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DESCRIPCION
Flujo de trabajo de muestras a alta velocidad para medicién de HbA1c basada en CL-EM

La presente invencién se refiere a un procedimiento para determinar fragmentos peptidicos de moléculas de
glucohemoglobina A (HbA1c) mediante espectrometria de masas (EM).

Antecedentes de la invencion

El control deficiente de los niveles circulantes de glucemia es un indicador de diabetes. La glucemia se puede
unir en un procedimiento estadistico no enzimatico a los residuos de lisina de los polipéptidos, dando lugar de
este modo a glucopolipéptidos. En el caso de la hemoglobina A (HbA), se produce una reaccién entre la glucosa
y el extremo N de la cadena B. La cadena B de la glucohemoglobina A resultante se ha designado como HbA1c.

La HbA1c es la principal especie de glucohemoglobina en la sangre humana. El exhaustivo ensayo de control y
complicaciones de la diabetes (DCCT) ha proporcionado pruebas de que complicaciones tales como la
retinopatia, nefropatia y neuropatia estan directamente relacionadas con el grado de hiperglucemia en pacientes
con diabetes de tipo 1 (DM1) y ha mostrado que la medicion de HbA1c en sangre es una excelente herramienta
para la monitorizacién a largo plazo del estado glucémico de los pacientes diabéticos (Nathan et a/.,, N. Engl. J.
Med 329 (1993) 977-986; Santiago, J.V., Diabetes 42 (1993) 1549-1554; Benjamin, J. y Sacks, D.B., Clin. Chem.
40 (1994) 683-687; y Goldstein D. et al, Clin. Chem 40 (1994) 1637-1640). El estudio DCCT también ha
demostrado claramente la necesidad de una medicién fiable y reproducible de HbA1c y HbAO, la hemoglobina no
glucada, respectivamente.

Existen numerosos procedimientos diferentes para determinar la glucohemoglobina, a saber procedimientos
fisicoquimicos que incluyen cromatografia y/o espectrometria de masas (EM), procedimientos quimicos y
procedimientos inmunolégicos. Un procedimiento de referencia para la medicién de HbA1c en sangre humana
que se ha aprobado por la Federacién Internacional de Quimica Clinica y Medicina de Laboratorio (IFCC)
comprende la escision enzimatica de la hemoglobina en péptidos mediante la enzima endoproteinasa Glu-C
durante un periodo de tiempo de 18-20 h y, posteriormente, la separacion y cuantificacion de los hexapéptidos N
terminales glucados y no glucados de la cadena B mediante HPLC y espectrometria de masas de ionizacion por
electronebulizacion o en un enfoque bidimensional usando HPLC y electroforesis capilar con deteccion UV
(Jeppsson et al., Clin. Chem. Lab. Med. 40 (2002), 78-89).

Las modificaciones de este procedimiento de referencia se han descrito por Kaiser et al. (Clin. Chem. 54 (2008),
1018-1022; Li et al., J. Chromatogr. B. 776 (2002), 149-160; Jeong (Mass Spectrom. Lett. 5 (2014), 52-56; y
Zhang et al., Clin. Chem. Lab Med. 54 (2016), 569-576), todos en referencia a una digestion proteolitica durante
un periodo de tiempo de al menos 18 h.

Por tanto, los procedimientos conocidos que implican la digestién enzimatica de la hemoglobina A requieren
normalmente una incubacion durante la noche para obtener una cantidad suficiente de productos de escision v,
por tanto, sefiales de medicion estables. Ademas, se requiere una separacion de mezclas complejas de péptidos
que incluyen componentes de matriz con cromatografia convencional antes de someter la muestra a la deteccién
por EM. Por tanto, estos procedimientos consumen mucho tiempo y son de uso limitado para mediciones de alto
rendimiento de muestras de pacientes.

Por tanto, existe una necesidad de proporcionar un procedimiento rapido y fiable para determinar la HbA1c
mediante EM.

Sumario de la invencion

Un primer aspecto de |la presente invencion se refiere a un procedimiento para determinar la glucohemoglobina A
(HbA1c) en una muestra, que comprende:

(a) proporcionar una muestra que comprende moléculas de hemoglobina A (HbA),

(b) someter la muestra de la etapa (a) a una etapa de digestién proteolitica parcial en la que se generan
fragmentos N terminales de moléculas de cadena B de hemoglobina A, y en la que se obtiene una mezcla que
comprende moléculas de cadena B de HbA intactas y moléculas de cadena B de HbA digeridas proteoliticamente,

en el que, en la etapa de digestion proteolitica parcial (b), se digieren de un 1 % a un 20 % de las moléculas de
cadena B de HDbA presentes en la muestra en base a la cantidad total de moléculas de cadena B de HbA
originalmente presentes en la muestra,

(c) opcionalmente enriquecer los fragmentos N terminales de moléculas de cadena B de hemoglobina A
generados en la etapa (b), y
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(d) someter la muestra que comprende fragmentos N terminales de moléculas de cadena B de hemoglobina A a
un analisis por espectrometria de masas (EM) en el que se determina la cantidad o concentracién de HbA1c en
la muestra.

Un segundo aspecto de la presente invencidn se refiere al uso de un kit, que comprende

() una enzima para la digestion proteolitica parcial de moléculas de cadena B de HbA y opcionalmente un
tampén de digestién para dicha enzima,

(i)  un medio de parada, que puede detener una digestion proteolitica con la enzima de (i),

en el que la enzima (i) y el medio de parada (ii) se adaptan para proporcionar una mezcla que comprende
moléculas de cadena B de HbA intactas y moléculas de cadena  de HbA digeridas proteoliticamente, en la que
se digieren de un 1 % a un 20 % de las moléculas de cadena B de HbA en una muestra en base a la cantidad
total de moléculas de cadena B de HbA originalmente presentes en la muestra, y

(iii) opcionalmente, medios de enriquecimiento para enriquecer las moléculas de HbA1c digeridas
proteoliticamente, y

(iv) opcionalmente, un medio de elucién que comprende un disolvente organico miscible en agua para su uso
en la elucién de componentes de muestra de los medios de enriquecimiento de (iii)

en un procedimiento de la invencion.

Un tercer aspecto de la invencidn se refiere al uso de un sistema de diagnéstico para realizar el procedimiento
como se describe anteriormente. El sistema de diagndstico se usa en particular conjuntamente con el kit como se
describe anteriormente.

La presente invenciéon permite la determinacién rapida y fiable de moléculas de HbA1c glucadas digeridas
proteoliticamente y, opcionalmente, moléculas de HbAO no glucadas digeridas proteoliticamente en una muestra
mediante EM.

Descripcién detallada
Definiciones

La palabra "comprenden”, y variaciones tales como "comprende” y "que comprende”, se entendera que implican
la inclusiéon de un numero entero o etapa o grupo de numeros enteros o etapas indicados, pero no la exclusién
de ningun otro numero entero o etapa o grupo de numeros enteros o etapas.

Como se usa en la presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un”,
"unofa" y "ella" incluyen también los respectivos términos en plural, a menos que el contenido lo indique
claramente de otro modo.

Los porcentajes, concentraciones, cantidades y otros datos numéricos se pueden expresar o presentar en el
presente documento en un formato de "intervalo”. Se debe entender que dicho formato de intervalo se usa
simplemente por conveniencia y brevedad y, por tanto, se debe interpretar de manera flexible para incluir no solo
los valores numéricos explicitamente citados como los limites del intervalo, sino también para incluir todos los
valores numéricos individuales o subintervalos englobados dentro de ese intervalo como si cada valor numérico y
subintervalo se citara explicitamente. A modo de ilustracion, se debe interpretar que un intervalo numérico de "de
un 4 % a un 20 %" incluye no solo los valores explicitamente citados de un 4 % a un 20 %, sino que también
incluye valores individuales y subintervalos dentro del intervalo indicado. Por tanto, en este intervalo nhumérico se
incluyen valores individuales tales como 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, ... 18, 19, 20 % y subintervalos tales como de 4-10 %,
5-15 %, 10-20 %, etc. Este mismo principio se aplica a los intervalos que citan valores minimos o maximos.
Ademas, dicha interpretacion se debe aplicar con independencia de la amplitud del intervalo o de las
caracteristicas que se describen.

El término "aproximadamente", cuando se usa en conexién con un valor numérico, pretende englobar valores
numéricos dentro de un intervalo que tiene un limite inferior que es un 5 % mas pequefio que el valor numérico
indicado y que tiene un limite superior que es un 5 % mas grande que el valor numérico indicado.

El término "espectrometria de masas” ("espec. masas" o "EM") se refiere a una tecnologia analitica usada para
identificar compuestos por su masa. La EM es un procedimiento para filtrar, detectar y medir iones en base a su
proporcidn entre masa y carga, o "m/z". La tecnologia de EM incluye en general (1) ionizacién de compuestos
para formar compuestos cargados; y (2) deteccion del peso molecular de los compuestos cargados y calculo de
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una proporcién entre masa y carga. Los compuestos se pueden ionizar y detectar mediante cualquier medio
adecuado. Un "espectrometro de masas" incluye en general un ionizador y un detector de iones. En general, se
ionizan una o mas moléculas de interés y, posteriormente, se introducen los iones en un instrumento
espectrografico de masas donde, debido a una combinacién de campos magnéticos y eléctricos, los iones siguen
una trayectoria en el espacio que depende de la masa ("m") y la carga ("z"). El término "ionizacion" o "ionizar" se
refiere al procedimiento de generar un ion de analito que tiene una carga eléctrica neta igual a una o mas
unidades de electron. Los iones negativos son aquellos que tienen una carga neta negativa de una o mas
unidades de electrén, mientras que los iones positivos son aquellos que tienen una carga neta positiva de una o
mas unidades de electrén. El procedimiento de EM se puede realizar en "modo de iones negativos”, en el que se
generan y detectan iones negativos, o bien en "modo de iones positivos", en el que se generan y detectan iones
positivos.

