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ABSTRACT
Introduction: Alzheimer’s disease has its pathoanatomical origin. The loss of synapses and 
neurons is dominant in this disease and it leads to changes, primarily at the acetylcholine 
neurotransmitter system. Polyoxometalates (POM) are highly potent and selective inhibi-
tors of acetylcholinesterase, the enzyme responsible for the disintegration of acetylcholine, 
and therefore they find their usage in the treatment of Alzheimer’s disease, since it would 
increase and extend the effect of the missing acetylcholine. 
The aim: Presenting the results of in vitro influence of POM on the activity of AChE. 
Material and methods: In our study we have tested the effects of five Heteropolyoxovolf-
rams: K6 [ PV3W9O40 ] x 3H2O , K6H2 [ TiW11CoO40 ] x 13H2O ,    (NH4) 14 [ NaP5W30O110 ] 
x 31H2O , K7 [ SiV3W9O40 ] x 10H2O and K7 [ Ti2PW10O40 ] x 10H2O on the activity of ace-
tylcholinesterase. AChE activity was measured by modified Ellman method.
Results: The tested compounds make the inhibition of AChE activity in a dose-dependent 
manner. Inhibition parameters obtained in this study demonstrate that the compounds 2, 
3 and 5 are very potent inhibitors of the enzyme activity. On the other hand, compounds 
1 and 4 demonstrate about a hundred, or a thousand times, less potent inhibitory effect on 
the activity of AchE, compering to the most potent inhibitor (compound 3), whose IC50 
value is 4,79×10-7 mol/L. The results obtained in this study are consistent with previously 
demonstrated inhibitory effect of polyoxovolframs on cholinesterase activity.
Conclusion: According to the obtained results we can conclude that the tested Polyoxo-
metalates at physiological pH values inhibit the activity of AChE, and that the inhibition is 
dose-dependent. Inhibitory range of tested POM in this study verify significantly, possibly 
as a result of differences in charge, size and shape of these POM. 
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Uvod

Alchajmerova (Alzheimer) bolest je najzastuplje-
niji klinički entitet degenerativnih demencija (1). Ovo 
neurodegenerativno oboljenje ima svoju patoanatomsku 
osnovu, kojom dominira gubitak sinapsi i neurona, naro-
čito u frontalnom, parijentalnom i temporalnom režnju. 
Osnovu patohistološke slike predstavljaju neurotični pla-
kovi i neurofibrilarna klupka (2). Ove promene dovode 
do poremećaja na neurotransmiterskim sistemima moz-
ga, pre svega na nivou acetilholinskog transmiterskog 
sistema. Na funkcionalnom nivou dolazi do smanjenja 
aktivnosti holin-acetiltransferaze, enzima odgovornog za 
sintezu acetilholina. Ovaj enzim se nalazi u holinergičkim 
neuronima, a smanjenje njegove aktivnosti nastaje kao 
posledica izumiranja holinergičkih neurona, naročito u 
nukleusu bazalisu – Mejnert (Meynert) (3). Ustanovljeno 
je da težina kognitivnog deficita korelira sa gubitkom neu-
rona u Mejnertovom jedru i, posledično, sa padom aktiv-
nosti holin acetiltransferaze. Ova saznanja čine osnovu hi-
poteze za upotrebu inhibitora acetilholinesteraze (AChE), 
enzima odgovornog za razgradnju acetilholina, u lečenju 
Alchajmerove bolesti jer bi se time povećalo i produžilo 
delovanje nedostajućeg acetilholina u sinaptičkim prosto-
rima obolelih od Alchajmerove bolesti i smanjilo formira-
nje neurotičnih plakova i neurofibrilarnih klupka. Ogra-
ničenja upotrebe inhibitora acetilholinesteraze u kliničkoj 
praksi povezana su sa njihovim neželjenim efektima i gu-
bitkom efikasnosti kod njihove dugotrajne upotrebe (4). 

