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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft einen voltammetrischen
Mikrofluidiksensor und ein Verfahren zum direkten und
indirekten Nachweis von glykiertem Hamoglobin. Der Mi-
krofluidiksensor umfasst ein planares Tragermaterial,
das drei geometrisch identisch aufgedruckte und parallel
geschaltete voltammetrische Drei-Elektrodenanordnun-
gen aufweist, die jeweils aus Arbeits-, Referenz- und Ge-
genelektroden bestehen, eine darlber befindliche Isola-
tionsschicht mit Messfenstem Uber den jeweiligen Ele-
krodenanordnungen sowie eine mikrostrukturierte
Kunststofffolie, welche formschliissig und irreversibel
miteinander verbunden sind. Die Folie weist mindestens
eine Probeaufnahmekammer, eine Hamolysekammer
sowie mindestens eine Affinitdtskammer sowie drei Mes-
skammern auf, welche mit Reagenzien zur Hamolyse
von Erythrozyten und gegebenenfalls zur Separation in-
terferierender Blutbestandteile, zur Affinitatsreaktion mit
glykiertem Hamoglobin, zur Affinitdtsreaktion mit nicht-
glykiertem Hamoglobin und zum Nachweis von chemi-
schen, elektrochemischen oder enzymatischen Reaktio-
nen dotiert sind. Dieser Mikrofluidiksensor gestattet eine
definierte Probeaufnahme, Probeaufsplittung, Probeauf-
bereitung, affine Reaktion mit glykiertem Hamoglobin,
nichtglykiertem Hamoglobin sowie eine serielle, zeitlich
versetzte voltammetrische Ausmessung von Gesamtha-
moglobin, nichtglykiertem Hamoglobin oder glykiertem
Hamoglobin und ggf. von Interferenzen und kann mit ei-
nem Glucosemeter ausgelesen werden. Bei Diabetes
mellitus ist die Bestimmung des HbA,.-Wertes in biolo-
gischen Flussigkeiten, wie z.B. Blut, mittlerweile der
wichtigste Parameter zur Langzeitkontrolle und Einstel-
lung des Blutglucosespiegels der Patienten. Die Abkur-
zung HbA, steht fur Hadmoglobin (HbA oder HbA,), an
das sich nichtenzymatisch Kohlenhydratreste gebunden
haben. Ende der sechziger Jahre wurde festgestellt,
dass speziell Diabetespatienten erhdhte Konzentratio-
nen von derart glykierten Hamoglobinen aufweisen.
Durch den Kohlenhydratrest wird die Ladung des nun
glykiert vorliegenden Hamoglobins gedndert. Es wurden
unterschiedliche  Hamoglobin-Kohlenhydrat-Addukte
identifiziert, die sich durch unterschiedliche Kohlenhy-
dratreste und unterschiedliche Bindungsstellen an das
Hamoglobin unterscheiden. Die Fraktion, die mit Ab-
standinder hdchsten Konzentration gefunden wurde und
ca. 80 % des glykierten Hdmoglobins ausmacht, wird als
HbA,; bezeichnet. Bei HbA, ist ein Glucoserest lber
die endstandige NH,-Gruppe des Valins in der R-Unter-
einheit des Hbs gebunden. Die Glykierung erfolgt
nichtenzymatisch und in mehreren Schritten: Glucose
reagiert mit der a-Aminogruppe des Valins, aus der eine
Schiffsche Base entsteht. Es erfolgt daraus eine soge-
nannte Amadori-Umlagerung an Glucose, bei der ein sta-
biler 1-Deoxyfructo-Valin-Komplex entsteht.

[0002] Das Ausmalf der Glykierung des Hamoglobins
bzw. generell von Serumproteinen ist abhangig sowohl
von der Glucose- und Hamoglobinkonzentration im Blut
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als auch von der Halbwertszeit der Proteine. Demzufolge
ist bei Diabetespatienten, die im Durchschnitt erhéhte
Glucosekonzentrationen aufweisen, auch der Anteil des
glykierten Hdmoglobins wesentlich hdéher als bei Nicht-
Diabetikern. Wahrend bei gesunden Personen der Anteil
des glykierten Hdmoglobins (HbA, ) bei ca. 3 % des Ge-
samthamoglobins liegt, betragt der HbA, .-Anteil bei Dia-
betikern zwischen 5 und 12 % des Gesamthdmoglobins.
Der Glykierungsgrad wird wesentlich vom Langzeitglu-
cosespiegel im Blut bestimmt, d.h., dass kurzzeitige Glu-
cosespitzenwerte wie sie nach Mahlzeiten auftreten, die-
sen Parameter nur wenig beeinflussen. Es konnte in ei-
ner Reihe von Arbeiten eindrucksvoll bewiesen werden,
dass der Anteil des glykierten Hdmoglobins sehr gut mit
der mittleren Blutglucosekonzentration (iber die voran-
gegangenen acht Wochen korreliert. Mittlerweile stellt
die HbA,.-Bestimmung den "gold standard" fur die Stoff-
wechselkontrolle bei Diabetikern dar, denn mit der Be-
stimmung des HbA,-Wertes erhalt der Arzt nicht nur
riickwirkend einen Uberblick (iber den durchschnittlichen
Glucosespiegel des Patienten, sondern kann den Pati-
enten kontrollierter einstellen und damit auch das Risiko
von Folgeschaden der Erkrankung vermindern.

[0003] Die Bestimmung von HbA, erfolgtim Wesent-
lichen im klinisch-chemischen Labor durch geschultes
Fachpersonal. Im Allgemeinen beinhaltet die Bestim-
mung einen Hamolyseschritt zur Freisetzung des Hamo-
globins in der Probe, die Separierung von glykiertem und
nicht glykiertem Hamoglobin und schlieRlich die optische
oder elektrochemische Quantifizierung der entsprechen-
den Hamoglobinfraktion bzw. deren indirekten Nachweis
Uber einen Marker. Von den mittlerweile mehr als 20 be-
kannten Messmethoden, basieren die am haufigsten an-
gewandten Verfahren auf Prinzipien der Ladungstren-
nung (lonenaustauschchromatographie, Elektrophore-
se) und Affinitatsreaktionen (Affinitdtschromatographie,
Immunoassays). Bei der lonenaustauschchromatogra-
phie wird die Probe (ber eine Saule geschickt, die mit
einem geeigneten lonenaustauscher gefilltist. Es erfolgt
aufgrund der unterschiedlichen Ladungen der einzelnen
Hamoglobin-Zuckeraddukte eine Fraktionierung, die im
Anschluss eluiert und detektiert werden. Eine dabei be-
vorzugt genutzte Variante ist die HPLC. Nachteilig ist je-
doch die Empfindlichkeit gegenuber kleinsten pH- und
Temperaturschwankungen sowie das undifferenzierte
Erfassen von labilen Hamoglobinaddukten und carba-
myliertem bzw. acetyliertem Hamoglobin. Darlber hin-
aus verursachen hohe Triglycerid- und Bilirubinkonzen-
trationen Messwertinterferenzen. Ahnliche Probleme
sind von den elektrophdretischen Messverfahren be-
kannt.

[0004] Immunochemische  Bestimmungsverfahren
nutzen in der Regel die vom Stand der Technik her be-
kannten Marker und Markierungsverfahren und optische
Detektionsverfahren wie sie bei ELISAs, RIAs, Prazipi-
tations- und Agglutinationstests in nasschemischen oder
Testreifenformaten Verwendung finden. Im klinischen
Alltag haben sich vor allem affinitatsbasierende Indikati-
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onsprinzipien bei automatisierten Laborgeraten bzw.
ELISAs fir die HbA,, - Bestimmung durchgesetzt (wie
z.B. DCA 2000, Bayer; Tinaquant Il Assay, Roche; Hi-
Auto A1c - Analyzer, Kyoto Daiichi Kagaku Co. Ltd, AlA,
TOSOH).

[0005] Technische Lésungen, bei denen HbA, . elek-
trochemisch unter Verwendung von Enzymen bestimmt
wird, sind ebenfalls bekannt. Durch geeignete Proteasen
werden z.B. Fructosylaminosduren bzw. Ketoaminosau-
ren von glykiertem Hamoglobin abgespalten und durch
Oxidasen umgesetzt. Das resultierende Wasserstoffper-
oxid kann elektrochemisch, tiber eine Peroxidase-Farb-
stoffreaktion oder Uiber die Messung der Sauerstoffab-
nahme der Oxidasereaktion quantifiziert werden (US
6,127,138 A; EP 1304385 A1; DE 69603472 T2). In US
6,054,039 A ist eine elektrochemische Bestimmung von
glykiertem Hamoglobin unter Verwendung eines ampe-
rometrischen Sensors zur Bestimmung von Fructosyl-
amin dargestellt, mit dem amperometrisch unter alkali-
schen Bedingungen in An- und Abwesenheit von lysier-
ten Erythrozyten und mittels eines Redoxmediators Fruc-
tosylamin bestimmt und aus der Differenz auf das gly-
kierte Hdmoglobin geschlossen wird. Die Verwendung
einer Oxygenase oder Oxidase in Kombination miteinem
amperometrischen Sensor zur Bestimmung von glykier-
tem Hamoglobin ist Gegenstand von US 2002/0172992
A1. Das Enzym wird in unmittelbarer Nahe der Kathode
als sauerstoffkatalysierende Schicht verwendet. Dabei
wird der in der Lésung bekannte (freie) Sauerstoffgehalt
gemessen und von dem Gesamtbetrag des Sauerstoff-
umsatzes abgezogen, der aus freiem Sauerstoff und
dem Sauerstoff, der aufgrund der schnellen Gleichge-
wichtsreaktion aus dem Hamoglobin freigesetzt wird re-
sultiert, wenn sich der freie Sauerstoff in der Losung
durch die Enzymreaktion vermindert. Der freigesetzte
Sauerstoffist je nach Probeaufbereitung proportional zur
Gesamthamoglobin-, glykierten Hamoglobin- oder nicht
glykierten Hamoglobinkonzentration. Problematisch ist
bei dieser Bestimmung die genaue Sauerstoffbestim-
mung, da der Gel6stsauerstoff auch von physikochemi-
schen Parametern wie Temperatur und Viskositat des
Messmediums abhéngig ist. Fir eine einfache und si-
chere Kontrolle oder gar zur Selbstkontrolle von Diabe-
tikern, also im Point of Care-Bereich oder Home-Care-
Bereich sind diese Systeme demzufolge umgeeignet.
[0006] Dafiir haben sich insbesondere Teststreifensy-
steme etabliert, die kommerziell verfigbar sind (z.B.
A1cNOW, Metrica; USA Nycard HbA1c, Primus, USA).
Beide Testsysteme verwenden laminare Fliessstrecken
aus einem porésen Material, in dem Uber eine Affinitats-
reaktion das glykierte Hdmoglobin gebunden wird und
nach einem Waschschritt der als Label verwendete Farb-
stoff oder das Hamoglobin reflektometrisch bzw. spek-
trometrisch quantifiziert wird. Die erforderliche Messzeit
betrégt ca. 3 min (Nycard HbA1c) bzw. 8 min (AlcNOW,
Metrica). Nachteilig ist jedoch, dass die Systeme in meh-
reren Schritten gehandhabt werden miissen. Ein Biosen-
sor, der aus einem planaren Sensor oder Teststreifen
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und einem Kompartimentierten Reaktions- und Mess-
kammeraufsatz besteht ist aus EP 1 385 002 bekannt.
[0007] Der Erfindung liegt deshalb die Aufgabe zu-
grunde, ein System zur HbA,;,-Bestimmung in biologi-
schen Flussigkeiten zu finden und bereitzustellen, das
sich vor allem durch eine einfache Handhabbarkeit,
schnelle und sichere Messwertverfligbarkeit und geringe
erforderliche Probemenge auszeichnet und insbesonde-
re zur Point of Care-Analytik auch fir analytische Laien,
die ansonsten nur Uber Erfahrungen mit Glucosetest-
streifen zur Selbstkontrolle verfligen (Diabetiker), geeig-
net ist.

[0008] Die Erfindung wird gemaf den Anspriichenrea-
lisiert. Erfindungsgemal wird die Aufgabe mit einem
voltammetrischen Mikrofluidiksensor gelést, der eine de-
finierte Probeaufnahme, Probeaufsplittung, Probeaufbe-
reitung, affine Reaktion mit glykiertem Hamoglobin und
eine serielle, zeitlich versetzte voltammetrische Ausmes-
sung von Hamoglobingehalten einer Probe, nadmlich von
Gesamthamoglobin, glykiertem Hamoglobin, nichtgly-
kiertem Hamoglobin sowie ggf. von Interferenzen gestat-
tet und in Kombination mit einem angepassten Glucose-
meter einen glykierten Hamoglobin-Einschritt-Assay
darstellt und zur einfachen und quantitativen Bestim-
mung von HbA, . geeignet ist.

[0009] Der voltammetrische Mikrofluidiksensor um-
fasst ein planares Tragermaterial 1, eine darlber befind-
liche Isolationsschicht 1a sowie eine mikrostrukturierte
Kunststofffolie 5, welche vorzugsweise gleiche Abmes-
sungen besitzen und formschlissig und irreversibel mit-
einander verbunden sind. Das Tragermaterial 1 weist
drei geometrisch identisch aufgedruckte und parallel ge-
schaltete voltammetrische Drei-Elektrodenanordnungen
auf, die jeweils aus Arbeits-, Referenz- und Gegenelek-
troden bestehen. Uber die Isolationsschicht 1a, die
Messfenster iber den jeweiligen Elekrodenanordnun-
gen auf dem Trager I8sst, ist der Trager 1 mit der Kunst-
stofffolie 5 verbunden. Diese Kunststofffolie umfasst eine
Probeaufnahmekammer 6, drei Messkammern 7, 11 und
14, eine Hamolysekammer 9 zur Hdmolyse von Erythro-
zyten und mindestens eine Affinitatskammer 12 zur Bin-
dung von glykiertem Hamoglobin, ggf. eine Rickhal-
testrecke 25 zum Riickhalten von nichtglykiertem Hamo-
globin, ggf. eine Probeabfallstrecke 27 zur Anreicherung
von glykiertem Hamoglobin, sowie Ubergangs- und Aus-
trittskanéle. Die Reaktions- und Messkammern sind mit
Reagenzien zur Zelllyse, Separation, Affinitatsreaktion
und zu chemischen, elektrochemischen oder enzymati-
schen Reaktionen dotiert. Planarer Trager 1, Isolations-
schicht 1a und Folie 5 sind formschlissig und irreversibel
so miteinander verbunden, dass die Probeaufnahme-
kammer 6 in der Folie 5 mit dem Tréger 1 einen Spalt 6a
zur Probenaufnahme bildet und die Messkammern je-
weils Uber den Elektrodenanordnungen auf dem Trager-
material 1 positioniert sind.

[0010] Je nach Ziel der Bestimmung von glykiertem
Hamoglobin (direkt oder indirekt), weist die Kunststofffo-
lie verschiedene Strukturen auf.
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[0011] Fur den indirekten Nachweis zeigt die Folie 5
die folgenden Mikrostrukturen:

Eine Probeaufnahmekammer 6 ist zum einen mit ei-
ner Messkammer 7 (zur Indikation der Probenauf-
nahme und gegebenenfalls zur Bestimmung von In-
terferenzen) und zum anderen mit einer Himolyse-
kammer 9 verbunden. An die Hamolysekammer 9
schlief3t sich eine zugehdrige Messkammer 11 an
und gleichzeitig eine Affinitatskammer 12, der eben-
falls eine Messkammer 14 folgt. Des Weiteren um-
fasst die Folie 5 Ubergangs- und Austrittskanale. Die
Reaktionskammern (Probeaufnahmekammer 6, Ha-
molysekammer 9, Affinitdtskammer 12) und die je-
weiligen Messkammern 7, 11 und 14) sind mit Rea-
genzien zur Zelllyse, gegebenenfalls zur Separation
von Blutbestandteilen, zur Affinitatsreaktion mit gly-
kiertem Hamoglobin und zum Nachweis chemi-
scher, elektrochemischer oder enzymatischer Reak-
tionen dotiert. Die Kunstofffolie 5 ist mit dem Trager
1 so verbunden, dass die Probeaufnahmekammer
6 am schmalseitigen Ende einen Spalt 6a zur Pro-
beaufnahme bildet, wobei die Folie 5 so Uiber dem
Trager ausgerichtet ist, dass die Messkammern je-
weils Uber den Elektrodenanordnungen, die sich auf
dem Tragermaterial 1 befinden, positioniert sind.

