqoesinds halogenlordon
savay1 oksigen olduqda da yaxsi faallig miioyyan
olunmugdur (Cadval 1 - 5 sayli madds). Coadvaldon
gorlindityli kimi, benzolhidrazid nikotinohidrazid
halgoasi ilo avoz edildikde zoif foalliq miisahido
olunur (Cadval 1 - 6 sayli madds) vo bu faalliq
halogenlarls olan faalliqla miiqayiss oluna bilmoz.
Biz bunun tosdigini sulfonlar sinfino daxil olan
maddolor arasinda da goriirik. Gorlindiiyi kimi,
sulfonlarim he¢ biri f — qliikkuronidaza fermenti
ticlin inhibitor deyil. Lakin, sulfonun bromlu
toromosi olan tribromometanfenilsulfon bu ferment
ticlin ¢ox giicli potent inhibitordur (0.195 =+
0.000196 pM) (Cadval 2 - 2 sayli maddo).

TOSOKKURLOR

Elmi maslohatlaring géro  Biofizika
laboratoriyasinin  miidiri R.9.Hasonova, isdo
gostordiyi  komokliyo goro  Pakistan  Islam
Respublikasinin ~ Karagi ~ Universitetinin =~ HEJ
todgiqat Institutunun 404 sayli laboratoriyasinin
miidiri prof: M.I.Choudhary-ys, tadqiq olunan
maddolorin alinmasinda istirak etdiyino goro prof:
X.Xan vo onun tolobalorine 6z togakkiiriimii
bildirirom.
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Siff Osasl Indol Asilhidrazidlori va

Cadval 1. Siff asasli indol asilhidrazidlori sinfi

\ N02

Iz

Aktiv deyil Mol kiit: 322.32

N'-[-(2-metil-1H-indol-3-il)metiliden]-4-nitrobenzohidrazid

2 o)
s
/\H

11.34+0.62pl Mol .kiit: 356.22

4-bromo-N'-[-(2-metil-1H-indol-3-il)metiliden]benzohidrazid

oG-
/\H

354+0.32 pl Mol.kiit: 295.31

4-fluoro-N'-[(2-metil-1H-indol-3-il)metiliden|benzohidrazid
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5

7
T N

16.24 +£0.35 pl Mol kiit: 311.77

4-xloro-N'-[-(2-metil-1H-indol-3-il)metiliden ]benzohidrazid

_
O

20.85+0.19 ul Mol kiit: 293.32

N'-[-1H-indol-3-ilmetiliden]-4-metoksibenzohidrazid

6

\
Q{ /N

112.1+ 1.13 pl Mol kiit: 278.31

N'-[(2-metil-1H-indol-3-il)metiliden]nikotinohidrazid
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Siff Osasl Indol Asilhidrazidlori va

Cadval 2. Sulfonlar sinfi

1

Z E
O—wn—=0

O,

Foaal deyil
Mol.kut: 263.27
Nitrofenilfenil sulfon

2 O

|
S
[

O

N

CBr3

Y

0.195+ 0.000196 pul
Mol .kiit: 392.89
tribromometanfenilsulfon

3 O
I

S|\

O

Me

Y

Foal deyil
Mol.kit: 156.20
Metil fenilsulfon

O,N

NO,

O—wn—="0

Foaal deyil
Mol .kut: 308.27
3-nitrofenilsulfon
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X.P. PycramoBa

Bausinue Coenmnenuii Knacca Awmmaruapasuasl llIunddosoro OcnoBanus HUugona u Kiaacca
Cyabponos Ha ®epment B-I'mokypornunasa (Axcnepuments | N Vitro)

Bt npousBenen ckpuHuHT 12 coenuHeHwmii knacca ammnruapasunoB llnddosoro ocHoBanus unmona, u 7
coeNMHeHHi knacca Cyab(QOHOB 10 OTHOMIEHHIO K B-TIIFOKYpOHHM/A3e, a Takxke BhlumcieH 1C50 aKTMBHBIX
coeAMHEHUH (KOHLEHTpauus coeluHeHui, uHruoupytomas 50% axtuBHOCTH Qepmenta). M3 12
MIPOTECTHPOBAHHBIX COENWHEHUH Kiacca amuuruapasuabl nddoBoro ocHoBanms WHIONA 5 SBIAIOTCA
HEaKTHBHBIMH, 6 00JIalaloT XOPOIIOW aKTUBHOCTBIO IO CpaBHEHWIO CcO craHmapToM (D-rirokypoHoBas
kucnota 1,4-nmaktona, 48,4+1,25 mki), a 1 sBusercs cnabbiM mHTHOMTOPOM. Cpenu 7 MPOTECTUPOBAHHBIX
COeMMHEHNN Kilacca Cynb(poHOB 1-oe coeAWHEHHWE SBISIETCS OYEHb NMOTEHIMAIBFHBIM WHTHOMTOpOM. B
pe3yabTaTe CpaBHEHHS COCIWHCHWU OBLIO yCTAaHOBJIEHO, YTO €CIM B COCAMHCHHH MPHUCYTCTBYIOT aTOMBI
raJIoreHOB, TO OTH COCIUHCHHS SBJSIOTCS CHIBHBIMU HMHTCHOUTOpAMHU [(-TIIOKYPOHHMIA3bl U CTEIEHb
MHTHOUPOBAHUS YBEIMUUBaETCs B cienytomieM nopsake F— Cl —Br.

Kh.R. Rustamova

The Effect of Compounds Belonging Acylhydrazides Schiff Bases of Indol Classes and Sulphones
Classes on B-Glucuronidase (In Vitro Research)

12 compounds from acylhydrazides schiff bases of indol classes and 7 compounds from sulphones classes
were screened for B-glucuronidase and were determined IC50 (concentration of compound which can inhibit
50 % activity of enzyme). 5 compounds of 12 had not activity, 6 had good activity with compare standard
inhibitor (D-saccharic acid 1,4-lacton 48.4+ 1.25ul) and 1 has weak activity, while 1 compound is very
potent inhibitor from sulphones classes. Comparison between compounds belonging two classes shows if
there are halogens in the compounds then this compounds is good inhibitor for B-glucuronidase and level of
inhibition increases with this law F— Cl —Br.
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