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(57) Hauptanspruch: Verfahren zur Selektion eines Parti-
kels mit einer vorbestimmten Eigenschaft aus einer Popu-
lation umfassend eine Vielzahl von unterschiedlichen Parti-
keln, umfassend die Schritte:

(a) Bereitstellen einer Population von unterschiedlichen
Partikeln,

(b) Markieren von Partikeln, die die vorbestimmte Eigen-
schaft aufweisen,

(c) Leiten der Partikel in einem Mikrokanal durch ein Detek-
tionselement, das zwischen markierten und nicht markier-
ten Partikeln unterscheiden kann, wobei in einem ersten
Selektionszyklus die Partikelkonzentration in einem Be-
reich von 108 bis 10" Partikel pro 100 pl Probevolumen
liegt, so dass neben den markierten Partikeln auch eine An-
zahl negativer Partikel zunachst als positiv eingestuft wer-
den,

(d) Abtrennen positiv eingestufter und markierter Partikel,
und

(e) mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte (¢) und
(d), wobei die Konzentration der Partikel in dem mindes-
tens einen nachfolgenden Zyklus gegeniiber dem ersten
Selektionszyklus verringert wird, so dass markierte Partikel
eindeutig als positiv identifiziert werden kénnen.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Se-
lektion von Partikeln mit einer vorbestimmten Eigen-
schaft aus einer Population einer Vielzahl unter-
schiedlicher Partikel sowie die Verwendung einer zur
Durchfiihrung des Verfahrens geeigneten Vorrich-
tung.

[0002] Zur Identifizierung neuer Liganden fir diag-
nostische, biomedizinische und pharmazeutische
Anwendungen koénnen kombinatorische Bibliothe-
ken, bestehend aus einer Population einer Vielzahl
von Partikeln, z. B. Phagen, Zellen, Ribosomen etc.,
eingesetzt werden, wobei die einzelnen Partikel je-
weils unterschiedliche Liganden prasentieren (siehe
z. B. W090/02809; WQ092/15677; WO092/15679;
W092/06204; WO092/06176; W098/19162;
WQ098/35232; W099/06839 und WO099/5428). Zur
Identifizierung von Liganden mit einer vorbestimmten
Eigenschaft wird Ublicherweise eine Musterung der
zu untersuchenden Bibliothek durchgefiihrt, wobei
ein markiertes Zielmolekil mit den einzelnen Parti-
keln der Bibliothek in Kontakt gebracht wird und das
Auftreten einer Bindung zwischen dem Zielmolekill
und einem bestimmten Partikel der Bibliothek bzw.
dem von dem Partikel prasentierten Liganden be-
stimmt wird. AnschlieBend muss das Partikel mit der
vorbestimmten Eigenschaft identifiziert werden. Bis-
herige Selektions- und Identifizierungsmethoden, z.
B. die sogenannten "Penning"- oder "Selex"-Verfah-
ren haben jedoch eine relativ geringe Effizienz, so-
dass ein bestimmtes Partikel mit gewlnschten Ei-
genschaften oftmals nicht in der Bibliothek gefunden
werden kann, obwohl es dort vorhanden ist.

[0003] Ein direkter Nachweis von einzelnen Analyt-
molekulen ist mit der EP 0 679 251 B1 beschriebenen
Verfahren zur Fluoreszenz-Korrelationsspektrosko-
pie (FCS) beschrieben. Mittels FCS kann in einem
kleinen Messvolumen von beispielsweise < 107 | ein
einziges oder nur wenige mit Fluoreszenzfarbstoffen
markierte Molekile nachgewiesen werden. Das Mes-
sprinzip der FCS beruht darauf, dass ein kleines Vo-
lumenelement der Probeflissigkeit einem starken
Anregungslicht, z. B. eines Lasers ausgesetzt wird,
sodass nur die jenigen Fluoreszenzmolekile, die
sich in diesem Messvolumen aufhalten, angeregt
werden. Das emittierte Fluoreszenzlicht aus diesem
Volumenelement wird dann auf einen Detektor, z. B.
einen Fotomultiplyer abgebildet. Ein Molekdl, das
sich im Volumenelement befindet, wird sich geman
seiner charakteristischen Diffusionsgeschwindigkeit
mit einer durchschnittlichen, aber fiir das betreffende
Molekil charakteristischen Zeit wieder aus dem Volu-
menelement entfernen und dann nicht mehr zu beo-
bachten sein.

