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(57) Abstract: The invention relates to a device for the simul-
taneous qualitative or quantitative determination of several ana-
Iytes in aliquid sample, comprising a membrane (2) with a charg-
ing zone (5), for the application of the liquid sample, at least two
indicator zones which can interact with the analyte(s) and at least
one absorption region (3), which accepts the fluid after passing
through the indicator zones, whereby the indicator zones lie be-
tween the charging zone (5) and an absorption region (3), char-
acterised in that the flow directions (flow tracks) are essentially parallel from the application zone (5) through each indicator zone to
an absorption region (3) and at least two different flow tracks are present. The invention further relates to a method for the determi-
nation of several analytes or derivatives thereof in a liquid sample, comprising: application of the sample to the charging zone (5) of
= @ membrane of the device as given in claims 1 to 8, whereby said sample is present in sufficient amounts to permit the sample fluid
< to flow in the direction of the absorption region (3) through the indicator zones and to permit the analytes or derivatives thereof in
the liquid sample to form a complex in the indicator zone.
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zum gleichzeitigen, qualitativen oder quantitativen Bestimmen
'Ye) mehrerer Analyten in einer fliissigen Probe, umfassend eine Membran (2) mit einer Aufgabezone (5) zum Auftragen der fliissigen
& Probe, mindestens zwei Indikatorzonen, die mit dem/den Analyten in Wechselwirkung treten konnen und mindestens einem Ab-
& sorptionsbereich (3), welcher die Fliissigkeit nach Passieren der Indikatorzonen aufnimmt, wobei die Indikatorzonen zwischen der
m Aufgabezone (5) und einem Absorptionsbereich (3) liegen, dadurch gekennzeichnet, dass die Fliessrichtungen von der Aufgabe-
& zone (5) durch die jeweiligen Indikatorzonen zu einem Absorptionsbereich (3) (Fliessspuren) im Wesentlichen parallel sind und
& mindestens zwei unterschiedliche Fliessspuren vorliegen. Desweiteren betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Bestimmung mehrer
o Analyten oder deren Derivate in einer fliissigen Probe, umfassend: das Auftragen der Probe auf die Aufgabenzone (5) einer Mem-
bran (2) der Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspriiche 1 bis 8, wobei diese Probe in ausreichender Menge vorliegt,
um die Probenfliissigkeit dazu zu veranlassen, in Richtung Absorptionsbereich (3) durch die Indikatorzonen zu fliessen und um die
Analyten oder ihre Derivate in der Probenfliissigkeit dazu zu veranlassen, in den Indikatorzonen einen Komplex zu bilden.
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Vorrichtung und Verfahren zur simultanen Durchfiihrung
von Blutgruppenbestimmung,

Serumgegenprobe und Antikérpersuch-Test

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung fiir Lateral-Diagonal-Fluss Multiparame-
ter Tests, insbesondere auf den Gebieten der Immunhématologie und der Infekti-
onsserologie, zum gleichzeitigen, qualitativen oder quantitativen Bestimmen meﬁ—
rerer Analyten in einer fliissigen Probe, umfassend mindestens eine Membran mit
einer Aufgabezone zum Auftragen der fliissigen Probe, mindestens zwei Indika-
torzonen, die mit dem/den Analyten in Wechselwirkung treten kénnen und min-
destens einem Absorptionsbereich, welcher die Fliissigkeit nach Passieren der
Indikatorzonen aufnimmt, wobei die Indikatorzonen zwischen der Aufgabezone
und dem Absorptionsbereich liegen, dadurch gekennzeichnet, dass die Fliefirich-
tungen von der Aufgabezone durch die jeweiligen Indikatorzonen zum Absorpti-
onsbereich (FlieBspuren) im Wesentlichen parallel sind und mindestens zwei un-

terschiedliche FlieBspuren vorliegen.

Die Erfindung betrifft weiter ein Verfahren zur Bestimmung mehrerer Analyten in
einer fliissigen Probe, umfassend das Auftragen der Probe auf die Aufgabezone
einer Membran der erfindungsgemifen Vorrichtung, wobei diese Probe in ausrei-
chender Menge vorliegt, um die Probenfliissigkeit dazu zu veranlassen, in Rich-
tung Absorptionsbereich durch die Indikatorzonen zu fliefen und um die Analyten
oder ihre Derivate in der Probenfliissigkeit dazu zu veranlassen, in den Indikator-
zonen einen Komplex zu bilden, insbesondere zur simultanen Bestimmung von
zelluldren und plasmatischen Parametern, vorzugsweise zur simultanen Durchfiih-

rung von Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe und/oder Antikorper-
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such-Test sowie zur simultanen Durchfithrung von Blutgruppenbestimmung und

. Bestimmung transfusionsrelevanter infektionsserologischer Marker sowie zur

simultanen Durchfilhrung von Blutgruppenbestimmung und Bestimmung von
Antikérpern, die gegen andere Blutzellen als Erythrozyten gerichtet sind, insbe-
sondere anti-Thrombozyten und anti-Lymphozyten Antikdrper.

Um Komplikationsrisiken z. B. bei einer Transfusion, insbesondere Blutgruppe-
nunvertriglichkeiten, viralen und/oder bakteriellen Kontaminationen, vorzubeu-
gen, werden bekanntermaBen verschiedene Labortests am Spender- und Patien-
tenblut vorgenommen zur Bereitstellung von Komponenten, die mit dem Rezi-
pienten blutgruppenserologisch kompatibel sind und frei von bekannten iibertrag-
baren Pathogenen sind. Die jeweiligen serologischen Tests beinhalten in der Regel
die Blutgruppenbestimmung beim Spender und Empfinger, insbesondere von
Blutgruppen der Blutgruppensysteme ABO, Rh und Kell, Serumgegenprobe beim
Spender und Empfinger, Antikorpersuche nach irreguliren AntikSrpern, beim
Spender und Empfénger sowie Antikérperidentifizierung beim Empfinger bei
Vorliegen irregulérer Antikorper. Der Nachweis von Antikdrpern gegen Throm-
bozyten und/oder Lymphozyten wird im Zusammenhang mit Transfusionen und
Transplantationen ebenfalls durchgefiihrt.

Infektionsserologische Tests am Spender umfassen bekanntermaBen die routine-
miBige Bestimmung von Antikdrpern insbesondere gegen HIV-1, HIV-2, gegen
HCV, gegen Treponema pallidum (Syphilis), sowie die Bestimmung des Hepatitis
B Oberflichen-Antigens (= HbsAg: Hepatitis surface Antigen).

In der blutgruppenserologischen Diagnostik werden allgemein Parameter nach-
gewiesen, die besonders im Zusammenhang mit Transfusionen bzw. dem Morbus
Hamolyticus Neonatorum (Mhn) von Bedeutung sind. Dabei handelt es sich unter
anderem um den Nachweis von Antigenen auf der Oberfléche der Erythrozyten,
die fiir die Blutgruppen charakteristisch sind (Blutgruppenbestimmung). Weitere

wichtige Antigensysteme befinden sich auch auf Thrombozyten, Granulozyten,
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Lymphozyten, die ebenfalls bei Transfusion und Transplantation eine Rolle spie-
len. Bei Thrombozyten-und Granulozyten-Antigenungleichheit zwischen Mutter
und Fétus kann es zu Mhn vergleichbaren Krankheitsbildern am Neugeborenen
kommen. Ferner handelt es sich um den Nachweis von reguliren Blutgruppen-
Antiksrpern (Isoagglutinine) und um den Nachweis von irreguléren Blutgruppen-

Antikorpern im Serum oder Plasma.

Die Isoagglutinine oder reguliren Antikorper werden von allen Menschen
frithzeitig nach der Geburt erworben und korrespondieren zur jeweiligen Blut-
gruppe des ABO-Systems. Sie sind gegen diejenigen Blutgruppenantigene A bzw.
B, die dem Individuum selbst fehlen, gerichtet, d. h. Personen mit Blutgruppe A
haben anti-B, Personen mit Blutgruppe B haben anti-A, Personen mit Blutgruppe
0 haben anti-A und anti-B; Personen mit Blutgruppe AB haben keine Isoaggluti-
nine. Die reguliren Antikorper werden auch ,komplett“ genannt, weil sie E-
rythrozyten im NaCl-Milieu direkt agglutinieren kdnnen.

Die irreguliiren- oder Alloantikirper werden im Gegensatz zu den Isoagglutini-
nen durch spitere Immunisierungen erworben, V. a. durch Transfusion oder
Schwangerschaft. Deshalb haben die meisten Menschen keine irreguldren
Blutgruppenantikérper. Die transfusionsrelevanten irreguliren Antikdrper sind in
der Regel wirmereaktiv und gehdren iiberwiegend der IgG-Klasse an. Sie sind im
Gegensatz zu den reguldren Antikérpem im NaCl-Milieu nicht in der Lage, E-
rythrozyten direkt zu agglutinieren.

Bekanntermafien werden zur Blutgruppenbestimmung die Erythrozyten der zu
testenden Person (Spender oder Empfinger) mit Reagenzien, welche blutgruppen-
spezifische Antikérper enthalten, zusammengebracht. Ublicherweise handelt es
sich um Fliissigkeitstests, bei denen durch Mischen einer Erythrozyten-haltigen
Probe mit einer Probe, welche Antikorper enthilt, die gegen ein bestimmtes Blut-
gruppenmerkmal gerichtet sind, ein Testansatz hergestellt wird. Der Testansatz
wird dann {iber einen definierten Zeitraum und unter definierten Bedingungen

inkubiert und nach Abschluss der Inkubation oder direkt oder nach einem Zentri-
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fugationsschritt entweder visuell oder mit optischen Methoden auf eine eventuelle
Agglutination oder Adsorption der Erythrozyten iiberpriift. Die vorherrschende
Endpunktmessung in der Blutgruppenserologie ist nach wie vor die Himaggluti-
nation. Fiir jede zu bestimmende Blutgruppe muss ein eigener Ansatz pipettiert
werden, d. h. z. B. die Bestimmung der 9 wichtigsten Blutgruppen A B,D,C,c,
E, ¢, Cw und K erfordert ohne Kontrolle 9 getrennte Ansétze.

Fiir die Serumgegenprobe werden bekanntermaBen Zellreagenzien mit bekannter
ABO-Blutgruppe (A1, A2, B, 0) verwendet, welche mit dem Serum oder Plasma
der zu testenden Person inkubiert werden. Nach einem Zentrifugationsschritt wird
visuell bzw. mit optischen Methoden auf eine eventuelle Agglutination der E-
rythrozyten hin iiberpriift. Fiir eine Serumgegenprobe mit den 4 genannten Test-

zellen miissen herkémmlicherweise 4 Ansitze pipettiert werden.

Fiir die Suche nach irreguliren Antikirpern werden bekanntermaBen Panel
bestechend aus normalerweise 2 oder 3 Blutgruppe 0-Zellen verwendet, deren
kombiniertes Antigenprofil die wichtigsten Antigene, insbesondere der Blutgrup-
pensysteme Rh, Kell, Dufty, Kidd, MNS, P, Lewis, Lutheran enthlt. Das Zellre-
agenz wird mit dem Serum oder Plasma der zu testenden Person zusammenge-
bracht, inkubiert und nach einem Zentrifugationsschritt visuell bzw. mit optischen
Methoden auf eine eventuelle Agglutination der Erythrozyten tiberprift. Fir die

Bestimmung einer Patientenprobe miissen 2 bis 3 Ansitze pipettiert werden.

Fiir die Xdentifikation der irreguliiren Antikorper, die in der Regel nach einem
positiven Antikdrper-Suchtest erfolgt, werden Panel bestehend aus bis zu 16 Blut-
gruppe 0-Zellen verwendet, deren Antigenprofile die wichtigsten Antigene, insbe-
sondere der Blutgruppensysteme Rh, Kell, Duffy, Kidd, MNS, P, Lewis, Luthe-
ran, in genau abgestimmter Weise abdecken. Das Zellreagenz wird mit dem Se-
rum oder Plasma der zu testenden Person zusammengebracht, inkubiert und visu-

ell bzw. mit optischen Methoden auf eine eventuelle Agglutination der Erythro-
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zyten iiberpriift. Fiir die Bestimmung einer Patientenprobe miissen bis zu 16 An-
sitze pipettiert werden.

Da die meisten transfusionsrelevanten irreguliren Antikérper vom IgG-Typ und
deshalb inkomplett sind, miissen die fiir die Antikérpersuche und-identifikation
beschriebenen Reaktionen in der Regel verstirkt werden, um den Endpurkt HE-
magglutination nachweisen zu kénnen. Gebriuchlichstes Reagenz ist hierbei ein
polyklonales anti-Humanglobulin-Antikdrperreagenz, — dem hiufig  anti-
Komplement Antikérper zugesetzt sind (typischerweise anti-C3d und/oder anti-
C3b).

Eine gebriuchliche Methode zum Nachweis von Thrombozyten-Antikorpern ist
der sogenannte MAIPA-Test (Monoclonal Antibody Immobilisation of Platelet
Antigens). Hierbei werden Test-Thrombozyten mit dem zu testenden Serum inku-
biert. Nach einem Waschschritt wird mit einem monoklonalen z. B. Maus-
Antikérper, der fiir ein bestimmtes Thrombozyten-Glykoprotein spezifisch ist,
inkubiert. Die Thrombozyten werden daraufhin lysiert und das verdiinnte Lysat
wird in ein mit z. B. Ziege anti-Maus Antikérpern beschichtetes Reaktionsgefiss
einer Mikrotiterplatte gegeben. Der Ziege anti-Maus Antikorper bindet den Maus-
Antikérper und den  daran befindlichen = Thrombozytenglykoprotein-
Humanantikdrper-Komplex. Der humane Antikorper wird durch Zugabe eines

Enzym konjugierten Ziege anti-human IgG nachgewiesen.

Mit herkémmlichen diagnostischen Tests konnen nur entweder zellulidre oder
plasmatische Parameter bestimmt werden. Zur Bestimmung von Blutbestandteilen

miissen grundsitzlich zuvor Zellen und Plasma getrennt werden.

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 bekanntermafien aus ginem
festen Triger, auf dem eine Aufgabezone fiir die zu untersuchende Probe aufge-

bracht ist, eine Trennmembran, auf der Bindungselemente, z. B. Fingerantikorper

PCT/EP2004/007525
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bzw. -antigene gebunden sind und auf der sich Bindungsreaktionen nachweisen
lassen und ein saugfihiger Absorptionsbereich, der die zu untersuchende Probe

linear durch die Trennmembran fliefen lésst.

Testmembranen herkémmlicher Lateral-Fluss-Tests werden in der Regel mit
chromatographie-ihnlicher Aufirennung beschrieben. Der Analyt in der Probe
bindet spezifisch an die in einer Membran befestigten Bindungselemente, die in
der Regel in hintereinanderliegenden bzw. iibereinanderstehenden Banden ange-
ordnet als Indikatorzonen vorliegen. Der Bindungskomplex wird durch Indikator-
partikel sichtbar gemacht, welche in der Regel in einem Konjugat-Freisetzungs-
Pad eingetrocknet in der Anordnung bereits vorliegen. Das Konjugat-
Freisetzungs-Pad ist zwischen Aufgabezone und Membran angebracht. Die vorbe-
schichteten farbigen Indikatorpartikel sind beispielsweise mit einem gegen den

gesuchten Analyten gerichteten Antikdrper beschichtet.

Das iibliche Lateral-Fluss-Test-Format ist das eines sogenannten ,,Sandwich-
Assays*“, bei dem sowohl die Indikatorzone als auch die Indikatorpartikel mit ge-
gen den gesuchten Analyten gerichteten Liganden, normalerweise ein Antikdr-
pern, belegt sind. Dabei ist der Ligand (Bindungselement) an die Membran im-
mobilisiert. Das Detektor-Reagenz, normalerweise ein Antikorper, welcher an
gefirbte Polystyrol-Partikel oder kolloidale Metalle gebunden ist, ist im Konjugat-
Freisetzungs-Pad auswaschbar deponiert. Dieser Bindungskomplex dient als Indi-
katorpartikel. Nach Auftragen der zu untersuchenden Probe benetzt diese sehr
schnell das Konjugat-Freisétzungs—Pad, wodurch die Indikatorpartikel mobilisiert
werden. Die Indikatorpartikel migrieren mit der Fliissigkeitsfront entlang der po-
r5sen Membran. Ein in der Probe befindlicher Analyt wird durch den Antikorper,
der an das Indikatorpartikel gekoppelt ist, gebunden. Wenn die Probe die Indika-
torzone passiert, wird der Analyt/Indikatorpartikel-Komplex in der Indikatorzone
durch Reaktion des Analyten mit dem in der Indikatorzone gebundenen Antikor-

per immobilisiert, was zu einem sichtbaren Signal fithrt.

Ein weiteres bekanntes Testformat fiir kleine Analyten mit nur einer einzigen an-

tigenen Determinante, die nicht gleichzeitig zwei Antikdrper binden kann, ist der
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sogenannte ,,Kompetitions-Assay*. Das an die Indikatorpartikel gebundene De-
tektor-Reagenz ist normalerweise ein dem Analyten identisches oder analoges:
Molekiil. Die Indikatorpartikel sind im Konjugat-Freisetzungs-Pad deponiert. Die
Indikatorpartikel migrieren mit der Fliissigkeitsfront entlang der pordsen Mem-
bran. Wenn die Probe, die Analyt enthilt, und die Indikatorpartikel (die effektiv
ebenfalls Analyt enthalten) die Indikatorzone passieren, bindet ein Teil der Ana-
lytmolekiile in der Probe und ein Teil der Indikatorpartikel. Je mehr Analyt sich in
der Probe befindet, umso effektiver wird er mit der Bindung der Indikatorpartikel

kompetieren, umso schwicher wird das Signal.

