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STRESZCZENIE

Alergeny w zywnosci mozna wykrywac, identyfikujac peptydy bedace markerami ich
obecno$ci. Markery charakterystyczne dla danej rodziny bialek moga stuzy¢ do wykrywania
obecnosci  alergenéw 0 nieznanych  sekwencjach  aminokwasowych,  w oparciu
0 podobienstwo ich sekwencji do sekwencji biatek z gatunkdéw pokrewnych filogenetycznie.
Identyfikacja peptydéw pochodzacych z biatek o nieznanych sekwencjach jest wykonywana
gléwnie za pomoca techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej z odwrdconymi
fazami sprzezonej z tandemowa spektrometrig mas (RP-LC-MS/MS).

Celem badan byto =zidentyfikowanie peptydow pochodzacych z tropomiozyn
z tropomiozyn w przetworzonych produktach z owocow morza. W pierwszym etapie
przeprowadzono analiz¢ bioinformatyczng wybranych sekwencji aminokwasowych
tropomiozyn. W ramach eksperymentu laboratoryjnego, wyekstrahowano biatka z 4
produktéw poddanych rozmrozeniu, ugotowaniu lub usmazeniu bez thuszczu, a takze z dwoch
produktow gotowych do spozycia. Bialka hydrolizowano trypsyng, zliofilizowano,
a hydrolizaty poddano analizie RP-LC-MS/MS. Wybrane surowce zawieraly gatunki zarowno
0 znanych, jak i nieznanych sekwencjach tropomiozyn.

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

Po analizie RP-LC-MS/MS, wybrano 40 peptydow o0 zblizonych czasach retencji,
obecnych w co najmniej dwoch probkach. Nastepnie wyodrgbniono te, ktorych nie byto wérod
produktéw symulowanej proteolizy trypsynag (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 peptydéw, stanowigcych produkty symulowanej proteolizy trypsyna, réwniez poddano
analizie, aby stwierdzi¢, czy sg fragmentami epitopéw. W obu przypadkach obliczono stopien
pokrycia sekwencji epitopu i peptydu (SCC). Aby sprawdzi¢ do jakich rodzin nalezg biatka,
z ktorych moze zosta¢ uwolniony dany peptyd (po trawieniu trypsyna), zastosowano narz¢dzie
Unipept, przy pomocy ktorego wygenerowano drzewa filogenetyczne, ilustrujace
taksonomiczne podobienstwo pomigdzy organizmami, bedacymi Zrodtami biatek
prekursorowych badanych peptydéw. Przeanalizowano takze rozpowszechnienie tych

peptydow w sekwencjach biatek z rodziny tropomiozyn (na podstawie wynikow z analizy in
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silico). Nastepnie oceniono przydatnos$¢ analizowanych peptydow jako potencjalne markery
tropomiozyn.

Za pomocg oprogramowania PEAKS okreslono stopien pokrycia sekwencji
aminokwasowych tropomiozyn obecnych w prébce z sekwencjami aminokwasowymi
tropomiozyn dostepnych w bazie UniProtKB. Oprogramowanie zidentyfikowato analizowane
peptydy jako fragmenty znanych alergennych tropomiozyn. Gotowanie surowca pozwolito na
uzyskanie dluzszych fragmentéw po trawieniu trypsyna, co umozliwito uzyskanie wyzszego
stopnia pokrycia sekwencji. Smazenie za$, ze wzgledu na zmiany zachodzace w strukturze
biatka, znacznie obnizyto mozliwos¢ 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 alergendéw, zaktadajacego

wyszukiwanie peptydoéw unikalnych dla danej sekwencji aminokwasowej biatka.



SUMMARY

Allergens in food can be identified using peptides that are markers of their presence.
Markers specific to a given family of proteins can be used to detect the presence of allergens
of unknown amino acid sequences based on similarity of their sequences to the sequences of
proteins from phylogenetically related species. Identification of peptides derived from proteins
with unknown sequences is performed using reversed phase high performance liquid
chromatography coupled with tandem mass spectrometry (RP-HPLC-MS / MS) technique.

The aim of this research was to identify peptides from tropomyosin in processed seafood
products. In the first stage, a bioinformatic analysis of selected tropomyosin amino acid
sequences was performed. In a laboratory experiment, proteins were extracted from 4 products
that had been defrosted, cooked or fried without fat, as well as from two ready-to-eat products.
Proteins were hydrolyzed with trypsin, freeze-dried and the hydrolysates were analyzed by
RP-HPLC-MS / MS technique. The selected raw materials contained species both with known
and unknown tropomyosin sequences.

By in silico analysis, 72 amino acid sequences of the peptides (7 to 15 amino acids long)
were chosen. They were products of simulated trypsin proteolysis of at least two tropomyosin
sequences. Then, they were analyzed for their presence in the total number of tropomyosin
sequences from the UniProtKB database. The obtained result was converted into the
percentage of this number in the total number of tropomyosins in the Interpro and Pfam
databases of protein families.

After RP-HPLC-MS / MS analysis, 40 peptides present in at least two samples were
selected. Then, those that were not among the products of simulated trypsin proteolysis
(contained missed cleveages) were separated. These peptides (23) were analyzed for the
presence of fragments of allergenic tropomyosin epitopes from the Immune Epitope Database.
The remaining 17 peptides, products of simulated trypsin proteolysis, were also analyzed to
see if they were epitope fragments. In both cases the sequence cross coverage (SCC) was
calculated. To check which families of proteins from which a given peptide can be released
(after digestion with trypsin), the Unipept tool was used, and then phylogenetic trees were
generated, which illustrate the taxonomic similarity between the organisms being the sources
of precursor proteins of the analyzed peptides. The distribution of these peptides in the
sequences of proteins from the tropomyosin family was also analyzed (based on the results of
the in silico analysis).

Using the PEAKS software, the degree of coverage of the tropomyosin amino acid
sequences present in the sample with the tropomyosin amino acid sequences available in the

UniProtKB database was determined. The software identified the analyzed peptides as
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fragments of known allergenic tropomyosins. Cooking the raw material made it possible to
obtain longer fragments after digestion with trypsin, which made it possible to obtain a higher
degree of sequence coverage. Frying, on the other hand, due to changes in the protein structure,
significantly reduced the possibility of covering the amino acid sequence with the use of
computer algorithms. In this case it was necessary to use de novo sequencing.

The use of a universal peptide marker, characteristic of the protein family, enables the
detection of an allergen without the need to know its amino acid sequence. This approach,
proposed in this paper, can be considered a reversal of the traditional allergen detection
paradigm, which involves searching for peptides unique to a given protein amino acid

sequence.

10



1. ZAGADNIENIE W SWIETLE LITERATURY
1.1 Wstep

Rozwdj rolnictwa ibranz pokrewnych zwigzany jest z koniecznos$cig zapewnienia
bezpieczenstwa zywnosciowego (ang. food security) oraz gwarancjg bezpieczenstwa
zywnos$ci (ang. food safety), ktorej spozywanie nie powinno zagrozi¢ zyciu i zdrowiu
czlowieka. Zapewnienie bezpieczenstwa uwzglednia ochrong¢ przed zagrozeniami
mikrobiologicznymi, chemicznymi oraz immunologicznymi. Kazdy produkt spozywczy
trafiajagcy na rynek musi by¢ bezpieczny dla konsumenta. Jednym z podstawowych dziatan
zapewniajacych bezpieczenstwo zywnosci jest stata kontrola obecnosci W niej patogenow oraz
szkodliwych substancji, w tym alergenéw. Konieczne jest ciggle monitorowanie, poszerzanie
zakresu analiz oraz wprowadzanie nowych metod i strategii badawczych [Gasilova i Girault
2015].

Problem alergii pokarmowej nabiera obecnie coraz wigkszego znaczenia i dotyczy coraz
szerszego grona osob. Alergia ta wywolywana jest przez wiele sktadnikow zywnosci
I produktow, wsrod ktorych sg coraz bardziej popularne w naszym kraju owoce morza. Ich
dzialanie alergenne poznano W wigkszym lub mniejszym stopniu, a wiele z nich, zwlaszcza
z grupy migczakow, nie zostalo jeszcze scharakteryzowanych [Ruethers i in. 2018].

Marker to mierzalny wskaznik okre$lajacy stan biologiczny pacjenta. Stosowany jest
z powodzeniem w medycynie, gdzie stluzy do pomiaru post¢pu choroby i skutecznosci
leczenia. Odkrycie markerow zawsze budzito duze zainteresowanie naukowcoOw
prowadzacych badania kliniczne [Meng i Veenstra 2011]. W przypadku alergenow, obecnos¢
alergizujacego bialka wnioskuje si¢ na podstawie wykrycia okreslonego markera
peptydowego. Peptydowe markery obecnosci alergennych biatek, bedace fragmentami ich
tancucha polipeptydowego, mozna identyfikowa¢ za pomocg narzgdzi proteomicznych, takich
jak np. LC-MS/MS czy MALDI-MS [Johnson i in. 2011].

Réznorodnos¢ gatunkdow organizméw nalezacych do owocow morza utrudnia
zidentyfikowanie przyczyny alergii [Lopata i Kamath 2012]. Producenci zywnosci, mogacej
wykazywa¢ obecno$¢ alergendow owocOw morza, zazwyczaj umieszczaja na etykiecie
sformutowania ,,migczaki” i ,,skorupiaki”, bez podania doktadnych nazw gatunkéw. Dlatego
wazne jest, aby znalez¢ uniwersalne markery pozwalajace na zidentyfikowanie biatek
owocOw morza ogdtem, zamiast wykrywania ich za pomocg markeréw unikalnych dla danego
gatunku, gdyz byloby to czasochtonne.

Identyfikacja markerow peptydowych jest obecnie jednym z najwazniejszych etapow
wykrywania alergenow i odgrywa duza role w rozwoju metod opartych na spektrometrii mas
[Pilloli i in. 2020].
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1.2 Alergia pokarmowa

Alergia to nieprawidlowa reakcja organizmu na zazwyczaj niegrozny czynnik [definicja
wedlug Polskiego Towarzystwa Alergologicznego]. Alergenno$¢ to zdolnos$¢ substancji do
wywolania powyzszej reakcji immunologicznej ze strony uktadu odpornosciowego [Wal
i Lovik 2007]. Antygenowos$¢ to zdolno$¢ obcej substancji (antygenu) do wigzania si¢
z produktami koncowej odpowiedzi komorkowej, takimi jak komodrki B lub receptory
komorek T [Fishman i in. 2015].

Alergia pokarmowa to niepozadana reakcja na antygen wystepujacy W zywnosci.
Spowodowana jest czynnikami fizjologicznymi organizmu gospodarza, np. zaburzeniami
metabolicznymi [Gaur 2009]. Szacunkowe dane dotyczace alergii pokarmowej wskazujg, ze
ponad 2%, ale mniej niz 10% calej populacji ma alergi¢ pokarmowg. Wsrod dzieci alergicy
stanowig 3- 4%, a wsrod dorostych 1 - 2%. Wskazniki te prawdopodobnie wzrosty w ciggu
ostatnich kilku dziesigcioleci [Willits iin. 2018]. Wedlug danych Europejskiej Akademii
Alergologii i Immunologii Klinicznej (ang. European Academy of Allergy and Clinical
Immunology, EAACI) 60% przypadkow alergii pokarmowej u osob dorostych i dzieci
zwigzanych jest z wspOtwystepowaniem alergii wziewnej [Werfel iin. 2015]. Pdzniejsze
badania wskazuja, ze ten odsetek wynosi az 80% W przypadku grupy samych dorostych.
Odpowiedzialne sg za to alergeny krzyzowe, czyli strukturalnie podobne biatka, czesto
0 odmiennym pochodzeniu, ktore sg gldwnym czynnikiem determinujagcym wystepowanie
reakcji krzyzowych [Wawrzenczyk i Bartuzi 2018].

Reakcja krzyzowa wystepuje, gdy adaptacyjna odpowiedz immunologiczna na konkretny
antygen zostaje wywotana przez inny, strukturalnie podobny antygen. Zjawisko to jest
korzystne przy infekcjach, ale niepozadane przy zaburzeniach immunologicznych, takich jak
alergia. Za odpowiedz immunologiczng organizmu na dany alergen odpowiedzialne sg
komorki limfocytow B i T, ktore rozpoznajg okre$lone miejsca w strukturze alergenu, tzw.
epitopy [Garcia i Lizaso 2011].

Alergeny pokarmowe sa zwykle obecne w pokarmie w duzej ilosci, ktora zwigksza ich
szans¢ na rozpoznanie przez uktad odpornosciowy [Bannon 2004]. Sa to w wigkszosci bialka,
0 masie czasteczkowej ponizej 70 kDa [Vickery i in. 2011]. Wigzania disiarczkowe stabilizuja
trojwymiarowa strukture biatek i moga przyczyniac si¢ do zwigkszenia odpornosci alergenow
na trawienie w przewodzie pokarmowym [Sen i in. 2002].

Zdolno$¢ biatka do wywotania uczulenia po procesie trawienia W przewodzie
pokarmowym moze zaleze¢ z jednej strony od odpornosci alergenu na proteolize, a z drugiej

strony od obfitosci wystgpowania epitopow, szczegolnie liniowych. Epitopy konformacyjne
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zazwyczaj ulegaja degradacji, wraz ze strukturg trzeciorzedowa biatka, gdy zostaje ono
poddane trawieniu w uktadzie pokarmowym [Bannon 2004; Pekar i in. 2018].

Od 1995 roku obowigzuje nazewnictwo uporzadkowane przez EAACI, wedlug ktorej
niepozadane reakcje na pokarmy dzieli si¢ na toksyczne i nietoksyczne, a te drugie dzielg si¢
na reakcje o podlozu immunologicznym i nieimmunologicznym [Johansson iin. 2001].
Reakcje immunologiczne moga przebiega¢ przy udziale immunoglobuliny E (IgE-zalezne)
lub bez niej (IgE-niezalezne) [Patgan i Bartuzi 2012]. Za odpowiedz immunologiczng
organizmu na dany alergen odpowiedzialne sg komorki limfocytow B i T, ktore rozpoznaja
okreslone miejsca W strukturze alergenu, tzw. epitopy. W kontekécie immunologicznym
termin "epitop" i jego synonim "determinanta antygenowa" sg uzywane do okreslenia miejsca
rozpoznawania antygenu - czyli dowolnej czgsci egzogennej czasteczki rozpoznawanej przez
komorki uktadu odpornosciowego, takie jak przeciwciata oraz limfocyty B lub limfocyty T.
Miejsce w strukturze przeciwciala, ktore wigze si¢ z pokrewnym epitopem nazywane jest
,paratopem” lub ,,miejscem tgczenia przeciwciata”. Epitopy rozpoznawane przez limfocyty T
stanowig krotkie segmenty liniowe lub elementy struktury trzeciorzedowej biatka. Epitopy te
sg rozpoznawane po degradacji biatka i prezentowane komorkom T jako kompleks peptydu
z czasteczka MHC (ang. major histocompatibility complex - zesp6t biatek odpowiedzialny za
prezentacj¢ antygenu limfocytom T). Epitopy rozpoznawane przez limfocyty B za$ sg
poczatkowo zlokalizowane na powierzchni nienaruszonego antygenu i rozpoznawane przez
zwigzane Z blong receptory immunoglobulinowe limfocytow [Dall’ Antonia i in 2014].

Podczas zwyktej odpowiedzi immunologicznej, antygen (potencjalny alergen) wyzwala
w organizmie ludzkim produkcje przeciwciat IgG na niskim poziomie przez limfocyty B,
ktore zostaly aktywowane przez cytokiny uwalniane z komorek limfocytow T typu 1.
Pierwszy nieprawidtowy kontakt uktadu odpornosciowego z antygenem (przysztym
alergenem), ktory czesto wystepuje W niskiej dawce i przenika do organizmu przez btony
$§luzowe, prowadzi do aktywacji limfocytow T typu 2 zamiast typu 1. W zwiagzku z tym
limfocyty T2 uwalniaja cytokine IL-4, ktéra wyzwala produkcje specyficznych przeciwciat
IgE zamiast 1gG przez limfocyty B. W przeciwienstwie do innych, przeciwciata IgE sg
zlokalizowane glownie W Scisle przylegajacych tkankach zwigzany z powierzchniami
komorek tucznych poprzez receptor IgE 0 wysokim powinowactwie (FceRI). Dlatego, gdy
alergen ma kontakt z ukltadem immunologicznym organizmu po raz drugi, wigze sig
z przeciwciatem IgE poprzez rozpoznawanie epitopow, prowadzac do sieciowania receptoréw
FceRI, a nastgpnie aktywacji mastocytow. Aktywowane komorki tuczne ulegaja degranulacji
I uwalniajg rézne mediatory chemiczne, ktére rozpoczynaja kaskade wydarzen powodujacych

rozwdj nadwrazliwosci typu I, czyli reakcje alergiczne [Gasilova i Girault 2015].
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Alergia pokarmowa jest ucigzliwa dolegliwo$cia utrudniajaca codzienne zycie. Nie
mozna jej wyleczy¢, wigc terapia polega na unikaniu przez osoby uczulone zywnoSci
zawierajacej alergeny [Gomez-Gomez i in. 2010].

W obecnych czasach, gdy wiele osob cierpi z powodu alergii pokarmowych, producenci
zywnosci muszg zapewni¢ konsumentéw 0 bezpieczenstwie produktow. Od 13 grudnia 2014
roku, we wszystkich krajach Unii Europejskiej, obowigzuje Rozporzadzenie Parlamentu
Europejskiego (UE) nr 1169/2011 z dnia 25 pazdziernika 2011 r., ktére reguluje kwestie
zwigzane Z oznakowaniem zywno$ci, m.in. sposob deklarowania obecnosci W niej sktadnikow
alergennych. Na liscie z Zalacznika II do Rozporzadzenia znalazto si¢ 14 sktadnikow
alergennych, ktorych obecno$¢ w produkcie musi by¢ zaznaczona W wyrazny sposob
(pogrubienie, podkreslenie czcionki) na opakowaniu. Sg to nastepujace produkty iich
pochodne: zboza zawierajace gluten, skorupiaki, ryby, orzeszki ziemne (arachidowe), soja,
mleko (tacznie zlaktoza), orzechy, seler, gorczyca, nasiona sezamu, tlenek siarki IV
i siarczany IV, tubin, migczaki. Taki sposéb wyr6zniania na etykietach sktadnikow
alergennych ma na celu ulatwienie konsumentom wyboru zywnosci, ktéra begdzie dla nich
bezpieczna. Bledne oznaczenie lub jego brak moze stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia
konsumenta cierpigcego na alergi¢ pokarmowg. Obecny sposdéb oznaczania zywnoSci
nieuwzglednienia jednak ryzyka wystapienia reakcji krzyzowych. Wiele sposréd alergenow
wymienionych na liscie moze wywota¢ krzyzowe reakcje alergenne i spowodowac powazne
dolegliwosci zagrazajgce zdrowiu i zyciu konsumenta, mimo iz wybral on produkt nie
zawierajacy sktadnika, na ktory jest uczulony.

1.3 Krzyzowe reakcje alergiczne

Reaktywnos$¢ krzyzowa wynika z podobienstwa fragmentéw sekwencji roznych biatek
(zwlaszcza epitopow), ktore najczesciej majg wspdlne pochodzenie i funkcje [Garcia i Lizaso
2011]. Epitopy moga by¢ liniowe lub konformacyjne. Liniowe sg fragmentami sekwencji
alergenu, te drugie za§ mozna wykry¢ tylko w strukturze trzeciorzgdowej biatka. Uwaza sie,
ze epitopy liniowe odgrywaja wazng role w alergii pokarmowej, poniewaz epitopy
konformacyjne sg niszczone podczas przejscia przez przewdd pokarmowy [Bannon 2004].
O ryzyku wystapienia reakcji krzyzowej decyduje kilka czynnikéw. Jednym z nich jest
obecno$¢ wspolnych epitopow. Obecnos¢ wspolnych epitopéw nie jest jednak warunkiem
koniecznym do wystgpienia tego typu reakcji. Moga one wystapi¢ takze w przypadku
podobienstwa strukturalnego epitopow [Nesbit i in. 2020]. Badania nad strukturg alergenow
wykazaly jednak, Ze biatka wykazujace mniej niz 50% podobienstwa sekwencji rzadko sa
krzyzowymi alergenami - zazwyczaj musi to by¢ podobienstwo powyzej 70%. Mechanizm

reakcji krzyzowej jest ztozony i zalezy nie tylko od stopnia podobienstwa sekwencji biatka,
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ale takze od jego konformacji. Biatka reagujace krzyzowo maja podobng strukture
trzeciorzedowa, ale z drugiej strony - nie zawsze biatka 0 podobne;j strukturze trzeciorzedowej
reaguja krzyzowo [Aalberse 2000]. W przypadku alergii krzyzowej odpowiedz
immunologiczna zostaje wywotana przez inny alergen niz ten, ktory pierwotnie uczulit
organizm. Co wazne, objawy alergii krzyzowej moga pojawi¢ si¢ juz po pierwszym kontakcie
z alergenem - inaczej niz w przypadku alergii wlasciwej [Bartuzi i in. 2017]. Dla wybranych
alergendw istnieja rowniez kliniczne zespoty alergii, np. zesp6t lateksowo-owocowy czy tez
alergia na roztocza w potaczeniu z alergia na skorupiaki [Wawrzenczyk i Bartuzi 2018].
1.4 Owoce morza jako zywnos¢

Owoce morza s3 obecne W tradycyjnej kuchni azjatyckiej, amerykanskiej, francuskiej
I srodziemnomorskiej. Coraz czgéciej pojawiajg si¢ takze na polskich stotach. Pojecie ,,owoce
morza” jest szerokie i obejmuje wiele gatunkow. Zazwyczaj dzieli si¢ je na dwie podstawowe
grupy: skorupiaki i mieczaki, chociaz W literaturze czesto stosuje si¢ ten termin takze
w odniesieniu do ryb [Rodriguez i Ortea 2017, Mazorra-Manzano i in. 2018]. Do skorupiakow
naleza krewetki, homary, langusty, kraby iraki. Do mi¢czakow za$ matze (mule, ostrygi,
przegrzebki), slimaki i glowonogi (o$miornice, kalmary, matwy). Pod wzgledem kulinarnym,
W Polsce najpopularniejsze sg krewetki, m.in. koktajlowe, tygrysie, biale. Ich zaletg jest latwe
przyrzadzenie. Inne rodzaje owocOw morza zazwyczaj spozywa si¢ W restauracjach.

Skorupiaki to jadalne stawonogi nalezace do typu Arthropoda, podtypu Crustacea
i gtdéwnie rzedu Decapoda (kryl, rowniez bedacy jadalnym skorupiakiem, nalezy do rz¢du
szczetkow - Euphausiacea). Ta grupa obejmuje krewetki, kraby i homary. Typ Arthropoda
obejmuje réwniez podtypy Hexapoda (owady) i Chelicerates (pajeczaki) [Wong i in. 2019].
Wiekszo$¢ skorupiakow ma pie¢ par ndg W czesci piersiowej i pie¢ par odndzy do ptywania
na brzuchu lub ogonie. Skorupiaki sg blisko spokrewnione z pajeczakami (roztocza kurzu
domowego, pajgki itp.) i owadami, takimi jak karaluchy. Znanych jest ponad 30000 réznych
gatunkow skorupiakow, wsrdd nich wiele jadalnych. Najwieksza cze$¢ stanowia krewetki -
ponad 40 gatunkow, ale tylko kilka z nich zostato opisanych jako alergenne [Lopata i Kamath
2012]. Do celéw kulinarnych najczgsciej odtawia si¢ gatunki garnela (Crangon crangon),
krewetka potnocna (Pandalus borealis) oraz znacznie wigksze gatunki, np. krewetka tygrysia
(Penaeus monodon). W terminologii anglojgzycznej istnieja dwa terminy okreslajace krewetki
- ”prawn” oraz “shrimp”. Naleza one do dwoch roéznych rodzin. ”Prawns” odnosi si¢ do
krewetek z rodziny Penaeidae, za$ terminem “shrimp” okresla si¢ te nalezace do rodziny
Caridae. Ich glowna réznicg anatomiczng jest rozne naktadanie si¢ wzorow segmentow
w pancerzu. Penaeidae sa ponadto wigksze niz Caridea, dlatego sa szczegoOlnie wazne

z handlowego punktu widzenia. Wigkszos¢ gatunkoéw charakteryzujacych si¢ obecnos$cia
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znanych alergenéw nalezy do tej rodziny. Krewetki okres$lane jako shrimps” sa mniejsze

9 1 9
|

I uzywane glownie jako dodatki smakowe. Jednak termin “’prawns” i ’shrimps” jest czesto
uzywany zamiennie W sektorze komercyjnym, a takze w wielu publikacjach badawczych.
Termin” prawn” jest uzywany m.in. W Wielkiej Brytanii i Australii, podczas gdy w Stanach
Zjednoczonych i Europie najczesciej uzywany jest termin “shrimp” [Ruethers i in. 2018].

Migczaki to drugi co do wielkosci typ krolestwa zwierzat, do ktoérego nalezy ponad
100000 gatunkoéw, z czego 104 sg gatunkami jadalnymi odnotowanymi przez Organizacje
Narodoéw Zjednoczonych do Spraw Wyzywienia i Rolnictwa (ang. Food and Agriculture
Organization of the United Nations, FAQ). Trzy sposrod 10 gromad zawierajg gatunki jadalne.
Sa to Cephalopoda, Bivalvia i Gastropoda. Najwazniejszg gromad¢ pod wzgledem
handlowym stanowi Bivalvia, do ktorej zalicza si¢ ostrygi, matze i przegrzebki. Okoto 80%
wszystkich gatunkéw migczakoéw nalezy za$ do gromady Gastropoda — slimaki, z bardzo
zroznicowanymi cechami anatomicznymi. Do gromady Cephalopoda (gtowonogi) zalicza si¢
o$miornice, kalmary i matwy [Ruethers i in. 2018].

Na rysunku 1 przedstawiono schemat, przedstawiajacy UProszczong systematyke

organizméw zaliczanych do owocow morza:

Krolestwo: Zwierzeta (Animalia)

Typ: Miegczaki (Mollusca) Typ: Stawonogi (Arthropoda)

Podtyp: Skorupiaki (Crustacea)

é N

Gromady: Matze (Bivalvia); Gromada: Pancerzowce

Glowonogi (Cephalopoda),
Slimaki (Gastropoda) (Malacostraca)

\ v

Rys. 1. Uproszczona systematyka organizmow stanowigcych owoce morza. Na podst. NCBI Taxonomy [Schoch
i in. 2020], https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy, dostep: lipiec 2020.

Owoce morza sg chetnie spozywane ze wzgledu na walory kulinarne. Stanowig takze
warto$ciowe zrodto wielu sktadnikéw odzywczych. Podobnie jak ryby, sa bogatym zrodiem
kwasow omega-3. Oprocz nich zawieraja inne niezbedne sktadniki, takie jak: witamina D,
witamina B12, selen, jod, cholina i tauryna, a takze zbilansowany sktad aminokwasowy.
Wysokie spozycie owocoOw morza wplywa na obnizenie ryzyka wystgpienia choroby
wiencowej, nadci$nienia, niektorych nowotwordow i choréb zapalnych [Lund 2013].
Wykazano takze, ze owoce morza, takie jak krewetki, kalmary, ostrygi, sa bogatym zrédtem

zwigzkow bioaktywnych (w tym peptydow) o0 duzym potencjale nutraceutycznym
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i farmaceutycznym. Peptydy te wykazuja rézne aktywnosci biologiczne, m. in.
przeciwutleniajaca, przeciwnadci$nieniowa, antywirusowa, antyproliferacyjna,
przeciwzakrzepowa, zapobiegajaca otylosci I przeciwcukrzycowsa [Ngo i in. 2012].

Ze wzgledu na to, ze owoce morza nalezag do jednych Z najszybciej psujacych si¢
surowcow, poddaje si¢ je obrobce termicznej w celu dalszego ich przechowywania lub
bezposredniego spozycia. Przetwarzanie powoduje rdzne zmiany fizykochemiczne
przechowywanej zywnosci. Najczgsciej Swiezo ztowione owoce morza przechowuje si¢ przez
krotki czas w lodzie [Mazorra-Manzano iin. 2018]. W celu dluzszego przechowywania,
owoce morza mrozi si¢ W temperaturach z zakresu -18°C do -30°C. Nieodpowiednie
przeprowadzenie procesu zamrazania |rozmrazania surowca moze skutkowa¢ zmianami
w strukturze migsniowej, spowodowanymi uszkodzeniem biatek [Lu iin. 2017]. W celu
przygotowania owocow morza do spozycia najczesciej si¢ je smazy. Badania ryb poddanych
smazeniu W oleju palmowym dowiodty jednak, ze zastosowanie tej techniki obrobki zywnosci
ma najgorszy wpltyw na 0 jako$¢ biatka (w poréwnaniu z gotowaniem i pieczeniem). Proces
smazenia skutkuje utratg wielu aminokwasow, zwlaszcza egzogennych, zawierajacych siarke
i aromatycznych [Oluwaniyi i in. 2017]. Hu i in. [2017] zbadali wplyw zastosowanych metod
obrobki na biatka migsni jesiotra (Acipenser gueldenstaedtii). Wykazali, ze pieczenie
I smazenie W thuszczu znacznie zwigksza zawartos¢ grup karbonylowych i zasad Schiffa oraz
zmniejsza liczb¢ wolnych grup tiolowych w biatkach produktu. We wszystkich gotowanych
probkach nastgpito utlenienie aminokwasoOw aromatycznych aktyny (w szczegolnosci
tryptofanu i tyrozyny) oraz intensywne utlenianie lizyny, histydyny i argininy do zwigzkow
zawierajacych grupy karbonylowe. Zaobserwowano rowniez powstawanie produktow
zaawansowanej glikacji. Najwiecej modyfikacji wykryto w probkach z produktu poddanego
smazeniu lub prazeniu.

Niewystarczajaco zbadang, ale coraz popularniejszg technikg przyrzadzania potraw, jest
smazenie produktéw spozywczych goragcym powietrzem, bez uzycia oleju. Zastosowanie
takiego sposobu obrobki zywnosci pozwala na uzyskanie porownywalnych walorow
smakowych potraw, w poréwnaniu z przyrzadzonymi na drodze konwencjonalnego smazenia
w glebokim tluszczu. Ponadto, podczas procesu smazenia gorgcym powietrzem powstaje
mniej toksycznych substancji, np. produktow utleniania tluszczOw niz podczas
konwencjonalnego smazenia W gtebokim ttuszczu [Zaghi i in. 2019].

1.5 Owoce morza jako zrodlo alergenow

Skorupiaki i migczaki, nalezagce do owocow morza, znajdujg na liscie 14 sktadnikow

alergennych wymienionych w Rozporzadzeniu Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) Nr

1169/2011 z dnia 25 pazdziernika 2011 r. W sprawie przekazywania konsumentom informacji
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na temat zywnosci. Rozpowszechnienie alergii na skorupiaki zalezy m.in. od strefy
klimatycznej i innych czynnikow geograficznych, np. dostepnosci danego kraju do morza
[Winterova i in. 2021]. Przyjmuje sig, ze okoto 0,5-2,5% populacji ogdtem jest uczulona na
krewetki. Alergia na skorupiaki czgéciej wystepuje W krajach azjatyckich niz w krajach
zachodnich co zwigzane jest z dieta [Gawronska-UKleja iin. 2018, Wong iin. 2019].
Roéznorodnos¢  gatunkéw  organizmow nalezacych do owocow morza utrudnia
zidentyfikowanie przyczyny alergii [Lopata i Kamath 2012]. W Polsce brakuje badan
epidemiologicznych, ktore oceniatyby rozpowszechnienie alergii na owoce morza u duzych
populacji pacjentow [Gawronska-Ukleja i in. 2018, Gugata i in. 2021].

Wsrdd alergennych biatek owocOw morza wyroznia si¢ glownie: tropomiozyne, kinaze
argininowg (EC 2.7.3.3), lekki tancuch miozyny (MLC), cigzki tancuch miozyny (MHC), a-
aktyne, paramiozyneg, biatko sarkoplazmatyczne wigzace wapn, hemocyjaning, troponing C
oraz izomerazg triozofosforanowa (EC 5.3.1.1) [Faber i in. 2017].

1.6 Tropomiozyny jako alergeny

Najwazniejszymi (najczgscie] wywotujacymi niepozadang reakcje ze strony uktadu
immunologicznego) i najlepiej zbadanymi alergenami owoc6w morza, zarowno skorupiakow,
jak i mieczakow, sg tropomiozyny [Gamez iin. 2011; Cheng iin. 2022]. Biatka te zostaly
réwniez opisane jako gtdéwne alergeny z owadow [Leni i in. 2020]. Sg to biatka miofibrylarne,
sktadajgce si¢ z dwoch podjednostek 0 masach czgsteczkowych pomig¢dzy 34 a 39 kDa [Faber
i in. 2016], a wedtug UniProtKB — pomig¢dzy 31 a 35 kDa. Tropomiozyna wystepuje W postaci
wielu izoform, ktore sg produktami ekspresji r6znych genéw. W wyniku ekspresji jednego
genu mogg powstaé zardbwno migéniowe, jak i niemieSniowe izoformy tego biatka. Im bardziej
Ztozony organizm, tym wiecej izoform tropomiozyny moze powstaé W jego komorkach
[Barua 2016]. Forma wyst¢pujaca W mie$niach sklada si¢ zazwyczaj z 284 reszt
aminokwasowych (wyjatkiem jest np. tropomiozyna krewetki Metapenaeus ensis, ktorej
dhugos¢ sekwencji to 274 aminokwasy, wedlug UniProtKB, ID: Q25456). Ponadto,
tropomiozyny majag zachowang sygnatur¢ L-K-[EAD]-A-E-x-R-A-[ET] [Smillie, 1979],
wedtug bazy PROSITE [Sigrist i in. 2012], ID PS00326. W zapisie sygnatury poszczegdlne

2

aminokwasy sa oddzielone znakiem ,,-”. Symbole aminokwasow zapisane W nawiasie
kwadratowym (,[ ]”°) oznaczaja, ze W danym miejscu sekwencji wystepuje jeden
z wymienionych w nawiasie aminokwasow. Symbol ,,x” zastepuje dowolny aminokwas. Na
rysunku 2 na szaro zaznaczono sekwencje sygnaturowa W sekwencji aminokwasowej

tropomiozyny krewetki Penaeus aztecus (Farfantepenaeus aztecus).
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Tropomiozyna wystepuje W postaci homodimeru, ztozonego z dwoch réwnolegle
potozonych wzgledem siebie helis alfa, tworzacych forme zwinietej cewki (ang. coiled-coil)
(Rys. 2):
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MDATIKKKMQOAMKLEKDNAMDRADTLEQQONKEANNRAEKSEEEVHNLOKRMOOLENDLDQVOQESLLKANIQLVEK
DKALSNAEGEVAALNRRIQLLEEDLERSEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENRSLSDEERMDALENQL
KEARFLAEEADRKYDEVARKLAMVEADLERAEERAETGESKIVELEEELRVVGNNLKSLEVSEEKANQREEAYK
EQIKTLTNKLKAAEARAEFAERSVOKLOKEVDRLEDELVNEKEKYKSITDELDQTEFSELSGY

Rys. 2. Teoretyczna struktura trojwymiarowa homodimeru tropomiozyny Penaeus aztecus (UniProtkKB ID:
Q3Y8MS) i sekwencja biatka, z zaznaczonym odcinkiem zgodnym z sygnaturg L-K-[EAD]-A-E-x-R-A-[ET].
Model biatka pobrano zbazy SWISS-MODEL (ID: 1clg.2) [Waterhouse iin. 2018],
https://swissmodel.expasy.org/, dostep: kwiecien 2020.

Struktura zawiera powtorzenie heptad, wedlug schematu abcdefg (poszczegodlne litery
oznaczaja rdézne polozenia aminokwasow W strukturze). Reszty niepolarne hydrofobowe,
znajdujgce si¢ W pozycjach a i d, sg odpowiedzialne za interakcje pomig¢dzy helisami alfa.
Potozenie reszt kwasowych w pozycjach e i zasadowych w g umozliwia stabilizacje struktury,
ze wzgledu na wystepujace migdzy powyzszymi resztami oddzialywania elektrostatyczne.
Pozostate reszty aminokwasowe (pozycje b, ¢ i f) sa skierowane na zewnatrz struktury i biorg
udziat W odziatywaniu z innymi biatkami (aktyng i troponing). Taki schemat budowy opisuje
zarOwno tropomiozyny krg¢gowcow, jak i bezkregowcow [Gonzalez-Fernandez iin. 2014;
Jamesi in. 2018]. Tropomiozyny skorupiakéw sg odporne na trawienie pepsyng (EC 3.4.23.1),
za$ podatne na dziatanie trypsyny (EC 3.4.21.4) i chymotrypsyny (EC 3.4.21.1) [Huang i in.
2010, Liu i in. 2019].

Tropomiozyny kregowcow (w odrdznieniu od tropomiozyn bezkregowcow) zazwyczaj
nie powoduja alergii u ludzi [Santiago i in. 2011]. Mikita i Padlan [2007] jako prawdopodobnag
przyczyng alergennosci tropomiozyn skorupiakéw podali powstawanie, po trawieniu pepsyna
A (EC 3.4.23.1) w uktadzie pokarmowym, dtuzszych fragmentéw (niz w przypadku trawienia
tropomiozyn kregowcow), ktore, wnikajac do krwioobiegu, przyjmuja nastepnie strukture
trzeciorzedowa, ktorej stabilnos¢ jest zblizona do stabilnosci wyjsciowej czasteczki. Badania

przeprowadzone przez Khulal i wsp. [2019] dowiodly zas, ze w symulowanych warunkach
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trawienia zoladkowego (pepsyng) probek zywnosci (surowych 1poddanych obrébee
termicznej), wigzania peptydowe obecne W tropomiozynach kregowcow ulegajg catkowitej
hydrolizie, w przeciwienstwie do tropomiozyn bezkregowcdw, ktore sg odporne na trawienie
pepsyna. Do tej pory opisano tylko dwie alergenne tropomiozyny pochodzace z kregowcow
(ryb): tilapii mozambijskiej (Oreochromis mossambicus) [Liu i in. 2013] i suma rekiniego,
nazywanego pangg (Pangasianodon hypophthalmus) [Ruethers i in. 2021].

James i in. [2018] wykazali, ze na podstawie struktury wtornej tropomiozyn kregowcow
(ktére sg uznane za niealergenne, jak np. $winskiej, Sus scrofa) i bezkregowcow nie da si¢
wyjasni¢ réznic Wich immunogennosci. Dopiero analiza dynamiki molekularnej biatka
prowadzita do wyjasnienia tego zjawiska. Badacze stwierdzili, ze wigksza niz w przypadku
tropomiozyny krewetki elastyczno$¢ struktury tropomiozyny $winskiej (okreslona poprzez
symulacje komputerowa) jest przyczynag jej podatnosci na symulowang proteoliz¢ enzymami
trawiennymi in vitro, ze wzgledu na mozliwo$¢ czesciowego rozwinigcia si¢ struktury.

W jadalnej czesci skorupiakow tropomiozyna moze stanowi¢ nawet 20% masy, co
prowadzi do wysokiej ekspozycji na alergen po jej spozyciu [Shanti i in. 1993]. Sekwencje
tropomiozyn wykazujg wysoki stopien podobienstwa wsrod roznych gatunkow skorupiakow
(ksztaltujacy si¢ na poziomie od 88 az do 100%, np. W przypadku tropomiozyn krewetek
gatunkéw Penaeus aztecus i Litopenaeus vannamei), w przedziale od 70 do 97% wsrod
roznych gatunkow migczakdw, zas nizszy pomig¢dzy skorupiakami a migczakami (migdzy 56
a 65%) [Faber iin. 2017, Ruethers iin. 2018]. Mimo tych roznic istnieje ryzyko reakcji
krzyzowej pomigdzy tropomiozynami migczakow i skorupiakow, a takze pomiedzy biatkami
ztej rodziny, pochodzacymi zrdéznych gatunkow migczakow, co wykazali w swoich
badaniach m.in. Motoyama iwsp. [2006] i Emoto iwsp. [2009]. Nugraha iin. [2019]
wykazali, ze sekwencje epitopéw wigzacych IgE tropomiozyn trzech gromad mieczakoéw
(gtowonogow, Slimakow i matzy) roznig si¢ od siebie. W zwigzku z tym, ze najwiecej
wspolnych epitopdéw (w poréwnaniu do pozostatych gromad) z tropomiozynami skorupiakow
maja tropomiozyny migczakow z gromady glowonogoéw (osmiornice, katamarnice), gdy
pacjent uczulony na skorupiaki spozyje produkt zawierajacy biatka pochodzace z migczaka
tej gromady, ryzyko wystapienia U niego alergii krzyzowej bedzie wyzsze niz w przypadku
spozywania produktow zawierajacych biatka migczakow z pozostatych gromad. Li i in.
[2020] potwierdzili w swoich badaniach, ze przeciwciata IgE i 1gG przeciwko tropomiozynom
migczakow i skorupiakow nie wigzg si¢ Z tropomiozynag ryby (Larimichthys crocea), co moze
wskazywaé, ze ryzyko reakcji krzyzowych pomiedzy biatkami skorupiakow/migczakdéw
a biatkami ryb jest niskie. Ishikawa iin. [2001] udowodnili, Zze sekwencje epitopow

tropomiozyny o$miornicy (Octopus vulgaris) czgsciowo pokrywaja si¢ z sekwencjami
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epitopow tropomiozyn krewetek (P. indicus iP. aztecus), zas Fang 1iin. [2019]
zidentyfikowali w sekwencji tropomiozyny ostrzyzycy japonskiej (Crassostrea gigas), ktora
jest jednym z gatunkéw malzy, trzy regiony wiazace IgE, ktore czgsciowo pokrywaja sie
z sekwencjami epitopow IgE P. aztecus. Tropomiozyny sg takze odpowiedzialne za reakcje
krzyzowe pomigdzy owocami morza a roztoczami kurzu domowego i owadami [Lopata
i Kamath 2012, Leni iin. 2020]. Z tego wzgledu tropomiozyn¢ uznaje si¢ za panalergen
miedzygatunkowy. Dowiedziono jednak, ze reakcje krzyzowe pomigdzy roztoczami kurzu
domowego a skorupiakami moga by¢ wywotane rdwniez przez biatka inne niz tropomiozyna,
tj. hemocyjaning, ubikwityne czy kinaze¢ argininowa [Gawronska-Ukleja iin. 2018].
Wykazano, ze alergenne tropomiozyny owadow, pod wzglegdem podobienstwa sekwencji
aminokwasowych, mozna podzieli¢ na dwie grupy, z ktérych jedna jest blisko powigzana
Z tropomiozynami roztoczy, druga za§ Zztropomiozynami skorupiakow, podczas gdy
sekwencje tropomiozyn migczakow wyraznie r6znig si¢ od sekwencji tropomiozyn innych
bezkrggowcoOw [Barre iin. 2018]. Zarowno krewetki, jak iowady sa cennym Zrodiem
sktadnikow odzywczych, a hydrolizaty ich bialek mogg by¢ dodatkiem funkcjonalnym do
zywnosci [Mishyna i Glumac 2021]. Przed spozyciem produktu zawierajagcego owady trzeba
jednak bra¢ pod uwage ryzyko wystgpienia alergii krzyzowej u 0sob uczulonych na skorupiaki
[Kamemura iin. 2019; Leni iin. 2020]. Palmer iin. [2020] wykazali ponadto, ze
tropomiozyny owadow mogg W rdéznym stopniu wigzac si¢ z przeciwciatami IgE z surowicy
0s0b uczulonych na krewetki. Moze to wynika¢ ze zrdznicowanej zawartosci tropomiozyny
w biatkach owadzich r6znych gatunkéw. W swojej publikacji stwierdzili takze, ze spozywanie
owadow tj. macznika miynarka (Tenebrio molitor), motylicy (Galleria mellonella)
i drewnojada (Zophobas morio) jest bezpieczniejsze dla 0sob uczulonych na krewetki niz
spozywanie innych gatunkéw owadow.

Niepozgdana reakcja po spozyciu skorupiakow i mieczakow moze wystgpi¢ po kilku
minutach lub kilku godzinach. Obejmuje ona objawy, takie jak: pokrzywka, obrzek gardta,
katar, astma, a nawet szok anafilaktyczny - stan bezposrednio zagrazajacy zyciu [Lopata
i Kamath 2012].

Epitopy wigzace IgE po raz pierwszy zidentyfikowano dla tropomiozyny indyjskiej
krewetki biatej Penaeus indicus (Pen i1) [Shanti iin. 1993]. Biatko poddano trawieniu
trypsyna, a powstate peptydy sprawdzono pod katem ich zdolnosci do wigzania si¢
Z przeciwciatami IgE z surowic pacjentéw uczulonych na krewetki. Zidentyfikowano dwa
epitopy wigzace IgE: FLAEEADRK i MQQLENDLDQVQESLLK. Ayuso iin. [2002]
zsyntetyzowali 46 peptydow 0 dlugosci 15 aminokwasdw, 0 naktadajacych si¢ sekwencjach,

obejmujacych calg sekwencje aminokwasowa tropomiozyny P. aztecus. Nastepnie, peptydy
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przetestowano pod katem ich reaktywnosci z przeciwcialami IgE, obecnymi w surowicach
0sob uczulonych na krewetki, co pozwolito W konsekwencji na identyfikacje 5 regionow
w sekwencji aminokwasowej tropomiozyny, 0 zdolno$ci wigzania przeciwciat IgE: region 1
(43-57), region 2 (85-105), region 3 (133-153), region 4 (187-201) i region 5 (247-284).
Wszystkie opisane w literaturze epitopy krewetki P. aztecus (ich sekwencje naktadajg si¢)

zaznaczono na rysunku 3:

10 20 30 40 50
MDATIKKKMOA MKLEKDNAMD RADTLEQQONK EANNRAEKSE EEVHNLOKRM
60 70 80 90 100
QOLENDLDQV QESLLKANIQ LVEKDKALSN AEGEVAALNR RIQLLEEDLE
110 120 130 140 150
RSEERLNTAT TKLAEASQAA DESERMRKVL ENRSLSDEER MDALENQLKE
160 170 180 190 200
ARFLAEEADR KYDEVARKLA MVEADLERAE ERAETGESKI VELEEELRVV
210 220 230 240 250
GNNLKSLEVS EEKANQREEA YKEQIKTLTN KLKAAEARAE FAERSVQOKLO
260 270 280
KEVDRLEDEL VNEKEKYKSI TDELDQTFESE LSGY

Rys. 3. Regiony wigzace przeciwciata IgE (nakladajace si¢ epitopy liniowe) w sekwencji aminokwasowej
tropomiozyny Penaeus aztecus (UniProtKB ID: Q3Y8M6), wedlug Ayuso i in. 2002 (kolor szary), Ravkov i in.
2013 (kolor z6tty), Albrecht i in. 2009 (kolor zielony) i Reese i in. 2005 (kolor niebieski). Sekwencje epitopow
pobrano z Immune Epitope Database [Vita i in. 2019], https://www.iedb.org/, dostep: sierpien 2020.

Asturias iin. [2000] stwierdzili, ze ludzka tropomiozyna zawiera W swojej sekwencji
aminokwasowej niektore z tych regionow wigzgcych IgE. Zasugerowali zatem, ze biatko to
moze dziala¢ jako dawka przypominajgca u 0sob uczulonych na tropomiozyne, przy braku
dalszych kontaktow z alergenem odpowiedzialnym za uczulenie. Analogiczne badania
epitopow tropomiozyny wigzacych IgE przeprowadzono stosujgc biatko z biatej krewetki
Litopenaeus vannamei (Lit v 1) [Ayuso i in. 2010, Ayuso i in. 2012]. Alergeny Pena 1 i Litv
1 majg identyczne sekwencje.

