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Souhrn  

 

 Cholinergní systém je část nervového systému využívající acetylcholin jako 

neurotransmiter reagující s acetylcholinovými receptory (AChR). Signál je ukončen 

hydrolýzou neurotransmiteru enzymem acetylcholinesterasou (AChE). Mimo AChE je v těle 

přítomna ještě jedna cholinesterasa, butyrylcholinesterasa (BChE), která nemá jednoznačně 

rozpoznatelný fyziologický význam. Nicméně může do jisté míry zastupovat AChE při 

patologických procesech a podílet se na metabolizmu některých jedů či léků. Cholinesterasy 

mohou být inhibovány řadou látek. Jedná se o insekticidy (například karbofuran), vojensky 

využitelné nervově paralytické látky (například sarin, VX), některé léky pro Alzheimerovu 

chorobu (například donepezil, rivastigmin, galantamin), léky pro onemocnění myasthenia 

gravis (pyridostigmin, neostigmin) a sekundární metabolity hub a rostlin (aflatoxiny, kofein, 

huperzin). In vitro mohou cholinesterasy sloužit jako biorekogniční element v konstrukci 

analytických metod a biosenzorů pro stanovení přítomnosti jejich inhibitorů. Stanovení 

aktivity cholinesteras může sloužit pro potřeby klinické biochemie zejména k diagnostice 

otrav ireverzibilním inhibitorem (AChE i BChE), jako test funkčnosti jater (BChE) a jaterních 

metastáz (BChE). Tento soubor komentovaných prací obsahuje deset vybraných článků a 

diskuzi dosavadního vlastního směru výzkumu v problematice cholinesteras. Jsou 

diskutovány hlavní směry ve výzkumu cholinesteras a přínos aspiranta k vědnímu oboru.   
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Summary 

 

 Cholinergic system is a part of nerve system. It uses acetylcholine as a 

neurotransmitter able to interact with acetylcholine receptors (AChR). The transmitted signal 

is ended by action of enzyme acetylcholinesterase (AChE). Beside AChE, the second 

cholinesterase, butyrylcholinesterase (BChE), takes place in the body. Comparing to AChE, 

BChE has not revealed physiological sense. However, it is known that BChE can substitute 

AChE during some pathological processes and do detoxification of some drugs. 

Cholinesterases can be inhibited by many of compounds. Insecticides such as carbofuran, 

nerve agents used for chemical warfare such as sarin and VX, some drugs for Alzheimer´s 

disease such as donepezil, rivastigmine and galantamine, some drugs for myasthenia gravis 

such as pyridostigmine and neostigmine, some fungal and plat secondary metabolites such as 

aflatoxins, caffeine and huperzine can be exampled. In an in vitro assay, cholinesterases can 

be performed as a biorecognition element suitable for construction of an analytical test or a 

biosensor for assay of cholinesterases´ inhibitors. Assay of cholinesterases activity in 

biological samples is well suited for diagnosis of poisoning by an irreversible inhibitor (assay 

of either AChE or BChE), liver function test (assay of BChE) and some kind of liver 

metastases (assay of BChE). In the here presented thesis, ten chosen papers with comments is 

provided. Beside this, discussion of my contribution to the field, main aims of research 

including quotation of the other works is provided. 
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1. Užité zkratky 

 

AChE acetylcholinesterasa 

AChR acetylcholinový receptor 

Asp kyselina aspargová 

BChE butyrylcholinesterasa 

GPI glykofosfatidylinositol 

ChAT cholin O-acetyltransferasa 

ChT sodný kation dependentní cholinový transportér 

IF Impact Factor (angl.) 

mAChR muskarinový acetylcholinový receptor 

nAChR nikotinový acetylcholinový receptor 

NYP neuropeptid Y 

Phe fenylalanin 

SNAP-25 protein asociovaný se synaptosomy 25  

SNARE soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion factor Attachment 

protein receptors (angl.) 

Trp tryptofan 

Tyr tyrosin 

VAChT vezikulární acetylcholinový transportér 

VX O-ethyl S-[2-(diisopropylamino)ethyl] ethylphosphonothioat 
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2. Úvod 

 

 Cholinergní nervový systém je předmětem zájmu výzkumu na poli různých 

mateřských oborů. Existují člověkem vytvořené léky ovlivňující různé části cholinergního 

systému. Na cholinergní systém jsou zacíleny nervově paralytické látky užívané ve vojenství 

a cholinergní systém může být ovlivněn řadou přírodních jedů. Snaha zkoumat a porozumět 

cholinergnímu systému je interdisciplinární záležitostí a v tomto duchu bylo přistoupeno i 

k pojetí vlastní práce. I když otištěné a diskutované autorské články v odborných periodicích 

se dotýkají svým významem různých částí cholinergního systému, společným jmenovatelem 

jsou cholinesterasy a využití stanovení či ovlivnění jejich aktivity v živém organizmu i in 

vitro.  

