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DESCRIPCION
Aparato y procedimiento de imagenologia por fluorescencia
Campo de la invencion

La presente invencidn se refiere a un analizador de particulas. Mas particularmente, la invencion se refiere a un
procedimiento y un aparato para analisis de particulas, tales como particulas bioldgicas.

Antecedentes de lainvencion

Muchas técnicas modernas de bioquimica y biotecnologia se basan en el andlisis de particulas bioldgicas, por
ejemplo, células. Varios parametros relativos al tipo o especie de las particulas, asi como el estado de las particulas,
tales como viabilidad, estan entre parametros y propiedades que se investigan de forma rutinaria. Informacion
adicional sobre el estado intercelular también se determina frecuentemente. En este campo, el procedimiento de
deteccién de luminiscencia, por ejemplo deteccién de fluorescencia, ha conseguido una aplicacion amplia,
principalmente debido a su especificidad y sensibilidad inherentes.

El documento EP 1 316 793 A describe un aparato para caracterizar una coleccién de células, por ejemplo, con
respecto a su viabilidad, usando un dispositivo de imagenologia con una resolucién efectiva de 752x576 pixeles para
obtener una imagen refractaria mas una imagen de campo claro y/o una imagen de fluorescencia de la coleccion de
células.

El documento US 2003/103662 A divulga un sistema de microscopio robético para analisis de alto rendimiento de
materiales biolégicos, en particular células vivas, basandose en imagenes de fluorescencia y de contraste de fases.
El sistema est4 configurado para permitir el retorno preciso a y la formacién de nuevo de imagenes del mismo
campo (por ejemplo, la misma célula) de la que se ha formado una imagen antes. Esto permite observar cambios en
la muestra a lo largo del tiempo.

El andlisis fotoluminiscente de material, tal como material bioldgico, se basa en la iluminaciéon de una muestra con
luz (excitacion) de una longitud de onda dada y recoger luz emitida (emisién) desde la muestra, partes o
componentes de la muestra, a otra longitud de onda sustancialmente diferente. La diferencia de longitud de onda
entre excitacién y emisién (denominada generalmente desplazamiento de Stokes) es una propiedad de la muestra
que esta siendo analizada, mas generalmente una propiedad de las moléculas fotoluminiscentes presentes en la
muestra. Si el desplazamiento de Stokes es lo suficientemente grande para permitir la separacion Optica sustancial
de luz de excitacion y de emisidn, es viable usar el procedimiento de fotoluminiscencia para el analisis del material.

La emision fotoluminiscente (por ejemplo fosforescencia o fluorescencia) es normalmente de baja intensidad en
comparacion con la luz de excitacion, habitualmente del orden de varias magnitudes. El hecho de que la emision se
detecte contra "oscuridad”, hace al procedimiento muy adecuado, dado que muchos de los detectores disponibles en
el mercado muestran baja respuesta a la "oscuridad" mientras que responden considerablemente bien a la luz, por
ejemplo fotones, que impacta con el detector. No obstante la sensibilidad mejorada, por ejemplo expresada como
emision aumentada, es normalmente una propiedad favorable y, por lo tanto, existen actualmente numerosos
procedimientos para ese fin en la técnica anterior.

El aumento de la intensidad de la luz de excitacion generalmente aumenta la cantidad de luz emitida, dado que la
probabilidad de generar emisién es proporcional al nimero de fotones que interactian con moléculas
fotoluminiscentes. Un procedimiento usado a menudo para el aumento de la intensidad de excitacion es el uso de
laser, que estan disponibles en configuraciones donde la cantidad de luz emitida es grande, tanto dado que la
cantidad de luz emitida, por ejemplo expresada como flujo de energia, es considerable, pero también dado que la luz
proveniente de un laser es facilmente enfocada sobre un area pequefia, generando de este modo densidad luminica
elevada, por ejemplo expresada como energia emitida por area.

Otro procedimiento para la iluminacion de material fotoluminiscente es usar una fuente de luz dispersada, tal como
una lampara o un diodo emisor de luz. La ventaja de dichas fuentes de luz es que emiten luz dispersada,
permitiendo de este modo la iluminacion de un area considerablemente grande. Una desventaja comUn de estas
fuentes de luz ha sido normalmente el grado relativamente malo de iluminacién homogénea del material de muestra,
obtenida simultaneamente con un alto grado de eficacia, definido por la fraccién de luz emitida que golpea el material
de muestra.
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El equipo a menudo preferido para andlisis bioldégicos es un microscopio, normalmente equipado con dos o0 mas
objetivos para aumentos variables. Ademas, la deteccion de fluorescencia requiere filtros de excitacién y de emision
de longitud de onda especifica. El funcionamiento de un microscopio se ha automatizado hasta cierto punto,
principalmente a través de la implementacion del analisis de imagenes. Sin embargo, incluso con dicha
automatizacion, el funcionamiento de un microscopio es principalmente una tarea manual, que requiere una
formacion considerable del operador.

