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RESUMEN

La N-glicosilacién como modificacién post-traduccional es uno de los eventos que ocupa mds atencién hoy en
dia, en la caracterizacién de la estructura de glicoproteinas naturales o recombinantes de uso farmacéutico. La
caracterizacién de esta modificacion se realiza por métodos fisico-quimicos o de perfil cromatografico,
generalmente asistido por agentes fluorescentes que garanticen una alta sensibilidad en la deteccién, o
combinacion de ellos. En este trabajo se evalua la introduccién de un nuevo fluoréforo, el dcido 4-aminobenzoico
(4-ABA), el cual es empleado en el marcaje fluorescente de N-oligosacdaridos posibilitando ademés la adecuada
caracterizacién de los N-glicanos marcados en Espectrometria de Masas principalmente MALDI. Este fluoréforo
permite la caracterizacién de la N-glicosilacion en sistemas HPLC con cantidades minimas de la glicoproteina de
interés (hasta 20 microgramos en términos de glicoproteina, o de centenas de fentomoles en términos de N-
glicano marcado). En el caso de la espectrometria de masas el andlisis es posible con cantidades tan pequefias
como 5 a 10 picomoles (10-20 nanogramos) del N-glicano marcado. El sistema ha sido aplicado para la
caracterizacién de proteinas recombinantes, anticuerpos monoclonales obtenidos en ascitis de ratén o cultivados
in vitro en diferentes sistemas productivos asi como en la determinacién de variaciones del perfil de N-glicosilacion

de IgG sérica en enfermedades autoinmunes.

Introduccién

Apartedelainfluenciaen el correcto plegamiento dela
proteina, la resistencia a proteasas y la estabilidad
térmica, en la actualidad esta bien establecido que la
glicosilacion interviene también en la interaccion
proteina-receptor, célula-célulay en lamodulacion de
la actividad biol6gica o inmunogenicidad, entre otros
[2-3]. Por otra parte se conoce que la glicosilacién de
proteinas recombinantes puede variar seguin la linea
celular y las condiciones de cultivo empleadas dando
lugar aunagran variedad de“glicoformas”’. Por tanto, la
determinacion de la glicosilacion, particularmente la
enlazada a residuos de Asparagina especificos en una
secuenciaconsenso determinadapor el tripéptido Asn-
X-Ser/Thr (siempre que X no sea Pro), en términos de
ocupacion de sitios potenciales y los perfiles y
estructuras de los N-glicanos enlazados es un
requerimiento para garantizar una mayor uniformidad
delacalidad de proteinas naturales o recombinantes de
uso terapéutico.

Hastael presente se han descrito varias metodol ogias
para la caracterizacion de perfiles de N-glicosilacion
basadas, por lo general, en métodos cromatogréficos o
combinaciones de métodos cromatogréaficos con
espectrometria de masas. Ademés, han sido publicados
recientemente articulos de revisién acerca de la
metodologia de caracterizacion de la N-glicosilacion
basados en espectrometria de masas [4, 5]. El uso de
agentes fluorescentes que permitan incrementar
sustancid mentelasensibilidad deladeteccion hasidoun
principio importante ala hora de seleccionar un agente
derivatizante ideal parala separacion delos N-glicanos
enHPLC. Entreellosla2-aminopiridina(2-AP) [6, 7] y
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la2-aminoben-zamida(2-AB) [8-10] y € &cido 8-amino-
1, 3, 6-naf-talen trisulfonico (ANTS) [11].

Descripciéon del resultado

En nuestro | aboratorio se habia desarrollado un método
de perfil cromatografico basado en laderivatizacion de
losN-glicanosliberados enziméticamente por aminacion
reductiva con €l fluoréforo acido 8-a-mino-1, 3, 6-
naftalen trisulfénico (ANTS). Este derivado se analiza
en sistemade HPLC (columnaamino) y electroforesis
de carbohidratos asistidapor fluoréforo (FACE), dando
como resultado un mapabidimensional con alto caracter
de prediccion [12]. El reactivo utilizado tiene como
dificultad que es poco adecuado paralaespectrometria
de masas tanto por ionizacion por electronebulizacién
(ESI) como por léser asistido por matriz (MALDI).

