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RESUMEN

Se establecié el mapa peptidico para el control de calidad de la eritropoyetina humana recombinante obtenida en
las condiciones descritas en la cuarta edicion de la Farmacopea Europea. Se utilizé la cromatografia liquida de alta
eficacia en fase reversa. Los péptidos resultantes de la digestion triptica de esta eritropoyetina se analizaron por
espectrometria de masas. Se identificaron en el mapa los péptidos correspondientes a los extremos Ny C, los tres
sitios de N glicosilacion y el sitio de O glicosilacion publicados para esta proteina. Con este andlisis se logré la

comprobacion de los puentes disulfuro y una verificacion del 96,4 % de la secuencia aminoacidica.
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ABSTRACT

Tryptic map of the recombinant human erythropoietin. The peptide mapping was established in compliance
with the requirement of European Pharmacopoeia for the quality control of the raw material of human recombinant
erythropoietin produced in the Center for Genetic Engineering and Biotechnology of Havana. The tryptic peptides
were analyzed by mass spectrometry. The peptides corresponding to N- and C-termini, the three N-glycosylation
(N?4, N38 y N®%) and the O-glycosilation (S'%) sites were identified in the tryptic map. The disulfide bonds and 96,4
% of the amino acidic sequence were verified.

Introduccién

Uno delos métodos més poderosos paralaidentifica-
cion y caracterizacion de proteinas es el mapeo
peptidico, una técnica ampliamente usaday aceptada
en laindustria biotecnol 6gica para el control de cali-
dad lote alote. Este método consiste en la hidrdlisis,
guimica o mediante el empleo de proteasas especifi-
cas, de la cadena polipeptidica originando péptidos
derivados delaproteina. Lamezclade péptidosresul-
tantes se separa, generalmente por cromatografia li-
quidade altaeficaciaen fasereversa(rp-HPLC), para
producir un mapaque en las condiciones establ ecidas
es tipico para cada proteina [1].

Desde finales de la década de 1970 el mapeo
peptidico seintrodujoy aplico paralaverificacion de
la secuencia aminoacidica de proteinas. Este método
analitico ha sido particularmente apropiado para los
productos de la tecnologia del ADN recombinante
donde esimprescindible verificar que el producto del
gen clonado esidéntico alaproteinanatural . Es signi-
ficativo destacar la capacidad del mapeo peptidico
para detectar una gran variedad de modificaciones
postraduccionales que pueden ser originadas durante
€l proceso fermentativo o de cultivo celular y/o enlas
etapas de extraccion y purificacion. Por tal motivo no
es sorprendente que tanto el sector industrial como
las agencias regulatorias hayan adoptado el mapeo
peptidico como el primer método para caracterizar y
liberar este tipo de productos [1-5].

Laeritropoyetinahumana (EPOh) es una hormona
producidaen €l rifiony el higado de los adultos[6-9];
esel principal factor responsable paralaregulacion de
laproduccién de glébulosrojosen sangre[10-14] y se
ha utilizado ampliamente en el tratamiento de pacien-
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tes con insuficienciarenal crénicay de algunos tipos
deanemias[11, 15-20]. LaEPOh esunaglicoproteina
de 165 residuos aminoacidicos con un peso molecular
gue oscilaentre de 34 000y 39 000 Da[21-24] donde
laglicosilacion es responsabl e de aproximadamente el
40 % de la masa molecular. En su estado natural se
presenta como unafamiliade isoformas, también lla-
madas glicoformas, que difieren ligeramente en los
patrones de glicosilacion, lo cual puede ser caracteri-
zado por las diferencias en punto isoeléctrico de las
distintas subespecies. Laglicosilacion es muy impor-
tante paralaactividad de laeritropoyetinafundamen-
talmente porque prolongael tiempo de vidamediade
laproteinaenlasangre[25, 26]. El gen delaEPOh ha
sido clonado [6, 7, 17, 19] y lahormonaexpresadaen
cultivos de células de mamiferos[26-29]. Los mejores
resultados se han obtenido en lineas celulares deriva-
das de ovario de hamster chino (CHO) [27,30-31]. En
el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia
(CIGB) de La Habana, Cuba, se trabajo en la obten-
€ion de esta biomolécula por técnicas de recombina-
cion de ADN [32], y se ha establecido un proceso
productivo con este fin.