Faisal i in. [2019] wykazali, ze antygenowos¢ tropomiozyny krewetki zalezy od sposobu
obrobki surowca. Podwyzszanie temperatury podczas smazenia lub gotowania zwigksza ja,
odpowiednio, 6-8-krotnie lub 2,5-4-krotnie, w poréwnaniu z surowcem niepoddanym
obrobce termicznej. Wzrost antygenowosci zaobserwowano roéwniez W przypadku
oczyszczonych biatek ostryg Crassostrea gigas, ugotowanych w 100°C i prazonych w 180°C
[Fang i in 2018]. Wymagane jest wigc opracowanie innej metody obrobki cieplnej krewetek,
ktéra nie spowoduje wzrostu antygenowos$ci. Dhugotrwale przechowywanie krewetek w -
20°C (3 miesigce lub dhluzej) takze znacznie zwigksza antygenowo$¢. Obnizenie
antygenowos$ci tropomiozyny 0 okoto 90% (w poréwnaniu z surowcem niepoddanym
dziataniu kwasu) osiggnigto poprzez zanurzanie surowca w kwasie octowym i kwasie solnym

0 pH 2,5 przez 15, 30 i 45 minut. Liu i in. [2019 i 2021] w swoich badaniach udowodnili zas,
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ze zdolno$¢ wigzania przeciwciatl IgG i IgE przez tropomiozyne zmniejsza si¢ po obrobce
ci$nieniowe;j.

Wzrost antygenowosci tropomiozyn podczas gotowania moze wynika¢ z samych
wilasciwosci fizykochemicznych tych biatek. Wedlug Usui iwsp. [2013] tropomiozyny
wykazuja zdolno$§¢ ponownego zwijania si¢ po ochlodzeniu roztworu tropomiozyny,
poddanego procesowi denaturacji cieplnej. Z tego wzgledu owoce morza sa zywnoscig
stwarzajacg zagrozenie osobom uczulonym, gdyz obrobka cieplna nie zawsze powoduje
dezaktywacje antygenu. Gonzales-Fernandez iwsp. [2016] uwazaja takze, ze epitopy
tropomiozyn oddziatujace z IgE moga by¢ maskowane przez inne sktadniki ekstraktu, badz
tez moga powstawa¢ nowe epitopy konformacyjne. Ponadto, Shibahara iwsp. [2009]
wykazali w swoich badaniach, ze wykrywalnos$¢ alergennych tropomiozyn w podgrzanym
surowcu w tescie ELISA byta wyzsza, w poréwnaniu zZ surowcem niepoddanym obrdbce
termicznej. Z drugiej strony jednak gotowanie krewetek na parze przez 3 minuty obniza
zawarto$¢ tropomiozyn W surowcu [Lin i in. 2018]. Procesy przetworcze, w tym termiczne,
prowadza do zmian w strukturze biatek alergennych, co wptywa bezposrednio nie tylko na
wlasciwosci alergenne, ale takze interakcje pomigdzy sktadnikami produktu [Liu i in. 2019].
Na wiasciwosci alergenne biatka ma tez wptyw wybdr metody ekstrakcji — z ugotowanego
ekstraktu lub z ugotowanego surowca [Li i in. 2020].

Reakcja  Maillarda, = nazywana  rowniez  brgzowieniem  (brunatnieniem)
nieenzymatycznym, jest jednym z kluczowych procesow wplywajacych na alergennosé
zywnosci. Jest to szereg ztozonych reakcji chemicznych, ktére zachodza migdzy wolnymi
grupami aminowymi aminokwaséw W biatkach (gltéwnie argininy i lizyny) i grupa
karbonylowg cukréw redukujacych podczas obrobki termicznej. Ta nieenzymatyczna glikacja
moze prowadzi¢ do modyfikacji struktury alergendéw, powodujac zaréwno zmiane
alergennosci biatek, jak i tworzenie nowych epitopow. Krewetki, jako produkt spozywczy, s
bogate w biatka i cukry redukujace, wigc obrobka termiczna sprawia, ze aminokwasy stajg si¢
podatne na reakcje Maillarda [Liu iin. 2019]. Nakamura i in. [2005] wykazali, ze reakcja
Maillarda tropomiozyny przegrzebka, przebiegajaca z udziatem glukozy, powoduje
zwigkszenie zdolnos$ci wigzania si¢ przeciwciat IgE do tropomiozyny. Reakcja z udzialem
arabionozy doprowadzita za$§ do modyfikacji niektorych aminokwasow (reszt lizyny
i argininy),  obecnych  w sekwencjach  epitopow  wigzacych  IgE i obnizenia
immunoreaktywnosci tropomiozyny kraba btotnego (Scylla paramamosain) u myszy [Han
i in. 2018]. Najczgsciej spotykane modyfikacje alergenow obejmuja: zmiang¢ konformacji
biatka, denaturacjg, agregacje, przegrupowania wewnatrzczasteczkowe 1 reakcje z innymi

sktadnikami produktu spozywczego [Marzano iin. 2020]. Ponadto, glikacja reszt lizyny
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I argininy skutkuje zmniejszeniem podatnosci na hydrolize trypsyna i chymotrypsyng wigzan
peptydowych w biatkach, a co za tym idzie, zwigkszeniem prawdopodobienstwa zachowania
calego epitopu [Teodorowicz i in. 2017, Liu i in. 2021]. Chemiczna natura wielu koncowych
produktow zaawansowanej glikacji (ang. advanced glycation end products - AGES) jest
nieznana ze wzgledu na ich niejednorodny i niestabilny charakter w literaturze opisano ponad
40 AGEs, wsérod nich takie jak: karboksymetylolizyna i karboksyetylolizyna [Zhang i in.
2020]. Do wykrywania modyfikacji aminokwaséw W wyniku reakcji Maillarda stosuje si¢
m.in. proteomike typu ,,shotgun” [Han i in. 2018].

Baza rodzin alergené6w AllFam [Radauer iin. 2008] (kwiecien 2019) zawierata 64
sekwencje tropomiozyn (ID rodziny: AF054), podczas gdy w bazie Allergome [Mari i in.
2009] byto ich 448 (lipiec 2020). Biorgc pod uwage fakt, ze w bazie sekwencji UniProtKB
[UniProt Consortium 2020] byto az 17353 sekwencji tropomiozyn 0 statusie “Unrewieved”
(niezweryfikowane) (lipiec 2020), liczba znanych biatek nalezacych do tej rodziny
prawdopodobnie wzro$nie, podczas gdy wiele z nich nie zostato wystarczajgco zbadanych.
W bazie InterPro [Blum iin. 2021] opisanych zostato jak dotad 7502 biatek nalezacych do
rodziny tropomiozyn (ID rodziny: IPR000533), a w Pfam [Mistry i in. 2021] 4673 (ID
rodziny: PF00261 — ,,Tropomyosin” i PF12718 — ,, Tropomyosin_1") (lipiec 2020).

W tabeli 1 przedstawiono niektore sposrod gatunkéw jadalnych owocow morza oraz ich
alergenne tropomiozyny, wedtug baz Allergome (kwiecien 2019):

Tabela 1. Przyktadowe alergenne tropomiozyny jadalnych gatunkéw owocoéw morza (wedtug baz Allergome

[Mari i in. 2009], http://www.allergome.org/index.php, dostep: kwiecien 2019 i SDAP - Structural Database of
Allergenic Proteins [Ivanciuc i in. 2003], https://fermi.utmb.edu/, dostep: kwiecien 2019).

L.p. Nazwa Gatunek Nazwa zwyczajowa Literatura
alergenu
1.
Chaf1l Charyhbdis feriata ang. crucifix crab Leung i in. 1998a
2. . . . L Motoyama i in. 2007, Abdel
Chiool Chionoecetes opilio krab $niezny Rahman i in. 2010
3.
Cracl Crangon crangon krewetka garnela Beuermeister i in. 2011
4 Crasgl Crassostrea gigas Ostrzyzyca japonska Ishikawa i in. 1998b, Leung i Chu
g g9 zyzyca jap 2001, Emoto i in. 2009)
5. - . - .
Euppl Euphausia pacifica kryl pacyficzny Nakano i in. 202%70,8Motoyama Hin.
6.
Homal Homarus americanus homar amerykanski Leung i in. 1996, Leung i in. 1998
7l - . - - .
Litv1 Litopenaeus vannamei krewetka biata Ayuso 1 in. 200.9.’ Liuiin. 2011,
Ayuso i in. 2012
8. Macr 1 Macrobrachium gigantyczna krewetka Jirapongsananuruk i in. 2008,
rosenbergii stodkowodna Jadzir i in. 2012
9.
Mel |1 Melicertus latisulcatus krewetka krolewska Fuller i in. 2006
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http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Charybdis+feriatus
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Chionoecetes+opilio
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Crangon+crangon
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Crangon+crangon
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Crassostrea+gigas
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Crassostrea+gigas
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Euphausia+pacifica
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Homarus+americanus
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Litopenaeus+vannamei
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Macrobrachium+rosenbergii
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Macrobrachium+rosenbergii
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Melicertus+latisulcatus
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Melicertus+latisulcatus

Nazwa . .
L.p. alergenu Gatunek Nazwa zwyczajowa Literatura
10.
Mete 1 Metapenaeus ensis krewetka btotna Leung i in. 1994
11. . . . I
Myte 1 Mytilus edulis omutek jadalny Marknel DeWitt i in. 2004
12. . . . L
Octv 1l Octopus vulgaris Oosmiornica zwyczajna Motoyama i in. 2006
13. ii iuffri
Panb 1 Pandalus borealis krewetka poinocna Motoyamail I'r?zzgfz Giuffrida
1 Pans1 Panulirus stimpsoni langusta Leung i in. 1998b, Barletta i in.
P g 2005, Reese i in. 2005
15. i
Parac 1 Paralithodes krab krolewski Motoyama i in. 2007
camtschaticus
16. ii ii
Penal Penaeus aztecus krewetka brgzowa Dauliin. 1994.’ _Reese | In. 2005,
Reese i in. 2006,
17.
Penil Penaeus indicus krewetka biata indyjska | Nagpal i in. 1989, Shanti i in. 1993
18. = -
Penj1 Penaeus japonicus krewetka kuruma Mo;[(?xar;golglnugltj)iozi,nKtzjgllgoto
19. . Motoyama i in. 2007, Abdel i in.
Penm 1 Penaeus monodon krewetka tygrysia 2010, Zheng i in. 2011
20. - -
Todp 1l Todarodes pacificus strzalik japonski Miyazawa Iilinﬁ 12%%66 Motoyama

1.7 Zastosowanie markerow peptydowych w proteomice

Procedura analizy jakosciowej alergenéw pokarmowych za pomocg spektrometrii mas
sktada si¢ zczterech glownych etapow: wybor zrodla peptydu, weryfikacja
specyficznosci/uniwersalnosci peptydu, wybor metody identyfikacji, oznaczanie jakosciowe
peptydu [Fu i in. 2019].

Do bezposredniego wykrywania i oznaczania alergenow czesto jest Stosowana
chromatografia cieczowa (ang. liquid chromatography - LC), potagczona z detekcjg za pomoca
spektrometrii mas (ang. mass spectrometry — MS). Analiza alergenéw technikg LC-MS/MS,
opiera si¢ na wykrywaniu charakterystycznego peptydu pochodzacego z biatka alergennego,
a nie calego alergenu. Aby wybrac taki docelowy peptyd (marker alergenu) nalezy ekstrakt
biatkowy z produktu spozywczego podda¢ trawieniu enzymatycznemu. Trypsyna jest
najczesciej uzywanym enzymem do fragmentacji bialek i otrzymywania peptydow,
przeznaczonych do analizy za pomoca LC-MS. Katalizuje reakcj¢ hydrolizy wigzan
peptydowych w miejscach, w ktorych grupy karbonylowe naleza do argininy albo lizyny. Po
hydrolizie, ze wzgledu na obecno$¢ dodatkowych grup zasadowych w resztach argininy
i lizyny, peptyd zyskuje za tymi aminokwasami dwa miejsca do przylaczenia protonu,
aw widmie moga by¢ analizowane powstate z niego jony dodatnie [Kaminska i Podbielska
2011]. Hydrolizat jest nastgpnie analizowany metoda LC-MS/MS. Takie podejscie

analityczne jest nazywane proteomika typu ,,shotgun” [Fu i in. 2019].
25


http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Metapenaeus+ensis
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Octopus+vulgaris
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Octopus+vulgaris
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Pandalus+borealis
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Panulirus+stimpsoni
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Panulirus+stimpsoni
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Paralithodes+camtschaticus
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Paralithodes+camtschaticus
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Paralithodes+camtschaticus
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Penaeus+aztecus+%28Farfantepenaeus+aztecus%29
https://fermi.utmb.edu/cgi-bin/SDAP/sdap_02?dB_Type=1&allid=284
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Penaeus+japonicus+%28Marsupenaeus+japonicus%29
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Penaeus+monodon
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Penaeus+monodon
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/search.php?searchtext=Todarodes+pacificus

Podobne podejscie stosuje si¢ podczas identyfikowania pojedynczych bialek,
pochodzacych z mieszanin rozdzielanych metoda elektroforezy dwukierunkowej. Sa one
poddawane trawieniu trypsyna, a otrzymane peptydy analizowane np. za pomocg
spektrometru masowego z jonizacja MALDI (ang. matrix-assisted laser desorption ionization
— desorpcja/jonizacja laserowa wspomagana matrycg). Uzyskane wyniki sg porownywane
z masami peptydow otrzymanych podczas analizy in silico i dostepnych w bazach danych.
W ten sposob biatko zostaje zidentyfikowane. Technika ta nosi nazwe ,,peptide mass
fingerprint” — PMF [Kaminska i Podbielska 2011]. Najlepsza jako$¢ analizy otrzymuje sie,
gdy probka przed analiza zostaje odsolona i zatgzona [Thiede iin. 2005]. Za pomocg tej
techniki mozna identyfikowac nie tylko peptydy, ale takze analizowaé cale bialka, bez
wczesniejszego trawienia enzymatycznego. MALDI-TOF MS zastosowano mi¢dzy innymi do
odroznienia od siebie szeSciu gatunkéw krewetek, na podstawie analizy ekstraktow
biatkowych [Salla i Murray 2013].

MALDI-MS (ang. matrix-assisted laser desorption ionization — mass spectrometry) jest
technikg, ktorej zastosowanie niesie za sobg wiele korzysci, dlatego jest czgsto
wykorzystywana w proteomice. Procedura analizy jest szybka, tatwa do przeprowadzenia,
a sama metoda - czuta (wykrywalno$¢ na poziomie fmol) i doktadna [Thiede i in. 2005].
Jonizacja desorpcyjna (DI) jest zaliczana do ,,migkkich” technik jonizacji. Zrodtem energii do
wytworzenia jonow sg fotony z lasera. Pomiedzy czasteczkami matrycy a czasteczkami probki
tworzy si¢ struktura kokrystaliczna. Energia fotonow, absorbowana przez czasteczki matrycy,
jest nastepnie przekazywana do czasteczek probki, dzieki czemu ulegaja one termicznej
desorpcji i jonizacji. Standardowymi matrycami stosowanymi do analizy biatek i peptydow
technikg MALDI-MS s3 m.in. kwas o-cyjano-4-hydroksycynamonowy (CHCA) i kwas
synapinowy (SA). Spektrometr MALDI-MS zwykKle jest potaczony z analizatorem czasu
przelotu (TOF) [Deepaisarn 2019].

Druga, obok MALDI, najpopularniejsza technika jonizacji jest ESI, czyli Zrédlo jonow
elektrosprej (ang. electrospray ionization). Do podstawowych zalet tej techniki naleza:
mozliwo$¢ jonizacji probki w warunkach cis$nienia atmosferycznego, powstawanie jonow
wielokrotnie natadowanych i ,migkka” jonizacja, ktora nie prowadzi do fragmentacji
analizowanych czasteczek. Probke roztworu, zawierajaca analizowane czasteczki, wprowadza
sic do komory jonizacyjnej przez kapilar¢. Gaz otaczajacy kapilar¢ (azot), umozliwia
rozpylenie czastek i osuszenie kropel aerozolu. Do kapilary przytozone jest wysokie napigcie
(1-6 kV). W wyniku podgrzewania (od 100 do 350°C) oraz suszenia gazem nebulizujagcym,
naladowane krople aerozolu zmniejszaja swoja objetos¢. Rozpuszczalnik odparowuje, co

powoduje wzrost gradientu potencjatu przy powierzchni kropel. W rezultacie nastepuje ich
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rozpad idesorpcja jonéw. Powstajace Wten sposdb jony zostaja zogniskowane
I wprowadzone do tzw. goracej kapilary (temperatura od 120 do 350°C). Tam ulegaja
calkowitemu osuszeniu i sa nastepnie Kierowane do analizatora mas. W zewnetrznej czgsci
zrédla jonow panuje cisnienie atmosferyczne, za§ we wnetrzu spektrometru mas — proznia.
Roéznica cisnien umozliwia przyspieszenie jonéw i wprowadzenie ich do wnetrza aparatu.
Wydajnos¢ elektrorozpylania jest tym wigksza, im zwigzek jest bardziej polarny [Skowron
i in. 2016, Suder i Bodzon-Kutakowska 2016]. Rahman i in. [2010] zastosowali technike ESI
w swoich badaniach nad peptydami z tropomiozyny kraba $nieznego.

Kwadrupol jest jednym z typow analizatora mas. Umozliwia on filtrowanie i wysytanie
do detektora tylko jondéw 0 okreslonych wartosciach m/z (stosunku masy jonu do jego
tadunku). Sktada si¢ z czterech rownolegle utozonych pretéw, 0 przekroju kotowym lub
hiperbolicznym. Rozpgdzone wczesniej jony ze zrodla jonow sg wprowadzane pomiedzy
prety, do ktorych przytozone jest state napiecie (DC) izmienne napigcie 0 czgstotliwosci
radiowej (RF). Zastosowanie potencjatow 0 okreslonej czestotliwosci powoduje ruch
natadowanych czastek pomigdzy pretami. Taka budowa analizatora kwadrupolowego
umozliwia dotarcie do detektora tylko jonom 0 okreslonej wartosci m/z [ Bodzon-Kutakowska
2016]. Innym typem analizatora jest analizator czasu przelotu (ang. time of flight - TOF). Jony
skupione w wiagzke sg przekazywane do obojetnego elektrycznie obszaru analizatora. Czas,
w jakim jony docierajg do detektora, nazywany jest ,,czasem przelotu”. Zalezy on od wartosci
m/z jonu. Ponadto, dla jonéw 0 wigkszej masie ten czas bedzie dtuzszy niz jonow 0 mniejszej
masie. Polgczenie kwadrupola (Q-TOF) ze stalym zrodtem jonow (np. elektrosprejem)
umozliwia impulsowe dostarczanie jonéw do analizatora czasu przelotu, co jest niezbedne,
aby doktadnie okresli¢ moment przejscia jonu do obszaru analizatora [Bodzon-Kutakowska
i Bierczynska-Krzysik 2016].

W analizie jakoSciowej alergenéw pokarmowych stosuje si¢ rézne typy spektrometrii
masowej. Do detekcji specyficznych jonoéw, ktore stanowia produkty selektywne;j
fragmentacji jonow prekursorowych, najczesciej wykorzystuje si¢ potrojny kwadrupol (ang.
triple quadrupole - QQQ) w potaczeniu z trybem monitorowania reakcji nastepczych (ang.
multiple reaction monitoring — MRM). Czesto stosuje si¢ takze kwadrupol z analizatorem
czasu przelotu (Q-TOF) i kwadrupol z putapka jonowa (Q-IT) [Fu i in. 2019].

Tandemowa spektrometria mas (MS/MS lub MS?) jest technika, w ktorej mozliwa jest
fragmentacja jondéw prekursorowych. W tym celu wykorzystuje si¢ polaczenie kilku
analizatorow, pomigdzy ktorymi znajduje si¢ komora kolizyjna. W procedurze identyfikacji
peptydow, do fragmentacji najczesciej wykorzystuje si¢ metode CID (ang. collision induced

dissociation), w ktorej jon 0 okreslonej energii kinetycznej zderza si¢ (ulega kolizji) z gazem

27



obojetnym, ktorym zazwyczaj jest argon. Wzrost energii oscylacyjnej zjonizowanego peptydu
skutkuje jego rozpadem na jony potomne. W spektrometrach masowych z analizatorami
Q-TOF, rozpedzone jony opuszczajace kwadrupol ulegajg fragmentacji w komorze kolizyjnej,
a jony potomne sg nastepnie przekazywane do analizatora TOF, gdzie mierzony jest ich czas
przelotu. Natomiast, w spektrometrze masowym z analizatorami typu QQQ fragmentacja
zachodzi w drugim kwadrupolu, ktory w tym przypadku petni rolg komory kolizyjnej. Na
skutek fragmentacji peptydow powstaje kilka charakterystycznych serii jonow. Ich
nazewnictwo zostato zaproponowane przez Roepstorff i Fohlman [1984]. Jony zawierajace
N-koniec peptydu to serie a, b i ¢, natomiast zawierajgce C-koniec to odpowiednio X, y oraz
z. Cyfra przy odpowiedniej literze oznacza liczbe reszt aminokwasowych zawartych wewnatrz
danego fragmentu [Suder i Noga 2016]. Na to, jakie serie jonéw powstang, ma wpltyw
sekwencja peptydu oraz zastosowana metoda fragmentacji. Zastosowanie umiarkowanej
energii kolizyjnej (kilkadziesiat eV) prowadzi do utworzenia gtéwnie serii jonéw b iy, ktore
sg efektem rozpadu wigzan peptydowych. Informacje na temat sekwencji zidentyfikowanego
peptydu mozna zatem uzyska¢ na podstawie wartosci m/z otrzymanych jonéw serii b iy.
Zwigkszenie energii kolizyjnej do kilku tysiecy elektronowoltow sprawia, ze na widmie
pojawiajg si¢ serie jondw a, ¢, Z oraz x [Bachor i in. 2018].

We wspotczesnej proteomice, W zaleznosci od celu badan, mogg by¢ stosowane rézne
tryby akwizycji danych. Najczesciej wykorzystywanym trybem, w przypadku, gdy
analizowana jest probka zawierajgca wiele réznych biatek/peptydow, jest DDA (ang. data-
dependent aquisition) [Ortea i in. 2016]. W trybie DDA instrument dziata w powtarzajacych
sie cyklach zbierania nienaruszonych widm na poziomie prekursoréow (MS lub MS?) i widm
fragmentacyjnych (MS/MS lub MS?). O tym, ktére jony prekursorowe zostang poddane
fragmentacji, decyduje w czasie rzeczywistym oprogramowanie przyrzadu, zgodnie
Z wezesniej zdefiniowanymi kryteriami [Gillet iin. 2016]. Po wytypowaniu peptydu, ktory
moze by¢ markerem obecnos$ci biatka alergennego W zywnosci, mozna go szybko wykrywac
W badanych probkach, stosujac metode¢ SIM (ang. selected ion monitoring), W ktorej tylko jon
0 okreslonej warto$§ci m/z jest rejestrowany (w tym przypadku jon odpowiadajacy
zjonizowanej czasteczce peptydu) lub metode SRM (ang. selected reaction monitoring), gdzie
jon o okreslonej warto$ci m/z jest rejestrowany i fragmentowany. Takie postepowanie
analityczne nazywane jest proteomikg ukierunkowang (ang. targeted proteomics) [Rodriguez
i Ortea 2017; Carrera i in. 2020]. Masy peptydow, a takze biatek obecnych w probee, mozna
wyznacza¢ na drodze dekonwolucji widm masowych. Dekonwolucja to operacja
matematyczna, polegajaca na przetworzeniu widma masowego wielokrotnie zjonizowanej

czasteczki W pochodng widma masowego, na ktorym wszystkie obserwowane jony posiadaja
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tadunek jednostkowy. Uzyskane W tej sposob widmo $rednie (przedstawione W postaci jonu
pseudomolekularnego [M+H]* gdzie M — masa molekularna czasteczki, a H — masa protonu,
ok. 1 Da) pozwala na odczytanie masy czasteczki.

Wykorzystanie markeréw peptydowych W proteomice stanowi obiecujaca alternatywe dla
tradycyjnych metod badania autentyczno$ci zywnosci | wykrywania alergendw, takich jak
analiza w oparciu 0 DNA (PCR) oraz testow immunologicznych (ELISA). Techniki te sg
z powodzeniem wykorzystywane w wielu badaniach nad alergenami pokarmowymi
[Zielinska-Dawidziak i in. 2015, Siekierzynska i in. 2021,], takze z owocoéw morza [Lin i in.
2018, Eischeid i Stadig 2018, Eischeid i in. 2021]. Metoda wykrywania alergenéw za pomoca
testu ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — test immunoenzymatyczny)
bazuje na powinowactwie specyficznych przeciwcial do miejsc W sekwencji biatka
alergennego, tzw. epitopéw. Technika PCR (ang. polymerase chain reaction — reakcja
fancuchowa polimerazy) pozwala za$§ na wykrycie obecnos$ci materialu genetycznego
alergennego surowca (a nie biatka powodujacego alergig), co w konsekwencji moze
prowadzi¢ do uzyskania wynikow fatszywie dodatnich. Ponadto, materiat genetyczny czgsto
ulega degradacji w przetworzonych produktach, a wyizolowanie go z surowca, w ilosci
wystarczajgcej do przeprowadzenia analizy, moze sprawi¢ trudno$¢ [Lo iShaw 2018].
Markery peptydowe natomiast zwykle pozostajg stabilne W procesie obrobki zywnoSci
(stabilnos¢ jest jednym z kryteriow doboru markera peptydowego). Oprocz tego, w metodzie
ELISA nie jest mozliwe odrdznienie np. biatka kraba od krewetek ani rozpoznanie obecnoS$ci
W zywnosci biatek z gatunkow nieobjetych obowigzkiem oznakowania na etykiecie, takich
jak kryl ijadalne owady. Moze to wprowadza¢ W btagd konsumentéw zywno$ci i organy
zajmujgce si¢ okreslaniem prawa zywnosciowego [Nagai iin. 2015]. Chen iin. [2017]
zastosowali do wykrywania krewetek w produktach spozywczych peptydy, ktory nie sa
obecne w sekwencjach aminokwasowych wigkszosci tropomiozyn i Kinaz argininowych
z krabow, za§ obecne W tych biatkach z wigkszosci réznych gatunkéw krewetek.
Zastosowanie metod opartych na protecomice pozwala takze na monitorowanie
potranslacyjnych modyfikacji biatek, zachodzacych podczas przetwarzania zywnoSci
[Rodriguez i Ortea 2017].

Staranny dobodr peptydow do analizy z uzyskanych danych powinien opiera¢ si¢ na kilku
kryteriach: peptydy te musza by¢ reprezentatywne i stanowi¢ obfity produkt trawienia
docelowego alergenu oraz by¢ stabilne podczas rdéznych proceséw przemystowych (m.in.
ogrzewania) [Gasilova i Girault 2015].

Markery peptydowe sa wykorzystywane nie tylko do wykrywania alergenéw W Zywnosci,

ale takze do ich analizy ilosciowej. W tym celu stosuje si¢ czgsto markery znakowane
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izotopowo, tzw. peptydy AQUA (akronim od ang. absolute quantification — bezwzgledne
oznaczanie ilo$ciowe). Stanowig one wzorce wewngtrzne. Sg wybierane na drodze analizy
bioinformatycznej, a nastgpnie syntetyzowane. Probke peptydu AQUA 0 znanym st¢zeniu
I fragmenty bialka alergennego, powstate po trawieniu enzymatycznym, poddaje si¢ analizie
za pomocg spektrometru mas z analizatorem kwadrupolowym. Na podstawie stezenia
natywnego peptydu w stosunku do peptydu AQUA szacuje si¢ zawarto$¢ alergenu W probee
[Ahsan i in. 2016].

Specyficznos¢ peptydu mozna zweryfikowac, porownujac jego sekwencje z sekwencjami
biatek dostgpnych w bazach danych. Sekwencj¢ aminokwasowa peptydu wprowadza si¢ jako
zapytanie w BLAST, aby potwierdzi¢, ze peptyd jest unikalny dla tego konkretnego biatka
(alergenu) [Carrera iin. 2020]. Markery peptydowe sg z powodzeniem stosowane do
wykrywania i analizy ilosciowej kilku alergenéw jednocze$nie, m.in. W produktach
spozywczych zanieczyszczonych $ladowymi iloSciami obcych alergendw. Peptydy
z tropomiozyn, IVELEEELR i LAEASQAADESER, zostaly zastosowane jako markery do
wykrywania obecno$ci tego alergenu w produktach zryb iwieprzowiny, z jednoczesng
identyfikacja alergennych biatek mleka, jaj i soi [Stella i in. 2020].

Jednakze, jesli nie istnieje jakikolwiek unikalny peptyd dla konkretnego biatka badz
grupy biatek, wtedy dla tej grupy moze by¢ uzyty wspolny peptyd. Niespecyticznos¢ peptydu
ujawnia si¢ poprzez dopasowanie go do sekwencji biatek z gatunkéw innych niz gatunek
biatka wyjsciowego — taka sytuacja wystepuje dla niektorych wysoce homologicznych biatek
alergennych (np. tropomiozyn). Wtedy peptyd jest uwazany za uniwersalny dla danej rodziny
biatek alergennych i moze stuzy¢ do wykrywania ich w zywnosci [Ahsan i in. 2016].

Markery peptydowe mogg by¢ stosowane takze do wykrywania obecnosci biatek, ktorych
sekwencje nie sg znane. Metodologia taka opiera si¢ na podobienstwie sekwencji miedzy
peptydami otrzymanymi po fragmentacji i sekwencjami z gatunkow pokrewnych
filogenetycznie z baz danych. Identyfikacji peptydow z nieznanych biatek dokonuje si¢
glownie za pomoca techniki LC-MS/MS [Shevchenko i in. 2009]. Bucholska i Minkiewicz
[2016] zidentyfikowali wybrane peptydy miozyny zaréwno W hydrolizatach miozyny karpia
0 znanej sekwencji, jak i w hydrolizatach biatka $ledzia 0 nieznanej sekwencji.

Naukg, ktora integruje rézne podejscia do zagadnien zwigzanych z bezpieczenstwem
zywnosci jest foodomika. Opiera si¢ na stosowaniu metod biologii systeméw W nauce
0 zywnosci, poprzez wykorzystanie i integracje roznych narzgdzi omicznych (np. proteomiki,
genomiki, metabolomiki, transkryptomiki, lipidomiki, mikrobiomiki) [Cifuentes 2009], co
stuzy poszerzaniu wiedzy na temat jakosci zywnosci, poprzez identyfikacje markeroéw

réznych cech zywnosci, takich jak pochodzenie i autentyczno$¢ produktéw spozywczych, a
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takze obecno$¢ zanieczyszczen [Zheng i Chen 2014]. Proteomika funkcjonalna i biologia
systemOw pozwalaja na wybor markera, dostosowanego do okreslonego typu analiz. Na
przyktad fragmenty bialek, stanowigce liniowe epitopy alergenéw, moga stuzy¢ do
wykrywania biatek alergennych, zaré6wno przy pomocy testéw immunochemicznych, jak
I spektrometrii mas. Do wykrywania tego samego rodzaju biatek z roznych gatunkow mozna
wykorzysta¢ peptydy, stanowigce fragmenty wspdlne dla sekwencji tych biatek (np. marker
peptydowy tropomiozyny kraba moze by¢ uzyty do wykrywania tropomiozyn krewetek)
[Ortea i in. 2016].
1.8 Tropomiozyny jako prekursory markerow

Wykrywanie bialek odpowiedzialnych za wywotanie reakcji alergennych mozna
przeprowadza¢ poprzez identyfikacje peptydéw bedacych markerami ich obecnosci.
Wyszukiwanie markerow bialek odpowiedzialnych za wywotanie reakcji alergicznej stanowi
wazny etap W badaniach dotyczacych alergii [Johnson iin. 2011, Gasilova i Girault 2015,
Minkiewicz i in. 2015a, Bucholska i Minkiewicz 2016, Ahsan i in. 2016]. Tradycyjna strategia
wyszukiwania markerow wymaga znajomosci sekwencji danego biatka i wyboru peptydow
unikalnych dla danej sekwencji aminokwasowej. Ta strategia zawodzi w przypadku rodzin
biatek zawierajacych duzo wspdlnych fragmentéw. Przykladem takiej rodziny sa
tropomiozyny [Minkiewicz i in. 2015a], opisane w bazach danych zawierajacych informacje
0 biatkach, np. W InterPro (IPR000533), Pfam (PF00261 i PF12718) i AllFam (AF054). Ze
wzgledu na wysokie podobienstwo sekwencji aminokwasowej, trudno jest znalez¢ fragmenty
(peptydy) unikalne. Szybki wzrost liczby sekwencji aminokwasowych odnotowanych
w bazach takich jak UniProtKB [UniProt Consortium 2021] przyczynia si¢ do zwigkszenia
powyzszych trudno$ci. Istnieje jednak mozliwos¢ wytypowania markerow wspélnych dla
alergennych tropomiozyn roéznych grup organizméw, m. in. skorupiakow i mieczakow.
Ponadto, sekwencje aminokwasowe uznane za wspolne dla tropomiozyn owocow morza,
wystepuja rowniez W tropomiozynach innych bezkregowcow, np. owadow. W zwiazku z tym
prawdopodobne jest, ze wybrane markery tropomiozyn moga by¢ stosowane do wykrywania

alergendw owadow, a takze alergenéw z innych zrédet.
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2. CEL PRACY
Celem badan, przeprowadzonych wramach pracy, bylo wytypowanie peptydow

z tropomiozyn, uwalnianych po hydrolizie tych bialek trypsyna, ktéore moga stanowic

uniwersalne markery obecnosci alergennych tropomiozyn w przetworzonych produktach

spozywczych.
W oparciu o cel badan sformutowano nastgpujace hipotezy badawcze:

1. W sekwencjach aminokwasowych tropomiozyn, gtéwnych alergenach pokarmowych
owocow morza (skorupiakoéw i migczakow), wystepuja fragmenty, wspolne dla wielu
biatek, ktéore moga stanowi¢ markery peptydowe obecnos$ci alergennych tropomiozyn
w produktach spozywczych.

2. Odwrocenie dotychczasowego paradygmatu wyboru markerow alergennych biatek -
poszukiwania peptydéw unikalnych dla jednego biatka i zastgpienie ich peptydami
wspolnymi dla jak najwickszej liczby sekwencji, moze by¢ korzystng strategiag w analizie
alergennych tropomiozyn.

3. Peptydowe markery alergennych tropomiozyn mozna wykry¢ w produktach z owocow
morza, poddanych r6znym procesom obrdobki (mrozeniu, gotowaniu, smazeniu).

4. Peptydowe markery alergennych tropomiozyn sg mozliwe do zidentyfikowania
w produktach z r6znych gatunkéw organizmow nalezgcych do owocdéw morza — takze tych,

dla ktorych sekwencje tropomiozyn nie zostaly opisane.

Realizacja celu badan obejmowata:
e symulowang proteolize trypsyng w warunkach in silico wybranych sekwencji
tropomiozyn mieczakow i skorupiakow;
e hydrolize biatek, wyekstrahowanych z produktow spozywczych z owocOw morza
(poddanych mrozeniu, gotowaniu ismazeniu oraz gotowych do spozycia)
w warunkach laboratoryjnych;
e identyfikacje peptydéw, mogacych stanowi¢ markery obecno$ci alergennych
tropomiozyn.
Ponadto, zidentyfikowane peptydy przeanalizowano pod katem ich obecnosci
w sekwencjach epitopéw alergennych tropomiozyn oraz mozliwosci uwalniania po

symulowanej hydrolizie trypsyna bialek roznych organizmow.
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3. PLAN BADAN

Analiza bioinformatyczna

Analiza laboratoryjna

— Wybor sekwencji aminokwasowych tropomiozyn

— Symulowana proteoliza trypsyng in silico

Wybdr sekwencji peptydow 0 dtugosci 7-15 aminokwasow, ktore byly
produktami proteolizy in silico co najmniej dwoch sekwencji tropomiozyn

Analiza przy pomocy programu BLAST peptydow otrzymanych in silico, pod
— katem ich wystepowania w sekwencjach tropomiozyn z bazy UniProtKB oraz
dystrybucji takich sekwencji w rodzinie tropomiozyn w bazach Pfam i InterPro

__ Analiza wyst¢gpowania sekwencji zidentyfikowanych peptydéw w epitopach
alergenéw z bazy IEDB, w celu okreslenia warto$ci procentowej pokrycia
sekwencji peptydu z sekwencjg epitopu (SCC)

— Analiza peptydow, zidentyfikowanych po analizie LC-MS/MS, pod katem
mozliwo$ci ich uwalniania z biatek réznych rodzin organizmoéw (po trawieniu
trypsyna), za pomocg narzedzia UniPept

— Rozmrazanie/gotowanie/smazenie produktow i ekstrakcja biatek

—  Hydroliza trypsyng ekstraktéw biatkowych zawierajgcych tropomiozyny

Analiza hydrolizatow metodg LC-MS/MS (identyfikacja peptydow
— W probkach zawierajgcych tropomiozyny 0 znanych i nieznanych
sekwencjach)

Kontrola stopnia hydrolizy technikg elektroforezy w zZelu poliakrylamidowym
| SDS-PAGE

— Oszacowanie mas tropomiozyn metoda spektrometrii mas

Rys. 4. Plan badan.
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4. MATERIALY | METODYKA

4.1 Materialy
4.1.1. Sekwencje tropomiozyn
Do badan in silico wykorzystano pigc¢dziesiat jeden sekwencji tropomiozyn jadalnych
gatunkOw owocow morza (Zalgcznik 1), wtym 28 sekwencji biatek skorupiakow i23
sekwencje biatek mieczakow, dostepnych w bazie danych UniProtKB [The UniProt
Consortium 2021] (dostep: luty 2019).
4.1.2.Probki owocow morza
W eksperymencie laboratoryjnym wykorzystano mrozone (surowe, blanszowane lub
gotowane) oraz gotowe produkty z owocoéw morza (satatki, dania gotowe), dostepne
w sklepach na terenie Olsztyna. Mrozone produkty poddano takze gotowaniu oraz smazeniu
i oddzielnie analizowano. Wybrane surowce zawieraly gatunki, dla ktorych sekwencje
tropomiozyn zostaty opisane i zamieszczone w bazie UniProtKB (krewetka - Litopenaeus
vannamei, rak luizjanski - Procambarus clarkii), a takze takie, dla ktorych sekwencje
tropomiozyny nie zostaly dotychczas opublikowane (krewetki - Papapenaeopsis stylifera,

Metapenaeus dobsoni, Metapenaeus affinis, katamarnica - Loligo duvaucelli, Illex argentinus,

omutek - Mytilus chilensis). Opis poszczegdlnych produktow przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Produkty wykorzystane jako surowce do eksperymentow laboratoryjnych.

Numer Wyjsciowy
roduktu Nazwa produktu stopien Skiad Identyfikator prébki
P przetworzenia
e kalmar indyjski (Loligo
duvaucelli)?
e kalmar krotkoptetwy
argentynski (Illex -
Satatka z surowych argentinus)* Iljrozz?dum
OWOoCOW morza surowv. eleboko | omutek chilijski (Mytilus 1b— rg dukt
1. przyprawiona, z 1,4% mr};z%) g chilensis)* ugot c?wan
oliwg z oliwek Y e krewetka kadal 13 1o dli/ Kt
i bazylia (Metapenaeus dobsoni)? USInaZOn
o krewetka kidi Y
(Parapenaeopsis stylifera)*
o krewetka dzing
(Metapenaeus affinis)*
2a — produkt
mrozony
Krewetki kidibez | Planszowany, krewetka kidi 2b — produkt
2. gleboko . . 1
ogonka, obrane . (Parapenaeopsis stylifera)* | ugotowany
mrozony
2¢ — produkt
Usmazony
3a — produkt
mrozony
2 Krewetki biale, b'a“lefg’l‘g“y' krewetka biata (Litopenaeus | 3b — produkt
' z ogonkiem, obrane g vannamei)? ugotowany
mrozony
3¢ — produkt
Usmazony
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Numer Wyjéc.ioyvy -
produktu Nazwa produktu stopien Skiad Identyfikator prébki
przetworzenia
4a — produkt
e gotowany e mrozony
4 Omulki chilij _skle bez ateboko ' omutek ck_uhj sl_<1 (Mytilus | 4b — produkt
' muszli mrozon chilensis)! ugotowany
y 4c¢ — produkt
Usmazony
»Krewetka na raz”
5 Lisner - obran_e gotowane krewetki (nie Wslkazano brak identyfikatoréw
krewetki w sosie gatunku)
koktajlowym
,»Ogonki rakow
z czosnkiem
i pietruszka” — obrane
6 ogonki rakow otowane rak luizjafiski brak identyfikatorow
' z solanki, z suszong g (Procambarus clarkii)? Y
pietruszka i suszonym
czosnkiem w oleju

rzepakowym

1Sekwencja tropomiozyny nieopisana w bazie UniProt
2Sekwencja tropomiozyny opisana w bazie UniProtKB

4.2 Metodyka
4.2.1. Analiza bioinformatyczna

Symulowang proteolize trypsyng (EC 3.4.21.4) przeprowadzono za pomocg narzedzi
dostepnych w bazie danych BIOPEP-UWM [Dziuba iin. 2013, Minkiewicz iin. 2019]
(dostep: Iuty 2019). Nastepnie obliczono, ile sekwencji tropomiozyn sposrod analizowanego
zbioru bylo prekursorami otrzymanych peptydow. Brano pod uwagg caty zbior (51 sekwencji)
oraz osobno zbiér sekwencji tropomiozyn skorupiakow (28) i migczakow (23).

Sekwencje peptydow powstalych po proteolizie in silico przeanalizowano takze za
pomocg narzedzia BLAST [Altschul iin. 1997] (dostep: lipiec 2020) pod katem ich
wystepowania W calym zbiorze sekwencji tropomiozyn (dost¢pnych w bazie UniProtKB),
modyfikujac parametry wyszukiwania podobienstwa, zgodnie Z metodologia zaadaptowang
z pracy Minkiewicza iin. [2012] (macierz PAM30, oczekiwana liczba dopasowan: 1000).
Uwzglednione zostaly tylko 100% dopasowania sekwencji peptydu. Liczbe dopasowan dla
kazdego peptydu przeliczono na procent ich udzialu w catkowitej liczbie tropomiozyn,
dostepnych w bazach danych InterPro (ID rodziny: IPR000533) (dostep: lipiec 2020) i Pfam
(ID rodziny: PF00261 —,, Tropomyosin” i PF12718 —,, Tropomyosin_1") (dostep: lipiec 2020).

4.2.2. Analiza laboratoryjna
Sposob przygotowania produktow spozywczych przed ekstrakcja przedstawiono na

schemacie (Rys. 5):
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I Produkty nrl1-4 I

rozmrozenie

gotowanie smazenie (200°C,
(100°C, 5 min) 15 min) | Produkty nrs-6 |

ekstrakcja ekstrakCJa
biatek biatek I ekstrakcja biatek I

Rys. 5. Przygotowanie produktow przed ekstrakcjg.

ekstrakcja
bialek

Produkty ugotowano w wodzie dejonizowanej, a usmazono bez thuszczu, gorgcym
powietrzem we frytkownicy FTL1001-KALORIK (Kalorik Group, Sint-Genesius-Rode,
Belgia).

e Ekstrakcja

Biatka wyekstrahowano, stosujac roztwor soli fizjologicznej buforowanej fosforanem
(PBS) o pH 7,2 (0,8% NaCl (w/v), 0,14% Na2HPO4 (w/v), 0,02% KH2PO4 (w/v), 0,02% KCI
(w/v)) [Kamath i in. 2014].

5 g kazdego produktu homogenizowano w 15 ml PBS przez 10 minut, przy uzyciu
miksera laboratoryjnego (IKA, Staufen, Niemcy). Zawiesiny wytrzasano przez 3 godziny
W 4°C, a nastgpnie odwirowywano (14000 obr/min, 15 min).

