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Symbol / Number  

β-ME 2-mercaptoethanol 
1Ant Monoantennary 
2Ant Biantennary 
3Ant Triantennary 
  
A  

Ab Antibody 

ACN Acetonitrile 

ACPAs Anti-citrullinated protein antibodies 

ADCC Antibody-dependent cellular cytotoxicity 

Amino acids Amino acid Three letters 
code 

One letter 
code 

Alanine Ala A 
Arginine Arg R 
Asparagine Asn N 
Aspartic acid Asp D 
Cysteine Cys C 
Glutamic acid Glu E 
Glutamine Gln Q 
Glycine Gly G 
Histidine His H 
Isoleucine Ile I 
Leucine Leu L 
Lysine Lys K 
Methionine Met M 
Phenylalanine Phe F 
Proline Pro P 
Serine Ser S 
Threonine Thr T 
Tryptophan Trp W 
Tyrosine Tyr Y 
Valine Val V 

 

AN Aniline 
Ant Antenna 
APO-C3 Apolipoprotein C-III 
ATD Arrival time distribution 
  
B  
bAGP Bovine α-1-acid glycoprotein 
BGE Background electrolyte 
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C  
CA19-9 Cancer antigen 19-9 
CapLC  Capillary liquid chromatography 
CapLC-MS Capillary liquid chromatography mass spectrometry 
CapLC-TOF-MS Capillary liquid chromatography time-of-flight mass spectrometry 
CapZIC-HILIC-MS Capillary liquid chromatography with zwitterionic hydrophilic 

interaction mass spectrometry 
CapZIC-HILIC-MS/MS Capillary liquid chromatography with zwitterionic hydrophilic 

interaction tandem mass spectrometry 
CCS  Collision cross-section 
CDGs Congenital disorders of glycosylation 
CE  Capillary electrophoresis  
CE-ESI-MS Capillary electrophoresis electrospray ionization mass spectrometry 
CE-MS Capillary electrophoresis mass spectrometry 
CE-TOF-MS  Capillary electrophoresis time-of-flight mass spectrometry 
CFA Complete Freund’s adjuvant 
CFG Consortium for Functional Glycomics 
CHO Chinese hamster ovary cells 
ChrP Chronic pancreatitis 
CIA Collagen induced arthritis 
CID Collision induced dissociation 
Col-II Chicken collagen type II 
CZE Capillary zone electrophoresis 
  

D  
Da Dalton  
DTT Dithiothreitol 
  
E  
EIC Extracted ion chromatogram 
EIE Extracted ion electropherogram 
emPAI Exponentially modified protein abundance index 
EOF Electroosmotic flow 
EPO Human erythropoietin 
ESA Erythropoiesis-stimulating agent 
ESI Electrospray ionization 
ESI-MS Electrospray ionization mass spectrometry 
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F  
FAIMS Field asymmetric waveform ion mobility spectrometry 
FDA Food and drug administration 
FT-ICR Fourier transform ion cyclotron resonance 
  
G  

GRAVY Grand average of hydropathy 
GRIL Glycan reductive isotope-labelling 
  
H  
HAc Acetic acid 
hAGP (or AGP) Human α-1-acid glycoprotein 
HC Healthy control 
HCD Higher-energy collisional dissociation 
hEPO Human erythropoietin  
HFor Formic acid 
HILIC Hydrophilic interaction liquid chromatography 
HPLC High performance liquid chromatography 
HPLC-ESI-MS High performance liquid chromatography electrospray ionization 

mass spectrometry 
HPLC-MS High performance liquid chromatography mass spectrometry 
hTf Human transferrin 
  

I  

IAA Iodoacetamide 
IAC Immunoaffinity chromatography 
id Inner or internal diameter 
IEF Isoelectric focusing 
Ig Immunoglobulin 
IM Ion mobility 
IMAC Immobilized metal ion affinity chromatography 
IMS Ion mobility spectrometry 
IM-MS Ion mobility mass spectrometry 
iPrOH 2-propanol or isopropanol 
IT Ion trap 
ITP Isotachophoresis 
  

L  
LacNAc N-acetyllactosamine 
LC Liquid chromatography 
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LC-MS Liquid chromatography mass spectrometry 
LOD Limit of detection 
LT Total length 
LTQ Linear ion trap 
LV Latent variable 
  

M  
M or Mr Molecular mass 
me (µe) Electrophoretic mobility 
Mexp Experimental molecular mass 
Mglycan / Mglicano Glycan molecular mass 
Mpeptide / Mpéptido Peptide molecular mass 
Mtheo / Mteo Theoretical molecular mass 
MALDI Matrix-assisted laser desorption/ionization 
Monosaccharides Monosaccharide Abbreviation One letter 

code 
Galactose Gal H 
Glucose Glc H 
Mannose Man H 
Hexose Hex H 
N-acetylgalactosamine GalNAc N 
N-acetylglucosamine GlcNAc N 
N-acetylhexosamine HexNAc N 
Fucose Fuc F 
N-acetylneuraminic acid NeuAc S 
N-glycolylneuraminic acid NeuGc S 
Sialic acid or neuraminic acid SiA S 

 

MS Mass spectrometry 
MS/MS  Tandem mass spectrometry 
mTf Mouse transferrin 
MW Molecular weight 
m/z Mass-to-charge ratio 
  
N  
n Number of replicates 
nanoESI Nanoelectrospray ionization 
nanoESI-IM-MS Nanoelectrospray ionization ion mobility mass spectrometry 
nanoLC  Nano liquid chromatography 
NanoLC-MS/MS Nano liquid chromatography tandem mass spectrometry 
NaOH Sodium hydroxide 
NH4Ac Ammonium acetate 



Doctoral thesis Abbreviations and acronyms 
 

 
 

NH4OH Ammonium hydroxide 
  

O  
oa Orthogonal acceleration 
oa-TOF  Orthogonal acceleration time-of-flight mass analyzer 
od Outer diameter  
OVA Ovalbumin 
  
P  
PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 
PC Principal component 
PCA Principal component analysis 
PDAC Pancreatic ductal adenocarcinoma 
PGC Porous graphitic carbon 
pI Isoelectric point 
PLS Partial least squares 
PLS-DA Partial least squares discriminant analysis 
PNGase-F N-glycosidase F 
ppm Part per million 
PTM Posttranslational modification 
  

Q  
q Electric charge  
Q Quadrupole 
qTOF Hybrid quadrupole time-of-flight analyzer  
q/M Charge-to-mass ratio 
 

R 

 

RA Rheumatoid arthritis 
Rf Rheumatic factor 
rhEPO Recombinant human erythropoietin 
RP-LC Reversed phase liquid chromatography 
RSD (or %RSD) Relative standard deviation (%) 
R2 Regression coefficient 
  

S  

s Standard deviation 
SDS Sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
SLea Sialyl lewis A 
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SLex Sialyl lewis X 
SPE-CE On-line solid-phase extraction capillary electrophoresis 
SPE-CE-MS On-line solid-phase extraction capillary electrophoresis mass 

spectrometry 
S/N Signal-to noise ratio 
  
T  
Tf Transferrin 
TFA Trifluoroacetic acid 
TiO2 Titanium dioxide 
TiO2-SPE-CE-MS Solid phase extraction capillary electrophoresis with titanium dioxide 

sorbent mass spectrometry 
TOF Time-of-flight mass analyzer  
TOF-MS Time-of-flight mass spectrometry  
tR Retention time 
TWIMS Traveling wave ion mobility spectrometry 
  

V  

VIP Variable importance on projection 
  
W  

WH Wave height 
WT Wild-type 
WV Wave velocity 
  

Z 
z Electric charge 
ZIC-HILIC Zwitterionic hydrophilic interaction liquid chromatography 
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Protein glycosylation of proteins is the covalent addition of carbohydrates, also known as 

glycans, to the polypeptide core and it is a co- or posttranslational modification (PTM) 

mediated by enzymes. Protein glycosylation is considered the most frequent modification and 

it has been estimated that over half of the proteins in nature are glycosylated. Glycosylated 

proteins, commonly known as glycoproteins, play an important role in major biological 

processes, such as cell-cell interaction, signalling and protein folding, which are mainly 

modulated and controlled by glycans. Glycans can be formed by several different 

monosaccharide units and adopt several structures generating structural diversity in proteins. 

Therefore, each glycoprotein is composed by several glycoforms, heterogeneous mixtures of 

glycoconjugate species that differ in the amount, size and/or structure of the attached glycans. 

Additionally, glycans with the same composition could present different configuration or 

connectivity of the glycosidic bonds between monosaccharides, which has led to the existence 

of isomeric glycan structures. The main difference between glycan isomers has been 

associated with different sialic acid or fucose linkage-types. 

Alterations in protein glycans have been described in many diseases such as important 

inflammatory processes and many types of cancer. Moreover, certain glycan structures as well 

as linkage-types have been related to specific diseases. Most of glycan alterations have been 

associated with under or overexpression of glycosyltransferases that generally results in 

sialylation, fucosylation and/or branching changes. In the case of cancer, a close relationship 

between altered glycosylation and tumour initiation, progression and metastasis was also 

found. Thus, in last years, special attention has paid to find novel glycan-based biomarkers 

that could be used for early diagnosis, disease monitoring or prognosis of many pathologies. In 

this regard, acute-phase proteins, which concentration is adaptively regulated in response to 

most forms of inflammation, infection and tissue injury, could have great importance. On the 

other hand, the glycosylation pattern of recombinant glycoproteins, which are frequently used 

as biopharmaceuticals, usually differ with respect to the endogenous one and it can cause an 
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adverse immune response. In addition, differences in the biological activity and 

pharmacokinetic among glycoforms have been observed. Hence, an in-depth characterization 

of recombinant protein glycosylation is crucial to ensure their proper therapeutic function. 

In this thesis, methods to selectively enrich glycopeptides from glycoprotein digests were 

developed using recombinant human erythropoietin (rhEPO) as model glycoprotein. Although 

the analysis of glycopeptides is a commonly used strategy for glycan characterization of 

biopharmaceuticals, the detection of low abundant glycopeptides that could be essential to 

differentiate endogenous and recombinant variants of certain proteins continues to be a 

challenge. Precipitation with acetone was firstly studied and optimized in this thesis to 

maximize glycopeptide enrichment with the minimal coprecipitation of peptides. Principal 

component analysis (PCA) and partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) were used 

to investigate the physico-chemical parameters and properties that make peptides, N- and O-

glycopeptides present a different trend in front of acetone precipitation. The best conditions 

for rhEPO O-glycopeptide purification were selected due to its interest in biopharmaceutical 

analysis and doping control. The method was also successfully applied for the purification of 

glycopeptides from other glycoproteins. 

On-line solid-phase extraction capillary electrophoresis mass spectrometry (SPE-CE-MS) using 

titanium dioxide (TiO2) as a sorbent was also evaluated in this thesis for glycopeptide 

purification and enrichment. Under the optimal conditions, repeatability and microcartridge 

lifetime were acceptable and limit of detection (LOD) for rhEPO O-glycopeptide was 

significantly decreased. Glycopeptide enrichment factors up to 100 times were achieved. The 

applicability of the method for the purification of glycopeptides with different compositions 

and structures was also demonstrated. 

On the other hand, different analytical methodologies to separate glycan isomers and 

characterize their structures and linkage-types between monosaccharides were developed in 
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this thesis. A CapZIC-HILIC-MS method previously established by our research group was firstly 

optimized to improve isomer separation and sensitivity of human alpha-1-acid glycoprotein 

(hAGP) glycans. Using this approach, exoglycosidase digestion in combination with glycan 

relative isotope labelling (GRIL) strategy using [12C6]/[13C6]aniline was successfully used for 

sialic acid and fucose linkage-type assignations of most hAGP glycan isomers. Likewise, the 

CapZIC-HILIC separation coupled to tandem mass spectrometry was also applied in this thesis 

for the characterization of hAGP glycan isomers. In this regard, the diagnostic value of some 

ion fragments reported in the literature for sialic acid and fucose linkage-type characterization 

was confirmed or discarded using the hAGP glycan assignations performed previously. In 

addition, this approach allowed deepening into glycan characterization identifying in some 

cases the sialic acid position on each antenna.  On the other hand, an ion mobility mass 

spectrometry (IM-MS) method was also established in this thesis for separation and 

characterization of glycan isomers due to its described potential to separate isomeric 

compounds.  Separation between glycan isomers was achieved in both intact and fragment 

levels of hAGP glycans. However, it was observed that isomer separation by IM-MS in complex 

glycan structures can be related to differences in antenna localization rather than to different 

sialic acid linkage-types. 

Finally, the established CapZIC-HILIC-MS method in combination with the GRIL strategy 

with [12C6]/[13C6]aniline was also used in this thesis to evaluate possible glycan isomer 

modifications in two acute-phase proteins, hAGP and mouse transferrin (mTf), caused by 

certain inflammatory diseases and cancer. The importance of separating and identifying glycan 

isomers was demonstrated in recent years since only certain isomers or linkage-types seem to 

be associated to specific pathologies. Moreover, multivariate data tools, such as PCA and PLS-

DA, were also employed in these studies to identify glycan-based biomarker candidates. In the 

case of hAGP, serum samples from patients with pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) 

and chronic pancreatitis (ChrP), as well as healthy controls, were studied in order to find 
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glycan isomers that allowed the differentiation between these two pathologies. The hAGP 

glycan structures and linkage-types more related to PDAC were identified using this approach 

and the potential of certain isomers to discriminate between PDAC and ChrP patients was 

demonstrated. Similarly, the modifications occurred in mTf glycan isomers were evaluated in 

mice suffering from collagen-induced arthritis (CIA). CIA is an inflammatory and autoimmune 

disease that resembles human rheumatoid arthritis (RA) in terms of disease course, 

histological findings and its response to commonly used anti-arthritic drugs. Certain glycan 

isomers were identified as meaningful to distinguish CIA from control mice, being most of 

them highly sialylated and branched structures, and their overexpression seemed also to be 

related to CIA progression. Both studies pointed out the great utility of this combined 

methodology in patho-glycomics to find novel glycan-based biomarkers. 
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The main purpose of this thesis is the development of analytical methodologies for the 

separation and characterization of glycans and glycopeptides from biologically relevant 

glycoproteins, using capillary liquid chromatography, as well as capillary electrophoresis, 

both hyphenated to mass spectrometry (CapLC-MS and CE-MS, respectively). Additionally, ion 

mobility mass spectrometry (IM-MS) has been also evaluated, as an alluring platform for 

glycan isomer separation. 

In this thesis we have focused on the study of human alpha-1-acid glycoprotein (hAGP) and 

mouse transferrin (mTf), whose normal glycosylation pattern has been described to be altered 

in several pathological processes. Moreover, recombinant human erythropoietin (rhEPO) has 

been selected as model glycoprotein, not only due to its relevance in biopharmaceutical field 

and doping analysis, but also due to the presence of N- amd O-glycosylation and its high 

microheterogeneity.  

 

A more extended view of the main points of this thesis can be found below: 

• Evaluation of a simple and rapid acetone precipitation method for glycopeptide 

purification by CE-MS and study of the physicochemical parameters and properties 

that make peptides, O- and N-glycopeptides to show a different precipitation trend. 

 

• Establishment of an on-line solid-phase extraction capillary electrophoresis mass 

spectrometry (SPE-CE-MS) method, using a titanium dioxide sorbent, for the analysis 

of glycoprotein digests in order to clean-up and enhance glycopeptide sensitivity. 

 
• Optimization of a CapLC-MS method with the aim of improving the separation and 

sensitivity of hAGP glycans and their corresponding isomers. 
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• Sialic acid and fucose linkage-type characterization of hAGP glycan isomers by 

exoglycosidase digestion in combination with glycan reductive isotope labeling (GRIL) 

strategy using [12C6]/[13C6]aniline. Optimization of each digestion procedure to perform 

a reliable assignation. 

 

• Development of a CapLC tandem mass spectrometry (CapLC-MS/MS) approach as a 

confirmatory and complementary method for the characterization of hAGP glycan 

isomers. Identification of the ion fragments with higher diagnostic value for structural 

and linkage-type assignations. 

 

• Assessment of the potential of IM-MS for the separation of isomeric glycans differing 

in the sialic acid linkage-type using hAGP as model glycoprotein. 

 

• Study of hAGP glycans in healthy controls and patients with pancreatic ductal 

adenocarcinoma (PDAC) and chronic pancreatitis (ChrP) using the developed CapLC-

MS method and the GRIL strategy for relative quantification. Evaluation of principal 

component analysis (PCA) and partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) as 

powerful tools for the identification of hAGP glycan isomers that could be considered 

biomarker candidates of PDAC. 

 
• Optimization of a mTf purification method by immunoaffinity chromatography (IAC) 

and application of the previous CapLC-MS method and chemometric analysis for the 

study of mTf glycan isomers in mice with collagen induced arthritis (CIA), an 

inflammatory disease homologous to human rheumatoid arthritis (RA). 
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1.1. Glycosylation 

Glycosylation is the covalent addition of carbohydrates, also known as glycans, to the 

polypeptide chain of a protein, which can take place co-translationally or as a post-

translational modification mediated by enzymes. Glycosylation is considered the most 

frequent modification in proteins, estimating that over half of the proteins in nature are 

glycosylated [1,2]. Moreover, it plays a crucial role in determining the function and 

physicochemical properties of proteins as glycans are involved in several important biological 

processes such as cell-cell interaction, signalling and protein folding [3–5]. It is also worth 

mentioning that glycans can adopt several structures, from a simple monosaccharide unit to a 

branched polysaccharide, generating structural diversity in proteins. Glycosylated proteins, 

commonly known as glycoproteins, are synthesised in the endoplasmic reticulum and the Golgi 

apparatus in a complex process mediated by the sequential activity of at least thirteen 

glycosyltransferases, enzymes that catalyse the transfer of sugar moieties from activated 

donor nucleotides or lipids to acceptor glycan structures. [6–8]. Whereas protein synthesis 

follows a well-defined, genetically encoded linear process, glycosylation is a non-template-

driven process. Various competing reactions in the processing pathways, plus the need for 

enzyme, acceptor and substrate concurrence, as well as other physiological factors contribute 

to glycoprotein microheterogeneity. In this sense, each glycoprotein is composed by several 

glycoforms, heterogeneous mixtures of glycoconjugate species that differ in the amount, size 

and/or structure of the attached glycans. Glycoforms of a given glycoprotein can range from 

less than five to more than one hundred. 

Glycan chains are composed of well-known monosaccharide units covalently bound to each 

other by glycosidic bonds. The full diversity of mammalian glycans (estimated to be ≥7000 

structures) are assembled from only ten different monosaccharides [2]. Table 1.1 shows the 

most common monosaccharide units that can be found in protein glycan structures, with the 
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standardized symbol nomenclature proposed by the Consortium for Functional Glycomics 

(CFG) [9]. 

Table 1.1.- Most common monosaccharide units found in protein glycans. Symbol nomenclature follows 

the rules of the Consortium for Functional Glycomics (CFG) [9]. aIn parenthesis the abbreviation of the 

main group in which the monosaccharide belongs to is indicated: H: hexose; N: N-acetylhexosamine; F: 

fucose; S: sialic acid. 

Monosaccharide Structure Abbreviationa Symbol 

Glucose 

 

Glc (H) 
 

Mannose 

 

Man (H) 
 

Galactose 

 

Gal (H) 
 

N-acetylglucosamine 
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Fucose 

 

Fuc (F) 
 

 

 

Sialic acids (SiA) 

 

  

 

N-acetylneuraminic 
acid 

 NeuAc  (S) 
 

 

 

 

 

N-glycolylneuraminic 
acid 

 NeuGc (S) 
 

 

Glycosylation can be mainly classified in O- and N-glycosylation depending on the aminoacid 

where the glycan is bound (glycosylation site) [10,11]. In O-glycosylation, glycans are linked to 

a serine (Ser) or a threonine (Thr) in the polypeptide chain of a protein through the oxygen 

atom of the hydroxyl group (O-glycosidic bond). O-linked glycans can range from a single 

monosaccharide unit to highly branched structures [12,13]. In the case of N-glycosylation, 

peptide sequence determines the potential glycosylation sites, and glycans are only attached 

to asparagines (Asn) in the sequon containing Asn-X-Ser/Thr, where X corresponds to any 

amino acid except proline (Pro), by the nitrogen atom of the amide group (N-glycosidic bond) 
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[14,15]. All N-glycans share a common structure, commonly known as core (Figure 1.1), and 

several monosaccharide units can be linked to this core to build different branched structures. 

The different N-glycan structures can be classified in three main groups [16]: 

a) High mannose:  only mannose residues are attached to the core of the glycan. 
 

b) Complex: N-acetyllactosamine units (LacNAc: N-acetylglucosamine plus galactose) are 

bound to the mannoses of the core, resulting in further branched structures, 

commonly denominated antennas. These antennas usually end with a sialic acid 

residue and can form bi-, tri- and tetraantennary structures.  

 
c) Hybrid: can be considered a combination of the two other N-glycan types, formed by 

only mannose residues in the α1-6 arm of the core and addition of LacNAc units, with 

or without sialic acid, in the α1-3 arm of the core. 

The different types of N-glycans are presented in Figure 1.1, following the symbols 

recommended by the CFG [9].  
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Figure 1.1.- Different types of N-glycan structures. Symbol nomenclature follows the rules of the 

Consortium for Functional Glycomics (CFG) [9]. 

As the main type of glycans studied in this thesis correspond to complex N-glycans, special 

attention to their structural diversity is paid in this section.  As mentioned before, complex N-

glycans can form highly branched structures with multiple antennas. Moreover, they usually 

show a sialic acid residue (SiA), also known as neuraminic acid, at the end of each antenna. 

High 
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Sialic acids are widely distributed as terminal monosaccharides that coat the eukaryotic cell 

surface. By virtue of their negative charge at phyisiological pH and hydrophilicity, sialic acids 

have many structural and modulatory roles, getting involved in various biological processes, 

including cell-cell communications, inflammation, immune defense, and cancer metastasis 

[17–19]. Sialic acids are commonly modified in most glycans, presenting several natural 

variations. The most common sialic acid in humans is the so-called N-acetylneuraminic acid 

(NeuAc), where an N-acetyl group is added in carbon 5 to the sialic acid (Table 1.1), whereas 

the N-glycolylneuraminic acid (NeuGc), with the addition of a hydroxylated N-acetyl group, is 

the typical sialic acid present in other animals [20].  

Apart from the composition of complex N-glycans, the configuration as well as the connectivity 

of the glycosidic bonds between the monosaccharides increases even more their 

heterogeneity [21].  Configuration refers to the stereochemistry of the glycosidic bonds, which 

can be α or β. With regard to connectivity, different linkage-types can be formed between 

monosaccharides. By way of example, a tetraantennary complex N-glycan with different 

linkage possibilities is depicted in Figure 1.2. As can be observed, terminal monosaccharides, 

such as sialic acids and fucoses, can be bound with different linkage-types. 
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Figure 1.2.- Possible structural diversity of complex N-glycans depicted in a tetraantennary glycan 

(H7N7F3S4) as an example. 

In the case of sialic acids, they are usually α2-3 or α2-6 linked to galactose (see Figure 1.3), or 

α2-8 linked to another sialic acid in polysialic acid structures. Regarding fucoses, they can be 

α1-3 and α1-4 linked to N-acetylglucosamine on an external branch (Fuc Antenna), α1-2 linked 

to galactose or α1-6 linked to the core N-acetylglucosamine (Fuc Core), as shown in Figure 1.2. 

On the other hand, an additional N-acetylglucosamine residue can be bound to the central 

mannose of the core, resulting in a bisecting glycan (see Figure 1.2). All these possible 

variations in complex N-glycans contribute to substantially increase the microheterogenety of 

glycoproteins and lead to different glycan isomers with identical atomic composition and mass 

(i.e. isobaric isomers). 
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Figure 1.3.- Main sialic acid linkage-types present in complex type N-glycans. 

Regarding glycan nomenclature, the classification indicating the number of antennas 

(branching) as well as the number of sialic acids and fucoses (e.g. 2Ant2SiA1Fuc) has been 

widely used. However, in the last few years, this nomenclature has fallen into disuse, and has 

been replaced by a more standardized one that only refers to the number of each 

monosaccharide present in the glycan structure (e.g. 2Ant2SiA1Fuc glycan would be replaced 

by H5N4F1S2). For the sake of consistency throughout this thesis, only the simplified 

nomenclature will be used. By way of an example, Figure 1.4 presents some complex N-glycans 

expressed in both nomenclatures. 
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Figure 1.4.- Different examples of complex type N-glycans with the former and novel (bold) 

nomenclature. For the sake of simplicity, the SiA depicted in this picture is only the NeuAc. 

1.2. Glycoproteins as biomarkers and biopharmaceuticals 

In the last decades, the analysis of glycoproteins has aroused great interest because they 

mediate many important biological processes being their glycosylation mainly responsible of 

the stability and proper function of the proteins [5]. Moreover, the glycosylation profile of a 

given protein can be altered as response of several biological and pathological processes. 

Alterations in protein glycans have been described in many diseases such as congenital 

disorders of glycosylation, inflammatory processes and cancer [22–24]. Similarly, specific 

glycan structures as well as linkage-types, which led to isobaric isomers, have been related to 

certain diseases. Therefore, glycoproteins have been widely used with diagnostic purposes in 

different pathological processes. Special importance should be paid to acute phase proteins, 

plasma proteins which concentration is adaptively regulated in response to most forms of 

inflammation, infection and tissue injury [25,26].  On the other hand, recombinant 
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glycoproteins are frequently used as biopharmaceuticals. The glycosylation pattern of 

recombinant glycoproteins usually differs with respect to the endogenous one because could 

be affected by several production aspects such as the culture media or the purification method 

used. As some authors have demonstrated differences in the biological activity and 

pharmacokinetic of certain glycoforms, control over the production process have been 

demanded [27,28]. Hence, taking into account all afore-mentioned circumstances, 

characterization of the glycan profile in both biomarker and biopharmaceutical fields is crucial 

to properly asses the glycoprotein role in the pathological state or in the therapeutic 

treatment. 

This thesis is mainly focused on the development and optimization of different analytical 

methodologies for the analysis and characterization of protein glycans and their corresponding 

isomers described to be altered in important diseases such as inflammatory processes and 

cancer.  Specifically, human alpha-1-acid glycoprotein (hAGP) and mouse transferrin (mTf) 

have been studied to find novel glycan-based biomarkers of pancreatic ductal adenocarcinoma 

(PDAC) and collagen-induced arthritis (CIA), respectively. Futhermore, methods to enrich the 

glycopeptide glycoforms of recombinant human erythropoietin (rhEPO) were also developed in 

this thesis due to its great interest as biopharmaceutical and doping agent.   

1.2.1. Cancer. Pancreatic ductal adenocarcinoma 

Cancer is considered the leading cause of death in wealthy countries. In recent years, several 

glycomic studies have been addressed in cancer research given the glycosylation role in various 

cancer mechanisms and as glycosylated species provides a set of targets for diagnostic 

application and therapeutic strategies [22,29,30]. In human tumours, the cancer-specific N-

glycan alterations include: accumulation of high-mannose glycans, due to premature 

termination of glycan processing, reduction in bisecting glycans, increased branching and 
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terminal modifications such as sialylation and fucosylation. One of the most widely occurring 

cancer associated changes is abnormal sialylation, which is often driven by the altered 

expression of sialyltransferase enzymes and is related to poor patient prognosis and metastasis 

[31,32]. Although several sialyltransferase enzymes are implicated in cancer, ST6GAL1, which 

catalyses the addition of α2-6 linked sialic acids onto terminal N-glycans, has become 

increasingly dominant in the literature [33,34]. ST6GAL1 was described to be upregulated in 

many cancer types, including pancreatic, prostate, breast and ovarian cancer, having a key role 

in tumour aggression and metastasis. Similarly, overexpression of fucosylation has been also 

associated with cancer [35,36]. Several studies have suggested that monitoring serum or tissue 

fucose levels could be a promising approach for the early diagnosis and prognosis of several 

malignancies. The addition of fucose residues to complex glycans, catalysed by 

fucosyltransferase enzymes, led to the formation of Lewis antigens [37,38], Figure 1.5.  

 

Figure 1.5.- Terminal oligosaccharide structures determining the Lewis antigens. Symbol nomenclature 

follows the rules of the Consortium for Functional Glycomics (CFG). 
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As these structures promote extravasation of circulating tumour cells, they are considered 

highly related to metastasis. In addition, the expression of some of these structures has been 

described to increase considerably during acute and chronic inflammatory processes. In 

particular, sialyl Lewisa (SLea) epitope, which is detected by the serological assay CA19-9, is a 

cancer-associated marker widely used in the clinical practice, especially in patients with an 

established diagnosis of pancreatic, colorectal, gastric or biliary cancer [39,40]. In the case of 

pancreatic ductal adenocarnicoma (PDAC), CA19-9 is currently the only clinical biomarker 

used, which, although widely used for disease monitoring, does not provide adequate accuracy 

for early detection and diagnosis [41,42]. PDAC is one of the worlds' most aggressive 

malignancies with a five year survival rate of less than 5%, the worst prognosis among all 

cancers [43]. The poor survival rate could be attributed to its own tendency to metastasise at 

an early stage, but also to the lack of a reliable early detection method. In addition to the 

increase in SLea levels, a wide range of alterations in other glycan structures have been 

described in PDAC, including increases of sialyl Lewisx (SLex) antigen and overexpression of 

branched and fucosylated N-glycans [44]. These studies reveal the biological significance of 

glycans in PDAC and therefore, the clinical value of exploiting aberrant glycosylation to 

improve the diagnosis and treatment of this deadly disease. 

