Analisi dels glicans de I'alfa-1-glicoproteina acida humana. Optimitzacio de
I'extraccio i separacio dels glicans per pZIC-cHILIC-ESI-TOF-MS
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|ntrOdUCCi6 En aquest treball s’ha optimitzat una metodologia analitica yZIC-HILIC-
TOF-MS, desenvolupada previament en el nostre grup de recerca, per a
la caracteritzacio dels isomers dels glicans de |'alfa-1-glicoproteina acida
humana (AGP), actualment estudiada com a biomarcador potencial del
cancer de pancrees [2 | 3]. S’ha avaluat una columna ZIC-cHILIC, amb
diferent selectivitat, per tal de millorar la separacio dels isomers dels
glicans i s’ha modificat el procediment de purificacid dels glicans,
emprant microplaques d'eluci6 amb rebliment HILIC, amb I'objectiu
d’augmentar el senyal de les mostres | aconseguir millores en els limits
de deteccio que permetin I'aplicacio del metode a mostres biologiques.

La glicosilacio és una modificacio post-traduccional (PTM) de les
proteines que juga un paper fonamental en molts processos biologics.
L'alteracio de l'estructura o de la composicido dels glicans units a la

cadena peptidica sovint esta relacionada amb l'aparicio de diverses
patologies, entre d’altres el cancer.

Per aquest motiu, la correcta caracteritzacio dels glicans d'una Exemple de dos N-glicans

glicoproteina esdeve de gran importancia per avaluar la seva utilitat com
a possibles biomarcadors [1].
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Amb quantitats de proteina properes al limit de deteccio (2 ug), alguns glicans minoritaris purificats amb PGC
BAMBSIA no s'observen, pero si que s'observen amb la purificacio realitzada amb la microplaca HILIC.
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(Mostra: 25 ug de AGP digerida, digerida amb PNGase F i injectada amb la columna ZIC-cHILIC a una concentraci6 de 12,5 pmol/uL)
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Canvis en el pH de la fase mobil no milloren la separacidi la intensitat dels glicans es veu reduida.

Fase mobil seleccionada amb el pH sense ajustar. C O n CI U S l O n S

S’han optimitzat les condicions de separacio dels N-glicans de 'AGP, optimitzant el pH
Optimitzacio de la forca ionica i la forca ionica de la fase mobil. La columna ZIC-cHILIC permet separar millor els
” o glicans minoritaris.
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/ =Y 5 La millora de la sensibilitat obtinguda mitjancant la microplaca d’eluci6 amb rebliment
ors.- 1mMNHAc || SmMMNHAc | 10 mM NH,Ac HILIC ha comportat disminuir els limits de deteccio dels N-glicans dels digestos.

El metode permetra analitzar mostres biologiques aixi com altres glicoproteines amb
menor percentatge de glicosilacio.
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(Mostra: 25 ug de AGP digerida, digerida amb PNGase F i injectada amb la columna ZIC-cHILIC a una concentracié de 12,5 pmol/uL)
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