La "espectrometria de masas en tandem" o "EM/EM" implica multiples etapas de seleccion y deteccién por
espectrometria de masas, en la que la fragmentacién del analito se produce entre las etapas. En un
espectrémetro de masas en tandem, los iones se forman en la fuente de iones y se separan segun la proporcidn
entre masa y carga en la primera fase de la espectrometria de masas (EM1). Se seleccionan iones de una
proporcidon entre masa y carga particular (iones precursores o iones originales) y se crean iones fragmentados (o
iones derivados) mediante disociaciéon inducida por colisién, reaccién ion-molécula y/o fotodisociacién. A
continuacién, los iones resultantes se separan y detectan en una segunda fase de espectrometria de masas
(EM2).

La mayoria de los flujos de trabajo de muestras en EM incluyen ademas etapas de preparacién y/o
enriquecimiento de muestras, en las que, por ejemplo, elflos analito(s) de interés se separa(n) de la matriz, por
ejemplo, constituyentes de la muestra diferentes del analito, usando, por ejemplo, cromatografia de gases o
liquidos. Tipicamente, para la medicién por espectrometria de masas, se realizan las tres etapas siguientes:

(1) Se ioniza una muestra que comprende un analito de interés, normalmente mediante formacién de aductos
con cationes, a menudo mediante protonacion a cationes. Las fuentes de ionizacion incluyen, pero no se limitan
a, ionizacion por electronebulizacion (ESI) e ionizacion quimica a presién atmosférica (IQPA).

(2) Se clasifican y separan los iones de acuerdo con su masa y carga. La espectrometria de movilidad idnica
de forma de onda asimétrica de alto campo (FAIMS) se puede usar como filtro de iones.

(3) Se detectan a continuacion los iones separados, por ejemplo, en modo de reaccion multiple (MRM) y se
muestran los resultados en un grafico.

El término “ionizacidn por electronebulizacion" o "ESI" se refiere a procedimientos en los que se hace pasar una
solucion a lo largo de una longitud reducida de un tubo capilar, hasta el extremo del que se aplica un alto
potencial eléctrico positivo o negativo. Se vaporiza (nebuliza) una solucion que llega al extremo del tubo en un
chorro o pulverizador de gotitas muy pequefias de solucidén en vapor de disolvente. Esta niebla de gotitas fluye a
través de una camara de evaporacion, que se calienta ligeramente para evitar la condensacion y para evaporar
el disolvente. A medida que las gotitas se hacen mas pequefias, la densidad de carga eléctrica de superficie se
incrementa hasta el momento en que la repulsién natural entre cargas similares provoca la liberacién de iones,
asi como de moléculas neutras.

El término "ionizacién quimica a presién atmosférica" o "IQPA" se refiere a procedimientos de espectrometria de
masas que son similares a ESI; sin embargo, la IQPA produce iones mediante reacciones ion-molécula que se
producen dentro de un plasma a presién atmosférica. El plasma se mantiene mediante una descarga eléctrica
entre el capilar pulverizador y un contraelectrodo. Los iones se extraen tipicamente en el analizador de masas
mediante el uso de un conjunto de fases de filtrado con separador de particulas sdlidas (skimmer) mediante
bombeo diferencial. Se puede usar un contraflujo de gas N2 seco y precalentado para mejorar la eliminacién del
disolvente. La ionizacion en fase gaseosa en IQPA puede ser més eficaz que ESI para analizar entidades menos
polares.

El "modo de reaccién multiple" o "MRM" es un modo de deteccién para un instrumento de EM en el que se
detectan selectivamente un ion precursor y uno o mas iones fragmentados.

Dado que un espectrometro de masas separa y detecta iones de masas ligeramente diferentes, distingue
faciimente diferentes isétopos de un elemento determinado. Por tanto, la espectrometria de masas es un
procedimiento importante para la determinacion exacta de masas y la caracterizacion de analitos, incluyendo,
pero sin limitarse a, analitos de bajo peso molecular, péptidos, polipéptidos o proteinas. Sus aplicaciones
incluyen la identificacién de proteinas y sus modificaciones postraduccionales, la elucidacién de complejos
proteicos, sus subunidades e interacciones funcionales, asi como la medicidon global de proteinas en proteémica.
La secuenciacion de novo de péptidos o proteinas mediante espectrometria de masas se puede realizar
tipicamente sin conocimiento previo de la secuencia de aminoacidos.
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La determinacion espectrométrica de masas se puede combinar con procedimientos analiticos adicionales,
incluyendo procedimientos cromatograficos tales como cromatografia de gases (CG), cromatografia de liquidos
(CL), en particular HPLC, y/o técnicas de separacién basadas en movilidad iénica.

En el contexto de la presente divulgacién, los términos "analito”, "molécula de analito" o "analito(s) de interés" se
usan de manera intercambiable en referencia a las especies quimicas que se van a analizar por medio de
espectrometria de masas. Las especies quimicas adecuadas que se van a analizar por medio de espectrometria
de masas, es decir, analitos, pueden ser cualquier tipo de molécula presente en un organismo vivo, que incluyen,
pero no se limitan a, acidos nucleicos (por ejemplo, ADN, ARNm, miARN, ARNr, etc.), aminoacidos, péptidos,
proteinas (por ejemplo, receptor de superficie celular, proteina citosdlica, etc.), metabolitos u hormonas (por
ejemplo, testosterona, estrégeno, estradiol, etc.), acidos grasos, lipidos, carbohidratos, esteroides,
oxoesteroides, secoesteroides (por ejemplo, vitamina D), moléculas caracteristicas de una determinada
modificacién de otra molécula (por ejemplo, restos de glucidos o residuos fosforilo en proteinas, residuos
metilados en el ADN gendmico) o una sustancia que se ha internalizado por el organismo (por ejemplo, farmacos
terapéuticos, estupefacientes, toxinas, etc.) o un metabolito de dicha sustancia. Dicho analito puede servir como
biomarcador. En el contexto de la presente invencién, el término "biomarcador" se refiere a una sustancia dentro
de un sistema biolégico que se usa como indicador de un estado bioldgico de dicho sistema.

Los analitos pueden estar presentes en una muestra de interés, por ejemplo, una muestra biolégica o clinica. Los
términos "muestra" o "muestra de interés" se usan de manera intercambiable en el presente documento en
referencia a una parte o pieza de un tejido, érgano o individuo, que tipicamente es mas pequefia que dicho tejido,
organo o individuo, y pretende representar la totalidad del tejido, érgano o individuo. Tras el analisis, una muestra
proporciona informacién sobre el estado del tejido o el estado sano o enfermo de un dérgano o individuo. Los
ejemplos de muestras incluyen, pero no se limitan a, muestras liquidas, tales como sangre, suero, plasma,
liquido sinovial, liquido cefalorraquideo, orina, saliva y liquido linfatico, o muestras sélidas, tales como gotas de
sangre seca y extractos tisulares. Otros ejemplos de muestras son cultivos celulares o cultivos tisulares.

En el contexto de la presente divulgacion, la muestra puede derivar de un "individuo" o "sujeto”. Tipicamente, el
sujeto es un mamifero. Los mamiferos incluyen, pero no se limitan a, animales domésticos (por ejemplo, vacas,
ovejas, gatos, perros y caballos), primates (por ejemplo, seres humanos y primates no humanos, tales como
monos), conejos y roedores (por ejemplo, ratones y ratas).

Antes de analizarse por medio de espectrometria de masas, una muestra se puede pretratar de una manera
especifica para la muestra y/o el analito. En el contexto de la presente divulgacién, el término "pretratamiento” se
refiere a cualquier medida requerida para permitir el analisis posterior de un analito deseado por medio de
espectrometria de masas. Las medidas de pretratamiento incluyen tipicamente, pero no se limitan a, la elucién
de muestras sélidas (por ejemplo, elucién de gotas de sangre seca), la adicion de un reactivo hemolizante (RH) a
muestras de sangre completa y la adicién de un reactivo enzimatico a muestras de orina. También se considera
como pretratamiento de la muestra la adicion de patrones internos (PI).

El término "reactivo de hemalisis" (RH) se refiere a reactivos que lisan las células presentes en una muestra. En
el contexto de la presente invencién, reactivos de hemdlisis se refiere en particular a reactivos que lisan las
células presentes en una muestra de sangre, incluyendo, pero sin limitarse a, los eritrocitos presentes en
muestras de sangre completa. Un reactivo de hemdlisis bien conocido es el agua (H20), por ejemplo, agua
desionizada o destilada. Otros ejemplos de reactivos de hemélisis incluyen, pero no se limitan a, liquidos con alta
osmolaridad (por ejemplo, urea 8 M), liquidos ionicos y diferentes detergentes.