1.2.1.1. Human alpha-1-acid glycoprotein 

Human alpha-1-acid glycoprotein (hAGP), named as orosomucoid, is a positive acute-phase 

protein that is mainly biosynthesized and secreted by hepatocytes. It is the main component of 

seromucoid proteins fraction at concentrations between 0.55 to 1.4 mg·mL-1, although hAGP 

serum levels increase up to four times as a result of an infection or inflammation process [45]. 

hAGP is composed by a single polypeptide chain of 183 amino acids, with a molecular weight 

of 41-43 kDa, and 45% carbohydrate content as complex-type N-glycans attached to five 

glycosylation sites (Asn-15, -38, -54, -75, -85). It exhibits an unusually high degree of glycan 
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branching, being one of the few plasma proteins possessing not only bi- and triantennary, but 

also tetraantennary glycans [46]. Moreover, this degree of branching indirectly results in a high 

sialic acid composition, which contributes significantly to the low isoelectric point (pI) of the 

protein, which ranges from 2.8 to 3.8 due to the existence of multiple isoforms [47]. hAGP 

glycans can also present fucose units, which can be linked to an external branch, as well as to 

the core. Despite the high number of potential glycoforms of hAGP, due to the huge structural 

variability of glycans, only 12-20 different glycoforms are expressed in non-pathological 

conditions [46]. The number of feasible glycoforms is reduced since the Asn residues are 

selective for the type of glycans they express. It was also found that the majority of hAGP 

glycans correspond to tri- or tetraantennary structures (85-90%) and only the remaining 10-

15% are biantennary glycans. Figure 1.6 shows a general schematic illustration of a possible 

hAGP glycoform.  

 

Figure 1.6.- General schematic illustration of an hAGP glycoform with possible glycan structures 

attached to each glycosylation site.  

Although the specific biological role of hAGP has yet to be clearly defined, it is considered a 

natural anti-inflammatory and immunomodulatory agent, which concentration and 

glycosylation profile can change under various physiological and pathophysiological conditions 

Amino acid sequence of hAGP

Asn 15 Asn 38 Asn 54 Asn 75 Asn 85

Triantennary Biantennary Tetraantennary
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[45,48]. It has been suggested this glycoprotein to play an important role in the tumour 

microenvironment, through affecting the immune modulation, physiology, drug resistance and 

cancer progression and metastasis [49]. Although the concentration of hAGP alone is not 

diagnostic for a particular pathological condition, the altered glycosylation profile of hAGP in 

different diseases, could provide an alternative biomarker target. Therefore, investigations 

into changes in its glycan profile during different diseases have been, and are still, of great 

interest for the research community. In this regard, an increase of sialylation, fucosylation and 

branching of hAGP glycans was reported in several carcinomas, including breast, pancreas, 

lung and liver cancer [50–52]. Similarly, formation of SLex epitope, which contributes to 

tumour cell migration towards distant tissues and metastasis, was also described in hAGP 

[45,49,53].  

With regard to PDAC, previous studies analysing hAGP glycans from healthy controls and 

patients suffering from PDAC and chronic pancreatitis (ChrP) demonstrated that some 

fucosylated glycans could be possible biomarker candidates of this cancer type, being 

upregulated only in PDAC and thus differentiating this pathology from the inflammatory 

benign disease (ChrP) [54]. Increased fucosylation levels in PDAC samples were attributed to 

an overexpression of α1-3 fucosylation, considering this linkage-type crucial in the 

discrimination of PDAC patients [55]. In addition, different expression of certain glycan isomers 

was observed in cancer samples, which could also differentiate this pathology from healthy 

controls and ChrP. In this thesis, exhaustive characterization of hAGP glycan isomers was 

performed in order to further investigate if certain structures or linkage-types could be 

specifically related to PDAC and therefore be used as biomarkers of this disease.  
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1.2.2. Arthritis. Collagen-induced arthritis 

Inflammatory arthritic diseases are autoimmune disorders in which the host immune system 

self-invades the host defence mechanism, resulting in a gradual degeneration of the normal 

immune response and thus inflammation [56]. In particular, rheumatoid arthritis (RA) is the 

most common inflammatory arthritis in human population, affecting up to 1.0% of population 

worldwide and doubling mortality rate of RA patients compared to healthy individuals. The 

disease is characterized by chronic joint inflammation, swelling, tenderness and destruction of 

bone and cartilage [57,58]. An early diagnosis and initiation of disease therapy is necessary in 

order to minimize irreversible joint destruction in RA. Currently, clinical diagnosis of RA is 

based on standardised classification criteria, as set up by the American College of 

Rheumatology and the European League against Rheumatism [59], using serological tests for 

rheumatic factor (Rf) and anti-citrullinated protein antibodies (ACPAs). Rf and ACPAs are 

autoantibodies that can be present in serum long before onset of clinical symptoms in RA. 

However, positive Rf serum levels can also result from other diseases or occur in healthy 

individuals. Thus, the sensitivity and selectivity of Rf and ACPAs in the diagnosis of RA is rather 

low and complementary disease-specific biomarkers are required. In this regard, glycosylation 

changes have been reported for several acute-phase proteins isolated from the sera of RA 

patients, including haptoglobin, transferrin (Tf) and AGP, which present interesting and 

promising basis for the discovery of new biomarkers and novel therapies for this disease [60–

62]. Increase of sialylation, fucosylation and branching as well as glycans enriched in SLex 

epitopes are typical characteristics for acute-phase proteins during inflammation. Therefore, 

further investigations addressed to study the glycan profile of such proteins in patients 

suffering from RA and the differences with respect to healthy individuals are necessary.    

Mice models are widely used to study human diseases due to their availability, size, low cost, 

ease of handling, fast reproduction rate and a high identity between their genes and the 
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human orthologues [63,64]. Several mice models of arthritis have proven to be useful for 

studying the course of RA and testing new therapies. In particular, collagen-induced arthritis 

(CIA) is the most commonly studied autoimmune model of RA [65]. A chronic form of CIA is 

induced in C57BL/6 wild-type (WT) mice by immunization with chicken type II collagen in 

complete Freund’s adjuvant (Col-II/CFA) [66]. This autoimmune arthritis in mice closely 

resembles human RA in terms of disease course, histological findings and also in its response 

to commonly used anti-arthritic pharmaceuticals. Therefore, it could be considered an 

adequate model to study the efficacy of novel drugs and to evaluate the glycosylation changes 

derived from arthritis. 

1.2.2.1. Mouse transferrin 

Transferrin (Tf) is a glycoprotein mainly responsible of the iron transport through the blood 

plasma. In humans, it is a negative acute-phase protein and its glycosylation was described to 

be altered in congenital disorders of glycosylation (CDGs), chronic alcoholism and other 

inflammatory processes [24,67,68]. In this sense, it has been reported that the serum profile of 

human Tf (hTf) isoforms was altered in patients with RA and levels of its trisialylated 

glycoforms were found to be useful as biochemical marker of the RA activity [69]. 

 In the case of mice, mouse Tf (mTf) presents a molecular weight of around 80 kDa and shows 

only one N-glycosylation site at Asn-494 with complex N-glycans attached. The carbohydrate 

content of mTf is about 3% and sialic acids in its glycan structures correspond to NeuGc instead 

of NeuAc, which is mainly found in humans. Figure 1.7 shows the peptide sequence of mTf, 

with the N494 glycosylation site marked in blue.  
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Figure 1.7.- Mouse transferrin (mTf) amino acid sequence (UniProtKB / Swiss-Prot Accession Number: 

Q921I1). 

Previous studies of our research group demonstrated that mTf glycopeptide glycoforms were 

modified in presence of CIA, mainly observing an increase of fucosylation and branching in 

glycan structures [70]. Hence, further investigations are needed to deeply identify the 

potential alterations occurred in the glycan profile of mTf isolated from mice with CIA. These 

findings could be an important previous step in order to discover in the future novel glycan-

based biomarkers for RA diagnosis and prognosis. 

1.2.3. Biopharmaceuticals 

Recombinant glycoproteins have become one of the most intensely studied and 

commercialized class of biopharmaceuticals, being the vast majority of approved drugs by the 

Food and Drug Administration (FDA) over the last years [71].  Due to human-compatible and 

consistent glycosylation is required for a safe and efficacious drug product, the glycoform 

profile of an approved therapeutic recombinant glycoprotein is considered a parameter that 

must be controlled to ensure biopharmaceutical quality [27,28,72–74]. Figure 1.8 shows 

1 VPDKTVKWCA VSEHENTKCI SFRDHMKTVL PPDGPRLACV KKTSYPDCIK AISASEADAM

61 TLDGGWVYDA GLTPNNLKPV AAEFYGSVEH PQTYYYAVAV VKKGTDFQLN QLEGKKSCHT

121 GLGRSAGWVI PIGLLFCKLS EPRSPLEKAV SSFFSGSCVP CADPVAFPKL CQLCPGCGCS

181 STQPFFGYVG AFKCLKDGGG DVAFVKHTTI FEVLPEKADR DQYELLCLDN TRKPVDQYED

241 CYLARIPSHA VVARKNNGKE DLIWEILKVA QEHFGKGKSK DFQLFSSPLG KDLLFKDSAF

301 GLLRVPPRMD YRLYLGHNYV TAIRNQQEGV CPEGSIDNSP VKWCALSHLE RTKCDEWSII

361 SEGKIECESA ETTEDCIEKI VNGEADAMTL DGGHAYIAGQ CGLVPVMAEY YESSNCAIPS

421 QQGIFPKGYY AVAVVKASDT SITWNNLKGK KSCHTGVDRT AGWNIPMGML YNRINHCKFD

481 EFFSQGCAPG YEKNSTLCDL CIGPLKCAPN NKEEYNGYTG AFRCLVEKGD VAFVKHQTVL

541 DNTEGKNPAE WAKNLKQEDF ELLCPDGTRK PVKDFASCHL AQAPNHVVVS RKEKAARVKA
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661 MRKCSTSRLL EACTFHKH
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several glycan features that would be desired or not for glycoprotein-based drug products in 

biopharmaceutical industry.  

As can be observed, among other characteristics, special attention should be paid to sialic 

acids as the abundance and type of sialylation influences the clinical performance of 

therapeutic glycoproteins (serum half-life, immunogenicity, activity, etc) [18]. While NeuAc is 

found in both human and non-human cells, NeuGc is synthesized by all mammalian cells 

except human cells. Despite NeuGc has only one oxygen atom more than its homologue, this 

difference is enough to cause immunogenic response in humans. Moreover, acetylation of 

sialic acids could also impact clinical efficacy of biopharmaceuticals [76]. Hence, 

characterization of sialylation throughout the product lifecycle is also considered a regulatory 

requirement.  

 

 

Figure 1.8.- Desirable and undesirable glycan features in glycoprotein-based biopharmaceuticals. aADCC 

(antibody-dependent cellular cytotoxicity) is a mechanism of cell-mediated immune defense whereby an 

effector cell of the immune system actively lyses a target cell, whose membrane-surface antigens have 

been bound by specific antibodies [75]. 

UnwantedWanted

Non-human sialic acids are 
immunogenic.
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on bioavailability.
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bioavailability.
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Bisecting GlcNAc is 
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For all these reasons, the development of methodologies for glycan characterization of 

recombinant glycoproteins is of great importance. In this regard, analysis of glycopeptides, 

obtained from enzymatic digestion of glycoproteins, is a commonly used strategy for glycan 

characterization of biopharmaceuticals. Nevertheless, glycopeptide purification prior to 

analysis continues to be a challenge due to the difficulties to detect low abundant 

glycopeptide glycoforms, which could be essential to differentiate endogenous and 

recombinant variants of certain proteins, in presence of more abundant peptides. Hence, 

development of reliable enrichment strategies to selectively isolate glycopeptides from protein 

digests before analysis is required. 

1.2.3.1. Recombinant human erythropoietin 

Human erythropoietin (hEPO) is a glycoprotein hormone of about 30 kDa composed of a single 

polypeptide chain of 165 amino acid residues. hEPO is a highly glycosylated protein (around 

40% w/w) which shows three N-glycosylation sites with complex-type N-glycans, at Asn-24, -38 

and -83, and only one O-glycosylation site in serine 126 (Ser-126) [77,78]. The peptide 

sequence of rhEPO is shown in Figure 1.9 where its N- and O-glycosylation sites are marked in 

red and green, respectively. This glycoprotein is mainly synthetized by the kidneys and is 

responsible of stimulating red blood cell production (erythropoiesis) in the bone marrow, 

increasing oxygen supply to the tissues [79].  

 

Figure 1.9.- Recombinant human erythropoietin (rhEPO) amino acid sequence (UniProtKB / Swiss-Prot 

Accession Number: P01588). 

Recombinant human erythropoietin (rhEPO)

1 APPRLICDSR VLERYLLEAK EAENITTGCA EHCSLNENIT VPDTKVNFYA WKRMEVGQQA
61 VEVWQGLALL SEAVLRGQAL LVNSSQPWEP LQLHVDKAVS GLRSLTTLLR ALGAQKEAIS
121 PPDAASAAPL RTITADTFRK LFRVYSNFLR GKLKLYTGEA CRTGDR

O O-glycosylation siteN N-glycosylation site
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Recombinant human erythropoietin (rhEPO) was firstly produced in mammalian cells using 

recombinant DNA technology in 1985. rhEPO is a widely used therapeutic agent for the 

treatment of anemias and represents one of the largest biopharmaceutical markets, which is 

usually produced in Chinese hamster ovary (CHO) cells [80–82]. Exogenous erythropoietins 

encompass a group of synthetic glycoproteins collectively called erythropoiesis-stimulating 

agents (ESA). ESAs are used in the treatment of anemia in chronic kidney disease, 

myelodysplasia and cancer chemotherapy. The rhEPOs most used as biopharmaceuticals are 

epoetin alfa and beta, the first ones to be synthesized. The recombinant protein is 

homogeneous with respect to the peptide sequence of natural hEPO, but heterogeneous with 

respect to the carbohydrate moieties, since the glycosylation profiles appear to differ between 

preparations. As mentioned before, these differences could play an important role in 

determining its biological activity, thus influencing the final biopotency, and are considered to 

be mainly related to the number of sialic acid residues at the end of the tri- and tetraantennary 

sugar chains [80].  

On the other hand, rhEPO has also become particularly popular in the last decades due to its 

unlawful use as a performance-enhancing drug in endurance sport disciplines [83,84]. Its use 

as a doping agent was forbidden by sport authorities since 1989. The presence of about 2% of 

NeuGc in the glycans of rhEPO O126-glycosylation site could distinguish between recombinant 

and endogenous forms of hEPO in doping control. Therefore, control and characterization of 

the glycosylation profile of rhEPO is needed to guarantee high quality and therapeutic efficacy 

in biopharmaceutical industry, as well as to distinguish recombinant variants of hEPO in urine 

in doping analysis. 

Apart from its high importance in biopharmaceutical and doping fields, rhEPO can be 

considered an excellent glycoprotein model to establish and optimize analytical methodologies 

in glycoproteomic studies as it presents both O- and N-glycosylation forms with different 
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degrees of branching and sialylation. In this sense, several studies have been addressed in our 

research group to characterize rhEPO glycosylation, analysing the intact glycoprotein as well as 

the glycopeptides obtained from its tryptic digestion [85–87]. In this thesis, different strategies 

to purify and enrich rhEPO glycopeptides were developed due to the need to decrease their 

limits of detection.  

1.3. Glycoprotein analysis 

The analysis of protein glycosylation can be conducted by three different approaches: intact 

glycoprotein, glycopeptides and glycans.  The analysis of the intact glycoprotein can be 

considered the more direct and faster way as practically no sample treatment is required. 

However, obtaining information about the glycosylation sites and their degree of occupancy is 

up to now almost impossible, due to the high microheterogeneity of this type of proteins 

[88,89]. In addition, the ionization of such large molecules in mass spectrometry, the most 

common detection technique used in glycoproteomic studies, is not an easy task [90,91]. 

Therefore, the use of enzymes or specific reagents to obtain glycosylated structures of lower 

molecular mass, such as glycopeptides or glycans, has become popular in the last years. 

Glycopeptides, or glycosylated peptides, are obtained after digestion of the intact glycoprotein 

with a protease, enzyme that catalyses the hydrolysis of the peptide bonds between amino 

acids. Several proteases can be employed for this purpose, being trypsin the most widely used 

in a multitude of different studies. Trypsin is a pancreatic serine protease that cleaves peptides 

on the carboxyl side of lysine and arginine amino acid residues. The obtained glycopeptides 

after digestion provide information about the glycan structures, the glycosylation sites to 

which they are attached and thus about their degree of occupancy [92]. 

Lastly, but no less important, the analysis of glycans, which has allowed separation between 

isomers that differ in certain monosaccharide linkage-types, has aroused great interest in 
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biomarker discovery as one isomer could have substantially more biological activity than the 

others or could be related to an specific pathology [93–95]. N-glycans are usually released 

from the glycoprotein by enzymatic digestion, using an amidase such as peptide-N-glycosidase 

F (PNGase F), while O-glycans are commonly obtained by chemical release through reductive 

alkaline β-elimination. Although analysing glycans the information about the glycosylation sites 

they come from or the carrier protein is lost, their considerably different polarity allows a 

better isolation from the other components of the sample (i.e. peptides or deglycosylated 

protein) resulting in better detection sensitivity. Moreover, their detection can be improved by 

applying a wide variety of derivatization strategies with a large number of different labels 

[96,97]. The most common reaction employed to add a labelling agent to the reducing end of 

glycans is the reductive amination because is usually simple, fairly rapid and preserves glycan 

modifications such as sulfation and phosphorylation, which could present potential biological 

significance. In this reaction, a label containing a primary amine group reacts with the 

aldehyde group of the glycan, resulting in an imine, which is then reduced to an stable 

secondary amine by a reducing agent such as sodium cyaniborohydride (NaBH3CN), Figure 

1.10. 

 

Figure 1.10.- Representation of reductive amination reaction to add a labelling agent to the reducing 

end of glycans. 
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 Several labels can be used allowing derivatization of glycan with a chromophore or 

fluorophore, to improve detection after chromatographic or electrophoretic separation, or to 

link charged or hydrophobic groups at the reducing end enhancing glycan separation and 

mass-spectrometric detection. The use of stable isotopic labels, such as [12C6]-aniline/[13C6]-

aniline, for relative glycan quantitation provides qualitative and quantitative means for 

comparative glycomic analyses of different samples [98]. In the so-called Glycan Reductive 

Isotope Labelling (GRIL) strategy, equimolar mixtures of two glycan samples labeled by 

reductive amination with either [12C6]-aniline or [13C6]-aniline were analysed by mass 

spectrometry (MS), as illustrated in Figure 1.11. This method, using a 6 Da mass difference, 

easily resolves the glycans obtained from the two different samples (e.g. healthy control vs. 

pathological) and allows comparing and quantifying the changes resulted in the glycan profile 

of the target glycoprotein. In addition, as both glycan samples are ionised at the same time, 

possible variations between runs due to ionization differences, ion-suppression effects or 

tuning of the mass spectrometer are avoided and thus a reliable quantitation of glycans is 

performed. This GRIL strategy, using [12C6]-aniline/[13C6]-aniline, was previously established in 

our research group for relative quantitation of N-glycans obtained from different glycoproteins 

and afterwards applied to the analysis of patient samples suffering from ChrP and PDAC 

[54,99]. These studies demonstrated the potential value of this technique to detect major and, 

more importantly, minor modifications in the glycosylation pattern of a glycoprotein caused by 

certain pathologies, thus allowing the identification of potential glycan-based biomarker 

candidates. In this thesis, this method was widely used for glycan analysis to compare and 

quantify either the glycan profile before and after the digestion of glycans with specific 

exoglycosidases or the under- or overexpression of glycan isomers in presence of certain 

diseases. 
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Figure 1.11.- Schematic illustration of the GRIL strategy steps, using [12C6]-aniline/[13C6]-aniline, for 

relative glycan quantitation of different samples. 
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1.3.1. Purification techniques 

Human biofluids, especially blood plasma/serum and urine, can contain disease-associated 

proteins secreted or leaked from pathological tissues across the body and thus they are 

considered the most promising sources for the discovery of novel biomarkers for disease 

diagnosis and prognosis [100]. Moreover, biofluids are often easily obtainable through 

noninvasive procedures, in contrast to tissues, making them particularly attractive for large-

scale clinical studies. Over the last decade, there has been tremendous interest in profiling the 

biofluid proteomes with the aim of finding glycoprotein-based biomarkers for various diseases 

[101,102]. Nonetheless, glycoproteins can be present in only minute quantities in the analysed 

biofluids together with other more abundant proteins, becoming mandatory their isolation 

and enrichment prior to analysis. Numerous attempts have been made in this sense in order to 

develop methods aimed at the enrichment of glycoproteins present in complex biological 

samples. 

Immunoaffinity chromatography (IAC) approaches have become the most commonly used 

strategies for digging deeper into the biofluid proteomes by both global profiling and targeted 

analysis [103,104]. IAC represents a specific type of affinity chromatography where the 

stationary phase is composed of immobilized antibodies or antibody-related agents on a solid 

support matrix. The underlying principle of IAC is based on the selective non-covalent 

interaction between antibodies and their specific binding targets or antigens. The purpose of 

IAC separations is to enrich low abundant proteins of interest by either removing the high 

abundant ones from the complex samples through immunoaffinity depletion 

(immunodepletion) or capturing directly the low-abundance targets of interest through 

immunoaffinity enrichment (immunoenrichment), as illustrated in Figure 1.12. 
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Figure 1.12.- The main workflows of immunodepletion (A) and immunoenrichment (B). For 

immunodepletion, stars and circles represent low-abundance and moderate-abundance proteins, 

respectively. For immunoenrichment, stars represent the target molecules and other symbols are 

sample matrix. 

The utility of IAC is highly dependent on the quality of antibodies, which should present a high 

intrinsic affinity towards the target protein and a reversible antibody-antigen interaction that 

can be easily de-stabilized favouring afterwards protein elution [105]. Two main types of 

antibodies are commonly used in IAC, namely polyclonal and monoclonal antibodies. 

Polyclonal antibodies are produced as a heterogeneous population of antibodies from multiple 

clones of B-cells, which can recognize and bind a variety of epitopes on a single antigen with 

diverse affinity. In contrast, monoclonal antibodies constitute a homogeneous population that 

has monovalent affinity since they bind to the same epitope on an antigen. In this thesis, IAC 
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has been the main affinity technique used for the purification of the studied glycoproteins due 

to the high isolation obtained with some few and simple steps.  

On the other hand, enrichment of glycoconjugates such as glycopeptides, obtained after 

glycoprotein enzymatic digestion, is also considered of crucial importance in order to facilitate 

and improve protein glycosylation analysis in complex samples. In recent years, continuous 

efforts have been devoted to the development of glycopeptide enrichment and separation 

strategies, due to the difficulties to detect low abundant glycopeptide glycoforms and the ion 

suppression occurred in mass spectrometry analysis by the copresence of peptides in the 

glycoprotein digests. [106,107]. One of the most commonly used methodologies for 

glycopeptide enrichment is lectin affinity chromatography. Lectins are an extensive family of 

proteins of non-immune origin which present high binding capacity against certain 

carbohydrates and can recognize entire glycans, specific fragments and even different linkage-

types between monosaccharides or glycan branching [108–111]. However, because of their 

high specificity, only a subset of glycopeptide glycoforms can be enriched, and a combination 

of different lectins is usually required. Other methods, such as hydrophilic interaction 

chromatography, boronate affinity chromatography and size exclusion chromatography have 

been proposed for glycosylation analysis. However, these methodologies lack selectivity for 

glycopeptides [106,112]. On the other hand, the use of titanium dioxide (TiO2) sorbents is one 

of the most promising and noteworthy methods for the purification and enrichment of 

glycopeptides. TiO2 has been used for a long time for phosphopeptide enrichment from 

proteolytic digests [113,114] but more recently it has been described for the enrichment of 

sialic acid containing glycopeptides [115,116]. The mechanism of glycopeptides retention is 

mainly attributed to interaction between the negatively charged carboxyl groups with the 

positively charged TiO2 surface [117]. In this regard, sialic acids can form a multipoint binding 

to TiO2 through both hydrophilic interactions and ligand-exchange mechanisms. Nonetheless, 

its main drawback is that non-sialylated glycopeptides could be lost using this purification 
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method. Likewise, other simple methods, based on the different solubility between non-

glycosylated and glycosylated peptides in acetone, have also been described for glycopeptide 

enrichment [118]. Some of the above mentioned glycopeptide enrichment strategies have 

been explored in this thesis with the aim of establishing a rapid, simple and highly selective 

methodology to detect minor glycopeptide glycoforms that could be important in 

biopharmaceutical assays and doping control. 

1.3.2. Liquid chromatography 

High-performance liquid chromatography (HPLC), commonly referred as liquid 

chromatography (LC), has become the most important technique for the highly efficient 

separation, identification and quantitation of several compounds in complex samples  and has 

experienced a worldwide expansion with thousands of applications in the last decades [119–

122]. LC mainly utilizes a column that holds packing material (stationary phase) and a pump 

that moves pressurized liquid solvent, known as mobile phase. The difference in the 

distribution of species between the two phases leads to the separation of the sample 

components and it depends on the physicochemical properties of the compounds being 

analysed (e.g. polarity, size, charge, among others) and the stationary and mobile phases used.  

Currently, there are several LC stationary phases commercially available, including reversed 

phase, normal phase, hydrophilic interaction, size exclusion, ion exchange and affinity LC, 

which show different mechanisms of interaction. Reversed phase liquid chromatography (RP-

LC) and, in particular, C18 and C8 columns, were the most commonly used chromatographic 

stationary phases in glycoproteomic studies, because of their commercial availability in 

different sizes and their relative low cost  [123,124]. However, highly hydrophilic and 

uncharged species, such as glycans, are not properly retained using RP-LC. Hence, the use of 

hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC) stationary phases have been proposed as 
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a powerful alternative for glycomic studies [125–127]. Glycan separation by HILIC is achieved 

through partitioning between mobile phase rich in organic solvent, mostly acetonitrile, and a 

thin water layer immobilized on the polar stationary phase. In addition, dipole-dipole and 

electrostatic interactions may also contribute to the separation mechanism. Several quite 

different HILIC stationary phases have been introduced including silica, amino, amide, 

cellulose, and cyclodextrin columns. More recently, zwitterionic type HILIC (hereafter called 

ZIC-HILIC) columns, with sulfobetaine functional groups, were described to be useful and 

applicable for separations of sialylated N-glycopeptide isomers as well as sialylated N-glycan 

isomers [128–130]. The mechanism underlying the isomeric separation of such 

glycoconjugates is thought to be based on hydrophilic and electrostatic interactions between 

the glycans and the sulfobetaine stationary phase. 

New significant advances in instrumentation and column technology have given rise to 

different types of LC where column dimensions, particle sizes, sample handling, pressure 

ranges and flow rates are considerably modified to meet with the new challenges and 

demands of users in different fields, including glycomics [131–133]. In this regard, capillary 

liquid chromatography (CapLC) and nano liquid chromatography (nanoLC) have been 

extensively used for sample-constrained applications such as biomarker discovery in proteomic 

studies [134–136]. CapLC have been the main LC mode used during this thesis for the analysis 

of glycan isomers using a ZIC-HILIC column. The most important advantage of using micro-flow 

through capillary columns is the higher sensitivity that can achieved since the reduction in the 

column i.d. results in reduced dilution of the chromatographic band during analysis. This is 

very important when determining compounds present at low concentrations in limited sample 

volumes. Moreover, capLC provides many other advantages including less mobile phase 

consumption, good separation efficiency, short analysis time, instrumental simplicity, full 

automation and greater robustness than nanoLC or microchip technologies. It is also worth 

mentioning that the microliter flow rates used in capLC are ideally suited for direct, splitless 
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coupling with electrospray ionisation mass spectrometry (ESI-MS), in contrast to the special 

nanoElectrospray (nanoESI) interface often required to couple nanoLC with mass 

spectrometry.  

1.3.3. Electrophoresis 

Electrophoresis is a general term that describes the migration and separation of charged 

species through a matrix under the influence of an electric field. Separation by electrophoresis 

is based on the different mobility of ions depending on their charge to mass ratio, the higher 

charge per unit of mass the faster the migration. Electrophoresis encompasses a wide group of 

analytical techniques, which uses different matrices and conditions for separation of charged 

compounds, some of them with relevant application in glycoconjugate analysis. 

1.3.3.1 Gel electrophoresis 

Gel electrophoresis is used to separate and identify macromolecules as DNA, RNA or proteins 

based on size, form or isoelectric point. Gel electrophoresis with a polyacrylamide matrix, 

commonly called polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE), is undoubtedly one of the most 

widely used techniques to characterize complex protein mixtures [137]. It is a convenient, fast 

and inexpensive method, which only requires the order of micrograms quantities of protein. 

Polyacrylamide forms a gel matrix that serves as a sieve, slowing the rate of migration of larger 

molecules when they travel through the pores in the matrix in response to an electrical field. 

