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 L’estratègia “GRIL” serà necessària per a dur a terme la quantificació relativa i poder confirmar que l’EBCS conté glicans amb 
menor contingut d’àcids siàlics. 
 En les dues proteïnes, les tres glicoformes del glicopèptid O126 són les més abundants respecte al N83.  S’ha pogut comprovar 
que en l’EBCS la glicoforma amb 0SiA és més intensa que en la rhEPO i la glicoforma amb 2 SiA és menys intensa. Tot i així, caldrà 
seguir amb l’anàlisi dels glicopèptids. 
 Referent a la proteïna intacta, caldrà continuar amb l’optimització del mètode de la Farmacopeia Europea, tot i canviant la 
composició de l’electròlit de separació (pH, composició…). També seria de gran interés completar aquest anàlisi amb la tècnica CE-
MS per tal d’obtenir la massa exacta i finalitzar la caracterització amb els glicopèptids i els glicans. 
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INTRODUCCIÓ OBJECTIUS 

L’eritropoetina amb baix contingut d’àcids siàlics (EBCS) és una variant de l’eritropoetina humana recombinant (rhEPO) que s’està estudiant donat el seu potencial com a 
biofàrmac pel tractament dels ictus cerebrals i altres malalties neurodegeneratives. La EBCS presenta efectes neuroprotectors, igual que la rhEPO, però al no estimular 
l’eritropoesi, disminueix el risc de provocar infarts de miocardi o vessaments cerebrals quan es subministra de manera sistemàtica [1]. La principal diferència amb la 
rhEPO és el baix contingut amb àcids siàlics. No obstant, és necessari una caracterització fiable i exhaustiva de la seva glicosilació per conèixer el seu paper biològic al 
sistema nerviós. 
L’anàlisi dels glicopèptids s’ha realitzat emprant l’electroforesi capil·lar acoblada a l’espectrometria de masses un cop la glicoproteïna ha estat digerida amb tripsina [2]. 
Els glicans, alliberats de la cadena peptídica amb PNGasaF, han estat caracteritzats mitjançant cromatografia de líquids d’interacció hidrofílica zwitteriònica acoblada a 
l’espectrometria de masses [3]. Finalment, per l’evaluació de la glicoproteïna intacta, s’ha optimitzat la metodologia proposada per la Farmacopea Europea (Ph.Eur) per a 
l’anàlisi de la rhEPO, utilitzant l’electroforesi capil·lar amb detecció ultraviolada [4]. La combinació de les tres aproximacions ens proporciona informació complementària 
d’utilitat per a la caracterització completa de l’EBCS. 

En aquest projecte, s’ha dut a 
terme la caracterització de la 
glicosilació de l’EBCS a tres 
nivells:  
 l’anàlisi de la glicoproteïna 

intacta. 
 Els glicans. 
 Els glicopèptids. 
Finalment, s’ha comparat el seu 
perfil de glicosilació amb el de 
la rhEPO. 
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OPTIMITZACIÓ DE L’ELECTRÒLIT DE SEPARACIÓ PER A LES 
DIFERENTS ERITROPOIETINES 

Condicions electroforètiques: 
L=68,5cm;injecció: 33,5 mbar, 
15 seg; v= 15 kV  
Electròlit de separació: 
Tricina (0,01M), NaCl 
(0,01M), NaAc (0,01M), Urea 
(7M) i Putrescina (2,5 mM) 
pH òptim= 5,5 (HAc/Ac) 
  

 
 

Àcids siàlics 

Gradient:  
1mM NH4Ac: ACN 
Cabal: 4µL/min 
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Glicà Àrea N* Glicopèptids Àrea N* 

3Ant2SiA1Fuc 3,79 4Ant1LacNac4SiA1Fuc 15,7 

3Ant3SiA1Fuc 14,1 4Ant1LacNac3SiA1Fuc 5,95 

4Ant2SiA1Fuc 5,41 4Ant1LacNac2SiA1Fuc 9,84 

4Ant3SiA1Fuc 9,73 4Ant2LacNac4SiA1Fuc 11,98 

4Ant4SiA1Fuc 21,9 4Ant2LacNac3SiA1Fuc 7,95 

4Ant3LacNAc4SiA1Fuc 7,75 
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Glicopèptids 
Glicopèptids N83 i O126 

Condicions electroforètiques: 
L=70 cm; injecció: 50 mbar, 10seg; v= 18kV 
Electròlit de separació:  
50 mM HFor i 50 mM HAc glacial (pH= 2,2) 
Líquid auxiliar: iPrOH:H20 (50:50), 0,05 % HFor 
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Àcid malònic/Malonat de sodi 4 glicoformes 
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Per a l’obtenció d’un mètode 
adequat per a les dues proteïnes 
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N83 

Glicà Àrea N* Glicopèptids Àrea N* 

2Ant2SiA1Fuc 5,93 4Ant4SiA1Fuc 5,55 

3Ant1SiA1Fuc 16,3 4Ant1LacNac4SiA1Fuc 5,26 

3Ant2SiA1Fuc 7,98 4Ant1LacNac3SiA1Fuc 6,65 

4Ant1SiA1Fuc 5,68 4Ant1LacNac2SiA1Fuc 7,43 

4Ant2SiA1Fuc 12,0 4Ant1LacNac1SiA1Fuc 5,78 

4Ant3SiA1Fuc 10,6 4Ant2LacNac3SiA1Fuc 4,13 

4Ant2LacNAc2SiA1Fuc 6,72 

EBCS 

In
te

n
si

ta
t 

[m
U

A
] 

 
In

te
n

si
ta

t 
[m

U
A

] 
 

Temps[min] 

Metodologia Ph.Eur per a la rhEPO 


