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REACTIVO PARA LA DIGESTION DE LA HEMOGLOBINA
Descripcidn

Introduccidén

La invencidén se refiere a un reactivo para la digestidn
de la hemoglobina, que comprende un tampdn, pepsina y una
sal 1,3-dialquil-imidazolio. También da a conocer la
utilizacidén de dicho reactivo en un método para detectar
HbAlc, y un método de muestreo para la recoleccidédn de una
muestra de sangre completa que comprende dicho reactivo para
digerir la hemoglobina.

Antecedentes de la invencidn

La alteracidén del control de los niveles circulantes de
glucosa en sangre es la caracteristica diagndstica de la
diabetes. La glucosa en sangre, en un proceso estadistico no
enzimatico, puede unirse a los residuos de lisina de 1los
polipéptidos, conduciendo de esta manera a polipéptidos
glucosilados. La glucosilacidén se observa frecuentemente en
proteinas que presentan una vida media prolongada. La
proteina utilizada mds frecuentemente para evaluar el
control de largo plazo de los niveles circulantes de glucosa
en sangre es la hemoglobina.

Existen numerosos métodos para determinar la
hemoglobina glucosilada. Se dividen Dbésicamente en tres
grupos dependiendo del modo en que se separan y cuantifican
los componentes proteina glucosilada vy no glucosilada
(Goldstein D.E. et al., Clin. Chem. 32 (supl. 10):B64-B70,
1986) .

El primer grupo consiste de métodos fisicoquimicos

basados en la utilizacién de diferencias de carga. Entre
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ellos se incluyen la determinacién mediante HPLC con
columnas intercambiadoras de cationes, tales como Diamat,
MonoS y PolyCatA (método de Bisse), que son los métodos
utilizados mas frecuentemente en la quimica clinica. En el
caso de la hemoglobina glucosilada, la evaluacién
cuantitativa habitualmente se 1lleva a cabo mediante wuna
medicién relativa de la sefal de HbAlc en relacidén a la
cantidad total de Hb (% de HbAlc).

Los métodos en el segundo grupo son aquellos que
utilizan las diferentes reactividades quimicas de 1las
proteinas glucosilada y no glucosilada. Entre ellos se
incluyen el método del acido tiobarbiturico, en el que, por
ejemplo, la glucosa unida a la hemoglobina se convierte en
un pigmento amarillo y se mide fotométricamente, y también
los métodos de cromatografia de afinidad, en los dque la
formacién de complejo entre los grupos diol wvecinos del
residuo aztucar y un grupo acido bdérico gque se encuentra
unido covalentemente a un soporte se utiliza para separar la
hemoglobina glucosilada de la no glucosilada. Las clases de
sustancia separadas se cuantifican fotométricamente y se
calcula la cantidad relativa de hemoglobina glucosilada o,
en el caso del método del Adcido tiobarbiturico, se
cuantifica como determinacidén absoluta mediante calibracidén
con materiales estdndares adecuados.

En tercer 1lugar, pueden mencionarse los métodos
inmunoldégicos. Se utilizan anticuerpos especificos en 1los
métodos inmunoldgicos. Estos reconocen, por ejemplo, la
unidad estructural en el extremo N-terminal de la cadena

de la molécula de hemoglobina glucosilada que es tipica para
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HbAlc (por ejemplo Tina quant® HbAlc, Roche Diagnostics
GmbH, Alemania). En los métodos inmunoldgicos, se determina
el contenido absoluto de tanto HbAlc como HbAO,
respectivamente. Lo anterior requiere la utilizacidn de
calibradores a los que se ha asignado una concentracidn
diana mediante un método independiente. El contenido
relativo de, por ejemplo, HbAlc no puede obtenerse mediante
una medicidn directa.