 Při výběru autorských článků, o které se disertační práce opírá, byl kladen důraz na to, 

aby se jednalo o články, které nebyly užity v jiném profesním řízení (habilitace) a společně 

vytvářejí konzistentní celek. Celkové množství tematických článků je samozřejmě vyšší než 

ty zde užité. Při pohledu na celkovou autoevaluaci může být čtenáři patrný mírný posun 

řešeného tématu autora. Je to způsobené jednak snahou reflektovat vývoj oboru a zároveň 

nutností financovat výzkum a vycházet z řešených projektů a jejich možností vymezených 

grantovými agenturami. 
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3. Literární přehled 

 

3.1.  Cholinergní systém 

 

 Šíření impulsů v nervové soustavě pomocí změn v membránovém potenciálu je 

efektivní způsob přenosu informace. Problém ovšem nastává ve chvíli, kdy signál 

reprezentovaný změnou koncentrace iontů na rozdílných stranách membrány doputuje ke 

štěrbině mezi dvěma neurony nebo neuronem a jinou výkonnou buňkou, neurosynaptické 

štěrbině. Aby signál mohl překonat neurosynaptickou štěrbinu, je třeba součinnosti malých 

chemických molekul, takzvaných neurotransmiterů. V současnosti je známo několik desítek 

látek podílejících se na přenosu informace přes neurosynaptickou štěrbinu [1,2]. V praxi se 

jedná například o dopamin [3], kyselinu gama-aminomáselnou [4], kyselinu glutamovou [5], 

serotonin [6] a různé neuropeptidy jako je například neuropeptid Y známý též pod zkratkou 

NYP [7]. Acetylcholin je rovněž jedním z významných neurotransmiterů [8]. 

 Část nervové soustavy, která využívá acetylcholin jako neurotransmiter, bývá 

v literatuře označována jako cholinergní systém [9,10]. Je třeba zdůraznit, že se nejedná o 

bezvýznamnou část nervové soustavy. Například půdní hlístice háďátko obecné 

(Caenorhabditis elegans), sloužící jako modelový organizmus, má třetinu svého nervového 

systému tvořenou právě nervovými buňkami využívající acetylcholin jako neurotransmiter 

[11]. V lidském těle tvoří nervové buňky využívající acetylcholin podstatnou část 

parasympatické periferní nervové soustavy, jsou významně zastoupeny v sympatické periferní 

nervové soustavě a jsou velmi běžné i v centrální nervové soustavě [12,13]. 

 Nyní se zaměřme přímo na synaptickou štěrbinu využívající acetylcholin jako 

transmiter přenášeného signálu. Popis jednotlivých částí je rovněž patrný z obrázku 1. Na 

postsynaptické části jsou lokalizovány acetylcholinové receptory (AChR), o kterých bude 

pojednáno dále. Acetylcholinesterasa (AChE), která je popsána v další kapitole, je buď volná 

nebo vázaná na vnější část membrány dendritu či jiné ovlivňované buňky. AChE hydrolyticky 

štěpí acetylcholin na kyselinu octovou a cholin. V synapsi vznikající cholin je přenášen Na
+ 

dependentním cholinovým transportérem do cytosolu axonálního zakončení [14]. Působením 

enzymu cholin O-acetyltransferasa (ChAT; EC 2.3.1.6) vzniká acetylcholin [15]. Vzniknuvší 

acetylcholin je dále přenášen vezikulárním acetylcholinovým transportérem do organelové 

vezikuly [16].  
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 Vezikuly naplněné acetylcholinem můžeme přirovnat k nabité zbrani. Uvolnění 

neurotransimteru je iniciováno změnou obsahu vápenatého kationtu, ke kterému dochází při 

šíření nervového signálu v terminální části axonu. Pokud zůstaneme u předchozího příměru, 

tak zvýšení koncentrace vápenatého kationtu je stisknutím spouště, po kterém následuje 

výstřel, to jest fúze vezikul s membránou axonu a vylití jejich obsahu do synaptické štěrbiny. 

Vlastní mechanismus vylití vezikul je samozřejmě složitější a uplatňuje se při něm kaskáda 

regulačních proteinů. Vezikuly obsahují membránově vázaný protein synaptotagmin, který 

váže vápenaté kationty [17]. Synaptotagmin díky vázanému vápníku získává afinitu 

k takzvanému komplexu SNARE (zkratka z anglického Soluble N-ethylmaleimide-sensitive 

fusion factor Attachment protein REceptors). Jedná se o komplex proteinů synaptobrevinu 

lokalizovaného na povrchu vezikulu s proteiny SNAP-25 (zkratka z anglického 

SyNaptosomal Associated Protein 25) a syntaxinu nacházejícího se na vnitřní straně 

membrány axonálního zakončení [18,19]. 
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Obrázek 1: Princip přenosu signálu pomocí acetylcholinu jako neurotransmiteru.  