Po odwirowaniu, supernatanty przeniesiono do nowych probowek, a nastgpnie
zliofilizowano i przechowywano przed dalszymi analizami w temperaturze -86°C.
W ekstraktach oznaczono stezenie biatka [Bradford 1976].

e Hydroliza

Hydroliz¢ biatek w warunkach laboratoryjnych przeprowadzono w oparciu
0 metodologi¢, ktorg zaproponowali Kinter iin. [2000]. Ekstrakty biatkowe rozpuszczono
w 6M roztworze mocznika w 100 mM buforze Tris-HCI o pH 7,8. Koncowe st¢zenie biatka
W otrzymanych roztworach wynosito 10 mg/ml. Roztwory wytrzasano (600 obrotéw/min, 30
min, 4°C), a nastgpnie odwirowano (2683 x g, 30 min, 4°C). Do 100 ul supernatantu dodano
5 ul roztworu do redukcji (200 mM roztwor ditiotreitolu w 100 mM buforze Tris-HCI).
Roztwory wytrzasano (600 obrotow/min, 60 min, 57°C), a nast¢pnie dodano po 20 pl roztworu
alkilujacego (200 mM roztwor jodoacetamidu w 100 mM buforze Tris-HCI). Roztwory
ponownie wytrzasano (600 obrotow/min, 60 min, 21°C). Po tym czasie ponownie dodano 20
pl roztworu do redukcji i wytrzasano (600 obrotdéw/min, 60 min, 21°C). Nastepnie do
roztworéw dodano 775 ul wody destylowanej i 100 pl roztworu trypsyny (Sigma-Aldrich, nr
kat. T1426) o stgzeniu 0,5 mg/ml w 100mM buforze Tris-HCI (aktywno$¢ enzymu: 10000

U/mg biatka). Hydrolize¢ przeprowadzono, wytrzasajac roztwory przez 17 h w temperaturze
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37°C, 300 obrotow/minutg. Reakcje enzymatyczng zatrzymano, ogrzewajac mieszaniny
w 100°C przez 5 minut. Nastgpnie probki oczyszczono, zgodnie z metoda zaproponowang
przez Nagai iin. [2015], stosujac ekstrakcj¢ do fazy statej (SPE) przy pomocy kolumny
Z wypehieniem C18 (zel krzemionkowy, wielko$¢ ziaren: 45 um, wielko$¢ poréw: 60 A,
objetos¢ kolumny: 3 ml) Supelclean LC-18 SPE Tube firmy Supelco (Bellefonte,
Pensylwania, Stany Zjednoczone). Probki zakwaszono, dodajac kwasu trifluorooctowego
(koncowe stezenie kwasu W roztworze probki: 0,1%). Kolumne kondycjonowano 6 ml 0,1%
roztworu kwasu mréwkowego W acetonitrylu (v/v) a nastepnie zréwnowazono 6 ml 0,5%
roztworu kwasu trifluorooctowego w wodzie (v/v). Na kolumne naniesiono probki i ustalono
szybko$¢ przeptywu na 1-2 krople/s. Nastepnie kolumng przemyto Kkilkukrotnie 0,5%
roztworem kwasu trifluorooctowego w wodzie (v/v). Probki z kolumn wymyto 5 ml
acetonitrylu. W ten sam sposob oczyszczono probki biatek niepoddane hydrolizie (jako probki
kontrolne przy monitorowaniu przebiegu hydrolizy). Biatka iich hydrolizaty wysuszono
W koncentratorze prozniowym (Martin Christ, Osterode am Harz, Niemcy), rozpuszczono
w wodzie, zliofilizowano i przechowano w -86°C przed dalszymi analizami.

e Kontrola stopnia hydrolizy (SDS-PAGE)

Probki biatek i peptydéw 0 stezeniu 1mg/ml rozcienczono w stosunku 1:1 buforem do
redukcji (0,5M bufor Tris-HCI, pH 6,8, 10% roztwoér siarczanu dodecylu sodu (w/v), 20%
roztwor glicerolu (v/v), 2% roztwor 2-merkaptoetanolu (v/v), 0,03mM roztwor biekitu
bromofenolowego) [Laemmli, 1970], podgrzano w temperaturze 95°C przez 5 min
i naniesiono po 12 pl na 12% zele poliakrylamidowe (zel rozdzielajacy: 1,5M bufor Tris-HCI,
pH 8,8, 10% roztwor siarczanu dodecylu sodu (w/v), 30% roztwor akrylamidu (w/v), 0,8%
roztwor  bisakrylamidu (w/v), 10% roztwér nadsiarczanu amonu, N,N,N’,N’-
tetrametyloetylenodiamina; zel zageszczajacy: 0,5M bufor Tris-HCI, pH 6,8, 10% roztwor
siarczanu dodecylu sodu (w/v), 30% roztwor akrylamidu (w/v), 0,8% roztwor bisakrylamidu
(w/v), N,N,N’,N'-tetrametyloetylenodiamina), zgodnie ze schematem (M — marker masy
czasteczkowej; 1 2, 3, 4, 5, 6 — numery probek; a, b, ¢ — identyfikatory probek):

a) ekstrakty biatek z produktéw mrozonych: M|1a|2a|3a|4a|M;

b) eckstrakty biatek 2z produktéw ugotowanych 1 gotowych do spozycia:
M|1b|2b|3b|4b|5|6|M;

c) ekstrakty biatek z produktow usmazonych: M|1c|2¢|3cl4c|M;

d) hydrolizaty biatek z probek rozmrozonych: M|1a|2a|3al4a|M;

e) hydrolizaty biatek z produktow ugotowanych i gotowych do spozycia:
M|1b|2b|3b]4b|5|6|M;

f) hydrolizaty biatek z produktow usmazonych: M|1c|2¢c|3¢c|4c|M.
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Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzono w aparacie Mini-PROTEAN Tetra Cell
(Bio-Rad, Hercules, Kalifornia, Stany Zjednoczone) przy 50 V przez 10 min, a nast¢pnie przy
150 V przez 15 h, stosujac bufor elektrodowy 0 skladzie: 0,03M
tris(hydroksymetylo)aminometan, 0,20M roztwor glicyny, 0,1% roztwor siarczanu dodecylu
sodu (w/v). Jako marker masy czgsteczkowej zastosowano standard Precision Plus Protein™
Unstained (Bio-Rad). Zele barwiono blekitem Commasie. Analize przeprowadzono W trzech
powtdrzeniach.

e Analiza LC-MS i LC-MS/MS

Przeprowadzono analize RP-LC-MS préobek zawierajacych biatka (przed hydroliza), aby
oszacowa¢ masy tropomiozyn metodg dekonwolucji widm. Odwazono po 1 mg liofilizatow
bialek owocow morza i rozpuszczono w 1 ml 5% wodnego roztworu acetonitrylu (v/v) z 0,1%
dodatkiem kwasu mrowkowego (v/v). Analize przeprowadzono za pomocg spektrometru
masowego LCMS-9030 z kwadrupolem i analizatorem czasu przelotu (Q-TOF) firmy
Shimadzu (Tokio, Japonia) z jonizacjg ESI (elektrosprej). Zestaw sktadat si¢ z dwoch pomp
LC-30AD, degazera DGU-20A5R, autosamplera SIL30ACMP, termostatu CTO-20AC,
kontrolera CBM-20A, generatora azotu NGM-11 i kompresora SF2FF. Zastosowano kolumng
Jupiter Proteo® firmy Phenomenex (Torrance, Kalifornia, Stany Zjednoczone) (150 mm x 1
mm z faza stacjonarng C18, $rednica ziaren 5 pm, $rednica poréw 110 A). Jako faz ruchomych
uzyto roztworu A (0,1% roztwor kwasu mrowkowego w wodzie (v/v)) oraz roztworu B (0,1%
roztwor kwasu mrowkowego W acetonitrylu (v/v)). Czas zbierania danych wynosit 45 minut,
szybkos$¢ przeptywu: 0,05 ml/min, objetos¢ nastrzyku: 15 pl, temperatura kolumny 40°C.
Pozostale parametry pracy spektrometru masowego byty nastepujace: szybkos¢ przeptywu
gazu ogrzewajacego: 10 I/min, szybkos$¢ przeptywu gazu rozpylajgcego: 3 I/min, temperatura
wewnetrzna aparatu: 300°C, temperatura linii desolwatacyjnej: 250°C, szybkos$¢ przeptywu
gazu suszacego: 10 I/min. Zastosowano naste¢pujace parametry metody: polaryzacja dodatnia,
napigcie: 4 kV, czas petli: 0,2 s. Widma MS (bez fragmentacji jonéw) rejestrowano W zakresie
m/z 300 do 2000 Da. Gradient stezenia roztworu B, zastosowany podczas analizy RP-LC-MS,

przedstawiono na wykresie:
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Rys. 6. Gradient stezenia roztworu B, zastosowany podczas analizy RP-LC-MS.

Widma po analizie RP-LC-MS poddano dekonwolucji, za pomocg narzgdzia
,Deconvolute” w programie LabSolutions Insight wersja 3.5 (Shimadzu, Tokio, Japonia),
stosujac algorytm ReSpect, ktory jest zalecany do analiz widm masowych duzych biomolekut,
takich jak biatka [Millan-Martin i in. 2021]. Wprowadzono nast¢pujace parametry
dekonwolucji: wejsciowy zakres wartosci m/z - od 600 do 2000; wyjSciowy zakres mas - od
31000 do 35000 Da (na podstawie mas tropomiozyn wedlug bazy UniProtKB); zakres
tadunkéw - od 20 do 100; zakres tadunkow sgsiadujgcych - od 3 do 5; tolerancja masy — 5
ppm.

Nastepnie, przeprowadzono analize¢ RP-LC-MS/MS hydrolizatow biatek z owocow
morza. Czas zbierania danych wynosit 30 min, szybkos$¢ przeptywu: 0,05 ml/min, obje¢tosé
nastrzyku: 15 ul, temperatura kolumny 40°C, ci$nienie gazu kolizyjnego: 230 kPa, czas petli:
0,7 s, napigcie przyspieszajace W komorze kolizyjnej: 35+10 V, tryb akumulacji jonow:
wlaczony. Pozostate parametry byty takie same jak podczas analizy probek przed hydroliza.
Widma MS rejestrowano w zakresie m/z 300 do 1500 Da, za§ widma po fragmentacji jonéw
prekursorowych w zakresie m/z od 50 do 1500. Do wyboru jonow prekursorowych peptydow
do fragmentacji zastosowano tryb akwizycji zaleznej od danych (ang. data-dependent
acquisition - DDA), ktory obejmowat cztery niezalezne skanowania z fragmentacja MS/MS
wybranych jonoéw prekursorowych, poprzedzonych pelnym skanowaniem MS. Jony
prekursorowe 0 intensywnosci co najmniej 300 zliczen zostaly poddane automatycznej
fragmentacji. Czas retencji peptydow okreslono po wygtadzeniu chromatogramu zgodnie
z algorytmem opisanym przez Savitzky’ego i Golaya [1964]. Otrzymane wyniki zostaly
poddane obrobce w oprogramowaniu LabSolutions wersja 5 (Shimadzu, Tokio, Japonia).

Analizy RP-LC-MS oraz RP-LC-MS/MS zostaly przeprowadzone W trzech powtorzeniach.
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Pomiedzy analizami wilasciwych probek, caly program gradientu byl przeprowadzany
ponownie przez wstrzyknigcie roztworu B zamiast probki, w celu przeptukania uktadu, w tym
igly autosamplera.

Gradient stezenia roztworu B, zastosowany podczas analizy RP-LC-MS/MS,
przedstawiono na wykresie:
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Rys. 7. Gradient stezenia roztworu B, zastosowany podczas analizy RP-LC-MS/MS.

Identyfikacji peptydéw dokonano za pomocg oprogramowania PEAKS [Zhang i in. 2012]
wersja 10.0 (Bioinformatics Solutions Inc, Waterloo, Ontario, Kanada). Jako baze danych
wykorzystano zbior sekwencji tropomiozyn (w formacie FASTA), pobranych z UniProtKB
(pobrano 9.07.2020). Baza zawierata 13298 sekwencji. Aby zmniejszy¢ prawdopodobienstwo
uzyskania wynikow falszywie pozytywnych zastosowano parametry zaproponowane przez
Leni i in. [2020]: -10logP>50 (dla biatek) oraz -10logP>20 dla peptydow z produktow
rozmrozonych i gotowanych, a -10logP>15 dla peptydow z produktéw po smazeniu (ze
wzgledu na liczne modyfikacje aminokwasow). Warto$¢ P jest definiowana jako
prawdopodobienstwo, ze przypadkowa identyfikacja w biezagcym wyszukiwaniu daje taki sam
lub lepszy wynik dopasowania [Zhang i in. 2012]. Warto$¢ P wynoszaca 1% odpowiada -
10logP réwnej 20 (log to logarytm dziesigtny). Im wyzsza wartos¢ -10logP tym wicksze
prawdopodobienstwo, ze dopasowanie jest prawidtowe. Jako modyfikacje state ustawiono
karbamidometylacje, a jako zmienne oksydacj¢ metioniny i deamidacj¢ glutaminy
i asparaginy [Chen i in 2017; Johnston i in. 2019; Palmer i in. 2020].

Dla kazdego ze zidentyfikowanych peptydow obliczono btad w ppm (ang. parts per milion

- liczba czg¢$ci na milion) wedtug rownania (4.1):
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m/z; —m/z,

S[ppm] = 10°

m/z,

(4.1)
gdzie:
m/ze — eksperymentalna masa jonu;

m/z; — teoretyczna masa jonu.

Powtarzalno$¢ czaséw retencji okreslono, obliczajac odchylenie standardowe czasow

retencji wedtug rownania (4.2):

¢ = \[ e (g —x7)? [min]

n—1
(4.2)
gdzie:
Xi - kolejne warto$ci czasow retencji;
X - $rednia arytmetyczna czaséw retencji;
n — liczba zarejestrowanych czasOw retencji dla danego peptydu.
Srednig arytmetyczna obliczono wedtug rownania (4.3):
_ x1+x2+"'+xn 3
X = [min]
n
(4.3)

gdzie:
Xi - kolejne wartosci czasow retencji;

n — liczba zarejestrowanych czasOw retencji dla danego peptydu.

Za pomoca oprogramowania PEAKS okreslono takze stopien pokrycia sekwencji
aminokwasowej tropomiozyn obecnych w probkach, z sekwencjami aminokwasowymi
tropomiozyn dostepnymi w bazie UniProtKB.

Sekwencje peptydow z tropomiozyn, zidentyfikowane po analizie metoda spektrometrii
mas i bedace produktami hydrolizy trypsyna (wedtug analizy in silico), poddano analizie za
pomocg narzedzia Unipept [Gurdeep Singh i in. 2019] dostgpnego W sieci internetowej
(dostep: lipiec 2021). Program ten przypisuje peptydy, bedace produktami hydrolizy trypsyna,
do sekwencji biatek pochodzacych z réznych organizméw, tworzac drzewa filogenetyczne.
W ten sposob okreslono dla jakich grup organizméw dany peptyd jest charakterystyczny (na

podstawie sekwencji z bazy UniProtKB).
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Sekwencje zidentyfikowanych peptydow (teoretycznych produktow proteolizy trypsyna)
przeanalizowano pod katem ich wystgpowania W sekwencjach epitopow alergennych
tropomiozyn z bazy Immune Epitope Database [Vita iin. 2019] (dostep: sierpien 2020).
Zastosowano nastgpujace opcje wyszukiwania: “Linear peptide”, “’Substring” i domyslne
wybory pozostatych parametrow. W ten sam sposob przeanalizowano dtuzsze peptydy, ktére
zostaty zidentyfikowane w hydrolizatach, ale nie odpowiadaty produktom symulowanej
proteolizy trypsyna (zawieraly niezhydrolizowane przez trypsyne wigzania peptydowe).

Dla peptydow, bedacych fragmentami epitopow, obliczono parametr SCC (ang. sequence
cross-coverage), okreslajacy stopien pokrycia sekwencji peptydu z sekwencja epitopu, wedhug
réwnania (4.4) [Dziuba i in. 2013]:

nC nC
SCC = (—) : <—> -100%
ne/ \n,
(4.4)

gdzie:
nc — liczba aminokwasoéw wspdlnych dla sekwencji epitopu i produktu hydrolizy;
Ne — liczba aminokwasoéw w sekwencji epitopu;

Np — liczba aminokwasoéw W sekwencji peptydu bedacego produktem hydrolizy.
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5. OMOWIENIE WYNIKOW

5.1 Analiza bioinformatyczna

Na rysunku 8 przedstawiono schemat postepowania przy wyborze peptydow jako
potencjalnych uniwersalnych markerow alergennych tropomiozyn, na podstawie wynikoéw
otrzymanych w wyniku hydrolizy trypsyna in silico.

Po symulowanej proteolizie trypsyng wybranych sekwencji tropomiozyn otrzymano 384
peptydy. Ze wzgledu na cel prowadzonych badan, jakim jest znalezienie peptydu
uniwersalnego, a nie unikalnego, odrzucono wszystkie sekwencje peptyddéw, ktore powstaty
po proteolizie tylko jednej sekwencji. Pozostate peptydy podzielono na dwie grupy. Do
pierwszej z nich wlaczono peptydy 0 dtugosci od 7 do 15 aminokwasow (72). Peptydy o tej
dhugosci Bucholska i Minkiewicz [2016] rekomendowali jako markery do wykrywania
obecnosci biatek. Pozostate 117 peptyddéw (o dtugosci tancucha poza tym przedziatem) zostato
wzietych pod uwage na etapie analiz laboratoryjnych, po identyfikacji peptydow w probkach
hydrolizatow biatek, wyekstrahowanych z wybranych produktow 2z owocéw morza.
Obliczono, wilu procentach wszystkich przeanalizowanych sekwencji aminokwasowych
tropomiozyn wystepuje dany peptyd (w calym zbiorze sekwencji tropomiozyn, analizowanych
W niniejszej pracy oraz oddzielnie dla sekwencji tropomiozyn migczakow i skorupiakow
ztego zbioru). Wyniki przedstawiono w formie wykresow (Zalgcznik 2, Rys Z1-Z3).
Sekwencje 72 wybranych peptydoéw (0 dtugosci od 7 do 15 aminokwasow) poddano analizie
pod katem ich wystepowania W ogdlnej liczbie sekwencji tropomiozyn z bazy UniProtKB.
Uzyskany wynik przeliczono na procent, jaki stanowi ta liczba w ogolnej liczbie tropomiozyn
w bazach Interpro i Pfam. Dodatkowo, podczas obliczen uwzgledniono pig¢ peptydow, ktore
byly produktami proteolizy trypsyna i zostaly zidentyfikowane podczas analizy RP-LC-
MS/MS, ale majg dlugo$¢ powyzej 15 aminokwaséw. Ich przydatnos¢ w charakterze
potencjalnych markeré6w peptydowych omowiono W dalszej cze$ci pracy. Na podstawie
obliczen utworzono mape ciepta (Rys. 9), ktora ilustruje rozpowszechnienie danego peptydu

w rodzinie tropomiozyn.
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Rys. 8. Schemat wyboru peptydow podczas analizy in silico oraz wizualizacji jej wynikow.
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Rys. 9. Mapa ciepta obrazujaca czestos¢ wystepowania sekwencji danego peptydu W ogolnej liczbie tropomiozyn
w bazie UniProtKB, wyrazona jako procent udziatu tej liczby w ogolnej liczbie sekwencji w bazach InterPro
(100%=7502) i Pfam (100%=4673) (wartosci uszeregowano malejaco). Rysunek wygenerowano w programie
Heatmapper [Babicki i in. 2016], http://www.heatmapper.ca/, dostep: lipiec 2020.
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Sekwencje tropomiozyn wykazuja wysoki stopien podobienstwa wsréod réznych
gatunkow skorupiakow (ksztattujacy sie na poziomie migdzy 88 a 100%), w przedziale od 70
do 97% wsrdd roznych gatunkéw migezakdw, za$ nizszy pomigdzy skorupiakami
a migczakami (migdzy 56 a 65%) [Faber iin. 2017, Ruethers iin. 2018]. Z tego wzgledu
trudniej jest znalez¢ peptydy, bedace produktami hydrolizy trypsyna, ktore beda wspolne dla
tropomiozyn mig¢czakow i skorupiakoéw, niz dla kazdej z tych grup osobno. Przeprowadzona
analiza in silico dowiodta, ze mozna jednak wyodrgbni¢ peptydy, ktore sg charakterystyczne
dla skorupiakéw, dla migczakdéw oraz takie, ktore wystepuja w obu tych grupach.

5.2 Analiza laboratoryjna
5.2.1.Kontrola postepu hydrolizy

Ponizej przedstawiono obrazy zeli, otrzymanych po rozdzieleniu biatek z probek przed
I po hydrolizie, metoda elektroforezy w zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) (Rys. 10-12).
Na wszystkich zelach z analizy biatek, w obszarze pomig¢dzy 37 a 25 kDa widoczne sg prazki,
pochodzgce prawdopodobnie od tropomiozyn. Taki przebieg analizy potwierdza, ze
tropomiozyny sg odporne na obrobke termiczna.

Na podstawie wynikéw analizy SDS-PAGE stwierdzono, ze biatka (ws$réd nich te
0 masach zblizonych do mas tropomiozyn, ok. 37 kDa), ktore byly widoczne w postaci
prazkéw na zelach zrozdzielania probek przed hydroliza, ulegly catkowitej hydrolizie
trypsyna.

Obserwowane masy czgsteczkowe tropomiozyn mieszczg si¢ W zakresie od ok. 34 do 39
kDa [Faber iin. 2016], co potwierdzaja wyniki analiz tych biatek technikg SDS-PAGE,
opisane w literaturze [Lv i in. 2017; Lin i in. 2018; Fang i in. 2019; Liu i i in. 2019; Faisal i in.
2019; Liu iin. 2021]. Wartosci te sg jednak wyzsze niz masy tropomiozyn, obliczone na
podstawie sekwencji aminokwasowych, zapisanych w bazie UniProtKB (zakres od ok. 31 do
35 kDa). Masy czasteczkowe okre$lane technikg SDS-PAGE mogg by¢ zawyzone, W stosunku
do mas, wyznaczonych np. za pomoca spektrometru masowego [Dziuba i in. 2002]. Zjawisko

to wystepuje szczegdlnie wsrod biatek 0 przewadze grup kwasowych [Guan i in. 2015].
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Rys. 10. Zele po rozdzielaniu elektroforetycznym bialek z surowcow rozmrozonych, przed (a) i po hydrolizie
(b). Sposrod prazkow wykrytych automatycznie przez oprogramowanie Image Master 2D Platinum 2.0. (GE
Healthcare, Chicago, Illinois, Stany Zjednoczone) zaznaczono te pochodzace od biatek 0 masach zblizonych do
mas tropomiozyn (Rys. a). Dwie skrajne linie zawieraja wzorce mas czasteczkowych.
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Rys. 11. Zele po rozdzielaniu elektroforetycznym biatek z produktéw ugotowanych i gotowych do spozycia,
przed (2) i po hydrolizie (b). Spo$rdd prazkéw wykrytych automatycznie przez oprogramowanie Image Master
2D Platinum 2.0. (GE Healthcare, Chicago, Illinois, Stany Zjednoczone) zaznaczono te pochodzace od biatek
0 masach zblizonych do mas tropomiozyn (Rys. a). Dwie skrajne linie zawieraja wzorce mas czasteczkowych.

48



a)

]

1c 2c 3Co 4c

;
L
=]
=
=]
w

00 kDa|

AR

= = = = v
5 5 5N B

Camom=)
=
e,
/
—
b)
1c 2cC 3c 4c
Coren
(@)
-~
,
owr—
/
o,
0 4Da]
)
|
o)
Fn

,
. 20 kDa

Rys. 12. Zele po rozdzielaniu elektroforetycznym biatek z produktéw smazonych, przed (a) i po hydrolizie (b).
Sposrod prazkow wykrytych automatycznie przez oprogramowanie Image Master 2D Platinum 2.0. (GE
Healthcare, Chicago, Illinois, Stany Zjednoczone) zaznaczono te pochodzace od biatek 0 masach zblizonych do

mas tropomiozyn (Rys. a). Dwie skrajne linie zawieraja wzorce mas czasteczkowych.
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5.2.2.OkreSlenie przyblizonych mas czasteczkowych tropomiozyn metoda
spektrometrii mas
Metoda spektrometrii mas (MS) z wykorzystaniem dekonwolucji widm, ustalono
przyblizone masy jonéw pseudomolekularnych tropomiozyn ([M+1]", gdzie: M — masa
molekularna biatka, 1 — przyblizona masa protonu, 1,00728 Da), obecnych w probkach.
Dekonwolucji poddawano widma jondéw tworzacych piki na chromatogramie. Wybrano te
piki, ktore powtarzaly si¢ W probkach poddanych réznym procesom obrobki (Zatgcznik 3).
W ponizszej tabeli przedstawiono przykladowe masy czasteczkowe tropomiozyn
wybranych gatunkow zaliczanych do owocoéw morza, wedtug bazy UniProtKB:

Tabela 3. Masy czgsteczkowe tropomiozyn wybranych gatunkéw owocdéw morza. Na podst. UniProtKB
[UniProt Consortium 2020], https://www.uniprot.org/ dostep: czerwiec 2021.

L.p. UniPIBotKB Nazwa lacinska Nazwa zwyczajowa M [Da]
1. B4YAH6 Litopenaeus vannamei krewetka biala 32849
2. CoLuo7 Procambarus clarkii rak luizjanski 32813
3. Q3Y8M6 Penaeus aztecus krewetka brazowa 32849
4, Q25456 Metapenaeus ensis krewetka blotna 31705
5. Q25457 Mytilus edulis omutek jadalny 32798
6. P91958 Mytilus galloprovincialis | omutek $§rodziemnomorski 32770
7. Q2vov4a Sepia esculenta matwa 32661
8. Q2Vv0oVv2 Todarodes pacificus strzalik japonski 32673
9. Q2Vvovl Ommastrephes bartramii latajq%aelgﬁzmamica 32679

W tabeli 4 przedstawiono masy tropomiozyn, wyznaczone na podstawie mas jonow

pseudomolekularnych, obliczonych przy wykorzystaniu dekonwolucji widm:
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Tabela 4. Masy przyktadowych (najintensywniejszych) jondéw pseudomolekularnych biatek 0 masach
zblizonych do tropomiozyn, obecnych w badanych prébkach.

Liczba
pm’(;'l:ktu Identyfikator |talmin] | PIKOW ['\E'S;]'] 5 M[Da] |Intensywnosé
masowym
5 |31351,8867| 0,1701 | 31350,8794 81,20
3 |31350.7559| 0,0838 | 31358.7486 105,66
a 14,90 8 |32580,9668| 0,3959 | 32579,9505 113,64
5 [32443,0234| 04864 | 324420162 132,69
11 [31358,0039] 0.3277 | 31356,9966 174.75
3 [31983.6250| 0,0932 | 31982,6177 189,70
1 b 15,06 4 [32004,7402| 0,3698 | 32003.7330 43,52
3 [323225273| 04588 | 323215201 198,04
6 | 344156016 04984 | 344145943 480,06
12 [34316,8320| 03570 | 343158248 485,30
¢ 15,06 5 [32776,1875] 03267 | 327751802 511,94
7 [34330,3828| 04689 | 343203755 646,13
3 [31898.2010| 0,681 | 31897,2837 1004,05
3 [31035.8848| 0,1928 | 31034,8775 1109,35
7 [33479.8555| 0,3552 | 334788482 1747,70
a 14,17 6 334880156 03122 | 33487,0084 199725
8 |34334,1758| 04715 | 343331685 2378,85
3 |31836,1543| 04698 | 318351470 2517.08
3 [32179,7012| 03935 | 32178,6939 47,06
4 [316265195] 02289 | 316255122 175,36
2 b 14,35 3 [31321.2754] 04438 | 313202681 596,91
3 |31317,6973| 04330 | 31316.6900 2254.16
3 [313064102| 04415 | 313054029 2852.44
6 32528,2285| 04386 | 32527,2212 1989,92
5 [31098,8457| 0,3043 | 31097,8384 2107.60
c 13,97 3 [31555,1406] 0,3402 | 31554,1334 2274.10
3 [31561,4981] 0,3237 | 31560,4908 2566,04
3 312016797 04570 | 312006724 4206,89
3 [31300,6641] 0,3523 | 31299,6568 314,74
7 [318129180] 03313 | 318119107 383,98
a 14,22 4 [318223711] 03320 | 318213638 443.41
4 |32659,1914| 02656 | 326581841 282,31
6 34328,0105| 04506 | 34327,0123 577,51
3 314396758 | 0,3356 | 31438,6685 157,74
3 [311729707| 04334 | 311719634 164,96
3 b 14,11 3 [31293,7344] 0,033 | 312927271 229,76
3 [31359,3086| 0,0450 | 313583013 385,42
3 [32226,8535| 03182 | 322258462 680,33
5 [34357,0000| 0,3667 | 343550027 760,01
11 |34350.9102| 0.4579 | 34349.9029 807,53
c 14,38 3 [31799,6055| 0,4000 | 317985982 845,86
9 [33402.9570| 0,5022 | 334010498 1014,59
5 [32496,6680 | 0,1960 | 324956607 1044,37
10 |33138.8633| 0,3976 | 33137,8560 320,10
14 |33414.6484| 04510 | 33413.6412 320,80
a 1488 | 13 |33119,0156| 0,3757 | 33118,0084 328,31
17 |33699,3203| 0.4602 | 33698,3130 339,91
15 |33691.0266| 0.4408 | 33690,2193 442,92
4 ) 10 4 [32378.3504| 03348 | 323773521 167,88
: 4 |334541004| 05738 | 334531021 232,89
8 [33457,5313| 0,3303 | 334565240 318,30
. 1385 5 [332803164| 02157 | 33279,3001 481,96
: 4 [31813,0469| 04618 | 318120396 615.72
3 |316957324| 05721 | 31694,7251 840,84
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Liczba
pro'(;'l:ktu Identyfikator |tamin] | PIKOW ['\E'S;]'] 5 M[Da] |Intensywnosé

masowym

3 |31800,5469| 0,462 | 31799,5396 859,29

5 14,70 3 [321924883| 01753 | 321914810 469,67

5 [33320.2148| 05458 | 33328,2076 1458,04

5 |349159844| 02969 | 349149771 1614,83

6 14,25 5 [32271.9941| 04717 | 32270,9869 1726,23

4 [33470,7227] 04001 | 33469.7154 2315,71

4 [31356,3516] 0,402 | 313553443 3686,66

Yczas retencji piku na chromatogramie, zastosowany gradient — Rys. 6
20dchylenie standardowe czasow retencji, obliczone wedtug réwnania (4.2)

Masy czasteczkowe tropomiozyn, uzyskane na drodze dekonwolucji, r6znig si¢ (maja
nizsze warto$ci) od mas otrzymanych podczas analizy biatek metodg SDS-PAGE. Sg zblizone
do mas czgsteczkowych tropomiozyn wedtug bazy UniProtKB (Tabela 3). Myrset i in. [2013]
okreslili mase czasteczkowa tropomiozyny krewetki tygrysiej (P. borealis) metoda MALDI-
MS. Wyznaczona masa wynosita 32756 Da, podczas gdy wedtug bazy UniProtKB masa tego
biatka to 32753 Da. Przyczyna r6znicy W masach moze by¢ to, ze masy czasteczkowe bialek
w UniProtKB s3 obliczane teoretycznie, na podstawie sktadu aminokwasowego. Nie
uwzglednia si¢ w nich modyfikacji potranslacyjnych i odtaczenia peptydu sygnalnego.

Analiza ztozonych kompleksow biatkowych metodg dekonwolucji widm jest utrudnione,
m.in. ze wzglgdu na naktadajgce si¢ sygnaty na widmie. Proces dekonwolucji widm MS jest
procesem skomplikowanym, co jest spowodowane ztozonos$cig i zmiennoscig stosowanych
danych. Obecnie parametry w wigkszosci algorytmow dekonwolucji sg wprowadzane recznie.
Osiagni¢cie W pelni zautomatyzowanej interpretacji danych z dekonwolucji wymaga jeszcze
wielu udoskonalen [Xu i in. 2018].

5.2.3.Analiza peptydéw metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej
W polaczeniu ze spektrometriag mas (RP-HPLC-MS i RP-HPC-MS/MS)
Na rysunku 13 przedstawiono schemat korekty wyboru peptydow, po analizie

chromatograficzno-spektralnej:
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Rys. 13. Schemat korekty wyboru peptydéw podczas analizy laboratoryjne;.
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e Rozdzielenie prébek hydrolizatéw metoda chromatograficzng

Na Rysunkach 14-17 przedstawiono przyktadowe chromatogramy hydrolizatow biatek
badanych owocdéw morza (mrozonych, gotowanych i smazonych produktow oraz produktu
gotowego do spozycia):
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Rys. 14. Chromatogramy z analizy hydrolizatow biatek, wyekstrahowanych z produktu nr 1 (satatka z surowych
owocoOw morza). Poszczegdlne chromatogramy odpowiadaja produktom poddanym przed ekstrakcja: b —
rozmrozeniu, ¢ — gotowaniu, d — smazeniu. Chromatogram oznaczony litera a pochodzi z probki $lepej
(mieszanina o sktadzie: woda : acetonitryl : kwas mrowkowy, 95:5:0,1 [V/v]). Zastosowano gradient wedtug Rys.
7.
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Rys. 15. Chromatogramy z analizy hydrolizatow biatek, wyekstrahowanych z produktu nr 2 (krewetka kidi, P.
stylifera). Poszczegblne chromatogramy odpowiadajg produktom poddanym przed ekstrakcja: b — rozmrozeniu,
¢ — gotowaniu, d — smazeniu. Chromatogram oznaczony literg ,,a” pochodzi z probki Slepej (mieszanina
0 sktadzie: woda : acetonitryl : kwas mréwkowy, 95:5:0,1 [v/v]). Zastosowano gradient wedtug Rys. 7.
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Rys. 16. Chromatogramy z analizy hydrolizatow biatek, wyekstrahowanych z produktu nr 4 (omutki chilijskie,
M. chilensis). Poszczegélne chromatogramy odpowiadaja produktom poddanym przed ekstrakcja: b —
rozmrozeniu, ¢ — gotowaniu, d — smazeniu. Chromatogram oznaczony literg ,,a” pochodzi z probki $lepej
(mieszanina o sktadzie: woda : acetonitryl : kwas mrowkowy, 95:5:0,1 [v/v]). Zastosowano gradient wedlug Rys.
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Rys. 17. Chromatogram z analizy hydrolizatu biatek (b), wyekstrahowanych z produktu nr 6 (,,Ogonki rakow
z czosnkiem i pietruszka”, rak luizjanski P. clarkii). Chromatogram oznaczony literg ,,a” pochodzi z probki
$lepej (mieszanina o sktadzie: woda : acetonitryl : kwas mrowkowy, 95:5:0,1 [v/v]). Zastosowano gradient

wedhug Rys. 7.

Dominujace frakcje peptydow z probek hydrolizatéw z produktéw nr 1 (satatka
z surowych owocow morza), nr 2 (krewetki P. stylifera) nr 5 (,,Krewetka na raz”) inr 6
(,,Ogonki rakow z czosnkiem i pietruszka”, rak luizjanski P. clarkii) (hydrolizaty biatek
z probek poddanych mrozeniu, gotowaniu i smazeniu) oraz produktu nr 4 (omutki chilijskie,
produkt mrozony i poddany smazeniu) i produktu nr 3 (gotowanego i smazonego), eluuja

55



W czasach retencji pomi¢dzy ok. 3 a 26 min W hydrolizacie biatek z probek produktu nr 4
poddanego gotowaniu oraz mrozonego produktu nr 3, dominujace frakcje eluuja w czasie od
20 do 26 min analizy. Zastosowany gradient st¢zenia roztworu B od 5 do 100% w czasie od O
do 25 min umozliwil rozdzielenie 1 wymycie z kolumny peptydow z tropomiozyn,
otrzymanych po hydrolizie biatek trypsyna. Niektore z peptydéw eluuja jednak w bardzo
zblizonym czasie. W przypadku probki la (satatka z surowych owocéw morza) od 23 do 24
minuty analizy z kolumny wymywanych jest az 8 peptydoéw, a w przypadku probki 2a (surowe
krewetki P. stylifera) — 9 peptydow, w tym w 23,5 min - 3 peptydy. Wydtuzenie gradientu
pozwolitoby na lepsze rozdzielenie poszczegolnych frakcji.
e Identyfikacja peptydow za pomocg spektrometrii mas

Na podstawie widm masowych otrzymanych w eksperymencie RP-LC-MS/MS,
z zastosowaniem metody DDA (ang. data-dependent aquisition - akwizycja zalezna od
danych) zidentyfikowano 115 peptydow z tropomiozyn (Zatacznik 4). Ze wzgledu na liczne
modyfikacje (karbamidometylacja cysteiny, deamidacja asparaginy i glutaminy, oksydacja
metioniny), identyfikacji niektorych peptydow, w probkach hydrolizatow biatek z produktow
po smazeniu (lc 2c, 3c i 4c), dokonano stosujgc sekwencjonowanie de novo (peptydy
zaznaczono na szaro w tabeli w Zataczniku 4).

Sposrdd pozostatych 42 peptyddéw dla 40 odchylenie standardowe czasow retencji s byto
nie wigksze niz 1 min, co bylo zgodne z wynikami dotyczgcymi réznic czasu retencji
peptydow podczas eksperymentow proteomicznych, opisanymi W literaturze [Gupta i in.
2019; Toth i in. 2019]. Wszystkie 42 peptydy wystepujace W wigcej niz jednej probee zostaty
wzigte pod uwage przy okreslaniu stopnia pokrycia sekwencji. Obliczen dokonano zgodnie

z rownaniami (4.2) i (4.3). Wyniki przedstawiono w tabeli 5.
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Tabela 5. Srednia arytmetyczna i odchylenie standardowe czasow retencii zidentyfikowanych peptydow.

L.p. Sekwencja peptydu X [min] | s [min] | s<1 [min]
1. FLAEEADR 11,02 0,95 TAK
2. WIAEDADR 12,61 0,37 TAK
3. IVELEEELR 23,52 0,03 TAK
4. MDALENQLK 21,37 0,53 TAK
5. ADTLEQQNK 3,22 0,33 TAK
6. IQLLEEDLER 23,80 0,02 TAK
7. LAMVEADLER 23,41 0,05 TAK
8. LAITEVDLER 23,68 0,04 TAK
0. RIQLLEEDLER 23,35 0,09 TAK
10. KLAITEVDLER 23,16 0,04 TAK
11. KLAMVEADLER 22,48 0,03 TAK
12, LAEASQAADESER 3,70 0,07 TAK
13. EVDRLEDELVNEK 23,14 0,00 TAK
14. ALSNAEGEVAALNR 23,22 0,12 TAK
15. IQLLEEDLERSEER 23,49 0,08 TAK
16. QIAEHEQEIQSLTR 21,42 0,01 TAK
17. FLAEEADRKYDEVAR 22,02 0,12 TAK
18. LAEASQAADESERMR 8,51 2,49 NIE
19. EVDRLEDELVNEKEK 22,21 0,06 TAK
20. KLAMVEADLERAEER 22,91 0,01 TAK
21. VIDLEEQLTVVGANIK 24,97 0,06 TAK
22. AISDELDATFAELAGY 25,96 0,04 TAK
23. IVELEEELRVVGNNLK 24,25 0,05 TAK
24. SITDELDQTFSELSGY 25,94 0,06 TAK
25. SLSDEERMDALENQLK 23,56 0,05 TAK
26. MQQLENDLDQVQESLLK 24,84 0,05 TAK
27. EVDRLEDELVNEKEKYK 22,64 0,12 TAK
28. RMQQLENDLDQVQESLLK 24,28 0,05 TAK
29. SLSDEERMDALENQLKEAR 23,44 0,06 TAK
30. IQLLEEDLERSEERLNTATTK 23,57 0,05 TAK
31 SIQTENDLDNTQTQLQDVQAK 23,29 0,06 TAK
32. RIQLLEEDLERSEERLNTATTK 23,35 0,04 TAK
33. KLAMVEADLERAEERAETGESK 23,06 0,03 TAK
34 MQQVENELDQVQEQLSL 24,89 0,08 TAK
35, APQTAEGDVAALNR 23,26 0,09 TAK
36. VAECESEIQGLNR 21,53 0,19 TAK
37, SLNALQDDLQR 22,29 0,15 TAK
38. EADVADLQQR 23,53 0,10 TAK
39, LEEMNEK 10,04 0,29 TAK
40. VVGNNLQ 2,85 0,01 TAK
a1 EDSYEETIR 12,42 1,39 NIE

IQLLEEDLERSEERLNTATTKLAEASQA
42. ADESER 24,29 0,01 TAK




Peptyd uznaje si¢ za zidentyfikowany, jesli zarejestruje si¢ seri¢ jondw potomnych, ktore
maja takie same czasy retencji [Darewicz i in. 2014, Bucholska i Minkiewicz 2016]. Na
rysunku 18 w formie mapy ciepta przedstawiono wyniki identyfikacji peptydow za pomoca
techniki RP-LC-MS/MS, ktora odzwierciedla obecnos¢ danych peptydow w probkach.
Wybrano 40 peptyddw, ktore byty obecne W co najmniej dwoch prébkach, a ich czasy retencji

byty powtarzalne (warto$¢ odchylenia standardowego s byta nizsza niz 1 min - Tabela 5):

FLAEEADR -

+ VVGNNLQ

+ LEEMNEK

WIAEDADR -

MDALENQLK -

IVELEEELR -

ADTLEQQNK -

IQLLEEDLER -
LAMVEADLER -
LAITEVDLER -

+ EADVADLQQR
RIQLLEEDLER
KLAITEVDLER -
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Rys. 18. Mapa ciepta obrazujaca obecno$¢ peptydow zidentyfikowanych w badanych hydrolizatach. Kolor zotty
oznacza, ze peptyd byt obecny, kolor niebieski zas, ze peptyd byt nieobecny w danej probee. ,,*” - peptyd byt
produktem symulowanej proteolizy trypsyna in silico sekwencji aminokwasowych tropomiozyn; ,,+” - peptyd
zidentyfikowany de novo. Pozostate peptydy zawieraty niezhydrolizowane wigzania, ktore teoretycznie powinny
by¢ podatne na dzialanie trypsyny (ang. missed cleveages). Wygenerowano w programie Heatmapper [Babicki
i in. 2016], http://www.heatmapper.ca/, dostep: lipiec 2020.

Na rysunku 19 przedstawiono liczby wykrytych peptydow ogoétem i peptydow
z modyfikacjami (a) oraz srednie dtugosci peptydow (wraz z odchyleniem standardowym) (b)

w analizowanych probkach, poddanych ré6znym procesom obrdbki termiczne;.
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Rys. 19. Poréwnanie liczb wykrytych peptydéw i peptydéw z modyﬁkaqaml (@) i ich srednlej dhugosci (b)
w prébkach poddanych réznym procesom obrébki: a- rozmrozeniu, b — gotowaniu, ¢- smazeniu. Srednig oraz
odchylenie standardowe obliczono wedtug rownan (odpowiednio) (4.3) i (4.2).

W hydrolizatach biatkowych z produktow mrozonych zidentyfikowano gtéwnie krotsze
peptydy, bedace produktami symulowanej proteolizy trypsyna. Na skutek hydrolizy biatek
wyekstrahowanych z ugotowanego surowca powstaja dluzsze peptydy niz w przypadku biatek
z surowca mrozonego. Deb-Choundhury i wsp. [2020] jako prawdopodobng przyczyng podaja
silng agregacj¢ bialek w warunkach podwyzszonej temperatury (pow. 75°C). Trawienie
trypsyng zagregowanych biatek jest trudniejsze, a co za tym idzie prowadzi do wytworzenia
mniejszej liczby peptyddéw trypsynowych o wigkszej dtugosci w porownaniu z produktami
hydrolizy biatek, ktore nie ulegly agregacji. Taki efekt trawienia moze tez by¢ przyczyna

zwigkszonej alergennosci surowca poddanego obrobce termicznej [Faisal iin. 2019],
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poniewaz dhuzsze fragmenty zawierajace epitopy W duzej mierze zostaja zachowane. Peptydy
zidentyfikowane w hydrolizatach biatek z produktow poddanych gotowaniu zawieraly
w swojej sekwencji aminokwasowej sekwencje epitopow alergennych tropomiozyn, co
przedstawiono w tabeli w Zataczniku 6. Gotowanie surowca moze wigc by¢ waznym etapem
wstepnym przy badaniach w kierunku alergennos$ci tropomiozyn. Uwalnianie dtuzszych
peptydéw po hydrolizie biatek z surowcow gotowanych jest réwniez korzystne, jesli celem
badan jest ustalenie sekwencji aminokwasowej tropomiozyny. W przypadku produktu nr 2
z krewetki 0 nieznanej sekwencji tropomiozyny, uzyskano cze$ciowe pokrycie sekwencji
aminokwasowej z sekwencjg alergennej tropomiozyny M. ensis.

W wyniku smazenia produktow, biatka ulegly modyfikacji, a co za tym idzie przebieg
hydrolizy trypsyng byt trudniejszy do przewidzenia. Aminokwasy ulegly modyfikacjom, tj.
deamidacja i oksydacja. Mimo to, zidentyfikowano peptydy z tropomiozyn, w tym peptyd
MQQLENDLDQVQESLLK bedacy epitopem. Peptydy zawierajace zmodyfikowane
aminokwasy takze moga by¢ stosowane jako markery do wykrywania obecnos$ci biatek.
Mimo, ze modyfikacje potranslacyjne aminokwasow zmieniajg warto§¢ masy (m/z) jonu
prekursorowego, s3 one mozliwe do wykrycia W prébkach metodami SIM lub SRM.
Wprowadzenie marginesu btedu dla identyfikowanego jonu, wynoszacego np. ok. 5 ppm,
umozliwia wykrycie peptydu bedacego markerem.

Na rysunku 20 przedstawiono widma fragmentacyjne peptydu
MQQLENDLDQVQESLLK, otrzymane podczas analizy hydrolizatow biatkowych
z produktow z krewetki Parapenaeopsis stylifera (2a, 2b, 2c), dla ktorej sekwencja
tropomiozyny jest nieznana. Czg¢$¢ reszt asparaginy i glutaminy, wchodzgcych w sktad
peptydu, ulegta deamidacji. Deb-Choudhury i in. [2020] wykazali, ze poddawanie ogrzewaniu
W temperaturze powyzej 70°C bialek miesniowych z wolowiny znacznie zwigksza podatnos$¢
aminokwasow na deamidacj¢. Podwyzszone temperatury zwigkszaja dostep wody do biatek,

powodujac ich rozwijanie si¢ | odstanianie miejsc wczesniej niedostepnych dla deamidacji.
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Rys. 20. Widma fragmentacyjne peptydu MQQLENDLDQVQESLLK, wygenerowane w programie PEAKS,
wersja 10.0 [Zhang i in. 2012]. Mate litery q i n w sekwencjach aminokwasowych peptydow oznaczajg

deamidacj¢, odpowiednio glutaminy i asparaginy.

Na rysunku 21 przedstawiono widma fragmentacyjne peptydu VAECESEIQGLNR,

otrzymane podczas analizy hydrolizatow biatkowych z probek satatki z owocoOw morza (1a,

1b, Ic), ktora zawierata migczaki O nieznanych sekwencjach tropomiozyn. Peptyd ulegt

modyfikacjom w procesie obrobki, a cysteina uleglta karbamidometylacji podczas
przygotowania probek (reakcji z ditiotreitolem i jodoacetamidem):
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Rys. 21. Widma fragmentacyjne peptydu VAECESEIQGLNR, wygenerowane w programie PEAKS, wersja 10.0
[Zhang iin. 2012]. Mata litera ¢ W sekwencjach aminokwasowych peptydow oznacza karbamidometylacje
cysteiny, a q deamidacj¢ glutaminy.

Redukcja cystein jest standardowg procedurg podczas przygotowania probek
przeznaczonych do analiz proteomicznych metodg LC-MS. Aby zapewni¢ lepszy dostepu dla
proteazy, zazwyczaj trypsyny, biatka denaturuje si¢ i dazy do catkowitego rozwinigcia ich
czasteczek. Podczas ekstrakcji biatek stosuje sie substancje redukujace i alkilujace reszty
cysteiny (takie jak ditiotreitol ijodoacetamid). Srodek redukujacy niszczy wiazania
dwusiarczkowe miedzy cysteinami W biatku, a nast¢pnie $rodek alkilujgcy blokuje grupy
tiolowe cysteiny, aby zapobiec regeneracji wigzan [Kuznetsova i in. 2021].
Mozliwo$¢ detekcji peptydow zalezy m.in. od metody jonizacji, zastosowanej

w eksperymencie. W swoich badaniach Rahman iin. [2010] poréwnali skuteczno$é
identyfikacji peptydow z tropomiozyny kraba $nieznego za pomoca spektrometrii mas,
stosujac metody jonizacji ESI oraz MALDI. Peptydy takie jak LAEASQAADESER,
FLAEEADR oraz IVELEEELR zostaly zidentyfikowane w obu przypadkach, za$ peptydy
IQLLEEDLER, MDALENQLK i SLEVSEEK tylko wtedy, gdy zastosowano elektrosprej
jako metode jonizacji. Innymi ograniczeniami sg mozliwosci spektrometru i jego zakres mas.
Jednak gléwna przyczyna jest to, ze niektdre peptydy nie ulegaja jonizacji [Kaminska

i Podbielska 2011].
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W dalszej czgéci analiz, sposrod 40 zidentyfikowanych peptydow wybrano te, ktorych nie
byto wsrod produktéw symulowanej proteolizy trypsyna (takie, w ktérych pozostaty
niezhydrolizowane wigzania peptydowe). Te peptydy (23) przeanalizowano pod katem
obecnosci W nich fragmentow epitopoéw alergennych tropomiozyn z bazy IEDB. Pozostate 17
peptydéw, stanowigcych produkty symulowanej proteolizy trypsyna, rowniez poddano
analizie, aby stwierdzi¢, czy sg fragmentami epitopéw. W obu przypadkach obliczono stopien
pokrycia sekwencji epitopu i peptydu (SCC). Aby sprawdzi¢ do jakich rodzin naleza biatka,
z ktorych moze zosta¢ uwolniony dany peptyd (po trawieniu trypsyng), zastosowano narzgdzie
Unipept, przy pomocy ktorego wygenerowano drzewa filogenetyczne, ilustrujace
taksonomiczne podobienstwo pomigdzy organizmami, Z ktorych pochodzg biatka bedace
prekursorami badanych peptydow (Zatacznik 7, Rys. Z18-Z34). Przeanalizowano takze
rozpowszechnienie tych peptydow w sekwencjach biatek zrodziny tropomiozyn (na
podstawie wynikow z analizy in silico). Na podstawie uzyskanych danych oceniono
przydatnos¢ analizowanych peptydow jako potencjalne markery tropomiozyn.

e Mozliwos¢ uwalniania peptydow z bialek ré6znych organizmow

Zidentyfikowane peptydy (bedace jednoczesnie produktami symulowanej proteolizy
trypsyna in silico sekwencji aminokwasowych tropomiozyn) przeanalizowano pod katem
mozliwo$ci ich uwalniania z biatek rdéznych organizméw. W tym celu utworzono przy
pomocy narz¢dzia Unipept drzewa filogenetyczne, ktére maja posta¢ interaktywnego
diagramu tzw. ,mapy drzewa” (ang. treemap). Poszczegdlne kota (wezly) diagramu
odpowiadajg liczbie organizmow, z ktorych pochodza biatka mogace by¢ prekursorami
danego peptydu. Rozmiar pierwszego wezla odpowiada 100% tych organizméw. Srednica
kazdego wezta jest rowna sumie szerokosci wszystkich wychodzacych z niego gatezi. Kolory
weztow i galezi sg przypisywane losowo, aby odrézni¢ klastry taksonomiczne. Kolory weztow
sg sumg kolorow wychodzacych z niego gat¢zi [Mesuere i in. 2015].