Los citometros de flujo automatizados también se usan para analizar particulas tales como células. El citometro de
flujo es sinénimo de una amplia gama de equipos caracterizados por el analisis de particulas en condiciones de flujo,
donde estas condiciones generalmente permiten analizar particulas individuales una cada vez. El citometro de flujo
en ciertas versiones hace que los andlisis complejos de particulas biolégicas estén disponibles, pero los citdmetros
de flujo son dificiles de usar porque el manejo generalmente requiere una habilidad considerable por parte del
operador.

El aparato y procedimiento de la presente divulgacion también aborda las areas de viabilidad celular. La
determinacién de la viabilidad celular es importante para valorar los efectos de, por ejemplo, farmacos,
contaminantes ambientales, temperatura, extremos iénicos y radiacién sobre células y tejidos. La integridad de la
membrana celular se usa comdnmente como indicador de la viabilidad celular. Una caracteristica de la pérdida de
integridad de la membrana es la formacién de poros que permiten el paso de moléculas de bajo peso molecular
(MW<2000 Daltons) dentro y fuera de la célula. La permeabilidad mejorada ha sido la base para muchos ensayos de
viabilidad celular. Los procedimientos mas comunes usados para las mediciones de viabilidad son la liberacion
de *Cr, la exclusién con azul tripan y la combinacién de diferentes colorantes fluorescentes para detectar células
vivas y muertas. La patente de los Estados Unidos N.° 6.403.378 describe un procedimiento basado en la integridad
de la membrana que utiliza dos colorantes fluorescentes, uno que etiqueta todas las células muertas con
membranas comprometidas, mientras que el otro etiqueta todas las células vivas. Para obtener resultados fiables
para diferentes poblaciones y densidades de células usando un procedimiento con dos colorantes, es crucial
controlar cuidadosamente la cantidad de cada colorante y el tiempo de incubacién usado para tefiir las células. El
yoduro de propidio y el bromuro de etidio se excluyen del citosol y, por lo tanto, del nicleo, de las células viables y
se mencionan como los rastreadores fluorescentes mas comunes para tefiir las células muertas. Por el contrario, la
naranja de acridina y Hoechst-33342 son captados facilmente por células viables y se usan a menudo como sondas
fluorescentes para tefiir células vivas.

La naranja de acridina (nombre de la IUPAC: N,N,N',N'-tetrametilacridin-3,6-diamina, sinénimos: Basic Orange 3RN,
Eucrisina, naranja de acridina NO, naranja de rodulina NO, naranja de waxolina, etc.) es un colorante cationico
fluorescente selectivo de acido nucleico que interactia con ADN y ARN por intercalacion o atracciones
electrostaticas. Cuando se une a ADN y ARN bicatenario, la naranja de acridina tiene un maximo de excitacion a 502
nm y un maximo de emision a 525 nm. Cuando se asocia con acido nucleico monocatenario, el maximo de
excitacion se desplaza a 460 nm y el maximo de emision se desplaza a 650 nm. También se sabe que la naranja de
acridina muestra alteraciones de las propiedades de absorbancia y fluorescencia en sus diferentes formas. El
colorante monomérico en solucidon exhibe una fluorescencia verde, mientras que el apilamiento de naranja de
acridina en estructuras oligoméricas tendra una emision roja (Kapuscinski y col., 1982: Luminescence of the solid
complexes of acridine orange with RNA. Cytometry 2, pags. 201-211). Esta alteraciéon resulta de un aumento
dependiente de la concentracion de la transferencia de energia de resonancia entre las moléculas individuales de
naranja de acridina, y las concentraciones crecientes de naranja de acridina en una solucién induciran la extincion
progresiva de la emision verde (Millot y col., 1997: Characterization of Acidic Vesicles in Multidrug-resistant and
Sensitive Cancer Cells by Acridine Orange Staining and Confocal Microspectrofluorometry. The Journal of
Histochemistry & Cytochemistry 45(9): pags. 1255-1264). La naranja de acridina también entrar4 en compartimentos
acidos tales como los lisosomas y se protonard y sera secuestrada. En estas condiciones de pH bajo, el colorante
emitira luz roja cuando sea excitado por luz azul. En conclusién, esto muestra que el espectro de emision de
fluorescencia de la naranja de acridina se ve afectado por muchos factores, incluyendo la estructura secundaria
grosera de los polinucledtidos, el pH y la concentracion de naranja de acridina.

