Pavle Kravljanac

Izolovanje 1 inhibicija monoamin
oksidaze (MAO) derivatima
8-(3-arilpropoksi)kofeina

Inhibitori monoamin oksidaze (MAQO) produZavaju aktivnost dopamina u
mozgu, Sto ih cini pogodnim izborom bilo kao monoterapija u ranim
fazama Parkinsonove bolesti ili kao dodatna terapija kod bolesnika koji se
vec lece levodopom. Dosadasnja istraZivanja pokazala su da se 8-alkiloksi
derivati kofeina ponasaju kao veoma dobri inibitori ljudske monoamin
oksidaze. U cilju pronalaZenja novih inhibitora, sintetisana su dva nova
Jjedinjenja ovog tipa: 8-(3-(4-metoksifenil )propoksi)kofein (jedinjenje 4a) i
8-(3-(4-metilfenil )propoksi)kofein (jedinjenje 4b). Delimicno je precisc¢ena
goveda monoamin oksidaza iz govede jetre i odredena je njena ukupna i
specificna enzimska aktivnost i Mikaelisova konstanta za benzilamin kao
supstrat. Ispitivan je mehanizam inhibicije ovog enzima i odredene su
konstante inhibicije za kofein, jedinjenje 4a i jedinjenje 4b i njihove
vrednosti redom iznose 0.197, 0.027 i 0.092 M. Pokazalo se da je najbolji
inhibitor jedinjenje 4a, sa oko 7 puta boljom inhibicijom u poredenju sa
kofeinom.

Uvod

Monoamin oksidaza (MAO) je enzim koji kao kofaktor sadrzi flavi-
nadenindinukleotid (FAD), kovalentno vezan za enzim, i katalizuje oksida-
tivnu deaminaciju biogenih amina. Nalazi se vezan za spoljasnju membranu
mitohondrija u ¢elijama nervnog i perifernog tkiva (placenta, jetra, trombo-
citi, srce i pluca). Javlja se u obliku dva izoenzima, MAO A i MAO B, koji
imaju 70% homologije sekvenci i razlicitu selektivnost za supstrate i inhibi-
tore. MAO A uglavnom deluje na serotonin, melatonin, norepinefrin i epin-
efrin. MAO B uglavnom deluje na fenetilamine i benzilamine. Oba enzima
skoro podjednako deluju na dopamin, tiramin i triptamin (Anderson 1997).

Jedna od najvaznijih vrsta antidepresiva su inhibitori monoamin oksi-
daze (MAOI). Medutim, zbog mogudih neZeljenih efekata, ireverzibilni
inhibitori monoamin oksidaze su ranije bili rezervisani kao poslednja linija
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tretmana i koriS¢eni su samo kada drugi antidepresivi nisu bili uspesni (No-
wakowska i Chodera 1997). Svi lekovi koji su umeSani u regulaciju sero-
tonina mogu izazvati ,,serotoninski sindrom” (visak serotonina koji izaziva
uznemirenost, emocionalnu labilnost, nesanice i konfuziju). Ako se MAOI
uzimaju zajedno sa hranom koja sadrZi visok nivo tiramina (sir, razne vrste
mesa, cokolada itd.), moZe se izazvati hipertenzivna kriza, a u manjim do-
zama jaka glavobolja zbog poviSenog krvnog pritiska (Volz et al. 1996).
Kao odgovor na ove neZeljene efekte razvijeni su selektivni MAO A inhibi-
tori koji smanjuju razlaganje serotonina, norepinefrina i dopamina, istovre-
meno dopuStajuéi da tiramin bude metabolizovan od strane MAO B
(Nowakowska i Chodera 1997). Prvi MAOI, razvijeni 50-ih godina 20.
veka, bili su ireverzibilni, tj. kovalentno su se vezivali za enzim i trajno blo-
kirali njegovu aktivnost. Reverzibilni inhibitori monoamin oksidaze A
(RIMA) razvijeni su tek 1990-ih godina (Volz et al. 1996) i koriste se kao
prva linija tretmana antidepresivima (Swinkels i De Jonghe 1995).

