38

ProTeOMICA * NUMERO 1 * FEBRERO 2008

Analisis de las proteinas intactas Eritropoyetina y NESP mediante electroforesis
capilar acoplada a la espectrometria de masas con analizador de trampa
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Introduccion

La Eritropoyetina (EPO) y su analogo hipergli-
cosilado NESP (Novel Erythropoiesis Stimulating
Protein) son glicoproteinas ampliamente utilizadas
en el tratamiento de anemias derivadas de transtor-
nos diversos, aunque su popularidad deriva de su
uso ilegal en deportes de resistencia [1,2]. Su de-
terminacion y la caracterizacion de sus glicoformas
es de interés, tanto para asegurar la calidad de los
analogos sintéticos, como para detectar su uso frau-
dulento en determinadas disciplinas deportivas.

Material y métodos

El instrumento de electroforesis capilar utili-
zado ha sido HP®*® CE de Agilent Technologies,
empleandose capilares recubiertos con polimeros de
poliacrilamida derivarizada (UltraTol™ LN y HR de
Target Discovery)

Se ha utilizado un electrolito de separacion
consistente en una disolucion de &cido acético 2M
(pH<3). Los parametros éptimos de uso del espec-
trometro de masas (LC/MSD Trap SL de Agilent
Tecnologies), se han establecido por infusion directa
de glicoproteinas con diferente grado de glicosila-
cién. El acoplamiento se ha llevado a cabo mediante
una interfase con liquido auxiliar de isopropanol:
agua (1:1 (v/v)) con acido acético a concentracion
del 1%. Las proteinas estudiadas han sido EPO
humana recombinante (rHUEPO, Farmacopea Eu-
ropea) y NESP (Amgen Inc.).

Resultados

Con el objeto de evitar, en la medida de lo po-
sible, el efecto negativo que los azlcares de las gli-
coproteinas tienen en la respuesta del espectrémetro
de masas, se han optimizado los parametros de ope-
racion del analizador de trampa de iones utilizando
glicoproteinas con diferentes grados de glicosilacion
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Figura 1.Electroferograma correspondiente a rHUEPO

(transferrina, fetuina, alfa-glicoproteina &cida). Se
ha podido observar que el pardmetro que mas in-
fluencia presenta es el trap drive, relacionado con
la fuerza del campo de radiofrecuencia de la trampa
de iones que determina los valores de m/z que el
analizador atrapa.

Con estos parametros éptimos, se ha utilizado
una metodologia CE-ESI-IT-MS, para el andlisis de
rHUEPO y NESP y la caracterizacion de sus glico-
formas [3,4]. Los mejores resultados se han obte-
nido al utilizar un recubrimiento de poliacrilamida
derivatizada de caracteristicas neutras, con el que el
flujo electrosmético se suprime casi por completo
al emplear un electrolito de separacion &cido. La
Figura 1 muestra el electroferograma obtenido para
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el andlisis de rHUEPO, en el que se puede observar
la presencia de un cierto nimero de glicoformas. La
interaccion entre éstas y el recubrimiento del capilar
determina la resolucién obtenida en el andlisis.

Junto al electroferograma (Figura 1) se mues-
tra el espectro de masas de las glicoformas més
abundantes y su deconvolucién. La informacion que
proporciona el espectro de masas deconvolucionado
se ha utilizado para obtener el electroferograma de
iones extraidos, que se puede observar superpuesto
en la Figura 1.

En el caso de la NESP, su mayor grado de glico-
silacién provoca una interaccion mas fuerte con las
paredes del capilar, dificultando la caracterizacion
de sus glicoformas. Ademas, la eficacia y la resolu-
cion van disminuyendo con el namero de analisis,
sugiriendo la falta de estabilidad del recubrimiento
utilizado. El uso de otros recubrimientos mas esta-
bles, ha proporcionado resultados similares en la se-
paracion y caracterizacion de glicoformas de NESP
y rHUEPO. En el caso de esta glicoproteina, se ha
demostrado que, aunque el analizador de trampa
ibnica no es capaz de caracterizar completamente
el elevado numero de glicoformas de la rHUEPO,
proporciona suficiente informacién para caracterizar
las principales [3].
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Conclusiones

Se ha llevado a cabo la identificacion de las
principales glicoformas de una glicoproteina intacta
de considerable complejidad como es la rHUEPO,
mediante el uso de la electroforesis capilar con ca-
pilares recubiertos acoplada a un espectrometro de
masas de trampa idnica. Los resultados son menos
significativos en el caso de NESP debido a su mayor
grado de glicosilacion. En ambos casos, la optimiza-
cion correcta de los parametros del analizador es cri-
tica. La deteccion 6ptima de los analitos requiere el
uso de un electrolito de separacidn extremadamente
acido, con el consiguiente deterioro en la estabilidad
de los recubrimientos.
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en la biologia y la investigacion médica (Li et al.,
2003). En un trabajo anterior (Serrano et al. 2007)
describimos un método para llevar a cabo una iden-
tificacion y deteccion masivas de los cambios de
expresion en proteinas de membrana mitocondrial.

Introduccion

El anélisis de la expresion diferencial en pro-
teinas es fundamental para entender los procesos
biolégicos y juega cada vez mas un rol importante