Zkratky: ACh – acetylcholin; AChE – acetylcholinesterasa; ChAT – cholin-O-

acetyltransferasa; ChT – sodný kation dependentní cholinový transportér; mAChR – 

muskarinový acetylcholinový receptor; nAChR – nikotinový acetylcholinový receptor; VAChT 

– vezikulární acetylcholinový transportér.  

1 – dendrit neuronu nebo jiná výkonná buňka, 2 – synaptická štěrbina, 3 – axonální zakončení 

neuronu. 

 

 Acetylcholin ovlivňuje cílové buňky prostřednictvím buď muskarinových 

acetylcholinových receptorů (mAChR) nebo nikotinových acetylcholinových receptorů 

(nAChR). Pojmenování zohledňuje fakt, že receptory byly v minulosti rozpoznány díky 

selektivnímu agonismu sekundárních metabolitů muskarinu z muchomůrky červené (Amanita 
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muscaria) a nikotinu z tabáku virginského (Nicotiana tabacum). Z molekulárního úhlu 

pohledu jsou nAChR iontové kanály, zatímco mAChR jsou spřaženy s G proteiny. 

 V minulosti se používalo dělení mAChR na dva typy: stimulační a inhibiční. 

Stimulační zvyšoval aktivitu fosfolipasy C a tím i hladinu sekundárního posla 

inositoltrifosfátu, inhibiční snižoval aktivitu adenylátcyklasy [20,21]. V současnosti se 

mAChR dělí na pět základních typů: M1, M2, M3, M4 a M5 [22]. Z uvedeného výčtu 

můžeme mAChR typu M1, M3 a M5 ztotožnit s výše uvedenými stimulačními receptory. 

Působí prostřednictvím fosfolipasy C a preferenčně jsou vázány na typ Gq protein [23]. Oproti 

tomu typy M2 a M4 jsou spojené Gi proteinem a působí inhibičně prostřednictvím adenylát 

cyklasy [24]. Oproti mAChR je členění nAChR trochu složitější. Jedná se o homo či hetero 

pentamer tvořený některými z podjednotek α1-10, β1-4, γ, δ, ε [25,26]. U člověka byly 

popsány všechny výše uvedené podjednotky vyjma podjednotky α8 známé u ptáků [27,28]. 

Pentamer má cirkulární symetrický tvar s centrálně umístěným pórem. Podjednotkové složení 

dává receptoru selektivitu pro jednotlivé biogenní kationty a nAChR mohou mít vysokou 

selektivitu pro Na
+
/K

+ 
nebo Ca

2+
 [29-31]. 

  

3.2.  Cholinesterasy a jejich význam 

 

 Pomineme-li tzv. pseudocholinesterasy známé u nižších vývojových forem, jsou 

v současnosti známé dvě cholinesterasy. První je v předešlé kapitole zmíněná AChE (EC 

3.1.1.7), druhou je butyrylcholinesterasa (BChE; EC 3.1.1.8). AChE se ve starší literatuře 

nazývá krevní cholinesterasa (blood cholinesterase) nebo pravá cholinesterasa (true 

cholinesterase). BChE bývala označována jako plazmatická cholinesterasa. Názvy vypovídají 

o faktu, že AChE je přítomna na povrchu erytrocytů a zůstává v krevní sedlině. BChE při 

zpracování krve zůstává v krevní plazmě či séru.  

 Strukturně obě cholinesterasy náleží do rodiny esteras – lipas [32,33]. Esterasy si 

obecně uchovávají velkou míru sekvenční podobnosti i pro proteiny získané z evolučně 

vzdálených organizmů [33,34]. U obou enzymů nalezneme také katalytickou triádu tvořenou 

serinem, histidinem a glutamátem [35]. Sekvenční analýzou byla prokázána téměř 54% 

podobnost mezi lidskou BChE a AChE z modelového organizmu parejnoka kalifornského 

(Torpedo californica) [36]. Oba enzymy se mohou vyskytovat v monomerní až 

homotetramerní formě. Pro uchycení v membráně může být přítomna i 

glykofosfatidylinositolová (GPI) kotva poskytující amfifilní vlastnosti [37]. Velikost 

podjednotky AChE je 69 kDa, BChE má podjednotku větší – 85 kDa [35]. Kvarterní struktura 
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cholinesteras v organizmu je patrná z citované práce [38]. Autoři prokázali, že v mozku 

kočkodana lesula (Cercopithecus lomamiensis) převládá amfifilní forma AChE (83 %). Tato 

amfifilní forma je z převážné části tetramerní (85 %), ale vyskytnout se může i dimerní (10 

%) a monomerní (5 %) forma. Oproti tomu hydrofilní forma je buď tetramerní (85 %) nebo 

monomerní (15 %). 

 

 

 

Obrázek 2: Schéma aktivního centra acetylcholinesterasy. 

