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Souhrn

Cholinesterasy jsou enzymy nezastupitelné v některých 
nervových přenosech, kde hraje zásadní roli acetylcho-
linesterasa. Druhá cholinesterasa, butyrylcholinestera-
sa, pak není nezbytná pro neurotransmisi, ale může se 
podílet na některých detoxifikačních reakcích. V  tomto 
přehledovém článku je provedeno shrnutí literatury, dis-
kuze diagnostického významu a  metod určení aktivity. 
Je tak nastíněno například rozpoznání jaterních selhání, 
expozice neurotoxickým látkám, geneticky podmíněné 
dispozice. V oblasti testování je diskutováno provádění 
spektrofotometrických, kolorimetrických a  elektroche-
mických měření. 
Klíčová slova: acetylcholinesterasa • butyrylcholinestera-
sa • otrava • test funkčnosti jater • pesticid • nervově pa-
ralytická látka • Alzheimerova choroba • patologický stav

Summary

Cholinesterases are enzymes important for some nerve 
transmissions where the enzyme acetylcholinesterase plays 
a crucial role. The second enzyme, butyrylcholinesterase, 
is not necessary for the neurotransmission but it is 
involved in some detoxification reactions. A  survey of 
literature, a  discussion of diagnostic importance and 
the methods for an activity assay are presented in this 
review article. Liver failures, exposure to neurotoxic 
compounds, genetic dispositions are outlined here. In 
the field of assays, spectrophotometric, colorimetric and 
electrochemical tests are discussed. 
Key words: acetylcholinesterase • butyrylcholinesterase 
• poisoning • liver function test • pesticide • nerve agent • 
Alzheimer disease • pathological state
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Úvod

V  současnosti jsou známé dvě cholinesterasy: butyryl-
cholinesterasa (BChE; EC 3.1.1.8) a acetylcholinesterasa 
(AChE; EC 3.1.1.7). Zatímco BChE byla v minulosti na-
zývaná též plazmatická cholinesterasa s ohledem na fakt, 
že na rozdíl AChE; EC 3.1.1.7 lokalizované v neurosyna-
psích a povrchu erytrocytů, je nejvyšší aktivita BChE pří-
tomna v plazmě. BChE své pojmenování nese po umělém 
substrátu – chemické sloučenině butyrylcholinu, který je 
schopen štěpit s vysokým číslem přeměny. AChE je pak 
pojmenována po neurotransmiteru acetylcholinu, který 
štěpí.
Zatímco AChE má význam jako enzym ukončující choli-
nergní neurotransmisi a porucha její funkce může mít fa-
tální následky, BChE zdánlivě nemá v organismu význam. 
Zároveň není znám její endogenní substrát, neboť butyryl-
cholin není na rozdíl od acetylcholinu látka tělu vlastní. Jak 
na úrovni transgenních zvířat, tak ojedinělých humánních 
případů nebyl prokázán žádný patologický proces spojitel-
ný s poruchou tvorby BChE1–3). Na druhou stranu je nutné 
zdůraznit, že BChE se účastní detoxifikačních reakcí a je 
schopna štěpit některé toxické látky obsahujících estero-
vou vazbu. Podílí se např. na hydrolýze kokainu a prokai-
nu4–6). Cílem tohoto přehledu je uvést základní informace 
o diagnostickém významu cholinesteras a metod vyšetření 
(stanovení) jejich aktivit ve vzorcích přírodního původu. 
Lze říci, že cholinesterasy se hodí především k diagnos-
tice jaterních selhání (BChE), nesnášenlivosti některých 
anestetik (BChE) a rozpoznání otrav neurotoxickými lát-
kami (AChE a BChE). Z tohoto důvodu je v textu nastíněn 
mechanismus inhibice cholinesteras, vysvětleny princi-
py metod vhodných pro stanovení aktivity cholinesteras 
v biologických vzorcích a v poslední kapitol je uvedena 
diagnostická interpretace změn aktivity ve vzorcích krve, 
krevní plazmy a krevního séra. 