Desde los primeros estudios de caracterizacion de
estahiomol éculaobtenidapor vianatural [33] € mapeo
peptidico se hautilizado como herramientaindi spensa-
ble paralaverificacién de su estructuraprimaria. Enla
caracterizacion dela EPOh recombinante (EPOhr) tam-
bién sehapublicado €l empleo deladigestion con LysC
[34] y € tratamiento con tripsina[33] u otras enzimas
[35] mediante la cromatografia de fase reversay la
electroforesis capilar acopladas a espectrometriade ma-
sas parala separacion e identificacion de los péptidos.
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Para armonizar los procedimientos de trabajo que
existian en diversas partes del mundo parael andlisis
dela EPOh con estatécnicaanalitica, el Departamen-
to Europeo para la Calidad de los Medicamentos
(EDQM) condujo un estudio colaborativo para estu-
diar esta y otras técnicas usadas comunmente en la
caracterizacion y liberacién del producto, establecer
el esténdar bioldgicointernacional y evaluar suinclu-
sién en laFarmacopea Europea [36]. Sin embargo no
se han encontrado datos de la asignacién, por
espectrometria de masas, de los péptidos obtenidos
cuando se utilizan las condiciones recomendadas por
la Farmacopea Europea [37].

El objetivo de este trabajo fue la caracterizacion
por espectrometria de masas del mapa triptico de la
EPOh cuando se utilizan las condiciones recomenda-
das por la Farmacopea Europea.

Materiales y Métodos

Muestras

La EPOh se expresd en un mutante de una linea de
células de ovario de hamster chino salvaje CHO dhfr?,
transformada con los plésmidos pK EPO y pSV 2dhfr.
El proceso de cultivo serealizé en botellas de rotacién
dada la dependencia de anclaje de lalinea celular. La
proteinadeinterés seexpresadeformaextracelular enel
sobrenadante de cultivo. La purificacion se redizé a
través de 3 pasos cromatograficos secuenciales que in-
cluyd: unafiltracion en gel, un intercambio aniénico y
unacromatograf iadeinteracciones hidrof ébicas, segui-
do de un paso de concentracién diafiltraciony unaetapa
de purificacion final en HPL C equi pado con columnade
filtraciénengedl.

Se utilizaron 4 |otes de ingrediente farmacéutico
activo de la EPOhr asi como el material dereferencia
de trabajo (EPO-02-0101) preparado en el CIGB.

Desalinizacién de las muestras

Previo aladigestion tripticalos 4 lotesy €l material
de referencia se desalinizaron utilizando una
minicolumna de filtracién en gel Hi-Trap Desalting
(Amershan Bioscience, Suecia). Posteriormente se
determiné la concentracion de las muestras a 280 nm
y seutilizé el coeficiente de extincion 7,43 [37]. Para
cada muestra el volumen correspondiente a 50 g de
EPOhr se concentr6 a sequedad y se disolvié en tam-
pén Tris/Acético 0,1 M pH 8,5 hasta una concentra-
ciénde Img/mL.

Digestiones Tripticas

A 50 pg de EPOhr se le adiciond 1 pg de tripsina
(Promega, USA) y la reaccion se mantuvo a 37 °C
durante 18 h [37]. Ladigestién enzimética se detuvo
mediante acidificacion a pH 2,0. Las muestras se al-
macenaron a—20 °C hasta el momento de la separa-
cién cromatogréfica

Digestion con PNGasa F

Previo alareaccion con PNGasaF (Biolab, Inglaterra)
los péptidos glicosilados col ectados en lacromatogra-
fia en fase reversa después de la digestion triptica se
secaron en una centrifuga evaporadoray se disolvie-
ron en una solucién tampoén de fosfato de sodio 20
mM pH 7,8. Larelacion enzima/sustrato fue de 5 Ul
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de PNGsaF por mg de EPOhr, la mezcla se incub6 a
37 °C durante 4 h y posteriormente se purificd por
rp-HPL C con las mismas condiciones empl eadas para
separar las digestiones tripticas.

