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Vorrichtung und Verfahren zur Bestimmung von Blutgruppenantigenen mit
einem inkompletten Antikorper

Gebiet der Erfindung
Die Erfindung betrifft Vorrichtungen und Verfahren zur Bestimmung von
Blutgruppenantigenen mit einem inkompletten Antikdrper, insbesondere zur

simultanen Bestimmung von Blutgruppenantigenen.
Stand der Technik

In der blutgruppenserologischen Diagnostik werden allgemein Parameter nach-
gewiesen, die besonders im Zusammenhang mit Transfusionen bzw. dem Morbus
Hamolyticus Neonatorum von Bedeutung sind. Dabei handelt es sich unter ande-
rem um den Nachweis von Antigenen auf der Oberflache der Erythrozyten, die flr die
Blutgruppen charakteristisch sind. Weitere wichtige Antigensysteme befinden sich
auch auf Thrombozyten, Granulozyten, Lymphozyten, die ebenfalls bei Transfusion
und/oder Transplantation eine Rolle spielen.

Bekanntermassen werden zur Bestimmung der Blutgruppenantigene die Erythro-
zyten der zu testenden Person (Spender oder Empféanger) mit Reagenzien, welche
blutgruppenspezifische Antikérper enthalten, zusammengebracht. Ublicherweise
handelt es sich um Flissigkeitstests, bei denen durch Mischen einer Erythrozyten-
haltigen Probe mit einer Probe, welche Antikérper enthélt, die gegen ein bestimmtes
Blutgruppenmerkmal gerichtet sind, ein Testansatz hergestellt wird. Der Testansatz
wird dann Uber einen definierten Zeitraum und unter definierten Bedingungen
inkubiert und nach Abschluss der Inkubation oder direkt oder nach einem
Zentrifugationsschritt entweder visuell oder mit optischen Methoden auf eine
eventuelle Agglutination oder Adsorption der Erythrozyten Uberpruft. Die
vorherrschende Endpunktmessung in der Blutgruppenserologie ist nach wie vor die
Hamagglutination. Direkt agglutinierende Antikérper werden in der
Blutgruppenserologie auch als komplette Antikérper bezeichnet. Antikorper, welche
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Erythrozyten nicht direkt agglutinieren kénnen, werden in der Blutgruppenserologie
analog als inkomplette Antikdrper bezeichnet.

Aus der WO 2005/005991 ist die simultane Bestimmung von Blutgruppenantigenen
unter Verwendung eines Lateral-Fluss-Test-Formates bekannt. Den Beispielen der
WO 2005/005991 ist die Bestimmung von Blutgruppenantigenen mit IgM-Antikdrpern
zu entnehmen, die komplette Antikérper darstellen und direkt zur Hamagglutination
fuhren. Die WO-Schrift offenbart jedoch nicht die Bestimmung von
Blutgruppenantigenen unter Verwendung eines inkompletten Antikdrpers mit Hilfe
eines Lateral-Fluss-Tests.

Lateral-Fluss-Tests finden heute vielfach Anwendung als Schnelltests, z. B. als
Schwangerschaftstests, zur Bestimmung von Infektionsmarkern oder als Drogen-
screen. Eine Lateral-Fluss-Test-Anordnung besteht aus einem festen Trager, auf
dem eine Aufgabezone fiir die zu untersuchende Probe aufgebracht ist, eine
Trennmembran, auf der Bindungselemente, z. B. Fangerantikdrper bzw. -antigene
gebunden sind und auf der sich Bindungsreaktionen nachweisen lassen und einem
saugfahigen Absorptionsbereich, der die zu untersuchende Probe durch die
Trennmembran fliessen lasst.

Testmembranen herkémmlicher Lateral-Fluss-Tests werden in der Regel mit
chromatographie-ahnlicher Auftrennung beschrieben. Der Analyt in der Probe bindet
spezifisch an die in einer Membran befestigten Bindungselemente, die in der Regel
in hintereinanderliegenden bzw. GUbereinanderstehenden Banden angeordnet als
Indikatorzonen vorliegen. Der Bindungskomplex wird durch Indikatorpartikel sichtbar
gemacht, welche in der Regel in einem Konjugat-Freisetzungs-Pad eingetrocknet in
der Anordnung bereits vorliegen. Das Konjugat-Freisetzungs-Pad ist typischerweise
zwischen Aufgabezone und Membran angebracht. Die vorbeschichteten farbigen
Indikatorpartikel sind beispielsweise mit einem gegen den gesuchten Analyten
gerichteten Antikdrper beschichtet.

Die wichtigsten Blutgruppenmerkmale, die heute regelmassig bei pratransfusionellen

Untersuchungen am Patienten und bei Spendern abgeklart werden mussen, sind: A,

B, D, C,E,c,e,Cw,K k,Jka,Jkb,Fya,Fyb,M,N,S,s,P1,Lea, Leb, Kpa, Kpb, Lua, Lub. Die
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zu testenden Antigene bzw. Antigen-Epitope sind beispielhaft solche des ABO-
Blutgruppensystems, des Rh-, Kell-, Lewis-Hh-, Duffy-Kidd, MNS-, Lutheran-, P-
Systems, der Blutgruppensysteme Diego, Yt, Scianna, Dombrock, Colton,
Chido/Rodgers, Gerbich, Cromer, Knops, Landsteiner-Wiener, Xg, Kx, Indian, Ok,
Raph, John Milton Hagen, Langereis, Sid, FORS, JR und/oder LAN, insbesondere
A1,A2, AB,B,D,C,c,E, e', Cw, K, k, M, N, S, s, Jka, Jkb, Fya, Fyb, Kpa, Kpb, Jsa,
Jsb, Lea, Leb, Lua, Lub, P1, |, H, Xga, U, Vw, Wra, Lan, Vel, Dia und/oder Mia.

Erythrozyten haben aufgrund ihrer negativen Netto-Oberflachenladung und das
dadurch ausgelibte Zeta-Potential einen natirlichen statistischen Mindestabstand
von ca. 300 Angstrom zwischen den Zellen. Dieser Mindestabstand kann durch
Antikodrper der IgM-Klasse aufgrund der Molekdilgrésse in physiologischem Milieu
Uberbriickt werden, natlirlicherweise jedoch nicht durch Antikérper der IgG-Klasse.
Dies bedeutet, dass i.d.R. nur IgM-Klasse Antikdrper in der Blutgruppenserologie fiir
eine direkte Endpunkt-Messung durch Hamagglutination zur Verfiigung stehen.
Direkt agglutinierende Antikorper werden in der Blutgruppenserologie auch als
komplette Antikérper bezeichnet (die meisten IgM Antikérper sind komplette
Antikorper).

Mit 1gG-Antikérpern kdnnen nach dem heutigen Stand der Technik Blutgruppen in
der Regel nicht durch direkte Hamagglutination nachgewiesen werden. Antikorper,
welche Erythrozyten nicht direkt agglutinieren kénnen, werden in der
Blutgruppenserologie analog als inkomplette Antikrper bezeichnet (die meisten IgG

Antikorper sind inkomplette Antikdrper).