Tipicamente, un patrén interno (Pl) es una cantidad conocida de una sustancia que presenta propiedades
similares a las del analito de interés cuando se somete al flujo de trabajo de deteccién espectrométrica de masas
(es decir, incluyendo cualquier etapa de pretratamiento, enriquecimiento y deteccion real). Aunque el Pl presenta
propiedades similares a las del analito de interés, todavia es claramente distinguible del analito de interés. Por
ejemplo, durante la separaciéon cromatografica, tal como cromatografia de gases o de liquidos, el Pl tiene
aproximadamente el mismo tiempo de retencién que el analito de interés de la muestra. Por tanto, tanto el analito
como el Pl entran en el espectrémetro de masas al mismo tiempo. Sin embargo, el Pl presenta una masa
molecular diferente a la del analito de interés de la muestra. Esto permite una distincién espectrométrica de
masas entre iones del Pl e iones del analito por medio de sus diferentes proporciones masa/carga (m/z). Ambos
se someten a fragmentacion y proporcionan iones derivados. Estos iones derivados se pueden distinguir entre si
y de los respectivos iones originales por medio de sus proporciones m/z. En consecuencia, se puede realizar una
determinacién y cuantificacion separadas de las sefiales del Pl y del analito. Dado que el Pl se ha afiadido en
cantidades conocidas, la intensidad de la sefial del analito de la muestra se puede atribuir a una cantidad
cuantitativa especifica del analito. Por tanto, la adicién de un Pl permite una comparacion relativa de la cantidad
de analito detectado y posibilita la identificacion y cuantificacién inequivocas del/de los analito(s) de interés
presente(s) en la muestra cuando elflos analito(s) llega(n) al espectrémetro de masas. Tipicamente, pero no
necesariamente, el Pl es una variante marcada isotdpicamente (que comprende, por ejemplo, al menos un
marcador 2H, 13C y/o 5N, etc.) del analito de interés.
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Ademas del pretratamiento, la muestra también se puede someter a una 0 mas etapas de enriquecimiento, en las
que la muestra se somete a uno o mas "procedimientos de enriquecimiento” o "flujos de trabajo de
enriquecimiento”. Los procedimientos de enriquecimiento bien conocidos incluyen, pero no se limitan a,
precipitacion quimica, el uso de una fase sélida y procedimientos cromatograficos.

Precipitacién quimica se refiere a la adicion de componentes quimicos a la muestra que provocan la participacién
de determinados constituyentes de la muestra. Por ejemplo, un procedimiento de precipitaciéon bien conocido es
la adicion de acetonitrilo a la muestra.

Las fases solidas incluyen, pero no se limitan a, cartuchos de extraccién en fase sélida (EFS) y microesferas. El
término "microesfera” se refiere a particulas esféricas no magnéticas, magnéticas o paramagnéticas. Las
microesferas se pueden recubrir diferentemente para que sean especificas para un analito de interés. El
recubrimiento puede diferir dependiendo del uso previsto, es decir, de la molécula de captura prevista. Es bien
conocido para el experto en la técnica qué recubrimiento es adecuado para qué analito. Las microesferas pueden
estar hechas de diversos materiales diferentes. Las microesferas pueden tener diversos tamafios y comprender
una superficie con o sin poros.

El término "cromatografia" se refiere a un procedimiento en el que una mezcla quimica transportada por un
liquido o gas se separa en componentes como resultado de la distribucidn diferencial de las entidades quimicas
a medida que fluyen alrededor de o sobre una fase liquida o sélida estacionaria.

El término "cromatografia de liquidos" o "CL" se refiere a un procedimiento de retardo selectivo de uno o mas
componentes de una solucion fluida a medida que el fluido se filtra uniformemente a través de una columna de
una sustancia finamente dividida o a través de rutas de paso capilares. El retardo resulta de la distribucién de los
componentes de la mezcla entre una o mas fases estacionarias y el fluido a granel (es decir, la fase moévil), a
medida que este fluido se mueve con respecto a la(s) fase(s) estacionaria(s). Los procedimientos en los que la
fase estacionaria es mas polar que la fase mévil (por ejemplo, tolueno como fase movil, silice como fase
estacionaria) se denominan cromatografia de liquidos en fase normal (NPLC) y los procedimientos en los que la
fase estacionaria es menos polar que la fase mévil (por ejemplo, mezcla de agua y metanol como fase mévil y
C18 (octadecilsililo) como fase estacionaria) se denominan cromatografia de liquidos en fase inversa (RPLC).

"Cromatografia de liquidos de alto rendimiento” o "HPLC" se refiere a un procedimiento de cromatografia de
liquidos en el que el grado de separacion se incrementa forzando la fase movil bajo presion a través de una fase
estacionaria, tipicamente una columna densamente rellenada. Tipicamente, la columna se rellena con una fase
estacionaria compuesta por particulas de conformacion irregular o esférica, una capa monolitica porosa o una
membrana porosa. Histéricamente, la HPLC se divide en dos subclases diferentes en base a las polaridades de
las fases mévil y estacionaria, a saber, NP-HPLC y RP_HPLC.

Micro-CL se refiere a un procedimiento de HPLC que usa una columna que tiene un diametro interno de columna
estrecho, tipicamente inferior a 1 mm, por ejemplo, aproximadamente 0,5 mm. "Cromatografia de liquidos de
ultraalto rendimiento" o "UHPLC" se refiere a un procedimiento de HPLC que usa una alta presion de, por
ejemplo, 120 MPa (17.405 Ibf/in2), o aproximadamente 1200 atmdsferas.

CL rapida se refiere a un procedimiento de CL que usa una columna que tiene un diametro interno como se
menciona anteriormente, con una longitud corta <2 cm, por ejemplo, 1 cm, aplicando un caudal como se
menciona anteriormente y con una presién como se menciona anteriormente (micro-CL, UHPLC). El protocolo
corto de CL rapida incluye una etapa de captura/lavado/elucion usando una Unica columna analitica y realiza la
CL en un tiempo muy corto <1 min.

Otros modos de CL bien conocidos incluyen cromatografia de interaccion hidréfila (CIH), CL de exclusién por
tamario, CL de intercambio iénico y CL de afinidad.

La separacién por CL puede ser CL unicanal o CL multicanal que comprende una pluralidad de canales de CL
dispuestos en paralelo. En CL, los analitos se pueden separar de acuerdo con su polaridad o valor de log P,
tamafio o afinidad, como conoce en general el experto en la técnica.

En el contexto de la presente divulgacién, el término "primer procedimiento de enriquecimiento”, "primera etapa
de enriquecimiento” o "primer flujo de trabajo de enriquecimiento” se refiere a un procedimiento de
enriquecimiento que se produce posteriormente al pretratamiento de la muestra y proporciona una muestra que
comprende un analito enriquecido con respecto a la muestra inicial.

En el contexto de la presente divulgacion, el término "segundo procedimiento de enriquecimiento”, "segunda
etapa de enriquecimiento” o "segundo flujo de trabajo de enriquecimiento" se refiere a un procedimiento de
enriquecimiento que se produce posteriormente al pretratamiento y al primer procedimiento de enriquecimiento
de la muestra y proporciona una muestra que comprende un analito enriquecido con respecto a la muestra inicial
y a la muestra después del primer procedimiento de enriquecimiento.
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El término "cromatografia" se refiere a un procedimiento en el que una mezcla quimica transportada por un
liquido o gas se separa en componentes como resultado de la distribucidn diferencial de las entidades quimicas
a medida que fluyen alrededor de o sobre una fase liquida o sélida estacionaria.

Un "kit" es cualquier articulo de fabricacion (por ejemplo, un envase o recipiente) que comprende al menos un
reactivo, por ejemplo, un medicamento para el tratamiento de un trastorno, o una sonda para detectar
especificamente un analito de la presente invencion. El kit se promociona, distribuye o vende preferentemente
como una unidad para realizar el procedimiento de la presente invencién. Tipicamente, un kit puede comprender
ademas medios de vehiculo que se compartimentan para recibir en aislamiento hermético uno o0 mas medios de
recipiente, tales como viales, tubos y similares. En particular, un medio de recipiente puede comprender uno de
los elementos separados que se van a usar en el procedimiento del primer aspecto. Los kits pueden comprender
ademas uno o mas de otros recipientes que comprenden otros materiales incluyendo, pero sin limitarse a,
tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringas y prospectos del envase con instrucciones de uso. Puede estar
presente una etiqueta en el recipiente para indicar que la composicién se usa para una aplicacion especifica, y
también puede indicar las directrices para su uso /n vivo o in vitro. El kit también puede incluir un cédigo de
programa informatico proporcionado en un medio o dispositivo de almacenamiento de datos, tal como un medio
de almacenamiento éptico (por ejemplo, un disco compacto) o directamente en un ordenador o dispositivo de
procesamiento de datos. Ademas, el kit puede comprender cantidades estandar para los biomarcadores como se
describe en otra parte en el presente documento para propésitos de calibracién.

Un "prospecto del envase" se usa para referirse a las instrucciones incluidas habitualmente en los envases
comerciales de los productos de diagnéstico que contienen informacion sobre las indicaciones, uso, rendimiento
y/o advertencias que se refieren al uso de dicho producto de diagnostico.