[0004] Wird nun die Lumineszenz ein- und dessel-
ben Molekils wahrend seiner durchschnittlichen Auf-
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enthaltsdauer in dem Messvolumen mehrmals ange-
regt, so lassen sich von diesem Molekdl viele Signale
erfassen.

[0005] Inder DE 195 20 298 A1 ist ein Verfahren be-
schrieben, bei dem Partikel aufgrund bestimmter Ei-
genschaften detektiert und sortiert werden, wobei in-
dividuelle Sortierschritte mehrfach aufeinander fol-
gen. Das Verfahren wird jedoch nicht unter Bedingun-
gen durchgeflhrt, bei denen wahrend eines ersten
Selektionszyklus neben markierten Partikeln auch
nicht markierte Partikel als positiv eingestuft werden.

[0006] Vorrichtungen zur Selektion markierter Parti-
kel aus einem Gemisch mit nicht markierten Partikeln
sind beispielsweise aus der WO 99/66318 A1, der
WO 91/15750 A1 und der DE 43 01 005 A1 bekannt.

[0007] Die Anwendung der Fluoreszenz-Korrelati-
onsspektroskopie zur Sortierung und Identifizierung
einzelner Molekdlle ist bei Eigen und Rigler (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 91 (1994), 5740-5747) und Rig-
ler (J. Biotech. 41 (1995), 177-186) beschrieben. Es
wird die Verwendung einer Quadrupol-Falle und elek-
trischer Feldgradienten in Verbindung mit Einzelpho-
tonendetektoren zur Identifizierung von Einzelmole-
kilen vorgeschlagen. Obwohl dieses Verfahren ge-
genlber den klassischen Selektionierungsprozedu-
ren eine erheblich hdhere Effizienz aufweist, erfordert
die Selektion von Einzelmolekulen die Verwendung
extrem geringer Partikelkonzentrationen und ist zeit-
aufwendig. Es besteht daher ein Bedurfnis, die Sen-
sitivitdt und Effizienz bei der Selektionierung von Par-
tikeln zu verbessern.

[0008] Diese Aufgabe wird geldst durch ein Verfah-
ren zur Selektion eines Partikels mit einer vorbe-
stimmten Eigenschaft aus einer Population einer
Vielzahl unterschiedlicher Partikeln, umfassend die
Schritte:
(a) Bereitstellen einer Population von unterschied-
lichen Partikeln,
(b) Markieren von Partikeln, die die vorbestimmte
Eigenschaft aufweisen,
(c) Leiten der Partikel in einem Mikrokanal durch
ein Detektionselement, das zwischen markierten
und nicht markierten Partikeln unterscheiden
kann, wobei in einem ersten Selektionszyklus die
Partikelkonzentration in einem Bereich von 108 bis
10" Partikel pro 100 pl Probenvolumen liegt, so
dass neben den markierten Partikeln auch eine
Anzahl negativer Partikel zunachst als positiv ein-
gestuft werden,
(d) Abtrennen positiv eingestufter und markierter
Partikel, und
(e) mindestens einmaliges Wiederholen der
Schritte (c) und (d), wobei die Konzentration der
Partikel in dem mindestens einen nachfolgenden
Zyklus gegenuber dem ersten Selektionszyklus
verringert wird, so dass markierte Partikel eindeu-
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tig als positiv identifiziert werden kénnen.

[0009] Das erfindungsgemalRe Verfahren ermdg-
licht die Selektion von einzelnen Partikeln aus sehr
groRen Partikelpopulationen, die beispielsweise
mehr als 108 oder sogar 10'2 oder mehr unterschied-
liche Partikel umfassen. Die Partikel konnen Zellen,
Teile von Zelloberflachen, Zellorganellen, z. B. Ribo-
somen, Viren wie etwa Bakteriophagen, z. B. filamen-
tése Phagen oder in Phagenhdllen verpackte Plasmi-
de (Phagemide), Nukleinsauren wie Gene oder cD-
NA-Molekiile, Proteine wie etwa Enzyme oder Re-
zeptoren, oder niedermolekulare Substanzen sein.
Vorzugsweise sind die Partikel Elemente einer kom-
binatorischen Bibliothek, z. B. einer Bibliothek von
genetischen Packungen wie Phagen, Zellen, Sporen
oder Ribosomen, die auf ihrer Oberflache Peptid-
strukturen, z. B. lineare oder zirkulare Peptide, oder
Proteine wie Antikdrper, vorzugsweise fusioniert mit
Oberflachenproteinen, z. B. Oberflachenproteinen
von filamentésen Phagen, prasentieren.