Parkinsonova bolest je degenerativni poremecaj centralnog nervnog
sistema. Motorni simptomi Parkinsonove bolesti posledica su odumiranja
¢elija srednjeg mozga koje stvaraju dopamin. Levodopa je lek koji se naj-
Sire upotrebljava u le€enju simptoma Parkinsonove bolesti ve¢ viSe od 30
godina (Parkinson’s 2006). Levodopa u organizmu prelazi u dopamin
pomocu DOPA dekarboksilaze. Medutim, samo 5-10% levodope prolazi
kroz krvno-mozdanu barijeru, a ostatak se metabolizuje na drugom mestu u
organizmu izazivajuéi mnoge nezeljene efekte (mucnina, diskinezija itd.).
Pocetak tretmana levodopom moze biti odloZen koris¢enjem selektivnih
MAO B inhibitora i na taj na¢in mogu se izbegnuti neZeljeni efekti koris-
¢enja Levodope u ranoj fazi bolesti. Takode se inhibitori MAO B mogu uzi-
mati zajedno sa levodopom i tako omoguciti zadrZavanje, tj. veci nivo
levodope u mozgu (Swinkels i De Jonghe 1995).

Kofein se pokazao kao slab inhibitor ljudske MAO B, ali uvodenjem
razlic¢itih supstituenata na poziciji C8 u prstenu, dobijaju se jedinjenja sa
znacajno boljom inhibitornom aktivnoscu (Petzer ef al. 2003; Van der Walt
et al. 2009; Pretorius et al. 2008). Sintetisana je serija analoga 8-aril- i alki-
loksikofeina koji se ponasaju kao efikasni MAO A i MAO B inhibitori
(Strydom et al. 2010; Strydom et al. 2011).

Na osnovu datih rezultata dosadas$njih istrazivanja, a u cilju pronala-
Zenja novih inhibitora, u ovom radu predloZena je sinteza dva nova derivata
kofeina (slika 1): 8-(3-(4-metilfenil)propoksi)kofein i 8-(3-(4-metoksi-
fenil)propoksi)kofein.

Kako je MAO B iz mozga tesko izolovati zbog heterogenosti tkiva i
visokog sadrzaja lipida, veéina procedura koristi bubreg ili jetru pacova,
svinje ili goveda kao polazni material (Erwin i Hellerman 1967; Hollunger i
Oreland 1970; Youdim i Sourkes 1966; Kearney et al. 1971). Prema
istrazivanju Salach-a (1979) utvrdeno je da se monoamin oksidaza
mitohondrija govede jetre nalazi isklju¢ivo kao B-izoforma. U ovom radu
sintetisana su ova dva jedinjenja, izolovana je goveda MAO B iz govede
jetre i odredena je konstanta disocijacije enzim-inhibitor kompleksa
(konstanta inhibicije, Ki) za govedi MAO B.
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Materijali 1 metode

Monoamin oksidaza je izolovana iz sveZe dobijene telece jetre po mo-
difikovanim procedurama iz literature (Schneider i Hogeboom 1950;
McCauley i Racker 1973; Pearce i Roth 1984). Ukupna koncentracija
proteina odredivana je Bredford-ovim esejem (Vujc¢i¢ 2002). Enzimska
aktivnost pracena je spektrofotometrijski. MAO B inhibitori sintetisani su
prema reakcionoj Semi (slika 1) iz 8-bromkofeina koji je dobijen
bromovanjem kofeina i 3-aril-1-propanola (3), dobijenog redukcijom
odgovarajude supstituisane cimetne kiseline (2) litijum aluminijum
hidridom. Supstituisana cimetna kiselina (2) dobijena je iz odgovarajuéeg
aldehida (1) Debnerovom modifikacijom Knevenagelove kondenzacije.
Odredene su konstante inhibicije za kofein, jedinjenje 4a i 4b i ispitan je
mehanizam inhibicije jedinjenja 4a.

