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Definizione di biomarcatore

Un biomarcatore e una caratteristica misurabile oggettivamente che si riferisce ad un normale processo
biologico, a processi patogenici, oppure a risposte farmacologiche ad interventi terapeutici.

Fonti convenzionali di biomarcatori

Sangue Fluido cerebrospinale
Plasma




Fluidi corporei periferici per la scoperta di nuovi biomarcatori
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Metodo di prelievo:
strisce di Schirmer

Facile da utilizzare

Piacevole per i volontari

X| Lacrimazione riflessa

X] Il legame e la ritenzione dipendono dal
MW e dall’area superficiale idrofobica
delle proteine

X| Puo danneggiare la superficie
congiuntivale e la microvascolatura




Metodo di prelievo:
microcapillare

Non invasivo

Sicuro

No lacrimazione riflessa

X| Richiede uno specialista

X] || campionamento e interrotto
dall’ammiccamento




Proteomica delle lacrime in soggetti sani

Lietal.

Characterization of
human tear
proteome using
multiple proteomic
analysis techniques

2005 2006

De Souza et al.

Identification of 491
proteins in the tear
fluid proteome
reveals a large
number of proteases
and protease
inhibitors

Ponzini E, Santambrogio C, De Palma A, Mauri P, Tavazzi S, Grandori R. Mass spectrometry-based tear proteomics for noninvasive biomarker discovery. Mass Spectrom Rev. 2021 Mar 24.

Zhou et al.

In-depth analysis of
human tear
proteome

2012 2015

Aass et al.

Single unit filter-
aided method for fast
proteomic analysis of

tear fluid

doi: 10.1002/mas.21691. Epub ahead of print. PMID: 33759206.

Dor et al.

Investigation of the
global protein
content from healthy
human tears

2019 2021

Ponzini et al.

Single-tear
proteomics: a
feasible approach to
precision medicine



Proteomica delle lacrime in soggetti sani

Lietal
54 IDs Zhou et al. Dor et al.
10 frazioni 1543 IDs 1351 IDs
Singolo 6 frazioni 12 frazioni
campione Sample pooling Sample pooling
2006 2006 2012 2015 2019 2021
De Souza et al. Aass et al. Ponzini et al.
491 IDs 1526 IDs
13 frazioni 16 frazioni
Sample pooling Sample pooling

Ponzini E, Santambrogio C, De Palma A, Mauri P, Tavazzi S, Grandori R. Mass spectrometry-based tear proteomics for noninvasive biomarker discovery. Mass Spectrom Rev. 2021 Mar 24.
doi: 10.1002/mas.21691. Epub ahead of print. PMID: 33759206.




Sample pooling

Pooling di lacrime da diversi soggetti Pooling di prelievi sequenziali dallo stesso
soggetto
Assunzione: la composizione principale M Aumenta la quantita di campione
dei fluidi corporei dovrebbe avere forti 7 Ri _ _ _
somiglianze tra donatori sani Riduce il rumore di fondo intra-
soggetto
I Aumenta la quantita di campione . . . o
M Riduce il numero di analisi
M Riduce il rumore di fondo inter- . y o _
soggetto Perde I'identita del campione
: . : . X '
M Riduce il numero di analisi Media sul tempo
Perde la variabilita intra- e inter-

Perde I'identita del campione .
giornata




Il nostro protocollo
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Tear proteome of healthy human subjects

Lietal.
54 IDs
10 fractions

Single sample

2005

Ponzini E, Santambrogio C, De Palma A, Mauri P, Tavazzi S, Grandori R. Mass spectrometry-based tear proteomics for noninvasive biomarker discovery. Mass Spectrom Rev. 2021 Mar 24.

2006

De Souza et al.
491 IDs
13 fractions

Sample pooling

Zhou et al.
1543 IDs
6 fractions

Sample pooling

2012

doi: 10.1002/mas.21691. Epub ahead of print. PMID: 33759206.