Cholinesterasy a jejich inhibice širokou skupinou látek
	  
Strukturně obě cholinesterasy náleží do rodiny esteras 
– lipas7, 8). Esterasy si obecně uchovávají velkou míru 
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Aktivní centra AChE a BChE jsou si vzájemně velmi 
podobná. Triáda katalytických aminokyselin serin – glu-
tamát – histidin (pozice Ser 203 – Glu 334 – His  447; 
číslování pro savčí typ AChE) tvoří tzv. esterové nebo 
též esteratické místo zodpovědné za hydrolytické štěpení 
esterové vazby substrátu24). Druhou nezbytnou součástí 
aktivního centra cholinesteras je α anionické místo někdy 
označované jen anionické místo nebo aktivní anionické 
místo. Toto místo je zodpovědné za správnou orientaci 
substrátu vůči esterovému místu díky vytváření interakcí 
kation π se substrátem25). Serin v aktivním centru vytváří 
stabilní ester s organofosforovými inhibitory schopnými 
ireverzibilně inhibovat jak AChE, tak i BChE. Jedná se 
například o nervově paralytické látky užívané ve vojen-
ství: sarin, soman, tabun, VX a látky v minulosti užívané 
jako pesticidy, jako je např. malaoxon či paraoxon26, 27). 
Jiné látky, neinhibující cholinesterasy, jako je např. ma-
lathion či parathion, jsou v organismu konvertovány na 
zmíněné inhibitory malaoxon a paraoxon1, 14). Se serinem 
v esterovém místě reagují i karbamátové inhibitory cho-
linesteras. Tuto inhibici označujeme jako pseudoirever-
zibilní, protože vzniklý konjugát je nestabilní a dochází 
ke  spontánní pomalé hydrolýze a  tím návratu aktivity 
cholinesteras28, 29). Typickými zástupci karbamátových 
inhibitorů jsou například lék na nemoc myasthenia gravis 
– pyridostigmin28), lék užívaný při Alzheimerově chorobě 
rivastigmin30, 31) a v zemích Evropské unie zakázaný in-
sekticid karbofuran32, 33). Inhibitory vázající se do α anio-
nického místa jsou například látky užívané pro zmírnění 
příznaků Alzheimerovy choroby huperzin, který by v bu-
doucnosti měl být zaveden jako dostupný lék34–36), v mi-
nulosti distribuovaný takrin37–40) a  v  současnosti farma-
kologicky užívaný galantamin41–45) a donepezil46, 47). Se-
lektivita zmíněných látek vázajících se do α anionického 
místa je rozdílná vůči AChE a BChE. Zatímco huperzin, 
takrin a galantamin jsou silné inhibitory AChE a BChE 
je jimi inhibována výrazně méně, donepezil má afinitu 
pouze k AChE. Inhibitory cholinesteras jsou přehledně 
shrnuty v tabulce 1. 

sekvenční podobnosti i pro proteiny získané z evolučně 
vzdálených organizmů8, 9). U  obou enzymů nalezneme 
rovněž katalytickou triádu tvořenou serinem, histidinem 
a  kyselinou glutamovou10). Sekvenční analýzou byla 
prokázána téměř 54% podobnost mezi lidskou BChE 
a  AChE z  modelového organismu parejnoka kaliforn-
ského (Torpedo californica)11). Oba enzymy se mohou 
vyskytovat v monomerní až homotetramerní formě. Pro 
uchycení v membráně může být přítomna i glykofosfa-
tidylinositolová (GPI) kotva poskytující amfifilní vlast-
nosti12). Velikost podjednotky AChE je 69 kDa, BChE má 
podjednotku větší – 85 kDa10). 
S ohledem na katalytické působení cholinesteras a me-
chanismus působení inhibitorů mají následující části 
význam: aktivní centrum, aromatické hrdlo a  periferní 
nebo též β anionické místo. Aby substrát pronikl až do 
aktivního centra, musí projít β anionickým místem a aro-
matickým hrdlem. Začněme prvním místem, které musí 
substrát minout při své cestě k aktivnímu centru. β anio-
nické místo nebo též periferní anionické místo hraje vý-
znamnou roli v molekule AChE, zatímco molekula BChE 
jej má výrazně méně vyvinuté1, 13, 14). Rezidua aminokyse-
lin Tyr 72, Asp 74, Tyr 124, Trp 286 a Tyr 341 (pořadí pro 
savčí typ AChE) v β anionickém místě jsou zodpovědné 
za interakce kation π a  π-π s  četnými farmakologicky 
zajímavými inhibitory a následnou konformační změnu 
v molekule AChE15). Do β anionického místa AChE se 
vážou inhibitory schopné interakce kation π a  π-π. 
Jedná se například o  aflatoxiny16, 17) a  ethidium a propi-
dium18, 19). Další látka, huperzin A, je schopna interakce 
s oběma anionickými místy20). Bezprostředně za perifer-
ním anionickým místem se nachází aromatické hrdlo, 
jež je tvořeno, jak název napovídá, větším množstvím 
reziduí aromatických aminokyselin – v  případě AChE 
14 a v případě BChE osmi aromatickými rezidui21). Aro-
matické hrdlo brání průchodu hydrofilních a  velkých 
sloučenin. Inhibice prostřednictvím aromatického hrdla 
je spíše zřídkavá. Zmiňme vazbu 4-acetoxy-plakinaminu 
B22) nebo dekamethonia23).