Enzimska aktivnost odredena je spektrofotometrijski sa benzilaminom
kao supstratom. U kvarcnoj kiveti od 1 mL pomesano je 100 pL fosfatnog
pufera (1.0 M, pH 7.27; fin. konc. 100 mM), 100 pL rastvora benzilamina
(50 mM; fin. konc. 5 mM), 100 pL uzorka i 700 pL vode. Promena
apsorbance benzaldehida (250 nm) praéena je 30 min na 25°C. Mikaelisova
konstanta K,,, odnosno mera afiniteta enzima prema supstratu, odredena je
iz Mikaelis-Mentenine jednac¢ine (v=v,_, [S]/(K, +[S])). Vrednosti
inhibitornih konstanti (K;) dobijene su iz eksperimentalno odredenih 1C50
vrednosti pomocéu Ceng-Prusof jednacine (K, =I1C,, /1+[S1/K,)); Yung-
-Chi i Prusoff 1973). Mehanizam inhibicije odredivan je primenom Direct
linear plot tehnike (Eisenthal i Cornish-Bowden 1974).

Sve supstance koris¢ene u sintezama su p. a. ¢istoe. Za potrebe en-
zimskog eseja koriSc¢en je Thermo Scientific Evolution 60S UV-Vis spek-
trofotometar. Infracrveni spektri su snimljeni Thermo Scientific Nicolet
iS10 spektrometrom Diamond ATR tehnikom sa 32 snimanja u opsegu
500-4000 cm™', rezolucije 4 cm™.

Sinteza 8-bromkofeina. §-bromkofein sintetisan je po modifikovanoj
proceduri (Soltani Rad et al. 2012). U CH,Cl, (300 mL) dodat je kofein
(10.0 g, 0.05 mol) i N-bromsukcinimid (NBS; 25.0 g, 0.14 mol). Kada su se
supstance rastvorile, dodata je voda (100 mL) i takva smesa je ostavljena da
se mesa na sobnoj temperaturi jedan i po dan. Reakcija je pradena tanko-
slojnom hromatografijom, a kao eluent koriSéen je toluen/aceton 7:3.
Nakon $to je ustanovljeno da je pocetno jedinjenje u potpunosti reagovalo,
reakciona smesa je prebacena u levak za odvajanje. Odbacen je vodeni sloj,
a brom iz organskog sloja je ekstrahovan vise puta 2 M rastvorom NaOH do
obezbojavanja smese. Organska faza je odvojena, isprana zasi¢enim
rastvorom NaCl (100 mL), osuSena iznad Na,SO,, filtrirana i uparena do
suva. Dobijeno je 5.62 g (40%) 8-bromkofeina u obliku svetloroze praha.
Tacka topljenja 209°C. IR 2980, 1700, 1652, 1340, 1034, 745 cm ™.

Sinteza para-supstituisane cimetne kiseline. Supstituisana cimetna
kiselina sintetisana (2) je iz odgovarajuéeg aldehida (1) (slika 1) po sledecoj
proceduri (Ferjanci¢ i Bihelovi¢ 2012). U balon opremljen magnetnom
mesSalicom i povratnim kondenzatorom odmereni su aldehid (1) (0.10 mol),
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malonska kiselina (17.3 g, 0.16 mol), piperidin (1.3 mL) i piridin (32 mL).
Reakciona smesSa je meSana i refluktovana na uljanom kupatilu tokom 2h, a
zatim ohladena do sobne temperature i izlivena u smeSu koncentrovane
hlorovodonic¢ne kiseline (100 g) i leda (100 g). Izdvojeni kristali su proce-
deni, isprani hladnom vodom i suSeni na vazduhu. Sirova kiselina je prekri-
stalisana iz vodenog etanola (v/v=1:1).

4-metoksicimetna kiselina (2a). Prinos: 78%. T.t: 171°C. IR 2980,
1671, 1315, 1172, 1027 cm™". EI-MS 178 (M%), 161, 147, 133, 132, 77 m/z.