Oxidacién de los péptidos tripticos

A la mezcla de los péptidos tripticos (50uL) se le
adicion6 1 uL de peréxido de hidrogeno al 30 %y se
mantuvo a 37 °C durante 2 h, el producto de lareac-
cion seaplico directamentealacolumnadefasereversa

RP-HPLC

Seutilizé un sistemade HPL C equi pado con unabomba
L-7100 (Merck-Hitachi, Alemania); un detector de
longitud de ondavariable, un hornoy un desgasificador
(KNAUER, Alemania). Seutiliz6 unacolumnadefase
reversa (C,, 25 cm x 4,6 mm, 5 um) (Vydac, USA)
como recomienda la Farmacopea Europea. Las solu-
cionesdetrabajo fueron: (A) 0,1 % deTFA Yy (B) 0,05
% TFA en acetonitrilo. La corrida cromatogréfica co-
mienza con 0 % de la solucién B que se mantiene
constante durante 10 min. Delos 10 alos 125 min se
aplico un gradiente isocrético de 0 a61 % de la solu-
cion B. Como las soluciones utilizadas no son exacta-
mente las notificadas por 1a Farmacopea Europea, €l
gradiente se gjusto paraobtener |os mismos porcenta-
jes de acetonitrilo en el tiempo y mantener asi la pen-
diente del gradiente. Se aplicé en la columnatodo €l
volumen de lareaccion. La absorbancia se registré a
214 nm, €l flujo detrabajo fue 0,75 mL/miny latem-
peratura de trabajo fue de 30 °C. Laadquisicién y el
procesamiento delosdatos serealizaron utilizando el
programa D-7000 HPLC System Manager (Merck-
Hitachi, Alemania).

Espectrometria de Masas (EM)

L os espectros de masas se obtuvieron en un espectro-
metro de configuracion hibrida ortogonal Q-Tof-2
(Micromass, Inglaterra) con fuente de ionizacion por
electronebulizacion Z-spray (ESI). El capilar de en-
trada se sometié a3000 V y €l voltaje del cono fuede
50 V. El analizador se calibré con yoduro de sodio
tomado como referencia.

L os péptidos se solubilizaron en una solucién de
metanol 50% y acido formico 0,1 %y seinyectaron a
unflujo de5 pL/min utilizando unabombadejeringui-
Ila (Harvard Apparatus, USA).

Para realizar la fragmentacion de los iones (Diso-
ciacién Inducida por Colisiones, DIC) se introdujo
gasargén en laceldahexapolar de colisionesy laener-
giadecolisiones seincrementé a25-30 €V.

Resultados y Discusion

Parael desalado delas muestras de EPO laFarmacopea
Europearecomiendael empleo demicroconcentradores
de centrifuga con un tamafio de poro de lamembrana
de 10 kDa(Amicon, USA) o ladidlisiscontrael tam-
pon de reaccion de la digestién. Con ambos métodos
se perdi6 proteina que provocaron variaciones en la
concentracién de las muestras y afectaron la
reproducibilidad del ensayo. Los mejores resultados
se obtuvieron con el uso de unaminicolumnaHi-trap
Desalting (Amershan Bioscience, Suecia).

Los mapas tripticos del material de referencia de
EPO-02-0101y delos 4 lotes de MPA se muestran en
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lafigural (A-E), los péptidos de cada digestion fue-
ron colectadosy analizados por ESI-EM, los resulta-
dos aparecen resumidos en latabla 1.