Na podstawie drzew filogenetycznych wykazano, ze wybrane peptydy pochodzg nie tylko
Z rodziny tropomiozyn skorupiakow i migczakow, ale takze owadow i ssakow. Uzyskane
wyniki potwierdzity roéwniez, ze niektére peptydy wystepuja W sekwencjach biatek
bakteryjnych oraz wirusowych, innych niz tropomiozyny. Na rysunku 22 przedstawiono
drzewo filogenetyczne dla peptydu IQLLEEDLER, ktory wystepuje W tropomiozynach
mieczakow (Mollusca) i skorupiakéw (Crustacea), ale w szczegdlnosci w tropomiozynach

szeScionogow (Hexapoda), do ktorych nalezg m.in. owady:
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Rys. 22. Drzewo filogenetyczne, przedstawiajace obecno$¢ peptydu IQLLEEDLER w sekwencjach biatek
z roznych rodzin. Wygenerowano W programie Unipept [Mesuere i in. 2015], https://unipept.ugent.be/, dostep:
lipiec 2021.

Palmer iin. [2020] zastosowali peptyd IQLLEEDLER do ilo$ciowego oznaczania
tropomiozyn w ekstraktach biatek z owadow.

Peptyd IVELEEELR, ktory jest typowy dla skorupiakow (wedtug analizy in silico,
Zataczniki 1 i2), uwalniany jest rowniez po proteolizie in silico trypsyna sekwencji
aminokwasowych tropomiozyn sze$cionogdw, co wynika z drzewa filogenetycznego

przedstawionego na rysunku 23:
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Rys. 23. Drzewo filogenetyczne, przedstawiajace obecno$¢ peptydu IVELEEELR w sekwencjach biatek
z réznych rodzin. Wygenerowano w programie Unipept [Mesuere i in. 2015], https://unipept.ugent.be/, dostep:
lipiec 2021.

Peptyd ten zostat zidentyfikowany w ekstraktach biatkowych z owadow: czarnej muchy
(Hermetia illucens) i plesniakowca l$nigcego (Alphitobius diaperinus), ktére moga byc¢
potencjalnym Zrodtem alergenéw [Leni i in. 2020].

Jak wynika z drzewa, peptyd IVELEEELR jest produktem proteolizy in silico trypsyna
biatek bakterii typu Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes i Proteobacteria. Szczepy
bakterii tych typéw wystepuja rowniez W ludzkiej mikrobiocie jelitowej [Nawrocka i in.
2015]. Rozpowszechnienie tego peptydu jest szczegolnie istotne, jesli wezmie si¢ pod uwage
fakt, ze jest on epitopem (IEDB ID: 956601, Zatacznik 5). Wedtug Minkiewicza i in. [2015],
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peptydy stanowigce sekwencje epitopow alergennej tropomiozyny krewetki Penaeus aztecus
(Pen a 1.102) wystepuja takze w sekwencjach biatek nie nalezacych do rodziny tropomiozyn.
W wyniku badan stwierdzono rowniez, ze mikroorganizmy, m.in. chorobotworcze,
syntetyzuja biatka zawierajace takie epitopy. Niektdre gatunki bakterii sprzyjaja rozwojowi
I zaostrzeniu objawéw  alergii, szczegodlnie tych zwigzanych z dziataniem uktadu
oddechowego [Nordengriin iin. 2018]. Niektore biatka bakterii fermentacji mlekowej
(stosowanych w przemysle mleczarskim) rowniez moga wywolywaé reakcje alergenne
[Wroblewska i in. 2016; Markiewicz i in. 2016].

Peptydem typowym dla migczakéw jest peptyd LAITEVDLER. Drzewo filogenetyczne

dla tego peptydu przedstawiono na rysunku 24:
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Rys. 24. Drzewo filogenetyczne, przedstawiajace obecno$¢ peptydu LAITEVDLER w sekwencjach biatek
z r6znych rodzin. Wygenerowano w programie Unipept [Mesuere i in. 2015], https://unipept.ugent.be/, dostep:
lipiec 2021.

Z drzewa wynika, ze peptyd moze by¢ uwalniany zaréwno Z tropomiozyn malzy
(Bivalvia), jak rowniez $limakéw (Gastrophoda) i glowonogow (Cephalophoda). Peptyd ten
jest rowniez szeroko rozpowszechniony W sekwencjach tropomiozyn organizméw Zz typu
Platyhelminthes (ptazincow), w nadgromadzie Cestoda (tasiemce). Jedynym znanym
skorupiakiem, u ktérego z sekwencji tropomiozyny po proteolizie trypsyna moze byc¢
uwalniany ten peptyd, jest gatunek wasonoga Balanus rostratus. Z tropomiozyny tego
skorupiaka po symulowanej proteolizie trypsyna in silico powstaja peptydy wspolne z grupa
migczakow, ale zaden, ktory byltby dzielony z grupa skorupiakow (Zatacznik 1).

e Okreslenie stopnia pokrycia sekwencji (SCC) peptydow i epitopow

Peptydy zidentyfikowane metoda spektrometrii mas stanowity epitopy lub fragmenty
znanych epitopow alergennych tropomiozyn, co umozliwito wykrycie W probkach
alergennych tropomiozyn, bez znajomosci ich doktadnej sekwencji aminokwasowej.
Wybrano 17 peptydéw, bedacych produktami symulowanej proteolizy trypsyna, ktore
zidentyfikowano w probkach (po analizie RP-LC-MS/MS). Stopien pokrycia ich sekwencji
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z sekwencjami epitopow obejmowat zakres od 18 do 100% (Zalacznik 5). Epitopy te pochodza
glownie z tropomiozyn skorupiakéw (np. krewetki Litopenaeus vannamei), ale takze owadow
(np. karaczana prusaka, Blattella germanica). W tabeli 6 przedstawiono epitopy, ktorych
fragmentem jest peptyd IQLLEEDLER (produkt symulowanej proteolizy sekwencji
aminokwasowych tropomiozyn zarowno skorupiakow, jak i migczakow):

Tabela 6. Epitopy alergennych tropomiozyn zawierajace W swojej sekwencji aminokwasowej sekwencje
peptydu IQLLEEDLER (pogrubiona czcionka) oraz ich stopien pokrycia.

Nr _ L Zrédlo Nazwa scc?
L.p. | w bazie Sekwencja epitopu . . Ne | Ne | Np
1 tropomiozyny | zwyczajowa [%6]
IEDB
1. | 54225 RIQLLEEDLERSEER Litopenaeus |, wetka biala| 10 | 15 | 10 | 66,67
vanhamel
2. | 116775 | LNRRIQLLEEDLERS Litopenaeus |y wetka biala| 10 | 15 | 10 | 66,67
vanhamel
3. | 54204 RIQLLEEDLER Penaeus Krewetka | 10 | 11 | 10 | 90,01
aztecus brazowa
4. | 153863 | NRRIQLLEEDLERSEER Penaeus Krewetka | 15 1 17 | 10 | 58,82
monodon tygrysia
5 510630 AALNRRIQLLEEDLERSEE Metapepaeus Krewetka 10 | 20 | 10 | 50,00
R ensis blotna
6. | o5g737 | VAALNRRIQLLEEDLERSE | Palaemon Krewetka | T T 40 60
ER modestus syberyjska

Immune Epitope Database [Vita i in. 2019], https://www.iedb.org/, dostep: sierpien 2020.
2obliczono wedtug rownania (4.4)

Parametr SCC obliczono roéwniez dla peptydéw, ktére zostaty zidentyfikowane
W hydrolizatach biatek, wyekstrahowanych z probek surowcow poddanych gotowaniu
i produktow gotowych do spozycia, ale nie odpowiadaty produktom symulowanej proteolizy
tropomiozyn trypsyng (Zalacznik 6), poniewaz zawieraly niezhydrolizowane wigzania
peptydowe, ktore teoretycznie sg podatne na hydrolize trypsyng. Wigkszos$¢ z nich zawierata
w swojej sekwencji cate sekwencje epitopow lub ich czes¢. W tabeli 7 przedstawiono
przyktadowy peptyd RMQQLENDLDQVQESLLK, ktory zidentyfikowano W trzech
probkach: 2b, 3b (probki z surowca ugotowanego) oraz 6 (produkt gotowy do spozycia),

zawierajacy W swojej sekwencji sekwencje trzech epitopow tropomiozyn krewetek:
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Tabela 7. Epitopy alergennych tropomiozyn obecne w sekwencji peptydu RMQQLENDLDQVQESLLK oraz
ich stopien pokrycia.

Nr Zrédlo Nazwa
L.p. | w bazie Sekwencja epitopu . . Nnc | ne | np [SCC [%]
1 trOpomIOZyny Zwyczajowa
IEDB
L 54945 | RMQQLENDLDQVQES LItOpenael.Js krewetka biata 1511518 | 83,33
vannamel
2. | 116814 | QLENDLDQVOESLLK | 1OPENAeUs iy etkabiata| 0 | 1° | 18| 8333
vannamel
3. 42400 | MQQLENDLDQVQESLLK [ Penaeus indicus krexﬁga}a 17 (17 | 18 | 94,44

‘Immune Epitope Database [Vita i in. 2019], https://www.iedb.org/, dostep: sierpiefn 2020.
2obliczono wedtug rownania (4.4)

W préobkach 1b 2b i3b zidentyfikowano peptyd IVELEEELRVVGNNLK, w ktérego
sekwencji obecny jest fragment VELEEELRVVGNNLK, bedacy epitopem tropomiozyny
roztoczy kurzu domowego (Dermatophagoides farinae).

W probkach otrzymanych po hydrolizie biatek wyekstrahowanych z produktow,
zawierajacych owoce morza 0 nieznanych sekwencjach tropomiozyn (1b 2b, 4b) i produktu
zawierajacego nieznany gatunek krewetki (5) zidentyfikowano peptydy, zawierajace
sekwencje epitopoéw alergennych skorupiakow, m.in. krewetek Metapenaeus ensis i Penaeus
aztecus, a w probce 4b (omutek chilijski) takze peptydy, ktore zawieraja fragmenty
pokrywajace si¢ Z epitopem migczaka Crassostrea gigas (ostrzyzycy japonskiej).

e OKkreslenie stopnia pokrycia sekwencji aminokwasowych badanych tropomiozyn

Z tropomiozynami znanych alergenéw

Za pomoca oprogramowania PEAKS okreSlono stopien pokrycia sekwencji
aminokwasowych tropomiozyn obecnych w prébce z sekwencjami aminokwasowymi
tropomiozyn dostepnych w bazie UniProtKB (Zatacznik 8). Oprogramowanic najczesciej
identyfikowalo analizowane peptydy jako fragmenty tropomiozyn krewetki blotnej
(Metapenaeus ensis), krewetki brgzowej (Penaeus aztecus), krewetki tygrysiej (Penaeus
monodon) omutka jadalnego (Mytilus edulis) i latajacej katamarnicy neonowej
(Ommastrephes bartramii). Na rysunku 25 przedstawiono potozenie peptydow
zidentyfikowanych metodg RP-LC-MS/MS w probce 2 (krewetka kidi, P. stylifera)
w sekwencji tropomiozyny krewetki btotnej Metapenaeus ensis (UniProtKB ID: Q25456),
ktora jest znanym alergenem. Sekwencja tropomiozyny P. stylifera nie zostata jak dotad

opublikowana:
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a)

g1

MELEXDNAMD RADTLEQONK EANNRAEKSE EEVHNLQFRM QQOLENDLDOV QESLLEKANNQ LVEKDKALSN AEGEVAALNR

RIQLLEEDLE RSEERLNTAT TKLAEASQAA DESERMRKVI ENRSLSDEER MDALENQLKE ARFLAEEADR KYDEVARKLA

MVEADLERAE ERACTGESKI VELEEELRVY GNINLKSLEVS EEKANQREEA YEEQIKTLTN XLEKAAEARAE FAERSVQKLQ

KEVDRLEDEL VNEKEKYKSI TDELDQTFSE LSGY

MELEXDNAMD RADTLEQQONE EANNRAEKSE EEVHNLOKRM QQLENDLDQOV QESLLKANNQ LVEKDKALSN AEGEVAALNR

RIQLLEEDLE RSEERLNTAT TKLAEASQAA DESERMRKVI ENRSLSDEER MDALENQLKE ARFLAEEADR KYDEVARKLA

MVEADLERAE ERAETGESKI VELEEELRVV GNNLESLEVS EEKANQREEA YEEQIKTLTN XLKAAEARAE FAERSVOELD

KEVDRLEDEL VNEKEKYKSI TDELDQTFSE LSGY

MEKLEKDNAMD RADTLEQQONK EANNRAEXKSE EEVANLOKERM QQLENDLDQV QESLLKANNO LVEKDKALSN AEGEVARLNR & Deamidacja (NQ} (+0,98)
d-——d d

RIQLLEEDLE RSEERLNTAT TKLAEASQAR DESZRMREVL ENRSLSDEER MDALENQLKE ARFLAEEADR KYDEVARKLA

MYEADLERAE KERAKTGESKL VELEKELRYY GNNLKILEVS EEKANQREEA YEKEQISTLTN KLKAAKARAE FARRSVOKLE

KEVDRLEDEL VNEKEKYKSI TDZLLDQTESE LSCY

Rys. 25. Potozenie peptydow zidentyfikowanych metodg RP-LC-MS/MS w préobee 2 (krewetka kidi, P. stylifera)
w sekwencji tropomiozyny krewetki blotnej Metapenaeus ensis (UniProtKB ID: Q25456); a — probka mrozona;
b — probka ugotowana, ¢ — probka usmazona. Na niebiesko zostaty podkreslone peptydy zidentyfikowane
w catos$ci, na szaro - fragmenty peptydow zsekwencjonowanych de novo, dla ktorych warto§¢ pewno$ci masy
(ang. mass confidence) wynosita >90%. Fragmenty sekwencji tropomiozyny M. ensis, ktore pokrywaja si¢ ze
zidentyfikowanymi peptydami zostaty zacieniowane na szaro. Rysunek wygenerowano w programie PEAKS,
wersja 10.0 [Zhang i in. 2012].

Schemat obrazujgcy procentowe pokrycie sekwencji tropomiozyn z analizowanych

probek z tropomiozynami wybranych gatunkéw owocOw morza przedstawiono na rysunku

26:
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Rys. 26. Pokrycie sekwencji aminokwasowych tropomiozyn z analizowanych probek z sekwencjami niektorych
alergennych tropomiozyn. Prébki a, b ic oznaczaja odpowiednio probki uzyskane z produktu mrozonego,
ugotowanego i usmazonego. Probki 5 i 6 pochodza z produktow gotowych do spozycia. Nazwy wykorzystanych
produktéw, wraz z ich identyfikatorami, przedstawiono w tabeli 3.

Jak wynika z powyzszego wykresu, na drodze analizy RP-LC-MS/MS hydrolizatow
biatek z produktow z owocdéw morza udato si¢ uzyskaé, w niektorych przypadkach, pokrycie
sekwencji na poziomie znacznie wyzszym niz 50%. Wa i Cerny [2006], stosujac
zoptymalizowang metod¢ analizy oczyszczonej ludzkiej albuminy serum technikg MALDI-
TOF-MS uzyskali pokrycie sekwencji na poziomie 97,4%. Zoptymalizowano procedurg
przygotowania probki (zastosowanie do trawienia kolejno enzymoéw: trypsyny, endoproteinaz
Lys-C i Glu-C, oczyszczanie peptydow) i warunki prowadzenia eksperymentu (optymalizacja
sktadu matrycy). Matsuda i in. [2016], stosujac zmodyfikowang procedur¢ przygotowania
probki z publikacji Wa i Cerny [2006] (trawienie bialka trzema enzymami na raz zamiast
kazdym osobno), a nastgpnie analizujac otrzymane hydrolizaty technikg nESI-Q-TOF-MS
uzyskali pokrycie sekwencji ludzkiej albuminy serum na poziomie 98,8-99,7%. Fornal
i Montowska [2019], przeprowadzajac analize biatek mig$niowych drobiu (gotowana piers
z kurczaka, surowe piersi z kaczki i gesi) technikg LC-ESI-Q-TOF-MS, uzyskaty pokrycie
sekwencji roznych biatek (m.in. troponiny |, ATPazy, kinazy pirogronianowej) pomiedzy 30
a 80%. Powyzsze przyktady dowodza, ze wysokie pokrycie sekwencji mozna uzyskac
poddajac analizie oczyszczone biatko. Procentowe pokrycie sekwencji tropomiozyny z probek

2a oraz 2b, zawierajacych hydrolizaty biatek z krewetki o nieznanej sekwencji tropomiozyny
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(P. stylifera), wynosito odpowiednio az 63 i 67% (z sekwencjg alergennej tropomiozyny M.
ensis). Lacznie, peptydy zidentyfikowane w probkach przed i po ugotowaniu tego produktu
pokrywaja 76% sekwencji aminokwasowej tropomiozyny M. ensis. Program PEAKS
dopasowat peptydy z tropomiozyny z produktu 3 do sekwencji aminokwasowej tropomiozyny
krewetki P. aztecus (przed i po ugotowaniu odpowiednio w 15 i 72%). Produkt 3 to krewetka
L. vannamei, ktorej sekwencja tropomiozyny jest znana i identyczna z sekwencja
tropomiozyny P. aztecus. W przypadku tropomiozyn krewetek (probki 1b 2b, 3b, 4b), wyzszy
procent pokrycia sekwencji uzyskano po ugotowaniu surowca — wynika to z obecnosci
dhuzszych peptydéw w hydrolizacie. W odniesieniu do tropomiozyn migczakdéw rezultaty nie
byty jednoznaczne — w przypadku katamarnicy (O. bartramii) mozna zaobserwowaé wzrost
stopnia pokrycia sekwencji w wyniku ugotowania surowca, za$§ W przypadku tropomiozyny
omutka —spadek mozliwosci zsekwencjonowania biatka w ugotowanym surowcu. Probka 1a
zawierata surowe owoce morza (w tym omutka M. chilensis), ktorego peptydow nie wykryto
W probcee przed ugotowaniem, a dopiero W probce po ugotowaniu produktu (1b). Prébka 4a
natomiast zawierata surowiec juz wstepnie ugotowany (nie podano na opakowaniu W jakich
warunkach surowiec zostat poddany wstepnej obrobce przed zamrozeniem). Ponowne
ugotowanie omutkéw spowodowalo, ze mniej peptydow zostalo zidentyfikowanych po
hydrolizie trypsyng biatka ztego produktu. Przyczyng tego zjawiska moze by¢ zmiana
w konsystencji produktow z migczakow (matzy) po ugotowaniu. Malze stajg si¢ bardziej
sprezyste z powodu denaturacji kolagenu, a co za tym idzie — ich rozdrobnienie
i wyekstrahowanie biatka staje si¢ trudniejsze [Zhu iin. 2011]. W toku analiz,
przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy, nie zidentyfikowano zadnych modyfikacji
aminokwasow W probkach zawierajgcych gotowanego omutka (la, 1b i4b), co $wiadczy
0 braku wpltywu gotowania na zwigkszenie liczby zmodyfikowanych aminokwasow
W tropomiozynie omuika. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono takze, ze wstepne
zblanszowanie surowca nie wplywa znaczaco na mozliwos¢ wykrycia peptydow
w hydrolizatach biatek z produktéw po rozmrozeniu. Smazenie, ze wzgledu na zmiany
zachodzace W strukturze biatka podczas tego procesu, znacznie obniza mozliwos$¢ pokrycia
sekwencji aminokwasowej przy pomocy algorytméw komputerowych, ktore opierajag si¢ na
poréwnywaniu uzyskanych wynikéw sekwencjonowania do sekwencji bialek dostgpnych
w bazach danych. W tym przypadku moze okaza¢ si¢ konieczne wykorzystanie
sekwencjonowania de novo oraz uwzglgdnienie modyfikacji, takich jak deamidacja.

W wyniku przeprowadzonych badan dowiedziono jednak, ze gdy interpretacja
otrzymanych widm opiera si¢ na sekwencjonowaniu de novo oraz gdy w sekwencjach

peptydéw obecnych jest wiele zmodyfikowanych aminokwasow, skutkuje to wigksza liczba
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dopasowan falszywie pozytywnych. Taka sytuacja miata miejsce W przypadku probek
hydrolizatow biatek z produktéw usmazonych (Zatacznik 8). Peptydy w prébce hydrolizatu
Z probki 4c (smazone omutki) zostaty dopasowane do sekwencji tropomiozyny Monopterus
albus (wegorza ryzowego) i Danio rerio (danio pregowanego), a peptydy z probki 3c
(ugotowane krewetki biate) — do tropomiozyny jednego z gatunkéw roztoczy
(Dermatophagoides pteronyssinus).

5.2.4. Wyboér uniwersalnego markera peptydowego tropomiozyn

Na podstawie analizy in silico, za peptydy wspoélne dla tropomiozyn skorupiakdw mozna
uzna¢: VVGNNLK, SLEVSEEK, LNTATTK, LEDELVNEK, LAMVEADLER,
LAEASQAADESER. Sa one obecne w 96% analizowanych sekwencji tropomiozyn
skorupiakow (Zatacznik 2, Rys. Z2). Za peptydy typowe dla migczakéw za§ mozna uznaé
EDSYEETIR (100% sekwencji) i LAITEVDLER (96%) (Zatacznik 2, Rys. Z3). Peptydy
LAMVEADLER (w przypadku skorupiakow) i LAITEVDLER (w przypadku migczakow)
wystepuja W tym samym miejscu sekwencji aminokwasowej tropomiozyny, ale r6znig si¢ od
siebie kilkoma aminokwasami. Mozna je uzna¢ za peptydy rdznicujace tropomiozyny
mieczakow i skorupiakow.

Peptydem wspolnym tropomiozyn migczakow i skorupiakow jest peptyd IQLLEEDLER,
ktory wystepuje w 63% wszystkich analizowanych sekwencji tropomiozyn (Zalacznik 2, Rys.
1), w tym w 93% sekwencji tropomiozyn skorupiakow (Zatacznik 2, Rys. I1) i 26% sekwencji
tropomiozyn migczakow (Zatgcznik 2, Rys. IIT). Wykryto jego obecnos¢ w probkach 1a, 1b
2a, 516, aw 2b i 3b zidentyfikowano dtuzsze peptydy, ktorych fragmentem jest ten peptyd
(Zatacznik 4). Nie wykryto go w probkach produktu nr 4, zawierajgcego hydrolizaty biatek
omutka chilijskiego, co jest uzasadnione, jesli wezmie si¢ pod uwage, ze W obrgbie
mieczakow peptyd ten wystepuje gltoéwnie w sekwencjach tropomiozyn s$limakow
i glowonogdéw (Zatgcznik 7, Rys. Z22). Nie powstaje on rowniez na drodze symulowanej
proteolizy trypsyna sekwencji tropomiozyny innego omutka (Mytilus edulis) (Zalacznik 1,
sekwencja nr 5). Nie stwierdzono jego obecnosci roéwniez W probkach hydrolizatow biatek
z produktéow poddanych smazeniu (lc 2c¢, 3c). Peptyd ten jest fragmentem 6 epitopow
krewetek, opisanych w bazie IEDB (Zatacznik 5). Niektore z sekwencji tych epitopow
wystepuja takze W tropomiozynach migczakow (gtoéwnie glowonogow) i przypuszcza sig, ze
migdzy innymi mogg by¢ odpowiedzialne za alergi¢ krzyZzowa na tropomiozyny skorupiakow
i mieczakéw [Motoyama i in. 2006, Nugraha i in. 2019].

Sekwencje peptydéow  wspdlnych dla réznych gatunkéw  skorupiakéw  to
LAEASQAADESER i LAMVEADLER (wystepuja jako produkty symulowanej proteolizy
trypsyna 96% analizowanych sekwencji tropomiozyn skorupiakéw) i IVELEEELR (93%)
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(Zatacznik 2, Rys. Z2). Z drzew filogenetycznych, przedstawiajacych mozliwos¢ uwalniania
tych peptydow z sekwencji biatek zréznych rodzin (po trawieniu trypsyna) wynika, ze
wystepujg one gldwnie W tropomiozynach szescionogow (Hexapoda) (Zatgcznik 7, Rys. Z23,
Z27 1Z24). Do tego taksonu nalezg owady. Leni iin. [2020] wykazali obecnos$¢ tych
peptydow w hydrolizatach bialek z czarnej muchy (Hermetia illucens) i plesniakowca
I$nigcego (Alphitobius diaperinus) — owadow, ktore moga wywotywac alergi¢ krzyzowa
U 0s6b uczulonych na skorupiaki.

Peptyd LAEASQAADESER zidentyfikowano w probkach 1a, 1b 2a, 3b, 516, a w2b
zidentyfikowano dhuzszy peptyd (z niezhydrolizowanym wigzaniem), zawierajacy go
w swojej sekwencji aminokwasowej. Peptyd ten stanowi fragment epitopu karaczana prusaka
(owada) (IEDB ID: 554179) (Zatacznik 5).

Obecnos¢ peptydu LAMVEADLER stwierdzono w probkach 1a 2a 16, a w1b 2b, 3b
peptyd ten stanowit fragment dluzszych peptyddéw (z niezhydrolizowanymi wigzaniami)
(Zatacznik 6). Jest on fragmentem epitopow krewetki biatej (IEDB ID: 34878; 116676) oraz
krewetki tygrysiej (IEDB ID: 241321; 241322). Zawiera rowniez W swojej sekwencji pelng
sekwencje jednego z epitopéw krewetki biatej (IEDB ID: 956508) (Zatacznik 5).

Peptyd IVELEEELR wykryto w probkach 1a, 1b 2a 2b, 3ai 6, a w 3b peptyd ten stanowit
fragment dtuzszego peptydu (z niezhydrolizowanymi wigzaniami) (Zalgcznik 6). Jest on
W calosci epitopem krewetki syberyjskiej (IEDB ID: 956601) oraz fragmentem epitopow
krewetki brgzowej (IEDB ID: 14183) i krewetki biatej (IEDB ID: 116755) (Zatgcznik 5).

Nie stwierdzono obecnosci zadnego z tych peptydéw w probkach hydrolizatu biatek
z produktu nr 4, zawierajacego omulka (mieczaka) i probkach hydrolizatow biatek
z produktéw po usmazeniu (1c 2c, 3c).

Peptyd o sekwencji LAITEVDLER jest wspélny dla tropomiozyn migczakow, zarowno
glowonogow (Cephalophoda), jak islimakow (Gastropoda) oraz malzy (Bivalvia).
Stwierdzono jego obecnos¢ W probkach la i 4a, aw 1b jest on fragmentem dtuzszego peptydu
(zawierajacego niezhydrolizowane wigzania) (Zatacznik 6).

Poczatkowo zaplanowano wyszukiwanie markeréw wsrod peptydoéw o dhugosci od 7 do
15 aminokwasdéw, W oparciu 0 wytyczne z publikacji Bucholskiej i Minkiewicza [2016].
Podczas dalszych eksperymentéw wykazano jednak, ze diluzsze peptydy, takie jak
SITDELDQTFSELSGY czy MQQLENDLDQVQESLLK (bedace produktami hydrolizy
tropomiozyn trypsyng) réwniez sg mozliwe do identyfikacji, zarowno w hydrolizatach
z mrozonych, jak i gotowanych owocoéw morza. W przypadku drugiego z peptydow — zostat
on wykryty takze w smazonym surowcu (krewetka kidi — P. stylifera). Ponadto, peptydy te

zawierajag W catosci sekwencje epitopoéw (Zalacznik 5). Wykrycie dluzszych peptydow byto
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mozliwe ze wzglgdu na wykorzystanie w badaniach, opisanych w niniejszej pracy, nowszego
sprzetu (w poréwnaniu Z aparaturg zastosowang przez wspomnianych wczesniej badaczy)
0 szerszym zakresie mas mozliwych do wykrycia. W badaniach Bucholskiej i Minkiewicza
[2016] zastosowano spektrometr masowy z putapka jonowa, 0 niskiej rozdzielczosci.

Peptyd MQQLENDLDQVQESLLK jest epitopem liniowym (IEDB ID: 42400), ktory
zostal wykryty po raz pierwszy W krewetce Penaeus indicus iopisany jako jeden
Z najwazniejszych epitopow wiazacych IgE w tropomiozynie [Shanti iin. 1993]. Nie jest
jednak zbyt rozpowszechniony w sekwencjach tropomiozyn — obecny jest tylko w 17, ktore
sg dostgpne W UniProtKB. W rzeczywistosci jest ich wigcej, poniewaz sekwencja P. indicus
nie zostata jak dotad opisana, a w wyniku analizy LC-MS/MS zidentyfikowano ten peptyd
w hydrolizatach biatek z P. stylifera (produkt 2) oraz mieszanki owocow morza (produkt 1),
ktora zawierata skorupiaki 0 nieznanych sekwencjach tropomiozyn.

Ze wzgledu na to, ze wsrod jadalnych migczakow wyrdznia si¢ trzy gtowne gromady,
ktore sg zrdéznicowane takze pod katem sekwencji aminokwasowych tropomiozyn, mozna
wybrac¢ peptydy, ktore sg wspdlne dla wielu gatunkow migczakdw W obrebie jednej gromady.
W probkach hydrolizatéw biatek z produktu nr 1 (satatka z surowych owocow morza),
zawierajagcych m.in. hydrolizaty tropomiozyn glowonogow, zidentyfikowano peptyd
VAECESEIQGLNR, obecny tylko w tropomiozynach mieczakow z gromady Cephalophoda
(Zatacznik 7, Rys. Z28) podgromady ptaszczoobrostych - Coleoidea (matwy, katamarnice).
Nie jest on jednak szeroko rozpowszechniony. Powstat jako produkt symulowanej proteolizy
trypsyng 13% analizowanych sekwencji tropomiozyn migczakow (Zatacznik 2, Rys. Z3)
i wystepuje tylko w 5 sekwencjach tropomiozyn z bazy UniProtKB, co stanowi 0,07%
tropomiozyn ogdtem wedlug bazy InterPro i 0,11% wedtug Pfam. Taki stan wiedzy moze
wynika¢ z tego, ze migczaki sg jak dotad najmniej scharakteryzowang grupa organizmow
zaliczanych do owocoéw morza [Ruethers i in. 2018]. Probki 1a, 1b i 1c, w ktérych wykryto
obecnos¢ tego peptydu, zawieraty glowonogi 0 nieznanych sekwencjach tropomiozyn, a wigc
nie uwzglednia si¢ ich przy wyszukiwaniu w bazie UniProtKB. Peptyd VAECESEIQGLNR
moze by¢ wigc istotny przy wykrywaniu obecno$ci bialek glowonogdéw w zywnosci
przetworzonej, ze wzgledu na jego stabilno$¢ W procesie obrobki cieplnej.

Peptydy QIAEHEQEIQSLTR, VIDLEEQLTVVGANIK, AISDELDATFAELAGY,
SIQTENDLDNTQTQLQDVQAK sg wspolne dla tropomiozyn migczakow gromady Bivalvia
(matze). Peptydy QITAEHEQEIQSLTR i SIQTENDLDNTQTQLQDVQAK zidentyfikowano
w probkach 4a i 4b, VIDLEEQLTVVGANIK i AISDELDATFAELAGY w 1b, 4ai 4b. Nie
stwierdzono obecnosci zadnego z tych peptyddéw w probkach z produktéw po usmazeniu (1c,

3c). Peptydy QIAEHEQEIQSLTR i SIQTENDLDNTQTQLQDVQAK otrzymano na drodze
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symulowanej proteolizy trypsyna tylko jednej sekwencji tropomiozyny — omutka jadalnego
(M. edulis), zas§ VIDLEEQLTVVGANIK i AISDELDATFAELAGY po symulowanej
proteolizie sekwencji tropomiozyn omutka jadalnego (M. edulis) i omultka zielonego (P.
viridis (Zatacznik 1, sekwencje nr 5 1 36). Nie sg wiec one szeroko rozpowszechnione wsrod
znanych sekwencji tropomiozyn migczakdw, jednak, podobnie jak w przypadku tropomiozyn
glowonogow, nalezy wzig¢ pod uwage niewystarczajace scharakteryzowanie tropomiozyn
mi¢czakow.

Nagai i in. [2015] zbadali sze$¢ gatunkoéw krewetek (Metapenaeopsis barbata, Pasiphaea
japonica, Penaeus japonicus, Metapenaeus joyneri, Litopenaeus vannamei, Penaeus
monodon) i produktow na bazie krewetek, jeden gatunek osmiornicy (Octopus vulgaris)
i katamarnicy (Todarodes pacificus) oraz kryla (Euphausia pacifica) i kraba $nieznego
(Chionoecetes opilio) za pomoca techniki chromatografii cieczowej z tandemowa
spektrometrig mas (zastosowano spektrometr masowy z putapka jonowa i zrodlem jonoéw
turbo-ion spray). Jako peptydy wspolne dla wielu gatunkow skorupiakow badacze wskazali:
FLAEEADR, IQLLEEDLER, LAEASQAADESER, ADTLEQQONK, SLSDEER
i IVELEEELR. Najintensywniejszy sygnat pochodzit od peptydu FLAEEADR. Jako peptyd
roznicujacy tropomiozyne kryla sposrod tropomiozyn pozostatych skorupiakow wskazano
ADTLEQQONK - nie ujawnit si¢ na widmie z analizy tropomiozyny kryla. Na widmach
chromatograficznych z analizy tropomiozyn migczakow (o$miornicy i katamarnicy) pojawit
si¢ tylko pik pochodzacy od peptydu IQLLEEDLER, co sugeruje, ze jest on peptydem
wspolnym dla tropomiozyn, zaré6wno skorupiakéw jak i migczakow, co potwierdzajg
przedstawione w niniejszej pracy wyniki analizy in silico oraz LC-MS/MS.

Wang i in. (2021) jako peptydy stuzace do wykrywania tropomiozyn skorupiakoéw
wytypowali IQLLEEDLER, LAEASQAADESER i IVELEEELR (ostatni jako peptyd do
analizy ilosciowej). Peptydy zostaly wybrane na podstawie analizy bioinformatycznej
sekwencji aminokwasowych 35 tropomiozyn skorupiakow, poddajac symulowanej proteolizie
trypsyna in silico najbardziej zakonserwowane fragmenty sekwencji tropomiozyn (od 80 do
215 reszty aminokwasowej), a nastgpnie tylko te peptydy byty identyfikowane w hydrolizacie
Z oczyszczonej tropomiozyny krewetki biatej (L. vannamei). Jako kryteria przyjeto: dhugosé
peptydu od 8 do 25 aminokwasow, brak argininy oraz lizyny wewnatrz sekwencji oraz brak
modyfikacji potranslacyjnych. Takie podejscie doprowadzilo do uzyskania wynikéw
zblizonych do przedstawionych W ponizszej pracy, jednak spowodowalo pominigcie
niektorych peptydéow (np. LAMVEADLER), ktore moglyby mie¢ zastosowanie przy
wykrywaniu skorupiakow w produktach spozywczych (sa uniwersalne dla sekwencji

tropomiozyn). Analiza bioinformatyczna wskazuje kierunek dalszych badan [Dziuba i in.
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2013], ale nie jest jedynym wyznacznikiem koncowych rezultatow. Zastosowanie trybu
zbierania danych DDA podczas analizy LC-MS (bez wskazywania peptydow do
fragmentacji), w polaczeniu ze wstgpng analizg sekwencji tropomiozyn in silico pozwolito
uzyskac pehiejszy obraz.

W tabeli 9 podsumowano wyniki analizy peptydow i okreslono ich cechy jako

potencjalnych uniwersalnych markeréw tropomiozyn:
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Tabela 8. Podsumowanie analizy bioinformatycznej i laboratoryjnej peptydéw z tropomiozyn, wytypowanych jako uniwersalne marker

peptydowe alergennych tropomiozyn.

Analiza bioinformatyczna Analiza laboratoryjna
2 2 e e
< Rk - - Y
s&| 58|54 2 2 3 EZ | 3
2228787 ¢ 2 25 | 8
HEREEER IR £ & |8
) =32 2=2|2 El g 2 |% & = g B S Ocena przydatnos$ci jako marker
L.p. Sekwencja peptydu S| R§|IR g =2 3 2 g = ® )
SE| 5 25 &z 2 z Z < 32 | ® S tropomiozyn
c | € E| < - - > = 5
32|35 |3 88 §|& 2 e & = & &
22|28 g g5 E 56| £ £ | =
ST 22| 2 28 8|8 8 > 3 £ E
S| 82| 8 % 89| &= E o
2| 2E|2 g 25|25 ) g @ g
©x| 07| 0O 2l = = = = g =
”’ < < = £ 0
=) =) A~ A~
1a, 1b 2a 2b, 3b, Uniwersalny dla skorupiakow, odporny
1. FLAEEADR 89,29 0 49,02 | 091 1,46 - tak .
6 na gotowanie
Uniwersalny dla glowonogéw
. z podgromady ptaszczoobrostych -
2. WIAEDADR 0 21,74 | 9,80 0,13 0,21 1a, 1b - nie . i
Coleoidea (matwy, katamarnice,
o$miornice)
Uniwersalny dla skorupiakow, odporny
3. MDALENQLK 92,86 0 50,98 | 4,77 7,66 la, 1b 23, 6 2b, 3b tak .
na gotowanie
4. ADTLEQQNK 78,57 0 43,14 0,63 1,01 la 2a, 6 - tak Niestabilny po obrobce termiczne;j
1a, 1b 2a 2b, 3a, Uniwersalny dla skorupiakéw, odporny
5, IVELEEELR 92,86 0 50,98 | 12,24 19,64 3b tak .
6 na gotowanie
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Analiza bioinformatyczna

Analiza laboratoryjna
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) =2 2=2|2 El g 2|% & B g =z = Ocena przydatnosci jako marker
L.p. Sekwencja peptydu S| R§|IR g =2 3 2 S = 2 )
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”’ < < £ £ W
- =] A ~
Uniwersalny dla skorupiakow
6. IQLLEEDLER 92,86 | 26,09 | 62,75 | 9,40 15,09 1a, 1b 23, 5, 6 2b, 3b tak i migczakow (glownie Slimakow
i glowonogdw), odporny na gotowanie
Uniwersalny dla skorupiakow, odporny
7. LAMVEADLER 96,43 0 52,94 | 8,22 13,20 la 23, 6 1b 2b, 3b tak .
na gotowanie
Uniwersalny dla migczakow z roznych
8. LAITEVDLER 3,57 | 95,65 | 45,10 1,55 2,48 1a, 4a 1b tak gromad, cze$ciowo odporny na
gotowanie
1a, 1b 2a, 3b, 5, Uniwersalny dla skorupiakow, odporny
9. LAEASQAADESER 96,43 0 52,94 | 2,84 4,56 2b tak
6 na gotowane
Uniwersalny dla skorupiakow (glownie
10. ALSNAEGEVAALNR 46,43 0 25,49 0,36 0,58 1a, 1b 2a, 3b, 6 2b tak z rzedu dziesiecionogow — Decapoda),

odporny na gotowane
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Analiza bioinformatyczna

Analiza laboratoryjna
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Specyficzny dla matzy z gatunku
11. QIAEHEQEIQSLTR 0 4,35 1,96 0,03 0,04 4a, 4b nie Mytilus (omutki), odporny na
gotowanie
Specyficzny dla matzy z gatunku
12. VIDLEEQLTVVGANIK 0 8,70 | 3,92 0,04 0,06 1b, 4a, 4b nie Mytilus (omutki) i Perna, odporny na
gotowanie
Uniwersalny dla malzy z gatunku
13. AISDELDATFAELAGY 0 8,70 | 3,92 0,04 0,06 1b, 4a, 4b nie Mytilus (omutki) i Perna, odporny na
gotowanie
Uniwersalny dla skorupiakow (gtownie
1a, 1b 2a 2b, 3a,
14. SITDELDQTFSELSGY 67,86 0 37,25 0,40 0,64 tak | zrzedu dziesigcionogow — Decapoda),

3b, 6

odporny na gotowane
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Analiza bioinformatyczna

Analiza laboratoryjna
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Uniwersalny dla skorupiakéw (gtownie
1a, 1b 2a 2b 2c, z rzedu dziesiecionogow — Decapoda),
15. MQQLENDLDQVQESLLK 28,57 0 1569 | 0,23 0,36 tak ) _
3a, 3b, 6 odporny na gotowane i czesciowo na
smazenie
Specyficzny dla matzy z gatunku
16. | SIQTENDLDNTQTQLQDVQAK | 0 | 435 | 1,96 | 0,15 0,24 4a, 4b nie Mytilus (omutki), odporny na
gotowanie
Uniwersalny dla glowonogéw
17 VAECESEIQGLNR 0 |1304]| 588 | 007 | 011 1a, 1b, 1c, nie z podgromady plaszezoobrostych -

Coleoidea (matwy, kalamarnice),
odporny na gotowanie i smazenie
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6. DYSKUSJA WYNIKOW

Metody proteomiczne oparte na markerach peptydowych stanowig obiecujaca
alternatywe dla powszechnie stosowanych metod oceny autentycznosci zywnosci, takich jak
analiza DNA czy testy immunologiczne [Ortea iin. 2016]. Czynnikiem przyspieszajacym
rozwo6j badan proteomicznych z wykorzystaniem technik bioinformatycznych i spektrometrii
mas jest wzrost tempa sekwencjonowania i interpretacji genomow. Szybki rozwoj baz danych
umozliwia zidentyfikowanie znacznej liczby biatek 0 nieznanych sekwencjach na podstawie
juz opisanych sekwencji — szczegoélnie, gdy naleza one do rodzin biatek wysoce
konserwatywnych [Shevchenko iin. 2009]. Z drugiej strony coraz trudniej jest zastosowac
tradycyjng strategie identyfikacji biatek oparta na wyszukiwaniu peptydow unikalnych dla
danej sekwencji biatka. Taka strategia jest rekomendowana przy identyfikacji alergenow
[Johnson iin. 2011]. Wyszukiwanie markeré6w na podstawie powyzszej rekomendacji
wymaga znajomosci sekwencji danego biatka i wyboru peptydéw unikalnych dla danej
sekwencji aminokwasowej. W publikacjach naukowych jako jedna zcech markera
peptydowego wymienia si¢ jego ,.specyficzno$¢” [Johnson iin. 2011]. Istnienie biatek
homologicznych, o wysokim podobienstwie sekwencji (w tym nieznanych) jest wymieniane
jako utrudnienie w spetnieniu powyzszych rekomendacji [Walker i in. 2016]. W przypadku
rodzin bialek wysoce konserwatywnych (o duzym podobienstwie sekwencji
aminokwasowych) ten sam peptyd moze wystepowaé W biatkach roéznych gatunkow
organizméw zywych. Przyktadem moga by¢ markery biatek mleka krowiego wystepujace
takze W sekwencjach biatek mleka bawotu (Bubalus bubalis) [Minkiewicz i in. 2015b], czy
peptydy bedace markerami miozyn $ledzia (Clupea harengus) i karpia (Cyprinus carpio)
[Bucholska i Minkiewicz 2016]. Obecnie wykorzystanie jako markeréw peptydow
wystepujacych W wiecej niz jednej sekwencji jest uznawane za dopuszczalne W przypadku
alergenéw 0 wysoce podobnych sekwencjach aminokwasowych [Chen iin. 2017; Fu i in.
2019; Wang i in. 2021; Ho i in. 2021].

Tropomiozyny bezkrggowcdéw sa przyktadem rodziny bialek zawierajacych liczne
wspolne fragmenty, miedzy innymi epitopy [Minkiewicz i in. 2015a]. Chen i in. [2017], Wang
iin. [2021] oraz Ho iin. [2021] w swoich badaniach za cel postawili sobie znalezienie
peptydow, ktore moglyby by¢ stosowane do wykrywania tropomiozyn skorupiakow,
z eliminacja ryzyka otrzymania wyniku falszywie pozytywnego (peptyd nieobecny
w sekwencjach tropomiozyn mig¢czakéw iowadow). We wspomnianych publikacjach
peptydy takie sa nazywane ,,sygnaturowymi” lub ,,specyficznymi” i wystepuja W wiecej niz

jednej sekwencji tropomiozyny skorupiaka.
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Jezeli jest wiadome, jaki surowiec znajduje si¢ w produkcie (np. konkretny gatunek
krewetki) podejscie wykorzystujace peptydy specyficzne dla sekwencji bialek krewetek jest
w takim przypadku uzasadnione. Jesli jednak w produkcie znajduje si¢ krewetka nieznanego
gatunku lub o nieznanej sekwencji tropomiozyny, ktora nie zawiera peptydu wybranego jako
»specyficzny” — proba wykrycia obecnosci biatka w produkcie moze skutkowaé wynikiem
falszywie ujemnym. W takim przypadku lepiej jest zastosowaé peptyd, ktory jest obecny
w jak najwigkszej liczbie opisanych w literaturze sekwencji tropomiozyn skorupiakoéw —
stwarza to wigksze prawdopodobienstwo, ze obecno$¢ biatek krewetki zostanie w produkcie
wykryta. Takie podejscie, proponowane W niniejszej pracy, mozna uzna¢ za odwrocenie
tradycyjnego paradygmatu dotyczacego wykrywania alergenoéw, zaktadajacego wyszukiwanie
peptydow unikalnych dla danej sekwencji aminokwasowej biatka.

Jesli wybrany marker jest uniwersalny dla sekwencji tropomiozyn wielu gatunkow
owocow morza, umozliwia takze wykrycie W produkcie spozywczym biatek, ktore nie zostaty
opisane w literaturze, a ich sekwencja nie jest znana. Ponadto, jesli marker jest uniwersalny
dla wielu biatek z rodziny tropomiozyn (nie tylko z migczakow lub skorupiakéw), moze by¢
zastosowany do wykrywania potencjalnych alergenow W zywnos$ci zawierajacej sktadniki
nieobjete obowigzkiem znakowania (np. owady). Wazng cechg takiego markera peptydowego
jest jego zwigzek z sekwencja aminokwasowg epitopu tropomiozyny. Markery peptydowe,
ktorych sekwencje aminokwasowe s3 jednoczes$nie fragmentami sekwencji epitopow lub
epitopami w catosci, mogg by¢ przydatnym narz¢dziem do wykrywania biatek alergennych.
Jednakze, podczas gdy sekwencje epitopow alergennych skorupiakéw sg dostepne W bazach
danych, to epitopy alergennych tropomiozyn wielu gatunkéw migczakdw nie zostaty jak dotad
opisane. W bazie IEDB (Immune Epitope Database, dostep: grudzien 2021) znajdujg sie
sekwencje epitopéw liniowych tropomiozyny $limaka Turbo cornutus [Ishikawa i in. 1998a],
malza Crassostrea gigas [Fang i in. 2019] i przegrzebka Mimachalmys nobilis [Bai i in. 2021].
Ishikawa i in. [2001] udowodnili jednak, ze sekwencje epitopéw tropomiozyny o$miornicy
(Octopus vulgaris) czgsciowo pokrywaja si¢ Z sekwencjami epitopéw tropomiozyn krewetek
(P. indicus i P. aztecus). Dlatego w przypadku tropomiozyn migczakoéw, znalezienie markera
peptydowego bedacego jednoczesnie fragmentem lub W catosci epitopem jest trudniejsze niz
W przypadku tropomiozyn skorupiakow.