4-metilcimetna kiselina (2b). Prinos: 82%. T.t: 250°C. IR 2980, 1671,
1311, 1177, 808 cm™. EI-MS 162 (M%), 147, 117, 115, 91 m/z.

Sinteza para-supstituisanih 3-fenilpropil alkohola. Alkoholi (3) su
sintetisani po modifikovanoj proceduri iz literature (Duarte et al. 2004).
Koriséen je sveze destilovani THF, osusen iznad natrijuma. U suspenziju
LiAlH, (0.228 g, 6 mmol) u THF-u (20 mL), na ledenom kupailu, pod
inertnom atmosferom, ukapavan je rastvor odgovarajuce kiseline (2 mmol)
u THF-u (20 mL). Dobijena smeSa je meSana dok nije dostigla sobnu
temperaturu, a zatim je refluktovana 4h. Nakon zavrSetka reakcije i
hladenja do sobne temperature, u reakcionu smesu je dodato redom 300 uL.
vode, 300 uLL 20% NaOH i 900 pL. vode. Smesa je filtrirana, osuSena iznad
Na,SO4 i uparena do suva. Dobijeni sirovi proizvod je preci§cen
koris¢enjem gravitacione hromatografije sa silika-gelom kao stacionarnom
fazom koristeci petroletar: etil-acetat 7 : 3 kao eluent.

3-(4-metoksifenil)propan-1-ol (3a). Dobijeno je 134.3 mg u vidu Zute
tec¢nosti. Prinos: 40%. EI-MS 166 (M"), 147, 121, 91, 77 m/z.

3-(4-metilfenil)propan-1-ol (3b). Dobijeno je 41,6 mg u vidu Zute
te¢nosti. Prinos: 14 %. EI-MS 150 (M"), 132, 117, 115, 105, 91 m/z.

Za karakterizaciju sintetisanih jedinjenja koriS¢en je Agilent Technol-
ogies 7890A gasni hromatograf sa 240 Ion Trap masenim spektrometrom
(EI jonizacija, sa energijom elektrona od 70 eV, u opsegu 40-1000 m/z).
Koriséena je VF5SMS kolona (30 m x 250 um x 0.25 pm) i helijum kao no-
seci gas pri protoku od 1 mL/min. Pocetna temperatura iznosila je 40°C, a
zatim je povecana na 310°C brzinom od 7°C/min i na toj temperaturi je za-
drzana 10 min.

Kori$éen je Agilent Technologies 1260 Infinity HPLC sistem sa bina-
rnom pumpom i DAD (na talasnim duzinama 254, 220, 280 1 272 nm, kao i
snimanje spektra u opsegu 190-400 nm, sa korakom od 2 nm). Razdvajanje
je vrseno na Zorbax Eclipse XDB-C18 koloni (4.6 x 50 mm, 1.8 um) na
temperaturi od 25°C, pri protoku od 0.4 mL/min. Kao mobilna faza kori-
S¢eni su voda (A) i acetonitril (B) uz gradijentno eluiranje: 0 min, 10% B;
2 min, 50% B; 7 min, 100% B; 9 min, 100% B; 11 min, 10% B.

[zolovanje enzima 1 sinteza inhibitora

Sinteza 8-(3-arilpropoksi)kofeina

PredloZeni derivati kofeina — 8-(3-(4-metoksifenil)propoksi)kofein
(4a) i 8-(3-(4-metilfenil)propoksi)kofein (4b) sintetisani su prema reakci-
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Slika 1. Reakciona Sema za sintezu derivata kofeina. Uslovi: a) malonska kis. (1.6 ekv.), piridin,

4a (R = OMe)
4b (R =Me)

piperidin, refluks, 2h; b) LiAlH, (3 ekv.), THF, refluks, 4 h; ¢) NBS (3 ekv.), CH,Cl,, r.t., 1.5 d; d) Na,

(3), toluen, refluks, 24 h.