Dies fluhrt zu der Situation, dass je nachdem, ob fiir eine bestimmte
Blutgruppeneigenschaft (monoklonale) IgM oder andererseits monoklonale IgG oder
polykionale Antikorper fur den Nachweis zur Verfligung stehen, mit sogenannten
unterschiedlichen Phasen und Reaktionszeiten und —temperaturen gearbeitet

werden muss, was harmonisierte bzw. homologisierte Arbeitsabléufe erschwert.

Sofern IgM Antikdrper zur Verfugung stehen, ist haufig eine direkte Bestimmung mit
Hamagglutination als Endpunkt ohne Beimengung weiterer Antikérper oder
Verstarker oder proteolytischer Enzyme und ohne Inkubation (,immediate spin®)

3.
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mdglich. Mit der weit verbreiteten Gel-Technik ist fur die Durchfihrung eines solchen
Tests keine Inkubation erforderlich, das Reaktionsgemisch aus zu testenden
Erythrozyten und dem Antikdrper—Reagenz muss lediglich in die Aufgabezonen der
Gelkarte pipettiert werden und 9-10 Minuten in einem neutralen, also nicht AntikGrper
enthaltenden physiologischen Milieu zentrifugiert werden (z.B. DG Gel Neutral Card
von Diagnostic Grifols). In einer anderen Variante derselben Technik sind
blutgruppenspezifische Antikorper der IgM-Klasse bereits in die Gel-Matrix
eingebracht worden. Dann missen nur die zu testenden Erythrozyten in die
Aufgabezonen der Gelkarte pipettiert werden (z. B. DG Gel ABO RH (2D) von
Diagnostic Grifols).

Ist der zur Bestimmung eines bestimmten Blutgruppenmerkmals zur Verfligung
stehende Antikorper nicht der IgM-Klasse zugehorig, ist ein Technik-/Phasenwechsel
erforderlich, um eine Hamagglutination als Endpunkt méglich zu machen. Dies gilt
z.B. fir folgende der vorgenannten Merkmale, fiir die nach dem heutigen Stand der
Technik keine kommerziell erhaltlichen IgM Antikérper verfligbar sind: k, Fya, Kpa,
Kpb, Lua. Folgende weitere Merkmale sind ebenenfalls von Interesse, wie Dia, Jsa,
Jsb, Coa, Cob, Wra, Xga. Fur den Nachweis keines dieser Antigene sind
kommerzielle monoklonale IgM-Antikérper verflgbar.

Da IgG Antikérper in der Regel nicht in der Lage sind, den durch die natirliche
AbstoRung vorhandenen Abstand zwischen zwei Erythrozyten zu Gberwinden, kann
durch Reaktion mit einem Antigen-spezifischen IgG Antikérper lediglich eine
Sensibilisierung (d. h. Antikdrperbindung, aber keine Hamagglutination, ergo kein
diagnostischer Endpunkt) der fir das jeweilige Antigen positiven Zellen erreicht
werden, ohne dass es zum visuell sichtbaren Endpunkt einer Hamagglutination
kommt, welche wiederum notwendig flir einen einfachen visuellen diagnostischen
Nachweis ist: Wenn z. B. ein Erythrozyt, der das Blutgruppenmerkmal Duffy a (Fya)
tragt, mit einem Anti-Fya Antikérper der IgG-Klasse inkubiert wird, kommt es zur
Antikérper-Antigen Reaktion (Sensibilisierung), die jedoch nicht zum sichtbaren
Endpunkt der Hamagglutination fiihrt. Um diesen zu erreichen, missen die
sensibilisierten Zellen zusatzlich mit einem klassenspezifischen Antikérper (im
vorliegenden Fall Anti-lgG) inkubiert werden, mit dessen Hilfe die mit IgG Antikérpern

sensibilisierten Zellen liberbrickt und der Endpunkt der Hdmaggiutination hergestelit
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werden kann (indirekter Coombs Test). Die Gel-Technik, die fir diesen Zweck weit
verbreitet ist, benétigt fiir diesen Test eine Inkubations-Zeit von 10-15 Minuten bei 37
°C mit nachfolgender Zentrifugation von 9-10 Minuten in einer Anti-Humanglobulin
oder Coombs-Karte (z. B. DG Gel Coombs Card von Diagnostic Grifols). -

In der ebenfalls weit verbreiteten R6hrchen-Technik muss im Fall des Immediate
Spin nicht inkubiert werden, bevor flr ca. 20 s zentrifugiert wird. Fur den indirekten
Coombs Test wird hier zuerst 15 bis 60 Minuten bei 37°C mit dem blutgruppen-
spezifischen inkompletten Antikérper inkubiert, danach sind mehrere Waschschritte
erforderlich, bevor das Antihumanglobulin-Reagenz zugegeben wird und dann fir
20s zentrifugiert wird.

Es besteht daher ein Bedarf an einer Vorrichtung und einem Verfahren zur
Bestimmung von zellular-gebundenen Analyten, inbesondere von
Blutgruppenantigenen, fiir die keine standardisierten IgM-Antikdrper, insbesondere
keine kommerziell erhaltlichen IgM-Antikdrper verfligbar sind. Ferner besteht ein
Bedarf an einer Vorrichtung und einem Verfahren zur simultanen Bestimmung von
mindestens zwei zellular-gebundenenen Analyten, wobei nur fur einen der beiden
zellular-gebundenen Analyten ein standardisierter IgM-Antikérper wie ein
kommerziell erhalticher Antikérper verfugbar ist, so dass im Stand der Technik die
Bestimmung beider Analyten Phasen- bzw. Technik-Wechsel erfordert.

Zusammenfassung der Erfindung

Gemal einem ersten Aspekt der vorliegenden Erfindung wird eine Vorrichtung zur
Bestimmung eines zellular-gebundenen Analyten in einer flissigen Probe
bereitgestellt, umfassend eine Trennmatrix mit mindestens einer Indikatorzone,
dadurch gekennzeichnet, dass die Indikatorzone einen ersten gegen den zellular-
gebundenen Analyten gerichteten Antikorper oder ein Fragment davon und ein
gegen den ersten Antikdrper gerichtetes Bindungselement umfasst, wobei der erste
Antikorper ein inkompletter Antikorper ist.

Gemalf einer bevorzugten Ausfiihrungsform umfasst die Vorrichtung eine Membran
(2) mit einer Aufgabezone (5) zum Auftragen der fliissigen Probe, mindestens einer
Indikatorzone, die mit dem zellular-gebundenen Analyten in Wechselwirkung treten
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kann und mindestens einem Absorptionsbereich (3), welcher die Flissigkeit nach
Passieren der Indikatorzone aufnimmt, wobei die Indikatorzone zwischen der
Aufgabezone (5) und einem Absorptionsbereich (3) liegt, dadurch gekennzeichnet,
dass die Indikatorzone einen gegen den zelluldr-gebundenen Analyten gerichteten
Antikorper oder ein Fragment davon und ein gegen den ersten Antikdrper gerichtetes
Bindungselement umfasst, wobei der erste Antikorper ein inkompletter Antikdrper ist.