L as masas mol ecul ares determinadas experimental -
mente se compararon con las esperadas para cada
péptido triptico, teniendo en cuenta la secuencia de
aminoacidos deducidadel ADN clonado y laespecifi-
cidad de laenzimaempleada (tripsina), que hidroliza
el enlace peptidico por el extremo Cdelisina(K) y la
arginina(R). Las digestiones proteoliticas se efectua-
ron en condiciones no reductoras por |0 que se conser-
varon los puentes disulfuros.

Como se muestraen latabla 1, seidentificaron los
péptidos que contenian los 2 puentes disulfuros (frac-
ciones 6 y 15) cuyos valores de masas correspondie-
ron a los esperados lo que demostré su formacién
correcta. También seidentifico el péptido N-terminal
delaproteina(fraccion 1). En ningln caso se detect6
modificacion del extremo N-terminal. Sin embargo, este
péptido es muy pequefio e hidrofilico y eluye précti-
camente con lafraccion no retenidapor o queen algu-
nas ocasiones pudiera no ser detectado.

El péptido del extremo carboxilo se pudo verificar a
partir de un corte incompleto de latripsina (fraccién
15). El corte enzimético en la R™ puede afectarse
porque este aminoéacido esta precedido por unacisteina
involucrada en un enlace disulfuro lo que dificultala

accion de la proteasa. El tetrapéptido del extremo
carboxilo delaproteina*TGDR, (figura2) debido
a la digestion completa, tampoco fue observado en
estos lotes. Esto puede deberse a que €l péptido, que
es muy hidrofilico, no se retiene en la columna C, y
pudiera eluir con la fraccién no retenida o a que no
hubo corte en la R*®?. Cuando la digestion es incom-
pleta, con el mapa triptico se puede obtener mayor
informacién de laintegridad de lamoléculay en ese
caso se puede verificar si hubo procesamiento del ex-
tremo carboxilo delaproteina.

Por la forma ensanchada de los picos (7+8) y
(12+13), en &l mapa de rp-HPLC del materia de refe-
rencia(figural), sesuponialapresenciaen ellosdelos
glicopéptidos caracteristicos de esta proteina, por lo
gue estos péptidos fueron deglicosilados con PNGasaF
y purificados nuevamente por rp-HPLC. Esta
glicohidrolasa elimina los azlcares N-enlazados a la
proteina y como consecuencia las asparaginas N-
glicosiladas se convierten en acido aspartico. Al ser ana
lizados estos péptidos por ESI-EM se comprobo6 la
presencia de los respectivos péptidos que contienen
lossitiosde N-glicosilacion ubicadosen las Asn 24, 38
y 83y apareci6 ademas un O-glicopéptido que se man-
tuvo intacto durante el tratamiento con PNGasaF pues
estaenzimasolo reconoce alosresiduos de asparaginas
N-glicosiladas. Como seapreciaenlafigural, laforma
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Fig. 1. Comparacién de los mapas tripticos del Material de Referencia de la EPOhr (A) y de varios lotes de ingrediente farmacéutico activo de EPOh. B-E: lotes aprobados por
el mapeo peptidico, F y G: lotes rechazados por el mapeo peptidico que presentaron problemas durante el cultivo celulary en el proceso de purificacién, respectivamente.
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Tabla 1. Andlisis por ESI-EM y asignacién de la secuencia de los péptidos del mapa triptico de la EPOhr. (D)
diferencia de masas entre los valores teéricos y experimentales de las masas moleculares. Los aminodcidos
subrayados fueron verificados por secuenciacién MS/MS (DIC).