Other influences on the rate of migration include the structure and charge of the proteins.  The 

use of sodium dodecyl sulfate (SDS) in the polyacrylamide gel (SDS-PAGE) largely eliminates 

the influence of the structure and charge, and proteins are solely separated based on 

polypeptide chain length. SDS is a surfactant with strong protein-denaturing effect that unfold 

proteins into a linear shape giving them a net negative charge, which allows proteins to 
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migrate through the gel in direct relation to their size. SDS-PAGE, first described by Laemmli 

[138], can be used to estimate the relative molecular mass of proteins, the relative abundance 

of proteins in a sample and the distribution of proteins among fractions, as well as the purity 

of protein samples [139]. 

1.3.3.2 Capillary electrophoresis 

Capillary electrophoresis (CE) has proved to be a very attractive alternative separation 

technique to LC due to its high-resolution capabilities. Owing to the multiple separation modes 

that can be used in CE, it can be considered a versatile and suitable technique for numerous 

applications [140].  Among the different modes of operation, Capillary Zone Electrophoresis 

(CZE) is the most common due to its simplicity and versatility. For this reason, the use of only 

CE to refer to CZE has been extensively accepted. In CE, in contrast to gel electrophoresis, 

separation takes place in a narrow fused silica capillary filled with a background electrolyte 

(BGE). Charged species migrate through the capillary on the basis of their different charge to 

mass ratio by the effect of an applied electric field. CE offers many advantages over a variety of 

other analytical methods, including an extremely high separation efficiency, simple operation, 

short analysis time, automated and reproducible analysis, very low consumption of sample and 

solvents and on-line direct coupling with ESI-MS [141,142]. The flow of the BGE represents 

only a few tenths nL/min and the reduced internal diameter of the capillary (usually between 

50 and 75 μm) enables the formation of thin droplets at the capillary outlet. Such properties 

are particularly favourable to the ESI process, providing optimal ionization efficiency and a 

good sensitivity in mass spectrometry. Furthermore, injected sample volumes are in the 

femtoliter to nanoliter range, which make CE suitable for biological sample applications. Taking 

into account all aforementioned advantages, CE has emerged in last years as a powerful 

approach also for glycoconjugate analyses [143–145].  
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1.3.3.2.1 On-line preconcentration 

Despite all advantages that CE presents, the limits of detection (LODs) are constrained by the 

dimensions of the capillary, whose small volume limits the total volume of sample that can be 

injected. Moreover, when using optical detectors, the optical pathway is limited. Many 

different techniques have been developed to improve the concentration sensitivity in CE [146–

150]. In general, the concentration sensitivity of CE can be enhanced by electrophoretic or 

chromatographic preconcentration. Electrophoretic preconcentration techniques are designed 

to compress analyte bands within the capillary, thereby increasing the volume of sample that 

can be injected without losing CE efficiency. This on-line sample preconcentration, generally 

referred to as stacking, is based on either the manipulation of differences in the 

electrophoretic mobility of analytes at the boundary of two buffers with differing resistivities. 

Stacking or isotachophoresis (ITP) approaches for electrophoretic preconcentration have been 

widely used, obtaining in some cases highly preconcentration factors [147,148]. Nonetheless, 

these methods generally depend on the analysed compounds and the sample matrix 

physicochemical properties. Therefore, their performance in many applications can be limited. 

As an alternative, chromatographic preconcentration techniques using on-line solid-phase 

extraction capillary electrophoresis (SPE-CE) have shown wider applicability and better 

reproducibility without compromising the high preconcentration factors [150–152]. Moreover, 

SPE-CE can be used for on-line sample clean-up and purification, with minimum sample 

handling. In the typical SPE-CE configuration, a microcartridge (Figure 1.13), filled with a 

sorbent that shows affinity for the compounds of interest, is integrated in-line near the inlet of 

the separation capillary, in order to clean-up and preconcentrate the target analytes from a 

large volume of sample (typically ∼50-100 μL). After washing to remove non-retained 

molecules, the retained analytes are eluted in a small volume of an appropriate solution (~25-

50 nL), resulting in sample clean-up and concentration enhancement before electrophoretic 

separation and detection [149,153].  
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Figure 1.13.- On-line SPE-CE setup used in this thesis. 

Selection of the appropriate sorbent for optimum performance in SPE-CE is not an easy task.  

Sorbents not only should show a specific affinity for the target analyte but they also have to be 

adapted to the reduced dimensions of the microcartridges and to the fact that the extraction is 

undertaken on-line with a voltage-driven separation. Several sorbents commonly used for off-

line SPE or affinity chromatography have been applied to SPE-CE, including reversed phase, 

ionic exchange, size-exclusion, molecular imprinted polymers, antibodies, aptamers or lectins 

[149,152–154]. Among them, silica-based sorbents (e.g. C8 and C18) are widely recognized for 

their high efficiency and good extraction capacities, being C18 the most common 

chromatographic sorbent used for SPE-CE applications [154]. However, the major drawback of 

these conventional chromatographic sorbents is their limited selectivity, which has prompted 

to explore the use of sorbents with higher extraction selectivity such as immobilized metal ion 

affinity chromatography (IMAC), aptamers, lectin-based sorbents, among others.  
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In particular, this thesis will present a study by SPE-CE coupled to mass spectrometry (SPE-CE-

MS) using TiO2 beads as a sorbent to selectively analyse glycopeptides from the typical 

enzymatic digests of glycoproteins prepared in bottom-up proteomics approaches. This 

sorbent has been selected due to its described affinity for phosphopeptides [113,114] as well 

as its recent application for the purification of sialylated glycopeptides in off-line protocols 

[116]. TiO2 sorbent characteristics and mechanisms of interaction with glycopeptides have 

already been discussed in section 1.3.1 about purification techniques. 

1.3.4. Mass spectrometry 

Over the years, mass spectrometry (MS) has become a powerful tool in glycoproteomics due 

to its outstanding 4S features (sensitivity, stoichiometry, specificity and speed), which 

facilitates the identification of the glycoproteins, glycosylation sites and structures of glycans 

[155–158]. There are two general MS-based strategies for glycoprotein analysis. One is the 

“top-down” MS-based strategy in which the intact glycoproteins are directly subjected to MS 

and tandem MS analysis to provide the protein sequencing and glycosylation site localization 

without extensive separation or digestion. Although minimal sample preparation is required, 

this strategy has been limited up to now to small or low glycosylated glycoproteins, being not 

used for clinical glycoproteomic analysis due to the complex MS spectrum interpretation. The 

other is the “bottom-up” MS-based strategy that is the most widely applied for glycoprotein 

analysis. In this strategy, glycans or glycopeptides, obtained by chemical or enzymatic 

digestion methods as previously described, are often purified and subsequently characterised 

by MS. Both “top-down” and “bottom-up” strategies are considered complementary and, in 

order to obtain all the possible structural information of glycoproteins, the three approaches 

(i.e. intact glycoprotein, glycopeptides and glycans) should be taken into account. 
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Regarding instrumentation, a mass spectrometer is a complex and sophisticated analytical 

instrument that consists of several parts, being the most important ones the ionization source, 

the analyzer and the detector [159–161]. Briefly, the ionization source allows molecules in the 

liquid phase to be transferred directly into ions in the gas phase. Then, in the analyzer, ions are 

separated on the basis of their mass-to-charge ratios (m/z). The mechanism behind this 

separation is highly dependent on the type of analyzer, which could also affect the sensitivity 

and resolution of the mass spectra. Finally, the detector records either the charge induced or 

the current produced when an ion passes by or hits a surface. 

 1.3.4.1 Electrospray ionization 

Electrospray ionization (ESI) and matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI) are two 

ionization technologies that are widely applied to the analysis of glycoproteins and 

glycoconjugates. These two revolutionary techniques greatly expanded the use of mass 

spectrometry to almost all fields in science, as they allowed analysis by MS to be extended to 

non-volatile and thermolabile compounds. Both ionization processes are referred as soft 

ionization methods because almost no energy is retained by the analytes and, in general, no 

fragmentation happens during the ionization process [162,163]. Although both ionization 

methods permitted extensive studies on proteomics field, ESI can be easily coupled to LC or CE 

and thus is the most widely used ionization technique in glycoproteomics [164–166]. 

Moreover, ESI generates multiple charged ions that allow both small and large molecules to be 

transformed into gas-phase ions, only requiring a mass analyzer with a limited range of mass-

to-charge ratios (m/z). Nonetheless, in the case of CE, its connection to MS (CE-ESI-MS) can be 

problematic and two key requirements have to be considered: the CE circuit needs to be 

electrically closed, and very low and BGE-dependent flows need to be handled. To overcome 

these problems, Smith et. al. [167] developed the so-called sheath-flow interface, which 

allowed for the first time successful hyphenation of CE to MS. In this interface, a coaxial sheath 
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liquid is used to increase the flow rate and also close the electric contact in the terminus end 

of the CE capillary [167] (see Figure 1.14). Moreover, an inert gas is usually employed to assist 

the ionization and improve spray stability. Nowadays, this interface is commercially available, 

being Agilent Technologies® the leading company in this regard. Although the use of the 

sheath liquid produces certain dilution of the capillary eluent and detection sensitivity may be 

reduced, this interface provides increased reproducibility, robustness, ease of use and 

versatility and has resolved the main problems faced when coupling CE with MS.  

 

Figure 1.14.- Schematic representation of the sheath-flow interface for CE-MS coupling. 

In the last few years, a new variant of ESI has raised considerably interest among the scientific 

community, the noteworthy nanoESI [168,169]. This interface is ideally suited for the 

ionization of analytes in nanoflow range systems, such as nanoLC or CE. NanoESI shows high 

sensitivity and low sample consumption due to the initial size of the formed droplets is 

considerably reduced. Furthermore, less droplet fissions are needed to ionize the analytes and 

solvent evaporation is much faster, apart from the reduced adduct formation.  
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1.3.4.2 Mass analyzers 

Nowadays, five main mass analyzers are widely used for the analysis of protein glycosylation, 

namely, ion trap (IT), quadrupole (Q), time-of-flight (TOF), Orbitrap and Fourier transform ion 

cyclotron resonance (FT-ICR) [170]. These analyzers vary in terms of size, price, resolution, 

scanning range and speed, dynamic range and the ability to perform MS/MS experiments. The 

main analyzer used in this thesis has been an orthogonal acceleration TOF (oa-TOF), due to its 

seemingly unlimited m/z range, high-speed acquisition capabilities, high mass accuracy and 

resolving power, with a relative affordable price [170]. The different direction for the 

separation of ions, orthogonally introduced with oa-TOF provided several advantages, such as 

better efficiency in gating ions from an external continuous source (e.g. ESI), reduction of 

velocity and spatial dispersion and the concomitant increase in mass resolving power, mass 

accuracy and signal-to-noise ratio (S/N). 

In recent years, hybrid analyzer instruments are extensively applied to characterize 

glycoproteins, not only because such hybrid species could combine the merits of different 

analyzers but, particularly, for the fact that more structural information can be obtained as 

MS/MS experiments are easily carried out [170]. Linear ion trap quadrupole (LTQ) and 

quadrupole-time-of-flight (qTOF) instruments have been already used for glycoprotein analysis 

[156]. In such hybrid analyzers, collision-induced dissociation (CID) is commonly employed as 

fragmentation technique to produce tandem mass spectra. The process involves the 

acceleration of molecules, which are collided with a neutral gas (e.g. nitrogen), resulting in the 

breaking of molecular bonds and the generation of tandem mass spectra [171,172].  Orbitrap 

analyzer combined with a linear ion trap (LTQ Orbitrap) provides rapid and accurate tandem 

MS analysis of complex compounds and has been already employed to identify 

glycoconjugates with high resolution and mass accuracy [173–175]. In LTQ Orbitap, a CID-

based approach termed higher-energy collisional dissociation (HCD) was developed as a 
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fragmentation process that overcomes the shortfalls of CID in the linear ion trap, such as low 

mass resolution and accuracy [176]. In this case, fragmentation spectra are produced outside 

the ion trap, namely in the C-trap. An schematic representation of LTQ Orbitrap Velos (Thermo 

Scientific®) mass spectrometer used in this thesis is shown in Figure 1.15.  

 

Figure 1.15.- Schematic representation of a Linear Trap Quadropole (LTQ) Velos Orbitrap mass 

spectrometer. 

Furthermore, new advances in instrumentation have led to the introduction of more powerful 

Orbitrap mass spectrometers, such as Orbitrap Fusion Lumos™ Tribrid (Thermo Scientific®) 

that combines advanced quadrupole technology, dual-pressure linear ion trap and ultra-high 

field orbitrap mass analyzer. This instrument has had a great impact in glycoproteomics field as 

reported by several authors [177–179].  

Tandem mass spectrometry is currently an efficient and powerful technique for the structural 

characterization of glycans [172]. Although exoglycosidase digestion has classically been used 

for the structural elucidation of glycans, the use of tandem mass spectrometry approaches to 

obtain structural information about the sequence and linkage-type of glycans has gained 

interest in last years as commercially available enzymes can only cleave certain linkage-types 

and their specificity might not be absolutely guaranteed. In this regard, Harvey and co-workers 

extensively studied the fragmentation of high-mannose, hybrid and complex N-glycans, 

establishing characteristic fragments of specific features such as sialic acid and fucose linkage-
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types [180,181]. In this thesis, LTQ Orbitrap has been employed to determine the reliable 

diagnostic fragments useful for sialic acid and fucose linkage-type assignations using the 

information of hAGP glycan isomers obtained with exoglycosidase digestions. On the other 

hand, Orbitrap Fusion Lumos™ Tribrid was also used in this thesis for protein identification of 

IAC eluted fractions. 

1.3.5. Ion mobility-mass spectrometry 

Ion mobility-mass spectrometry (IM-MS) is a versatile two-dimensional analytical technique for 

rapid separation and simultaneous detection of the compounds of interest by conducting a 

gas-phase separation prior to mass analysis [182]. IM-MS provides a new dimension in the 

separation of compounds, where ions are not only separated due to their mass and charge, 

but also on the basis of their shape and size. For this reason, its usefulness in various fields has 

become apparent, especially for glycan analysis, resolving ions that would be otherwise 

indistinguishable solely by MS, such as isomers [183–186].  

In IM-MS,  gas ions flow cross a cell filled with a background inert neutral gas (usually N2 or He) 

under the joint action of a weak electric field and resistance to reversed gas flow before they 

are trapped for mass analysis [187]. The time that a particular ion takes to cross the IM cell is 

called drift time and it is mainly determined by the ion-gas collisions. The drift time of an ion is 

dependent on a multitude of experimental parameters, which makes a direct comparison 

difficult, and it can be used to calculate the rotationally averaged collision cross section (CCS) 

of an ion in a specific drift gas. This CCS is a molecular property, which under controlled 

conditions is independent of instrument parameters and can be correlated to the overall shape 

and topology of an ion. As such, CCSs can be used as an additional identification parameter, 

which can be stored in databases, allowing an easier and more reliable structural assignment 

[188,189]. Separation occurs because ions with high charge and more compact structures 
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(small CCS) have shorter drift times than those with lower charge and higher CCS. Figure 1.16 

illustrates the fundamentals of classical IM-MS separation.  

 

Figure 1.16.- Separation in classical IM-MS. Ions with smaller CCS and higher charge are separated 

before those with higher CCS and smaller charge. 

There are several types of IM instruments, that mainly differ in the nature of the electric field 

that is used to propel the ions through the cell [187]. Among them, traveling-wave ion mobility 

spectrometer (TWIMS) can be considered the one that has seen a major growth in the last 

years and it is the one used in this thesis. In TWIMS, ions are propelled through the cell thanks 

to a sequence of symmetric potential waves, each ion with its own mobility depending on its 

charge and CCS. Those ions with higher mobility (i.e. high charge and small CCS) will be pushed 

along with the wave, thus, they travel the cell faster. Whereas, low mobility ions (i.e. low 

charge and high CCS) roll over the top of the wave and, consequently, they stay longer in the 

2+

+
2+

+

2+ +
2+ +

Drift time

Ion mobility cell
Inert background gas (N2 or He)

Weak electric field

M
S



Chapter 1 Introduction 
 

- 53 - 
 

cell. Therefore, different species transit the cell in different times [190,191]. Figure 1.17 shows 

an schematic representation of method operation in TWIMS.  

 

Figure 1.17.- Fundamentals of TWIMS separation. The top section represents the electrodes that are 

selectively turned on to emulate a wave-like effect of traveling potentials as represented by the bottom 

part. Low mobility ions are impeded and roll over the wave whereas high mobility ions are moved along 

with the wave allowing for temporal separation. 

One of the main advantages of TWIMS is that it disperses ion mixtures, allowing the 

simultaneous measurement of multiple species. This, in conjunction with a high sensitivity 

obtained when TWIMS is coupled to certain MS analyzers, such as time-of-flight (TOF), has 

made this platform an alluring option for structural analysis and isomer separation. This 

platform, along with other IM methods, has been recently explored for the analysis of glycans 

or glycoconjugates by several authors [192–194]. Figure 1.18 shows a representation of an ion 

mobility mass spectrometer with a traveling wave ion mobility cell. 
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Figure 1.18.- Schematic representation of an ion mobility mass spectrometer (IM-MS) with a traveling 

wave ion mobility cell (Synapt G2 from WATERS® Corp.). 

1.4. Data analysis. Chemometric methods 

Chemometric methods play a crucial role in data processing, exploration and classification of 

the massive and complex datasets generated in proteomics and metabolomics studies, 

especially in untargeted analysis [195,196]. The use of multivariate data analysis methods 

could be even more valuable when applied to glycomic studies due to the inherent complexity 

and large microheterogeneity of glycopeptides and glycans with the presence of several 

isomers. Therefore, efficient data processing and interpretation tools of such huge and 

complex datasets are required to obtain accurate information and extract reliable conclusions, 

especially in biomarker research. In this thesis, principal component analysis (PCA) and partial 

least discriminant analysis (PLS-DA) have been used for glycan-based biomarker discovery of 

two important diseases. The principles of both chemometric methods will be briefly described 

in the following section.   
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1.4.1. Principal component analysis 

PCA is a widely applied mathematical tool for unsupervised data decomposition and 

dimensionality reduction, which helps to understand and interpret large and complex datasets 

[197,198]. PCA is a technique that condenses all the information into a few number of 

components (Principal Components, PCs) obtained from decomposition of dataset matrix. 

These PCs maximize explained variance in the data on each successive component under the 

constraint of orthonormality to each other [197,199]. As a result, a bilinear model is generated 

which is a product of scores (T) and loadings (P) matrices: 

𝑋𝑋 = 𝑇𝑇𝑃𝑃𝑇𝑇 + 𝐸𝐸                                                                𝐄𝐄𝐄𝐄.𝟏𝟏                                                               

where X is the matrix of the dataset (M x N matrix; M, rows: number of samples; N, columns: 

measured variables), T is the scores matrix (M x A matrix; A: number of calculated PCs) and PT 

is the loadings matrix (A x N matrix). T and P consist of orthogonal and orthonormal vectors, 

respectively, and E is the residuals (i.e. the variance not explained by the PCs). 

PCA is considered a potent visualization technique in which each object (sample) gets a scores 

value on each PC and, similarly, each variable gets a loadings value on each PC. Thus, objects 

and variables can be presented in the so-called scores and loadings plots, respectively. Scores 

plots are quite useful for revealing patterns, such as clusters, trends and outliers, in the data. 

Additionally, loadings plots are mainly used to check whether there is covariance among 

variables or to explain and interpret the patterns observed in the scores plot [197,199]. Finally, 

it is worth mentioning that usually only PCs that explain or map the dominant variation 

patterns in the data are extracted and noise is left in the residuals matrix. 
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1.4.2. Partial least discriminant analysis 

PLS-DA also reduces the dimensionality of a dataset matrix by means of decomposition into a 

set of components, in this case referred to as latent variables (LVs) [200–203]. In contrast to 

PCA, which is an unsupervised data decomposition method, PLS-DA is used for the supervised 

identification of trends and clustering of the data. The method is in fact an extension of partial 

least squares (PLS). In PLS, a matrix is composed of normalized weight vectors (WT), which are 

calculated as the covariance between the response matrix Y (i.e. groups, class membership) 

and the data matrix X (i.e. raw data). Scores for the PLS components are calculated by 

projecting the spectral variables X on WT, whereas loadings are calculated by projecting X on 

the resulting scores vectors [201]. When PLS is used as a supervised classification method, the 

response variable is just a binary vector of zeros and ones (in contrast to PCA, where only the 

matrix X is present), which describes the class membership for each sample in the studied 

groups. In this case, the method is referred to as PLS-DA [204,205]. Figure 1.19 shows a 

representation of matrices X and Y for PLS-DA models including two and three classes. 

 

Figure 1.19.- Representation of partial least squares-discriminant analysis (PLS-DA) for models including 

two classes (A) and three classes (B). 

This method provides several statistics such as the loading weight, the regression coefficient 

and the variable importance in the projection (VIP), which can be used to identify the most 
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important variables and their importance to explain differences between classes. As in PCA, 

this technique provides a visual interpretation of complex datasets through a low-dimensional, 

easily interpretable scores plot that illustrates the separation between different groups. 

Comparison of loadings and scores plots supports investigations in terms of the relationship 

between important variables that can be specific to the group of interest [204,205]. 
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Among the three strategies used for the analysis of protein glycosylation (intact glycoprotein, 

glycopeptides and glycans), glycopeptide analysis provides valuable information not only about 

the glycan structures but also about the glycosylation sites and thus about their degree of 

occupancy. Therefore, the analysis of glycopeptides, obtained after enzymatic digestion of the 

intact glycoprotein, is a bottom-up MS-based strategy widely applied in glycoproteomics. 

However, the copresence of peptides in the protein digest can hinder the ionization of the 

glycopeptides by MS and thus the detection of low abundant glycoforms. In this regard, 

several purification methods to selectively isolate glycopeptides from protein digests prior to 

MS, LC-MS or CE-MS analysis have been developed in last years to overcome these limitations. 

Nonetheless, these methodologies, including affinity chromatography, hydrophilic interaction 

chromatography or titanium dioxide (TiO2) particles, are usually off-line, expensive, laborious 

and require time-consuming sample treatments before analysis.  

CE-MS is especially interesting in glycosylation studies as glycopeptide glycoforms that differ in 

the number of sialic acids can be separated in a relative easy manner. Therefore, this 

technique can be considered an alluring alternative to LC-MS for the separation and 

characterization of glycoprotein digests following a typical bottom-up strategy. Additionally, 

the on-line coupling of solid-phase extraction with CE (SPE-CE) has been successfully applied to 

the analysis of a broad variety of small molecules, peptides and proteins using different 

sorbents. This approach provides an on-line sample clean-up and preconcentration of the 

target analytes.  

This chapter describes the development of two different methods for the purification of 

glycopeptides from protein digests. Precipitation with acetone is presented as a simple and 

rapid method for the peptide removal from protein digests. In addition, the influence of the 

different physicochemical parameters and properties that make peptides, N- and O-

glycopeptides to present a different behavior in front of acetone precipitation are studied 
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using chemometric tools. This chapter also presents an SPE-CE-MS method using TiO2 sorbent 

(TiO2-SPE-CE-MS) as a novel alternative for on-line sample clean-up and glycopeptide 

enrichment. The capacity of the above mentioned TiO2-SPE-CE-MS methodology to selectively 

purify glycopeptides with different composition and number of sialic acids is also evaluated. 

This chapter includes the following publications: 

• Publication 2.1.- Analysis of O‑glycopeptides by acetone enrichment and capillary 

electrophoresis-mass spectrometry. Mancera-Arteu, M., Giménez, E., Benavente, F., 

Barbosa, J., Sanz-Nebot, V. Journal of Proteome Research (2017), 16, 4166-4176. 

• Publication 2.2.- Analysis of glycopeptide biomarkers by on-line TiO2 solid-phase 

extraction capillary electrophoresis-mass spectrometry. Mancera-Arteu, M., Lleshi, N., 

Sanz-Nebot, V., Giménez, E., Benavente, F. Talanta (2020), 209, 120563. 
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Supplementary Figure S-1. A) Scores plot and B) loadings plot of the PCA model applied to 

the percentage of precipitation adding 5-fold volume of acetone and the different 

physicochemical parameters and properties of peptides and glycopeptides of the enzymatic 

digests of ovalbumin (OVA), human and bovin alpha-1-acid glycoprotein (hAGP and bAGP), 

human apolipoprotein C-III (APO-C3) and rhEPO (see Table 1). 
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Supplementary Figure S-2. A) Scores plot and B) loadings plot of the PCA model applied to 

the percentage of precipitation adding 5-fold volume of acetone and the different 

physicochemical parameters and properties of N-glycopeptides (see Table 1). 

 

A) Scores plot

B) Loadings plot

Scores on PC 1 (44.2%)

Sc
or

es
 o

n
PC

 2
 (2

0.
9%

)

-6 -4 -2 0 2 4 6

-4

-3

-2

-1

0

1

2

3

4

5

NG39

NG40

NG1
NG2

NG3
NG4 NG5

NG6
NG7

NG8

NG41

NG42

NG43

NG44

NG45

NG46

NG9
NG10

NG11
NG12

NG13

NG14 NG15

NG16

NG17
NG18

NG19
NG20

NG21
NG22

NG23
NG24

NG25
NG26

NG27

NG28
NG29 NG30

NG32

NG33
NG34

NG35
NG36

NG37

NG38

Supernatant

Precipitate

NGi (N-glycopeptides)

-0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6
-0.3

-0.2

-0.1

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

PC 1 (44.2%)

PC
 2

 (2
0.

9%
)

q

MtheoMpeptide

Number of AA

GRAVY

Aliphatic Index

MglycanH

N

NeuGc

NeuAc

F

Branching

% precipitation (5-fold)



 

 
 

Supplementary Table S-1. Peptides, N- and O-glycopeptides detected by CE-MS in the tryptic digest of rhEPO, APO-C3, hAGP, bAGP and OVA glycoproteins and 

the physicochemical parameters and properties used to study the percentage of precipitation in the acetone enrichment method. 
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Supplementary Figure S-1. Bar graph showing the effect on the peak areas of rhEPO 

O126/1NeuAc and O126/2NeuAc glycopeptide glycoforms and the total peptides detected by 

TiO2-SPE-CE-MS washing with binding and loading buffers (which contain 10% and 2% of HFor, 

respectively) or only with loading buffer (50 mg·L-1 rhEPO. The rest of conditions were the 

preliminary ones). 
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Supplementary Figure S-2. Evaluation of sample loading time for O126/1NeuAc and 

O126/2NeuAc glycopeptide glycoforms of rhEPO by TiO2-SPE-CE-MS (50 mg·L-1 rhEPO. The 

rest of conditions are the optimized ones). 
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Alterations in the glycoprofile of several proteins have been described in several diseases. 

Typical glycan modifications are associated with changes in sialylation, fucosylation and/or 

branching. In the particular case of cancer, increased levels of a2-6 sialic acids and 

overexpression of certain Sialyl Lewis epitopes were mostly described. As sialic acids and 

fucoses can show different linkage-types in glycans, which lead to the presence of several 

isomers, the separation and in-depth characterization of these glycan isomers has raised great 

importance in the last years. The possibility of identifying alterations in specific sialic acid or 

fucose linkage isomers could facilitate the discovery of diagnostic biomarkers as certain 

isomers could be associated with a specific pathology. 

LC-MS in combination with exoglycosidase digestions has been used to elucidate and 

structurally characterize isomeric glycans. However, the reported strategies do not present 

enough retention time reproducibility and the difference in the ionization yield between 

samples can lead to errors in the assignation of the isomers. Additionally, commercially 

available enzymes can only cleave certain linkage-types and, in some cases, their specificity 

might not be absolutely guaranteed. For this reason, methods using tandem mass 

spectrometry (MS/MS) has been also developed to obtain structural information about the 

sequence and linkage-type of the glycans. Nevertheless, although several ions have been 

described as diagnostic of specific structural features, such as sialic acids or fucoses linkage-

types, scarce studies previously characterize the linkage-types present in each isomer with a 

complementary technique to confirm or discard the diagnostic value of such ions. 

In this chapter, a method for the separation and identification of glycans and their 

corresponding isomers by capillary LC-MS using a zwitterionic hydrophilic interaction column 

(CapZIC-HILIC-MS) is optimized. In addition, two methods for the characterization of glycan 

isomer structures as well as their sialic acid and fucose linkage-types by CapZIC-HILIC-MS are 

also presented. The first one uses exoglycosidase digestion in combination with glycan relative 
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isotope labeling (GRIL) strategy using [12C6]/[13C6]-aniline, while the other is focused on the 

development of a CapZIC-HILIC-MS/MS approach. Human alpha-1-acid glycoprotein (hAGP) is 

used in both studies as model glycoprotein due to its wide range of sialofucosylated glycan 

structures and relation with certain inflammatory processes and types of cancer. 

The work performed in the above mentioned topics has resulted in the publications listed 

below:   

• Publication 3.1.- Identification and characterization of isomeric N-glycans of human 

alfa-acid-glycoprotein by stable isotope labelling and ZIC-HILIC-MS in combination with 

exoglycosidase digestion. Mancera-Arteu, M., Giménez, E., Barbosa, J., Sanz-Nebot, V. 

Analytica Chimica Acta (2016), 940, 92-103. 