[0012] Erfindungsgemall umfasst die Probeaufnah-
mekammer 6 mindestens ein Antidotmittel zur Reduktion
von eventuell vorliegendem Methédmoglobin, die Hamo-
lysekammer 9 ist mit mindestens einem hamolytisch
wirksamen Detergenz (Hamolyse von Erythrozyten) do-
tiert und die Affinitatseinrichtung 12 mit mindestens ei-
nem affinen Agens zur Bindung von glykiertem Hamo-
globin. Die Messkammer 11, die sich an die Hamolyse-
kammer anschlief3t, weist mindestens einen Redoxme-
diator zur Ermittlung des Gesamt-hamoglobin auf. Die
sich an die Affinitatseinrichtung 12, welche glykiertes Ha-
moglobin bindet, anschliefende Messkammer 14 weist
mindestens ein Redoxmediator zur Ermittlung von nicht
affinitdtsgebundenem Hamoglobin auf.

[0013] In einer weiteren Ausfiihrungsvariante des Mi-
krofluidiksensors weist die mikrostrukturierte Kunststoff-
folie 5 in der ersten Messkammer 7, die sich (parallel zur
Hamolysekammer 9) unmittelbar an die Probeaufnah-
mekammer 6 anschlief3t, mindestens einen Redoxme-
diator auf, der der Ermittlung von Interferenzen durch
weitere anwesende elektrochemische Substanzen dient.
[0014] In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungs-
form der Erfindung ist ein erfindungsgemafer Mikroflui-
diksensor zum direkten Nachweis von glykiertem Hamo-
globin geeignet, wobei die mikrostrukturierte Kunststoff-
folie 5 folgende Strukturen aufweist:

Die Probeaufnahmekammer 6 ist mit der Himolyse-
kammer 9 verbunden welche ein Detergenz zur H&-
molyse von Erythrocyten aufweist. Von der Hamo-
lysekammer 9 geht einmal die erste Messkammer 7
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ab, die mit einem Redoxmediator zur Ermittlung des
GesamtHamoglobingehaltes der Probe dotiert ist,
und weiterhin ein sogenannter FlieRabschnitt 25
zum Ruckhalten von nichtglykiertem Ha&moglobin.
Dieser Abschnitt ist so dotiert, dass nichtglykiertes
Hamoglobin gebunden wird oder aufgrund der La-
dung des Dotierungsmaterials in seiner Mobilitat
stark eingeschrankt wird. Auf diesen Abschnitt 25
folgt ein sich gabelnder Kanal 10, der zum einen zu
einer Affinitatskammer 12 fiihrt, die mit mindestens
einem affinen Agens zur Bindung von glykiertem H&-
moglobin dotiert ist, und an die sich die zweite Mes-
skammer 11 anschlief3t. Die zweite Messkammer 11
ist dabei mediatordotiert und dient zur Ermittlung von
nicht gebundenem restlichen nichtglykierten Hamo-
globin. Zum anderen geht von Kanal 10 eine so ge-
nannte Verzdgerungsstrecke 26 ab, die zur dritten
Messkammer 14 fiihrt. Die dritte Messkammer 14 ist
sowohl mit einem Agens zur Bindung von glykiertem
Hamoglobin als auch mit einem Mediator dotiert und
ermittelt zeitverzdgert den Gehalt an glykiertem Ha-
moglobin. Um ein Aufkonzentrieren an glykiertem
Hamoglobin in der Messkammer 14 zu ermdglichen,
schlief3t sich an diese ein Probeabfallkanal 27 an.

[0015] Die mikrostrukturierte Kunststofffolie 5 besitzt
eine Dicke von 100 pm bis 500 pm und wird vorzugs-
weise mittels einer doppelseitig klebenden Folie 1b, die
eine Dicke von 30 pm bis 50 um hat, mit dem Trager-
material 1 und der darUber befindlichen Isolationsschicht
1a formschlissig verbunden. Das Tragermaterial 1 aus
handelstiblichen Polymeren weist eine Dicke zwischen
250 pm bis 500 p.m auf. Die mittels Hei3pragetechnolo-
gie erzeugten Mikrostrukturen der Kunststofffolie 5 in
Form von Kammern und Kanalen weisen Tiefen zwi-
schen 20 pm und 100 wm auf und sind zwischen 20 um
und 4000 p.m breit bzw. lang.

[0016] Die Probeaufnahmekammer 6istan einer Seite
der Folie 5 so angeordnet, dass sie kantenschlissig mit
dem Tragermaterial 1 einen Probeaufnahmespalt 6a bil-
det. Das Volumen der Probeaufnahmekammer betragt
zwischen 1 wlund 10 wl, vorzugsweise 2 pl bis 5 pl. Das
Gesamtvolumen aller anderen Kammern und Verbin-
dungskanale istinsgesamt nicht gréRer als das Volumen
der Probeaufnahmekammer 6.

[0017] Die Hamolyse- und Affinitadtskammer 9, 12 und
der FlieRabschnitt (Riickhaltestrecke) 25 sind derart ge-
fertigt, dass eine sehr groRe Oberflache im Vergleich
zum durchstrémenden Probemedium generiert wird.
Deshalb sind die Kammern perlenkettenférmig oder ma-
anderférmig gestaltet, enthalten in ihrer Kanalstruktur
bevorzugt Schikanen oder sind in ihrer Oberflache mit
schachbrettartigen Vertiefungen oder stark pords aus-
gebildet, so dass ein effizienter Kontakt des Probemedi-
ums mit der Oberflache gesichert ist. Gegebenfalls sind
die Einzelsegmente der Affinitdtskammer 12 oder der
Ruckhaltestrecke 25 mit einer porésen Matrix versehen,
die einimmobilisiertes Agens zur Bindung oder zur Rick-
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haltung von glykiertem oder nichtglykiertem Hamoglobin
aufweist.

[0018] Die Messkammern sind zwischen 200 wm und
500 p.m breit und zwischen 1000 wm und 4000 pwm lang,
so dass das resultierende Messkammervolumen zwi-
schen 0,02 pl und 0,5 pl, vorzugsweise 0,08 bis 0,2 pl
betragt.

[0019] Als Material fir die Kunststofffolie 5 wird vor-
zugsweise Polycarbonat oder Polyester verwendet. Die
Reagenzien in Probeaufnahme-, Hamolyse-, Affinitats-
und den Messkammern wurden jeweils mittels Siebdruck
oder Mikrodispenser aufgetragen.

[0020] InderProbeaufnahmekammer 6 ist als Antidot-
mittel bevorzugt Methylenblau in einer Menge zwischen
0,01 mg und 1 mg, vorzugsweise 0,1 mg deponiert. Me-
thylenblau dient der Reduktion des oxidierten Eisens
(Fe3*) von Methamoglobin, so dass gegebenenfalls in
einer zu analysierenden Blutprobe vorliegendes Metha-
moglobin zu Hamoglobin reduziert und damit der Ge-
samthamoglobinwert korrekt erfasst werden kann. NAD-
PH, das aus dem Hexosemonophosphat-Stoffwechsel-
schritt resultiert, wird durch Methylenblau oxidiert und die
dabei entstehende Leukoform des Methylenblaus ist der
Elektronendonator fiir die Reduktion des Fe3* zu Fe2*.
Weitere Antidotmittel kénnen Toluidinblau oder andere
chinoide Redoxfarbstoffe sein.

[0021] Das in der Hdmolysekammer 9 enthaltene ha-
molytisch wirksame Detergenz ist vorzugsweise Sapon-
in, das in einer Menge zwischen 0,2 mg bis 2 mg aufge-
tragen ist. Neben Saponin kénnen nichtionogene Ten-
side wie Ethoxylate des 4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)
phenols (z.B. T. X-100) eingesetzt werden. Die Affinitat-
skammer 12 in Form einer Kammer oder Saule weist ein
gegen glykiertes Hamoglobin affines Agens, vorzugs-
weise immobilisiert an eine Matrix auf. Als Matrix werden
bevorzugt Zellulose, ein Zellulosederivat, Dextran,
Sepharosekilgelchen, oder Kunststoffe bzw. mag-
netische Beads mit jeweils funktionalisierten Ober-
flachen (reaktiven Kopplungsgruppen) verwendet. Das
affine Agens ist vorzugsweise ein Boronsdurederivat,
Boronsaure oder ein Antikdrper. Die Boronatgruppen
bilden im Alkalischen mit der cis-Diolstruktur, wie sie in
nichtenzymatisch glykierten Proteinen vorliegt, Kom-
plexe aus. Diese Komplexierung ist fir das gesamte
glykierte Hdmoglobin spezifisch, nicht aber fur glykierte
bzw. glykosylierte Serumproteine (Brownlee et al., Dia-
betes 29(1980) 1044-1047, Gould et al., Anal. Chim. Bi-
ochim., 21(1984), 16-21). Diese Bindung ist relativ un-
empfindlich gegeniiber Schwankungen von Temperatur
und pH-Wert. Hdmoglobinvarianten oder labile Aldimin-
formen interferieren nicht mit der HbA, _-Messung.
[0022] Die Messkammern, die sich an Hamolyse- und
Affinitdtskammer anschlielRen, sind jeweils mit einem
Redoxmediator dotiert, der jeweils in einer gleichen Men-
ge zwischen 2 mg und 20 mg pro Messkammer Uber der
gesamten Elektrodenanordnung gleichmaRig verteilt
eingebracht wird. Als Mediator wird ein Chinon, Chinon-
derivat, ein chinoider Redoxfarbstoff aus der Gruppe der
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Phenazine, Phenoxazine, Phenothiazine, Indamine, Me-
tallocene, Tetrathiavulvalen oder ein redoxaktiver Metall-
komplex, vorzugsweise Ferricyanid, verwendet, der das
Hamoglobin oxidiert. Der aus der Reduktion des Elektro-
nenmediators an der Arbeitselektrode resultierende
Stromfluss ist aufgrund des stéchiometrischen Umsat-
zes der Hamoglobinkonzentration direkt proportional.
Fir den Fall, dass auch die erste Messkammer 7, die
sich an die Probeaufnahmekammer 6 anschlief3t, eben-
falls mit einem Mediator dotiert ist, kdnnen somit Interfe-
renzen bestimmt werden, da noch keine Hamolyse er-
folgt ist.

[0023] In einer bevorzugten Ausflihrungsvariante
weist der planare mittels Siebdruck gefertigte Mikroflui-
diksensor auf seinem Tragermaterial 1 drei parallel ge-
schaltete und geometrisch identisch aufgedruckte
voltammetrische Drei-Elektrodenanordnungen 2, 3, 4 auf
und ist mit der Kunststofffolie 5, in die mittels Heil3pra-
getechnologie Mikrostrukturen in Form von Kammern
und Kanalen erzeugt wurden, formschliissig verbunden.
Das in der Folie 5 erzeugte Mikrofluidiksystem besteht
zum indirekten Nachweis von glykiertem Hamoglobin
aus einer Probeaufnahmekammer 6, der ersten Mess-
kammer 7, die von der Probeaufnahmekammer 6 direkt
abzweigt, einem Ubergangskanal 8 von der Probe auf-
nahmekammer 6 zu der Hidmolysekammer 9, einem wei-
teren von der Hamolysekammer 9 abgehenden Austritts-
kanal 10, der sich gabelt und dessen erster Abzweig Uber
einen Kanal 13 in die zur Hamolysekammer gehérende
zweite Messkammer 11 und dessen zweiter Abzweig in
die Affinitatskammer oder - saule 12 ggf. mit Einzelseg-
menten 12a mindet. Die gegeniiberliegende Austritts-
offnung der Affinitdtskammer 12 ist Gber einen Verbin-
dungskanal mit der zugehdrigen dritten Messkammer 14
verbunden. Die drei Messkammern filhren in Auslasska-
nale 15, 16, 17 mit Austrittséffnungen 15a, 16a, 17a.
[0024] Jede der drei Messkammern 7, 11, 14, ist Gber
einer voltammetrischen Drei-Elektrodenanordnung aus
Arbeits-, Referenz-, und Gegenelektrode 18, 18a, 19,
193, 20, 20a positioniert. Die drei Kohlenstoff-Elektroden
der drei Anordnungen 2, 3, 4 sind jeweils untereinander
parallel geschalten und uber elektrisch leitende Kohlen-
stoffleiterzlige 21, 22, 23 untereinander verbunden. Uber
die Leiterziige ist die Isolationsschicht 1a gedruckt, die
Uber den Elektrodenflachen jeweils vorzugsweise recht-
eckige Aussparungen 2a, 3a, 4a aufweist und damit die
Messfensterflachen der Elektrodenanordnungen 2, 3, 4
definiert. Die Leiterziige sind am Ende des Sensorsup-
ports als Kontaktflachenelemente 21a, 22a, 23a ausge-
bildet, so dass der Sensor elektrisch mit einem geeigne-
ten Glucosemeter kontaktiert werden kann, das die er-
forderliche Polarisationsspannung bereitstellt und die Si-
gnalverarbeitung ibernimmt.

[0025] IndenMesskammern sind jeweils inidentischer
Weise und mit den gleichen Elektrodengeometrien nach-
einander drei Kohlenstoffelektroden angeordnet. Jede
der Elektroden ist zwischen 200 pm und 500 pm breit
und zwischen 400 pm und 1000 wm lang.
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[0026] In der bevorzugten Ausfiihrung sind in der er-
sten sich an die Probeaufnahmekammer anschlieRen-
den Messkammer 7 vom Eingang bis zum Ausgang der
Probe Referenzelekirode 19a, Gegenelektrode 20a und
Arbeitselektrode 18a nacheinander angeordnet und in
den beiden anderen Messkammern 11, 14 sind vom Ein-
gang bis zum Ausgang der Probe Referenzelektrode 19,
Arbeitselektrode 18 und Gegenelektrode 20 nacheinan-
der angeordnet. Die drei Arbeits-, Referenz- und Gegen-
elektroden 18, 18a, 19, 19a, 20, 20a sind jeweils kreu-
zungsfrei miteinander tber Kohlenstoffleiterbahnen 21,
22, 23 verbunden und werden uber gemeinsame Kon-
taktflachen 21a, 22a, 23a von einem potentiostatisch be-
triebenen Glucosemeter mit einer Polarisationsspan-
nung versorgt.

[0027] Alternativ enthalt zum direkten Nachweis eine
bevorzugte Kunsstofffolie 5 die Probeaufnahmekammer
(6) mit Antidotmittel. Am Ende der Probenaufnahmekam-
mer befindet sich mittig eine kreisférmige Offnung 6b,
und ein Ubergangskanal 8, der zur Hamolysekammer 9
mit hdmolytischem Detergenz fiihrt. Am Ende der Hdmo-
lysekammer 9 geht ein Kanal 7a ab, der zur ersten me-
diatorhaltigen Messkammer 7 fihrt. Die Hamolysekam-
mer geht direkt in einen FlieRabschnitt 25, Giber, dessen
Einzelsegmente eine pordse Matrix enthalten, die mit ei-
nem affinen Agens dotiert ist. Der darauf folgende sich
gabelnden Kanal 10 fihrt einmal zur Affinitdtskammer
12, mit immobilisiertem affinem Agens, der die zweite
mediatorhaltige Messkammer 11 folgt. Zum anderen
gehtder Kanal 10 in eine Verzdgerungsstrecke 26, tber,
die zur dritten Messkammer 14 flihrt. Die mediatorhaltige
Messkammer 14 weist zusétzlich eine pordse Matrix mit
immobilisiertem, affinen Agens auf. An die Messkammer
14 schlie3t sich der Probeabfallkanal 27 an. Dartber hin-
aus enthalt die bevorzugte Folie 5 jeweils an die Mess-
kammern bzw. an den Probeabfallkanal sich anschlie-
Rende Austrittskanale 15, 16, 17 mit Austrittséffnungen
15a,15b, 15c. Auf dem planaren Tragermaterial 1 sind
mittels Siebdruck die Elektrodenflachen 18, 18a, 19, 19a,
20, 20a, 18b, 19b, 20b bzw. Kohlenstoffleiterziige - und
Kontaktflachen 21, 21a, 22, 22a, 23, 23a und die Isola-
tionsschicht 1a aufgedruckt. Die Isolationsschicht 1a, die
Uber die Leiterziige gedruckt wird, weist Gber den Elek-
trodenflachen jeweils rechteckige Aussparungen 2a, 3a,
4a auf, so dass damit die Messfensterflachen der Elek-
trodenanordnungen 2, 3, 4 definiert werden.

