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«

DANE OSOBOWE

Imie i nazwisko: Magdalena Montowska (nazwisko rodowe Lamecka)
Miejsce pracy: Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Wydziat Nauk o Zywnosci i Zywieniu

Instytut Technologii Miesa

ul. Wojska Polskiego 31

60-624 Poznan

POSIADANE DYPLOMY | STOPNIE NAUKOWE

2012 - stopien doktora nauk rolniczych, specjalno$¢ technologia zywnosci i zywienia, Wydziat
Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu; tytut pracy doktorskiej:
»,0cena zréznicowania niskoczgsteczkowych biatek miesni wybranych gatunkéw zwierzat celem
badania autentycznosci miesa i produktéw miesnych”, wyréznienie, promotor: prof. dr hab.
Edward Pospiech.
Moja rozprawa doktorska zostata wyrézniona w 2013 roku dwiema nagrodami:

> nagrodg Prezesa Rady Ministréw za wyrézniong rozprawe doktorska w roku 2012.

> nagrodg Miasta Poznania za wyrdzniajaca sie prace doktorska w roku 2012.

2003 - wpis na liste diagnostéw laboratoryjnych pod numerem 8597.

2003 - dyplom ukonczenia studiow podyplomowych o specjalnosci bankowos$é, Wyzsza Szkota
Bankowa w Poznaniu.

1999 - dyplom ukonczenia studiéw podyplomowych o specjalnosci zywienie cztowieka, Wydziat
Technologii Zywnosci, Akademia Rolnicza w Poznaniu.

1997 - dyplom ukonczenia dwuletniego Studium Pedagogicznego, Uniwersytet Mikotaja
Kopernika w Toruniu.

1997 - tytut magistra biologii o specjalnosci biologia $rodowiskowa, Wydziat Biologii i Nauk

0 Ziemi, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu.

INFORMACJE O ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH

2014 do chwili obecnej - Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Wydziat Nauk o Zywnosci
1Zywieniu, Instytut Technologii Miesa, adiunkt.

2012-2014 - University of Nottingham, School of Pharmacy, Centre for Analytical Bioscience,
Wielka Brytania, Marie Curie Research Fellow, zatrudnienie typu post-doc.

2012 - Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Wydziat Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Katedra
Biochemii i Analizy Zywno$ci, starszy specjalista.

2006-2011 - Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Wydzial Nauk o Zywnosci i Zywieniu,
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Instytut Technologii Miesa, starszy specjalista.

e 2005 - Zachodni Bank Komoérek Macierzystych w Poznaniu, przedstawiciel handlowy,

e 2001-2004 - Powiatowa Stacja Sanitarno-Epidemiologiczna w Inowroctawiu, Oddziat
Laboratoryjny, asystent.

e 1997-2001 - CYKORIA S.A. Wierzchostawice, Dziat Technologii i Kontroli Jakosci, laborantka.

4. DZIALALNOSC NAUKOWO-BADAWCZA

4.1. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych itytule naukowym oraz stopniach itytule w zakresie sztuki (Dz. U.

2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311)

Osiggnieciem bedgcym podstawg do ubiegania sie o stopien naukowy doktora habilitowanego jest

cykl trzech jednotematycznych publikacji naukowych ujetych pod wspdlnym tytutem:

Identyfikacja stabilnych termicznie markeréw peptydowych celem badan

autentycznos$ci miesa i przetworzonych produktéw miesnych

Osiagniecie stanowi jednotematyczny cykl nastepujacych publikaciji:

1 Montowska M., Rao W., Alexander M.R., Tucker G.A., Barrett D.A. 2014. Tryptic digestion
coupled with ambient DESI and LESA mass spectrometry enables identification of skeletal
muscle proteins in mixtures and distinguishes between beef, pork, horse, chicken and turkey
meat. Analytical Chemistry, 86, 4479-4487. Udziat 65%.

IF(2014) = 5,636
IF(5-year) = 5,922
MNISW = 45 pkt.

2. Montowska M., Alexander M.R., Tucker G.A., Barrett D.A. 2014. Rapid detection of peptide
markers for authentication purposes in raw and cooked meat using ambient Liquid Extraction
Surface Analysis Mass Spectrometry. Analytical Chemistry, 86, 10257-10265. Udziat 70%.

IF(2014) = 5,636
IF(5-year) = 5,922
MNiSW = 45 pkt.

3. Montowska M., Alexander M.R., Tucker G.A., Barrett D.A. 2015. Authentication of processed
meat products by peptidomic analysis using rapid ambient mass spectrometry. Food Chemistry,
187, 297-304. Udziat 70%.

IF (2015 = 4,052
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IF(5-year) - 4,232
MNiSW = 40 pkt.
e Sumaryczny IF = 15,324
« Sumaryczny 5-letni IF = 16,076
¢ Suma punktow wg MNiISW = 130

Badania bedgce podstawg osiggniecia zostaly wykonane w ramach stypendium typu post-doc
finansowanego przez Komisje Europejskg w programie People Marie Curie Actions Intra - European
Fellowship (IEF), Cali: FP7-PEOPLE-2011-IEF, Acronym AUTHENTIMEAT, "Authentication of meat
products using ambient surface mass spectrometry”, realizowanego w terminie od 11 czerwca 2012

do 10 czerwca 2014 roku na Uniwersytecie w Nottingham w Wielkiej Brytanii.

4.2. Omowienie celu naukowego i osiggnietych wynikdw wskazanego osiggniecia

4.2.1. Wprowadzenie

Zjawisko fatszowania zywnosci jest problemem globalnym, ktory przycigga uwage na szczeblu
miedzynarodowym i zwieksza obawy spoteczne w zakresie jako$ci zywnosci. Producenci sa
zobowigzani do prawidtowego, zgodnego z obowigzujgcymi przepisami znakowania produktow
zywnosciowych. Uczciwe przekazywanie informacji jest istotnym ogniwem w zapewnieniu
bezpieczenstwa tancucha zywnosciowego, szczegoélnie w przypadku przetworzonych produktow
miesnych, w ktérych czesto jest trudno potwierdzi¢ rodzaj i proporcje sktadnikéw. Nagtasniane
w ostatnich latach przypadki naduzy¢, z ktérych najszerszym echem odbita sie afera z zastepowaniem
wotowiny koning w Europie (European Commission, 2014), ujawnity stabosci systemu bezpieczenstwa
zywnosci oraz przyczynity sie do spadku zaufania w przemysle spozywczym. Ciagly monitoring jakosci
i bezpieczenstwa zywnosci jest obowigzkowy w Unii Europejskiej i w innych krajach, natomiast
przypadki zafalszowan stajg coraz bardziej wyrafinowane. Oznacza to, ze metody analityczne
wymagaja ciggtego doskonalenia w celu zapewnienia skutecznego wykrywania oszustw.

Obecnie stosowane metody identyfikacji gatunkowej wykorzystuja najczesciej techniki ELISA
i PCR, ktére sg najbardziej efektywne w przypadku analizy miesa surowego lub prob umiarkowanie
przetworzonych (Fajardo i in.,, 2010; Koppel i in., 2012). Podawana nizsza efektywno$¢ tych metod
w prébach wysoko przetworzonych jest spowodowana warunkami przetwarzania. Denaturacja
termiczna i degradacja zwigzkéw markerowych (typowo sg to fragmenty DNA lub epitopy biatka) oraz
problemy reaktywnos$ci krzyzowej pomiedzy gatunkami daja niewiarygodne wyniki (Musto i in., 2014;
Sakalar i in., 2012). Trudnos$ci niezawodnej analizy typu multipleks w jednym tesScie i obecnos$¢
zanieczyszczen DNA z innych organizméw niosg rowniez powazne ograniczenia w przypadku analiz
ztozonych matryc zywnosciowych.

Moje wczesniejsze badania prowadzone tradycyjng technikg elektroforezy dwukierunkowej (2-
DE) wykazaly, ze struktura pierwszorzedowa niektérych biatek miesni szkieletowych jest stosunkowo

odporna na procesy technologiczne oraz ze sg wsrdd nich biatka specyficzne zaréwno gatunkowo jak
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i tkankowo, a zatem poszczegodlne biatka miesniowe moglyby by¢ potencjalnie zastosowane do
analizy autentycznosci/uwierzytelniania miesa i produktow miesnych (zat.4, poz. ILA.1, ILA4, ILA5).
Uzyskane wyniki zwrécity mojg uwage na mozliwosci peptydomiki i nasunely pomyst zastosowania
w celu analizy autentycznos$ci technik spektrometrii mas w warunkach otoczenia (ambient mass
spectrometry) ze wzgledu na ich wszechstronno$¢, szybkos¢ itatwos¢ zastosowania, ktore to cechy
sg niezmiernie istotne w przypadku analiz szybko psujgcych sie produktow spozywczych.