BekanntermaBen sind diese Indikatorpartikel iiberwiegend aus kolloidalem Gold
oder aus Polystyrol, die mit dem Fachmann bekannten Methoden hergestellt und
beschichtet werden. In den typischen Lateral-Fluss-Tests Formaten werden die
Analyten indirekt bestimmt. Unter direkter Bestimmung eines Analyten wird hier
verstanden, dass der Analyt bereits an das Indikatorpartikel (z. B. Erythrozyt) na-
tiirlich gebunden ist. In dem gebrauchlicheren Fall der indirekten Bestimmung des
Analyten enthilt die zu testende Probe in der Regel eine nicht zelluldr gebundene,
z. B. plasmatische Komponente als Analyten und es werden neben der zu testen-
den Probe zwei Reagenz-Komponenten bendtigt, nimlich Indikatorpartikel und
Bindungselement. Bei der indirekten Bestimmung bindet der Analyt zunéchst an
die aus dem Konjugat-Freisetzungs-Pad herausgeldsten Indikator-Partikel, bevor
dieser Komplex dann durch eine zweite Reaktion mit dem Bindungselement in

den Indikatorzonen immobilisiert wird.

Bei der Verwendung herkommlicher Lateral-Fluss-Tests mit Erythrozyten
als Indikatorpartikeln, die die zu bestimmenden Analyten, beispielsweise Blut-
gruppen-spezifische Antigene, gebunden haben, werden bislang in den Indikator-
zonen Antiksrper gegen korrespondierende Blutgruppenantigene als Bindungs-
elemente in hintereinanderliegenden bzw. {ibereinanderstehenden Banden nur

einer FlieBspur angeordnet, wie zum Beispiel anti-A, anti-B gegen die Blutgrup-
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pen-Antigene A bzw. B oder Antikdrper gegen Antigene des Rh Blutgruppensys-
tems. Dabei weisen herkémmliche Lateral-Fluss-Tests den Nachteil auf, dass die
an die Antikérper gebundenen Erythrozyten eine Flussbarriere fiir die weiter zu
untersuchenden Analyte, beispielsweise weitere Zell-assoziierte Antigene, in einer
Probe bilden. Durch Agglutination oder Adsorption von Zellen in einer proximal
zur Aufgabezone liegenden Bande von Bindungselementen konnen sich weitere
Analyten, insbesondere Zellen bzw. Zellfragmente, in der zu untersuchenden Pro-
be nicht weiter ungehemmt und sichtbar aufirennen und konnen folglich nicht
eindeutig bzw. vollstindig nachgewiesen werden. Dies kann z. B. bei einer Per-
son, die Blutgruppe AB Rh D positiv ist, zu einer Abschwéichung bzw. Eliminie-
rung der B- und der D-Bande fiihren, was zu einer Fehlinterpretation im Sinne
von Blutgruppe A Rh negativ fiihren konnte. Bislang konnten deshalb speziell in
der blutgruppenserologischen Diagnostik keine Lateral-Fluss-Test mit mehr als
einer Indikatorzone angewendet werden. Fiir die Messung mehrerer, insbesondere
zelluldrer und plasmatischer Blutgruppenparameter miissen bislang Einzelpara-

meter-Tests separat durchgefiihrt werden.

Aufgabe der Erfindung ist es, die im Hinblick auf den Stand der Technik ange-
fiihrten Nachteile, inshesondere die der hintereinanderliegenden bzw. iiberlagern-
den Indikator- bzw. Nachweiszonen herkémmlicher Lateral-Fluss-Tests, fiir eine
gleichzeitige Messung verschiedener Proben-Parameter, insbesondere von zelluld-

ren und plasmatischen Parametern, zu {iberwinden.

Die Aufgabe wird erfindungsgemiiff gelost zum einen durch eine Vorrichtung
zum gleichzeitigen, qualitativen oder quantitativen Bestimmen eines oder mehre-
rer Analyten in einer fliissigen Probe oder mehrerer fliissiger Proben, die mindes-
tens eine Membran umfasst mit einer Aufgabezone zum Auftragen der fliissigen
Probe, mindestens eine Gruppe von mindestens zwei Indikatorzonen, die mit
den/dem Analyten bzw. mit denen Analyten in Wechselwirkung treten konnen

und einem Absorptionsbereich, welcher die Fliissigkeit nach Passieren der Indi-
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katorzonen aufnimmt, wobei die Indikatorzonen zwischen der Aufgabezone und
dem Absorptionsbereich liegen, dadurch gekennzeichnet, dass die FlieBrichtungen
von der Aufgabezone durch die jeweiligen Indikatorzonen einer Gruppe zu einem
Absorptionsbereich, welche FlieBspuren darstellen, im Wesentlichen parallel sind

und mindestens zwei unterschiedliche FlieBspuren vorliegen.

Die Indikatorzonen der erfindungsgemiBen Vorrichtung befinden sich auf der
Membran und umfassen Bindungselemente, die die zu bestimmenden Analyte in
der Probe abfangen bzw. binden. In den Indikatorzonen werden die Bindungsre-
aktionen zwischen Analyt und Bindungselement nachgewiesen. Als besonders
Bevorzugte Bindungselemente werden Antikérper bzw. Antikorperfragmente,
Lektine, Antigene bzw. Antigen-Epitope und/oder Zellen bzw. Zellfragmente an
der pordsen Membran angebracht. Die Indikatorzonen umfassen vorzugsweise

jeweils ein Bindungselement gegen einen zu untersuchenden Analyten.

In einer Ansfiihrungsform der Erfindung sind die Indikatorzonen so angeord-
net, dass die Probenfliissigkeit pro FlieBspur nicht mehr als eine Indikatorzone
durchstromt. Beispielhaft sind die Indikatorzonen versetzt auf der Membran an-
geordnet. Die Anordnung der Indikatorzonen ist dabei vorzugsweise in einer von
proximal nach distal oder umgekehrt diagonal verlaufenden Reihe ausgestaltet.
Besondere Ausfiihrungsformen sind V-formig, W-, M-, oder N-formig oder um-
gekehrt V-formig, W-, M-, oder N-formig ausgestaltet. In einer weiteren Ausfiih-
rungsform sind die Indikatorzonen parallel nebeneinander versetzt in einer linea-
ren Reihe angeordnet.

Die Einfiihrung versetzter Indikatorzonen macht eine Multiparametertestung mit
Erythrozyten als Indikatorpartikeln in einer lateralen Anordnung erst moglich. Die
besonders bevorzugte Ausfihrungsform einer diagonalen Anordnung hat den
Vorteil, dass die Bezeichnung der Ergebnisse besonders praktisch und leicht ab-
lesbar auf die erfindungsgemiBe Anordnung aufgebracht werden kann, da jeder
nachzuweisende Parameter eine definierte X- und Y-Position aufweist, betrachtet

man die Anordnung der erfindungsgemifien Vorrichtung als ein Koordinatensys-
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tem mit Ordinate (Ebene der FlieBrichtung) und Abszisse (Ebene der Aufiragszo-

ne).

In einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung sind mehr als eine solche
Reihe von Indikatorzonen, vorzugsweise jeweils von proximal nach distal oder
umgekehrt diagonal verlaufend, oder beispiclsweise auch V-férmig, W-, M-, oder
N-férmig oder umgekehrt V-formig, W-, M-, oder N-formig verlaufend, in FlieB-
richtung hintereinander und/oder seitlich versetzt angeordnet und die Indikatorzo-
nen der verschiedenen Reihen entweder zueinander auf Liicke angeordnet, so
dass die Probenfliissigkeit pro FlieBspur nicht mehr als eine Indikatorzone durch-
stromt, oder zueinander micht auf Liicke angeordnet, so dass die Probenfliissig-
keit pro FlieBspur mehr als eine Indikatorzone durchstrémt.

Mehr als eine solche Reihe von Indikatorzonen, beispielsweise zwei Reihen von
Indikatorzonen, mit unterschiedlicher Distanz zur Aufgabezone sind insbesondere
dann vorteilhaft, wenn aus einer Vollblutprobe zelluldre und plasmatische Para-
meter bestimmt werden sollen. In einer Ausfilhrungsform, beispielhaft in einem
Testansatz mit Vollblut als Probe, werden die Bindungselemente so gewéhlt, dass
die im Plasma enthaltenen Analyten, zum Beispiel jede Art von Antikdrpern, die
durch die Vorrichtung von der Aufgabezone zum Absorptionsbereich durch die
Indikatorzonen flieBen, in der proximal zur Aufgabezone angeordneten Reihe von
Indikatorzonen an die Bindungselemente binden. Die Bindungselemente zum
Nachweis der zellular gebundenen Analyten, beispielsweise erythrozytére Antige-
ne, werden dagegen so gewihit, dass diese in der distal zur Aufgabezone ange-
ordneten Reihe von Indikatorzonen an die Bindungselemente binden. Bei dieser
bevorzugten Ausfithrungsform wird vorzugsweise mit einer zusétzlich zu den E-
rythrozyten weiteren Sorte von Indikatorpartikeln, vorzugsweise aus kolloidalem
Gold oder Polystyrol oder fixierten Erythrozyten, gearbeitet. Diese Indikatorparti-
kel werden insbesondere eingesetzt, um nicht erythrozytidr gebundene Analyten,
beispielsweise frei im Plasma vorkommende Antikérper, im Bindungskomplex in
einer Indikatorzone sichtbar zu machen. Werden beispielhaft zwei Arten von In-

dikatorpartikeln verwendet, wovon eine nicht Erythrozyten sind, kénmen die Indi-
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katorzonen der beiden Reihen zueinander nicht auf Liicke bzw. in einer FlieBspur
hintereinander angeordnet sein. Vorteilhaft ist hierbei die Anordnung, bei der die
aus dem Plasma nachgewiesenen Analyten in den proximalen Indikatorzonen
nachgewiesen werden und bei der die Erythrozyten-gebundenen Analyten in den
distalen Indikatorzonen nachgewiesen werden. Eine Ausfithrungsform der Erfin-
dung mit mehr als einer, wie vorbeschriebenen Reihe von Indikatorzonen, von
denen die Bindungselemente jeder Reihe mit Erythrozyten als Indikatorpartikel
reagieren bzw. binden, sind die Reihen von Indikatorzonen zueinander auf Liicke

bzw. in einer FlieBspur nicht hintereinander angeordnet.

In einer weiteren und besonders bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung
sind mehr als eine solche Reihe von Indikatorzonen, vorzugsweise in einer von
proximal nach distal oder umgekehrt diagonal verlaufenden Reihe, oder bei-
spielsweise in einer V-formig, W-, M-, oder N-formig oder umgekehrt V-formig,
W-, M-, oder N-férmig verlaufenden Reihe, oder beispielsweise auch in einer
parallel nebeneinander versetzt verlaufenden Reihe, bidirektional (z. B. zu einem
180° Winkel) zu einer zentralen Aufgabezone angeordnet. Eine solche Anordnung
ist insbesondere dann vorteilhaft, wenn aus einer Vollblutprobe zelluldre und
plasmatische Parameter bestimmt werden sollen.

In einer Ausfihrungsform, beispielhaft in einem Testansatz mit Vollblut als Pro-
be, werden die Bindungselemente so gewihlt, dass die im Plasma enthaltenen
Analyten, zum Beispiel jede Art von Antikérpern, die durch die Vorrichtung von
der Aufgabezone zum Absorptionsbereich durch die Indikatorzonen flieflen, in der
auf der einen Seite zur Aufgabezone angeordneten Reihe von Indikatorzonen an
die Bindungselemente binden. Die Bindungselemente zum Nachweis der zelluldr
gebundenen Analyten, beispielsweise erythrozytire Antigene, werden dagegen so
gewihlt, dass diese in der auf der gegentiberliegenden Seite zur Aufgabezone an-
geordneten Reihe von Indikatorzonen an die Bindungselemente binden. Bei dieser
bevorzugten Ausfiihrungsform wird vorzugsweise mit einer zusitzlich zu den E-
rythrozyten weiteren Sorte von Indikatorpartikeln, vorzugsweise aus kolloidalem

Gold oder Polystyrol, gearbeitet. Diese Indikatorpartikel werden insbesondere
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eingesetzt, um nicht erythrozytir gebundene Analyten, beispielsweise frei im
Plasma vorkommende Antikérper, im Bindungskomplex in einer Indikatorzone

sichtbar zu machen.

In einer bevorzugten Ausfilhrungsform umfasst die eine Aufgabezone ferner
zwei verschiedene Membranen unterschiedlicher Porositdt. Bei dieser bevorzug-
ten Ausfithrungsform wird vorzugsweise mit einer zusétzlich zu den Erythrozyten
weiteren Sorte von Indikatorpartikeln, vorzugsweise aus kolloidalem Gold oder
Polystyrol, gearbeitet. Diese Indikatorpartikel werden insbesondere eingesetzt, um
nicht erythrozytir gebundene Analyten, beispielsweise frei im Plasma vorkom-
mende Antikorper, im Bindungskomplex in einer Indikatorzone sichtbar zu ma-

chen.

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform umfasst die eine Aufgabezone
eine Membran oder zwei verschiedene Membranen unterschiedlicher Porositit.
Ferner umfasst eine der beiden Membranen ein Konjugat-Pad, welches zwischen
Dichtelement und Indikatorzonen angeordnet ist. Bei dieser bevorzugten Ausfiih-
rungsform wird vorzugsweise mit einer zusitzlich zu den Erythrozyten weiteren
Sorte von Indikatorpartikeln, vorzugsweise aus kolloidalem Gold oder Polystyrol,
gearbeitet. Diese Indikatorpartikel werden insbesondere eingesetzt, um nicht e-
rythrozytér gebundene Analyten, beispielsweise frei im Plasma vorkommende
Antikérper, im Bindungskomplex in einer Indikatorzone sichtbar zu machen. Die-
se weitere zusitzlich zu den Erythrozyten eingesetzte Sorte von Indikatorpartikeln
liegt vorzugsweise in das Konjugat-Pad eingetrocknet vor. Weiterhin sorgt das
Konjugat-Pad dafiir, dass der Fluss der Erythrozyten verlangsamt wird. Dies flihrt
dazu, dass in der bidirektionalen Anordnung bei einer einzigen gemeinsamen
Aufgabezone in der einen Richtung optimierte Bedingungen fiir den Nachweis
zelluldrer Eigenschaften und in der anderen Richtung optimierte Bedingungen fiir

den Nachweis plasmatischer Eigenschaften bereitgestellt werden.
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Durch die erfindungsgem#Be Vorrichtung wird ein Lateral-Fluss-Test, insbeson-
dere fiir die blutgruppenserologische Diagnostik, bereitgestellt, mit dem Erythro-
zyten als Indikatorpartikel verwendet werden und in einem Testansatz gleichzeitig
mehrere zellulire Parameter, insbesondere erythrozytire Antigene bzw. Antigen-
Epitope, plasmatische Parameter und/oder Blutzelleigenschaften, insbesondere
aus Vollblutbestandteilen, pro zu untersuchender Probe bestimmt werden kénnen.
Des weiteren wird damit ein méglichst einfach herzustellendes und einfach, ins-
besondere mit wenigen Versuchsreihen und ohne Probenvorbereitung, zu handha-
bendes und kostengiinstiges Testsystem bereitgestellt, mit dem gleichzeitig ver-
schiedene zellulire Parameter und/oder plasmatische Parameter einer Probe oder

mehrerer zu untersuchender Proben bestimmt werden kénnen.

Diese Vorteile bictet die erfindungsgemiBe Vorrichtung auf jedem medizinisch-
diagnostischen Gebiet, bei dem gleichzeitig verschiedene zellulire Parameter und
plasmatische Parameter bestimmt werden sollen, insbesondere auch auf dem Ge-
biet der Blutgruppen- und Infektionsserologie, insbesondere fiir jegliche Diagnos-
tik im Rahmen der Transfusionsmedizin, z. B. zur simultanen Durchfiihrung von
Blutgruppenbestimmung, wobei insbesondere Erythrozyten-gebundene Antigene
bzw. Antigen-Epitope bestimmt werden, und Serumgegenprobe, wobei insbeson-
dere regulire Antikérper (Isoagglutinine) bestimmt werden, und/oder Antikorper-
such-Test, wobei insbesondere irregulire Antikdrper bestimmt werden, sowie zur
simultanen Durchfiihrung von Blutgruppenbestimmung und Bestimmung transfu-
sionsrelevanter infektionsserologischer Marker, beispielhaft Antikorper gegen
HIV-1, HIV-2, HCV, Treponema pallidum, sowie das Oberflichen-Antigen des
Hepatitis B Virus (HbsAg), sowie zur simultanen Durchfithrung von Blutgrup-
penbestimmung und Bestimmung von Antikorpern gegen andere Blutzellen als
Erythrozyten, insbesondere anti-thrombozytére und anti-lymphozytire Antikor-

per.