[0028] Die dreiresultierenden voltammetrischen Drei-
Elektrodenanordnungen 2, 3, 4 sind geometrisch iden-
tisch. Deren drei Kohlenstoff-Elektroden 18, 18a, 18b,
19, 19a, 19a, 20, 20a, 20b sind jeweils untereinander
Uber elektrisch leitende Kohlenstoffleiterzlige 21, 22, 23
verbunden bzw. parallel geschalten. Die Leiterzilge sind
am Ende des Sensorsupports als Kontaktflachenele-
mente 21a, 22a, 23a ausgebildet, damit der Sensor elek-
trisch mit einem Glucosemeter kontaktiert werden kann,
das die erforderliche Polarisationsspannung bereitstellt
und die Signalverarbeitung Gibernimmt. Eine zusétzliche
Kohlenstoffkontaktflache 24 schaltet das Gerat ein bzw.
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aus.
[0029] Die einzelnen Arbeits-, Referenz- und Gegen-
elektroden 18, 18a, 18b, 19, 19a, 19b, 20, 20a, 20b sind
in Flussrichtung der Probe jeweils nacheinander ange-
ordnet.

[0030] Als Glucosemeter dient vorzugsweise ein von
der Firma SensLab- Gesellschaft zur Entwicklung und
Herstellung bioelektrochemischer Sensoren mbH,
Deutschland entwickelter Prototyp mit der Bezeichnung
GlucoLineR.

[0031] Die Bestimmung von HbA, in Blutproben er-
folgt mit dem erfindungsgemafRen Mikrofluidiksensor wie
folgt: Der Sensor wird in das Glucosemeter eingesteckt,
so dass sich das Gerat einschaltet und ein Polarisations-
potential an der Arbeitselektrode 18, bereitgestellt wird.
Der erfindungsgemaRe Mikrofluidiksensor wird nach Po-
sitionierung im Glucosemeter mit der zu analysierenden
Probe in Kontakt gebracht, aufgrund der einzelnen Pro-
beaufbereitungsschritte beim Durchlaufen der Probe in
den jeweiligen Kammern werden die erzeugten, zeitlich
versetzten Messsignale fir ggf. Interferenzen, den Ge-
halt an Gesamthamoglobin und den Gehalt an nichtgly-
kiertem Hamoglobin oder glykiertem Hamoglon ermittelt
und anschlieend wird die Menge an glykiertem Hamo-
globin berechnet bzw. der realtive Anteil an glykiertem
Hamoglobin durch Differenz- und Verhaltnisbildung aus-
gewiesen. Bevorzugt wird ein Bluttropfen, derim einfach-
sten Fall an einer Fingerbeere zu entnehmen ist, an den
Probeaufnahmespalt 6a des Sensors gehalten und auf-
grund von Kapillarkraftwirkung sofort in die Probeaufnah-
mekammer 6 gesaugt. Bei dem Sensor fur das indirekte
Nachweisverfahren gelangt auf diese Weise auch ein
kleiner Teil der Probe in die erste Messkammer 7 und
kommt zum Stillstand. Sobald die Probe eine elektroly-
tische Verbindung zwischen Referenz-, Arbeits- und Ge-
genelektrode 19a 18a 20a hergestellt hat, wird bei an-
gelegter Polarisationsspannung ein Peakstrom verur-
sacht, der bei Uberschreiten eines vorgegebenen inter-
nen Schwellwertes eine Triggerung veranlasst, so dass
nach einem festgelegten Zeitregime eine Strommessung
erfolgt. Der Triggerstrom kann verwendet werden, um
ein akustisches Signal im Glucosemeter zu generieren,
das dem Anwender das Ende der Probeaufnahme signa-
lisiert. Falls die erste Messkammer 7 einen Mediator auf-
weist, wird beim Eintritt der Probe, in diese Messkammer
7 auch der Redoxmediator geldst und durch elektroche-
misch aktive Substanzen der Probe anteilig reduziert. Da
wahrend des Probetransports uber die Probeaufnahme-
kammer bis in die erste Messkammer keine Hamolyse
erfolgt, resultiert der aus der Reoxidation des Redoxfarb-
stoffes an der Arbeitselektrode 18a verursachte Fara-
daysche Strom im Wesentlichen aus der Anwesenheit
interferierender Substanzen wie Ascorbat, Harnsaure,
oder bestimmter Pharmaka, die in Blut enthalten sein
kénnen.

[0032] Die in der Probeaufnahmekammer 6 befindli-
che Blutprobe strémt durch den Ubergangskanal 8 in die
Hamolysekammer 9, in der das darin befindliche Deter-
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genz sofort gel6st wird und damit eine Hamolyse der Ery-
throzyten verursacht. Die vollstdndig hamolysierte Blut-
probe gelangt tiber den gegabelten Austrittskanal 10 der
Hamolysekammer 9 in einen Kanal 13, der direkt zu der
zweiten Messkammer 11 flhrt und parallel dazu in die
Affinitdtskammer 12. In der zweiten Messkammer 11 wird
wiederum unmittelbar mit deren Befiillung eine Stromt-
riggerung verursacht und nach einem festgelegten Zeit-
regime eine Strommessung veranlasst. Der Faraday-
sche Strom an dieser Arbeitselektrode 18 resultiert zu
einem kleinen Teil aus der Oxidation elektrochemisch
aktiver Substanzen der Probe und zum weitaus grofReren
Teil aus dem freigesetzten elektrochemisch aktiven Ge-
samthamoglobin.

[0033] Der Anteil der hamolysierten Probe, der Gber
die Kanalgabelung 10 die Affinitatskammer 12 erreicht
hat, Gberstromt eine Affinitatsmatrix. Dabei erfolgt eine
vollstéandige Bindung des glykierten Hadmoglobinanteils.
Nach dem Verlassen der Affinititskammer 12 gelangt
die Probe in die dritte Messkammer 14, in der wieder
nach einer Stromtriggerung die Strommessung nach ei-
nem zeitlich festgelegten Regime erfolgt. Der Faraday-
sche Strom an dieser Arbeitselektrode 18 resultiert wie-
der aus dem kleinen Anteil, der durch elektrochemisch
aktive Substanzen der Probe verursacht wird, und vor
allem aus dem Anteil des nicht glykierten Hamoglobins.
Dementsprechend werden im Messkanal nacheinander
drei gut voneinander unterscheidbare Messstromverlau-
feregistriert, die jeweils den typischen Verlauf einer chro-
noamperometischen Messung aufweisen und jeweils auf
den vorangegangenen Stromwert aufsetzen. In analoger
Weise kénnen durch Integration der Stromwerte iber der
Zeit die Ladungskurven zur Signalauswertung genutzt
werden.

[0034] Aus der Differenz zwischen den Messwerten
aus der zweiten und ersten Messkammer 11, 7 kann das
Gesamthamoglobin bestimmt werden. Aus der Differenz
zwischen den Messwerten aus der dritten und ersten
Messkammer 14, 7 kann der Anteil des nicht glykierten
Hamoglobins gemessen werden und aus der Differenz
zwischen den Ergebnissen der beiden Differenzbildun-
gen kann der glykierte Anteil des Hamoglobins ermittelt
werden. Parallel dazu kann eine Differenzbildung der
Messwerte aus der dritten und zweiten Messkammer 14,
11 erfolgen, so dass der glykierte Hamoglobinanteil di-
rekt ermittelt werden kann und eine zusétzliche Kontrolle
in Bezug auf das Grundstromsignal mdglich ist. In einer
anderen Ausfiihrung, bei der auf eine Messung in der
ersten Messkammer 7 verzichtet wird (keine Dotierung
mit Redoxmediator), wird aus der Differenzbildung der
Messwerte aus der dritten und zweiten Messkammer 14,
11 der glykierte Anteil des Hamoglobins ermittelt. Der mit
dem erfindungsgemafen Sensor bestimmte Gesamtan-
teil an glykiertem Hamoglobin wird in Bezug zum Ge-
samthdmoglobin gesetzt und als relativer Wert ausge-
geben. Uber Vergleichsmessungen mit einem Referenz-
messverfahren wird der Wert als HbA,.-Anteil kalibriert.
Die Messsignalverarbeitung und Messwertanzeige und
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-speicherung erfolgt durch das Glucosemeter.

[0035] Das Verfahren zum direkten Nachweis von gly-
kiertem Hamoglobin ist dadurch gekennzeichnet, dass
man den Mikrofluidiksensor in ein adaptiertes Glucose-
meter positioniert, mit der zu analysierenden Probe in
Kontakt bringt, an den Arbeitselektroden der Dreielektro-
denanordnungen ein Polarisationspotential anlegt und
aufgrund der einzelnen Probeaufbereitungsschritte beim
Durchlaufen der Probe vom Probeeintrittsspalt 6a der
Probeaufnahmekammer 6 bis zu den Auslasskanalen
15, 16, 17 in den jeweiligen Kammern die amperome-
trisch erzeugten, zeitlich versetzten Messsignale fiir den
Gesamtgehalt an Hidmoglobin den Gehalt an restlichem,
nach der Probeaufbereitung in der Probe noch enthalte-
nen nichtglykiertem Hamoglobin und die in der dritten
Meskammer 14 angereicherte Menge an glykiertem Ha-
moglobin ermittelt, wobei zur Bestimmung des glykierten
Hamoglobinanteils die Differenz zwischen dem in der
dritten Messkammer 14 ermitteltem Messwert aus gly-
kiertem Hamoglobin und dem in der zweiten Messkam-
mer 11 ermittelten Messwert aus restlichen, nichtglykier-
tem Hamoglobin gebildet wird. Durch die Bildung des
Quotienten aus diesem Differenzwert und dem Gesamt-
hamoglobinwert, der aus der Messung in der ersten Mes-
kammer 7 resultiert, wird der relative glykierte Hamoglo-
binanteil ermittelt. Im Detail ist das bevorzugte Verfahren
dem Beispiel 3 entnehmbar.

[0036] Der Vorteil des erfindungsgemafen Mikroflui-
diksensors liegt in der einfachen Handhabung, in dem
geringen erforderlichen Probevolumen und in der Ein-
schrittanwendung, die sich vom Gebrauch von Glucose-
Disposables nicht unterscheidet und auch von einem tb-
lichen Glucosemeter ausgelesen wird.

[0037] Durch die Nutzung mehrerer, in der Weggeo-
metrie und Weglange unterschiedlich gestalteter Mikro-
kanale, in denen sowohl Probeaufbereitungsschritte als
auch Messschritte erfolgen, und die Kombination mit der
voltammetrischen Einkanalsensorvorrichtung, die aus
drei parallel geschalteten Drei-Elektrodenanordnungen
besteht werden zeitlich versetzte quantifizierbare elek-
trische Messsignale erzeugt. Der Sensor funktioniert je-
doch als HbA,-Einschritt-Assay. Er ist in Kombination
mit einem adaptierten Glucosemeter einfach handhab-
bar, stellt die Messergebnisse in weniger als drei Minuten
zur Verfligung, bendtigt geringe Probemengen und ist
insbesondere fiir Point of Care-Anwendungen im Home
Care-Bereich und in Arztpraxen geeignet. Es steht damit
ein einfach zu bedienendes Messsystem zur Verfligung,
das nicht auf Laborpersonal beschranktist. Das Ergebnis
ist ohne Zeitverzug und Probetransport verfligbar. Dar-
Uber hinaus ermdglicht die schnelle Verfiigbarkeit der
Ergebnisse gegebenenfalls eine zeitnahe Auswertung
einer Therapie und eine kurzfristige Therapieentschei-
dung.

[0038] Der erfindungsgemale voltammetrische Sen-
sor zum Nachweis von glykiertem Hamoglobin wird durch
nachfolgende Ausflihrungsbeispiele und Abbildungen
naher erlautert.
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Beispiel 1:

[0039] Erfindungsgemaler voltammetrischer Sensor
zum Nachweis von glykiertem Hamoglobin und Gesamt-
hamoglobin. Zur Erlauterung dienen Fig. 1, Fig. 2 und
Fig. 4a.

[0040] Auf ein planares Tragermaterial 1 aus PET mit
einer Dicke von 0,35 mm und Abmessungen von 6 mm
x 50 mm werden mittels Siebdruck Elektrodenflachen 18,
18a, 19, 19a, 20, 20a bzw.

[0041] Kohlenstoffleiterziige und -kontaktflachen 21,
21a, 22, 22a, 23, 23a (Acheson PE 401, Acheson NL),
und eine Isolationsschicht 1a (240 SB, ESL Europe) wie
in Fig. 1 und Fig. 2 dargestellt aufgedruckt und jeweils
bei 70°C gehartet.

Die Geometrie des doppelseitigen Klebefilms 1b ist weit-
gehend identisch mit der Geometrie der Isolationslack-
schicht 1 a.

Die Abmessungen eines Sensors sind 6 mm x 40 mm (B
xL). Die dreiresultierenden voltammetrischen Drei-Elek-
trodenanordnungen 2, 3, 4 sind geometrisch identisch
aufgedruckt. Deren drei Kohlenstoff-Elektroden 18, 18a,
19, 19a, 20, 20a sind jeweils untereinander Uber elek-
trisch leitende Kohlenstoffleiterziige 21, 22, 23 verbun-
den bzw. parallel geschalten. Die Isolationsschicht 1a,
die Uber die Leiterziige gedruckt wird, weist Uber den
Elektrodenflachen jeweils rechteckige Aussparungen
2a, 3a, 4a auf, so dass damit die Messfensterflachen der
Elektrodenanordnungen 2, 3, 4 definiert werden. Die Lei-
terzlige sind am Ende des Sensorsupports als Kontakt-
flachenelemente 21a, 22a, 23a ausgebildet, damit der
Sensor elektrisch mit einem Glucosemeter kontaktiert
werden kann, das die erforderliche Polarisationsspan-
nung bereitstellt und die Signalverarbeitung ibernimmt.
Eine zuséatzliche Kohlenstoffkontaktfliche 24 schaltet
das Gerét ein bzw. aus.

Die einzelnen Arbeits-, Referenz- und Gegenelektroden
18, 18a, 19, 19a, 20, 20a sind in Flussrichtung der Probe
jeweils nacheinander angeordnet, wobei die Einzelelek-
trodenflachen jeweils 0,3 mm2 betragen. Auf die Elektro-
denanordnungen 2, 3, 4 werden jeweils mit einem Dis-
penser gleichmaRig verteilt 0,1 pl einer Reaktionsldsung
pro Elektrodenanordnung aufgetragen, die aus 800 pg
Ferricyanid (Sigma), 80 p.g Triton-X100 (Sigma) und 50
p.g mikrokristalliner Zellulose (Aldrich) besteht. Die re-
sultierende Reaktionsschicht wird 30 min bei 40°C ge-
trocknet.

Mittels eines Stahlformeinsatzes wird eine Polycarbonat-
folie von 125 um Dicke heilRgepragt. Die resultierende
Folie weist wie in Fig. 1 dargestellt definierte Mikrostruk-
turen in Form von Kammern und Kanélen auf, die aus
einer Probeaufnahmekammer 6 mit einem Volumen von
3,5 pl und einem Probeaufnahmespalt 6a, einer ersten
Messkammer 7, die von der Probeaufnahmekammer 6.
direkt abzweigt, einem Ubergangskanal 8 von der Pro-
beaufnahmekammer 6 zu einer maanderférmigen Ha-
molysekammer 9 mit einem Volumen von 0,4 pl, einem
weiteren von der Hdmolysekammer 9 abgehenden Aus-
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trittskanal 10, der sich gabelt und dessen erster Abzweig
Uber einen Kanal 13 in eine zweite Messkammer 11 und
dessen zweiter Abzweig in eine Affinitdtskammer 12 mit
einem Volumen von 0,8 pl miindet. Die Affinitdtskammer
12 fihrt in eine dritte Messkammer 14. An die drei Mes-
skammern schlief3en sich Auslasskanéle 15, 16, 17, mit
Austrittséffnungen 15a, 16a, 17a mit jeweils 0,08 pl Vo-
lumen an. Das Volumen der Messkammern betragt je-
weils 0,1 pl. Die Tiefen der Kanale und Kammern betra-
gen zwischen 20 pm und 100 pm. Die Verbindungska-
nale sind zwischen 20 wm und 100 pwm breit.

