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DESCRIPCION
Analisis de glicanos mediante la derivatizacion de residuos de acido sialico

Campo de la invencién

[0001] La presente invencion se refiere a métodos de derivatizacion de acidos sialicos que pueden estar
presentes en fracciones de glicanos. Esto puede resultar Gtil para determinar los perfiles de glicosilacion de, por
ejemplo, glicoproteinas y glicolipidos, y para el uso de dichos métodos en andlisis clinicos, asi como en el
desarrollo y el control biolégico.

Antecedentes de la invencion

[0002] La glicosilacién es una modificacion postraduccional comun que provoca efectos significativos en las
caracteristicas de las proteinas, como la solubilidad, el plegamiento y la actividad de union a receptores [1-3]. Un
numero cada vez mayor de enfermedades han mostrado asociacién con cambios en la glicosilacion, incluyendo
diversos tipos de cancer, enfermedades autoinmunes y congénitas [4-8]. Debido a esto, la obtencion de perfiles
de glicanos de proteinas individuales o muestras mas complejas como plasma pueden actuar como un
importante biomarcador clinico [9]. Ademas, se sabe que los glicanos afectan a la actividad, la estabilidad y la
inmunogenicidad de los biofarmacos, por lo que precisan una monitorizacién y un control minuciosos.

[0003] Una caracteristica importante de la glicosilacion es la presencia de acidos sialicos (como acido N-
acetilneuraminico y acido N-glicoliineuraminico) [12]. Estos monosacaridos han mostrado muchas funciones en
la comunicacion celular, interactian con tipos concretos de lectinas, y han sido relacionados con el cancer y la
formacion de metastasis. En el caso de la glicosilacion humana, los acidos sialicos se pueden unir a una
galactosa terminal mediante enlace glicosidico a2,6 o bien 02,3, mostrando, en consecuencia, distintas
funcionalidades. Los acidos N-acetilneuraminicos unidos a 02,3, por ejemplo, son necesarios especificamente
para la formacion de estructuras sialil Lewis X, que han demostrado ser indicativas de metastasis de diversos
tipos de cancer [16-19], mientras que los acidos sialicos unidos a 02,6 desempefian funciones en la inhibicién de
la galectina, promoviendo de este modo la supervivencia celular. A causa de la necesidad cada vez mayor de
analisis, el desarrollo de métodos de glicomica de alto rendimiento (HTP) resulta de gran interés.

[0004] Una técnica que resulta adecuada para los estudios de glicomica es la espectrometria de masas (MS)
mediante desorcion/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI) de tiempo de vuelo (TOF), ya que puede
proporcionar informacién rapidamente sobre la composicion, la secuencia y la ramificacion de estructuras de
glicanos [23]. Sin embargo, los acidos sialicos se unen a los glicanos mediante un enlace relativamente débil, lo
que provoca a menudo la pérdida del residuo mediante deterioro metastasico y en el origen durante las
respectivas fases de ionizacién y aceleracion en el espectrometro de masas. Ademas, las especias de glicanos
sialiladas tienden a mostrar una alta variabilidad en cuanto a la aduccion salina, derivando en mdltiples seales
para una unica composicion de glicanos. Asimismo, un grupo carboxilo como el presente en un acido sialico
facilita considerablemente la ionizacidon negativa mediante MALDI, generando una desviacion en la intensidad de
la sefial al comparar oligosacaridos acidos y neutros, lo cual impide la cuantificacion relativa de las mezclas de
muestras [24].

[0005] Un modo de mejorar la medicién de glicanos sialilados mediante MALDI-TOF-MS es la derivatizacion [25,
26]. En concreto, las modificaciones quimicas del grupo carboxilo del acido sialico puede prevenir en gran
medida el deterioro metastasico, y el producto de reaccion resultante se puede analizar mediante MALDI-TOF-
MS en modo positivo junto con los tipos no sialilados [24, 25, 27]. Resulta interesante que las condiciones de
reaccion desarrolladas permiten la derivatizaciéon de acidos sidlicos de manera dependiente al enlace,
derivatizando de manera diferencial acidos sialicos con enlace 02,3 (propensos a la formacion de lactonas) y
acidos sidlicos con enlace 02,6 (sometidos a otra modificacion quimica, como la esterificacion y la amidacion).
Los métodos descritos en la literatura implican la metil-esterificacion o (metil)amidacion, pero estas requieren
normalmente muestras de glicanos muy altamente purificadas, condiciones adversas o largos tiempos de
reaccion, y no muestran una completa especificidad de unién [28-30]. Al ser estos procesos informativos para el
analisis de oligosacaridos sialilados, su idoneidad para el analisis HTP de muestras complejas es limitada.

[0006] Uno de los objetos de la presente invencion es impedir y/o mitigar al menos uno de los inconvenientes
anteriormente mencionados.

Sumario de la invencién

[0007] La presente invencidon se basa en estudios llevados a cabo por los presentes inventores con el fin de
desarrollar métodos de derivatizacion de acido sialico adecuados para su uso con la medicion MALDI-TOF-MS
de glicanos sialilados.

[0008] En un primer aspecto, se proporciona un método para derivatizar los residuos sialicos presentes en
fracciones de glicanos, comprendiendo el método:

la reaccion, con pH 1,9 - 7,6, de una muestra biolégica o preparacion de glicano en una soluciéon alcohdlica,
comprendiendo un reactivo al menos una carbodiimida(s) y al menos un triazol o etilo 2-ciano-2-
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(hidroximino)acetato (Oxyma pure), con el fin de derivatizar cualquier residuo de acido sialico que pueda
encontrarse en las fracciones de glicanos presentes en la muestra biolégica.

[0009] Los inventores han observado que la derivatizacion se realiza mediante alquil-esterificacion y formacion
de lactonas de los residuos de acido sialico, observandose una amidacion escasa o nula. Normamente, se puede
observar menos de un 1 % de amidacién, como menos de un 0,5 %, o un 0,1 % de amidacién. Los inventores
han observado que la acetilacion de acidos sidlicos se puede evitar en condiciones de derivatizacion
seleccionadas. Por otro lado, la derivatizacion puede tener lugar tanto en acido N-acetilneuraminico como en
acido N-glicolilneuraminico, asi como en acidos sialicos unidos a residuos de N-acetilhexosamina, como la N-
acetilglucosamina.

[0010] La presente invencién puede permitir el analisis de los residuos de acido sialico derivatizados presentes
en las fracciones de glicanos mediante técnicas de espectrometria de masas, como técnicas de
desorcién/ionizacion laser asistida por matriz de tiempo de vuelo (MALDI-TOF) conocidas en la materia, como se
describira mas adelante en el presente documento. No obstante, la reaccién de derivatizacién puede permitir que
se lleven a cabo otros tipos de analisis. Por ejemplo, la reaccion de derivatizacion puede permitir la modificacion
de glicoconjugados y/u otras moléculas glicosiladas para modificar sus propiedades fisico-quimicas, incluyendo
el cambio de las posiciones de migracion en la electroforesis capilar en gel, o la liberacién en ensayos de union
de cromatografia.

[0011] Dicha al menos una carbodiimida puede ser N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DDC), o 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), por ejemplo, en su forma de hidrocloruro. Dicha al menos una
carbodiimida se puede proporcionar en solucién con una concentracion de entre 0,01 y 1 M, tal como 0,1-0,8 M,
normalmente, 0,25-0,75 M.

[0012] Entre los triazoles adecuados se incluye el hidroxibenzotriazol (HOBt), normalmente en una forma
hidratada, como el monohidrato que se puede proporcionar también en solucién con una concentracion de entre
0,1-1 M, como 0,2-0,8 M, normalmente, 0,25-0,75 M.

[0013] El reactivo puede comprender una Unica combinacion de carbodiimida y triazol/Oxyma pure, o se pueden
proporcionar mezclas que comprendan una o mas carbodiimida(s) junto con uno o mas triazol(es)/Oxyma pure.

[0014] Las combinaciones especialmente preferidas de componentes reactivos son DCC con HOBt, DCC con
Oxyma pure, EDC con HOBt y EDC con Oxyma pure. Una combinacion especialmente preferida es EDC y HOBt.

[0015] Normalmente, los componentes reactivos se proporcionan como una unica composicion de reactivo. Los
componentes reactivos se pueden proporcionar en una solucién alcohdlica, como metanol, etanol, (iso)propanol
o butanol. La solucién del reactivo en alcohol puede ser de 0,01 - 1 M, como 0,05- 0,8 M, 0,2 - 0,7 M, como 0,4 -
0,6 M, especialmente 0,5 M. De manera alternativa, los reactivos se pueden proporcionar inicialmente en una
forma liofilizada que esté reconstituida con la muestra y el alcohol apropiado.

[0016] Normalmente, el contenido de alcohol para la reaccién de derivatizacion del acido sidlico sera de entre 50
% y 99 %, como de 70 % a 96 %, especialmente 95 % v/v.

[0017] Los inventores han observado que la eleccién del alcohol puede afectar al grado y al tipo de derivatizacion
que se produzca. En algunas formas de realizacion, el alcohol preferido es metanol o etanol y, en una forma de
realizacion especialmente preferida, el alcohol es etanol.

[0018] Preferiblemente, la reaccion puede llevarse a cabo en condiciones acidas o neutras (por ejemplo, de pH
1,9 a pH 7,6). Esto se puede conseguir afiadiendo un acido. Como el acido trifluoroacético (TFA), por ejemplo,
TFA al 0,1 % - 0,4 %. Los inventores han observado que las condiciones acidas pueden reducir o minimizar los
productos secundarios no deseados.

[0019] De hecho, los presentes inventores han observado que el uso de condiciones acidas puede servir para
minimizar los productos secundarios observados utilizando el ya conocido agente de derivatizacion cloruro de 4-
(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (DMT-MM), sobre todo cuando se utilicen muestras no puras.

[0020] La presente invencion da a conocer también un método de derivatizacion residuos de acido sialico
presentes en fracciones de glicanos, comprendiendo el método:

la reaccion de una muestra biolégica o preparacion de glicano con DMT-MM en condiciones acidas; con el fin de
derivatizar cualquier residuo de acido sialico que pueda encontrarse en las fracciones de glicanos presentes en
la muestra biolégica.

[0021] Preferiblemente, las condiciones acidas se proporcionan mediante la adicion de TFA en la reaccién, como
TFA al 0,1 % - 0,4 %, normalmente TFA al 0,2 %.

[0022] La presente invencidon se puede llevar a cabo en muestras purificadas o no puras. Por ejemplo, los
presentes inventores han sido capaces de derivatizar glicanos sialilados a partir de muestras de plasma y
fibrindgeno que han sido digeridas enzimaticamente para poner a disposicion de la reaccion cualquier glicano.
Una enzima adecuada para su uso en la liberacion de oligosacaridos ligados al N es una endoglicosidasa, como
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PNGase F. Ventajosamente, los presentes inventores han sido capaces de llevar a cabo las reacciones de
derivatizacion de la presente invencion sin la necesidad de purificacion tras la reaccién enzimatica anteriormente
descrita, al contrario que en las técnicas descritas en el estado de la técnica que afirman que la purificacién de
glicanos de una muestra biolégica, como plasma, es necesaria antes de llevar a cabo la derivatizacion. Sin
pretender limitarse a la teoria, parece que la solucion alcohdlica en la que se proporciona(n) el/los reactivo(s)
puede ser capaz de precipitar proteinas y sustancias similares, lo cual puede interferir de otromodo en la
reaccion de derivatizacion.