HbAlc es la especie principal de glucohemoglobina en la
sangre humana. Se ha utilizado durante practicamente 20 afios
para la evaluacidén de largo plazo del control glucémico en
pacientes diabéticos. El1 ensayo 1integral de control vy
complicaciones de la diabetes (DCCT) ha proporcionado amplia
evidencia de que las complicaciones microvasculares, tales
como la retinopatia, la nefropatia vy 1la neuropatia se
encuentran directamente relacionadas con el grado de
hiperglucemia en los pacientes con diabetes dependiente de
insulina (IDDM) y ha demostrado que la medicidén de la HbAlc
en la sangre es una herramienta excelente para el
seguimiento de largo plazo del estado glucémico de 1los
pacientes diabéticos (The Diabetes Control and Complications
Trial Research Group: The effect of intensive treatment of
diabetes on the development and progression of long-term
complications in insulin-dependent diabetes mellitus, Nathan
et al., N. Engl. J. Med. 329:977-986, 1993; Santiago J.V.,
Diabetes 42:1549-1554, 1993; Benjamin J. y Sacks D.B., Clin.
Chem. 40:683-687, 1994, y Goldstein D. et al., Clin. Chem.
40:1637-1640, 1994) . El estudio del DCCT también ha

demostrado claramente la necesidad de mediciones fiables vy
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reproducibles de HbAlc y HbAO, la hemoglobina normal y no
glucosilada, respectivamente.

Sin embargo, los métodos conocidos se asocian a varias
desventajas. De esta manera, algunos de los métodos
fisicoquimicos presentan una selectividad muy pobre debido a
que las sefnales medidas de proteina glucosilada se solapan
con las de las variantes no glucosiladas. Las formas de los
picos cromatogrdaficos con frecuencia son asimétricas vy
dificiles de integrar. Las columnas intercambiadoras de
cationes que se utilizan son susceptibles a pequehos cambios
en las condiciones operativas y a la contaminacidén. Debido
al bajo nivel de selectivamente, existe un riesgo elevado de
medicidén de valores excesivamente altos (valores falsos
positivos).

En el caso de los métodos quimicos, resulta dificil
estandarizar el procedimiento y las interferencias por parte
de otros componentes que contienen azulcar Unicamente pueden
evitarse con grandes esfuerzos. No resulta posible
diferenciar entre, por ejemplo, HbAlc y otras variantes
glucosiladas de la hemoglobina.

Los métodos inmunoldgicos se caracterizan por una
selectividad muy elevada para las variantes glucosiladas de
proteina. Sin embargo, la calidad de los resultados depende
de la calidad del estandar utilizado para la calibracién. En
la actualidad no se dispone de estdndares primarios
adecuados de calidad oéptima, en particular para HbAlc. La
informacién sobre las dependencias matriciales no puede
obtenerse debido a la falta de un método de referencia

adecuado. En este caso, con frecuencia también se obtienen
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valores falsos positivos (ver, por ejemplo, Tiran A. et al.,
J. Clin. Lab. Anal 8:128-134, 1994).

Kobold U. et al. (patente US n° 5.631.140) describen un
método para la deteccidén de proteinas glucosiladas como la
hemoglobina que se basa en la digestidén proteolitica de
proteinas comprendidas en la muestra. Seguidamente, se lleva
a cabo la deteccidén de fragmentos peptidicos mediante
cromatografia liguida de alto rendimiento (HPLC) %
espectrometria de masa (MS). Recientemente, Jeppsson J.-0.
et al., Clin. Chem. Lab. Med. 40:78-89, 2002, informaron de
un método de referencia para la medicidén de HbAlc que ha
sido aprobado por la International FEderation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC). Este método se
basa en la digestién de la hemoglobina. Las formas tanto
glucosilada como no glucosilada se digieren enzimdticamente
y se cuantifican mediante HPLC-MS los fragmentos peptidicos
N-terminales de ambas formas de hemoglobina. En el corte
enzimatico de la hemoglobina se utiliza la endoproteinasa
Glu-C de grado de secuenciacién de Boehringer Mannheim,
Mannheim, Alemania (n°® de id. 1047817). Para conseguir la
digestidén completa de la hemoglobina, se propone una
digestidén durante la noche durante, por ejemplo, 18 horas, o
una digestidén con tripsina durante 2 horas, respectivamente.