[0042] Indie Probeaufnahmekammer 6 werden mittels
Dispenser 1,5 pl einer 0,01 % igen wassrigen Losung
aus Triton-X100, die 0,01 mg Methylenblau enthalt Giber
die Flache gleichmaRig verteilt dosiert. In den Hamoly-
seraum 9 werden 0,3 pl einer wassrigen 5 % igen
Saponinlésung gleichmaRig verteilt eingebracht. Beide
Lésungen werden bei 40°C in einem Umlufttrocken-
schrank getrocknet.

[0043] Die Affinitatskammer 12, die aus einer Reihe
kreisformiger und Uber Kanale verbundener Einzelkam-
mersegmente 12a mit einem Gesamtvolumen von 0,7 p.l
besteht, wird mittels einer Zellulosematrix prapariert, die
mit Boronsaure modifiziert ist. Zur Herstellung der Matrix
werden 100 mg Zellulosepulver (Sigma C-6413) in ein
Glasgefal’ eingewogen. In dieses Gefal wird eine wass-
rige Losung mit 2mg/ml N-Ethyl-N’-(3-dimethylamino-
propyl)carbodiimid (EDC, Sigma E-1769) und 6 mg/ml
N-Hydroxysuccinimid (NHS, Sigma H-7377) zugegeben,
das Pulver durch schiitteln darin suspensiert und fur 30
Minuten zur Reaktion gebracht. In diese Suspension wird
eine entsprechende Konzentration von 10 mg/ml m-Ami-
nophenylboronsaure (Fluka 09199) eingebracht und fir
weitere 30 Minuten inkubiert. Nach der Reaktion, bzw.
Bildung von S&ureamidbindungen zwischen Hydroxyl-
gruppen der Cellulose und der Aminogruppe der m-Ami-
nophenylboronsaure, wird das Reaktionsgemisch tber
eine Fritte abgetrennt und die boronsaureimmobilisierte
Zellulosematrix mit phosphatgepufferter Saline und
Wasser gewaschen. Das aktivierte Pulver wird in 0,1 M
Taurinpuffer (Sigma, T-0625) pH 9 aufgenommen und
darin gelagert. Diese Ldsung enthélt zusatzlich 1,5 %
Polyethylenglykol (Aldrich 202452), das die Haftung der
Zellulosematrix am Kunststoff der Fluidikstrecke verbes-
sert. Von der viskosen aktivierten Zellulosematrix wer-
den dann pro kreisférmigem Kammersegment 0,1 pl ein-
getropft und bei 40 °C im Durchlauftrockner tiber 30 min
getrocknet.

[0044] SchlieRlich wird die mikrostrukturierte Kunst-
stofffolie 5 mittels einer doppelseitigen, 49 pm dicken
Klebefolie (Tesa) mit Grundsensor 1 formschlissig und
irreversibel verbunden. Dabei positionieren sich die Mes-
skammern 7, 11, 14 jeweils unmittelbar Gber einer der
drei Elektrodenanordnungen 2, 3, 4.

[0045] Zur Durchfiihrung einer HbA 1 ¢ - Bestimmung
wird der Sensor Uber die Kontaktflachen 21a, 22a, 23a
an das Glucosemeter "GlucoLine" eingesteckt und da-
durch die Betriebsbereitschaft des Messgerates herge-



15 EP 1 593 339 B1 16

stellt. An der Arbeitselektrode 18 wird ein Polarisations-
potential von 450 mV bereitgestellt, dass lber die Refe-
renzelektrode 19 kontrolliert wird. Der amperometrische
Messstrom wird zwischen Arbeits- und Gegenelektrode
18, 20 generiert. Durch Kontakt des Probeaufnahme-
spalts 6a mit einem Bluttropfen wird aufgrund der Kapil-
larwirkung die Probe umgehend in die Probeaufnahme-
kammer 6 gesaugt. Auf diese Weise gelangt auch ein
kleiner Teil der Probe in die erste Messkammer 7 und
kommt nach Befiillung des Auslasskanals 15 zum Still-
stand. Sobald die Probe eine elektrolytische Verbindung
zwischen Referenz-, Arbeits-und Gegenelektrode 19,
18, 20 hergestellt hat, wird bei angelegter Polarisations-
spannung ein Peakstrom A (Fig. 4a) verursacht, der bei
Uberschreiten eines vorgegebenen internen Schwell-
wertes von 300 nA eine Triggerung veranlasst, so dass
nach einem festgelegten Zeitregime eine Strommessung
zum Zeitpunkt D (Fig. 4a) erfolgt. Da wahrend des Pro-
betransports Uiber die Probeaufnahmekammer bis in die
erste Messkammer keine Hdmolyse erfolgt, resultiert der
aus der Reoxidation des Ferrocyanids an der Arbeits-
elektrode 18a verursachte Faradaysche Strom im We-
sentlichen aus der Anwesenheit interferierender Sub-
stanzen wie Ascorbat, Harnsaure, oder bestimmter re-
doxaktiver Arzneimittel wie Paracetamol, die in Blut ent-
halten sein kdnnen. Der Triggerstrom wird auerdem da-
zu genutzt, um ein akustisches Signal im Glucosemeter
zu generieren, das dem Anwender das Ende der Probe-
aufnahme signalisiert.

[0046] Die in der Probeaufnahmekammer 6 befindli-
che Blutprobe strémt tiber den Ubergangskanal 8 in die
Hamolysekammer 9, in der das darin befindliche Saponin
sofort geldst wird und damit eine Hamolyse der Erythro-
zyten verursacht. Die vollstdndig hamolysierte Blutprobe
gelangt Giber den Austrittskanal 10 der Hdmolysekammer
9 auf einen sich gabelnden Kanal 10, der Giber einen Ka-
nal 13 in eine zweite Messkammer 11 fiihrt und parallel
dazu in eine Affinitdtskammer 12. In der zweiten Mess-
kammer 11 wird wiederum unmittelbar mit deren Beful-
lung zum Zeitpunkt B (Fig. 4a) eine Stromtriggerung ver-
ursacht und nach einem festgelegten Zeitregime eine
Strommessung zum Zeitpunkt E veranlasst. Der Fara-
daysche Strom an dieser Arbeitselektrode 18 resultiert
zu einem kleinen Teil aus der Oxidation elektrochemisch
aktiver Substanzen der Probe und zum weitaus gréReren
Teil aus dem freigesetzten elektrochemisch aktiven Ge-
samthamoglobin.

[0047] Der Anteil der hamolysierten Probe, der tber
die Kanalgabelung 10 die Affinitatskammer 12 erreicht
hat, Gberstromt eine Affinitatsmatrix. Dabei erfolgt eine
vollstédndige Bindung des glykierten Hdmoglobinanteils
an die exponierten Boronsauremolekule. Nach dem Ver-
lassen der Affinitdtskammer 12 gelangt die Probe in die
dritte Messkammer 14, in der wieder nach einer Strom-
triggerung zum Zeitpunkt C (Fig. 4a) die Strommessung
nach einem zeitlich festgelegten Regime zum Zeitpunkt
F erfolgt. Der Faradaysche Strom an dieser Arbeitselek-
trode 18 resultiert wieder aus dem kleinen Anteil, der
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durch elektrochemisch aktive Substanzen der Probe ver-
ursacht wird, und vor allem aus dem Anteil des nicht gly-
kierten Ha&moglobins. Dementsprechend werden im
Messkanal nacheinander drei gut voneinander unter-
scheidbare Messstromverldufe registriert, die jeweils
den typischen Verlauf einer chronoamperometischen
Messung aufweisen und jeweils auf den vorangegange-
nen Stromwert aufsetzen (Fig. 4a).

Aus der Differenz zwischen den Messwerten aus der
zweiten und ersten Messkammer 11, 7 wird durch das
Glucosemeter das Gesamthdmoglobin bestimmt. Aus
der Differenz zwischen den Messwerten aus der dritten
und ersten Messkammer 14, 7 wird der Anteil des nicht
glykierten Hamoglobins ermittelt und aus der Differenz
zwischen den Ergebnissen der beiden Differenzbildun-
gen wird schlielich der glykierte Anteil des Hdmoglobins
ermittelt und auf das Gesamthamoglobin bezogen.

Die resultierenden Werte werden durch das Messgerat
nacheinander zur Anzeige gebracht und abgespeichert.

Beispiel 2:

[0048] Erfindungsgemaler voltammetrischer Sensor
zum Nachweis von glykiertem Hamoglobin. Zur Erldute-
rung dienen Fig. 1, Fig. 3 und Fig. 4b.

[0049] Es wird ein voltammetrischer Grundsensor wie
in Beispiel 1 beschrieben und in Fig. 2 und Fig. 3 abge-
bildet hergestellt.

Mittels eines Dispensers werden jeweils 0,1 pl einer Re-
aktionslésung, die 800 ng Ferricyanid (Sigma), 80 ng
Triton-X100 (Sigma) und 50 p.g mikrokristalliner Zellulo-
se (Aldrich) enthalt Gber die Elektrodenanordnungen 3,
4 gleichméRig verteilt aufgetragen. Uber die Elektroden-
anordnung 2 wird 0,1 .l einer wassrigen Lésung, die 0,1
% Triton-X100 enthalt aufgetragen.

Fir den Reaktions- und Messkammeraufsatz 5 wird eine
Polycarbonatfolie von 250 wm Dicke mittels einer Stahl-
patrize heifdgepragt. Die resultierende Folie weist wie in
Fig. 3 dargestellt definierte Mikrostrukturen in Form von
Kammern und Kanéalen auf, die aus einer Probeaufnah-
mekammer 6 mit Probeaufnahmespalt 6a und einem Vo-
lumen von 3,5 pl, einer ersten Messkammer 7, die von
der Probeaufnahmekammer 6 direkt abzweigt, einem
Ubergangskanal 8 von der Probeaufnahmekammer 6 zu
einer maanderférmigen Hamolysekammer 9 mit einem
Volumen von 0,8 p.l, einem weiteren von der Hamolyse-
kammer 9 abgehenden Austrittskanal 10, der sich gabelt
und dessen erster Abzweig in eine zweite Messkammer
11 und dessen zweiter Abzweig in eine Affinitdtskammer
12 mit sechzehn rechteckigen Einzelsegmenten und ei-
nem Gesamtvolumen von 1,0 wl miindet. Der Ausgang
der Affinitatskammer 12 flhrt zu einer dritten Messkam-
mer 14. Den Messkammern sind jeweils Auslasskanéale
15, 16, 17, mit Austrittséffnungen 15a, 16a, 17a ange-
schlossen, deren Volumen jeweils 0,08 pl betragt. Das
Volumen der Messkammern umfasst jeweils 0,1 pl. Die
Tiefen der

Kanale und Kammern betragen zwischen 20 pm und 100
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pm. Die Verbindungskanale sind zwischen 20 pm und
100 pm breit.

In die Probeaufnahmekammer 6 werden mittels Dispen-
ser 1,5 pleiner0,01 % igen wassrigen Lésung aus Triton-
X100, UGber die gepragte Flache gleichmaRig verteilt do-
siert. In den Hamolyseraum werden 0,3 pl einer wéassri-
gen 5 % igen Saponinldsung gleichmaRig verteilt einge-
bracht. Beide Losungen werden bei 40°C in einem Um-
lufttrockenschrank getrocknet.

Als Affinitdtskammer 12 wird eine maanderférmige
Struktur mit wechselnden Kanalbreiten verwendet. Die
entlang der Langsachse verlaufenden sechzehn recht-
eckigen Einzelsegmente des Maanders weisen jeweils
ein Einzelvolumen von 0,06 wl auf und werden mit bo-
ronsauremodifizierten Sepharosegelkigelchen befiillt,
die einen Durchmesser zwischen 45 pm bis 165 pm auf-
weisen.

Zur Herstellung der boronsdureimmobilisierten Sepha-
rosegelkugelchen wird NHS-aktivierte Sepharose 4 Fast
Flow (17-0906-01) der Firma Amersham Bioscience ver-
wendet. Die Sepharose wird in definierter Menge in eine
Fritte gefullt und mit der 10 bis 15-fachen Menge kalter
1 mM HCI gewaschen. Im Vergleich zur Sepharosemen-
ge wird in der halben Menge m-Aminophenylboronsaure
in Wasser gel6st, mit der gewaschenen Sepharose ver-
mischt und zwei Stunden bei Raumtemperatur gekop-
pelt. Nach der Reaktion werden die noch frei gebliebenen
Gruppen fir einige Stunden in einem 0,1 M Ethanola-
minpuffer geblockt. AnschlieRend wird die Sepharose-
matrix mit der dreifachen Menge an 0,1 M Tris-HCI Puffer
(pH 8) und drauffolgend mit 0,1 M Acetatpuffer pH 4 ge-
waschen und das ganze dreimal wiederholt. Zur Befl-
lung der Einzelsegmente 12a wird die aktivierte Sepha-
rosematrix in 0,1 M Tris/HCI-Puffer pH 9 aufgenommen.
Diese L6sung enthalt zusatzlich 1,5 % Polyethylenglykol
(Aldrich 202452). Pro Einzelsegment werden 0,1 .l (0,06
wl) der Lésung eingebracht. Nach dem Trocknen der ak-
tivierten Sepharosegelkiigelchen bei Raumtemperatur
wird die derart praparierte mikrostrukturierte Polycarbo-
natfolie mittels doppelseitiger Klebefolie (Tesa) auf dem
Grundsensor formschlussig und irreversibel verbunden.
Dabei positionieren sich die Messkammern 7, 11, 14 je-
weils unmittelbar Uber einer der drei Elektrodenanord-
nungen 2, 3, 4.

[0050] Zur Durchfihrung einer HbA, - Bestimmung
wird der Sensor Uber die Kontaktflachen 21a, 22a, 23a
an das Glucosemeter "GlucoLine" eingesteckt und da-
durch die Betriebsbereitschaft des Messgerates herge-
stellt. An der Arbeitselektrode 18 wird ein Polarisations-
potential von 450 mV bereitgestellt, dass Uber die Refe-
renzelektrode 19 kontrolliert wird. Der amperometrische
Messstrom wird zwischen Arbeits- und Gegenelektrode
18, 20 generiert. Durch Kontakt des Probeaufnahme-
spalts 6a mit einem Bluttropfen wird aufgrund der Kapil-
larwirkung die Probe umgehend in die Probeaufnahme-
kammer 6 gesaugt. Auf diese Weise gelangt auch ein
kleiner Teil der Probe in die erste Messkammer 7 und
kommt nach Befiillung des Auslasskanals 15 zum Still-
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stand. Sobald die Probe eine elektrolytische Verbindung
zwischen Referenz-, Arbeits-und Gegenelektrode 19a,
18a, 20a hergestellt hat wird bei angelegter Polarisati-
onsspannung ein Ladungsanstieg A (Fig. 4b) verursacht,
der bei Uberschreiten eines vorgegebenen internen
Schwellwertes von 1 p.C eine Triggerung veranlasst, um
ein akustisches Signal im Glucosemeter zu generieren,
das dem Anwender die Beflllung der Probeaufnahme-
kammer signalisiert und damit das Ende der Probeauf-
nahme.