[0010] Das erfindungsgemalRe Verfahren ermdg-
licht eine effiziente Selektion eines Partikels mit einer
vorbestimmten Eigenschaft aus einer Vielzahl unter-
schiedlicher Partikel. Unter "vorbestimmte Eigen-
schaft" im Sinne der vorliegenden Erfindung ist vor-
zugsweise die Fahigkeit zur Bindung an eine Zielsub-
stanz zu verstehen. Die Bindung des Partikels an die
Zielsubstanz kann eine Liganden-Rezeptor-Bindung,
eine Enzym-Substrat-Bindung, eine Antikérper-Anti-
gen-Bindung, eine Nukleinsaurehybridisierung, eine
Zucker-Lectin-Bindung oder eine andere hochaffine
biologische Wechselwirkung umfassen. Andererseits
kann die vorbestimmte Eigenschaft des Partikels
auch darin bestehen, eine biologische Wechselwir-
kung, z. B. die Bindung an eine Zielsubstanz, zu ver-
hindern.

[0011] Zur Selektion des Partikels mit der vorbe-
stimmten Eigenschaft wird die Partikelpopulation vor-
zugsweise mit einer eine nachweisbare Markierung
tragenden Zielsubstanz inkubiert, wobei die Inkubati-
onsbedingungen derart gewahlt werden, dass das
Partikel mit der vorbestimmten Eigenschaft an eine
Markierungsgruppe bindet und so von anderen Parti-
keln abgetrennt werden kann. Als Markierungsgrup-
pen kommen insbesondere nicht radioaktive Markie-
rungsgruppen und besonders bevorzugt durch opti-
sche Methoden nachweisbare Markierungsgruppen,
wie etwa Farbstoffe, und insbesondere Fluoreszenz-
markierungsgruppen in Betracht. Beispiele fiir geeig-
nete Fluoreszenzmarkierungsgruppen sind Rhoda-
min, Texas-Rot, Phycoerythrin, Fluorescein und an-
dere in diagnostischen Verfahren oder Selektionsver-
fahren Ubliche Fluoreszenzfarbstoffe.

[0012] Die markierte Zielsubstanz ist fur das zu
identifizierende Partikel spezifisch, d. h. die Zielsubs-
tanz bindet unter den Testbedingungen mit ausrei-
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chend hoher Affinitdt und Selektivitat an das Partikel
mit der vorbestimmten Eigenschaft, um eine Selekti-
on zu ermoglichen.

[0013] Gegebenenfalls kann die vorbestimmte Ei-
genschaft des zu selektionierenden Partikels auch
eine biologische Aktivitat, z. B. eine enzymatische
Aktivitat sein. In diesem Fall kdnnen die Partikel mit
einem chromogenen oder fluoreszenten Enzymsub-
strat inkubiert und in Vesikeln, z. B. Lipidvesiklen wie
Liposomen, verkapselt werden. Sofern ein Partikel, z.
B. ein Phage oder ein Ribosom, an seiner Oberflache
ein aktives Enzymmolekil prasentiert, erfolgt inner-
halb des Vesikels eine Umsetzung des Substrats,
wobei ein farbiges oder fluoreszentes Produkt gebil-
det wird, welches nachgewiesen werden kann.

