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1. Introduccio 4. Analisi dels glicans de la mTf
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La glicosilacié és una modificacié co- i post-translacional molt freqlient a les proteines.! Les x10° S Mexp  Eror (pm) Rt
estructures dels O- i els N-glicans es poden veure alterades en diverses malalties com sén la 45 o Patrd » L e o
|nﬂamaC|é Crbnica | E| Céncer.z 4- 2Ant1Neu5Gc+1Fuc ?s?merl 2170,8126 15,2 16.9

. . . o o . 35 w ;;: 1500 m 2Ant1Neu5Gc+1Fuc !sc\>mer2 2170,7980 8,5 17.5
En el present treball, s’ha aplicat una metodologia analitica per separar i identificar els glicans de 2Ant3NeusGc || ( ppm) S 2= /5251 ] -

: , : - - O 1} 2Ant3NeusGe 2Ant2NeuSGe+1Fuc isomer 1 2477,8694 0,2 13.7
la transferrina de ratoli (mTf) en mostres patré mitjancant cromatografia de liquids capil-lar L e a1

2,5 1Fuc AR
d’interaccié hidrofilica zwiterionica acoblada a I'espectrometria de masses (uZIC-HILIC-MS).[3:4 2 / 2Ant3NeuSGe isomer 1 2638,8000  -4,7 116
. . o . \ . F] 2Ant3NeuSGc isomer 2 2638,9318 11,2 11.9
Posteriorment, s’ha purificat la mTf de diverses mostres de serum control per cromatografia

3 | 2Ant2Neu5Ge isomer 2  2331,8296 75 13.7

Intensitat

m | : 2Ant3Neu5Gc+1Fuc isomer 1 2784,9506 -3,5 12.0

N o o . . . B 1- j H | 2Ant1Neu5Ge 2Ant1Neu5GclFuc 2Ant3Neu5Ge+1Fuc isbmer 2 2785,0026 15,2 12.3
d’'immunoafinitat (IAC), i s’ha caracteritzat la seva glicosilacio per uZIC-HILIC-MS, per tal L s 00
d’establir un perfil de glicosilacio sa, que sigui representatiu i que permeti identificar en un futur B | | \ | | \ | 3Ant3NeuSGe+1Fucisomer1 3150,1286 115 13.3