El DAPI o 4',6-diamidino-2-fenilindol es otro colorante fluorescente que ha sido descrito como capaz de penetrar las
células y util para la tincion de células vivas (por ejemplo, Betty |. Tarnowski; Francis G. Spinale; James H.
Nicholson. 1991. Biotechnic and Histochemistry, 66: 296 - 302). Sin embargo, estudios minuciosos en nuestros
laboratorios han revelado que el DAPI penetra en las células con una cinética bastante lenta. De este modo,
controlando la concentracién y el tiempo de incubacion, puede usarse DAPI como una sonda para tefiir células no
viables y, por lo tanto, puede usarse para discriminar entre células vivas y muertas. El DAPI se une preferentemente
al ADN bicatenario y se asocia con agrupaciones de AT en el surco menor. Cuando se une al ADN bicatenario, su
méximo de absorcion es a 358 nm y su emision maxima estd a 461 nm. La union de DAPI a ADN produce una
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potenciacion de la fluorescencia de 20 veces. El DAPI también se asociara al ARN, aunque en un modo de union
diferente. El pico de emisién del complejo DAPI/ARN se desplaza hacia el rojo a aproximadamente 500 nm y el
rendimiento cuantico es solo el 20% de aquel del complejo DAPI/ADN.

La combinacion de naranja de acridina y DAPI no se ha sugerido previamente como tal o ha demostrado ser
adecuada para un ensayo de fluorescencia simultdnea o de dos colores de la viabilidad celular.

El aparato y procedimiento de la presente divulgacion también aborda las areas de transfeccion. La transfeccion, la
introduccion de acido nucleico extrafio (ADN o ARN) en una célula eucariota, es un procedimiento de laboratorio
comun e importante para estudiar la funcién de los genes y las proteinas en las células vivas. Existen numerosos
procedimientos disponibles para la transfeccion celular, tales como la formacién de complejos del acido nucleico con
DEAE dextrano o fosfato de calcio para permitir la captacion celular por endocitosis, o electroporacion, que emplea
pulsos de voltaje para formar poros en la membrana plasmatica a través de los cuales el ndcleo el acido puede
entrar. La mayoria de los procedimientos de transfeccion, sin embargo, implican complejos de acidos nucleicos y
lipidos cationicos seguidos de fusién con células y administracién de ADN/ARN al interior del citosol. Aunque es
bastante rutinaria, la transfeccion requiere la optimizacién de las condiciones de ensayo para diferentes tipos
celulares. Existen diversos procedimientos para determinar la eficacia de la transfeccién en poblaciones celulares.
La mayoria de estos monitorizan la expresion de un gen reportero fluorescente, luminiscente o colorimétrico. El gen
reportero puede estar presente en el mismo vector que el gen de interés o en un vector independiente. Los genes
reporteros convenientes para medir la eficacia de la transfeccién son las proteinas autofluorescentes, por ejemplo, la
proteina verde fluorescente (GFP) aislada de la medusa Aequorea victoria y la proteina roja fluorescente (RFP)
desarrollada a partir de la anémona marina Discosoma striata, que permiten ensayos en células vivas y no requiere
sustrato para la generacion de fluorescencia. Cuando se excita con luz azul, la GFP emite luz verde, mientras que la
RFP emite luz naranja/roja cuando se excita con luz verde. Ademas, la combinacion de GFP con colorantes
apropiados permite el andlisis multiple para estimar, por ejemplo, la viabilidad, la citotoxicidad y la apoptosis.

Otro enfoque para monitorizar la eficacia de la transfeccion emplea &cidos nucleicos etiquetados fluorescentemente
como reportero, por ejemplo, siRNA etiquetado con Cy5 para optimizar los experimentos de silenciamiento de ARNi.

En un procedimiento de andlisis, las células transfectadas con GFP se incuban con DACM y yoduro de propidio (PI).
El DACM reacciona con tioles, cuyo nivel es bajo en células moribundas/muertas, para producir un producto
fluorescente azul en las células vivas. Por el contrario, el Pl sélo penetra en las células con membranas dafiadas vy,
por lo tanto, solo etiqueta el ADN de las células muertas. Las células etiquetadas con DACM se detectan mediante
excitacion UV/violeta y midiendo la luz azul, mientras que las células etiquetadas con Pl se detectan mediante
excitacion con luz verde y midiendo la luz roja emitida. Las células que expresan GFP (células transfectadas) se
monitorizan mediante excitacion con luz azul y medicién de luz verde. La informacion sobre la eficacia de la
transfeccién y, por ejemplo, la viabilidad se puede extraer de los datos.