Gemaf einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform enthélt die Vorrichtung mit
Gelmaterial beflillte Réhrchen. Die Geltechnik wird zur Bestimmung der
Agglutinationsreaktion von Erythrozyten verwendet. Die Gelsaule wirkt als Filter, der
die Migration der agglutinierten Erythrozyten gegeniber nicht-agglutinierten
Erythrozyten verlangsamt oder aufhalt und dadurch eine Trennung bewirkt.
ErfindungsgemaR enthalt die Indikatorzone des Gels einen gegen den zellular-
gebundenen Analyten gerichteten Antikdrper oder ein Fragment davon und ein
gegen den ersten Antikdrper gerichtetes Bindungselement umfasst, wobei der erste
Antikorper ein inkompletter Antikérper ist.

Gemal einem zweiten Aspekt der vorliegenden Erfindung wird eine Vorrichtung zur
simultanen Bestimmung eines ersten und zweiten zellular-gebundenen Analyten in
einer flissigen Probe bereitgestellt, umfassend eine Membran (2) mit einer
Aufgabezone (5) zum Auftragen der flissigen Probe, mindestens zwei
Indikatorzonen, die mit den zellular-gebundenen Analyten in Wechselwirkung treten
konnen und mindestens einem Absorptionsbereich (3), welcher die Flussigkeit nach
Passieren der Indikatorzone aufnimmt, wobei die Indikatorzonen zwischen der
Aufgabezone (5) und dem mindestens einen Absorptionsbereich (3) liegen, dadurch
gekennzeichnet, dass (i) die erste Indikatorzone einen ersten gegen den ersten
zellular-gebundenen Analyten gerichteten Antikérper oder ein Fragment davon und
ein gegen den ersten Antikorper gerichtetes Bindungselement umfasst, wobei der
erste Antikérper ein inkompletter Antikdrper ist und (ii) die zweite Indikatorzone (a)
einen ersten gegen den zweiten zellular-gebundenen Analyten gerichteten Antikdrper
umfasst, wobei der erste Antikorper ein kompletter Antikorper ist; oder (b) einen
ersten gegen den zweiten zelluldr-gebundenen Analyten gerichteten Antikérper
umfasst, wobei der erste Antikdrper inkomplett ist und ein gegen diesen Antikérper
gerichtetes Bindungselement.
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Uberraschenderweise haben die Erfinder der vorliegenden Anmeldung festgestellt,
dass es durch das gemeinsame Aufbringen eines ersten inkompletten Antikorpers
und eines zweiten gegen den ersten Antikdrper gerichteten Antikorpers in einer
Indikatorzone méglich ist, eine Vorrichtung mit einer Trennmatrix, vorzugsweise in
Form der Membran einer Lateralflusstest-Vorrichtung oder als Gelmatrix so
auszugestalten, dass die Bestimmung eines zellular-gebundenen Analyten mit einem
inkompletten Antikérper als Erstantikorper méglich wird. Hierdurch wird die
Bestimmung eines zelluldr-gebundenen Analyten, fiir den keine standardisierten wie
kommerziell erhaitliche Antikdrper vom IgM-Typ verfligbar sind, Uberhaupt erst
mdglich bei Verwendung einer Trennmatrix wie z.B. einer Lateralflusstest-
Vorrichtung. Dies fiihrt zu einer enormen Verkiirzung der Zeit fur die Bestimmung
solcher Analyten, die zuvor regelmafig nur mit Hilfe des indirekten Coombs-Tests
bestimmt werden konnten, der einen zusétzlichen Inkubationsschritt erfordert. Die
erfindungsgemafRe Durchfiihrung ist flir den Fachmann auch tiberraschend, da
dieser angenommen héatte, dass z.B. bei Verwendung von anti-lgG-Molekulen als
Zweitantikorper diese durch die in Vollblut in hoher Konzentration vorhandenen nicht
Analyt-spezifischen IgG-Molekiile neutralisiert werden.

Es bestand daher keine Moglichkeit im Stand der Technik zwei Blutgruppenantigene
simultan (also in einer einzigen Lateral-Fluss Vorrichtung oder in einer einzigen
Gelkarte mit mehreren Gelrohrchen zur Bestimmung mehrerer Parameter) zu
bestimmen, wobei das ersté durch einen IgG-Antikérper und das zweite durch einen
IgM-Antikdrper bestimmt wird, ohne dass es hierbei zu einem notwendigen Technik-
bzw. Phasenwechsel kommt. Die vorliegende Erfindung bietet daher den Vorteil der
simultanen Bestimmung mit einem einzigen Lateral-Flow-Ansatz, die nur einen
einzigen homogenen Verfahrensschritt ohne unterschiedliche Milieus und
unterschiedliche Inkubationen erfordert.

Gemal einem dritten Aspekt der vorliegenden Erfindung wird ein Verfahren zur
Herstellung der vorstehenden Vorrichtungen bereitgestellt, umfassend
das Aufbringen eines ersten gegen einen zelluldr-gebundenen Analyten

gerichteten Antikorpers oder eines Fragmentes davon und eines zweiten gegen den
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ersten AntikGrper gerichteten Antikérpers oder eines Fragmentes davon, wobei der
erste Antikérper ein inkompletter Antikérper ist.

GemalR einem vierten Aspekt der vorliegenden Erfindung wird ein Verfahren zur
Bestimmung mindestens eines zellular-gebundenen Analyten bereitgestellt,
umfassend

das Aufbringen eines ersten gegen einen zellular-gebundenen Analyten
gerichteten Antikérpers oder eines Fragmentes davon und eines gegen den ersten
Antikorper gerichteten Bindungselementes in der Indikatorzone, wobei der erste
Antikorper ein inkompletter Antikdrper ist.

GemaR einem flunften Aspekt der Erfindung wird die Verwendung der
erfindungsgemaBen Vorrichtungen zur Analyse von Blut, insbesondere zur
Bestimmung von Blutgruppenantigenen bzw.-antigen-Epitopen bereitgestellt.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung
Definitionen

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung sollen die folgenden Begriffe wie
nachstehend erlautert verstanden werden:

Der Begriff ,kompletter Antikérper* bedeutet einen Antikdrper, der im Milieu
physiologischer Kochsalzlosung zur Aggutination von Erythrozyten fuhrt. Komplette
Antikdrper umfassen IgM-Antikorper oder Fragmente davon, sofern die Fragmente
noch zur Agglutination fahig sind. Die IgM-Antikdrper kdnnen monoklonal oder
polyklonal sein.

Der Begriff ,inkompletter Antikdrper bedeutet einen Antikérper, der bei Inkubation
mit Erythrozyten nicht zu deren Agglutination fuhrt. Inkomplette Antikrper umfassen
IgG-Antikorper, IgA-Antikorper, IgD-Antikdrper und IgE-Antikdrper einschlieflich ihrer
Subklassen oder Antikérperfragmente davon, sofern die Fragmente noch zur
Bindung eines gegen den volistandigen Antikérper gerichteten zweiten Antikdrpers

fahig sind. Diese Antikérper kdnnen monoklonal oder polyklonal sein. Verfahren zur



WO 2015/180834 PCT/EP2015/001067

Herstellung von Antikérpern der verschiedenen Klassen sind dem Fachmann
bekannt.