W literaturze na przetomie lat 2010/2011 byto niewiele informacji na temat specyficznych
fragmentow peptydowych, ktére moglyby by¢ celem w analizie autentycznosci produktéw miesnych,
a techniki spektrometrii mas w warunkach otoczenia byly tylko sporadycznie stosowane w analizie
biatek. Badania te przeprowadzono na biatkach modelowych w stanie natywnym w celu ich
sekwencjonowania lub analizy biatkowych konformaciji (Stokes iin., 2010; Miao i in., 2010). Od czasu
wynalezienia w roku 2004 (Takats i in., 2004) techniki jonizacji desorpcyjnym elektrorozpylaniem
(Desorption Electrospray lonization, DESI-MS) ukazato sie tylko kilka doniesien, w ktérych
analizowano biatka w rzeczywistym materiale biologicznym, np. analiza wysuszonych kropli krwi
(Takats iin., 2008). Niedawno wynaleziong technike ekstrakcji cieczg z powierzchni (Liquid Extraction
Surface Analysis, LESA) zastosowano do analizy wariantdw hemoglobiny w wysuszonych kroplach
krwi (Kertesz & Berkel, 2010).

Z powyzszych wzgledéw po obronie doktoratu postanowitam rozpoczgé badania nad
identyfikacjga markeréw peptydowych pochodzacych z miesni szkieletowych zwierzat hodowlanych,
specyficznych gatunkowo i tkankowo, jak réwniez odpornych na procesy technologiczne stosowane
w przetwdrstwie miesa, przy uzyciu wyzej wspomnianych technik spektrometrii mas DESI-MS i LESA-
MS. W tym celu, w porozumieniu z prof. Davidem Barrettem, prof. Morganem Alexandrem i prof.
Gregorym Tuckerem z Uniwersytetu w Nottingham, ztozytam w konkursie People Marie Curie Actions
Intra-European Fellowships (IEF), Cali: FP7-PEOPLE-2011-IEF, wniosek o dwuletnie stypendium
indywidualne na realizacje projektu "Authentication of meat products using ambient surface mass
spectrometry”, akronim AUTHENTIMEAT. Wniosek otrzymat bardzo wysoka punktacje, na podstawie
ktérej Komisja Europejska podjeta o decyzje finansowaniu badan.

Wyniki uzyskane w trakcie realizacji projektu AUTHENTIMEAT sa podstawag niniejszego
osiggniecia. Moim celem badawczym byla identyfikacja specyficznych/unikalnych petydéw, tzw.
markeréw autentycznosci, i opracowanie metody badania autentycznos$ci miesa i przetworzonych
produktéw miesnych przy uzyciu spektrometrii mas w warunkach otoczenia. Metoda ta miata na celu
wykrywanie markerow peptydowych bez zastosowania dodatkowego oczyszczania i frakcjonowania
chromatograficznego. Do badan wykorzystatam mieso i produkty miesne wyprodukowane z udzialtem
wotowiny, koniny, wieprzowiny oraz drobiu. Przedstawione w osiggnieciu wyniki badan dotyczytly
trzech nastepujgcych zakreséw badawczych:

i. zastosowania po raz pierwszy dwéch metod spektrometrii mas w warunkach otoczenia,

a mianowicie:

* jonizacji desorpcyjnym elektrorozpylaniem (Desorption Electrospray lonization, DESI-MS),

oraz

» ekstrakcji cieczg z powierzchi proby (Liguid Extraction Surface Analysis, LESA-MS)
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do bezposredniej identyfikacji bialek miesni szkieletowych i oceny mozliwosci ich aplikacji
w celu weryfikacji autentycznosci miesa réznych gatunkoéw,

ii. identyfikacji markerow peptydowych w miesie surowym i gotowanym przy uzyciu metody LESA-
MS,

iii. analizy autentycznosci przetworzonych produktéw miesnych w oparciu o stabilne termicznie

markery peptydowe.

4.2.2. Zastosowanie technik spektrometrii mas w warunkach otoczenia do identyfikacji biatek
miesni szkieletowych i ocena mozliwosci ich aplikacji w celu weryfikacji autentycznosci

miesa réznych gatunkow.

W pierwszym poczatkowym etapie badan dokonano optymalizacji stosowanych metod
analizujgc pojedyncze biatka standardowe i ich mieszaniny, zawierajgce do pieciu biatek mies$ni
szkieletowych (mioglobine, troponine C, aktyne, BSA itropomiozyne). Biatka te zostaly osadzone na
powierzchni plytki polimerowej i byly trawione in-situ trypsyng. Za najbardziej efektywny skfad roztworu
rozpylajgcego stosowanego do desorpcji (DESI-MS) oraz ekstrakcji biatek cieczg (LESA-MS) uznano
mieszaning acetonitryl/woda/kwas mrowkowy (50:50:1). Dodanie niewielkiej ilosci tego ostatniego
zwiekszyto wydajnos¢ jonizacji. Otrzymano ztozone widma masowe podobne do widm otrzymywanych
technikg ESI (elektrorozpylania), z przewaga jonéw pojedynczo i podwéjnie natadowanych. Zgodnie
z oczekiwaniami, ztozonos$¢ widm rosta w miare zwiekszania ilosci sktadnikow biatkowych, jednak
nawet w widmach pochodzacych z roztworéw pieciosktadnikowych uzyskano wiele jondw
diagnostycznych o wysokiej intensywnosci i dobrym stosunku sygnatu do szuméw.

Zaobserwowano istotne réznice pomiedzy analizami DESI-MS i LESA-MS, a mianowicie:

a) intensywnos¢ jonoéw otrzymywana technikg LESA-MS byla o jeden do dwdch rzedow wielkoSci
wyzsza w porownaniu z analiza DESI-MS tych samych prébek,

b) bardziej stabilny i spéjny poziom sygnalu obserwowano za pomocg LESA-MS,

c) za pomocg LESA-MS otrzymywano wiecej jonow wielokrotnie natadowanych w calym zakresie
widm, a mniejszg ilo$¢ jonow ogdtem powyzej m/z 1000 w poréwnaniu z DESI-MS,

d) analiza DESI-MS z kolei wykazata wiecej pojedynczo natadowanych jonow i konsekwentnie

wiecej jonéw w regionie m/z 1000-1600.

W rezultacie stwierdzono wyraznie wyzszg efektywnos¢ LESA-MS, ktéra moze by¢ wynikiem lepszej
efektywnosci procesu ekstrakcji proby z analizowanej powierzchni i zredukowanych strat materiatu
w poréwnaniu z zastosowaniem desorpcyjnej techniki DESI. Pojawienie sie w LESA wyzszej liczby
wielokrotnie natadowanych peptydéw wskazuje na réznice w mechanizmie powstawania jonéw. LESA
wykorzystuje system 2z nanochipem do wprowadzania analitu do spektrometru mas, dlatego
mechanizm jonizacji jest podobny do nanoESI-MS. Pomimo rdéznic w mechanizmach jonizaciji,
identyfikacja biatek i sekwencjonowania peptydéw de novo w ztozonych mieszaninach bialek byta
mozliwa za pomocag obu tych metod, jednakze technika DESI generowala mniejszg stabilnos¢
sygnatu, skutkujac mniej wydajny procesem desorpcji, cho¢ wystarczajagcym do poprawnej

identyfikacji bialek w analizowanych mieszaninach.
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Na podstawie uzyskanych widm DESI-MS i LESA-MS strawionych ekstraktow biatek
miesniowych, zidentyfikowano analizowane biatka z dobry wspoélczynnikiem pokrycia sekwencji
(E45%), co wskazalo, ze optymalizowany proces trawienia przebiegat w sposob efektywny. Biatka
zidentyfikowano technikg peptydowego odcisku palca (Peptide Mass Fingerprinting, PMF) w oparciu
0 wartosci m/z jonow monoizotopowych przy wykorzystaniu serwera MASCOT i bazy NCBInr
(National Center for Biotechnology Information, non-redundant). Wynik MASCOT miescit sie
w granicach 72-208 (gdzie >70 byt istotny; p < 0,05). Pokrycie sekwencji otrzymane technikg LESA-
MS bylo wyzsze w poréwnaniu z DESI-MS, z wyjatkiem aktyny, dla ktérej wartosci byly podobne dla
obu metod (49% i48%).