En otro procedimiento de analisis, las células transfectadas RFP se incuban con DACM y homodimero de acridina.
El homodimero de acridina solo penetra en las células con membranas dafiadas y, por lo tanto, sélo etiqueta las
células muertas. Las células vivas etiquetadas con DACM se detectan mediante excitacion UV/violeta y midiendo la
luz azul, mientras que las células muertas etiquetadas con homodimero de acridina se detectan mediante excitacion
con luz azul y midiendo la luz verde emitida. Las células que expresan RFP (células transfectadas) se monitorizan
mediante excitacion con luz verde y midiendo la luz roja. La informacién sobre la eficacia de la transfeccion y, por
ejemplo, la viabilidad se puede obtener a partir de los datos.

En un tercer procedimiento de andlisis, las células transfectadas con siRNA, etiquetadas con un fluoréforo verde, por
ejemplo FITC, se incuban con DACM y PI. Las células vivas etiquetadas con DACM se detectan mediante excitacion
con UV/violeta y midiendo la luz azul, mientras que las células muertas etiquetadas con Pl se detectan mediante
excitacion con luz verde y midiendo la luz roja emitida. Las células que albergan siRNA (células transfectadas) se
monitorizan mediante excitacion con luz azul y midiendo la luz verde. La informacion sobre la eficacia de la
transfeccién y, por ejemplo, la viabilidad se puede extraer de los datos.

No se ha sugerido o demostrado previamente que la combinacién de un reactivo que reacciona con tiol y un tinte de
ADN incapaz de penetrar en las células en una poblacion de células transfectadas con acido nucleico es adecuada
para un ensayo simultaneo de eficacia de transfeccion, viabilidad celular y citotoxicidad.

El aparato y procedimiento de la divulgacion también aborda el area del ciclo celular. El ciclo celular representa el

proceso mas fundamental e importante en las células eucariotas. Un conjunto ordenado de acontecimientos, que
culmina en el crecimiento celular y la divisién en dos células hijas, el ciclo celular esta estrictamente regulado por la
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expresion, la localizacién y la destruccién temporales y espaciales definidas de varios reguladores del ciclo celular.
Las ciclinas y las cinasas dependientes de ciclina (CDK) son conmutadores de control fundamentales para el ciclo
celular, que hacen que la célula se mueva de las fases G; a S 0 de G2 a M. En una poblacion dada, las células se
distribuiran entre tres fases fundamentales del ciclo celular: la fase G1/Go (un conjunto de cromosomas emparejados
por célula), fase S (sintesis de ADN con cantidad variable de ADN), y fase G/M (dos conjuntos de cromosomas
emparejados 2 a 2 por célula, antes de la divisién celular).

El enfoque mas comun para determinar la fase del ciclo celular se basa en la medicién del contenido de ADN celular.
El contenido de ADN puede determinarse usando tintes selectivos de ADN fluorescentes que exhiben sefiales de
emisién proporcionales a la masa de ADN. La fluorescencia celular se mide por citometria de flujo, imagen o
escaneo con laser. Este andlisis se realiza normalmente en células permeabilizadas o fijadas usando un tinte de
acido nucleico incapaz de penetrar en las células, pero también es posible usar células vivas y un tinte de acido
nucleico capaz de penetrar en las células.

Debido a que la desregulacion del ciclo celular es un suceso tan comdn en las neoplasias, la oportunidad de
descubrir nuevas dianas para los agentes anticancer y la mejora de la terapéutica ha sido el foco de gran interés. El
ensayo del ciclo celular tiene aplicabilidad en diversas areas de investigacion de ciencias de la vida y desarrollo de
farmacos, incluida la biologia del cancer, analisis de apoptosis, cribado de farmacos y medicion del estado de salud
de cultivos celulares, por ejemplo en biorreactores.

El DAPI es un colorante competente para la medicion de la fase del ciclo celular. Sin embargo, la excitacion de DAPI
requiere una fuente de luz UV y los citometros de flujo estandar normalmente vienen sin una fuente de luz UV, lo que
dificulta el uso de DAPI.

El aparato y procedimiento de la divulgacion también aborda el area de la muerte celular. La muerte celular puede
producirse mediante dos mecanismos distintos, necrosis o apoptosis. La necrosis se produce cuando las células
estan expuestas a un estrés fisico o quimico severo (por ejemplo, hipotermia, hipoxia) mientras que la apoptosis es
un proceso bioquimico estrictamente controlado mediante el cual se eliminan las células y donde la célula participa
activamente en su propia destruccién ("suicidio celular"). La apoptosis es uno de los tipos principales de muerte
celular programada que se producen en organismos multicelulares y se caracteriza por una serie de acontecimiento
gue conducen a diversos cambios morfologicos, incluyendo formacion de ampollas, fragmentacion nuclear,
condensacion de cromatina, contraccion celular, pérdida de asimetria de membrana y translocacion del fosfolipido
fosfatidilserina (PS) de la membrana desde el estrato interno al externo de la membrana plasmatica.

