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1. Úvod 
 
Proteomická analýza založená na hmotnostní spektro-

metrii představuje efektivní způsob identifikace a mapová-
ní proteinů při využití proteolytické digesce. Existuje celá 
řada rozdílných přístupů ke štěpení proteinů, jak z hlediska 
metodologie, tak použitých enzymů. Touto cestou mohou 
být analyzovány tisíce proteinů, ovšem v některých přípa-
dech je potřeba urychlit některé z kroků zpracování vzorku 
před samotnou identifikací proteinů, zejména pak u vzorků 
biologických nebo klinických. Právě proto je nezbytné 
věnovat zvýšenou pozornost kroku určujícímu rychlost 
analýzy – studiu štěpení proteinů.  

Protože enzymové štěpení proteinů představuje kritic-
ký krok analytické proteomiky, jsou vytvářeny nové alter-
nativní metody ve snaze zvýšit jeho efektivitu. I z toho 
důvodu je vývoj metod pro efektivní štěpení proteinů try-
psinem1, kam patří např. rychlé štěpení v gelu2, využití 
imobilizovaného enzymu či substrátu3,4, využití mikrovln-
né energie5, detergentů6, ultrazvuku7, zvýšeného tlaku8, 
nevodných rozpouštědel9 a různých kombinací výše zmí-
něných přístupů10,  vysoce aktuální.  

V této práci budou prezentovány možnosti enzymové-
ho štěpení proteinů s důrazem na jejich použitelnost 
v různých proteomických strategiích (viz obr. 1).  

 

2.  Enzymové štěpení v organických 
rozpouštědlech 
 
Ve vodě nerozpustné proteiny je možné efektivně 

naštěpit v organických rozpouštědlech9. Analýza jedenácti 
proteinů zpracovaných trypsinem v přítomnosti 7mM 
NH4HCO3 v 60% methanolu, 40% acetonu, 40% nebo 
80% acetonitrilu ukázala, že v prostředí organických roz-
pouštědel je účinnost trypsinu vyšší než u klasického po-
stupu v 50mM NH4HCO3 ve vodě9. Např. myoglobin byl 
úspěšně naštěpen v 80% acetonitrilu již po 5 min. 
U myoglobinu a ovalbuminu nevyžaduje přítomnost orga-
nických rozpouštědel provedení chemické nebo tepelné 
denaturace.  

Podmínky enzymového štěpení trypsinem v organic-
kém rozpouštědle byly optimalizovány na pěti různých 
proteinech1. Nejvýraznější vliv na jeho průběh měla teplo-
ta (37 °C a 24 °C), kdy 24 °C se ukázalo být vhodnější pro 
digest ve vodě i v 80% acetonitrilu. Při této teplotě bylo 
působení trypsinu v 80% acetonitrilu výrazně účinnější 
než ve vodě. Štěpení probíhalo buď přes noc, nebo po 
dobu 1 h, kdy delší čas způsobil zvýšení výsledného 
množství tryptických peptidů. Tato metoda byla využita 
pro identifikaci proteinů extrahovaných ze Saccharomyces 
cerevisiae naštěpených buď konvenčně trypsinem při 37 °C 
přes noc, nebo v 80% acetonitrilu při 24 °C během 
1 hodiny1. Klasickou metodou bylo ovšem identifikováno 
více proteinů s větším pokrytím sekvence. V 80% acetoni-
trilu dochází ke srážení proteinů S. cerevisiae, stejně jako 
tomu je např. u albuminu. 

Za přítomnosti organických rozpouštědel byly pozo-
rovány peptidy s tzv. „missed cleavage site“ (chybějící 
nenaštěpené místo). Např. v methanolu se ani po delším 
čase nepodařilo trypticky rozštěpit sekvenci lysinů. Přístup 
trypsinu v případě této sekvence pravděpodobně znemož-
nila desolvatace9. Při kratší době štěpení (5 min nebo 1 h) 
byl detegován výrazně vyšší počet peptidů s tzv. „missed 
cleavage site“ než při štěpení přes noc – a to jak ve vod-
ném prostředí, tak v 80% acetonitrilu1.  