Fraccién m/z m/z D Fragmento Secuencia
experimental teérico #aa (inicial-final)
1 440,24 440,26 -0,02 1-4 APPR ©
2 516,30 516,31 -0,01 11-14 VLER
3 602,37 602,36 +0,01 98-103 AVSGLR
4 435,26 435,27 -0,01 141-143 LFR
587,19 587,35 -0,16 111-116 ALGAQK
5 736,42 736,42 0,00 15-20 YLLEAK
6 (1+) 1615,75 1615,76 -0,01 (5-10)-5-5-(155-162) (LICDSR)-S-S-(LYTGEACR) ®
924,47 924,48 -0,01 132-139 TITADTFR
(7+8)+ (3+) 897,02 897,06 -0,04 21-45117-131 EAEDITTGCAEHCSLNEDITVPDTK
PNGasa F (2+) 915,93 EAISPPDAASAAPLR + (NAcHex-Hex) ¢
(2+) 1061,48 EAISPPDAASAAPLR + (NAcHex-Hex-SA) ¢
(2+) 1207.35 EAISPPDAASAAPLR + (NAcHex-Hex-2SA) ¢
9 898,47 898,48 -0,01 144-150 VYSNFLR
10 803,50 803,50 0,00 104-110 SLTTLLR
1 927,49 927,47 +0,02 46-52 VNFYAWK
(12+13)+ (3+) 787,39 787,41 -0,02 77-97 GQALLVDSSQPWEPLQLHVDK ©
PNGasa F
14 1573,80 1573,76 +0,04 54-67 MEVGQQAVEVWQGL '
15 (3+) 848,11 848,09 +0,02  (5-14)-5-5-(155-166) (LICDSRVLER)-S-S-(LYTGEACRTGDR) ©
16 (3+) 842,79 842,78 +0,01 54-76 MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR

(#+) iones con 1, 2 o 3 cargas positivas.

°/Péptido N-terminal de la EPOhr.

® Puente disulfuro C7-C'¢'.

< Sitios de N-glicosilacion (N?4y N28), Puente C2°-C3.
9 Sitio de O -glicosilacién S'2¢.

¢ Sitio de N-glicosilacion (N8?),

i Corte Inespecifico.

9 Péptido, que contiene el puente de disulfuro C7-C'¢' y el extremo C de la proteina, originado por un corte incompleto.

delos picos correspondientes alos péptidos glicosilados
puedevariar entreloslotesy esto se debealaheteroge-
neidad delas cadenasdeoligosacaridosy lasdiferencias
que pudieran existir entre los lotes de MPA. El mapeo
peptidico, basado en la separacion en rp-HPLC, no
aportainformacion sobre el grado deglicosilaciony las
isoformas delaproteing, con este objetivo selerealizan
otros andlisis como ladeterminacion del contenido de
acido sidlico [38] y €l isoelectroenfoque [39] o la
electroforesiscapilar [37].

L os aminoacidos subrayados en lafigura 2 no pu-
dieron ser verificados debido a que en la digestion
triptica se originaron dipéptidos y aminoéacidos li-
bres que no seretuvieron enlacolumnadefasereversa
y no fueron medidos. Esto representd solamente el
3,6 % dela secuencia aminoacidicade laEPOhr que
no pudo ser verificada. Este problema quizas pudie-
raeliminarsesi se utilizaunacolumnaCs 0 Cyg para
la separacién de los péptidos tripticos; en lugar de
utilizar una columna C, como recomienda la
Farmacopea Europea.

1 10 20 30 40 50
APPRLICDCRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYA
— 1
60 70 80 90 100
WKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRGOALLVNSSOPWEPLQLHVDKAVS

110 120 130 140 150
GLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLR

160
GKLKLYTGEACRTGDR
|

Fig.2. Secuencia de aminodcidos de la EPOh. Se sefalan los
puentes disulfuros, los tres sitios de N-glicosilacion y el sitio de
O-glicosilacién (en rojo y con mayor puntaje). Se subrayan las
regiones no verificadas de la secuencia.
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En lacaracterizacion dela EPO tanto natural como
recombinante ha sido utilizada la digestion triptica
[33, 36, 37]. Las condiciones de reaccion y de sepa-
racién de los péptidos han sido diversas, en algunos
casos se hacombinado ladigestion con otras proteasas
0 se ha utilizado en la caracterizacion de la
glicosilacion delaproteina, por lo que no puede rea-
lizarse una comparaci6n de los resultados obtenidos
en el laboratorio del CIGB con losregistrados. En el
estudio colaborativo [36] parael establecimiento del
estandar internacional dela EPOh se publicaron los
resultados de los mapas tripticos realizados por 15
laboratorios en condiciones similares a las que se
establecen en la Farmacopea Europea; |os perfiles
cromatograficos obtenidos en este trabajo resultaron
muy parecidos a los del estudio colaborativo. Sin
embargo, en este estudio no aparecen las asignacio-
nes de las secuencias de los péptidos obtenidos por
lo que el analisis comparativo de los perfiles
cromatogréficos de las muestras y su corresponden-
ciacon el material de referencia sélo constituye un
método deidentificacion de laproteina, mientras que
laasignacion de lasecuenciaa cada péptido del mapa
triptico, mediante |a espectrometria de masas, per-
mite ademés obtener informacion de la estructura
primaria de la proteina.