Modos de realizacion

Un primer aspecto de |la presente invencion se refiere a un procedimiento para determinar la glucohemoglobina A
(HbA1c) en una muestra, que comprende:

(a) proporcionar una muestra que comprende moléculas de hemoglobina A (HbA),

(b) someter la muestra de la etapa (a) a una etapa de digestién proteolitica parcial en la que se generan
fragmentos N terminales de moléculas de cadena B de hemoglobina A, y en la que se obtiene una mezcla que
comprende moléculas de cadena B de HbA intactas y moléculas de cadena B de HbA digeridas proteoliticamente,

en el que, en la etapa de digestion proteolitica parcial (b), se digieren de un 1 % a un 20 % de las moléculas de
cadena B de HDbA presentes en la muestra en base a la cantidad total de moléculas de cadena B de HbA
originalmente presentes en la muestra

(c) opcionalmente enriquecer los fragmentos N terminales de moléculas de cadena B de hemoglobina A
generados en la etapa (b), y

(d) someter la muestra que comprende fragmentos N terminales de moléculas de cadena B de hemoglobina A a
un analisis por espectrometria de masas (EM) en el que se determina la cantidad o concentracién de HbA1c en
la muestra.

De este modo, se puede determinar la cantidad o concentracién de HbA1c, en particular la cantidad relativa de
HbA1c, es decir, la proporcién de moléculas de HbA1c glucadas con respecto a moléculas de HbAO no glucadas
0 con respecto a moléculas de HbA en total, en una muestra. El procedimiento es altamente exacto y proporciona
un coeficiente de variacion (CV) de un 2,5 % o menos, en particular de un 2,0 % o menos, mas en particular de
un 1,5 % o menos, cuando se determina repetidamente la cantidad de HbA1c, la proporcién de HbA1c/HbA o la
proporcion HbA1¢/HbAO en una muestra determinada.

De acuerdo con la etapa (a), se proporciona una muestra que comprende moléculas de hemoglobina. La muestra
es, preferentemente, una muestra de sangre completa hemolizada, en particular una muestra de sangre
completa humana hemolizada, por ejemplo, derivada de un sujeto del que se va a someter la prueba la sangre
para determinar la cantidad de glucohemoglobina A. La hemodlisis se lleva a cabo en particular mediante dilucién
con agua (H20), por ejemplo, agua desionizada o destilada, en particular en una proporcién de muestra:agua de
aproximadamente 1.2 a aproximadamente 1:20, en particular de aproximadamente 1:5 a aproximadamente 1:10,
en particular de aproximadamente 1:9 (v/v). La muestra se puede hemolizar durante un tiempo de menos de
aproximadamente 30 min, de menos de aproximadamente 10 min, de menos de aproximadamente 5 min o
incluso de menos de aproximadamente 2 min. En modos de realizacién particulares, la muestra se hemoliza
durante un tiempo de aproximadamente 10 a aproximadamente 60 s.

En modos de realizacion particulares, la hemdlisis se lleva a cabo mezclando la muestra y el agua, en particular
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agitando en vortex la muestray el agua. En particular, la muestra y el agua se mezclan, en particular se agitan en
vortex, durante de aproximadamente 1 a aproximadamente 60 s, en particular durante de aproximadamente 5 a
aproximadamente 30 s, en particular durante aproximadamente 10 s.

Durante la hemodlisis, la muestra se puede mantener a una temperatura de 20 °C a 30 °C, en particular a 22-
25 °C, en particular a temperatura ambiente.

En modos de realizacién particulares, la hemélisis de la muestra se lleva a cabo mezclando la muestra con agua
en una proporcion 1:9 mediante agitacién en vértex durante 10 s a temperatura ambiente.

La etapa (b) del procedimiento de la invencion comprende una digestion proteolitica parcial de las moléculas de
HbA en la muestra. Sorprendentemente, se encontré que, cuando se someten las moléculas de hemoglobina A
presentes en una muestra a una digestion proteolitica parcial, la cantidad de productos de digestion es suficiente
para permitir una determinacion exacta de HbA1c en la muestra. Por tanto, se proporciona un procedimiento
rapido y fiable para la determinacién de HbA1c. La digestion proteolitica parcial da como resultado una mezcla
que comprende moléculas de HbA intactas y moléculas de HbA digeridas proteoliticamente, en particular una
mezcla de moléculas de cadena B de HbA1c intactas, moléculas de cadena B de HbAO intactas, moléculas de
cadena B de HbA1c digeridas proteoliticamente y moléculas de cadena § de HbAO digeridas proteoliticamente.
La digestion proteolitica parcial en la etapa (b) comprende una digestion en la que se digieren de
aproximadamente un 1 % a aproximadamente un 20 %, en particular aproximadamente de un 5 % a un 10 % de
las moléculas de cadena B de HbA presentes en la muestra en base a la cantidad total de moléculas de cadena B
de HbA originalmente presentes en la muestra.

La digestion proteolitica parcial en la etapa (b) del procedimiento de la invencion se lleva a cabo con una enzima
proteolitica en condiciones en las que tiene lugar la escisidon proteolitica de las moléculas de cadena B de HbA.
Preferentemente, se selecciona una enzima proteolitica que, en base a su especificidad de escisién, genera un
fragmento N terminal de la molécula de cadena B de hemoglobina A que tiene una longitud en el intervalo de 4 a
20 aminoacidos, en particular en el intervalo de 5 a 15 aminoacidos. Mas preferentemente, la enzima proteolitica
escinde el extremo N de la molécula de cadena B de HbA humana como se muestra en la SEQ ID NO: 1 después
de la posicion aminoacidica 6, 8 o 14.

En modos de realizacion particulares, la digestion proteolitica parcial en la etapa (b) se lleva a cabo usando una
endopeptidasa, en particular una endopeptidasa seleccionada del grupo que consiste en Glu-C, tripsina, pepsina
y termolisina. La digestion proteolitica con Glu-C da como resultado un fragmento N terminal de 6 aminoacidos,
la digestion proteolitica con tripsina da como resultado un fragmento N terminal de 8 aminoacidos y la digestién
proteolitica con pepsina da como resultado un fragmento N terminal de 14 aminoacidos. En un modo de
realizacién particular, la digestion proteolitica se lleva a cabo con la endopeptidasa Glu-C.

En modos de realizacion particulares de la presente invencion, la digestién proteolitica parcial en la etapa (b) se
lleva a cabo durante un periodo de aproximadamente 10 min a aproximadamente 120 min, por ejemplo, durante
un periodo de tiempo de aproximadamente 60 min o menos, aproximadamente 45 min 0 menos o
aproximadamente 30 min o menos. En modos de realizacion particulares, la digestion proteolitica parcial se lleva
a cabo durante de aproximadamente 15 min a aproximadamente 45 min.

En modos de realizacién particulares, la digestién proteolitica parcial en la etapa (b) se lleva a cabo a un intervalo
de temperatura de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 40 °C, en particular de aproximadamente 25 °C
a aproximadamente 37 °C, en particular de aproximadamente 30 °C a aproximadamente 37 °C. En modos de
realizacién particulares, la digestion proteolitica parcial se lleva a cabo a 37 °C.

En modos de realizacién, el tampdn usado para la digestion proteolitica parcial en la etapa (b) es un tampén que
no comprende iones Na* y/o K*, en particular un tampoén que comprende iones amonio tal como un tampén de
acetato de amonio o citrato de amonio, por ejemplo, que comprende acetato de amonio de aproximadamente
20 mM a aproximadamente 50 mM, o acetato de amonio aproximadamente 30 mM.

En modos de realizacién, el pH del tampén de digestion dependera de la enzima proteolitica especifica. En
modos de realizacién en los que se usa Glu-C como enzima proteolitica, el tampon de digestion tiene un pH
acido, por ejemplo, un pH de aproximadamente 4 a aproximadamente 5, en particular un pH de
aproximadamente 4,2 a aproximadamente 4,5, o un pH de aproximadamente 4,3.

En modos de realizacion, la proteasa en la etapa (b) esta presente en cualquier concentracién adecuada para
obtener el grado deseado de digestion parcial. En modos de realizacion, la enzima proteolitica, por ejemplo, la
endopeptidasa Glu-C tiene una concentracién de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1 mg/ml, en
particular de 0,3 mg/ml a 0,8 mg/ml, en particular de aproximadamente 0,6 mg/ml. En modos de realizacién
particulares en los que se usa Glu-C como enzima proteolitica, la concentracién usada en la digestion proteolitica
parcial en la etapa (b) es de aproximadamente 0,6 mg/ml.
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En modos de realizacién particulares, la digestion proteolitica parcial en la etapa (b) se lleva a cabo usando la
endopeptidasa Glu-C durante aproximadamente 45 min a una temperatura de aproximadamente 37 °C.

En modos de realizacién particulares, la digestion proteolitica parcial en la etapa (b) se lleva a cabo usando la
endopeptidasa Glu-C a una concentracion de aproximadamente 0,6 mg/ml durante aproximadamente 45 min a
una temperatura de aproximadamente 37 °C.

En modos de realizacién particulares, la digestion proteolitica parcial en la etapa (b) se lleva a cabo usando la
endopeptidasa Glu-C a una concentracion de aproximadamente 0,6 mg/ml en tampoén de acetato de amonio
30 mM, durante aproximadamente 45 min a una temperatura de aproximadamente 37 °C.

En modos de realizacién particulares, la digestion proteolitica parcial en la etapa (b) se lleva a cabo usando la
endopeptidasa Glu-C a una concentracién de 0,6 mg/ml en tampdn de acetato de amonio 30 mM a un pH de
aproximadamente 4,3, durante aproximadamente 45 min a una temperatura de aproximadamente 37 °C.