2015

Aass et al.
1526 IDs
16 fractions

Sample pooling

Dor et al.
1351 IDs
12 fractions

Sample pooling

2019

2021

Ponzini et al.
932 IDs
0 fractions

Single sample



Valutazione del potere analitico
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Lisozima, lattotransferrina e
lipocalina-1 sono le proteine piu
abbondanti e frequenti = ghiandola
lacrimale

Lisozima e lipocalina-1: ampio range
di intensita tra i campioni =2 ampia
variabilita inter-soggetto
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LYZ, lysozyme C; LCN1, lipocalin-1; LTF, lactotransferrin;
SCGB2A1, mammaglobin-B; IGHAL, immunoglobulin
heavy constant alpha 1; LACRT, extracellular glycoprotein
lacritin; PIP, prolactin-inducible protein; PRR2, proline-rich
protein 4; SCGB1D1, secretoglobin family 1D member 1;
IGKC, immunoglobulin kappa constant.



Analisi Gene ontology
B | Dor et al. (2019)

* Programma Protein Analysis Proteinclass I ™s ok

Through Evolutionary e iy e —

. . Protein modifying enzyme -
Re I ations h | pS ( PA NTH E R) Protein-binding activity modulator -
Cytoskeletal protein -
Calcium-binding protein -
. . Intercellular signal molecule —Smmm

* CO nfro nto con |a | ISta d I Transfer/carrier protein -
. . Transporter -
proteine pubblicata da Dor et Extracellular matrix protein
Translational protein
a | . Transmembrane signal receptor
Chaperone
Scaffold/adaptor protein
Membrane traffic protein

 Le classi di proteine con un Cell adhesion molecule

Nucleic acid metabolism protein

|Og2(f0 I d Ch d ngE) > | 1 | SONo Chromatin/chr-binding/regulatory protein

Gene-specific transcriptional regulator
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Analisi Gene ontology

B | Dor et al. (2019)

« Le proteine legate alla Protein class B! This work

trascrizione e alla traduzione e A - —

Protein modifying enzyme -

SONO Meno rapprese ntate Ta Protein-binding activity modulator -

Cytoskeletal protein -

Calcium-binding protein -

q u eStO IaVO rO, me nt re le mmmm) |ntercellular signal molecule —Smmm
Transfer/carrier protein -

proteine extracellulari sono Transporter -

o mmm=) Extracellular matrix protein
piu rappresentate =) Translational protein
mmms) Transmembrane signal receptor

Chaperone

1 ' 1 Scaffold/adaptor protein
Diverso metodo di prelievo I s Sl
=) Cell adhesion molecule

Nucleic acid metabolism protein

mmms) Chromatin/chr-binding/regulatory protein

mmmm) Gene-specific transcriptional regulator

Structural protein

Viral or transposable element protein
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Dor M, Eperon S, Lalive PH, et al. Investigation of the global protein content from healthy human tears. Exp Eye Res. 2019;179:64-74. doi:10.1016/j.exer.2018.10.006



Esempi di analisi dei dati
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Prospettive future

 Approcci complementari per |'analisi di una singola lacrima

— Spettroscopia FTIR
— Spettroscopia Raman
— Proteomica

* Applicazione dell’analisi di una singola lacrima in diversi campi di ricerca

— Ricerca di biomarcatori

— Porto di lenti a contatto

Ponzini E, Ami D, Duse A, Santambrogio C, De Palma A, Di Silvestre D, Mauri P, Pezzoli F, Natalello A, Tavazzi S, Grandori R. Single-Tear Proteomics: A Feasible
Approach to Precision Medicine. Int J Mol Sci. 2021 Oct 4;22(19):10750. doi: 10.3390/ijms221910750. PMID: 34639092; PMCID: PMC8509675.

Ami D, Duse A, Mereghetti P, Cozza F, Ambrosio F, Ponzini E, Grandori R, Lunetta C, Tavazzi S, Pezzoli F, Natalello A. Tear-Based Vibrational
Spectroscopy Applied to Amyotrophic Lateral Sclerosis. Anal Chem. 2021 Dec 28;93(51):16995-17002. doi: 10.1021/acs.analchem.1c02546. Epub 2021

Dec 14. PMID: 34905686; PMCID: PMC8717331.
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