La apoptosis es un proceso tanto muy complejo como muy importante y las desregulaciones en la maquinaria de
apoptosis pueden causar enfermedades muy graves. Un creciente conjunto de indicios sugiere que la resistencia a
la apoptosis es una caracteristica de la mayoria, si no de todos los tipos de cancer. Ademas, los defectos en la
sefializacion de la apoptosis contribuyen a la resistencia a los farmacos de las células tumorales. Por otro lado, la
hiperactividad de los procesos apoptoéticos también puede causar enfermedades tales como las enfermedades
neurodegenerativas como se observa en las enfermedades de Parkinson o Alzheimer, donde se cree que la
apoptosis explica gran parte de la muerte celular y la pérdida progresiva de neuronas.

Como la apoptosis desempefia un papel muy importante en una amplia gama de procesos bioldgicos, incluyendo la
embriogénesis, el envejecimiento y muchas enfermedades, este tipo de muerte celular programada es el tema de
muchos estudios, y son deseables herramientas para la deteccion e investigacion de la apoptosis.

Resumen de la invencion

La invencion se refiere a un aparato tal como se define en la reivindicaciéon 1y a un procedimiento tal como se define
en la reivindicacion 21. Realizaciones preferidas del aparato y el procedimiento se definen en las reivindicaciones
dependientes.

Breve descripcion de los dibujos

Las realizaciones de la invencion, junto con sus ventajas, pueden entenderse de la mejor manera a partir de la
siguiente descripcion detallada tomada junto con las figuras adjuntas, en las que:

La figura 1 ilustra una fuente de luz para la iluminacion de una muestra y un sistema de aparato de la técnica anterior
para enfocar la luz de iluminacién sobre el material de muestra;
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La figura 2 ilustra un sistema para la iluminacién de un material de muestra usando una agrupacion ordenada de
microlentes;

La figura 3 ilustra la comparacién de dos procedimientos para la iluminacion de material de muestra;

La figura 4 ilustra una implementacién de acuerdo con la presente divulgacion;

La figura 5 ilustra el tamafio de la region de iluminacion de acuerdo con la presente divulgacion;

La figura 6 ilustra un elemento de agrupacién ordenada de microlentes de acuerdo con la presente divulgacion;

La figura 7 ilustra en A) una disposicién del aparato donde las unidades se disponen en, o sustancialmente en, el eje
Optico de un sistema de imagenologia fotoluminiscente, preferentemente en una disposicion donde la luz de
iluminacion es dirigida directamente hacia una unidad detectora de un sistema de imagenologia, y en B) una
disposicién donde las unidades se disponen sustancialmente fuera del eje 6ptico de un sistema de imagenologia
fotoluminiscente, preferentemente en una disposicion que incluye un espejo dicroico que refleja la luz de iluminacion
sobre la muestra a lo largo del eje de un sistema de imagenologia;

La figura 8 ilustra en A) imagenes de cultivos de células Jurkat, HEK293, S2 y Sf9, compuestas por el aparato
(aumento de 2X). Cada panel muestra una imagen de las mismas células: izquierda; AO, derecha; DAPI; y B) ilustra
imagenes de cultivos de células Jurkat, compuestas por el aparato (aumento 2X). Cada panel muestra una imagen
de las mismas células: superior; AO, medio; DAPI, inferior; superposicion de las dos imagenes;

La figura 9 ilustra microscopia fluorescente de células Jurkat tefiidas con DAPI y microfotografiadas a 40 aumentos
usando un cubo de filtros de paso de banda UV. Cada panel muestra las siguientes imagenes de las mismas células:
izquierda; contraste de fases, derecha; DAPI;

La figura 10 ilustra microscopia fluorescente de células Jurkat microfotografiadas a 20 aumentos. A) contraste de
fases. B) células tefiidas con PI (cubo de filtros de paso largo verde) C) células tefiidas con DAPI (cubo de filtros de
paso de banda UV);

La figura 11 ilustra imagenes de esplenocitos murinos primarios aislados, células de médula 6sea murina y células
sanguineas humanas, compuestas por el aparato (aumento 2X). Cada panel muestra las imagenes de las mismas
células: izquierda; AO, derecha; DAPI,

La figura 12 ilustra en A) se muestran células HEK293 tefiidas con DACM. B) se muestran células HEK293
transfectadas con una fusion de CMV-RFP. C) Combinacion de la imagen A y B, cddigo de color; azul: DACM,; rojo:
RFP;

La figura 13 ilustra en A) células MCF-7 EC3 tenidas con PI B) células MCF-7 EC3 tefiidas con DACM C) células
MCF-7 EC3 que expresan GFP D) figuras A, B y C combinadas (cédigo de color; rojo Pl, azul DACM, verde GFP);