En modos de realizacién particulares de la invencién, la digestién proteolitica parcial en la etapa (b) se detiene
después de haber logrado el grado deseado de escision proteolitica. Por ejemplo, la digestién se puede detener
afiadiendo un medio de parada que pueda detener o detenga la digestion proteolitica. En modos de realizacidn
particulares, el agente de parada es un medio de dilucidon, por ejemplo, una solucién acida, en particular una
solucion acida que comprende acido formico (FA). En modos de realizacion, dicha solucién acida comprende FA
en agua. En modos de realizacidon en los que se usa FA en la solucidn acida para detener la digestion proteolitica
parcial en la etapa (b), el FA puede estar presente a una concentracion de un 0,05 % a un 0,2 % (v/v) de FA, en
particular a una concentracion de aproximadamente un 0,1 % (v/v) de FA. En modos de realizacion, el acido, en
particular el FA, ajusta el pH a de aproximadamente 1 a aproximadamente 4. En particular, el pH se ajusta a
aproximadamente 2,7.

En modos de realizacién particulares, la digestion proteolitica parcial en la etapa (b) se lleva a cabo usando la
endopeptidasa Glu-C a una concentracion de aproximadamente 0,6 mg/ml en tampoén de acetato de amonio
aproximadamente 30 mM a un pH de aproximadamente 4,3, durante aproximadamente 45 min a una
temperatura de aproximadamente 37 °C, y se detiene después de usar un tampén de dilucion que comprende
aproximadamente un 0,1 % (v/v) de FA en agua para ajustar un pH a aproximadamente 2,7.

En modos de realizacion particulares, la muestra obtenida después de la digestién proteolitica parcial de la etapa
(b) se puede someter ademas a un flujo de trabajo de enriquecimiento de analitos, es decir, la etapa de
enriquecimiento (c) que comprende enriquecer fragmentos N terminales generados proteoliticamente de la
cadena B de hemoglobina A en la muestra. El término “"enriquecer” fragmentos N terminales generados
proteoliticamente se entiende como incrementar la cantidad relativa de moléculas de fragmentos N terminales
frente a otros constituyentes de muestra antes de someter la muestra a analisis por EM. En particular, la etapa de
enriquecimiento comprende un enriquecimiento de fragmentos de cadena B de hemoglobina A N terminales
mientras que se disminuyen o eliminan otros constituyentes de muestra que potencialmente interfieren con la
medicion. En modos de realizacion particulares, los fragmentos de cadena B de hemoglobina A N terminales se
enriquecen en al menos un factor de aproximadamente 2, en al menos un factor de aproximadamente 5 o en al
menos un factor de aproximadamente 10.

La etapa de enriquecimiento (c) puede incluir uno o méas procedimientos de enriquecimiento, en particular una
primera y/o una segunda etapa de enriquecimiento. Los procedimientos de enriquecimiento son bien conocidos
en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, procedimientos de enriquecimiento quimicos que incluyen, pero no
se limitan a, precipitacién quimica, y procedimientos de enriquecimiento que usan fases sélidas, incluyendo, pero
sin limitarse a, procedimientos de extraccidon en fase sélida, flujos de trabajo con microesferas y procedimientos
cromatograficos (por ejemplo, cromatografia de gases o de liquidos). En consecuencia, en modos de realizacidn
particulares, la etapa de enriquecimiento (c) comprende uno o mas procedimientos de enriquecimiento
seleccionados del grupo que consiste en precipitacién quimica, procedimientos que usan procedimientos de
extraccion en fase sdlida, flujos de trabajo con microesferas y procedimientos cromatograficos.

En modos de realizacion, la etapa de enriquecimiento (c) comprende uno o dos procedimientos de
enriquecimiento, es decir, comprende la etapa de enriquecimiento (c)(i) y/o la etapa de enriquecimiento (c)(ii). En
modos de realizacién en los que el procedimiento comprende la etapa de enriquecimiento (c)(i) y la etapa de
enriquecimiento (c)(ii), la etapa de enriquecimiento (c)(i) se realiza antes de la etapa de enriquecimiento (c)(ii).

En modos de realizacion, una primera etapa de enriquecimiento (c)(i) comprende una etapa de separacion de
unidos/libres que comprende la adicion de una fase sélida que transporta grupos selectivos de analito a la
muestra pretratada. La fase sdlida puede estar compuesta de particulas sélidas o de una fase sélida no
particulada, por ejemplo, una superficie recubierta dentro de un recipiente o un pocillo. En modos de realizacién
particulares, |la fase sélida esta compuesta de particulas magnéticas o paramagnéticas, en particular particulas
que tienen un nucleo magnético o paramagnético. En modos de realizacién, dicho nucleo magnético o
paramagnético comprende un 6xido metalico y/o un carburo metalico. En un modo de realizacidon especialmente
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particular, el nicleo comprende FesOa.

La superficie de la fase sélida, en particular las microesferas magnéticas o paramagnéticas, puede ser una
superficie hidréfoba, en particular que comprende grupos organicos hidréfobos tales como grupos alquilo Cs-Crs,
més en particular grupos alquilo C4. Ademas, la superficie hidréfoba de la fase sélida, en particular la superficie
de las microesferas magnéticas o superparamagnéticas, comprende poros. El tamafio de poro puede estar en el
intervalo de 1 nm a 200 nm, en particular de menos de aproximadamente 100 nm, en particular de menos de
aproximadamente 10 nm. Las superficies hidrofobas adecuadas se pueden encontrar, por ejemplo, en "The
HPLC Expert: Possibilities and Limitations of Modern High Performance Liquid Chromatography" DOI:
10.1002/9783527677610

En modos de realizacién, la etapa de enriquecimiento (¢) comprende una primera etapa de enriquecimiento (c)(i)
que usa microesferas magnéticas o paramagnéticas. En modos de realizacidon, una primera etapa de
enriquecimiento (c)(i) comprende la adicion de microesferas magnéticas o paramagnéticas que transportan
grupos para la union selectiva de fragmentos N terminales generados proteoliticamente de moléculas de cadena
B de hemoglobina A presentes en la muestra. En modos de realizacion, la adicién de las microesferas
magnéticas comprende agitacion o mezclado. Sigue un periodo de incubacidén predefinido para capturar los
fragmentos N terminales generados proteoliticamente de moléculas de cadena B de hemoglobina A en la
microesfera. En modos de realizacion, el flujo de trabajo comprende una etapa de lavado (L1) después de la
incubacidn con las microesferas magnéticas. Dependiendo del/de los analito(s), se realizan una o mas etapas de
lavado (L2) adicionales. Una etapa de lavado (L1, L2) comprende una serie de etapas que incluyen separacién
de microesferas magnéticas por una unidad de manipulacidon de microesferas magnéticas que comprende
imanes o electroimanes, aspiracion de liquido, adicion de un tampdn de lavado, resuspensién de las
microesferas magnéticas, otra etapa de separacién de microesferas magnéticas y otra aspiracion del liquido.
Ademas, las etapas de lavado pueden diferir en términos de tipo de disolvente (agua/organico/sal/pH), ademas
del volumen y el nimero o la combinacién de ciclos de lavado. Es bien conocido para el experto en la técnica
cdmo elegir los parametros respectivos. La Ultima de las etapas de lavado (L1, L2) va seguida de la adicidén de un
reactivo de elucién, seguida de la resuspension de las microesferas magnéticas y un periodo de incubacién
predefinido para liberar el/los analito(s) de interés de las microesferas magnéticas. A continuacién, se separan las
microesferas magnéticas libres y unidas y se captura el sobrenadante que contiene los fragmentos de cadena B
de hemoglobina A N terminales.

En modos de realizacidn, la puesta en contacto de la muestra que comprende fragmentos de cadena B de
hemoglobina A N terminales con la fase sdélida tiene lugar preferentemente a un pH acido, por ejemplo, a un pH
de aproximadamente 1 a aproximadamente 4, en particular a un pH de aproximadamente 2,7. Para este
propésito, se puede diluir una muestra, por ejemplo, una muestra de sangre completa hemolizada, después de
una digestion proteolitica parcial con un medio acido, por ejemplo, acido formico como se describe anteriormente
a una concentracidon de aproximadamente un 0,01 % a aproximadamente un 0,2% (v/v), por ejemplo,
aproximadamente un 0,1 % (v/v), para obtener el pH deseado.

La elucidn selectiva de fragmentos N terminales generados proteoliticamente unidos de moléculas de cadena B
de hemoglobina A de la fase sdlida se puede realizar poniendo en contacto la fase sélida cargada con un medio
de elucidon, que puede ser una solucion acuosa que comprende un disolvente organico miscible en agua, en
particular acetonitrilo, 0 metanol, en una cantidad de aproximadamente un 5 a aproximadamente un 20 % (v/v),
por ejemplo, aproximadamente un 10 % (v/v). El medio de elucién es preferentemente un medio acido, en
particular que comprende acido formico. La porcion acuosa del medio de elucidon puede ser sustancialmente la
misma que la descrita para el medio de unién en fase sélida, por ejemplo, un medio acido que tiene un pH de
aproximadamente 1 a aproximadamente 4, por ejemplo, un pH de aproximadamente 2,7.

De forma alternativa o adicionalmente, la etapa de enriquecimiento (c) puede comprender una segunda etapa de
enriquecimiento (c)(ii). En la segunda etapa de enriquecimiento (c)(ii), se enriquecen adicionalmente fragmentos
de cadena B de hemoglobina A N terminales en la muestra. En modos de realizacién particulares, la etapa de
enriquecimiento (c)(ii) comprende una etapa cromatografica en la que se separan |los constituyentes individuales
de la muestra entre si. En modos de realizacion, la segunda etapa de enriquecimiento (c)(ii) se puede realizar
posteriormente a la digestion proteolitica parcial de la etapa (b) como se describe en detalle anteriormente, o se
puede realizar posteriormente a la primera etapa de enriquecimiento (c)(i) como se describe en detalle
anteriormente.