Hierzu kann antikoaguliertes oder natives Vollblut verwendet werden, bei dem

vor der Bestimmung nicht in aufwendiger Weise Erythrozyten und Serum- bzw.
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Plasma-Fraktion von einander separiert werden miissen. Die Bestimmung kann in
einemn manuellen Format erfolgen, das komplett ohne Gerdte (inklusive elektri-

schen Strom) auskommt.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der erfindungsgemiBen Vorrichtung um-
fassen die Indikatorzonen, vorzugsweise in einer distal zur Aufgabezone ange-
ordneten Reihe von Indikatorzonen, Antikorper bzw. Antikdrperfragmente
bzw. Lektine, die die zu bestimmenden Blutgruppenantigene aller denkbaren
Blutgruppensysteme und damit die sie tragenden Zellen in der Probe abfangen
bzw. binden. Als bevorzugte Bindungselemente werden Antikdrper bzw. Antikér-
perfragmente bzw. Lektine gegen Antigene oder Antigen-Epitope, insbesondere
der Blutgruppensysteme ABO, Rh und Kell, beispielhaft anti-A, anti-B, anti-D und
anti-K, in den Indikatorzonen an der pordsen Membran, vorzugsweise in einer
distal zu anderen Indikatorzonenreihen angeordneten Reihe, angebracht.

Vorzugsweise wird in einer Indikatorzone dieser Reihe von Indikatorzonen, vor-
zugsweise in einer distal zu allen {ibrigen Indikatorzonen dieser Reihe gelegenen
Indikatorzone, ein Kontroll-Bindungselement (Kontrolle = ctl) angebracht, das
den Durchfluss der Probe durch die Indikatorzonen positiv anzeigt. Das Kontroll-

Bindungselement ist vorzugsweise ein polyklonaler anti-Erythrozyten-Antikdrper.

Diese bevorzugte Ausfiihrungsform der erfindungsgeméfien Vorrichtung umfasst
in einer weiteren, vorzugsweise proximal zur Aufgabezone angeordneten Reihe
von Indikatorzonen Antigene bzw. Antigen-Epitope, die regulare Antikoérper
in der Probe abfangen bzw. binden. Als bevorzugte Bindungselemente werden
dafiir A1, A2, B, O Blutgruppenantigene bzw. -antigen-Epitope, beispielsweise
Erythrozytenmembranen von Erythrozyten definierter Blutgruppen (Al, A2, B, 0)
oder synthetisch hergestellte Blutgruppensubstanzen, an der porésen Membran
angebracht. Vorzugsweise wird in einer Indikatorzone dieser Reihe von Indikator-
zonen, vorzugsweise in einer distal zu allen tibrigen Indikatorzonen dieser Reihe

gelegenen Indikatorzone, ein Kontroll-Bindungselement (Kontrolle = ctl) ange-
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bracht, das den Durchfluss der Probe durch die Indikatorzonen positiv anzeigt.

Das Kontroll-Bindungselement ist vorzugsweise ein anti-IgG Antikorper.

Diese bevorzugte Ausfiihrungsform der erfindungsgemé#Ben Vorrichtung kann in
einer weiteren, vorzugsweise proximal zur Aufgabezone angeordneten Reihe von
Indikatorzonen Antigene bzw. Antigen-Epitope umfassen, die irregulire Anti-
korper bzw. Fragmente davon in der Probe abfangen bzw. binden. Als bevor-
zugte Bindungselemente werden dafiir die Zellmembranen verschiedener Blut-
gruppe 0 Erythrozyten-Priperationen, deren kombiniertes Antigenprofil diejeni-
gen Antigene abdeckt, die gegen die wichtigsten Transfusions-relevanten irreguld-
ren Antikérper gerichtet sind, an der pordsen Membran angebracht. Vorzugsweise
wird in einer Indikatorzone dieser Reihe von Indikatorzonen, vorzugsweise in
einer distal zu allen iibrigen Indikatorzonen dieser Reihe gelegenen Indikatorzone,
ein Kontroll-Bindungselement (Kontrolle = ctl) angebracht, das den Durchfluss
der Probe durch die Indikatorzonen positiv anzeigt. Das Kontroll-

Bindungselement ist vorzugsweise ein anti-IgG Antikdrper.

In einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform der erfindungsgemédBen Vor-
richtung umfassen die Indikatorzonen, vorzugsweise in einer distal zur Aufga-
bezone angeordneten Reihe von Indikatorzonen, Antikérper bzw. Antikorper-
fragmente bzw. Lektine, die die bei der Blutgruppenbestimmung zu bestimmen-
den Blutgruppenantigene und damit die sie tragenden Zellen in der Probe abfan-
gen bzw. binden. Als bevorzugte Bindungselemente werden AntikSrper bzw. An-
tikérperfragmente bzw. Lektine gegen Antigene oder Antigen-Epitope des ABO-
Blutgruppensystems, beispielhaft anti-A, anti-B, anti-A und anti-B, in den Indi-
katorzonen an der pordsen Membran, vorzugsweise in einer distal zur Aufgabezo-
ne und zu anderen Indikatorzonenreihen angeordneten Reihe, angebracht.

Vorzugsweise wird in einer Indikatorzone dieser Reihe von Indikatorzonen, vor-
zugsweise in einer distal zu allen iibrigen Indikatorzonen dieser Reihe gelegenen

Indikatorzone, ein Kontroll-Bindungselement (Kontrolle = ctl) angebracht, das
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den Durchfluss der Probe durch die Indikatorzonen positiv anzeigt. Das Kontroll-

Bindungselement ist vorzugsweise ein polyklonaler anti-Erythrozyten-AntikSrper.

Diese bevorzugte Ausfithrungsform der erfindungsgeméfBen Vorrichtung umfasst
in einer weiteren, vorzugsweise proximal zur Aufgabezone angeordneten Reihe
von Indikatorzonen Thrombozyten- und/oder Lymphozytenmembranen bzw.
Membranbestandteile als Bindungselemente zum Nachweis von anti-

thrombozytiren/lymphozytiren Antikorpern.

In einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform der erfindungsgeméBen Vor-
richtung umfassen die Indikatorzonen, vorzugsweise in einer distal zur Aufga-
bezone angeordneten Reihe von Indikatorzonen, Antikérper bzw. Antikérper-
fragmente bzw. Lektine, die die bei der Blutgruppenbestimmung zu bestimmen-
den Blutgruppenantigene und damit die sie tragenden Zellen in der Probe abfan-
gen bzw. binden. Als bevorzugte Bindungselemente werden Antikdrper bzw. An-
tikdrperfragmente bzw. Lektine gegen Antigene oder Antigen-Epitope des ABO-
Blutgruppensystems, beispielhaft anti-A, anti-B, anti-A und anti-B, in den Indi-
katorzonen an der pordsen Membran, vorzugsweise in einer distal zur Aufgabezo-

ne und zu anderen Indikatorzonenreihen angeordneten Reihe, angebracht.

Vorzugsweise wird in einer Indikatorzone dieser Reihe von Indikatorzonen, vor-
zugsweise in einer distal zu allen tibrigen Indikatorzonen dieser Reihe gelegenen
Indikatorzone, ein Kontroll-Bindungselement (Kontrolle = ctl) angebracht, das
den Durchfluss der Probe durch die Indikatorzonen positiv anzeigt. Das Kontroll-

Bindungselement ist vorzugsweise ein polyklonaler anti-Erythrozyten-AntikSrper.

Diese bevorzugte Ausfithrungsform der erfindungsgeméfien Vorrichtung umfasst
in einer weiteren, vorzugsweise proximal zur Aufgabezone angeordneten Reihe
von Indikatorzonen Bindungselemente zum Nachweis von infektiosen Agenzien,

insbesondere synthetisch hergestellte Peptide oder mit rekombinanten DNA-
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Methoden exprimierte rekombinante Antigene, die diagnostisch bedeutsame Se-
quenzen von Oberflichenproteinen der jeweiligen Marker umfassen (Antikorper-
Nachweis), oder Antikorper, welche gegen (Oberflichen-)Proteine infektidser
Agenzien gerichtet sind (Antigen-Nachweis).

Durch die erfindungsgemiBe Vorrichtung muss fiir die gleichzeitige Bestimmung
von zelluliren und plasmatischen Parametern aus einer Probe nicht mehr fiir jede
einzelne Bestimmung separat pipettiert werden, sondern an einer Probe kénnen
gleichzeitig sdmtliche gewiinschte Parameter bestimmt werden, insbesondere bei
der simultanen Durchfilhrung von Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe
und/oder Antikdrpersuch-Test sowie bei der simultanen Durchfiihrung von Blut-
gruppenbestimmung und Bestimmung transfusionsrelevanter infektionsserologi-
scher Marker, wobei die Blutgruppenbestimmung mit dem Nachweis jeglicher
infektionsserologischer Marker kombiniert werden kann, sowie bei der simultanen
Durchﬁihrﬁng von Blutgruppenbestimmung und Bestimmung von Antikorpern
gegen andere Blutzellen als Erythrozyten, insbesondere anti-Thrombozyten und

anti-Lymphozyten Antikdrper.

Dies stellt eine auBerordentliche Rationalisierung der Arbeitsabliufe dar. Neben
dem Vorteil der Simultanbestimmung vieler serologischer Parameter ist hier der
praktisch vollstindige Wegfall der Probenvorbereitung im Vergleich zu her-
kémmlichen Tests zu nennen. Auch die Ablesung der in diagonaler Anordmnung
dargestellten Ergebnisse ist wesentlich giinstiger. So lassen sich in der erfin-
dungsgemiBen Vorrichtung beispielsweise Blutgruppen-, insbesondere ABO-
Eigenschaften und Serumgegenprobe und Antikérpersuch-Test, oder Blutgrup-
pen-, insbesondere ABO-Eigenschaften und andere immunhimatologische’ Para-
meter, insbesondere anti-thrombozytire und/oder anti-lymphozytére AntikOrper
bzw. Fragmente davon, oder Blutgruppen-, insbesondere ABO-Eigenschaften und
infektionsserologische Marker, insbesondere Antikdrper gegen bakterielle
und/oder virale Agenzien bzw. Fragmente davon oder virale oder bakterielle An-

tigene bzw. -Epitope in einer Vorrichtung neb eneinander bestimmen und ablesen.
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Das zweidimensionale, flichige Ergebnis sowie der stabile Endpunkt der Reaktion
begiinstigen sowohl die Ablesung mit dem blofien Auge als auch eine automati-
sierte Ablesung der Ergebnisse mit géngigen Bildanalyseverfahren, wie z. B.
CCD-Kameras. Der Arbeitsaufwand ist vermindert, selbst bei manueller Abar-
beitung. Die erfindungsgemaBe Vorrichtung fiihrt zudem zu einer Reduktion der
Umweltbelastung und zu kostengiinstigen Effekten. Selbst in Notsituationen mit
Zeitdruck kann in kurzer Zeit in einer einzigen Versuchsanordnung beispielsweise
eine komplette ABO-Blutgruppenbestimmung mit Serumgegenprobe und Antikor-
persuch-Test nach irreguldren Antikdrpern durchgefithrt werden, beispielsweise
eine komplette ABO-Blutgruppenbestimmung mit infektionsserologischen Mar-
ker-Bestimmung oder anti-Thrombozyten/Lymphozyten Antik6rper-Bestimmung
durchgefithrt werden.

Produktionstechnisch hat der Lateral-Diagonal-Fluss-Aufbau wesentliche Vorteile
gegeniiber dem Stand der Technik, indem es zu einem erheblich geringeren
Verbrauch der verwendeten Reagenzien kommt und durch die Bereitstellung einer
Vielzahl von Testparametern, welche bisher separat getestet werden miissen, in

einer einzigen Vorrichtung.

Durch die erfindungsgemiie Vorrichtung wird ein Lateral-Fluss-Test, insbeson-
dere fiir die immunhimatologische und infektionsserologische Diagnostik, bereit-
gestellt, mit dem in einem Testansatz gleichzeitig mehrere zelluldre, insbesondere
erythrozytire Antigene bzw. Antigen-Epitope, plasmatische Parameter und/oder
Blutzelleigenschaften, insbesondere aus Vollblutbestandteilen, pro zu untersu-
chender Probe bestimmt werden kénnen, wobei mindestens zwei Sorten von Indi-
katorpartikeln, von denen mindestens eine Sorte Erythrozyten sind, verwendet
werden. Des weiteren wird damit ein méglichst einfach herzustellendes und ein-
fach, insbesondere mit wenigen Versuchsreihen und ohne Probenvorbereitung, zu
handhabendes und kostengiinstiges Testsystem bereitgestellt, mit dem gleichzeitig
verschiedene zellulire Parameter und/oder plasmatische Parameter einer Probe,

insbesondere Blutgruppenmerkmale, Nachweis regulérer und irregulérer Antikdr-
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per, Antikorper gegen Thrombozyten und/oder Lymphozyten und/oder infektions-
serologischer Marker, insbesondere solcher mit transfusionsmedizinischer Rele-

vanz, bestimmt werden kénnen.

Die Membran der erfindungsgemiBen Vorrichtung ist eine porse Membran.
Bevorzugte Membran-Materialien sind beispielsweise Nitrozellulose (z. B. Unis-
art von Sartorius, HiFlow von Millipore, Whatman, 4E99 bzw. FF85/100 von
Schleicher & Schuell), Polyethylen (Lateral Flo von Porex Corporation) oder
Nylon (Novylon von CUNO). Vorzugsweise weist die Membran eine moglichst
groBe PorengrdBe auf, da eine hohe Porositét der Membran das Eindringen insbe-
sondere von zelluldren Komponenten der zu bestimmenden Probe, z. B. von E-
rythrozyten, in die pordse Struktur begiinstigt. Von besonderem Vorteil ist der
Finsatz aufnchmender Membranen. Die erfindungsgemife Vorrichtung ist jedoch
nicht auf diese Bigenschaften beschrénkt. Bevorzugt werden alle Membranen mit
einer hohen kapillaren Flussrate (Capillary Speed), wobei die kapillare Flussrate
die Zeit ist, die eine Farblosung braucht, um 40 mm auf einer gegebenen Mem-
bran zuriickzulegen. Besonders bevorzugt sind Membranen, deren kapillare Fluss-

rate < 100 ist.

TIn der bidirektionalen Ausfihrungsform mit zwei unterschiedlichen Membranen
hat die eine Membran vorzugsweise eine hohe kapillare Flussrate, vorzugsweise
< 100, die andere Membran vorzugsweise eine geringere kapillare Flussrate, vor-

zugsweise > 100.

Tn einer bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung ist in Fliefrichtung hinter
der Aufgabezone der erfindungsgeméiBen Vorrichtung auf der pordsen Membran
ein Dichtelement angeordnet. Zur Anwendung kommen zwei- oder dreidimen-
sionale Dichtelemente, die auf der pordsen Membran platziert werden und mit
denen eine von der {ibrigen Fliche der pordsen Membran separierte Probenauf-

tragszone geschaffen wird. Das Dichtelement hat erfindungsgemaf primér die
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Wirkung einer Fliissigkeitsbarriere und erlaubt die gerichtete Verteilung von Pro-
benfliissigkeit und Testreagenzien in die pordse Membran. Weiterhin dichtet das
Dichtelement erfindungsgemiB die Probenauftragszone ab zur Verhinderung ei-
nes unerwiinschten Fliissigkeitsiibertritts in die anderen Bereiche der Lateral-

Fluss-Vorrichtungsanordnung.

Bevorzugte Ausfiihrungsformen des Dichtelementes sind die Steg- oder Trog-
bzw. Trichter-Form. Die Ausformung des Dichtelementes erfolgt durch Schneide-
prozesse aus dem zur Herstellung des Dichtelementes verwendeten Material. Im
Fall der Trichter- bzw. Trogform erhilt das Dichtelement eine innere Offung,
deren bevorzugte Ausfiihrungsvarianten runde, quadratische oder rechteckige, im
Fall der Trichterform sich zur Unterseite (Membrankontaktseite) des Dichtele-

mentes verjiingende Formen sind.

Bevorzugte Materialien fiir das Dichtelement sind Materialien, die nicht wasser-
aufnehmend (hydrophob) sind. In einer besonderen Ausfihrungsform sind die
Materialien einseitig mit einem Klebstofffilm, beispielsweise einem drucksensiti-
ven bzw. selbsthaftenden Acrylatklebstoff, beschichtet. Somit kann das Dichtele-
ment direkt auf die Oberfliche der pordsen Membran geklebt werden. Alternativ
kann das Dichtelement mit dem Lateral-Fluss-Geh#iuse verbunden, beispielsweise
verklebt sein, wobei in dieser Ausfiihrungsform das Lateral-Fluss-Gehéuse das
Dichtelement auf die Oberfliche der pordsen Membran driickt und da.mi’; die

Funktionen des Dichtelementes erzielt werden.

Bevorzugte Materialien fiir die Ausbildung von zweidimensionalen Dichtele-
menten sind jede Form von Klebebéndern oder Klebefolien (z. B. Tesa 4124 von
Beiersdorf AG, ARcare 7815 von Adhesives Research).

Bevorzugte Materialien fiir die Ausbildung von dreidimensionalen Dichtelemen-
ten sind flexible, geschlossenporige Elastomermaterialien oder flexible Silikon-
materialien mit unterschiedlichen Materialstirken, vorzugsweise 3-5 mm (z. B.
Zellkautschuk EPDM140 von Pitzner, Silikonkautschuk oder Vollkautschuk,

Hirte 40° oder weniger, von Castan).
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Durch diese erfindungsgemiBe Ausgestaltung ist die erfindungsgemiBe Vorrich-
tung in der Lage, fliissige Proben, die Zellen enthalten, wie beispielsweise Voll-
blut, aufzunehmen, ohne die Zellen dabei abzufiltern. Weiterhin erlaubt das
Dichtelement das Aufiragen groBer Probenvolumina auf die pbrése Membran
(Aufgabezone), ohne dass diese tiberschwemmt wird. Somit unterstiitzt das Dicht-
clement die Nutzung der aufnehmenden Eigenschaften der porGsen Membran.
Weiter garantiert das Dichtelement einen gerichteten Probenfluss. Die erfin-
dungsgemiBe Vorrichtung kann jedoch mit oder ohne Dichtelement gut funktio-

nieren.