[0023] Asi, en otro aspecto, la presente invencion proporciona un método de derivatizacion mediante residuos de
acido sialico presentes en fracciones de glicanos, comprendiendo el método:

el tratamiento de una muestra biolégica o preparacién de glicano, normalmente tratamiento enzimatico, para
liberar fracciones de glicanos presentes en la muestra; y la reaccion directa de la muestra biolégica tratada con
una solucioén alcohdlica que comprenda un reactivo que comprenda al menos una carbodiimida(s) y al menos un
triazol o etilo 2-ciano-2-(hidroximino)acetato (Oxyma pure); con el fin de derivatizar cualquier residuo de acido
sialico que pueda encontrarse en las fracciones de glicanos presentes en la muestra bioldgica.

[0024] Se entiende que el término «directo/a(s)», segun se ha utilizado anteriormente, se refiere a que la muestra
no se somete a una etapa de purificacion antes de que se lleve a cabo la reaccién de derivatizacién. No hace
referencia a un periodo de tiempo y, por lo tanto, no implica que la etapa de derivatizacion se deba llevar a cabo
de manera inmediata. Puede existir un periodo de espera entre la etapa de tratamiento y la etapa de
derivatizacion.

[0025] Opcionalmente, la solucién reactiva puede ser acida, segun se ha descrito anteriormente.

[0026] Se da a conocer ademas una solucién alcohdlica que comprende al menos una carbodiimida(s) y al
menos un triazol o etilo 2-ciano-2-(hidroximino)acetato (Oxyma pure) para su uso en la derivatizacion de residuos
de acido sialico presentes en fracciones de glicanos.

[0027] Se da a conocer también el uso de la solucién alcohdlica anterior para derivatizar residuos de acido sialico
presentes en fracciones de glicanos.

[0028] Los alcoholes y concentraciones preferidos, asi como los componentes de la solucion y sus
concentraciones, se han definido anteriormente en el presente documento.

[0029] Ventajosamente, las presentes reacciones de derivatizacion de la presente invencion se llevan a cabo en
una unica etapa vy, por lo tanto, se puede considerar como una reaccién «en un solo recipiente». La reaccion de
derivatizacion (en un solo recipiente) se puede llevar a cabo con cualquier temperatura de reaccién adecuada
durante cualquier duracién adecuada. Los tiempos de reaccion habituales son de aproximadamente 1 minuto a
aproximadamente 5 horas, como de aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 2 horas (por ejemplo, de
aproximadamente 15 minutos a aproximadamente 1 hora).

[0030] Las temperaturas de reaccion habituales son de aproximadamente 0 °C a aproximadamente 100 °C,
como de aproximadamente 10 °C a aproximadamente 80 °C (por ejemplo, de aproximadamente 30 °C a
aproximadamente 60 °C).

[0031] La invencion se puede realizar en cualquier preparacion de glicano que contenga, por ejemplo,
glicoproteinas, glicolipidos, glicoconjugados u otras moléculas glicosiladas. Normalmente, los glicanos se pueden
liberar a partir de moléculas que contengan glicanos contenidas en una muestra biolégica de interés, o pueden
permanecer adheridos a la fraccion o porcion de estas, tales como, por ejemplo, un péptido o fraccion lipidica. En
cualquier caso, dichas preparaciones se denominan preparacion de glicano. Entre los ejemplos de glicoproteinas
se incluyen las hormonas, como la eritropoyetina.

[0032] EI término «preparacion de glicano», segun se utiliza en el presente documento, hace referencia a un
conjunto de glicanos obtenidos conforme a un método de produccién concreto. En algunas formas de realizacion,
la preparacion de glicano hace referencia a un conjunto de glicanos obtenidos a partir de una preparacion de
glicoproteinas.

[0033] El término «muestra bioldgica», segun se utiliza en el presente documento, hace referencia a cualquier
muestra solida o fluida obtenida, excretada o secretada a partir de cualquier célula u organismo vivo, incluyendo,
entre otros, cultivo tisular, biorreactores, tejido humano o animal, plantas, frutas, verduras, microorganismos
unicelulares (como bacterias o levaduras) y organismos pluricelulares. Por ejemplo, una muestra biolégica puede
ser un fluido biologico obtenido a partir de, por ejemplo, sangre, plasma, suero, orina, bilis, liquido seminal,
liquido cefalorraquideo, humor acuoso o vitreo, o cualquier secrecion corporal, un trasudado, un exudado (por
ejemplo, fluido obtenido a partir de un absceso o cualquier otro sitio de infeccion o inflamacién), o fluido obtenido
de una articulacion (p. €j., una articulacion normal o una articulacion afectada por una enfermedad como una
artritis reumatoide, osteoartritis, gota o artritis séptica. Una muestra biolégica también puede ser, por ejemplo,
una muestra obtenida a partir de cualquier érgano o tejido (incluyendo una muestra de biopsia o autopsia), puede
comprender células (bien células primarias, bien células cultivadas), medio condicionado por cualquier célula,
tejido u drgano, cultivo tisular. La muestra biolégica se puede utilizar de manera directa, o puede haber sido
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sometida a una o mas etapas de purificacion o reaccion con el objetivo de aislar y/o aumentar la presencia de
glicoproteinas, glicolipidos, glicoconjugados, etc., concretos.

[0034] La glicoproteina puede ser una glicoproteina de superficie celular. Segin se utiliza en el presente
documento, el término «glicoproteina de superficie celular» hace referencia a una glicoproteina, donde al menos
una porcion de esta se encuentra en la superficie exterior de una célula. En algunas formas de realizacion, una
glicoproteina de superficie celular es una proteina que esta ubicada en la superficie celuar, de manera que al
menos una de las estructuras de glicano esté presente en la superficie exterior de la célula. En muchas formas
de realizacién de la descripcion, un glicano de superficie celular esta unido de manera covalente a un polipéptido
como parte de una glicoproteina de superficie celular. Un glicano de superficie celular también puede estar unido
a un lipido de membrana celular, y se denomina glicolipido.

[0035] El término «glicolipido», segun se utiliza en el presente documento, hace referencia a un lipido que
contiene una o varias fracciones de azucar unidas de manera covalente (esto es, glicanos).

[0036] La(s) fraccion(es) de azucar puede(n) estar presente(s) en forma de monosacaridos, disacaridos,
oligosacaridos y/o polisacaridos. La(s) fraccion(es) de azucar puede(n) comprender una Unica cadena no
ramificada de residuos de azlcar, o puede(n) constar de una o varias cadena(s) ramificada(s). En algunas
formas de realizacion de la descripcion, las fracciones de azucar pueden incluir grupos sulfato y/o fosfato. En
algunas formas de realizacion, las glicoproteinas contienen fracciones de azucar ligadas al O; en algunas formas
de realizacion, las glicoproteinas contienen fracciones de azucar ligadas al N, como pueden comprender los
expertos en la materia, la estructura peptidica comprende normalmente una cadena lineal de residuos de
aminoacidos. En algunas formas de realizacion, la estructura peptidica abarca la membrana celular, de manera
que comprende una porcion transmembranal y una porcidon extracelular. En algunas formas de realizacion, una
estructura peptidica de una glicoproteina que abarca la membrana celular comprende una porcién intracelular,
una porciéon transmembranal y una porcion extracelular. En algunas formas de realizacion, los métodos de la
presente descripcion comprenden la escision de una glicoproteina de superficie celular con una proteasa para
liberar la porcion extracelular de la glicoproteina, o una porcion de la misma, donde dicha exposicion no rompe
de manera sustancial la membrana celular. La(s) fraccidon(es) de azucar puede(n) estar presente(s) en forma de
monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos y/o polisacaridos. La(s) fraccion(es) de azdcar puede(n) comprender
una Unica cadena no ramificada de residuos de azucar, o puede(n) comprender una o varias cadena(s)
ramificada(s). En algunas formas de realizacion de la descripcion, las fracciones de azucar pueden incluir grupos
sulfato y/o fosfato. De manera alternativa, o adicionalmente, las fracciones de azucar pueden incluir acetil, glicolil,
propil u otras modificaciones alquilicas. En algunas formas de realizacion, las glicoproteinas contienen fracciones
de azucar ligadas al O; en algunas formas de realizacion, las glicoproteinas contienen fracciones de azucar
ligadas al N. En algunas formas de realizacion, los métodos descritos en el presente documento comprenden
una etapa de analisis de cualquiera o la totalidad de las glicoproteinas de superficie celular, fragmentos liberados
(p. €j., glicopéptidos) de glicoproteinas de superficie celular, glicanos de superficie celular unidos a glicoproteinas
de superficie celular, estructuras peptidicas de glicoproteinas de superficie celular, fragmentos de dichas
glicoproteinas, glicanos y/o estructuras peptidicas, y combinaciones de estos.

[0037] EI término «glicoconjugado», segun se utiliza en el presente documento, abarca todas las moléculas en
las que al menos una fracciéon de azucar esta ligada de manera covalente a al menos otra fraccion. El término
abarca especificamente todas las biomoléculas con fracciones de azlcar ligadas de manera covalente,
incluyendo, por ejemplo, glicoproteinas ligadas al N, glicoproteinas ligadas al O, glicolipidos, proteoglicanos, etc.

[0038] La presente invencion esta relacionada con la estabilizacion de acido sialico con enlace especifico de
glicanos y con su andlisis. El término «acido sialico», segun se utiliza en el presente documento, es un término
genérico para los derivados con N u O sustituido de acido neuraminico, un monosacarido de nueve carbonos. El
grupo amino de acido neuraminico presenta normalmente un grupo acetilo o glicolilo en un acido sialico. Los
sustituyentes hidroxilos presentes en el acido sialico se pueden modificar mediante acetilacion, metilacion,
sulfatacion y fosforilacion. El acido sialico predominante es el acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac). Los acidos
sialicos aportan una carga negativa a los glicanos, ya que el grupo carboxilo tiende a disociar un proton con pH
fisiolégico. A continuacion, se muestran ejemplos de acidos sialicos desprotonados:

CH,OH
CHOH o CH,OH
COy
HOHC CHOH o
COy
o OH HOHC
K

HO'
HoN
HO'

acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac; izquierda) y acido neuraminico (Neu; derecha)
5
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[0039] Se pueden utilizar métodos de la presente invencidon para analizar glicanos en una gran variedad de
estados, incluyendo, por ejemplo, glicanos libres, glicoconjugados (por ejemplo, glicopéptidos, glicolipidos,
proteoglicanos, etc.), o células o componentes celulares, etc.

