Alergeny w zywnosci mozna wykrywac, identyfikujac peptydy bedace markerami ich
obecno$ci. Markery charakterystyczne dla danej rodziny bialek mogg stuzy¢ do wykrywania
obecnosci alergenéw o nieznanych sekwencjach aminokwasowych, w oparciu o podobienstwo
ich sekwencji do sekwencji bialek z gatunkow pokrewnych filogenetycznie. Identyfikacja
peptydoéw pochodzacych z bialek o nieznanych sekwencjach jest wykonywana gltéwnie za
pomoca techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej z odwrdconymi fazami sprz¢zone;j
z tandemowg spektrometrig mas (RP-LC-MS/MS).

Celem badan bylo zidentyfikowanie peptydow pochodzacych z tropomiozyn
z tropomiozyn w przetworzonych produktach z owocéw morza. W pierwszym etapie
przeprowadzono analiz¢ bioinformatyczng wybranych sekwencji aminokwasowych
tropomiozyn. W ramach eksperymentu laboratoryjnego, wyekstrahowano biatka z 4 produktow
poddanych rozmrozeniu, ugotowaniu lub usmazeniu bez ttuszczu, a takze z dwoch produktow
gotowych do spozycia. Biatka hydrolizowano trypsyna, zliofilizowano, a hydrolizaty poddano
analizie RP-LC-MS/MS. Wybrane surowce zawieraly gatunki zaro6wno o znanych, jak
i nieznanych sekwencjach tropomiozyn.

Na drodze analizy in silico wyodrgbniono 72 sekwencje aminokwasowe peptydow
(o dlugosci od 7 do 15 aminokwasow), ktore wystgpowaly jako produkty symulowanej
proteolizy trypsyng co najmniej dwoch sekwencji tropomiozyn. Nastepnie poddano je analizie
pod katem ich wystepowania w ogolnej liczbie sekwencji tropomiozyn z bazy UniProtKB.
Uzyskany wynik przeliczono na procent, jaki stanowi ta liczba w ogdlnej liczbie tropomiozyn
W bazach rodzin biatek Interpro i Pfam.

Po analizie RP-LC-MS/MS, wybrano 40 peptydéow o zblizonych czasach retenciji,
obecnych w co najmniej dwoch probkach. Nastepnie wyodrebniono te, ktorych nie byto wérod
produktéw symulowanej proteolizy trypsyna (takie, w ktoérych pozostaly niezhydrolizowane
wigzania peptydowe). Te peptydy (23) przeanalizowano pod katem obecnosci w nich
fragmentow epitopow alergennych tropomiozyn z bazy Immune Epitope Database. Pozostate
17 peptydow, stanowigcych produkty symulowanej proteolizy trypsyna, rowniez poddano
analizie, aby stwierdzi¢, czy sa fragmentami epitopéw. W obu przypadkach obliczono stopien
pokrycia sekwencji epitopu i peptydu (SCC). Aby sprawdzi¢ do jakich rodzin nalezg biatka,
zZ ktorych moze zosta¢ uwolniony dany peptyd (po trawieniu trypsyna), zastosowano narzedzie
Unipept, przy pomocy ktérego wygenerowano drzewa filogenetyczne, ilustrujace
taksonomiczne podobiefstwo pomigdzy organizmami, bedacymi zrodtami biatek
prekursorowych badanych peptydow. Przeanalizowano takze rozpowszechnienie tych

peptydow w sekwencjach biatek z rodziny tropomiozyn (na podstawie wynikéw z analizy in



silico). Nastepnie oceniono przydatnos¢ analizowanych peptydow jako potencjalne markery
tropomiozyn.

Za pomoca oprogramowania PEAKS okres§lono stopien pokrycia sekwencji
aminokwasowych tropomiozyn obecnych w probce z sekwencjami aminokwasowymi
tropomiozyn dostepnych w bazie UniProtKB. Oprogramowanie zidentyfikowato analizowane
peptydy jako fragmenty znanych alergennych tropomiozyn. Gotowanie surowca pozwolito na
uzyskanie dtuzszych fragmentéw po trawieniu trypsyna, co umozliwito uzyskanie wyzszego
stopnia pokrycia sekwencji. Smazenie za$, ze wzgledu na zmiany zachodzace w strukturze
biatka, znacznie obnizylo mozliwo$¢ pokrycia sekwencji aminokwasowej, przy pomocy
algorytméw  komputerowych. W tym przypadku konieczne bylo wykorzystanie
sekwencjonowania de novo.

Zastosowanie uniwersalnego markera peptydowego, charakterystycznego dla rodziny
biatek, umozliwia wykrycie alergenu bez koniecznosci znajomosci jego doktadnej sekwencji
aminokwasowej. Takie podejscie, proponowane W niniejszej pracy, mozna uznaé za
odwrocenie tradycyjnego paradygmatu dotyczacego wykrywania alergenow, zakladajacego

wyszukiwanie peptydow unikalnych dla danej sekwencji aminokwasowej biatka.