• Publication 3.2.- Zwitterionic-hydrophilic interaction capillary liquid chromatography 

coupled to tandem mass spectrometry for the characterization of human alpha-acid-

glycoprotein N-glycan isomers. Mancera-Arteu, M., Giménez, E., Barbosa, J., Peracaula, 

R., Sanz-Nebot, V. Analytica Chimica Acta (2017), 991, 76-88. 
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Supplementary Figure S-1. Experimental workflow followed to evaluate the digestion of hAGP 

N-glycans with α1-3,4 fucosidase. 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 



Chapter  3   Glycan isomer characterization 
 

- 117 - 
 

 



Glycan isomer characterization    Chapter 3 
 

- 118 - 
 

 



Chapter  3   Glycan isomer characterization 
 

- 119 - 
 

 



Glycan isomer characterization    Chapter 3 
 

- 120 - 
 

 



Chapter  3   Glycan isomer characterization 
 

- 121 - 
 

 



Glycan isomer characterization    Chapter 3 
 

- 122 - 
 

 



Chapter  3   Glycan isomer characterization 
 

- 123 - 
 

 



Glycan isomer characterization    Chapter 3 
 

- 124 - 
 

 



Chapter  3   Glycan isomer characterization 
 

- 125 - 
 

 



Glycan isomer characterization    Chapter 3 
 

- 126 - 
 

 



Chapter  3   Glycan isomer characterization 
 

- 127 - 
 

 



Glycan isomer characterization    Chapter 3 
 

- 128 - 
 

 



Chapter  3   Glycan isomer characterization 
 

- 129 - 
 

 

 

 

 

 



 

 
 

  



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Supplementary Figures and Tables  

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapter  3   Glycan isomer characterization 
 

- 133 - 
 

Supplementary Table S-1. Summary of the most important characteristic ion fragments 

obtained in negative ion mode tandem mass spectra for the characterization of sialylated 

and desialylated complex-type N-glycans. Most of these fragments have been previously 

described in the literature [11, 13, 21, 25-32]. 

 

 

 



Glycan isomer characterization    Chapter 3 
 

- 134 - 
 

 
a Fragment 1,3A5 for sialylated N-glycans as well as 1,3A4 for desialylated ones, correspond to the 
same exact mass of fragment 2,4A5 and 2,4A4 respectively. 
b Only possible ion fragment structure in the case of biantennary N-glycans. 
c Characteristic of branched antenna in tri- and tetraantennary glycans. 
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Supplementary Table S-2. Summary of diagnostic ion fragments obtained in negative ion 

mode tandem mass spectra for the characterization of important structural features of 

sialylated and desialylated complex-type N-glycan isomers. These ion fragments have been 

previously described in the literature for the characterization of 6-antenna [11, 21, 25, 26], 

sialic acid linkage-type [28, 30] and fucose linkage-type [11, 25, 26, 32]. 
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a Fragment 1,3A5 for sialylated N-glycans as well as 1,3A4 for desialylated ones, correspond to the same 
exact mass of fragment 2,4A5 and 2,4A4 respectively. 
b Only possible ion fragment structure in the case of biantennary N-glycans. 
c The exact mass of this ion fragment includes the mass of one fucose unit. 
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Supplementary Figure S-1. Tandem mass spectra of isomer 2 of H5N4S2 glycan detected in 

hAGP standard using (A) QTrap and (B) LTQ-Orbitrap at the optimized HCD collision energy 

(75%), and (C) LTQ-Orbitrap at 55% of HCD collision energy. (*) This ion fragment could 

correspond to other possible structures listed in Table S1 and S2 of the supplementary 

material. 
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In the last years, the search of glycan structures that could be used as potential biomarkers of 

several pathologies has aroused great interest in biomedicine. Elevated levels of total sialic 

acid (TSA), different expression between α2-3/α2-6 linked sialic acids, increased branching, 

addition of poly N-acetyllactosamine (polylacNAc) as well as upregulation of certain 

fucosylated epitopes have been the most important alterations reported in glycans in 

inflammatory processes and cancer. Moreover, in the case of cancer, these alterations seem to 

be related to the tumor initiation and progress as well as to metastasis, promoting certain 

glycan structures the extravasation of tumor cells. Therefore, finding novel glycan-based 

biomarkers may have much better performance for early diagnosis, disease monitoring and 

prognosis. 

In this chapter, the alterations occurred in hAGP glycan isomers are studied in patients with 

pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) and chronic pancreatitis (ChrP). The carbohydrate 

antigen 19-9 (CA 19-9), which is currently the only biomarker recommended for PDAC, shows 

an inadequate sensitivity and false results, especially  in patients suffering from other 

nonmalignant diseases such as ChrP. Certain hAGP glycan isomers are proposed in this chapter 

as biomarker candidates of PDAC, which allow the differentiation from ChrP. In addition, using 

the characterization of hAGP glycan isomers performed in the previous chapter of this thesis, 

the existence of a relation between specific sialic acid or fucose linkage-types and PDAC is 

investigated. 

Similarly, changes in the expression of mouse transferrin (mTf) glycan isomers in mice with 

collagen-induced arthritis (CIA), an homologous disease in many aspects to rheumatoid 

arthritis (RA) in humans, are also studied in this chapter. Currently, there is no single test to 

confirm the diagnosis of RA and it is based on the symptoms and the measurement of some 

variables. In this chapter, certain mTf glycan isomers are proposed as biomarkers of CIA, which 
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could be useful, in the future, to find novel glycan biomarkers for the diagnosis of RA in 

humans. 

The work carried out in these studies has resulted in the publications listed below: 

• Publication 4.1.- Multivariate data analysis for the detection of human alpha-acid 

glycoprotein aberrant glycosylation in pancreatic ductal adenocarcinoma. Mancera-

Arteu, M., Giménez, E., Balmaña, M., Barrabés, S., Albiol-Quer, M., Fort, E., Peracaula, 

R., Sanz-Nebot, V. Journal of Proteomics (2019), 195, 76-87. 

• Publication 4.2.- Alterations in the glycan profile of mouse transferrin: New insights in 

collagen-induced arthritis. Mancera-Arteu, M., Giménez, E., Sancho, J., Sanz-Nebot, V. 

Journal of Proteome Research (2020), 19, 1750-1759. 
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Supplementary Figure S-1. Outlier detection plot (Q Residuals vs. Hotelling T2) of the PCA model 

applied to the relative areas (pathological sample vs. healthy control pool) obtained for each hAGP 

intact glycan isomer in PDAC and ChrP samples. 
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Supplementary Figure S-2. Outlier detection plot (Q Residuals vs. Hotelling T2) of the PCA model 

applied to the relative areas (pathological vs. standard samples) obtained for each hAGP 

desialylated glycan isomer in PDAC and ChrP samples. 
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Supplementary Table S-1. Characterization of the sialic acid (SiA) and fucose (Fuc) likage-types of most 

hAGP glycan isomers performed in our previous works using exoglycosidase digestions and tandem 

mass spectrometry [27,28]. 
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                                                       *The characterization of these isomers was not possible. 
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Supplementary Figure S-1. Bar graph of the relative area of the glycans detected by µZIC-

HILIC-MS in the control mouse serum using the initial and the optimized IAC conditions, 

with the corresponding standard deviations associated (n=3). Relative area was calculated 

as the peak area of each glycan divided by de sum of the peak areas of all glycans 

detected. 
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Supplementary Figure S-2. Bar graph of the average relative area of the glycans obtained 

from a pool of non-immunized WT and from the control mouse serum using the optimized 

IAC conditions. Relative area was calculated as the peak area of each glycan divided by de 

sum of the peak areas of all glycans detected. 
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Supplementary Figure S-3. A) Scores plot, B) Loadings plot and C) Outlier detection plot of 

the PCA model applied to the ratios (area of the glycan isomer in the non-immunized or CIA 

sample vs. area of the same glycan isomer in the control mouse serum sample obtained for 

each mTf glycan isomer in the non-immunized and CIA WT mice samples analyzed. 
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5.1. Establecimiento de metodologías para la purificación de glicopéptidos 

Como se comentó en la introducción de esta tesis doctoral, el análisis de glicopéptidos se 

utiliza habitualmente como estrategia bottom-up en estudios glicoproteómicos para 

caracterizar por espectrometría de masas (MS) las estructuras de los glicanos, así como los 

diferentes puntos de glicosilación donde se encuentran unidos a la glicoproteína de interés. Sin 

embargo, las dificultades para detectar estos analitos por MS, debido a su baja concentración y 

a la supresión iónica que experimentan en presencia de los péptidos que se encuentran en los 

digestos, han dado lugar al establecimiento de diversas técnicas destinadas a purificar de 

manera selectiva los glicopéptidos antes de ser analizados por MS [106,107,115]. 

En esta tesis doctoral, se han establecido dos métodos para la purificación de glicopéptidos de 

proteínas de interés biomédico o biofarmacéutico. Estos métodos se han aplicado al análisis de 

glicopéptidos por CE-MS dadas las ventajas que presenta esta técnica de separación frente a la 

LC-MS en el análisis de glicopéptidos [68,206]. Aunque se han analizado los digestos trípticos 

de diversas glicoproteínas para evaluar las metodologías de purificación establecidas, ambos 

métodos (descritos en los artículos 2.1 y 2.2) se han centrado en el enriquecimiento de las 

glicoformas del O-glicopéptido de la eritropoyetina humana recombinante (rhEPO) dado su 

interés como biofármaco y como agente dopante [79–83]. 

5.1.1. Purificación de glicopéptidos mediante precipitación con acetona 

Aunque existen diversos métodos descritos en la bibliografía para la purificación de 

glicopéptidos empleando cromatografía de afinidad con lectinas, cromatografía de interacción 

hidrofílica así como extracción con partículas de dióxido de titanio (TiO2) [108,116], estas 

metodologías son generalmente caras, laboriosas y requieren mucho tiempo para llevarse a 

cabo. Con el fin de desarrollar un método rápido, simple y económico para el enriquecimiento 

de los glicopéptidos presentes en una muestra, Takakura et. al. desarrollaron un método 
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basado en su precipitación selectiva con acetona [118]. Este estudio se centró en la diferente 

solubilidad de péptidos y glicopéptidos en este disolvente para lograr su separación, pero sin 

investigar las diferencias de comportamiento entre N- y O-glicopéptidos.  

En esta tesis, se ha estudiado en profundidad la precipitación con acetona de los N- y O-

glicopéptidos en función de su naturaleza, obtenidos de digestos enzimáticos de diversas 

glicoproteínas de interés biofarmacéutico o biomédico: rhEPO, apolipoproteina C-III (APO-C3), 

alfa-1-glicoproteína humana y bovina (hAGP y bAGP) y ovalbúmina (OVA) (artículo 2.1). 

Asimismo, se ha estudiado la influencia en la precipitación de diversos parámetros físico-

químicos y propiedades relacionadas con la composición de los carbohidratos y la estructura 

del glicopéptido, mediante métodos de análisis de datos multivariantes. Finalmente, dado el 

interés de ciertas glicoformas del O-glicopéptido de la rhEPO en el control de calidad de este 

biofármaco y en el control antidopaje, se han seleccionado las condiciones para su óptima 

precipitación. 

5.1.1.1. Estudio de la precipitación de péptidos y glicopéptidos 

En primer lugar se investigaron las condiciones propuestas por Takakura et.al. [118] para la 

precipitación de los péptidos, N- y O-glicopéptidos presentes en los digestos enzimáticos de las 

proteínas mencionadas, utilizando un volumen de acetona 5 veces superior al de digesto. 

Todas las digestiones se llevaron a cabo con tripsina excepto en el caso de la OVA, cuya 

digestión dio lugar a un N-glicopéptido demasiado grande (secuencia peptídica de 32 

aminoácidos) y difícil de detectar por MS, por lo que se utilizó quimotripsina para la digestión. 

Los sobrenadantes y precipitados fueron analizados por CE-MS mediante un método 

desarrollado previamente por nuestro grupo de investigación para el análisis de glicopéptidos 

[85,86]. Se detectaron un total de 53 péptidos, 46 N-glicopéptidos y 7 O-glicopéptidos con 

diferentes estructuras y composición de glicanos. Con estas condiciones de precipitación 



Capítulo 5 Resultados y Discusión 
 

- 181 - 
 

(exceso de 5 veces de acetona) los N-glicopéptidos se detectaron principalmente en el 

precipitado, mientras que los péptidos permanecieron en el sobrenadante y los O-

glicopéptidos precipitaron parcialmente. Con el fin de conocer la influencia de diversos 

parámetros físico-químicos y propiedades de los péptidos y glicopéptidos en su solubilidad en 

acetona, se emplearon herramientas quimiométricas como el análisis por componentes 

principales (PCA) y el análisis discriminante por mínimos cuadrados parciales (PLS-DA). Se 

tuvieron en cuenta variables asociadas: 1) a toda la molécula (masa teórica, Mteo y carga, q), 2) 

a la cadena peptídica (masa del péptido, Mpéptido; número de aminoácidos, número de AA; 

promedio general de hidropatía, GRAVY y índice alifático) y 3) a los glicanos (masa del glicano 

(Mglicano), número y tipo de monosacáridos (H, N, NeuAc, NeuGc) y número de antenas. La 

composición de cada uno de los péptidos y glicopéptidos identificados, los valores de cada una 

de las variables mencionadas anteriormente, así como el porcentaje de precipitación obtenido 

en cada caso a partir del análisis por CE-MS, se detallan en el material suplementario del 

artículo 2.1 de esta tesis doctoral. En primer lugar, para explorar los datos y estudiar la 

existencia de tendencias o grupos así como detectar la presencia de outliers, se aplicó PCA al 

conjunto de parámetros físico-químicos y propiedades de cada péptido/glicopéptido así como 

a los porcentajes de precipitación obtenidos. Tal y como se explica en detalle en el artículo 2.1, 

se observó la presencia de tres clases, correspondientes a péptidos (Pi), N-glicopéptidos (NGi) y 

O-glicopéptidos (OGi), mientras que los glicopéptidos NG39 y NG40 de la OVA fueron 

considerados outliers. A continuación se utilizó PLS-DA con el objetivo de mejorar la 

separación entre clases y facilitar la identificación de las variables más importantes en la 

precipitación de péptidos y glicopéptidos. La Figura 5.1 muestra los gráficos de scores (A), 

loadings (B) y VIP scores (C) obtenidos en dicho modelo.  
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Figura 5.1.- (A) Gráfico  de scores y (B) gráfico de loadings del modelo de PLS-DA aplicado al porcentaje 

de precipitación, añadiendo un exceso de cinco veces de acetona, y a los diferentes parámetros físico-

químicos y propiedades de péptidos/glicopéptidos obtenidos de los digestos de OVA, hAGP, bAGP, APO-

C3 y rhEPO (ver artículo 2.1). (C) VIP scores de las diferentes variables cuando se considera la separación  

de (i) O-glicopéptidos con respecto a péptidos y N-glicopéptidos, (ii) péptidos con respecto a N- y O-

glicopéptidos y (iii) N-glicopéptidos con respecto a péptidos y O-glicopéptidos. 
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Como puede observarse en el gráfico de scores, dos variables latentes (LVs) fueron suficientes 

para separar las tres clases de compuestos con un total del 70.3% de la variancia explicada, 

siendo LV1 la más útil para diferenciar entre clases de compuestos. En este sentido, el gráfico 

de loadings mostró que las variables relacionadas con la estructura de los glicanos y su 

composición, tales como Mteo, Mglicano, número de monosacáridos H, N y NeuAc, número de 

antenas y q, eran las más importantes para la separación entre péptidos, N- y O-glicopéptidos. 

Además, los gráficos de VIP scores, desvelaron que Mteo, Mglicano, número de H y N así como el 

número de antenas eran las variables más relevantes para diferenciar el comportamiento 

tanto de péptidos como de N-glicopéptidos del resto (Figuras 5.1C-ii y 1-iii). Por el contrario, 

tal y como muestra la Figura 5.1C-i, Mpeptido, número de AA y, en menor medida, GRAVY fueron 

las variables más significativas en la diferenciación de los O-glicopéptidos respecto al resto de 

compuestos. Teniendo en cuenta estos resultados y los obtenidos en el modelo de PLS-DA 

aplicado sólo a péptidos y O-glicopéptidos (ver artículo 2.1), se puede concluir que 

prácticamente todos los N-glicopéptidos precipitan cuantitativamente empleando un exceso 

de cinco veces de acetona ya que presentan un elevado porcentaje de glicosilación (≥45% 

(m/m)) y una mayor Mteo, mientras que los péptidos permanecen mayoritariamente en 

disolución. En el caso de los O-glicopéptidos, el número de AA, Mpéptido, así como su 

hidrofobicidad (GRAVY e índice alifático) y menor porcentaje de glicosilación (≤40% (m/m)) 

respecto a los N-glicopéptidos, los hace más parecidos estructuralmente a los péptidos, lo que 

podría explicar su diferente comportamiento presentando una precipitación parcial con esta 

proporción de acetona.   

5.1.1.2. Estudio de la precipitación de O-glicopéptidos 

Para estudiar con más detalle el comportamiento de los O-glicopéptidos, se analizaron por CE-

MS tanto los sobrenadantes como los precipitados obtenidos empleando una proporción de 

acetona 5 y 8 veces superior a la de digesto de rhEPO y APO-C3.  Tal y como se muestra en la 
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Tabla 5.1, se obtuvieron mayores porcentajes de precipitación para los O-glicopéptidos de 

ambas proteínas al aumentar la cantidad de acetona adicionada, pero los porcentajes de 

precipitación para las glicoformas del O-glicopéptido de la APO-C3 (O74) continuaron siendo 

bajos comparados con los del O-glicopéptido de la rhEPO (O126).  

Tabla 5.1.- Porcentaje de precipitación obtenido para las glicoformas de los glicopéptidos O126 de la 

rhEPO y O74 de la APO-C3 usando un exceso de cinco y ocho veces de acetona.  

Secuencia 
peptídica 

Glicano Símboloa 
% precipitación 

5-veces 8-veces 

EAISPPDAASAAPLR 
(O126) 

H1N1 OG1 0 71,5 
H1N1S1 OG2 7,5 59,8 
H1N1S2 OG3 13,4 77,2 

H1N1S1S1* OG4 14,2 75,3 

FSEFWDLDPEVRPTS
AVAA 
(O74) 

H1N1 OG5 0 0 
H1N1S1 OG6 0 1,9 

H1N1S2 OG7 0 2,1 
                           Punto de glicosilación marcado en rojo. 

                                 a OGi: O-glicopéptidos. 
                                       * Un ácido siálico (H1N1S1S1) es NeuGc en lugar de NeuAc. 

Con el fin de encontrar la razón de estas diferencias entre O-glicopéptidos, se construyó un 

modelo de PCA y, seguidamente, uno de PLS-DA únicamente con los O-glicopéptidos de la 

rhEPO y de la APO-C3, incluyendo todos los parámetros físico-químicos y propiedades citados 

anteriormente, así como los porcentajes de precipitación obtenidos con un exceso de 5 y 8 

veces de acetona. Los resultados obtenidos en los gráficos de scores (A), loadings (B) y VIP 

scores (C) al aplicar el modelo de PLS-DA se muestran en la Figura 5.2. Tanto el gráfico de 

loadings como el de VIP scores (Figura 5.2B y C) mostraron que los parámetros relacionados 

con la hidrofobicidad de las cadenas peptídicas (GRAVY e índice alifático), así como el tamaño 

del péptido (Mpéptido y número de AA) eran esenciales para explicar la diferente tendencia a 

precipitar de los O-glicopéptidos. Puesto que ambos glicopéptidos presentan una 

hidrofobicidad similar, se concluyó que la menor tendencia a la precipitación de las 

glicoformas del O-glicopéptido de la APO-C3 era debida a su mayor masa y longitud de la 

cadena peptídica con respecto al  O-glicopéptido de la rhEPO.   
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Figura 5.2.- (A) Gráfico  de scores, (B) gráfico de loadings y (C) VIP scores del modelo de PLS-DA aplicado 

al porcentaje de precipitación obtenido, añadiendo un exceso de 5 y 8 veces de acetona, y a los 

diferentes parámetros físico-químicos y propiedades de los O-glicopéptidos obtenidos de los digestos de 

rhEPO y APO-C3 (ver artículo 2.1). 

5.1.1.3. Optimización de la precipitación del glicopéptido O126 de la rhEPO 

Los resultados previos demuestran que la cantidad de acetona se puede optimizar para 

conseguir la precipitación selectiva de un determinado O-glicopéptido de interés. Dada la 

importancia de la rhEPO como biofármaco y agente dopante, en este estudio se seleccionó el 

O-glicopéptido de la rhEPO como modelo (O126), con el objeto de optimizar la cantidad de 
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acetona necesaria para precipitar las glicoformas del O126 evitando la coprecipitación de los 

péptidos del digesto. Con este propósito, se añadieron cinco cantidades diferentes de acetona 

(excesos de 4,5, 5, 6, 8 y 9 veces de volumen de acetona) a diferentes digestos trípticos de 

rhEPO y se analizaron por CE-MS los sobrenadantes y los precipitados. La Figura 5.3 muestra 

los gráficos de barras del porcentaje de precipitación obtenido en función del volumen de 

acetona añadido para las glicoformas del O126 (Figura 5.3A) y para algunos péptidos 

representativos del digesto de la rhEPO (Figura 5.3B).  

 

Figura 5.3.- Gráfico  de barras con el porcentaje de precipitación obtenido añadiendo diferentes 

proporciones de acetona para (A) las glicoformas del glicopéptido O126 y (B) algunos péptidos 

representativos de la rhEPO. 

Como se puede observar, las glicoformas del O126 empiezan a precipitar con un exceso de 

acetona de 5 veces, primero aquellas más glicosiladas y con mayor número de ácidos siálicos 

(H1N1S1, H1N1S2 y H1N1S1S1). Por el contrario, la glicoforma no sialilada (H1N1) no inicia su 

precipitación hasta que se alcanza un exceso de acetona de 8 veces. Los péptidos, en cambio, 

se mantienen mayoritariamente en disolución, aunque los más hidrofílicos (P1, P5, P11, P14) 

comienzan a precipitar a partir de un exceso de 5 veces de acetona, aumentando su 

porcentaje de precipitación al incrementar el volumen de acetona añadido (Figura 5.3B). A fin 

de maximizar la recuperación de todas las glicoformas del O-glicopéptido de la rhEPO, se 
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seleccionó un exceso de 8 veces de acetona ya que se obtenían porcentajes de precipitación 

elevados (∼70%) evitando en gran medida la coprecipitación de la mayoría de péptidos del 

digesto. La Figura 5.4 muestra, a modo de ejemplo, los electroferogramas de iones extraídos 

(EIEs) de las glicoformas más abundantes del O126 en la fracción precipitada empleando la 

proporción de acetona seleccionada. 

 

Figura 5.4.- EIEs de las glicoformas más abundantes del glicopéptido O126 de la rhEPO obtenidas en la 

fracción precipitada usando un exceso de 8 veces de acetona. Se muestra una ampliación del EIE del 

H1N1S1S1 dada su baja abundancia. (*) Uno de los ácidos siálicos es NeuGc en lugar de NeuAc. 

5.1.2. Purificación de glicopéptidos mediante TiO2-SPE-CE-MS 

Las partículas de TiO2 han sido usadas para la purificación off-line de fosfopéptidos y de otros 

compuestos fosforilados [113,114,207]. De manera menos común, el uso de estas partículas 

también ha sido descrito para la purificación de glicopéptidos sialilados [116]. Sin embargo, los 

métodos de purificación off-line son laboriosos, aumentan de manera significativa el tiempo de 

análisis y no permiten la automatización. Una de las mejores alternativas a los métodos off-line 

consiste en acoplar la extracción en fase sólida en línea a la CE (SPE-CE). La preconcentración 

por SPE-CE se basa en la interacción reversible de los analitos de la muestra con una fase 
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estacionaria que se encuentra en un microcartucho de extracción o preconcentrador, cerca de 

la entrada del capilar de separación. Esta fase estacionaria permite retener los analitos 

presentes en un volumen elevado de muestra ( 1̴00 µL), que posteriormente se eluyen 

directamente dentro del capilar de separación con un pequeño volumen de una disolución 

adecuada (  5̴0 nL). De esta manera, se consigue purificar el analito de interés y aumentar su 

concentración, disminuyendo consecuentemente los límites de detección (LODs). En nuestro 

grupo de investigación se han establecido diversos métodos de purificación mediante SPE-CE 

empleando fases estacionarias muy diversas para el análisis de una gran variedad de moléculas 

pequeñas, péptidos y proteínas [208–210].  

En esta tesis doctoral, se evaluó el uso de partículas de TiO2 como sorbente en SPE-CE-MS para 

purificar selectivamente los glicopéptidos obtenidos de digestos enzimáticos de glicoproteínas. 

El O-glicopéptido de la rhEPO fue utilizado de nuevo como modelo para optimizar la 

metodología, aunque también se evaluó el método establecido para el análisis de los N-

glicopéptidos de esta glicoproteína. Finalmente y para comprobar la validez de la metodología 

desarrollada, se aplicó a la purificación de glicopéptidos de otras glicoproteínas, en concreto al 

O-glicopéptido de la APO-C3 y a los N-glicopéptidos de la bAGP.  

5.1.2.1. Construcción del preconcentrador 

El preconcentrador con partículas de TiO2 utilizado en esta tesis (artículo 2.2) no se encuentra 

disponible comercialmente, sino que ha sido preparado en el laboratorio. El cuerpo del 

preconcentrador consiste en un pequeño fragmento de capilar de sílice fundida de 0,7 cm de 

longitud (LT), 250 µm (id) y 365 µm (od), relleno de sorbente. En este caso el sorbente 

empleado fueron partículas de TiO2 obtenidas de un kit comercial diseñado para la purificación 

de fosfopéptidos (Pierce Magnetic TiO2 Phosphopeptide Enrichment Kit, Thermo Scientific). 

Para evitar la pérdida de las partículas empaquetadas, se colocan unas fritas de algodón en 
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cada extremo del microcartucho. El proceso de construcción del microcartucho, supervisado a 

través de una lupa binocular, se describe brevemente a continuación (Figura 5.5). 

• El capilar de separación, previamente activado mediante lavado con NaOH y agua, se 

corta en dos fragmentos, el del capilar de entrada de 7,5 cm, y el fragmento de salida 

de 64,5 cm. El corte del capilar se realiza con un cortador de capilar específico para 

que sea lo más limpio posible, y así minimizar los volúmenes muertos y pérdidas a 

través de las juntas. 

• Se introduce una frita de algodón en uno de los extremos del capilar de 0,7 cm que 

será el cuerpo del microcartucho (Figura 5.5 A) y se une al fragmento de entrada del 

capilar de separación con un tubo Tygon™ de diámetro adecuado (Figura 5.5 B). 

• Se aspiran las partículas de fase estacionaria hasta el interior del microcartucho 

mediante la aplicación de vacío (Figura 5.5 B-C). 

• Se introduce una frita de algodón en el otro extremo del microcartucho (Figura 5.5 D) 

y se une al fragmento de salida del capilar de separación mediante otro tubo Tygon™ 

(Figura 5.5 E). 

• Por último, antes de comenzar los análisis, se comprueba que el microcartucho 

empaquetado no ofrece demasiada restricción al flujo ni inestabilidad de la corriente 

eléctrica. 
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Figura 5.5.- Proceso de construcción del microcartucho para SPE-CE-MS. 

Una vez preparada la columna de TiO2-SPE-CE-MS, se debe desarrollar y optimizar la 

metodología analítica, lo que constituye todo un reto, puesto que es necesario hacer 

compatibles las condiciones de la extracción con partículas TiO2 con las necesarias para 

conseguir una adecuada separación electroforética y una buena detección por MS. 
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5.1.2.2. Optimización de la purificación del O-glicopéptido de la rhEPO por TiO2-SPE-CE-MS 

Las diferentes disoluciones suministradas con el kit comercial de TiO2 eran de composición 

desconocida y resultaron incompatibles con el acoplamiento por MS al llevar a cabo algunos 

experimentos preliminares. Por ello, se establecieron unas condiciones iniciales a partir de las 

descritas por otros autores para el enriquecimiento off-line de fosfopéptidos y glicopéptidos 

con TiO2 [115–117,207]. Dichas condiciones iniciales se detallan a continuación: 

- Acondicionamiento de los microcartuchos con tampón de unión compuesto por 80% 

v/v de acetonitrilo (ACN) y 10% v/v de ácido fórmico (HFor). 

- Carga de la muestra a 930 mbar durante 5 min en tampón de carga compuesto por 

80% v/v de ACN y 2% v/v de HFor. 

- Lavados con tampón de unión (1 min) y tampón de carga (1 min) seguido del llenado 

del capilar con BGE (50 mM ácido acético (HAc) y 50 mM HFor, pH 2,2) durante 2 min.  

- Elución con 1 M de hidróxido de amonio (NH4OH). 

El gráfico de barras de la Figura 5.6 muestra el área total de los péptidos, así como de las 

diferentes glicoformas del O-glicopéptido de la rhEPO (O126) detectados en un digesto de 50 

mg·L−1 de rhEPO por TiO2-SPE-CE-MS empleando diferentes condiciones.  
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Figura 5.6.- Gráfico de barras mostrando el efecto en las áreas de las glicoformas del glicopéptido O126 y 

del total de péptidos de la rhEPO, detectados por TiO2-SPE-CE-MS, al añadir 0,1 M de ácido láctico a los 

tampones de unión y carga así como una etapa de lavado extra con 20% de acetonitrilo (ACN). (*) Uno 

(H1N1S1S1) o todos (H1N1S1) los ácidos siálicos son NeuGc en lugar de NeuAc. 