Die in der Probeaufnahmekammer 6 befindliche Blutpro-
be strémt durch den Ubergangskanal 8 in die Hamoly-
sekammer 9, in der das darin befindliche Saponin sofort
gel6st wird und damit eine Hamolyse der Erythrocyten
verursacht. Die vollstandig hamolysierte Blutprobe ge-
langt Uber einen sich gabelnden Kanal 10, der der Ha-
molyskammer folgt, durch einen weiteren Kanal 13 in
eine zweite Messkammer 11 und parallel dazu in eine
Affinitdtskammer 12. In der zweiten Messkammer 11 wird
wiederum unmittelbar mit deren Beflillung zum Zeitpunkt
B (Fig. 4b) eine Ladungstriggerung verursacht und nach
einem festgelegten Zeitregime eine Ladungsmessung
zum Zeitpunkt E veranlasst. Der Ladungsumsatz, der an
dieser Arbeitselektrode 18 ermittelt wird, resultiert zu ei-
nem kleinen Teil aus der Oxidation elektrochemisch ak-
tive Substanzen der Probe und zum weitaus gréf3eren
Teil aus dem freigesetzten elektrochemisch aktiven Ge-
samthamoglobin.

Der Anteil der hamolysierten Probe, der Gber die Kanal-
gabelung 10 die Affinitdtskammer 12 erreicht hat, Gber-
stromt eine Affinitatsmatrix. Dabei erfolgt eine vollstan-
dige Bindung des glykierten Hamoglobinanteils an die
exponierten Boronsduremolekile. Die quer zur Stré-
mungsrichtung angeordneten Verbindungskanale zwi-
schenden Einzelsegmenten 12a verhindern aufgrund ih-
res geringen Querschnitts, dass einzelne Sepharoseku-
gelchen austreten kénnen. Darliber hinaus fiihrt die
Querschnittsveringerung zu einer Verzégerung des Pro-
beflusses, so dass die Inkubationszeit in den Einzelseg-
menten erhéht wird. Nach dem Verlassen der Affinitats-
kammer 12 gelangt die Probe in die dritte Messkammer
14, in der wieder nach einer Triggerung zum Zeitpunkt
C (Fig. 4b) die Ladungsmessung nach einem zeitlich fest-
gelegten Regime zum Zeitpunkt F erfolgt. Der Ladungs-
transfer an dieser Arbeitselektrode 18 resultiert wieder
aus dem kleinen Anteil, der durch elektrochemisch aktive
Substanzen der Probe verursacht wird, und vor allem
aus dem Anteil des nicht glykierten Hdmoglobins. Dem-
entsprechend werden im Messkanal nacheinander zwei
gut voneinander unterscheidbare Ladungsverlaufe regi-
striert, die jeweils auf den vorangegangenen Wert auf-
setzen (Fig. 4b).

[0051] Aus der Differenz der Ladungswerte aus der
dritten und der zweiten Messkammer 14, 11 wird durch
das Glucosemeter der Anteil des glykierten Hidmoglobins
ermittelt und auf den Gesamthamoglobinanteil bezogen..
Derresultierende relative Wert wird durch das Messgeréat
zur Anzeige gebracht und abgespeichert. Der mit dem
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erfindungsgemalen Sensor bestimmte realtive glykierte
Hamoglobinanteil kann als realtiver HbA,.-Anteil stan-
dardisiert werden.

Beispiel 3:

Erfindungsgemalfier voltammetrischer Sensor zum
Nachweis von glykiertem Hamoglobin und Gesamtha-
moglobin. Zur Erlduterung dienen Fig. 5A bis Fig. 5E.

[0052] Auf einen planaren Tragermaterial 1 aus PET
mit einer Dicke von 0,35 mm und Abmessungen von 6
mm x 43 mm werden mittels Siebdruck Elektrodenfla-
chen 18, 18a, 19, 19a, 20, 20a, 18b, 19b, 20b bzw. Koh-
lenstoffleiterziige - und Kontaktflachen 21, 21a, 22, 22a,
23, 23a (Acheson PE 401, Acheson NL) wie in Abb. 5A
dargestellt, und eine Isolationsschicht 1a (240 SB, ESL
Europe) wie in Fig. 5B dargestellt aufgedruckt und jeweils
bei 70°C gehartet. Die Isolationsschicht 1a, die lber die
Leiterziige gedruckt wird, weist Uber den Elektrodenfla-
chen jeweils rechteckige Aussparungen 2a, 3a, 4a auf,
so dass damit die Messfensterflachen der Elektrodenan-
ordnungen 2, 3, 4 definiert werden (Fig. 5B). Die drei
resultierenden voltammetrischen Drei-Elektrodenanord-
nungen 2, 3, 4 sind geometrisch identisch. Deren drei
Kohlenstoff-Elektroden 18, 18a, 18b, 19, 19a, 19a, 20,
20a, 20b sind jeweils untereinander Uber elektrisch lei-
tende Kohlenstoffleiterziige 21, 22, 23 verbunden bzw.
parallel geschalten (Fig. 5A). Die Leiterztige sind am En-
de des Sensorsupports als Kontaktflachenelemente 21
a, 22a, 23a ausgebildet, damit der Sensor elektrisch mit
einem Glucosemeter kontaktiert werden kann, das die
erforderliche Polarisationsspannung bereitstellt und die
Signalverarbeitung tbernimmt. Eine zusétzliche Kohlen-
stoffkontaktflache 24 schaltet das Gerét ein bzw. aus.
Die einzelnen Arbeits-, Referenz- und Gegenelektroden
18, 18a, 18b, 19, 19a, 19b, 20, 20a, 20b sind in Fluss-
richtung der Probe jeweils nacheinander angeordnet,
wobei die Einzelelektrodenflachen jeweils 0,1 mm?2 be-
tragen. Die Geometrie des doppelseitigen Klebefilms 1b
ist weitgehend identisch mit der Geometrie der Isolati-
onslackschicht 1a, weist jedoch in den AbmaRen (LxB)
der Probeaufnahmekammer neben den Aussparungen
fur die Messfenster 2a,3a, 4a eine zusatzliche Ausspa-
rung fir die Probeaufnahmekammer 6¢ auf (Fig. 5C).
Mittels eines Stahlformeinsatzes wird eine Polycarbonat-
folie von 250 pm Dicke heilRgepragt. Die resultierende
Folie weist wie in Fig. 5D schematisch dargestellt defi-
nierte Strukturen in Form von Kammern und Kanalen auf.
Die Probeaufnahmekammer 6 mit einem Volumen von
4,2 pl verfugt am Ende der Kammer Uber eine mittig an-
geordnete, kreisfrmigen Offnung 6b, in deren unmittel-
barer Nahe ein Ubergangskanal 8 die Probeaufnahme-
kammer 6 mit einer maanderférmigen Hamolysestrecke
9 mit einem Volumen von 825 nl verbindet. Am Ende der
Hamolysestrecke 9 filhrt ein Ubergangskanal 7a zu einer
ersten Messkammer 7. Die Hamolysestrecke 9 geht in
eine weitere maanderférmige Strecke zur Rickhaltung
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des nichtglykierten Hamoglobins (HbA-RUlckhaltestrek-
ke) 25 Uber, die ein positiv- oder negativ geladenes po-
roses Tragermaterial enthalt und ein Volumen von 1,2 .l
aufweist. Von der HbA-RUckhaltestrecke 25 geht ein Ka-
nal 10 ab, der sich gabelt und dessen erster Abzweig
Uber eine Affinititskammer 12 mit einem Volumen von
84 nlin eine zweite Messkammer 11 und dessen zweiter
Abzweig Uber eine Verzégerungsstrecke 26 mit einem
Volumen von 500 nl in eine dritte Messkammer 14 miin-
det. An zwei der Messkammern 7, 11 schlieen sich Aus-
lasskanale 15, 16 mit jeweils 80 nl Volumen an, die in
Austrittséffnungen 15a, 16a miinden. Die dritte Mess-
kammer 14 geht in eine Abfallstrecke 27 Uber, das ein
Volumen von 1,2ul aufweist und der wiederum ein Aus-
lasskanal 16 und eine Austritts6ffnung 16a folgt. Die
Geometrien der Messkammern 7, 11, 14 sind identisch
und betragen jeweils 0,3 mm x 7 mm x 0,08 mm (84 nl).
Die Tiefen der Kanéle und Kammern betragen zwischen
20 pm und 100 pwm. Die Verbindungskanéle sind zwi-
schen 20 pm und 100 wm breit. Das Gesamtvolumen
der Anordnung, das die Probe von der Probeaufnahme-
kammer aus beginnend durchstréomt, betragt 4,15 p.l.
Auf die Elektrodenanordnungen 2, 3, 4 werden jeweils
mit einem Dispenser gleichmaRig verteilt 0,1 pl einer Re-
aktionslésung pro Elektrodenanordnung aufgetragen,
die aus 800 p.g Ferricyanid (Sigma), 160 pg Triton-X100
(Sigma) und 50 p.g mikrokristalliner Zellulose (Aldrich)
besteht. Die resultierende Reaktionsschicht wird 30 min
bei 40°C getrocknet. In die Probeaufnahmekammer 6
werden mittels Dispenser 1,5 ul einer 0,1 % igen wass-
rigen LOsung aus Triton-X100 tber die Flache gleichma-
Rig verteilt dosiert. In die maanderférmige Hamolyse-
strecke 9 werden 0,3 pl einer wassrigen 5 % igen
Saponinldsung gleichmaRig verteilt eingebracht. Beide
Lésungen werden bei 40°C in einem Umlufttrocken-
schrank getrocknet. In die rechteckférmigen Einzelseg-
mente 25a der Hamoglobinriickhaltestrecke 25 mit den
Abmafien (LxBxH) von 2 mm x 1 mm x 0,05 mm werden
ausgestanzte Filterpapierabschnitte (3MM Whatman)
mit gleichen Abmafen eingelegt, die mit einer Lésung
des Kationenaustauschers Nafion® (Du Pont) behandelt
wurden.

In die Messkammer 14 und die Affinitdtskammer 26 wer-
den Filterpapierabschnitte mit Abmafien von 0,3 mm x 7
mm x 0,05 mm eingesetzt, die zuvor mit Boronsaure mo-
difiziert werden. Zur Modifizierung der Zellulosematrix
wird das Papier in ein Glasgefall gelegt. In dieses Gefaly
wird eine wassrige Losung mit 2mg/ml N-Ethyl-N’-(3-di-
methylaminopropyl)-carbodiimid (EDC, Sigma E-1769)
und 6 mg/ml N-Hydroxysuccinimid (NHS, Sigma H-7377)
zugegeben und fur die Reaktion unter leichtem Schiitteln
Uber 30 Minuten inkubiert. Im Anschluss wird eine ent-
sprechende Konzentration von 10 mg/ml m-Aminophe-
nylboronsaure (Fluka 09199) eingebracht und fiir weitere
30 Minuten unter leichtem Schutteln inkubiert. Nach der
Reaktion, bzw. Bildung von Saureamidbindungen zwi-
schen Hydroxylgruppen der Cellulose und der Amino-
gruppe der m-Aminophenylboronsdure, wird die boron-
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saureimmobilisierte Zellulosematrix nacheinander mit
Phosphatpuffer und Wasser gewaschen. Die aktivierte
Matrix wird schlieRlich in 0,1 M Taurinpuffer (Sigma, T-
0625) pH 9 getranktund bei40 °C Giber 30 min getrocknet.
Danach wird das Filterpapier auf die Rechteckabmasse
von 0,3 mm x 7 mm geschnitten und in die Messkammer
14 und Affinitatskammer 12 eingesetzt.

SchlieRlich wird die mikrostrukturierte Kunststofffolie 5
mittels einer doppelseitigen, 30 um dicken Klebefolie (3
M), die wie in Fig. 5C dargestellt, Ausstanzungen fir die
Probeaufnahmekammer 6, und die Messkammern 7, 11,
14 aufweist, mit dem Grundsensor 1 formschlissig und
irreversibel verbunden. Dabei positionieren sich die Mes-
skammern 7, 11, 14 jeweils unmittelbar tber einer der
drei Elektrodenanordnungen 2, 3, 4.

Zur Durchfliihrung einer HBA1c¢ -Bestimmung wird der
Sensor Uber die Kontaktflachen 21a, 22a, 23a an das
Glucosemeter "GlucoLine" eingesteckt und dadurch die
Betriebsbereitschaft des Messgerates hergestellt. Ander
Arbeitselektrode 18 wird ein Polarisationspotential von
450 mV bereitgestellt, dass lber die Referenzelektrode
19 kontrolliert wird. Der amperometrische Messstrom
wird zwischen Arbeits- und Gegenelektrode 18, 20 ge-
neriert

Durch Kontakt des Probeaufnahmespalts 6a mit einem
Bluttropfen wird aufgrund der Kapillarwirkung die Probe
umgehend in die Probeaufnahmekammer 6 gesaugt. Die
am Ende der Probeaufnahmekammer angeordnete
kreisférmige Offnung 6b beschleunigt die Probeaufnah-
me erheblich.

[0053] Von der Probeaufnahmekammer 6 aus gelangt
die Probe (ber den Verbindungskanal 8 zur Hamolyse-
strecke 9. Beim Durchstromen der Strecke [6st die Blut-
probe das darin befindliche Saponin auf und es erfolgt
eine umgehende Hamolyse der Erythrozyten, die am En-
de der Hamolysestrecke 9 vollstandig ist. Durch einen
Ubergangskanal 7a gelangt ein Teil der hamolysierten
Probe in die erste Messkammer 7 und kommt am Ende
der Messkammer 7 zum Stillstand, da der Auslasskanal
15 aufgrund seines sehr geringen Querschnitts zwar die
verdrangte Luft zur Auslasséffnung 15a passieren lasst,
nicht aber die Probeflissigkeit selbst. Sobald die Probe
eine elektrolytische Verbindung zwischen Referenz-, Ar-
beits- und Gegenelektrode19, 18, 20 hergestellt hat wird
bei angelegter Polarisationsspannung ein Peakstrom
verursacht, der bei Uberschreiten eines vorgegebenen
internen Schwellwertes von 300 nA eine Triggerung ver-
anlasst, so dass nach einem festgelegten Zeitregime ei-
ne Strommessung zu einem definierten Zeitpunkt D er-
folgt. Der resultierende Faradaysche Messstrom an der
Arbeitselektrode 18a resultiert im Wesentlichen aus der
Reoxidation des Ferrocyanids, das durch das Gesamt-
hamoglobin der Probe reduziert wird.

Der Probehauptstrom gelangt jedoch von der Hamoly-
sestrecke 9 direkt in die HbA-Ruckhaltestrecke 25, die
aufgrund ihrer mit Kationenaustauscher dotierten Zellu-
losematrixeinsatze eine Ruckhaltung des nichtglykierten
Hamoglobins, das positiver als das glykierte Hdmoglobin
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geladen ist, bewirkt.

Nach dem Durchlaufen der HbA-Rickhaltestrecke 25
gelangt die Probe in einen Kanal 10, der sich gabelt. Der
erste Gabelabzweig flhrt Uber die Affinitdtskammer 12
in eine zweite Messkammer 11.

[0054] Die mitimmobilisierter Boronsaure modifizierte
Affinitdtskammer 12 bindet das glykierte Hdmoglobin, so
dass die Probe, die dann in die zweite Messkammer 11
gelangt, gegebenenfalls noch nichtglykiertes Hamoglo-
bin enthalt, das beim Durchlaufen der HbA-RUlckhal-
testrecke 25 nicht gebunden wurde.

In der zweiten Messkammer 11 wird wiederum unmittel-
bar mit deren Beflllung eine Stromtriggerung verursacht
und nach einem festgelegten Zeitregime eine Strommes-
sung zum Zeitpunkt veranlasst. Der Faradaysche Strom
an dieser Arbeitselektrode 18 resultiert im Wesentlichen
aus dem elektrochemisch aktiven Resten an nichtglykier-
tem Hamoglobins der Probe.

[0055] Uber den zweiten Gabelabzweig der Gabelung
10 gelangt der andere Anteil der Probe, in die Verzdge-
rungsstrecke 26, die erforderlich ist, um die Messignal-
generierung zwischen der zweiten und dritten Messkam-
mer 11, 14 zeitlich versetzt voneinander erfassen zu kén-
nen.