 

 S ohledem na katalytické působení cholinesteras a mechanismus 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 aromatickým hrdlem. Přehledná struktura aktivního centra a přilehlých oblastí je 

patrná z obrázku 2. Začněme prvním místem, které musí substrát minout při své cestě 

k aktivnímu centru. β anionické místo nebo též periferní anionické místo hraje významnou 

roli u AChE, zatímco BChE jej má vyvinuté mnohem méně [39-41]. Aminokyselinová 

rezidua Tyr 70, Asp 72, Tyr 121, Trp 279 a Tyr 334 (číslování pro parejnoka kalifornského) 

v β anionickém místě jsou zodpovědné za interakce kation π a π-π s četnými farmakologicky 

aromatické hrdlo

periferní () anionické místo

kavita s aktivním centrem

T
rp

, 
P

h
e

esterové místo  anionické místo

vstup substrátu
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zajímavými inhibitory a následnou konformační změnu v molekule AChE [42]. β 

anionickému místu je přisuzována pseudokatalytická vlastnost spočívající ve vytvoření 

vhodného mikroprostředí umožňující agregaci amyloidních prekurzorů do formy amyloidního 

plaku v centrální nervové soustavě pacientů trpících Alzheimerovou chorobou [43,44]. Do β 

anionického místa AChE se vážou inhibitory schopné interakce kation π a π-π. Jedná se 

například o aflatoxiny [45] a ethidium  a propidium [46,47]. Další látka, huperzin A, je 

schopna interakce s oběma anionickými místy [48].  

 Aromatické hrdlo obsahuje, jak název napovídá, obsahuje vyšší procento obsahu 

reziduí aromatických aminokyselin. Aromatické hrdlo je vyvinutější u AChE, kde je přítomno 

14 reziduí aromatických aminokyselin oproti osmi aromatickým reziduím u BChE [49]. 

Aromatické hrdlo zajišťuje roli jakéhosi molekulového síta determinujícího, které substráty či 

inhibitory proniknou až do aktivního centra. V samotném aromatickém hrdle zřídka dochází 

k silné vazbě inhibitorů. Bylo však prokázáno, že v aromatickém hrdle může dojít k inhibici 

AChE díky zakotvení 4-acetoxy-plakinaminu B [50] nebo i dekamethonia [51]. 

 Aktivní centrum AChE a BChE jsou si vzájemně velmi podobné. Triáda 

katalytických aminokyselin serin – glutamát – histidin (pozice Ser 200 – Glu 327 – His 440 

pro AChE z parejnoka kalifornského) tvoří tzv. esterové nebo též esteratické místo 

zodpovědné za hydrolytické štěpení esterové vazby substrátu [52]. 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 [53]. Významnou úlohu zde hrají Trp 84 a Phe 330 (pozice aminokyselin 

pro AChE z parejnoka kalifornského), které jsou schopny vytvářet interakce kation π se 

substrátem [54]. 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 vojenství: sarin, soman, tabun, VX, a látky v minulosti užívané 

jako pesticidy jako je např. malaoxon či paraoxon [55,56]. Jiné látky, neinhibující 

cholinesterasy, jako je např. malathion či parathion, jsou v organizmu konvertovány na 

zmíněné inhibitory malaoxon a paraoxon [40,41]. Se serinem v esterovém místě reagují i 

karbamátové inhibitory cholinesteras. Tuto inhibici označujeme jako pseudoireverzibilní, 

protože vzniklý konjugát je nestabilní a dochází k spontánní pomalé hydrolýze a tím návratu 

aktivity cholinesteras [57,58]. Typickými zástupci karbamátových inhibitorů jsou například 

lék pro nemoc myasthenia gravis – pyridostigmin [57], lék užívaný při Alzheimerově chorobě 

rivastigmin [59,60] a v zemích Evropské unie zakázaný insekticid karbofuran [61,62]. 

Inhibitory vázající se do α anionického místa jsou například látky užívané pro zmírnění 
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příznaků Alzheimerovy choroby huperzin, který by v budoucnosti měl být zaveden jako 

dostupný lék [63-65], v minulosti distribuovaný takrin [66-69] a v současnosti 

farmakologicky užívaný galantamin  [70-74] a donepezil [75,76]. Selektivita 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.   