[0014] Zur Unterscheidung von markierten Parti-
keln, d. h. Partikeln mit der vorbestimmten Eigen-
schaft, und nicht markierten Partikeln, d. h. Partikeln
ohne die vorbestimmte Eigenschaft, werden die Par-
tikel in einem Mikrokanal durch ein Detektionsele-
ment geleitet. Das Leiten durch den Mikrokanal er-
folgt vorzugsweise durch einen hydrodynamischen
Fluss, beispielsweise durch Saug- oder Pumpwir-
kung. Der Fluss kann jedoch auch ein elektroosmoti-
scher Fluss sein, der durch einen elektrischen Feld-
gradienten erzeugt wird. Weiterhin ist eine Kombina-
tion von hydrodynamischem Fluss und Feldgradien-
ten moglich. Der Fluss durch den Mikrokanal weist
vorzugsweise ein parabolisches Flussprofil auf, d. h.
die FlieRgeschwindigkeit ist maximal im Zentrum des
Mikrokanals und nimmt in einer parabolischen Funk-
tion zu den Randern bis zu einer Minimalgeschwin-
digkeit ab. Die Flussgeschwindigkeit durch den Mi-
krokanal liegt im Maximum vorzugsweise im Bereich
von 1 bis 50 mm/sec, besonders bevorzugt im Be-
reich von 5 bis 10 mm/sec. Der Durchmesser des Mi-
krokanals liegt vorzugsweise im Bereich von 1 bis
100 uym, besonders bevorzugt von 10 bis 50 pm. Vor-
zugsweise wird die Messung in einem linearen Mikro-
kanal mit im Wesentlichen einem konstanten Durch-
messer durchgefihrt.

[0015] Die Identifizierung eines markierten Partikels
kann mittels einer beliebigen Messmethode, z. B. mit
einer Orts- und/oder zeitaufgelésten Fluores-
zenz-Spektroskopie erfolgen, die in der Lage ist, in
einem sehr kleinen Volumenelement wie es in einem
Mikrokanal vorliegt, sehr geringe Signale von Markie-
rungsgruppen, insbesondere Fluoreszenzsignale bis
hinunter zur Einzelphotonenzahlung zu erfassen.
Wichtig ist dabei, dass die von markierten Partikeln
stammenden Signale sich deutlich von denen unter-
scheiden, die von den markierten Partikeln verur-
sacht werden.

[0016] Beispielsweise kann die Detektion mittels
Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie erfolgen, bei
der ein sehr kleines konfokales Volumenelement,
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beispielsweise 0,1 bis 20 x 107'* | der durch den Mi-
krokanal stromenden Probefliissigkeit einem Anre-
gungslicht eines Lasers ausgesetzt wird, das die in
diesem Messvolumen befindlichen Rezeptoren zur
Emission von Fluoreszenzlicht anregt, wobei das
emittierte Fluoreszenzlicht aus dem Messvolumen
mittels eines Fotodetektors gemessen wird, und eine
Korrelation zwischen der zeitlichen Veranderung der
gemessenen Emission und der relativen Flussge-
schwindigkeit der beteiligten Molekule erstellt wird,
sodass bei entsprechend starker Verdinnung einzel-
ne Molekile in dem Messvolumen identifiziert wer-
den koénnen. Auf Einzelheiten zur Verfahrensdurch-
fuhrung und apparative Details zu den fir die Detek-
tion verwendeten Vorrichtungen wird auf die Offenba-
rung der EP 0 679 251 B1 verwiesen.

[0017] Alternativ kann die Detektion auch durch
eine zeitaufgeldste Abklingmessung, ein sogenann-
tes Time Gating erfolgen, wie beispielsweise von Rig-
ler et al., "Picosecond Single Photon Fluorescence
Spetroscopy of Nucleic Acids", in: "Ultrafast Pheno-
menes", D. H. Auston, Ed., Springer 1984, beschrie-
ben. Dabei erfolgt die Anregung der Fluoreszenzmo-
lekile innerhalb eines Messvolumens und anschlie-
Rend — vorzugsweise in einem zeitlichen Abstand von
> 100 ps — das Offnen eines Detektionsintervalls am
Fotodetektor. Auf diese Weise kénnen durch Ra-
man-Effekte erzeugte Hintergrundsignale ausrei-
chend gering gehalten werden, um eine im Wesentli-
chen stérungsfreie Detektion zu erméglichen.