Fiir den Absorptionsbereich (Absorptions-Pad) der erfindungsgeméfBen Vor-
richtung werden mechanisch stabile Materialien bevorzugt, vorzugsweise mit
Wasserabsorptionskapazititen von 20-30 g/100 cn’® (z. B. Wicking Papier, Typ
300, Schieicher und Schiill). Der Kontakt zwischen dem Absorptions-Pad und der
Lateral Fluss-Membran der erfindungsgemiBen Vorrichtung wird durch Andruck
und Uberlappung mit der pordsen Membran hergestellt. Die genaue Positionie-
rung des Absorptions-Pads auf der Membran wird durch Verkleben des Absorpti-
ons-Pads mit der, die Lateral Fluss-Membran tragenden Trigerschicht (backing

sheet), erzielt.

Das Konjugat-Pad besteht vorzugsweise aus Glasfaser oder Cellulose und hat vor-

zugsweise die Eigenschaft, den Fluss nativer Erythrozyten zu verzégern.

Tn einer weiteren Ausfithrungsform sind die Komponenten der erfindungsgema-
Ben Vorrichtung zum Zwecke der mechanischen Verstdrkung auf eine Unterlage
bzw. Triigerschicht aufgebracht. Die erfindungsgemife Vorrichtung kann jedoch
mit oder ohne Trigerschicht funktionieren. Bevorzugt werden mechanisch stabile
und nicht wasseraufnehmende Materialien, vorzugsweise mit Materialstarken von
100 pm oder mehr, die ein- oder zweiseitig mit einem Klebstofffilm, z. B. einem

drucksensitiven bzw. selbsthaftenden Acrylatklebstoff, beschichtet sind (z.B.
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0.005°* Polyester W/ GL-187, G & L). Auf der Trigerschicht werden die pordse
Membran und das Absorptions-Pad fixiert. Im Fall der doppelseitig klebenden
Trigerschicht wird die klebende zweite Seite zur Fixierung des Stapels auf weite-

ren Flichen, z. B. innerhalb der Lateral-Fluss-Geh#use, eingesetzt.

In einer weiteren Ausfiihrungsform ist die erfindungsgeméife Vorrichtung, entwe-
der mit oder ohne Trigerschicht, auf der die Komponenten der erfindungsgemé-
Ben Vorrichtung aufgebracht sind, in einem Gehiuse integriert, wodurch die
Membran-Komponenten aneinander gedriickt werden und das Geh#use die Dicht-
elementfunktion unterstiitzt. Dabei kann die erfindungsgeméife Vorrichtung je-

doch mit oder ohne Geh#use genauso gut funktionieren.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemé-
Ben Vorrichtung zur Analyse von Blut, insbesondere zur simultanen Durchfiih-
rung der Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe und/oder Antikorper-
such-Test und/oder zur simultanen Durchfiihrung der Blutgruppenbestimmung
und des Nachweises von Antikérpern gegen infektise, insbesondere bakterielle
und/oder virale Agenzien bzw. Fragmenten davon oder von Antigenen infektidser
Agenzien und/oder zur simultanen Durchfiihrung der Blutgruppenbestimmung
und des Nachweises von Antikérpern gegen andere Blutzellen als Erythrozyten,
insbesondere anti-thrombozytirer oder anti-lymphozytirer Antikorper, bzw.

Fragmenten davon.

Die Aufgabe wird erfindungsgemi$ gel6st zum anderen durch ein Verfahren zur
Bestimmung mehrerer Analyten oder deren Derivaten in einer fliissigen Probe,
welches das Auftragen der Probe auf die Aufgabezone einer Membran der erfin-
dungsgemiBen Vorrichtung umfasst, wobei diese Probe in ausreichender Menge
vorliegt, um die Probenfliissigkeit dazu zu veranlassen, in Richtung Absorptions-

bereich durch die Indikatorzonen zu flieBen und um die Analyten oder ihre Deri-
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vate in der Probenfliissigkeit dazu zu veranlassen, an die jeweiligen Indikatorzo-

nen zu binden bzw. in den Indikatorzonen einen Komplex zu bilden.

Eine besondere Ausfihrungsform des erfindungsgeméfBen Verfahrens fiihrt si-
multan eine Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe und/oder Antikorper-
such-Test durch.

Beispielhaft wird Vollblut oder eine Verdiinnung davon auf die Aufgabezone der
Vorrichtung aufgetragen. Alle Komponenten dringen, gefithrt durch das Dicht-
element, in die porése Membran ein und passieren bei der Migration in Richtung
Absorptions-Pad zunichst den Indikatorzonenbereich Serumgegenprobe, der
Fragmente der Zellen Al, A2, B, 0 umfassen sowie die Kontroll-Indikatorzone
mit anti-IgG/IgM. Die im Serum vorhandenen Isoagglutinine binden an die kor-
respondierenden zellular gebundenen Antigene. Serum-IgG bindet an das Kon-
trollbindungselement (Serumgegenprobe: Sensibilisierung).

Die zellulir gebundenen Antigene migrieren weiter in den distal zum Indikatorzo-
nenbereich Serumgegenprobe gelegenen Indikatorzonenberecich Blutgruppenbe-
stimmung, in dem in jeder Indikatorzone ein Antikdrper gegen ein anderes Blut-
gruppenmerkmal immobilisiert ist (z. B. anti-A, anti-B, anti-AB). Die zur Aufga-
bezone distalste Indikatorzone dieses Bereiches hat beispielhaft polyklonale anti-
Erythrozyten-Antikérper als Bindungselement. In diesem Indikatorzonenbereich
binden die Erythrozyten an die Bindungselemente, die zu den jeweiligen Blut-
gruppenmerkmalen korrespondieren. An das Kontrollbindeelement binden E-
rythrozyten jedweder Blutgruppe (Blutgruppenbestimmung).

In einem folgenden Waschschritt wird ungebundenes Material aus der Membran
ausgewaschen. Im nachfolgenden Detektionsschritt werden mit Hilfe von synthe-
tischen Partikeln, welche mit anti-IgG/IgM beschichtet sind, die an den Bindungs-
elementen der proximalen Reihe von Indikatorzonen immobiliserten Isoagglutini-

ne und Kontrollantikérper sichtbar gemacht (Serumgegenprobe: Detektion).
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In einer anderen Ausfithrungsform des erfindungsgeméfen Verfahrens zur simul-
tanen Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe und/oder Antikérpersuch-
Test werden die Blutgruppenmerkmale wie oben beschrieben direkt bestimm,
hingegen Serumgegenprobe und/oder Antikorpersuchtest als Kompetitionstest
durchgefiihrt:

Beispielhaft wird Vollblut oder eine Verdiinnung davon auf die Aufgabezone der
Vorrichtung aufgetragen. Alle Komponenten dringen, gefiihrt durch das Dicht-
element, in die porse Membran ein und passieren bei der Migration in Richtung
Absorptions-Pad zunichst den Indikatorzonenbereich Serumgegenprobe, der
Fragmente von Zellen der Blutgruppen A und B umfasst sowie die Kontroll-
Indikatorzone, die Fragmente von Zellen der Blutgruppe 0 umfasst. Die im Serum
vorhandenen Isoagglutinine binden an die korrespondierenden zelluldr gebunde-
nen Antigene. (Serumgegenprobe: Sensibilisierung).

Die zelluldr gebundenen Antigene migrieren weiter in den distal zum Indikatorzo-
nenbereich Serumgegenprobe gelegenen Indikatorzonenbereich Blutgruppenbe-
stimmung, in dem in jeder Indikatorzone ein Antikdrper gegen ein anderes Blut-
gruppenmerkmal immobilisiert ist (z. B. anti-A, anti-B, anti-D). Die zur Aufgabe-
zone distalste Indikatorzone dieses Bereiches hat beispiclhaft polyklonale anti-
Erythrozyten-Antikérper als Bindungselement. In diesem Indikatorzonenbereich
binden die Erythrozyten an die Bindungselemente, die zu den jeweiligen Blut-
gruppenmerkmalen korrespondieren. An das Kontrollbindeelement binden E-
rythrozyten jedweder Blutgruppe (Blutgruppenbestimmung).

In einem folgenden Waschschritt wird ungebundenes Material aus der Membran
ausgewaschen. Im nachfolgenden Schritt wird eine Suspension von unterschiedli-
chen synthetischen Partikeln, welche jeweils mit anti-A, anti-B oder anti-H be-
schichtet sind, auf die Aufgabezone aufgetragen. Die Partikel kénnen jeweils nur
an diejenigen Bindungselemente im Indikatorzonenbereich Serumgegenprobe
binden, die im Sensibilisierungsschritt nicht mit den Serum-Isoagglutininen in
Kontakt gekommen waren, d. h. eine farbige Bande zeigt in diesem Falle die Ab-
wesenheit des entsprechenden Isoagglutinins an. Beispielhaft werden im Falle

einer Blutgruppe A (Personen mit Isoagglutininen anti-B) die Zellfragmente der
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B-Zellen durch die Isoagglutinine blockiert, was dazu fithrt, dass die Zellfrag-
mente der A-Zellen durch das nachfolgend aufgetragene Gemisch synthetischer
Partikel durch die darin vorhandenen anti-A Partikel angefirbt werden. Die Blut-
gruppe 0 Fragmente werden in allen denkbaren Konstellationen angefirbt, da sie
nicht durch Isoagglutinine blockiert werden und dadurch immer frei sind fiir eine
Reaktion mit den gefirbten anti-H Partikeln, wodurch auch in der Variante des
Kompetitionsassays ein Kontrollelement bereitgestellt wird (Serumgegenprobe:
Detektion).

In einer weiteren Ausfilhrungsform des erfindungsgeméfBen Verfahrens zur si-
multanen Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe und/oder Antikdrper-
such-Test mit direkter Bestimmung der Blutgruppenmerkmale und Bestimmung
der Serumgegenprobe und/oder Antikorpersuchtest als Kompetitionstest wird wie
folgt vorgegangen:

Vollblut oder eine Verdiinnung davon wird auf die asymmetrische Aufgabezone
der Vorrichtung mit zwei unterschiedlichen porésen Membranenaufgetragen. Eine
pordse Membran weist dabei eine geringere kapillare Flussrate als die andere
Membran auf. Bei letzterer ist zwischen dem Dichtelement und den Indikatorzo-
nen ein Konjugat-Pad, das aufgetrocknete anti-A/anti-B/anti-H-Partikel enthilt,
auf der Membran aufgebracht. Alle Komponenten dringen, gefiihrt durch das
Dichtelement, in beide pordse Membranen ein, was folgende Flussverhalten be-
wirkt:

_Nur-Membran-Seite*: Alle Komponenten passieren bei der Migration in Rich-
tung des dazugeh6renden Absorptions-Pads den Indikatorzonenbereich Blutgrup-
penbestimmung, in dem in jeder Indikatorzone ein Antikérper gegen ein anderes
Blutgruppenmerkmal immobilisiert ist (z. B. anti-A, anti-B, anti-D). Die zur Auf-
gabezone distalste Indikatorzone dieses Bereiches hat beispielhaft polyklonale
anti-Erythrozyten-Antikérper als Bindungselement. In diesem Indikatorzonenbe-

reich binden die Erythrozyten an die Bindungselemente, die zu den jeweiligen
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Blutgruppenmerkmalen korrespondieren. An das Kontrollbindeelement binden
Erythrozyten jedweder Blutgruppe.

., Membran/Konjugat-Pad-Seite”: Alle Komponenten kommen nach Eindringen in
die Membran und Passieren des Dichtelements mit dem Konjugat-Pad in Kontakt,
wobei die zelluliren Bestandteile festgehalten bzw. gebremst werden und die fliis-
sigen Komponenten (Plasma) ungehindert weiterfliessen konnen. Letztere 16sen
die anti-A/anti-B/anti-H Partikel aus dem Konjugat-Pad. Der Indikatorzonenbe-
reich Serumgegenprobe umfasst Fragmente von Zellen der Blutgruppen A und B
sowie als Kontrollelement Fragmente von Zellen der Blutgruppe 0. Die im Serum
vorhandenen Isoagglutinine binden an die korrespondierenden zelluldr gebunde-
nen Antigene und kompetieren damit um eine Bindung der farbigen anti-A, anti-B
Partikel. Das bedeutet, dass die Partikel nur binden kénnen, wenn das jeweilige
Isoagglutinin nicht vorhanden ist. Beispielsweise hat eine Blutgruppe A Person
anti-B Isoagglutinine, was dazu fiihrt, dass die Blutgruppe-B Fragmente im Indi-
katorzonenbereich blockiert werden und nur die Blutgruppe A Fragmente durch
die farbigen anti-A Partikel angefirbt werden konnen. Das Kontrollelement, ge-
gen das keine Isoagglutinine existieren, bleibt damit immer unblockiert und wird
durch die in der Partikelmischung des Konjugat-Pads enthaltenen anti-H Partikel
als sichtbare Bande angefirbt.

Eine weitere besondere Ausfiihrungsform des erfindungsgeméBen Verfahrens
fiihrt simultan eine Blutgruppenbestimmung und eine Bestimmung von anti-
Thfombozyten und/oder anti-Lymphozyten Antikorper bzw. Fragmenien davon
durch.

Beispiclhaft umfassen fiir die Bestimmung der anti-thrombozytiren Antikérper
die Indikatorzonen im zur Aufgabezone proximalen Bereich Thrombozytenfrag-
mente als Bindungselemente, an die —falls in der Probe vorhanden- im Serum ent-
haltene anti-thrombozytire Antikorper binden. Das {ibrige Verfahren ist wie in der
vorstehenden Ausfithrungsform des erfindungsgeméfien Verfahrens beschrieben,
insbesondere erfolgt die Blutgruppenbestimmung wie dort beschrieben.
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Fine weitere besondere Ausfiihrungsform des erfindungsgemifien Verfahrens
fiihrt simultan eine Blutgruppenbestimmung und eine Bestimmung transfusions-
relevanter infektionsserologischer Marker durch.

Beispielhaft umfassen fiir die Bestimmung von Infektionsmarkern die Indikator-
zonen des ersten, proximalen Indikatorzonenbereichs als Bindungselemente syn-
thetische Peptide und/oder rekombinante Proteine, die den Sequenzen von Protei-
nen viraler oder bakterieller Agenzien entsprechen, (Bestimmung von Antikor-
pern gegen Infektionsmarker, z. B. anti-HIV-1), sowie Antikorper, die gegen
Proteine von Infektionsmarkern gerichtet sind (Bestimmung von Antigenen, Z. B.
HbsAg). Im Serum enthaltene AntikSrper bzw. Antigene binden im ersten Schritt
an die korrespondierenden Antigene bzw. Antikdrper. Das iibrige Verfahren ist
wie in der vorstehenden Ausfiihrungsform des erfindungsgemédBen Verfahrens
beschrieben, insbesondere erfolgt die Blutgruppenbestimmung wie dort beschrie-

ben.

Bei dem erfindungsgemifen Verfahren handelt es sich bei den zu bestimmenden
Analyten insbesondere um Blutgruppen-Antigene bzw. Antigen-Epitope, vor-
zugsweise solche der Blutgruppensysteme ABO, Rh, Kell, um gegen Blutgruppen-
antigene oder -antigen-Epitope gerichtete Antikérper bzw. Fragmente davon, vor-
zugsweise regulire Antikorper, irreguldre Antikérper, um Antikérper gegen in-
fektidse Agenzien, um (Oberflichen-)Antigene infektidser Agenzien und/oder um

anti-thrombozytire oder anti-lymphozytire Antikérper bzw. Fragmente davon.

Die zu untersuchende Probe, beispielsweise natives oder antikoaguliertes Vollblut
oder Erythrozytenkonzentrate oder verdiinnte Erythrozyten-Suspensionen, Blutbe-
standteile oder Testfliissigkeiten, wie Kontrollserum oder Kontrollzellen, wird auf
die Aufgabezone der erfindungsgeméBen Vorrichtung aufgetragen. Die in der
Probe enthaltenen Erythrozyten, die den/die Analyten tragen, dienen gleichzeitig
als Indikatorpartikel.
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Es werden insbesondere zwei Gruppen von Indikatorpartikeln verwendet. Die eine
wird alleine durch Erythrozyten zum direkten Nachweis von Erythrozyten-
gebundenen Analyten reprisentiert. Die andere Gruppe besteht aus Partikeln jeder
denkbaren Art und Kombination, mit denen sich Bindungsreaktionen nachweisen
lassen, vorzugsweise Partikel aus kolloidalem Gold oder aus Polystyrol oder fi-
xierte Erythrozyten. In einer bevorzugten Ausflihrungsform werden pro Testlauf
verschiedene Indikatorpartikel verwendet, von denen mindestens eine Sorte native

Erythrozyten sind.