Die Verzdgerungsstrecke 26 miindet in der dritten Mes-
kammer 14, dabei Uberstromt die Probe die mit Boron-
saure modifizierte Zellulosematrix, so dass das glykierte
Hamoglobin der Probe an die exponierten Boronsaure-
molekiile anbinden. Das Probevolumen, das die Mess-
kammer 14 durchstrémt, und damit die Dauer der Anrei-
cherung des glykierten Hdmoglobins wird durch das Vo-
lumen des Probeabfallkanals 27 festgelegt. Erst wenn
dieser vollstandig gefillt ist, endet der Probefluss. Der
Probeabfallkanal weist ein Volumen von 1,2 pl auf. Die
Probe kommt wiederum aufgrund der Geometrie des
Auslasskanals 17 zum Stillstand.

Durch die Anreicherung des glykierten Hamoglobins wird
das Konzentrationsverhéltnis in der von glykiertem zu
restlichem nichtglykiertem Hamoglobin der Probe in der
dritten Messkammer 14 wesentlich verbessert und damit
der interferierende Einfluss des nichtglykierten Hamo-
globinrestes der Probe bei der direkten Messung des gly-
kierten Anteils vermindert.

Die Strommessung in der dritten Messkammer 14, erfolgt
wieder nach einer Stromtriggerung zu einem definierten
Zeitpunkt.

Der Faradaysche Strom an dieser Arbeitselektrode 18
resultiert vor allem aus dem Anteil des angereicherten
glykierten Hamoglobins der Probe und gegebenenfalls
aus einem kleinen Anteil von nichtglykiertem Hamoglo-
bin, das die Hamoglobinrickhaltestrecke passieren
konnte.

Dementsprechend werden im Messkanal nacheinander
drei gut voneinander unterscheidbare Messstromverlau-
feregistriert, die jeweils den typischen Verlauf einer chro-
noamperometrischen Messung aufweisen und jeweils
auf den vorangegangenen Stromwert aufsetzen.
[0056] Aus dem Messwert der ersten Messkammer
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wird das Gesamthamoglobin ermittelt.

[0057] Aus der Differenz zwischen den Messwerten
aus der dritten und zweiten Messkammer 14, 11 wird der
absolute Anteil des glykierten Hamoglobins ermittelt.
Aus dem Verhaltnis der ermittelten Werte fiir das Ge-
samthamoglobin und flr das glykierte Hamoglobin wird
der relative Anteil des glykierten Hdmoglobins der Probe
berechnet, das Uber Referenzmessungen und mit defi-
nierten Proben an HbA1c auf den relativen HbA1c-Wert
kalibriert wird.

[0058] Die resultierenden Werte werden durch das
Messgerat nacheinander zur Anzeige gebracht und ab-
gespeichert.

Abbildungen
[0059]
Fig. 1 Dreidimensionale Explosivdarstellung ei-

nes voltammetrischen Mikrofluidiksensors
zum Nachweis von glykiertem Hamoglobin
bestehend aus einem planaren Tragerma-
terial 1, der dreifach und geometrisch iden-
tisch aufgedruckt und parallel geschaltete
Drei-Elektrodenanordnungen 2, 3, 4 mit je-
weils einer Arbeits-, Referenz- und Gegen-
elektrode 18, 18a, 19, 19a, 20, 20a, sowie
Kohlenstoffleiterzlige 21, 22, 23, Isolations-
lack 1a mit Messfensteréffnungen 2a, 3a,
4a, gemeinsame Kontaktflachen 21a, 22a,
23a und einen zusatzlichen Gerateein-
schaltkontakt 24 aufweist, einer doppelsei-
tigen Klebefolie 1b und einer mikrostruktu-
rierten Kunststofffolie 5, in die eine Probe-
aufnahmekammer 6, eine erste Messkam-
mer 7, ein Ubergangskanal 8, eine Hamoly-
sekammer 9, einen sich gabelnden Kanal
10, eine zweite Messkammer 11 eine Affini-
tatssdule 12 mit kreisférmigen und durch
Kandle verbundenen Einzelsegmenten
12a, einen Kanal 13, der den sich gabelnden
Kanal 10 mit der zweiten Messkammer 11
verbindet, eine dritte Messkammer 14 und
in die jeweils an den Messkammern sich an-
schlieBende Austrittskanale 15, 16, 17 mit
Austrittséffnungen 15a, 15b, 15¢ eingepragt
sind.
Fig. 2 Draufsicht auf den Trager 1 eines voltam-
metrischen Mikrofluidiksensors zum Nach-
weis von glykiertem Hamoglobin mit drei
Drei-Elektrodenanordnungen 2, 3, 4 Ar-
beits-, Referenz- und Gegenelektroden 18,
18a, 19, 19a, 20, 20a, Kontaktflachen 213,
22a, 23a und Schaltkontakt 24 und Isolati-
onslack 1a mit Messfensteroffnungen 2a,
3a, 4a.
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Fig. 3

Fig. 4a,b

Fig. 5A

Fig. 5B,

Fig. 5C

Fig. 5D

Fig. 5E

24

Draufsicht auf einen voltammetrischen Mi-
krofluidiksensor zum Nachweis von glykier-
tem Hamoglobin mit einem planaren Trager
1, Kontaktflachen 21a, 22a, 23a, einem zu-
satzlichen Gerateeinschaltkontakt 24 und
einer mikrostrukturierten Kunststofffolie 5, in
die eine Probeaufnahmekammer 6, eine er-
ste Messkammer 7, ein Ubergangskanal 8,
eine Hadmolysekammer 9, einen sich ga-
belnden Kanal 10, eine zweite Messkammer
11, eine maanderférmige Affinitatssaule 12
mit rechteckigen Einzelsegmenten 12a, die
durch Kanéale verbunden sind, einen Kanal
13, der den sich gabelnden Kanal 10 mit der
zweiten Messkammer 11 verbindet, eine
dritte Messkammer 14 und in die jeweils an
den Messkammern sich anschlieRende
Austrittskanale 15, 16, 17 eingepragt sind.

Messstromaufzeichnung (Fig. 4a) und La-
dungsaufzeichnung (4b) der Messung mit
dem voltammetrischen Mikrofluidiksensor
zum Nachweis von glykiertem Hamoglobin,
wobei die Peakstrome A, B und C in Fig. 4a
bzw. die Ladungsanstiege A, B, C in Fig. 4b
Indikatoren der vollstandigen Befiillung der
Messkammern bzw. der Bedeckung der
Drei-Elektrodenanordnungen mit Probe-
flissigkeit und gleichzeitig Triggersignale
fur definierte Messwertnahmen zu den Zeit-
punkten D, E, F sind.

Draufsicht Elektrodenflachen 18, 18a, 19,
19a, 20, 20a, 18b, 19b, 20b bzw. Kohlen-
stoffleiterziige - und Kontaktflachen 21, 21
a, 22, 22a, 23, 23a auf Trager 1

Isolationsschicht 1a, die Uber die Leiterziige
gedruckt wird, weist Giber den Elektrodenfla-
chen jeweils rechteckige Aussparungen 2a,
3a, 4a auf

Doppelseitige Klebefolie 1b mit jeweils
rechteckigen Aussparungen 2a, 3a, 4a fir
Elektrodenanordnungen 2,3 ,4 und Aus-
sparung 6c¢ fiir die Probeaufnahme kammer
6.

Schematisch dargestellte definierte Struktu-
ren der heilRgepragten Kunststofffolie 5 in
Form von Kammern und Kanélen.

Draufsicht auf Gesamtansicht des Sensors
mit bedrucktem Trager 1, doppelseitiger
Klebefolie 1b und heigepragter Kunststoff-
folie 5 mit definierten Strukturen in Form von
Kammern und Kanalen.
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Bezugszeichenliste

[0060]
1

1a

1b
2,3,4

2a,3a,4a

6a
6b

6¢c

10

11

12

13

14

15,16, 17
15a,16a,17a
18, 18a

19, 19a

20, 20a
21,22,23
21a,22a,23a
24

25

planarer Trager
Isolationsschicht

Klebefolie
Elektrodenanordnungen
Messfensteroffnungen
Kunsstofffolie
Probeaufnahmekammer
Probeaufnahmekammerspalt
kreisformige Offnung

Aussparung der Klebefolie fiir Probeauf-
nahmekammer

erste Messkammer
Ubergangskanal
Hamolysekammer
Austrittskanal

zweite Messkammer
Affinitdtskammer
Kanal

dritte Messkammer
Auslasskanéle
Austritts6ffnungen
Arbeitselektrode
Referenzelektrode
Gegenelektrode
Kohlenstoffleiterzlige
Kontaktflachen
Gerateeinschaltkontakt

FlieRstrecke (Rickhaltestrecke fir
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26

27

26
nichtglykiertes Hb)
Verzégerungsstrecke

Probeabfallkanal

Patentanspriiche

1.

Voltammetrischer Mikrofluidiksensor zum direkten
oder indirekten Nachweis von glykiertem Hamoglo-
bin wobei

- ein planares Tragermaterial (1), das drei geo-
metrisch identisch aufgedruckte und parallel ge-
schaltete voltammetrische Drei-Elektrodenan-
ordnungen aufweiset, die jeweils aus Arbeits-,
Referenz- und Gegenelektroden bestehen,

- eine daruber befindliche Isolationsschicht (1a)
mit Messfenstern (iber den jeweiligen Elekro-
denanordnungen und

- eine mikrostrukturierte Kunststofffolie (5), um-
fassend eine Probeaufnahmekammer (6), drei
Messkammern (7), (11) und (14), eine Hamoly-
sekammer (9) zur Hamolyse von Erythrozyten
und mindestens eine Affinitatskammer (12) zur
Bindung von glykiertem Hamoglobin, sowie
Ubergangs- und Austrittskanéle, wobei die Re-
aktions- und Messkammem (6), (7), (9), (11),
(12), (14) mit Reagenzien zur Zelllyse, Separa-
tion, Affinitatsreaktion und chemischen, elektro-
chemischen oder enzymatischen Reaktionen
dotiert sind,

und wobei planarer Trager (1), Isolationsschicht (1a)
und Folie (5) formschliissig und irreversibel so mit-
einander verbunden sind, dass die Probeaufnahme-
kammer (6) in der Folie (5) mit dem Trager (1) einen
Spalt (6a) zur Probenaufnahme bildet und die Mes-
skammem jeweils Gber den Elektrodenanordnungen
auf dem Tragermaterial (1) positioniert sind.

Mikrofluidiksensor zum direkten Nachweis von gly-
kiertem Hamoglobin nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die mikrostrukturierte Kunst-
stofffolie (5) umfasst:

die Probeaufnahmekammer (6), die mit der H&-
molysekammer (9) verbunden ist, die Hdmoly-
sekammer (9), die ein Detergenz zur Hdmolyse
von Erythrocyten aufweist,

einmal mit der ersten Messkammer (7) die mit
einem Redoxmediator zur Ermittlung des Ge-
sarnthdmoglobingehaltes der Probe dotiert ist,
verbunden ist, und weiterhin Uber einen
FlieBabschnitt (25), der so dotiert ist, dass nicht-
glykiertes Hdmoglobin gebunden oder in sei-
nem Fluss merklich behindert wird, mit der Affi-
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nitdtskammer (12) verbunden ist, die mit minde-
stens einem affinen Agens zur Bindung von gly-
kiertern Hdmoglobin dotiert ist, und an die sich
die zweite Messkammer (11), die mediator-
dotiert zur Ermittlung von restlichem nichtgly-
kiertem Hamoglobin ist, anschlie3t, wobei ein
sich gabelnder Kanal (10) im Anschluss an den
FlieBabschnitt (25) zum einen die Verbindung
zur Affinitdtskammer (12) gewahrleistet und
zum anderen Uber eine Verzdgerungsstrecke
(26) mit der dritten Messkammer (14) verbun-
den ist, die ebenfalls ein affines Agens zur Bin-
dung von glykierten Hamoglobin enthalt und
mediatordotiert zur Ermittlung von glykiertem
Hamoglobin ist, wobei sich an diese Messkam-
mer (14) ein Probeabfallkanal (27) zur Anreiche-
rung von glykiertem Hamoglobin in der dritten
Meskammer 14 anschlief3t.

3. Mikrofluidiksensor nach Anspruch 1 oder 2, da-

durch gekennzeichnet, dass die jeweils in den
Messkammem dotierten Redoxmediatoren und Ad-
ditive in der Art und Konzentration gleich sind.

Mikrofluidiksensor nach einem der Anspriiche 1 bis
3, gekennzeichnet durch

a. Tragermaterial (1), das dreifach und geome-
trisch identisch aufgedruckt parallel geschaltete
voltammetrische Drei-Elektrodenanordnungen
(2), (3) und (4) aufweist, die jeweils aus Arbeits-,
Referenz- und Gegenelektroden (18, 18a), (19,
19a), (20, 20a) bestehen und Uber Leiterziige
mit Kontaktflachen (21, 21a, 22, 22a, 23, 23a)
verbunden sind,

b. Isolationslackschicht (1a),

c. mikrostrukturierte Kunststofffolie (5) enthal-
tend

i. die Probeaufnahmekammer (6) mit Anti-
dotmittel, an deren Ende sich eine kreisfor-
mige Offnung (6b) befindet, die in einen

ii. Ubergangskanal (8) fiihrt, an den sich die
Hamolysekammer (9) mit hadmolytischem
Detergenz anschlief3t,

ii. eine aus der Hamolysekammer (9) fiih-
renden Kanal (7a), der zur ersten mediator-
haltigen Messkammer (7) fihrt,

iv. einen aus der Hdmolysekammer (9) fiih-
renden FlieRabschnitt (25), ggf. mit Einzel-
segmenten mit affinem Agens,

v. den sich gabelnden Kanal (10), der ein-
mal zur Affinitdtskammer (12) fihrt, ggf mit
Einzelsegmenten mit affinem Agens, der
die zweite mediatorhaltige Messkammer
(11) folgt, und der zum anderen

vi. zur Verzogerungsstrecke (26) fuhrt, der
die dritte mediatorhaltige Messkammer mit
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affinen Agens gegen glykiertes Hamoglobin
(14) mit Probeabfallkanal (27) folgt,

vii. jeweils an die Messkammern sich an-
schlieBende Austrittskanale (15), (16), (17)
mit Austrittséffnungen (15a) ,(15b), (15c).

Mikrofluidiksensor zum indirekten Nachweis von gly-
kiertem Hamoglobin nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die mikrostrukturierte Kunst-
stofffolie (5) umfasst:

die Probeaufnahmekammer (6) mit mindestens
einem Antidotmittel zur Reduktion von Metha-
moglobin, an die sich die Hamolysekammer (9)
mit mindestens einem Detergenz zur Hamolyse
von Erythrozyten anschlief3t, die zum einen mit
der Messkammer (11) verbunden ist, die mit
mindestens einem Redoxmediator zur Ermitt-
lung des Gesamt-Hb dotiertist und zum anderen
mit der Affinitdtskammer (12),

die mit mindestens einem affinen Agens zur Bin-
dung von glykiertem Hamoglobin dotiert ist, an
die sich dann die weitere, ebenfalls mediator-
dotierte Messkammer (14) zur Ermittlung des
nichtglykierten Hdmoglobins anschlieRt, und
dass die Messkammer (7), die sich parallel zur
Hamolysekammer (9) an der Probeaufnahme-
kammer (6) befindet, zur Ermittlung von Interfe-
renzen durch anwesende elektrochemische
Substanzen mit mindestens einem Redoxme-
diator, dotiert ist.

Mikrofluidiksensor nach Anspruch 5, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die jeweils in den Messkam-
mern dotierten Redoxmediatoren und Additive in der
Art und Konzentration gleich sind.