 

Tabulka 1: Přehled vybraných inhibitorů cholinesteras 

 

Mechanismus Cílové místo Enzym Inhibitory Citace 

Ireverzibilní 
esterové 

místo 

AChE, 

BChE 

sarin soman, tabun, 

VX, malaoxon, 

paraoxon, po 

metabolické 

aktivaci: malathion, 

parathion, dimethoat 

[55,56][40,41] 

Pseudoireverzibilní 
esterové 

místo 

AChE, 

BChE 

pyridostigmin, 

rivastigmin, 

karbofuran 

[57,59-62] 

Reverzibilní - 

kompetitivní 

α anionické 

místo 
AChE galantamin [70-74] 

Reverzibilní 

nekompetitivní 

α anionické 

místo 

AChE ˃ 

BChE 
takrin [66-69] 

Reverzibilní 

nekompetitivní 

α anionické 

místo 
AChE donepezil [75,76] 

Reverzibilní 

nekompetitivní 

α anionické 

místo 

AChE ˃ 

BChE 
huperzin A [63-65] 

Reversible non-

competitive 

periferní 

anionické 

místo 

AChE  
aflatoxin B1; 

ethidium; propidium  
[40,45-47,77] 
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3.3. Stanovení aktivity cholinesteras 

 

 Obě cholinesterasy vykazují acylamidasovou, esterasovou a thioesterasovou aktivitu. 

To znamená, že jsou schopny provádět štěpení některých arylacylamidů, esterů a thioesterů 

schopných proniknout do aktivního centra a nalézt zde vhodnou orientaci vůči esterovému 

místu aktivního centra. Reakce jsou na příkladech ukázány v obrázku 3. AChE na rozdíl od 

BChE štěpí acetyl-β-metylthiocholin a acetyl-β-metylcholin [78,79]. Číslo přeměny 

acetylcholinu a acetylthiocholinu je vyšší při hydrolýze katalyzované AChE než BChE [80-

82]. Naopak BChE lépe štěpí butyrylcholin [83], butyrylthiocholin [82,84], propionylcholin 

[85] a propionylthiocholin [82,86]. Specifické pro BChE je štěpení arylacyamidů jako 

v obrázku 3 zobrazeného o-nitroacetanilidu [87-89]. Z výše zmíněných reakcí lze přímo 

spektrofotometricky stanovovat aktivitu BChE díky její acylamidasové aktivitě. Jestliže 

zůstaneme u příkladu o-nitroacetanilidu, tak vzniká o-nitroanilin dávající roztoku žluté až 

žluto-oranžové zabarvení. 

 

 

 

Obrázek 3: Ukázka štěpení aryl acylamidu, esteru a thioesteru pomocí cholinesteras. 

Hydrolýza o-nitroacetanilidu pomocí BChE (reakce 1), acetylcholinu pomocí AChE (reakce 

2) a butyrylthiocholinu pomocí BChE (reakce 3) jsou vyobrazeny jako reprezentativní 

příklady. 
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 Při stanovení aktivity cholinesteras lze využít faktu, že z esteru vzniká kyselina 

snižující pH roztoku. Například v případě acetylcholinu a acetylthiocholinu kyselina octová. 

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 přítomnosti inhibitoru [90]. Jinou možností je 

acidobazická titrace s kolorimetrickým či potenciometrickým výstupem [91]. 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, kterým je pro většinu cholinesteras fyziologické pH 7,4 

[92,93]. 

 Běžným laboratorním testem pro stanovení aktivity cholinesteras je tzv. Ellmanova 

metoda zavedená na počátku šedesátých let minulého století [94]. Ellmanovou metodou lze 

spektrofotometricky stanovit aktivitu jak AChE, tak i BChE použitím acetylthiocholinu 

v případě AChE, nebo butyrylthiocholinu v případě BChE [40]. Je samozřejmě možné použít 

i jiné thioestery, které však nacházejí uplatnění spíše výjimečně. Princip metody je patrný 

z obrázku 4. Metoda je založena na dvou krocích. V prvním kroku se thioester hydrolyzuje na 

thiocholin a příslušnou kyselinu katalytickým působením AChE nebo BChE. V druhém kroku 

thiocholin spontánně reaguje s chromogenem, kyselinou 5,5´- dithiobis-(2-nitrobenzoovou), 

za vzniku konjugátu thiocholinu s kyselinou 5-thio-2-nitrobenzoovou a kyseliny 5-thio-2-

nitrobenzoové [95]. Kyselina 5-thio-2-nitrobenzoové, respektive její anionická forma 

vyskytující se při pH 7,4, absorbuje při 412 nm s extinkčním koeficientem  = 14150 

l/mol×cm [96]. Nevýhodou Ellmanovy metody je interference hemoglobinu při dané vlnové 

délce a interference některých chemických látek včetně látek obsahujících thiol a oxim [97]. 
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Obrázek 4: Princip Ellmanovy metody. 

 

 Ačkoliv hydrolýza esterů cholinesterasami nedává snadnou možnosti přímé 

instrumentální analýzy, pokud není žádoucí provádět výše zmíněné hodnocení změn pH, 

existuje 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. 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 vodíku [98]. Množství vznikajícího peroxidu vodíku lze měřit spektrofotometricky 

použitím např. o-fenylendiaminu, 3,3´,5,5´-tetrametylbenzidinu, či vhodnou voltametrickou 

metodou [99]. 