La figura 14 ilustra una mezcla de células MCF-7 transfectadas y no transfectadas con GFP. Codigo de color; rojo; PI
(paso largo verde), verde; GFP (paso de banda azul) y azul; DACM (paso de banda UV);

La figura 15 ilustra la cuantificacion de ADN celular usando el aparato reivindicado y el citdmetro de flujo
FACSCalibur™ (BD Biosciences). Células MCF-7 se fijaron con etanol, se trataron con ARNasa A y se tifieron con
yoduro de propidio antes del analisis mediante el aparato reivindicado (A + B) y citometria de flujo (C). A) Imagen
capturada por el aparato reivindicado (aumento 2x) B) histograma del contenido de ADN obtenido del aparato
reivindicado que presenta la intensidad de fluorescencia en funcién del namero de células. C) histograma del
contenido de ADN obtenido de FACSCalibur;

La figura 16 ilustra una comparacion de DAPI y Pl para la cuantificacion de ADN celular usando el aparato
reivindicado. Histograma del contenido de ADN obtenido del aparato reivindicado que presenta la intensidad de
fluorescencia en funcién del nimero de células. Panel superior: células JM se fijaron con etanol, se trataron con
ARNasa A y se tifieron con yoduro de propidio antes del andlisis mediante el aparato reivindicado. Panel inferior:
células JM se fijaron con etanol y se tifieron con DAPI antes del andlisis mediante el aparato reivindicado;

La figura 17 ilustra histogramas de ADN de células JM tratadas con diferentes farmacos. El contenido de ADN
celular se midi6 usando, respectivamente, el aparato reivindicado (histogramas grises) y FACSCalibur™
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(histogramas blancos);

La figura 18 ilustra histogramas de ADN de células de levadura (Schizosaccharomyces pombe). El contenido de
ADN celular se midi6 usando, respectivamente, el aparato reivindicado (histogramas grises) y FACSCalibur™
(histogramas blancos). A) Eg892 incubadas a 36°C durante 4 horas en ausencia de nitrégeno. B) Eg544 incubadas a
30°C durante 3 horas en ausencia de nitrégeno. C) Eg892 incubadas a 36°C durante 4 horas en presencia de
nitrégeno. D) Eg816 incubadas a 36°C durante 4 horas en presencia de nitrégeno (escala diferente en comparacién
con A-C);

La figura 19 ilustra a la izquierda; células apoptoticas tefiidas con anexina V etiquetada con AlexaFluor 488.
Derecha; células no viables tefiidas con PI. Fotos capturadas usando el aparato reivindicado a 2 aumentos;

La figura 20 ilustra microscopia fluorescente y contraste de fases de células Jurkat tratadas con camptotecina y
tefiidas con anexina etiquetada con AF 488 y PI. Las células se microfotografian a 40 aumentos;

La figura 21 ilustra histogramas de ADN de células CHO (panel izquierdo) y células JM (panel derecho) tratadas con
diferentes farmacos. Las células CHO y JM se cultivaron en ausencia o presencia de, respectivamente, nocodazol y
camptotecina. Las células se tifieron con DAPI y el contenido de ADN se cuantificé usando el aparato reivindicado.
Las células detenidas en la fase M y la fase S se indican en la figura. Las células con ADN fragmentado (menos que
el contenido de ADN 2C) se marcan como células sub-Gy;

La figura 22 ilustra imagenes capturadas usando el aparato reivindicado, aumento digital 2X y 6ptico 2X. Las células
se tifieron con un conjugado de AF594-anexina V (células apoptéticas, rojo) y se cotifieron con DACM (células
viables, azul) y verde SYTOX (células no viables, verde). A) Células Jurkat no tratadas; menos del 10% de células
positivas para el conjugado de AF594-anexina V. B) células Jurkat tratadas con nocodazol; casi el 40% de células
positivas para conjugado de AF594-anexina V. C) y D) Cuadro de resultados que muestra el porcentaje de células
positivas para anexina V, recuento de células no viables y recuento de células totales de células no tratadas y
tratadas con nocodazol, respectivamente;

La figura 23 ilustra imagenes capturadas usando el aparato reivindicado, aumento 8X. Las células se tifieron con
DACM (células viables, azul), SR-VAD-FMK policaspasa FLICA (células apoptéticas, rojo) y verde SYTOX (células
no viables, verde). La columna izquierda muestra imagenes de células CHO no tratadas, la columna de derecha
muestra células tratadas con nocodazol;