Usando las condiciones iniciales, puede observarse la existencia de retención inespecífica de 

los péptidos en el sorbente de TiO2, aunque menor que la retención selectiva de las 

glicoformas del O126. Algunos autores han descrito el uso de ácido láctico o glicólico en la 

purificación de fosfopéptidos [116,207] para mejorar la selectividad y reducir las uniones no 

específicas, por lo que se evaluó el uso de ácido láctico a una concentración 0,1 M en los 

tampones de elución y de carga. Usando estas condiciones, la retención de los péptidos 

disminuyó mientras que la intensidad de las glicoformas del O126 aumentó significativamente 

(ver Figura 5.6). Se descartó el uso de concentraciones superiores de ácido láctico ya que 

producían mucho ruido de fondo e inestabilidades de corriente durante la separación 

electroforética. Asimismo, con el propósito de reducir la retención inespecífica en el sorbente 

de los péptidos más hidrofílicos, se añadió una etapa de lavado extra con un porcentaje menor 

de ACN (20% v/v ACN con 2% v/v de HFor, 1 min) [115,116]. Sin embargo, mientras que el área 

total de los péptidos experimentó una reducción escasa (Figura 5.6), el área de las glicoformas 
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del O126 disminuyó drásticamente. Por este motivo, se descartó esta etapa de lavado extra, y 

se emplearon los tampones de unión y carga con 0,1 M de ácido láctico para el resto de los 

experimentos. Cabe destacar que, a pesar de que las partículas de TiO2 han sido descritas para 

llevar a cabo la retención únicamente de glicopéptidos sialilados, la glicoforma O126-H1N1 

también se detectó usando estas condiciones (Figura 5.6), tal y como ya se había descrito para 

otros glicopéptidos no sialilados [117].  

Seguidamente, se procedió a la optimización de la composición del eluyente partiendo de la 

disolución 1 M de NH4OH inicial. Algunos autores han propuesto el uso de concentraciones 

superiores de NH4OH para eluir glicopéptidos altamente sialilados en protocolos off-line 

[115,211], por lo que se analizó un digesto de 10 mg·L-1 de rhEPO empleando como eluyente 

disoluciones de concentración 1 M, 3 M y 6 M de NH4OH.  No obstante, se observó una 

disminución de las áreas de las glicoformas al aumentar la concentración de NH4OH, 

especialmente la glicoforma con más contenido de ácidos siálicos (O126-H1N1S2). También se 

probó una disolución de fosfato de amonio (pH 9) como eluyente esperando obtener mejores 

recuperaciones de los glicopéptidos dada la gran afinidad de los grupos fosfato por el sorbente 

de TiO2. Sin embargo, la señal de todas las glicoformas también disminuyó, llegando a no 

detectarse la glicoforma no sialilada (O126-H1N1). Finalmente, se evaluó el uso de un eluyente 

ácido (0,1% v/v de HFor) [117], pero los resultados obtenidos fueron peores que en medio 

básico. De esta manera, se confirmó que el uso de una disolución de 1 M de NH4OH era la más 

adecuada para el análisis de glicopéptidos por TiO2-SPE-CE-MS.  

A continuación, se investigó el tiempo de carga de muestra, usando las condiciones óptimas 

establecidas, inyectando un digesto de 10 mg·L-1 de rhEPO durante 5, 10, 20 y 30 min a 930 

mbar. Tal y como se observa en el gráfico de la Figura 5.7 para las glicoformas O126-H1N1S1 y 

O126-H1N1S2, las áreas de pico aumentaron progresivamente hasta alcanzar un máximo a los 

20 min de introdución de muestra. No obstante, en estas condiciones se produjeron 
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inestabilidades en la corriente que afectaron a la repetitividad de la separación, por lo que se 

seleccionó un tiempo de carga de 10 min como óptimo.  

 

Figura 5.7.- Evaluación del tiempo de carga de muestra obtenido para las glicoformas O126-H1N1S1 y 

O126-H1N1S2 de la rhEPO mediante TiO2-SPE-CE-MS (50 mg·L-1 rhEPO). 

5.1.2.3. Análisis de los glicopéptidos de la rhEPO por TiO2-SPE-CE-MS 

Una vez optimizada la metodología de TiO2-SPE-CE-MS, ésta se evaluó para el análisis de todas 

las glicoformas de los glicopéptidos O126 y N83 de la rhEPO y se determinaron sus parámetros 

de calidad. En primer lugar, se estudió la repetitividad mediante análisis consecutivos de un 

digesto de 10 mg·L-1 de rhEPO, obteniéndose desviaciones estándar relativas (n = 3) entre 9-

11% y 6-11% para los tiempos de migración y las áreas de pico, respectivamente, para todas 

las glicoformas del O126. La vida útil del microcartucho se estableció en aproximadamente 10 

análisis. Con respecto a la linealidad, el método fue lineal (R2 > 0,99) entre 0,5 y 50 mg·L-1 de 

rhEPO para las glicoformas con ácido N-acetilneuramínico (NeuAc) y entre 10 y 50 mg·L-1 de 

rhEPO para las glicoformas del O126 con ácido N-glicolilneuramínico (NeuGc). La Tabla 5.2 

muestra las glicoformas detectadas por CE-MS y TiO2-SPE-CE-MS para los glicopéptidos O126 i 

N83. 
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Tabla 5.2.- Péptidos y glicoformas de los glicopéptidos O126 y N83 detectadas mediante CE-MS y TiO2-SPE-

CE-MS en el digesto de rhEPO con las correspondientes áreas obtenidas (n=3). 

 
  CE-MS 

(1000 mg·L-1) 
TiO2-SPE-CE-MS 

(100 mg·L-1) 

 

Secuencia Mteo Errora 

(ppm) 
Área  

(x106 a.u.) 
Área  

(x106 a.u.) 

Pé
pt

id
os

 

APPR 439,2543 3,2 1,0 0,01 

LICDSR-(Cys-IAAb) 762,3694 1,1 2,8 0,3 

VLER 515,3067 3,4 8,9 0,05 

YLLEAK 735,4167 4,2 8,3 0,07 

VNFYAWK 926,4650 1,2 4,1 0,009 

MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR 2525,3312 5,3 0,3 0,02 

AVSGLR 601,3548 1,9 4,6 0,01 

SLTTLLR 802,4913 7,3 19,2 0,01 

ALGAQK 586,3439 1,7 3,6 0,1 

TITADTFR 923,4712 2,4 5,4 0,03 

VYSNFLR 897,4709 1,4 3,8 0,2 

LYTGEACR-(Cys-IAAb) 968,4386 1,1 3,7 0,2 

TGDR 447,2077 5,8 0,05 0,05 

G
lic

of
or

m
as

 O
12

6 

-H1N1 1829,8895 5,4 0,5 0,5 

-H1N1S1 2120,9849 4,5 13,7 10,7 

-H1N1S2 2412,0803 4,9 4,8 6,2 

-H1N1S1c 2136,9798 5,7 0,2 0,1 

-H1N1S1S1c 2428,0752 3,0 0,1 0,1 

G
lic

of
or

m
as

 N
83

 

-H6N5S2F1 5074,1962 9,1 0,06 0,1 

-H6N5S3F1 5365,2919 5,7 0,2 0,3 

-H7N6S2F1 5439,3279 5,1 0,08 0,09 

-H7N6S3F1 5730,4234 3,7 0,6 0,5 

-H7N6S4F1 6021,5188 1,9 1,5 1,1 
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-H8N7S2F1 5804,4602 1,1 0,09 0,09 

-H8N7S3F1 6095,5556 2,2 0,8 0,5 

-H8N7S4F1 6386,6510 3,5 1,9 1,4 

-H9N8S3F1 6460,6878 6,5 0,3 0,3 

-H9N8S4F1 6751,7832 4,6 0,7 0,5 

Los péptidos detectados con menos de 4 amino ácidos no han sido considerados (ie. R, K, LFR, GK,LK). 
a Error calculado en ppm siguiendo la ecuación: (|Mexp− Mteo|/Mteo) × 106 (exp = experimental and teo = teórica). 
b IAA se refiere a iodoacetamida. 
c Un (H1N1S1S1) o todos (H1N1S1) los ácidos siálicos son NeuGc en lugar de NeuAc. 

Mientras que el área de los péptidos disminuye drásticamente a una concentración de digesto 

10 veces menor, en general, el área de los glicopéptidos se mantiene o aumenta. En el caso del 

O126, el límite de detección (LOD) en TiO2-SPE-CE-MS se estableció en 0,25 mg·L-1 de rhEPO 

para detectar todas la glicoformas con NeuAc y en 10 mg·L-1 de rhEPO para aquellas 

glicoformas con NeuGc. Estos resultados suponen un aumento de sensibilidad de 100 veces 

respecto a CE-MS, donde se establecieron LODs de 25 y 100 mg·L-1 de rhEPO, respectivamente. 

La disminución de los LODs tiene especial interés en el caso de las glicoformas con NeuGc de la 

rhEPO dado que son particularmente importantes en el control de calidad de este biofármaco 

y en el control antidopaje. Asimismo, tal y como se muestra en la Tabla 5.2, el método por 

TiO2-SPE-CE-MS permitió también la detección de todas las glicoformas del N83 detectadas por 

CE-MS, obteniendo un aumento de sensibilidad de 10 veces, sin ninguna reoptimización, a 

pesar de que dicha metodología fue desarrollada y optimizada para el glicopéptido O126. La 

disminución de los LODs no fue tan notable como en el caso del glicopéptido O126 , dado que 

las glicoformas del N83 son más difíciles de ionizar en modo positivo al ser, en general, más 

grandes y presentar una carga negativa superior. A modo de ejemplo, en la Figura 5.8 se 

muestran los EIEs de las glicoformas mayoritarias del O126 con NeuAc y las glicoformas 

tetraantenarias del N83 detectadas por CE-MS y TiO2-SPE-CE-MS. Como puede observarse, en 

ningún caso se vio comprometida la separación entre las glicoformas con diferente número de 
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ácidos siálicos, a pesar de aplicar presión durante la separación electroforética por TiO2-SPE-

CE-MS. 

 

Figura 5.8.- Análisis del digesto de rhEPO mediante (A) CE-MS y (B) TiO2-SPE-CE-MS. EIEs de las 

glicoformas más abundantes (i) del glicopéptido O126 y (ii) de las glicoformas más relevantes del 

glicopéptido N83 de la rhEPO. 

Finalmente, en este estudio se evaluó la capacidad del método TiO2-SPE-CE-MS para 

proporcionar perfiles inalterados de las glicoformas de los glicopéptidos de la rhEPO, 

investigando la posible interacción preferencial del sorbente TiO2 hacia aquellas glicoformas 

más sialiladas. Para ello, se analizaron digestos de rhEPO a diferentes concentraciones por CE-

MS y TiO2-SPE-CE-MS y se compararon las áreas relativas de las glicoformas mayoritarias, tal y 

como se muestra en la Figura 5.9.  
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Figura 5.9.- Gráfico de barras mostrando las áreas relativas de las glicoformas más abundantes del 

glicopéptido O126 a diferentes concentraciones del digesto de rhEPO obtenidas mediante CE-MS y TiO2-

SPE-CE-MS. El área relativa se calculó como el área de pico de cada glicoforma dividida entre la suma de 

las áreas de pico de todas las glicoformas detectadas del O126. 

Como puede observarse, el porcentaje de  área relativa obtenido para las glicoformas con más 

ácidos siálicos (O126-H1N1S2) fué un poco superior utilizando TiO2-SPE-CE-MS (∼36%) respecto 

a CE-MS (∼25%), y a la inversa para las glicoformas menos sialiladas, demostrando que el 

sorbente de TiO2 presenta una cierta preferencia por aquellas glicoformas con más ácidos 

siálicos. No obstante, en el caso del glicopéptido N83 no se observaron diferencias significativas 

en este sentido entre CE-MS y TiO2-SPE-CE-MS. El hecho de que la selectividad del sorbente 

hacia las estructuras más sialiladas se produzca sólo en el caso del O126, podría ser atribuida a 

que éste, a diferencia del N83, presenta glicanos muy pequeños principalmente compuestos 

por ácidos siálicos. De este modo, estos ácidos siálicos determinan la interacción del 

glicopéptido O126 con las partículas de TiO2. 
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5.1.2.4. Análisis de los glicopéptidos de otras glicoproteínas por TiO2-SPE-CE-MS 

Con el fin de evaluar el potencial del método desarrollado para la preconcentración de 

glicopéptidos mediante TiO2-SPE-CE-MS, se analizaron también los digestos trípticos de la APO-

C3 y la bAGP por CE-MS y TiO2-SPE-CE-MS. Para estas glicoproteínas los resultados fueron 

similares a los obtenidos con la rhEPO, detectándose por TiO2-SPE-CE-MS todas las glicoformas 

de los glicopéptidos previamente detectadas por CE-MS. Los factores de preconcentración 

oscilaron entre 100 veces para el O-glicopéptido de la APO-C3 a 10 veces para los N-

glicopéptidos de la bAGP. La Figura 5.10 muestra, a modo de ejemplo, los EIEs de las 

glicoformas del O74 de la APO-C3 y de algunas glicoformas de los glicopéptidos N39 y N86 

obtenidos por TiO2-SPE-CE-MS.  

 

Figura 5.10.- EIEs de las glicoformas del glicopéptido O74 de la APO-C3 (10 mg·L-1) y de las glicoformas 

N39-H5N4S2, N39-H5N4S3 y N86-H5N4S2 de las bAGP (100 mg·L-1) detectadas mediante TiO2-SPE-CE-MS. 

(*) Todos los ácidos siálicos son NeuGc en lugar de NeuAc. 

5.1.3. Comparación de los métodos de purificación de glicopéptidos 

En esta tesis doctoral, se han establecido dos métodos para la purificación de glicopéptidos de 

digestos enzimáticos. Ambas metodologías permiten separar los glicopéptidos, presentes en 

un digesto, de los péptidos que podrían suprimir su ionización por MS. Sin embargo, el método 
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de TiO2-SPE-CE-MS resulta más eficaz para llevar a cabo el clean-up del digesto. En este 

sentido, si nos centramos en el digesto de la rhEPO, se puede observar que el área de todos los 

péptidos disminuye sustancialmente empleando TiO2-SPE-CE-MS (Tabla 5.2) mientras que, en 

el método de precipitación con acetona, los péptidos más hidrofílicos también precipitan en 

gran medida con la proporción de acetona seleccionada para la purificación de los O-

glicopéptidos (Figura 5.3B). Por otro lado, aunque con ambos métodos se detectan las 

glicoformas no sialiladas de los glicopéptidos estudiados, el método TiO2-SPE-CE-MS permite 

detectar un número superior de glicoformas. Estos resultados ponen de manifiesto que, a 

pesar de que el método por TiO2-SPE-CE-MS es más laborioso, éste proporciona una 

purificación mucho más selectiva de los glicopéptidos y una disminución de los LODs, 

obteniendo factores de preconcentración de hasta 100 veces en comparación con CE-MS. No 

obstante, la selección del método de purificación debe ser realizada en función del propósito 

del estudio y de la concentración de glicopéptidos en la muestra. De este modo, en los casos 

en que la concentración de glicopéptidos no sea limitante y se precise de un método rápido 

para su purificación, se emplearía la precipitación con acetona. Por el contrario, cuando se 

quieran detectar glicopéptidos poco abundantes en el digesto sería más adecuado emplear el 

método por TiO2-SPE-CE-MS.   
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5.2. Separación y caracterización de glicanos y sus correspondientes isómeros 

En los últimos años, el estudio de los glicanos y sus correspondientes isómeros ha suscitado 

gran interés en biomedicina debido a que ciertos tipos de enlace o determinadas estructuras 

de glicano están relacionadas con la aparición, el desarrollo y la progresión de algunas 

patologías importantes como el cáncer, por lo que podrían actuar como biomarcadores para 

su diagnóstico y seguimiento [32,35,95,212]. En este sentido, la separación de los diferentes 

isómeros de un glicano y su caracterización exhaustiva representa un reto analítico, enfocado 

a la detección de alteraciones en isómeros que se diferencian en el tipo de enlace de los ácidos 

siálicos o de las fucosas, en lugar del simple análisis de los niveles totales de sialilación o 

fucosilación de los glicanos.  

Por este motivo, en esta tesis doctoral se ha llevado a cabo el desarrollo de una metodología 

analítica para separar e identificar glicanos y sus correspondientes isómeros mediante 

cromatografía de líquidos capilar de interacción hidrofílica zwitteriónica acoplada a la 

espectrometría de masas (CapZIC-HILIC-MS) (artículo 3.1). Además, se han desarrollado 

diversos métodos para caracterizar las estructuras de los glicanos y los tipos de enlace de los 

ácidos siálicos y fucosas que estos presentan. Se han utilizado tres estrategias de análisis 

diferentes: la digestión con enzimas específicas (exoglicosidasas) previa al análisis por CapZIC-

HILIC-MS (artículo 3.1), la detección utilizando espectrometría de masas en tándem (artículo 

3.2), y la espectrometría de masas de movilidad iónica. Para todos estos estudios se ha 

utilizado como glicoproteína modelo la alfa-1-glicoproteína ácida humana (hAGP) dada su 

relación con algunas enfermedades inflamatorias y ciertos tipos de cáncer [46,49,53], además 

del amplio abanico de glicanos que presenta, desde estructuras sialofucosiladas biantenarias 

hasta tetraantenarias.   
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5.2.1. Optimización de las condiciones cromatográficas por CapZIC-HILIC-MS 

En un trabajo previo de nuestro grupo de investigación se desarrolló un método por CapZIC-

HILIC-MS, en modo negativo, para el análisis de los glicanos de la hAGP derivatizados con 

[12C6]-anilina, utilizando una fase móvil ACN:10mM acetato de amonio (NH4Ac), pH 6,4 [54]. 

Este método permitía separar los diferentes isómeros de un glicano, pero no presentaba 

suficiente sensibilidad para detectar glicanos minoritarios o con porcentajes de glicosilación  

pequeños. Por esta razón, en esta tesis doctoral se ha llevado a cabo una reoptimización de la 

metodología, evaluando la influencia del pH y de la fuerza iónica de la fase móvil, para mejorar 

la detección y la separación de los glicanos y sus isómeros. En relación al pH, se evaluaron 

diferentes condiciones (pH 3, 5, 7 y 8) pero no se consiguió una mejora en la separación de los 

glicanos y además, la intensidad de su señal disminuyó considerablemente. El efecto de la 

fuerza iónica también fue evaluado utilizando fases móviles acuosas de concentración 10, 5 y 1 

mM de NH4Ac. En la Figura 5.11 se muestran los cromatogramas de iones extraídos (EICs) de 

algunos de los N-glicanos detectados  derivatizados con anilina, utilizando como fase móvil 

acuosa (A) 10 mM NH4Ac y (B) 1 mM NH4Ac. Como se puede observar, aunque el orden de 

elución se ve alterado en algunos casos (por ejemplo, en el H5N4S2), no se observan cambios 

significativos en la separación de los glicanos. En cambio, la intensidad de la señal aumenta 

considerablemente al disminuir la concentración de sal, obteniéndose los mejores resultados 

con la fase móvil acuosa de 1 mM NH4Ac (Figura 5.11B). De este modo, se estableció como 

fase móvil óptima ACN:1 mM NH4Ac, pH 6,4. Finalmente, empleando dicha fase móvil, se 

optimizó el gradiente para obtener la mejor separación posible entre isómeros. 
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Figura 5.11.- EICs de los N-glicanos más abundantes obtenidos de una muestra patrón de hAGP y 

derivatizados con [12C6]AN utilizando el gradiente cromatográfico descrito en [31] y una fase móvil 

acuosa de 10 mM de NH4Ac (A) y 1 mM de NH4Ac (B). 

Utilizando estas condiciones cromatográficas, se detectaron, en una muestra de hAGP patrón, 

los glicanos fucosilados y no fucosilados con estructuras ramificadas bi-, tri- y tetraantenarias 

previamente descritos en los trabajos de nuestro grupo de investigación [54]. A su vez, gracias 

al aumento de sensibilidad obtenido con la optimización de la fase móvil, se detectaron 

estructuras minoritarias menos sialiladas como el H5N4S1, H7N6S1 y H7N6S2, así como  

glicanos tetraantenarios con una y dos unidades extra de N-acetillactosamina (LacNAc), 

algunos de ellos también fucosilados. A modo de resumen, todos los glicanos de la hAGP 

detectados se muestran en la Tabla 5.3.  
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Tabla 5.3. N-glicanos de la hAGP derivatizados con [12C6]AN y detectados mediante CapZIC-HILIC-MS en 

modo negativo (concentración de los glicanos: 50 pmol/µL). 

 

 

Glicano-[12C6]AN tR (min) Mteo Mexp 
Error 
(ppm) 

H5N4S1 Isómero 1 17,3 2008,7267 2008,7298 1,5 

H5N4S2 
Isómero 1 12,9 2299,8232 2299,8288 2,4 
Isómero 2 13,5 2299,8232 2299,8218 0,6 

H5N4S2F1 
Isómero 1 14,0 2445,8810 2445,8844 1,4 
Isómero 2 14,2 2445,8810 2445,8884 3,0 

H6N5S2 
Isómero 1 14,8 2664,9554 2664,9590 1,4 
Isómero 2 15,4 2664,9554 2664,9539 0,6 

H6N5S2F1 
Isómero 1 15,5 2811,0132 2810,9946 6,6 
Isómero 2 16,0 2811,0132 2810,9850 10,0 

H6N5S3 
Isómero 1 12,6 2956,0513 2956,0484 1,0 
Isómero 2 13,0 2956,0513 2956,0463 1,7 
Isómero 3 13,5 2956,0513 2956,0469 1,5 

H6N5S3F1 
Isómero 1 13,1 3102,1093 3102,0830 8,5 
Isómero 2 13,5 3102,1093 3102,1025 2,2 

H6N5S3F2 Isómero 1 13,9 3248,1656 3248,1578 2,4 
H7N6S1 Isómero 1 22,1 2738,9911 2738,9606 11,1 

H7N6S2 
Isómero 1 17,0 3030,0865 3030,0824 1,3 
Isómero 2 17,5 3030,0865 3030,0818 1,5 

H7N6S2F1 
Isómero 1 17,6 3176,1444 3176,1245 6,3 
Isómero 2 18,1 3176,1444 3176,1386 1,8 

H7N6S3 

Isómero 1 13,5 3321,1837 3321,1616 6,6 
Isómero 2 14,1 3321,1837 3321,1778 1,8 
Isómero 3 14,4 3321,1837 3321,1772 1,9 
Isómero 4 14,9 3321,1837 3321,1664 5,2 

H7N6S3F1 

Isómero 1 13,9 3467,2414 3467,2259 4,5 
Isómero 2 14,6 3467,2414 3467,2289 3,6 
Isómero 3 14,9 3467,2414 3467,2181 6,7 
Isómero 4 15,3 3467,2414 3467,2226 5,4 

H7N6S3F2 
Isómero 1 15,0 3613,2978 3613,2707 7,5 
Isómero 2 15,4 3613,2978 3613,2509 13,0 

H7N6S4 
Isómero 1 12,8 3612,2791 3612,2714 2,1 
Isómero 2 13,1 3612,2791 3612,2582 5,8 
Isómero 3 13,5 3612,2791 3612,2681 3,0 

H7N6S4F1 
Isómero 1 13,1 3758,3368 3758,3177 5,1 
Isómero 2 13,5 3758,3368 3758,3147 5,9 

H7N6S4F2 Isómero 1 13,7 3904,3932 3904,3727 5,2 
H7N6S4F3 Isómero 1 14,2 4050,4511 4050,3887 15,4 

H8N7S3 Isómero 1 16,2 3686,3141 3686,3096 1,2 
H8N7S4 Isómero 1 14,6 3977,4096 3977,4023 1,8 

H8N7S3F1 Isómero 1 16,5 3832,3720 3832,3859 3,6 
H8N7S4F1 Isómero 1 14,9 4123,4675 4123,4318 8,7 
H8N7S4F2 Isómero 1 15,3 4269,5254 4269,5423 4,0 
H8N7S4F3 Isómero 1 15,5 4415,5833 4415,5567 6,0 

H9N8S3 Isómero 1 17,3 4051,4463 4051,4378 2,1 
H9N8S4 Isómero 1 15,8 4342,5417 4342,5251 3,8 

H9N8S4F1 Isómero 1 16,2 4488,5997 4488,6103 2,4 
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Además, la optimización del gradiente de elución permitió obtener una mejor resolución de los 

isómeros, especialmente de aquellos menos abundantes, como se aprecia en la Figura 5.12. 

 

Figura 5.12.- EICs de los N-glicanos minoritarios H6N5F1S2 y H7N6F1S3 obtenidos de una muestra 

patrón de hAGP y derivatizados con [12C6]AN utilizando (A) el gradiente cromatográfico descrito en [31] 

y una fase móvil acuosa de 10 mM de NH4Ac y (B) el gradiente cromatográfico optimizado en esta tesis y 

una fase móvil acuosa de 1 mM de NH4Ac. 

5.2.2. Caracterización de glicanos mediante digestión con exoglicosidasas 

Una vez establecido el método de análisis para la separación y detección de los glicanos de la 

hAGP y sus correspondientes isómeros, se procedió a la caracterización de los isómeros 

mediante digestión con exoglicosidasas. Estas enzimas liberan los residuos terminales de los 

glicanos, tales como ácidos siálicos (sialidasas) o fucosas (fucosidasas), unidos mediante un 

tipo de enlace específico. Para poder evaluar los cambios producidos en los glicanos a causa de 

la digestión de la glicoproteína con una cierta exoglicosidasa, se empleó la estrategia de 

marcaje isotópico GRIL utilizando [12C6]-anilina ([12C6]AN) y [13C6]-anilina ([13C6]AN). Esta 

estrategia permitió asignar inequívocamente los diferentes tipos de enlace presentes en cada 

isómero mediante comparación directa de las áreas de los picos de los glicanos intactos con los 

correspondientes digeridos con una exoglicosidasa específica. De esta manera se evita la 

variabilidad experimental que puede tener lugar entre inyecciones, la cual podría afectar a los 

tiempos de retención así como a las áreas de los picos. En primer lugar, se evaluó la 

reproducibilidad del método con el fin de demostrar que dos muestras idénticas derivatizadas 
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con anilinas isotópicamente diferentes dan los mismos resultados. Con este propósito, 

siguiendo la estrategia GRIL planteada en la Figura 1.10 de la introducción, tres muestras 

independientes de 25 µg de hAGP patrón se marcaron con [12C6]AN tras la liberación de los 

correspondientes glicanos mediante digestión con PNGasa F, y otras tres con [13C6]AN. 

Después de la derivatización y purificación de los glicanos, se prepararon mezclas equimolares 

de hAGP-glicanos-[12C6]AN y hAGP-glicanos-[13C6]AN y, las mezclas se analizaron por CapZIC-

HILIC-MS por triplicado. En la Tabla 5.4 se muestran las relaciones entre las correspondientes 

áreas obtenidas experimentalmente a partir del análisis de las tres mezclas 1:1 

independientes, junto con sus valores de desviación estándar relativa (%RSDs), para siete 

glicanos de la hAGP tanto mayoritarios como minoritarios. Como puede observarse, la 

metodología establecida es muy fiable ya que se obtuvieron valores muy cercanos a la unidad. 

Además, los %RSD obtenidos fueron bajos (≤ 5%) demostrando que la metodología es muy 

reproducible y puede ser usada para comparar y cuantificar las áreas de los glicanos de dos 

muestras diferentes.  

Tabla 5.4. Relación entre las áreas o ratio (área glicano derivatizado con [12C6]AN / área glicano 

derivatizado con [13C6]AN) obtenidas experimentalmente a partir del análisis de las tres mezclas 1:1 

independientes, con los correspondientes valores de %RSDs, para siete glicanos de la hAGP tanto 

mayoritarios como minoritarios. 

 

 
 Área 

glicanos-[12C6]AN 
Área 

glicanos-[13C6]AN 
Ratio Exp. 

(n=3) %RSD 

H5N4S2 
Isómero 1 177535 184148 0,96 0,4 

Isómero 2 2176190 2294800 0,94 1,1 

H6N5S3 Isómero 3 1363059 1403159 1,00 4,5 

H6N5S3F1 Isómero 2 1695484 1884968 0,90 0,3 

H7N6S3F1 Isómero 1 169434 186321 0,95 5,0 

H7N6S4 Isómero 2 405132 476167 0,86 0,3 

H7N6F1S4 Isómero 2 151613 172866 0,86 2,0 
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5.2.2.1. Caracterización de los enlaces de los ácidos siálicos 

Con el objetivo de asignar el tipo de enlace de los ácidos siálicos terminales (SiA  α2-3 o α2-6) 

de los isómeros de los glicanos de la hAGP, en esta tesis doctoral se utilizaron dos sialidasas: 

una sialidasa total, que permitió liberar todos los ácidos siálicos (SiA) presentes en un glicano 

(unidos mediante enlaces α2-3, α2-6 y α2-8), y una sialidasa específica para el enlace α2-3, en 

combinación con la estrategia de marcaje isotópico GRIL con anilina [12C6]AN/[13C6]AN. Las 

condiciones de digestión debieron de optimizarse para cada sialidasa, con el fin de obtener 

rendimientos adecuados en tiempos de digestión razonables (artículo 3.1). 