Změna aktivity trypsinu v acetonitrilu byla sledována 
také prostřednictvím enzymové aktivity na modelu ethy-
lesteru benzoyl-L-argininu v 100mM Tris-HCl (pH 8) při 
22, resp. 37 °C (cit.1). Trypsin zde dosáhl maximální akti-
vity v rozmezí zastoupení acetonitrilu 10 % až 40 % (pro 
obě teploty). Při 22 °C byl trypsin aktivní i v 74% acetoni-
trilu, zatímco při 37 °C v acetonitrilu o koncentraci vyšší 
než 20 % aktivita trypsinu rychle klesala. Modifikovaný 
(dimethylovaný) trypsin byl aktivní i při vyšších koncen-
tracích acetonitrilu.  

Předchozí závěry byly dále potvrzeny na vzorku albu-
minu, který byl inkubován s trypsinem po dobu 1 h při 
22 °C nebo přes noc při 37 °C a následně separován gelo-
vou elektroforézou1. Zatímco při využití vodného prostředí 
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pro štěpení albuminu nebylo možné pozorovat v gelu 
téměř žádné jeho fragmenty větší než 10 kDa, při štěpení 
v 80% acetonitrilu byly fragmenty i samotný albumin 
v gelu patrné. 

 
 

3.  Enzymové štěpení s využitím mikrovlnné 
energie 
 
Aplikací mikrovlnné energie lze několikahodinový 

proces enzymového štěpení proteinu zkrátit na 5–10 min 
(cit.11). Efektivita metody byla ověřena na řadě proteinů 
štěpených v roztoku nebo gelu s využitím specializované-
ho mikrovlnného zařízení či sondy5,11,12, ale také klasické 
kuchyňské mikrovlnné trouby11,13–16. Vedle trypsinu byly 
proteiny také vystaveny působení enzymu Glu-C (cit.17) 
nebo alkalické proteasy18–20.  

V mikrovlnném zařízení bylo analyzováno chování 
proteinů za různých teplot. Tímto způsobem bylo pro tryp-
tický digest stanoveno optimální teplotní rozmezí 50–65 °C 
(cit.11,12,17,18). Při vyšších teplotách lze očekávat rychlé 
snížení proteolytické aktivity enzymu a zvýšení množství 
pouze částečně naštěpených peptidů.  

Enzymové štěpení proteinů využívající mikrovlnného 
záření bylo sledováno také v sadě různých rozpouštědel5,12. 
Bylo ukázáno, že štěpení uspokojivě probíhá např. 
v methanolu, acetonitrilu nebo chloroformu5.  

Uvedené metody byly úspěšně aplikovány na proteiny 
ve vzorcích různého původu, jako např. na identifikaci 

proteinů v moči, kvasinek14, ve vodě špatně rozpustných 
membránových proteinů bakterie Staphylococcus aureus15, 
lidských monoklonálních protilátek16 a v rostlinné proteo-
mice21.  

Pokročilá aplikace mikrovlnné energie využívá trypsi-
nu imobilizovaného na magnetických nanočásticích, jehož 
účinnost dokládá identifikace proteinů extrahovaných 
z krysích jater22. Magnetické nanočástice lze po proteolýze 
snadno z roztoku izolovat a trypsin pak použít opakovaně.  

 
 

4. Enzymové štěpení s využitím ultrazvuku 
 
Ultrazvukovými sondami či sonoreaktory lze také 

urychlit enzymové štěpení proteinů7,23–26. V některých 
případech byla použita klasická ultrazvuková lázeň24. 
Energií ultrazvuku mohou být podpořeny i promývací 
kroky nebo redukce proteinů27.  

Metoda štěpení proteinů s pomocí ultrazvuku byla 
aplikována při charakterizaci proteinů extrahovaných 
z bakterií Desulfovibrio desulfuricans24,28 a ze sojových 
bobů26. V případě organických rozpouštědlech (80% ace-
tonitril) bylo však pozorováno snížení efektivity try-
psinu23,29. 