La figura 24 ilustra células Jurkat tefiidas con JC-1 y DAPI. Las células se cultivaron en ausencia (parte superior
izquierda) o en presencia de camptotecina (CPT) 10 uM durante 5 horas a 37°C (parte superior derecha). Las
células se tifieron con 2,5 pg/ml de JC-1 durante 10 minutos a 37°C, se lavaron con PBS, se resuspendieron en PBS
+ 1 pg/ml de DAPI y se analizaron usando el aparato reivindicado. En este ejemplo células Jurkat no tratadas son un
20% despolarizadas/apoptéticas mientras que las células Jurkat tratadas con CPT son un 60%
despolarizadas/apoptéticas (A). El recuento del nimero de células positivas para DAPI revel6 que la viabilidad de las
dos muestras es similar, siendo de aproximadamente el 96% (B). (C) muestra la imagen adquirida a partir de la
muestra tratada con CPT; y

La figura 25 ilustra A) la imagen de contraste de células T positivas para CD3 de sangre humana se marc6 usando
un conjugado secundario de R-ficoeritrina (PE) (rojo/rosa). Para visualizar todas las células viables, la muestra de
células se cotifi6 usando DACM (azul). B) El histograma muestra la intensidad de fluorescencia de células positivas
para PE. C) El cuadro de resultados resume la informacion conseguida incluyendo el porcentaje de células positivas,
el recuento de células totales, la intensidad de fluorescencia media de PE, desviacién estandar y nimero principal.
Todos los datos se obtuvieron usando el aparato reivindicado y software asociado.

Descripcion detallada de la invencion

El objetivo y ventajas de la presente invencion se volveran evidentes para los expertos en la materia tras referencia a
la descripcion detallada tomada junto con las figuras proporcionadas.

De acuerdo con la invencion, el aparato para analizar una muestra comprende un plano para muestras sobre el que
se dispone la muestra, una unidad de luz de excitaciéon que incluye al menos una fuente de luz para iluminar la
muestra, una unidad de deteccion que comprende al menos un detector que tiene al menos 400.000 elementos de
deteccién activos para detectar una sefial de fluorescencia proveniente de la muestra, y una unidad de alineamiento
de imagen configurada para generar una imagen alineada a partir de una pluralidad de imagenes, que muestran
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informacién espectral diferente, adquiridas a partir de una pluralidad de sefiales de fluorescencia detectadas de la
muestra, obtenidas en condiciones de emision diferentes o sustancialmente diferentes.

La muestra a analizar es una muestra sélida, o sustancialmente sélida, o liquida. La muestra contiene una particula,
gue se selecciona de entre una célula animal, tal como una célula de mamifero, insecto y pescado, entre una célula
de hongo, tal como una célula de levadura y entre una bacteria.

En una realizacion de la invencion, la propia particula o material contenido sobre o dentro de la particula es activo
fotoluminiscente, generando la sefal de fluorescencia cuando la muestra es iluminada con la luz de excitacién. En
otra realizacién de la invencion, la particula esta etiquetada con un material activo fotoluminiscente, preferentemente
un material fluorescente.

La muestra o una parte de la muestra se ilumina con la luz de excitacion proveniente de una fuente de luz, que emite
luz habitualmente en una banda de longitud de onda sustancialmente estrecha. En una realizacién preferida, la
fuente de luz incluye un diodo emisor de luz y/o diodos laser para la iluminacién de la muestra. La fuente de luz
también puede seleccionarse de entre una fuente de luz en estado sélido y una fuente de luz térmica. Una propiedad
altamente preferida de las fuentes de luz en estado sélido es su considerable eficacia de iluminacion,
particularmente cuando se emplea iluminaciéon en una banda de luz definida. Esto es tipico en el analisis de
fluorescencia, donde la iluminacién del 90% o mas de la luz se emite preferentemente en una banda de ondas de
menos de 50nm, tal como 40 nm o menos, mas preferentemente en banda de ondas de 20 nm o menos tal como 10
nm o menos, o incluso 5nm o menos. En particular, se prefieren bandas de ondas de laser o diodos laser de menos
de 5 nm, tales como banda de ondas de 2 nm o menores, preferentemente se prefiere una banda de ondas de 1 nm
0 menores. Otra propiedad altamente preferida de la fuente de luz en estado sélido es su prolongado tiempo de
funcionamiento, por ejemplo tiempo de vida operativa efectiva. Por ejemplo, el tiempo de funcionamiento de los
diodos emisores de luz y los laseres de diodo es mas prolongado que 2.000 horas, tales como 4.000 horas 0 mas,
preferentemente 8.000 horas 0 maés.

La fuente de luz se selecciona de entre una fuente de luz dispersiva, un diodo emisor, un diodo laser, un laser, una
fuente de luz térmica y una fuente de luz en estado sélido. Ademas, en aun otra realizacién de la invencion, la
unidad de excitacion incluye una pluralidad de fuentes de luz que comprenden, tal como al menos dos fuentes de luz
diferentes, tal como cuatro fuentes de luz diferentes, tal como al menos seis fuentes de luz diferentes, tal como al
menos ocho fuentes de luz diferentes, tal como al menos 10 fuentes de luz diferentes, que emiten luz de diferentes
longitudes de onda.