Figure 1. Reaction scheme for synthesis of caffeine derivatives. Conditions: a) malonic acid (1.6 eq),
pyridine, piperidine, reflux, 2 h; b) LiAlH, (3 eq), THF, reflux, 4 h; ¢) NBS (3 eq), CH,Cl,, r.t., 1.5 d;

d) Na, (3), toluene, reflux, 24 h.

onoj Semi datoj na slici 1. U hladnu suspenziju (0°C) natrijuma (4 ekv) u
toluenu dodat je uz mesanje sav alkohol (3) (1 ekv) dobijen iz prethodne re-
akcije). MeSanje je nastavljeno dok sav natrijum nije reagovao. Dobijeni
rastvor je zatim ukapavan u rastvor 8-bromkofeina (2.67 ekv) u toluenu.
Reakciona smesa je refluktovana 24 h, a zatim filtrirana i, nakon uparavanja
rastvaraca, svetlo Zuti ostatak je rastvoren u CHCls, ispran zasiéenim ras-
tvorom Na,COjs i uparen do suva. Tankoslojnom hromatografijom utvrdeno
je nastajanje proizvoda koji je preciS¢en pomocu HPLC-a i dobijeno je
dovoljno supstance da bi se izvrsila dalja ispitivanja.

Izolovanje MAO B

Svi postupci izvodeni su na temperaturi 0-4°C, ukoliko drugacije nije
naglaSeno. Oko 400 g jetre je usitnjeno i ispirano izotoni¢nim 0.25 M ras-
tvorom saharoze, a zatim homogenizovano u blenderu i suspendovano u
oko 0.5 dm® 0.25 M rastvora saharoze. Homogenat je centrifugiran (700 g,
10 min) da bi se istaloZila jedra i nelizirane Celije. Talog je resuspendovan u
0.25 M rastvoru saharoze i ponovo centrifugiran na istoj brzini. Superna-
tanti su spojeni i centrifugirani dva puta na 4000 g i jednom na 5000 g po 10
minuta kako bi se istaloZile mitohondrije. Spojeni talozi su isprani resus-
pendovanjem u 0.25 M rastvoru saharoze i centrifugiranjem 10 min na
24000 g. Talog je resuspendovan u istom rastvoru i zaostale necistoce su
staloZene centrifugiranjem na 850 g 10 min, a zatim je supernatant centri-
fugiran 10 min na 24000 g da bi se istaloZile mitohondrije.
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StaloZene mitohondrije su resuspendovane u 35 mL 50 mM fosfatnog
pufera (pH 7.4). Esejem je potvrdena aktivnost enzima u resuspendovanom
talogu. U dobijenu smesSu dodat je 10% (w/v) rastvor Triton X-100 do kon-
centracije 0.5% (w/v) i smesa je ostavljena da se meSa oko 30 min na 4°C,
nakon ¢ega je centrifugirana (40000 g, 10 min). Talog je resuspendovan u
istom puferu i u njega je dodat 10% (w/v) rastvor Triton X-100 do koncen-
tracije 1.5% (w/v). Smesa je ostavljena da se meSa 45 min na 4°C, nakon
¢ega je centrifugirana 10 min na 40000 g. Supernatanti su spojeni i njihova
zapremina iznosila je 49 mL (20 mL posle prvog i 29 mL posle drugog cen-
trifugiranja)

U dobijeni ekstrakt je, uz meSanje u toku 45 min, dodato 14.26 g fino
sprasenog amonijum-sulfata. Nakon $to je smeSa centrifugirana (10000 g,
20 min), izdvojila su se tri sloja: plutajuéi Zuti sloj, supernatant i talog.
Samo je u talogu zadrZana enzimska aktivnost i on je resuspendovan u
10 mM fosfatnom puferu (pH 8.0).

Tako dobijeni rastvor nanet je na Sephadex G25 kolonu (prethodno
ekvilibrisanu 10 mM fosfatnim puferom pH 8.0). Sakupljene su tri frakcije
koje su se razlikovale po intenzitetu boje, od kojih su samo dve pokazivale
enzimsku aktivnost i one su sjedinjene. Njihova zapremina iznosila je
38 mL. One su cuvane u 0.25% Triton X-100 i 10% glicerolu u friZideru
preko no¢i, a kasnije i zamrznute na nekoliko meseci.