Mikrofluidiksensor nach einem der Anspriiche 1, 5
oder 6, gekennzeichnet durch

a. Tragermaterial (1), das dreifach und geome-
trisch identisch aufgedruckt parallel geschaltete
voltammetrische Drei-Elektrodenanordnungen
(2), (3) und (4) aufweist, die jeweils aus Arbeits-,
Referenz- und Gegenelektroden (18, 18a), (19,
19a), (20, 20a) bestehen und (ber Leiterziige
mit Kontaktflachen (21, 21a, 22, 22a, 23, 23a)
verbunden sind,

b. Isolationslackschicht (1a),

c. mikrostrukturierte Kunststofffolie (5) enthal-
tend

i. Probeaufnahmekammer (6) mit Antidot-
mittel,

ii. die erste mediatorhaltige Messkammer
(7), parallel dazu

iii. Ubergangskanal (8) mit sich anschlie-
Render Hamolysekammer (9) mit hamolyti-
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schem Detergenz,

iv. aus der Hamolysekammer (9) fihrender
und sich gabelnder Kanal (10), der Gber

v. einen direkten Kanal (13) zur zweiten me-
diatorhaltigen Messkammer (11) fiihrt und
parallel

vi. zur Affinitatskammer (12), ggf. mit Ein-
zelsegmenten (12a) mit affinem Agens, der
eine dritte mediatorhaltige Messkammer
(14) folgt, und

vii. jeweils an die Messkammern sich an-
schlieBende Austrittskanale (15), (16), (17)
mit Austrittséffnungen (15a) ,(15b), (15¢c).

Mikrofluidiksensor nach einem der Anspriiche 1 bis
7, dadurch gekennzeichnet, dass die Kunststoff-
folie (5) eine Dicke von 100 wm bis 500 p.m aufweist.

Mikrofluidiksensor nach einem der Anspriiche 1 bis
8, dadurch gekennzeichnet, dass die Mikrostruk-
turen in der Kunststofffolie (5) in Form von Kammern
und Kanalen Tiefen zwischen 20 pm und 100 pm
und Breiten bzw. Langen zwischen 20 pm und 4000
pm aufweisen.

Mikrofluidiksensor nach einem der Anspriiche 1 bis
9, dadurch gekennzeichnet, dass das Volumen
der Probeaufnahmekammer (6) zwischen 1 pl und
10 pl, vorzugsweise 2 pl bis 5 pl, betragt und das
Gesamtvolumen aller anderen Kammern und Ver-
bindungskanale nicht gréRer als das der Probeauf-
nahmekammer (6) ist.

Mikrofluidiksensor nach einem der Anspriiche 1 bis
10, dadurch gekennzeichnet, dass er zwischen
Isolationsschicht (1a) und mikrostrukturierter Kunst-
stofffolie (5) eine Klebefolie (1b) mit Messfenstem
Uber den jeweiligen Elekrodenanordnungen und ei-
ner Aussparung 6c¢ Uber der Probeaufnahmekam-
mer 6 aufweist.

Mikrofluidiksensor nach Anspruch 11, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Klebefolie (1b) eine Dicke
von 30 pm bis 50 wm besitzt und doppelseitig mit
dem planaren Trager (1) und der Kunststofffolie (5)
nahezu formschlissig verbunden ist.

Mikrofluidiksensor nach einem der Anspriiche 1 bis
12, dadurch gekennzeichnet, dass die Kunststoff-
folie (5) aus Polycarbonat oder Polyester besteht.

Mikrofluidiksensor nach einem der Anspriiche 1 bis
13, dadurch gekennzeichnet, dass er als Antidot-
mittel in der Probeaufnahmekammer (6) einen chi-
noiden Redoxfarbstoff, vorzugsweise Toluidinblau
oder Methylenblau in einer Menge zwischen 0,1 mg
und 1 mg, aufweist.
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

30

Mikrofluidiksensor nach einem der Anspriiche 1 bis
14, dadurch gekennzeichnet, dass er in der Ha-
molysekammer (9) als hamolytisch wirksames De-
tergenz Saponin oder ein nichtionogenes Tensid
aufweist, vorzugsweise Saponin in einer Menge zwi-
schen 0,05 mg und 1 mg.

Mikrofluidiksensor nach einem der Anspriiche 1 bis
15, dadurch gekennzeichnet, dass er als affines
Agens in den Affinitdtseinrichtungen (12) und (26)
Boronsaure, ein Boronsaurederivat oder Antikérper
in einer Menge zwischen 0,5 mg und 10 mg aufweist.

Mikrofluidiksensor nach einem der Anspriiche 1 bis
14, dadurch gekennzeichnet, dass er als Redox-
mediator in den jeweiligen Messkammern ein Chi-
non, Chinonderivat, einen chinoiden Redoxfarbstoff
aus der Gruppe der Phenazine, Phenoxazine, Phe-
nothiazine, Indamine, Metallocene, oder einen re-
doxaktiven Metallkomplex in einer Menge zwischen
0,5 mg und 10 mg aufweist.

Mikrofluidiksensor nach einem der Anspriiche 1 und
5 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass er in der
FlieBstrecke (25) als affines Agens zur Bindung von
nichtglykiertem Hamoglobin ein geladenes poréses
Tragermaterial in Form eines geladenen Polymers
oder lonenaustauschers aufweist.

Verfahren zum indirekten Nachweis von glykiertem
Hamoglobin dadurch gekennzeichnet, dass man
einen Mikrofluidiksensor gemaR einem der Anspri-
chen 1 bis 4 und 8 bis 17 in ein adaptiertes Gluco-
semeter positioniert, mit einer zu analysierenden
Probe in Kontakt bringt, an die Arbeitselektroden ei-
ner potentiostatischen Drei-Elektrodenanordnung,
ein Polarisationspotential anlegt und aufgrund der
einzelnen Probeaufbereitungsschritte beim Durch-
laufen der Probe in den jeweiligen Messkammern,
die amperometrisch erzeugten, zeitlich versetzten
Strommesssignale fir ggf. Interferenzen, den Ge-
samtgehalt an Hdmoglobin und den Gehalt an nicht-
glykiertem Hamoglobin ermittelt und anschlieRend
den relativen Gehalt an glykiertem Ha&moglobin
durch Differenzbildung zwischen den Messignalen
aus dem Gehalt an Gesamthéamoglobin und nicht-
glykiertem Hamoglobin und der Verhaltnisbildung
aus der Differenz zum Gesamthamoglobinwert be-
rechnet.

Verfahren zum direkten Nachweis von glykiertem
Hamoglobin dadurch gekennzeichnet, dass man
einen Mikrofluidiksensor gemaR einem der Anspri-
che 1 und 5 bis 18 in ein adaptiertes Glucosemeter
positioniert, mit einer zu analysierenden Probe in
Kontakt bringt, an die Arbeitselektroden einer poten-
tiostatischen Drei-Elektrodenanordnung, ein Polari-
sationspotential anlegt und aufgrund der einzelnen
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Probeaufbereitungschritte beim Durchlaufen der
Probe von der Aufnahme am Kapillarspalt 6a der
Probeaufnahmekammer 6 bis zu den Auslasskana-
len 15, 16 17 in den jeweiligen Messkammem die
amperometrisch erzeugten, zeitlich versetzten
Strommesssignale fir den Gesamtgehalt an Hamo-
globin, den Gehalt an restlichem, nach Probeaufbe-
reitung noch in der Probe enthaltenen nichtglykier-
tem Hamoglobin und den Gehalt an glykiertem Ha-
moglobin nach seiner Anreicherung in der dritten
Messkammer 14 ermittelt, wobei zur Bestimmung
des relativen glykierten Hdmoglobinanteils die Dif-
ferenz zwischen dem in der dritten Messkammer 14
ermitteltem Messwert aus glykiertem Hamoglobin
und dem in der zweiten Messkammer 11 ermittelten
Messwert aus restlichen, nichtglykiertem Hamoglo-
bin gebildet und zum Gesamthamoglobinanteil, des-
sen Wert in der ersten Messkammer 7 ermittelt wur-
de, in Verhaltnis gesetzt wird.

Claims

A voltammetric microfluidic sensor for direct or indi-
rect detection of glycated hemoglobin, character-
ized by

- a planar support material (1) having three par-
allel-connected voltammetric three-electrode
arrays geometrically identically printed thereon,
each one consisting of working, reference and
counter-electrodes,

- an insulating layer (1a) situated thereabove,
with measurement windows over the respective
electrode arrays, and

- a microstructured plastic film (5) comprising a
sample-receiving chamber (6), three measure-
ment chambers (7), (11) and (14), a hemolysis
chamber (9) for hemolysis of erythrocytes and
at least one affinity chamber (12) for binding gly-
cated hemoglobin, as well as transfer and outlet
channels, said reaction and measurement
chambers (6), (7), (9), (11), (12), (14) being
doped with reagents for cell lysis, separation,
affinity reaction, and chemical, electrochemical
or enzymatic reactions,

and wherein said planar support (1), insulation layer
(1a) and film (5) are positively and irreversibly bond-
ed together in such a way that the sample-receiving
chamber (6) in the film (5) forms a gap (6a) with the
support (1) for sample uptake, and the measurement
chambers are positioned respectively above the
electrode arrays on the support material (1).

The microfluidic sensor for direct detection of glycat-
ed hemoglobin according to claim 1, characterized
in that the microstructured plastic film (5) comprises:
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the sample-receiving chamber (6) connected to
the hemolysis chamber (9),

the hemolysis chamber (9) which has a deter-
gentfor erythrocyte hemolysis and is connected,
onthe one hand, to the first measurement cham-
ber (7) doped with aredox mediator to determine
the total hemoglobin content of the sample and,
on the other hand, via a flow section (25), which
is doped in such a way that non-glycated hemo-
globin is bound or significantly impeded in its
flow, to the affinity chamber (12) doped with at
least one affinity agent for binding glycated he-
moglobin, which is followed by the second
measurement chamber (11) doped with media-
tor for determining residual non-glycated hemo-
globin, a bifurcating channel (10) downstream
of flow section (25) on the one hand ensuring
connection to the affinity chamber (12) and on
the other hand being connected via a delay sec-
tion (26) to the third measurement chamber (14)
which likewise contains an affinity agent for bind-
ing glycated hemoglobin and is doped with me-
diator for determining glycated hemoglobin, said
measurement chamber (14) being followed by
a sample waste channel (27) for accumulation
of glycated hemoglobin in the third measure-
ment chamber 14.

The microfluidic sensor according to claim 1 or 2,
characterized in that the redox mediators and ad-
ditives respectively doped in the measurement
chambers are identical in type and concentration.

The microfluidic sensor according to any of claims 1
to 3, characterized by

a. a support material (1) having parallel-con-
nected voltammetric three-electrode arrays (2),
(3) and (4) printed thereon in triplicate so as to
be geometrically identical, each one consisting
of working, reference and counter-electrodes
(18, 18a), (19, 19a), (20, 20a) and being con-
nected to contact surfaces (21, 21a, 22, 22a, 23,
23a) via conductor tracks,

b. an insulating varnish layer (1a),

c. a microstructured plastic film (5) including

i. the sample-receiving chamber (6) with an-
tidote agent, at the end of which a circular
opening (6b) is situated which leads into

ii. the transfer channel (8) which is followed
by the hemolysis chamber (9) with hemo-
lytic detergent,

iii. a channel (7a) leading out of the hemo-
lysis chamber (9) and into the first meas-
urement chamber (7) containing mediator,
iv. a flow section (25) leading out of the
hemolysis chamber (9), optionally having
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single segments with affinity agent,

v. the bifurcating channel (10) which on the
one hand leads to the affinity chamber (12)
optionally having single segments with af-
finity agent, followed by the second meas-
urement chamber (11) containing mediator,
and on the other hand leads to

vi. the delay section (26), followed by the
third mediator-containing measurement
chamber with affinity agent for glycated he-
moglobin (14) with sample waste channel
(27),

vii. outlet channels (15), (16), (17) down-
stream of the respective measurement
chambers, with outlet openings (15a),
(15b), (15c).

The microfluidic sensor for indirect detection of gly-
cated hemoglobin according to claim 1, character-
ized in that the microstructured plastic film (5) com-
prises:

the sample-receiving chamber (6) with at least
one antidote agent for reduction of methemo-
globin, which is followed by the hemolysis cham-
ber (9) with at least one detergent for hemolysis
of erythrocytes, which is connected, on the one
hand, to the measurement chamber (11) doped
with a redox mediator to determine the total Hb
and, on the other hand, to the affinity chamber
(12) doped with at least one affinity agent for
binding glycated hemoglobin, which is followed
by the additional, likewise mediator-doped
measurement chamber (14) for determining
non-glycated hemoglobin, and in that the meas-
urement chamber (7), which is situated parallel
to the hemolysis chamber (9) on the sample-
receiving chamber (6), is doped with atleast one
redox mediator to identify interferences caused
by the presence of electrochemical substances.

The microfluidic sensor according to claim 5, char-
acterized in that the redox mediators and additives
respectively doped in the measurement chambers
are identical in type and concentration.

The microfluidic sensor according to any of claims
1, 5 or 6, characterized by

a. a support material (1) having parallel-con-
nected voltammetric three-electrode arrays (2),
(3) and (4) printed thereon in triplicate so as to
be geometrically identical, each one consisting
of working, reference and counter-electrodes
(18, 18a), (19, 19a), (20, 20a) and being con-
nected to contact surfaces (21, 21a, 22, 22a, 23,
23a) via conductor tracks,

b. an insulating varnish layer (1a),

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

18

EP 1 593 339 B1

10.

11.

12

13.

34
¢. a microstructured plastic film (5) including

i. the sample-receiving chamber (6) with an-
tidote agent,

ii. the first mediator-containing measure-
ment chamber (7),

iii. the transfer channel (8) parallel thereto,
followed by the hemolysis chamber (9) with
hemolytic detergent,

iv. the bifurcating channel (10) which leads
out of the hemolysis chamber (9) and via
v. a direct channel (13) to the second me-
diator-containing measurement chamber
(11) and is parallel to

vi. the affinity chamber (12) optionally hav-
ing single segments (12a) with affinity
agent, followed by a third mediator-contain-
ing measurement chamber (14), and

vii. outlet channels (15), (16), (17) down-
stream of the respective measurement
chambers, with outlet openings (15a),
(15b), (15c).

The microfluidic sensor according to any of claims 1
to 7, characterized in that the plastic film (5) has a
thickness of from 100 pwm to 500 p.m.

The microfluidic sensor according to any of claims 1
to 8, characterized in that the microstructures in
the plastic film (5) in the form of chambers and chan-
nels have depths between 20 um and 100 wm and
widths or lengths between 20 pm and 4000 p.m.

The microfluidic sensor according to any of claims 1
to 9, characterized in that the volume of the sam-
ple-receiving chamber (6) is between 1 wland 10 p.l,
preferably 2 pl to 5 pl, and that the total volume of
all the other chambers and connecting channels is
not greater than that of the sample-receiving cham-
ber (6).

The microfluidic sensor according to any of claims 1
to 10, characterized in that, between the insulation
layer (1a) and the microstructured plastic film (5), it
has an adhesive film (1b) with measurement win-
dows above the respective electrode arrays and a
recess 6¢ above the sample-receiving chamber 6.

The microfluidic sensor according to claim 11, char-
acterized in that the adhesive film (1b) has a thick-
ness of 30 um to 50 wm and a virtually positive dou-
ble-side bond to the planar support (1) and the plastic
film (5).

The microfluidic sensor according to any of claims 1
to 12, characterized in that the plastic film (5) is
made of polycarbonate or polyester.
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The microfluidic sensor according to any of claims 1
to 13, characterized in that it has a quinoid redox
dye, preferably toluidine blue or methylene blue in
an amount between 0.1 mg and 1 mg as antidote
agent in the sample-receiving chamber (6).

The microfluidic sensor according to any of claims 1
to 14, characterized in that it has saponin or a no-
nionic surfactant as hemolytically active detergentin
the hemolysis chamber (9), preferably saponin in an
amount between 0.05 mg and 1 mg.

The microfluidic sensor according to any of claims 1
to 15, characterized in that it has a boronic acid, a
boronic acid derivative or antibodies in an amount
of between 0.5 mg and 10 mg as affinity agent in the
affinity units (12) and (26).

The microfluidic sensor according to any of claims 1
to 14, characterized in that it has a quinone, qui-
none derivative, a quinoid redox dye from the group
of phenazines, phenoxazines, phenothiazines, in-
damines, metallocenes or a redox-active metal com-
plex in an amount of between 0.5 mg and 10 mg as
redox mediator in the respective measurement
chambers.

The microfluidic sensor according to any of claims 1
and 5 to 14, characterized in that it has a charged
porous support material in the form of a charged pol-
ymer or ion exchanger in the flow section (25) as
affinity agent for binding non-glycated hemoglobin.