Polioksometalati (POM), prema rezultatima novi-
jih naučnih istraživanja, nailaze na široku primenu u do-
menu medicinske nauke i prakse. Oni poseduju antibak-
terijska (5, 6), antiviralna (7-11), antitumorska (12) i an-
tikoagulantna (13,14) svojstva. Među njihovim svojstvima 
izdvajaju se potentnost i visoka selektivnost kao inhibitora 
acetilholinesterase (15). Po strukturi su anjonski kom-
pleksi prelaznih metala, povezani kiseoničkim mostovima 
i poseduju izuzetnu raznolikost u pogledu kompozicije, 
strukture i površinskog naelektrisanja (16). Neka od ovih 
jedinjenja pokazuju visoku termodinamičku i kinetičku 
stabilnost u vodenim rastvorima pri fiziološkom pH. Uo-
čena svojstva ovih inhibitora acetilholinesteraze, poput 
polariteta, rasporeda površinskog naelektrisanja i oblika, 
mogu se modifikovati na molekularnom nivou, čime se 
mogu povećati njihova selektivnost i specifičnost prema 
ciljnom enzimu. Polioksometalati su i potentni inhibitori 
agregacije beta amiloidnog peptida, osnovne strukturne 
komponente neurotičnih plakova i neurofibrilarnih klup-
ka (17). 

Imajući u vidu da inhibicija aktivnosti AChE 
predstavlja jednu od strategija u lečenju Alchajmerove 
bolesti i podatke iz literature o visokom inhibitornom 
potencijalu polioksometalata, cilj ovog rada je da se ispita 
in vitro uticaj pet novosintetisanih heteropolivolframa-
ta: K6[PV3W9O40] x 3H2O, K6H2[TiW11CoO40] x 13H2O, 
(NH4)14[NaP5W30O110] x 31H2O, K7[SiV3W9O40] x 10H2O 
i K7[Ti2PW10O40] x 10H2O na aktivnost acetilholinestera-
ze.

SAŽETAK

Uvod: Alchajmerova bolest ima svoju patoanatomsku osnovu. U oboljenju preovlađuje 
gubitak sinapsi i neurona, što dovodi do poremećaja na neurotransmiterskim sistemi-
ma mozga, pre svega na nivou acetilholinskog transmiterskog sistema. Polioksometalati 
(POM), kao visokopotentni i selektivni inhibitori acetilholinesteraze (AChE), enzima od-
govornog za razgradnju acetilholina, pronalaze potencijalnu primenu u lečenju Alchaj-
merove bolesti jer bi se time povećalo i produžilo delovanje nedostajućeg acetilholina. 
Cilj: Ispitivanje in vitro uticaja POM-a na aktivnost AChE.
Materijal i metode: U našem istraživanju je ispitivan uticaj pet novosintetisanih hete-
ropolioksovolframata: 1) K6[PV3W9O40] x 3H2O, 2) K6H2[TiW11CoO40] x 13H2O, 3) 
(NH4)14[NaP5W30O110] x 31H2O, 4) K7[SiV3W9O40] x 10H2O i 5) K7[Ti2PW10O40] x 10H2O 
na aktivnost acetilholinesteraze. Aktivnost AchE merena je modifikovanom Elmanovom 
(Ellman) metodom.
Rezultati: Ispitivana jedinjenja inhibiraju aktivnost AChE na dozno zavisan način u ispi-
tivanom opsegu koncentracija. Dobijeni inhibitorni parametri pokazuju da su jedinjenja 
2, 3 i 5 veoma potenti inhibitori enzimske aktivnosti i da su izračunate IC50 vrednosti 
ovih polioksovolframata u oblasti submikromolarnih i mikromolarnih koncentracija. S 
druge strane, jedinjenja 1 i 4 pokazala su oko sto, odnosno hiljadu puta slabije inhibitorno 
dejstvo na aktivnost AChE u poređenju sa najpotentnijim inhibitorom (jedinjenje 3), čija 
IC50 vrednost iznosi 4,79×10-7 mol/l. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa ranije pokaza-
nim inhibitornim efektom polioksovolframata na aktivnost holinesteraza.
Zaključak: Prema dobijenim rezultatima, možemo da zaključimo da ispitivani poliok-
sometalati na fiziološkoj pH vrednosti inhibiraju aktivnost AChE, kao i da je dobijena 
inhibicija dozno zavisna. Inhibitorne moći POM, testiranih u ovom radu, međusobno 
se značajno razlikuju, što je verovatno posledica razlika u naelektrisanju, veličini i obliku 
ovih polioksometalata. 
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Materijal i metode

Sinteza polioksovolframata

Polioksovolframati ispitivani u ovom radu sinteti-
sani su i indentifikovani (FT-IR, NMR i AA spektroskopi-
jom) u laboratoriji profesora U. Kortza sa Jacobs univerzi-
teta u Bremenu, SR Nemačka.