Bradford-ovim esejem odredena ukupna koncentracija proteina iz-
nosila je 5.6 mg/mL. Enzimska aktivnost izraZena u enzimskim jedinicama
([U] = [umol/min]) iznosila je 1.45 U, a specifi¢na aktivnost iznosila je
2.59 U/mg.
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Slika 2.
Mikaelis-Menten kriva
zasi¢enja. Merenja su
izvrSena u triplikatima.

Figure 2.
Michaelis-Menten
curve of saturation.
Measurements were
done in triplicates.

HEMIJA « 327



0.0014 1

Slika 3.
* 0 Kriva dozno-zavisnog
0.0012 7 odgovora za kofein.
Koncentracija supstrata
0.0010 bila je 5 mM.
T 0.0008 1 Figure 3.
% Dose-response curve
> 0.0006 for caffeine. The
concentration of
0.0004 - substrate used was
5 mM.
0.0002
0.0000 : : : : : : :
1.4 1.2 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0
log([[YmM)
0.0014 - Slika 4.
Kriva dozno-zavisnog
odgovora za
0.0012 7 jedninjenje 4a.
Koncentracija supstrata
bila je 5 mM. Merenja
%‘ 0.0010 1 su radena u duplikatu.
p
£ Figure 4.
> 0.0008 -
Dose-response curve
for compound 4a. The
0.0006 concentration of
substrate used was
5 mM. Measurements
were done in
0.0004 ' ' ' ' ' ' ' ' ' duplicates.
0.8 1.0 1.2 1.4 16 1.8 20 22 24 26
log([ll/um)
0.0014 Slika 5.
Kriva dozno-zavisnog
odgovora za jedinjenje
0.0012 1 4b. Koncentracija
supstrata bila je 5 mM.
. 0.0010 - .
© Figure 5.
% Dose-response curve
> 0.0008 for compoynd 4b. The
concentration of
substrate used was
5 mM.
0.0006 -
0.0004 . . . . . . . .
1.8 1.6 1.4 1.2 -1.0 0.8 0.6 0.4 0.2
log([/mM)

328 « PETNICKE SVESKE 74 DEO 1l



Ispitivanje inhibicije

Kriva zasicenja (slika 2) prikazuje zavisnost pocetne brzine reakcije
od koncentracije supstrata. Iz Mikaelis-Menten jednacine dobijeni su pa-
rametri K, = (1.33 £ 0.06) mM 1 vy = (1.41 £ 0.02) uM/s.

Sigmoidalna kriva dozno-zavisnog odgovora konstruisana je iz zavis-

nosti brzine oksidacije benzilamina (5 mM) od logaritma koncentracije
ispitivanog inhibitora (slike 3-5).

Tabela 1. Vrednosti log IC50 i Kj za svaki ispitivani inhibitor

Jedinjenje log IC50 Kj (mM)
Kofein -0.03+0.13 0.20+0.06
4a 2.1+0.3 0.027 £0.016
4b -0.36 +£0.00 0.092 +0.003
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Slika 6.

a) Zavisnost odnosa
prividnih vrednosti

K, /via 0d koncentracije
inhibitora;

b) Zavisnost reciprocne
prividne vrednosti v,,,, od
koncentracije inhibitora.