Mechanismus Cílové místo Enzym Inhibitory Citace

ireverzibilní esterové místo AChE, BChE

sarin soman, tabun, VX, 
malaoxon, paraoxon, po 
metabolické aktivaci: 
malathion, parathion, 
dimethoat

1, 14, 26, 27)

pseudoireverzibilní esterové místo AChE, BChE pyridostigmin, rivastigmin, 
karbofuran

28, 30–33)

reverzibilní - kompetitivní α anionické místo AChE galantamin 41–45)

reverzibilní nekompetitivní
α anionické místo AChE ˃ BChE takrin 37–40)

α anionické místo AChE donepezil 46, 47)

α anionické místo AChE ˃ BChE huperzin A 34–36)

periferní anionické 
místo AChE aflatoxin B1; ethidium; 

propidium 
1, 16, 18, 19, 48)

Tab. 1. Přehled vybraných inhibitorů cholinesteras
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hydrolýze katalyzované AChE než BChE51–53). Naopak 
BChE lépe štěpí butyrylcholin54), butyrylthiocholin53, 55), 
propionylcholin56) a propionylthiocholin53, 57). Specifické 
pro BChE je štěpení acylamidů jako na obrázku 1 zob-
razeného o-nitroacetanilidu58–60). Z  výše zmíněných re-
akcí lze přímo spektrofotometricky stanovovat aktivitu 
BChE díky její acylamidasové aktivitě. Jestliže zůstane-
me u příkladu o-nitroacetanilidu, tak vzniká o-nitroanilin 
dávající roztoku žluté až žlutooranžové zabarvení.
Při stanovení aktivity cholinesteras lze využít faktu, že 
z esteru vzniká kyselina snižující pH roztoku. Například 
v případě acetylcholinu a acetylthiocholinu kyselina octo-
vá. V případě butyrylcholinu a butyrylthiocholinu kyselina 
máselná. Aplikace pH indikačního činidla nebo provádění 
reakce na tenké pH indikující vrstvě jsou dostatečné pro 
posouzení změn v  aktivitě enzymu či stanovení přítom-
nosti inhibitoru63). Jinou možností je acidobazická titrace 
s  kolorimetrickým či potenciometrickým výstupem64). 
Metody založené na sledování pH mají ovšem své limity. 
Při analýze je třeba překonat pufrující schopnost roztoku. 
U cholinesteras navíc dochází k prudkému poklesu čísla 
přeměny, pokud reakce neprobíhá při optimálním pH, kte-
rým je pro většinu cholinesteras fyziologické pH 7,465, 66).
Běžným laboratorním testem pro stanovení aktivity 
cholinesteras je tzv. Ellmanova metoda zavedená na po-
čátku šedesátých let 20. století67). Ellmanovou metodou 
lze spektrofotometricky stanovit aktivitu jak AChE, tak 
i  BChE použitím acetylthiocholinu v  případě AChE, 
nebo butyrylthiocholinu v případě BChE1). Je samozřej-
mě možné použít i  jiné thioestery, které však nacháze-
jí uplatnění spíše výjimečně. Princip metody je patrný 
z obrázku 2. Metoda je založena na dvou krocích. V prv-
ním kroku se thioester hydrolyzuje na thiocholin a pří-
slušnou kyselinu katalytickým působením AChE nebo 
BChE. Ve  druhém kroku thiocholin spontánně reaguje 
s  chromogenem, kyselinou 5,5´-dithiobis-(2-nitroben-
zoovou), za vzniku konjugátu thiocholinu s  kyselinou 
5-thio-2-nitrobenzoovou a kyseliny 5-thio-2-nitrobenzo-
ové68). Kyselina 5-thio-2-nitrobenzoové, respektive její 
anionická forma vyskytující se při pH 7,4, absorbuje při 
412 nm s extinkčním koeficientem ε = 14150 l/mol.cm69). 
Nevýhodou Ellmanovy metody je interference hemoglo-