La tripsina corta los enlaces peptidicos con la lisina
y la arginina en el lado C-terminal del sitio de corte, es
decir, corta entre los aminocdcidos ocho y nueve de la
hemoglobina. Jeppsson et al., supra, pudieron demostrar que
los residuos de lisina en la posicién 8 en la cadena b

también pueden encontrarse glucosilados en muestras con
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niveles elevados de HbAlc, aungque no en aquéllas con niveles
normales. De esta manera, la utilizacidén de tripsina para
liberar octapéptidos N-terminales con fines de
cuantificacién incluiria el riesgo de obtener octapéptidos
doblemente glucosilados u octapéptidos monoglucosilados en
la posicién Lys-1 o Lys—-8, respectivamente. Por lo tanto,
dichos investigadores concluyeron que el corte con tripsina
no era utilizable. La endoproteinasa Glu-C corte la parte N-
terminal de la cadena b entre los dos residuos de é&cido
glutamico en las posiciones seis y siete. Los fragmentos
resultantes contienen unicamente un solo sitio de
glucosilacidén en la valina N-terminal y de esta manera
pueden utilizarse para separar HbAlc. El sitio de corte real
se expone fdcilmente al enzima bajo condiciones suaves de
desnaturalizacién a pH 4,0. La desnaturalizacidén completa
previa a la digestidén expone sustratos adicionales al
sustrato y rinde wuna mezcla de péptidos mads compleja.
Mediante la utilizacién de las técnicas analiticas
multidimensionales modernas de HPLC en linea y de
espectrometria de masas con electropulverizacidén o el
sistema fuera de linea de HPCL y de electroforesis capilar,
han podido separarse vy cuantificarse con el rendimiento
analitico necesario los dos hexapéptidos R-N-terminales de
HbAlc y HbAO. Mediante andlisis de la mezcla de fragmentos
peptidicos resultante de la digestidén con endoproteinasa
Glu-C de muestras de sangre completa obtuvieron elevadas
especificidad y sensibilidad en la medicién de HbAlc.
Algunos enzimas proteoliticos conducen a fragmentos

peptidicos que probablemente resultan generados a
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velocidades diferentes. Esto a su vez resulta en una elevada
variacién de la concentracidén medida, o en un tiempo de
incubacidén bastante largo. Un reactivo que se utilice para
la digestién de la hemoglobina con el fin de evaluar la
fraccién de hemoglobina glucosilada permitiria tanto una
formacién rdpida como una formacidén estable de los
fragmentos peptidicos deseados.

Tal como se apreciara, los tiempos de digestidn
prolongados suponen un menor rendimiento de muestras y son
caros. Para la rutina clinica resultaria altamente deseable
un reactivo que garantizase la digestidén rapida de 1la
hemoglobina y que simultdneamente permitiese una
cuantificacién precisa de, por ejemplo, HbAlc y HbAO. Sin
embargo, aparentemente los métodos de deteccidén de 1la
hemoglobina que se basan en la digestidén de la misma incluso
actualmente requieren tiempos de incubacidén bastante
prolongados y/o no conducen a fragmentos peptidicos
estables.

Ahora se ha encontrado y establecido que puede
proporcionarse un reactivo proteolitico tal como el dado a
conocer posteriormente vy tal como se describe en las
reivindicaciones adjuntas que resulta muy UuUtil en la
digestidén de proteinas y que de esta manera conduce, por
ejemplo, a una digestidén rapida de hemoglobulina glucosilada
y no glucosilada.

Descripcidédn resumida de la invencién

La presente invencidén se refiere a un reactivo para la

digestidén de la hemoglobina que comprende un tampdn, pepsina



10

15

20

25

ES 2347920 T3

y una sal 1,3-dialquil-imidazolio consistente de un catidn
1,3-dialgquil-imidazolio y un contraidn.

Se da a conocer adicionalmente un método para medir
HbAlc, comprendiendo el método las etapas de mezclar una
muestra que contiene hemoglobina con un reactivo para la
digestién de hemoglobina segin la ©presente invencidn,
digerir la hemoglobina durante 1 a 60 minutos, obteniendo de
esta manera un fragmento de HbAlc que comprende los 14
aminodcidos N-terminales de HbAlc, medir dicho fragmento N-
terminal de HbAlc y correlacionar el valor obtenido con la
concentracién de HbAlc.

En una realizacidén adicional, se describe la
utilizacidén de una sal 1,3-dialgquil-imidazolio consistente
del catidén 1,3-dialquil-imidazolio y un contraidén para la
digestidén de la hemoglobina con pepsina en la medicidén de
HbAlc.

La invencién se refiere a un tubo de muestreo gue
comprende una composicidén de reactivo para la digestidén de
la hemoglobina tal como se da a conocer en la presente
invencién.