Der Begriff ,zellular-gebundener Analyt‘ bedeutet jedes natlirlicherweise an die
Oberflache einer Zelle, vorzugsweise einer humanen Zelle, insbesondere eines
Erythrozyten gebundene Molekiil. Hierzu gehdren beispielsweise Rezeptoren oder

Blutgruppenantigene, wobei Blutgruppenantigene bevorzugt sind.

Der Begriff ,Blutgruppenantigen* umfasst solche des ABO-Blutgruppensystems, des
Rh-, Kell-, Lewis-Hh-, Duffy-Kidd, MNS-, Lutheran-, P-Systems, der
Blutgruppensysteme Diego, Yt, Scianna, Dombrock, Colton, Chido/Rodgers, Gerbich,
Cromer, Knops, Landsteiner-Wiener, Xg, Kx, Indian, Ok, Raph, John Milton Hagen,
Langereis, Sid, FORS, JR und/oder LAN, insbesondere A1, A2, AB,B,D, C, ¢, E, e,
Cw, K, k, M, N, S, s, Jka, Jkb, Fya, Fyb, Kpa, Kpb, Jsa, Jsb, Lea, Leb, Lua, Lub, P1,
I, H, Xga, U, Vw, Wra, Lan, Vel, Dia und/oder Mia.

Herstellung der Lateral-Fluss-Vorrichtung

Ein Verfahren, das grundsatzlich zur Herstellung einer Lateral-Fluss-Vorrichtung
geeignet ist, ist in der DE 10330982 A1 und WO 2005/005986 wiedergegeben, das
jedoch wie nachstehend angegeben verandert wird. Der Offenbarungsgehalt der DE
10330982 A1 und der WO 2005/005986 wird hiermit durch Bezugnahme
aufgenommen.

Das Verfahren zur Herstellung einer erfindungsgeméafen Vorrichtung, umfasst

das Aufbringen eines ersten gegen einen zellular-gebundenen Analyten
gerichteten Antikdrpers oder eines Fragmentes davon und eines gegen den ersten
Antikdrper gerichteten Bindungselementes in der Indikatorzone, wobei der erste
Antikérper ein inkompletter Antikorper ist.

Der erste gegen einen zellular-gebundenen Analyten gerichtete Antikérper und das
gegen den ersten Antikorper gerichtete Bindungselement kénnen zusammen oder
getrennt voneinander auf die Membran im Bereich der Indikatorzone aufgetragen
werden. Sofern die beiden getrennt voneinander aufgetragen werden, ist bevorzugt,
dass nach dem Auftragen des ersten Antikorpers ein Trocknungsschritt stattfindet,

bevor das Bindungselement aufgetragen wird. Die Konzentration des ersten
9
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Antikorpers wird empirisch ermittelt und hangt von der Affinitat zum zellular-
gebundenen Analyten ab. Die Konzentration des Bindungselementes kann in
Abhéngigkeit von der Konzentration des ersten Antikérpers und dessen
Eigenschaften durch Versuchsreihen optimiert werden.

Vorzugsweise ist der zu bestimmende Analyt ein Blutgruppenantigen. Besonders
bevorzugt ist der erste Antikérper gegen einen zellular-gebundenen Analyt
ausgewahlt aus den Blutgruppenantigenen A, B, AB, D, C, E, ¢, e, Cw, K| k, Jka, Jkb,
Fya, Fyb, M, N, S, s, P1, Kpa, Kpb, Lua, Lub, Lea, Leb, Mia, Dia, Jsa, Jsb, Coa, Cob,
Wra und Xga, besonders bevorzugt gegen k, S, Fya, Kpa, Kpb, Lua, Lea, Leb, Mia,
Lua, Lub, Dia, Jsa, Jsb, Coa, Cob,Wra und Xga gerichtet. Der erste Antikorper, ist
hierbei ein inkompletter Antikérper, vorzugsweise ein IgG- oder IgA-Antikorper,
besonders bevorzugt ein IgG-Antikorper. Beispielsweise kénnen folgende Antikorper
verwendet werden: Anti-Fya: Klon P3TIM (Merck Millipore, VL); Anti-S: Klon
P3S13JS123 (Diagast, Ref.78007); Anti-k:Klon P3A1180L67 (Merck Millipore, FA)
und Anti-D: Klon ESD-1 (Alba Bioscience).

Vorzugsweise ist das Bindungselement ausgewahlt aus einem gegen den ersten
Antikorper gerichteten Antikérper oder einem Fragment davon, und einem Lektin
oder einem Fragment davon. Besonders bevorzugt ist der gegen den ersten
Antikorper gerichtete Antikdrper ein anti-lgG-Antikérper. Anti-lgG-Antikérper sind
kommerziell verfiigbar, besonders bevorzugt sind der Klon MS-278 (Merck Millipore)
und als polyklonaler Antikorper, z.B. Anti-Human Globulin Mono-Type oder Anti-IgG
(Medion Grifols Diagnostics). Sofern der erste Antikorper ein IgA-Antikérper ist, ist
der zweite Antikdrper ein anti-lgA-Antikorper. Anti-lgA-Antikérper sind kommerziell
verflgbar. Die Anti-lgG bzw. Anti-igA-Antikérper kénnen vom IgM- oder 1IgG-Typ
sein, bevorzugt ist ein monoklonaler Anti-lgG der IgM-Klasse. Bevorzugte Lektine
sind Protein A und Protein G.

Sofern eine Vorrichtung zur simultanen Bestimmung eines ersten und zweiten
zelluldr-gebundenen Analyten nach dem zweiten Aspekt der vorliegenden Erfindung
hergestellt werden soll, umfasst (i) die erste Indikatorzone einen ersten gegen den
ersten zellular-gebundenen Analyten gerichteten Antikdrper oder ein Fragment
davon und ein gegen den ersten Antikérper gerichtetes Bindungselement, wobei der
erste Antikérper ein inkompletter Antikorper ist und

10
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(i) die zweite Indikatorzone (a) einen ersten gegen den zweiten zellular-gebundenen
Analyten gerichteten Antikérper, wobei der erste Antikérper ein kompletter Antikérper
ist; oder (b) einen ersten gegen den zweiten zelluldr-gebundenen Analyten
gerichteten Antikdrper umfasst, wobei der erste Antikorper inkomplett ist und ein
gegen diesen Antikérper gerichtetes Bindungselement.

Vorzugsweise ist der erste zellular-gebundene Analyt ausgewahlt aus den
Blutgruppenantigenen k, Fya, Kpa, Kpb, Lua, Lub, Mia, Dia, Jsa, Jsb, Coa, Cob, Wra,
Xga und S und der zweite zelluldr-gebundene Analyt ausgewahlt ist aus A, B, AB, C,
D, E, c, e, Cw, K Lea, Leb, Jka, Jkb, Fyb, P1 und s.