 

 

  

Obrázek 5: Využití cholinoxidasy při stanovení aktivity cholinesteras. Znázorněno je i použití 

chromogenního substrátu reagujícího se vznikajícím peroxidem vodíku.  

 

 Cholinesterasy mohou štěpit i fluorogenní a chromogenní estery jako je indofenyl 

acetát, 2,6-dichlorindofenyl acetát a indoxylacetát [100,101]. Výsledné zabarvení roztoku 

nebo tenké vrstvy na matrici lze hodnotit vizuálně nebo instrumentálně [102]. Indoxylacetát 

po štěpení AChE nebo BChE přechází v následující spontánní oxidaci na modré indigo 

[103,104]. Reakce je ukázána v obrázku 6. I tento druh stanovení aktivity cholinesteras má 

několik nevýhod. Jsou jimi malá rychlost konverze, špatná rozpustnost ve vodě a 

anorganických pufrech a nízký extinkční koeficient ε = 3900 l×mol
-1

×cm
-1

 [101,105]. Indigo 

lze stanovit i fluorescenčně [101]. 
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Obrázek 6: Stanovení aktivity cholinesteras za využití indoxylacetátu jako fluorogenního a 

chromogenního substrátu.  

 

 Aktivitu cholinesteras lze stanovit i za pomocí voltametrie. Zde je použitelné výše 

zmíněné stanovení vznikajícího peroxidu vodíku, pokud byla použita cholinoxidasa. 

Efektivnější je však stanovení thiocholinu vznikajícího z acetylthiocholinu, butyrylthiocholinu 

či jiného thioesteru. Thiocholin je možné oxidovat vloženým napětím na dithiolovou formu, 

přičemž proudová odezva je úměrná koncentraci thiocholinu, jak je patrné z obrázku 7. 

Voltametrické stanovení aktivity cholinesteras je velmi výhodné pro konstrukci biosenzorů 

[56,106,107]. 

 

 

 

Obrázek 7: Voltametrické stanovení aktivity AChE díky oxidaci thiocholinu vloženým napětím 

U.  
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4. Cíle  

 

  Doktorská práce je pojata jako soubor komentovaných a prací otištěných 

v periodicích s IF. Soubor prací byl zacílen na využití cholinesteras pro analytické a 

diagnostické účely za využití biochemických postupů sledování enzymové aktivity a dále na 

identifikaci možného biologického účinku zkoumaného v rámci in vitro testů.  

 

 

5. Diskuze  

 

 Práce, jak je patrné v kapitole Vlastní komentované práce, ve svém rozsahu pokrývá 

experimenty vykonané od roku 2011, tj. od doby zahájení habilitačního řízení. Díky tomu 

nedochází k užití stejných prací v různých profesních řízeních. Od doby otištění mého 

prvního článku v periodiku s IF do současnosti jsem autorem či spoluautorem více než 150 

prací s IF. U více než poloviny jsem pak autorem prvním a korespondenčním. Tato doktorská 

práce se opírá o deset vybraných článků otištěných v periodicích s IF, kde jsem buď prvním 

nebo jediným autorem. Tímto výběrem jsem se snažil předejít případným pochybnostem o 

osobním přínosu k řešené problematice.  

 Obě cholinesterasy jsou předmětem dlouhodobého vědeckého zájmu. K 42. týdnu roku 

2013 můžeme nalézt 23845 prací v databázích web of knowledge / web of science, které 

obsahují klíčové anglické slovo „acetylcholinesterase“ a 3611 prací spojených s klíčovým 

anglickým slovem „butyrylcholinesterase“. V této problematice se aktivně pohybuji od roku 

2007, kdy byla otištěna má první práce zaměřená na aplikovaný výzkum v oblasti 

cholinesteras [108]. K 42. týdnu roku 2013 je možné v databázi web of knowledge / web of 

science dohledat 94 prací spojených s klíčovým slovem „acetylcholinesterase“ a mým 

jménem, respektive 29 prací spojených s klíčovým slovem „butyrylcholinesterase“ a mým 

jménem. Podle počtu odborných výstupů jsem se dle databáze web of knowledge / web of 

science v pořadí vědců spojených s daným klíčovým slovem k 42. týdnu roku 2013 dostal na 

22. místo při spojení jména s klíčovým slovem „acetylcholinesterase“ a 28. místo při spojení 

s klíčovým slovem „butyrylcholinesterase“. 