] ] . . , 11 12 13 14 15 16 17 18 3Ant3Neu5Gc+1Fuc isomer 2 3150,0816 -3,5 13.5
possibles alteracions de la mTf causades per una determinada patologia. D’altra banda, amb Temps (min)
I'objectiu d’assegurar que la columna de IAC permet aillar la mTf de mostres de serum, s’ha v El métode permet una bona separacié cromatografica i una identificacié idonia
realitzat I'analisi per uLC-MSP! dels péptids i glicopeptid triptics de la mTf en els serums control, dels glicans de la mTf i dels seus corresponents isomers.
previament purificats per IAC, obtenint una cobertura de la sequencia peptidica del 83%.
L'objectiu final d’aquest treball és analitzar els glicans de la mTf en mostres de serum de ratolins , , cbseruats als sorums . ,
. i ] . . . . , . Serum d’un ratoli de 8 . g Serum control de ratoli
sans i amb artritis reumatoide (RA) i quantificar-los de manera relativa mitjancant |'estrategia , : 3 2& . . .
. . L 1o 13 1 [6] L X106 setmanes d’edat = x108 comercial (Sigma-Aldrich)
GRIL (Glycan Reductive Isotope Labeling) amb anilina [*°C.]/ [1°C(],!*' amb la finalitat de detectar — e e e
possibles alteracions en la glicosilacid d’aquesta proteina en presencia de RA i cercar aixi ; i? ,
biomarcadors potencials d’aquesta malaltia inflamatoria. = 5 “ T T g |
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2. Procediment experimental ; f
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Digestid amb tripsina alisi eptids i Temps (min) Temps (min)
Serum de ratoli sa (sérum \‘ mTf ‘ 6 P S Ana||:5| de‘pePtlds !
control) T ﬂ i gllcopeptld Temps Areapic *Area Temps Area pic *Area
Purificacio per ad Anticos retencio (min) cromatografic normalitzada retencié (min) cromatografic normalitzada
£ ti-hTf
IAC <> Z’;li'donal Digestié amb PNGasa F, 1Ant/1Neu5Gc 23.3 231515 0.03 1Ant/1Neu5Gc 23.3 276431 0.12
purificacio’ i derivatitzacid 2Ant/1Neu5Gc 19.4 21819816 3.22 2Ant/1Neu5Gc 19.5 6097851 2.75
AﬂéllSl de glicans 2Ant/1Neu5Gc + 1Fuc 20.0 4337500 0.64 2Ant/1Neu5Gc + 1Fuc 20.2 3270362 1.48
2Ant/2Neu5Gc 16.7 266221701 39.3 2Ant/2Neu5Gc 16.8 81690085 36.9
' 2Ant/2Neu5Gc + 1Fuc 17.1 53297776 7.87 2Ant/2Neu5Gc + 1Fuc 17.3 23223561 10.5
2Ant/3Neu5Gce 15.0 106687126 15.7 2Ant/3Neu5Gce 15.3 27158519 12.3
2Ant/3Neu5Gc + 1Fuc 15.4 13184402 1.95 2Ant/3Neu5Gc + 1Fuc 15.7 3096112 1.40
3Ant/2Neu5Gc 18.0 14481440 2.14 3Ant/2Neu5Gc 18.3 6289951 2.84
. .. o ., . . . . ez . 3Ant/2Neu5Gc + 1Fuc 18.4 1884326 0.28 3Ant/2Neu5Gc + 1Fuc 18.5 830861 0.38
1. Digestio de la mTf amb 2. Purificacié dels glicans 3. Derlv?t.ltzacm amb 4. S.epar:':\’cl(;)l ' 3Ant/3NeusGe 16.3 110635649 16.3 3Ant/3NeusGe 16.6 39673716 17.9
PNGasa F amb cartutxos anilina [22C] caracteritzacio de glicans 3Ant/3Neu5Gce + 1Fuc 16.6 11504764 1.70 3Ant/3Neu5Gce + 1Fuc 16.8 4193348 1.89
. Reducci6 de la mTf amb B- HYPERCARB (SPE-PGC) per PZIC-HILIC-MS 3Ant/4NeusGe  15.6 46603887 6.88 3Ant/4Neu5Ge 16.1 14818588 6.69
ME i desnaturalitzacié amb . Addici6 de 0.35M anilina — 3Ant/4Neu5Gc + 1Fuc 15.9 3984059 0.59 3Ant/4Neu5Gc + 1Fuc 16.3 1215311 0.55
o . . 7 : . ' S " | 3Ant/5Neu5Gc 15.9 5339134 0.79 3Ant/5Neu5Gc 16.3 2088921 0.94
SD§ _(,100 C, 30 min). Elfg\ldflg ?I:;alrzmz amb 60 [“Ce] 1 IM de NaCNBH, § 3Ant/SNeu5Ge + IFuc  16.0 551948 0.08 3Ant/SNeu5Ge + 1Fuc 16.5 252570 0.11
+ Addici6 de NP-40 per 0 - 70 (DMSO, 30% HAc) als| = | MASSA 4Ant/2NeuSGe  16.3 1083708 0.16 4Ant/2NeuSGe  16.5 386114 0.17
preservar I'activitat de glicans. 5 2 08 4Ant/2Neu5Gce + 1Fuc 16.7 841708 0.12 4Ant/2Neu5Gce + 1Fuc 16.9 408463 0.18
'enzim. « Incubacio (70 °C, 2 h). é 15 0.4 4Ant/3Neu5Gc 17.9 2768919 0.41 4Ant/3Neu5Gc 18.2 1313857 0.59
. Addicié de 1U PNG = " S —_— 4Ant/4Neu5Gc 16.7 6110346 0.90 4Ant/4Neu5Gc 17.1 2771105 1.25
oo 9e asa @ 3 * v ey e s 4Ant/4NeuSGe + 1IFuc  17.0 821404 0.12 4Ant/ANeuSGe + 1Fuc 173 315649 0.14
(37 °C, 18 h). 2 2 — T I T R T 4Ant/SNeusGe  16.8 4816442 0.71 4Ant/5Neu5Ge 17.3 2125510 0.96
255 BNGasa F 1 Glicans i proteina o 4Ant/5Neu5Gc + 1Fuc 16.9 662653 0.10 4Ant/5Neu5Gc + 1Fuc 17.4 184963 0.08
@ — @ intacta AN gi “N ~~s0; *Area normalitzada = area del pic cromatografic del glica/suma de les arees de tots els glicans.
Glicoproteina Glicans i Glicans ; (?“Cf.?st : %. L o -
iNtacta oroteina intacta erivatitzats ase estacionaria HILIC zwiterionica

v El perfil dels glicans de la mostra de sérum control de ratoli de 8 setmanes d’edat
coincideix amb els de la mostra de serum de ratoli comercial, de manera que es
confirma que el serum comercial es pot emprar com a referencia per ser comparat
amb mostres de serum patologic per la cerca de biomarcadors de la malaltia.

3. Analisi dels peptids i el glicopeptid de la mTf

5. Futur analisi de mostres patologiques
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a columna IAC permet aillar la mTf de mostres de serum Marcatge isotopic amb vors N\ 2/ w0 s o s s s
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6. Conclusions

v La metodologia aplicada permet una bona separacié cromatografica i una identificacio idonia dels glicans de la mTf i els seus corresponents isomers .
v’ I'analisi dels péptids i glicopéptid demostra I'eficacia de la IAC per purificar la mTf de mostres de sérum, obtenint un 83% de cobertura de la seqliiéncia polipeptidica.
v’ El sérum comercial es pot utilitzar com a mostra control.
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