En este mismo estudio un laboratorio notifico que
para el mapeo de la EPO era mejor utilizar la
endopeptidasaLys-C debido aque se obtienen resulta-
dosmésreproducibles. En €l laboratorio del CIGB tam-
bién se han obtenido buenos resultados con €l empleo
de endopeptidasa Lys-C (datos no mostrados). Laven-
tajadeladigestion con endopeptidasaLysrespectoala
digestion con tripsina es que en € mapa se logra la
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identificacion sin ambigliedades delos péptidos corres-
pondientes a los extremos N- y C- de la proteina. El
inconveniente del uso de endopeptidasa Lys-C estaen
el hecho de que la EPO sdlo presenta 7 residuos de
lisina en su secuencia, por lo que se obtienen péptidos
muy grandes como producto delareaccion.

Con el mapeo triptico establecido se detectaron cam-
bios en la estructura de varios lotes que presentaron
problemas durante €l proceso productivo. Lafigural
(Fy G) muestra 2 lotes af ectados donde se observaron
cambios significativos en el mapa triptico. Al compa
rarlos con el mapa triptico del MR EPO-02-0101, se
detectaron alteraciones fundamentales en los péptidos
glicosilados (Fig. 1F) aunquetambién se observé lades
aparicion o el corrimiento delos péptidos 11 (en ambos
lotes) y 16 (Fig. 1G) y por estos motivos fueron recha-
zados por este andlisis. Se pudo comprobar mediante
un andlisis de traceabilidad que ambos | otes presenta-
ron alteraciones durante los procesos de cultivo (Fig.
1F) y de purificacion (Fig. 1G).

Entre las modificaciones quimicas mas frecuentes
en las proteinas se encuentralaformacion deresiduos
de metionina sulfoxido. Esta modificacion se origina
mediante un proceso oxidativo cuando la metionina
incorpora un atomo de oxigeno en el &omo de azufre
de su cadenalateral. Estamoadificacion puede originar-
setanto in vivo como in vitro durante los procesos de
purificacion y/o almacenamiento [40].

Con el objetivo de demostrar que el mapeo
peptidico es capaz de detectar esta modificacion, la
mezclade los péptidos tripticos del material derefe-
renciase oxidd con peréxido de hidrégeno y se obtu-
vo el mapatriptico (Fig. 3A). Al comparar este mapa
triptico con el obtenido parael material dereferencia
(Fig. 3B) seabservo el corrimiento de variasfraccio-
nes haciatiempos de retencién inferiores. Este resul-
tado esta en concordancia con el hecho de que
péptidos con residuos de metionina sulfoxido son
mas hidrofilicos que sus homologos que poseen la
metioninaintacta[41].

Las fracciones que disminuyeron sus tiempos de
retencion (Figura 4A) con respecto al material de
referencia (Figura4B) fueron analizadas por ESI-M S
y los valores de masas de las sefiales observadas
(Figuras 5B y D) fueron superiores en 16 Da con
respecto a los valores de masas esperados (Figuras
5A y C) para los péptidos tripticos que eluyen en
esas fracciones. Esta diferencia de masa concuerda
con laadicién de un a&tomo de oxigeno alasecuencia
de los péptidos **Met-Arg™ y **Met-Leu®” que son
los Unicos generados durante ladigestién tripticaque
contienen el Gnico residuo de metioninade la secuen-
ciadelaEPOhr.