[0018] Besonders bevorzugt umfasst die Vorrich-
tung zum Nachweis von fluoreszenzmarkierten Parti-
keln in der den Mikrokanal durchstrémenden Probe-
flissigkeit einen Laser als Fluoreszenzanregungs-
lichtquelle fur die Molekiile, eine optische Anordnung
zur Leitung und Fokussierung von Laserlicht des La-
sers auf einen Fokalbereich des Mikrokanals und zur
konfokalen Abbildung des Fokalbereichs auf eine Fo-
todetektoranordnung zur Erfassung von Fluores-
zenzlicht, welches im Fokalbereich von einem oder
gegebenenfalls mehreren optisch angeregten Mole-
kilen emittiert wurde, wobei die optische Anordnung
ein Beugungselement oder ein phasenmodulieren-
des Element im Strahlengang des Lasers aufweist,
welches gegebenenfalls in Kombination mit einem
oder mehreren optischen Abbildungselementen dazu
eingerichtet ist, aus dem Laserstrahl des Lasers ein
Beugungsmuster in Form eines linearen oder zweidi-
mensionalen Arrays von Fokalbereichen in dem Mi-
krokanal zu erzeugen, wobei die optische Anordnung
dazu eingerichtet ist, jeden Fokalbereich konfokal flr
die Fluoreszenzdetektion durch die Fotodetektoran-
ordnung abzubilden. Alternativ kann die Detektions-
vorrichtung zwei den Mikrokanal an einander gegen-
Uberliegenden Seiten begrenzende Wande aufwei-
sen, von denen eine ein Array von vorzugsweise in-
tegrierten, in den Mikrokanal emittierenden Laserele-
menten als Fluoreszenzanregungslichtquellen auf-
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weist, und von denen die andere ein Array von vor-
zugsweise integrierten, den Laserelementen jeweils
gegenuberliegend zugeordneten Fotodetektorele-
menten als Fluoreszenzlichtdetektoren aufweist, wo-
bei die Laserelemente vorzugsweise Potenzialtopfla-
serelemente und die Fotodetektorelemente Avalan-
che-Dioden sind. Derartige Vorrichtungen sind bei-
spielsweise in der DE 100 23 423 A1 beschrieben.

[0019] Die durch das Detektionselement identifizier-
ten markierten Partikel werden von nicht markierten
Partikeln abgetrennt. Dieses Abtrennen kann durch
eine Sortierungsprozedur, wie in Holm et al. (Analyti-
cal Methods and Instrumentation, Special Issue
MTAS 96, 85-87), Eigen und Rigler (Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 91 (1994), 5740-5747) oder Rigler (J. Bio-
tech 41 (1995), 177-186) beschrieben, erfolgen. Vor-
zugsweise erfolgt eine automatische Sortierungspro-
zedur, wobei markierte und nicht markierte Partikel in
unterschiedliche Verzweigungen des Mikrokanals
geleitet werden. Die Steuerung der Sortierungspro-
zedur erfolgt vorzugsweise dadurch, dass nach Er-
kennen eines markierten Partikels im Detektionsele-
ment ein externes oder in die Mikrostruktur integrier-
tes Ventil umgeschaltet wird, sodass das markierte
Partikel in die dafiir vorgesehene Verzweigung des
Mikrokanals geleitet wird und anschlieRend das Ven-
til wieder umgeschaltet wird, sodass nicht markierte
Partikel in die andere Verzweigung des Mikrokanals
geleitet werden.

[0020] Das erfindungsgemafie Verfahren ist ein
Kaskadenprozess, der eine gegebenenfalls mehrfa-
che Wiederholung der Detektions- und Abtrennschrit-
te umfasst. Wahrend die aus dem Stand der Technik
bekannte Prozedur zur Selektion von Einzelmoleku-
len nur bei extrem hohen Verdinnungen und somit
sehr grofen Volumina zuverlassig durchfiihrbar ist,
wird beim erfindungsgemaRen Verfahren die Kon-
zentration der durch die Detektionsvorrichtung gelei-
teten Partikel ausreichend hoch eingestellt, sodass
das zu untersuchende Gesamtvolumen an Probe-
flissigkeit, welches die Gesamtpopulation der Parti-
kel enthalt, gering gehalten werden kann. Dabei wird
fur den ersten Selektionszyklus eine Partikelkonzen-
tration von 108 bis 10" pro 100 pl Probevolumen und
bevorzugt 10" bis 10" Partikel pro 100 pl Probevolu-
men eingesetzt. Bei diesen Bedingungen nimmt man
zwar in Kauf, dass neben dem markierten Partikel
auch eine Anzahl weiterer negativer Partikel, Ubli-
cherweise 10% bis 10° Partikel zunachst als positiv
eingestuft werden. Durch nachfolgende Selektions-
zyklen, die mit jeweils verringerter Konzentration ge-
genuber einem vorhergehenden Zyklus durchgefiuhrt
werden, kdnnen jedoch schliellich einzelne Partikel,
welche die vorbestimmten Eigenschaften aufweisen,
isoliert werden. Die Verringerung der Partikelkonzen-
tration wird vorzugsweise so gewahlt, dass in einem
weiteren Selektionsschritt ein positiver Partikel ein-
deutig identifiziert werden kann. Beispielsweise kann
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die Partikelkonzentration pro Zyklus um mindestens
den Faktor 10%, vorzugsweise um den Faktor 10° bis
108 und besonders bevorzugt um ca. den Faktor 10
verringert werden. Das Probenvolumen erhéht sich
dabei im allgemeinen nicht wesentlich, da durch den
ersten Selektionszyklus eine signifikante Verringe-
rung der Partikelzahl erzielt wurde. Gegebenenfalls
kdnnen nach dem zweiten Selektionszyklus noch ein
oder mehrere weitere Zyklen durchgefuhrt werden.