El trabajo que se describe a continuacion es la
introduccion de un nuevo fluoréforo, el &cido 4-ami-
nobenzoico (4-ABA) que por aminacion reductiva
se emplea en el marcaje fluorescente de N-oligosa-
caridos [13]. Este fluor6foro, ademas de la alta
sensibilidad en sistemas cromatograficosHPL C, tiene
lavirtud de ser adecuado para la caracterizacion de
los N-glicanos marcados en espectrometria de masas,
principalmente MALDI.

El 4-ABA permitelacaracterizacion delaN-gli-
cosilacién con cantidades minimas delaglicoproteina
de interés (hasta 20 microgramos 0 menos en
términos de glicoproteina, o de centenas de
fentomoles en términos de N-glicano marcado) dada
su alta sensibilidad usando detectores de fluores-
cencia. En el caso de |a espectrometria de masas el
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analisises posible partiendo de 5 a 10 picomoles de
N-glicano marcado.

En adicion a la alta sensibilidad de |a deteccién
este derivado permite hacer andlisis en HPLC en
tiempos relativamente cortos si se comparan con los
reportados para los derivados 2-AB y ANTS. Su
mayor eficiencia se hacomprobado en la separacion
de mezclas de N-glicanos neutros y sialilados en
combinacién con separaciones en intercambio i 6nico.

Algunos resultados obtenidos por
la introduccién de esta nueva
metodologia

Variacién del perfil de N-glicosilacién de IgG
sérica en enfermedades autoinmunes [14]

Se estudiaron diferentes poblaciones de individuos
gue presentan enfermedades autoi nmunes, como por
ejemplo Artritis Reumatoide, Psoriasis Artritica y
Enfermedad Celiaca utilizando tres grupos controles,
nifios menores de 12 afios, adultos jovenesy adultos
mayores de 40 afios.

Por reaccion de desglicosilacion enzimatica se
liberan |os N-glicanos covalentemente enlazados ala
Asn 297 de |a cadena pesada de la 1gG. El conjunto
total de oligosacaridos se derivatiza por aminacién
reductivacon 4-ABA y los oligosacaridos marcados
se separan en HPLC, columna NH, (NH,-HPLC).
L os perfiles cromatograficos son representativos de
las poblaciones de N-glicanos mayoritarios segln se
muestraen laFigural.

En la Figura 2 se presenta una separacion tipo en
columnade amino adsorcién (NH-HPL C) delamezcla
de oligosacéridos de 1gG sérica una vez liberados
enzimaticamente de la proteina.

Utilizando este sistema para la cuantificacion de
las poblaciones de las glicoformas GOF, G1F y G2F
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Figura 2. Perfiles cromatogréficos obtenidos en NH,-HPLC a partir de N-glicanos aislados de IgG sérica.

A) Control negativo (muestra 8C); B) pacientes celiacos (muestra
estructuras monosialiladas.

se obtuvieron los resultados que se muestran en las
Tablas 1-4.

Posteriormente se incluy6 el estudio de pacientes
de Enfermedad Celiaca adicionando un grupo control
de nifios menores de 12 afios. L os datos obtenidos con
el sistemade perfil 4-ABA sepresentan enlaTablab.

El andlisis estadistico de losresultados sedaen la
representacion de la expresion matemética In (GOF/
G1F) para los tres grupos de control negativo
utilizados en el estudio y paralos grupos de pacientes
con Enfermedad Celiaca, Artritis Reumatoide y
Psoriasis Artritica. La representatividad de la
poblacion agal actosilada (GOF) cambia en pacientes
con enfermedades autoi nmunes respecto aindividuos
sanos, haciaun marcado incremento de GOF respecto
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Figura 1. Estructuras oligosacaridicas mayoritarias aisladas de las moléculas de IgG sérica.
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Tabla 1. Porcentaje de los oligosacdaridos neutros GOF, G1F, G2F analizadas en columna de HPLC de amino
adsorcién de las muestras de IgG de los individuos sanos mayores