[0040] Asimismo, puede resultar deseable marcar las fracciones de glicanos presentes en la muestra bioldgica o
preparacion de glicano utilizando técnicas conocidas para los expertos en la materia. Por ejemplo, el extremo
reductor de una fraccion de azucar se puede marcar faciimente, por ejemplo, con un is6topo de marcado
radiactivo o no radiactivo, o con una marca fluorescente o luminiscente. Por ejemplo, dichos agentes de marcado
se pueden utilizar para marcar el glicano mediante la reaccién del grupo con funcién amina del agente de
marcado con el extremo reductor del N-glicano (-CHO) mediante aminacion reductora. Un experto en la materia
podraapreciar que se puede emplear una amplia variedad de condiciones de reaccién para potenciar esta
reaccion de aminacion reductora, y porlo tanto, se contempla una gran variedad de condiciones de reaccion;
véase, por lo general, March 's Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms, and Structure, M. B. Smith
y J. March, 5.2 edicién, John Wiley & Sons, 2001, y Comprehensive Organic Transformations, R.C. Larock, 22
edicién, John Wiley & Sons, 1999. Entre las condiciones adecuadas de aminacion reductora se incluye la
aportacion de un agente reductor, como NaCNBHj3, 2-picolina borano o NaBH(OACc)s, y el mantenimiento de un
pH acido a ligeramente acido de la mezcla de reaccidon. Se espera que dicho marcado, en caso de que sea
necesario, tendra lugar antes de la derivatizacion del acido sialico, aunque también podria tener lugar tras la
reaccion de derivatizacion.

[0041] Los glicanos sialilados derivatizados y opcionalmente marcados se pueden purificar convenientemente
tras la derivatizacion y/o el marcado. Se puede utilizar cualquier técnica de purificacion adecuada. En una forma
de realizacion de la invencion, los glicanos sialilados derivatizados y opcionalmente marcados se pueden
purificar mediante cromatografia de interaccion hidrofilica (HILIC), extraccién en fase solida de carbono
grafitizado poroso (PGC-SPE), resinas de intercambio catidnico, extraccion liquido-liquido o una mezcla de los
anteriores.

[0042] En una forma de realizacion preferida, el al menos un glicano derivatizado y opcionalmente marcado
puede estar purificado mediante HILIC. Esto se puede llevar a cabo utilizando algodén hidréfilo u otro tipo de
algodén. En resumen, el al menos un glicano sialilado derivatizado y opcionalmente marcado se aplica en una
fase estacionaria que comprende algodon; la fase estacionaria se lava con un primer disolvente; y el al menos un
glicano sialilado derivatizado y opcionalmente marcado se eluye de la fase estacionaria con un segundo
disolvente. Normalmente, la muestra que comprende dicho al menos un glicano sialilado derivatizado y
opcionalmente marcado se mezcla con un disolvente organico; donde el disolvente organico comprende
acetonitrilo, metanol, etanol, propanol, isopropanol, butanol o tetrahidrofurano.

[0043] Preferiblemente, el disolvente organico es acetonitrilo a entre el 25 % y el 80 % v/v en alcohol; mas
preferiblemente, donde el disolvente organico es acetonitrilo a entre el 40 % y el 60 % v/v en alcohol; mas
preferiblemente, donde el disolvente organico es acetonitrilo al 50 % v/v en alcohol. Preferiblemente, la muestra
comprende una mezcla 1:1 con el disolvente organico.

[0044] EI primer disolvente para el lavado es una mezcla de disolvente que comprende agua, un disolvente
organico y un acido. Mas preferiblemente, el disolvente organico es acetonitrilo, metanol, etanol, propanal,
isopropanol, butanol o tetrahidrofurano, y el acido es acido trifluoroacético (TFA), acido férmico, acido acético,
acido pentafluoropropiénico o acido heptafluorobutirico. De manera conveniente, la primera mezcla de disolvente
descrita anteriormente comprende entre un 70 % y un 95 % v/v de disolvente organico y entre un 0,1 % y un 3 %
v/v de acido en agua. Preferiblemente, la mezcla de disolvente comprende entre un 80 % y un 90 % v/v de
disolvente organico y entre un 0,5 % y un 2 % v/v de acido en agua. Preferiblemente, la mezcla de disolvente
comprende un 85 % v/v de disolvente organico, normalmente acetonitrilo, y un 1% v/v de acido, normalmente
TFA, en agua.

[0045] Preferiblemente, el segundo disolvente comprende un disolvente polar. Mas preferiblemente, el disolvente
polar es agua, dimetilsulféxido o dimetilformamida. Opcionalmente, el segundo disolvente comprende un
disolvente mas polar que el primer disolvente.

[0046] Sin pretender limitarse a la teoria, se espera que el lavado elimine sales, péptidos no glicosilados, lipidos,
detergentes, exceso de marcas de extremo reductor, agentes reductores, reactivos activadores de acido sialico,
desnaturalizantes, proteinas desnaturalizadas, etc., de la fase estacionaria.

[0047] Preferiblemente, la fase estacionaria se mantiene en un recipiente de extremo abierto. El recipiente puede
estar abierto en un extremo o en ambos extremos. Preferiblemente, el recipiente esta abierto en ambos
extremos.

[0048] Opcionalmente, el recipiente de extremo abierto es una pipeta, una pipeta multicanal o una punta de
pipeta. De manera alternativa, el recipiente puede ser el pocillo de una placa multipocillo, tal como una placa de
96 o 384 pocillos.
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[0049] De manera conveniente, la etapa de purificacion se puede emplear para extraer dicho uno o varios
glicano(s) derivatizado(s) y opcionalmente marcado(s) con el fin de purificarlos lo suficiente para su posterior
analisis, por ejemplo, MALDI-TOF-MS.

[0050] Los residuos sialicos derivatizados resultan ser estables y las soluciones de reaccién, antes o después de
la purificacion posterior, se pueden almacenar durante un periodo de tiempo (por ejemplo, de 1 dia a unas
cuantas semanas) a desde 4 °C a 10 °C con anterioridad a cualquier analisis posterior que se lleve a cabo. Las
muestras de reaccién opcionalmente purificadas también se pueden secar, realizandose un analisis posterior en
las muestras reconstituidas.

[0051] El analisis posterior mediante técnicas de espectrometria de masas, especialmente el analisis MALDI-
TOF, es un aspecto especialmente caracteristico de la presente invencion. Asi, de acuerdo con la presente
invencion, en una forma de realizacion preferida, los métodos anteriormente descritos de la presente invencion
comprenden, ademas, la deteccion de los glicanos sialilados derivatizados y opcionalmente marcados mediante
analisis de espectrometria de masas, especiamente analisis MALDI-TOF, cromatografia liquida, cromatografia
en gas, electroforesis capilar, cromatografia de intercambio anidnico o una mezcla de los anteriores.

[0052] Los presentes inventores han observado que se puede facilitar el analisis mediante la adicion de Na+, por
ejemplo, en forma de NaOH, antes de someter a la muestra derivatizada al analisis MALDI-TOF. Normalmente,
se puede afnadir 0,1-10 mM, por ejemplo, 0,5-5 mM, especialmente 1 mM de transportador Na+, como NaOH, en
un material de matriz (concentracion de matriz de 0,1-20 mg/ml, por ejemplo, 1-10 mg/ml, normalmente 5 mg/ml)
en el que se ha anadido la muestra derivatizada.

[0053] Los inventores han observado también que las impurezas, las variaciones en la aduccion de sal, y las
variaciones en la cristalizacion de la matriz que pueden interferir en el analisis MALDI-TOF se pueden eliminar
llevando a cabo una etapa de recristalizacién en la muestra derivatizada antes de que la muestra se analice
mediante MALDI-TOF. Por ejemplo, se puede dejar secar una muestra de la muestra derivatizada purificada que
se vaya a analizar, y se puede afiadir un reactivo de recristalizacién, como etanol que contenga hasta un 5 % de
agua, en la muestra seca con el objetivo de permitir la recristalizacion y posterior purificacion de la muestra que
se vaya a analizar. Por ejemplo, el cristal inicial se puede formar mezclando la muestra con una solucién de
matriz y dejando secar la mezcla. La solucién de matriz es por ejemplo acido 2,5-dihidroxibenzoico (2,5-DHB) en
acetonitrilo al 50 % (ACN), una mezcla de sustancias de matriz como 9:1 2,5-DHB y acido 2-metoxi-5-
hidroxibenzoico, u otras matrices (microcristalinas) como 6-aza-2-tiotimina (ATT), 3-aminoquinilina (3AQ), 2,4,6-
trihidroxiacetofenona (THAP), acido 2-(4-hidroxifenilazo)benzoico (HABA) o un acido a-ciano-4-hidroxicinamico
(CHCA).

[0054] A raiz de lo anterior, se podra apreciar que la presente invencion se puede llevar a cabo de manera
manual, semiautomatica o totalmente automatica.

[0055] Los métodos de la presente exposicion se pueden utilizar para acelerar de manera significativa una o
varias etapas de desarrollo del proceso para la produccion de una glicoproteina de interés terapéutico o
relevante desde el punto de vista comercial. Algunos ejemplos no limitativos de dichas etapas de desarrollodel
proceso que se pueden mejorar utilizando métodos de la presente exposicion incluyen la seleccion celular, la
seleccion de clones, la optimizacion de medios, las condiciones de cultivo, las condiciones del proceso y/o el
proceso de purificacion. Los expertos en la materia seran conocedores de otras etapas de desarrollo del proceso
que se pueden mejorar.

[0056] Los productos de glicoproteinas terapéuticos representativos cuya produccion y/o calidad puede ser
monitorizada de acuerdo con la presente descripcion incluyen, por ejemplo, cualquiera de entre una variedad de
agentes hematoldgicos (incluyendo, por ejemplo, inmunoglobulinas, eritropoyetinas, factores de coagulacion
sanguinea, etc.), interferones, factores estimulantes de colonias, anticuerpos, enzimas y hormonas.

[0057] Los métodos se pueden utilizar también para monitorizar el alcance y/o el tipo de glicosilacién que tenga
lugar en un cultivo celular concreto, permitiendo asi el ajuste o posiblemente la finalizacion del cultivo para, por
ejemplo, lograr un patrén de glicosilacion concreto deseado o para evitar el desarrollo de un patron de
glicosilacion concreto no deseado. Los métodos se pueden emplear también para evaluar las caracteristicas de
glicosilacion de las células, por ejemplo, incluso antes de que las células o lineas celulares hayan sido
modificadas para producir la glicoproteina, o para producir la glicoproteina a un nivel relevante desde el punto de
vista comercial.

[0058] En algunas formas de realizacion de la descripcion, se conoce un patron deseado de glicosilacion para
una glicoproteina diana concreta, y la tecnologia descrita en el presente documento permite la monitorizacion de
muestras de cultivos para evaluar el progreso de la produccion a lo largo de una ruta conocida por producir el
patron de glicosilacion deseado. Por ejemplo, cuando la glicoproteina diana sea una glicoproteina terapéutica,
que haya sido sometida, por ejemplo, a una revision reguladora en uno o varios paises, sera a menudo deseable
monitorizar los cultivos para evaluar la probabilidad de que generen un producto con un patrén de glicosilacion
casi tan idéntico al patron de glicosilacion establecido del producto farmacéutico como sea posible, producido o
no exactamente por la misma ruta. Segun se utiliza en el presente documento, «casi tan idéntico» hace
referencia a un patron de glicosilacion que presenta al menos un 90 %, 95 %, 98 % o 99 % de correlacion con el
7
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patron de glicosilacion establecido del producto farmacéutico. En dichas formas de realizacion, las muestras del
cultivo de produccion se toman normalmente en varios momentos y se comparan con un estandar establecido o
con un cultivo control con el objetivo de evaluar la glicosilacion relativa.