Descripcidén detallada de la invenciédn

Se describe un reactivo para la digestién de 1la
hemoglobina, comprendiendo el reactivo: a) un tampdn, b)
pepsina y c¢) una sal 1,3-dialquil-imidazolio consistente de
un catidén 1,3-dialguil-imidazolio y un contraidn.

El reactivo o mezcla de reactivos dados a conocer
pueden utilizarse para digerir eficientemente la
hemoglobina. La digestidén enzimdtica es producida por la

pepsina. La pepsina es uno de los tres enzimas principales
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degradantes de proteinas, o proteoliticos, en el sistema
digestivo, siendo los otros la gquimiotripsina y la tripsina.
Los tres enzimas son entre los primeros en ser aislados en
forma cristalina. Durante el proceso de la digestidn, estos
enzimas, cada uno de los cuales resulta particularmente
eficaz en el corte de enlaces entre tipos particulares de
aminodcidos, colaboran en la descomposicidén de proteinas de
la dieta en sus componentes, es decir, péptidos vy
aminodcidos, que pueden ser fdcilmente absorbidos por el
revestimiento intestinal.

La pepsina es sintetizada en una forma inactiva por el
revestimiento del estdmago; el &cido hidroclérico, due
también produce la mucosa gastrica, resulta necesario para
convertir el proenzima inactivo o zimdégeno en el enzima
activo y para mantener la acidez éptima (pH 1 a 3) para el
funcionamiento de la pepsina. Existen varias pepsinas,
denominadas A, B, C vy D. La pepsina A, el componente
principal, presenta un peso molecular de 35.000 daltons y un
pH dptimo de aproximadamente 1,0 para sustratos tales como
la caseina o la hemoglobina en el caso de gque el sustrato
sea proteina nativa. La pepsina corta las proteinas
preferentemente en los grupos carboxilicos de aminodcidos
aromaticos tales como la fenilalanina y la tirosina. No
corta enlaces que contienen valina, alanina o glicina. Su
accidén rompe cadenas largas de polipéptido en péptidos de
menor longitud.

El reactivo segun la presente invencién se tampona para
garantizar una accidén rdadpida y eficiente de 1la pepsina.

Debido a que la pepsina es més activa a un pH fuertemente
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acido, el tampdn preferentemente se ajusta a un pH de entre
1 yv 4. También resulte preferente que el pH se encuentre
comprendido entre 1,5 y 3.

El experto en la materia podra seleccionar
perfectamente un pH apropiado, asi como un sistema
tamponador apropiado. Los sistemas tamponadores Aacidos
pueden basarse, por ejemplo, en glicina o en citrato.
Preferentemente se utiliza HCl para ajustar el pH segun se
desee.

E1l concentracién del tampdn se ajusta para garantizar
un pH apropiado en la digestién de la hemoglobina.
Preferentemente el tampdn presenta una concentracidn de
entre 10 mM y 1 M. También resulta preferente que el tampdn
presente una concentracién de entre 50 y 200 mM.

La pepsina (E.C.3.4.23.1) se somete a ensayo basandose
en el método de Anson M.L., J. Gen. Physiol. 22:79-89, 1938,
utilizando hemoglobina como el sustrato. Definicidén de
unidades: una unidad causa un incremento de la absorbancia a
280 nm de 0,001/minuto a 37°C, pH 2,0. Preferentemente, en
el reactivo seguin la presente invencién la pepsina se
encuentra presente a una concentracién de entre 30 y 6.000
U/ml.

Tal como se ha comentado anteriormente, en el caso de
que se utilice pepsina para la digestién de la hemoglobina
bajo condiciones de digestidén normales, aparte de 1la
generacidén de otros fragmentos peptidicos, conduce a la
formacién de dos fragmentos N-terminales con 7 vy 14
aminoacidos, respectivamente. Debido a que estos dos

péptidos se forman a velocidades diferentes, no resulta
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posible wuna determinacidén fiable de HbAlc, por ejemplo
mediante la medicidén del péptido de 14 aminodcidos. Se ha
encontrado, y se demuestra en la seccidén de ejemplos, que la
pepsina en presencia de una sal 1,3-dialquil-imidazolio,
conduce a una formacidén réapida y estable del fragmento
peptidico N-terminal de 14 aminodcidos de la hemoglobina.
Por lo tanto, el reactivo segin la presente invencién

comprende una sal 1,3-dialquil-imidazolio.