En la segunda etapa de enriquecimiento (c)(ii) se usa la separacién cromatografica para enriquecer
adicionalmente el analito de interés en la muestra. En modos de realizacion, la separacion cromatogréafica es
cromatografia de gases o de liquidos. Ambos procedimientos son bien conocidos por el experto en la técnica. En
modos de realizacion, la cromatografia de liquidos se selecciona del grupo que consiste en HPLC, CL rapida,
micro-CL, inyeccion de flujo y trampa y elucion. En modos de realizacidon particulares, la separacién
cromatogréafica comprende el uso de una Unica columna cromatica o el uso de dos 0 mas columnas cromaticas.
En modos de realizacidn particulares en los que se usan dos 0 mas columnas cromaticas, las columnas se sitlan
corriente abajo una de otra, es decir, una segunda columna se sitla corriente abajo de una primera columna, y
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una tercera columna opcional se sitla corriente abajo de la segunda columna, etc. En modos de realizacién en
los que se usan dos 0 mas columnas, estas columnas pueden ser idénticas o pueden diferir entre si dependiendo
de la funcién deseada. Es bien conocido para el experto en la técnica elegir las columnas y la configuracidn
correctas.

En modos de realizacidn, la muestra obtenida después de la etapa de digestion proteolitica (b) o la primera etapa
de enriquecimiento (c)(i) se transfiere a una estacién de CL o se transfiere a la estacion de CL después de una
etapa de dilucién mediante adicion de un liquido de dilucién. También se pueden usar diferentes
procedimientos/reactivos de elucién, cambiando, por ejemplo, el tipo de disolventes (agua/organico/sal/pH) y el
volumen. Los diversos parametros son bien conocidos para el experto en la técnica y se eligen facilmente.

En modos de realizacion particulares, la etapa de enriquecimiento (¢) comprende una primera etapa de
enriquecimiento (c)(i) y una segunda etapa de enriquecimiento (c)(ii), en particular en la que la segunda etapa de
enriquecimiento (c)(ii) se realiza posteriormente a la primera etapa de enriquecimiento (c)(i). En modos de
realizacién particulares, la primera etapa de enriquecimiento (c)(i) comprende un flujo de trabajo con
microesferas como se describe en detalle anteriormente, y la segunda etapa de enriquecimiento (c)(ii)
comprende cromatografia de liquidos, en particular seleccionada del grupo que consiste en HPLC, CL rapida,
micro-CL, inyeccion de flujo y/o trampa y elucién.

De acuerdo con la presente invencion, la etapa (d) del procedimiento de la presente invencion comprende un
analisis de fragmentos N terminales de moléculas de cadena  de hemoglobina A que se han generado mediante
digestién parcial con una proteasa tal como pepsina, tripsina o Glu-C, y que se han separado de las moléculas
de cadena B de hemoglobina A intactas no digeridas antes del analisis por EM.

El anélisis de acuerdo con la etapa (d) se lleva a cabo por EM. Preferentemente, el procedimiento de analisis por
EM comprende un analisis por EM en tandem (EM/EM), en particular un analisis por EM/EM de triple cuadrupolo
(Q).

En modos de realizacién, la etapa (d) de analisis espectrométrico de masas comprende:

(i) someter un ion de los fragmentos N terminales generados proteoliticamente de moléculas de cadena 8 de
hemoglobina A a una primera fase de analisis espectrométrico de masas, con lo que el ion original de los
fragmentos N terminales generados proteoliticamente de moléculas de cadena B de hemoglobina A se
caracteriza de acuerdo con su proporcién masa/carga (m/z),

(i) provocar la fragmentacion del ion original, en la que el ion derivado de los fragmentos N terminales
generados proteoliticamente de moléculas de cadena  de hemoglobina A difiere en su proporcién m/z de la del
ion original de los fragmentos N terminales generados proteoliticamente de moléculas de cadena B de
hemoglobina A, y

(iii) someter el ion derivado a una segunda fase de analisis espectrométrico de masas, con lo que el ion
derivado se caracteriza de acuerdo con su proporcién m/z.

El procedimiento de la invencidon comprende una determinacion cuantitativa de HbA1c en la muestra. En
particular, se determina la cantidad relativa de moléculas de HbA1c glucadas con respecto a moléculas de HbAO
no glucadas o con respecto a moléculas de HbA en total. En un modo de realizacidn especialmente preferente,
esta cantidad relativa se determina con un coeficiente de variacion (CV) de un 2,5 % o menos, en particular de
un 2,0 % o menos, mas en particular de un 1,5 % o menos.

En un modo de realizacién especialmente preferente, el procedimiento de la invencién comprende un flujo de
trabajo como sigue:

(a) hemolizar una muestra de sangre completa, por ejemplo, mediante dilucion con H20,

(b) someter la muestra de la etapa (a) a una digestion proteolitica parcial con la endoproteinasa Glu-C, en la
que se generan fragmentos N terminales de moléculas de cadena B de hemoglobina A y detener la digestién
afiadiendo acido diluido, por ejemplo, acido férmico,

(c) enriquecer los fragmentos N terminales de moléculas de cadena  de hemoglobina A generados en la etapa
(b) poniendo en contacto la muestra con una fase sdlida, en particular compuesta por particulas magnéticas o
paramagnéticas, en particular que tienen una superficie modificada hidrofébicamente, en condiciones en las que
los fragmentos N terminales generados proteoliticamente de moléculas de cadena p de hemoglobina A se unen a
la fase sdlida y eluyendo selectivamente los fragmentos unidos de la fase sdlida cargada, y

(d) someter la muestra de la etapa (c) que comprende fragmentos N terminales de moléculas de cadena  de
hemoglobina A a un analisis por EM, en particular espectrometria de masas en tandem (EM/EM), en particular
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EM en tandem de triple cuadrupolo, en la que se determina la cantidad o concentracion de HbA1c en la muestra.

En otros modos de realizacion del primer aspecto, el procedimiento para determinar la glucohemoglobina A
(HbA1c) en una muestra comprende |la etapa adicional de afiadir un patrén interno (Pl) a la muestra. En modos
de realizacion, el patrén interno se afiade a la muestra antes o después de la etapa de digestion proteolitica
parcial (b). En caso de que el patron interno se afiada antes de la etapa de digestién proteolitica parcial (b), el
patrén interno es preferentemente una molécula de hemoglobina intacta marcada isotdpicamente. En caso de
que el patrén interno se aflada después de la etapa de digestion proteolitica parcial (b), el patrdn interno es
preferentemente un péptido de HbA1c marcado isotépicamente. En modos de realizacion, el Pl marcado
isotépicamente comprende al menos un marcador 2H, 13C y/o '5N.

Un segundo aspecto de la presente invencién se refiere al uso de un kit para realizar el procedimiento como se
describe anteriormente, comprendiendo el kit

() una enzima para la digestion proteolitica parcial de moléculas de cadena B de HbA y opcionalmente un
tampén de digestién para dicha enzima,

(i)  un medio de parada, que puede detener o detiene una digestién proteolitica con la enzima de (i), ¥

en el que la enzima (i) y el medio de parada (ii) se adaptan para proporcionar una mezcla que comprende
moléculas de cadena B de HbA intactas y moléculas de cadena  de HbA digeridas proteoliticamente, en la que
se digieren de un 1 % a un 20 % de las moléculas de cadena B de HbA en una muestra en base a la cantidad
total de moléculas de cadena B de HbA originalmente presentes en la muestra,

(iii) opcionalmente, medios de enriquecimiento para enriquecer las moléculas de HbA1c digeridas
proteoliticamente, y

(iv) opcionalmente, un medio de elucién que comprende un disolvente organico miscible en agua para su uso
en la elucién de componentes de muestra de los medios de enriquecimiento de (iii).

Con respecto a modos de realizacion particulares del segundo aspecto de la presente invencién, se hace
referencia a todos los modos de realizacidon descritos anteriormente en detalle en el contexto del primer aspecto.

En modos de realizaciéon del segundo aspecto de la presente invencién, la enzima comprendida en el kit se
selecciona del grupo que consiste en Glu-C, tripsina y pepsina. En modos de realizacién particulares, la enzima
comprendida es Glu-C.

En modos de realizacion del segundo aspecto, la enzima, en particular Glu-C, esta comprendida en un tampén
que no comprende iones Na* y/o K*, en particular en un tampén que comprende iones amonio tal como un
tampén de acetato de amonio o citrato de amonio. En modos de realizacion particulares, Glu-C esta comprendida
en un tampdn que comprende acetato de amonio de aproximadamente 20 mM a aproximadamente 50 mM, o
acetato de amonio aproximadamente 30 mM.

En modos de realizacién, el pH del tampén de digestion dependera de la enzima proteolitica especifica. En
modos de realizacién en los que Glu-C esta comprendida en el kit, el tampon de digestion tiene un pH acido, en
particular, un pH de aproximadamente 4 a aproximadamente 5, en particular un pH de aproximadamente 4,2 a
aproximadamente 4,5, en particular un pH de aproximadamente 4,3.