Prawidlowos¢ identyfikacji biatek  potwierdzono sekwencjonujagc  kluczowe  peptydy
diagnostyczne za pomocg tandemowej spektrometrii mas (MS/MS). Typowymi diagnostycznymi
przyktadami widm fragmentacyjnych CID otrzymanymi z analizowanych biatek bylty w przypadku
mioglobiny jony o m/z 735.77(1+) i 1378.92(1+), troponiny C jony o m/z 724.01(2+), 913.56(2+)
11446.85(1+), aktyny 998.75(1+) i 1161.68(1+) oraz dla tropomiozyny jony o m/z 875.63(1+),
880.01(2+), 1131.66(1+) i 1243.63(1+).

W kolejnym etapie podstawowym celem bylo ustalenie czy jest mozliwe rozr6znienie pomiedzy
piecioma rodzajami miesa, mianowicie wotowing, koning, wieprzowing oraz miesem kurczaka i indyka
za pomocg metod DESI-MS i LESA-MS. Zaobserwowano, ze u$rednione widma masowe otrzymane
ze strawionych ekstraktow surowego miesa z réznych gatunkoéw byly bardzo podobne. Jednakze,
mimo powierzchownych podobienstw widma zawieraly réwniez pewng liczbe mniej intensywnych
jonéw, ktére okazaly sie odpowiedzialne za jednoznaczng dyskryminacje pieciu rodzajow miesa.
LESA umozliwia ustawienie dluzszego czasu akwizycji jonéw w poréwnaniu z DESI, dlatego tez
okazala sie by¢ bardziej odpowiednia do analiz danych zaleznych (data-dependent analysis, DDA),
pozwalajgcych na automatyczne sekwencjonowanie peptydéw poprzez MS/MS i jednoczesng
identyfikacje duzej ilosci peptydow. W rezultacie przeprowadzonych analiz DDA MS/MS liczba
zidentyfikowanych biatek wyniosta od 15 do 29 w zaleznos$ci od probki. Byly wéréd nich najbardziej
liczne biatka obecne w miesniach szkieletowych, takie jak miozyna, aktyna, tropomiozyna, troponina,
mioglobina, GAPDH, aldolaza fruktozo-bisfosforanu, fosforylaza glikogenu, anhydraza weglanowa
oraz beta-enolaza.

Szczegolowg analize réznicowania pomiedzy probami wykonano za pomocag wielowymiarowej
analizy danych (multivariate data analysis, MVA, SIMCA-P) i modelu PCA-X (pincipal component
analysis-X) aplikowanego do zbioréow danych DESI i LESA-MS otrzymanych z kompletnych
ekstraktéw miesni. Pierwsze dwa komponenty modelu PCA-X réznicujace mieso wotowe i konskie
pokazaly wartosci wspoitczynnika calkowitej wariancji w wysokos$ci 62% dla DESI-MS i 65% dla LESA-
MS w zakresie m/z 400-1000. Analizujac wszystkie pie¢ rodzajow miesa jednoczes$nie pierwsze dwa
komponenty PCA-X daly wartosci 45% catkowitej wariancji dla DESI-MS i 56% dla LESA-MS. Lepsze
grupowanie otrzymano w przypadku zestawdw danych zebranych technikg LESA-MS ze wzgledu na
wyzszg powtarzalnos¢ i czutos¢ metody. Aby zwiekszy¢ separacje pomiedzy grupami danych
i zidentyfikowac jony rdéznicujgce poszczegodlne gatunki wykonano analize na modelach OPLS-DA

(orthogonal partial least-squares discriminant analysis). Zgrupowanie wariancji w jednym



Magdalena Montowska ZALACZNIK 2. AUTOREFERAT

przewidywanym komponencie dato skorelowane wspéiczynniki zmiennosci pomiedzy wotowing
a koning w wysokosci 14% dla DESI-MS i 41% dla LESA-MS. Analiza OPLS-DA dla zestawu danych
DESI-MS pieciu gatunkéw data dobry model z wartosciami R2 = 0.97 i Q2 = 0,954, i zmiennoscig
w wysokosci 23%. Zestawy danych LESA-MS daly silniejszy model z wartosciami R2 =0,988 i Q2 =
0,984 oraz zmiennoscig 44%. Powyzsze wyniki wykazaly, ze uzyskano bardzo dobrg separacje
w ramach wszystkich klastréw danych, a tym samym bardzo dobrg dyskryminacje pomiedzy

gatunkami. Wyniki opublikowano w czasopi$émie Analytical Chemistry (zat. 4, poz. 1.B.1).

4.2.3. Identyfikacja markerow peptydowych w miesie surowym i gotowanym przy uzyciu

techniki LESA-MS.

W kolejnym etapie badan zidentyfikowano specyficzne markery peptydowe w migsie surowym
i gotowanym oraz dokonano selekcji peptydéw stabilnych termicznie, o najwiekszym potencjale
w analizie autentycznosci przetworzonych produktow miesnych. W tym celu skupiono sie gtdwnie na
identyfikacji peptydéw pochodzgcych z biatek najliczniej reprezentowanych we widéknach miesniowych
(ciezkie tancuchy miozyny - myosin heavy chain MHC, lekkie tancuchy miozyny 1/3f - myosin light
chain MLC 1/3f, myosin light chain MLC 2f, mioglobina), jako majgcych najwiekszy potencjat
w analizie gatunku i jakosci produktu. Biatkowg i gatunkowag unikalno$¢ potencjalnego markeru
potwierdzono poprzez poszukiwanie podobnych sekwencji peptydowych w formacie FASTA za
pomocag narzedzi BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). W wyniku przeprowadzonych
eliminacji, z listy 80 peptydow zidentyfikowanych w probach miesa surowego i gotowanego
z wykorzystaniem opracowanej metody DDA LESA-MS, wyselekcjonowano 23 stabilne termicznie
peptydy, zidentyfikowane z istotnym wynikiem MASCOT, ktére sg unikalne zaréwno dla gatunku, jak
i danego biatka miesniowego.

Kolejnym celem bylo oszacowanie limitu detekcji (LOD) opracowanej metody. Analizowano
dwusktadnikowe mieszaniny skiladajgce sie z gotowanej wotowiny z dodatkiem miesa drugiego
gatunku, tj. wieprzowiny, koniny, kurczaka i indyka w ilosci 10%, 5%, 1% (w/w). Wielowymiarowa
analiza danych (MVA) wykazata doskonate zréznicowanie mieszanin w trzech analizowanych
wariantach ilosciowych przy uzyciu modeli PCA-X and OPLS-DA. Pierwsze trzy komponenty PCA-X
pokazaly 61% catkowitej wariancji dla zbiorow danych z prob wotowiny z 10% dodatkiem drugiego
gatunku miesa. Analiza OPLS-DA data dobry model nawet dla mieszanin réznigcych sie dodatkiem
1% miesa innego gatunku z wariancjg 27% i wartosciami R2= 0,986 i Q2= 0,925.

W ocenie LOD wzieto pod uwage jony najbardziej intensywnych peptydéw stabilnych termicznie
wybranych wczesniej za pomocg DDA. Z 80 specyficznych jonéw wybranych do sekwencjonowania
przy uzyciu LESA-MS/MS, 15 jonow wykryto w analizowanych mieszankach miesa, m.in. jony
508.43(2+) LVNDLTGQR i 818.64(2+) WETMOTMLDAEIR specyficzne dla miozyny-1 pochodzgcej
z koniny, jon 563.67(2+) SALAHAN/OSSR specyficzny dla miozyny-4 pochodzgcej z wieprzowiny, jony
452.40(2+) GALEOTER, 687.57(2+) VAEQELLDATER i 854.13(2+) VLNASAIPEGQFMDSK
specyficzne dla miesa kurczaka i miozyny, jony 685.54(2+) ALGONPTNAEINK i 756.94(2+)
DQGTFEDFVEGLR specyficzne dla lekkich tancuchéw miozyny 1/3f pochodzacych z miesa kurczaka
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oraz jon 694.42(2+) ALGONPTNAEMNK specyficzny dla lekkich tancuchéw miozyny 1/3f
pochodzacych z miesa indyka. W celu potwierdzenia tozsamos$ci markeréw peptydowych
zidentyfikowanych w analizowanych mieszankach miesa, widma fragmentacyjne analizowano
indywidualnie poréwnujgc z widmami tych samych jonéw macierzystych otrzymanych z préb
jednogatunkowych.