de 45 afos.
Glicoformas 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 13
%
GOF 36 30 30 30 29 31 32 37 46 49 38
G1F 45 44 46 45 46 43 45 43 40 37 41
G2F 19 26 24 25 25 26 23 20 14 14 21
Tabla 2. Porcentaje de los oligosacaridos neutros GOF, G1F, G2F analizadas en columna de HPLC de amino
adsorcién de las muestras de 1gG de los individuos sanos menores
de 45 afos.
Glicoformas % 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
GOF 22 22 30 32 19 29 23 26 24 29
G1F 52 47 51 50 47 39 41 41 44 47
G2F 26 31 19 18 34 32 36 33 32 24

Table 3. Porcentaje de los oligosacaridos neutros GOF,

G1F, G2F analizadas en columna de HPLC de amino

adsorcién de las muestras de 1gG de los pacientes de

Psoriasis Artritica.

Glicoformas 1 2 3 4 5 6 7 8
%

GOF 46 29 43 42 36 52 45 35
G1F 41 47 44 38 36 37 36 47
G2F 13 24 13 20 28 11 19 18

Tabla 4. Porcentaje de los oligosacaridos neutros GOF, G1F, G2F analizadas en columna de HPLC de amino
adsorcién de las muestras de 1gG de los pacientes de Artritis Reumatoide

Glicoformas %  S1 S2 S3 S4 S5 1 11 14 54 50 20 24 19 36 18 23
GOF 19 30 35 39 47 41 39 40 38 69 35 30 38 35 31 54
GI1F 38 40 40 36 38 40 43 42 41 25 41 45 43 43 52 33
G2F 43 30 25 25 15 19 18 18 21 6 24 25 19 22 17 13

a G1F, que es la estructura predominante en Tabla 5. Porcentaje de los oligosacédridos neutros GOF, G1F, G2F analizadas en columna de

HPLC de amino adsorcién de las muestras de 1gG de nifios sanos menores de 12 afos

individuos sanos (Figura 3).

Mediante estatécnicade perfil fueron identificadas
las poblaciones de N-glicanos de cada una de las
muestras analizadas como las glicoformas GOF, G1F

y G2F. En dos de los perfiles de pacientes se  Glicoformas % 1C 2C 3C 5C 6C 8C 9C 10C 11C
encontraron glicoformas G2 afucosiladas, atipicasen
e perfil deN-glicosilacion delgG sérica. Laasignacion GOF 33 z 44 29 29 24 33 26 28
de estas estructuras fue confirmada mediante andlisis GIF 41 47 41 51 49 42 48 48 50
en EM-MALDI. EnlaFigura4 sepresentael espectro G2F 26 26 15 20 21 34 19 26 22
delaasialo, afucosiladadigal acto diantena. B
Variacién del perfil de N-glicosilacién de Glicoformas
anticuerpos monoclonales producidos in vitro % 2P 5P 9P 1P 14P 21P 58P 70P &3P 103P 104P  106P
y Su comparacién con el produadc'),en ascitis GoF 54 30 42 37 37 38 44 34 32 " 5 m
de ratén (manuscrito en preparacion [15])

) . . o GIF 36 38 41 35 36 35 36 42 34 41 35 42
Basandonos en el mismo sistema se procedio a

G2F 10 32 17 28 27 27 20 24 12 17 17

realizar un estudio comparativo del perfil de N-gli-
cosilacion de un anticuerpo monoclonal (Mab)
empleado en lainmunopurificacién del antigeno de
superficie de Hepatitis B producido por via

recombinante (rHBsAQ). Se compararon |os perfiles Medio/ Medio libre  Medio de bajo  Medio de alto
de los anticuerpos que fueron producidosin vitro en Reaclor  de profeinas ~ coMenidode - contenido de
diferentes reactoresy medios de cultivo (Tabla6)y =~ ————- e suero

el que se producein vivo en ascitisderatén. Aunque  Fiprg Hueca 1A 18 c

el Mab empleado no esdeusoinvivo, losresultados  frgscos T7-25 2A 2B 2

de este estudio sirven de base parala consideracién Stirrer

de los sistemas de produccion de anticuerpos  spinner flasks 3A 38 3¢
monoclonal es de uso en inmunoterapia, teniendo en Biorreactor 4A 4B ac

cuentaque si bien el reconocimiento por el antigeno
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como control negativo (A) y los pacientes de Enfermedad Celiaca, también nifios menores
de 12 afos (B)