[0059] Para mejorar la accesibilidad de la enzima al sitio de glicosilacion, la mayoria de proteinas necesitan una
etapa de desnaturalizacion proteica. Normalmente, esto se logra utilizando detergentes y agentes reductores de
disulfuros, aunque los métodos de desnaturalizacion de una glicoproteina para su uso de acuerdo con la
presente invencion no se limitan al uso de dichos agentes. Por ejemplo, la exposicion a altas temperaturas puede
ser suficiente para desnaturalizar una glicoproteina, de manera que una enzima adecuada para la escision de
estructuras de glicanos sea capaz de acceder al sitio de escision. En algunas formas de realizacion, se emplea
una combinacion de detergentes, agentes reductores de disulfuros, altas temperaturas y/u otros agentes de
condiciones de reaccion para desnaturalizar una glicoproteina. Cabe destacar que también es posible extraer
glicanos en una solucion diluida de hidréxido de amonio. Por consiguiente, el uso de PNGase F para escindir
glicanos a partir de glicoproteinas presenta la ventaja de que el hidroxido de amonio diluido puede facilitar,
ademas, la solubilidad y parte del plegamiento de los sustratos proteinicos. Por otro lado, los glicanos ligados al
N se pueden escindir a partir de una glicoproteina empleando métodos quimicos. Por ejemplo, se puede liberar
un glicano ligado al N mediante un tratamiento con hidrazina para proporcionar una hidrazida del N-glicano (esto
es, hidrazinolisis).

Descripcion detallada

[0060] A continuacion, se describira mas detalladamente la presente invencién con referencia a las figuras que
se representan.

La figura 1 muestra un espectro de MALDI-TOF-MS en modo de reflectron positivo (RP) tras la metil-
esterificacion de N-glicoma de plasma liberado de PNGase F. Las muestras se sometieron a reaccion
utilizando varias combinaciones de activador/reactivo y condiciones acidas en metanol. Se muestra el N-
glicano disialilado mas abundante presente en dicho espectro. La masa de 2273,804 Da corresponde a un
producto de reaccion completamente metil-esterificado [M+Na]*, mientras que las masas de 2281,770 Da y
2289,736 Da corresponden a especies que carecen de uno o dos grupos metilo con la formacién de sal de
sodio resultante ([M-H+2Na]* y [M-2H+3Na]"). Los productos de reaccion en 2258,804 Da indican amidacion
de carbonilo, mientras que 2241.777 Da indican un producto de reaccién lactonizado. Se seleccioné EDC +
HOBt como la mas prometedora en funciéon de la integridad de la modificacion y la falta de reacciones
secundarias, sin necesidad de acido. Se utilizan simbolos a lo largo del documento para indicar los residuos
monosacaridos ducosa (triangulo), galactosa (circulo claro), manosa (circulo oscuro), N-acetilglucosamina
(cuadrado) y acido N-acetilneuraminico (rombo), mientras que los picos metastasicos se sefialan con un
asterisco. En el caso de enlaces conocidos de acido sidlico, 02,3 se indica con un angulo recto izquierdo y
a2,6 con un angulo recto. No se evaluaron enlaces de otros residuos, y las composiciones, asi como los
esquemas estructurales, se muestran basandose en la literatura [35, 37, 38].

La figura 2 muestra espectros de MALDI-TOF-MS RP tras la etil-esterificacion de N-glicoma de plasma con
EDC + HOBt utilizando metanol, etanol, isopropanol y n-butanol como disolventes y donador alquilo. Se
muestran composiciones trisialiladas con diversos tipos de enlacs de acido sialico. Las especies de glicanos
muestran lactonizacion y esterificacion mediante metanol (32,026 Da), etanol (46,042 Da), propanol (60,058
Da) y butanol (32,026 Da). Todos los alcoholes han demostrado ser un donador de grupo alquilo para la
derivatizacion de acido sidlico especifico del enlace, mientras que el metanol y el etanol muestran la eficacia
de reaccion menos optimizada. Las proporciones relativas de las sefiales lactonizadas y alquil-esterificadas,
sin embargo, difieren por alcohol.

La figura 3 muestra un triple analisis de estandares oligosacaridos con enlace especifico de acido sialico
(sialilactosa con acido sialico ligado a a2,3 o 02,6) tras la alquilacion de EDC + HOBt en metanol o bien
etanol a diversas temperaturas. En el grafico se muestran las intensidades relativas medias de los productos
de reaccion lactonizados y esterificados, con las barras de error indicando la desviacion tipica. Los acidos
sialicos ligados a 2,6 parecen formar preferiblemente un éster tanto con metanol como con etanol a todas las
temperaturas. Sin embargo, la reaccion de acidos sialicos ligados a 2,3 muestra un efecto dependiente de la
temperatura, como maximo 93,6 % (SD + 0,9 %) del producto lactonizado deseado formado a 4 °C. El uso de
etanol como donador alquilo, por otra parte, muestra de media un 97,7 % (SD % 0,9 %) de lactonizacion en
todas las temperaturas, y, por consiguiente, resulta mas adecuado para separar los acidos sialicos ligados a
a2,3y a2,6.

La figura 4 muestra espectros de MALDI-TOF-MS RP de 3'-sialilactosa y 6'-sialilactosa cuando se ha alquil-
esterificado durante 1 h a 37 °C con EDC + HOBt en metanol o etanol. El producto de reaccién lactonizado es
visible a 638,190 Da [M+Na]+, siendo las masas esterificadas de 670,217 y 684,232 Da, respectivamente, en
el caso del metanol y el etanol. En ningun caso se pudo observar la masa de 678,183 Da, que indicaria una
subalquilaciéon. La reaccién en etanol muestra la especificidad mas elevada al enlace de acido sialico,
apareciendo Unicamente cantidades minimas de productos de reaccién no deseados.
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La figura 5 muestra N-glicanos de fibrinégeno liberados segun lo estudiado mediante A) MALDI-TOF-MS RP
tras 1 h a 37 °C con EDC + HOBt en etil-esterificacion, y B) marcado 2-AA y HILIC UHPLC con deteccion
fluorescente. C) el triple analisis y la cuantificacion relativa de las estructuras monosialiladas y disialiladas
muestra unas intensidades de sefial relativas muy comparables entre los analisis MALDI-TOF-MS y UHPLC.
Las abreviaturas utiizadas en el presente documento son: hexosa (H), N-acetilhexosamina (N), fucosa (F) y
acido N-acetilneuraminico con enlace no especificado (S), enlace a2,3 indicado por lactonizacion (L) o enlace
a2,6 indicado por esterificacion (E). Los numeros representados indican el nimero de residuos. Las barras de
error muestran la desviacion tipica.

La figura 6 muestra un espectro de MALDI-TOF-MS RP tras aplicar el protocolo de etil-esterificacion
EDC+HOBt a 37 °C durante 1 h para el analisis de N-glicomas de plasma. A) Vista general del espectro
completo que muestra las intensidades relativas de 1000 Da a 5000 Da. B) Espectro de rango intermedio de
3200 Da a 3800 Da. C) Espectro de rango alto de 3800 a 5000 Da que muestras las masas derivables de
glicanos de hasta 4727,640 Da. A pesar de que la precision de las masas posibilita la mayoria de
asignaciones de composicion, las estructuras representadas se basan en la literatura y pueden no reflejar la
muestra real.

La figura 7 muestra un ensayo de reproducibilidad de 1 h a 37 °C con EDC + HOBt y etil-esterificacion. Se
liberaron de manera independiente 24 muestras originadas en una reserva de plasma tipica mediante
PNGase F, se etil-esterificaron, se purificaron mediante HILIC SPE, se cristalizaron con matriz, se
recristalizaron con etanol y se analizaron mediante MALDI-TOF-MS RP. El experimento se realizé tres veces
en dias separados, indicado como experimento 1-3. El grafico muestra las intensidades relativas medias
observadas (normalizadas a la suma de intensidades), con las barras de error para la desviacion tipica. A)
Perfil relativo de los 20 N-glicanos mas abundantes en el plasma humano segun lo observado tras la etil-
esterificacion. B) Perfil relativo del rango de N-glicanos observables tras la etil-esterificacion.

La figura 8 muestra espectros de MALDI-TOF-MS RP tras aplicar el protocolo de etil-esterificacion
EDC+HOBt a 37 °C durante 1 h en A) el estandar glicano ADF marcado con 2-AB (N-glicanos biantenarios
fucosilados) y B) estandar glicano A3 marcado con 2-AB (N-glicanos triantenarios con acidos sidlicos unidos
tanto a a2,3 como a 02,6).

La figura 9 muestra espectros de MALDI-TOF-MS RP de glicopéptidos tripticos de IgG A) sin derivatizacion,
B) tras 1 h de incubacion a 37 °C con EDC+HOBt en etanol, y C) tras 1 h de incubacién a 4 °C con
EDC+HOBt en metanol. Las sefiales 1gG2/3 (secuencia peptidica = EEQFNSTFR) se muestran entre
paréntesis, las sefiales IgG1 (secuencia peptidica = EEQYNSTYR) sin paréntesis, mientras que las sefnales
IgG4 (secuencia peptidica = EEQFNSTYR) no se han indicado debido a su baja intensidad relativa. Los
glicopéptidos sialilados muestran Unicamente una pequefia sefial cuando se analizan de manera nativa, con
los picos metastasicos (representados con un signo de suma) indicando la inestabilidad y pérdida de acidos
sialicos. Estos picos metastasicos ya no se observan ni en las condiciones de etanol ni en las de metanol, y
las especies sialiladas se pueden observar junto con las variantes no sialiladas. Las sefiales para las
condiciones de esterificacion B y C se originan a partir de una lactonizacion y dos esterificaciones en el
péptido (+ 38,05 Da para la etil-esterificacion, y +10,02 Da para la metil-esterificacion), con una esterificacion
adicional por acido sialico ligado a a2,6 (+28,03 y +14,02 Da, respectivamente). Se puede observar un
producto secundario tanto para las condiciones de etil-esterificacion como para las de metil-esterificacion,
donde una esterificacion haya sido sustituida por una lactonizacion (-46,04 Da y -32,03 Da, respectivamente,
indicados mediante un asterisco), que es menor para la condicién de metil-esterificacion.

La figura 10 muestra espectros de MALDI-TOF-MS RP de A) N-glicosilacion de fetuina bovina tras la etil-
esterificacion, y B) la fragmentacion de las especies de glicanos a m/z 3213,147 [M+Na]+, lo que reveld la
presencia de un acido N-acetilneuraminico etil-esterificado en una de las N-acetilglucosaminas antenarias.