Limit detekcji przy wykorzystaniu techniki LESA-MS/MS wyni6ést 10% dla dodatku miesa
wieprzowego, koniny i miesa z indyka do miesa wolowego, a w przypadku miesa z kurczaka granica
wykrywalnosci wyniosta 5% (w/w). Dwa peptydy pochodzace z miesa kurczaka zidentyfikowano
w prébach o koncentracji 1% (w/w), jednakze okazaly sie one nie specyficzne dla gatunku.
Poszukiwania narzedziami BLAST ich odpowiednikéw zidentyfikowanych u innych gatunkéw daly
wynik pozytywny. Peptydy te uprzednio zidentyfikowano w zarodkowej izoformie miozyny
(LYDOKLGK) i izoformie miozyny obecnej w miesniu sercowym bydta (NALAHALOSAR), a zatem nie
mozna wykluczy¢ ich obecnosci w matych ilosciach rowniez w miesniach szkieletowych, co mogto by¢
przyczyng ich detekcji w mieszance 99:1. Natomiast uzyskano dobrg przestrzenng dystrybucje danych
i wartosci zmiennosci przy uzyciu IWA w model OPLS-DA dla wszystkich zestawéw danych
mieszanek 99:1. Dowodzi to, ze zastosowana metodologia ma duzy potencjat rdéznicujgcy,
umozliwiajgc dyskryminacje mieszanek 99:1 na podstawie niewielkich réznic w intensywnosci jonow
i sktadzie widm.

Efektem prac bylo wykazanie, ze opracowana metoda moze by¢ stosowana do analizy
przetworzonych i ztozonych mieszanin peptydéw, a zaproponowane podejscie jest o wiele szybsze
i prostsze niz w przypadku innych narzedzi do identyfikacji gatunkowej opartych na peptydomice.

Wyniki opublikowano w czasopi$mie Analytical Chemistry (zat. 4, poz. 1.B.2).

4.2.4. Analizy autentycznosci przetworzonych produktéw miesnych w oparciu o stabilne

termicznie markery peptydowe.

Uprzednio zoptymalizowang metode LESA-MS/MS zastosowano w celu detekcji i identyfikacji
stabilnych termicznie markeréw peptydowych w réznych przetworzonych produktach miesnych typu
wedliny i pasztety (tagcznie 18 prob), zakupionych w supermarketach w Polsce i Wielkiej Brytanii.
W tym etapie badan dokonano rdwniez poréwnania zidentyfikowanych izoform MHC
i wyselekcjonowano stabilne termicznie peptydy unikalne dla szybko iwolno kurczliwych izoform MHC.
W przetworzonych produktach zidentyfikowano te same najliczniej wystepujgce biatka miofibrylarne,
ktore wczesniej wykryto w miesie gotowanym, takie jak MHC, MLC, aktyna i tropomiozyna.
Przyktadowo w kietbasie typu chorizo dominujgcymi izoformami MHC okazaly sie miozyna-1 (Swinia,
Sus scrofa) z wynikiem MASCOT 547 i miozyna-7 (Swinia, Sus scrofa) z wynikiem MASCOT 190.
Wiekszos$¢ zidentyfikowanych markeréw peptydowych stabilnych termicznie pochodzi z izoform MHC
i MLC i sa one unikalne zaréwno dla danego gatunku zwierzecia, jak i izoformy biatka z ktorej
pochodzg. Sposrdd biatek sarkoplazmatycznych zZréodtem markerow sg GAPDH, mioglobina i beta-
enolaza. Peptydy mioglobiny okazaly sie bardzo dobrymi markerami przetworzonego miesa

czerwonego, t. wotowiny i koniny, natomiast peptyd pochodzacy z GAPDH Swini
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WGDAGATYWESTGVFTTMEK (1125.322+), jest dobrym markerem dla produktéw przetworzonych
zawierajgcych wieprzowine. Przyktadowo, w produkcie potted beeftypu pasztet wykryto dwa markery
miesa wotowego: GQNVQQWYAK (miozyna-7, Bos taurus) i EASGPINFTVFLNMFGEK (MLC2f, Bos
taurus). W przewazajgcej mierze wyniki MASCOT byly powyzej progu homologii lub identycznosci,
a wszystkie markery peptydowe zostaly uszeregowane na pierwszym miejscu listy zgodnych
peptydéw prezentowanych przez MASCOT.

W dwoch produktach (kabanosy i paréwki) stwierdzono obecnos$¢ biatek mleka. Ws$rod licznych
peptydéw pochodzacych z biatek mleka, dwa peptydy okazaly sie unikalne dla bydlecej kazeiny alfa-
S1 (HQGLPQEVLNENLLR i EPMIGVNQELAYFYPELFR). Wyniki te sa zgodne 2z deklaracjag
producenta, poniewaz dodatek mleka lub sera zostat ujety w wykazie sktadnikéw na opakowaniu. W
innym produkcie, mianowicie kieltbasie konskiej, wykryto oprécz koniny wieprzowine, poniewaz jednak
w tym przypadku do wedliny nie byla dolgczona lista skladnikow, to nie mozna bylo potwierdzié
zafalszowania tego wyrobu. W sumie zidentyfikowano zestaw 25 peptydowych markeréw
autentycznosci w réznego rodzaju wedlinach i pasztetach wyprodukowanych z wolowiny, wieprzowiny,
koniny, miesa kurczaka i indyka. Opracowana metoda pozwala na jednoczesng identyfikacje bialek
i peptydow miesni szkieletowych, jak réwniez innych sktadnikbw pochodzenia zwierzecego, takich jak
biatka mleka, bezposrednio w trawionych ekstraktach bez koniecznosci frakcjonowania
chromatograficznego.

Stabilne termicznie peptydy unikalne dla szybko i wolno kurczliwych izoform MHC
w przetworzonych produktach miesnych zostaly wyselekcjonowane po raz pierwszy. Zidentyfikowano
sze$¢ peptydéw specyficznych dla MHC wibékien szybko kurczliwych typu Il (miozyna-1
ALEDOLSELK, miozyna-2 MEIDDLASNVETISK, miozyna-2 TLAFLFSGTPTGDSEASGGTK,
miozyna-2 WETMOTMLDAEIR, miozyna-4 SALAHAVQSSR, miozyna-2
TLAFLFSGAOTGEAEAGGTK), jak réwniez pie¢ peptydéow specyficznych dla MHC widkien wolno
kurczliwych typu | (miozyna-7 SAETEKEIALMK, GQNVQQWYAK, GTLEDOIIEANPALEAFGNAK,
MLSNLFANYLGADAPIEK, LLSNLFANYAGADTPVEK) pochodzgcych z miesa  wotowego,
wieprzowego i koniny.