Stanovení aktivity cholinesteras

Obě cholinesterasy vykazují acylamidasovou, esteraso-
vou a  thioesterasovou aktivitu, tzn., že mohou prová-
dět štěpení některých arylacylamidů, esterů a thioesterů 
schopných proniknout do aktivního centra a nalézt zde 
vhodnou orientaci vůči esterovému místu aktivního cen-
tra. Různé typy hydrolytických reakcí katalyzovaných 
cholinesterasami jsou na příkladech ukázány na  obráz-
ku 1. AChE je schopna na rozdíl od BChE štěpit ace-
tyl-β-metylthiocholin a  acetyl-β-metylcholin49, 50). Číslo 
přeměny acetylcholinu a  acetylthiocholinu je vyšší při 

Obr. 1. Ukázka štěpení aryl acylamidu, esteru a thioesteru po-
mocí cholinesteras. Hydrolýza o-nitroacetanilidu pomocí BChE 
(reakce a), acetylcholinu pomocí AChE (reakce b) a  butyryl-
thiocholinu pomocí BChE (reakce c) jsou vyobrazeny jako pří-
klady. Reakční schémata jsou upravena z citovaných prací61, 62).

Obr. 4. Stanovení aktivity cholinesteras za využití indoxylace-
tátu jako fluorogenního a  chromogenního substrátu. Reakční 
schéma je upraveno z citovaných prací61, 62).

Obr. 2. Princip Ellmanovy metody pro stanovení aktivity AChE. 
Reakční schéma je upraveno z citovaných prací61, 62).

Obr. 3. Využití cholinoxidasy při stanovení aktivity AChE. Zná-
zorněno je i  použití chromogenního substrátu reagujícího se 
vznikajícím peroxidem vodíku. Reakční schéma je upraveno 
z citovaných prací61, 62).
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a BChE může být z tohoto důvodu snadno využita jako 
marker funkčnosti jater. V  literatuře je popsána jak hy-
percholinesterasemie, tak i  hypocholinesterasemie68). 
K hypercholiensterasemii může dojít vlivem vzniku ná-
dorů jater83). Hypercholinesterasemii ve srovnání s hypo-
cholinesterasemií můžeme považovat za raritní nález.
U běžné populace se aktivita BChE pohybuje v rozmezí 
105–240 U/l. Vzácná je rodinná (geneticky podmíněná) 
forma hypocholinesterasemie, která byla popsána v  ně-
kolika japonských rodinách84). Akutní hypocholinestera-
semie může nastat jako následek poškození jater, např. 
akutní hepatitidou nebo cirhózou85). Plazmatická hladina 
BChE obvykle dobře koreluje s ostatními jaterními mar-
kery – nepřímo úměrně s transaminasami a přímo úměrně 
s hladinou albuminu86, 87). Jedná se o  spolehlivý bioche-
mický marker s dobrým diagnostickým významem. 
K poklesu aktivity plazmatické BChE může dojít i z dů-
vodu její inhibice. Ve srovnání s AChE je množství inhi-
bitorů mnohem nižší. Z praktického hlediska mají význam 
nervově paralytické látky (např. sarin, soman, tabun, VX) 
a některé léky, tzv. karbamátové inhibitory cholinesteras 
(rivastigmin, neostigmin, pyridostigmin) působící irever-
zibilním, resp. pseudoireverzibilním mechanismem inhi-
bice88–90). Problematika inhibitorů a  rozdíly v  senzitivitě 
AChE a BChE k různým látkám jsou hodnoceny v otiš-
těných přehledových pracích1, 14, 91). Při otravě zmíněný-
mi látkami bude prokázána  hypocholinesterasemie bez 
přítomnosti hypertransaminasemie a  hypoalbuminemie. 
v  případě práce se vzorky plné krve, orgánů, krevních 
homogenátů atd. bude potom nalezena i snížená aktivita 
AChE. Jako vzorky lze též použít hmyz a  jiné evolučně 
nižší formy organizmů, vodní organismy a  hmotu více 
buněčných vodních mikroorganismů živočišného původu. 
BChE má zásadní význam i z důvodu vyšetření tzv. di-
bukainového čísla. Mimo majoritní A  alelu pro BChE 
existuje v lidské populaci i K alela rozšířená především 
v kavkazské oblasti, která předurčuje přítomnost BChE 
s nižší afinitou k sukcinylcholinu92). Homozygotní jedinci 
s K alelou mají nižší plazmatickou aktivitu BChE. Za-
jímavou a  doposud ne zcela objasněnou skutečností je 
nižší incidence Alzheimerovy choroby u jedinců nesoucí 
K alelu93). K varianta BChE má velmi nízké číslo přemě-
ny pro myorelaxant sukcinylcholin a u lidí s touto varian-
tou hrozí následné komplikace94). 
V populaci běžná BChE kódovaná A alelou je citlivá k in-
hibici dibukainem (též známý pod názvem cinchokain). 
AChE a K varianta BChE nejsou k této inhibici příliš citli-
vé. Biochemické vyšetření založené na sledování aktivity 
sérové, nebo plazmatické BChE v přítomnosti a nepřítom-
nosti dibukainu slouží ke kalkulaci tzv. dibukainového čís-
la (dibucain number – DN) – procenta inhibice BChE. To 
je používané k vyšetření, zda jedinec nemá K alelu (DN 
75), je homozygot (DN < 20), nebo heterozygot nesoucí 
jednu K alelu (DN ~ 40–70), a je tedy nadměrně vnímavý 
k podání sukcinylcholinu95, 96). Celkový diagnostický vý-
znam cholinesteras přináší tabulka 2.
Z předchozího textu je patrné, že diagnostický význam 
BChE je univerzálnější a  změny v  cholinesterasemii 
mohou vypovídat o širokém spektru patologických sta-