Polazni rastvori ispitivanih polioksovolframata 
(0,01 mol/l) pripremljeni su rastvaranjem čvrstih jedinje-
nja u vodi neposredno pre upotrebe. Radni rastvori su pri-
premani razblaživanjem vodom do željenih koncentracija.

Određivanje aktivnosti acetilholinesteraze

Aktivnost AChE je merena modifikovanom Elma-
novom (Ellman) metodom (18). U 50 mM fosfatni pufer 
pH 8 dodaje se 10 µl komercijalnog enzimskog prepara-
ta (3 IU/ml). Enzim se potom izlaže odgovarajućoj kon-
centraciji ispitivanog polioksometalata pri temperaturi 
od 37 °C tokom 15 minuta. Enzimska reakcija započinje 
dodatkom supstrata, 10 µl 0,075 M ASChI u kombinaciji 
sa reagensom za bojenje, 20 µl 0,1 mM DTNB. Proizvod 
enzimske reakcije, tioholin-jodid i DTNB daju jedinjenje 
žute boje, 5-tio-2-nitrobenzoat, čije nastajanje se prati 
spektrofotometrijski na 412 nm. Enzimska reakcija se za-
ustavlja sa 50 µl 0,01 M SDS. Vreme inkubacije na 37 °C je 
3-5 minuta. Ukupna zapremina reakcione smese je 700 µl. 
Slepa proba ne sadrži enzim. Aktivnost AChE se izražava 
kao ΔA/min/mg proteina.

Rezultati

Uticaj pet sintetisanih polioksovolframata na ak-
tivnost AChE ispitan je in vitro izlaganjem enzima u 
rasponu koncentracija 1 × 10–9 - 1 × 10–3 mol/l. Eksperi-
mentalno dobijene zavisnosti aktivnosti enzima od kon-
centracije inhibitora (prilog 1) izražene su kao procenat 
od kontrolne vrednosti (aktivnost enzima dobijena u od-
sustvu inhibitora) i prate sigmoidnu funkciju:

                     (1)

gde je y preostala aktivnost enzima, a x koncentracija inhi-
bitora, x0 odgovara IC50 vrednosti, dok n odgovara vred-
nosti Hilovog (Hill) koeficijenta.

Dobijeni rezultati pokazuju da rastuće koncentra-
cije ispitivanih jedinjenja indukuju inhibiciju enzimske 
aktivnosti na koncentraciono zavisan način (prilog 1). 
Veoma indikativan parametar pri praćenju modulacije 
enzimske aktivnosti jeste vrednost IC50, koja predstavlja 
onu koncentraciju inhibitora čije prisustvo u smesi sma-
njuje aktivnost enzima za 50% u odnosu na kontrolnu 
vrednost. Vrednosti IC50 određene su iz inhibitorne kri-
ve, dobijene prilagođavanjem eksperimentalnih rezultata 
sigmoidnom funkcijom (sigmoidal fit, Origin 6.0) (prilog 
1) i primenom Hilove jednačine (2), koja predstavlja line-
arnu transformaciju sigmoidne funkcije:

                 

                                                                                   (2)    

gde je % aktivnost preostala aktivnost enzima nakon inhi-
bicije, odnosno % od kontrolne vrednosti, n je Hilov koefi-
cijent i [I] koncentracija inhibitora. Vrednost inhibitornih 
parametara, IC50 i n, određuju se iz vrednosti nagiba i od-
sečka linearne zavisnosti log (% aktivnost/(100 – % aktiv-
nost))- log[I]. Hilovi dijagrami prikazani su u prilogu 2, a 
dobijeni inhibitorni parametri  (vrednosti IC50 i n) za sva 
ispitivana jedinjenja sumirani su u prilogu 3.