(A)

Tabla 6. Produccién del Mab CB.Hep-1 en diferentes
reactores y medios de cultivo

MiniPERM®
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no es afectado por la N-glicosilacion sin embargo,
las funciones efectoras dadas por interacciones con
el fragmento Fc si son significativamente alteradas
por variaciones de los oligosacaridos enlazados ala
Asn 297 de las dos cadenas pesadas de la 1gG [16].

L os perfilesde N-glicosilaci 6n obtenidos empleando
el sistema4-ABA son similares alos representados en
laFigura2. Lacuantificacion delas estructuras neutras
mayoritarias GOF, G1F y G2F se presentan en los
diagramas de barras que aparecen en la Figura 5. El
sistema 1C (fibrahuecaen presencia de alto contenido
desuero en d medio de cultivo) no fueanalizado debido
a que los rendimientos de Mabs, en esta condicién
experimental, resultaron muy bajos.

Las estructuras de las fracciones identificadas
fueron corroboradas por espectrometria de masas
(MALDIy ESI). EnlaFigura6 se presentael espectro
MALDI-MS de la glicoforma méas abundante,
diantena asialo mongal acto afucosilada (G1F).
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Figura 4. Espectro MALDI-MS de la estructura aislada del pico

correspondiente a la glicoforma G2 afucosilada, atipica en los
perfiles de N-glicosilacién de IgG sérica.
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Figura 3. Representacion grdfica de la expresion matematica In (GOF/G1F) para tres controles negativos
y pacientes de Enfermedad Celiaca, Artritis Reumatoide y Psoriasis Artritica para evidenciar incrementos

de GOF en enfermedades autoinmunes.

Teniendo en cuenta los resultados de los perfiles
antes mostrados se concluye que en los sistemas de
frascos T y Spinner no se modifican los perfiles de N-
glicosilacion por cambios en el medio de cultivo
empleado, y la glicoforma G1F es la estructura
mayoritaria. Sin embargo, los sistemas de altadensidad
celular si son més susceptibles alos cambios de medio
de cultivo. En particular el sistema de fibra hueca
semejagrandemente el perfil obtenido cuando el Mab
se produce en ascitis de ratén, donde la estructura
mayoritaria es GOF, caracteristica de procesos
inflamatorios como el que se estudié en €l caso de
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Figura 5. Representacion grdfica del contenido de oligosacéridos derivados como 4-ABA del Anticuerpo Monoclonal (AcM) Hep-1
producido in vitro usando la combinacién de cuatro sistemas y tres medios de cultivo.
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Figura 6. Espectro MALDI-MS de la estructura oligosacaridica
mas abundante aislada de los picos correspondientes a las
glicoformas identificadas mediante las técnicas de perfil, GTF,
asialo monogalacto afucosilada diantena, como aductos de
Nay K.

enfermedades autoinmunes. Por tanto, si el Mab que
sequisieraproducir fuese parauso en lainmunoterapia
habriaque tener en cuentaque estaglicoformapudiera
provocar procesos de autoinmunidad.

Caracterizacién de perfiles de N-glicosilacion
de Eritropietina humana recombinante
(rhEPO) [17]

Se realiz6 la caracterizacion de la N-glicosilacion de
ocho muestras derhEPO expresadaen célulasdeovario
de hamster chino (CHO) con €l fin de buscar relaciones
de estructuralesde N-glicanos con laactividad biol gica
invitroeinvivo. Paralacaracterizacion delapoblacién
de N-glicanos se empled la combinacién del perfil
cromatogréafico con espectrometriade masas-MALDI.
Se escogid lamuestra que presentabala poblacion méas
heterogéneade N-glicanos con mayor actividad invitro
pero muy baja actividad in vivo, lo que nos permitia
tener un perfil representativo de unamuestrade rechazo
dadasu bajaactividadin vitro. Por este método se pudo
identificar un gran nimero de estructuras incluyendo
oligomanésidos con grupos fosfato/sulfato no
comunmente descritas para rhEPO recombinante
expresada en CHO.