binu při dané vlnové délce a interference některých che-
mických látek včetně látek obsahujících thiol a oxim70).
Ačkoliv hydrolýza esterů cholinesterasami nedává snad-
nou možnosti přímé instrumentální analýzy, pokud není 
žádoucí provádět výše zmíněné hodnocení změn pH, exi-
stuje možnost stanovit cholinesterasy i  jiným způsobem. 
Tím je přidání cholinoxidasy (EC 1.1.3.17) do roztoku či 
společné imobilizování s  cholinesterasou na převodník 
v případě biosenzorů (obr. 3). Cholin, který vzniká výše 
popsanými reakcemi jak katalýzou AChE, tak i BChE, je 
v přítomnosti kyslíku cholinoxidasou přeměněn na betain 
aldehyd za současného vzniku peroxidu vodíku71). Množ-
ství vznikajícího peroxidu vodíku lze měřit spektrofoto-
metricky použitím např. o-fenylendiaminu, 3,3´,5,5´-tetra-
metylbenzidinu, či vhodnou voltametrickou metodou72).
Cholinesterasy mohou štěpit i fluorogenní a chromogen-
ní estery, jako je indofenyl acetát, 2,6-dichlorindofenyl 
acetát a  indoxylacetát73, 74). Výsledné zabarvení roztoku 
nebo tenké vrstvy na matrici lze hodnotit vizuálně nebo 
instrumentálně75). Indoxylacetát po štěpení AChE nebo 
BChE přechází v následující spontánní oxidaci na modré 
indigo76, 77). Reakce je ukázána na obrázku 4. I tento druh 
stanovení aktivity cholinesteras má několik nevýhod. Jsou 
jimi malá rychlost konverze především pro AChE, špatná 
rozpustnost ve vodě a anorganických pufrech a nízký ex-
tinkční koeficient ε = 3900 l.mol–1.cm–1 74, 75). Výhodnější 
je využití indoxylacetátu pro stanovení aktivity BChE než 
AChE. Indigo lze stanovit i fluorescenčně74).