Paraconfirmar la presenciade oxidacion se obtuvo
el espectro ESI-MS/MS del péptido **Met-Arg™ (m/
z 848.10, 3+) (Figura 5). Todos los fragmentos del
extremo N (series bs-by,) que contienen |os residuos
de metioninaincrementaron su masamolecul ar aproxi-
madamente en 16 Da con respecto a los valores de
masas esperados para el péptido no modificado. Por
el contrario, todas |as series del extremo C (y” 1--y” 15)
fueron detectadas a los valores de masas esperados.
Este resultado demostré que el atomo de oxigeno fue
incorporado en €l extremo N del péptido donde se
encuentrael residuo de metionina.
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Fig.3. (A) Mapa triptico de la EPOhr después de la oxidacién con peréxido de hidrégeno. Se sefialan con
una flecha los péptidos que se corrieron en el mapa. (B) Mapa triptico de la muestra de EPOhr sin oxidar.
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Fig.4. (A) y (C) Espectros ESI-MS correspondientes a las distribuciones isotépicas teérica de_los péptidos
5“Met-Arg’¢ y **Met-Arg®’ respectivamente. (B) y (D). Las regiones ampliadas de los espectros ESI-MS
de_los péptidos **Met-Arg’® y **Met-Arg®’, respectivamente, después del tratamiento con peréxido de

hidrégeno.
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Fig. 5. Espectro ESI-MS/MS del péptido **Met-Arg’® oxidado. Los valores ubicados encima de la secuencia del péptido analizado se corresponde con los valores de masas

tedricos de los iones fragmentos N-(b,) y C-terminales (y",).

También otras sefial es minoritarias, indicadas con
asteriscos en el cromatograma de la mezcla de
péptidos tripticos tratados, (Figura 3A) disminuye-
ron sus tiempos de retencién por lo que probable-
mente fueron modificadas durante el proceso de
oxidacion. Durante su andlisis por espectrometriade
masas no se detectaron sefiales quizas por las canti-
dades inferiores con respecto a otras fracciones del
mapa triptico y por las pérdidas ocasionadas duran-
te el secado de lamuestra.

Ademés se observo una nueva fraccion, marcada
con un circulo negro (Figura 3A), que no habia sido
detectada con anterioridad en el mapatriptico del MR
EPO-02-0101 (Figura3B). En suandisispor ESI-MS
se detectd unasefial de doble cargade m/z 808.36 que
fue secuenciada por ESI-MS/MS; se demostré que
contenia a los péptidos °L-R¥ y %5-R®? enlazados
mediante el puente de disulfuro que unealascisteinas
7y 161. Se tiene la certeza que esta fraccion no se
origind por un proceso oxidativo sino por un corte
més completo de la enzima a incubar la mezcla de

Recibido en Enero de 2003. Aprobado
en Noviembre de 2003.
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péptidos con peréxido de hidrégeno durante 2 h adi-
cionalesen presenciadelatripsina.

Conclusiones

Se estableci6 €l mapeo peptidico conlas especificacio-
nes de la Farmacopea Europea para el control de cali-
dad delaEPOhr producidaen el CIGB. Secaracterizaron
por espectrometria de masas | os péptidos obtenidos en
el mapatripticoy se verifico el 96,4 % de la secuencia
aminoacidica. Se logré unabuenareproducibilidad en
los perfiles cromatogréficos|o que demuestralaconsis-
tencia en € proceso productivo y se pudo comprobar
que el mapeo peptidico establ ecido puede detectar una
de las modificaciones mas frecuentes en las proteinas
como es laoxidacion de lametionina. Se comprobd la
formacion correcta de los 2 puentes disulfuros de la
EPOhr, laN-glicosilacion en las asparaginas 24, 38 y
83, asi como la O-glicosilacion en laserina 126 y los
extremosaminoy carboxilo delaproteina. Desde hace
dosafios el mapeo peptidico establecido seutilizaenla
liberacién delos lotes de MPA de EPOhr.
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