Una vez establecidas las condiciones de digestión para las sialidasas, tres muestras 

independientes de 25 µg de hAGP patrón fueron digeridas con PNGasa F y los glicanos 

liberados se derivatizaron con [13C6]AN. Al mismo tiempo, otras tres muestras fueron digeridas 

con PNGasa F y sialidasa α2-3 y sus glicanos derivatizados con [12C6]AN. Después de la 

derivatización y purificación de los glicanos, se prepararon mezclas equimolares de glicanos-

[13C6]AN y glicanos α2-3-desialilados-[12C6]AN y se analizaron por CapZIC-HILIC-MS. En la Figura 

5.13 se muestran los resultados obtenidos para los glicanos biantenarios no fucosilados, que 

corresponden a la asignación más sencilla. Como se puede observar, después del tratamiento 

con sialidasa α2-3, el isómero 1 del H5N4S2 desaparece y el área de pico del H5N4S1 aumenta. 

De esto se deduce que uno de los ácidos siálicos del isómero 1 del H5N4S2 está unido 

mediante un enlace α2-3 y, por lo tanto, se elimina con la digestión. En cambio, el isómero 2 

del H5N4S2 se mantiene en el mismo tiempo de retención y prácticamente con la misma área 

de pico (ver Figura 5.13 y Tabla 5.5), revelando la inexistencia de SiA con uniones α2-3. En 

conclusión y por lo que se refiere al glicano H5N4S2, se puede afirmar que el isómero 1 

contiene un SiA unido α2-6 y otro α2-3, mientras que el isómero 2 sólo presenta SiA α2-6. En 

relación al glicano H5N4S1, su único SiA presenta unión de tipo α2-6, dado que no se detectó 
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el glicano totalmente desialilado (H5N4) después del tratamiento con sialidasa α2-3 (Tabla 

5.5). 

 

Figura 5.13.- EICs de los N-glicanos biantenarios no fucosilados provinientes de la mezcla equimolar de 

los N-glicanos obtenidos de la digestión de una muestra de hAGP sólo con PNGasa F y derivatizados con 

[13C6]AN (EICs en rojo), y los obtenidos de la digestión de una muestra de hAGP con PNGasa F y sialidasa 

α2-3 y derivatizados con [12C6]AN (EICs en negro). 

La asignación de los enlaces de los SiA del resto de glicanos, incluyendo los fucosilados, se llevó 

a cabo siguiendo la misma estrategia de comparación directa de las áreas de pico, tal y como 

se explica en detalle en el artículo 3.1 de esta tesis doctoral. La asignación en el caso de los 

glicanos tetraantenarios fue más compleja dadas las múltiples combinaciones posibles de los 

enlaces de los SiA. Aun así, se llevó a cabo una caracterización tentativa de algunos isómeros 

de estos glicanos (Tabla 5.5, artículo 3.1). Para los glicanos menos abundantes de la hAGP, 

tales como H7N6S4F3, H9N8S4, H8N7S4F1 y H9N8S4F1, no se pudo llevar a cabo la asignación 

de los diferentes enlaces debido a la baja intensidad de señal obtenida por MS.  
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Tabla 5.5. Tiempos de retención y áreas obtenidas para los glicanos no fucosilados de la hAGP nativos 

(derivatizados con [13C6]AN) y desialilados con sialidasa α2-3 (derivatizados con [12C6]AN) mediante 

CapZIC-HILIC-MS. Assignación del enlace de los ácidos siálicos (SiA) para cada isómero.  

Glicano 
tR 

(min) 
Área del glicano-

[13C6]AN (n=3) 

Área del glicano-
[12C6]AN α2-3 

desialilado (n=3) 
Assignación enlace SiA 

H5N4S2 

Isómero 1 13,6 169825 - 1 SiA α2-6 
1 SiA α2-3 

 

Isómero 2 14,0 2010769 1783084 2 SiA α2-6 
 

H5N4S1 Isómero 1 17,3 68941 135571 1 SiA α2-6 
 

H5N4* Isómero 1 26,5 - - - - 

H6N5S3 

Isómero 1 12,6 396885 - 2 SiA α2-6 
1 SiA α2-3 

 

Isómero 2 13,1 4156023 - 2 SiA α2-6 
1 SiA α2-3 

 

Isómero 3 13,7 1536871 1412485 3 SiA α2-6 

 

H6N5S2 

Isómero 1 14,9 292825 - 1 SiA α2-6 
1 SiA α2-3 

 

Isómero 2 15,4 386282 2277812 2 SiA  α2-6 
 

   Isómero 3& 15,9 - 225692 - - 

H6N5S1   Isómero 1& 19,6 - 314765 - - 

H6N5*    Isómero 1 29,8 - - - - 

H7N6S4 

Isómero 1 12,9 252257 - 
1 SiA α2-6 
2 SiA α2-3 

1 SiA 
desconocido 

 

Isómero 2 13,3 317537 - 
1 SiA α2-6 
2 SiA α2-3 

1 SiA 
desconocido 

 

Isómero 3 13,5 126903 - 2 SiA α2-6 
2 SiA α2-3 

 

H7N6S3 Isómero 1 13,6 101293 - 1 SiA α2-6 
2 SiA α2-3 
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* Glicano no presente en la glicoproteína nativa. Detectado sólo después de la digestión con sialidasa total. 
& Isómero no presente en la glicoproteína nativa. Detectado sólo después de la digestión con sialidasa α2-3. 

Por otro lado, se llevó a cabo la digestión de los glicanos de la hAGP con sialidasa total. Los EICs 

obtenidos para todos los glicanos desialilados no fucosilados así como para los que presentan 

una fucosa se muestran en la Figura 5.14. Como se puede observar, sólo en el caso de los 

glicanos fucosilados se obtuvo más de un pico cromatográfico para cada glicano desialilado, 

poniendo de manifiesto la presencia de isómeros que podrían diferir en el tipo de enlace de las 

fucosas (Figura 5.14B).  

Isómero 2 14,2 883588 - 
1 SiA α2-6 
1 SiA α2-3 

1 SiA 
desconocido 

 

Isómero 3 14,6 670502 - 
1 SiA α2-6 
1 SiA α2-3 

1 SiA 
desconocido 

 

Isómero 4 15,1 214102 397994 3 SiA α2-6 

 

H7N6S2 

Isómero 1 16,9 195765 - 1 SiA α2-6 
1 SiA α2-3 

 

Isómero 2 17,4 66762 1004143 2 SiA α2-6 

 

H7N6S1 
Isómero 1 22,1 43075 648373 1 SiA α2-6 

 
  Isómero 2& 22,7 - 76451 -  

H7N6*    Isómero 1 32,4 - - -  

H8N7S4 Isómero 1 14,6 425915 - 
1 SiA α2-6 
2 SiA α2-3 

1 SiA 
desconocido  

H8N7S3 Isómero 1 16,2 248701 77459 
1 SiA α2-6 
1 SiA α2-3 

1 SiA 
desconocido  

H8N7S2   Isómero 1& 19,6 - 112626 -  

H8N7S1   Isómero 1& 24,7 - 32151 -  

H8N7* Isómero 1 33,9 - - -  
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Figura 5.14.- EICs de algunos glicanos desialilados no fucosilados (A) y fucosilados (B) obtenidos de la 

digestión de una muestra patrón de hAGP con PNGasa F y sialidasa total. 

5.2.2.2. Caracterización de los enlaces de las fucosas 

Las fucosas (Fuc) pueden presentar diferentes tipos de enlace (Fuc core α1-6, Fuc antena α1-

3/4 y Fuc α1-2 unida a una galactosa), tal y como se explicó en la introducción de esta tesis 

doctoral (Figura 1.2). En el caso de la hAGP, aunque únicamente se ha descrito la presencia de 

Fuc antena α1-3 y Fuc core α1-6 en el glicano H5N4S2F1 [55], los resultados obtenidos de la 

digestión con sialidasa total confirmaron la necesidad de hacer una caracterización exhaustiva 

de los enlaces de las fucosas en los glicanos de esta proteína. La presencia de Fuc antena α1-4 

se descartó dado que la hAGP sólo presenta estructuras de Lewis tipo II (Figura 1.5). Con el fin 

de asignar los isómeros debidos a diferencias en el enlace de las fucosas, se utilizó como 
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exoglicosidasa específica una fucosidasa α1-3,4, aplicando una estrategia de marcaje isotópico 

GRIL con anilina [12C6]AN/[13C6]AN.  

Primero, se evaluaron diferentes condiciones de digestión con fucosidasa α1-3,4, 

confirmándose la necesidad de una digestión conjunta con sialidasa total para mejorar la 

accesibilidad de la fucosidasa y liberar las fucosas enlazadas α1-3 de los glicanos de la hAGP. 

Una vez seleccionadas dichas condiciones, se llevó a cabo la asignación de los enlaces de las 

fucosas. Con este propósito, tres muestras independientes de 10 µg de hAGP patrón se 

digerieron con PNGasa F y sialidasa total y sus glicanos se derivatizaron con [13C6]AN, mientras 

que otras tres fueron digeridas con PNGasa F, sialidasa total y fucosidasa α1-3,4 y sus glicanos 

derivatizados con [12C6]AN. Siguiendo la metodología GRIL, se prepararon mezclas equimolares 

de estas muestras y se analizaron por CapZIC-HILIC-MS. Los resultados obtenidos para los 

glicanos desialilados tri- y tetraantenarios con una fucosa se muestran en la Figura 5.15.  

 

Figura 5.15.- EICs de los N-glicanos tri- y tetraantenarios con una fucosa provinientes de la mezcla 

equimolar de los N-glicanos obtenidos de la digestión de una muestra de hAGP con PNGasa F y sialidasa 

total y derivatizados con [13C6]AN (EICs en rojo), y los obtenidos de la digestión de una muestra de hAGP 

con PNGasa F, sialidasa total y fucosidasa α1-3,4 y derivatizados con [12C6]AN (EICs en negro). 
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Como se puede observar en la figura, en ambos casos desaparecen ciertos isómeros después 

del tratamiento con fucosidasa α1-3,4, indicando que sólo estos isómeros presentan enlaces 

de Fuc antena α1-3. En el caso de los isómeros cuyas áreas de pico permanecen intactas, las 

fucosas podrían estar enlazadas α1-6 al core o α1-2 a una galactosa (Gal). Para diferenciar 

ambas uniones, se llevó a cabo una digestión adicional con una galactosidasa β1-4. La 

detección del mismo número de isómeros que los obtenidos tras la digestión con fucosidasa 

α1-3/4, confirmó que ninguno de los glicanos con una fucosa presentaba Fuc α1-2 unida a Gal. 

En la Tabla 5.6 se muestra la asignación realizada para las fucosas de los glicanos desialilados 

fucosilados de la hAGP que se pudieron caracterizar y el procedimiento para la obtención de 

esta caracterización se detalla en el artículo 3.1 de esta tesis doctoral.  

Tal y como ocurrió en la asignación de los ácidos siálicos (sección 5.2.2.1), la caracterización de 

los enlaces de las fucosas de glicanos minoritarios fue más difícil de llevar a cabo. De este 

modo, la asignación de los glicanos con 1 o 2 unidades de LacNAc (H8N7F1, H8N7F2, H8N7F3 y 

H9N8F1) no pudo realizarse. En el caso de los glicanos con 2 o 3 fucosas, sólo se pudo 

demostrar que todos ellos presentaban al menos una Fuc antena α1-3, excepto el isómero 1 

del H7N6F2.   

Así, los resultados obtenidos demostraron que, aunque la mayoría de glicanos de la hAGP 

presentan Fuc antena α1-3, tanto los glicanos bi- tri- como tetraantenarios con una fucosa 

también presentan algún isómero con Fuc core α1-6, al contrario de lo que se había descrito 

para la hAGP [55]. La diferencia en la estructura de los dos isómeros asignados como Fuc core 

α1-6 en los glicanos H5N4F1 y H6N5F1 (Tabla 5.6) podría ser debida al enlace de la fucosa a 

una u otra de las dos N-acetilglucosaminas (GlcNAc) presentes en el core.  
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Tabla 5.6. Tiempos de retención y áreas obtenidas para los glicanos de la hAGP desialilados 

(derivatizados con [13C6]AN) y los desialilados digeridos también con fucosidasa α1-3,4 (derivatizados 

con [12C6]AN) mediante CapZIC-HILIC-MS. Assignación del enlace de las fucosas (Fuc) para cada isómero. 

5.2.3. Caracterización de glicanos por espectrometría de masas en tándem  

El establecimiento de metodologías por espectrometría de masas en tándem (MS/MS) para la 

caracterización estructural de glicanos ha suscitado gran interés en los últimos años [213–218] 

Aunque la digestión con exoglicosidasas es de gran utilidad en la caracterización de los glicanos 

de una proteína, esta metodología presenta ciertas limitaciones al no disponer 

comercialmente de enzimas para todos los tipos de enlace, además de que en ocasiones su 

especificidad no puede ser completamente garantizada.  Para solventar estos inconvenientes, 

algunos autores han propuesto la espectrometría de masas en tándem como alternativa para 

identificar los isómeros de un glicano a partir de sus espectros de masas, los cuales contienen 

Glicano tR (min) 
Área glicano-[13C6]AN 

desialilado 

Área glicano-[12C6]AN 
desialilado + α1-3,4 

defucosilado 
Assignación enlace Fuc 

H5N4 Isómero 1 28,2 392811 348791 - 

H5N4F1 

Isómero 1 28,3 31920 29711 1 Fuc core 

Isómero 2 29,0 20008 17474 1 Fuc core  

Isómero 3 30,2 12472 - 1 Fuc antena α1-3 

H6N5 Isómero 1 31,5 644160 666457 - 

H6N5F1 

Isómero 1 31,5 92394 95158 1 Fuc core  

Isómero 2 32,1 19997 25852 1 Fuc core  

Isómero 3 32,5 183321 - 1 Fuc antena α1-3 

H6N5F2 Isómero 1 32,6 48452 - Al menos 1 Fuc antena α1-3 

H7N6 Isómero 1 33,5 298959 345043 - 

H7N6F1 
Isómero 1 33,5 64200 76963 1 Fuc core  

Isómero 2 34,0 78593 - 1 Fuc antena α1-3 

H7N6F2 

Isómero 1 33,5 24799 24713 2 Fuc core or α1-2 unida a Gal 

Isómero 2 34,1 20435 - Al menos 1 Fuc antena α1-3 

Isómero 3 34,4 22952 - Al menos 1 Fuc antena α1-3 

H7N6F3 
Isómero 1 34,1 7247 - Al menos 1 Fuc antena α1-3 

Isómero 2 34,4 8236 - Al menos 1 Fuc antena α1-3 
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iones fragmento característicos de ciertas estructuras o tipos de enlace que pueden ser usados 

como iones diagnóstico [214,216–218].  

En esta tesis doctoral, se ha establecido un método por CapZIC-HILIC-MS/MS en modo 

negativo utilizando la hAGP como glicoproteína modelo. El método de separación por CapZIC-

HILIC y la asignación previa con exoglicosidasas permitió determinar qué iones fragmento 

descritos en la bibliografía tenían realmente un valor diagnóstico para caracterizar de manera 

fiable los enlaces de los ácidos siálicos y de las fucosas. Se utilizaron dos espectrómetros de 

masas híbridos: un QTrap 6500 (AB Sciex®) y un LTQ Orbitrap Velos (Thermo Scientific®). 

Aunque a nivel de número de iones fragmento se obtuvieron resultados similares, se decidió 

llevar a cabo la caracterización de los glicanos empleando el LTQ Orbitrap dada la posibilidad 

de obtener una masa exacta de los iones fragmento, su mejor resolución y su mayor velocidad 

de escaneo. Además, si lo comparamos con la fragmentación obtenida por CID, el uso de la 

celda HCD del LTQ Orbitrap permitió detectar de más iones producto con un mayor valor 

diagnóstico, como los iones fragmento cross-ring. En la Tabla 5.7 se recogen los iones 

fragmento considerados en la bibliografía como diagnóstico de características estructurales 

específicas, tales como el tipo de enlace de los ácidos siálicos para glicanos intactos o de las 

fucosas para glicanos desialilados.  

Tabla 5.7. Resumen de los iones fragmento diagnóstico descritos previamente en la bibliografía para la 

caracterización del enlace de los ácidos siálicos (SiA) y de las fucosas (Fuc) de N-glicanos mediante 

espectrometría de masas en tándem en modo negativo. 

 Nomenclatura m/z , m/z – H2O Fragmento diagnóstico de: 

Io
ne

s d
ia

gn
ós

tic
o 

de
l 

en
la

ce
 d

e 
lo

s 
Si

A 

Iones fragmento para N-glicanos intactos 

0,4A2-CO2 306,1189 SiA α2-6  

0,4A2 or 1,3A2 or 2,4A2 350,1087 SiA α2-3 

B3/Y6 or 3,5A2  364,1243 SiA α2-6 
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B2-CO2 408,1506 SiA α2-3 

C2 470,1510 SiA α2-6 

Io
ne

s d
ia

gn
ós

tic
o 

de
l e

nl
ac

e 
de

 la
s F

uc
 

Iones fragmento para N-glicanos desialilados 

Y1 297,1212, 279,1106 Ausencia de Fuc core 

C1 325,1134 Fuc unida a Galc 

Y1 461,1898, 443,1791 Fuc corec 

B2 528,1928, 510,1823 Fuc antenac 

0,4A4/Y5 or 1,3A4/Y5a  or 
0,4A3 or 1,3A3 

570,2034 Fuc antenac 

Y2 646,2585, 628,2479 Fuc corec 

1,5X2 674,2534 Fuc corec 

0,2X2 688,2690 Fuc corec 

0,4A4/Y5 or 1,3A4/Y5a 789,2777, 771,2671 
Ausencia de Fuc en la 

antena ramificada 

0,4A4/Y5 or 1,3A4/Y5a 935,3356 
Fuc en la antena 

ramificadac 

1,5A3 or 1,5A5/Y3b 1009,3723 Fuc antenac 

                                 a El fragmento 1,3A4 se corresponde con la misma masa exacta que el fragmento 2,4A4. 
b Única estructura posible en el caso de glicanos biantenarios. 
c La masa exacta de este ion fragmento incluye la masa de una unidad de fucosa. 

Además, se incluyen las diferentes posibilidades de ion fragmento que dan lugar a la misma 

masa exacta, determinados con el programa SimGlycan 5 (Premier Biosoft®). La nomenclatura 

empleada para la denominar los iones producto en esta tabla y a lo largo de toda esta sección, 

fue la propuesta por Domon y Costello [6] y posteriormente modificada por Harvey et. al. 

[219]. Siguiendo esta nomenclatura, las letras Ai, Bi y Ci se usan para designar los fragmentos 

que contienen el monosacárido terminal de las antenas, mientras que las letras Xj, Yj y Zj 

representan los iones que aun contienen el monosacárido del extremo reductor. Los 

subíndices indican la posición en relación al monosacárido considerado terminal en cada caso y 

los superíndices indican los carbonos donde tiene lugar la fragmentación dentro del anillo. Los 
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fragmentos del tipo Ai/Xj no contienen ningún monosacárido terminal y se refieren al 

fragmento de glicano comprendido entre los iones Ai y Xj. A modo de ejemplo, la Figura 5.16 

muestra la ilustración de una antena de glicano con la representación de algunos iones 

fragmento usando esta nomenclatura. 

 

Figura 5.16. Posible estructura de la antenna de un N-glicano (NeuAc(α2-6)-Gal-GlcNAc-Man) con la 

representación de algunos fragmentos típicos empleando la nomenclatura propuesta por Domon and 

Costello [39] y posteriormente modificada por Harvey et. al. [40].  

5.2.3.1. Caracterización de los enlaces de los ácidos siálicos 

Para poder confirmar o descartar los iones fragmento descritos en la bibliografía como 

diagnóstico de cada tipo de enlace de ácido siálico, se analizaron por CapZIC-HILIC-MS/MS los 

glicanos intactos (de muestras de hAGP digeridas con PNGasa F). Los iones 306,1, 408,1 y 

470,1, propuestos por Wheeler et al. para asignar el enlace de los SiA [218], fueron detectados 

también en nuestro caso y seleccionados como iones fragmento diagnóstico. Por el contrario, 

en nuestro estudio no se consideraron los iones 350,1 y 364,1, descritos por Michael et al. 

[217], dado que diversas estructuras daban lugar a estas masas demostrando su falta de 

especificidad (ver Tabla 5.7). Los iones diagnóstico observados en los espectros de masas en 

tándem para los glicanos bi- y triantenarios estudiados se muestran en la Tabla 5.8, mientras 

NeuAc Gal GlcNAc

0,2X4

B1

0,4A2

B2

Z3

C2 2,4A3

0,2A3

B3

C3

Man

R
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que en la Figura 5.17 se presentan, a modo de ejemplo, los espectros de MS/MS obtenidos 

para los glicanos biantenarios (el H5N4S1 y los dos isómeros del H5N4S2).  

 

Figura 5.17.- (A) Espectros de MS/MS de los isómeros 1 (i) y 2 (ii) del glicano intacto H5N4S2 en una 

muestra patrón de hAGP. (B) Espectro de MS/MS del glicano H5N4S1 obtenido de una muestra patrón 

de hAGP después de su digestión con sialidasa α2-3. (*) Este ión fragmento puede corresponder a otras 

posibles estructuras detalladas en el artículo 3.2 de esta tesis doctoral. 

En el caso del H5N4S1 y del isómero 2 del H5N4S2 (Figura 5.17B y Figura 5.17A(ii)) se observan 

dos iones a m/z 306,1 y 470,1, descritos como característicos de SiA enlazados α2-6. En ambos 

casos se constató la ausencia del ion 408,1, característico de SiA α2-3, por lo que se deduce 

que para estos dos glicanos todos los SiA se encuentran enlazados α2-6.  Además, se puede 

observar que el isómero 2 del H5N4S2 presenta una mayor intensidad relativa del ion 306,1 

respecto al H5N4S1, lo que sugiere una proporción más grande de SiA α2-6 como corresponde 
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a la presencia de dos SiA.  Respecto al isómero 1 del glicano H5N4S2, se detectaron los iones 

306,1 y 408,1 (ver Tabla 5.8 y Figura 5.17A(i)), aunque a una intensidad inferior debido a su 

coelución con el glicano H6N5S3 que es mucho más abundante, lo que confirmó la presencia 

de un SiA de cada tipo en este isómero. Estos resultados coinciden con la asignación previa 

llevada a cabo mediante digestión con exoglicosidasas, confirmando el valor diagnóstico de 

estos tres iones fragmento (306,1, 408,1 y 470,1) para asignar los enlaces de los SiA.  

Adicionalmente, y para obtener información sobre la localización de los diferentes SiA en las 

antenas del glicano, se analizaron mediante CapZIC-HILIC-MS/MS los glicanos desialilados α2-

3, obtenidos de muestras de hAGP digeridas con PNGasa F y sialidasa α2-3. La presencia de los 

iones D y D-H2O en el glicano H5N4S1 (m/z 979,3 y 961,3), característicos de la presencia de 

una antena α1-6 (6-antena) con el SiA terminal, reveló que su SiA α2-6 se localiza en la 6-

antena  (ver Tabla 5.8 y Figura 5.17B). Consecuentemente, estos resultados permitieron saber 

que el isómero 1 del H5N4S2, que tras la digestión se convierte en H5N4S1 (apartado 5.2.2.1), 

presenta el SiA α2-3 en la antena α1-3 (3-antena) y el SiA α2-6 en la 6-antena. En este caso no 

se pudieron detectar los esperados iones D y D-H2O a m/z 979,3 y 961,3, posiblemente debido 

a la coelución de este isómero 1 con el glicano H6N5S3, como se ha comentado anteriormente.   
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Tabla 5.8.  Iones fragmento observados en el espectro de masas en tándem de los isómeros de los 

glicanos bi- y triantenarios estudiados de la hAGP y usados para la caracterización del enlace y posición 

de los ácidos siálicos. Se incluye la nomenclatura, asignación y estructura de cada ion fragmento. 

Glicano Isómero 
Fragmentos 
observados 

(m/z, m/z – H2O) 
Nomenclatura Diagnóstico Estructura 

H5N4S1 Isómero 1 
306,1186 
470,1518 

979,3355, 961,3136 

0,4A2-CO2 

C2 

D 

SiA α2-6  
SiA α2-6  

6-antena sialilada y no ramificada 
 

H5N4S2 

Isómero 1 
306,1184 
408,1497 

0,4A2-CO2 

B2-CO2 

SiA α2-6  
SiA α2-3 

 

Isómero 2 
306,1186 
470,1862 

979,3333, 961,3127 

0,4A2-CO2 

C2 

D 

SiA α2-6  
SiA α2-6  

6-antena sialilada y no ramificada 
 

H6N5S2 

Isómero 1a - - - - 

Isómero 2 

306,1186 
470,1498 
775,2702 

979,3119, 961,3134 

0,4A2-CO2 

C2 
0,2A4 

D 

SiA α2-6  
SiA α2-6  

Ramificació 4 sialilada 
6-antena sialilada y no ramificada 

 

Isómero 3b 
306,1186 
470,1505 

979,3166, 961,3119 

0,4A2-CO2 

C2 

D 

SiA α2-6  
SiA α2-6  

6-antena sialilada y no ramificada 

 

 Isómero 1 

306,1186 
408,1492 
775,2560 

n.d., 961,3204 

0,4A2-CO2 

B2-CO2 
0,2A4 

D 

SiA α2-6  
SiA α2-3 

Ramificació 4 sialilada 
6-antena sialilada y no ramificada 

 

H6N5S3 Isómero 2 

306,1187 
408,1546 
775,2590 

n.d., 961,3251 

0,4A2-CO2 

B2-CO2 
0,2A4 

D 

SiA α2-6  
SiA α2-3 

Ramificació 4 sialilada 
6-antena sialilada y no ramificada 

 

 Isómero 3 

306,1187 
470,1503 
775,2588 

n.d., 961,3140 

0,4A2-CO2 

C2 
0,2A4 

D 

SiA α2-6   
SiA α2-6  

Ramificació 4 sialilada 
6-antena sialilada y no ramificada 

 
a Isómero no estudiado. 
b Isómero no presente en la glicoproteína nativa. Detectado sólo después de la digestión con sialidasa α2-3. 
(n.d.) Ion fragmento no detectado. 
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La caracterización de los glicanos triantenarios se llevó a cabo siguiendo la misma estrategia 

que con los biantenarios. Los resultados obtenidos confirmaron, también con estos glicanos, la 

asignación previa realizada con exoglicosidasas y dieron validez a los iones fragmento 

seleccionados, tal y como se explica en detalle en el artículo 3.2. Cabe destacar que mientras 

el ion 306,1 se detectó en todos los isómeros que presentaban algún SiA unido α2-6, el ion 

470,1 sólo se observó cuando todos los SiA del isómero en cuestión estaban enlazados α2-6 

(Tabla 5.8). 

Con el fin de mejorar la caracterización del glicano H6N5S3 asignando la posición de cada SiA 

en las antenas, se analizaron también por MS/MS los isómeros 2 y 3 del H6N5S2, obtenidos 

después de la digestión con sialidasa α2-3.  Al eliminarse los SiA con enlace α2-3 tras la 

digestion, los isómeros 1 y 2 del H6N5S3 se convierten en los isómeros 3 y 2 del H6N5S2, 

respectivamente (artículo 3.2.). La detección de los iones D a m/z 979,3 y 961,3 en ambos 

isómeros, desveló la presencia de SiA en la 6-antena, igual que en el caso de los biantenarios. 

Por tanto se pudo concluir que todos los isómeros del glicano H6N5S3 poseen un único SiA α2-

6 en la 6-antena no ramificada. Asimismo, la identificación del fragmento a m/z 775,3 en el 

isómero 2 del H6N5S2 y su ausencia en el isómero 3 del mismo glicano permitió localizar el SiA 

α2-6 de la 3-antena en la ramificación 2 (β1-2, Figura 1.2) en el caso del isómero 2 y en la 

ramificación 4 (β1-4, Figura 1.2) para el isómero 3 (Tabla 5.8). De este modo, se pudo 

determinar la posición de todos los SiA en los isómeros 1 y 2 del glicano H6N5S3.  

La caracterización de los glicanos tetraantenarios por MS/MS fue de nuevo muy complicada 

dada su baja abundancia y su mayor dificultad para ionizarse. Sin embargo, se llevó a cabo una 

estimación de la composición de SiA α2-6 en los cuatro isómeros del glicano H7N6S3, teniendo 

en cuenta la intensidad relativa del ion 306,1, tal y como se explica en el artículo 3.2 de esta 

tesis. De esta manera, se identificó el isómero 2 con dos SiA α2-3 y uno α2-6 y el isómero 3 a la 

inversa, mientras que se asignó el isómero 4 con todos los SiA α2-6 y el isómero 1 con todos 



Resultados y Discusión Capítulo 5 
 

- 222 - 
 

los SiA α2-3. Por otro lado, la caracterización de los SiA de todos los glicanos realizada tanto en 

el estudio con exoglicosidasas como por MS/MS, demostró la existencia de una estrecha 

relación entre el contenido de SiA α2-6 y el orden de elución de los isómeros en la columna 

ZIC-HILIC, observándose que aquellos isómeros con mayor proporción de SiA α2-6 se eluyen 

más tarde. 