Tvorba cholinesteras v organismu a diagnostický 
význam

AChE se ve starší literatuře nazývá krevní cholinesterasa 
(v anglickém jazyce používaný termín blood cholinestera-
se) nebo též pravá cholinesterasa (v anglickém jazyce pou-
žívaný termín true cholinesterase). BChE bývá označována 
jako plazmatická cholinesterasa. Názvy vypovídají o  fak-
tu, že AChE je přítomna na povrchu erytrocytů a zůstává 
v krevní sedlině. BChE je vytvářena v játrech a secernována 
do krevního oběhu. Při zpracování krve na krevní plazmu 
či sérum zůstává BChE právě v  této části vzorku. Mimo 
krve je AChE přítomna v  nervových propojeních. Místo 
vzniku předurčuje diagnostický význam choliesteras. BChE 
můžeme označit za univerzální marker z toho důvodu, že 
její aktivitu lze stanovit v plazmě a krevním séru, které jsou 
snáze uchovatelné. Z praktického hlediska nezáleží na tom, 
jestli se jedná o plazmu či sérum, metodika zpracování krve 
na plazmu či sérum výsledek stanovení téměř neovlivňuje. 
AChE je přítomna v nervové tkáni a hodí se pro speciální 
toxikologická vyšetření post mortem, u živých pacientů vy-
šetření aktivity AChE v nervové tkáni nejsou pochopitelně 
možná. AChE lokalizovaná na povrchu erytrocytů již může 
sloužit jako standardní biochemický marker a je využitelné 
pro rozpoznávání otrav79, 80). 
BChE je konstituována v  různých orgánech, především 
v játrech81). BChE dosahuje koncentrace v krevní plazmě 
5 mg/ml a její poločas je 12 dní82). Majoritní část BChE 
v plazmě pochází z jater, a pokles případně nárůst akti-
vity BChE v plazmě lze tudíž přičítat změnám v játrech, 
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nal processing, quaternary associations and localization. Chem. Biol. 
Interact. 1999; 120, 29–42.
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mann B. Cation-π and π-π stacking interactions allow selective 
inhibition of butyrylcholinesterase by modified quinine and cin-
chonidine alkaloids. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2011; 404, 
935–940.
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nesterase activity in mouse brain. Toxicology 2005; 206, 125–135.

vů. Oproti tomu vyšetření aktivity AChE je především 
nástrojem analytické toxikologie a  slouží pouze k  roz-
poznání otrav neurotoxickými látkami. Při srovnání dia-
gnostiky otrav pomocí AChE a BChE je třeba zohlednit 
fakt, že aktivitu BChE lze určit v séru a plazmě, zatímco 
v  případě AChE je třeba pracovat s  krví. Pro diagnos-
tiku otrav organofosforovými a karbamátovými látkami 
jsou vhodné oba enzymy. V případě reverzibilní inhibi-
ce (kompetitivní a nekompetitivní) je nutné vzít v úvahu 
fakt, že v rámci analýzy dochází k naředění biologického 
vzorku a vzhledem k částečnému návratu aktivity inhi-
bovaných enzymů díky disociaci inhibitoru z aktivního 
centra. Proto nejsou standardní metody k měření aktivity 
cholinesteras úplně vhodné k rozpoznání otravy reverzi-
bilním inhibitorem, protože množství vzorku je obvykle 
do 10 % celkové roztoku reakční směsi obsahující i ostat-
ní činidla. Vhodnější pro diagnostiku je použití metod, 
které umožňují pracovat se substráty sorbovanými na 
pevný povrch. Tyto metody však nejsou v praxi dostupné 
a jedná se spíše o ojedinělou výzkumnou záležitost97). Na 
druhou stranu je třeba vzít potaz fakt, že pokles aktivi-
ty BChE s séru či plazmě může mít více důvodů a před 
závěrem, že se jedná o otravu, je nezbytné vyloučit po-
škození jater například vyšetřením aktivity transaminas. 

Závěr

Cholinesterasy jsou významným biochemickým uka-
zatelem vhodným pro rozpoznání patologických stavů 
spojených s otravami, selháním jater a některých nádo-
rových onemocnění. Doposud detailně neobjasněné zů-
stává propojení Alzheimerovy choroby s cholinesterasa-
mi. Pro účely jejich vyšetření byly v minulosti zavedeny 
testovací metody, v  klinické praxi však převažuje tzv. 
Ellmanův test. 
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