La figura 11 muestra un espectro de MALDI-TOF-MS RP de la N-glicosilacion plasmatica de la cepa C57BL6
de ratén tras la etil-esterificacion. Junto a los residuos de acido N-acetilneuraminico etil-esterificados y
lactonizados, las sefiales observados indican la presencia y derivatizacién de acidos N-glicoliineuraminicos
ligados a a2,3 y a 02,6. Mientras que los acidos N-glicoliineuraminicos no modificados presentan un
incremento de masa de 307,09 Da (no detectado), las variantes lactonizadas y etil-esterificadas presentan
incrementos de masa de 289,08 Da y 335,12 Da, respectivamente. Ademas, se pudo observar la presencia
de glicanos O-acetilados (m/z 2375,85 y m/z 2521,90). El asterisco indica una sefial que no es de glicano.

La figura 12 muestra perfiles de MALDI-TOF/TOF-MS/MS RP de dos sefiales de glicanos de la cepa
plasmatica CD57BL6 de raton tras la etil-esterificacion. A) Muestra la fragmentacion de una estructura
biantenaria que contiene tanto un acido N-glicolilneuraminico etil-esterificado (ligado a a2,6) como un acido
N-glicolilneuraminico lactonizado (ligado a a2,3). B) Muestra la fragmentacion de una estructura biantenaria
con dos acidos N-glicoliineuraminicos etil-esterificados, uno de los cuales esta O-acetilado.
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SECCION EXPERIMENTAL
Muestras

[0061] EI plasma recogido de veinte donantes humanos (plasma normal de control congelado Visucon-F, citrado
y tamponado con 0,02 M de HEPES) se obtuvo a través de Affinity Biologicals (Ancaster, Canada). La sal de
sodio de la 3'-sialilactosa (Neu5Ac(02,3)Gal(f1,4)Glc) y la sal de sodio de la 6'-sialilactosa
(NeubAc(a2,6)Gal(B1,4)GlIc), ambas con purezas superiores al 98 %, se adquirieron a través de Carbosynth
(Compton, R. U.). Tanto la 3'-sialilactosa como la 6'-sialilactosa se disolvieron a una concentracion de 100 mg/ml
en agua Milli-Q. El fibrinégeno de plasma humano se adquirié a través de Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania), y
se incubd durante 4,5 h a 37 °C en 1x PBS, dando como resultado una solucién de fibrinogeno de 24,12 mg/ml.

Sustancias quimicas, reactivos y enzimas

[0062] EI agua Milli-Q (MQ) utilizada en el presente estudio se genero6 a partir de un sistema Millipore Q-Gard 2
mantenido a <18 MQ. El metanol, etanol, 2-propanol, 1-butanol, acido trifluoroacético (TFA), acido acético glacial,
dodecilsulfato de sodio (SDS), disodio hidrégeno fosfato dihidrato (Na2HPO4-2H20), potasio dihidrégeno fosfato
(KH2PO4) y cloruro de sodio (NaCl) se adquirieron a través de Merck (Darmstadt, Alemania). La N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), hidroxibenzotriazol (HOBt) hydrato, acido 2-aminobenzoico (2-AA), 2-picolina
borano (2-PB), dimetilsulfoxido (DMSO), hidroxido de sodio al 50 % (NaOH), acido férmico al 98 % (FA),
hidréxido de amonio al 25 % en agua (NH4OH) y Nonidet P-40 (NP-40) se obtuvieron a través de Sigma-Aldrich
Chemie (Steinheim, Alemania), mientras que la 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) hidrocloruro y el
etil-2-ciano-2(hidroxiimino)acetato (nombre comercial, Oxyma Pure) se obtuvo a través de Fluorochem (Hadfield,
R. U.). Entre los componentes adicionals utilizados para este estudio se incluye el péptido-N-glicosidasa F
recombinante (PNGase F) de Roche Diagnostics (Mannheim, Alemania), cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-
2-il)-4-metilmorfolino (DMT-MM) de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, EE. UU.), acido 2,5-dihidroxibenzoico
(2,5-DHB) de Bruker Daltonik (Bremen, Alemania) y acetonitriio HPLC SupraGradient (ACN) de Biosolve
(Valkenswaard, Paises Bajos).

Liberacién de N-glicanos

[0063] Los N-glicanos se liberaron de las muestras humanas de plasma y fibrindgeno segun se ha descrito
anteriormente. Se desnaturalizaron 10 pl de muestra afiadiendo 20 p de SDS al 2 % e incubandola durante 10
minutos a 60 °C. La etapa de liberacion se llevd a cabo posteriormente afiadiendo 20 ul de mezcla de liberacion
que contenia NP-40 al 2 % y 0,5 mU de PNGase F en 2,5x PBS (1x PBS preparado como MQ con 5,7 g/l de
Na2HPO4-2H20, 0,5 g/l de KH2PO4 y 8,5 g/l de NaCl), e incubando durante la noche a 37 °C.

Comparacion activador/reactivo

[0064] Se probo la idoneidad de varios reactivos y sus combinaciones con metil-esterificacion de acido sialico de
muestras de N-glicomas de plasma liberados de PNGase-F no purificados. Se disolvi6 DMT-MM (para fines
comparativos), HOBt, Oxyma Pure, DCC y EDC a 0,5 M en metanol, con y sin TFA al 0,2 %. Se afiadié 1 pl de N-
glicoma de plasma liberado (aproximadamente 14 ug de proteina plasmatica y la glicosilacion de esta) a 20 ul de
cada reactivo. Ademas, se afnadié 1 pl de N-glicoma de plasma liberado a 20 ul de metanol, que contenia las
combinaciones de reactivos DCC con HOBt, DCC con Oxyma Pure, EDC con HOBt o EDC con Oxyma Pure,
estando cada componente en una concentracion de 0,25 M, y cada condicién con y sin TFA al 0,2 %. Todas las
muestras se incubaron durante 1 h a 60 °C.

[0065] Se observo que las mezclas de reaccion no eran directamente compatibles con MALDI-TOF-MS, ya que
una mancha de 1 pl en una placa objetivo de Bruker Anchorchip no se secé completamente, con y sin matriz, y la
medicién de muestras preparadas de este modo no dio como resultado sefiales de analito perceptibles. Las
muestras tampoco respondieron a la coevaporacion con organicos volatiles (ACN, etanol, acetona) ni a la
aplicacién de presion de vacio. Debido a esto, se consideré necesaria una limpieza de la muestra para el
enriquecimiento y purificacion de los glicanos de la mezcla de reaccion, y se eligio HILIC SPE utilizando algodon
como fase estacionaria, segun se ha descrito anteriormente [32].

[0066] Los glicanos mostraron una retencién insuficiente en la fase estacionaria con algodén al extraerlos
directamente de la mezcla de reaccion, produciendo una sefial de espectrometria de masas muy débil tras el
analisis. Por lo tanto, se afiadieron 20 pl de ACN y las muestras se incubaron durante 15 min a -20 °C antes de
proceder con el enriquecimiento del glicano y su analisis mediante MALDI-TOF-MS.

Comparacion de alcohol

[0067] La combinacion de 0,25 M de EDC y 0,25 M de HOBt se selecciond como la combinacion de reactivos
mas prometedora para la esterificacion de acidos sidlicos, y los alcoholes adicionals se analizaron junto con
metanol para su so como disolvente combinado y donador alquilo. Se disolvieron 0,25 M de EDC y 0,25 M de
HOBt en metanol, etanol, 2-propanol y 1-butanol, respectivamente. Se afadié 1 yl de N-glicoma plasmatico
liberado de PNGase F a 20 ul de cada condicién, y las muestras se incubaron durante 1 h a 60 °C. Tras esto, se
afiadieron 20 pl de ACN y las muestras se incubaron a -20 °C antes del enriquecimiento de glicanos y el analisis
mediante MALDI-TOF-MS.
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Especificidad de unién en a2,3-sialilactosa y a2,6-sialilactosa

[0068] La especificidad de unién de las condiciones de metanol y etanol de 0,25 M de EDC y 0,25 M de HOBt se
analizé utilizando estandares de oligosacaridos con una posicion de enlace de acido sialico conocida. Se afiadio
1 pl 100 mg/ml (100 ug) de a2,3-sialilactosa o a2,6-sialilactosa a 20 pl de metanol o etanol que contenia 0,25 M
de EDC y 0,25 M de HOBt. Las muestras se incubaron durante 1 h a 60 °C, 50 °C, 37 °C, 21 °C 0 4°C. A
continuacion, se afiadieron 20 yl de ACN y las muestras se incubaron durante 15 min a -20 °C antes de proceder
con el enriquecimiento de glicanos y el analisis mediante MALDI-TOF-MS.

Marcado de glicanos de fibrinbgeno

[0069] Se modificaron las alicuotas de N-glicanos liberados de PNGase F de fibrindgeno mediante etil-
esterificacion o marcado fluorescente del extremo reductor con 2-AA para permitir la comparacion entre MALDI-
TOF-MS y la cromatografia liquida de interacciéon hidrofilica (HILIC) y la cromatografia liquida de ultra alto
rendimiento (UHPLC) con deteccion fluorescente. Para la etil-esterificacion, las condiciones 6ptimas se
establecieron en experimentos anteriores. Se afiadié 1 yl de mezcla de liberacion de fibrindgeno (24,12 ug de
proteina) a 20 pl de 0,25 M EDC 0,25 M HOBt en etanol, y reaccion6 durante 1 h a 37 °C. Posteriormente, se
afiadieron 20 yl de ACN, y la mezcla se almacend a -20 °C durante 15 min antes del enriquecimiento de glicanos
y el analisis MALDI-TOF-MS.

[0070] En el caso de la HILIC-UHPLC, los N-glicanos liberados se marcaron con 2-AA, segun lo descrito
anteriormente. En resumen, se mezclaron 20 pl de fibrindgeno liberado de PNGase F con 10 ul de acido acético
glacial al 15 % de 2-AA (48 mg/ml) en DMSO, y 10 pl de 2-PB (107 mg/ml) en DMSO. La mezcla se incubd
durante 2 h a 65 °C y se diluyé a ACN al 75 % antes del analisis HILIC-UHPLC.

Pruebas de repetibilidad

[0071] Se determind la repetibilidad de las condicione establecidas de etil-esterificacion mediante multiples
analisis de la misma muestra en varios dias, realizando todas las tapas en una placa PCR de 96 pocillos (PP,
Platte, Greiner Bio-One), y se sellé para las etapas de incubacion con cinta adhesiva (Nutacon, Leimuiden,
Paises Bajos). Cada dia, se tomaron 24 muestras plasmaticas independientes del mismo plasma extraido, y se
desglicosilaron con PNGase F segun se ha descrito anteriormente. Se etil-esterifico 1 yl de cada muestra
liberada mediante su adicién a una nueva placa PCR que contenia 20 pl de 0,25 M HOBt y 0,25 M EDC en
etanol, y se incubd durante 1 h a 37 °C. Después de esto, se afiadieron 20 yl de ACN vy la placa se almacen¢ a -
20 °C durante 30 min. Las muestras se purificaron mediante HILIC SPE con algodén y se midieron mediante
MALDI-TOF-MS. El proceso completo se repitié dos veces en dias consecutivos con reactivos recién preparados
para establecer una variabilidad diaria.