Im folgenden wird die Erfindung durch Figuren und Beispiele néher erldutert,

ohne sie einzuschrinken. Es zeigen:

Fig. 1 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemifen Vorrichtung fiir
Lateral-Fluss-Tests fiir die simultane Durchfihrung von Blutgruppenbe-

stimmung und Serumgegenprobe;

Fig. 2 eine Explosionsdarstellung der in Fig. 1 dargestellten erfindungsgemifBen

Vorrichtung fiir Lateral-Fluss-Tests;

Fig. 3 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgeméifen Vorrichtung fiir
Lateral-Fluss-Tests fiir die simultane Durchfilhrung von Blutgruppenbe-
stimmung und Serumgegenprobe, ausgefiihrt mit einem dreidimensionalen

Dichtelement in Stegform,;

Fig. 4 eine Explosionsdarstellung der in Fig. 3 dargestellten erfindungsgeméf3en

Vorrichtung fiir Lateral-Fluss-Tests;
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Fig. 5 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemiBen Vorrichtung fiir
Lateral-Fluss-Tests fiir die simultane Durchfiihrung von Blutgruppenbe-
stimmung und Serumgegenprobe, ausgefiihrt mit einem dreidimensionalen

Dichtelement in Trogform;

5 Fig. 6 eine Explosionsdarstellung der in Fig. 5 dargestellten erfindungsgeméBen

Vorrichtung fiir Lateral-Fluss-Tests;

Fig. 7 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgem#fen Vorrichtung fiir
Lateral-Fluss-Tests fiir die simultane Durchfiihrung von Blutgruppenbe-

stimmung, Serumgegenprobe und Antikérpersuchtest fiir Empfénger;

10  Fig. 8 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemiBen Vorrichtung fiir
Lateral-Fluss-Tests fiir die simultane Durchfiihrung von Blutgruppenbe-

stimmung, Serumgegenprobe und Antikorpersuchtest bei Spendern;

Fig. 9 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemiBen Vorrichtung fiir
Lateral-Fluss-Tests fiir die simultane Durchfiihrung von Blutgruppenbe-

15 stimmung und dem Nachweis von Infektionsmarkern;

Fig. 10 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemafen Vorrichtung
fiir Lateral-Fluss-Tests fir die simultane Durchfiihrung von Blutgruppen-
bestimmung und dem Nachweis von Antikérpern gegen thrombozytdre

Antigene.

20

Fig. 11 zeigt eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgeméfen Vor-
richtung fiir Lateral-Fluss-Tests mit bidirektionalem Fluss fiir die simul-

tane Bestimmung von Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe;
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Fig. 12 zeigt eine Explosionsdarstellung der in Fig. 17 dargestellten erfindungs-
gemiBen Vorrichtung fiir Lateral-Fluss-Tests.

In Fig. 1 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge-
miBen Vorrichtung fiir Lateral-Fluss-Tests fiir die simultane Durchfithrung von
Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprbbe gezeigt. Im vorliegenden Beispiel
besteht die Vorrichtung aus einer Trigerschicht 1, der porésen Membran 2, dem
Absorptions-Pad 3 und dem zweidimensionalen, in Stegform ausgefiihrten Dicht-
element 4. Dabei ist die pordse Membran 2 auf der mit einem drucksensitiven
Acrylatklebstoff versehenen Trigerschicht 1 fixiert. Ebenso ist das Absorptions-
Pad 3 auf der Trigerschicht 1 fixiert, wobei ein Teil des Absorptions-Pad 3 mit
der pordsen Membran 2 iiberlappt. Das auf der Oberseite der porésen Membran 2
fixierte Dichtelement 4 separiert die Aufgabezone 5 von der Ubrigen Membranfla-
che und erméglicht die gerichtete Verteilung von Probenfliissigkeit und Testrea-
genzien in die porése Membran 2. Zwischen der Aufgabezone 5 und dem Bereich
der pordsen Membran 2, der mit dem Absorptions-Pad 3 in Kontakt steht, ist der
Indikatorzonenbereich 6, angeordnet. Dieser wird aus diagonal versetzten, in defi-
nierten X- und Y-Positionen angeordneten, punktformigen Indikatorzonen I-IX
gebildet, wobei die Indikatorzonen I-V den Indikatorzonenbereich ,,Serumgegen-
probe* und die Indikatorzonen VI-IX den Indikatorzonenbereich ,,Blutgruppenbe-

stimmung® umfassen und aus den folgenden Bindungselementen bestehen:

Indikatorzone  Bindungselement Spezifikation

Indikatorzonenbereich: Serumgegenprobe

I Erythrozyten-Ghosts  Blutgruppe Al

PCT/EP2004/007525
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II Erythrozyten-Ghosts ~ Blutgruppe A2
1 Erythrozyten-Ghosts  Blutgruppe B
v Erythrozyten-Ghosts  Blutgruppe 0
v Antikorper Anti-human IgG/IgM
Indikatorzonenbereich:Blutgruppenbestimmung
VI Antik6rper Anti-A (monoklonal)
VII Antikorper Anti-B (monoklonal)
VI Antik6rper Anti-AB (monoklonal)
IX Antikorper Anti-Erythrozyten (polyklonal)

Indikatorzone V ist die Kontrolle (ctl) fiir die Serumgegenprobe und enthélt anti-
human IgG/IgM Antikérper. Indikatorzone IX ist die Kontrolle (ctl) fiir die Blut-
gruppenbestimmung und enthélt polyklonale anti-Erythrozyten Antikorper. Sie

befindet sich distal angeordnet zu allen iibrigen Indikatorzonen.

In Fig. 2 wird eine Explosionsdarstellung der in Fig. 1 dargestellten erfindungs-
gemiBen Vorrichtung fiir Lateral-Fluss-Tests gezeigt, die aus den Komponenten
Trigerschicht 1, porése Membran 2, Absorptions-Pad 3 und Dichtelement 4 be-
steht, welches die Aufgabezone 5 von der iibrigen Membran separiert, die wieder-
um den Indikatorzonenbereich 6, bestehend aus den Indikatorzonenbereichen ,,Se-
rumgegenprobe® und ,,Blutgruppenbestimmung” mit den diagonal versetzt ange-

ordneten Indikatorzonen I-IX enthilt.

In Fig. 3 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge-
miBen Vorrichtung fiir Lateral-Fluss-Tests fiir die simultane Durchfithrung von

Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe gezeigt. Im vorliegenden Beispiel
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entsprechen die Komponenten der Vorrichtung den Komponenten der in Fig. 1
dargestellten Vorrichtung mit Ausnahme des auf der Oberseite der pordsen
Membran 2 fixierten, in dreidimensionaler Stegform ausgefiihrten Dichtelements
4.

In Fig. 4 wird eine Explosionsdarstellung der in Fig. 3 dargestellten erfindungs-
gemiBen Vorrichtung fiir Lateral-Fluss-Tests mit den Komponenten Tréger-
schicht 1, pordse Membran 2, Absorptions-Pad 3 und in dreidimensionaler Steg-
form ausgefiihrtes Dichtelement 4 gezeigt, welches die Aufgabezone 5 von der
iibrigen Membran separiert, die wiederum den Indikatorzonenbereich 6, bestehend
aus den Indikatorzonenbereichen ,,Serumgegenprobe und ,,Blutgruppenbestim-

mung* mit den diagonal versetzt angeordneten Indikatorzonen I-IX enthélt.

In Fig. 5 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge-
miBen Vorrichtung fiir Lateral-Fluss-Tests fiir die simultane Durchfiihrung von
Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe gezeigt. Im vorliegenden Beispiel
entsprechen die Komponenten der Vorrichtung den Komponenten der in Fig. 1
dargestellten Vorrichtung mit Ausnahme des auf der Oberseite der pordsen
Membran 2 fixierten, in dreidimensionaler Trogform ausgefiihrten Dichtelements
4,

In Fig. 6 wird eine Explosionsdarstellung der in Fig. 5 dargestellten erfindungs-
gem#fBen Vorrichtung fiir Lateral-Fluss-Tests mit den Komponenten Tréger-
schicht 1, pordse Membran 2, Absorptions-Pad 3 und in dreidimensionaler Trog-
form ausgefiihrtes Dichtelement 4 gezeigt, welches die Aufgabezone 5 von der
iibrigen Membran separiert, die wiederum den Indikatorzonenbereich 6, bestehend
aus den Indikatorzonenbereichen ,,Serumgegenprobe® und ,,Blutgruppenbestim-

mung® mit den diagonal versetzt angeordneten Indikatorzonen I-IX enthilt.
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In Fig. 7 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge-
miBen Vorrichtung fiir Lateral-Fluss-Tests fiir die simultane Durchfithrung von
Blutgruppenbestimmung, Serumgegenprobe und Antikérpersuchtest bei Empfin-

gern gezeigt. Im vorliegenden Beispiel besteht die Vorrichtung aus einer Triger-

5 schicht 1, der pordsen Membran 2, dem Absorptions-Pad 3 und dem zweidimen-
sionalen, in Stegform ausgefithrten Dichtelement 4. Dabei ist die porése Membran

2 auf der mit einem drucksensitiven Acrylatklebstoff versehenen Trégerschicht 1
fixiert. Ebenso ist das Absorptions-Pad 3 auf der Tréagerschicht 1 fixiert, wobei ein

Teil des Absorptions-Pad 3 mit der pordsen Membran 2 iiberlappt. Das auf der

10  Oberseite der pordsen Membran 2 fixierte Dichtelement 4 separiert die Aufgabe-
zone 5 von der iibrigen Membranfliche und ermdglicht die gerichtete Verteilung

von Probenfliissigkeit und Testreagenzien in die porése Membran 2. Zwischen der
Aufgabezone 5 und dem Bereich der pordsen Membran 2, der mit dem Absorpti-
ons-Pad 3 in Kontakt steht, ist der Indikatorzonenbereich 6 angeordnet. Dieser

15  wird aus diagonal versetzten, in definierten X- und Y-Positionen angeordneten,
punktformigen Indikatorzonen I-XII gebildet, wobei die Indikatorzonen I-VIII

den Indikatorzonenbereich , Serumgegenprobe/Antikdrpersuchtest und die Indi-
katorzonen IX-XII den Indikatorzonenbereich ,,Blutgruppenbestimmung umfas-

sen und aus den folgenden Bindungselementen bestehen:

20
Indikatorzone  Bindungselement Spezifikation
Indikatorzonenbereich: Serumgegenprobe/Antikorpersuche
I Erythrozyten-Ghosts ~ Blutgruppe Al
II Erythrozyten-Ghosts  Blutgruppe A2

m Erythrozyten-Ghosts  Blutgruppe B
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Erythrozyten-Ghosts  Blutgruppe 0

A% Erythrozyten-Ghosts ~ Suchzelle 1, Blutgruppe 0, Rh-Formel RiR;"™
VI Erythrozyten-Ghosts ~ Suchzelle 2, Blutgruppe 0, Rh-Formel R2R,
VII Erythrozyten-Ghosts  Suchzelle 3, Blutgruppe 0, Rh-Formel R1R;
Vi AntikSrper Anti-human IgG/IgM

Indikatorzonenbereich: Blutgruppenbestimmung

X Antikérper Anti-A (monoklonal)

X Antikérper Anti-B (monoklonal)

XI Antikorper Anti-AB (monoklonal)

XII Antikorper Anti-Erythrozyten (polyklonal)

Indikatorzone VIII ist die Kontrolle (ctl) fiir die Serumgegenprobe und Antikor-
persuchtest und enthilt anti-human IgG/IgM Antikorper. Indikatorzone XII ist die
Kontrolle (ctl) fiir die Blutgruppenbestimmung und enthalt polyklonale anti-
Erythrozyten Antikorper. Sie befindet sich distal angeordnet zu allen tibrigen In-

5  dikatorzonen.

In Fig. 8 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge-
mi#Ben Vorrichtung fiir Lateral-Fluss-Tests fiir die simultane Durchfiihrung von
Blutgruppenbestimmung, Serumgegenprobe und Antikérpersuchtest bei Blut-
spendern gezeigt. Im vorliegenden Beispiel besteht die Vorrichtung aus einer Trd-
10  gerschicht 1, der pordsen Membran 2, dem Absorptions-Pad 3 und dem zweidi-
mensionalen, in Stegform ausgefiihrten Dichtelement 4. Dabei ist die pordse
Membran 2 auf der mit einem drucksensitiven Acrylatklebstoff versehenen Tré-
gerschicht 1 fixiert. Ebenso ist das Absorptions-Pad 3 auf der Trigerschicht 1 fi-

xiert, wobei ein Teil des Absorptions-Pad 3 mit der pordsen Membran 2 tiber-



WO 2005/005986 PCT/EP2004/007525

-35-

lappt. Das auf der Oberseite der pordsen Membran 2 fixierte Dichtelement 4 sepa-

riert die Aufgabezone 5 von der iibrigen Membranfliche und erméglicht die ge-
richtete Verteilung von Probenfliissigkeit und Testreagenzien in die pordse
Membran 2. Zwischen der Aufgabezone 5 und dem Bereich der pordsen Membran

5 2, der mit dem Absorptions-Pad 3 in Kontakt steht, ist der Indikatorzonenbereich
6 angeordnet. Dieser wird aus diagonal versetzten, in definierten X- und Y-
Positionen angeordneten, punktformigen Indikatorzonen I-X gebildet, wobei die
Indikatorzonen  I-VI den  Indikatorzonenbereich ,Serumgegenpro-
be/Antikérpersuchtest” und die Indikatorzonen VII-X den Indikatorzonenbereich

10, Blutgruppenbestimmung umfassen und aus den folgenden Bindungselementen

bestehen:

Indikatorzone  Bindungselement Spezifikation

Indikatorzonenbereich: Serumgegenprobe/Antikorpersuche

I Erythrozyten-Ghosts  Blutgruppe Al

I Erythrozyten-Ghosts ~ Blutgruppe A2

I Erythrozyten-Ghosts  Blutgruppe B

v Erythrozyten-Ghosts ~ Blutgruppe 0

v Erythrozyten-Ghosts  Blutgruppe 0, Pool der Suchzellen 1, 2, 3 (siche Be-

schreibung Fig. 8)

VI Antikérper Anti-human IgG/IgM

Indikatorzonenbereich: Blutgruppenbestimmung

VI Antikérper Anti-A (monoklonal)

VIII Antikdrper Anti-B (monoklonal)
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>

Antikérper Anti-AB (monoklonal)

Antikdrper Anti-Erythrozyten (polyklonal)

10

15

20

Indikatorzone VI ist die Kontrolle (ctl) fiir die Serumgegenprobe und Antikdrper-
suchtest und enthilt anti-human IgG/IgM Antikorper. Indikatorzone X ist die
Kontrolle (ctl) fiir die Blutgruppenbestimmung und enthdlt polyklonale anti-
Erythrozyten Antikérper. Sie befindet sich distal angeordnet zu allen iibrigen In-

dikatorzonen.

In Fig. 9 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge-
mi#Ben Vorrichtung fiir Lateral-Fluss-Tests fiir die simultane Durchfilhrung von
Blutgruppenbestimmung und Nachweis von Infektionsmarkern gezeigt. Im vor-
liegenden Beispiel besteht die Vorrichtung aus einer Trégerschicht 1, der pordsen
Membran 2, dem Absorptions-Pad 3 und dem zweidimensionalen, in Stegform
ausgeflihrten Dichtelement 4. Dabei ist die porése Membran 2 auf der mit einem
drucksensitiven Acrylatklebstoff versehenen Trigerschicht 1 fixiert. Ebenso ist
das Absorptions-Pad 3 auf der Trigerschicht 1 fixiert, wobei ein Teil des Absorp-
tions-Pad 3 mit der pordsen Membran 2 iiberlappt. Das auf der Oberscite der po-
résen Membran 2 fixierte Dichtslement 4 separiert die Aufgabezone 5 von der
iibrigen Membranfliche und ermdglicht die gerichtete Verteilung von Probenfliis-
sigkeit und Testreagenzien in die pordse 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. Dieser wird aus diago-
nal versetzten, in definierten X- und Y-Positionen angeordneten, punktformigen
Indikatorzonen I-XII gebildet, wobei die Indikatorzonen I-VI den Indikatorzonen-
bereich ,,Nachweis von Infektionsmarkern und die Indikatorzonen VII-XII den
Indikatorzonenbereich ,,Blutgruppenbestimmung® umfassen und aus den folgen-

den Bindungselementen bestehen:

Indikatorzone  Bindungselement Spezifikation




WO 2005/005986

PCT/EP2004/007525
-37-
Indikatorzonenbereich: Nachweis von Infektionsmarkern
I Synthetische Peptide HIV-1 (gp-14, gp-41)
II Synthetische Peptide HIV-2 (gp-36)
I Antik&rper Anti-HBsAg (monoklonal)
v Rekombinantes Antigen HCV (C-100, C-200, C33c, C22)
v Rekombinantes Antigen  Syphilis (TpN 15, TpN 17, TpN 47)
VI Antikdrper Anti-human IgG/IgM
Indikatorzonenbereich: Blutgruppenbestimmung
VII Antikdrper Anti-A (monoklonal)
VIII Antikdrper Anti-B (monoklonal)
X Antikérper Anti-AB (monoklonal)
X Antikdrper Anti-D (monoklonal)
X1 Antikorper Anti-CDE (monoklonal)
XII Antikorper Anti-Erythrozyten (polyklonal)

Indikatorzone VI ist die Kontrolle (ctl) fiir die Bestimmung von Antikdrpern ge-
gen infektiose Agenzien und enthalt anti-human IgG/IgM Antikérper. Indikator-
zone XII ist die Kontrolle (ctl) fiir die Blutgruppenbestimmung und enthilt po-
lyklonale anti-Erythrozyten Antikdrper. Sie befindet sich distal angeordnet zu

allen tibrigen Indikatorzonen.