Der erste gegen den zweiten zellular-gebundenen Analyten gerichtete Antikrper
nach Alternative (a) ist ein kompletter Antikérper, insbesondere ein IgM-Antikérper,
der direkt zur Hamagglutination fihrt. Der erste gegen den zweiten zellular-
gebundenen Analyten gerichtete Antikérper nach Alternative (b) ist ein inkompletter
Antikorper, vorzugsweise ist der erste Antikdrper nach Alternative (b) ein IgG- oder
IgA-Antikdrper. Das gegen den ersten Antikdrper gerichtete Bindungselement nach
Alternative (b) ermoglicht die Bestimmung durch Hamagglutination. Das
Bindungselement ist vorzugsweise ein IgG- oder IgM-Antikérper. Alternativ kann

auch ein Lektin wie Protein A oder Protein G verwendet werden.

Die Membran der erfindungsgemaf verwendeten Vorrichtung ist eine pordse
Membran. Bevorzugte Membran-Materialien sind beispielsweise Nitrozellulose (z. B.
UniSart von Sartorius, HiFlow von Millipore, Whatman, AE99 bzw. FF85/100 von
Whatman Schleicher & Schuell), Polyethylen (Lateral Flo von Porex Corporation)
oder Nylon (Novylon von CUNO). Vorzugsweise weist die Membran eine moglichst

| grosse Porengrosse auf, da eine hohe Porositat der Membran das Eindringen
insbesondere von zellularen Komponenten der zu bestimmenden Probe, z. B. von
Erythrozyten, in die pordse Struktur beglinstigt. Von besonderem Vorteil ist der
Einsatz aufnehmender Membranen. Die erfindungsgemafie Vorrichtung ist jedoch
nicht auf diese Eigenschaften beschrankt. Bevorzugt werden alle Membranen mit
einer hohen kapillaren Flussrate, wobei die kapillare Flussrate die Zeit [s] ist, die eine
Farblésung braucht, um 40 mm auf einer gegebenen Membran zuriickzulegen.
Besonders bevorzugt sind Membranen, deren kapillare Flussrate < 100 ist.
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In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist in Fliessrichtung hinter der
Aufgabezone der erfindungsgemaRen Vorrichtung auf der porésen Membran ein
Dichtelement angeordnet. Zur Anwendung kommen zwei- oder dreidimensionale
Dichtelemente, die auf der pordsen Membran platziert werden und mit denen eine
von der Ubrigen Flache der pordsen Membran separierte Probenauftragszone
geschaffen wird. Das Dichtelement hat erfindungsgeman priméar die Wirkung einer
Flussigkeitsbarriere und erlaubt die gerichtete Verteilung von Probenfliissigkeit und
Testreagenzien in die porése Membran. Weiterhin dichtet das Dichtelement
erfindungsgeman die Probenauftragszone ab zur Verhinderung eines unerwiinschten
Flussigkeitsiibertritts in die anderen Bereiche der Lateral-Fluss-Vorrichtung.

Bevorzugte Ausfihrungsformen des Dichtelementes sind die Steg- oder Trog- bzw.
Trichter-Form. Die Ausformung des Dichtelementes erfolgt durch Schneideprozesse
aus dem zur Herstellung des Dichtelementes verwendeten Material. Im Fall der
Trichter- bzw. Trogform erhalt das Dichtelement eine innere Offnung, deren
bevorzugte Ausfiuihrungsvarianten runde, quadratische oder rechteckige, im Fall der
Trichterform sich zur Unterseite (Membrankontaktseite) des Dichtelementes |
verjiingende Formen sind. Bevorzugte Materialien fiir das Dichtelement sind
Materiélien, die nicht wasseraufnehmend (hydrophob) sind. In einer besonderen
Ausfuhrungsform sind die Materialien einseitig mit einem Klebstofffilm, beispielsweise
einem drucksensitiven bzw. selbsthaftenden Acrylatklebstoff, beschichtet. Somit kann
das Dichtelement direkt auf die Oberflache der porésen Membran geklebt werden.
Alternativ kann das Dichtelement mit dem Lateral-Fluss-Gehause verbunden,
beispielsweise verklebt sein, wobei in dieser Ausfihrungsform das Lateral-Fluss-
Gehéuse das Dichtelement auf die Oberflache der porésen Membran driickt und

damit die Funktionen des Dichtelementes erzielt werden.

Bevorzugte Materialien fiir die Ausbildung von zweidimensionalen Dichtelementen
sind jede Form von Klebebandern oder Klebefolien (z. B. Tesa 4124 von Beiersdorf
AG, ARcare 7815 von Adhesives Research). Bevorzugte Materialien fiir die
Ausbildung von dreidimensionalen Dichtelementen sind flexible, geschlossenporige
Elastomermaterialien oder flexible Silikonmaterialien mit unterschiedlichen
Materialstarken, vorzugsweise 3-5 mm (z. B. Zellkautschuk EPDM140 von Pitzner,
Silikonkautschuk oder Vollkautschuk, Harte 40 deg. oder weniger, von Castan).
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In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform sind aus einem Stlick bestehende
multiple Dichtelemente mit beispielsweise 20 Einzelkavitaten (Trogform) auf einer

Membran angeordnet.

Durch diese Ausgestaltung ist die erfindungsgemafe Vorrichtung in der Lage,
flissige Proben, die Zellen enthalten, wie beispielsweise Voliblut, aufzunehmen,
ohne die Zellen dabei abzufiltern. Weiterhin erlaubt das Dichtelement das Auftragen
grosser Probenvolumina auf die porése Membran (Aufgabezone), ohne dass diese
Uuberschwemmt wird. Somit unterstiitzt das Dichtelement die Nutzung der
aufnehmenden Eigenschaften der porésen Membran. Weiter garantiert das
Dichtelement einen gerichteten Probenfluss. Die erfindungsgemafe Vorrichtung

kann jedoch mit oder ohne Dichtelement gut funktionieren.

Fur den Absorptionsbereich (Absorption-Pad) der erfindungsgeméaien Vorrichtung
werden mechanisch stabile Materialien bevorzugt, vorzugsweise mit
Wasserabsorptionskapazitaten von 20-30 g/100 cm? (z.B. Millipore). Der Kontakt
zwischen dem Absorptions-Pad und der Lateral Fluss-Membran der
erfindungsgemafen Vorrichtung wird durch Andruck und Uberlappung mit der
porésen Membran hergestelit. Die genaue Positionierung des Absorptions-Pads auf
der Membran wird durch Verkleben des Absorptions-Pads mit der, die Lateral Fluss-
Membran tragenden Tragerschicht (backing sheet), erzielt.