Enriguecimiento de glicanos HILIC SPE

[0072] EI enriquecimiento de glicanos se llevd a cabo mediante HILIC SPE con algodén conforme a lo descrito
anteriormente [32], con unas cuantas modificaciones. Se dejoé que las muestras extraidas a -20 °C volvieran a
estar a temperatura ambiente antes de proceder. Se incorporaron 200 pg de algodon (HEMA, Paises Bajos) en
puntas de pipeta de 20 pl (Rainin Instrument, Oakland, EE. UU.), y después se acondicionaron pipeteando tres
veces un volumen de 20 yl de MQ, y se equilibraron tres veces con 20 yl de ACN al 85 %. A continuacion, la
muestra se cargd pipeteando 20 veces en la mezcla de reaccion. Para pipetear la muestra, se tuvo especial
cuidado en no incluir el precipitado, ya que la obstruccion de la punta haria mas dificil el proceso. La realizacion
del pipeteo en un angulo demostré ser un modo facil de impedir que el precipitado se viera afectado, y dio
excelentes resultados. Las puntas se lavaron tres veces con 20 yl de ACN al 85 % y TFA al 1 %, y tres veces con
20 pl de ACN al 85 %. La elucion posterior se realizé en 10 yl de MQ. En el caso de un formato de placa de 96
pocillos, se utilizé una pipeta de 12 canales para todas las etapas.

Medicién HILIC-UHPLC

[0073] La separacion y el analisis de N-glicanos marcados 2-AA se llevo a cabo utilizando HILIC-UHPLC con
deteccion fluorescente. Para ello, se utilizd un Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Breda, Paises
Bajos) con una columna de glicano de 1,7 um 2,1x100 mm Acquity UPLC BEH (Waters). La temperatura del
horno de columnas se ajusté a 60 °C y el caudal a 0,6 ml/min. Se utilizaron dos soluciones para la generacion del
gradiente, ACN como solucion A 'y 100 mM de formiato de amonio (preparado como FA tamponado a pH 4,4
mediante NH4OH) como solucion B. Las muestras se transfirieron utilizando un 75 % de solucion A
(correspondiendo siempre el porcentaje restante a la solucién B), y antes de la separacion, la columna se
enjuagd con un 85 % de A durante 10 min. El gradiente de flujo comenzd en 75 % de A y se redujo
progresivamente hasta 57 % de A en 45 min. A continuacion, se enjuagoé de nuevo la columna con un 40 % de A
durante 10 minutos y, posteriormente, 10 minutos de 85 % de A. Los cromatogramas registrados de deteccion de
fluorescencia se analizaron empleando Chromeleon version 7.1.2.1713 (Dionex).

MALDI-TOF-MS

[0074] Para el analisis MALDI-TOF-MS, 1 yl de muestra de glicano purificada mediante HILIC SPE con algodon
se colocd en una MTP objetivo AnchorChip 800/384 TF MALDI (Bruker Daltonik, Bremen, Alemania), se mezclo
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en la placa con 1 pl de 2,5-DHB (5 mg/ml) en ACN al 50 %, y se dejo secar. De este modo, los espectros de
MALDI-TOF-MS RP mostraron una proporcion cercana a 1:1 de los tipos [M+Na]+ and [M+K]+, complicando asi
el andlisis. La adicion de 1 mM de NaOH a la solucion matriz corrigié este prolema, mostrando casi
exclusivamente especies [M+Na]+.

[0075] Los cristales de matriz se homogeneizaron afiadiendo 0,2 ul de etanol, lo que provocé una rapida
recristalizacion, mejorando de este modo la reproducibilidad entre tomas y reduciendo la variabilidad de la
aduccidn salina. Debido a que la cristalizacién de la mancha se determiné en ultima instancia mediante la etapa
de recristalizacion, las muestras manchadas se podian dejar secar inicialmente al aire o secar rapidamente con
un flujo de nitrégeno sin diferencias apreciables en cuanto a los espectros.

[0076] El analisis se realizd mediante UltraFlextreme MALDI-TOF/TOF-MS (Bruker Daltonik, Bremen, Alemania)
en modo reflectrén de iones positivo (RP), utilizando Flexcontrol 3.4 version operativa 119. Antes de medir las
muestras, los espectros se calibraron en las masas conocidas de un estandar de calibracion de péptidos (Bruker
Daltonik, Bremen, Alemania). Todas las muestras se ionizaron mediante un laser smartbeam-Il, y se aceleraron
con 25 kV tras 140 ns de extraccion retrasada. Se utilizd una ventana de masas de m/z 100 a 1500 para el
analisis de a2,3-sialilactosa y a2,6-sialilactosa, y paralas muestras de N-glicano de fibrinégeno y plasma, una
ventana de m/z 1000 a 5000 con una supresion de hasta m/z 900. Para cada espectro, se acumularon 20000
disparos laser con una frecuencia laser de 2000 Hz, utilizando una ruta completa aleatoria de muestra con 200
disparos por marca rasterizada. Se utilizé una alta intensidad laser para la obtencién de perfiles de la muestra
para la ionizacion de mayores especies de glicanos, asegurandose de que las especies monoisotdpicas estaban
todavia claramente identificadas para todas las masas detectables.

[0077] La espectrometria de masas tandem se llevd a cabo en los picos mas abundantes en N-glicoma de
plasma humano, utilizando el modo LIFT positivo con disociacién inducida por laser.

Analisis de los datos de MALDI-TOF-MS

[0078] Mediante el uso de flexAnalisis v3.3 version operativa 65 (Bruker Daltonik), los espectros de MALDI-TOF-
MS adquiridos se recalibraron de manera interna utilizando diversas masas de calibracion. Las abreviaturas
empleadas para la notacion de glicanos son: hexosa (H), N-acetilhexosamina (N), fucosa (F) y acido N-
acetilneuraminico con enlace no especificado (S), y los nimeros anexos indican el numero de residuos. Las
masas se calcularon como [M+Na]+ para las composiciones de glicano H3N4F1, H4N4F1, H5N4F1, H5N4S1,
H5N4F1S1, H5N4S2, HBN5S3, HENSF 1S3 y H7N6S4, utilizando distintas masas de acido sialico en funcion de la
derivatizacion realizada. Para las muestras de fibrindgeno, se utilizaron Gnicamente las masas de H5N4S1 y
H5N4S2 para la calibracion, y para la sialilactosa se calcularon los valores de H2S1 para variantes de acido
sialico alquiladas y lactonizadas. Se seleccionaron las masas en los espectros utilizando un algoritmo centroide
mediante el uso de una ventana de masas de 0,5 Da, seguido por una calibracion cuadratica. Los espectros
recalibrados se exportaron como formato de texto y se analizaron posteriormente utilizando software
personalizado. En resumen, el andlisis se llevd a cabo como una extraccion de datos dirigida utilizando una lista
determinada de composiciones de glicano. Para cada composicién, se calculd la distribucion de is6topos, asi
como las masas adjuntas. Para cada isétopo dentro del 95 % del grupo de isétopos acumulativos, se sumaron
los valores de espectro en una ventana de masas de 1 Da. A continuacion, se sumé el ruido para una region de 1
Da con 1 Da menos que el grupo de isétopos, y se le resté a cada uno de los is6topos (dando como resultado
Unicamente el valor de sefial). Las proporciones de isétopos observadas se compararon con las calculadas para
evitar errores provocados por la superposicion, y posteriormente se sumaron los valores de is6topos para dar un
valor de composicion de glicanos. Se establecid la distribucion relativa de estos valores de glicanos para cada
espectro mediante la division de cada valor entre la suma de todos los valores. Se calcularon las medias y las
desviaciones tipicas de los repetidos experimentos.

Aislamiento de IgG

[0079] Se purificd IgG a partir de plasma de control sano mediante el empleo de perlas de Protein G Sepharose
(GE Healthcare, Uppsala, Suecia). Las perlas se lavaron tres veces con 1x PBS y se colocaron en una placa de
filtro de baja unién MultiScreen de 350 ul (Millipore, Amsterdam, Paises Bajos) (15 pl de perlas por pocillo), junto
con 150 pl de 1x PBS. Se afiadieron dos pl de plasma a las perlas en cada pocillo y se incubaron durante 1 h en
una plataforma de agitacion (600 RPM). Las perlas con IgG incorporadas se lavaron tres veces con 200 pl de 1x
PBS y tres veces con 200 ul de MQ utilizando un colector de vacio. Para la elucién, se afadieron 100 ul de 100
mM &cido férmico (Sigma-Aldrich) en MQ a las perlas y se recogi6 el eluyente. Posteriormente, el eluyente se
seco y se aclaré en 20 yl de 50 mM de bicarbonato de amonio (ABC) (Sigma-Aldrich). Las IgG aisladas se
almacenaron a -20 °C hasta su uso.

Digestion de IgG mediante tripsina

[0080] La digestion de las IgG aisladas se llevo a cabo mediante tripsina tratada con TPCK (Roche Diagnostics).
En cada pocillo (que contenia aproximadamente 20 ug de I1gG en 20 yl de 50 mM de ABC), se afafidieron 2 ug
de tripsina (1:10, enzima:proteina) y la placa se agité durante 10 min a 600 RPM. Tras confirmar que el pH se
situaba entre 6 y 10, la mezcla de digestion se incub6 durante la noche a 37 °C.
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Fetuina bovina

[0081] Se disolvié fetuina bovina a una concentracion de 10,9 mg/ml en 25 mM de ABC, de los que 10 pl se
sometieron a liberacion de PNGase F. Se llevd a cabo etil-esterificacion, HILIC-SPE con algoddn y analisis
MALDI-TOF-MS segun se ha descrito anteriormente (figura 10A). Se realizd MS/MS para mostrar la etil-
esterificacion y la discriminacion de acidos sialicos ligados a residuos de N-acetilglucosamina (figura 10B).

N-glicoma de plasma de ratén

[0082] El plasma agrupado tamponado con NaEDTA de la cepa de raton C57BL6 se adquirié a través de
Innovative Research (IMS-C57BL6-N, Novi, Michigan, EE. UU.). Se liberaron veinte ul de este plasma mediante
PNGase F, 1 ul de los cuales se etil-esterificaron, se enriquecieron con glicanos para la HILIC-SPE con algodon
y se analizaron. Se realizdé un MS/MS para mostrar la derivatizacion de los acidos N-glicolilneuraminicos ligados
a a2,3yaa2,6 en lactonas y ésteres de etilo (figura 12A), asi como la conservacion de la O-acetilacion del acido
sialico mediante la reaccion de etil-esterificacion (figura 12B).

RESULTADOS

[0083] Se desarrollo un sélido método MALDI-TOF-MS de alto rendimiento para obtener perfiles de N-glicanos
de plasma humano mediante la derivatizacion especificidad al enlace de residuos de acido sialico. Las
condiciones de reaccion se optimizaron para conseguir la etilacion de los residuos de acido sialico ligado a 2,6,
mientras que el acido sialico ligado a 2,3 se sometié a formacion de lactonas. Empezando por 10 ul de plasma
humano, se lograron perfiles de glicanos permitiendo la diferenciacion de 114 especies de glicanos (figura 6). El
desarrollo y la validacion del método se describen en las siguientes secciones.

