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Complejo Mycobacterium
tuberculosis (MTBC) en la
vision de una sola salud
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* Espectro clinico de la Tuberculosis (TB)

* Diagnostico de TB y Biomarcadores

* Exosomas y biomarcadores

* Proteinas y revision general espectrometria de masas.

* Fases en el estudio de biomarcadores

 Estudio para la deteccion de marcadores asociados a TB.
» Conclusiones
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latent stat
TR =
index case exposed individuals 20-25% get infected
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uninfected TB infection incipient TB subclinical TB TB disease
Symptoms - + ”
IGRA - +/-/anergic +/-/anergic +/-/anergic +/-/anergic
Skintest - +/- +/- +/- +/-
TB progression test - +/- +/- +
Microbiological test - +/-
Radiological evidence - +

Radiological evidence and/or

microbiological test
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Espectrometria de masas

Herramienta analitica utilizada en el campo de
diagndstico y de investigacion cientifica, que
permite caracterizar y cuantificar diversos
analitos/moléculas que sean susceptibles de ser
ionizables.
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Exosomas en el descubrimiento

Proteinas de M. tuberculosis encontradas
en exosomas: Complejo Antigen 85, HspX,
Dnak
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Front. Cell. Infect. Microbiol. 12:912831. Mtb cargo

doi: 10.3389/fcimb.2022.912831
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Uncertain
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# of People

Test Value ——

Tomado de: Joshua LaBaer; J. Proteome Res. 2005, 4, 1053-1059
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Fases en el Desarrollo de
biomarcadores

Discovery phase

Identify biomarker
candidates

Confirm identify and differential

Verification phase Validation phase

Validate biomarker
performance in large cohorts

expression of candidates

Sample size

Project milestones

Tomado de Nakayasu, E.S et al.,. (2021). Tutorial:
best practices and considerations for
mass-spectrometry-based protein biomarker

discovery and validation.

Y

Statistical powe’

Y

Protein Statistical Target Target
identification analysis selection validation
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Biomarcadores

Fase de

descubrimiento o
“discovery”.
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Experimental planning

® Cohort selection
® Blind study

Data collection

® Instrument performance
® Gradient optimization

® Sample blocking and
randomization

A 4

Peptide identification

Sample collection

) .

® Standard operating procedures
® Sample decoding
® Storage conditions

Peptide
prefractionation

<

® Check buffer pH
® Track elution profiles

® Fraction concentration

Quality control

N

Plasma

AN
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Reporter
ions

Y4  Ya By Y3

Bel @

5 ~

‘)
’0 Identify outliers e

® Determine possible sources of
variability

® Results filtering with FDR 1%

Modificado de Nakayasu, E.S et al.,
best practices and considerations for
mass-spectrometry-based protein biomarker

discovery and validation.

® Assess the need to reanalyze
samples

. (2021). Tutorial:

Immunodepletion
Enriquecimiento de Exosomas

’:a e g-:-'°}~'

) (EEEE

® Track elution profiles

® Recovery for plasma samples is
usually ~4%

Isobaric labeling

=

G|
E \* >
® Check buffer pH

® Peptide quantification

® Recovery of peptides is usually
~90% (vs. before labeling)

Statistical analysis

p

o Normalization

® Correct test

Protein digestion

’;\% % @

® Protein concentration
® Proteases Tripsina
® Check buffer pH

h 4

Sample desalting

<

® Check buffer pH

i
® Peptide quantification it

® Recovery of peptides is usually
~40-60% (vs. before digestion)
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e Determine possible sources of

varibility
* Alignment of target and standard| o Assess the need to reanalyze e Normalization
¢ |nterfering peaks samples e Correct test

Modificado de Nakayasu, E.S et al.,. (2021). Tutorial:
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Estudio
Colorado State University

Obijetivo: identificar marcadores proteicos para diferenciar casos TB
tempranos, que no exhiben sintomas ni cultivos positivos y facilitar su
deteccion.
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Poblacién de StUdiO “Incidentes” - = = = PpActivados”

Control
I 4 L] B
Surafrica f f f f !
uninfected | TB infection incipient TB subclinical TB TB disease

264 participantes
INF-y positivo — - - - ;

\ 4

Control (n =192) s | e | e |
Incidentes (n=28) — : i :
ACti Va d OS ( n — 1 4 ) Radiological evidence - - » +
Prevalentes (n=30) ™l |

15 meses
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Preparamon de las muestras P Preparacion de alicuotas/Almacenamiento -80°C
de Suero para extraer - Extraccion de exosomas

€exXosomas

» Estudios previos de optimizacion / tripsina
* Método en gel remueve contaminantes

Digestion de proteinas:
metodo en gel

» Métodos de protedmica “data dependent” y “data independent

Fase de “discovery” Acquisition”
» Optimizacion de gradientes de cromatografia liquida

*Evaluacion de péptidos identificados en estudios previos y validados con

Fase de validacion resultados de fase de “Discovery”.