In einer weiteren Ausfiihrungsform sind die Komponenten der erfindungsgemafen
Vorrichtung zum Zwecke der mechanischen Verstarkung auf eine Unterlage bzw.
Trégerschicht aufgebracht. Die erfindungsgemafe Vorrichtung kann jedoch mit oder
ohne Tragerschicht funktionieren. Bevorzugt werden mechanisch stabile und nicht
wasseraufnehmende Materialien, vorzugsweise mit Materialstarken von 100 ym
oder mehr, die ein- oder zweiseitig mit einem Klebstofffilm, z. B. einem
drucksensitiven bzw. selbsthaftenden Acrylatklebstoff, beschichtet sind (z. B. 0.005"
Polyester W/GL-187, G & L). Auf der Tragerschicht werden die porose Membran und
das Absorption-Pad fixiert. Im Fall der doppelseitig klebenden Tragerschicht wird die
klebende zweite Seite zur Fixierung des Stapels auf weiteren Flachen, z. B. innerhalb
der Lateral-Fluss-Gehause, eingesetzt.
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In einer weiteren Ausfuhrungsform ist die erfindungsgemafe Vorrichtung, entweder
mit oder ohne Tragerschicht, auf der die Komponenten der erfindungsgemafien
Vorrichtung aufgebracht sind, in einem Gehéause integriert, wodurch die Membran-
Komponenten aneinander gedriickt werden und das Gehause die
Dichtelementfunktion unterstiitzt. Dabei kann die erfindungsgeméafRe Vorrichtung
jedoch mit oder ohne Gehause genauso gut funktionieren.

Bestimmungsverfahren

Das Verfahren wird durch Auftragen einer fllissigen Probe durchgefiihrt. Die flissige
Probe besteht vorzugsweise aus Blut oder Blutbestandteilen, besonders bevorzugt
aus Vollblut, Erythrozyten-Konzentrat, koaguliertem Blut oder Testflussigkeit, wie
Kontrollblut. Die Probe kann hierbei vor dem Auftragen mit einem Puffer verdinnt

werden.

Im folgenden wird die Erfindung durch Figuren und Beispiele naher erlautert, ohne

sie einzuschranken.

In Fig. 1 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemafien
Vorrichtung fir Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Bestimmung von
Blutgruppeantigenen gezeigt. Im vorliegenden Beispiel besteht die Vorrichtung aus
einer Tragerschicht 1, der porésen Membran 2, dem Absorptions-Pad 3 und dem
zweidimensionalen, in Stegform ausgefiihrten oder dreidimensionalen, in Trogform
ausgeflihrten, Dichtelement 4. Dabei ist die pordse Membran 2 auf der mit einem
drucksensitiven bzw. selbsthaftenden Acrylatklebstoff versehenen Tragerschicht 1
fixiert. Ebenso ist das Absorptions-Pad 3 auf der Tragerschicht 1 fixiert, wobei ein
Teil des Absorptions-Pad 3 mit der por6sen Membran 2 tUberlappt. Das auf der
Oberseite der porosen Membran 2 fixierte Dichtelement 4 separiert die Aufgabezone
"5 von der Uibrigen Membranfliche und ermdglicht die gerichtete Verteilung von
Probenfllssigkeit und Testreagenzien in die poroése Membran 2. Zwischen der
Aufgabezone 5 und dem Bereich der porésen Membran 2, der mit dem Absorptions-

Pad 3 in Kontakt steht, ist der Indikatorzonenbereich 6 angeordnet.

In Fig. 2 wird eine erfolgreiche simultane Bestimmung der Blutgruppenantigene Jka,
Jkb, Fya, Fyb, S, s, k und P1 gezeigt. Der Donor ist Jka-Jkb+Fya-Fyb+S-s+k+P1+,

Hierbei wurde die Probe auf die in der Mitte gelegene Aufgabezone aufgetragen. Die
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Probe durchstrémt sowohl die links von der Aufgabezone gelegenen Indikatorzonen

als auch die rechts von der Aufgabezone gelegenen Indikatorzonen.

In Fig. 3 ist ein Vergleich einerseits des erfindungsgemaflen Verfahrens mit einem
ersten gegen die Blutgruppenantigene D, Fya bzw. k gerichteten 1gG-Antikérper und
einem hiergegen gerichteten zweiten anti-lgG-Antikérper dargestellt und andererseits
eines Vergleichsverfahrens ohne zweiten Antikérper dargestellt. Auf der rechten
Seite ist dreimal anti-lgG als weitere Negativ-Kontrolle aufgetragen. Fig. 3a zeigt
hierbei das verwendete Dispensierschema. Figuren 3b bis 3e zeigen die
experimentellen Ergebnisse, die mit Proben unterschiedlicher Donoren erhalten
wurden.

Beispiele

Beispiel 1 : Blutgruppenbestimmung

Herstellung der Teststreifen :

Die Teststreifen bestehen aus einer in der Mitte der Membran liegenden
Aufgabezone, sowie zwei Indikatorzonenbereichen und zwei Absorptionsbereichen in
gleichen Abstanden zu beiden Seiten der zentralen Aufgabezone. Membranen der
Sorte Millipore HiFlow Plus 065 werden in Streifen auf eine Grosse von 19 x 48 mm
(Breite/Lange; x/y) fur eine 8- bis 10-Bandenausfiihrung zurechtgeschnitten und auf
eine Tragerschicht (Backing sheet z.B. von G&L) aufgeklebt. An den zur
Aufgabezone distalen Enden der Membran werden zwei mit der Membran um 7mm
aberlappende 19x17mm grosse Absorptions-Pads (Millipore) aufgeklebt. In zwei
linearen Reihen versetzt werden in den Indikatorzonenbereichen 6mm-lange Banden
(je 0.6ul) von Lésungen verschiedener blutgruppenspezifischer Antikérper unter
Verwendung eines Dispensers, z.B. AD3200 (Biodot), aufgetragen:

Anti-Jka:Klon P3HT7 (Diagast, Ref. 78003); Anti-Jkb: Klon P3 143, (Diagast, Ref.
78004); Anti-Fya: Klon P3TIM + Anti-lgG-Klon MS278 (Merck Millipore, VL+JZ); Anti-
Fyb: Klon SpA264LBg1 (Merck Millipore, FF); Anti-S: Klon P3S13JS123 + Anti-lgG-
Klon MS278 (Diagast, Ref.78007+ Merck Millipore, JZ); Anti-s: Kion P3BER (Merck
Millipore, FE); Anti-P1: Klon P3MON2 (Merck Millipore, VN); Anti-k:Klon
P3A1180L67 + Anti-lgG-Klon MS278 (Merck Millipore, FA+JZ). Alle Antikdrper

werden vor der Formulierung ca. 10fach konzentriert.
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Die Positionierung des Anti-Jka Antikérpers erfolgt links der Aufgabezone in Position
x=3mm/y=9 mm bis y=15. Drei andere Antikdrper (Anti-Jkb, Anti-Fya und Anti-Fyb)
werden iterierend in Abstédnden von x=2,5mm parallel zur Position des Anti-Jka
Antikorpers dispensiert. Die Positionierung des Anti-S Antikorpers erfolgt rechts der
Aufgabezone in Position x=3mm/y=34mm bis y=40. Drei andere Antikérper (Anti-s,
Anti-k und Anti-P1) werden iterierend in Abstanden von x=2,5mm zur Position des
Anti-S Antikérpers dispensiert.