Energií ultrazvuku byla podpořena proteolýza využí-
vající trypsin imobilizovaný na skleněných a magnetic-
kých nanočásticích27,30. 
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5.  Enzymové štěpení za účasti infračerveného 
záření 
 
K urychlení enzymového štěpení lze využít také infra-

červeného záření31,32. V této oblasti byl vyvinut tzv. „bulb-
driven“ mikrofluidní reaktor umožňující jednoduché spoje-
ní „on-chip“ proteolýzy a hmotnostní spektrometrie využí-
vající desorpce/ionizace za účasti matrice33.  

Efektivního štěpení proteinů za účasti infračerveného 
záření bylo docíleno také s trypsinem imobilizovaným na 
silikových nanočásticích34.  

 
 

6.  Imobilizace proteolytických enzymů 
pro analýzu proteinů 
 
Imobilizace proteolytických enzymů poskytuje vý-

znamné výhody ve srovnání s aplikací enzymů v roztoku, 
a to značné snížení míry autolýzy, zvýšenou stabilitu pro-
teinu, snadné oddělení enzymu od analyzovaného vzorku 
a možnost opakovaného použití enzymu. Jelikož tento 
přístup umožňuje využít vyšší poměry enzym-substrát, lze 
navíc zkrátit dobu potřebnou pro účinnou digesci.  

Dosud byla vyvinuta řada imobilizačních technik 
vycházejících z rozmanitých organických a také anorga-
nických nosičů35,36. 

 
6.1. Anorganické polymerní monolity 

 
Silikové monolity se ukázaly být vhodné pro imobili-

zaci enzymů v řadě proteomických studií35,36, a to zejména 
pro vysokou saturační kapacitu, dobrou permeabilitu 
a nízký zpětný tlak37,38. 

V on-line uspořádání se často využívá siliky modifi-
kované epoxyskupinami, např. po aktivaci (3-glycidoxy-
propyl)trimethoxysilananem39. Pro proteomické účely byly 
na zmíněný nosič imobilizovány trypsin39,40, chymotry-
psin41 a pronasa42. Pro trypsin byla zjištěna účinnost srov-
natelná nebo lepší než při konvenčním postupu, a to při 
významném zkrácení doby digesce39–42. Přínos monolitů 
vynikne zvláště ve spojení se separačními metodami pro 
studium glyko-42 nebo fosfoproteomu43. 

Alternativní způsob přípravy anorganických monolitů 
využívá sol-gel metody. Trypsinový reaktor vystavěný na 
organicko-anorganické hybridní silice byl připraven 
z tetraethoxysilanu a 3-aminopropyltriethoxysilanu jako 
prekurzorů v přítomnosti cetyltrimethylamonium-
bromidu44. Glutaraldehydem aktivovaný trypsin byl poté 
navázán přes aminoskupiny monolitu. Na štěpení proteinů 
extrahovaných z Escherichia coli bylo potvrzeno, že reak-
tor významně zkracuje dobu digesce proti obvyklému 
in-solution přístupu.  

Enzym γ-glutamyltranspeptidasa byl imobilizován na 
monolitické silice získané bezalkoholovým sol-gel proce-
sem vycházejícím ze směsi diglycerylsilanu, polyethylen-
glykolu a HEPES pufru obsahujícího enzym45. Stejnou, 
biokompatibilní metodou byla získána i imobilizovaná 

křenová peroxidasa, přičemž monolit byl vystavěn 
z diglycerylsilanu a křemičitanu sodného s kovalentně 
připojenými sacharidovými jednotkami46. 

Při přípravě trypsinového reaktoru založeného na 
monolitické silice byla zavedena jednoduchá enkapsulační 
procedura v tetramethoxysilanovém hydrogelu47. Enzymo-
vá aktivita takto enkapsulovaného trypsinu byla významně 
vyšší než v roztoku.  

Další způsob přípravy monolitů vychází z fotopoly-
merace methakryloxypropyltrimethoxysilanu48, který byl 
dále využit jako nosič pro tenký film solu-gelu s enkapsu-
lovaným pepsinem49. 

Tenkou vrstvou silikátu vytvořeného z butyltrimetho-
xysilanu obsahující imobilizovanou lipasu byl pokryt také 
silikový monolit na bázi methyltrimethoxysilanu50. Vý-
sledný materiál vykazoval vyšší enzymovou aktivitu než 
stejný monolit bez nosiče.  