Comparacion de distintos activadores/reactivos

[0084] Se compararon varios reactivos de acoplamiento junto con combinaciones de los mismos para determinar
la metil-esterificacion especificidad al enlace de residuos de acido sialico en mezclas de N-glicano impuras. El
plasma agrupado (10 pl) disponible en el mercado se sometid a un tratamiento con PNGase F para obtener una
muestra compleja con N-glicanos libres. EI N-glicoma de plasma contiene un gran nimero de composiciones de
N-glicano, incluyendo especies neutras y altamente sialiladas con diversos enlaces [34, 35], y, por consiguiente,
se trata de una muestra informativa para estudiar los efectos globales de métodos de modificacion de un acido
sialico. Todas las reacciones se llevaron a cabo directamente en la mezcla no purificada de liberacion de
PNGase F, empleando metanol como donador de metilo y como disolvente. Las muestras reaccionaron durante
1 h a 60 °C en reactivos de acoplamiento/activacion DMT-MM con metanol (con fines comparativos), DCC, EDC,
HOBt u Oxyma Pure, cada uno con y sin TFA al 0,2 %. Por otro lado, se probaron las combinaciones de
reactivos DCC + HOBt, DCC + Oxyma Pure, EDC + HOBt y EDC + Oxyma Pure, cada una con y sin TFA al 0,2
%. Durante la etapa de incubacién de 1 h, se formé precipitado blanco en el fondo de las muestras, provocando
la separacion entre los componentes solubles en metanol en la mezcla (incluyendo los glicanos y los reactivos de
acoplamiento), y las proteinas que contenian fracciones insolubles en metanol.

[0085] Se considerd necesaria una limpieza de la muestra para el enriquecimiento y purificacion de los glicanos
procedentes de la mezcla de reaccion, y se eligié HILIC SPE utilizando algodén como fase estacionaria, segun
se ha descrito anteriormente [32]. Una concentracion de entre el 25 % y el 75 % de ACN dio como resultado una
excelente retencion sin desviacion apreciable para los glicanos de masa grande y pequefia, y se escogio el valor
intermedio de 50 % de ACN. La mezcla 1:1 de la solucion alcohdlica procedente de la reacci6 y el ACN mostré
una formacién adicional de precipitado, por lo que las muestras se incubaron durante 15 min a -20 °C para
acelerar este proceso. Para realizar el HILIC SPE, se introdujeron 200 ug de algodon en puntas, se lavaron con
3x 20 pl de MQ y 3x 20 pl de ACN al 85 %, se cargaron con muestras mediante pipeteo 20x en la mezcla de
reaccion, se lavaron con 3x 20 pyl de ACN al 85 % y TFA al 1 %, 3x 20 pl de ACN al 85 %, y se eluyeron con 10 pl
de MQ. Fue necesario un pipeteo cuidadoso para impedir la obstruccion de las puntas.

[0086] A continuacion, se colocd 1 ul de las muestras purificadas en una placa MALDI AnchorChip y se
cocristalizaron con 1 yl de 2,5-DHB (5 mg/ml) como matriz. Para evitar la formacion de aductos de potasio, se
afiadi6 1 mM de NaOH a la solucién matriz, produciendo casi exclusivamente especies [M+Na]+. La
recristalizacion se llevd a cabo con 0,2 yl de etanol para reducir la variabilidad entre tomas, y para reducir
ademas la variedad de aduccion salina.

[0087] La efectividad de las diversas condiciones de reaccion se determiné teniendo en cuenta las masas de los
N-glicanos sialilados, especialmente H5N4S2, la composicion de glicano mas destacada en N-glicoma de plasma
(figura 1). El cambio de masa inducido por la metil-esterificacion deseada es de +14,016 Da por acido sialico,
dando como resultado una masa de 2273,804 Da [M+Na]+ para el N-glicano H5N4S2 de plasma completamente
esterificado mas destacado. Unicamente se observaron acidos sialicos no modificados en el modo RP cuando
estaban asociados a un sodio adicional (+21,982 Da por acido sialico), haciendo que las sefiales en 2281,770 y
2289,736 fueran indicadoras de reacciones incompletas. Ademas, se pudo observar la lactonizaciéon de uno de
los acidos sialicos, derivando en una pérdida de masa de 18,011 Da, dando como resultado una sefial a m/z
2241,777 [M+Na]+.
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[0088] Los reactivos DCC, EDC, HOBt y Oxyma Pure solos demostraron ser incapaces de modificar los acidos
sialicos, independientemente del acido que se utilizara durante la reaccion. DMT-MM mostré metil-esterificacion
de residuos de acido sialico, pero también generd un pico destacado en m/z 2240,792 (-33,012 Da con respecto
a la masa modificada previst, superponiéndose con el producto de lactonizacién), asi como amidacién de grupos
carboxilo (-0,984 Da). Estos productos secundarios se evitaron en gran medida mediante la adicion de TFA al 0,2
% en la reaccion, aunque unas condiciones muy acidas pueden derivar en la desialilacion parcial y en la pérdida
de otros sustituyentes volubles. Cada una de las combinaciones de reactivos DCC + HOBt, DCC + Oxyma Pure
and EDC + Oxyma pure mostré una considerable metil-esterificacién de los residuos de acido sialico, pero la
presencia de aductos de sodio indicé también que la conversion habia sido incompleta. Este hecho se corrigi6 en
gran medida, aunque no completamente, con condiciones acidas. EDC + HOBt parecié ser la combinacion de
reactivos mas prometedora, mostrando una completa conversion independientemente del acido utilizado, y, por
lo tanto, fue seleccionada para la posterior experimentacion.

Prueba de distintos alcoholes

[0089] EDC + HOBt se seleccion6 como la mezcla de reactivos mas prometedora para la esterificacion de acido
sialico, y se probaron diversos alcoholes posteriormente como una combinacién de agente de precipitacion y
donador alquilo. Empleando 20 pl de metanol, etanol, 2-propanol y 1-butanol, 1 yl de solucién de N-glicomas de
plasma reaccion6 durante 1 h a 60 °C. El 2-propanol y el 1-butanol disolvieron unicamente de manera parcial
EDC + HOBt a temperatura ambiente, por lo que se utilizé una suspensidon muy homogeneizada. La purificacion,
la colocacion y la medicion MALDI-TOF-MS RP se llevaron a cabo conforme a lo descrito anteriormente.

[0090] El analisis de las composiciones de glicanos sialilados mostré que todos los alcoholes eran donadores de
grupo alquilo para la esterificacion de acido sialico (figura 2). Se estudiaron como ejemplo las composiciones de
glicanos trisialilados HEN5S3 y H6N5F1S3. Las masas previstas tras la derivatizacion con metanol, etanol, 2-
propano y 1-butanol eran 2944,047, 2986,094, 3028,141 y 3070,188 Da para la composicion HEN5S3, y
3090,105, 3132,152, 3174,199 y 3216,246 Da para HBN5F1S3, respectivamente, todas visibles en los espectros
registrados. Ademas, se encontraron productos de lactonizacién en todos los espectros, con diferencias de masa
de 32,026, 46,042, 60,058 y 74,073 Da, pero las proporciones relativas de las sefales lactonizadas y alquil-
esterificadas diferian en lo que respecta al alcohol. El isopropanol mostré una gran variedad de productos de
reaccion ademas de las especies previstas, y tanto el isopropanol como el 1-butanol produjeron sefales
relativamente bajas paralos glicanos sialilados. Se seleccionaron el metanol y el etanol como los disolventes y
donadores de alcohol mas prometedores para la modificacion de acido sialico especifico al enlace, y se utilizaron
para el posterior desarrollo del método.

Obtencién de especificidad de unién

[0091] Se estudid la especificidad al enlace de EDC + HOBt junto con metanol y etanol utilizando estandares
oligosacaridos con un tipo conocido de enlace de 4&acido sidlico, a saber, 3'-sialilactosa
(Neu5Ac(a2,3)Gal(31,4)GIc) y 6'-sialilactosa (Neu5Ac(02,6)Gal(B1,4)GlIc), ambos con purezas superiores al 98
%. Para estudiar ademas el efecto de la temperatura en la especificidad al enlace, las muestras no solo
reaccionaron durante 1 h a 60 °C, sino también a 50 °C, 37 °C, 21 °C y 4 °C. La purificacion, la colocacion y las
mediciones MALDI-TOF-MS RP se realizaron conforme a lo descrito anteriormente.

[0092] La cuantificacion relativa se llevd a cabo entre los productos de reaccion lactonizados (638,190 Da en
todas las condiciones) y los productos metil-esterificados y etil-esterificados (670,217 y 684,232 Da
respectivamente) (figura 3). No se hallé producto de reaccion no modificado (678,183 Da), lo cual indica que
todos los acidos bien se esterificaron bien se lactonizaron. Los acidos sialicos ligados a 02,6 demostraron ser
muy susceptibles a la alquilacion, ya que tanto el metanol como el etanol generaron una esterificacion casi
completa (figura 4). No obstante, la lactonizacién de acidos sidlicos ligados a 02,3 en metanol mostré una
conversion dependiente de la temperatura, formandose una menor cantidad de reaccién secundaria
(esterificacion de metanol) a temperaturas mas bajas. Utilizando metanol, la lactonizacion correcta oscilaba entre
Unicamente un 53,9 % (SD + 1,5 %) a 60 °C y un 93,6 % (SD + 0,6 %) a 4 °C. No obstante, un entorno de etanol
mostré una preferencia mucho mayor por la lactonizacién de acido sialico ligado a 2,3, mostrando de media
unicamente un 2,3 % (SD £ 0,9 %) de reaccién secundaria (esterificacion de etanol) en todas las temperaturas.
Debido a la diferencia casi completa entre los productos de reaccion de 3'-sialilactosa y 6'-sialilactosa, el etanol
se seleccion6 como el mejor disolvente y donador para la modificacion de acido sialico especifico del enlace
mediante EDC + HOBt. Las condiciones de reaccion se ajustaron a 1 h a 37 °C para la experimentacion
posterior, con el fin de permitir una condicién de temperatura controlada de la que se pudiera disponer facilmente
en la mayoria de laboratorios.

[0093] También fue posible derivatizar y analizar especies que contenian acido N-glicolilneuraminico.

Estabilidad del acido sidlico

[0094] Las proporciones de glicanos H5N4S1 y H5N4S2 liberados de fibrinégeno se determinaron mediante

MALDI-TOF-MS tras la etil-esterificacion, y se compararon con HILIC-UHPLC tras el marcado 2-AA. El triple

analisis y la cuantificacion relativa de los glicanos monosialilados y disialilados mostraron unas sefiales muy

comparables, con una media de 65,3 % y 34,7 % (SD + 1,5 %) para MALDI-TOF-MS y 66,4 % y 33,6 % (SD %
14
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0,2 %) para las mediciones de UHPLC (figura 5). La desviacion tipica del método MALDI fue considerablemente
mayor que en el método UHPLC, pero aun asi presentaba un coeficiente de variacion (CV) de 4,3 % para el pico
mas pequefo, y 2,3 % para el mas grande. Las proporciones observadas son la proporcion de los glicanos mas
destacados monosialilados y disialilados biantenarios segun lo determinado mediante espectrometria de masas y
UHPLC de manera muy similar y en consonancia con la literatura (respectivamente, 61,94 % y 38,06 % de la
distribucion de N-glicanos sialilados de fibrindgeno) [36].