Sumario

El uso del 4-ABA como fluoréforo en reacciones de
aminacion reductivade N-glicanosliberados quimicao

Tabla 7. Andlisis por EM-MALDI y estructuras propuestas de los derivados 4-ABA de los
N-glicanos de rhEPO liberados por desglicosilaciéon enzimatica separados en columna de

intercambio i6nico y Amida 80 HPLC

Fracccion  Sub-fraccién Estructura propuesta como 4-ABA Masas moleculares
DEAE Amida-80 derivado promedios
Experimental | Calculada
DE-0 1 NA2F 1908.6 1908.8
2 NA3 2128.3 2128.0
3 NA3F 2274.4 22741
4 NA4F + LN 3003.9 3004.7
5 NA4+2LN 3222.1 3223.9
6 NA4F + LN + 3GN 3613.1 3614.4
6 NA4 + 2LN + 2GN 3633.4 3630.4
DE-1 1 Mono(N-acetil)Sa diantenario+F 2199.0 2200.0
2 Mono(N-acetil)Sa triantenario+F 2565.0 2565.4
3 Mono(N-acetil)Sa tetraantenario+F 2930.3 2930.7
4 Mono(N-acetil)Sa tetraantenario+F+LN 3295.5 3296.0
5 Mono(N-glicolil)sialilado A4F+2LN+GN 3874.6 3876.5
Mono(N-acetil)Sa
5 1etrau(nienurio)-i-F+LN +3GN 3903.4 3905.6
DE-2/3-a 1 Man5+80 (sulfato o fosfato) 1435.7 1436.2
2 Man5+80 (sulfato o fosfato)+F 1581.7 1582.3
2 Mané+80 (sulfato o fosfato) 1596.6 1598.3
3 Di(N-acetil)Sa tetraantenario+F 32221 3222.0
4 Di(N-glicolil)Sa tetraantenario+F 3251.3 3254.0
4 Di(N-acetil)Sa tetraantenario+F+LN 3610.0 3610.3
DE-2/3-b 1 Man5+80 (sulfato o fosfato) 1435.5 1436.2
2 Man5+80 (sulfato o fosfato) 1435.7 1436.2
2 Mané+80 (sulfato o fosfato) 1597.8 1598.3
3 Mané6+80 (sulfato o fosfato) 1598.1 1598.3
DE-2/3-c 1 Tri(N-acetil)Sa tetraantenario+F 3513.6 3513.3
DE-4 1 Tetra(N-acetil)Sa tetraantenario +F 3803.0 3804.5
Tetra(N-acetil)Sa
! 1e’rrqc(1n1enuri<3+F+O-aceti| 3846.0 3847.5
2 Tetra(di-N-acetil y di-N-glicolil)Sa 38315 3836.5

tetraantenario+F

Abreviaturas: F/Fucosa en el nicleo; GN/N-acetilglucosamina; LN/N-acetilactosamina;
Man5+80/oligomanésido Man5+80 unidades de masa; Man6+80/oligomanésido Man6+80 unidades de masa;
NA2/asialo-diantenario; NA3/asialo-triantenario; NA4/asialo-tetraantenario; Sa/sialilado

enziméticamente de glicoproteinas ya habia sido
descrito con anterioridad como buen agente derivatizante
debido alo sencillo desureacciony laaltasensibilidad
en sistemas de deteccion defluorescencia. Laaplicacion
de esta metodol ogia combinada con la espectrometria
de masas MALDI o ESI para la caracterizacion de
rhEPO expresada en células CHO y de I1gG sérica o
anticuerpos monoclonales sirvié para comprobar su
efectividad como sistemade evaluacién de potenciales
bi of &rmacos para uso en humanosy como metodol ogia
complementariaen estudios basicos de Glicobiol ogia.
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