Formula I: sal 1,3-dialquil-imidazolio

en la que R' y R’

representan independientemente
residuos alquilo y en la que A representa un contraidn.

Preferentemente, los residuos alquilos de la sal 1,3-
dialquil-imidazolio comprendidos en un reactivo segun la
presente invencidén se seleccionan de entre metilo, etilo,
propilo, isopropilo, butilo o isobutilo. También resulta
preferente que dos residuos alquilo en dicho 1,3-dialquil-
imidazolio se seleccionen independientemente de entre
metilo, etilo o propilo.

El reactivo segun la presente invencién comprende la
sal 1,3-dialquil-imidazolio en una concentracidén apropiada
para conseguir los efectos ventajosos sobre la actividad de
la pepsina y la digestidén de las proteinas. Preferentemente
se encuentra comprendido a una concentracién final de entre

1

o°

y 25%. También resulta preferente que la concentracidén de
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la sal 1,3-dialquil-imidazolio en un reactivo segun la
presente invencidn se encuentra comprendida en el intervalo
de entre 2% y 20%, o de entre 4% y 15%.

El experto en la materia apreciarda facilmente que el
contraién contenido en la sal 1,3-dialguil-imidazolio
contendrd una carga negativa y no resulta crucial.
Preferentemente el contraidén se selecciona de entre fosfato,
alquilfosfato, sulfato y alguilsulfato.

La mezcla de reactivo segun la presente invencidén ha
demostrado ser ventajosa en la digestidén de la hemoglobina y
se espera gue resulte ventajosa en la digestidén de cualguier
proteina tal como, por ejemplo, comprendida en suero humano.
Se espera dque se observe la accidén més rapida y mas
constante de la pepsina de manera andloga sobre cualquier
otro polipéptido de interés. Ello facilitard el andlisis de
la composicidén global de proteinas séricas o de otras
proteinas individuales comprendidas en la misma.

Se describe un método para medir HbAlc, comprendiendo
el método las etapas siguientes: a) mezclar una muestra que
contiene hemoglobina con un reactivo segun la presente
invencién, b) digerir la hemoglobina durante 1 a 60 minutos,
obteniendo de esta manera un fragmento de hemoglobina que
consisten de los 14 aminodcidos N-terminales de HbAlc, y <)
medir dicho fragmento N-terminal de HbAlc.

La presente invencidén también se refiere a un método
para medir la concentracidén relativa de HbAlc en hemoglobina
total, comprendiendo el método las etapas de mezclar la
muestra que contiene hemoglobina con un reactivo para la

digestidén de la misma, comprendiendo el reactivo: (a) un
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tampdn, (b) pepsina, y (c) una sal 1,3-dialgquil-imidazolio
que consiste de un catidén 1,3-dialquil-imidazolio vy un
contraidén, digerir la hemoglobina durante 1 a 60 minutos,
obteniendo de esta manera un fragmento de hemoglobina que
consiste de los 14 aminodcidos N-terminales de la
hemoglobina que se encuentran glucosilados o) no
glucosilados, respectivamente; medir tanto dicho fragmento
N-terminal glucosilado como dicho fragmento N-terminal no
glucosilado de la hemoglobina, respectivamente, y
correlacionar los valores obtenidos en (c) con la
concentracién relativa de HbAlc en hemoglobina total.

Tal como se muestra en los ejemplos con la mezcla de
reactivo segun la ©presente invencidn, resulta posible
digerir hemoglobina de manera extremadamente rdapida, es
decir, va se observa la digestidn maxima tras
aproximadamente un minuto. También se ha encontrado que el
fragmento peptidico que consiste de los 14 aminodcidos N-
terminales de la hemoglobina permanece estable durante por
lo menos wuna hora. Lo anterior resulta cierto para el
fragmento peptidico N-terminal de HbAlc tanto no glucosilado
(HbAO) como glucosilado. Estos resultados facilitan mucho la
manipulacidén de las muestras y permite una planificacién
flexible de las mediciones de HbAO y HbAlc, respectivamente.
Debido a estas mediciones estables, el cdlculo del % de
HbAlc no se encuentra sometido a variacidén y de esta manera
es bastante preciso y fiable.

