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Background

Lo spot di sangue secco (DBS) sta diventando sempre piu utile da un punto di vista diagnostico. Gia ampiamente usato per lo screening neonatale, il DBS puo rappresentare una fonte
importante di informazioni se analizzato attraverso approcci di proteomica e metabolomica untargeted per lo studio dei profili biomolecolari. E importante sottolineare che la
caratterizzazione omica del DBS puo aprire nuove strade alla comprensione molecolare di malattie rare attualmente associate a scarse conoscenze e trattamenti limitati, come i disturbi da

accumulo lisosomiale (LSD).

Metodi Risultati: Proteomica

113 proteine identificate, di cui il 90% in comune tra CESD e HC. Tra le
proteine espresse in modo univoco in ciascuna condizione, e stata individuata
l'espressione di APOC1 nella CESD che porta alla sottoregolazione delle lipasi,
I'espressione nel controllo di USP14 che ripristina il folding proteico, di ATP13A3 che
supporta la funzionalita lisosomiale e di SH3BGRL3 con effetto ipolipemizzante.
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Campioni DBS di un paziente con malattia da accumulo di esteri del colesterolo (CESD) e un
controllo sano (HC) sono stati sottoposti ad analisi di proteomica shot-gun e, in parallelo, ad

analisi di metabolomica untargeted attraverso un approccio omico integrato. Le analisi di
proteomica e metabolomica sono state eseguite mediante UHPLC-Orbitrap-MS in data-

dependent acquisition (DDA).

by Deep Scan AcquireX: 1) full scan with 60,000 resolution
operating in both + and - ion polarity; 2) stepped HCD fragmentation and scan l‘-;ynsgiz,r?cﬂ:nej:tc
in Orbitrap for MS2; 3) fixed CID fragmentation and scan in ion trap for MS3

: ChemSpider and mzCloud on Compound Discoverer with
annotation based on mass accuracy and fragmentation spectra (+ FISh scoring) -
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Column: EASY spray™ C18 (75 pum x 250 mm, 2 um)
Esters of

Flow rate: 300 uL/min
Chromatographic gradient (A: 0.1% FA in H,0; B: 0.1% FA in ACN): 5-25% of B in Hyperlipidemia e LIPASES
— X
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MS acquisition by DDA: 1) full scan with 240,000 resolution operating in NN

positive ion polarity; 2) HCD fragmentation and scan in ion trap for MS2 A @ @ @

bicarbonate Processing: Andromeda search engine on MaxQuant with 1% FDR at protein Fat-soluble vitamins
and peptide levels - Mass tolerance: 10 ppm (at precursor level) and 0.5 Da (at
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Risultati: Metabolomica
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AGT, noto proipertensivo, di NR1H4 che limita la rimozione degli acidi biliari e di TCF3,
marker di malattia coronarica. In Figura D, l'espressione di alcune molecole del dataset
potrebbe essere giustificata dalla predetta downregolazione di regolatori coinvolti nel

metabolismo dei lipidi e nei processi aterogenetici.

Conclusioni: 11 DBS, facilmente accessibile e maneggiabile, contiene informazioni preziose sia dal punto di vista proteico che metabolico. Lapproccio combinato di proteomica e
metabolomica untargeted su DBS e una strategia che rende possibile la caratterizzazione della CESD e ne predice il decorso, aprendo nuovi orizzonti allo studio di altre LSD.