Grafik 1. Uticaj različitih koncentracija polioksovolframata (1-
5) na aktivnost acetiholinesteraze. Preostala aktivnost enzima, 
dobijena u prisustvu odgovarajućih koncentracija inhibito-
ra, izražena je kao procenat od kontrolne vrednosti (aktivnost 
enzima dobijena u odsustvu inhibitora). Vrednosti su izražene 
kao srednje vrednosti dobijene iz tri eksperimentalna merenja 
± S.E.M. (engl. standard error measurement, standardna greška 
merenja). Eksperimentalno dobijene vrednosti su prilagođene 
sigmoidnom funkcijom (sigmoidal fit, Origin 6.0).

Grafik 2. Hilova analiza inhibicije acetilholinesteraze poliokso-
volframatima (1-5)

Tabela 1. Vrednosti inhibitornih parametara (IC50 i Hilovog 
koeficijenta n), dobijene prilagođavanjem eksperimentalnih re-
zultata sigmoidnom funkcijom i Hilovom analizom inhibicije 
acetilholinesteraze polioksovolframatima

!

10-10 10-9 10-8 10-7 10-6 10-5 10-4 10-3
0

20

40

60

80

100

ak
tiv

no
st 

(%
 o

d 
ko

nt
ro

le)
POM, mol/L

1

2

3 4

5

d e m o d e m o d e m o d e m o d e m o

d e m o d e m o d e m o d e m o d e m o

d e m o d e m o d e m o d e m o d e m o

d e m o d e m o d e m o d e m o d e m o

d e m o d e m o d e m o d e m o d e m o

d e m o d e m o d e m o d e m o d e m o

!

-7 -6 -5 -4 -3

-0.9

-0.6

-0.3

0.0

0.3

0.6

0.9

lo
g 

(%
 o

d 
ko

nt
ro

le
/(1

00
-%

 o
d 

ko
nt

ro
le

))

1

2

3
4

5

d e m o d e m o d e m o d e m o d e m o

d e m o d e m o d e m o d e m o d e m o

d e m o d e m o d e m o d e m o d e m o

d e m o d e m o d e m o d e m o d e m o

d e m o d e m o d e m o d e m o d e m o

d e m o d e m o d e m o d e m o d e m o

d e m o d e m o d e m o d e m o d e m o

Hilova analiza
Sigmoidna 
funkcija

Oznaka      POM IC50, mol/l N IC50 , mol/l

1 K6[PV3W9O40] x 3H2O 6,56 × 10-5 1,08 ± 0,03 6,36 × 10-5

2 K6H2[TiW11CoO40] x 13H2O 1,23 × 10-6 0,89 ± 0,08 1,14 × 10-6

3 (NH4)14[NaP5W30O110] x 31H2O 6,00 × 10-7 0,86 ± 0,09 4,79 × 10-7

4 K7[SiV3W9O40] x 10H2O 5,82 × 10-4 1,80 ± 0,27 4,80 × 10-4

5 K7[Ti2PW10O40] x 10H2O 1,15 × 10-6 1,10 ± 0,17 1,04 × 10-6
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Dobijeni rezultati pokazuju da svi ispitivani poli-
oksovolframati inhibiraju aktivnost AChE, ali da se njiho-
ve inhibitorne moći međusobno značajno razlikuju. Poka-
zano je da su jedinjenja: (NH4)14[NaP5W30O110] x 31H2O, 
K6H2[TiW11CoO40] x 13H2O i K7[Ti2PW10O40] x 10H2O 
snažni inhibitori enzimske aktivnosti i da pri koncentraci-
ji od 1,0 x 10-5mol/l skoro u potpunosti inhibiraju enzim, 
dok su jedinjenja K6[PV3W9O40] x 3H2O i K7[SiV3W9O40] x 
10H2O znatno slabiji inhibitori i pri istoj koncentraciji (1,0 
x 10-5mol/l) ne dovode do modulacije enzimske aktivnosti.