Reproducibilidad

[0095] La reproducibilidad del perfilado de N-glicomas de plasma humano empleando etil-esterificacion de EDC +
HOBt durante 1 h a 37 °C se demostré mediante multiples ensayos de repeticion en tres dias distintos. El plasma
agrupado se divididé en 24 muestras separadas, se liberaron los glicanos con PNGase F, se etil-esterificaron, se
purificaron mediante HILIC SPE con algodon y se analizaron mediante MALDI-TOF-MS RP. Las sefiales de los
glicanos se integraron, se normalizaron a la suma de intensidad y se calcularon las sefales relativas y las
desviaciones tipicas. Este protocolo se llevdé a cabo durante dos dias adicionales para tener en cuenta la
variacion diaria.

[0096] Los perfiles de plasma estudiados utilizando el protocolo de etil-esterificacion mostraron glicanos [M+Na]+
con una masa que oscilaba entre 1257,423 Da (H5N2) y 4727,640 Da (H10N9F1, con cuatro acidos sialicos
lactonizados (abreviados como L) indicando el enlace a2,3) (figura 6). En total, se pudieron detectar 217 grupos
de is6topos distintos en los espectros, 114 de los cuales se podian atribuir a composiciones de glicano dentro de
una desviacion de masa por debajo de 0,05 Da (desviacion de masa media de 0,012 Da), teniendo en cuenta
aproximadamente el 90 % del espectro total. Las sefiales que se encontraron con mas frecuencia que se podian
asignar a una masa de glicano nativa mostraron una masa que era 101,051 Da menor que los picos de glicano
destacados asociados, lo cual indicaba una posible fragmentacién entre anillos de 0,2 A en la N-
acetilglucosamina del extremo reductor.

[0097] El andlisis de repetibilidad para los 20 glicanos mas abundantes (responsables del 94 % de la distribucién
acumulativa de glicanos de un espectro) en 24 muestras independientes procedentes del mismo grupo de
plasma revelé una alta reproducibiidad en un grupo, asi como entre tres grupos preparados y medidos en
distintos dias. Los valores medios de intensidad relativa para el pico mas alto (H5N4 con dos acidos sialicos
esterificados (abreviados como E) indicando enlace a2,6 eran de aproximadamente 54,7 % (SD £ 2,3 %) en
todas las mediciones, con la CV media en torno al 3,8 % (figura 7A). El analisis de todas las masas de glicanos
muestra una reproducibiidad razonable incluso para los valores inferiores al 0,1 % de la distribucién acumulativa
(figura 7B).

Derivatizacion de N-glicanos marcados con extremo reductor

[0098] Para analizar las condiciones de etil-esterificacion para la derivatizacion de glicanos con extremo reductor
marcado, se adquirieron los estandares de glicanos A2F y A3 marcados con 2-aminobenzamida (2-AB) a través
de Ludger Ltd. (Abingdon, Reino Unido, nimeros de producto CAB-A2F-01 y CAB-A3-01), y se disolvieron a 5
MM en MQ. Se afadioé un yl de estos estandares disueltos a 20 pl de reactivo de etilacion, y se sometié a 1 h de
incubacion a 37 °C. Tras la adicion de 20 pl de ACN, los glicanos se recubrieron mediante HILIC-SPE con
algodon, y se estudiaron mediante MALDI-TOF-MS (figura 8).

[0099] Las asignaciones de espectrometria de masas de las composiciones de glicanos y enlaces de acido
sialico se realizan conforme a las asignaciones realizadas por el proveedor (perfilado HILIC HPLC, digestion de
exoglicosidasa). No se observaron sefiales que pudieran indicar reacciones secundarias debido al marcador 2-
AB en el extremo reductor del glicano ni productos de reaccion incompletos.

Digestién de Ig y comparacion de alcoholes para la derivatizacién de glicopéptidos

[0100] En funcién de la metodologia de glicanos liberados, se seleccionaron 0,25 M de EDC y 0,25 M de HOBt
como los activadores de acido carboxilico mas prometedores. Se utilizd tanto metanol como etanol como
donador alquilo y disovente para la reaccion de esterificacion. Para ambas condiciones, se incub61 pl de
digestion de 1gG en crudo con 20 pl de reactivo, y la incubacion se llevd a cabo durante 1 h a 37 °C (etil-
esterificacion) o durante 1 h a 4 °C (metil-esterificacion), condiciones que previamente se habia observado que
proporcionaban la especificidad al enlace mas elevada en productos de reaccion. A continuacion, se afiadieron
20 yl de ACN (50 %, v/v), los glicopéptidos modificados se enriquecieron a partir de las mezclas de reaccion
mediante HILIC con algododn, y se realizé el analisis mediante MALDI-TOF-MS (figura 9).

[0101] La presente invencion proporciona diversas ventajas con respecto a otras técnicas del estado de la
técnica para la derivatizacion y el analisis de glicanos sialilados. Por ejemplo, los reactivos que se han
desarrollado muestran una alta tolerancia a las impurezas de la muestra, lo que permite la derivatizacion de
acido sialico de muestras no enriquecidas. También existe una alta especificidad de la reaccién en relacion con
la esterificacion de acido sialico, con una resistencia significativa a la amidaciéon, sobrealquilacion y
subalquilacién, asi como a otras reacciones secundarias. Las condiciones de reacciéon suaves empleadas
impiden la pérdida de acidos sidlicos y otros grupos volubles. Por ejemplo, la acetilacion de acidos sialicos se
puede conservar tras la derivatizacion. Por lo tanto, la presente invencion se puede aplicar en la medicion del
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estado de acetilacion de las glicoproteinas. Esto puede resultar Gtil para el analisis de hormonas que se puedan
comercializar y/o ser ingeridas por sujetos y podria resultar util, por ejemplo, para la caracterizacion de farmacos
y/o el control del dopaje; por ejemplo, analizando la eritropoyetina.

[0102] Ademas, la velocidad y facilidad de uso del reactivo (simplemente afadir el reactivo y esperar 15-60 min),
su estabilidad (12 semanas a -20 °C), su baja toxicidad, su muy elevada especificidad al enlace entre acidos
sialicos ligados a 02,3 y a 02,6 y su compatibilidad con la limpieza de muestras HILIC son ventajas adicionales.

[0103] Por ultimo, los inventores han sido capaces de observar masas muy altas en el perfilado MALDI-TOF-MS
de N-glicoma de plasma liberado de PNGase F (hasta 4800 D) y una buena reproducibilidad en el modo
perfilado.
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REIVINDICACIONES

1. Método de derivatizacion mediante esterificacion alquilica de enlace especifico y formacion de lactonas de
residuos de acido sialico presentes en fracciones de glicanos, comprendiendo el método:

la reaccion, con pH 1,9 - 7,6, de una muestra biolégica o preparacion de glicano en una soluciéon alcohdlica,
comprendiendo un reactivo al menos una carbodiimida(s) y al menos un triazol o etilo 2-ciano-2-
(hidroximino)acetato (Oxyma pure), con el fin de derivatizar cualquier residuo de acido sialico que pueda
encontrarse en las fracciones de glicanos presentes en la muestra bioldgica.

2. Método segun la reivindicacion 1, donde dicha al menos una carbodiimida es N,N'-diciclohexilcarbodiimida
(DDC), o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), por ejemplo, en su forma de hidrocloruro.

3. Método segun las reivindicaciones 1 o 2, donde dicho triazol es hidroxibenzotriazol (HOBt) en una forma
hidratada.

4. Método segun la reivindicacion 3, donde HOBt es monohidrato.

5. Método segun cualquier reivindicacion anterior, donde el reactivo es una mezcla, como DCC con HOBt, DCC
con oxyma pure, EDC con HOBt y EDC con oxyma pure.

6. Método segun cualquier reivindicacion anterior, donde la solucion alcohdlica es metanol, etanol, (iso)propanol
o butanol.

7. Método segun cualquier reivindicacion anterior donde, cuando el método se lleva a cabo en condiciones
acidas, dichas condiciones acidas se proporcionan, por ejemplo, mediante la adicion de acido trifluoroacético
(TFA), como TFA al 0,1 % - 0,4 %.

8. Método segun cualquier reivindicacion anterior, donde el método se lleva a cabo en muestras puras o impuras,
opcionalmente donde la muestra impura es una muestra biolégica, como una muestra de plasma,
inmunoglobulina o fibrinégeno que haya sido sometida a una digestion enzimatica.

9. Método segun cualquier reivindicacion anterior, donde la fraccion de glicano, antes o después de la
derivatizacion, se marca, por ejemplo, con un is6topo de marcado radiactivo o no radiactivo, o un marcador
fluorescente o luminiscente.

10. Método segun cualquier reivindicacién anterior, donde los glicanos sialilados derivatizados y opcionalmente
marcados se purifican tras la derivatizacion y/o el marcado, por ejemplo, mediante cromatografia de interaccion
hidrofilica (HILIC), p. €j., algodon hidréfilo, extraccion en fase sélida de carbono grafitizado poroso (PGC-SPE),
resinas de intercambio catidnico, extraccion liquido-liquido o una mezcla de los anteriores.

11. Método segun cualquier reivindicacion anterior, comprendiendo, ademas, el analisis de los residuos de acido
sialico derivatizados presentes en las fracciones de glicanos, por ejemplo, mediante una separacion adecuada y
la deteccion de acidos sialicos unidos de manera diferencial, por ejemplo, mediante una técnica de
espectrometria de masas, opcionalmente donde la técnica de espectrometria de masas es un analisis MALDI-
TOF, y opcionalmente se afiade Na+, por ejemplo, en forma de NaOH, a la muestra derivatizada antes de
someter a la muestra derivatizada al analisis MALDI-TOF.

12. Método segun la reivindicaciéon 11, donde la muestra derivatizada se somete a una etapa de recristalizacion
antes de que la muestra sea analizada mediante MALDI-TOF.

13. Método segun cualquier reivindicacion anterior para su uso en la deteccion y/o la determinacion de
acetilacion y/o sialilacion de acido sialico.

14. Método segun cualquier reivindicacion anterior para la derivatizacion de acidos sidlicos unidos a cualquier
monosacarido.

15. Método segun cualquier reivindicacion anterior para la derivatizacion de acidos sidlicos unidos a cualquier
otra fraccion que contenga acido sialico (por ejemplo, mediante enlace 02,8 a acido N-acetilneuraminico o acido
N-glicolilneuraminico), una hexosa (por ejemplo, mediante enlace 02,3 o enlace 02,6 a galactosa) o N-
acetilhexosamina (por ejemplo, mediante enlace a2,6 a N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina).
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