 
6.2. Organické polymerní monolity 

 
Syntéza organických monolitů pro přípravu enzymo-

vých reaktorů vychází z polymerace nebo kopolymerace 
různých methakrylátů, popř. akrylamidu s následnou imo-
bilizací příslušného enzymu. 

Vhodný materiál představují polymethakrylátové 
monolity51,52, které vykazují dobré mechanické vlastnosti 
a odolávají vysokým tlakům při vysokých průtocích mo-
bilní fáze. Pomalý krok reakce epoxidové skupiny s ami-
noskupinou proteinu byl urychlen modifikací první ze 
skupin51. Vedle polymethakrylátu byl trypsin imobilizován 
také na kopolymeru akrylamidu, N-akryloxysukcinimidu 
a ethylen-dimethakrylátu53 a na řadě dalších  monolitů 
(např. kopolymerů 2-vinyl-4,4-dimethylazlaktonu)54,55. 
Účinnost trypsinového reaktoru byla sledována na cy-
tochromu c a bylo zjištěno, že lepších výsledků dosahuje 
štěpení v přítomnosti organického rozpouštědla než ve 
vodném pufru53. Reaktor založený na poly(glycidyl-
methakrylát-co-ethylen-dimethakrylátovém) monolitu byl 
využit k imobilizaci trypsinu56, proteinu A, deoxyribonuk-
leasy57 a pepsinu58. Navázání enzymů bylo zajištěno pro-
střednictvím epoxyskupiny, která byla u imobilizace pepsi-
nu nejprve hydrolyzována a pak oxidována58. Pro trypsin 
bylo dosaženo 80% sekvenčního pokrytí u cytochromu c 
při 25 °C a trvání digesce 30 s. Ve srovnání s klasickým 
in-solution protokolem bylo při nižším pH dosaženo lepší 
účinnosti štěpení56.  

Vzácněji byla publikována kopolymerace přímo 
s enzymem, jak popisuje práce59 na příkladu trypsinu 
a akrylamidu při přípravě kapilárních kolon.  

 
 

7. Závěr  
 
Proteomika představuje během posledních let jeden 

z nejdůležitějších oborů v přírodních vědách, který je 
schopný generovat obrovské množství dat o struktuře pro-
teinů60.  
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Prezentovaný příspěvek popisuje možnosti rychlého 
a účinného enzymového štěpení proteinů realizované 
v organických rozpouštědlech, s využitím mikrovlnné 
energie, ultrazvuku, infračerveného záření a imobilizace 
proteolytických enzymů jako součásti postupů proteomic-
ké analýzy. 

Vzhledem k využití proteomiky v lékařských vědách 
při studiu příčin různých onemocnění, hledání markerů 
patologických stavů, nebo při vývoji nových farmak 
s účinnými látkami pro léčbu závažných chorob je nezbyt-
né soustavně zlepšovat a vyvíjet nové proteomické přístu-
py, které by umožnily např. rychlé sekvenování, objasňo-
vání úlohy proteinů v organismech, optimalizaci separace 
proteinů, jakož i účinnou aplikaci bioinformatiky. Pozor-
nost věnovaná otázkám zdraví lidské populace se projevu-
je současně ve zvýšeném zájmu o uplatnění proteomických 
metod i v dalších oborech jako je zemědělství 
a potravinářství, což je nutné pozitivně hodnotit z hlediska 
sledování kvality potravin, výživy, eliminace škodlivých 
látek v ovzduší a pod. 

 
Tato práce byla podpořena výzkumným záměrem 

Ústavu analytické chemie AV ČR, v. v. i., číslo 
RVO:68081715. Autoři také děkují Mgr. Filipu Dyčkovi, 
Ph.D., za pomoc při zpracování literárních dat. 
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Chemistry of the CAS, v. v. i., Brno): Methods of Protein 
Digestion Utilizable in Proteomic Analysis 

 
Enzymatic digestion of analyzed proteins represents 

an important step of mass spectrometry-based proteomics. 
The present review summarizes recent alternatives to the 
standard protocol developed for efficient and fast protein 
digestion, such as application of organic solvents, micro-
waves, infrared radiation, ultrasound, and enzyme immobi-
lization.  