 Množství celosvětově zveřejněných prací v periodicích s IF je patrné z obrázku 8 pro 

AChE a obrázku 9 pro BChE. Obrázky 8 a 9 si zaslouží komentář. V obou případech je patrný 

prudký zlom v zájmu o cholinesterasy kolem roku 1990. Pokud se podíváme na 
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cholinesterasy úhlem pohledu vědce padesátých až osmdesátých let minulého století, zjistíme, 

že cholinesterasy nás budou zajímat, zejména pokud se budeme chtít věnovat problematice 

nervově paralytických látek užívaných ve vojenství, případně léčbě otrav způsobených 

nervově paralytickými látkami a dále pokud je naším cílem příprava účinných insekticidů 

nezpůsobujících dlouhodobou kontaminaci životního prostředí. Především u problematiky 

nervově paralytických látek bylo možné očekávat značný útlum z důvodu politických událostí 

spojených s koncem Studené války a podpisu Konvence o chemických zbraních z roku 1993 

účinné od roku 1997 [109,110]. Krátce po podpisu dohody, v letech 1994 a 1995, však přišly 

dva útoky sarinem spáchané japonskou sektou Aum Shinrikyo (též uváděno foneticky Óm 

Šinrikjó) s katastrofálními následky na civilní obyvatelstvo [111-113]. V srpnu 2013 pak 

došlo za dosud nevyjasněných okolností k zneužití sarinu v Sýrii. Z důvodu možného zneužití 

nervově paralytických látek pro teroristické účely zůstal zachován a mírně podporován 

výzkum v oblasti ochrany před nervově paralytickými látkami, i když množství výzkumných 

pracovišť zabývající se touto problematikou je nižší než v době Studené války. V tomto směru 

jsem v minulosti prováděl například výzkum oxidačního stresu a pathobiochemických 

markerů u potkanů Wistar otrávených sarinem [114], výzkum oxidačního stresu a 

pathobiochemických markerů provázejících léčby otravy somanem pomocí kombinací 

kauzativní a nekauzativních antidot u potkanů Wistar [115], výzkum oxidačního stresu, 

pathobiochemických markerů, a fakrmakokinetiky u psů beagle jimž, bylo aplikováno 

kauzativní antidotum HI-6 [116], a zavádění diagnostických postupů vhodných pro rychlý 

průkaz otravy [117]. Rovněž jsem se podílel na výzkumu a testování nových kauzativních 

antidot, jak je patrné z některých vybraných citovaných prací [118-124]. 
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Obrázek 8: Počet článků (n) spojených s klíčovým slovem „acetylcholinesterase“ (AChE) 

otištěných v periodicích excerpovaných v databázi Thomson Reuters – web of science / web of 

knowledge.  

 

 

Obrázek 9: Počet článků (n) spojených s klíčovým slovem „butyrylcholinesterase“ (BChE) 

otištěných v periodicích excerpovaných v databázi Thomson Reuters – web of science / web of 

knowledge.  
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 Za prudký nárůst výzkumu v oblasti cholinesteras však nemůže vojenský výzkum, ale 

zcela odlišné faktory. Pomineme-li celkové navyšování počtu periodik a rozvoj 

elektronických časopisů, tak jsou za zájem o cholinesterasy zodpovědné další dva faktory: za 

prvé výzkum v oblasti biosenzorů a za druhé výzkum v oblasti léčiv pro Alzheimerovu 

chorobu. Biosenzory s imobilizovanou cholinesterasou slouží jako platformy optimalizace 

imobilizačních postupů i jako potenciální analytické zařízení, jak je diskutováno v pracích 

řady zahraničních autorů i mých vlastních [56,95,125-127]. Má vlastní práce byla v minulosti 

zaměřena například na konstrukci voltametrických biosenzorů s AChE imobilizovanou 

v želatinové membráně [128], voltametrického biosenzoru s imobilizovanými 

cholinesterasami různého původu pro stanovení nervově paralytické látky sarinu [129]. Dále 

pak na konstrukci voltametrických biosenzorů s AChE zachycenou ve formě vrstvy 

stabilizované glutaraldehydem testovaných pro stanovení sarinu, somanu, cyklosarinu a VX 

[130], voltametrických biosenzorů vhodných pro charakterizaci látek použitelných k léčbě 

Alzheimerovy choroby [131] a jednoduchého amperometrického senzoru pro rychlý průkaz 

aflatoxinů [132]. Při řešení projektů aplikovaného výzkumu jsem pak prováděl i optimalizaci 

a testování použití voltametrických biosenzorů s požadavkem na minimalizaci času jednoho 

stanovení při zachování dostatečně nízkých limitů detekce [133] a výběr a testování nových 

imobilizačních postupů AChE včetně vazby na grafitové mikročástice, sol gel techniky a 

využití grafitových nanovláken [134]. Věnoval jsem se rovněž výzkumu v oblasti 

kolorimetrických biosenzorů a detekčních systémů s AChE. Jednalo se například o 

kolorimetrický senzor indikující změnu pH způsobenou katalytickou aktivitou AChE [90]. 

Senzor byl úspěšně použit pro stanovení vybraných organofosforových insekticidů a nervově 

paralytických látek. V jiné práci jsem konstruoval kolorimetrický senzor poskytující 

kontrastní změnu bílá – modrá díky konverzi indoxylacetátu působením imobilizované AChE 

[105]. Zabýval jsem se i optimalizací Ellmanovy metody pro testování léčiv a insekticidů za 

využití standardních titračních mikrodestiček [135,136] a optimalizací imobilizace AChE na 

titrační mikrodestičky s následným stanovením aflatoxinu B1 [77].  