Czestsza detekcja peptydéw specyficznych dla wolno kurczliwych izoform MHC niz peptydéw
pochodzgcych izoform MHC szybko kurczliwych sugeruje, Zze przetworzone produkty wieprzowe
i wotowe bedace przedmiotem badan zostaly wyprodukowane gtéwnie z mniejszych mies$ni
czerwonych lub posrednich. W przypadku wczes$niej analizowanych préb miesni najdtuzszych grzbietu
(m. longissimus dorsi) bydta, koni i Swini, ktéry jest zbudowany gtéwnie z widkien biatych szybko
kurczliwych, izolowane byly z tych prob markery peptydowe nalezgce do szybko kurczliwych izoform
miozyny-1 (2X) i miozyny-4 (2B). W przypadku dwoch produktéw rozdrobnionych, podobnych do
pasztetéw, mianowicie potted beef i corned beef stwierdzono obecnos¢ jedynie wolno kurczliwej
miozyny-7. Peptyd GQNVQQWYAK, unikalny dla miozyny-7 pochodzacej z wotowiny, zostat
zidentyfikowany w obu tych produktach, ale z wynikiem MASCOT ponizej progu homologii. Moze to
wskazywaé, ze: (a) ilos¢ miesa w produkcie byla nizsza od deklarowanej zawartosci, (b) produkty te
zostaty wyprodukowane z miesa nizszej klasy zawierajgcej duzg ilos¢ tkanki tagcznej i ttuszczowej, i/lub

(c) mieso zostato zastgpione wysokim stopniu przez skiadniki pochodzenia nie miesnego.

n
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Uzyskane wyniki wskazujg, ze zdolnos¢ lub niezdolnos¢ do wykrycia markeréw specyficznych
biatek i tkanek, takich jak peptydy pochodzace z izoform miozyny, moga wskazywac¢ na obecnos¢
w danym produkcie sktadnikéw wysokiej lub niskiej jakosci lub nawet zastgpienie pewnych sktadnikéw
innymi. Z uwagi na to, ze miozyna jest bialkiem wystepujgcym we widknach miesniowych
w najwiekszej ilosci, jej ilos¢ stanowi 40-50% wszystkich biatek miesniowych, to markery pochodzace
z izoform tego biatka moga by¢ wskaznikem zawartosci miesa w produktach przetworzonych. Wyniki

opublikowano w czasopi$mie Food Chemistry (zal. 4, poz. 1.B.3).

Podsumowanie

W wyniku powyzszych badan zidentyfikowano zestaw markeréw peptydowych stabilnych
termicznie, ktére stuzg nie tylko jako markery identyfikacji gatunkowej, ale réwniez moga pomoc
wysledzi¢ inne nielegalne praktyki powigzane z zastepowaniem skfadnikébw miesnych w réznego
rodzaju przetworzonych produktach miesnych wyprodukowanych z miesa wotowego, wieprzowego,
koniny oraz miesa kurczaka i indyka. Badania przeprowadzono wiasng nowo opracowang i szybkag
metodg przy zastosowaniu techniki LESA-MS/MS, ktéra pozwolita na radykalne uproszczenie calej
procedury w poréwnaniu z tradycyjnymi metodami stosowanymi obecnie w peptydomice, poprzez
wylgczenie etapow frakcjonowania przed i po etapie trawienia biatka. Wyselekcjonowane markery
peptydowe pochodzg 2z biatek miofibrylarnych, sarkoplazmatycznych oraz mleka. Istotnym
osiggnieciem byto zidentyfikowanie, po raz pierwszy, w réznych przetworzonych produktach miesnych
szesciu markeréw pochodzgcych z ciezkich tahcuchéw miozyny typu Il szybko kurczliwych i pieciu
typu 1 wolno kurczliwych.

Wyniki badan opisane w niniejszym osiggnieciu byly prezentowane w formie wyktadow
i referatow wygtoszonych na konferencjach naukowych o zasiegu miedzynarodowym i krajowym (Zat.

4, poz. U.K.1-5).
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

5.1. Dzialalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

W roku 1997 ukonczylam studia magisterskie na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu, bronigc prace magisterskg wykonang w Zaktadzie Mikrobiologii Wod
i Biotechnologii pod kierunkiem prof. dr hab. Wojciecha Donderskiego. Praca dotyczyta okreslenia
dynamiki rozwoju bakterii, promieniowcéw i grzybow oraz wiasciwosci fizjologicznych bakterii w glebie
upraw buraka cukrowego nawozonej mulczem z gorczycy i peluszki oraz obornikiem. Stwierdzono, ze
na poletku nawozonym obornikiem liczebno$¢ bakterii wzrosta $rednio o 46%, natomiast na poletkach
nawozonych mulczem z gorczycy i peluszki liczebnos$¢ bakterii wzrosta odpowiednio o 56 i 60%. Nie
stwierdzono wyraznego wplywu nawozenia na liczebno$¢ promieniowcow. Natomiast dodanie materii
organicznej do gleby spowodowato kilkunastoprocentowy wzrost liczebnosci grzybéw. W glebie
wszystkich nawozonych poletek wyraznie wzrosta liczba bakterii amonifikacyjnych, denitryfikacyjnych
i hydrolizujgcych biatko. W glebie nawozonej obornikiem licznie rozwinety sie bakterie celulolityczne
i pektynolityczne. W glebie nawozonej mulczem z gorczycy liczniejsze byly bakterie mocznikowe
i pektynolityczne, a w glebie nawozonej mulczem z peluszki liczniejsze byly bakterie mocznikowe,
celulolityczne i nitryfikacyjne.

Bezposrednio po ukonczeniu studidw podjetam prace w CYKORIA S.A. w Wierzchostawicach
na stanowisku laborantki w Dziale Technologii i Kontroli Jakos$ci. Zaklad jest producentem
koncentratébw spozywczych, mieszanek przyprawowych oraz suszéw warzyw i owocéw. Do moich
obowigzkoéw nalezata kontrola produkcji, opracowywanie receptur nowych produktéw wprowadzanych
na rynek, a takze analizy fizykochemiczne surowcéw, giéwnie zawartosci popiolu i olejkow
eterycznych. W tym czasie postanowitam poszerzy¢ wiedze z zakresu technologii zywnosci i zywienia
i pojetam roczne studia podyplomowe o specjalnosci zywienie cziowieka na 6wczesnym Wydziale

Technologii Zywnos$ci Akademii Rolniczej w Poznaniu, ktére ukonczytam w 1999 roku bronigc prace
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pt. "Wybrane zagadnienia bezpieczenstwa zywnos$ci: zywnos$¢ modyfikowana genetycznie,
ekologiczna, radioaktywne skazenie zywnosci”.

W 2001 roku rozpoczetam prace na stanowisku asystenta w Powiatowej Stacji Sanitarno-
Epidemiologicznej w Inowroctawiu, gdzie zajmowatam sie badaniami zywnosci i kontrolg
prawidtowos$ci oznakowania produktéw spozywczych oraz zdobywatam wiedze w zakresie urzedowej
kontroli zywnosci. W 2003 roku ukonhczytam studia podyplomowe o specjalnosci bankowos$¢ na
Wyzszej Szkole Bankowej w Poznaniu. W tym okresie odbylam szereg krétkoterminowych szkolen,
miedzy innymi na nastepujace tematy: wykrywanie pateczek Salmonella w wodach powierzchniowych
(2004, WSSE Bydgoszcz), diagnostyka Salmonella i Shigella metoda lateksowag (2003, WSSE
Bydgoszcz), zasady pobierania probek wody przeznaczonej do spozycia (2003, WSSE Bydgoszcz),
kontrola jakosci badan iwalidacja metod mikrobiologicznych (2003, Gdanska Fundacja Wody).

Prace w Instytucie Technologii Miesa Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu rozpoczetam w
kwietniu 2006 roku. Zatrudniona zostalam do realizacji projektu miedzynarodowego, w ramach 6.
Programu Ramowego UE, Akronim IChain (zat. 4, poz. Il.I.4), w ktérym powierzono mi zadania
zwigzane z tematyka badawczg dotyczaca kwestii autentycznosci zywnosci. Oprécz zaangazowanie
w cze$é analityczna projektu bytam réwniez odpowiedzialna za sprawy finansowe, przebieg audytow
i sprawozdawczos$¢ z realizacji projektu. Rownolegle prowadzitam badania dotyczgace efektywnosci
ekstrakcji biatek z tkanki miesniowej przy zastosowaniu metody fenolowej, z wykorzystaniem
detergentu organicznego CHAPS oraz wycieku wymuszonego przez odwirowanie, a takze badania
majace na celu poszukiwanie wskaznikéw wysokiej jakosci kulinarnej miesa $win jednorazéwek.
Rezultaty przedstawiono na konferencjach naukowych (zal. 4, poz. 1ll.B.2, 1l1l.B.4) oraz opublikowano
(zat. 4, poz. II.D.7, 11.D.9).

W 2007 roku podjetam studia doktoranckie w Instytucie Technologii Miesa na Uniwersytecie
Przyrodniczym w Poznaniu. W tym okresie, w latach 2007-2008 opracowatam i wdrozytam
w Instytucie Technologii Miesa metode analiz bialek technikg elektroforezy dwukierunkowej (2-DE) na
duzych zelach o wysokiej rozdzielczosci (20 x 26 cm). Prace doktorskg zatytutowanag ,Ocena
zréznicowania niskoczasteczkowych biatek miesni wybranych gatunkéw zwierzat celem badania
autentycznosci miesa i produktéw miesnych” wykonywang pod kierunkiem prof. dr hab. Edwarda
Pospiecha obronitam w lutym 2012 roku.