A method for indirect detection of glycated hemo-
globin, characterized in that a microfluidic sensor
according to any of claims 1to4 and 8 to 17 is placed
in an adapted glucose meter, contacted with a sam-
ple to be analyzed, a polarization potential is applied
to the working electrodes of a potentiostatic three-
electrode array, and the amperometrically generat-
ed, time-shifted current measurement signals for
possible interferences, total content of hemoglobin
and content of non-glycated hemoglobin are deter-
mined on the basis of the individual sample process-
ing steps during passage of the sample in the re-
spective measurement chambers, and the relative
content of glycated hemoglobin is subsequently cal-
culated by forming the difference between the meas-
ured signals from the content of total hemoglobin
and non-glycated hemoglobin and the ratio of the
difference to the total hemoglobin value.

A method for direct detection of glycated hemoglob-
in, characterized in that a microfluidic sensor ac-
cording to any of claims 1 and 5 to 18 is placed in
an adapted glucose meter, contacted with a sample
to be analyzed, a polarization potential is applied to
the working electrodes of a potentiostatic three-elec-
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trode array, and the amperometrically generated,
time-shifted current measurement signals for total
content of hemoglobin, content of residual non-gly-
cated hemoglobin still contained in the sample after
sample processing, and content of glycated hemo-
globin after accumulation thereof in the third meas-
urement chamber 14 are determined on the basis of
the individual sample processing steps during pas-
sage of the sample from the intake at the capillary
gap 6a of the sample-receiving chamber 6 all the
way to the outlet channels 15, 16 17 in the respective
measurement chambers, and the relative content of
glycated hemoglobin is determined by forming the
difference between the measured value of glycated
hemoglobin determined in the third measurement
chamber 14 and the measured value of residual,
non-glycated hemoglobin determined in the second
measurement chamber 11 and forming the ratio
thereof to the total hemoglobin content, the value of
which has been determined in the first measurement
chamber 7.

Revendications

Capteur microfluidique voltampérométrique destiné
aladétection directe ou indirecte d’hémoglobine gly-
quée, caractérisé par

- un matériau de support planaire (1), qui com-
prend trois agencements a trois électrodes vol-
tampérométriques empreints de maniére géo-
métriquement identique et connectés en paral-
lele, constitués respectivement d’électrodes de
travail, de référence et de contre-électrodes,
-une couche d’isolation (1a) se trouvant au-des-
sus de celui-ci, comportant des fenétres de me-
sure au-dessus des agencements respectifs
d’électrode et

- un film plastique microstructuré (5), compre-
nantune chambre de réception d’échantillon (6),
trois chambres de mesure (7), (11) et (14), une
chambre d’hémolyse (9) destinée a 'hémolyse
des érythrocytes et au moins une chambre d’af-
finité (12) destinée a lier 'Thémoglobine glyquée,
ainsi que des canaux de transfert et de sortie,
les chambres de réaction et de mesure (6), (7),
(9), (11), (12), (14) étant dopées avec des réac-
tifs de lyse cellulaire, de séparation, de réaction
d’affinité et de réactions chimiques, électrochi-
miques ou enzymatiques,

etdanslequelle support planaire (1), la couche d’iso-
lation (1a) et le film (5) sont reliés I'un a 'autre par
complémentarité de formes et de fagon irréversible
de telle sorte que la chambre de réception d’échan-
tillon (6) forme une fente (6a) pour la réception de
I’échantillon dans le film (5) avec le support (1) et les
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chambres de mesure sont positionnées respective-
ment au-dessus des agencements d’électrode sur
le matériau de support (1).

Capteur microfluidique destiné a la détection directe
de ’'hémoglobine glyquée selon la revendication 1,
caractérisé en ce que le film plastique microstruc-
turé (5) comprend :

la chambre de réception d’échantillon (6), qui
estreliée ala chambre d’hémolyse (9), la cham-
bre d’hémolyse (9), qui comprend un détergent
pour 'hémolyse des érythrocytes, est reliée
d’une part a la premiére chambre de mesure (7)
pourvue d’un médiateur redox destiné a déter-
miner la teneur en hémoglobine totale de
I'échantillon, et est reliée, par l'intermédiaire
d’un segment d’écoulement (25) dopé de telle
sorte que ’'hémoglobine non glyquée est liée ou
entravée dans son écoulement de maniére per-
ceptible, a la chambre d’affinité (12) dopée avec
au moins un agent affine destiné a lier ’hémo-
globine glyquée, et a laquelle la seconde cham-
bre de mesure (11),

dopée avec un médiateur destiné a déterminer
I’'hémoglobine non glyquée restante, est raccor-
dée, moyennant quoi un canal (10) bifurquant
en aval du segment d’écoulement (25) garantit
d’'une part la liaison vers la chambre d’affinité
(12) et d’autre part est relié par 'intermédiaire
d’une section de retardement (26) a la troisieme
chambre de mesure (14), qui contient égale-
ment un agent affine destiné a lier 'hémoglobine
glyquée et est dopée avec un médiateur destiné
a déterminer 'hémoglobine glyquée, ladite troi-
siéme chambre de mesure (14) étant suivie par
un canal de résidu d’échantillon (27) destiné a
concentrer ’hémoglobine glyquée dans la troi-
siéme chambre de mesure 14.

3. Capteur microfluidique selon la revendication 1 ou

2, caractérisé en ce que les médiateurs redox et
les additifs dopés respectivement dans les cham-
bres de mesure sont identiques dans I'espéce et la
concentration.

Capteur microfluidique selon I'une des revendica-
tions 1 a 3, caractérisé par

a. un matériau de support (1), qui comprend des
agencements de trois électrodes (2), (3) et (4)
voltampérométriques, connectés en paralléle,
empreints de maniére géométriguement identi-
que en trois fois, constitués respectivement
d’électrodes de travail, de référence et de con-
tre-électrodes (18, 18a) (19, 19a), (20, 20a) et
qui sont reliés par l'intermédiaire de conduc-
teurs aux surfaces de contact (21, 21a, 22, 22a,
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23, 23a),

b. une couche de vernis d’isolation (1a),

c. un film plastique (5) microstructuré compre-
nant

i. la chambre de réception d’échantillon (6)
contenant un agent d’antidote, a I'extrémité
de laquelle une ouverture circulaire (6b) se
trouve, qui conduit dans

ii. un canal de transfert (8), qui est suivi de
lachambre d’hémolyse (9) contenantun dé-
tergent hémolytique,

iii. un canal (7a) conduisant a I'extérieur de
la chambre d’hémolyse (9), et menant a la
premiere chambre de mesure (7) contenant
un médiateur,

iv. un segment d’écoulement (25) menant
a I'extérieur de la chambre d’hémolyse (9),
comportant éventuellement des segments
individuels contenant un agent affine,

v. le canal bifurquant (10), qui conduit d’une
part a la chambre d’affinité (12) comportant
éventuellement des segments individuels
contenant un agent affine, suivie par la se-
conde chambre de mesure (11) contenant
un médiateur, et qui méne d’autre part a
vi. la section de retardement (26), suivie de
la troisieme chambre de mesure (14) con-
tenant un médiateur, comportant un agent
affine vis-a-vis de I'hémoglobine glyquée,
et comportant un canal de résidu d’échan-
tillon (27),

vii. des canaux de sortie (15, 16, 17) con-
nectés respectivement en aval des cham-
bres de mesure et comportant des ouvertu-
res de sortie (15a, 15b, 15c).

Capteur microfluidique de détectionindirecte de I'hé-
moglobine glyquée selon la revendication 1, carac-
térisé en ce que le film plastique microstructuré (5)
comprend :

la chambre de réception d’échantillon (6) com-
portant au moins un agent d’antidote pour la ré-
duction de la méthémoglobine, qui est suivie de
la chambre d’hémolyse (9) comportantau moins
un détergent pour I’hémolyse des érythrocytes,
qui est elle-méme reliée, d’une part, a la cham-
bre de mesure (11) dopée avec au moins un
médiateur redox pour déterminer ’hémoglobine
totale et, d’autre part, a la chambre d’affinité
(12), qui est dopée avec au moins un agent af-
fine pour lier 'Thémoglobine glyquée, qui est sui-
vie de la chambre de mesure additionnelle (14),
également dopée avec un médiateur, destinée
a déterminer ’'hémoglobine non glyquée et

en ce que la chambre de mesure (7), qui se
trouve parallelement a la chambre d’hémolyse
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(9) de maniere attenante a la chambre de ré-
ception d’échantillon (6), est dopée avec au
moins un médiateur redox pour déterminer les
interférences provoquées par la présence de
substances électrochimiques.

Capteur microfluidique selon la revendication 5, ca-
ractérisé en ce que les médiateurs redox et les ad-
ditifs dopés respectivement dans les chambres de
mesure sont identiques en espéce et concentration.

Capteur microfluidique selon I'une des revendica-
tions 1, 5 ou 6, caractérisé par

a. un matériau de support (1), qui comprend des
agencements de trois électrodes (2, 3 et 4) vol-
tampérométriques, connectés en paralléle, en
trois fois, empreints de maniére géométrique-
ment identique, constitués respectivement
d’électrodes de travail, de référence et de con-
tre-électrodes (18, 18a) (19, 19a), (20, 20a) et
qui sont reliés par l'intermédiaire de conduc-
teurs aux surfaces de contact (21, 21a, 22, 22a,
23, 23a),

b. une couche de vernis d’isolation (1a),

c. un film plastique (5) microstructuré compor-
tant

i. une chambre de réception d’échantillon
(6) contenant un agent d’antidote,

ii. la premiére chambre de mesure (7) con-
tenant un médiateur,

iii. un canal de transfert (8) paralléle a celle-
ci, suivi de la chambre d’hémolyse (9) con-
tenant un détergent hémolytique,

iv. un canal bifurquant (10) conduisant a
I'extérieur de la chambre d’hémolyse (9), et
via

v. un canaldirect (13) ala seconde chambre
de mesure (11) contenant un médiateur et
qui est parallele a

vi. la chambre d’affinité (12), comportant
éventuellement des segments individuels
(12a) contenant un agent affine, suivie par
une troisieme chambre de mesure (14) con-
tenant un médiateur, et

vii. des canaux de sortie (15, 16, 17) con-
nectés respectivement en aval des cham-
bres de mesure et comportant des ouvertu-
res de sortie (15a, 15b, 15c).

Capteur microfluidique selon I'une quelconque des
revendications 1 a 7, caractérisé en ce que le film
plastique (5) a une épaisseur de 100 pm a 500 p.m.

Capteur microfluidique selon 'une quelconque des
revendications 1 a 8, caractérisé en ce que les mi-
crostructures dans le film plastique (8) ont sous for-
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me de chambres et de canaux des profondeurs entre
20 pwm et 100 wm et des largeurs ou des longueurs
entre 20 pm et 4000 pm.

Capteur microfluidique selon I'une quelconque des
revendications 1 a 9, caractérisé en ce que le vo-
lume de la chambre de réception d’échantillon (6)
est compris entre 1 pl et 10 pl, de préférence entre
2 pl et 5 pl et le volume total de toutes les autres
chambres et des canaux de jonction n’est pas supé-
rieur a celui de la chambre de réception d’échantillon

(6).

Capteur microfluidique selon I'une quelconque des
revendications 1 a 10, caractérisé en ce qu’il com-
prend, entre la couche d’isolation (1a) et le film plas-
tique microstructuré (5), un film adhésif (1b) com-
portant des fenétres de mesure au-dessus des agen-
cements d’électrodes respectifs et un évidemment
6¢ au-dessus de la chambre de réception d’échan-
tillon 6.

Capteur microfluidique selon larevendication 11, ca-
ractérisé en ce que le film adhésif (1b) a une épais-
seur de 30 pm a 50 um et est assemblé aux deux
coOtés avec le support planaire (1) et le film plastique
(5) presque par complémentarité de formes.

Capteur microfluidique selon I'une quelconque des
revendications 1 a 12, caractérisé en ce que le film
plastique (5) est constitué de polycarbonate ou de
polyester.

Capteur microfluidique selon 'une quelconque des
revendications 1 a 13, caractérisé en ce qu’il com-
prend, en tant qu’antidote dans la chambre de ré-
ception d’échantillon (6), un colorant redox quinoide,
de préférence du bleu de toluidine ou du bleu de
méthyléne en une quantité entre 0,1 mg et 1 mg.

Capteur microfluidique selon I'une quelconque des
revendications 1 a 14, caractérisé en ce qu’il com-
prend dans la chambre d’hémolyse (9), en tant que
détergent hémolytiquement actif, de la saponine ou
un tensioactif non ionique, de préférence de la sa-
ponine en une quantité entre 0,05 mg et 1 mg.

Capteur microfluidique selon I'une quelconque des
revendications 1 a 15, caractérisé en ce qu’il com-
prend, en tant qu’agent affine dans les agencements
d’affinité (12 et 26), de 'acide boronique, un dérivé
d’acide boronique ou un anticorps en une quantité
entre 0,5 mg et 10 mg.

Capteur microfluidique selon 'une quelconque des
revendications 1 a 14, caractérisé en ce qu’il com-
prend, en tant que médiateur redox dans les cham-
bres de mesure respectives, une quinone, un dérivé
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de quinone, un colorant redox quinoide issu du grou-
pe comprenantla phénazine, la phénoxazine, la phé-
nothiazine, I'indamine, les métallocénes ou un com-
plexe métallique a activité redox en une quantité
comprise entre 0,5 mg et 10 mg.

Capteur microfluidique selon 'une quelconque des
revendications 1 et 5 a 14, caractérisé en ce qu’il
comprend, dans la trajectoire d’écoulement (25), en
tant qu’agent affine de liaison de I’hémoglobine non
glyquée, une matiére de support poreuse chargée
sous forme d’'un polymeére ou d’'un échangeur d’ions
chargé.

Méthode de détection indirecte d’hémoglobine gly-
quée caractérisé en ce qu’on dispose un capteur
microfluidique selon I'une des revendications 1 a 4
et 8 a 17 dans un glucométre adapté, on le met en
contact avec un échantillon a analyser, on applique
un potentiel de polarisation aux électrodes de travail
d’'un agencement atrois électrodes potentiostatique,
on détermine les signaux de courant générés am-
pérométriguement, indiquant d’éventuelles interfé-
rences, la teneur totale en hémoglobine et la teneur
en hémoglobine non glyquée, sur la base des diffé-
rentes étapes de traitement d’échantillon lors du pas-
sage de 'échantillon dans les chambres de mesure
respectives et on calcule ensuite la teneur relative
en hémoglobine glyquée en effectuant la différence
entre les signaux de mesure de la teneur en hémo-
globine totale et ceux de la teneur en hémoglobine
non glyquée et en effectuant le rapport de la diffé-
rence obtenue a la valeur de 'hémoglobine totale.

Méthode de détection directe d’hémoglobine gly-
quée caractérisé en ce qu’on dispose un capteur
microfluidique selon I'une des revendications 1 et 5
a 18 dansunglucométre adapté, onle met en contact
avec un échantillon a analyser, on applique un po-
tentiel de polarisation aux électrodes de travail d’'un
agencement a trois électrodes potentiostatique, on
détermine les signaux de courant générés ampéro-
métriguement, différés dans le temps, indiquant la
teneur totale en hémoglobine, la teneur en hémo-
globine non glyquée résiduelle contenue encore
dans I'’échantillon apres le traitement et la teneur en
hémoglobine glyquée aprés sa concentration dans
la troisi€me chambre de mesure 14, sur la base des
différentes étapes de traitement d’échantillon du
passage de I'’échantillon de laréception dans lafente
capillaire 6a jusqu’aux canaux de sortie 15, 16, 17
dans les chambres de mesure respectives, moyen-
nant quoi, pour déterminer la proportion relative
d’hémoglobine glyquée, on effectue la différence en-
tre la valeur d’hémoglobine glyquée déterminée
dans la troisi€me chambre de mesure 14 etla valeur
d’hémoglobine non glyquée, résiduelle déterminée
dansla seconde chambre de mesure 11 eton calcule
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son rapport a la teneur en hémoglobine totale, dont
la valeur a été déterminée dans la premiére chambre
de mesure 7.
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