[0021] Weiterhin umfasst das erfindungsgemalie
Verfahren vorzugsweise das ldentifizieren oder/und
Charakterisieren der gefundenen Partikel mit der vor-
bestimmten Eigenschaft. Dieser Schritt kann bei-
spielsweise eine Amplifizierung, z. B. im Falle von
Zellen und Viren, eine Vermehrung oder im Falle von
Nukleinsauren eine Amplifikationsreaktion wie PCR
oder eine Sequenzierung umfassen. Das identifizier-
te bzw. charakterisierte Partikel bzw. dessen charak-
teristische Determinante, z. B. ein auf der Oberflache
prasentiertes Protein, kann anschlieRend dem je-
weils daflr vorgesehenen Verwendungszweck zuge-
fuhrt oder als Grundlage zur Herstellung einer weite-
ren kombinatorischen Bibliothek, z. B. durch Mutage-
nese, eingesetzt werden.

[0022] In einer bevorzugten Ausfihrungsform des
erfindungsgemafien Verfahrens wird nach dem Mar-
kieren der Partikel, aber vor dem Einbringen der Par-
tikel in die Detektionsvorrichtung eine Affinitats-Vor-
selektionsprozedur vorgenommen. Hierzu erfolgt
nach der Markierung, z. B. einer Behandlung der Par-
tikelpopulation mit einem markierten Bindemolekill,
ein weiterer Behandlungsschritt mit unmarkierten
Bindemolekiilen, sodass bei Partikeln, die das mar-
kierte Bindemolekul nur schwach gebunden haben,
durch Dissoziation ein Austausch des markierten
Bindemolekiils gegen das unmarkierte Bindemolekiil
stattfinden kann. Diese schwach bindefahigen und
somit unerwunschten Partikel werden in diesem Fall
bei der Selektionsprozedur von vornherein nicht als
positiv erkannt und scheiden daher aus. Durch Ein-
stellung der Bedingungen bei der Behandlung von
markierten Partikeln mit unmarkierten Bindemoleku-
len kann die "Stringenz" der Affinitats-Vorselektion
eingestellt werden. Durch Erhéhung der Zeitdauer
der Inkubation, der Temperatur und der Konzentrati-
on unmarkierter Bindemolekile wird eine Erhéhung
der Stringenz erreicht.

[0023] Falls die vorbestimmte Eigenschaft des Par-
tikels darin besteht, selektiv an eine Zielsubstanz,
aber méglichst nicht an eine mit der Zielsubstanz
nahe verwandte Substanz zu binden, kann vor
oder/und nach der Markierung der Zielsubstanz eine
Inkubation mit der nahe verwandten Substanz erfol-
gen, sodass Partikel mit einer Affinitat fur die nahe
verwandte Substanz bei der Selektionsprozedur von
vornherein nicht erfasst werden.
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[0024] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist
die Verwendung einer Vorrichtung zur Selektion ei-
nes Partikels mit einer vorbestimmten Eigenschaft
aus einer Population umfassend eine Vielzahl von
unterschiedlichen Partikeln, wobei die Vorrichtung
umfasst:

(a) einen optisch transparenten Mikrokanal,

(b) Mittel zum Einbringen von Partikeln in den Mi-

krokanal,

(c) Mittel zur Detektion einer Markierung auf ei-

nem durch den Mikrokanal geleiteten Partikel,

(d) Mittel zum Abtrennen eines markierten Parti-

keln von nicht markierten Partikeln,

wobei die Mittel (c) und (d) derart ausgebildet sind,
dass sie eine mindestens einmalige Wiederholung
der Detektions-/Abtrennprozedur ermdglichen, zur
Durchfiihrung eines hierin offenbarten erfindungsge-
maRen Verfahrens.