In Fig. 10 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge-
m#Ben Vorrichtung fiir Lateral-Fluss-Tests fiir die simultane Durchfiihrung von
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Blutgruppenbestimmung und dem Nachweis von Antikdrpern gegen thrombozytd-
re Antigene, gezeigt. Im vorliegenden Beispiel besteht die Vorrichtung aus einer
Tragerschicht 1, der pordsen Membran 2, dem Absorptions-Pad 3 und dem zwei-
dimensionalen, in Stegform ausgefiihrten Dichtelement 4. Dabei ist die pordse
Membran 2 auf der mit einem drucksensitiven Acrylatklebstoff versehenen Tré-
gerschicht 1 fixiert. Ebenso ist das Absorptions-Pad 3 auf der Trégerschicht 1 fi-
xiert, wobei ein Teil des Absorptions-Pad 3 mit der porésen Membran 2 iiber-
lappt. Das auf der Oberseite der pordsen Membran 2 fixierte Dichtelement 4 sepa-
riert die Aufgabezone 5 von der iibrigen Membranfléche und ermdglicht die ge-
richtete Verteilung von Probenfliissigkeit und Testreagenzien in die pordse
Membran 2. Zwischen der Aufgabezone 5 und dem Bereich der pordsen Membran
2, der mit dem Absorptions-Pad 3 in Kontakt steht, ist der Indikatorzonenbereich
6 angeordnet. Dieser wird aus diagonal versetzten, in definierten X- und Y-
Positionen angeordneten, punktférmigen Indikatorzonen I-IX gebildet, wobei die
Indikatorzonen I-III den Indikatorzonenbereich ,,Nachweis von Antikérpern gegen
thrombozytire Antigene® und die Indikatorzonen IV-IX den Indikatorzonenbe-
reich ,,Blutgruppenbestimmung* umfassen und aus den folgenden Bindungsele-

menten bestehen:

Indikatorzone  Bindungselement Spezifikation

Indikatorzonenbereich: Nachweis von Antikorpern gegen thrombozytire Antigene

I Membranproteine Thrombozyten, HPA 1bb3aa5bb
I Membranproteine Thrombozyten, HPA laa3bb5Saa
I Antikérper Anti-human IgG/IgM

Indikatorzonenbereich: Blutgruppenbestimmung

PCT/EP2004/007525
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v Antikorper Anti-A (monoklonal)
\Y Antikdrper Anti-B (monoklonal)
VI Antikorper Anti-AB (monoklonal)
- VI Antikorper Anti-D (monoklonal)
VI Antikorper Anti-CDE (monoklonal)
X Antikérper Anti-Erythrozyten (polyklonal)

Indikatorzone I1I ist die Kontrolle (ctl) fiir den Nachweis von Antikdrpern gegen
thrombozytire Antigene und enthdlt anti-human IgG/IgM Antikorper. Indikator-
zone IX ist die Kontrolle (ctl) fiir die Blutgruppenbestimmung und enthélt po-
lyklonale anti-Erythrozyten Antikdrper. Sie befindet sich distal angeordnet zu

allen iibrigen Indikatorzonen.

In Fig. 11 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge-
miBen Vorrichtung fiir Lateral-Fluss-Tests mit bidirektionalem Fluss fiir die si-
multane Bestimmung von Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe ge-
zeigt. Im vorliegenden Beispiel besteht die Vorrichtung aus einer Tragerschicht 1,
einer pordsen Membran 2a fiir die Blutgruppenbestimmung, einer von Membran
22 sich unterscheidenden pordsen Membran 2b fiir die Serumgegenprobe, den
Absorptions-Pads 3a und 3b, einem dreidimensionalen, in Trogform ausgefiihrten
Dichtelement 4, und einem Konjugat-Pad 6. Dabei sind die pordsen Membranen
22 und 2b auf der mit einem drucksensitiven Acrylatklebstoff versehenen Tréger-
schicht 1 fixiert. Ebenso sind die Absorptions-Pads 3a und 3b auf der Triger-
schicht 1 fixiert, wobei je ein Teil der Absorptions-Pads 3a und 3b mit den pord-
sen Membranen 2a und 2b iiberlappen. Das auf der Oberseite der pordsen Memb-
ran 2a und 2b fixierte Dichtelement 4 separiert die Aufgabezonen 5a bzw. 5b von
den tibrigen Membranflichen und ermdglicht die gerichtete Verteilung von Pro-

benfliissigkeit und Testreagenzien in die pordsen Membranen 2a und 2b. Zwi-
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schen der Aufgabezone 5a und dem Bereich der pordsen Membran 22, der mit
dem Absorptions-Pad 3a in Kontakt steht, ist der Indikatorzonenbereich 7a (Blut-
gruppenbestimmung) angeordnet. Dieser wird aus diagonal versetzten, in defi-
nierten X- und Y-Positionen angeordneten, punktfsrmigen Indikatorzonen I — VI
gebildet, wobei die Indikatorzonen des Indikatorzonenbereiches 7a aus den fol-

genden Bindungselementen bestehen:

Indikatorzone  Bindungselement Spezifikation

I Antikdrper Anti-A (monoklonal)

II Antikdrper Anti-B (monoklonal)

I Antikorper Anti-AB (monoklonal)

v Antikorper Anti-D (monoklonal)

v Antikorper Anti-CDE (monoklonal)

VI Antikorper Anti-Erythrozyten (polyklonal)

Die Indikatorzone VI ist die Kontrolle (ctl) fiir die Blutgruppenbestimmung und
enthilt polyklonale anti-Erythrozyten Antikérper. Sie befindet sich distal ange-
ordnet zu den Indikatorzonen I-V.

Zwischen der Aufgabezone Sb und dem Bereich der porésen Membran 2b, der mit
dem Absorptions-Pad 3b in Kontakt steht, ist der Indikatorzonenbereich 7b (Se-
rumgegenprobe) angeordnet. Dieser wird aus diagonal versetzten, in definierten
X- und Y-Positionen angeordneten, punktformigen Indikatorzonen VII - IX ge-
bildet, wobei die Indikatorzonen des Indikatorzonenbereiches 7b aus den folgen-

den Bindungselementen bestehen:

PCT/EP2004/007525
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Indikatorzone  Bindungselement Spezifikation
VII Erythrozyten-Ghosts  Blutgruppe A
VI Erythrozyten-Ghosts  Blutgruppe B
X Erythrozyten-Ghosts  Blutgruppe 0 (Kontrolle)

In Fig. 12 wird eine Explosionsdarstellung der in Fig. 11 dargestellten erfin-
dungsgemiBen Vorrichtung fiir Lateral-Fluss-Tests mit bidirektionalem Fluss ge-
zeigt, die aus den Komponenten Trégerschicht 1, einer pordsen Membran 2a fiir
die Blutgruppenbestimmung, einer von Membran 22 sich unterscheidenden pors-
sen Membran 2b fiir die Serumgegenprobe, den Absorptions-Pads 3a und 3b, ei-
nem dreidimensionalen, in Trogform ausgefiihrten Dichtelement 4, und einem
Konjugat-Pad 6 bestehen. Die Probenaufgabezone erstreckt sich tiber beide pord-
sen Membranen mit der Probenaufgabezone 5a der Membran 2a und der Proben-
aufgabezone 5b der Membran 2b und wird durch das in Trogform ausgefiihrte
Dichtelement 4 von den tibrigen Flichen der Membranen 2a und 2b separiert. Die
Membran 2a enthilt den Indikatorzonenbereich 7a mit den von proximal nach
distal diagonal versetzt angeordneten Indikatorzonen I-VI, wihrend die Membran
2b den Indikatorzonenbereich 7b mit den von proximal nach distal diagonal ver-

setzt angeordneten Indikatorzonen VII-IX enthélt.

Beispiele
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Beispiel 1: Simultane Blutgruppenbestimmung (direkter Assay) und Serumge-
genprobe (direkter Bindungsassay)

Herstellung der Teststreifen:

Die Teststreifen bestehen aus einer Aufgabezone, einem Indikatorzonenbereich
und einem Absorptionsbereich. Membranen der Sorte Millipore HiFlow Plus 065
werden in Streifen auf eine GréSe von 15 mm x 35 mm (Breite/Lénge; x/y) zu-
rechtgeschnitten und auf eine Trégerschicht (Backing Sheet, z. B. von G&L) auf-
geklebt. Diagonal versetzt werden im Indikatorzonenbereich, der sich in die Indi-
katorzonenbereiche ,,Serumgegenprobe (proximal zur Aufgabezone angeordnet)
und Blutgruppenbestimmung (distal zur Aufgabezone angeordnet) aufteilt, je 0,2
jul Punkte der verschiedenen Bindungselemente unter Verwendung eines Dispen-

sers, z.B. AD3200 (Biodot) aufgetragen:

Indikatorzonenbereich ,,Serumgegenprobe® — Suspensionen von Erythrozyten-
Ghosts der Spezifikation Blutgruppe Al, Blutgruppe A2, Blutgruppe B und Blut-
gruppe 0 (hergestellt aus Erythrozytenkonzentraten) sowie Anti-human IgG/IgM
Antikérper (Goat anti human IgG, Goat anti human IgM, Sigma, 1-3382, I-0759)
als Kontrolle; Indikatorzonenbereich ,,Blutgruppenbestimmung® - Anti-A Anti-
kérper — Klon Birma-1 (Serologicals, TLJ0105); Anti-B Antik6rper — Klon ES-4
(Serologicals, NCA0201); Anti-AB Antikérper - Klone AB6, AB26, AB92 (Me-
dion Diagnostics, 010062); anti-Erythrozyten Antikdrper (Rabbit IgG Fraction of
anti Human RBC, Rockland, 209-4139).

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches ,,Serum-
gegenprobe® startet mit Erythrozyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe Al in
Position x=2,5 mm/ y=10 mm. Alle anderen Bindungselemente werden iterierend
in Abstinden von x=2,5 mm/ y=1,5 mm zur Position der Erythrozyten-Ghosts der
Spezifikation Blutgruppe Al dispensiert. Die Erythrozyten-Ghosts werden als 0.1-
0.5 %ige (v/v) Suspensionen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v)
Methanol, die anti-human IgG/IgM Antikdrper als 1:1 Gemisch in Konzentration
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von 50 pg/mi in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol dis-

pensiert.

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches ,,Blut-
gruppenbestimmung® startet mit dem Anti-A Antiksrper in Position x=3 mm/
y=20 mm. Alle anderen Bindungselemente werden iterierend in Abstinden von
x=3 mm/ y=1,5 mm zur Position des anti-A Antikdrpers dispensiert. Die Verdiin-
nungen der Antikdrper erfolgen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10%
(v/v) Methanol) wie folgt: Anti-A Antikdrper 1:3, anti-B Antikorper 1:2, anti-AB
Antikorper 1:4, anti-RBC Antikorper 1:3.

Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente fiir 20 min
bei 40°C getrocknet und anschlieBend bei konstanter Luftfeuchte bis zur Test-
durchfiihrung aufbewahrt. Am zur Aufgabezone distalen Fnde wird ein mit der
Membran um 3 mm iberlappendes 15x15 mm groBes Absorptions-Pad (Schlei-
cher & Schiill, 300) aufgeklebt. Die Aufgabezone wird durch Aufkleben eines 1-2
mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position y=5 mm iiber die gesamte

Membranbreite von der {ibrigen Membran separiert.
Testansatz:

Als Blutproben werden antikoagulierte Vollblute verwendet. Fiir den eigentlichen
Test werden 100 pl unverdiinntes bzw. 1:3 oder 1:6 in Verdiinnungspuffer (En-
lisstIl, Medion Diagnostics oder Diluent 1, DiaMed) verdiinntes Blut in die Auf-
gabezone aufgetragen. Wenn das Blut die Aufgabezone verlassen hat, wird zwei-
malig mit 100 pl Enlisstll gewaschen, um ungebundene Erythrozyten aus der
Membran zu entfernen. Im AnschluB werden 50 pl anti-IgG/A/M konjugierte
Goldpartikel (20 bis 40 nm, Arista Biologicals, CGIGA-0800, CGIGG-0800,
CGIGM-0800), 1:10 (v/v) verdiinnt in TBS , 0.08 % Gelatine, 0.5 % Albumin, auf
die Aufgabezone aufgetragen. Anstelle der Goldpartikel kénnen auch farbige, 100
bis 400 nm Polystyrolpartikel verwendet werden, z.B. von Merck Eurolab Fran-
ce/Estapor. Wenn die Goldpartikel die Aufgabezone verlassen haben, wird die

Membran nochmals ein- oder zweimalig mit 100 pl EnlisstIl gewaschen.
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Ergebnis:

(a) Kontrollen: Der Test ist giiltig, wenn die anti-RBC Kontrolle (Indikatorzone

IX, Indikatorzonenbereich ,Blutgruppenbestimmung") ein deutlich positives Si-
gnal (Roter Punkt) zeigt und wenn die anti-IgG/IgM-Kontrolle (Indikatorzone V,
Indikatorzonenbereich ,,Serumgegenprobe’) charakteristisch purpurn (Goldparti-
kel) oder in der Farbe der verwendeten Polystyrolpartikel geférbt ist.

(b) Testergebnisse: Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen Blut-

gruppenantigene erscheinen an den entsprechenden Positionen im Indikatorzo-
nenbereich ,Blutgruppenbestimmung® rote Punkte (positiv) oder die fast weisse
Hintergrundfirbung der Membran (negativ). Die korrespondierenden Isoaggluti-
nine sind im Indikatorzonenbereich ,,Serumgegenprobe® durch das charakteristi-
sche Purpur der Goldpartikel als purpurfarbene Punkte oder in der Farbe der ver-
wendeten Polystyrolpartikel erkennbar. Bei Abwesenheit eines Isoagglutinins sind
keine sich vom Hintergrund unterscheidenden Signale in diesen Positionen zu

erkennen.

Beispiel 2: Simultanbestimmung von Blutgruppen (direkter Assay) und Serumge-

genprobe (Kompetitionsassay)

Herstellung der Teststreifen:

Die Teststreifen bestehen aus einer Aufgabezone, zwei Indikatorzonenbereichen
zu beiden Seiten der Aufgabezone und zwei Absorptionsbereichen. Membranen
der Sorte Millipore HiFlow Plus 065 und HiFlow Plus 140 werden in Streifen auf
eine Grofe von 15 mm x 20 mm (Breite/Linge; x/y) zurechtgeschnitten und ne-
beneinander auf eine Trigerschicht (Backing Sheet, z. B. von G&L) aufgeklebt.
Auf der HiFlow Plus 140 Membran wird zusitzlich ein Konjugat Pad, in das anti-
A/anti-B/anti-H konjugierte Goldpartikel eingetrocknet sind, so aufgebracht, dass

es sich zwischen Dichtelement (Klebestreifen) und Indikatorzonen befindet. An-
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stelle der Goldpartikel kénnen auch farbige, 100 bis 400 nm Polystyrolpartikel
verwendet werden, z.B. von Merck Eurolab France/Estapor. Diagonal versetzt
werden im Indikatorzonenbereich ,,Blutgruppenbestimmung®, der sich auf der
HiFlow Plus 065 Membran befindet, je 0,2 ul Punkte folgender Bindungselemente
unter Verwendung eines Dispensers, z.B. AD3200 (Biodot) aufgetragen: Anti-A
Antiksrper — Klon Birma-1 (Serologicals, TLJ0105); Anti-B Antikérper — Klon
ES-4 (Serologicals, NCA0201); Anti-AB Antikdrper - Klone AB6, AB26, AB92
(Medion Diagnostics, 010062); anti-Erythrozyten Antikérper (Rabbit 1gG Fracti-
on of anti Human RBC, Rockland, 209-4139).

In gleicher Weise werden im Indikatorzonenbereich ,,Serumgegenprobe®, der sich
auf der HiFlow Plus 140 Membran befindet, — Suspensionen von Erythrozyten-
Ghosts der Blutgruppe A, Blutgruppe B und Blutgruppe 0 (hergestellt aus E-
rythrozytenkonzentraten) aufgetragen.

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches »Serum-
gegenprobe® startet mit Erythrozyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe A in
Position x=3 mm/ y=10 mm. Alle anderen Bindungselemente werden iterierend in
Abstinden von x=3 mm/ y=1,5 mm zur Position der Erythrozyten-Ghosts der
Spezifikation Blutgruppe A dispensiert. Die Erythrozyten-Ghosts werden als 0.1-
0.5 %ige (v/v) Suspensionen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v)
Methanol dispensiert.

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches ,Blut-
gruppenbestimmung® startet mit dem Anti-A Antikdrper in Position x=2,5 mm/
y=20 mm. Alle anderen Bindungselemente werden iterierend in Abstidnden von
x=2 mm/ y=1,5 mm zur Position des anti-A Antikérpers dispensiert. Die Verdiin-
nungen der Antikorper erfolgen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10%
(v/v) Methanol) wie folgt: Anti-A Antikérper 1:3, anti-B Antikorper 1:2, anti-AB
Antikorper 1:4, anti-RBC Antikorper 1:3.

Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente fiir 20 min

bei 40°C getrocknet und anschliefend bei konstanter Luftfeuchte bis zur Test-
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durchfithrung aufbewahrt. An den beiden zur Aufgabezone distalen Enden wird
ein mit der Membran um 3 mm iiberlappendes 15x15 mm grofies Absorptions-Pad
(Schleicher & Schiill, 300) aufgeklebt. Die Aufgabezone wird durch Aufkleben
eines 1-2 mm breiten Klebesireifens (Tesa 4124) in Position y=5 mm iiber die

gesamte Membranbreite von der tibrigen Membran separiert.
Testansatz:

Als Blutproben werden antikoagulierte Vollblute verwendet. Fiir den eigentlichen
Test werden 100 pl unverdinntes bzw. 1:3 oder 1:6 in Verdinnungspuffer (En-
lisstIl, Medion Diagnostics oder Diluent 1, DiaMed) verdiinntes Blut in die Auf-
gabezone aufgetragen. Wenn das Blut die Aufgabezone verlassen hat, wird zwei-
malig mit 100 pl Enlisstll gewaschen, um ungebundene Erythrozyten aus der

Membran zu entfernen.

Ergebnis:

(2) Kontrollen: Der Test ist giiltig, wenn die anti-RBC Kontrolle (Indikatorzonen-
bereich ,,Blutgruppenbestimmung*) ein deutlich positives Signal (Roter Punkt)
zeigt und wenn die Erythrozyten-Blutgruppe 0 Kontrolle (Indikatorzonenbereich
,Serumgegenprobe™) charakteristisch purpurn (Goldpartikel) oder in der Farbe der
verwendeten Polystyrolpartikel geférbt ist.

(b) Testergebnisse: Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen Blut-

gruppenantigene erscheinen an den entsprechenden Positionen im Indikatorzo-
nenbereich ,,Blutgruppenbestimmung® rote Punkte (positiv) oder die fast weisse
Hintergrundfirbung der Membran (negativ). Die korrespondierenden Isoaggluti-
nine sind im Indikatorzonenbereich ,,Serumgegenprobe” durch das Fehlen der
entsprechenden Bande gekennzeichnet. Bei Abwesenheit eines Isoagglutinins ist

die entsprechende Bande charakteristisch angefdrbt.
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Beispiel 3: Simultane Blutgruppenbestimmung, Serumgegenprobe und Antikor-
persuch-Test bei Empfiingern

Herstellung der Teststreifen:

Die Teststreifen bestehen aus einer Aufgabezone, einem Indikatorzonenbereich
und einem Absorptionsbereich. Membranen der Sorte Millipore HiFlow Plus 065
werden in Streifen auf eine GréBe von 20 mm x 35 mm (Breite/Lénge; x/y) zu-
rechtgeschnitten und auf eine Trigerschicht (Backing Sheet, z. B. von G&L) auf-
geklebt. Diagonal versetzt werden im Indikatorzonenbereich, der sich in die Indi-
katorzonenbereiche ,,Serumgegenprobe/ Antikdrpersuche® (proximal zur Aufga-
bezone angeordnet) und ,,Blutgruppenbestimmung® (distal zur Aufgabezone an-
geordnet) aufteilt, je 0,2 pl Punkte der verschiedenen Bindungselemente unter

Verwendung eines Dispensers, z.B. AD3200 (Biodot) aufgetragen:

Indikatorzonenbereich ,,Serumgegenprobe/Antikdrpersuche” — Suspensionen von
Erythrozyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe Al, Blutgruppe A2, Blutgrup-
pe B, Blutgruppe 0, Blutgruppe 0 Rh-Formel RiR;Y (Suchzelle 1), Blutgruppe 0
Rh-Formel R,R; (Suchzelle 2), Blutgruppe 0 Rh-Formel RiR; (Suchzelle 3), so-
wie Anti-human IgG/IgM (Goat anti human IgG, Goat anti human IgM, Sigma, I-
3382, 1-0759) als Kontrolle; Indikatorzonenbereich ,,Blutgruppenbestimmung™ -
Anti-A Antikérper — Klon Birma-1 (Serologicals, TLJ0105); Anti-B Antikdrper —
Klon ES-4 (Serologicals, NCA0201); Anti-AB Antikérper- (Klone AB6, AB26,
AB92 (Medion Diagnostics, 010062); anti-Erythrozyten Antikérper (Rabbit IgG
Fraction of anti Human RBC, Rockland, 209-4139).

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches ,,Serum-
gegenprobe* startet mit Erythrozyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe Al in
Position x=3 mm/ y=10 mm, die Positionierung der Erythrozyten-Ghosts der Spe-
zifikation Blutgruppe A2, B, 0 folgt iterierend in Absténden von x=2 mm/ y=1,5
mm. Die Positionierung der Erythrozyten-Ghosts der Suchzelle 1 erfolgt in Posi-
tion x=11 mm/ y=10 mm, die Positionierung der Erythrozyten-Ghosts der Such-

zellen 2 und 3 sowie des humanen IgG/IgM iterierend in Abstinden von x=2 mm/
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y=1,5 mm. Die Erythrozyten-Ghosts werden als 0.1-0.5%ige (v/v) Suspensionen
in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol, die anti-human
IgG/IgM Antikérper als 1:1 Gemisch in Konzentration von 50 pg/ml in 15 mM
Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol dispensiert.

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches ,,Blut-
gruppenbestimmung® startet mit dem Anti-A Antikérper in Position x=4 mm/
y=20 mm. Alle anderen Bindungselemente werden iterierend in Abstéinden von
x=4 mm/ y=1,5 mm zur Position des anti-A Antikérpers dispensiert. Die Verdiin-
nungen der Antikdrper erfolgen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10%
(v/v) Methanol) wie folgt: Anti-A Antikérper 1:3, anti-B Antikérper 1:2, anti-AB
Antikérper 1:4, anti-RBC Antikérper 1:3.

Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente fiir 20 min
bei 40°C getrocknet und anschliefend bei konstanter Luftfeuchte bis zur Test-
durchfiihrung aufbewahrt. Am zur Aufgabezone distalen Ende wird ein mit der
Membran um 3 mm iiberlappendes 20x15 mm grofies Absorptions-Pad (Schlei-
cher & Schiill, 300) aufgeklebt. Die Aufgabezone wird durch Aufkleben eines 1-2
mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position y=5 mm ber die gesamte

Membranbreite von der iibrigen Membran separiert.
Testansatz:

Als Blutproben werden antikoagulierte Vollblute verwendet. Fiir den eigentlichen
Test werden 120 ul unverdiinntes bzw. 1:3 oder 1:6 in Verdiinnungspuffer (En-
lisstI, Medion Diagnostics oder Diluent 1, DiaMed) verdiinntes Blut in die Auf-
gabezone aufgetragen. Wenn das Blut die Aufgabezone verlassen hat, wird zwei-
malig mit 120 pl Enlisstll gewaschen, um ungebundene Erythrozyten aus der
Membran zu entfernen. Im Anschiuf werden 75 pl anti-IgG/A/M konjugierte
Goldpartikel (20 bis 40 nm, Arista Biologicals, CGIGA-0800, CGIGG-0800,
CGIGM-0800), 1:10 (v/v) verdiinnt in TBS, 0.08 % Gelatine, 0.5 % Albumin, auf
die Aufgabezone aufgetragen. Anstelle der Goldpartikel kénnen auch farbige, 100
bis 400 nm Polystyrolpartikel verwendet werden, z.B. von Merck Eurolab Fran-
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ce/Estapor. Wenn die Goldpartikel die Aufgabezone verlassen haben, wird die

Membran nochmals ein- oder zweimalig mit 120 pl EnlisstIl gewaschen.

Ergebnis:

(2) Kontrollen: Der Test ist giiltig, wenn die anti-RBC Kontrolle (Indikatorzone
XTI, Indikatorzonenbereich ,,Blutgruppenbestimmung”) ein deutlich positives Si-
gnal (Roter Punkt) zeigt und wenn die anti-IgG/IgM-Kontrolle (Indikatorzone
VIII, Indikatorzonenbereich Serumgegenprobe/Antikorpersuche®) charakteri-
stisch pupurn (Goldpartikel) oder in der Farbe der verwendeten Polystyrolpartikel
gefirbt ist. Die anti-IgG/IgM-Kontrolle muss in jedem Fall angefirbt sein, so dass
bei einer Person mit Blutgruppe AB, die keine irreguldren Antikdrper hat, die An-
firbung dieser Indikatorzone bei volliger Abwesenheit anderer Signale im Indi-
katorzonenbreich ,,Serumgegenprobe/Antikérpersuche” auf eine korrekte Test-
durchfiihrung verweist. Die Indikatorzone IV (Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe 0)
ist eine negative Kontrolle fiir Isoagglutinine. Eine Anfirbung dieser Indikatorzo-
ne bedeutet, dass neben Isoagglutininen auch irregulire Antikdrper vorhanden
sein miissen, d. h. dass mindestens eine der drei Indikatorzonen V, VI, VII eben-

falls angefirbt sein muss. Ist dies nicht der Fall, so ist der Test ungiiltig.

(b) Testersebnisse: Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen Blut-

gruppenantigene erscheinen an den entsprechenden Positionen im Indikatorzo-
nenbereich ,,Blutgruppenbestimmung* rote Punkte (positiv) oder die fast weisse
Hintergrundfirbung der Membran (negativ). Die korrespondierenden Isoaggluti-
nine sind im Indikatorzonenbereich ,,Serumgegenprobe durch das charakteristi-
sche Purpur der Goldpartikel als purpurfarbene Punkte oder in der Farbe der ver-
wendeten Polystyrolpartikel erkennbar. Bei Abwesenheit eines Isoagglutinins sind
keine sich vom Hintergrund unterscheidenden Signale in diesen Positionen zu
erkennen. Bei Vorhandensein eines irreguliren Antikérpers sind ein, zwei oder

alle drei der Indikatorzonen mit den Erythrozyten-Ghosts der Suchzellen 1, 2 oder
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3 durch das charakteristische Purpur der Goldpartikel angefirbt oder in der Farbe

der verwendeten Polystyrolpartikel erkennbar.

Beispiel 4: Simultane Blutgruppenbestimmung, Serumgegenprobe und Antikor-
persuch-Test fiir Spender

Herstellung der Teststreifen:

Der grundsitzliche Aufbau der Teststreifen entspricht dem Teststreifenaufbau in
Beispiel 2. Das Format der Millipore HiFlow Plus 065 Membran betrdgt 15 mm x
35 mm (Breite/Lénge; x/y). Der Indikatorzonen des Indikatorzonenbereiches
Blutgruppenbestimmung® entsprechen dem Beispiel 2. Im Indikatorzonenbereich
,.Serumgegenprobe/Antikdrpersuche® werden je 0,2 ul Punkte der folgenden Bin-
dungselemente unter Verwendung eines Dispensers, z.B. AD3200 (Biodot) dis-

pensiert:

Suspensionen von Erythrozyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe Al, Blut-
gruppe A2, Blutgruppe B, Blutgruppe 0, Erythrozytenghosts aus einem Gemisch
der Suchzellen 1-3 (siche Beispiel 2), sowie Anti-human IgG/IgM (Goat anti hu-
man IgG, Goat anti human IgM, Sigma, 1-3382, 1-0759) als Kontrolle.

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches »»SErum-
gegenprobe/Antikérpersuche” startet mit Erythrozyten-Ghosts der Spezifikation
Blutgruppe Al in Position x=2,5 mm/ y=10 mm, die Positionierung der Erythro-
zyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe A2, B, 0 iterierend in Absténden von

=) mm/ y=1,5 mm. Die Positionierung der Erythrozyten-Ghosts des Gemisches
der Suchzellen 1-3 erfolgt in Position x=10,5 mm/ y=13 mm, die des humanen
IgG/IgM in Position x=12,5 mm/ y=14,5 mm. Die Erythrozyten-Ghosts werden
als 0.1-0.5%ige (v/v) Suspensionen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10%
(v/v) Methanol, die anti-human IgG/IgM Antikérper als 1:1 Gemisch in Konzent-
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ration von 50 pg/ml in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Metha-

nol dispensiert.

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches ,,Blut-
gruppenbestimmung® startet mit dem Anti-A AntikSrper in Position x=3 mm/
y=20 mm. Alle anderen Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches werden
iterierend in Abstinden von x=3 mm/ y=1,5 mm zur Position des anti-A Antikdr-
pers dispensiert. Die Verdiinnungen der Antikorper erfolgen in 15 mM Kalium-
phosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol) wie folgt: Anti-A Antikérper 1:3,
anti-B Antikérper 1:2, anti-AB Antikérper 1:4, anti-RBC Antikorper 1:3.

Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente fiir 20 min
bei 40°C getrocknet und anschlieflend bei konstanter Luftfeuchte bis zur Test-
durchfiihrung aufbewahrt. Am zur Aufgabezone distalen Ende wird ein mit der
Membran um 3 mm iiberlappendes 15x15 mm groBes Absorptions-Pad (Schlei-
cher & Schiill, 300) aufgeklebt. Die Aufgabezone wird durch Aufkleben eines 1-2
mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position y=6 mm iiber die gesamte

Membranbreite von der iibrigen Membran separiert.
Testansatz:
Der Testansatz entspricht dem Ansatz in Beispiel 1.

Ergebnis:

(a) Kontrollen: Der Test ist giiltig, wenn die anti-RBC Kontrolle (Indikatorzone

X, Indikatorzonenbereich ,,Blutgruppenbestimmung®) ein deutlich positives Si-
gnal (Roter Punkt) zeigt und wenn die anti-IgG/IgM-Kontrolle (Indikatorzone VI,
Indikatorzonenbereich ,,Serumgegenprobe/Antikérpersuche”) — charakteristisch
pupurn (Goldpartikel) oder in der Farbe der verwendeten Polystyrolpartikel ge-
firbt ist. Die anti-IgG/IgM-Kontrolle muss in jedem Fall angeférbt sein, so dass
bei einer Person mit Blutgruppe AB, die keine irreguléren Antikérper hat, die An-
farbung dieser Indikatorzone bei vélliger Abwesenheit anderer Signale im Indi-
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katorzonenbreich ,,Serumgegenprobe/Antikérpersuche” auf eine korrekte Test-
durchfiihrung verweist. Die Indikatorzone IV (Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe 0)
ist eine negative Kontrolle. Eine Anférbung dieser Indikatorzone bedeutet, dass
neben Isoagglutininen auch irregulire Antikorper vorhanden sein miissen, d. h.
dass mindestens eine der drei Indikatorzonen V, VI, VII ebenfalls angefirbt sein

muss. Ist dies nicht der Fall, so ist der Test ungiiltig.

(b) Testergebnisse: Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen Blut-
gruppenantigene erscheinen an den entsprechenden Positionen im Indikatorzo-
nenbereich ,,Blutgruppenbestimmung® rote Punkte (positiv) oder die fast weisse
Hintergrundfirbung der Membran (negativ). Die korrespondierenden Isoaggluti-
nine sind im Indikatorzonenbereich ,,Serumgegenprobe® durch das charakteristi-
sche Purpur der Goldpartikel als purpurfarbene Punkte oder in der Farbe der ver-
wendeten Polystyrolpartikel erkennbar. Bei Abwesenheit eines Isoagglutinins sind
keine sich vom Hintergrund unterscheidenden Signale in diesen Positionen zu
erkennen. Bei Vorhandensein eines irreguldren Antikorpers sind ein, zwei oder
alle drei der Indikatorzonen mit den Erythrozyten-Ghosts der Suchzellen 1, 2 oder
3 durch das charakteristische Purpur der Goldpartikel angeférbt oder in der Farbe
der verwendeten Polystyrolpartikel erkennbar.

Beispiel 5: Simultane Blutgruppenbestimmung und Nachweis von Infektionsmar-

kern

Herstellung der Teststreifen:

Die Teststreifen bestehen aus einer Aufgabezone, einem Indikatorzonenbereich
und einem Absorptionsbereich. Membranen der Sorte Millipore HiFlow Plus 065

werden in Streifen auf eine GréBe von 15 mm x 35 mm (Breite/Lange; X/y) zu-
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rechtgeschnitten und auf eine Trigerschicht (Backing Sheet z. B. von G&L) auf-
geklebt. Diagonal versetzt werden im Indikatorzonenbereich, der sich in die Indi-
katorzonenbereiche ,,Nachweis von Infektionsmarkern (proximal zur Aufgabe-
zone angeordnet) und ,,Blutgruppenbestimmung™ (distal zur Aufgabezone ange-
ordnet) aufteilt, je 0,2 pl Punkte der verschiedenen Bindungselemente unter Ver-

wendung eines Dispensers, z.B. AD3200 (Biodot) aufgetragen:

Indikatorzonenbereich , Nachweis von Infektionsmarkern” — Losungen rekombi-
nanter Antigene (Syphilis; TpN 15, TpN 17, TpN 47), synthetischer Peptide aus
Sequenzen der Glykoproteine gp-14, gp-41 (HIV-1; HIV-O) und gp-36 (HIV-2),
rekombinante HCV Antigene (C-100, C-200, C33¢, C22), monoklonale Antikor-
per (HBsAg) sowie Anti-human IgG/IgM (Goat anti human IgG, Goat anti human
IgM, Sigma, 1-3382, I-0759) als Kontrolle; Indikatorzonenbereich ,,Blutgruppen-
bestimmung® - Anti-A Antikérper — Klon Birma-1 (Serolo gicals, TLJ0105); Anti-
B Antiksrper — Klon ES-4 (Serologicals, NCA0201); Anti-AB Antikérper - Klone
ABG6, AB26, AB92 (Medion Diagnostics, 010062); Anti-D Antikérper — Klone
LDM3/ESD1 (SNBTS), Anti-CDE Antikorper — Klone MS-24/MS-201/MS
80/MS-258 (Serologicals), Anti-Erythrozyten Antikdrper (Rabbit IgG Fraction of
anti Human RBC, Rockland, 209-4139).