Der Anti-Erythrozyten-spezifische Validierungsantikorper (Val = Prozesskontrolle;
Rabbit IgG Fraction of Anti-Human RBC, Rockland, 209-4139) wird in
x=2,5mm/y=3mm Versetzung zum letzten Bande der Serie der
blutgruppenspezifischen Antikorper als Punkt aufgetragen. Der Kontrollpunkt (Ctl =
negative Kontrolle; enthélt alle Bestandteile der verschiedenen
Antikdrperformulierungen mit Ausnahme des Antikérpers) wird in y=3mm Versetzung
zum Val Punkt aufgetragen. Alle Antikdrperldsungen enthalten 1% BSA und 9,4%
APP3 Losung [32.4% (w/v) D(+) Trehalose dihydrat, 0.055% (v/v) Genapol PF10,
21.8% (v/v) Methanol, PPB Buffer: 15mM Kalium Phosphate Puffer/ 10mM NaCl/
0.05% (w/v) NaNj3]. Die Verdlinnung der Antikdrper erfolgt in 0.07M Tris/HCI Puffer
pH 7, mit Ausnahme von Anti-P1, welcher in 0.01M Zitrat Puffer pH 4 verdunnt ist,
wie folgt: Anti-Jka 1:5, Anti-Jkb 1:5, Anti-Fya 1:5 + Anti-IgG 1:25, Anti-S 1:5 + 1:100,
Anti-s (small) 1:16.7, Anti-k 1:10 + anti-lgG 1:100, Anti-P1 1:10 und Anti-RBC 1:10.
Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Antikérper fur 1 Stunde bei
45°C getrocknet und zusammen mit einem Dichtelement in einem
Polycarbonatgehéause (Medion Grifols Diagnostics AG) eingeschweisst.

Testansatz:

Die Blutproben kénnen in Réhrchen mit gebrauchlichen Antikoagulanzien (z.B.
EDTA, CPDA-1, ACD, Citrat) oder nativ abgenommen werden.

In einem Testrohrchen werden 1 Tropfen (50 ul) antikoaguliertes Voliblut mit 4
Tropfen (200 w!) Diluent F (Medion Grifols Diagnostics) oder 1 Tropfen |
Erythrozytensediment mit 8 Tropfen (400 pl) Diluent F oder 2 Tropfen (100 pl) der
Zellen von koaguliertem Blut mit 2 Tropfen Diluent F gemischt.

Zwei Tropfen (100ul) der resultierenden Suspension werden auf die Aufgabezone

der beschriebenen Versuchsanordnung gegeben. Nach 30 Sekunden werden 6
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Tropfen (300ul) Diluent F auf die Aufgabezone geben. Nach 5 Minuten werden die
Ergebnisse abgelesen und aufgezeichnet.

Ergebnis:

Der Test ist valid, wenn die anti-RBC Validierungspunkt (val) ein deutlich positives
Signal (Roter Punkt) zeigt und der Kontrollpunkt (ctl) ein negatives Ergebnis anzeigt.
Die Anwesenheit einer roten Bande zeigt an, dass die getestete Blutprobe positiv fur
das jeweilige Blutgruppenmerkmal ist. Die Abwesenheit einer Bande in der
entsprechenden Position in der Aufgabezone bedeutet, dass die getestete Blutprobe
negativ fur das entsprechende Blutgruppenmerkmal ist.

Fig. 2 zeigt die erfolgreiche simultane Bestimmung der Blutgruppenantigene Jka,
Jkb, Fya, Fyb, S, s, k und P1 gezeigt. Der Donor ist Jka-Jkb+Fya-Fyb+S-s+k+P1+.

Beispiel 2: Blutgruppenbestimmung mit dem erfindungsgemaBen Verfahren
und Vergleichsbeispiel

Der Teststreifen wurde analog zu Beispiel 1 hergestellt. Als Antikorper wurden
verwendet: Anti-D, Klon ESD-1 (Alba), Human IgG; Anti-k (cellano), Klon
P3A1180L67 (Millipore), Human IgG; Anti-Fya, Klon P3TIM (Millipore), Human IgG
und als Zweitantikérper: Anti-lgG, Klon MS278 (Millipore), Maus-igM

Fig. 3a zeigt das verwendete Dispensierschema. Figuren 3b bis 3e zeigen die
experimentellen Ergebnisse, die mit Proben unterschiedlicher Donoren erhalten
wurden. Es ist klar erkennbar, dass nur die Bestimmung mit einem ersten gegen das
Blutgruppenantigen gerichteten Antikorper der IgG-Klasse und hiergegen gerichteten
zweiten Antikdrper zu einer deutlich nachweisbaren Bande flihrt, wohingegen die
Bestimmung unter Verwendung des ersten Antikérpers der IgG-Klasse nicht zu einer
klar erkennbaren Bande fiihrt. Auf der rechten Seite ist dreimal anti-IgG als weitere
Negativkontrolle aufgetragen. Figuren 3b bis 3e zeigen, dass keine Bande bei dieser
Negativkontrolle erhalten wurde.
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Anspriuche

1. Vorrichtung zur Bestimmung eines zellular-gebundenen Analyten in einer
flissigen Probe, umfassend eine Trennmatrix mit mindestens einer Indikatorzone,
dadurch gekennzeichnet, dass die Indikatorzone einen ersten gegen den zellular-
gebundenen Analyten gerichteten Antikdrper oder ein Fragment davon und ein
gegen den ersten Antikdrper gerichtetes Bindungselement umfasst, wobei der erste
Antikorper ein inkompletter Antikdrper ist.

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, umfassend eine Membran (2) mit einer
Aufgabezone (5) zum Auftragen der fllissigen Probe, mindestens einer
Indikatorzone, die mit dem zellular-gebundenen Analyten in Wechselwirkung treten
kann und mindestens einem Absorptionsbereich (3), welcher die Fllssigkeit nach
Passieren der Indikatorzone aufnimmt, wobei die Indikatorzone zwischen der
Aufgabezone (5) und einem Absorptionsbereich (3) liegt, dadurch gekennzeichnet,
dass die Indikatorzone ein gegen den zellular-gebundenen Analyten gerichteten
Antikorper oder ein Fragment davon und ein gegen den ersten Antikorper
gerichtetes Bindungselement umfasst, wobei der erste Antikdrper ein inkompletter
Antikorper ist.

3. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei die Vorrichtung mit Gelmaterial befulite
Réhrchen enthalt.

4. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei der zellular-gebundene
Analyt ein Blutgruppenantigen ist.

5. Vorrichtung nach Anspruch 4, wobei der zellular-gebundene Analyt ausgewahilt
ist aus den Blutgruppenantigenen A, B, AB, D, C, E, c, e, Cw, K, k, Jka, Jkb, Fya,
Fyb, M, N, S, s, P1, Kpa, Kpb, Lua, Lub, Lea, Leb, Mia, Dia, Jsa, Jsb, Coa, Cob,
Wra und Xga.