5.2.3.3. Caracterización de los enlaces de las fucosas 

La caracterización de los enlaces de las fucosas de los glicanos de la hAGP también se llevó a 

cabo por espectrometría de masas en tándem. Habitualmente, los iones diagnóstico de los 

enlaces de las fucosas son detectados a muy baja intensidad, o directamente no se observan 

en los espectros de MS/MS, dado que las fucosas son muy lábiles y se pierden con facilidad 

durante la fragmentación en la celda de colisión (especialmente la Fuc antena α1-3) [214]. Por 

este motivo, el establecimiento de metodología analítica por MS/MS para identificar nuevos 

iones producto que permitan diferenciar sin ambigüedades entre una fucosa unida al core o a 

la antena, resulta de especial interés. En esta tesis, para verificar el valor diagnóstico de ciertos 

iones descritos en la bibliografía (ver Tabla 5.7), se analizaron los glicanos desialilados de la 

hAGP por CapZIC-HILIC-MS/MS (artículo 3.2). Se seleccionaron los glicanos fucosilados H5N4F1 

(isómeros 1 y 2) y H6N5F1 (isómeros 1, 2 y 3), dado que estos glicanos presentan una 

abundancia suficiente para identificar los iones fragmento con potencial valor diagnóstico de 

cada tipo de enlace de las fucosas. Además, los isómeros 1 y 2 de estos glicanos habían sido 

perfectamente caracterizados con exoglicosidasas como Fuc core y el isómero 3 del H6N5F1 

como Fuc antena α1-3. En la Figura 5.18 se muestran los espectros de MS/MS y en la Tabla 5.9 

los iones fragmento detectados para los glicanos seleccionados. 
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Figura 5.18.- Espectros de MS/MS de los glicanos H5N4F1 (isómeros 1 y 2 (A)) y H6N5F1 (isómeros 1 y 2 

(B) e isómero 3 (C)) en una muestra patrón de hAGP después de la digestión con sialidasa total. (*) Este 

ión fragmento puede corresponder a otras posibles estructuras detalladas en el artículo 3.2 de esta tesis 

doctoral. 
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Tabla 5.9.  Iones fragmento observados en el espectro de masas en tándem de los isómeros de los 

glicanos de la hAGP estudiados y usados para la caracterización del enlace de las fucosas. Se incluye la 

nomenclatura, asignación y estructura de cada ion fragmento. 

Glicano Isómero 
Fragmentos 
observados 

(m/z, m/z – H2O) 
Nomenclatura Diagnóstico Estructura 

H5N4F1 Isómero 1 y 2 461,2251, 443,2035 Y1 Fuc core 

 

H6N5F1 

Isómero 1 y 2 443,2040# Y1 Fuc core 

 

Isómero 3 
297,1441 
570,2033 
670,2611 

Y1 
0,4A4/Y5* 

D 

Ausencia Fuc core 
Fuc antena 

6-antena no ramificada 

 
* Este fragmento puede corresponder a otras estructuras posibles detalladas en el artículo 3.2 de esta tesis doctoral. 
# Detectado solo en la mitad de los análisis. 
 

Algunos fragmentos diagnóstico de Fuc core como el ion 443,2 (Y1 , ver Tabla 5.9), se 

detectaron en los isómeros 1 y 2 de los glicanos H5N4F1 y H6N5F1 pero a muy baja intensidad 

y no en todos los análisis, demostrando la falta de fiabilidad de este ion. En cambio, la ausencia 

del ion 297,1 en los espectros de MS/MS de estos isómeros (Figura 5.18A y B), reveló que 

podían presentar la fucosa unida al core. Este ión corresponde al fragmento Y1 pero sin la 

fucosa enlazada y su abundancia en los espectros de los glicanos no fucosilados es muy 

elevada. Además, se detectaron otros iones fragmento a m/z 1095,3 que podrían sugerir la 

ausencia de Fuc antena en los isómeros 1 y 2 del glicano biantenario (Figura 5.18A y Tabla 

5.9).  

En relación al isómero 3 del H6N5F1 (Figura 5.18C y Tabla 5.9), se detectó el ion a m/z 297,1 

con prácticamente la misma intensidad relativa que en el espectro de MS/MS del 
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correspondiente glicano no fucosilado (artículo 3.2), demostrando que la fucosa no estaba 

enlazada al core. Asimismo, se confirmó la existencia de Fuc antena en este isómero por la 

presencia del fragmento 570,2, a pesar de su baja abundancia (Figura 5.18C).  Además, la 

ausencia del ion 325,1 descrito en la bibliografía (Tabla 5.7) reveló que la fucosa se encontraba 

unida al GlcNAc de la antena y no a la Gal, tal y como se describió en el estudio previo con 

exoglicosidasas. Por otro lado, la presencia del fragmento D a m/z 670,1, correspondiente a la 

6-antena no ramificada, puso de manifiesto que la fucosa del isómero 3 del H6N5F1 se 

encontraba unida al GlcNAc de una de las ramificaciones de la 3-antena. Teniendo en cuenta 

los resultados obtenidos en los diferentes isómeros estudiados, se corroboró la dificultad para 

detectar fragmentos diagnóstico que permitan caracterizar el tipo de enlace de las fucosas. De 

este modo, de entre todos los fragmentos descritos en la bibliografía para este fin (Tabla 5.7), 

sólo se pudo confirmar el valor diagnóstico del ión 297,1 para identificar la ausencia de Fuc 

core así como del ión a m/z 570,2 para asignar los isómeros con Fuc antena α1-3. 

5.2.4. Caracterización de glicanos por espectrometría de masas de movilidad iónica 

(IM-MS) 

En esta tesis se ha demostrado que la cromatografía de líquidos capilar acoplada a la 

espectrometría de masas (CapLC-MS) puede resultar muy útil para separar y caracterizar 

glicanos y sus correspondientes isómeros, empleando fases estacionarias específicas como las 

ZIC-HILIC. Sin embargo, el establecimiento de estas metodologías suele ser complejo y 

laborioso además de requerir tiempos de análisis bastante largos. 

La espectrometría de movilidad iónica (IMS) ha suscitado gran interés en los últimos años 

como alternativa para el análisis de glicoconjugados gracias a su capacidad para separar 

directamente compuestos isoméricos [184,186,192–194,220]. Tal y como se comentó en la 

introducción, esta técnica de separación en fase gas permite separar compuestos en base a su 

forma y tamaño además de por su carga, lo cual, junto con la detección por MS (IM-MS), la 
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convierte en una metodología de alto potencial para el análisis de glicanos y sus isómeros. En 

este sentido, se han establecido diversos métodos por IM-MS para la separación de isómeros 

de glicanos y glicopéptidos utilizando travelling wave ion mobility spectrometry (TWIMS), 

algunos de ellos centrándose en la diferenciación de los enlaces α2-3 y α2-6 de los SiA 

[186,193,221]. Sin embargo, mientras que para glicanos isoméricos muy pequeños se han 

obtenido drift times que permiten su diferenciación [186,221], sólo se ha conseguido una 

separación parcial en el caso de estructuras biantenarias más complejas [193]. Recientemente, 

fue descrito el uso del high-field asymmetric waveform ion mobility (FAIMS) para separar 

isómeros [183]. Aunque en este caso se consiguieron separar estructuras biantenarias 

isoméricas, las cuales presentaban diferentes tipos de enlace de SiA, estas correspondían a dos 

glicanos sintéticos con una estructura perfectamente conocida. 

Dada la necesidad de establecer metodologías por IM-MS que permitan caracterizar glicanos 

más ramificados en muestras más complejas, como los glicanos obtenidos de la digestión 

enzimática de una glicoproteína, en esta tesis doctoral también se evaluó la eficacia del TWIMS 

para estudiar los isómeros de los glicanos de la hAGP.  En primer lugar, fue necesario cambiar 

el método de digestión con PNGasaF ya que el surfactante NP-40, utilizado en los estudios 

anteriores de esta tesis (artículos 3.1 y 3.2), provocaba supresión iónica disminuyendo la 

intensidad de los glicanos y dificultando su detección. De este modo, la hAGP se trató con 

ditiotreitol (DTT) e iodoacetamida (IAA) antes de la digestión con PNGasa F, con el objeto de 

reducir y alquilar los puentes disulfuro. Los glicanos obtenidos se analizaron tras su 

purificación, mediante nanoESI-IM-MS con infusión directa, tanto en modo negativo como en 

positivo. Los resultados en modo negativo no fueron satisfactorios ya que no se consiguió una 

separación significativa entre isómeros, ni a partir del análisis del glicano intacto ni de sus 

fragmentos obtenidos por MS/MS, tal y como ya se observó para los glicanos de la hAGP en un 

estudio previo [193]. Por el contrario, en modo positivo, tras optimizar la altura y velocidad de 

la onda de la celda de movilidad (WH y WV respectivamente), se obtuvo más de un drift time 
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para ciertos glicanos demostrando la presencia de estructuras isoméricas. En la Figura 5.19A, B 

y C se muestran los resultados para los glicanos H5N4S1 y H5N4S2 intactos y para el fragmento 

H5N4S1, obtenido a partir de la fragmentación en la celda de movilidad iónica del glicano 

H5N4S2, respectivamente.  

 

Figura 5.19.- ATDs de los aductos mayoritarios detectados para los glicanos intactos H5N4S1 (A) y 

H5N4S2(B), en una muestra patrón de hAGP, así como para los fragmentos H5N4S1 (C), B3 (D) y B4 (E) 

del glicano H5N4S2. 

En los tres casos se detectaron dos aductos abundantes ([M+2H]2+ y [M+K+H]2+) que 

presentaban diferentes distribuciones del tiempo de llegada (arrival time distribution – ATD). 

De este modo, mientras que para el glicano intacto H5N4S1 se observó un único drift time en 

los dos aductos, para el glicano H5N4S2 se observaron claramente dos drift times en el caso 

del aducto [M+2H]2+. Estos resultados demostraron, por un lado, que la formación de aductos 

afecta a la separación por IM-MS, tal y como ya ha sido descrito por otros autores [222,223]. 

Por otro lado, la observación de un único drift time para el glicano H5N4S1 y de dos para el 

H5N4S2 concordaría con las conclusiones alcanzadas en los capítulos anteriores acerca del 

número de isómeros de cada uno de estos glicanos (Tabla 5.5). En cambio, en el caso del 

H5N4S1, resultado de la fragmentación del H5N4S2 (Figura 5.19C), se obtuvo más de un drift 
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time en los dos aductos detectados, demostrando también la presencia de compuestos 

isoméricos, a diferencia de lo que ocurre con el glicano intacto H5N4S1. De nuevo se observó 

la mejor separación en el ATD del aducto [M+2H]2+, y consecuentemente, este aducto fue el 

escogido para continuar el estudio. También se examinaron los ATD de otros fragmentos del 

glicano H5N4S2, tal y como se muestra en las Figuras 5.19C y D correspondientes a los 

fragmentos B3 (H1N1S1) y B4 (H2N1S1), respectivamente, observandose dos drift times en 

ambos casos.  Para el fragmento B3 se obtuvo una mejor separación, tal y como ya habían 

descrito otros autores [186,193], y además, la única diferencia posible entre estructuras es la 

debida al ácido siálico, por lo que se seleccionó este fragmento como el más adecuado para 

diferenciar SiA α2-6 y α2-3. La asignación de enlaces de SiA para los isómeros detectados en el 

ATD del fragmento B3 se llevó a cabo según los resultados de estudios anteriores [186,193], 

donde el primer isómero con drift time menor (y por tanto sección transversal de colisión 

menor, CCS) correspondería al SiA α2-6 y el segundo al SiA α2-3 (ver Figura 5.19D). 

Con el fin de comprobar si las diferencias en los drift times detectados en el ATD del glicano 

H5N4S2 y de sus fragmentos pueden atribuirse realmente a diferencias en el enlace de los SiA, 

se llevó a cabo una digestión de los glicanos de la hAGP con sialidasa α2-3 y se analizaron por 

nanoESI-IM-MS. Tal y como se muestra en la Figura 5.20A, después de la digestión con 

sialiadasa α2-3 se siguen obteniendo dos drift times para el glicano H5N4S2, lo que demuestra 

que las diferencias entre las estructuras de los compuestos detectados no son debidas a los 

tipos de enlace de sus SiA. Por el contrario, con el fragmento H5N4S1, sólo se obtuvo un drift 

time (Figura 5.20B), a diferencia de lo observado con el mismo fragmento del glicano antes de 

la digestión con sialidasa α2-3 (Figura 5.19C). 
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Figura 5.20.- ATDs del glicano intacto H5N4S2 (A) así como de sus fragmentos H5N4S1 (B) y B3 (C) 

obtenidos de una muestra patrón de hAGP después de su digestión con sialidasa α2-3. 

Si se comparan los ATD obtenidos para el glicano intacto H5N4S1 (Figura 5.19A) y para el 

fragmento H5N4S1 tras la digestión (Figura 5.20B), se puede observar que el valor del drift 

time coincide en ambos compuestos con un valor de 7,94. Estos resultados demostraron que 

ambos compuestos presentan sólo un isómero con el SiA unido α2-6, tal y como se describió 

en los estudios anteriores por Cap-ZIC-HILIC-MS (artículos 3.1 y 3.2).  De este modo, se pudo 

confirmar que los isómeros del fragmento H5N4S1, son debidos a diferencias en el tipo de 

enlace de su SiA. Asimismo, tal y como muestra la Figura 5.20C, para el fragmento B3 después 

del tratamiento con sialidasa α2-3 se obtuvo también sólo un drift time con un valor de 7,39,  

que concuerda con al primer drift time del fragmento sin digerir, previamente asignado como 

SiA α2-6 (Figura 5.19D). Con estos resultados se concluyó que en el caso de glicanos con un 

solo SiA, como el H5N4S1, o de estructuras más pequeñas, como el fragmento B3, la IM-MS 

permite la separación de isómeros que presentan diferentes tipos de enlace de SiA. Por el 

contrario, se descartó que la presencia de diferentes drift times en el ATD de estructuras 

complejas con varios SiA, como el H5N4S2, fuera debida a diferencias en los enlaces de los SiA, 

contrariamente a lo descrito en otros estudios [193].   

Así pues, la caracterización de los enlaces de los SiA de los glicanos mediante IM-MS, debe 

abordarse a partir del estudio de sus fragmentos. En esta tesis se estudiaron los ATD del 

fragmento B3 en diversos glicanos de la hAGP, incluyendo por primera vez estructuras 
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triantenarias, y se compararon las abundancias relativas de los isómeros del fragmento B3 con 

los estudios previos por CapZIC-HILIC-MS realizados en esta tesis doctoral. Como se vio en la 

Figura 5.19D, el ATD del fragmento B3 para el glicano biantenario H5N4S2, mostró dos drift 

times correspondientes a SiA α2-6 y α2-3,  siendo mucho más abundante el SiA α2-6 (drift time 

7,39). Estas abundancias relativas podrían estar en concordancia con la asignación previa de 

dicho glicano donde se observaron dos isómeros, el primero muy poco abundante con un SiA 

α2-3 y un SiA α2-6 y el segundo muy abundante con los dos SiA α2-6 (ver Tablas 5.5 y 5.8). Del 

mismo modo, se estudiaron los ATD del fragmento B3 de los glicanos triantenarios de la hAGP 

(H6N5S2 y H6N5S3). Como se puede observar en la Figura 5.21, en ambos casos se observaron 

también dos drift times correspondientes a SiA enlazado α2-6 y α2-3, respectivamente.  

 

Figura 5.21.- ATDs del fragmento B3 de los glicanos triantenarios H6N5S2 (A) y H6N5S3 (B) en una 

muestra patrón de hAGP. 

En el caso del H6N5S2, aunque la intensidad relativa del drift time SiA α2-6 sigue siendo 

superior, la abundancia del drift time SiA α2-3 también es bastante elevada. En la 

caracterización previa por CapZIC-HILIC-MS se obtuvieron dos isómeros de la misma 

abundancia (Tablas 5.5 y 5.6), el primero asignado con un SiA α2-3 y un α2-6 y el segundo con 

los dos SiA α2-6. De este modo, la abundancia relativa de los drift times del fragmento B3 no 

coincidiría del todo con dicha caracterización dado que, en este caso, se debería observar una 

abundancia relativa del 75% para el drift time con SiA α2-6 y del 25% para el drift time con SiA 
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α2-3. Para el glicano H6N5S3 (Figura 5.21B), se obtuvo una abundancia relativa similar para los 

dos drift times en el ATD del fragmento B3. Estos resultados estarían de nuevo en discordancia 

con los obtenidos en la caracterización previa, donde claramente se observó una mayor 

proporción de SiA unido α2-6 en dicho glicano. De este modo, en términos generales, se 

demostró que la abundancia relativa de los drift times obtenidos en el ATD del fragmento B3 

no puede ser utilizada para estimar la proporción de SiA enlazados α2-6 y α2-3 en un glicano. 

Sin embargo, el estudio del ATD de dicho fragmento podría ser usado para comparar muestras 

control y patológicas y así evaluar, si existe, la sobreexpresión de un tipo concreto de enlace de 

SiA en ciertas patologías como el cáncer. Esta metodología por nanoESI-IM-MS, empleando el 

fragmento B3 obtenido de la fragmentación del glicano de interés, en un futuro debería ser 

evaluada con fines diagnósticos dados sus cortos tiempos de análisis. 

Finalmente, para investigar las diferencias estructurales responsables de la obtención de dos 

drift times en el ATD del glicano H5N4S2, se realizó también una digestión con sialidasa total 

de los glicanos de la hAGP y se analizaron por nanoESI-IM-MS. Los resultados obtenidos para el 

glicano biantenario desialilado (H5N4) se muestran en la Figura 5.22.  En este caso se estudió 

el aducto [M+K+H]2+ dado que era el más abundante. Tal y como puede observarse en el ATD 

del H5N4, también se obtuvieron dos drift times para el glicano desialilado confirmando que 

las diferencias observadas no eran debidas al tipo de enlace de los SiA.  Se llevó a cabo la 

fragmentación de dicho glicano con el fin de buscar fragmentos producto que desvelaran 

alguna característica estructural que diferenciara ambos isómeros.  El espectro de MS/MS 

obtenido para el glicano H5N4 se presenta en la Figura 5.22B, observándose el ión molecular y 

un fragmento bastante intenso de m/z 657,73, que correspondería a la pérdida de una Man + 

GlcNAc (Figura 5.22C). La presencia de dos drift times también en el ATD del fragmento a m/z 

657.73 puso de manifiesto que las diferencias entre estos isómeros son debidas a tipos de 

enlace diferentes entre la Man y el GlcNAc, dado que es el único factor diferenciador que 

puede presentar esta estructura.  
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Figura 5.22.- ATDs del glicano H5N4 (A), proveniente de una muestra patrón de hAGP después de su 

digestión con sialidasa total, y del ion 657,73 (C), observado en el espectro de MS/MS del glicano H5N4 

(B). 

De este modo, y teniendo en cuenta que el glicano desialilado H5N4 tiene que dar lugar a dos 

enlaces GlcNAc-Man diferentes, se propusieron las posibles estructuras presentadas en la 

Figura 5.22A para el glicano H5N4. Los resultados obtenidos desvelaron que en estructuras de 

glicano complejas, la IM-MS es capaz de detectar diferencias entre isómeros que difieren en el 

enlace de las antenas. No obstante, con IM-MS se requerirá de estudios de fragmentación 

complementarios como los realizados con el fragmento B3 o bien de tratamientos con 

exoglicosidasas específicas para identificar los isómeros debidos únicamente a diferentes tipos 

de enlace de los SiA.   
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5.2.5. Comparación de los métodos de caracterización de glicanos establecidos  

Las tres metodologías establecidas para la caracterización de glicanos y sus isómeros en esta 

tesis doctoral nos han proporcionado mucha información acerca de los glicanos de la hAGP y 

cada una de ellas nos ha permitido profundizar más en su identificación. Por este motivo, las 

tres técnicas deben ser consideradas complementarias. Aun así, cabe destacar que la 

caracterización mediante digestión con exoglicosidasas en combinación con la estrategia GRIL 

fue la que más glicanos permitió asignar, pudiendo caracterizar el enlace de los ácidos siálicos 

así como de las fucosas de la mayoría de glicanos de la hAGP. Además, dicha asignación sirvió 

de base para evaluar el potencial de los métodos por MS/MS y IM-MS. Por su parte, la 

metodología por MS/MS, nos proporcionó más información acerca de la posición de los ácidos 

siálicos y de las ramificaciones en las antenas. En cuanto al método por IM-MS, aunque fue el 

que menos información nueva nos ofreció de los glicanos de la hAGP, nos permitió establecer 

un método rápido y sencillo, a diferencia de las laboriosas digestiones con exoglicosidasas y los 

largos tiempo de análisis por CapZIC-HILIC-MS, para determinar los tipos de ácidos siálicos 

presentes en un glicano. Por todos estos motivos, si no es posible llevar a cabo una asignación 

completa utilizando los tres métodos, es necesario evaluar el tipo de metodología a usar 

dependiendo de la finalidad del estudio.  
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5.3. Estudio e identificación de glicanos biomarcadores 

Las alteraciones en la glicosilación de las proteínas han sido descritas en diversas patologías 

como el cáncer y ciertos procesos inflamatorios [22,23,29,32,224]. La mayoría de las 

modificaciones detectadas en los glicanos han sido asociadas a un aumento o disminución de 

determinadas glicosiltransferasas, las cuales dan lugar a: niveles elevados de ácido siálico total 

(TSA), cambios de proporción de ácidos siálicos unidos α2-3 y α2-6, aumento de las 

ramificaciones, adición de unidades extra de N-acetillactosamina (poliLacNAc) así como 

sobreexpresión de ciertos epítopos fucosilados (Figura 1.5) [22,23,29,30,34,224]. Además, en 

el caso del cáncer, algunos autores han descrito modificaciones que podrían estar más 

relacionadas con fases iniciales de los tumores y otras con fases más avanzadas o de 

metástasis que permitirían la extravasación de las células tumorales [31–33,38]. Por este 

motivo, en los últimos años, la búsqueda de estructuras de glicano que puedan actuar como 

biomarcadoras de diversos procesos patológicos ha suscitado gran interés biomédico, tanto 

para ser usados en el diagnóstico precoz de la enfermedad como para controlar su progresión. 

Asimismo, se ha demostrado la importancia del análisis de los diferentes isómeros de los 

glicanos, dado que a veces es únicamente el isómero con un cierto tipo de enlace el que está 

relacionado con una patología y puede actuar como biomarcador de la misma.  

En esta tesis doctoral, se han llevado a cabo dos trabajos diferentes (artículo 4.1 y 4.2) con el 

fin de identificar los glicanos de la hAGP y de la transferrina de ratón (mTf), así como sus 

diferentes isómeros, capaces de actuar como biomarcadores de cáncer de páncreas (PDAC) o 

artritis inducida por colágeno (CIA), respectivamente. Se han seleccionado estas dos 

glicoproteínas de fase aguda dado su potencial como biomarcadoras de estas enfermedades 

evidenciado en la literatura [44,54,55,225,226]. Para identificar inequívocamente las 

alteraciones en los glicanos de dichas proteínas en presencia de estas enfermedades, se han 

comparado los perfiles de los glicanos en muestras control y patológicas empleando la 
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estrategia GRIL de marcaje isotópico con [12C6]AN/[13C6]AN. Asimismo, dada la variabilidad 

existente entre muestras patológicas y el gran número de isómeros de glicanos identificados, 

en ambos estudios se ha llevado a cabo un análisis multivariante de datos para reducir la 

complejidad de la interpretación de los mismos e identificar correctamente los glicanos con 

mayor potencial biomarcador. Esta estrategia combinada nos ha permitido proponer isómeros 

de glicanos que podrían ser biomarcadores de estas patologías. 

5.3.1. Análisis de los glicanos de la hAGP en muestras de cáncer de páncreas y 

pancreatitis crónica 

En trabajos previos de nuestro grupo de investigación, se analizaron los glicanos de la hAGP en 

muestras de suero de pacientes con cáncer de páncreas (PDAC) y pancreatitis crónica (ChrP) 

[54,55]. En estos estudios se detectó un aumento de ciertas estructuras sialofucosiladas que 

permitirían discriminar entre PDAC y ChrP, así como diferencias en la expresión de ciertos 

isómeros en estadios iniciales de PDAC [54,55]. Estos resultados, obtenidos con un número 

relativamente reducido de muestras patológicas, demostraron la necesidad de profundizar en 

el estudio y caracterización de los glicanos de la hAGP como posibles biomarcadores de PDAC. 

5.3.1.1. Análisis de los glicanos intactos 

Con el fin de encontrar isómeros de glicanos de la hAGP capaces de diferenciar PDAC de ChrP, 

se analizaron 6 muestras de suero de pacientes con ChrP, 12 de pacientes con PDAC de 

diferentes estadios de la enfermedad (estadios I, II, III y IV) y 4 muestras control de personas 

sanas (HC).  Los detalles relacionados con la edad y género de cada una de las muestras de 

suero analizadas se presentan en el artículo 4.1 de esta tesis doctoral.  En primer lugar, la 

hAGP se purificó a partir de las muestras de suero mediante cromatografía de immunoafinidad 

(IAC), utilizando el proceso previamente descrito para el análisis de los glicanos de la hAGP 

[54,55], y se cuantificó la cantidad de proteína mediante espectrofotometría UV-Vis 
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(NanodropTM). Después de la digestión de las muestras de hAGP con PNGasa F para conseguir 

la liberación de los glicanos y de la purificación de los mismos, se empleó la estrategia GRIL con 

el fin de realizar una cuantificación relativa fiable. Con este propósito, se preparon mezclas 

equimolares de los glicanos de la hAGP de cada muestra patológica (derivatizados con 

[12C6]AN) y de los glicanos de la hAGP de una mezcla de muestras control (pool de HC, 

derivatizados con [13C6]AN) y se analizaron por CapZIC-HILIC-MS. El pool de HC se preparó 

mezclando la misma cantidad de hAGP purificada a partir de 4 muestras control diferentes (HC 

44, HC 48, HC 51 y HC 200). Dada la gran cantidad de muestras y número de isómeros 

identificados (42 isómeros), se aplicaron métodos quimiométricos para interpretar los 

resultados a partir de las áreas relativas de todos los isómeros detectados (área del glicano en 

la muestra patológica dividida entre el área del glicano en el pool de HC). En primer lugar, se 

empleó un análisis por componentes principales (PCA) para explorar los datos y estudiar la 

existencia de tendencias o grupos entre las diferentes muestras, así como detectar la 

presencia de outliers. De este modo, tal y como se explicó en el artículo 4.1, la muestra PDAC 

IIB 86 se descartó para el siguiente análisis de datos multivariante dado su comportamiento 

anómalo en el modelo. A continuación, con el fin de mejorar la separación entre grupos e 

identificar qué isómeros podrían diferenciar PDAC y ChrP, se llevó a cabo un análisis 

discriminante por mínimos cuadrados (PLS-DA). En la Figura 5.23 se muestran los gráficos de 

scores (A), loadings (B) y de VIP scores (C) obtenidos en el modelo de PLS-DA.  
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Figura 5.23.- A) Gráfico de scores, B) Gráfico de loadings y C) VIP scores del modelo de PLS-DA aplicado a 

las relaciones de áreas (área del isómero de glicano en la muestra patológica vs. área del mismo isómero 

en el pool de controles sanos) obtenidas para cada isómero de glicano intacto de la hAGP en todas las 

muestras de PDAC y ChrP analizadas. 

Como se observa en el gráfico de scores, dos variables latentes (LV) permitieron discriminar 

entre los dos grupos de muestras (explicando un 63 y un 43% de la variancia de X e Y, 

respectivamente). Sólo las muestras PDAC IIA 164 y ChrP 131 presentaron un comportamiento 

anormal, tal y como ya se observó en un estudio previo [55], y fueron mal clasificadas por el 
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modelo. En el gráfico de loadings (Figura 5.23B) se observa que los isómeros de los glicanos 

fucosilados estan más relacionados con PDAC, ya que aparecen en la misma zona del gráfico 

que la mayoría de muestras de PDAC en el gráfico de scores, correspondiente a valores de LV1 

negativos (Figura 5.23A). Además, el gráfico de VIP scores (Figura 5.23C) permitió cuantificar la 

influencia de cada isómero en la separación entre muestras de PDAC y ChrP. Aunque 

habitualmente se consideran importantes todas las variables con VIP superior a 1, en este 

caso, dado que había muchos isómeros significativos, sólo se consideraron aquellos con VIP 

superior a 1,2 (7 de un total de 42), de los cuales 5 tenían al menos una unidad de fucosa y 

todos ellos habían sido caracterizados con todos o la mayoría de los SiA unidos α2-6. Con estos 

resultados, se concluyó que los isómeros de los glicanos de la hAGP fucosilados con la mayoría 

de los SiA unidos α2-6 son importantes para discriminar PDAC de ChrP.  