En modos de realizacién, la enzima, en particular Glu-C, esta presente en cualquier concentracién adecuada
para obtener el grado deseado de digestion proteolitica parcial. En modos de realizacion, la enzima proteolitica,
en particular Glu-C, comprendida en el kit tiene una concentracién de aproximadamente 1 a aproximadamente
5 mg/ml, en particular de 2mg/ml a 3 mg/ml, en particular de aproximadamente 2 mg/ml. En modos de
realizacién particulares en los que se usa Glu-C como enzima proteolitica, la concentracidon comprendida en el kit
es de aproximadamente 2 mg/ml.

En modos de realizacion, el kit comprende ademas un medio de parada, por ejemplo, un medio de dilucidon, que
puede detener o detiene la digestidon proteolitica. En modos de realizacion, el medio de dilucion es una solucién
acida que comprende acido formico (FA). En modos de realizacion, dicha solucidn acida comprende FA en agua.
En modos de realizacidn, el medio de dilucion comprende una concentracién de un 0,05 % a un 0,2 % (v/v), en
particular en una concentracion de aproximadamente un 0,1 % (v/v) de FA en agua. En modos de realizacién, el
acido esta presente en una cantidad para ajustar el pH de una muestra que se va a analizar a un pH de
aproximadamente 1 a aproximadamente 4, en particular el pH se ajusta a aproximadamente 2,7.

En modos de realizacion, el kit comprende medios de enriquecimiento adaptados para llevar a cabo al menos

una etapa de enriquecimiento, en particular una etapa de separacién de unidos/libres y/o una etapa
cromatogréafica. En modos de realizacién, el medio de enriquecimiento comprende una fase sdlida que puede
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estar compuesta de particulas sélidas, por ejemplo, particulas magnéticas o paramagnéticas, o de una fase
solida no particulada.

En modos de realizacién particulares, la fase solida transporta grupos para la union selectiva de fragmentos N
terminales generados proteoliticamente de moléculas de cadena B de hemoglobina A, por ejemplo, grupos
organicos hidrofobos. En otros modos de realizacién particulares, los medios de enriquecimiento pueden
comprender una columna cromatografica, en particular una columna cromatografica para realizar una etapa
cromatogréfica.

En modos de realizacion, el medio de elucién opcionalmente comprendido en el kit comprende una solucién
acuosa que comprende un disolvente organico miscible en agua, en particular acetonitrilo (ACN). El disolvente
organico miscible en agua, en particular el ACN, esta presente en una cantidad de aproximadamente un 5 a
aproximadamente un 20 %, por ejemplo, de aproximadamente un 10 % (v/v).

El kit se puede proporcionar como un envase Unico que comprende recipientes de los componentes individuales
0 como un conjunto de varios envases, comprendiendo cada uno un recipiente de los componentes individuales.

En modos de realizacion, el kit comprende ademas un prospecto del envase. En modos de realizacién, el
prospecto del envase comprende informacion sobre las indicaciones, uso, rendimiento y/o advertencias que se
refieren al kit.

Un tercer aspecto de la presente invencidén es el uso de un sistema de diagnéstico para determinar la HbA1c
glucada en una muestra realizando el procedimiento como se describe anteriormente.

El sistema de diagnéstico usado de acuerdo con la invenciéon comprende:

() al menos una estacién para la preparacion de muestras que comprenden fragmentos N terminales de
moléculas de HbA1c, en la que la preparacidon comprende una digestién proteolitica parcial de moléculas de
hemoglobina A (HbA) para proporcionar una mezcla que comprende moléculas de cadena B de HbA intactas y
moléculas de cadena B de HbA digeridas proteoliticamente, en la que se digieren de un 1 % a un 20 % de las
moléculas de cadena B de HbA en una muestra en base a la cantidad total de moléculas de cadena B de HbA
originalmente presentes en la muestra, en particular en la que la estacion comprende endopeptidasa Glu-C,

(i) opcionalmente al menos una estacion de enriquecimiento adaptada para enriquecer selectivamente
fragmentos N terminales de moléculas B de hemoglobina A a partir de la muestra, y

(iii) al menos una estacion adaptada para el analisis de fragmentos N terminales de moléculas de hemoglobina
A mediante espectrometria de masas (EM) y determinar la cantidad o concentracién de HbA1c en la muestra.

Con respecto a modos de realizacion particulares del tercer aspecto de la presente invencién, se hace referencia
a todos los modos de realizacion descritos anteriormente en detalle en el contexto del primer y segundo aspecto.

En modos de realizacién particulares, el sistema de diagnostico se adapta para permitir un alto rendimiento de
muestras, en particular para permitir un rendimiento de hasta 100 muestras/hora o mas. Por ejemplo, se puede
usar un sistema como se describe en el documento WO 2017/103180.

En modos de realizacién particulares, el sistema de diagndstico comprende al menos una estacion para la
preparacién de muestras de acceso aleatorio y al menos una estacion para el enriquecimiento de los fragmentos
N terminales de moléculas de cadena  de hemoglobina A antes del analisis por EM.

En modos de realizacién, dicho sistema de diagnéstico comprende una estacién de preparacion de muestras
para la preparaciéon automatizada de muestras que comprenden fragmentos N terminales de moléculas de
cadena B de hemoglobina A. En modos de realizacion particulares, dicha estacién comprende una seccién para
hemolizar una 0 mas muestras y una seccion para proporcionar una digestion proteolitica parcial de moléculas
de HbA en una o mas muestras.

En modos de realizacién, dicho sistema de diagnéstico comprende ademas una estacién de enriquecimiento.
Dicha estacién de enriquecimiento comprende una seccién para poner en contacto una 0 mas muestras después
de una digestién proteolitica parcial con medios de enriquecimiento, en particular con una fase sdlida, en
particular particulas magnéticas o paramagnéticas. Adicionalmente o de forma alternativa, la estacién de
enriquecimiento comprende una seccién cromatografica, en particular una seccién de CL. En modos de
realizacién, la seccidon de CL comprende uno o mas canales de CL. En modos de realizacion en los que la
seccion de CL comprende mas de un canal de CL, los canales se pueden disponer en paralelo.

En modos de realizacién, el sistema de diagnéstico comprende al menos una interfaz entre las diferentes
secciones y estaciones para introducir las muestras previamente preparadas en la seccién o estacién posterior.
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En modos de realizacion, el sistema de diagndstico comprende ademas un controlador que se puede programar
para asignar muestras a flujos de trabajo predefinidos de preparacion y enriquecimiento de muestras, cada uno
comprendiendo una secuencia predefinida de etapas de preparacion y enriquecimiento de muestras y
requiriendo un tiempo predefinido para su finalizacion.

En modos de realizacion particulares, el controlador planifica una secuencia de entrada en canal de estacidén de
enriquecimiento para introducir las muestras preparadas que permite eluir fragmentos N terminales de moléculas
de cadena B de HbA de diferentes canales de estacion de enriquecimiento en una secuencia de salida de eluido
que no se superponga en base a los tiempos de elucién esperados.

En modos de realizacién, el controlador establece e inicia una secuencia de inicio de preparacién de muestras
que genera una secuencia de salida de muestras preparadas de la estacion de preparacién de muestras que
coincide con la secuencia de entrada en canal de estacién de enriquecimiento, de modo que, cuando se
completa la preparacidon de una muestra, el canal de estacién de enriquecimiento asignado también esta
disponible y la muestra preparada se puede introducir en el canal de estacién de enriquecimiento asignado antes
de que se complete la preparacién de otra muestra o antes de que la siguiente muestra preparada llegue a la
interfaz de preparacion/enriquecimiento de muestras.

En modos de realizacién, el controlador establece un periodo de referencia para la sincronizacion apropiada de
los flujos de trabajo. Esto hace posible coordinar las siguientes etapas de procesamiento: (1) iniciar la
preparacién de como maximo una muestra por cada periodo de referencia con uno o mas periodos de referencia
posibles entre muestras consecutivas en la secuencia de inicio de preparaciéon de muestras; y/o (2) completar la
preparacién de como maximo una muestra por cada periodo de referencia con uno o mas periodos de referencia
posibles entre muestras preparadas consecutivas de la secuencia de salida de muestras preparadas; y/o (3)
introducir una muestra preparada por cada periodo de referencia en uno de los canales de estacion de
enriquecimiento con uno o mas periodos de referencia posibles entre entradas en canal de estacion de
enriquecimiento consecutivas; y/o (4) emitir un eluido de estacion de enriquecimiento por cada periodo de
referencia con uno o mas periodos de referencia posibles entre eluidos de estacion de enriquecimiento
consecutivos.

En lo que sigue, la presente invencion se expone con mas detalle mediante los ejemplos.
Ejemplos

Ejemplo 1

Determinacién de fragmentos peptidicos de HbA1 en sangre completa

Se diluyé una muestra de sangre completa de 100 ul con 900 pl de H20 y se mezclé mediante agitacion en
vortex durante 10 s hasta que se obtuvo una solucién transparente. A continuacion, se diluyeron adicionalmente
5 pl de la muestra de sangre completa hemolizada con 20 pl de H20. Se afiadieron 5 pl de la muestra de sangre
hemolizada diluida, 15 ul de endoproteinasa Glu-C (2 mg/ml) y 30 ul de tampén de digestion (acetato de amonio
50 mM, pH 4,3) a un vial LoBind (Eppendorf) y se incubd durante 45 min a 37 °C para proporcionar una digestién
parcial, por ejemplo, una digestion de un 1 a un 20 % de las moléculas de HbA presentes en la muestra. Se
detuvo la reaccién enzimatica afiadiendo 950 ul de acido férmico al 0,1% (v/v).