[0025] Die Vorrichtung enthalt vorzugsweise weiter-
hin automatische Manipulationsvorrichtungen, Heiz-
oder Kihleinrichtungen wie Peltier-Elemente, Reser-
voirs und gegebenenfalls Zufuhrleitungen fir Probe-
flissigkeit und Reagenzien sowie elektronische Aus-
wertungsgerate.

[0026] Weiterhin soll die Erfindung durch die nach-
folgenden Figuren erlautert werden. Es zeigen:

[0027] Eig. 1 einen Ausschnitt einer Vorrichtung zur
Durchfiihrung des erfindungsgemalfien Verfahrens.
Durch einen Mikrokanal (2) werden markierte Partikel
(4) und nicht markierte Partikel (6) zu einem Detekti-
onselement (8) transportiert. Bei Erkennung eines
markierten Partikels (4) durch das Detektionselement
(8) werden Ventile (nicht gezeigt) aktiviert, die an der
Verzweigungsstelle (10) des Mikrokanals betatigt
werden, sodass die markierten Partikel (4) in die Ver-
zweigung (2a) und unmarkierte Partikel in die Ver-
zweigung (2b) geleitet werden. Die Partikelkonzent-
ration oder/und die Durchflussgeschwindigkeit durch
den Mikrokanal werden beim erfindungsgemaRen
Verfahren so grof3 gewahlt, dass auch ein Eintritt
nicht markierter Partikel (6) in die fur markierte Parti-
kel vorgesehene Verzweigung (2a) erfolgt. Durch ge-
gebenenfalls mehrfache Wiederholung der Selekti-
ons-/Abtrennprozedur werden schlief3lich nur mar-
kierte Partikel erhalten.

[0028] Fig. 2 das Prinzip der kaskadenartigen Se-
lektions-/Abtrennprozedur. Die durch den Mikrokanal
(20) geleiteten Partikel werden — wie in Fig. 1 gezeigt
— an einer ersten Verzweigung in einen fur die mar-
kierten Partikel vorgesehenen Arm (24a) und einen
fur die nicht markierten Partikel vorgesehen Arm
(22a) des Mikrokanals aufgetrennt. Die durch den
Kanalarm (24a) geleiteten Partikel werden an einer
weiteren Verzweigung erneut in einen fur markierte
Partikel vorgesehen Arm (24b) und einen fir nicht
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markierte Partikel vorgesehenen Arm (22b) aufge-
trennt. Gegebenenfalls kann noch eine weitere Auf-
trennung der durch den Mikrokanal (24b) stromen-
den Partikel in einen Arm (24c¢) und einen Arm (22c)
erfolgen.

[0029] Fig. 3 eine Ausfuhrungsform der verwende-
ten Vorrichtung mit multiplen Eingadngen. Partikel aus
unterschiedlichen Subbibliotheken (30a, 30b, 30c,
30d, 30f) kénnen an einem Schaltventil (32) in einen
Mikrokanal (34) eingeleitet und dort der in Fig. 1 und
Fig. 2 gezeigten Kaskaden-Selektions-/Abtrennpro-
zedur unterzogen werden.

[0030] Fig. 4 eine Ausfihrungsform der verwende-
ten Vorrichtung mit multiplen Ausgangen. Die durch
einen Mikrokanal (40) stromenden Partikel werden
an der Verzweigungsstelle (42) in mehrere Arme
(44a, 44b, 44c, 44d) aufgetrennt. Die Auftrennung in
mehr als zwei Arme kann beispielsweise bei Verwen-
dung mehrerer Markierungsgruppen zweckmafig
sein, um Partikel mit keiner, jeweils einer oder meh-
reren Markierungsgruppen voneinander zu trennen.
Alternativ kann die Trennung auch aufgrund der In-
tensitat der Markierung durch Einstellung entspre-
chender Cutoff-Werte am Detektor erfolgen.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Selektion eines Partikels mit ei-
ner vorbestimmten Eigenschaft aus einer Population
umfassend eine Vielzahl von unterschiedlichen Parti-
keln, umfassend die Schritte:

(a) Bereitstellen einer Population von unterschiedli-
chen Partikeln,

(b) Markieren von Partikeln, die die vorbestimmte Ei-
genschaft aufweisen,

(c) Leiten der Partikel in einem Mikrokanal durch ein
Detektionselement, das zwischen markierten und
nicht markierten Partikeln unterscheiden kann, wobei
in einem ersten Selektionszyklus die Partikelkonzen-
tration in einem Bereich von 108 bis 10™ Partikel pro
100 pl Probevolumen liegt, so dass neben den mar-
kierten Partikeln auch eine Anzahl negativer Partikel
zunachst als positiv eingestuft werden,

(d) Abtrennen positiv eingestufter und markierter Par-
tikel, und

(e) mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte
(c) und (d), wobei die Konzentration der Partikel in
dem mindestens einen nachfolgenden Zyklus gegen-
Uber dem ersten Selektionszyklus verringert wird, so
dass markierte Partikel eindeutig als positiv identifi-
ziert werden koénnen.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Partikel aus Zellen, Teilen von Zel-
loberflachen, Zellorganellen, Viren, Nukleinsduren,
Proteinen und niedermolekularen Substanzen aus-
gewahlt werden.
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3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dass die Population eine kombina-
torische Bibliothek umfasst.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die kombinatorische Bibliothek aus
genetischen Packungen wie Phagen, Zellen, Sporen
oder Ribosomen ausgewahlt wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, dass die Population mehr
als 10° unterschiedliche Partikel umfasst.

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Population mehr als 10" unter-
schiedliche Partikel umfasst.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6,
dadurch gekennzeichnet, dass das Markieren eine
Inkubation der Partikel mit einer eine nachweisbare
Markierung tragenden Zielsubstanz umfasst.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass als Markierung eine Fluoreszenzmar-
kierungsgruppe verwendet wird.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8,
dadurch gekennzeichnet, dass die Partikel durch ei-
nen Mikrokanal mit einem Durchmesser von 1 bis
100 pum geleitet werden.

10. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 9,
dadurch gekennzeichnet, dass die Partikel mittels ei-
nes hydrodynamischen Flusses durch den Mikroka-
nal geleitet werden.

11. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis
10, dadurch gekennzeichnet, dass die Detektion der
markierten Partikel durch Fluoreszenz-Korrelations-
spektroskopie erfolgt.

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
10, dadurch gekennzeichnet, dass die Detektion der
markierten Partikel durch eine zeitaufgeloste Fluo-
reszenz-Abklingmessung erfolgt.

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
12, dadurch gekennzeichnet, dass das Abtrennen
das Leiten der markierten Partikel und der nicht mar-
kierten Partikel in unterschiedliche Verzweigungen
des Mikrokanals umfasst.

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass die Kon-
zentration der Partikel in einem nachfolgenden Ver-
fahrenszyklus um mindestens den Faktor 10* verrin-
gert wird.

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, weiterhin umfassend das Identifizieren
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oder/und Charakterisieren eines Partikels mit der
vorbestimmten Eigenschaft.

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, weiterhin umfassend einen Affinitats-Vor-
selektionsschritt, wobei die markierten Partikel Be-
dingungen ausgesetzt werden, bei denen schwacher
markierte Partikel ihre Markierung verlieren.

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch ge-
kennzeichnet, dass nach dem Markieren eine Inku-
bation mit einer unmarkierten Zielsubstanz erfolgt.

18. Verwendung einer Vorrichtung zur Selektion
eines Partikels mit einer vorbestimmten Eigenschaft
aus einer Population umfassend eine Vielzahl von
unterschiedlichen Partikeln umfassend:

(a) einen optisch transparenten Mikrokanal,

(b) Mittel zum Einbringen von Partikeln in den Mikro-
kanal,

(c) Mittel zur Detektion einer Markierung auf einem
durch den Mikrokanal geleiteten Partikel,

(d) Mittel zum Abtrennen eines markierten Partikels
von nicht markierten Partikeln, wobei die Mittel (c)
und (d) derart ausgebildet sind, dass sie eine mindes-
tens einmalige Wiederholung der Detektions-/Ab-
trennprozedur ermdglichen,

zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der An-
spriche 1 bis 17.

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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