Jak wykazano w niniejszej pracy, peptydy powstajace po trawieniu trypsyna biatek
wyekstrahowanych z produktéw ugotowanych zawieraly czesto nienaruszone, kompletne
sekwencje epitopéw liniowych. To wskazuje, ze W surowcach poddanych obrobce takze
mozna wykrywac bialka alergenne, w oparciu o sekwencje epitopow. Jednym z kryteriow

uznania biatka za alergen jest obecno$¢ w jego sekwencji co najmniej dwoch epitopow
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wigzacych IgE [Bannon 2004]. Powyzsze kryterium jest znacznie mniej restrykcyjne niz te
uznawane przez IUIS (International Union of Immunological Societies) [Breiteneder,
Chapman 2014]. Wg IUIS biatko alergenne powinno spetlnia¢ szereg kryteriow
biochemicznych i immunologicznych. Alergen powinien mie¢ znang sekwencj¢ 1 znane
modyfikacje potranslacyjne (jesli wystepuja) oraz powinien by¢ oczyszczony tak, aby byt
homogenny lub prawie homogenny. Charakterystyka biatka alergennego powinna obejmowac
oznaczenie podstawowych wiasciwosci fizykochemicznych, takich jak masa czasteczkowa
I punkt izoelektryczny, a takze uzyskanie monoklonalnych lub monospecyficznych
przeciwcial oddziatujacych ze zwigzkiem bedacym obiektem badan. Immunologiczne kryteria
alergennosci obejmujg porownanie czestosci wystgpowania przeciwciat IgE w surowicy u jak
najwiekszej liczby pacjentow (zaleca si¢ co najmniej 50), oznaczenie aktywnosci alergennej
(np. testy skorne), zmniejszenie zdolnosci wigzania przeciwcial IgE po usunigciu alergenu
oraz zdolno$¢ wigzania IgE przez rekombinowany alergen. Klasyczna strategia analizy
alergendw zaklada miedzy innymi uzycie wzorcéw biatek spelniajacych powyzsze kryteria
[Walker i in. 2016].

W 2001 roku Komisja Organizacji Narodow Zjednoczonych ds. Wyzywienia i Rolnictwa
oraz Swiatowej Organizacji Zdrowia (FAO/WHO) opublikowata kryteria, wedtug ktorych
klasyfikuje si¢ nowo odkryte biatka jako alergeny. Musza one mie¢ sekwencje identyczna
W min. 35% na dlugosci 80 aminokwasow (pordwnywanie sekwencji za pomoca
»przesuwanego okna” 0 szerokosci 80 aminokwasow) z innym znanym biatkiem alergennym
lub identyczne fragmenty sekwencji o dtugosci 8 aminokwasow (fragmenty teoretycznie
bedace epitopami liniowymi). Wykazano jednak, ze kryteria opracowane ponad dwadziescia
lat temu sg nieskuteczne i skutkujg czesto nieprawidtowym zaklasyfikowaniem biatek jako
alergenne/niealergenne [Herman i in. 2021]. Zastosowanie pierwszego kryterium jest mozliwe
tylko wtedy, gdy sekwencja nowego bialka 0 nieokreslonej alergennosci jest znana. Drugie
kryterium za$ mogloby by¢ zastosowane do bialek 0 nieznanej sekwencji, jednak obecnos¢
identycznych peptydéw o dlugosci 8 aminokwasow, nie zawsze $wiadczy 0 podobienstwie
funkcjonalnym biatek jako catosci i przynaleznosci do tej samej rodziny, a tym samym
0 podobnej zdolnosci do wywotania reakcji alergicznej [Ladics i in. 2006, Ladics 2019].

Wykrycie w zywnoséci co najmniej dwoch sekwencji epitopdw moze wige byé
wskaznikiem ostrzegajacym 0 obecno$ci W niej alergennego biatka, nawet jesli taki
eksperyment nie spetnia rygorystycznych kryteriow, ktore opisali Breiteneder i Chapman
[2014] oraz Walker i wspotpracownicy [2016]. Identyfikacja biatek obecnych w produkcie
Z wykorzystaniem markeréw peptydowych bedacych epitopami lub fragmentami epitopoéw

(o dtugosci powyzej 8 aminokwaséw) oraz identyfikacja w hydrolizatach z produktow
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gotowanych sekwencji peptydow zawierajacych cate epitopy, pozwolitaby na wykrycie
alergennego biatka 0 nieznanej sekwencji, z wigksza pewnoscia co do jego wlasciwosci
alergennych, niz w przypadku stosowania kryteriow FAO/WHO. Z drugiej strony, jesli
w produkcie znajdujg si¢ biatka kilku gatunkéw bezkregowcdw, nie zawsze mozna
udowodni¢, ze wykryte fragmenty zawierajgce epitopy pochodzg z tego samego biatka. Wynik
taki swiadczylby jednak otym, ze badany produkt spozywczy zawiera tropomiozyng
skorupiaka, migczaka lub ogolnie bezkregowca, ktdra jest potencjalnym alergenem.
Przyspieszytoby to prace nad weryfikacja bezpieczenstwa nowej zywnosci.

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy $wiadcza, ze peptydy wykrywane w gotowanych
produktach byly dluzsze, niz peptydy znalezione w hydrolizatach biatek z probek, ktore nie
byly poddawane obrobce termicznej, co zwigksza prawdopodobienstwo wykrycia
W hydrolizatach biatkowych kompletnych epitopow. Niektore peptydy identyfikowane
w probkach pochodzacych z produktow poddanych gotowaniu zawieraly wigzania, ktore
teoretycznie powinny by¢ hydrolizowane przez trypsyneg. Otrzymanie W wyniku trawienia
trypsyng dhuzszych fragmentow polipeptydowych jest szczegélnie korzystne w przypadku,
gdy celem analizy jest okreslenie sekwencji aminokwasowej biatka lub wyszukiwanie
epitopow. Ze wzgledu na fakt, ze hydroliza bialek z ugotowanego produktu jest niepeina,
trudno jest przewidzie¢, jakie produkty powstang w wyniku tej reakcji enzymatycznej.
Podczas analizy celowanej (stosowanej najczgsciej podczas wykrywania biatek w oparciu
0 markery peptydowe), nalezy wskaza¢ mase (m/z) jonu prekursorowego peptydu (markera),
ktory ma zosta¢ wykryty W probce metodami SIM (ang. selected ion monitoring — tryb,
W ktorym rejestrowany jest tylko jon 0 okreslonej warto$ci m/z) lub SRM (ang. selected
reaction monitoring — tryb, w ktorym rejestrowany i fragmentowany jest tylko jon
0 okreslonej wartosci m/z). Zastosowanie metod niecelowanych (np. trybu akwizycji danych
DDA) umozliwia wykrycie produktu hydrolizy biatka z ugotowanego produktu oraz moze
nie$¢ informacje na temat stabilnos$ci markera peptydowego.

Ze wzgledu na liczne modyfikacje aminokwasdéw, zachodzace podczas obrobki
termicznej, zwlaszcza smazenia, stosowanie markeréw peptydowych do wykrywania biatek
alergennych w smazonych produktach moze by¢ utrudnione iwymaga dalszych badan.
W niniejszej pracy zidentyfikowano jednak peptydy, ktore byty obecne w hydrolizatach biatek
z produktow po rozmrozeniu, ugotowanych oraz usmazonych. Byly to peptydy
MQQLENDLDQVQESLLK (epitop, obecny w sekwencjach aminokwasowych tropomiozyn
skorupiakéw) oraz VAECESEIQGLNR (obecny w sekwencjach aminokwasowych
tropomiozyn gtlowonogdéw — matw i kalamarnic). Nie sg one jednak rozpowszechnione wsrod

sekwencji tropomiozyn na tyle, aby mogly by¢ stosowane jako uniwersalne markery
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tropomiozyn — obecne sg odpowiednio w 0,23 1 0,07% sekwencji tropomiozyn ogoétem wedtug
Interpro oraz 0,36 i 0,11% sekwencji wedtug Pfam.

Analiza in silico stanowita wstgp do dalszych badan ipozwolita na wytypowanie
peptydéw, ktore moga powstaé po proteolizie trypsyng tropomiozyn skorupiakow
I migczakow. Niektore z peptydow, bedacych produktami symulowanej proteolizy trypsyna
in silico, wykryto w probkach, w ktérych znajdowaly si¢ hydrolizaty tropomiozyn
0 nieznanych sekwencjach aminokwasowych, co dowodzi, ze na podstawie markerow
peptydowych mozna stwierdzi¢ obecnos¢ alergennego biatka w danym produkcie, nie znajac
jego sekwencji aminokwasowej.

Chen iin. [2017] oraz Ho iin. [2021] zastosowali peptyd ALSNAEGEVAALNR do
wykrywania i oznaczania ilo$ciowego zawartosci tropomiozyn krewetek (w kulkach rybnych
zawierajacych krewetki P. vannamei oraz catych krewetkach siedmiu gatunkow, w tym 3
0 nieznanych sekwencjach tropomiozyn). Wybrano go m.in. ze wzgledu na intensywnos¢
sygnalu na widmach zanaliz LC-MS. Zweryfikowano rowniez, za pomoca narzg¢dzi
bioinformatycznych (BLAST, UniProtKB i UniPept), czy jest on uniwersalny dla
tropomiozyn krewetek. Stwierdzono jednocze$nie, ze nie jest on obecny W wigkszosci
sekwencji tropomiozyn krabow.

Na podstawie analizy in silico przeprowadzonej w niniejszej pracy wykazano jednak, ze
peptyd ten wystepuje W mniej niz 50% przeanalizowanych sekwencji tropomiozyn
skorupiakow. Lepszym wyborem moglby by¢ wiec peptyd IVELEEELR, dla ktoérego
intensywnos$¢ sygnatu we wspomnianych wyzej badaniach Chen iin. [2017] oraz Ho i in.
[2021] byta porownywalna z intensywnos$cig sygnatu zastosowanego peptydu, jednak miatby
on szersze zastosowanie do wykrywania tropomiozyn o nieznanej sekwencji lub z krewetek
nieznanych gatunkéw. Peptyd ten byt obecny W 93% analizowanych sekwencji skorupiakow,
a wigc istnieje  wigksze  prawdopodobienstwo (niz  w przypadku  peptydu
ALSNAEGEVAALNR), ze zostanie wykryty W hydrolizacie biatek dowolnej krewetki. Ten
peptyd jest takze epitopem (IEDB ID: 956601). Do analizy ilo$ciowej tropomiozyn
zastosowali go Wang i in. [2021].

Nagai iin. [2015] wybrali peptydy, ktore sg obecne w sekwencjach aminokwasowych
tropomiozyn wielu skorupiakow, ale nieobecne w sekwencji tropomiozyny kryla. Wybrano
peptydy IQLLEEDLER, LAEASQADESER iIVELEEELR jako peptydy wspdlne dla
tropomiozyn skorupiakow oraz ADTLEQQNK, SLSDEER i FLAEEADR jako peptydy
odrdzniajace tropomiozyng¢ kryla od innych badanych tropomiozyn skorupiakéw. Mimo to,
W probee zawierajacej hydrolizat tropomiozyny kryla wykryto dwa z tych trzech peptydow.

Badacze wyjasnili, ze taki stan rzeczy moze wynika¢ z niezgodnos$ci sekwencji dostepnej
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w bazie danych i rzeczywistej sekwencji biatka. Wybrane peptydy probowano tez wykry¢
w probkach hydrolizatow tropomiozyny larwy osy Vespula flaviceps (owad jadalny).
Wykazano, ze nie byly obecne w analizowanym hydrolizacie. Sekwencja tropomiozyny tego
owada nie zostala opisana W bazie UniProtKB. Wybrane peptydy sa jednak obecne w wielu
sekwencjach tropomiozyn innych owadéw, m.in. czarnej muchy (Hermetia illucens)
I plesniakowca 1$nigcego (Alphitobius diaperinus) [Leni i in. 2020]. Nie mozna wigc stosowac
tych peptydéw do eliminowania ryzyka otrzymania wynikow fatszywie pozytywnych przy
wykrywaniu skorupiakow, w przypadku, gdy produkt jest zanieczyszczony biatkami owadow.

Wspomniane wyzej wyniki eksperymentéw potwierdzajg zalozenie, ze nalezy bardzo
ostroznie podchodzi¢ do typowania markeréw do wykrywania biatek konkretnych gatunkow,
bazujac tylko na sekwencji aminokwasowej. W niniejszej pracy wykazano, ze staranny dobor
markera pozwala stwierdzi¢, ze wykrytym bialkiem jest tropomiozyna, ze jest
prawdopodobnie alergenna (obecne sg W niej epitopy), ale nie daje jednoznacznej odpowiedzi
z jakiego gatunku pochodzi (np. na podstawie wynikdw analizy probki nr 6, zawierajacej
hydrolizat biatek z produktu ,,ogonki rakéw” gatunku Procambarus clarkii, program PEAKS
jako gatunek, z ktérego pochodzita tropomiozyna obecna W probce, wskazal m.in. krewetki
Metapenaeus ensis, Penaeus aztecus, Penaeus monodon, Penaeus chinensis i Penaeus
monodon). Dlatego wykrywanie rodziny biatek alergennych daje pewniejszy wynik niz
wykrywanie biatek poszczeg6lnych gatunkow.

W literaturze zwraca si¢ jednak uwage na pewne oOgraniczenia w stosowaniu metod
proteomicznych do badan zywno$ci. Podkreslana jest konieczno$¢ opracowania
standaryzowanej metodyki dotyczacej przygotowania probek zywnosci, wykorzystania
odpowiednich analiz statystycznych oraz doskonalenia narz¢dzi bioinformatycznych
I stosowania sprzetu 0 wigkszej mocy analitycznej [Walker i in. 2016]. Gtéwnym problemem
zwigzanym Z wykorzystaniem proteomiki do badan zywnosci jest ekstrakcja biatek ze
ztozonych matryc i niskie st¢zenie analizowanych biatek. Stad konieczne jest opracowanie
takiej metody ekstrakcji, ktéra zapewni otrzymanie st¢zenia biatka na poziomie
umozliwiajagcym przeprowadzenie testow 0 wyzszej czutoséci i odtwarzalnosci [Walker i in.
2016; Nugraha i in. 2021]. Innym czynnikiem ograniczajagcym, z ktorym moga si¢ spotkac
laboratoria zajmujace si¢ analiza zywnoS$ci, jest ograniczona dostepno$¢ materiatow
odniesienia, bioragc pod uwagg szeroki zakres mozliwych analitow, stezen i kombinacji matryc
rzeczywistych probek do analizy [Emons i in. 2006, Walker i in. 2016].

Podczas wyszukiwania markeré6w uniwersalnych dla danego biatka (w tym przypadku
tropomiozyny) i stosowaniu ich do wykrywania alergenow skorupiakéw i migczakow, trzeba

bra¢ pod uwagg ryzyko otrzymania wynikow falszywie pozytywnych. Ze wzgledu na wysokie
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podobienstwo sekwencji tropomiozyn, W przypadku zanieczyszczenia produktu np. owadami,
proba identyfikacji biatka skorupiakéw moze skutkowa¢ wykryciem tropomiozyny innego
organizmu. W takich przypadkach nalezy rozwazyé zastosowanie do analizy markerow
peptydowych, ktore sa uniwersalne dla tropomiozyn skorupiakow, ale nie wystepuja
w sekwencjach aminokwasowych innych grup organizméw. Narzgdziem, ktoére moze stuzy¢
do analizy poszczegolnych peptyddéw pod katem mozliwosci ich uwalniania z biatek r6znych
rodzin oraz réznych jednostek taksonomicznych (po trawieniu trypsyng) jest m.in. Unipept,
uzyty W ponizszej pracy. Zastosowanie powyzszego programu umozliwito stosunkowo tatwe
okreslenie dystrybucji poszczegolnych peptydow w sekwencjach biatek organizmoéw
nalezacych do réznych jednostek taksonomicznych (skorupiaki, migczaki itp.). Rola programu
UniPept w niniejszy badaniach moze by¢ argumentem za stosowaniem zroéznicowanych
narzedzi bioinformatycznych do wspomagania analizy alergenéw. Stabym punktem procedur
wyboru peptydow, uwzgledniajgcych uzycie programéw analizujgcych sekwencje
aminokwasowe na potrzeby proteomiki celowanej, moze by¢ ich dostgpnos¢. Przyktadem
takich probleméw moga by¢ losy programu EVALLER [Martinez-Barrio iin. 2007],
wykorzystanego do wspomagania wyboru markerow peptydowych opisanych w pracy
Bucholskiej i Minkiewicza [2016]. Wymieniony program nie jest obecnie dostepny
W Internecie. Stad procedury bioinformatyczne musza by¢ na biezaco dostosowywane do
mozliwosci aktualnie dostepnych programow.

Ryzyko falszywego wyniku moze wystapi¢ takze w przypadku analizy skoncentrowanej
na probie identyfikacji biatka obecnego W prébcee, na podstawie fragmentéw powstatych po
trawieniu biatka np. trypsyng. Nalezy wzig¢ pod uwage mozliwo$¢ niepoprawnego
rozpoznania przez program tego biatka jako inne, niepowigzane filogenetycznie ani
funkcjonalnie, ale majgce wspolne fragmenty sekwencji 2z analizowanym biatkiem
[Shevchenko i in. 2009]. Problem taki moze wystapi¢, jesli peptydy uzyte jako markery sa
zbyt krotkie — ponizej 8 reszt aminokwasowych. Przyktady rozpowszechnienia heksa- lub
heptapeptydow Ww sekwencjach biatek nalezacych do licznych rodzin zostaty opisane
w pracach Minkiewicza iin. [2012; 2015b]. Rozwigzaniem tego problemu moze byc¢
zawezenie bazy sekwencji, ktora jest przeszukiwana przez program, do zbioru sekwencji
aminokwasowych biatek pochodzacych z jednej grupy organizméw, np. Metazoa (zwierzeta
tkankowe) [Ho i in. 2021] lub tylko z jednej rodziny biatek, np. tropomiozyn. Zastosowanie
takiego rozwigzania W pracy spowodowato, ze wyniki uzyskane za pomoca programu
PEAKS, dotyczyly dopasowan zidentyfikowanych peptydow tylko do tych sekwencji
aminokwasowych tropomiozyn, ktore zostaty opisane w bazie UniProtKB i zastosowane jako

baza odniesienia w programie PEAKS.
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Strategia wyszukiwania peptydowych markerow wspolnych dla wigkszej liczby biatek
moze by¢ stosowana nie tylko do identyfikacji tropomiozyn, ale takze innych wysoce
konserwatywnych rodzin np. alergendw pochodzacych z mleka [Minkiewicz iin. 2011;
2015b] lub jaj [Minkiewicz iin. 2013]. Powyzsza strategia nie ma zastosowania do rodzin
biatek 0 wysoce zroznicowanych sekwencjach, jak parwalbuminy, ktére byty rekomendowane
jako prekursory markerow specyficznych dla poszczegolnych gatunkow ryb [Carrera i in.
2006; Pineiro iin. 2015]. Przyktadem ilustrujacym zréznicowanie parwalbumin jest
rozpowszchnienie heksapeptydow pochodzacych z parwalbuminy dorsza baltyckiego
w sekwencjach innych bialek. Wymienione heksapeptydy wystepowaty w setkach biatek
z r6znych rodziny, ale tylko w jednej parwalbuminie [Minkiewicz i in. 2012].
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WNIOSKI I STWIERDZENIA KONCOWE
Przeprowadzone analizy pozwolily na zidentyfikowanie alergennych tropomiozyn

w produktach spozywczych z owocdw morza, poddanych mrozeniu, gotowaniu lub smazeniu

oraz w produktach gotowych do spozycia. Identyfikacji dokonano na podstawie znajomosci

sekwencji peptydow, ktore powstajag po symulowanym trawieniu trypsyng tropomiozyn oraz
na drodze analiz bazujacych na homologii biatek. Potwierdzono, ze aby zidentyfikowac¢ biatko

w probce nie jest konieczna znajomos¢ calej sekwencji aminokwasowej, ale tylko krotkich

fragmentow (peptydow).

Na podstawie przeprowadzonych badan sformulowano nastgpujagce wnioski

I stwierdzenia:

1. Analiza in silico pozwolita na wytypowanie peptydow, ktore mogg powstaé po proteolizie
trypsyng tropomiozyn skorupiakow i migczakéw. Niektore z peptydow, bedacych
produktami symulowanej proteolizy trypsyng in silico, wykryto w probkach, w ktorych
znajdowaly sie hydrolizaty tropomiozyn o nieznanych sekwencjach aminokwasowych, co
dowodzi, ze na podstawie markerow peptydowych mozna stwierdzi¢ obecnos$¢ alergennego
biatka w danym produkcie, nie znajac jego sekwencji aminokwasowe;.

2. Przeprowadzona analiza in silico dowiodta, ze mozna wyodrgbni¢ peptydy, ktore moga
stanowi¢ markery peptydowe obecnosci alergennych tropomiozyn w produktach
spozywczych, charakterystyczne dla skorupiakow, dla migczakdéw oraz takie, ktore
wystepuja w obu tych grupach.

3. Trawienie trypsyng ekstraktow biatkowych z produktéw poddanych gotowaniu prowadzi
do powstania dluzszych peptydow niz w przypadku ekstraktow z produktow
rozmrozonych, co zwigksza prawdopodobienstwo wykrycia w hydrolizatach biatkowych
kompletnych epitopow.

4. W niniejszej pracy zidentyfikowano peptydy (w tym peptyd zawierajacy kompletng
sekwencj¢ epitopu tropomiozyn skorupiakow), ktore byly obecne w hydrolizatach biatek
Z produktow po rozmrozeniu, ugotowanych oraz usmazonych, co wskazuje na mozliwos¢
zastosowania peptydowych markerow do wykrywania takich biatek mimo modyfikacji

5. Wykrywanie biatek alergennych w Zzywnos$ci w oparciu o uniwersalne markery peptydowe
stanowi obiecujaca alternatywe dla tradycyjnego podejscia w analizie alergenow
(stosowanie peptydow unikalnych), zmniejszajac ryzyko otrzymania wynikow falszywie
negatywnych. W przypadku stosowania peptydéow unikalnych do wykrywania bialek
alergennych o nieznanych sekwencjach istnieje mozliwos¢, ze biatko to nie zostanie

wykryte, bo jego sekwencja nie zawiera tego peptydu.
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6. Staranny dobdr uniwersalnego markera peptydowego pozwala stwierdzi¢, ze wykrytym
biatkiem jest tropomiozyna, ze jest prawdopodobnie alergenna (obecne sa w niej epitopy),
ale nie daje jednoznacznej odpowiedzi z jakiego gatunku pochodzi. Zastosowanie takiego
markera niesie wiec za sobg istotne informacje o mozliwej alergennosci biatka, ale nie
0 jego pochodzeniu.

7. Jesli marker jest uniwersalny dla wielu biatek z rodziny, moze by¢ zastosowany do
wykrywania potencjalnych alergendw w zywnoS$ci zawierajacej skladniki nieobjete
obowigzkiem znakowania (np. owady).

8. Markery peptydowe, ktorych sekwencje aminokwasowe sg jednoczes$nie fragmentami
sekwencji epitopow lub epitopami w catosci, moga by¢ przydatnym narzedziem do
wykrywania bialek alergennych.

9. Ze wzgledu na wysokie podobienstwo sekwencji tropomiozyn, w przypadku
zanieczyszczenia produktu np. owadami, proba identyfikacji biatka skorupiakow moze
skutkowa¢ wykryciem tropomiozyny innego organizmu. W takich przypadkach nalezy
rozwazy¢ zastosowanie do analizy markerow peptydowych, ktore sa uniwersalne dla
tropomiozyn skorupiakéw, ale nie wystepuja w sekwencjach aminokwasowych innych
grup organizmow.

10. W przypadku analizy skoncentrowanej na probie identyfikacji biatka obecnego w prébcee,
na podstawie fragmentow powstatych po trawieniu biatka np. trypsyna, nalezy wziaé pod
uwage mozliwo$¢ niepoprawnego rozpoznania przez oprogramowanie tego biatka jako
inne, niepowigzane filogenetycznie ani funkcjonalnie, ale majgce wspolne fragmenty
sekwencji z analizowanym biatkiem. Nalezy w takiej sytuacji zawezi¢ baze sekwencji,
ktora jest przeszukiwana przez program, do zbioru sekwencji aminokwasowych biatek
pochodzacych z jednej grupy organizméw lub tylko z jednej rodziny biatek, np.

tropomiozyn.
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KOMPUTEROWE BAZY DANYCH | PROGRAMY WYKORZYSTANE W PRACY
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11.
12.
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14.
15.
16.

17.
18.
19.

Allergome: http://www.allergome.org/index.php, dostep: kwiecien 2019.

AllFam: http://www.meduniwien.ac.at/allfam/, dostep: kwiecien 2019.
BIOPEP-UWM: http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/pl/biopep, dostep:
luty 20109.

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool):
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, dostep: lipiec 2020.

Fragment lon Calculator:
http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsToolkit/FraglonServlet.html, dostep:
czerwiec 2021.

Heatmapper: http://www.heatmapper.ca/, dostep: lipiec 2020.

Image Master 2D Platinum 2.0 (GE Healthcare, Chicago, Illinois, Stany
Zjednoczone).

Immune Epitope Database: https://www.iedb.org/, dostep: sierpien 2020, grudzien

2021.

Interpro: https://www.ebi.ac.uk/interpro/, dostep: lipiec 2020.

LabSolutions Insight wersja 3.5 (Shimadzu, Tokio, Japonia).

LabSolutions wersja 5 (Shimadzu, Tokio, Japonia).

NCBI Taxonomy (National Center for Biotechnology Information):
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy, dostep: luty 2019, lipiec 2020.

PEAKS wersja 10.0 (Bioinformatics Solutions Inc, Waterloo, Ontario, Kanada).
Pfam: https://pfam.xfam.org/, dostep: lipiec 2020.

PROSITE: https://prosite.expasy.org/, dostep: kwiecien 2020.

SDAP (Structural Database of Allergenic Proteins): https://fermi.utmb.edu/,
dostep: kwiecien 2019.

SWISS-MODEL.: https://swissmodel.expasy.org/, dostep: kwiecien 2020.
Unipept: https://unipept.ugent.be/, dostep: lipiec 2021.

UniProt: https://www.uniprot.org/, dostep: luty 2019, lipiec 2020, czerwiec 2021.
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WYKAZ SKROTOW

AGE

AQUA
CHCA

CID
DDA
EAACI

ELISA
ESI

FAO

IgE

LC
LC-MS

MALDI

MHC

MLC

MRM

MS

MS/MS lub MS?
PBS

PCR
PMF

ppm

ang. advanced glycation end products — Kkoncowe produkty
zaawansowanej glikacji

ang. absolute quantification — bezwzgledne oznaczanie ilosciowe

ang. o-Cyano-4-hydroxycinnamic acid - kwas alfa-cyjano-4-
hydroksycynamonowy

ang. collision induced dissociation — rozpad pobudzony przez kolizje
ang. data-dependent aquisition - akwizycja zalezna od danych

ang. European Academy of Allergy and Clinical Immunology -
Europejska Akademia Alergologii i Immunologii Klinicznej

ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — test immunoenzymatyczny
ang. electrospray ionization — zrodto jonow elektrosprej / jonizacja za
pomocg elektrorozpylania

ang. Food and Agriculture Organization of the United Nations —
Organizacja Narodow Zjednoczonych do Spraw Wyzywienia
i Rolnictwa

ang. immunoglobulin E - immunoglobulina E

ang. ion trap — putapka jonowa

ang. liquid chromatography — chromatografia cieczowa

ang. liquid chromatography — mass spectrometry — chromatografia
cieczowa sprze¢zona ze spektrometrig mas

ang. matrix-assisted laser desorption ionization — desorpcja/jonizacja
laserowa wspomagana matrycg

w zaleznosci od kontekstu: ang. major histocompatibility complex -
zespot biatek odpowiedzialny za prezentacj¢ antygenu limfocytom T lub
ang. myosin heavy chain — ciezki fancuch miozyny

ang. myosin light chain — lekki tancuch miozyny

ang. multiple reaction monitoring — monitorowanie reakcji nastepczych
ang. mass spectrometry — spektrometria mas

tandemowa spektrometria mas

ang. Phosphate-buffered saline - roztwor soli fizjologicznej buforowanej
fosforanem

ang. polymerase chain reaction — reakcja fancuchowa polimerazy

ang. peptide mass fingerprint — technika identyfikacji biatek

ang. parts per milion - liczba czgéci na milion
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Q-IT kwadrupol z putapka jonowsa

QQQ potrdjny kwadrupol

Q-TOF kwadrupol z analizatorem czasu przelotu

RP-LC ang. Reversed phase liquid chromatography - chromatografia cieczowa
W odwroconym uktadzie faz

SA ang. sinapic acid — kwas synapinowy

TOF ang. Time-of-Flight — czas przelotu

SCC ang. sequence cross-coverage - stopien pokrycia sekwencji peptydu
z sekwencjg epitopu

SDS-PAGE ang. SDS poliacrylamide gel electrophoresis — elektroforeza w zelu
poliakrylamidowym

SIM ang. selected ion monitoring — tryb, w ktorym rejestrowany jest tylko jon
0 okreslonej warto$ci m/z

SPE ang. solid phase extraction — ekstrakcja do fazy stalej

SRM ang. selected reaction monitoring — tryb, wktorym rejestrowany

i fragmentowany jest tylko jon o okreslonej wartosci m/z

Skroéty i symbole oraz masy czasteczkowe aminokwasow biatkowych [Suder i in. 2016]

Nazwa Skrét | Symbol Masa reszty aminokwasowej [Da]

monoizotopowa usredniona
Alanina Ala A 71,0371 71,0790
Arginina Arg R 156,1011 156,1881
Asparagina Asnh N 114,0429 114,1041
Cysteina Cys C 103,00928 103,1434
Glicyna Gly G 57,0215 57,0520
Fenyloalanina Phe F 147,0684 147,1771
Glutamina Gln Q 128,0586 128,1310
Histydyna His H 137,0589 137,1415
Izoleucyna lle I 113,0840 113,1600
Kwas asparaginowy Asp D 115,0270 115,0887
Kwas glutaminowy Glu E 129,0426 129,1157
Leucyna Leu L 113,0841 113,1600
Lizyna Lys L 128,0950 128,1747
Metionina Met M 131,0405 131,1974
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Nazwa Skrét | Symbol Masa reszty aminokwasowej [Da]

monoizotopowa usredniona
Prolina Pro P 97,0528 97,1170
Seryna Ser S 87,0320 87,0783
Treonina Thr T 101,0477 101,1053
Tryptofan Trp W 186,0793 186,2139
Tyrozyna Tyr Y 163,0633 163,1764
Walina Val \% 99,0684 99,1330
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ZALACZNIKI

Zalacznik 1. Sekwencje aminokwasowe tropomiozyn wybranych owocow morza oraz produkty ich proteolizy trypsyna w warunkach in silico (przeprowadzono za pomoca narzedzi
dostepnych w bazie BIOPEP-UWM [Minkiewicz i in. 2019], http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/pl/biopep (Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie), dostep: luty 2019.

LAMVEADLERAEERAETGESKIVELEEELRVVGN
NLKSLEVSEEKANQREEAYKEQIKTLTNKLKAAE
ARAEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKSIT
DELDQTFSELSGY

UniProtKB NCBI
IDYnazwa ID3 . . . Sekwencja aminokwasowa po symulowanej proteolizie trypsyna
L.p. gatunku/nazwa Sekwencja aminokwasowa tropomiozyny (EC 3.4.21.4)"
alergenu?
MDAIKKKMLAMKMERELATDKAEQTDQKLRDTE MDAIK - K - K- MLAMK - MER - ELATDK - AEQTDQK - LR - DTEDNK -
DNKNKLEEDLTTLQKKFSNLENDFDNAKEQLAEA
NK - LEEDLTTLQK - K - FSNLENDFDNA K - EQLAEANQK - LETSEK -
NQKLETSEKRVGECESEIAGLNRRIQLLEEDLERSE
R - VGECESEIAGLNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LSTAQTK - LDEASK
ERLSTAQTKLDEASKAADESERGRKVLENRSQGD
Q2V0VO0 - Octopus - AA DESER - GR - K - VLENR - SQGDEER - IDLLEK - QLEEAK -
1. ; 6645 | EERIDLLEKQLEEAKWIAEDADRKFDEAARKLAIT
vulgaris, Oct v 1 WIAEDADR - K - FDEAAR - K - LAITEVDLER - AE AR - LEAAEAK -
EVDLERAEARLEAAEAKIVELEEELKVVGNNMKS
A IVELEEELK - VVGNNMK - SLEISEQEASQR - EDSYEETIR - DLTHR -
LEISEQEASQREDSYEETIRDLTHRLKEAENRAAEA LK - EAENR - AAEAER - TVSK - LQK - EVDR - LEDELLAEK - ER - YK -
ERTVSKLQKEVDRLEDELLAEKERYKAISDELDQT
AISDELDQTFAELAGY
FAELAGY
MDAIKKKMQAMKLEKDNAMDRADTLEQQNKEA MDAIK - K - K - MQAMK - LEK - DNAMDR - ADTLEQQNK - EANNR -
NNRAEKSEEEVHNLQKRMQQLENDLDQVQESLL
AEK - SEEEVHNLQK - R - MQQLENDLDQVQESLLK - ANIQLVEK - DK -
B4YAHG6 — Penaeus KANIQLVEKDKALSNAEGEVAALNRRIQLLEEDLE
. ALSNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
vannamei RSEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENRS
: LAEASQAADESER - MR - K- VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR
2. (Litopenaeus 6689 | LSDEERMDALENQLKEARFLAEEADRKYDEVARK
A - FLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AE ER - AETGESK -
vannamei), Litv 1 LAMVEADLERAEERAETGESKIVELEEELRVVGN
A A IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EEAYK - EQIK - TLTNK
NLKSLEVSEEKANQREEAYKEQIKTLTNKLKAAE LK - AAEAR - AE FAER - SVQK - LQK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK
ARAEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKSIT SITDELDQTFSELSGY
DELDQTFSELSGY
MDAIKKKMQAMKLEKDNAMDRADTLEQQNKEA MDAIK - K - K - MQAMK - LEK - DNAMDR - ADTLEQQNK - EANNR -
NNRAEKSEEEVFSLQKRMQQLENDLDSVQEALLK
AEK - SEEEVFSLQK - R - MQQLENDLDSVQEALLK - ANAHLEEK - DK -
ANAHLEEKDKALSNAEGEVAALNRRIQLLEEDLE
ALSNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
D7F1J4 - Crangon RSEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENRS LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR
3. crangon, Cracl 491138 | LSDEERMDALENQLKEARFLAEEADRKYDEVARK

- FLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AE ER - AETGESK -
IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EEAYK - EQIK - TLTNK
- LK - AAEAR - AE FAER - SVQK - LQK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK
— SITDELDQTFSELSGY
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UniProtKB NCBI
IDYnazwa ID3 - . . Sekwencja aminokwasowa po symulowanej proteolizie trypsyna
L.p. gatunku/nazwa Sekwencja aminokwasowa tropomiozyny (EC 3.4.21.4)¢
alergenu?
MDAIKKKMQAMKLEKDNAMDRADTLEQQNKEA MDAIK - K - K - MQAMK - LEK - DNAMDR - ADTLEQQNK - EANNR -
NNRAEKSEEEVHNLQKRMQQLENDLDQVQESLL
AEK - SEEEVHNLQK - R - MQQLENDLDQVQESLLK - ANIQLVEK - DK -
KANIQLVEKDKALSNAEGEVAALNRRIQLLEEDLE
ALSNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
AlKYZ2 - Penaeus RSEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENRS
LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR
4. monodon, Pen m 1 6687 | LSDEERMDALENQLKEARFLAEEADRKYDEVARK
- FLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AE ER - AETGESK -
LAMVEADLERAEERAETGESKIVELEEELRVVGN
A 2 IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EEAYK - EQIK - TLTNK
NLKSLEVSEEKANQREEAYKEQIKTLTNKLKAAE ) LK - AAEAR - AE FAER - SVQK - LQK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK
ARAEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKSIT SITDELDQTFSELSGY
DELDQTFSELSGY
MDAIKKKMVAMKMEKENAL DRAEQLEQKLRETE MDAIK - K - K- MVAMK - MEK - ENALDR - AEQLEQK - LR - ETEEAK -
EAKAKIEDDYNSLQKKSIQTENDLDNTQTQLQDV
AK - IEDDYNSLQK - K - SIQTENDLDNTQTQLQDVQAK - YETTEK -
QAKYETTEKQIAEHEQEIQSLTRKISMLEEDIMKSE
. QIAEHEQEIQSLTR - K - ISMLEEDIMK - SEER - YTTAASK - LEEASK -
Q25457 - Mytilus ERYTTAASKLEEASKAADESERNRKVLENLNCGN
: AADESER - NR - K - VLENLNCGNDER - IDQLEK - QLTEAK -
edulis, 6550 | DERIDQLEKQLTEAKWIAEEADKKYEEAARKLAIT
5. WIAEEADK - K - YEEAAR - K - LAITEVDLER - AE AR - LEAAEAK -
Myte 1 EVDLERAEARLEAAEAKVIDLEEQLTVVGANIKTL
VIDLEEQLTVVGANIK - TLQVQNDQASQR - EDSYEETIR - DLTNR - LK
QVONDQASQREDSYEETIRDLTNRLKDAENRATE | _ DAENR - AT EAER - TVSK - LR - K- EVDR - LEDELLTEK - EK - YK -
AERTVSKLRKEVDRLEDELLTEKEKYKAISDELDA
AISDELDATFAELAGY
TFAELAGY
MDAIKKKMQAMKLEKDNAMDRADTLEQQNKEA MDAIK - K - K - MQAMK - LEK - DNAMDR - ADTLEQQNK - EANNR -
NNRAEKSEEEVFGLQKKLQQLENDLDSVQEALLK
AEK - SEEEVFGLQK - K- LQQLENDLDSV QEALLK - ANQHLEEK - DK
ANQHLEEKDKALSNAEGEVAALNRRIQLLEEDLE
P86704 - Pandalus AN - ALSNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
borealis, Pan b 1 RSEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENRS LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR
6. ’ 6703 | LSDEERMDALENQLKEARFLAEEADRKYDEVARK

LAMVEADLERAEERAETGESKIVELEEELRVVGN
NLKSLEVSEEKANQREEAYKEQIKTLTNKLKAAE
ARAEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKSIT
DELDQTFSELSGY

- FLAEEADR - K- YDEVAR - K - LAMVEADLER - AE ER - AETGESK -
IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EEAYK - EQIK - TLTNK
- LK - AAEAR - AE FAER - SVQK - LQK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK
- SITDELDQTFSELSGY
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UniProtKB NCBI
IDYnazwa ID3 - . . Sekwencja aminokwasowa po symulowanej proteolizie trypsyna
L.p. gatunku/nazwa Sekwencja aminokwasowa tropomiozyny (EC 3.4.21.4)*
alergenu?
MDAIKKKMQAMKLEKDNAMDRADTLEQQNKEA MDAIK - K - K- MQAMK - LEK - DNAMDR - ADTLEQQNK - EANLR - AEK
NLRAEKTEEEIRATQKKMQQVENELDQAQEQLSA
. - TEEEIR - ATQK - K - MQQVENELDQA QEQLSAANTK - LDEK - EK -
QIN2R3 - Charybdis ANTKLDEKEKALQNAEGEVAALNRRIQLPEEDLE
. ALQNAEGEVAALNR - R - IQLPEEDLER - SEER - LNTATTK -
feriata (Cancer RSEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENRS
7. : 65693 LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR
feriatus), Cha f1 LSDEERMDALENQLKEARFLAEEADRKYDEVARK
- FLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AE ER - AESGESK -
LAMVEADLERAEERAESGESKIVELEEELRVVGNN
IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EETYK - EQIK - TLANK
LKSLEVSEEKANQREETYKEQIKTLANKLKAAEAR | - LK - AAEAR - AE FAER - SVOK - LOK - EVDR - LEDELVNEK
AEFAERSVOQKLQKEVDRLEDELVNEK
MDAIKKKMQAMKLEKDNAMDRADTLEQQNKEA MDAIK - K - K- MQAMK - LEK - DNAMDR - ADTLEQQNK - EANIR - AEK
NIRAEKTEEEIRITHKKMQQVENELDQVQEQLSLA
- TEEEIR - ITHK - K - MQQVENELDQVQEQLSLANTK - LEEK - EK -
NTKLEEKEKALQNAEGEVAALNRRIQLLEEDLERS
ALQNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
044119 - Homarus EERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENRSLS
; LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR
8. americanus, Homa 1 6706 | DEERMDALENQLKEARFLAEEADRKYDEVARKL
- FLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AE ER - AETGESK -
AMVEADLERAEERAETGESKIVELEEELRVVGNN
IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EEAYK - EQIK - TLANK
LKSLEVSEEKANQREEAYKEQIKTLANKLKAAEA | _ LK - AAEAR - AE FAER - SVQK - LQK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK
RAEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKSITD - SITDELDQTFSELSGY
ELDQTFSELSGY
MKLEKDNAMDRADTLEQQNKEANNRAEKSEEEV
HNLQKRMQQLENDLDQVQESLLKANNQLVEKDK | MK - LEK - DNAMDR - ADTLEQQNK - EANNR - AEK - SEEEVHNLQK -
Q25456 - ALSNAEGEVAALNRRIQLLEEDLERSEERLNTATT | R - MQQLENDLDQVQESLLK - ANNQLVEK - DK - ALSNAEGEVAALNR
Metapenaeus ensis KLAEASQAADESERMRKVLENRSLSDEERMDALE | - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK - LAEASQAADESER - MR - K -
9. | (Penaeus ensis), Mete | 32278 | NQLKEARFLAEEADRKYDEVARKLAMVEADLER | VL ENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR - FLAEEADR - K - YDEVAR -

1

AEERAETGESKIVELEEELRVVGNNLKSLEVSEEK
ANQREEAYKEQIKTLTNKLKAAEARAEFAERSVQ
KLQKEVDRLEDELVNEKEKYKSITDELDQTFSELS
GY

K - LAMVEADLER - AEER - AETGESK - IVELEEELR - VVGNNLK -
SLEVSEEK - ANQR - EEAYK - EQIK - TLTNK - LK - AAEAR - AEFAER -
SVQK - LQ K-EVDR - LEDELVNEK - EK - YK - SITDELDQTFSELSGY
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UniProtKB NCBI
IDYnazwa ID3 - . . Sekwencja aminokwasowa po symulowanej proteolizie trypsyna
L.p. gatunku/nazwa Sekwencja aminokwasowa tropomiozyny (EC 3.4.21.4)*
alergenu?
MKLEKDNAMDRADTLEQQNKEANIRAEKAEEEV
HNLQKRMQQLENDLDQVQESLLKANTQLEEKDK | MK - LEK - DNAMDR - ADTLEQQNK - EANIR - AEK - AEEEVHNLQK -
ALSNAEGEVAALNRRIQLLEEDLERSEERLNTATT | R- MQQLENDLDQVQESLLK - ANTQLEEK - DK - ALSNAEGEVAALNR -
061379 - Panulirus KLAEASQAADESERMRKVLENRSLSDEERMDALE | R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK - LAEASQAADESER - MR - K - VL
10. stimpsoni, Pans 1 71578 | NQLKEARFLAEEADRKYDEVARKLAMVEADLER | ENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR - FLAEEADR - K - YDEVAR - K -
AEERAETGESKFVELEEELRVVGNNLKSLEVSEEK | LAMVEADLER - AEER - AETGESK - FVELEEELR - VVGNNLK -
ANQREEAYKEQIKTLTNKLKAAEARAEFAERSVQ | SLEVSEEK - ANQR - EEAYK - EQIK - TLTNK - LK - AAEAR - AEFAER -
KLQKEVDRLEDELVNEKEKYKSITDELDQTFSELS | SVQK - LQK-EVDR - LEDELVNEK - EK - YK - SITDELDQTFSELSGY
GY
MDAIKKKMQAMKLEKDNAMDRADTLEQQNKEA MDAIK - K - K - MQAMK - LEK - DNAMDR - ADTLEQQNK - EANNR -
NNRAEKSEEEVHNLQKRMQQLENDLDQVQESLL
AEK - SEEEVHNLQK - R - MQQLENDLDQVQESLLK - ANIQLVEK - DK -
Q3Y8M6 - Penaeus KANIQLVEKDKALSNAEGEVAALNRRIQLLEEDLE
ALSNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
aztecus, RSEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENRS
LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR
11. (Farfantepenaeus 6690 | LSDEERMDALENQLKEARFLAEEADRKYDEVARK
- FLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AE ER - AETGESK -
aztecus), Penal LAMVEADLERAEERAETGESKIVELEEELRVVGN
IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EEAYK - EQIK - TLTNK
NLKSLEVSEEKANQREEAYKEQIKTLTNKLKAAE | _ LK - AAEAR - AE FAER - SVQK - LQK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK
ARAEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKSIT _ SITDELDQTFSELSGY
DELDQTFSELSGY
MDAIKKKMQAMKLEKENAL DKAEQLEQKLRDVE MDAIK - K - K- MQAMK - LEK - ENALDK - AEQLEQK - LR - DVEETK -
ETKAKAEEDLTLLQKKYTNLENEFDQVNEQYNEG
AK - AEEDLTLLQK - K- YTNLENEFDQVNEQYNEGVTK - LEVSEK - R -
VTKLEVSEKRVTEAEDEIKGYTRRIQLLEDDLERTP
VTEAEDEIK - GYTR - R - IQLLEDDLER - TPVK - LDEATFK - LEDATK -
A2V716 - Balanus VKLDEATFKLEDATKTADESERGRKVLESRSIADD TADESER - GR - K - VLESR - SIADDDR - IDALEK - QVK - DAK -
12. 399131 | DRIDALEKQVKDAKYVAEEADRKYDEAARKLAIT

rostratus, Bal r 1

EVDLERSETRLEAAEAKITELSEELAVVGNNCKAL
QNAVDQASQREDSYEETIRDLTQRLKDAENRAAE
AERVVNKLQKEVDRLEDELLAEKEKYKAISDELD
QTFAELAGM

YVAEEADR - K - YDEAAR - K - LAITEVDLER - SETR - LEAAEAK -
ITELSEELAVVGNNCK - ALONAVDQASQR - EDSYEETIR - DLTOR - LK
- DAENR - AAEAER - VVNK - LQK - EVDR - LEDELLAEK - EK - YK —
AISDELDQTFAELAGM
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L.p.

UniProtKB
IDYnazwa
gatunku/nazwa
alergenu?

NCBI
ID3

Sekwencja aminokwasowa tropomiozyny

Sekwencja aminokwasowa po symulowanej proteolizie trypsyna
(EC 3.4.21.4)*

13.

A2V735 -
Chionoecetes opilio,
Chiol

41210

MDAIKKKMQAMKLEKDNAMDKADTLEQQNKEA
NLRAEKTEEEIRANQKKSQLVENELDHAQEQLSA
ATHKLVEKEKAFANAEGEVAALNRRIQLLEEDLE
RSEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENRS
LSDEERMDALENQLKEARFLAEEADRKYDEVARK
LAMVEADLERAEERAESGESKIVELEEELRVVGNN
LKSLEVSEEKANQREETYKEQIKTLANKLKAAEAR
AEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKNIAD
EMDQAFSELSGF

MDAIK - K - K - MQAMK - LEK - DNAMDK - ADTLEQQNK - EANLR -
AEK - TEEEIR - ANQK - K - SQLVENELDHAQEQLSAATHK - LVEK - EK -
AFANAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
LAEASQAADESER - MR - K- VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR
- FLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AEER - AESGESK -
IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EETYK - EQIK - TLANK
- LK - AAEAR - AEFAER - SVQK - LQK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK
— NIADEMDQAFSELSGF

14.

Q95WYO0 -
Crassostrea gigas
(Crassostrea
angulata),
Cragl

29159

NSARGFDTVNEKYQECQTKMEEAEKTASEAEQEI
QSLNRRIQLLEEDMERSEERLQTATEKLEEASKAA
DESERNRKVLENLNNASEERTDVLEKQLTEAKLIA
EEADKKYDEAARKLAITEVDLERAEARLEAAEAK
VLELEEELKVVGNNMKSLEISEQEASQREDSYEETI
RDLTQRLKDAENRATEAERTVSKLQKEVDRLEDE
LLAEKERYKAISDELDQTFAELAGY

NSAR - GFDTVNEK - YQECQTK - MEEAEK - TASEAEQEIQSLNR - R -
IQLLEEDMER - SEER - LQTATEK - LEEASK - AADESER - NR - K -
VLENLNNASEER - TDVLEK - QLTEAK - LIAEEADK - K - YDEAAR - K -
LAITEVDLER - AEAR - LEAAEAK - VLELEEELK - VVGNNMK -
SLEISEQEASQR - EDSYEETIR - DLTQR - LK - DAENR - ATEAER - TVSK
-LQK-EVDR - LEDELLAEK - ER - YK — AISDELDQTFAELAGY

15.