6. Vorrichtung nach Anspruch 5, wobei der zellular-gebundene Analyt ausgewahit
ist aus den Blutgruppenantigenen k, S, Fya, Kpa, Kpb, Mia, Lua, Lub, Dia, Jsa, Jsb,
Coa, Cob, Wra und Xga.

7. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei der erste Antikorper ein
Antikérper vom IgG- oder IgA-Typ ist, vorzugsweise vom IgG-Typ.
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8. Vorrichung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei das gegen den ersten
Antikorper gerichtete Bindungselement ausgewahit ist aus einem gegen den ersten
Antikdrper gerichteten Antikérper oder einem Fragment davon, und einem Lektin
oder Fragment davon.

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, wobei der Antikérper ein anti-lgG oder anti-igA-
Antikorper, vorzugsweise ein monoklonaler anti-lgG-Antikorper der IgM-Klasse,
oder das Lektin Protein A oder Protein G ist.

10. Vorrichtung zur simultanen Bestimmung eines ersten und zweiten zellular-
gebundenen Analyten in einer flissigen Probe, umfassend eine Membran (2) mit
einer Aufgabezone (5) zum Auftragen der flissigen Probe, mindestens zwei
Indikatorzonen, die mit den zellular-gebundenen Analyten in Wechselwirkung treten
kénnen und mindestens einem Absorptionsbereich (3), welcher die Flussigkeit nach
Passieren der Indikatorzone aufnimmt, wobei die Indikatorzonen zwischen der
Aufgabezone (5) und dem mindestens einen Absorptionsbereich (3) liegen,
dadurch gekennzeichnet, dass (i) die erste Indikatorzone einen ersten gegen den
ersten zellular-gebundenen Analyten gerichteten Antikérper oder ein Fragment
davon und ein gegen den ersten Antikorper gerichtetes Bindungselement umfasst,
wobei der erste Antikorper ein inkompletter Antikérper ist und

(ii) die zweite Indikatorzone (a) einen ersten gegen den zweiten zellular-
gebundenen Analyten gerichteten Antikbrper umfasst, wobei der erste AntikGrper
ein kompletter Antikodrper ist; oder (b) einen ersten gegen'den zweiten zellular-
gebundenen Analyten gerichteten Antikorper umfasst, wobei der erste Antikorper
inko‘i’nplett ist und ein gegen diesen Antikdrper gerichtetes Bindungselement.

11. Vorrichtung nach Anspruch 10, wobei der erste und der zweite zellular-
gebundene Analyt Blutgruppenantigene sind.

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, wobei der erste zellular-gebundene Analyt
ausgewahlt ist aus den Blutgruppenantigenen k, Fya, Kpa, Kpb, Lua, Lub, Mia, Dia,
Jsa, Jsb, Coa, Cob, Wra, Xga und S und der zweite zellular-gebundene Analyt
ausgewahlt ist aus A, B, AB, C, D, E, c, e, Cw, K Lea, Leb, Jka, Jkb, Fyb, P1 und
S.

13. Vorrichtung nach einem der Anspriche 10 bis 12, wobei der erste Antikorper in
der ersten Indikatorzone (i) und/oder der erste Antikorper in der zweiten
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Indikatorzone (i) ein Antikorper vom IgG- oder IgA-Typ ist, vorzugsweise vom IgG-
Typ.

14. Vorrichung nach einem der Anspriiche 10 bis 13, wobei das gegen den ersten
Antikorper gerichtete Bindungselement in der ersten Indikatorzone (i) und/oder in
der zweiten Indikatorzone (ii) ausgewahlt ist aus einem gegen den ersten
Antikorper gerichteten Antikrper oder einem Fragment davon, und einem Lektin
oder Fragment davon.

15. Vorrichtung nach Anspruch 14, wobei das Bindungselement ein anti-igG oder
anti-lgA-Antikorper ist oder das Lektin Protein A oder Protein G ist.

16. Vorrichtung nach Anspruch 14, wobei das Binduhgselement in der ersten
Indikatorzone (i) und/oder der zweite Antikdrper in der zweiten Indikatorzone (ii) ein
IgM oder IgG-Antikorper ist.

17. Vorrichtung nach einem der Ansprtiche 10 bis 16, wobei der erste gegen den
ersten zellular-gebundenen Analyten gerichtete Antikdrper und das gegen den
ersten Antikorper gerichtete Bindungselement in der ersten Indikatorzone (i)
und/oder der erste gegen den zweiten zellular-gebundenen Analyten gerichtete
Antikérper und das zweite gegen den ersten Antikkdrper gerichtete
Bindungselement in der zweiten Indikatorzone (ii) IgG-Antikérper sind.

18. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 10 bis 17, wobei die zweite
Indikatorzone (ii) einen gegen den zweiten zelluldr-gebundenen Analyten
gerichteten IgM-Antikdrper umfasst.

19. Verfahren zur Herstellung einer Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis
18, umfassend

das Aufbringen eines ersten'gegen einen zellular-gebundenen Analyten
gerichteten Antikorpers oder eines Fragmentes davon und eines gegen den ersten
Antikorper gerichteten Bindungselementes in der Indikatorzone, wobei der erste
Antikorper ein inkompletter Antikorper ist.

20. Verfahren zur Herstellung einer Vorrichtung nach Anspruch 19, wobei der erste

Antikdrper und das Bindungselement getrennt voneinander oder als Gemisch
aufgetragen werden.
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21. Verfahren zur Bestimmung mindestens eines zelluldr-gebundenen Analyten,
umfassend

das Auftragen der Probe auf die Aufgabezone (5) einer Membran (2) der
Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspriiche 1 bis 18, wobei diese
Probe in ausreichender Menge vorliegt, um die Probenflissigkeit dazu zu
veranlassen, in Richtung Absorptionsbereich (3) durch die Indikatorzonen zu
fliessen und um die Analyten in der Probenflissigkeit dazu zu veranlassen, in den
Indikatorzonen einen Komplex zu bilden.

22. Verfahren nach Anspruch 21, wobei das Verfahren nicht das Inkubieren des
zelluldr-gebundenen Analyten mit einem Antikdrper vor dem Auftragen des zellular-
gebundenen Analyten auf die Membran umfasst.

23. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, wobei die flissige Probe aus Blut oder
Blutbestandteilen, vorzugsweise aus Vollblut, Erythrozyten-Konzentrat,
koaguliertem Blut oder Testfllissigkeit, wie Kontroliblut, besteht.

24. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 18 zur Analyse
von Blut, insbesondere zur Bestimmung von Blutgruppenantigenen bzw.-antigen-
Epitopen.

25. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 18 zur Analyse
von Blut, insbesondere zur simultanen Bestimmung mehrerer der folgenden A, B,
AB, D, C, E, ¢, e, Cw, K, k, Jka, Jkb, Fya, Fyb, M, N, S, s, P1, Kpa, Kpb, Lua, Lub,
Lea, Leb, Mia, Dia, Jsa, Jsb, Coa, Cob, Wra und/oder Xga-Blutgruppenantigene
bzw.-antigen-Epitope.
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