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches , Nachweis
von Infektionsmarkern® startet mit synthetischen Peptiden der Spezifitdt HIV-1
(gp-14, gp-41) in Position x=2,5 mm/ y=10 mm. Alle anderen Bindungselemente
werden iterierend in Abstinden von x=2 mm/ y=1,5 mm zur Position der Indika-
torzone I dispensiert. Die Bindungselemente der Indikatorzonen I-V werden in
geeigneten Konzentrationen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v)
Methanol, die anti-human IgG/IgM Antikérper in einer Konzentration von 50
pg/ml in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol dispensiert.

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches ,,Blut-
gruppenbestimmung® startet mit dem Anti-A Antikérper in Position x=2,5 mm/

y=20 mm. Alle anderen Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches werden
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iterierend in Abstinden von x=2 mmnv/ y=1,5 ‘mm zur Position des anti-A Antikér-
pers dispensiert. Die Verdiinnungen der Antikorper erfolgen in 15 mM Kalium-
phosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol) wie folgt: Anti-A Antikérper 1:3,
anti-B Antikérper 1:2, anti-AB Antikérper 1:4, anti-RBC Antikdrper 1:3.

Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente fiir 20 min
bei 40°C getrocknet und anschlieBend bei konstanter Luftfeuchte bis zur Test-
durchfiihrung aufbewahrt. Am zur Aufgabezone distalen Ende wird ein mit der
Membran um 3 mm iiberlappendes 15x15 mm grofies Absorptions-Pad (Schlei-
cher & Schiill, 300) aufgeklebt. Die Aufgabezone wird durch Aufkleben eines 1-2
mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position y=6 mm iiber die gesamte

Membranbreite von der iibrigen Membran separiett.
Testansatz:

Als Blutproben werden antikoagulierte Vollblute verwendet. Fiir den eigentlichen
Test werden 100 pl unverdiinntes bzw. 1:3 bzw. 1:6 in Verdiinnungspuffer (En-
lisstIl, Medion Diagnostics oder Diluent 1, DiaMed) verdiinntes Blut in die Auf-
gabezone aufgetragen. Wenn das Blut die Aufgabezone verlassen hat, wird zwei-
malig mit 100 pl Enlisstll gewaschen, um ungebundene Erythrozyten aus der

Membran zu waschen.

Im AnschluB werden 50 pl eines Gemisches aus anti-IgG/A/M konjugierten

‘Goldpartikeln (20 bis 40 nm, Arista Biologicals, CGIGA-0800, CGIGG-0800,

CGIGM-0800), 1:10 (v/v) verdiinnt in TBS , 0.08 % Gelatine, 0.5 % Albumin,
sowie anti-HbsAg konjugierten Goldpartikeln (Arista Biologicals, ABHBS-0500)
in geeigneter Verdiinnung auf die Aufgabezone aufgetragen. Anstelle der Gold-
partikel kénnen auch farbige, 100 bis 400 nm Polystyrolpartikel verwendet wer-
den, z.B. von Merck Eurolab France/Estapor. Wenn diese die Aufgabezone ver-
lassen haben, wird die Membran nochmals ein- oder zweimalig mit 100 pl En-

lisstIT gewaschen.

Ergebnis:
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Der Test ist giiltig, wenn die anti-RBC Kontrolle (Indikatorzone XII, Indikatorzo-
nenbereich ,,Blutgruppenbestimmung®) ein deutlich positives Signal (Roter
Punkt) zeigt und wenn die anti-IgG/IgM-Kontrolle (Indikatorzone VI, Indikator-
zonenbereich ,,Nachweis von Infektionsmarkern®) charakteristisch pupurn (Gold-
partikel) oder in der Farbe der verwendeten Polystyrolpartikel geférbt ist. Je nach
Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen Blutgruppenantigene erscheinen an
den entsprechenden Positionen rote Punkte (positiv) oder die fast weisse Hinter-
grundfirbung der Membran (negativ). Bei Vorhandensein von Antikérpern gegen
HIV-1, HIV-2, Syphilis bzw. von Hepatitis B surface Antigen (HBsAg) ist die
jeweilige Position durch das fiir Gold-Partikel charakteristische Purpur angefirbt
und als purpurfarbene Punkte erkennbar. Wenn Polystyrolpartikel als Indikator-
Partikel verwendet werden, ist die jeweilige Position in der Farbe der verwendeten
Polystyrolpartikel gefdrbt. Im weitaus hiufigsten Fall, ndmlich einer negativen
Reaktion fiir alle Infektionsmarker, wird nur die anti-IgG/IgM-Kontrolle (Indika-

torzone VI, Indikatorzonenbereich ,,Nachweis von Infektionsmarkern®) angefarbt.

Beispiel 6: Simultane Blutgruppenbestimmung und Nachweis von Antikérpern
gegen thrombozytire Antigene

Herstellung der Teststreifen:

Der grundsitzliche Aufbau und das Format der Teststreifen entspricht dem Test-
streifenaufbau in Beispiel 4. Der Indikatorzonenbereich untergliedert sich in die
Indikatorzonenbereiche ,,Blutgruppenbestimmung” und ,,Nachweis von Antikdr-
pem gegen thrombozytire Antigene®. Es werden je 0,2 ul Punkte der folgenden
Bindungselemente unter Verwendung eines Dispensers, z.B. AD3200 (Biodot)

dispensiert:
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Indikatorzonenbereich , Nachweis von Antikorpern gegen thrombozytdre Antige-
ne* — Membranproteine von Thrombozyten der Blutgruppe 0 mit distinkten HPA-
Antigenprofilen wie HPA 1bb3aaSbb und HPA laa3bb5aa sowie Anti-human
IgG/IgM (Goat anti human IgG, Goat anti human IgM, Sigma, 1-3382, 1-0759) als
Kontrolle; Indikatorzonenbereich ,,Blutgruppenbestimmung® - Anti-A AntikSrper
_ Klon Birma-1 (Serologicals, TLJ0105); Anti-B Antikérper — Klon ES-4 (Sero-
logicals, NCA0201); Anti-AB Antikdrper - Klone AB6, AB26, AB92 (Medion
Diagnostics, 010062); Anti-D Antikdrper — Klone LDM3/ESD1 (SNBTS), Anti-
CDE Antikérper — Klone MS-24/MS-201/MS 80/MS-258 (Serologicals), Anti-
Erythrozyten Antikérper (Rabbit IgG Fraction of anti Human RBC, Rockland,
209-4139). Als Alternative zu den Membranproteinen der Thrombozyten kdnnen
auch rekombinante Antigene mit den entsprechenden Merkmalsausprégungen

(HPA-Antigenprofile) aufgetragen werden.

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches ,,Nachweis
von Antikdrpern gegen thrombozytire Antigene™ startet mit Membranproteinen
Antigenprofil HPA 1bb3aa5bb in Position x=4 mm/ y=10 mm. Alle anderen Bin-
dungselemente werden iterierend in Abstinden von x=3,5 mm/ y=2 mm zur Posi-
tion der Indikatorzone I dispensiert. Die Bindungselemente der Indikatorzonen I
und II werden in geeigneten Konzentrationen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer
pH 7,5, 10% (v/v) Methanol, die anti-human IgG/IgM Antikérper in einer Kon-
zentration von 50 pg/ml in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Me-

thanol dispensiert.

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches ,,Blut-

gruppenbestimmung* entspricht dem Beispiel 4.

Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente fiir 20 min
bei 40°C getrocknet und anschlieBend bei konstanter Luftfeuchte bis zur Test-
durchfiihrung aufbewahrt. Am zur Aufgabezone distalen Ende wird ein mit der
Membran um 3 mm iiberlappendes 15x15 mm groBes Absorptions-Pad (Schlei-
cher & Schiill, 300) aufgeklebt. Die Aufgabezone wird durch Aufkleben eines 1-2
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mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position y=6 mm iiber die gesamte

Membranbreite von der iibrigen Membran separiett.
Testansatz:

Als Blutproben werden antikoagulierte Vollblute verwendet. Fiir den eigentlichen
Test werden 100 pl unverdiinntes bzw. 1:3 bzw. 1:6 in Verdiinnungspuffer (En-
lisstT, Medion Diagnostics oder Diluent 1, DiaMed) verdiinntes Blut in die Auf-
gabezone aufgetragen. Wenn das Blut die Aufgabezone verlassen hat, wird zwei-
malig mit 100 pl Enlisstll gewaschen, um ungebundene Erythrozyten aus der

Membran zu waschen.

Im AnschluB werden 50 pl eines Gemisches aus anti-IgG/A/M konjugierten
Goldpartikeln (20 bis 40 nm, Arista Biologicals, CGIGA-0800, CGIGG-0800,
CGIGM-0800), 1:10 (v/v) verdiinnt in TBS , 0.08 % Gelatine, 0.5 % Albumin, auf
die Aufgabezone aufgetragen. Anstelle der Goldpartikel kénnen auch farbige, 100
bis 400 nm Polystyrolpartikel verwendet werden, z.B. von Merck Eurolab Fran-
ce/Estapor. Wenn die Goldpartikel die Aufgabezone verlassen haben, wird die

Membran nochmals ein- oder zweimalig mit 100 pl EnlisstIl gewaschen.

Ergebnis:

Der Test ist giiltig, wenn die anti-RBC Kontrolle (Indikatorzone IX, Indikatorzo-
nenbereich ,Blutgruppenbestimmung®) ein deutlich positives Signal (Roter
Punkt) zeigt und wenn die anti-IgG/IgM-Kontrolle (Indikatorzone III, Indikator-
zonenbereich ,,Nachweis von Antikérpern gegen thrombozytére Antigene*) cha-
rakteristisch pupurn (Goldpartikel) oder in der Farbe der verwendeten Polysty-
rolpartikel gefirbt ist. Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen
Blutgruppenantigene erscheinen an den entsprechenden Positionen rote Punkte
(positiv) oder die fast weisse Hintergrundfirbung der Membran (negativ). Bei
Vorhandensein von Antikérpern gegen thrombozytire Antigene ist die jeweilige
Position durch das fiir Gold-Partikel charakteristische Purpur angeférbt und als
purpurfarbene Spots erkennbar. Wenn Polystyrolpartikel als Indikator-Partikel
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verwendet werden, ist die jeweilige Position in der Farbe der verwendeten Po-

lystyrolpartikel gefirbt.
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Patentanspriiche

. Vorrichtung zum gleichzeitigen und qualitativen oder quantitativen Bestim-

men mehrerer Analyten in einer fliissigen Probe, umfassend mindestens eine
Membran (2) mit
- einer Aufgabezone (5) zum Auftragen der fliissigen Probe,
mindestens einer Gruppe von mindestens zwei Indikatorzonen, die mit
dem/den Analyten in Wechselwirkung treten kénnen und
mindestens einem Absorptionsbereich (3), welcher die Fliissigkeit nach
Passieren der Indikatorzonen aufnimmt,
wobei die Indikatorzonen zwischen der Aufgabezone (5) und dem Absorpti-
onsbereich (3) lisgen, dadurch gekennzeichnet, dass
die Fliefrichtungen von der Aufgabézone (5) durch die jeweiligen Indikator-
zonen einer Gruppe zu einem Absorptionsbereich (3) (Fliespuren) im We-
sentlichen parallel sind und mindestens zwei unterschiedliche FlieBspuren

vorliegen.

. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei die Indikatorzonen so angeordnet sind,

dass die Probenfliissigkeit pro FlieBspur nicht mehr als eine Indikatorzone

durchstromt.

. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei die Indikatorzonen in einer diagonalen,

V-, W-, M-, N-férmigen oder linearen Reihe angeordnet sind.

. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei mindestens zwei Rei-

hen von Indikatorzonen in FlieBrichtung hintereinander und/oder seitlich ver-

setzt angeordnet sind und die Indikatorzonen der verschiedenen Reihen zuein-



10

15

20

25

30

WO 2005/005986

10.

60

ander auf Liicke angeordnet sind, so dass die Probenfliissigkeit pro FlieBspur

nicht mehr als eine Indikatorzone durchstrémt.

Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 3, wobei mindestens zwei Reihen von In-
dikatorzonen in FlieBrichtung hintereinander und/oder seitlich angeordnet sind
und die Indikatorzonen der verschiedenen Reihen zueinander nicht auf Liicke
angeordnet sind, so dass die Probenfliissigkeit pro FlieBspur mehr als eine In-
dikatorzone durchstrémt.

Vorrichtung nach Anspruch 1 bis 3, wobei mindestens 2 Gruppen von Indi-
katorzonen angeordnet sind, welche von der Aufgabezone her in unterschied-

lichen Fliessrichtungen liegen.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei die Indikatorzonen An-
tikdrper bzw. Antikérperfragmente bzw. Lektine, Antigene bzw. Antigen-
Epitope und/oder Zellen bzw. Zellfragmente umfassen.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei die Indikatorzonen ins-
besondere Antikdrper bzw. Antikérper-Fragmente gegen Blutgruppenantigene
bzw. -antigen-Epitope und Membranen bzw. Zellfragmente von Blutgruppe
Al, A2, B und/oder O Erythrozyten umfassen.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei die Indikatorzonen ins-
besondere Antikdrper bzw. Antikorper-Fragmente gegen Blutgruppenantigene
bzw. -antigen-Epitope und synthetische Peptide, rekombinante Antigene
und/oder Antikorper bzw. Antikorper-Fragmente gegen infektiose Marker um-

fassen.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei die Indikatorzonen ins-
besondere Antikdrper bzw. Antikorper-Fragmente gegen Blutgruppenantigene
bzw. -antigen-Epitope und Fragmente von Thrombozyten und/oder Lympho-

zyten umfassen.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.
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Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, wobei die Membran oder die
Membranen (2) vorzugsweise aus Polyethylen, Nitrozellulose oder Nylon, be-

stehen.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 11, wobei hinter der Aufgabezo-
ne (5) und vor den Indikatorzonen auf der Membran (2) mindestens ein Dicht-
element (4) angeordnet ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei hinter dem Dichtele-
ment (4) und vor den Indikatorzonen mindestens ein Konjugat-Pad aunfge-

bracht ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 13, wobei die Komponenten der
Vorrichtung zur mechanischen Verstirkung auf eine Trégerschicht (1) aufge-

bracht sind.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 14, wobei die Komponenten der

Vorrichtung in einem Gehiuse integriert sind.

Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 11 zur Analyse
von Blut, insbesondere zur simultanen Durchfithrung der Blutgruppenbestim-

mung und Serumgegenprobe und/oder Antikdrpersuch-Test.

Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 11 zur Analyse
von Blut, insbesondere zur simultanen Durchfiihrung der Blutgruppenbestim-
mung und des Nachweises von infektionsserologischen Markern bzw. Frag-

menten davon.

Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 11 zur Analyse
von Blut, insbesondere zur simultanen Durchfiihrung der Blutgruppenbestim-

mung und des Nachweises von Antikdrpern gegen Blutzellen, insbesondere
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anti-Thrombozyten oder anti-Lymphozyten Antikdrper, bzw. jeweils Frag-

menten davon.

19. Verfahren zur Bestimmung mehrerer Analyten oder deren Derivate in einer

20.

21.

22.

23.

fliissigen Probe, umfassend:

das Auftragen der Probe auf die Aufgabezone (5) mindestens einer Memb-
ran (2) der Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspriiche 1 bis
15, wobei diese Probe in ausreichender Menge vorliegt, um die Proben-
fliissigkeit dazu zu veranlassen, in Richtung Absorptionsbereich (3) durch
die Indikatorzonen zu flieBen und um die Analyten oder ihre Derivate in
der Probenfliissigkeit dazu zu veranlassen, in den Indikatorzonen einen

Komplex zu bilden.

Verfahren nach Anspruch 19, wobei die Analyte oder deren Derivate Blut-
gruppenantigene bzw. -antigen-Epitope, gegen Blutgruppenantigene gerichtete
Antikdrper bzw. Fragmente davon, gegen Thrombozyten- oder Leukozyten
gerichtete Antikérper bzw. Fragmente davon oder gegen infektiose Agenzien
gerichtete Antikdrper bzw. Fragmente davon oder Antigene infektioser Agen-
zien bzw. Antigen-Epitope sind.

Verfahren nach Anspruch 19 oder 20, wobei die Analyte oder deren Derivate
insbesondere Antigene bzw. Antigen-Epitope der Blutgruppensysteme ABO,
Rh und Kell umfassen.

Verfahren nach Anspruch 19 oder 20, wobei die Analyte oder deren Derivate
insbesondere Antikorper bzw. Fragmente davon gegen Thrombozyten
und/oder Lymphozyten umfassen.

Verfahren nach Anspruch 19 oder 20, wobei die Analyte oder deren Derivate

insbesondere Antikérper bzw. Fragmente davon gegen bakterielle und/oder vi-
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rale Agenzien bzw. virale oder baktericlle Antigene bzw. Antigen-Epitope

umfassen.

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 23, wobei die fliissigen Proben
5 vorzugsweise aus Vollblut, Blutzell-Konzentrat, Serum, Plasma und/oder

Testfliissigkeit, beispielsweise Kontrollserum oder Kontrollzellen, bestehen.

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 24, wobei mindestens zwei Sor-
ten Indikatorpartikel verwendet werden, von denen mindestens eine Sorte E-

10 rythrozyten sind.
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