Figure 6.

a) Relationship between
apparent K,,/v,,,, ratio and
inhibitor concentration;
b) Relationship between
reciprocal apparent v,,,,
and inhibitor
concentration.
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Vrednosti parametara log ICs, dobijenih iz krivih sa grafika (slike
3-5), kao i vrednosti konstanti inhibicije (K;), izraCunatih kori§¢enjem
Ceng-Prusof jednacine, prikazane su u tabeli za svaki ispitivani inhibitor
(tabela 1). Iz tabele 1 se vidi da je najbolji inhibitor 4a. Na slici 6 su pr-
ikazani rezultati ispitivanja mehanizma inhibicije za 4a. Na koordinatnim
osama K, i v, predstavljaju prividnu Mikaelisovu konstantu i prividnu
maksimalnu brzinu reakcije, tj. K,, 1 vinax za razli¢ite koncentracije prisutnog
inhibitora. Veli¢ina 1/v, ostaje relativno nepromenjena sa promenom
koncentracije inhibitora (slika 6b), a odnos K, / v, se linearno povecava
sa poveéanjem koncentracije inhibitora (slika 6a). Drugim re¢ima, sa
povecéanjem koncentracije inhibitora K, i v, rastu sa istom proporcijom,
Sto znaci da ovom inhibitoru najbolje odgovara kompetitivni mod inhibicije
(Eisenthal i Cornish-Bowden 1974).

Pokazalo se da je najbolji inhibitor jedinjenje 4a, odnosno 8-(3-(4-me-
tilfenil)propoksi)kofein, sa oko 7 puta boljom inhibicijom od kofeina. Po-
rededi K; vrednosti kofeina i 8-(3-(4-metilfenil)propoksi)kofeina i
8-(3-(4-metoksifenil)propoksi)kofeina, moze se videti da se inhibicija zna-
¢ajno poboljSava uvodenjem supstituenata na C8 atomu u prstenu kofeina.

Interesanto je da se uvodenjem metoksi umesto metil grupe na benzen-
ovom prstenu vezivanje inhibitora za enzim pojacava, Sto nije slucaj i sa
analognim 8-arilloksikofeinima, gde metil derivat ima bolju inhibiciju od
metoksi derivata za ljudsku i majmunsku monoamin oksidazu. Zanimljivo
je primetiti i to da je kofein mnogo bolji inhibitor govede MAO B (K; =
=0.197 mM) u poredenju sa ljudskom (K; = 3.6 mM, Petzer et al. 2003).

Zakljucak

Sintetisana su dva nova jedinjenja: 8-(3-(4-metoksifenil)propoksi)ko-
fein (4a) i 8-(3-(4-metilfenil)propoksi)kofein (4b). Brzo i efikasno je
delimi¢no preciséena goveda monoamin oksidaza B i odredena je njena
ukupna i specificna enzimska aktivnost i Mikaelisova konstanta za benzi-
lamin kao supstrat. Ispitivan je mehanizam inhibicije ovog enzima i odre-
dene su konstante inhibicije za kofein, 4a i 4b. Pokazalo se da je najbolji
inhibitor jedinjenje 4a, sa oko 7 puta boljom inhibicijom u poredenju sa
kofeinom i kompetitivnim mehanizmom inhibicije.
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Pavle Kravljanac

Isolation and inhibition of Monoamine Oxidase (MAO)
by Derivatives of 8-(3-Arylpropoxy)Caffeine

Inhibitors of monoamine oxidase (MAQ) prolong the activity of dopa-
mine in the brain, making them an option either as monotherapy in early
Parkinson’s disease or as adjunctive therapy in patients already treated with
levodopa. Previous studies have shown that 8-alkyloxy derivatives of caf-
feine act as good inhibitors of human monoamine oxidase. In an attempt to
discover new inhibitors, two new compounds were synthesized: 8-(3-
-(4-methoxyphenyl)propoxy)caffeine and 8-(3-(4-methylphenyl)prop-
oxy)caffeine. Bovine monoamine oxidase was partially purified from
bovine liver and its specific activity and Michaelis constant for benzyl-
amine as a substrate were determined. Mechanism of inhibition of this en-
zyme were studied and enzyme-inhibitor dissociation constants (K;) were
measured for caffeine, and were found to be 0.197 M, 0.027 M and 0.092 M
respectively. It was shown that the best inhibitor was the first compound,
with about 7 fold better inhibition in comparison with caffeine and a com-
petitive inhibition mechanism.
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