Los fragmentos N-terminales de 14 aminodcidos de HbAO y
HbAlc, respectivamente, pueden cuantificarse mediante

cualgquier medio apropiado. En una realizacidén preferente, la
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cuantificacién se consigue mediante procedimientos
inmunoldégicos. En una realizacidén preferente adicional, se
lleva a cabo la medicidén de dichos péptidos mediante HPLC vy
espectrometria de masas.

Una realizacidn preferente adicional se refiere a la
utilizacidédn de una sal 1,3-dialquil-imidazolio que consiste
del catidén 1,3-dialquil-imidazolio y un contraidén para la
digestidén de la hemoglobina por parte de la pepsina, en la
medicidén de HbAlc.

Puede resultar deseable y ventajoso recoger
directamente una muestra de sangre completa en un tubo de
muestreo que contiene un reactivo segun la presente
invencién. Por lo tanto, en una realizacidn preferente, la
invencién se refiere a un tubo de muestreo gque comprende una
composicién de reactivo segun la presente invencidn.

Los ejemplos siguientes se proporcionan para ayudar a
entender la presente invencién, el alcance real de la cual
se proporciona en las reivindicaciones adjuntas. Se entiende
que pueden realizarse modificaciones en los procedimientos
proporcionados sin apartarse del espiritu de la invencidn.
Ejemplo 1
Procedimiento general para la protedlisis de la hemoglobina
(Hb)

Se mezcla una alicuota de 24 microlitros de solucién de
hemoglobina que contiene 0,2 mg/ml de hemoglobina y acetato
aménico 50 mM (pH 4,3) con 216 pl de una solucidén que
contiene pepsina (300 U/ml) en &cido citrico 20 mM, pH 2,4,
y opcionalmente una sal 1,3-dialquil-imidazolio (al 10% en

peso/volumen) . La solucidén de reaccidén se mantiene a
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temperatura ambiente hasta la medicién. Se realiza 1la
medicidén con HPLC-MS (ver el Ejemplo 2) tras los tiempos de
digestién de 1 minuto, 11, 21, 31, 41, 51 y 61 minutos,
respectivamente. Se informa de la cantidad de los péptidos
N-terminales [1-14] derivados de la cadena beta de HbAO y de
HbAlc tal como resulta liberada por la digestidén con pepsina
y la proporcidn entre estos péptidos (HbAlc y HbAO).
Ejemplo 2
Medicidén de los péptidos N-terminales de HbAO y de HbAlc con
HPLC-MS
Se inyectaron en la HPLC 10 pl del digerido tal como se
obtuvo en el Ejemplo 1:
los sistemas de HPLC consisten de un cromatdgrafo
liquido HP 1090 (Agilent) con un sistema de
administracién de solvente DR 5, un automuestreador
dotado de termostato, un autoinyector y una valvula de
descarga entre la HPLC y el espectrdémetro de masas. El
detector era un espectrdémetro de masas-trampa lineal de
iones Thermo Electron LTQ con ionizacidn por
electropulverizacidn. Para la separacidn
cromatogrdafica, se wutilizdé wuna columna de HPLC que
presentaba particulas Symmetry C18 como material del
lecho, un didmetro interno de columna de 2 mm, una
longitud de columna de 200 mm y una frita con tamafo de
poro de 0,5 pm. El1l eluyente era un gradiente de agua
con &cido férmico al 0,1% (A) a acetonitrilo con &acido
férmico al 0,1% (B), 1 minuto de 100% de A, en 4
minutos hasta 15% de B y después en 2 minutos hasta 50%

de B. El caudal era de 0,2 ml/minuto. Los péptidos HbAO
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y HbAlc [1-14] eluyeron aproximadamente a los 4,4 a 5,2

minutos, respectivamente. La deteccidén se realizd a

partir de la transicidén MS/MS, HbAO m/z 748,5 a 683,2,
y HbAlc m/z 829,1 a 802,0.

Los resultados para la digestidén de 1la hemoglobina
obtenidos mediante la adicidén de etilsulfato de 1-etil-3-
metilimidazolio, metilsulfato de 1-butil-3-metilimidazolio o
sin adicidn de una sal 1,3-dialquil-imidazolio, se
proporcionan en las Tablas 1 a 3, respectivamente.