O77246 - Crassostrea
virginica, Crav 1

6565

RNRKVLENLNNASEERTDVLEKQLTEAKLIAEEAD
KKYDEAARKLAITEVDLERAEARLEAAEAKVLEL
EEELKVVGNNMKSLEISEQEASQREDSYEETIRDL
TORLKDAENRATEAERTVSKLQKEVDRLEDELLA
EKERYKAISDELDQTFAELAGY

R - NR - K - VLENLNNASEER - TDVLEK - QLTEAK - LIAEEADK - K -
YDEAAR - K - LAITEVDLER - AEAR - LEAAEAK - VLELEEELK -
VVGNNMK - SLEISEQEASQR - EDSYEETIR - DLTQR - LK - DAENR -
ATEAER - TVSK - LOQK - EVDR - LEDELLAEK - ER - YK -
AISDELDQTFAELAGY

16.

A4URHS3 - Eriocheir
sinensis, Eris 1

95602

MDAIKKKMQAMKLEKDNAMDRADTLEQQNKEA
NNRAEKTEEEIRATQKKMQQVENELDQAQEQLSA
ANTKLDEKEKALQNAEGEVAALNRRIQLLEEDLE
RSEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENRS
LSDEERMDALENQLKEARFLAEEADRKYDEVARK
LAMVEADLERAEERAESGESKIVELEEELRVVGNN
LKSLEVSEEKANQREETYKEQIKTLANKLKAAEAR
AEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKSITDE
LDQTFSELSGY

MDAIK - K - K - MQAMK - LEK - DNAMDR - ADTLEQQNK - EANNR -
AEK - TEEEIR - ATQK - K - MQQVENELDQAQEQLSAANTK - LDEK - EK -
ALQNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR
- FLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AEER - AESGESK -
IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EETYK - EQIK - TLANK
- LK - AAEAR - AEFAER - SVQK - LQK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK
— SITDELDQTFSELSGY
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UniProtKB NCBI
IDYnazwa ID3 - . . Sekwencja aminokwasowa po symulowanej proteolizie trypsyna
L.p. gatunku/nazwa Sekwencja aminokwasowa tropomiozyny (EC 3.4.21.4)*
alergenu?
MDAIKKKMQAMKLEKDNAMDRAHTLEQQNKEA MDAIK - K - K - MQAMK - LEK - DNAMDR - AHTLEQQNK - EANLR -
NLRAEKTEEEIRATQKKMQQIENELDHAQEQLSA
AEK - TEEEIR - ATQK - K - MQQIENELDHAQEQLSAANTK - LDEK - EK -
ANTKLDEKEKALQNAEGEVAALNRRIQLLEEDLE
ALQNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
. RSEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENRS
A2V737 - Erimacrus LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR
17. | . R, 299522 | LSDEERMDALENQLKEARFLAEEADRKYDEVARK
isenbeckii, Eri i 1.0102 - FLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AEER - AESGESK -
LAMVEADLERAEERAESGESKIVELEEELRVVGNN
IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EETYK - EQIK - TLANK
LKSLEVSEEKANQREETYKEQIKTLANKLKAAEAR | LK - AAEAR - AEFAER - SVQK - LQK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK
AEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKNIAD NIADEMDQAFSEL SGF
EMDQAFSELSGF B
MDAIKKKMQAMKLEKDNAMDRAHTLEQQNKEA MDAIK - K - K - MQAMK - LEK - DNAMDR - AHTLEQQNK - EANLR -
NLRAEKTEEEIRATQKKMQQIENELDHAQEQLSA
AEK - TEEEIR - ATQK - K - MQQIENELDHAQEQLSAANTK - LDEK - EK -
ANTKLDEKEKALQNAEGEVAALNRRIQLLEEDLE
ALQNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
. RSEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENRS
A2V736 - Erimacrus LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR
18. | . P 299522 | LSDEERMDALENQLKEARFLAEEADRKYDEVARK
isenbeckii, Eri i 1.0101 - FLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AEER - AESGESK -
LAMVEADLERAEERAESGESKIVELEEELRVVGNN
IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EETYK - EQIK - TLANK
LKSLEVSEEKANQREET YKEQIKTLANKLKAAEAR | _ LK - AAEAR - AEFAER - SVQK - LOK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK
AEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKSITDE _ SITDELDQTFSELSGY
LDQTFSELSGY
MDAIKKKMQAMKMEKDSAMDRADALEAQNKET MDAIK - K - K- MQAMK - MEK - DSAMDR - ADALEAQNK - ETNAR - AEK
NARAEKADDEVHNLQKRLQTLENDLDQVSEALL
- ADDEVHNLQK - R - LQTLENDLDQVSEALLK - ANTQLVEK - DK -
KANTQLVEKDKALQNAEGEVAALNRRIQLLEEDL
ALQNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
A7VKEL - Euphausia ERSEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENR LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SLLDEER - MDALENQLK - EAR -
19. 102976 | SLLDEERMDALENQLKEARLLAEEADRKYDEVAR

pacifica, Eup p 1

KLAMVEADLERAEERAEAGENKIVELEEELRVVG

NNLKSLEVSEEKANQREEAYKEQIKHLTHKLKTA

EARAEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKG
ITDELDQTFNELSGY

LLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AEER - AEAGENK -
IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EEAYK - EQIK - HLTHK
-LK-TAEAR - AEFAER - SVQK - LQK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK -
GITDELDQTFNELSGY
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UniProtKB NCBI
IDYnazwa ID3 - . . Sekwencja aminokwasowa po symulowanej proteolizie trypsyna
L.p. gatunku/nazwa Sekwencja aminokwasowa tropomiozyny (EC 3.4.21.4)*
alergenu?
MDAIKKKMQAMKMEKDSAMDRSDALEAQNKET MDAIK - K - K- MQAMK - MEK - DSAMDR - SDALEAQNK - ETNAK - ADK
NAKADKADDEVHNLQKRLQTLENDLDQVSEALL
- ADDEVHNLQK - R - LQTLENDLDQVSEALLK - ANTQLVEK - DK -
KANTQLVEKDKALQNAEGEVAALNRRIQLLEEDL
ALQNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
. ERSEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENR
AT7VKEO - Euphausia LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SMLDEER - MDALESQLK - EAR -
20. 6819 | SMLDEERMDALESQLKEARLLAEEADRKYDEVAR
superba, Eup s 1 LLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AEER - AEAGENK -
KLAMVEADLERAEERAEAGENKIVELEEELRVVG
IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EEAYK - EQIK - HLTHK
NNLKSLEVSEEKANQREEAYKEQIKHLTHKLKTA LK - TAEAR - AEFAER - SVQK - LQK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK —
EARAEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKG GITDELDQTFNELSGY
ITDELDQTFNELSGY
MEAIKKKMQSMKNEKENAIDKAEQLEIKLKDTED MEAIK - K - K- MQSMK - NEK - ENAIDK - AEQLEIK - LK - DTEDSK - AK
SKAKIEEDLTSLQKKYTNLENEFDQVNEKHADSV
- IEEDLTSLQK - K - YTNLENEFDQVNEK - HADSVAK - LEAAEK - R -
AKLEAAEKRLTETEDEIKGYTRKIQLLEDDLERTQ
LTETEDEIK - GYTR - K- IQLLEDDLER - TQTK - LDEATGK - LEEATK -
. TKLDEATGKLEEATKSADESERGRKVLESRSLADD
B7XC67 - Fulvia SADESER - GR - K - VLESR - SLADDDR - IDGLEK - QVK - DAK -
21. . 80828 | DRIDGLEKQVKDAKYVAEESDRKYDEAARKLAIT
mutica, Ful mu 1 YVAEESDR - K - YDEAAR - K - LAITEVDLER - AETR - LEAAEAK -
EVDLERAETRLEAAEAKIVELTEELSVVGNNLKGL
IVELTEELSVVGNNLK - GLQNAVDQASQR - EDSYEETIR - DLTOR - LK -
QNAVDQASQREDSYEETIRDLTQRLKDAENRASE DAENR - ASEAER - VVIK - LQK - EVDR - LEDELLQEK - EK - YK —
AERVVIKLQKEVDRLEDELLQEKEKYKQISDELDQ QISDELDQTFAELAGM
TFAELAGM
MDAIKKKMLAMKMEKENAVDRAEQNEQKLRDT MDAIK - K - K- MLAMK - MEK - ENAVDR - AEQNEQK - LR - DTEEQK -
EEQKAKIEEDLNNLQKKCANLENDFDNVNEQLQE
AK - IEEDLNNLQK - K - CANLENDFDNVNEQLQEAMAK - LETSEK - R -
AMAKLETSEKRVTEMEQEVSGTTRKITLLEEDLER
VTEMEQEVSGTTR - K- ITLLEEDLER - NEER - LQTATER - LEEASK -
B7XC62 - Haliotis NEERLQTATERLEEASKAADESERGRKVLESRSLA AADESER - GR - K - VLESR - SLADDER - IDQLEAQLK - EAK -
22. 91233 | DDERIDQLEAQLKEAKYIAEDAERKYDEAARKLAI

discus discus, Hal di 1

TEVDLERAEARLEAAEAKILELEEELKVVGNNMK
SLEISEQEASQREDSYEETIRDLTQRLKDAENRATE
AERTVSKLQKEVDRLEDELLAEKEKYKAISDELDQ
TFAELAGY

YIAEDAER - K - YDEAAR - K - LAITEVDLER - AEAR - LEAAEAK -
ILELEEELK - VVGNNMK - SLEISEQEASQR - EDSYEETIR - DLTOR -
LK - DAENR - ATEAER - TVSK - LQK - EVDR - LEDELLAEK - EK - YK -
AISDELDQTFAELAGY
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UniProtKB NCBI
IDYnazwa ID3 - . . Sekwencja aminokwasowa po symulowanej proteolizie trypsyna
L.p. gatunku/nazwa Sekwencja aminokwasowa tropomiozyny (EC 3.4.21.4)*
alergenu?
MDAIKKKMLAMKMEKENAVDRAEQNEQKLRDT MDAIK - K - K - MLAMK - MEK - ENAVDR - AEQNEQK - LR - DTEEQK -
EEQKAKIEEDLNNLQKKCANLENDFDNVNEQLQE
AK - IEEDLNNLQK - K - CANLENDFDNVNEQLQEAMAK - LETSEK - R -
AMAKLETSEKRVTEMEQEVSGTTRKITLLEEDLER
- VTEMEQEVSGTTR - K- ITLLEEDLER - NEER - LQTATER - LEEASK -
Q9GZ71 - Haliotis NEERLQTATERLEEASKAADESERGARVLESRSLA
XU AADESER - GAR - VLESR - SLADDER - IDQLEAQLK - EAK - YIAEDAER
23. | diversicolor (Sulculus | 36095 | DDERIDQLEAQLKEAKYIAEDAERKYDEAARKLAI
AR - K- YDEAAR - K - LAITEVDLER - AEAR - LEAAEAK - ILELEEELK -
diversicolor), Hal d 1 TEVDLERAEARLEAAEAKILELEEELKVVGNNMK
VVGNNMK - SLEISEQEASQR - EDSYEETIR - DLTQR - LK - DAENR -
SLEISEQEASQREDSYEETIRDLTQRLKDAENRATE ATEAER - TVSK - LOK - EVDR - LEDELLAEK - EK - YK —
AERTVSKLQKEVDRLEDELLAEKEKYKAISDELDQ AISDELDQTFAELAGY
TFAELAGY
MDAIKKKMLAMKMEKENAVDRAEQNEQKLRDT MDAIK - K - K- MLAMK - MEK - ENAVDR - AEQNEQK - LR - DTEEQK -
EEQKAKIEEDLNNLQKKCANLENDFDNVNEQLQE
AK - IEEDLNNLQK - K - CANLENDFDNVNEQLQEAMTK - LETSEK - R -
AMTKLETSEKRVTEMEQEVSGTTRKITLLEEDLER
VTEMEQEVSGTTR - K- ITLLEEDLER - NEER - LQTATER - LEEASK -
AOA1L3HS57 - NEERLQTATERLEEASKAADESERGRKVLESRSLA
e - 192426 AADESER - GR - K - VLESR - SLADDER - IDQLEAQLK - EAK -
24. Haliotis laevigata x DDERIDQLEAQLKEAKYIAEDAERKYDEAARKLAI
i 8 YIAEDAER - K - YDEAAR - K - LAITEVDLER - AEAR - LEAAEAK -
Haliotis rubra, Hal | 1 TEVDLERAEARLEAAEAKILELEEELKVVGNNMK
ILELEEELK - VVGNNMK - SLEISEQEASQR - EDSYEETIR - DLTOR -
SLEISEQEASQREDSYEE TIRDLTQRLKDAENRATE LK - DAENR - ATEAER - TVSK - LQK - EVDR - LEDELLAEK - EK - YK -
AERTVSKLQKEVDRLEDELLAEKEKYKAISDELDQ AISDELDQTFAELAGY
TFAELAGY
MDAIKKKMLAMKMEKENAL DRAEQVEQKLRDC MDAIK - K - K- MLAMK - MEK - ENALDR - AEQVEQK - LR - DCECNK -
ECNKNKVEEDLNNLQKKFAILENDFDSINEQLLDA
NK - VEEDLNNLQK - K - FAILENDFDSINEQLLDANTK - LEASEK - K -
NTKLEASEKKNAEIESETAGLQRRIQLLEEDLERSE
NAEIESETAGLQR - R - IQLLEEDLER - SEER - LQSATEK - LEEASK -
097192 - Cornu ERLQSATEKLEEASKAADESERGRKVLESRSLADD AADESER - GR - K - VLESR - SLADDER - LDGLEAQLK - EAK -
25. aspersum (Helix 6535 | ERLDGLEAQLKEAKYIAEDAERKFDEAARKLAITE

aspersa), Hel as 1

VDLERAEARLEAAEAKILELEEELKVVGNNMKSL
EISEQEASQREDSYEETIRDLTQRLKDAENRASEAE
RTVSKLQKEVDRLEDELLAEKERYKATSDELDSTF
AELAGY

YIAEDAER - K - FDEAAR - K - LAITEVDLER - AEAR - LEAAEAK -
ILELEEELK - VVGNNMK - SLEISEQEASQR - EDSYEETIR - DLTOR -
LK - DAENR - ASEAER - TVSK - LQK - EVDR - LEDELLAEK - ER - YK -
ATSDELDSTFAELAGY
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UniProtKB NCBI
IDYnazwa ID3 - . . Sekwencja aminokwasowa po symulowanej proteolizie trypsyna
L.p. gatunku/nazwa Sekwencja aminokwasowa tropomiozyny (EC 3.4.21.4)*
alergenu?
MDAIKKKMQAMKLEKDNAMDRADTLEQQNKEA MDAIK - K - K - MQAMK - LEK - DNAMDR - ADTLEQQNK - EANNR -
NNRAEKSEEEVHNLQKRMQQLENDLDSVQEALL
AEK - SEEEVHNLQK - R - MQQLENDLDSVQEALLK - ANQHLEEK - DK
KANQHLEEKDKALSNAEGEVAALNRRIQLLEEDL
D3XNR9 - - ALSNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
. ERSEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENR
Macrobrachium LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR
26. o 79674 | SLSDEERMDALENQLKEARFLAEEADRKYDEVAR
rosenbergii, Mac r - FLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AEER - AETGESK -
KLAMVEADLERAEERAETGESKIVELEEELRVVG
1.0101 IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EEAYK - EQIK - TLTNK
NNLKSLEVSEEKANQREEAYKEQIKTLTNKLKAA - LK - AAEAR - AEFAER - SVQK - LQK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK
EARAEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKSI SITDELDQTFSELSGY
TDELDQTFSELSGY B
MDAIKKKMQAMKLEKDNAMDRADTLEQQNKEA MDAIK - K - K - MQAMK - LEK - DNAMDR - ADTLEQQNK - EANNR -
NNRAEKSEEEVFSLQKRMQQLENDLDSVQEALLK
AEK - SEEEVFSLQK - R - MQQLENDLDSVQEALLK - ANQHLEEK - DK -
ANQHLEEKDKALSNAEGEVAALNRRIQLLEEDLE
ALSNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
VS5NBV4 - RSEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENRS
. LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR
27. Macrobrachium 79674 | LSDEERMDALENQLKEARFLAEEADRKYDEVARK
o - FLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AEER - AETGESK -
rosenbergii, - LAMVEADLERAEERAETGESKIVELEEELRVVGN
IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EEAYK - EQIK - TLTNK
NLKSLEVSEEKANQREEAYKEQIKTLTNKLKAAE | _ LK - AAEAR - AEFAER - SVQK - LOK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK
ARAEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKSIT _ SITDELDQTFSELSGY
DELDQTFSELSGY
MDAIKKKMQAMKLEKDNAMDRADTLEQQNKEA MDAIK - K - K- MQAMK - LEK - DNAMDR - ADTLEQQNK - EANIR - AEK
NIRAEKAEDDVNKLQKKLQQLENDFDQVQEALLL
- AEDDVNK - LQK - K - LQQLENDFDQVQEALLLANTNAVEK - DK -
ANTNAVEKDKALSNAEGEVAALNRRIQLLEEDLE
M4M2H6 - Penaeus ALSNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
lati RSEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENRS
28 atlsglcatus 161925 | LSDEERMDALENQLKEARFL AEEADRKYDEVARK LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR
' (Melicertus - FLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AEER - AETGESK -

latisulcatus), Mel | 1

LAMVEADLERAEERAETGESKIVELEEELRVVGN
NLKSLEVSEEKANQREEAYKEQIKTLTNKLKAAE
ARAEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKSIT
DELDQTFSELSGY

IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EEAYK - EQIK - TLTNK
- LK - AAEAR - AEFAER - SVQK - LOQK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK
— SITDELDQTFSELSGY
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UniProtKB NCBI
IDYnazwa ID3 - . . Sekwencja aminokwasowa po symulowanej proteolizie trypsyna
L.p. gatunku/nazwa Sekwencja aminokwasowa tropomiozyny (EC 3.4.21.4)*
alergenu?
MDAIKKKMQAMKVDRENAQDLAEQMEQKLKDT MDAIK - K - K - MQAMK - VDR - ENAQDLAEQMEQK - LK - DTETAK - AK
ETAKAKLEEEFNELQKKLTATENNYDTVNEQLQE
- LEEEFNELQK - K - LTATENNYDTVNEQLQEANTK - LENSEK -
ANTKLENSEKQITQLESDVGGLQRRLTLLEEDYER
QITQLESDVGGLQR - R - LTLLEEDYER - SEEK - LNSTTEK - LEEASK -
Q9GZ69 - SEEKLNSTTEKLEEASKAADESERNRKVLEGRSNS AADESER - NR - K - VLEGR - SNSYEER - IDELEK - QLETAK -
29. | Mimachlamys nobilis | 106276 | YEERIDELEKQLETAKNVATDADHKFDEAARKLAI
L NVATDADHK - FDEAAR - K - LAITEVDLER - AETR - LEAADAK -
(Chlamys nobilis), - TEVDLERAETRLEAADAKVLELEEELTVVGANIKT
VLELEEELTVVGANIK - TLQVQNDQASQR - EDSYEETIR - DLTK - SLK -
LQVQNDQASQREDSYEE TIRDLTKSLKDAENRATE DAENR - ATEAER - QVVK - LQK - EVDR - LEDELLAEK - ER - YK -
AERQVVKLQKEVDRLEDELLAEKERYKAISDDLD AISDDLDQTFAEIAGY
QTFAEIAGY
MDLIKKKMLSMKMDKENALDRADVMEQKFRDA MDLIK - K - K - MLSMK - MDK - ENALDR - ADVMEQK - FR - DAEDQK -
EDQKSKLEDDLNLLQKKYSQLENEFDRVNEGLLD
SK - LEDDLNLLQK - K - YSQLENEFDR - VNEGLLDANAK - LETQDK - R -
ANAKLETQDKRVNEMEQEISGLNRRIQLLEEDLER
VNEMEQEISGLNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LQTATEK - LEEATK -
SEERLQTATEKLEEATKAADESERARKVLESKNQT
B7XC64 - Neptunea AADESER - AR - K- VLESK - NQTAEESADSLEAQLK - ESK - YIAEDAER
30. 57633 | AEESADSLEAQLKESKYIAEDAERKYDEAARKLAI
polycostata, Nep po 1 - K - YDEAAR - K - LAITEIDLER - AETR - LEAAEAK -
TEIDLERAETRLEAAEAKCYELDEQLHVVGNNIKT
CYELDEQLHVVGNNIK - TLSIQNDQASQR - EDSYEETIR - DLTQR - LK -
LSIQNDQASQREDSYEETIRDLTQRLKDAENRAQE DAENR - AQEAER - TVTK - LQK - EVDR - LEDELLAEK - ER - YK —
AERTVTKLQKEVDRLEDELLAEKERYKNISDELDQ NISDELDQTFAELAGY
TFAELAGY
MDAIKKKMLAMKMEKEVATDKAEQTEQSLRDLE MDAIK - K- K- MLAMK - MEK - EVATDK - AEQTEQSLR - DLEDAK - NK
DAKNKTEEDLSTLOQKKYANLENDFDNANEQLTAA
- TEEDLSTLQK - K - YANLENDFDNANEQLTAANTNLEASEK - R -
NTNLEASEKRVAECESEIQGLNRRIQLLEEDLERSE
Q2VO0OV1 - KAA VAECESEIQGLNR - R - IQLLEEDLER - SEER - FSSAQSK - LEDASK -
Ommastrephes ERFSSAQSKLEDAS DESERGRKVLENRSQGDE AADESER - GR - K - VLENR - SQGDEER - IDLLEK - QLEEAK -
31. 61679 | ERIDLLEKQLEEAKWIAEDADRKFDEAARKLAITE

bartramii (Loligo
bartramii), Ommb 1

VDLERAEARLEAAEAKIVELEEELKVVGNNMKSL
EISEQEASQREDSYEETIRDLTHRLKEAENRAAEAE
RTVSKLQKEVDRLEDELLAEKERYKTISDELDQTF
AELAGY

WIAEDADR - K - FDEAAR - K - LAITEVDLER - AEAR - LEAAEAK -
IVELEEELK - VVGNNMK - SLEISEQEASQR - EDSYEETIR - DLTHR -
LK - EAENR - AAEAER - TVSK - LQK - EVDR - LEDELLAEK - ER - YK -
TISDELDQTFAELAGY
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UniProtKB NCBI
IDYnazwa ID3 - . . Sekwencja aminokwasowa po symulowanej proteolizie trypsyna
L.p. gatunku/nazwa Sekwencja aminokwasowa tropomiozyny (EC 3.4.21.4)*
alergenu?
MDAIKKKMQAMKLEKDNAMDRADTLEQQNKEA MDAIK - K - K - MQAMK - LEK - DNAMDR - ADTLEQQNK - EANNR -
NNRAEKAEEEVHNLQKRMQQLENDLDQVQEQLL
AEK - AEEEVHNLQK - R - MQQLENDLDQVQEQLLK - ANTQLEEK - DK
KANTQLEEKDKALQNAEGEVAALNRRIQLLEEDL
- ALQNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
. ERSEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENR
A9CSJ9 - Oratosquilla LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR
32. . 337810 | SLSDEERMDALENQLKEARFLAEEADRKYDEVAR
oratoria, Oraol - FLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AEER - AETGESK -
KLAMVEADLERAEERAETGESKIVELEEELRVVG
IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EEAYK - EQIK - QLTNK
NNLKSLEVSEEKANQREEAYKEQIKQLTNKLKAA “ LK - AAEAR - AEFAER - SVQK - LQK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK
EARAEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKSI SITDELDQTFSELSGY
TDELDQTFSELSGY B
MDAIKKKMQAMKLEKDNAMDKADTLEQQNKEA MDAIK - K - K - MQAMK - LEK - DNAMDK - ADTLEQQNK - EANNR -
NNRAEKTEEEIRLTQKKMQQVENELDVAQEQLSL
AEK - TEEEIR -LTQK - K - MQQVENELDVAQEQLSLANTK - LEEK - EK -
ANTKLEEKEKALQNAEGEVAALNRRIQLLEEDLE
. ALQNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
A2V734 - Paralithodes RSEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENRS
. LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR
33. camtschaticus, Par ¢ 6741 | LSDEERMDALENQLKEARFLAEEADRKYDEVARK
- FLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AEER - AETGESK -
1.0102 LAMVEADLERAEERAETGESKIVELEEELRVVGN
IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EEAYK - EQIK - TLANK
NLKSLEVSEEKANQREEAYKEQIKTLANKLKAAE | _ LK - AAEAR - AEFAER - SVQK - LOK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK
ARAEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKNI | NIADEMDQAFSELSGF
ADEMDQAFSELSGF
MDAIKKKMQAMKLEKDNAMDKADTLEQQNKEA MDAIK - K - K - MQAMK - LEK - DNAMDK - ADTLEQQNK - EANNR -
NNRAEKAEEEVHGLQKRMQQLENDLDQVQESLL
AEK - AEEEVHGLQK - R - MQQLENDLDQVQESLLK - ANTQLEDK - DK -
KANTQLEDKDKALSNAEGEVAALNRRIQLLEEDL
. ALSNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
A2V733 - Paralithodes ERSEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENR LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR
34. camtschaticus, 6741 | SLSDEERMDALENQLKEARFLAEEADRKYDEVAR

Par ¢ 1.0101

KLAMVEADLERAEERAETGESKIVELEEELRVVG
NNLKSLEVSEEKANQREEAYKEQIKTLANKLKAA
EARAEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKSI
TDELDQTFSELSGY

- FLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AEER - AETGESK -
IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EEAYK - EQIK - TLANK
- LK - AAEAR - AEFAER - SVQK - LOQK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK
— SITDELDQTFSELSGY
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UniProtkB NCBI
IDYnazwa ID3 - . . Sekwencja aminokwasowa po symulowanej proteolizie trypsyna
L.p. gatunku/nazwa Sekwencja aminokwasowa tropomiozyny (EC 3.4.21.4)"
alergenu?

m&@:&g&%@mﬂﬁtgﬁgﬁggfgﬁg&g%g;ﬁf MDAIK - K - K - MQAMK - LEK - DNAMDR - ADTLEQQNK - EANNR -
KANIOLVEKDKALSNAEGEVAALNRRIOLLEEDLE AEK - SEEEVHNLQK - R - MQQLENDLDQVQESLLK - ANIQLVEK - DK -
A2V731 - Penaeus RSEERLNTATTKLAEASOAADESERMRKVLENRS ALSNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
35 japonicus 27405 | LSDEERMDALENOLKEARFLAEEADRKYDEVARK LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR
' (Marsupenaeus L AMVEADLERAEERAETGESKIVELEEELRVWGN | - FLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AEER - AETGESK -
japonicus), Mar j 1 NLKSLEVSEEKANQREEAYKEOIKTLTNKLKAAE IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EEAYK - EQIK - TLTNK
ARAEFAERSVOKLOKEVDRLEDELVNEKEKYKSIT | - LK - AAEAR - AEFAER - SVQK - LQK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK

DELDOTFSELSGY — SITDELDQTFSELSGY
E"ADQA”&TEKD'V'D\\/(Q'\S"E\D"KE}?N'?gﬁgﬁg@gﬁEﬁ%&g’z&f MDAIK - K - K - MVAMK - MEK - K - NALDR - AEQLEQK - LR - ETEEAK
QAKYERAEKQIQEHEQEIOSLTRKISLLEEGIMKAE | - AK - IEDDYNSLVK - K - NIQTENDYDNCNTQLQDVQAK - YER - AEK -
Q9GZ70 - Perna ERFTTASGKLEEASKAADESERNRKVLENLNSGN | QIQEHEQEIQSLTR - K - ISLLEEGIMK - AEER - FTTASGK - LEEASK -
A ; AADESER - NR - K - VLENLNSGNDER - IDQLEK - QLTEAK - WIAEEADK
36. viridis, (Mytilus 73031 | DERIDQLEKQLTEAKWIAEEADKKYEEAARKLAIT | =% =70 -0 o8 00 e e e n  AEAR - LEAAEAK -

viridis), Per v 1 EVDLERAEARLEAAEAKVIDLEEQLTVVGANIKTL

OVONDOASOREDSYEETIRDLTNRLKDAENRATE VIDLEEQLTVVGANIK - TLQVQNDQASQR - EDSYEETIR - DLTNR - LK
AERTVSKLQKEVDRLEDELLTEKEKYKAISDELDA | | DAENR - ATEAER - TVSK - LOK - EVDR - LEDELLTEK - EK - YK -

TFAELAGY AISDELDATFAELAGY
L"I':F)Q'EK{A*E'\QSCM\TLLSEF?I\[A)S('\?"LDERNAD[I)_TDLS\?SSSEIA; MDAIK - K - K - MQAMK - LEK - DDAMDR - ADTLEQQNK - EANIR - AEK
ANTQLEEKDKALSNAEGEVAALNRRIQLLEEDLER | AEEEVHNLQK - R - MQQLENDLDQVQESLLK - ANTQLEEK - DK -
SEERLNTATTKLAEASOAADESERMRKVLENRSLS ALSNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
g7 | MIH607-Portunus | ooooe | SEcomn ALENQLKEARFLAEEADRKYDEVARKL LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR

pelagicus, Por p 1

AMVEADLERAEERAETGESKIVELEEELRVVGNN
LKSLEVSEEKANQREEAYKEQIKTLTNKLKAAEAR
AEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKSTTD
ELDQAFSELSGY

- FLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AEER - AETGESK -
IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EEAYK - EQIK - TLTNK
- LK - AAEAR - AEFAER - SVQK - LOQK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK
— STTDELDQAFSELSGY
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UniProtKB NCBI
IDYnazwa ID3 - . . Sekwencja aminokwasowa po symulowanej proteolizie trypsyna
L.p. gatunku/nazwa Sekwencja aminokwasowa tropomiozyny (EC 3.4.21.4)*
alergenu?
MDAIKKKMQAMKLEKDNAMDRADTLEQQNKEA MDAIK - K - K- MQAMK - LEK - DNAMDR - ADTLEQQNK - EANLR - AEK
NLRAEKTEEEIRATQKKMQQVENELDQAQEQLSA
- TEEEIR - ATQK - K - MQQVENELDQAQEQLSAANTK - LDEK - EK -
ANTKLDEKEKALQNAEGEVAALNRRIQLLEEDLE
ALQNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
ALYYV6 - Portunus RSEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENRS
; LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR
38. sanguinolentus, 411673 | LSDEERMDALENQLKEARFLAEEADRKYDEVARK
- FLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AEER - AESGESK -
Pors1i LAMVEADLERAEERAESGESKIVELEEELRVVGNN
IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EETYK - EQIK - TLANK
LKSLEVSEEKANQREETYKEQIKTLANKLKAAEAR | LK - AAEAR - AEFAER - SVQK - LQK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK
AEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKSITDE SITDELDQTFSELSGY
LDQTFSELSGY -
MDAIKKKMQAMKLEKDNAMDRANTLEQQNKEA MDAIK - K - K- MQAMK - LEK - DNAMDR - ANTLEQQNK - EANLR - AEK
NLRAEKTEEEIRATQKKMQQVENELDQAQEQLSA
- TEEEIR - ATQK - K - MQQVENELDQAQEQLSAANTK - LDEK - EK -
AT7LS5V3 - Portunus ANTKLDEKEKALQNAEGEVAALNRRIQLLEEDLE
! ALQNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
trituberculatus RSEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENRS
LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR
39. (Neptunus 210409 | LSDEERMDALENQLKEARFLAEEADRKYDEVARK
. - FLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AEER - AESGESK -
trituberculatus), LAMVEADLERAEERAESGESKIVELEEELRVVGNN
IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EETYK - EQIK - TLANK
Portl LKSLEVSEEKANQREETYKEQIKTLANKLKAAEAR | - LK - AAEAR - AEFAER - SVOK - LOK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK
AEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKSITDE _ SITDELDQTFSELSGY
LDQTFSELSGY
MDAIKKKMQATKLEKDNAMDRADTLEQQNKEA MDAIK - K - K- MQATK - LEK - DNAMDR - ADTLEQQNK - EANIR - AEK
NIRAEKAEEEVHNLQKRMQHLENDLDQVQESLLK
- AEEEVHNLQK - R - MQHLENDLDQVQESLLK - ANTQLEEK - DK -
ANTQLEEKDKAISNAEGEVAALNRRIQLLEEDLER
AISNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
COoLUO07 - SEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENRSLS
i, LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR
40. | Procambarus clarkii, 6728 | DEERMDALENQLKEARFLAEEADRKYDEVARKL | "™\ EEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AEER - AETGESK -
Procl AMVEADLERAEERAETGESKIVELEEELRVVGNN

LKSLEVSEEKANQREEAYKEQIKTLANKLKAAEA
RAEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKSITD
ELDQTFSELTGY

IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EEAYK - EQIK - TLANK
- LK - AAEAR - AEFAER - SVQK - LOQK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK
— SITDELDQTFSELTGY
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UniProtKB NCBI
IDYnazwa ID® . . . Sekwencja aminokwasowa po symulowanej proteolizie trypsyna
L.p. gatunku/nazwa Sekwencja aminokwasowa tropomiozyny (EC 3.4.21.4)¢
alergenu?
MDSIKKKMQAMKIEKENALDKSEQLDQKLKDVE MDSIK - K - K- MQAMK - IEK - ENALDK - SEQLDQK - LK - DVEETK - AK
ETKAKVEEDLSSLQKKYTNLENEFDKVNEQYNES
- VEEDLSSLQK - K - YTNLENEFDK - VNEQYNESVVK - LEASEK - R -
. VVKLEASEKRVTECEDEIKGYTRRIQLLEDDLERT
B7XC68 - Spisula VTECEDEIK - GYTR - R - IQLLEDDLER - TQVK - LDEALLK - LEDATK
. ; QVKLDEALLKLEDATKTADESERGRKVLESRSIAD
sachalinensis - TADESER - GR - K - VLESR - SIADDDR - IDGLEK - QVK - DAK -
41. . 81899 | DDRIDGLEKQVKDAKYVAEEADRKYDEAARKLAI
(Pseudocardium YVAEEADR - K - YDEAAR - K - LAITEVDLER - AETR - LEAAEAK -
; . TEVDLERAETRLEAAEAKITELSEELSVVANNCKA
sachalinense), Spi sa 1 ITELSEELSVVANNCK - ALQNAVDQASQR - EDSYEETIR - DLTQR - LK -
LQNAVDQASQREDSYEETIRDLTQRLKDAENRAA DAENR - AAEAER - VVNK - LQK - EVDR - LEDELLAEK - EK - YK —
EAERVVNKLQKEVDRLEDELLAEKEKYKTISDEL TISDELDQTFAELAGM
DQTFAELAGM
MDSIKKKMIAMKMEKENALDRSEQLEQKLRDTEE MDSIK - K - K - MIAMK - MEK - ENALDR - SEQLEQK - LR - DTEEQK -
QKAKVEEELGAYQKKFSILENDFDTVNTKWEDAS
AK - VEEELGAYQK - K - FSILENDFDTVNTK - WEDASVK - LEEAEK - K -
VKLEEAEKKLTESEQEIASLTRKTTLLEDDIAKNEE
B7XC65 - Anadara LTESEQEIASLTR - K - TTLLEDDIAK - NEEK - LMSATQK -
- KLMSATQKLEEASHAADESERGRKVLESRSFADD
broughtonii LEEASHAADESER - GR - K - VLESR - SFADDER - IDALEAQLK - EAK -
42, 148819 | ERIDALEAQLKEAKYIAEDADRKYDEAARKLAITE
(Scapharca YIAEDADR - K - YDEAAR - K - LAITEVDLER - AEAR - LEAAEAK -
" VDLERAEARLEAAEAKIIELEEELTVVGANIKTLQ
broughtonii), Ana br 1 IIELEEELTVVGANIK - TLQVQNDQASQR - EDSYEETIR - DLTANLK -
VQNDQASQREDSYEETIRDL TANLKDAENRATEA DAENR - ATEAER - TVSK - LQK - EVDR - LEDELLAEK - ER - YK —
ERTVSKLQKEVDRLEDELLAEKERYKAISDELDQT AISDELDQTFAELAGY
FAELAGY
MDAIKKKMQAMKLEKDNAMDRADTLEQQNKEA MDAIK - K - K- MQAMK - LEK - DNAMDR - ADTLEQQNK - EANLR - AEK
NLRAEKTEEEIRATQKKMQQVENELDQAQEQLSA
- TEEEIR - ATQK - K - MQQVENELDQAQEQLSAANTK - LDEK - EK -
ANTKLDEKEKALQNAEGEVAALNRRIQLLEEDLE
ALQNAEGEVAALNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LNTATTK -
ATL5V2 - Scylla RSEERLNTATTKLAEASQAADESERMRKVLENRS LAEASQAADESER - MR - K - VLENR - SLSDEER - MDALENQLK - EAR
43. 6761 | LSDEERMDALENQLKEARFLAEEADRKYDEVARK

serrata, Scy s 1

LAMVEADLERAEERAESGESKIVELEEELRVVGNN
LKSLEVSEEKANQREETYKEQIKTLANKLKAAEAR
AEFAERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKYKSITDE
LDQTFSELSGY

- FLAEEADR - K - YDEVAR - K - LAMVEADLER - AEER - AESGESK -
IVELEEELR - VVGNNLK - SLEVSEEK - ANQR - EETYK - EQIK - TLANK
- LK - AAEAR - AEFAER - SVQK - LOQK - EVDR - LEDELVNEK - EK - YK
— SITDELDQTFSELSGY
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UniProtKB NCBI
IDYnazwa ID3 - . . Sekwencja aminokwasowa po symulowanej proteolizie trypsyna
L.p. gatunku/nazwa Sekwencja aminokwasowa tropomiozyny (EC 3.4.21.4)¢
alergenu?
MDAIKKKMLAMKMEKEVATDKAEQTEQSLRDLE MDAIK - K - K- MLAMK - MEK - EVATDK - AEQTEQSLR - DLEDAK - NK
DAKNKTEEDLSTLQKKYSNLENDFDNANEQLTAA
- TEEDLSTLQK - K - YSNLENDFDNANEQLTAANTNLEASEK - R -
. NTNLEASEKRVAECESEIQGLNRRIQLLEEDLERSE
Q2V0V4 - Sepia VAECESEIQGLNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LTSAQSK - LEDASK -
ERLTSAQSKLEDASKAADESERGRKVLENRSQGD
esculenta AADESER - GR - K - VLENR - SQGDEER - IDLLEK - QLEEAK -
44, . . 31210 | EERIDLLEKQLEEAKWIAEDADRKFDEAARKLAIT
(Diphtherosepion WIAEDADR - K - FDEAAR - K - LAITEVDLER - AEAR - LEAAEAK -
. EVDLERAEARLEAAEAKIVELEEELKVVGNNMKS
dabryi), Sepe 1 A IVELEEELK - VVGNNMK - SLEISEQEASQR - EDSYEETIR - DLTHR -
LEISEQEASQREDSYEETIRDLTHRLKEAENRAAEA LK - EAENR - AAEAER - TVSK - LQK - EVDR - LEDELLAEK - ER - YK -
ERTVSKLQKEVDRLEDELLAEKERYKSISDELDQT SISDELDQTFAELAGY
FAELAGY
MDAIKKKMLAMKMEKEVATDKAEQTEQSLRDLE MDAIK - K - K- MLAMK - MEK - EVATDK - AEQTEQSLR - DLEDAK - NK
DAKNKIEEDLSTLQKKYANLENDFDNANEQLTAA
- IEEDLSTLQK - K - YANLENDFDNANEQLTAANTNLEASEK - R -
NTNLEASEKRVAECESEIQGLNRRIQLLEEDLERSE
VAECESEIQGLNR - R - IQLLEEDLER - SEER - FSSAQSK - LEDASK -
Q2V0OV3 - ERFSSAQSKLEDASKAADESERGRKVLENRSQGDE
. . AADESER - GR - K - VLENR - SQGDEER - IDLLEK - QLEEAK -
45. Sepioteuthis 34570 | ERIDLLEKQLEEAKWIAEDADRKFDEAARKLAITE
. WIAEDADR - K - FDEAAR - K - LAITEVDLER - AEAR - LEAAEAK -
lessoniana, Sep | 1 VDLERAEARLEAAEAKIVELEEELKVVGNNMKSL
A IVELEEELK - VVGNNMK - SLEISEQEASQR - EDSYEETIR - DLTHR -
EISEQEASOREDSYEETIRDLTHRLKEAENRAAEAE LK - EAENR - AAEAER - TVSK - LQK - EVDR - LEDELLAEK - ER - YK -
RTVSKLQKEVDRLEDELLAEKERYKTISDELDQTF
TISDELDQTFAELAGY
AELAGY
MDAIKKKMQAMKIEKENALDKSEQLENKLKEIED MDAIK - K - K- MQAMK - |[EK - ENALDK - SEQLENK - LK - EIEDVK - VK
VKVKIEEDLTSLQKKYTNQENEYDKVNEQFNEST
- IEEDLTSLQK - K - YTNQENEYDK - VNEQFNESTVK - LEASEK - R -
VKLEASEKRVTECEDEIKGFTRRIQLLEDELERTQQ
VTECEDEIK - GFTR - R - IQLLEDELER - TQQK - AEEAVLK - LEEASK -
ATUMCO - KAEEAVLKLEEASKAADESERGRKVLESRSIADDD | , ADESER - GR - K - VLESR - SIADDDR - IDK - LEK - DVK - DSK
46. Sinonovacula 98310 | RIDKLEKDVKDSKYLAEEADRKYDEAARKLAITE

constricta, Sinc 1

VDLERAETRLEAAESKITELSEELQVVGNNCKALQ
NAVDQASQREDSYEETIRDLTQRLKDAENRAAEA
ERVVNKLQKEVDRLEDELLQEKEKYKQISDELDQ
TFAELAGM

YLAEEADR - K - YDEAAR - K - LAITEVDLER - AETR - LEAAESK -
ITELSEELQVVGNNCK - ALQNAVDQASQR - EDSYEETIR - DLTQR - LK
- DAENR - AAEAER - VVNK - LQK - EVDR - LEDELLQEK - EK - YK —
QISDELDQTFAELAGM

131




UniProtkB NCBI
IDYnazwa ID3 - . . Sekwencja aminokwasowa po symulowanej proteolizie trypsyna
L.p. gatunku/nazwa Sekwencja aminokwasowa tropomiozyny (EC 3.4.21.4)"
alergenu?
MDSIKKKMQAMKLEKENALDKSEQLEQKLKETE - | \/ne e k - K - MQAMK - LEK - ENALDK - SEQLEQK - LK - ETEDSK -
DSKARAEEDLSSLQKKFTNLENEFDKVNEQYQEG
AR - AEEDLSSLOK - K - FTNLENEFDK - VNEQYQEGVIK - LEASEK - R -
VIKLEASEKRVTECEDEIKGFTRRIQLLEDDLERTQ
VTECEDEIK - GFTR - R - IQLLEDDLER - TQAK - LDEALLK - LEDASK -
AKLDEALLKLEDASKTADESERGRKVLESRSIADD
B7XC70 - Solen TADESER - GR - K - VLESR - SIADDDR - IDQLEK - QVK - DAK -
47. ; 194331 | DRIDQLEKQVKDAKYVAEEADRKYDEAARKLAIT
strictus, Sol st 1 YVAEEADR - K - YDEAAR - K - LAITEVDLER - AETR - LEAAEAK -
EVDLERAETRLEAAEAKITELSEELQVVGNNSKAL
ITELSEELQVVGNNSK - ALONAVDQASQR - EDSYEETIR - DLTQR - LK -
QNAVDQASQREDSYEETIRDLTQRLKDAENRAAE | 1y \eNR - AAEAER - VVNK - LOK - EVDR - LEDELLAEK - EK - YK —
AERVVNKLQKEVDRLEDELLAEKEKYKQISDELD | Jlener SOTrART AGM
QTFAELAGM
MDAIKKKMLAMKMEKEVATDKAEQTEQSLRDLE | /A 1k - K - K - MLAMK - MEK - EVATDK - AEQTEQSLR - DLEAAK -
AAKNTIEEDLSTLOKKYSNLENDFDNAKENLTVA
NTIEEDLSTLQK - K - YSNLENDFDNAK - ENLTVANTNLEASEK - R -
NTNLEASEKRVNECESEIQGLNRRIQLLEEDLERSE
Q2VOV?2 - Todarodes VNECESEIQGLNR - R - IQLLEEDLER - SEER - LTSAQSK - LEDASK -
- ERLTSAQSKLEDASKAADESERGRKVLENRSQGD
48 pacificus 6637 | EERIDLLEKQLEEAKWIAEDADRKFDEAARKLAIT | AADESER - GR - K - VLENR - SQGDEER - IDLLEK - QLEEAK -
' (Ommastrephes WIAEDADR - K - FDEAAR - K - LAITEVDLER - AEAR - LEAAEAK -
g EVDLERAEARLEAAEAKIVELEEELKVVGNNMKS
pacificus), Tod p 1 IVELEEELK - VVGNNMK - SLEISEQEASQR - EDSYEETIR - DLTHR -
LEISEQEASQREDSYEETIRDLTHRLKEAENRAAEA || \ " "F AFNR - AAEAER - TVSK - LOK - EVDR - LEDELLAEK - ER - YK —
ERTVSKLQKEVDRLEDELLAEKERYKSISDELDQT
SISDELDQTFAELAGY
FAELAGY
MDSIKKKMQAMKIEKENALDKAEQLDQKLKDTE | ok -k - MOAMK - IEK - ENALDK - AEQLDOK - LK - DTEDSK - AK
DSKAKIEEDLSSLQKKYTNLENEFDQVNEKYNDG
- IEEDLSSLOK - K - YTNLENEFDQVNEK - YNDGWVK - LESSEK - R -
VVKLESSEKRVTECEDEIKGYTRRIQLLEDDLERT
VTECEDEIK - GYTR - R - IQLLEDDLER - TQVK - LEEATLK - LEDATK -
B7XC69 - Tresus QVKLEEATLKLEDATKTADESERGRKVLESRSIAD | 7\nEqER - GR - K - VLESR - SIADDDR - IDOQLEK - QVK - DAK -
49. 545649 | DDRIDQLEKQVKDAKYVAEEADRKYDEAARKLAI

keenae, Tre ke 1

TEVDLERAETRLEAAEAKITELSEELSVVANNCKA
LONAVDQASQREDSYEETIRDLTQRLKDAENRAS
EAERVVNKLQKEVDRLEDELLAEKEKYKQISDEL
DQTFAELAGM

YVAEEADR - K - YDEAAR - K - LAITEVDLER - AETR - LEAAEAK -
ITELSEELSVVANNCK - ALQNAVDQASQR - EDSYEETIR - DLTQR - LK -
DAENR - ASEAER - VVNK - LOK - EVDR - LEDELLAEK - EK - YK —
QISDELDQTFAELAGM
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EAERVVNKLQKEVDRLEDELLAEKEKYKAISDEL
DQTFAELAGM

UniProtkKB NCBI
IDYnazwa ID3 - . . Sekwencja aminokwasowa po symulowanej proteolizie trypsyna
L.p. gatunku/nazwa Sekwencja aminokwasowa tropomiozyny (EC 3.4.21.4)¢
alergenu?
MDAIKKKMLAMKMEKENALDRAEQLEQKLRDTE MDAIK - K - K- MLAMK - MEK - ENALDR - AEQLEQK - LR - DTEEQK -
EQKAKIEEDLNNLQKKCANLENDFDNVNEQLQDA
AK - IEEDLNNLQK - K - CANLENDFDNVNEQLQDALSK - LENSEK - R -
LSKLENSEKRVTEMEQEVSGTTRKITLLEEDLERN
VTEMEQEVSGTTR - K - ITLLEEDLER - NEEGLQTATER - LEEASK -
B7XC63 - Turbo EEGLQTATERLEEASKAANESERGSLADDERIDQL
. AANESER - GSLADDER - IDQLEAQLK - EAK - YIAEDAK - YIAEDAER -
50. cornutus (Battilus 63673 | EAQLKEAKYIAEDAKYIAEDAERKYDEAARKLAIT
K - YDEAAR - K - LAITEVDLER - AEAR - LEAAEAK - ILELEEELK -
cornutus), Turc 1 EVDLERAEARLEAAEAKILELEEELKVVGNNMKS
VVGNNMK - SLEISEQEASQR - EDSYEETIR - DLTQR - LK - DAENR -
LEISEQEASQREDSYEETIRDLTQRLKDAENRATEA ATEAER - TVSK - LOK - EVDR - LEDELLAEK - EK - YK -
ERTVSKLQKEVDRLEDELLAEKEKYKAISDELDQT AISDELDQTFAELAGY
FAELAGY
MDAIKKKMQAMKLEKENALDKAEQLEQKLRDVE MDAIK - K - K- MQAMK - LEK - ENALDK - AEQLEQK - LR - DVEETK -
ETKAKAEEDLTLLQKKYTNLENEFDQVNEKYNEG
. AK - AEEDLTLLQK - K- YTNLENEFDQVNEK - YNEGVNK - LEVSEK -
B7XC71 - Ruditapes VNKLEVSEKRVTEAEDEIKGYTRRIQLLEDDLERT
L R - VTEAEDEIK - GYTR - R - IQLLEDDLER - TQVK - LDEATSK -
philippinarum QVKLDEATSKLEDATKTADESERGRKVLESRSIAD
. LEDATK - TADESER - GR - K - VLESR - SIADDDR - IDALEK - QVK - DAK
51. (Venerupis 129788 | DDRIDALEKQVKDAKYVAEEADRKYDEAARKLAI
N - YVAEEADR - K - YDEAAR - K - LAITEVDLER - SETR - LEAAEAK -
philippinarum) — Ven TEVDLERSETRLEAAEAKITELSEELAVVGNNCKA ITELSEELAVVGNNCK - ALQNAVDQASQR - EDSYEETIR - DLTOR - LK
ph 1 LONAVDQASQREDSYEETIRDLTQRLKDAENRAA

- DAENR - AAEAER - VVNK - LQK - EVDR - LEDELLAEK - EK - YK -
AISDELDQTFAELAGM

1UniProt, https://www.uniprot.org/, dostep: luty 2019
2nazwa alergenu zgodna z I1UIS - ang. International Union of Immunological Societies; Migdzynarodowa Unia Towarzystw Immunologicznych

Sidentyfikator taksonomiczny wedtug NCBI - National Center for Biotechnology Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy, dostep: luty 2019
“*pogrubiong czcionkg zaznaczono peptydy 0 dtugoéci od 7 do 15 aminokwasow
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Zalacznik 2. Procentowy udzial obecnos$ci poszczegdlnych peptydow w analizowanych sekwencjach
tropomiozyn migczakow i skorupiakdw.