5.3.1.2. Análisis de los glicanos desialilados 

Dado que en el estudio de los glicanos intactos se confirmó que la fucosilación juega un papel 

importante en la diferenciación entre PDAC y ChrP, se llevó a cabo el análisis de los glicanos de 

la hAGP de muestras de suero una vez desialilados con sialidasa total, con el fin de averiguar 

qué tipo de fucosilación estaba más relacionada con este tipo de cáncer. Las muestras 

analizadas y sus características se presentan en la tabla 1 del artículo 4.1 de esta tesis doctoral.  

De nuevo se empleó la cuantificación relativa de los glicanos mediante GRIL. No obstante, en 

este caso las muestras control (HC) se analizaron como muestras independientes y todas las 

muestras patológicas (PDAC y ChrP) y control (HC) se cuantificaron de manera relativa 

respecto a un patrón de hAGP comercial purificado a partir de suero humano, que presenta un 

perfil de glicosilación significativamente igual al de las muestras control, tal y como ya se había 

demostrado en un estudio previo [54]. De este modo se dispone de un perfil de glicanos de 

referencia constante para esta glicoproteína, ya que no siempre es posible disponer de un pool 

adecuado de muestras HC. Con este propósito, siguiendo la estrategia GRIL planteada en la 
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Figura 1.10 de la introducción, las muestras de hAGP purificadas de cada muestra patológica o 

control se marcaron con [12C6]AN, tras la liberación de los correspondientes glicanos mediante 

digestión con PNGasa F y sialidasa total, y las muestras de hAGP patrón se marcaron con 

[13C6]AN. Seguidamente, se prepararon mezclas equimolares de cada muestra 

patológica/control y de hAGP patrón, y se analizaron por CapZIC-HILIC-MS.  

Nuevamente se emplearon herramientas quimiométricas para el análisis de los datos a partir 

de las relaciones de áreas obtenidas para cada isómero (área del glicano en la muestra 

patológica/control dividida entre el área del glicano en la muestra patrón). Primero, se aplicó 

un PCA pero no se detectó ningún outlier en el modelo, así que todas las muestras se tuvieron 

en cuenta para los siguientes tratamientos de datos. A continuación, se aplicaron dos modelos 

de PLS-DA, uno para estudiar la discriminación entre muestras de PDAC y HC y otro para 

diferenciar ChrP de HC. La separación obtenida entre los dos grupos de muestras fue buena en 

ambos casos, tal y como se detalla en el artículo 4.1 de esta tesis doctoral. En la Tabla 5.10 se 

muestran los isómeros identificados en el gráfico de VIP scores como significativos (VIP > 1) en 

ambas diferenciaciones. Se puede observar que algunos isómeros son importantes tanto en 

PDAC como en ChrP, lo cual no es sorprendente dado que la sobreexpresión de ciertos 

isómeros se observó en ambas patologías, aunque generalmente en mayor grado en el caso de 

PDAC. Sin embargo, los glicanos H5N4F1_3, H6N5F2_1, H6N5F2_2 y H8N7 (marcados en 

negrita en la Tabla 5.10) podrían ser interesantes ya que sólo fueron significativos en la 

diferenciación entre PDAC y HC. 
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Tabla 5.10.- Isómeros de glicano desialilados de la hAGP identificados por PLS-DA como significativos 

(VIP scores > 1) en las diferenciaciones de muestras de PDAC vs. controles sanos (HC) y de muestras de 

ChrP vs. HC. 

PDAC vs. HC ChrP vs. HC 

 H5N4F1_1 
H5N4F1_2 H5N4F1_2 
H5N4F1_3  

 H6N5F1_2 
H6N5F2_1  
H6N5F2_2  
H6N5F2_3 H6N5F2_3 
H7N6F1_2 H7N6F1_2 
H7N6F2_2 H7N6F2_2 
H7N6F2_3 H7N6F2_3 

             H8N7  
 H8N7F1_1 
 H8N7F1_2 
 H9N8F1_2 

 

Por otro lado, con el objetivo de encontrar isómeros útiles para diferenciar entre diferentes 

estadios de PDAC, se construyeron 3 modelos de PLS-DA, comparando los pacientes de ChrP 

con los de PDAC a diferentes estadios de la enfermedad. Con este propósito, los pacientes de 

PDAC se dividieron en tres grupos diferentes: no avanzados (estadios I y II), localmente 

avanzados (estadio III) y con metástasis (estadio IV). Al contrario de lo ocurrido en el análisis de 

los glicanos intactos (apartado 5.3.1.1), en este caso el modelo clasificó correctamente las 

muestras PDAC IIA 164 y ChrP 131 en los correspondientes gráficos de scores (Figura 5, 

artículo 4.1). En la Figura 5.24 se muestran los gráficos VIP scores de cada modelo de PLS-DA.  
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Figura 5.24.- VIP scores del modelo de PLS-DA aplicado a las relaciones de áreas (área del isómero de 

glicano en la muestra patológica vs. área del mismo isómero en la muestra patrón de hAGP) obtenidas 

en A) las muestras de PDAC en estadios I-II vs. las de ChrP, B) las muestras de PDAC en estadio III vs. las 

de ChrP y C) las muestras de PDAC en estadio IV vs. las de ChrP. 

Como puede observarse, los glicanos considerados importantes en la diferenciación de PDAC y 

HC (H5N4F1_3, H6N5F2_1, H6N5F2_2 y H8N7) no presentan VIP > 1 en todos los estadios de 

PDAC y, por tanto, sólo podrían actuar como biomarcadores de ciertos estadios de PDAC 

respecto a ChrP. Por otro lado, comparando los gráficos de VIP scores de los tres modelos, se 

puede observar que sólo 3 de un total de 23 isómeros desialilados de la hAGP son significativos 

A) PDAC (Estadios I y II) vs. ChrP B) PDAC (Estadio III) vs. ChrP

C) PDAC (Estadio IV) vs. ChrP
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(VIP > 1) para distinguir PDAC de ChrP en todos los estadios de la patología (H5N4F1_2, 

H6N5F2_3 y H9N8, marcados en rojo en los tres gráficos de VIP scores). De estos tres glicanos, 

el H5N4F1_2 presenta Fuc core y el H6N5F2_3 presenta al menos una Fuc antena α1-3, lo que 

parece indicar que no hay un tipo de enlace de las fucosas específico de PDAC.  

Finalmente, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el análisis tanto de los glicanos 

intactos como desialilados, se podría concluir que el glicano H6N5F2 (o H6N5F2S3 en el caso 

de los glicanos intactos) parece jugar un papel importante en la búsqueda de un nuevo 

biomarcador para el diagnóstico de PDAC ya que fue relevante en todos los modelos de PLS-

DA. A modo de ejemplo, en la Figura 5.25A se muestran los EICs del glicano intacto H6N5F2S3 

en las muestras patológicas PDAC IIA 230 y ChrP 141 (EICS en rojo) y en el pool de HC (EICs en 

negro). Del mismo modo, en la Figura 5.25B se presentan los EICs del correspondiente glicano 

desialilado (H6N5F2), en las muestras patológicas PDAC III 157 y ChrP 141 (EICs en rojo) así 

como en la muestra patrón de hAGP (EICs en negro). En relación al glicano intacto, se obtiene 

una sobreexpresión en PDAC con respecto al control sano y ChrP (Figura 5.25A). Además, tal y 

como puede observarse en el caso del glicano desialilado (Figura 5.25B), el isómero asignado 

con almenos una Fuc antena α1-3 (isómero 3, iso-3), aunque también se encuentra 

sobreexpresado en ChrP respecto al patrón, su sobreexpresión es mayor en el caso de PDAC. 

No obstante, en el futuro se debería analizar una cohorte superior de muestras de pacientes 

con PDAC y ChrP, así como controles sanos, para poder confirmar el potencial de este glicano 

como biomarcador. 
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Figura 5.25.- A) EICs obtenidos para el glicano H6N5S3 en las muestras patológicas PDAC IIA 230 (i) y 

ChrP 141 (ii). B) EICs obtenidos para el glicano H6N5F1 en las muestras patológicas PDAC IB 153 (i) y 

ChrP 141 (ii). EICs de los glicanos en las muestras patológicas se muestran en rojo y los EICs de los 

glicanos en el pool de controles sanos o en la muestra patrón de hAGP se muestran en negro.  

5.3.2. Análisis de los glicanos de la mTf en muestras de artritis inducida por colágeno 

Como se comentó en la introducción de esta tesis doctoral, la sialilación, fucosilación así como 

el grado de ramificación de los glicanos de la transferrina (Tf) se han visto alterados en 

presencia de diversas enfermedades inflamatorias, incluyendo la artritis reumatoide (RA) 

[69,227]. Por este motivo, y dado que a día de hoy no existe un único test para diagnosticar de 

la RA, diversos autores han abordado el estudio de la glicosilación de la transferrina humana 

(hTf) en muestras de pacientes con RA analizando las glicoformas intactas por enfoque 

isoeléctrico (IEF) [227], y más recientemente, por electroforesis capilar (CE) [69]. Sin embargo, 

los resultados reportados resultan contradictorios ya que mientras Feelders et. al. [227] 
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observaron un aumento de las glicoformas más sialiladas (S5 y S6) en RA,  Gudowska et. al. 

[69] describieron un descenso de las sialoformas S3 y S5. 

El estudio de enfermedades de origen humano en modelos de ratones se utiliza ampliamente 

como estudio preliminar a la investigación en humanos. En concreto, la artritis inducida por 

colágeno (CIA) en ratones se utiliza como alternativa para el estudio de la RA humana, debido 

al gran número de puntos en común que comparten ambas patologías, como la evolución de la 

enfermedad, las afectaciones en los tejidos de las articulaciones o la respuesta a los fármacos 

[65,228]. Por este motivo, este modelo se consideró adecuado como estudio previo que sirva 

de base para evaluar los cambios en la glicosilación de la Tf causados por la artritis [226]. En 

este sentido, en un trabajo anterior de nuestro grupo de investigación, se analizaron los 

glicopéptidos de la mTf de muestras de suero de ratones con CIA mediante CapLC-MS. En ese 

estudio se demostró que dichos glicopéptidos se ven modificados en presencia de CIA, 

observándose principalmente un aumento de la fucosilación y de las ramificaciones de los 

glicanos [225]. Estos resultados a nivel de glicopéptido, no proporcionan información sobre la 

posible alteración de los isómeros de los glicanos debido a la existencia de CIA. Por ello, en 

esta tesis doctoral, se llevó a cabo el análisis de los glicanos de la mTf para confirmar a nivel 

glicómico los resultados obtenidos en [225] y evaluar la relación de los diferentes isómeros con 

esta patología. 

5.3.2.1. Purificación de la mTf mediante cromatografía de inmunoafinidad 

Con el fin de analizar los glicanos de la mTf obtenidos de muestras de suero, fue necesario, en 

primer lugar, el establecimiento de una estrategia de purificación mediante cromatografía de 

inmunoafinidad (IAC), para capturar selectivamente la glicoproteína de interés evitando así la 

contribución de glicanos procedentes de otras glicoproteínas del suero. Con este propósito se 

empleó una columna de sefarosa-CNBr con un anticuerpo inmovilizado contra la hTf y el 
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proceso de purificación previamente usado para el análisis de los glicopéptidos de la hTf 

[24,68,225]. La Tabla 5.11 muestra las proteínas identificadas por nanoLC-MS/MS en la 

fracción eluída por IAC de una muestra de suero de ratón control usando estas condiciones. Se 

han seleccionado aquellas que presentan valores de empAI superiores a 10% y que, por tanto, 

pueden considerarse abundantes en la muestra purificada por IAC. 

Tabla 5.11.- Proteínas identificadas mediante nanoLC-MS/MS con valores de emPAI superiores a 10%, 

en la muestra de ratón control purificada por cromatografía de inmunoafinidad (IAC), usando las 

condiciones de IAC iniciales y optimizadas. 

Nombre proteínaa Identificadorb MW (kDa) 
Puntos  

N-glicosilación 
emPAIc (%) 

Condiciones IAC iniciales 

Serum albumin P07724 68,6 0 93,8 
Serotransferrin Q921I1 76,7 1 34,3 

Apolipoprotein A-I Q00623 30,6 0 24,1 
Vitamin D-binding 

protein 
P21614 53,6 1 23,2 

Pregnancy zone 
protein 

Q61838 165,7 11 21,0 

Alpha-1-antitrypsin 1-5 Q00898 45,9 3 18,0 
Serine protease 

inhibitor A3K 
P07759 46,9 4 16,3 

Alpha-1-antitrypsin 1-3 Q00896 45,8 3 14,5 
Immunoglobulin kappa 

constant 
P01837 11,8 0 13,7 

Alpha-1-antitrypsin 1-4 Q00897 46,0 3 12,9 
Alpha-1-antitrypsin 1-2 P22599 45,9 3 11,6 

Serine protease 
inhibitor A3M 

Q03734 47,0 3 10,1 

Condiciones IAC optimizadas 

Serotransferrin Q921I1 76,7 1 55,2 
Serum albumin P07724 68,6 0 21,3 

aNombre proteína de acuerdo a UniProt o NCBI. 
bIdentificador proteína en UniProtKB/Swiss-Prot o NCBI. 
cExponentially Modified Protein Abundance Index (emPAI): cuantificación relativa de las proteínas en una mezcla 
en base a la cobertura de la proteína por las coincidencias en los péptidos en un resultado de búsqueda en base 
de datos.  

En este caso, la mTf fue la segunda proteína más abundante con un empAI del 34,3% pero, 

dado que la mayoría de proteínas identificadas eran glicoproteínas, se decidió desarrollar un 

nuevo método de purificación más selectivo. Se consiguieron mejores resultados preparando 
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una columna IAC nueva, empleando un protocolo de unión del anticuerpo diferente, el cual se 

detalla en el artículo 4.2, y modificando algunas de las etapas del proceso de purificación: 

aumentando los volúmenes de lavado de la columna y de elución, y añadiendo 0,25 M de NaCl 

al tampón de unión para conseguir una mayor selectividad (artículo 4.2). Utilizando estas 

condiciones óptimas, en la fracción eluída sólo se identificaron la mTf y la albúmina mediante 

nanoLC-MS/MS, con valores de empAI superiores a 10% (ver Tabla 5.11). Dado que la 

albúmina de ratón es una proteína no glicosilada, se establecieron como óptimas estas 

condiciones para la purificación de la mTf en muestras de suero dado que no existe 

contribución de otras glicoproteínas al perfil de glicanos obtenido. 

5.3.2.2. Análisis de los glicanos de la mTf 

Con el objetivo de identificar modificaciones en la glicosilación de la mTf en ratones con CIA, se 

estableció en primer lugar un perfil de glicanos de referencia de dicha proteína. En la Tabla 

5.12 se muestran los glicanos y sus correspondientes isómeros detectados por CapZIC-HILIC-

MS en una muestra de suero control comercial después de su purificación mediante IAC. La 

mayoría de glicanos corresponden a estructuras biantenarias, siendo el H5N4S2 el glicano más 

abundante. Todos los ácidos siálicos presentes en los glicanos de la mTf son ácidos N-

glicolilneuramínicos (NeuGc), tal y como está descrito en la bibliografía [229]. Estos resultados 

están en concordancia con los resultados previos a nivel de glicopéptido [225].  
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Tabla 5.12.- Glicanos detectados mediante CapZIC-HILIC-MS en la muestra de suero de ratón control 

después de su purificación por IAC. 

Glicano Isómero 
tR 

(min) 
Área relativa (%)a Mteob 

Error 
(ppm) 

H5N4S1 1 24,0 2,41 2024,7216 8,4 

H5N4F1S1 1 24,8 1,53 2170,7796 9,5 

H5N4S2 
1 21,2 9,99 2331,8120 3,1 

2 21,9 45,3 2331,8120 2,6 

H5N4F1S2 
1 21,8 1,84 2477,8699 5,1 

2 22.5 13,4 2477,8699 4,3 

H5N4S3 
1 20,8 1,61 2638,9023 6,3 

2 21,6 10,5 2638,9023 5,2 

H5N4F1S3 1 21,9 1,21 2784,9602 10,9 

H6N5S2 1 23,3 1,19 2696,9441 9,8 

H6N5S3 

1 21,7 0,49 3004,0345 7,3 

2 22,3 3,45 3004,0345 5,2 

3 22,9 5,90 3004,0345 5,6 

H6N5F1S3 
1 24,2 0,67 3150,0924 9,7 

2 24,6 0,55 3150,0924 10,3 

aÁrea relativa calculada como el área de pico de cada isómero de glicano dividida entre la suma de las áreas 
de pico de todos los isómeros de glicano detectados.  
bMasa teórica del glicano derivatizado con [12C6]-anilina. 

A continuación, se comparó el perfil de glicanos de este suero con el obtenido al analizar un 

pool de sueros de ratón wild-type antes de inducirles CIA (WT). Como puede observarse en el 

gráfico de barras de la Figura 5.26, en las dos muestras se detectaron los mismos glicanos y 

con abundancias similares, confirmando que este suero comercial puede ser utilizado como 

referencia para el análisis de los glicanos en ratones no inmunizados (WT) y con CIA (WT-CIA). 
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Figura 5.26.- Gráfico de barras del promedio de las áreas relativas de los glicanos obtenidos en el pool 

de muestras de ratón WT no inmunizadas y en el suero de ratón control purificados por IAC utilizando 

las condiciones óptimas. Las áreas relativas se calcularon como el área de pico de cada glicano dividido 

entre la suma de las áreas de pico de todos los glicanos detectados.  

Seguidamente, se empleó la estrategia GRIL con [12C6]/[13C6]AN. Las muestras de mTf 

purificadas de cada muestra (WT o WT-CIA) se derivatizaron con [12C6]AN, tras la liberación de 

los correspondientes glicanos mediante digestión con PNGasa F, y las muestras de mTf 

purificadas del suero referencia se derivatizaron con [13C6]AN. Se prepararon mezclas 

equimolares de cada muestra WT o WT-CIA y de mTf referencia, y se analizaron por CapZIC-

HILIC-MS.  En este estudio se analizaron 4 muestras de suero de ratón WT (WT1, WT2, WT6 y 

WT7) y 4 WT con CIA (WT1-CIA, WT3-CIA, WT6-CIA y WT7-CIA), y se aplicó el mismo 

tratamiento quimiométrico utlizado con la hAGP, a partir de las relaciones de áreas de todos 

los isómeros de glicano detectados (área de cada isómero en la muestra WT dividido entre el 

área del mismo isómero detectado en la muestra de suero de referencia). En el modelo de PCA 
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no se identificaron outliers y en el PLS-DA se usaron las mismas muestras clasificándolas en no 

inmunizadas (WT) o con CIA (WT-CIA). En la Figura 5.27 se muestran los gráficos de scores (A), 

loadings (B) y VIP scores (C) obtenidos en este modelo.  El gráfico de VIP scores muestra que 

sólo 5 de los 15 isómeros de glicano de la mTf son representativos (VIP>1) para distinguir entre 

ratones no inmunizados y con CIA (marcados en rojo en la Figura 5.27C). Tres de ellos 

corresponden a estructuras triantenarias (H6N5S2, H6N5S3_2 y H6N5S3_3), sólo uno presenta 

fucosa (H5N4F1S1) y la mayoría están altamente sialilados (H5N4S3_2, H6N5S3_2 y 

H6N5S3_3). Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el estudio previo a nivel de 

glicopéptidos [225], en el que se observó un aumento de las glicoformas triantenarias.  A pesar 

de que no se ha llevado a cabo una caracterización previa de los isómeros de los glicanos de la 

mTf, éstos parecen contener un mayor número de SiA unidos α2-6 ya que se corresponden con 

los isómeros más retenidos en la columna ZIC-HILIC dentro de un mismo glicano (artículos 3.1 

y 3.2).  

Con el fin de validar el modelo de PLS-DA, se analizó una nueva muestra con CIA (WT4-CIA) y 

se procesaron los datos obtenidos siguiendo el mismo procedimiento explicado 

anteriormente. Como puede observarse en el gráfico de scores de la Figura 5.27A, la 

predicción de su clase fue excelente demostrando que el modelo puede diferenciar entre 

muestras de ratón no inmunizados y con CIA.  
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Figura 5.27.- (A) Gráfico de scores, (B) gráfico de loadings y (C) VIP scores del modelo de PLS-DA aplicado 

a las relaciones de áreas (área del isómero de glicano en la muestra no inmunizada o con CIA vs. área del 

mismo isómero en la muestra de suero de ratón de referencia obtenidos para cada isómero de glicano 

de la mTf en todas las muestras de ratón WT no inmunizadas y con CIA analizadas). Set de calibración: 

cuatro muestras no inmunizadas (WT1, WT2, WT6 y WT7) y cuatro con CIA (WT1-CIA, WT3-CIA, WT6-CIA 

y WT7-CIA). Muestra de validación: WT4-CIA. 

Finalmente, dado que se analizaron algunas muestras de suero que provenían del mismo ratón 

antes y después de la inducción de CIA (WT1, WT6 y WT7), se decidió utilizar estas muestras 

para evaluar si la sobreexpresión de los isómeros, identificados por PLS-DA como importantes, 

aumentaba con el score clínico de la enfermedad. En la Figura 5.28 se muestra el gráfico de 
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barras de la relación de áreas para las muestras WT-CIA (WT-CIA / referencia) divididos entre 

la relación de áreas para las correspondientes muestras no inmunizadas (WT / referencia) en 

los 5 isómeros considerados más significativos por PLS-DA.  

 

Figura 5.28.- Gráfico de barras de la relación de áreas obtenida para las muestras con CIA (Área 

CIA/Área referencia) dividida entre las relación de áreas obtenida para la correspondiente muestra no 

inmunizada (Área no inmunizada/Área referencia) en las muestras de ratón WT1 (score 5), WT6 (score 

8) y WT7 (score 8). 

Como se observa, todos los isómeros se encuentran más sobreexpresados en las muestras con 

un score clínico de 8 (WT6 y WT7) respecto a la muestra con un score clínico de 5 (WT5), a 

excepción del isómero H5N4S3_2 en la muestra WT6. Estos resultados sugieren que la 

sobreexpresión de estos isómeros presenta relación con el score clínico de CIA, especialmente 

para los glicanos H6N5S2, H6N5S3_2 y H6N5S3_3. Por este motivo, aunque sería necesario 

analizar un número superior de muestras, estos isómeros podrían considerarse biomarcadores 

potenciales de CIA y utilizarse para evaluar la respuesta a nuevos tratamientos, así como para 

controlar la progresión de la patología.  
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5.3.3. Comparación de los resultados obtenidos en PDAC, ChrP y CIA  

En los estudios realizados en esta tesis doctoral sobre las alteraciones de las estructuras de los 

glicanos y sus isómeros en procesos inflamatorios y cáncer, se han observado en líneas 

generales aumentos en la sialilación, la fucosilación y las ramificaciones, tal y como habían 

descrito anteriormente otros autores en estos tipos de patologías [22,23,29–

31,34,38,43,224,230]. Sin embargo, es necesario abordar el estudio de la glicosilación de la 

glicoproteína de interés específicamente para cada patología para poder identificar candidatos 

biomarcadores. 

En el caso de la CIA (proceso inflamatorio), se obtuvo un aumento de ciertas estructuras 

altamente sialiladas y ramificadas, considerándose el glicano H6N5S3 (isómeros 2 y 3) de la 

mTf posible biomarcador potencial de esta patologia.  En relación al PDAC, también se observó 

un aumento de las estructuras más sialiladas y ramificadas respecto a ChrP, pero solo para el 

isómero más retenido en la columna ZIC-HILIC dentro de un mismo glicano, es decir, aquel que 

presentaba más ácidos siálicos unidos α2-6. Por este motivo, el aumento de los ácidos siálicos 

α2-6 podría estar más relacionado con PDAC. También se observó un aumento de las 

estructuras fucosiladas en mayor medida que en ChrP, lo que demuestra que el aumento de la 

fucosilación guarda una relación más estrecha con la enfermedad PDAC. Teniendo en cuenta 

todos los resultados obtenidos, se ha seleccionado el glicano H6N5F2S3 de la hAGP como 

posible biomarcador de PDAC. Sin embargo, sería necesario llevar a cabo el análisis de más 

muestras patológicas en ambos estudios para poder confirmar el potencial de estas 

estructuras de glicano propuestas como biomarcadoras. 
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The conclusions extracted from the work performed in this thesis are the following: 

 Two purification methods (precipitation with acetone and TiO2-SPE-CE-MS) for the 

purification of glycopeptides from protein digests were developed. 

 Precipitation with acetone can be regarded as a simple and rapid method for 

the isolation of glycopeptides from protein digests. 

- The variables responsible of the different trend to precipitate of 

peptides, N- and O-glycopeptides in front of acetone were identified 

by PLS-DA.  

- It was demonstrated that the amount of acetone can be finely tuned 

for targeting the glycoforms of a certain O-glycopeptide. 

- An eight-fold volume of acetone was selected as the best conditions to 

precipitate the O126-glycopeptide of recombinant human 

erythropoietin (rhEPO). 

 The on-line TiO2-SPE-CE-MS method allowed to selectively retain and enrich 

glycopeptides from protein digests. 

- The LODs obtained for glycopeptides were up to 100 times lower than 

by conventional CE-MS. 

- It was demonstrated that the established method allowed 

preconcentrating glycopeptides with different compositions and 

regardless of the protein derived from.  

- Certain higher affinity of the TiO2 sorbent for the more sialylated 

glycoforms, which would decrease with the size of the carbohydrate 

moiety, was observed but not in all the studied glycopeptides. 

 Different strategies for the characterization of alpha-1-acid glycoprotein (hAGP) 

glycan isomers were developed. 
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 A CapZIC-HILIC-MS methodology has been optimized for the separation and 

characterization of glycan isomers. 

- Reliable assignations of sialic acid and fucose linkage-type isomers 

were achieved using GRIL strategy with [12C6]/[13C6]-aniline and 

specific exoglycosidase digestions. 

- Differences in the α2-3 and α2-6 sialic acid content were revealed that 

could be correlated with the changes in the abundance of certain 

isomers observed in previous works in pathological samples. 

- Characterization of fucose linkage-type isomers pointed out the 

presence of both α1-3 antennary and core fucosylation in most hAGP 

glycans. 

 A CapZIC-HILIC-MS/MS methodology was established for the characterization 

of glycan isomers. 

- Structural feature characterizations as well as sialic acid and fucose 

linkage-type assignations of hAGP glycan isomers were performed. 

- Diagnostic ion fragments proposed in the literature were confirmed or 

discarded using both the exact mass of the daughter ions provided by 

the LTQ-Orbitrap mass spectrometer and the previous characterization 

of hAGP glycans by exoglycosidase digestions. 

- The established MS/MS method also enabled the location of α2-3 and 

α2-6 sialic acids on the antennas and the complete characterization of 

some tetraantennary glycans. 

- The ion fragment 297.1 was novelty established as an important 

diagnostic ion for fucose linkage-type assignation. 

- Robustness and future applicability of the MS/MS method for the 

study of control and pathological serum samples, was demonstrated.  
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 A nanoESI-IM-MS method has been developed and evaluated for the 

assignation of sialic acid linkage-types in hAGP glycan isomers.  

- Glycan isomer separation by IM-MS was only achieved in positive ion 

mode. 

- It was confirmed that adduct formation affects glycan isomer 

separation by IM-MS. The best separation for hAGP glycan isomers 

was obtained for [M+2H]2+ adduct. 

- It was demonstrated that the isomer separation obtained by IM-MS at 

the intact glycan level was not caused by differences in the sialic acid 

linkage-types. 

- Sialic acid linkage-type assignations were only successfully performed 

when using the glycan fragment B3 (H1N1S1). 

 The CapZIC-HILIC-MS methodology was successfully applied for the study of the 

alterations occurred in glycan isomers in relevant pathologies such as inflammatory 

processes and cancer. Reliable glycan relative quantification using the GRIL strategy 

with [12C6]/[13C6]-aniline was carried out in order to unequivocally identify variations in 

the glycoprofile of the studied protein. PCA and PLS-DA were used to properly identify 

the glycan isomer biomarker candidates of these diseases. 

 hAGP glycan isomers were observed to be altered in both pancreatic ductal 

adenocarcinoma (PDAC) and chronic pancreatitis (ChrP). 

- Seven out forty-two hAGP intact glycan isomers, with high proportion 

of α2-6 sialic acids and most of them fucosylated, were considered the 

most meaningful to distinguish PDAC and ChrP patients. 

- An specific fucose linkage-type related only to PDAC, which would 

allow the differentiation from ChrP patients, was not identified in the 

analysis of desialylated hAGP glycans.  
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- H6N5F2S3 glycan could have a great biomarker potential as it was 

relevant in all PDAC and ChrP differentiations using PLS-DA for both 

intact and desialylated glycans. 

 Alterations in mouse transferrin (mTf) glycan isomers were also identify in 

mice with collagen-induced arthritis (CIA), an autoimmune inflammatory 

disease. 

- Purification of mTf from serum samples by IAC was firstly optimized to 

obtain a selective isolation of this glycoprotein. 

- Five out of fifteen mTf glycan isomers were identified by PLS-DA as 

important to distinguish CIA from control mice, most of them 

corresponding to highly branched and sialylated structures. 

- H6N5S2 and H6N5S3 seemed to be also related with the progression 

of CIA, being more overexpressed in samples with higher clinical 

scores. 

The potential of this combined methodology in patho-glycomics to find novel glycan-based 

biomarkers was demonstrated. 
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