Tabla 1: resultados de la digestidén para el etilsulfato de

l-etil-3-metilimidazolio

Etilsulfato de l-etil-3-metilimidazolio
748,5->683, 2 829,1->802,0
drea (ms2) area (ms2) proporcién
T[min.] A0 B[1-14] Alc B[1-14] Ale/A0
BI1-14]
1 561880 319759 0,5691
11 559011 304845 00,5453
21 538150 283047 0,5260
31 524271 278103 0,5305
41 502545 277339 00,5519
51 488469 269000 00,5507
61l 482869 268930 0,5569
media 522456 285860 0,547
s 32298 19240 0,01
VK (%) 6 7 3
VK(%$)n.1ll minutos 6 5 2
VK(%)n.21 minutos 5 2 3

Tabla 2: resultados de la digestidén para el metilsulfato de

l-butil-3-metilimidazolio

Metilsulfato de 1-butil-3-metilimidazolio
748,5->683, 2 829,1->802,0
area (ms2) area (ms2) proporcién
T[min.] A0 B[1-14] Alc B[1-14] Alec/A0
BI1-14]
1 480903 271838 0,5653
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11 543371 281675 0,5184

21 510676 280444 0,5492

31 483673 289468 0,5985

41 496431 276577 0,5571

51 472372 269102 0,5697

61 478487 256608 0,5363
media 495130 275102 0,556
s 24830 10559 0,03
VK (%) 5 4 5
VK(%)n.1l1 5 4 5
minutos
VK(%)n.21 3 5 4
minutos

Tabla 3: resultados de la digestidén sin sal imidazolio

Etilsulfato de l-etil-3-metilimidazolio
748,5->683, 2 829,1->802,0
area (ms2) adrea (ms2) proporcién
T[min.] A0 P[1-14] Alc P[1-14] Alc/A0
B[1-14]
1 515579 267266 0,5184
11 565225 343742 0,6082
21 588113 314792 0,5353
31 499632 349421 0,6994
41 511829 347366 0,6787
51 592245 349365 0,5899
61 589784 343078 0,5817
media 551772 330719 0,602
s 41248 30487 0,07
VK (%) 7 9 11
VK(%)n.1ll minutos 7 4 10
VK(%)n.21 minutos 8 4 11
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Reivindicaciones

1. Método para la medicidén de HbAlc, comprendiendo el
método las etapas siguientes:

a) mezclar una muestra que contiene hemoglobina con un
reactivo para la digestidén de la hemoglobina, comprendiendo
el reactivo:

aa) un tampdn,

ab) pepsina, y

ac) una sal 1,3-dialquil-imidazolio de un catidén 1,3-
dialquil-imidazolio y un contraidn.

b) digerir la hemoglobina durante 1 a 60 minutos,
obteniendo de esta manera un fragmento de hemoglobina que
comprende los 14 aminodcidos N-terminales de HbAlc, y

c) medir dicho fragmento N-terminal de HbAlc.

2. Método segun la reivindicacién 1, en el que el
tampdén del reactivo para la digestidén de 1la hemoglobina
presenta un pH comprendido entre 1 y 4.

3. Método segun la reivindicacién 1 6 2, en el que el
tampdén del reactivo para la digestidén de la hemoglobina
presenta una concentracidén de entre 10 mM y 1 M.

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3, en el que la pepsina contenida en el reactivo para la
digestidén de la hemoglobina se encuentra presente a una
concentracién de entre 30 y 6.000 U/ml.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4, en el que los dos residuos alquilo del 1,3-dialquil-

imidazolio comprendido en el reactivo para la digestidn de
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la hemoglobina se seleccionan independientemente de entre
metilo, etilo o propilo.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a
5, en el que el contraidén comprendido en el reactivo para la
digestidén de la hemoglobina se selecciona de entre fosfato,
alquilfosfato, sulfato y algquilsulfato.

7. Utilizacidén de una sal 1,3-dialquil-imidazolio gue
consiste del catidén 1,3-dialquil-imidazolio y un contraidn
para la digestidén de la hemoglobina por parte de la pepsina
en la medicidén de HDbAlc.

8. Tubo de muestreo que comprende un reactivo para la
digestidén de la hemoglobina, comprendiendo el reactivo:

a) un tampdn,

b) pepsina, y

c) una sal 1,3-dialquil-imidazolio de un catidén 1,3-

dialquil-imidazolio y un contraidn.
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