A continuacién, se proporcionaron varios lotes de 100 yl de microesferas magnéticas hidréfobas (50 mg/ml). Se
afiadieron 200 pl de la muestra de sangre completa digerida y 700 yl de H20 con acido formico al 0,1% (viv) a
cada lote de microesferas magnéticas. Se agitaron las mezclas a 37 °C y 1200 rpm durante 5 min.

Seguidamente, se lavaron las microesferas dos veces usando 900 ul de acido férmico acuoso al 0,1 % (viv).
Posteriormente, se afiadieron 900 yl de medio de elucion (agua con acido férmico al 0,1% que contenia
diferentes cantidades de acetonitrilo (ACN), es decir, 5 % (v/v), 10 % (v/v), 15 % (viv), 20 % (viv) y 30 % (VvV)) a
cada lote de microesferas cargadas. Se agitaron las mezclas a 37 °C y 1200 rpm durante 1 min y se recogieron
los sobrenadantes.

De cada lote se recogieron 500 yl de medio de elucién para someterlos a prueba. Se inyectd 1 ul en una
columna de fase inversa (Symmetry C18, cartucho Sentry Guard 300A, 3,5 um, 2,1 x 10 mm; Waters). A
continuacioén, se llevé a cabo una elucion isocratica usando ACN acuoso al 10 % con acido férmico al 0,1 % a
900 pl/min. El tiempo total de desarrollo fue de 12 s.

Los parametros para EM/EM fueron como sigue:

Tipo de fuente de iones: ESI
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Voltaje de pulverizador:

En la tabla 1 se indican los parametros de medicidén para HbAO y HbA1c:

Estatico

lon positivo (V): 3500,00

ES 2990 182 T3

lon negativo (V). 2500,00

Gas envolvente (Arb): 50

Gas auxiliar (Arb): 25

Gas de barrido (Arb): 3

Temperatura del tubo de transferencia de iones (°C): 350

Temperatura del vaporizador (°C): 400

Compuesto [Tiempo  de|Tiempo de|Polaridad |Precursor Producto |Energia de|Lente de
inicio (min) |finalizacién (min) (m/z) (m/z) colision (V) |RF (V)
1 |HbAO 0 0,6 Positiva 348,288 236,968 22,944 47
2 |HbA1c 0 0,6 Positiva 429,342 245,054 16,522 52

La figura 1 muestra los picos de EM/EM de péptidos de HbA1c y HbAO obtenidos mediante digestién de una
muestra de sangre completa con Glu-C.

En la tabla 2 se indican los resultados de medicién para el coeficiente de variacién (CV) de réplicas (n=3) con
respecto a las cantidades de HbAO y HbA1c y la proporcion HbA1c/HbAO obtenida con diferentes cantidades de
acetonitrilo (ACN) en el medio de elucion:

% de DER [HbAO |HbA1c |HbA1c/HbAOD
Flujo de trabajo con microesferas para sangre 0,5 2,7 31
completay ACN al 5 %
Flujo de trabajo con microesferas para sangre 1,2 2,0 1,0
completay ACN al 10 %
Flujo de trabajo con microesferas para sangre 0,7 1,1 0,6
completay ACN al 15 %

La figura 2 muestra el resultado de la digestién de muestras de sangre completa con Glu-C sin purificacién
adicional (arriba) y con purificacion de muestras mediante enriquecimiento en microesferas magnéticas, seguido
de lavado y elucidn con diferentes concentraciones de ACN, a saber ACN al 5 % (v/v), ACN al 10 % (v/v), ACN al
15 % (viv), ACN al 20% (viv) y ACN al 30 % (v/v), respectivamente. La elucién con ACN, en particular en
cantidades de ACN al 5 % o 10 %, permite la elucién especifica de HbA1cy HbAO y, por tanto, el enriquecimiento
antes de la CL-EM.
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REIVINDICACIONES
1.  Un procedimiento in vitro para determinar glucohemoglobina A (HbA1c¢) en una muestra, que comprende:
(a) proporcionar una muestra que comprende moléculas de hemoglobina A (HbA),

(b) someter la muestra de la etapa (a) a una etapa de digestién proteolitica parcial en la que se generan
fragmentos N terminales de moléculas de cadena B de hemoglobina A, y en la que se obtiene una mezcla que
comprende moléculas de cadena B de HbA intactas y moléculas de cadena B de HbA digeridas proteoliticamente,

en el que, en la etapa de digestion proteolitica parcial (b), se digieren de un 1 % a un 20 % de las moléculas de
cadena B de HbA presentes en la muestra en base a la cantidad total de moléculas de cadena p de HbA
originalmente presentes en la muestra,

(c) opcionalmente enriquecer los fragmentos N terminales de moléculas de cadena B de hemoglobina A
generados en la etapa (b), y

(d) someter la muestra que comprende fragmentos N terminales de moléculas de cadena B de hemoglobina A a
un analisis por espectrometria de masas (EM) en el que se determina la cantidad o concentracién de HbA1c en
la muestra.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la muestra en |la etapa (a) es una muestra de sangre
completa hemolizada, en particular una muestra de sangre completa humana hemolizada.

3. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que, en la etapa de digestién
proteolitica parcial (b), se digieren de un 5 % a un 10 % de las moléculas de cadena B de HbA presentes en la
muestra en base a la cantidad total de moléculas de cadena B de HbA originalmente presentes en la muestra.

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la digestidn proteolitica parcial en
la etapa (b) se lleva a cabo con una enzima proteolitica que genera un fragmento N terminal de la molécula de
cadena B de hemoglobina A que tiene una longitud en el intervalo de 4-20 aminoacidos, en particular en el
intervalo de 5-15 aminoacidos, y mas en particular en el que la enzima proteolitica escinde una molécula de
cadena B de hemoglobina A después de la posicidon aminoacidica 6, 8 o 14 de acuerdo con SEQ ID NO: 1.

5. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la digestidén proteolitica parcial en
la etapa (b) se lleva a cabo con una endopeptidasa, en particular con una endopeptidasa seleccionada del grupo
que consiste en Glu-C, tripsina, pepsina y termolisina.

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que la digestidn proteolitica parcial en
la etapa (b) se lleva a cabo durante un periodo de tiempo de menos de 60 min, en particular menos de 45 min, o
menos de 30 min.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que la digestién proteolitica en la
etapa (b) se lleva a cabo con la endopeptidasa Glu-C, en particular a una concentracién de 0,6 mg/ml durante un
periodo de tiempo de 15 min a 45 min a una temperatura de 37 °C, en un tampdn que comprende iones amonio,
y la digestién se detiene afiadiendo acido férmico en agua, en particular FA al 0,1 % (v/v) en agua.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que, en la etapa de enriquecimiento
(c), los fragmentos N terminales de moléculas de cadena B de hemoglobina A se enriqguecen mediante elucién
selectiva de la fase solida, en particular en presencia de acetonitrilo a aproximadamente un 5-20 % (v/v), mas en
particular en presencia de acetonitrilo a aproximadamente un 10 % (v/v).

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que la etapa (d) comprende un analisis
por EM/EM, en particular un analisis por EM/EM de fragmentos N terminales de moléculas de cadena B de
hemoglobina A.

10. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que se determina la proporcion de
glucohemoglobina A (HbA1c) con respecto a hemoglobina A no glucada (HbAQ) o a hemoglobina Atotal (HbA).

11. Uso de un kit que comprende

(i) una enzima para la digestién proteolitica parcial de moléculas de cadena B de HbA, en particular en el que
la enzima es la endopeptidasa Glu-C, y opcionalmente un tampdn de digestion para dicha enzima,

(i)  un medio de parada, que puede detener una digestion proteolitica con la enzima de (i),
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en el que la enzima (i) y el medio de parada (ii) se adaptan para proporcionar una mezcla que comprende
moléculas de cadena B de HbA intactas y moléculas de cadena B de HbA digeridas proteoliticamente, en la que
se digieren de un 1 % a un 20 % de las moléculas de cadena B de HbA en una muestra en base a la cantidad
total de moléculas de cadena B de HbA originalmente presentes en la muestra, y

(iii) opcionalmente, medios de enriquecimiento para enriquecer las moléculas de HbA1c digeridas
proteoliticamente, y

(iv) opcionalmente, un medio de elucién que comprende un disolvente organico miscible en agua para su uso
en la elucién de componentes de muestra de los medios de enriquecimiento de (iii)

en un procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10.

12. Uso de un sistema de diagndstico para determinar glucohemoglobina A (HbA1c) en una muestra, que
comprende

() al menos una estacién para la preparacion de muestras que comprenden fragmentos N terminales de
moléculas de HbA1c, en la que la preparacién comprende una digestion proteolitica parcial de moléculas de
hemoglobina A (Hb1) para proporcionar una mezcla que comprende moléculas de cadena B de HbA intactas y
moléculas de cadena B de HbA digeridas proteoliticamente, en la que se digieren de un 1 % a un 20 % de las
moléculas de cadena B de HbA en una muestra en base a la cantidad total de moléculas de cadena B de HbA
originalmente presentes en la muestra, en particular en la que la estacion comprende endopeptidasa Glu-C,

(i) opcionalmente al menos una estacion de enriquecimiento adaptada para enriquecer selectivamente
fragmentos N terminales de moléculas B de hemoglobina A a partir de la muestra, y

(iii) al menos una estacion adaptada para el analisis de fragmentos N terminales de moléculas de hemoglobina

A mediante espectrometria de masas (EM) y determinar la cantidad o concentracién de HbA1c en la muestra en
el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10.
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