Badania realizowatam w ramach dwoch projektéw badawczych: projektu europejskiego IChain
(FOOD-FP6-518451, zal. 4, poz. 1111) oraz projektu badawczego wilasnego finansowanego przez
MNiSW (N N312 205636, zat. 4, poz. 11.1.2). Praca ta zostata wyrézniona przez Rade Wydziatu Nauk o
Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu oraz zdobyta dwie nagrody: 1) nagrode
Prezesa Rady Ministréw za wyrdzniong rozprawe doktorskg w roku 2012, 2) nagrode Miasta Poznania
za wyrOzniajacg sie prace doktorska w roku 2012.

Celem realizowanej pracy doktorskiej bylo poréwnanie ekspresji niskoczgsteczkowych biatek
miesni szkieletowych szesciu gatunkéw zwierzat rzeznych, tj. bydta, Swini, kurczaka, indyka, kaczki
igesi, i wyselekcjonowanie biatek réznicujacych poszczeg6lne gatunki, stabilnych w procesie
dojrzewania oraz zachowujgcych swoje wtasciwosci po obrobce termicznej, a takze w produktach

miesnych po poddaniu typowym zabiegom technologicznym, takim jak peklowanie, wedzenie,
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parzenie, podsuszanie. Poréwnano rozdzialy 2-DE biatek wyekstrahowanych z miesa surowego
z rozdziatami biatek z produktdw miesnych i stwierdzono, ze biatka wyekstrahowane z produktow
charakteryzowaly sie z reguly identyczng mobilnoscig elektroforetyczng jak w miesie surowym.
Stwierdzono bardzo duze podobieristwo, niemal identyczny rozklad biatek, pomiedzy zelami
referencyjnymi z surowej tkanki miesniowej, a rozdziatami z produktéw poddanych ww. zabiegom
technologicznym. Pomimo denaturacji, biatka nie ulegly istotnej degradacji, a analizowane rozdzialy
nadal cechowaly sie specyficznoscig gatunkowa.

Nawet w przypadku par blisko spokrewnionych gatunkéw jak kurczak i indyk oraz kaczka i ges$
wystgpity réznice w mobilnosci elektroforetycznej wybranych bialek. Dostepne w bazie NCBI
sekwencje izoform lekkich tancuchéw miozyny MLC1f i MLC2f zostaly poréwnane przy pomocy
programu CLUSTAL W2. Z przeprowadzonych poréwnan wynikto, ze sekwencje aminokwaséw MLC1f
u bydta i Swini réznig sie w 2%, kurczaka iindyka w 3%, a roznice pomiedzy analizowanymi ssakami
i ptakami mieszczg sie w zakresie 14-15%. Z kolei w przypadku MLC2f Swini i bydla te roéznice
wynoszg tez 2%, natomiast w poréwnaniu z kurczakiem sg nieco mniejsze, 9 i 11% odpowiednio.
Poréwnujac te wyniki z droga migracji biatek stwierdzono, ze biatka nawet o niewielkich (1-2%)
réznicach w sekwencji mialy r6zna mobilnos¢ elektroforetyczng i na tej podstawie mozna bylo
dokona¢ identyfikacji gatunkowej metodg 2-DE. RO6znice w mobilnosci elektroforetycznej nie byly
proporcjonalne do r6znic w sekwencjach aminokwaséw.

Badania wykazaly, ze identyfikacja gatunkowa w przetworzonych produktach miesnych metodg
2-DE w oparciu o analize pojedynczego biatka lub jego izoformy nie jest mozliwa. Natomiast wszystkie
sze$¢ gatunkéw mozna zidentyfikowa¢ w mieszankach mies lub wyrobach w oparciu o réwnoczesng
analize wszystkich trzech izoform MLC (MLC1f, MLC2f i MLC3f) lub niezaleznie na podstawie oceny
pozostalych 22 wybranych biatek, wsréd ktorych zidentyfikowano biatka miofibrylarne, plazmy krwi,
biatka regulatorowe oraz metaboliczne. Stwierdzono, ze na zelach 2-DE bialkka te tworzg
charakterystyczny wzor, specyficzny dla kazdego z analizowanych gatunkéw, na podstawie ktorego
mozna identyfikowa¢ te gatunki w wyrobach wyprodukowanych z mieszanek mies. Sposréd
wyselekcjonowanych biatek miofibrylarnych i biatek plazmy krwi specyficznych gatunkowo
zidentyfikowano odpowiednio tropomoduline 4 itroponine T oraz albumine i apolipoproteine B. Wsrod
biatek regulatorowych najwieksze rdéznice zobserwowano w przypadku peroksyredoksyny 6, biatka
choroby Parkinsona (DJ-1), galektyny 1, biatek szoku cieplnego HSP27, HSP70.1, HSP70.9,
aneksyny A6, biatka wigzacego kwasy tluszczowe (H-FABP), a ws$réd enzyméw metabolicznych w
przypadku syntazy ATP, fosfatazy fosfohistydyny (PHP), cytochromu b-cl, alfa-enolazy, beta-enolazy,
GPDH-C, kinazy pirogronianowej, fosfatazy fosfoglikolanowej oraz flawoproteiny przenoszgcej
elektrony (alpha-ETF). Stwierdzono, ze sposréd analizowanych biatek biatka miofibrylarne (izoformy
MLC, troponina T i tropomodulina) majg najwiekszy potencjat w badaniu autentycznosci miesa
i produktéw miesnych, poniewaz sa to biatka charakterystyczne dla tkanki miesniowej i charakteryzujg
sie duzym zréznicowaniem miedzygatunkowym w strukturze pierwszorzedowej. Najwieksze réznice
miedzygatunkowe w strukturze pierwszorzedowej wystgpity w przypadku biatek plazmy krwi, tj.

albuminy surowiczej i apolipoproteiny B. W grupie biatek regulatorowych najwiekszym zréznicowaniem
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charakteryzowaly sie HSP27 i H-FABP, natomiast wsrod enzymow metabolicznych: syntaza ATP,
cytochrom b-c1 podjednostka 1ialfa-ETF.

Wyniki badan prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej byly prezentowane w postaci
komunikatéw na konferencjach naukowych o zasiegu krajowym i miedzynarodowym, (zal. 4, poz.
.B.1, lI.B.3, 1l1I.B.5-9). Rezultaty prac zostaty opublikowane w czasopismach Journal ofthe Science
of Food and Agriculture, Proteomlcs i Food Chemistry (zat. 4, 1LA.1, Il.A.4, 1lLA5). Zdobyte
doswiadczenie i wiedza na temat mozliwosci badania autentycznosci miesa i produktéw miesnych
zostata upowszechniona w trzech publikacjach przegladowych w czasopismach Food Reviews
International, Critical Reviews in Food Science and Nutritlon, Acta Scientarum Polonorum (zat. 4, poz.
IILA.2, 1I.LA.3, 11.D.8) i rozdziale w ksigzce pt. “Food Authentication using Bloorganic Molecules” (zat. 4,

poz. 11.D.4.