Diskusija

U ovom radu ispitivan je in vitro uticaj pet novosinteti-
sanih heteropolioksovolframata: K6[PV3W9O40] x 3H2O, 
K6H2[TiW11CoO40] x 13H2O, (NH4)14[NaP5W30O110] 
x 31H2O, K7[SiV3W9O40] x 10H2O i K7[Ti2PW10O40] x 
10H2O na aktivnost acetilholinesteraze. Dobijeni rezultati 
pokazuju da svih pet jedinjenja u ispitivanom opsegu kon-
centracija inhibiraju aktivnost enzima, kao i da je procenat 
inhibicije proporcionalan koncentraciji inhibitora u inku-
bacionoj smesi. 
Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa podacima iz litera-
ture da su neki heteropolioksovolframati nekompetitiv-
ni inhibitori holinesteraza (acetil i butiril) i da na dozno 
zavisan način inhibiraju aktivnost ovih enzima (16). Re-
zultati Iqbala i saradnika (16) predstavljaju, prema našim 
saznanjima, jedine dostupne podatke o uticaju poliokso-
volframata na holinesteraze. Pored toga, prikazani rezul-
tati (prilozi 1 i 3) pokazuju da se inhibitorni potencijali 
ispitivanih polioksovolframata međusobno značajno ra-
zlikuju, tj. da je (NH4)14[NaP5W30O110] x 31H2O najpo-
tentniji inhibitor (IC50 = 4,79 × 10-7 mol/l) i da je oko sto, 
odnosno hiljadu puta puta jači inhibitor aktivnosti AChE 
od K6[PV3W9O40] x 3H2O (IC50 =6,36 × 10-5 mol/L), od-
nosno K7[SiV3W9O40] x 10H2O (IC50 = 4,80 × 10-4 mol/l). 
 Pokazano je i da su inhibitorne moći jedinjenja K6H2[TiW-
11CoO40] x 13H2O i K7[Ti2PW10O40] x 10H2O međusobno 
vrlo slične i nešto slabije (oko 2 puta) od inhibitornog po-
tencijala jedinjenja (NH4)14[NaP5W30O110] x 31H2O. Do-
bijeni inhibitorni parametri (prilog 3) za ova tri jedinjenja 
u saglasnosti su sa podacima iz literature koji se odnose na 
uticaj polioksovolframata na aktivnost holinesteraza (16). 
Iqbal i saradnici su, naime, pokazali da se IC50 vrednosti 
za sedam raziličitih polioksovolframata nalaze u opsegu 
submikromolarnih i mikromolarnih koncentracija (16).
S druge strane, znatno slabije inhibitorno dejstvo jedi-
njenja K6[PV3W9O40] x 3H2O i K7[SiV3W9O40] x 10H2O 
verovatno su posledica razlika u naelektrisanju, veličini i 
obliku ovih polioksometalata. Razlog različite reaktivnosti 
ispitivanih polioksometalata pokušaćemo da razjasnimo 
u toku naših daljih istraživanja, upoređivanjem dobijenih 
inhibitornih parametara AChE sa rezultatima dobijenim 
kristalografskom analizom ispitivanih polioksovolframa-
ta i ab initio izračunavanjima. Imajući u vidu podatke iz 
literature o inhibitornom delovanju polioksometalata na 
agregaciju beta amiloidnog peptida (17) i dobijenu inhi-

biciju aktivnosti AChE, polioksovolframati predstavljaju 
potencijalnu platformu za razvoj novih lekova za Alchaj-
merovu bolest.
  
Zaključak

Ovakav pristup, koji kombinuje rezultate eksperi-
mentalnih inhibitornih studija i teorijska hemijska izaču-
navanja koja omogućavaju modifikaciju osobina (veličine, 
naelektrisanja, polarnosti) POM-a, doprinosi pronalaže-
nju potentnog, ali u isto vreme selektivnog i specifičnog 
inhibitora AChE, enzima čija inhibicija predstavlja jednu 
od strategija u lečenju Alchajmerove bolesti. S obzirom na 
poznatu toksičnost polioksometalata (15), što ograničava 
njihovu kliničku primenu, naša dalja istraživanja će biti 
usmerena na testiranje nefro- i hepatotoksičnog delovanja 
ispitivanih polioksovolframata.

Zahvalnica 

Rezultati saopšteni u ovom radu deo su istraživanja u okviru bi-
lateralnog projekta između Srbije i Nemačke: „Polyoxopallada-
tes: ATPases inhibition studies and toxicity evaluation“.
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