«“Targeted Proteomics”: Parallel reaction monitoring o PRM
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Control
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264 participantes
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Fase de “discovery” | - DDA

000
S
Optimizacion del gradiente
@ de cromatografia liquida
m/z
Cohorte e Incidentes ‘

Serum or ExoQuick

T T Lista de exclusion de los
@ peptidos mas abundantes
V€

Massivs] "G Spmces | co )| Poty | G | £ (wce |
- 2 Foive | 5

2| 438 00181

Exosomas ,
e ExoQuickTC/ B

aislados de e Normalizado por ===

suero Contenido de proteinas
- : ‘-.,:‘v *
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Cohorte e Incidentes

Serum or ExoQuick
B:o fluid 4 Solutcon

M

e ExoQuickTC/

DOINES

aislados de
suero
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I "‘{Todos los

; A incidentes

e Normalizado por
Contenldo de proteinas

Fase de “discovery” Il -DIA

,/J/

| individuos
/ enel grupo

/Todos los
Ad / individuos en el
=~ R
S\ grupo incidentes
W — §
Libreria de )
espectros > R ‘- @
\.-,;/ Lisado de Mtb
__________________________________________________________________________________________________________ Iﬂ_l
. q ~
Todos los u ||
/individuos o b g,
=/ en el grupo iz, "Data Independent Acquisition (DIA)"
incidentes Libreria de
espectros Analisis cuantitativo

"Data Independent Acquisition”
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Resultados
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Optimizacion de meétodos de
espectrometria de masas para
“Biomarker Discovery”
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Proteinas Proteinas Mtb Proporcion de Mtb

Numero Método Totales ID (%)
1 DDA-Rutina (comparador) 522 4 0.8
Modificando el gradiente de elucion
2 para favorecer iones hidrofobicos 309 12 3.7
3 DDA rutina con lista de exclusion 318 26 7.6
4 Fraccionamiento en gel y método DIA 446 48 10.8
42 proteinas en
al menos 2
fracciones
5 Método DIA en muestras “spiked” o 258~ 101 39.3
enriquecidas con lisado de células de
Mtb (Libreria con 225 humanas y 206™* 14 con =2 9.0
3.028 prtoeinas de Mtb ) peptidos
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« Emplear el mejor método de espectrometria de masas para el analisis
individual de las muestras de la cohorte, incluyendo incidentes,
prevalentes, activados y controles --> Fortalecer los hallazgos de la fase
Discovery.

» Optimizar la lista de candidatos de proteinas/péptidos para incluir en un
analisis cuantitativo.
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 Ampliar el numero de péptidos y muestras a analizar en un
estudio ciego con mas de 1,000 pacientes: En proceso.

* Incluir peptidos de humanos (de mayor abundancia) para
validar el método y evaluar su utilidad en un analisis multiple.
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» La busqueda de biomarcadores proteicos basados en la deteccion de péptidos
derivados de exosomas ofrecen oportunidad diagnostica en moléculas de muy baja
abundancia.

» Los péptidos derivados de la bacteria representan un reto metodologico en el analisis
de protedmica dirigida, dada la ausencia de péptidos endogenos.

» Se deben evaluar las condiciones epidemioldgicas de la poblacion de estudio,
especialmente para la seleccion de controles o voluntarios sanos (prueba de [FNy).

* Nuevas metodologias con alta sensibilidad y resolucion permiten el analisis de multiples
metabolitos para hacer analisis que integren multiples biomarcadores.
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“En medio de la oscuridad de la
tuberculosis, seamos la luz que guie a
nuestras comunidades hacia un futuro mas
saludable y brillante ." - Dr. Paul Farmer

Preguntas?

I [Mycobacteria
|_|Research Laboratories
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Seleccionar péptidos proteotipicos.
Sintetizar péptidos marcado.
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Incidents — = = = P“Activate
Non-Endemic
Control
control
i J | J A |
uninfected TB infection incipient TB subclinical TB TB disease
—— >
Symptoms - - - = +
IGRA - +/-/anergic +/-/anergic +/-/anergic +/-/anergic
Skintest - +/- +/- +/- +/-
TB progression test - = +/- +/- +
Microbiological test - - - +/-
Radiological evidence - - - +
Radiological evidence and/or +
microbiological test
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