5.2. Dzialalno$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

5.2.1. Analiza ekspresji biatek nasion tubinu

W ramach projektu badawczego wilasnego N N312 493340 (zat 4, poz. ILL.3) pomogtam
wdrozyé w Katedrze Biochemii i Analizy Zywnoséci metode elektroforezy dwukierunkowej. Badania
mialy na celu poréwnania ekspresji biatek zapasowych nasion tubinu waskolistnego (odmiany Bojar i
Zeus) i z6kego (odmiany Lord i Parys), dwéch najwazniejszych gatunkéw tubinu uprawianych w
Polsce. W chwili obecnej szczegétowy profil biatek rozdzielonych metoda 2-DE dostepny jest tylko dla
nasion tubinu biatego oraz istnieje tylko kilka prac opisujgcych czesciowo profil biatek tubinu
waskolistnego. Na uzyskanych obrazach elektroforetycznych w obrebie kazdej z badanych odmian,
stwierdzono wysokie, wynoszace S$rednio 80%, podobienstwo pokrycia plam biatkowych.
Miedzygatunkowych réznice w ekspresji biatka obserwowano gtownie w $rodkowych partiach zeli 2-
DE, tj. w zakresie pH 5-7. W wyniku analizy poréwnawczej, wyselekcjonowano tacznie 27 plam biatek
réznicujgcych badane gatunki w celu ich dalszej identyfikacji technika spektrometrii mas (2-DE-
MS/MS). W oparciu o uzyskane wyniki biatka te zakwalifikowano do trzech frakcji biatkowych,
mianowicie a-, (3 i y-konglutyn. Obecno$¢ w prébach trzech frakcji konglutyn zwigzana byta z faktem,
ze nasiona tubinu zawierajg w gidwnej mierze biatka zapasowe, a stezenie biatek katalitycznych,
strukturalnych, regulatorowych i obronnych jest stosunkowo niewielkie. Mapy 2-DE wskazaly na
istotne réznice pomiedzy badanymi gatunkami nasion tubinu. Biatka réznicujgce wybrane gatunki
znajdowaly sie gtéwnie w obrebie frakcji a- i (3-konglutyn (zat. 4, poz. I11.B.10). Wyniki zostaly
opublikowane w czasopismach Journal of the Science of Food and Agriculture i European Food

Research and Technology (zat. 4, poz. 1l.A.9, 11.LA.10).
5.2.2. Ocena stopnia oksydacji biatek miesa wotowego
Podczas proceséw zarowno dojrzewania jak i dystrybucji miesa wotowego zachodzg w nim

istotne zmiany biochemiczne. Zmiany te, majg wplyw na poprawe badz na pogorszenie jakosci
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produktu finalnego. System pakowania w modyfikowanej atmosferze (MAP) z wysoka zawartoscig
tlenu (O2) okoto 80% zapewnia utrzymanie jasnoczerwonej barwy miesa wotlowego. Wysoka
zawarto$¢ tlenu w atmosferze wypetniajacej opakowanie sprzyja procesom oksydacji nie tylko
tluszczu, ale réwniez biatek, co ma negatywny wplyw na jakos¢ miesa. Ponadto wysokie stezenie
tlenu moze sprzyjaé¢ rowniez agregacji biatek, co przyczynia sie do obnizenia kruchosci i soczystosci
miesa, a zwieksza wyciek oraz straty jakosSciowe i masowe. Dobdér odpowiednich warunkéw i czasu
przechowywania migsa wotlowego ze wzgledu na stopienn oksydacji biatek i tluszczu jest istotny nie
tylko z punktu widzenia akceptacji konsumenta, ale rowniez przemystu miesnego.

Badania prowadzone w ramach projektu UDAPOIG.01.03.01-00-204/09-11 (zat. 4, poz. 1l.1.6)
mialy na celu ocene procesu oksydacji bialek podczas przechowywania miesa wotowego
w modyfikowanej atmosferze z wysoka zawartoscig tlenu. W tym celu opracowano metode
oznaczania oksydacji bialek miesa z wykorzystaniem technik elektroforezy diagonalnej, SDS-PAGE
iwestern blotting oraz dokonano oceny stopnia utlenienia bialek na podstawie oceny
miedzyczgsteczkowego sieciowania ,cross-linking” ciezkich tancuchéw miozyny (MHC). Za
szczegOlne osiagniecie uwazam opracowanie metody oksydacji biatek z udziatem elektroforezy
diagonalnej, ktéra pozwala okresli¢ czy badane biatko tworzy kompleksy poprzez mostki
dwusiarczkowe w obecnosci zwigzkoéw utleniajgcych, w tym przypadku tlenu.

Warunki utleniajgce, jakie powstajg przy pakowaniu miesa w atmosferze z wysokag zawartoscig
tlenu, powodujg oksydacje biatek, w tym miozyny, skutkujaca jej sieciowaniem i polimeryzacja.
W badaniach przeprowadzonych za pomocag wszystkich trzech technik analitycznych uzyskano
zblizone wyniki wskazujgce na udziat miozyny w polimerach biatek pochodzacych z préb miesni
zapakowanych w atmosferze z wysokg zawartoscig tlenu. Analizy technikg spektrometrii mas
potwierdzity, ze biatkiem sieciujgcym jest miozyna. Zjawisko to najsilniej wystapito w prébach
pakowanych w systemie tgczonym SKIN/MAP. Ponadto analizy wykazaly, ze nieco bardziej podatnym
na zmiany oksydacyjne jest miesien biceps femorls (zrazowa dolna) w poréwnaniu z mie$niem
longissimus dorsi (rostbef).

Przeprowadzone badania wskazaly, ze pakowanie miesa w atmosferze modyfikowanej z 80%
zawartoscig tlenu spowodowato powstawanie polimeréw biatkowych o wysokich masach
czagsteczkowych. Zjawisko to obserwowano nie tylko w przypadku zastosowania MAP jako jedynej
metody pakowania, ale roéwniez woéwczas, gdy zastosowano je po pakowaniu miesa przy
wykorzystaniu technologii pr6zniowej SKIN. Zastosowanie MAP po SKIN skutkowato powstawaniem
najwiekszych pasm odpowiadajgcych polimerom bialek na rozdziatach elektroforetycznych.
Prawdopodobng przyczyng tego zjawiska mdgt by¢ bardziej zaawansowany stopien dojrzatosci
miesni, ktére po 14 dniach przechowywania pakowano w MAP. Wyniki opublikowano w czasopiSmie

Meat Science (zat. 4, poz. 11.A.8).

5.2.3. Analiza ilosciowa biatek w oparciu o stabilne termicznie markery peptydowe

Moje zainteresowania badawcze nad biatkami kieruja sie takze w strone mozliwosci ich analizy

iloSciowej. Badania sa prowadzone w ramach projektu badawczego SONATA UMO-
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3/11/D/INZ9/02632 (zat. 4, poz. 1.1.7), ktorego jestem kierownikiem. W ostatnich latach zostaly szeroko
nagtosnione na Swiecie problemy niedostatecznej kontroli i ograniczonej mozliwosci analizy ilosciowej
w przetworzonych produktach miesnych. Chociaz technika LC-MS jest z powodzeniem stosowana
w analizie biatlek w zlozonych mieszaninach, to prace te zostaly dotychczas zdominowane przez
analizy jakosSciowe. Badania ilosciowe biatek sa ograniczone do niewielu o$rodkéw w Europie,
zwlaszcza w nauce o miesie. Dlatego tez celem moich badan jest opracowanie metody iloSciowej
oznaczania biatek miesni szkieletowych w ztozonych matrycach zywnos$ciowych w oparciu o wybrane
stabilne termicznie markery peptydowe przy uzyciu technik spektrometrii mas w warunkach otoczenia
(spektrometrii mas z infuzjg przy uzyciu czipu) oraz spektrometrii mas w potgczeniu z chromatografig
cieczowg (nanoLC-MS). W celu realizacji powyzszych zadan podjetam wspotprace z prof. dr hab.
Piotrem Kachlickim z Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu oraz dr hab. Emilig Fornal
z Uniwersytetu Medycznego w Lublinie.

Wysoka temperatura wptywa na zmiany konformacyjne struktury IHV-rzedowej biatek. Chociaz
denaturacja termiczna nie wplywa na zmiany w strukturze I-rzedowej bialek, to powoduje utrate
rozpuszczalnosci (. wzrost hydrofobowosci na powierzchni biatka) oraz ich agregacje. Tworzenie
i nierozpuszczalnos$¢ biatkowych agregatow moze mie¢ negatywny wplyw na trawienie enzymatyczne
iw efekcie na wspolczynnik pokrycia sekwencji w analizie proteomicznej, natomiast catkowite
strawienie analizowanego materiatu jest niezbedne w opracowaniu efektywnej metody iloSciowe;.
Dotychczas przeprowadzone prace wykazaly wysoki stopien agregacji bialek miesa ogrzewanego
w temperaturze >100°C oraz nizszy wspétczynnik pokrycia sekwencji bialek analizowanych technikg
spektrometrii mas w poréwnaniu z miesem surowym. W celu zwiekszenia wspoitczynnika pokrycia
sekwencji biatek zdenaturowanych termicznie zastosowano ekstrakcje z dodatkiem mocznika oraz
chemiczng redukcje i alkilacje, ktére powodujg rozpad agregatow i zabezpieczajg przed ponownym
tworzeniem sie mostkéw disulfidowych w trakcie etapu trawienia, w efekcie reszty lizyny i argininy sa
lepiej wyeksponowane na trawienne dziatanie trypsyny.