 Nejzásadnější vliv v zájmu o výzkumu v oblasti cholinesteras však má Alzheimerova 

choroba, jejíž incidence roste nejen s tím, jak stárne populace, ale objevuje se stále častěji i u 

lidí v produktivním věku [137-140]. Alzheimerova choroba stále zůstává idiopatickým 

onemocněním. I přes vyslovení několika hypotéz se nepodařila nalézt etiologie. Někteří 

badatelé se přiklánějí k názoru, že počátek onemocnění je třeba hledat v dysfunkci 

cholinergního systému [141]. Nepopiratelným faktem je, že cholinergní systém vykazuje při 
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Alzheimerově chorobě značné poškození, a ukládání amyloidních plaků 

s hyperfosforylavaným tau postihuje nejvíce nervy cholinergního systému [142-144]. I přes 

úspěšné zavedení memantinu působícího prostřednictvím N-methyl-D-aspartátových 

receptorů patří k hlavní farmakologické léčbě aplikace inhibitorů cholinesteras [60,145-147]. 

Konkrétně se jedná o rivastigmin, donepezil a galantamin [60,146,148,149]. Nadějným se jeví 

i inhibitor huperzin jehož derivát ZT-1 prochází klinickými studiemi [41,64,150]. V oblasti 

Alzheimerovy choroby a možnosti jejího ovlivnění inhibitory cholinesteras jsem napsal 

několik přehledových článků [12,40,41,151-153]. Jednalo se o hodnocení dopadu některých 

léků na organizmus laboratorního zvířete a hodnocení pathobiochemických markerů a 

markerů oxidačního stresu, jak bylo provedeno například pro látku huperzin a laboratorní 

morče [154,155], bývalý lék pro Alzheimerovu chorobu metrifonát a cerebrální kortex 

potkanů Wistar [156], bývalý lék pro Alzheimerovu chorobu takrin a organizmus 

laboratorního morčete [157] a porovnání takrinu a jeho 7-metoxy derivátu [158]. 

Překvapivým zjištěním některých klinických studií je nález faktu, že kofein může zmírnit 

progresi Alzheimerovy choroby [159,160]. Ačkoliv je mechanizmus působení kofeinu 

založen na interakci s některými receptory v nervové soustavě jako jsou receptory pro 

serotonin, dopamin, glutamát a zejména adenosin [161-165], ve vlastní práci se nám podařilo 

prokázat, že kofein je selektivní inhibitor AChE s minimálním působením na BChE [166]. 

Mimo výše uvedené jsem se i podílel na přípravě a testování některých látek potenciálně 

použitelných k léčbě Alzheimerovy choroby [167-169]. Inhibitory cholinesteras mohou být 

použity i pro zmírnění dopadů onemocnění myasthenia gravis. Používají se např. látky 

pyridostigmin a neostigmin [57,170]. Na rozdíl od Alzheimerovy choroby je aplikace 

inhibitorů cholinesteras při measthenii gravis jen jednou z možných léčebných postupů. Na 

rozdíl od inhibitorů cholinesteras užitých při Alzheimerově chorobě není potřeba, aby 

inhibitory použité ke zmírnění myasthenie gravis procházely do centrální nervové soustavy a 

stačí, když působí na periferní nervy [40,41]. Nicméně i zde jsem se v minulosti podílel na 

přípravě a testování některých látek potenciálně použitelných při léčbě myasthenie gravis 

[171-173]. 

 Samostatným a hraničním směrem výzkumu, kterým se zabývám, je studium 

cholinergní protizánětlivé dráhy a vliv vybraných inhibitorů cholinesteras na tuto dráhu. I 

když hlavní možnost ovlivnění cholinergní protizánětlivé dráhy leží v přímém ovlivnění α7 

nAChR na povrchu makrofágů [174-178], i inhibice cholinesteras je schopna ovlivnit toto 

propojení nervového a imunitního systému, jak jsem nastínil v přehledových pracích [12,179]. 
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Ve  vlastních experimentech se jednalo například o ovlivnění infekčního onemocnění 

neostigminem [180], takrinem [181] a galantaminem [182]. 

 

 

6. Vlastní komentované práce 

 

 V této kapitole jsou vloženy vybrané práce (články) vztahující se k problematice 

disertace. Celkem jsem vybral 10 prací v periodicích s IF. Polovina je původních prací, druhá 

polovina jsou pak přehledové práce. U všech vybraných prací jsem prvním a 

korespondenčním autorem. K této volbě jsem se přiklonil z důvodu, aby nevznikly 

pochybnosti o osobním přínosu k řešené problematice. Přehledný seznam prací je uveden 

níže. 
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