IQLLEEDLER
VVGNNLK
SLEVSEEK

LNTATTK
LEDELVNEK
LAMVEADLER
LAEASQAADESER
MDALENQLK
IVELEEELR
SLSDEER
FLAEEADR
EDSYEETIR
LAITEVDLER
ADTLEQONK
LEAAEAK
LEDELLAEK
AETGESK
AADESER
ALSNAEGEVAALNR
ALQNAEGEVAALNR
VVGNNMK
SLEISEQEASQR
AESGESK
SEEEVHNLQK
SIADDDR
ALQNAVDQASQR
YIAEDAER
IQLLEDDLER
YVAEEADR
TADESER
AEQLEQK
WIAEDADR
SQGDEER
IVELEEELK
ILELEEELK
ANIQLVEK
VTEMEQEVSGTTR
VTECEDEIK
TLQVQNDQASQR
SLADDER
ITLLEEDLER
IEEDLNNLQK
IDQLEAQLK
AEQTEQSLR
ANTQLEEK
ANQHLEEK
AEEEVHNLQK
YTNLENEFDQVNEK
VAECESEIQGLNR
LQTATER
AEQNEQK
SEEEVFSLQK
LLAEEADR
ANTQLVEK

AHTLEQQNK

AEAGENK

ADDEVHNLQK
VTEAEDEIK
AEEDLTLLQK
VLENLNNASEER
VLELEEELK
LIAEEADK
LQTATEK
WIAEEADK
TEEDLSTLQK
SEQLEQK
LTSAQSK
LEDELLTEK
LEDELLQEK
LDEALLK
IEEDLTSLQK
FSSAQSK

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

=S =M ' Razem

Rys. Z1. Udziat procentowy obecno$ci poszczegdlnych peptydow w analizowanych sekwencjach tropomiozyn
(S/M — udziat procentowy liczby sekwencji tropomiozyn skorupiakdéw/migczakow, W ktorych wystepuje dany
peptyd; Razem: n=51).
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VVGNNLK
SLEVSEEK
LNTATTK
LEDELVNEK
LAMVEADLER
LAEASQAADESER
MDALENQLK
IVELEEELR
IQLLEEDLER
SLSDEER
FLAEEADR
ADTLEQQNK
AETGESK
ALSNAEGEVAALNR
ALQNAEGEVAALNR
AESGESK
SEEEVHNLQK
ANIQLVEK
ANTQLEEK
ANQHLEEK
AEEEVHNLQK
SEEEVFSLQK
LLAEEADR
ANTQLVEK
AHTLEQQNK
AEAGENK
ADDEVHNLQK
EDSYEETIR
LEDELLAEK
LEAAEAK
LAITEVDLER
YVAEEADR
VTEAEDEIK
TADESER
SIADDDR
ALQNAVDQASQR
AEQLEQK
AEEDLTLLQK
VVGNNMK
VLENLNNASEER
VLELEEELK
SLEISEQEASQR
LIAEEADK
LQTATEK
AADESER
YTNLENEFDQVNEK
YIAEDAER
WIAEEADK
WIAEDADR
VTEMEQEVSGTTR
VTECEDEIK
VAECESEIQGLNR
TLQVQNDQASQR
TEEDLSTLQK
SQGDEER
SLADDER
SEQLEQK
LTSAQSK
LQTATER
LEDELLTEK
LEDELLQEK
LDEALLK
IVELEEELK
ITLLEEDLER
IQLLEDDLER
ILELEEELK
IEEDLTSLQK
IEEDLNNLQK
IDQLEAQLK
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Rys. Z2. Udziat procentowy obecno$ci poszczegdlnych peptydow w analizowanych sekwencjach tropomiozyn
skorupiakow (S — udziat procentowy liczby sekwencji tropomiozyn skorupiakow, w ktdrych wystepuje dany
peptyd; Razem: n=28).
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Rys. Z3. Udziat procentowy obecnosci poszczegolnych peptydow w analizowanych sekwencjach tropomiozyn
skorupiakow (M — udzial procentowy liczby sekwencji tropomiozyn skorupiakow, w ktorych wystepuje dany
peptyd; Razem: n=23).
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Zalacznik 3. Okreslenie przyblizonych mas czasteczkowych tropomiozyn metoda spektrometrii mas. Obrazy
pochodza z programéw LabSolutions wersja 5 (Shimadzu, Tokio, Japonia) i LabSolutions Insight wersja 3.5

(Shimadzu, Tokio, Japonia).
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a) Chromatogram z analizy ekstraktu (a) i hydrolizatu (b) biatek z probki la (rozmrozona satatka z surowych
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b) Widmo masowe piku o czasie retencji 14,90 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z probki 1la
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(rozmrozona satatka z surowych owocow morza).
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¢) Widmo masowe piku o czasie retencji 14,90 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu bialek z probki la
(rozmrozona satatka z surowych owocow morza) po dekonwolucji.

Rys. Z4. Szacowanie masy tropomiozyn metodg dekonwolucji widma (probka 1a).
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a) Chromatogram z analizy ekstraktu (a) i hydrolizatu (b) biatek z probki 1b (ugotowana satatka z surowych
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b) Widmo masowe piku o czasie retencji 15,06 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z probki 1b
(ugotowana satatka z surowych owocow morza).

139



Intensywnos¢

2062 -
18e2
152
13e2
1062
7.5e1
50e1

2.5e1

31983.62500

32004.74023

3232252734

0.0e0

32300
M+H]

¢) Widmo masowe piku o czasie retencji 15,06 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z probki 1b
(ugotowana satatka z surowych owocow morza) po dekonwolucji.

Rys. Z5. Szacowanie masy tropomiozyn metodg dekonwolucji widma (probka 1b).
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b) Widmo masowe piku o czasie retencji 15,06 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z probki 1c

(usmazona satatka z surowych owocow morza).
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¢) Widmo masowe piku o czasie retencji 15,06 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu bialek z prooki1 Lc
(usmazona satatka z surowych owocoéw morza) po dekonwolucji.

Rys. Z6. Szacowanie masy tropomiozyn metodg dekonwolucji widma (prébka 1c).
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a) Chromatogram z analizy ekstraktu (a) ihydrolizatu (b) biatek z probki 2a (rozmrozone krewetki Kidi

Parapenaeopsis stylifera).
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b) Widmo masowe piku o czasie retencji 14,17 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z probki 2a
(rozmrozone krewetki kidi Parapenaeopsis stylifera).
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¢) Widmo masowe piku o czasie retencji 14,17 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z probki 2a
(rozmrozone krewetki kidi Parapenaeopsis stylifera) po dekonwolucji.

Rys. Z7. Szacowanie masy tropomiozyn metodg dekonwolucji widma (prébka 2a).
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a) Chromatogram z analizy ekstraktu (a) ihydrolizatu (b) biatek z probki 2b (ugotowane krewetki Kidi
Parapenaeopsis stylifera).
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b) Widmo masowe piku o czasie retencji 14,35 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z probki 2b
(ugotowane krewetki Kidi Parapenaeopsis stylifera).
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c) Widmo masowe piku o czasie retencji 14,35 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z probki 2b
(ugotowane krewetki kidi Parapenaeopsis stylifera) po dekonwolucji.

Rys. Z8. Szacowanie masy tropomiozyn metodg dekonwolucji widma (prébka 2b).
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a) Chromatogram z analizy ekstraktu (a) i hydrolizatu (b) biatek z probki 2¢ (usmazone krewetki
Parapenaeopsis stylifera).
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b) Widmo masowe piku o czasie retencji 13,97 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z probki 2¢

(usmazone krewetki kidi Parapenaeopsis stylifera).
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¢) Widmo masowe piku o czasie retencji 13,97 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu bialek z probki 2c
(usmazone krewetki kidi Parapenaeopsis stylifera) po dekonwolucji.

Rys. Z9. Szacowanie masy tropomiozyn metodg dekonwolucji widma (prébka 2c).
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a) Chromatogram z analizy ekstraktu (a) ihydrolizatu (b) biatek z probki 3a (rozmrozone krewetki biate
Litopenaeus vannamei).
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b) Widmo masowe piku o czasie retencji 14,22 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z probki 3a
(rozmrozone krewetki biale Litopenaeus vannamei).
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¢) Widmo masowe piku o czasie retencji 14,22 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z prébki 3a
(rozmrozone krewetki biate Litopenaeus vannamei) po dekonwolucji.

Rys. Z10. Szacowanie masy tropomiozyn metodg dekonwolucji widma (probka 3a).
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a) Chromatogram z analizy ekstraktu (a) ihydrolizatu (b) biatek z probki 3b (ugotowane krewetki biate
Litopenaeus vannamei).

356.28059

Intensywnos¢

357.28390

625.68354
898.90772

827.84663

47532672 599'60832\

802.61349
\1/476.32981
0.0e0 1 || L, | L '.‘l‘

. I .l-llk-ﬂ-.l uIJ .IIIU

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

94845825
’ 1161.10928
1286.46341
,1337.69122 1547.80759 /’|654.68425 /1796.80499

m/z

b) Widmo masowe piku o czasie retencji 14,11 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z probki 3b
(ugotowane krewetki biate Litopenaeus vannamei).

151



32226.85352

6.0e2

5.0e2

3135930859

Intensywnos¢
w
o
o
N

N N
o o
[ IJ
N N
sl b bbb

/31439.67578 /31644.84766

32293.64844
- 7
] | 32471.61523

0.0e0 ~bm—meprt—1— —
31250 32500

o

[¢]

N
1

[M+H]

¢) Widmo masowe piku o czasie retencji 14,11 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z probki 3p
(ugotowane krewetki biate Litopenaeus vannamei) po dekonwolucji.

Rys. Z11. Szacowanie masy tropomiozyn metodg dekonwolucji widma (probka 3b).
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a) Chromatogram z analizy ekstraktu (a) i hydrolizatu (b) biatek z probki 3c (usmazone krewetki biate
Litopenaeus vannamei).
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b) Widmo masowe piku o czasie retencji 14,38 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z probki 3c
(usmazone krewetki biate Litopenaeus vannamei).
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¢) Widmo masowe piku o czasie retencji 14,38 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z probki 3c
(usmazone krewetki biate Litopenaeus vannamei) po dekonwolucji.

Rys. Z12. Szacowanie masy tropomiozyn metodg dekonwolucji widma (probka 3c).
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a) Chromatogram z analizy ekstraktu (a) i hydrolizatu (b) biatek z probki 4a (rozmrozone omutki chilijskie

Mytilus chilensis).
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b) Widmo masowe piku o czasie retencji 14,88 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z probki 4a
(rozmrozone omuiki chilijskie Mytilus chilensis).
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¢) Widmo masowe piku o czasie retencji 14,88 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z prébki 4a

(rozmrozone omutki chilijskie Mytilus chilensis) po dekonwolucji.

Rys. Z13. Szacowanie masy tropomiozyn metodg dekonwolucji widma (probka 4a).
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a) Chromatogram z analizy ekstraktu (a) i hydrolizatu (b) biatek z probki 4b (ugotowane omudki chilijskie

Mytilus chilensis).
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b) Widmo masowe piku o czasie retencji 14,12 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z probki 4b

(ugotowane omuiki chilijskie Mytilus chilensis).
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¢) Widmo masowe piku o czasie retencji 14,12 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z probki 4b

(ugotowane omutki chilijskie Mytilus chilensis) po dekonwolucji.

Rys. Z14. Szacowanie masy tropomiozyn metodg dekonwolucji widma (probka 4b).
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a) Chromatogram z analizy ekstraktu (a) i hydrolizatu (b) biatek z probki 4c (usmazone omuitki chilijskie

Mytilus chilensis).
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b) Widmo masowe piku o czasie retencji 13,85 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z probki 4c

(usmazone omuiki chilijskie Mytilus chilensis).
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¢) Widmo masowe piku o czasie retencji 13,85 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu bialek z probki 4c
(usmazone omutki chilijskie Mytilus chilensis) po dekonwolucji.

Rys. Z15. Szacowanie masy tropomiozyn metodg dekonwolucji widma (probka 4c).
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b) Widmo masowe piku o czasie retencji 14,70 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z probki 5

(. Krewetka na raz”, produkt gotowy).
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¢) Widmo masowe piku o czasie retencji 14,70 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z probki 5
(,,Krewetka na raz”, produkt gotowy) po dekonwolugji.

Rys. Z16. Szacowanie masy tropomiozyn metoda dekonwolucji widma (probka 5).
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a) Chromatogram z analizy ekstraktu (a) i hydrolizatu (b) biatek z probki 6 (,,Ogonki rakow z czosnkiem

i pietruszka”, produkt gotowy).
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b) Widmo masowe piku o czasie retencji 14,25 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z probki 6

(,,Ogonki rakéw z czosnkiem i pietruszka”, produkt gotowy).
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c) Widmo masowe piku o czasie retencji 14,25 min z chromatogramu z analizy hydrolizatu biatek z probki 6
(,,Ogonki rakow z czosnkiem i pietruszka”, produkt gotowy) po dekonwolucji.

Rys. Z17. Szacowanie masy tropomiozyn metoda dekonwolucji widma (probka 6).
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Zalacznik 4. Peptydy zidentyfikowane w probkach po analizie RP-LC-MS/MS.

zaznaczono peptydy zidentyfikowane de novo.

Identyfikacji dokonano za pomocg oprogramowania PEAKS, wersja 10.0 [Zhang i in. 2012]. Na szaro

=]
Numer © % o 2 Czas o
i identyfikator Zidentyfikowane peptydy ﬁ EE -10logP* Masa Eﬁ qudz m/z z | retencji Modyflkac!a
probki 3Eg [Da] = [ppm] [min] potranslacyjna
=)
S
MQQLENDLDQVQESLLK 0 57,30 |2030,00 | 17 | 2,6 1016,01 | 2 | 24,87
ALSNAEGEVAALNR 0 49,48 | 141372 | 14| 17 707,87 | 2 | 2311
LAMVEADLER 0 40,45 | 114558 | 10 | 0,7 573,80 | 2 | 23,37
IQLLEEDLER 0 37,97 | 1256,66 | 10 1,3 629,34 | 2 | 23,75
LAEASQAADESER 0 37,62 | 137562 | 13 | 21 688,82 | 2 3,66
IVELEEELR 0 29,69 | 1128,60 | 9 15 565,31 | 2 | 23,48
MDALENQLK 0 26,54 |1060,52 | 9 1,7 531,27 | 2 | 21,08
ADTLEQQNK 0 26,41 | 104550 | 9 2,0 523,76 | 2 3,40
1a FLAEEADR 0 24,79 | 94945 | 8 4,6 475,73 | 2 9,59
SITDELDQTFSELSGY 0 22,03 |1803,81 |16 | -0,5 90291 | 2| 25,88
VAEC(+57,02)ESEIQGLNR 0 47,96 | 1503,70 | 13 2,3 752,86 | 2 21,26 Karbamidometylacja
LAITEVDLER 0 46,91 | 1157,63 |10 | 2,3 579,82 | 2 | 23,63
KLAITEVDLER 1 40,77 | 1285,72 | 11 | 29 643,87 | 2 | 23,15
EVDRLEDELLAEK 1 33,49 | 1557,79 | 13| 0,8 779,9 2 | 2352
IVELEEELK 0 29,52 | 11006 | 9 1,2 551,31 | 2 | 23,42
SLEISEQEASQR 0 32,19 | 137566 | 12 | -0,6 688,80 | 2 | 15,83
EDSYEETIR 0 29,81 |1140,49 | 9 2,9 571,26 | 2 | 11,44
WIAEDADR 0 24,17 | 974,45 | 8 2,2 488,23 | 2 | 12,24
MQQLENDLDQVQESLLK 0 64,20 | 2030,00 | 17 | 2,6 1016,01 | 2 | 24,86
1b FLAEEADRKYDEVAR 2 50,01 | 1810,88 | 15 1,8 604,64 | 3 | 21,96
SITDELDQTFSELSGY 0 47,67 |1803,81 | 16 1,6 90291 | 2| 25,88
ALSNAEGEVAALNR 0 47,23 | 1413,72 | 14 | -0,3 707,87 | 2 | 23,17
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Numer © % o 2 Czas o
i identyfikator Zidentyfikowane peptydy ﬁ EE -10logP? Masa Eﬁ qudz m/z z | retencji Modyflkac!a
probki 3Eg [Da] = [ppm] [min] potranslacyjna

=)
S

LAEASQAADESER 0 35,25 | 137562 | 13 | 2,6 688,82 | 2 3,73

IQLLEEDLER 0 34,86 | 1256,66 | 10 15 629,34 | 2 23,80

EVDRLEDELVNEKEKYK 3 34,54 | 213507 | 17 | -3,3 712,70 | 3 22,71

IVELEEELRVVGNNLK 1 33,20 | 1853,03 | 16 3,5 927,52 2 24,31

IQLLEEDLERSEER 1 29,64 | 1757,88 | 14 2,0 879,95 2 23,55

IVELEEELR 0 29,31 | 112860 | 9 2,0 565,31 2 23,53

SLSDEERMDALENQLK 1 26,76 |1876,88 | 16 | 3,1 626,64 | 3 | 23,62

FLAEEADR 0 25,08 | 949,45 | 8 2,5 475,73 2 10,83

SLSDEERMDALENQLKEAR 2 23,67 | 2233,06 | 19 4,7 745,37 | 3 23,53

IQLLEEDLERSEERLNTATTK 2 22,86 |2487,28 | 21 3,3 830,10 | 3 23,61

KLAMVEADLERAEER 2 22,30 | 1758,89 | 15 2,6 587,31 | 3 22,92

MDALENQLK 0 20,32 | 106052 | 9 1,1 531,27 |2 | 22,04

VAEC(+57,02)ESEIQGLNR 0 50,87 | 1503,70 | 13 1,6 752,86 | 2 21,63 Karbamidometylacja

WIAEDADRKFDEAAR 2 38,90 |1791,85 | 15 0,7 598,29 | 3 22,62

KLAITEVDLER 1 31,05 |1285,72 | 11 11 643,87 2 23,21

WIAEDADR 0 28,82 | 974,45 | 8 3,0 488,23 | 2| 12,98

SQGDEERIDLLEK 1 28,48 |1530,75 | 13 | 2,6 766,39 | 2 | 22,79

EVDRLEDELLAEKER 2 24,37 | 1842,93 | 15 3,6 461,74 | 4 23,21

IVELEEELKVVGNNMK 1 24,20 | 1842,98 | 16 0,1 615,33 | 3 24,07

LAITEVDLERAEAR 1 20,85 | 1584,85 | 14 0,2 529,29 | 3 23,47

VIDLEEQLTVVGANIK 0 57,12 | 1739,97 | 16 15 870,99 2 24,97

AISDELDATFAELAGY 0 47,32 |1684,78 | 16 3,3 843,40 2 25,94

1c VAEC(+57,02)ESEIQ(+0,98)GLNR 0 2007 |1504,68 |13 | -32 | 75334 |2 | 21,69 Karbamidometylacja;

Deamidacja (NQ)

166



9
Numer mg@ 2 Czas o
i identyfikator Zidentyfikowane peptydy ﬁ EE‘ -10logP* MDasa Eﬁ qudz m/z z | retencji Modyf:kac!a
probki 3 Ei [Da] £ [ppm] [min] potranslacyjna
2.2
£
RN(+0,98)TSSSC(+57,02)GR ! 19,66 | 102444 | 9 | 06 | 51323 |2| 377 Deamidacja (NQ);
Karbamidometylacja
MQQVEN(+0,98)ELDQVQEQLSL 0 19,34 | 2030,95 | 17 | 3,9 | 101648 | 2 | 24,81 Deamidacja (NQ)
Q(+0,98)DLERSEEKVEM(+15,99)N(+0,98)ESK 2 1820 |1967.86 | 16 | 56 | 49298 |4 | 2094 |DeaMidacja ((II\\I/I?); Oksydacja
QMELVAN(+0,98)EAER 0 17,91 | 128959 | 11| 51 | 64580 |2 | 911 Deamidacja (NQ)
Q(+0,98)Q(+0,98)ESGC(+57,02)DGAITAKTK . 17,03 | 159472 |15 | -2,9 | 53258 |3 | 16,25 Deamidacja (NQ);
Karbamidometylacja
NNSEMPEK 0 16,71 | 947,40 | 8 | 53 | 94840 | 1| 2410
DNAMDRADLAEQQ(+0,98)AR 1 16,66 | 1703,75 | 15 | 44 | 568,92 | 3 | 13,86 Deamidacja (NQ)
N(+0,98)GTN(+0,98)NLK 0 16,63 | 761,36 | 7 | 0,3 | 76236 | 1| 2476 Deamidacja (NQ)
VANSEN(+0,98)ESN(+0,98)K 0 16,52 | 1092,46 | 10 | 2,5 | 547,24 |2 | 22,86 Deamidacja (NQ)
DGDTAPAGGSQ(+0,98)GR 0 1503 | 118850 | 13 | 20 | 59526 |2 | 14,80 Deamidacja (NQ)
MQQLENDLDQVQESLLK 0 56,00 | 2030,00 | 17 | 2,3 | 1016,01 |22| 24,84
ALSNAEGEVAALNR 0 45,88 | 141372 | 14| 21 | 707,87 |2 | 2315
SITDELDQTFSELSGY 0 4574 | 18038l |16 | 20 | 90291 |2 | 2593
EVDRLEDELVNEKEK 2 40,31 | 184392 | 15| 2,7 | 61565 |3 | 22,27
LAEASQAADESER 0 3852 | 137562 | 13| 29 | 68882 |2 | 357
2s SLSDEERMDALENQLK 1 36,74 | 1876,83 | 16 | 2,3 | 62664 | 3 | 2350
RMQOLENDLDQVQESLLK 1 36,23 | 2186,1 | 18 | 25 | 72971 |3 | 2434
EVDRLEDELVNEK 1 3569 | 1586,78 | 13 | 24 | 79440 |2 | 2314
LAMVEADLER 0 34,11 | 114558 | 10 | 24 | 57380 |2 | 23.42
KLAMVEADLER 1 3303 | 127367 | 11| 11 | 63784 |2 | 2251
ADTLEQQNK 0 32,31 | 104550 | 9 | 36 | 52376 |2 | 276
MDALENQLK 0 31,68 | 106052 | 9 | 24 | 53127 | 2| 21,69
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Numer © g‘_e 2 Czas o
i identyfikator Zidentyfikowane peptydy ﬁ EE -10logP* Masa Eﬁ qudz m/z z | retencji Modyflkac!a
probki 3Eg [Da] = [ppm] [min] potranslacyjna
=)
S
IQLLEEDLER 0 31,51 |1256,66 | 10 | 2,0 629,34 | 2 | 2381
ANNQLVEKDK 1 31,41 | 11576 [ 10| 5,9 579,81 | 2 2,47
FLAEEADR 0 29,86 | 949,45 | 8 2,5 475,73 | 2| 11,12
IQLLEEDLERSEER 1 29,50 | 175788 | 14 | 34 879,95 | 2 | 23,38
AMVEADLER 0 27,70 | 103249 | 9 4,7 517,26 | 2 | 19,55
IVELEEELR 0 25,52 | 1128,60 | 9 2,0 565,31 | 2 | 2354
LAMVEADLERAEER 1 23,62 |1630,80 | 14 | 1,7 816,41 | 2 | 23,32
DNAMDRADTLEQQNK 1 22,39 | 174778 | 15| 2,6 583,60 | 3 | 15,35
SITDELDQTFSELSG 0 21,61 |1640,74 | 15| 0,2 821,38 | 2 | 2577
EVDRLEDELVNEKEKYK 3 20,92 | 213507 | 17 | 3,5 534,78 | 4 | 22,72
SLEVSEEK 0 20,31 | 919,45 | 8 3,5 460,73 | 2 3,71
ELEEELR 0 20,31 | 916,45 | 7 0,1 917,46 | 1 | 23,50
SLSDEERMDALENQLKEAR 2 64,49 | 223306 |19 | 2,0 745,36 | 3 | 23,39
MQQLENDLDQVQESLLK 0 63,35 |2030,00 | 17 | 1,4 1016,01 | 2 | 24,75
IQLLEEDLERSEERLNTATTKLAEASQAADESER 3 62,11 | 384489 |34 | 16 962,23 | 4 | 24,20
MQQLENDLDQVQESLLKANNQLVEKDKALSNAE 3
GEVAALNR 60,41 | 456530 | 41| 0,7 914,07 | 5| 24,95
ANNQLVEKDKALSNAEGEVAALNRR 3 59,63 |2709,42 | 25 | 2,8 678,36 | 4 | 22,98
2b IVELEEELRVVGNNLK 1 59,07 |1853,03 | 16 | 1,7 92752 |2 | 2418
ANNQLVEKDKALSNAEGEVAALNR 2 58,79 | 255331 |24 | -0,7 852,11 | 3 | 23,17
FLAEEADRKYDEVAR 2 55,79 |1810,88 | 15| 2,0 604,64 | 3 | 21,92
EVDRLEDELVNEKEKYK 3 53,81 | 213507 | 17 | 1,6 712,7 3| 2243
SITDELDQTFSELSGY 0 53,10 |1803,81 |16 | 0,8 902,91 | 2| 2591
RMQQLENDLDQVQESLLK 1 47,05 |2186,10 | 18 | 2,0 729,71 | 3 | 24,20
RIQLLEEDLERSEERLNTATTK 3 43,85 |264338 22| 13 661,86 | 4 | 23,31

168



R
Numer © g‘_e 2 Czas o
i identyfikator Zidentyfikowane peptydy ﬁ EE‘ -10logP* M; 52 Eﬁ qudz m/z z | retencji Modyf: kac!a
probki 3 Ei [Da] £ [ppm] [min] potranslacyjna
a.2
S
IQLLEEDLERSEERLNTATTK 2 41,57 | 2487,28 | 21 1,3 830,10 | 3 | 23,50
KLAMVEADLERAEERAETGESK 3 38,66 | 24612122 | 04 616,31 | 4 | 23,03
LAEASQAADESERMR 1 35,70 | 1662,76 | 15 | 3,6 555,26 | 3 6,02
IVELEEELR 0 30,89 |1128,60 | 9 2,8 565,31 | 2 | 23,49
FLAEEADR 0 28,71 | 949,45 | 8 0,8 475,73 | 2 | 12,17
MQQ(+0,98)LEN(+0,98)DLDQVQ(+0,98)ESLLK 0 54,72 | 2032,95 | 17 | 4,2 1017,48 | 2 | 24,78 Deamidacja (NQ)
VVGNNLQ 0 40,78 | 742,40 | 7 1,3 743,40 |1 2,86
LM(+15,99)AEEADR 0 37,16 | 949,42 | 8 -1,3 950,42 | 1| 10,75 Oksydacja (M)
APQ(+0,98) TAEGDVAALNR 0 22,56 | 141269 | 14 | -29 707,35 | 2 | 23,35 Deamidacja (NQ)
SLNALQ(+0,98)DDLQ(+0,98)R 0 21,69 | 127362 | 11 | -4,2 42554 | 3| 22,14 Deamidacja (NQ)
2c AAADESER 0 18,92 | 847,37 | 8 2,8 424,69 | 2 8,23
RVEN(+0,98)GGETPGR 1 17,66 | 117156 | 11 | -2,7 586,78 | 2 | 25,56 Deamidacja (NQ)
TEEPAER 0 16,75 | 830,38 | 7 0,8 416,19 | 2 4,11
EADVADLQ(+0,98)Q(+0,98)R 0 16,59 | 1145,52 | 10 1,9 573,77 | 2 | 23,43 Deamidacja (NQ)
LEEMNEK 0 16,38 | 891,40 | 7 1,1 89241 | 1| 10,33
QGSARENHQDKNHSR 2 16,37 | 1762,82 | 15| -0,3 44171 | 4| 17,22
MQQLENDLDQVQESLLK 0 63,15 | 2030,00 | 17 | 44 1016,01 | 2 | 24,91
3a SITDELDQTFSELSGY 0 52,27 |1803,81 | 16 1,6 90291 | 2| 26,04
IVELEEELR 0 36,02 | 1128,60 | 9 1,4 565,31 | 2 | 23,58
MQQLENDLDQVQESLLKANIQLVEKDKALSNAEG 3 7238 | 456434 | 41| 03 91388 | 5| 2512
EVAALNR
3b IQLLEEDLERSEERLNTATTKLAEASQAADESER 3 65,10 |3844,89 |34 | 1,6 962,23 | 4 | 24,37
SLSDEERMDALENQLKEAR 2 61,10 | 2233,06 | 19 1,9 74537 | 3| 2341
MQQLENDLDQVQESLLK 0 58,18 | 2030,00 | 17 | 0,9 1016,01 | 2 | 24,82
SITDELDQTFSELSGY 0 52,94 |1803,81 |16 | 0,9 902,91 | 2 26
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Numer © g‘_e 2 Czas o
i identyfikator Zidentyfikowane peptydy ﬁ EE -10logP* Masa Eﬁ qudz m/z z | retencji Modyflkac!a
probki 3Eg [Da] £ [ppm] [min] potranslacyjna
=)
S
FLAEEADRKYDEVAR 2 52,73 |1810,88 | 15 | 2,3 604,64 | 3 | 22,19
IVELEEELRVVGNNLK 1 48,06 |1853,03 |16 | -0,2 927,52 | 2 | 24,26
EVDRLEDELVNEKEKYK 3 47,35 | 213507 | 17 | 1,6 712,7 3| 22,69
RMQQLENDLDQVQESLLK 1 44,25 |2186,10 | 18 | 0,1 729,71 | 3 | 24,25
RIQLLEEDLERSEERLNTATTK 3 41,51 |264338 (22| 0,8 661,86 | 4 | 23,38
LAEASQAADESERMR 1 40,53 |1662,76 | 15 | 1,8 555,26 | 3 | 10,99
ANIQLVEKDKALSNAEGEVAALNRR 3 36,50 |2708,46 | 25 | 2,1 678,12 | 4 | 23,53
LAEASQAADESER 0 36,04 | 137562 | 13| 1,5 688,82 | 2 3,74
ALSNAEGEVAALNR 0 36,03 | 141372 | 14 | -05 707,87 | 2 | 23,46
IQLLEEDLERSEERLNTATTK 2 34,18 | 248728 | 21| 1,2 622,83 | 4 | 23,59
SLEVSEEKANQREEAYKEQIK 3 30,76 | 2507,25 | 21 1 627,82 | 4 | 15,82
KLAMVEADLERAEERAETGESK 3 30,39 | 246121 |22 | 22 616,31 | 4 | 23,09
MQQLENDLDQVQESLLKANIQLVEKDK 2 26,63 | 3168,63 | 27 | -1,2 793,16 | 4 | 24,96
FLAEEADR 0 22,87 | 949,45 | 8 0,4 475,73 | 2| 11,92
SLSDEERM(+15,99)DALENQLKEAR 2 20,44 | 2249,06 | 19 | -2,0 563,27 | 4 | 23,15 Oksydacja (M)
VVGNNLQ 0 40,55 | 742,40 | 7 -0,1 743,40 |1 2,83
APQ(+0,98) TAEGDVAALNR 0 24,80 |1412,70 | 14| 2.1 707,35 | 2 | 23,17 Deamidacja (NQ)
EGTDEPLFSDYGSESDDEDEYIKR 1 20,87 | 279516 | 24 | -53 1398,57 | 2 | 25,55
MDSPEDQLK 0 20,53 |1061,47 | 9 -1,2 1062,47 | 1| 21,43
3¢ TVIGADNNASADRTHHDGDVTGER 1 20,45 | 2507,14 | 24 | -3,6 627,79 | 4 | 16,60
TVIGADN(+0,98)NASADRTHHDGDVTGER 1 19,29 | 2508,12 | 24 | 55 628,04 | 4 | 16,89 Deamidacja (NQ)
MDSPEDQ(+0,98)LK 0 18,53 | 1062,45 | 9 -3,8 532,23 | 2 | 2261 Deamidacja (NQ)
EADVADLQ(+0,98)Q(+0,98)R 0 18,48 | 114552 | 10 | 0,1 573,76 | 2 | 23,62 Deamidacja (NQ)
SQ(+0,98)APQ(+0,98)YR 0 18,18 | 850,38 | 7 -5,6 426,19 | 2 | 15,17 Deamidacja (NQ)
MQQVEN(+0,98)ELDQVQEQLSL 0 17,97 | 2030,95 | 17 | -2,5 677,98 | 3 | 24,97 Deamidacja (NQ)
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=X
Numer © % o 2 Czas o
i identyfikator Zidentyfikowane peptydy ﬁ EE -10logP* Masa Eﬁ qudz m/z z | retencji Modyflkac!a
probki 3Eg [Da] = [ppm] [min] potranslacyjna
=)
S
LEEMNEK 0 17,52 | 891,40 | 7 -3,7 892,40 |1 9,75
TIDDLEDEVYAQ(+0,98)K 0 17,51 | 1538,70 | 13 | 6,0 385,68 | 4 2,28 Deamidacja (NQ)
LQEAEAR 0 16,94 | 81541 | 7 -4,1 816,41 | 1| 10,48
M(+15,99)DSLEDQLK 0 16,52 | 1093,50 | 9 3,2 109450 | 1| 24,35 Oksydacja (M)
QAEALER 0 15,92 | 81541 | 7 -3,6 408,71 | 2 | 10,45
EELASSR 0 15,81 | 790,38 | 7 -4,1 791,38 |1 9,41
Q(+0,98)ASVSDRDVK 1 15,63 | 110454 | 10| 2,1 55328 | 2 | 2341 Deamidacja (NQ)
SLNALQ(+0,98)DDLQ(+0,98)R 0 15,44 | 127362 | 11| -3,1 42554 | 3| 22,43 Deamidacja (NQ)
VIDLEEQLTVVGANIK 0 71,15 |1739,97 | 16 | 2,2 870,99 | 2 | 25,04
SIQTENDLDNTQTQLQDVQAK 0 67,04 |2388,14 |21 | 27 119508 | 2 | 23,35
AISDELDATFAELAGY 0 64,79 |1684,78 | 16 | 3,5 843,40 | 2| 26,01
TLQVQNDQASQR 0 57,57 |1386,69 | 12 | 3,2 694,35 | 2 3,62
ISMLEEDIMK 0 49,87 |1207,58 | 10 | 3,1 604,80 | 2 | 2394
VLENLNC(+57,02)GNDER 0 49,27 | 1431,64 | 12 2,6 716,83 | 2 15,84 Karbamidometylacja
LAITEVDLER 0 48,90 | 1157,63 |10 | 3,6 579,82 | 2 | 23,72
EVDRLEDELLTEK 1 47,03 | 1587,80 | 13 1,1 79491 | 2 | 2344
4a KISMLEEDIMK 1 46,84 | 1335,68 | 11 1,0 668,85 | 2 | 23,27
KLAITEVDLER 1 46,06 | 128572 |11 | 0,1 643,87 | 2| 2311
EDSYEETIR 0 42,16 | 114049 | 9 3,1 571,26 | 2 | 13,40
IEDDYNSLQK 0 40,67 | 122357 | 10 | 2,3 612,79 | 2 | 14,86
EVDRLEDELLTEKEK 2 31,37 | 184494 | 15| 0,9 61599 | 3 | 22,90
LEDELLTEK 0 27,12 |1088,56 | 9 2,9 54529 | 2 | 22,77
WIAEEADKK 1 22,76 | 108855 | 9 3,9 54528 | 2 3,71
WIAEEADK 0 24,84 | 960,46 | 8 3,4 481,24 | 2| 11,06
QIAEHEQEIQSLTR 0 21,27 |1680,84 | 14 | 2,2 561,29 | 3 | 21,43
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Numer © g‘_e 2 Czas o
i identyfikator Zidentyfikowane peptydy ﬁ EE -10logP* Masa Eﬁ qudz m/z z | retencji Modyflkac!a
probki 3Eg [Da] £ [ppm] [min] potranslacyjna
=)
S
VIDLEEQLTVVGANIK 0 69,68 | 1739,97 | 16 11 870,99 2 24,89
AISDELDATFAELAGY 0 52,65 | 1684,78 | 16 0,8 843,4 2 25,93
SIQTENDLDNTQTQLQDVQAK 0 49,49 | 2388,14 | 21 14 797,06 3 23,23
ab WIAEEADKKYEEAAR 2 43,76 | 1807,87 | 15 15 603,63 3 20,06
TLQVQNDQASQREDSYEETIRDLTNR 2 40,57 | 3108,47 | 26 0,9 778,13 4 23,45
TLQVQNDQASQREDSYEETIR 1 38,1 2509,17 | 21 -0,3 837,4 3 22,47
KISMLEEDIMKSEER 2 36,06 |1836,90 | 15 | -2,0 613,31 | 3 | 22,96
QIAEHEQEIQSLTR 0 32,36 |1680,84 | 14 | -11 561,29 3 21,41
EEVEAEA 0 20,70 77532 | 7 -4,6 776,33 1 17,15
ETN(+0,98)DKLR 1 18,42 | 87543 | 7 2,6 876,44 | 1 7,90 Deamidacja (NQ)
M(+15,99)AN(+0,98)Q(+0,98) GPSYGFSR 0 17.48 | 133155 | 12| 48 | 66678 | 2| 1990 | OkSvdecia (('\N/'g)Deam'daqa
IAEDSDR 0 17,44 804,36 | 7 57 403,19 2 9,79
TN(+0,98)VGDATYLSR 0 17,28 |1196,57 | 11 | -55 59929 | 2 | 21,64 Deamidacja (NQ)
4c LSN(+0,98)QRQR 1 17,19 | 90147 | 7 | -0,2 | 451,74 |2 | 24,27 Deamidacja (NQ)
VVGNNLKSLEVSEEKN(+0,98)Q(+0,98)QR 2 16,69 |2172,10 | 19| -1,3 72504 | 3| 24,14 Deamidacja (NQ)
TEN(+0,98)DC(+57,02)LR 0 1645 | 90737 | 7| 31 | 90838 |1 | 2321 Deamidacja (NQ);
Karbamidometylacja
EAHPANGK 0 16,18 | 822,40 | 8 4,9 412,21 | 2| 2335
N(+0,98)VTN(+0,98)N(+0,98)LK 0 15,48 | 804,39 | 7 -4,6 403,20 | 2 9,58 Deamidacja (NQ)
AGASPEK 0 15,19 | 658,33 | 7 0,2 330,17 | 2 2,54
LAEASQAADESER 0 44,31 | 137562 | 13 | 2,3 688,82 | 2 3,78
5 IQLLEEDLER 0 40,64 |1256,66 | 10 | 1,6 629,34 | 2 | 23,82
LNTATTKLAEASQAADESER 1 30,85 | 2105,02 | 20 1,3 702,68 3 22,21
RIQLLEEDLER 1 27,04 | 1412,76 | 11 -0,4 707,39 2 23,26
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Numer © g‘_e 2 Czas o
i identyfikator Zidentyfikowane peptydy ﬁ EE‘ -10logP* Masa Eﬁ qudz m/z z | retencji Modyflkac!a
probki 3E'g [Da] = [ppm] [min] potranslacyjna
=)
S
MQQLENDLDQVQESLLK 0 49,73 |2030,00 | 17 | 0,2 1016,01 | 2 | 24,87
ALSNAEGEVAALNR 0 43,56 |1413,72 14| 0,9 707,87 | 2 | 2321
SITDELDQTFSELSGY 0 42,14 |1803,81 |16 | 0,2 902,91 | 2| 2597
RMQQLENDLDQVQESLLK 1 37,56 |2186,10 | 18 | 0,9 729,71 | 3| 2431
KLAMVEADLER 1 37,49 | 127367 |11 | 0,3 637,84 | 2 | 22,45
RIQLLEEDLER 1 34,02 | 141276 | 11 | -0,8 707,39 | 2 | 23,44
LAMVEADLER 0 33,07 | 114558 | 10 | 1,3 573,80 | 2 | 23,49
LAEASQAADESER 0 32,94 | 137562 | 13 | 2,2 688,82 | 2 3,70
EVDRLEDELVNEK 1 32,21 |1586,78 | 13 | -0,8 794,40 | 2| 2314
6 KLAMVEADLERAEER 2 31,60 | 175889 | 15| 1,4 587,31 | 3 | 22,90
IQLLEEDLER 0 30,71 | 1256,66 | 10 | 0,8 629,34 | 2 | 2381
MDALENQLK 0 29,93 | 106052 | 9 1,1 531,27 | 2 | 20,66
VVGNNLK 0 29,79 | 742,43 | 7 1,3 743,44 |1 3,48
IQLLEEDLERSEER 1 29,63 |1757,88 | 14 | 1.3 586,97 | 3 | 23,53
FLAEEADR 0 28,74 | 949,45 | 8 1,4 475,73 | 2 | 10,46
EVDRLEDELVNEKEK 2 27,67 | 184392 | 15| -0.1 615,65 | 3 | 22,15
ADTLEQQNK 0 25,63 | 104550 | 9 2,6 523,76 | 2 3,50
IVELEEELR 0 25,50 |1128,60 | 9 0,7 565,31 | 2 | 23551
SLSDEERMDALENQLK 1 24,23 |1876,88 | 16 | 1,2 626,64 | 3 | 23,57

1P jest definiowane jako prawdopodobienstwo, ze fatszywa identyfikacja W biezacym wyszukiwaniu daje taki sam lub lepszy wynik dopasowania [Zhang i in. 2012]. Warto$¢ P wynoszaca
1% odpowiada -10logP réwnej 20 (Ig to logarytm dziesigtny)
2 obliczono wedlug réwnania (4.1).
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Zalacznik 5. Epitopy alergennych tropomiozyn, zawierajace W swojej sekwencji aminokwasowej cate sekwencje lub fragmenty peptydéw (bedacych produktami hydrolizy tropomiozyn
trypsyna), zidentyfikowanych w produktach spozywczych po hydrolizie biatek, oraz ich stopien pokrycia (SCC — ang. sequence cross-coverage). ,,b.d.”” oznacza brak informacji na temat
ochodzenia epitopu.