Jednym z celow projektu jest rowniez ocena zastosowania trawienia trypsyng przy uzyciu
mikrofal w celu znacznej redukcji czasu trawienia i przyspieszenia proteolizy biatka. W metodach
konwencjonalnych w celu prawidtowej identyfikacji biatek i peptydéw czas potrzebny do catkowitego
strawienia préby wynosit przecietnie 6-18 h w 37°C. We wczesniejszych publikacjach opisano
pozytywny wptyw dziatania mikrofal na szybkos$¢ trawienia standardéw biatek, takich jak BSA, lizozym,
cytochrom c, mioglobina oraz rekombinowane ludzkie przeciwcialo monoklonalne w osoczu. Badania
przeprowadzone w ramach projektu wykazaly, ze nawet krétka ekspozycja 20 s i 40 s na
promieniowanie mikrofalowe skraca czas potrzebny do trawienia proby gotowanej wotowiny do 1 h.
Mimo, ze biatka byly trawione do poziomu krétkich sekwencji peptydowych, to jednak w przypadku
trawienia préb z udziatem mikrofal obserwowano znacznie wiekszy udziatl peptydéw nie do kornca
strawionych. Szczegolowa analiza uzyskanych sekwencji peptydowych miozyny-1 wykazata, ze
procent peptydéw z pominietymi miejscami trawienia zwiekszyt sie z 11,4% do 45,2% i od 14,9% do
32,7%, w przypadku badanych préb wotowiny iwedlin traktowanych promieniowaniem mikrofalowym.

Interesujacym jest fakt, iz mimo niekompletnosci trawienia przy udziale mikrofal, byta mozliwa

detekcja szeSciu najbardziej intensywnych markeréw peptydowych, ktére pozwolity na jednoznaczng
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identyfikacje przetworzonego miesa pochodzacego z badanych gatunkéw. Byly to peptydy
HPSDFGADAOAAMSK  (bydlo, mioglobina), = EASGPINFTVFLNMFGEK  (bydlo,  MLC2f),
VEADIAGHGQEVLIR i HGTWLTALGGILK (kon, mioglobina), WETMOTMLDAEIR (kon, miozyna-2),
GTLEDOIIEANPALEAFGNAK (kon, miozyna-7). Peptyd SALAHAVQSSR unikalny dla dwoch izoform
miozyny pochodzgcych z wieprzowiny, tj miozyny-1 i miozyny-4, zostat zidentyfikowany z wynikiem
MASCOT ponizej progu homologii, jednakze wiekszos¢ jondéw y i b byta obecna w widmie peptydow,
ale z niska intensywnoscig. Uzyskane wyniki tego etapu badan wskazuja, ze trawienie przy udziale
mikrofal moze by¢ stosowane w celu skrécenia czasu przygotowania préby tylko w potgczeniu
z analizg jakosciowa biatek. Wyniki badan dotyczace tego zagadnienia zostaly zaprezentowane na
konferencjach (zat. 4, poz. 1ll.B. 11, 111.B.12) oraz opublikowane w czasopi$mie Food Technology and
Biotechnology {zat. 4, poz. 11.A.7).

Obecnie trwajg prace nad selekcja kluczowych peptydéw miesni szkieletowych odpornych na
obrébke termiczng, jak rowniez markeréw peptydowych specyficznych dla dodatkéw nie miesnych
obecnych w przetworzonych produktach miesnych, takich jak bialka sojowe, biatka mleka i biatka jaja
przy uzyciu metod nanoLC-MS/MS oraz spektrometrii mas =z infuzjg przy uzyciu czipu.
Wyselekcjonowano tacznie okoto 120 markeréw peptydowych, z ktérych te o najwiekszym potencjale
sg w kolejnym etapie testowane do opracowania metody iloSciowej analizy biatek przy udziale
markerow znakowanych izotopowo. Testowana jest rowniez metoda iloSciowa bez koniecznosci
stosowania znacznikéw. Wyniki prowadzonych badan zaprezentowano w postaci komunikatéw
i referatow na konferencjach naukowych o zasiegu miedzynarodowym i krajowym (zat. 4, poz. U.K.6,
I.LK.7, 111.B.14-16). W czasopiSmie Food Chemistry przyjeto do druku pierwsza z cyklu publikacji na
temat analizy iloSciowej biatek w produktach miesnych (zat. 4, poz. Il.A.11). Planowane jest

utworzenie/poszerzanie zespotu zajmujgcego sie analizg autentycznosci w oparciu o analize bialek.

6. PODSUMOWANIE

W czasie mojej pracy zawodowej uczestniczytam w siedmiu projektach badawczych
iwspoilpracowatam z zespotami naukowcéw z roznych uczelni. Efektem prac sg publikacje
w renomowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym. M¢j catkowity dorobek naukowy
prezentowany w Zatgczniku 4 i obliczony wedtug punktacji MNiSW wynosi 578 punktow (w tym 130
stanowi podstawe wniosku habilitacyjnego). Sumaryczny Impact Factor publikacji naukowych wediug
bazy Journal Citation Reports (JCR) zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 42,036. Wartos¢
wskaznika Hirscha obliczona na podstawie bazy Web of Science wynosi 6, natomiast liczba cytowan
z pominieciem autocytowan 90. Szczego6lowe zestawienie punktacji artykutdw opublikowanych
w czasopismach zagranicznych i krajowych przedstawiono ponizej w tabeli 1, a zestawienie ze
wzgledu na rodzaj aktywnosci w tabeli 2. Zestawienie ogélnej liczby cytowan prac twoérczych

przedstawiono w tabeli 3.
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Tabela 1. Punktacja artykutéw opublikowanych w czasopismach zagranicznych i krajowych wg

bazy Journal Citation Reports (JCR) i MNiSW

Nazwa czasopisma / rok ukazania sie pracy IF a> 5-I|eFtni Su&qﬁig\f\;'gg
Food Chemistry / 2017 4.052 4.232 40
Meat Science / 2017 2,801 3,246 40
Journal of the Science of Food and Agriculture / 2017 2,076 2,212 35
European Food Research and Technology / 2017 1,433 1,778 25
Food Technology and Biotechnology / 2016 1,179 1,570 25
Fleischwirtschaft / 2016 0,077 0,052 15
Analytical Chemistry / 2014 (2 prace) 11,272 11,844 90
Food Chemistry / 2013, 2015 (2 prace) 7,311 8,464 80
Proteomics / 2012 4,132 3,666 35
Critical Reviews in Food Science and Nutrition / 2012 4,820 6,455 45
Journal of the Science of Food and Agriculture / 2011 1,436 2,212 35
Food Reviews International / 2011 1,447 2,598 30
Polish Journal of Food and Nutrition Sciences /2007, 2009 - - 30
Acta Scientarum Polonorum Technol. Aliment. / 2007 - - 15
Przemyst Spozywczy / 2016, 2017 (2 prace) - - 24
Monografie i opracowania ksigzkowe - . 14
Razem 42,036 48,329 578

8@ sumaryczny Impact Factor (IF) wg bazy Journal Citation Reports (JCR) zgodny z rokiem ukazania sie pracy;
b) liczba punktéw wg aktualnego wykazu czasopism naukowych MNiSW z dnia 09.12.2016.

Tabela 2. Zestawienie dorobku naukowego ze wzgledu na rodzaj aktywnosci

Rodzaj aktywnosci llos¢ IF & Punkty MNiSW
Prace oryginalne 13 35,692 435
Prace przegladowe 6 6,344 129
Rozdzialy w ksigzkach wydanych za granicg 3 - 10
Rozdzialy w ksigzkach wydanych w kraju 3 - 4
Referaty na konferencjach 7 - -
Komunikaty na konferencjach miedzynarodowych 12 - -
Komunikaty na konferencjach krajowych 4 - -
Razem 48 42,036 578

8@ sumaryczny Impact Factor (IF) wg bazy Journal Citation Reports (JCR) zgodny z rokiem ukazania sie pracy.
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Tabela 3. Zestawienie ogo6lnej liczby cytowan prac tworczych na dzieh 8 czerwca 2017 roku
Liczba cytowan wg bazy h-index wg bazy

Web of Science Scopus Web of Science Scopus

110 117
(z pominieciem autocytowan 90) (z pominieciem autocytowarn 99)

Poznan, dnia 08 czerwca 2017 r.
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