. IEDB T Nazwa scce
L.p. Sekwencja peptydu 1D Sekwencja epitopu Nazwa gatunku 2wyczajowa Nc Ne | Np [%)]

4143 ARFLAEEADRKYDEV Litopenaeus vannamei kri‘i";‘;;ka 8 | 15 | 8 | 53,33
116770 LKEARFLAEEADRKY Litopenaeus vannamei kri‘i";‘;;ka 8 | 15 | 8 | 53,33
153825 ENOQLKEARFLAEEADRKYDE b.d. b.d 8 | 20 | 8 | 40,00
L FLAEEADR 16496 FLAEEADRK b.d. kret\)&(:,& - 8 | 9 | 8 8889
523192 NQLKEARFLAEEADRKYDEV Metapenaeus ensis blotna 8 20 | 8 | 40,00
956537 EARFLAEEADRK b.d. b.d. 8 | 12 | 8 | 66,67
956549 ENRSLSDEERMDALIE(I\E)%LKEARFLAEEADRK o o s | a1 | 8 | 2353
1312072 FLAEEADRKY b.d. b.d. 8 | 10 | 8 | 80,00

2. WIAEDADR - - - - T -
14039 ERMDALENQLKEARF Litopenaeus vannamei krg‘i";‘;;ka 9 | 15 | 9 | 60,00
116825 SDEERMDALENQLKE Litopenaeus vannamei krg‘i";‘;;ka 9 | 15 | 9 | 60,00

DEERMDALENQLKEARMLAEEDRKYDEVAR
3. MDALENQLK 7976 K LAMVEADLERARERAESG b.d. b.d. 9 | 49 | 9 | 1837
554179 MDALENQLKEARFMA Blattella germanica kg?ig;ﬁ” 9 | 15 | 9 | 60,00
056549 | ENRSLSDEERM DALEBELKEARFLAEEADRK o b o | 31 | 0| 2647
41267 MDRADTLEQQNKEAN Penaeus monodon ';;‘;";’;;'I‘aa 9 | 15 | 9 | 60,00
4. ADTLEQQONK 116691 DNAMDRADTLEQQNK Penaeus monodon ';;‘;";’;;'I;a 9 | 15 | 9 | 60,00
116671 ADTLEQQNKEANNRA Litopenaeus vannamei kreb‘i’ﬁ;ka 9 | 15 | 9 | 60,00
. . krewetka

5. IQLLEEDLER 54225 RIQLLEEDLERSEER Litopenaeus vannamei biata 10 15 | 10 | 66,67
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. IEDB T Nazwa sccs
L.p. Sekwencja peptydu 1D Sekwencja epitopu Nazwa gatunku Zwyczajowa Nc Ne | Np [%)]
116775 LNRRIQLLEEDLERS Litopenaeus vannamei kri‘i"s;ka 10 | 15 |10 | 66,67
54224 RIQLLEEDLER Penaeus aztecus krewetka | 15 | 41 | 10 | 90,01
brazowa
153863 NRRIQLLEEDLERSEER Penaeus monodon ‘;;Z";’;:;a 10 | 17 |10 58,82
. krewetka
510630 AALNRRIQLLEEDLERSEER Metapenaeus ensis blotna 10 20 | 10 | 50,00
krewetka
956737 VAALNRRIQLLEEDLERSEER Palaemon modestus : 10 | 21 |10 47,62
syberyjska
6. LAEASQAADESER 550008 AKLAEASQAADESER Blattella germanica kg;ﬁg;ﬁ” 13 | 15 |13 86,67
14183 ESKIVELEEELRVVG Penaeus aztecus krewetka | o | 45 | o | 60,00
brazowa
7. IVELEEELR 956601 IVELEEELR Palaemon modestus krewetka | g | g | ¢ |100,00
syberyjska
116755 IVELEEELRVVGNNL Litopenaeus vannamei krg‘i";‘;;ka 9 | 15 | 9 | 60,00
28850 ITDELDQTFSELSGY Penaeus aztecus krewetka | 15 | 45 | 16 | 93,75
brazowa
179555 TDELDQTFSELSGY Litopenaeus vannamei krewetka | 4, | 14 | 16 | 87,50
8. SITDELDQTFSELSGY P biata :
12995 ELDQTFSEL Penaeus aztecus krewetka | g | g | 15 | 56,25
brazowa
839848 LDQTFSELSG Scylla serrata krab blotny | 10 10 | 16 | 62,50
116814 QLENDLDQVQESLLK Litopenaeus vannamei kri‘i";‘;;ka 15 | 15 |17 | 88,24
9. MQQLENDLDQVQESLLK krewetka
42400 MQQLENDLDQVQESLLK Penaeus indicus biata 17 | 17 |17 | 100,00
indyjska
34878 LAMVEADLERAEERA Litopenaeus vannamei kreb‘i"a’l‘;;ka 10 | 15 |10 | 66,67
10. LAMVEADLER owetia
116676 ARKLAMVEADLERAE Litopenaeus vannamei biata 10 15 | 10 | 66,67
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. IEDB T Nazwa sccs
L.p. Sekwencja peptydu 1D Sekwencja epitopu Nazwa gatunku Zwyczajowa Nc Ne | Np [%)]
DEERMDALENQLKEARMLAEEDRKY
7976 DEVARKLAMVEADLERAEERAESG b.d. b.d. 10 | 49 |10 2041
241321 KYDEVARKLAMVEADLERAE Penaeus monodon ‘;;Z";’;:;a 10 | 20 |10 | 50,00
krewetka
241322 LAMVEADLERAEERAETGES Penaeus monodon worysia | 10 | 20|10 | 50,00
956508 AMVEADL Litopenaeus vannamei kri‘i";‘;;ka 7 | 7 |10/ 70,00
11. VAECESEIQGLNR - - - ; - - - -
12. QIAEHEQEIQSLTR - - - ; - - - -
13. VIDLEEQLTVVGANIK - ; - ; ; - - -
14, AISDELDATFAELAGY ; ; ; ; ; - - ;
gatunek
15. LAITEVDLER 34822 LAITEVDLERAEARLEAAEAK Turbo cornutus morskiego | 10 21 | 10 | 47,62
$limaka
SIQTENDLDNTQTQLQDVQ
16. - ; ; ; . - - ;
AK
116756 KALSNAEGEVAALNR Penaeus aztecus krewetka | )| 15 | 14 | 93.33
brazowa
17. ALSNAEGEVAALNR 522256 LVEKDKALSNAEGEVAALNR Metapenaeus ensis kg‘(’)"t‘;t;‘a 14 | 20 |14 | 70,00
956705 SNAEGEVAAL b.d. ; 10 | 10 |14 | 71,43

'Immune Epitope Database [Vita i in. 2019], https://www.iedb.org/, dostep: sierpien 2020.
2 pogrubiong czcionkg zaznaczono sekwencje peptydu obecna w sekwencji epitopu

3obliczono wedtug réwnania (4.4)
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Zalacznik 6. Epitopy alergennych tropomiozyn, zawierajace W swojej sekwencji aminokwasowej cale sekwencje lub fragmenty peptydoéw, zidentyfikowanych w produktach spozywczych
ugotowanych (1b 2b, 3b) i gotowych do spozycia (5, 6), po hydrolizie wyekstrahowanych z nich biatek oraz ich stopien pokrycia (SCC — ang. sequence cross-coverage).

Numery 3
L.p. i identyfikatory Sekwencja peptydu IEDlB Sekwencja epitopu? Nazwa gatunku Nazwa Nc | Ne | Np scC
f ID zZwyczajowa [%%6]
probek

- krewetka biata 919 ]|15| 60,00

1. 1b 2b, 3b FLAEEADRKYDEVAR 16496 FLAEEADRK Penaeus indicus indyjska
956761 YDEVAR b.d. b.d. 6 | 6|15 40,00
68058 VDRLEDELVNEKEKY L\'/?ﬁﬁ;ﬁi‘:s krewetka biala | > | 12| 17 | 8824
519749 KEVDRLEDELVNEKEKYKSI Metapenaeus ensis | krewetka btotna | 17|20 17 | 85,00
2 1b 2b, 3b EVDRLEDELVNEKEKYK 840508 VDRLEDELVNEK b.d. b.d. 12112|17| 70,59
ERSVQKLQKEVDRLEDELVNEKEKY 17 (38|17 | 44,74

956552 KSITDELDQTFSE b.d. b.d.
116755 IVELEEELRVVGNNL Litopenaeus krewetka biata | 12| 12|16 | 93,75
vannamei

Dermatophagoides | roztocza kurzu |15|15|16 | 93,75

3. 1b 2b, 3b IVELEEELRVVGNNLK 169942 VELEEELRVVGNNLK farinae domowego
956601 IVELEEELR b.d. b.d. 91916 | 56,25
956754 VVGNNLK b.d. b.d. 717 (16| 43,75
54225 RIQLLEEDLERSEER HIOPENACS | rewetka biala |+ |19 14] 9333
4, 1b, 6 IQLLEEDLERSEER 153863 NRRIQLLEEDLERSEER Penaeus monodon | krewetka tygrysia | 14|17 | 14 | 82,35
510630 AALNRRIQLLEEDLERSEER Metapenaeus ensis | krewetka blotna | 14|20 |14 | 70,00
956737 VAALNRRIQLLEEDLERSEER b.d. b.d. 1421|114 | 66,67
7975 DEERM Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 5 | 5 | 16 | 31,25
5. 1b, 6 SLSDEERMDALENQLK 956549 ENRSLSDEERMDALENQLK b.d bd 16 (34|16 | 47,06

EARFLAEEADRKYDE o o

116825 SDEERMDALENQLKE L\'/fﬁﬁg:g‘s krewetka biata | - | 12|19 | 78:95
6. 1b 2b, 3b SLSDEERMDALENQLKEAR 7975 DEERM Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 5 | 5 [19 | 26,32
35633 LENQLKEA Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 8 | 8 [19 | 42,11
839112 ALENQLKEAR b.d. b.d. 10]10]19 | 52,63
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Numery

L.p. i identyfikatory Sekwencja peptydu ”IEDDlB Sekwencja epitopu? Nazwa gatunku Nazwa Nc| Ne | Np SCC*
. zZwyczajowa [%6]
probek
ENRSLSDEERMDALEN 19 34|19 | 55,88
956549 QLKEARFLAEEADRKYDE b.d. b.d.
11378 EDLERSEERLNTATT Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 1515|211 | 71,43
116771 LLEEDLERSEERLNT Litopenaeus krewetka biata | 12| 12|21 | 7143
vannamei
840225 RLNTATTK b.d. b.d. 818 ]21] 38,10
7. 1b 2b, 3b IQLLEEDLERSEERLNTATTK 956551 ERSEERL b.d. b.d. 717121 33,33
956628 LNTATTK b.d. b.d. 717121 33,33
956700 SEERLNTATTK b.d. b.d. 11]11)21] 52,38
1087203 EDLERSEERLNT Litopenaeus | o etka biata | 12| 12| 21| 5714
vannamei
7976 DEERMDALENQLKEARMLAEEDRK b.d b.d 15(49|15]| 30,61
8. 1b, 6 KLAMVEADLERAEER YDEVARKLAMVEADLERAEERAESG o o
956508 AMVEADL b.d. b.d. 717 (15| 46,67
9. 1b WIAEDADRKFDEAAR - - - - -l - - -
10. 1b KLAITEVDLER - - - - -l - - -
11. 1b SQGDEERIDLLEK - - - - -l - - -
12. 1b EVDRLEDELLAEKER - - - - -l - - -
13. 1b IVELEEELKVVGNNMK - - - - -l - - -
gatunek
14, 1b LAITEVDLERAEAR 34822 LAITEVDLERAEARLEAAEAK Turbo cornutus morskiego 1421|114 | 66,67
slimaka
5169 ATTKLAEASQAADES Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 15|15|34 | 44,12
11378 EDLERSEERLNTATT Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 15|15|34 | 44,12
11861 EERLNTATTKLAEAS Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 15| 15[ 34 | 44,12
IQLLEEDLERSEER Litopenaeus . 15(15|34 | 44,12
15, 2b, 3b L?\IT ATTKLAEASQ 116776 LNTATTKLAEASQAA var?namei krewetka biata
AADESER 116706 ERSEERLNTATTKLA Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 15| 15[ 34 | 44,12
116771 LLEEDLERSEERLNT L\'Ifrﬁ’r‘f;‘:]eell‘s krewetka biala | -0 | 12|34 | 4412
241186 EDLERSEERLNTATTKLAEA Penaeus monodon | krewetka tygrysia | 20 | 20| 34 | 58,82
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Numery

3
L.p. i identyfikatory Sekwencja peptydu IEDlB Sekwencja epitopu? Nazwa gatunku Nazwa Nc | Ne | Np ScC
A ID zZwyczajowa [%6]
probek

840225 RLNTATTK b.d. b.d. 8 | 8 [34] 2353
956551 ERSEERL b.d. b.d. 7 | 7 [34] 20,59
956628 LNTATTK b.d. b.d. 7 | 7 [34] 20,59
956661 NTATTKL b.d. b.d. 7 | 7 [34] 20,59
956700 SEERLNTATTK b.d. b.d. 1111341 32,35
1087203 EDLERSEERLNT Litopenaeus |\ orka biata | 2 | 12|34 | 3529

vannhamel
12646 EKDKALSNAEGEVAA Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 15[15|41 | 36,59
MQQLENDLDQ 116814 QLENDLDQVQESLLK Litopenaeus krewetka biala | 2| 12|41 | 3659

VQESLLKAN vanhamel .

16. 2b, 3p NQLVEKDKALSNAEG 42400 MQQLENDLDQVQESLLK Penaeus indicus kremg}f’s‘gah 17| 17141} 41,46
EVAALNR 116815 QLVEKDKALSNAEGE Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 15|15|41 | 36,59
513131 DLDQVQESLLKANNQLVEKD Metapenaeus ensis | krewetka btotna | 20| 20| 41 | 48,78
ANNQLVEKDKA 12646 EKDKALSNAEGEVAA Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 15| 15|25 | 60,00
17. 2b LSNAEGEVAALNRR 116815 QLVEKDKALSNAEGE Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 15| 15|25 | 60,00
840500 VAALNRR b.d. b.d. 7 [ 7 [25] 28,00
18 b ANNQLVEKDKA 12646 EKDKALSNAEGEVAA Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 15 | 15 | 24 | 62,50
' LSNAEGEVAALNR 116815 QLVEKDKALSNAEGE Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 15 | 15 | 24 | 62,50
54945 RMQQLENDLDQVQES Litopenaeus krewetka biata | 12| 1] 18| 83,33

vannamel
19, 2b, 3b, 6 RMQQLENDLDQVQESLLK | 116814 QLENDLDQVQESLLK HIOPENACS | rewetka biala | T | 10| 19| 8333
42400 MQQLENDLDQVQESLLK Penaeus indicus kreivrﬁg};gam 17117118 94,44
54225 RIQLLEEDLERSEER Litopenaeus krewetka biata | 12| 1|22 | 6818

vannamel
11378 EDLERSEERLNTATT Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 15 | 15| 22 | 68,18
20. 2b, 3b RIQLLEEDLERSEERLNTATTK 54224 RIQLLEEDLER Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 11 | 11|22 | 50,00
116771 LLEEDLERSEERLNT Litopenaeus krewetka biala | 2| 19|22 | 68,18

vannamei
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Numery

3
L.p. i identyfikatory Sekwencja peptydu IEDlB Sekwencja epitopu? Nazwa gatunku Nazwa Nc | Ne | Np ScC
A ID zZwyczajowa [%6]
probek
840225 RLNTATTK b.d. b.d. 818 (22] 36,36
956551 ERSEERL b.d. b.d. 7171223182
956628 LNTATTK b.d. b.d. 71722 31,82
956700 SEERLNTATTK b.d. b.d. 11]11)22] 50,00
1087203 EDLERSEERLNT Litopenaeus |y \etka biala | 22 | 12|22 | 5495
vannamei
34878 LAMVEADLERAEERA L\'/gﬁfgr"’r‘gfs krewetka biata | -0 | 12|22 | 68:18
9068 DLERAEERAETGESK Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 15| 15|22 | 68,18
21. 2b, 3p KLAMVEADLERAEERAETGESK 116848 VEADLERAEERAETG Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 15| 15|22 | 68,18
241322 LAMVEADLERAEERAETGES Penaeus monodon | krewetka tygrysia | 20|20 |22 | 90,91
956508 AMVEADL b.d. b.d. 717 (22| 31,82
3320 ANIQLVEKDKALSNA HIOPENACS | rewetka biala | 70 | 19| 2| 9000
2. 3b SAN'X'%Q’\EKES\IAF'{-R 12646 EKDKALSNAEGEVAA Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 15 | 15| 25 | 60,00
116815 QLVEKDKALSNAEGE Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 15| 15|25 | 60,00
840500 VAALNRR b.d. b.d. 717 (25| 28,00
11712 EEKANQREEAYKEQI Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 1515|211 | 71,43
23. 3b SLEVSEEKANQREEAYKEQIK | 153886 SEEKANQREEAYKEQ Penaeus monodon | krewetka tygrysia | 15]|15|21 | 71,43
956539 EEAYKEQIK b.d. b.d. 919 |21]| 42,86
50696 QESLLKANIQLVEKD Litopenaeus | otea biata | 20 | 12|27 | 95:96
vannamei
116814 QLENDLDQVQESLLK L\'/frﬁ’rf;‘:]eel:s krewetka biata | =0 | 12|27 | 95:56
MQQLENDLDQVQE . krewetka biata |17 [17]27 | 62,96
24, 3b SLLKANIQLVEKDK 42400 MQQLENDLDQVQESLLK Penaeus indicus indyjska
43482 NDLDQVQESLLKANI Litopenaeus krewetka biala | > | 15|27 | 5556
vannamei
Litopenaeus . 15|15| 27 | 55,56
116693 DQVQESLLKANIQLV vannamei krewetka biata
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Numery

3
L.p. i identyfikatory Sekwencja peptydu ”IEDDlB Sekwencja epitopu? Nazwa gatunku Nazvya Ne | Ne | Np S(O:/C
probek zZwyczajowa [%6]
50696 QESLLKANIQLVEKD Litopenaeus krewetka biala | > | 12| 4% | 3659
vannhamel
3320 ANIQLVEKDKALSNA Litopenaeus krewetka biala | > | 12| 4% | 3659
vannamel
12646 EKDKALSNAEGEVAA Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 15[15|41 | 36,59
116772 LLKANIQLVEKDKAL L\'/?ﬁﬁ;ﬁi‘:s krewetka biala | 2| 12|41 | 3659
MQQLENDLDQVQES Litopenaeus 15 (15| 41 | 36,59
25, 3b LLKANIQLVEKDKA 116814 QLENDLDQVQESLLK Ve krewetka biata ’
LSNAEGEVAALNR krewetka biala | 17 | 17 | 41 | 41,46
42400 MQQLENDLDQVQESLLK Penaeus indicus remyj;‘kala a ’
43482 NDLDQVQESLLKANI Litopenaeus |y \etka biata | 22 | 12|41 | 3659
vannamel
116693 DQVQESLLKANIQLV HIOPENACS | rewetka biala | 70 | 10| *| 309
116815 QLVEKDKALSNAEGE Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 15|15|41 | 36,59
26. 4b SIQTENDLDNTQTQLQDVQAK - - - - T -
27. 4b WIAEEADKKYEEAAR - - - - T -
TLQVQNDQASQR . ostrzyzyca 16|16 |26 | 61,54
28. 4b EDSYEETIRDLTNR 886615 VONDQASQREDSYEET Crassostrea gigas japonska
TLQVQNDQASQR . ostrzyzyca 16|16 |21 | 76,19
29. 4b EDSYEETIR 886615 VONDQASQREDSYEET Crassostrea gigas japonska
30. 4b KISMLEEDIMKSEER - - - - T -
5169 ATTKLAEASQAADES Penaeus aztecus | krewetka brazowa | 15| 15|20 | 75,00
116776 LNTATTKLAEASQAA L\'/fﬁﬁg:g‘s krewetka biala | 2| 12|20 | 7500
31. 5 LNTATTKLAEASQAADESER ' ["g5g678 LNTATTK b.d. b.d. 7 |7 [20] 35,00
7 [ 7 [207] 35,00
956661 NTATTKL b.d. b.d.
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Numery

LVNEKEKYKSITDELDQTFSE

3
L.p. i identyfikatory Sekwencja peptydu IEDlB Sekwencja epitopu? Nazwa gatunku Nazwa Nc | Ne | Np ScC
A ID zZwyczajowa [%6]
probek
54225 RIQLLEEDLERSEER Litopenaeus krewetka biala | -+ | 12| 11| 7333
vannhamel
116775 LNRRIQLLEEDLERS L\'};ﬁﬁ;ﬁfgs krewetka biata | 17| 12| L | 7333
32. 5,6 RIQLLEEDLER 153863 NRRIQLLEEDLERSEER Penaeus monodon | krewetka tygrysia | 11 | 17| 11 | 64,71
54224 RIQLLEEDLER Penaeus aztecus | krewetka brgzowa | 11 | 11|11 | 100,00
510630 AALNRRIQLLEEDLERSEER Metapenaeus ensis | krewetka blotna | 11 | 20| 11 | 55,00
956737 VAALNRRIQLLEEDLERSEER b.d. b.d. 11 (2111 52,38
116676 ARKLAMVEADLERAE Litopenaeus krewetka biala | -+ | 12|11 | 7333
vannamel

DEERMDALENQLKEA 11 (4911 22,45

33. 6 KLAMVEADLER 7976 RMLAEEDRKYDEVAR b.d. b.d.

KLAMVEADLERAEERAESG

241321 KYDEVARKLAMVEADLERAE Penaeus monodon | krewetka tygrysia | 112011 | 55,00
956508 AMVEADL b.d. b.d. 7 [ 7 [11] 63,64
116811 QKEVDRLEDELVNEK HIOPENACS | rewetka biala |+ | 19| 13| 8967
519749 KEVDRLEDELVNEKEKYKSI Metapenaeus ensis | krewetka btotna | 13|20 | 13 | 65,00
34 6 EVDRLEDELVNEK 840508 VDRLEDELVNEK b.d, b.d, 12[12][13] 92,31
ERSVQKLQKEVDRLEDE 13 (3813 ] 34,21

956552 LVNEKEKYKSITDELDQTFSE b.d. b.d.
519749 KEVDRLEDELVNEKEKYKSI Metapenaeus ensis | krewetka blotna | 15 | 20| 15 | 75,00
840508 VDRLEDELVNEK b.d. b.d. 12 (1215 80,00
3. 6 EVDRLEDELVNEKEK 056552 ERSVQKLQKEVDRLEDE b b 15 (3815 | 39,47

! Immune Epitope Database [Vita i in. 2019], https://www.iedb.org/, dostep: sierpien 2020.

2 pogrubiong czcionkg zaznaczono sekwencje peptydu obecna w sekwencji epitopu
3 obliczono wedlug réwnania (4.4)
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Zalacznik 7. Drzewa filogenetyczne, przedstawiajace obecno$¢ poszczegdlnych zidentyfikowanych peptydow
w sekwencjach biatek z réznych rodzin. Wygenerowano w programie Unipept [Mesuere iin. 2015],
https://unipept.ugent.be/, dostep: lipiec 2021.

Rys. Z18. Drzewo filogenetyczne obrazujace rozpowszechnienie fragmentu FLAEEADR w sekwencjach biatek.

Rys. Z19. Drzewo filogenetyczne obrazujace rozpowszechnienie fragmentu MDALENQLK w sekwencjach
biatek.

Rys. Z20. Drzewo filogenetyczne obrazujace rozpowszechnienie fragmentu WIAEDADR w sekwencjach
biatek.

Rys. Z21. Drzewo filogenetyczne obrazujace rozpowszechnienie fragmentu ADTLEQQNK w sekwencjach
biatek.
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Tardigrada

Rys. Z22. Drzewo filogenetyczne obrazujace rozpowszechnienie fragmentu IQLLEEDLER w sekwencjach
biatek.

Rys. Z23. Drzewo filogenetyczne obrazujagce rozpowszechnienie fragmentu LAEASQAADESER
w sekwencjach biatek.

Tardigrada

Rys. Z24. Drzewo filogenetyczne obrazujace rozpowszechnienie fragmentu IVELEEELR w sekwencjach bialek.

Rys. Z25. Drzewo filogenetyczne obrazujace rozpowszechnienie fragmentu SITDELDQTFSELSGY
w sekwencjach biatek.
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Rys. Z26. Drzewo filogenetyczne obrazujace rozpowszechnienie fragmentu MQQLENDLDQVQESLLK
w sekwencjach biatek.

Rys. Z27. Drzewo filogenetyczne obrazujace rozpowszechnienie fragmentu LAMVEADLER w sekwencjach
biatek.

Rys. Z28. Drzewo filogenetyczne obrazujace rozpowszechnienie fragmentu VAECESEIQGLNR w sekwencjach
biatek.

Rys. Z29. Drzewo filogenetyczne obrazujace rozpowszechnienie fragmentu QIAEHEQEIQSLTR
w sekwencjach biatek.

Rys. Z30. Drzewo filogenetyczne obrazujace rozpowszechnienie fragmentu VIDLEEQLTVVGANIK
w sekwencjach biatek.

185



Rys. Z31. Drzewo filogenetyczne obrazujace rozpowszechnienie fragmentu AISDELDATFAELAGY
w sekwencjach bialek.

Rys. Z32. Drzewo filogenetyczne obrazujace rozpowszechnienie fragmentu LAITEVDLER w sekwencjach
biatek.

Rys. Z33. Drzewo filogenetyczne obrazujace rozpowszechnienie fragmentu SIQTENDLDNTQTQLQDVQAK
w sekwencjach biatek.

Rys. Z34. Drzewo filogenetyczne obrazujace rozpowszechnienie fragmentu ALSNAEGEVAALNR
w sekwencjach biatek.
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Zalacznik 8. Tropomiozyny dopasowane przez program PEAKS do tropomiozyn obecnych w prébkach, na podstawie sekwencji aminokwasowych zidentyfikowanych peptydow.

N Num_ery _ Pokrycig_ Liczba $rednia masa ]
i identyfikatory Odnos$nik do bazy UniProtKB -10logP | sekwencji | wspélnych Zrodlo tropomiozyny (nazwa lacinska)
prébek (%) peptydéw czasteczkowa [Da]
Q25456|TPM_METEN 129,55 42 10 31705 Metapenaeus ensis
Q3Y8M6|TPM_PENAT 129,55 40 10 32849 Penaeus aztecus
AlKYZ2[TPM_PENMO 129,55 40 10 32849 Penaeus monodon
tr| D2KMWO0|D2KMWO0_PENCE 129,55 40 10 32849 Penaeus chinensis
tr[E7CGC1|E7CGC1_PENMO 129,55 40 10 32849 Penaeus monodon
1a tr|Q2VOoV1Q2vVoV1l OMMBA 117,20 30 9 32679 Ommastrephes bartramii
tr|Q2V0V4|Q2V0V4_SEPES 117,20 30 9 32661 Sepia esculenta
A7UMCO|TPM_SINCO 84,19 11 4 32957 Sinonovacula constricta
tr|ACASK3EHK7|AOASK3EHK7 _9CEST 61,76 8 2 27905 Mesocestoides corti
tr|ACASK3EH14|A0ASK3EH14 9CEST 61,76 8 2 28921 Mesocestoides corti
tr|AOCASK3EFY8|AOASK3EFY8 9CEST 61,76 7 2 32868 Mesocestoides corti
tr|AOA158QTT5|A0A158QTT5 9CEST 61,76 3 2 63447 Mesocestoides corti
AlKYZ2[TPM_PENMO 155,82 57 16 32849 Penaeus monodon
Q3Y8M6|TPM_PENAT 155,82 57 16 32849 Penaeus aztecus
tr[E7CGC1|E7CGC1_PENMO 155,82 57 16 32849 Penaeus monodon
trlD2KMWO0|D2KMWO_PENCE 155,82 57 16 32849 Penaeus chinensis
Q25456|TPM_METEN 155,82 59 16 31705 Metapenaeus ensis
trlQ2Vv0oV1Q2Vv0oV1_OMMBA 114,00 36 10 32679 Ommastrephes bartramii
1b tr|Q2V0V4|Q2V0V4_SEPES 114,00 36 10 32661 Sepia esculenta
trAOALD2NEN2|A0ALD2NEN2_ORCCI 99,03 19 6 35547 Orchesella cincta
Q25457|[TPM_MYTED 96,35 17 4 32798 Mytilus edulis
P91958|TPM_MYTGA 96,35 17 4 32770 Mytilus galloprovincialis
Q9GZ70|TPM_PERVI 96,35 17 4 32749 Perna viridis
tr|AOA226F5Q4|A0A226F5Q4 _FOLCA 91,27 25 7 30452 Folsomia candida
tr|D3PFK2|D3PFK2_LEPSM 90,41 17 5 32837 Lepeophtheirus salmonis
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N Num_ery _ Pokrycig_ Liczba Srednia masa )
i identyfikatory Odnos$nik do bazy UniProtKB -10logP | sekwencji | wspélnych Zrodlo tropomiozyny (nazwa lacinska)
prébek (%) peptydow czasteczkowa [Da]
tr|C1BVW6|C1BVW6_LEPSM 90,41 17 5 32902 Lepeophtheirus salmonis
tr|C1BVKO|C1BVKO _LEPSM 90,41 17 5 32851 Lepeophtheirus salmonis
tr|AOAOK2TX45|/A0A0K2TX45 L EPSM 90,41 21 5 27446 Lepeophtheirus salmonis
tr|C1BZW3|C1BZW3 _CALCM 90,41 17 5 32898 Caligus clemensi
trJAOA3SM7QLK1|A0A3M7QLK1_BRAPC 53,99 4 1 35166 Brachionus plicatilis
trJAOA3SM7QK51|A0A3M7QK51_BRAPC 53,99 4 1 40225 Brachionus plicatilis
trAOA3M7QKMO|A0A3M7QKMO_BRAPC 53,99 8 1 19078 Brachionus plicatilis
trJAOA3M7QLB3JACA3M7QLB3_BRAPC 53,99 6 1 24921 Brachionus plicatilis
trJAOA3M7QK59|A0A3M7QK59_BRAPC 53,99 4 1 42780 Brachionus plicatilis
1c tr|F6JYDO|F6JYDO_SEPOF 29,07 6 1 26666 Sepia officinalis
Q25456|TPM_METEN 162,36 63 24 31705 Metapenaeus ensis
28 tr|A7L5V3|A7L5V3_PORTR 113,73 25 9 32786 Portunus trituberculatus
tr|Q6LEH1|Q6LEH1 DROME 95,46 20 10 30851 Drosophila melanogaster
tr|AOAOB7A4F3JACAOB7A4F3_9EUPU 60,94 8 3 26213 Arion vulgaris
Q25456|TPM_METEN 200,31 67 17 31705 Metapenaeus ensis
Q3Y8M6|TPM_PENAT 189,05 65 15 32849 Penaeus aztecus
trlD2KMWO0|D2KMWO_PENCE 189,05 65 15 32849 Penaeus chinensis
AlKYZ2[TPM_PENMO 189,05 65 15 32849 Penaeus monodon
tr[E7CGC1|E7CGC1_PENMO 189,05 65 15 32849 Penaeus monodon
2b tr|AOA455R7Q9|A0A455R7Q9_9CRUS 176,40 56 13 32834 Bathynomus doederleini
tr|AOA226F5Q4|A0A226F5Q4 _FOLCA 121,41 20 6 30452 Folsomia candida
trAOALD2NEN2|A0OALD2NEN2_ORCCI 109,06 17 5 35547 Orchesella cincta
tr|AOASB7GZ78|A0ASB7GZ78_PORTR 94,69 17 3 23744 Portunus trituberculatus
QING56|TPM_BLAGE 94,59 21 4 32838 Blattella germanica
tr|AOA443SLL1|A0A443SLL1 9ACAR 50,70 3 1 66274 Leptotrombidium deliense
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N Num_ery _ Pokrycig_ Liczba Srednia masa )
i identyfikatory Odnos$nik do bazy UniProtKB -10logP | sekwencji | wspélnych Zrodlo tropomiozyny (nazwa lacinska)
prébek (%) peptydow czasteczkowa [Da]
trlAOASB7GZ78/A0ASB7GZ78_PORTR 54,72 8 1 23744 Portunus trituberculatus
tr|AOA423SL41]A0A423SL41 PENVA 54,72 11 1 17766 Penaeus vannamei
tr|AOA4P8D349|A0A4P8D349 _PENST 54,72 6 1 30257 Penaeus setiferus
Q25456|TPM_METEN 54,72 6 1 31705 Metapenaeus ensis
061379|TPM_PANST 54,72 6 1 31739 Panulirus stimpsoni
tr[E1A682|ELA682_PENMO 54,72 6 1 32718 Penaeus monodon
trW5RFX0W5RFX0_CHEDE 54,72 6 1 32820 Cherax destructor
Q3Y8M6|TPM_PENAT 54,72 6 1 32849 Penaeus aztecus
tr[A2V733|A2V733_PARCM 54,72 6 1 32722 Paralithodes camtschaticus
tr|B4YAH6|B4YAH6_PENVA 54,72 6 1 32849 Penaeus vannamei
trM1H607|M1H607_PORPE 54,72 6 1 32809 Portunus pelagicus
tr|D3XNSO|D3XNSO_PENME 54,72 6 1 32849 Penaeus merguiensis
2¢ tr| D2KMWO0|D2KMWO0_PENCE 54,72 6 1 32849 Penaeus chinensis
tr|A2V731|A2V731_PENJP 54,72 6 1 32849 Penaeus japonicus
AlKYZ2[TPM_PENMO 54,72 6 1 32849 Penaeus monodon
trlW5RFZ5|W5RFZ5_THEOI 54,72 6 1 32839 Thenus orientalis
tr[E7CGC1|E7CGC1_PENMO 54,72 6 1 32849 Penaeus monodon
tr|AOA553PMO5|A0A553PMO05_TIGCA 40,78 1 1 63662 Tigriopus californicus
tr|AOA076L010JA0A076L010_NEPPI 37,16 3 1 26714 Nephila pilipes
tr|AOA2L2XZU7|A0A2L2XZU7_PARTP 37,16 3 1 32932 Parasteatoda tepidariorum
tr|AOAG6BIKL18|A0A6BIKL18 LOXRU 37,16 7 1 12377 Loxosceles rufescens
tr|AOA2L2Z400|A0A2L2Z400_PARTP 37,16 6 1 16685 Parasteatoda tepidariorum
trAOA4Y2WFK7|AOA4Y2WFK7_ARAVE 37,16 5 1 17198 Araneus ventricosus
trAOA4Y2WFH5|A0A4Y2WFH5_ARAVE 37,16 5 1 17326 Araneus ventricosus
tr|AOA087SUUB|A0A087SUU6_STEMI 37,16 3 1 32901 Stegodyphus mimosarum
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N Num_ery _ Pokrycig_ Liczba Srednia masa )
i identyfikatory Odnos$nik do bazy UniProtKB -10logP | sekwencji | wspélnych Zrodlo tropomiozyny (nazwa lacinska)
prébek (%) peptydow czasteczkowa [Da]
tr|AOA484AS44|A0A484AS44_DRONA 37,16 3 1 32968 Drosophila navojoa
tr]ASD6I5|A5D6I5 9ARAC 37,16 3 1 32918 Neoscona nautica
tr|AOA061QLJI8JACA061QLI8_CUPSA 37,16 3 1 32919 Cupiennius salei
tr/AOA484ANTO|A0A484ANTO_DRONA 37,16 3 1 32804 Drosophila navojoa
tr|AOA2L2Y2S5|A0A2L2Y2S5 PARTP 37,16 3 1 32944 Parasteatoda tepidariorum
trJAOA061QFY6]A0A061QFY6_CUPSA 37,16 3 1 32874 Cupiennius salei
tr/AOA2L2XZR8|A0OA2L2XZR8 PARTP 37,16 3 1 33013 Parasteatoda tepidariorum
trJAOA076KV15|A0A076KV15_ NEPPI 37,16 3 1 37321 Nephila pilipes
trJAOA076KZE2|A0A076KZE2_NEPPI 37,16 2 1 37764 Nephila pilipes
3a Q3Y8M6|TPM_PENAT 101,3 15 3 32849 Penaeus aztecus
tr|AOASB7GZ78|A0ASB7GZ78 PORTR 71,98 8 1 23744 Portunus trituberculatus
Q3Y8M6|TPM_PENAT 201,82 72 19 32849 Penaeus aztecus
ALlKYZ2[TPM_PENMO 201,82 72 19 32849 Penaeus monodon
trD2KMWO0|D2KMWO_PENCE 201,82 72 19 32849 Penaeus chinensis
tr[E7CGC1|E7CGC1_PENMO 201,82 72 19 32849 Penaeus monodon
A2V735TPM_CHIOP 160,49 45 11 32675 Chionoecetes opilio
tr|A0A226F5Q4|A0A226F5Q4_FOLCA 102,95 20 5 30452 Folsomia candida
3b trAOALD2NEN2|A0ALD2NEN2_ORCCI 102,58 17 5 35547 Orchesella cincta
QING56|TPM_BLAGE 85,85 32 5 32838 Blattella germanica
tr|AOA182MT32|A0AL82MT32_9DIPT 65,71 8 2 35341 Anopheles culicifacies
tr|AOALS4F2Z9|A0A1S4F2729 AEDAE 65,71 3 2 94649 Aedes aegypti
tr|AOA2M3Z2H2|A0A2M3Z2H2_9DIPT 65,71 11 2 29365 Anopheles braziliensis
trlF5SHMF1|F5SHMF1_ANOGA 65,71 11 2 29433 Anopheles gambiae
trlQ17H78|Q17H78_AEDAE 65,71 11 2 29096 Aedes aegypti
trlQ17H73|Q17H73_AEDAE 65,71 11 2 29361 Aedes aegypti
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N Num_ery _ Pokrycig_ Liczba Srednia masa )
i identyfikatory Odnos$nik do bazy UniProtKB -10logP | sekwencji | wspélnych Zrodlo tropomiozyny (nazwa lacinska)
prébek (%) peptydow czasteczkowa [Da]
trJAOA1Q3FYB9JA0ALIQ3FYB9_CULTA 65,71 11 2 29399 Culex tarsalis
tr|AOA6B2EHWS5|A0A6B2EHWS_9DIPT 53,69 10 2 29217 Phlebotomus kandelakii
3c tr|AOAS553PMO05|A0A553PM05_TIGCA 40,55 1 63662 Tigriopus californicus
tr|B6E457|B6E457 DERPT 24,80 1 32943 Dermatophagoides pteronyssinus
sa Q25457]TPM_MYTED 197,44 55 17 32798 Mytilus edulis
P91958|TPM_MYTGA 197,44 55 17 32770 Mytilus galloprovincialis
Q25457]TPM_MYTED 147,11 43 8 32798 Mytilus edulis
4b P91958|TPM_MYTGA 147,11 43 8 32770 Mytilus galloprovincialis
Q9GZ69|TPM_MIMNO 53,55 13 2 32667 Mimachlamys nobilis
tr|AOA3Q3K5B5|A0A3Q3K5B5 MONAL 25,19 2 28154 Monopterus albus
ac tr]AOA3Q3K2I0]A0A3Q3K2I10_ MONAL 25,19 2 32861 Monopterus albus
tr|AOASC6NGTO|AOASCENGTO _9TELE 25,19 2 32764 Takifugu flavidus
tr/AOA1L6UWG5|A0ALL6UWG5_DANRE 25,19 2 32688 Danio rerio
trAOAOP4W211]A0AOP4W2I1_9EUCA 81,68 11 4 32701 Scylla olivacea
tr|AOAOP4AVTY1|JAOAOP4AVTY1 9EUCA 81,68 12 4 28943 Scylla olivacea
tr|AOAOP4W215|A0A0P4W215_9EUCA 81,68 12 4 28986 Scylla olivacea
tr|AOAOPAWDT9]ACAOP4WDT9_9EUCA 81,68 12 4 29088 Scylla olivacea
tr AOAOP4WORS8|AOAOPAWORS_9EUCA 81,68 11 4 32502 Scylla olivacea
g Q3Y8M6|TPM_PENAT 81,68 11 4 32849 Penaeus aztecus
trD2KMWO0|D2KMWO_PENCE 81,68 11 4 32849 Penaeus chinensis
AlKYZ2[TPM_PENMO 81,68 11 4 32849 Penaeus monodon
tr[E7CGC1|E7CGC1_PENMO 81,68 11 4 32849 Penaeus monodon
trlALYYV6JALYYV6_9EUCA 81,68 11 4 32787 Portunus sanguinolentus
044119]TPM_HOMAM 81,68 11 4 32907 Homarus americanus
trlA1KYZ3JA1KYZ3_9EUCA 81,68 14 4 26384 Scylla olivacea
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N Num_ery _ Pokrycig_ Liczba Srednia masa )
i identyfikatory Odnos$nik do bazy UniProtKB -10logP | sekwencji | wspélnych Zrodlo tropomiozyny (nazwa lacinska)
prébek (%) peptydow czasteczkowa [Da]
tr|AOAOP4W155|A0A0P4W155_9EUCA 81,68 11 4 32817 Scylla olivacea
tr|AOA6CON3G5|A0A6CON3G5_SCYPA 81,68 11 4 32787 Scylla paramamosain
Q25456|TPM_METEN 81,68 11 4 31705 Metapenaeus ensis
061379|TPM_PANST 81,68 11 4 31739 Panulirus stimpsoni
P86704|TPM_PANBO 81,68 11 4 32753 Pandalus borealis
tr|A2V736|A2V736_ERIIS 81,68 11 4 32832 Erimacrus isenbeckii
trJAOAOP4AVTW4|A0AOP4AVTWA_9EUCA 81,68 11 4 32715 Scylla olivacea
trJA2V737|A2V737_ERIIS 81,68 11 4 32801 Erimacrus isenbeckii
A4URH3|TPM_ERISI 81,68 11 4 32788 Eriocheir sinensis
tr[KOUTQ8|KOUTQ8_JASLA 81,68 11 4 32881 Jasus lalandii
tr|ACA6CON4N2|AOA6CON4AN2 9EUCA 81,68 11 4 32743 Scylla tranquebarica
tr|W6EBR7|WE6E8R7_MACNP 81,68 11 4 32900 Macrobrachium nipponense
tr|ACA6CON4NG6|AOA6CON4ANG 9EUCA 81,68 11 4 32647 Scylla olivacea
trW6EKRO|W6EKRO_MACNP 81,68 11 4 32931 Macrobrachium nipponense
tr|BEDUC3|B6DUC3_JASLA 81,68 13 4 26739 Jasus lalandii
tr|BEDUC4|B6DUC4_JASLA 81,68 14 4 25368 Jasus lalandii
A2V735TPM_CHIOP 81,68 11 4 32675 Chionoecetes opilio
trASYWAS8|ASYWAS_TYRPU 81,68 11 4 32814 Tyrophagus putrescentiae
tr[ELA682|ELA682_PENMO 81,68 11 4 32718 Penaeus monodon
tr|D7F1J4|D7F1J4_CRACN 81,68 11 4 32772 Crangon crangon
triM4M2H6|M4M2H6_9EUCA 81,68 11 4 32684 Penaeus latisulcatus
trlW5RFZ5|W5RFZ5_THEOI 81,68 11 4 32839 Thenus orientalis
tr| AOAOP4WG6F5|A0AOPAWEF5 9EUCA 81,68 12 4 29302 Scylla olivacea
trlQ6E7L4|Q6E7L4_HOMAM 81,68 11 4 32876 Homarus americanus
tr|A7VKEOQOJA7VKEO_EUPSU 81,68 11 4 32663 Euphausia superba
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N Num_ery _ Pokrycig_ Liczba Srednia masa )
i identyfikatory Odnos$nik do bazy UniProtKB -10logP | sekwencji | wspélnych Zrodlo tropomiozyny (nazwa lacinska)
prébek (%) peptydow czasteczkowa [Da]
trlA7VKEL]A7VKE1_9EUCA 81,68 11 4 32698 Euphausia pacifica
trJAOA455R7Q9]A0A455R7Q9_9CRUS 81,68 11 4 32834 Bathynomus doederleini
tr|AOAOP4VYW2|A0AOP4VYW?2_9EUCA 81,68 12 4 29257 Scylla olivacea
tr|AOAON7ZALG|AOAON7ZAL6_9EUCA 81,68 12 4 29155 Scylla olivacea
Q25456|TPM_METEN 143,72 57 19 31705 Metapenaeus ensis
Q3Y8M6|TPM_PENAT 143,72 55 19 32849 Penaeus aztecus
AlKYZ2[TPM_PENMO 143,72 55 19 32849 Penaeus monodon
tr[D2KMWO0|D2KMWO0_PENCE 143,72 55 19 32849 Penaeus chinensis
tr[E7CGC1|E7CGC1_PENMO 143,72 55 19 32849 Penaeus monodon
tr|A0A224 XIX1|A0A224XIX1 9HEMI 104,15 34 11 24995 Panstrongylus lignarius
tr|AOASEANNV1|A0ASE4ANNV1_9HEMI 104,15 34 11 25979 Cinara cedri
tr|AOA1B61V88JA0A1B6IVE8 9HEMI 104,15 30 11 28530 Homalodisca liturata
tr[AOA1B6J928|A0A1B6J928 9HEMI 104,15 30 11 28556 Homalodisca liturata
tr|AOAL1B61004|A0ALB61004_9HEMI 104,15 30 11 28600 Homalodisca liturata
6 tr|AOA1511293|A0A1511293 9HYME 104,15 30 11 29234 Atta colombica
tr|AOA026WJC8|A0A026WJIC8_OOCBI 104,15 30 11 29234 Ooceraea biroi
trlAOA1B6GMG2|A0A1B6GMG2_9HEMI 104,15 30 11 29476 Cuerna arida
trAOAOAIXIF3|A0AOAIXIF3_LYGHE 104,15 30 11 29449 Lygus hesperus
trAOALEIWUGA4|A0ALEIWUG4 _PECGO 104,15 30 11 29316 Pectinophora gossypiella
trAOALEIWF25|A0A1EIWF25 PECGO 104,15 30 11 29528 Pectinophora gossypiella
tr|AOALL8BE4X8|AOALL8EAX8 9DIPT 104,15 29 11 30463 Nyssomyia neivai
tr|R4J9C9|R4J9C9_9HEMI 104,15 28 11 30789 Euscelidius variegatus
tr|AOA2S2PI08|A0A2S2PI108_SCHGA 104,15 27 11 31826 Schizaphis graminum
trlQ5XUB7|Q5XUB7_TOXCI 104,15 27 11 32746 Toxoptera citricida
tr|AOAL170YOV3JACAL70YOV3_TRIIF 104,15 27 11 32767 Triatoma infestans
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N Num_ery _ Pokrycig_ Liczba Srednia masa )
i identyfikatory Odnos$nik do bazy UniProtKB -10logP | sekwencji | wspélnych Zrodlo tropomiozyny (nazwa lacinska)
prébek (%) peptydow czasteczkowa [Da]
trMOVSNB|MIVSN8_LAOST 104,15 27 11 32775 Laodelphax striatellus
tr|B7ZGK7|B7ZGK7_9HEMI 104,15 27 11 32784 Lethocerus indicus
tr|AOA455L AVE|A0A455LAVE_9HYME 104,15 27 11 32587 Habrobracon hebetor
tr|AOASEANRKB8|AOASEANRKS_9HEMI 104,15 27 11 32731 Cinara cedri
tr|Q64F38|Q64F38_MYZPE 104,15 27 11 32704 Myzus persicae
trJAOAOA9YWZ5|A0A0A9YWZ5 L YGHE 104,15 27 11 32595 Lygus hesperus
P31816/TPM_LOCMI 104,15 27 11 32439 Locusta migratoria
tr|B7ZGK6|B7ZGK6_9HEMI 104,15 26 11 32830 Lethocerus indicus
trJAOA151X364|A0A151X364 9HYME 104,15 26 11 32591 Trachymyrmex zeteki
tr|AOA3QO0ISQ4|A0A3Q0ISQ4 DIACI 104,15 26 11 33146 Diaphorina citri
tr|AOA2A3EHJ9|A0OA2A3EHI9_APICC 104,15 26 11 32900 Apis cerana cerana
tr|AOALL8E4Y9|AOALILBE4Y9 9DIPT 104,15 26 11 32711 Nyssomyia neivai
tr|B2DBG0|B2DBGO0_PAPXU 104,15 26 11 32774 Papilio xuthus
tr|AOA146L1J5/A0A146L1J5 LYGHE 104,15 26 11 32884 Lygus hesperus
tr|AOA1B6FV90]ACA1B6EFVI0_9HEMI 104,15 26 11 32746 Cuerna arida
tr|V918B2|V918B2_APICE 104,15 24 11 36560 Apis cerana
tr[K71U29|K71U29_NASVI 104,15 22 11 39250 Nasonia vitripennis
tr|AOAOA9X546|A0A0A9X546 L YGHE 104,15 21 11 39614 Lygus hesperus
tr|[FAWSG5|F4AWSG5_ACREC 104,15 21 11 41171 Acromyrmex echinatior
trAOALB6EIN9JAOALB6EIN9_9HEMI 104,15 18 11 46893 Cuerna arida
tr|AOA3L8DBKG6]AOA3L8DBK6_OOCBI 104,15 16 11 50853 Ooceraea biroi
tr|AOA3QOITIOAOA3QOITIO_DIACI 104,15 11 11 76807 Diaphorina citri
tr|AOA3QOIMY8|A0A3QO0IMY8_DIACI 104,15 11 11 77166 Diaphorina citri
tr|T1L4U7|T1L4U7_TETUR 100,06 11 9 46762 Tetranychus urticae
trlQ6LEH1|Q6LEH1_DROME 97,20 18 8 30851 Drosophila melanogaster
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N Num_ery _ Pokrycig_ Liczba Srednia masa )
i identyfikatory Odnosnik do bazy UniProtKB -10logP | sekwencji | wspolnych Zrédlo tropomiozyny (nazwa lacinska)
prébek (%) peptydéw czasteczkowa [Da]
trAOALD2NEN2|A0ALD2NEN2_ORCCI 92,7 12 7 35547 Orchesella cincta
tr|AOA4USPOE7|AOA4USPIE7 STECR 87,44 7 6 73286 Steinernema carpocapsae
tr|GAXTD3|G4XTD3_ANISI 85,66 17 6 33166 Anisakis simplex
tr|H3FQ19|H3FQ19 PRIPA 85,66 6 63344 Pristionchus pacificus
tr|AOCA2A6BMJ3|A0A2A6BMJI3_PRIPA 85,66 6 63344 Pristionchus pacificus
tr|AOAOV1FE24|AOAOV1FE24 TRIPS 85,00 5 67900 Trichinella pseudospiralis
trJAOAOVOX4K9JA0AOVOX4K9_9BILA 85,00 5 67918 Trichinella sp,
tr|A0A423SL41|A0A423SL41 PENVA 81,09 17 3 17766 Penaeus vannamei
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