En una realizacion de la invencion, la muestra o una parte de la muestra que esta siendo analizada se ilumina de
una manera, de modo que la variacién de la intensidad de la iluminacién es menor que un valor predeterminado pero
al mismo tiempo, y la eficacia de iluminacién, definida como la fraccion de luz emitida desde la fuente de luz que
ilumina una muestra o parte de la muestra que esta siendo analizada, es mayor que un valor predeterminado.

De acuerdo con una realizacion de la invencién, la muestra se ilumina usando una unidad de lente, que tiene una
agrupacién ordenada de microlentes donde la agrupacién ordenada de microlentes comprende una pluralidad de
lentes dispuestas en una disposicion bidimensional, para recibir la luz de excitacion y generar una luz de iluminacion
que es dirigida hacia una region de iluminacion del plano para muestras. La unidad de lente produce una luz de
iluminacion homogénea que se proyectara sobre la region de iluminacién del plano para muestras con eficacia de
iluminacion elevada.

En una realizacion de la invencion, la luz de excitacién enfocada sobre la agrupacion ordenada de microlentes tiene
un angulo de divergencia de 0,1 mrad o menos, preferentemente 0,05 mrad o menos, mas preferentemente 0,02
mrad o menos. Cada una de las lentes en la pluralidad de lentes de la agrupacién ordenada de microlentes produce
una imagen de dimensiones similares a la region de la muestra que esta siendo analizada, preferentemente donde la
imagen producida es sustancialmente rectangular. La pluralidad de lentes de la agrupacién ordenada de microlentes
comprende al menos 4 lentes, preferentemente mas de 4 lentes, mas preferentemente mas de 50 elementos de
lente, y aln mas preferentemente mas de 100 lentes. Estas lentes son lentes semiesféricas dispuestas en una
agrupacion ordenada, preferentemente dos de dichas agrupaciones ordenadas se disponen en una serie, formando
de este modo una agrupacion ordenada de lentes. La dimension de la lente esta en el intervalo de 0,5 a 3 mm,
preferentemente en el intervalo de 1 a 2 mm. El tamafio de la agrupacion ordenada de microlentes es menor de 20
mm, siendo el tamafio el diametro de la agrupacion ordenada de lentes en la direccién perpendicular a un eje de
excitacion-muestra.

En otra realizacion de la invencién, la unidad de lente comprende una primera agrupacion ordenada de microlentes
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en orientacién opuesta con una segunda agrupacion ordenada de microlentes. La seleccion de la primera
agrupacion ordenada de microlentes y la segunda agrupacion ordenada de microlentes se basa en potenciar la
eficacia de iluminacién y/o reducir la variacion de iluminacion y/o integrar una caracteristica optica de un elemento
optico independiente en el efecto 6ptico de la agrupaciéon ordenada de lentes. La agrupacién ordenada de
microlentes esta alojada en una cubierta que comprende medios para disponer y fijar la agrupacién ordenada de
microlentes. Esta cubierta esta hecha habitualmente de polimero moldeado. El patrén de las lentes preferentemente
es similar a la forma del haz de la luz de excitacion.

En una realizacion de la invencion, la regién de iluminacién es al menos 2 veces mas grande que el tamafio del area
de emitancia de la fuente de luz. La region de iluminacién en investigacién solamente es expuesta a la luz de
iluminacion, evitando de este modo el desvanecimiento de la sefial de fluorescencia. La muestra no en investigacion
sustancialmente no es expuesta a iluminacion, preferentemente donde la iluminacion da como resultado alteracion
de la propiedad quimica y/o fisica de la muestra, tal como desvanecimiento de la sefial fluorescente.

La estructura de la fuente de luz, con respecto a la parte emisora de luz de la fuente de luz es de importancia
esencial, con el fin de obtener iluminacién con alta eficacia y baja variaciéon para la iluminacion de material de
muestra de fotoluminiscencia. Por lo tanto, varias realizaciones altamente preferidas de la presente invencion usan
fuentes de luz "Power LED" con un elemento de emitancia homogénea, tal como es disponible en varias fuentes de
luz semiconductoras disponibles en el mercado (por ejemplo LZ1-00G105 de LedEgin, LED XLamp 7090 de Cree,
Luxeon K2 de Lumiled, NS6B083T de Nichia o la Golden Dragon (LD W51M) de Osram). En general, varias
realizaciones preferidas de la presente invencion incluyen una luz seleccionadas de entre una fuente de luz
dispersiva, un diodo emisor, un diodo laser y un laser, preferentemente donde el elemento de emitancia de tamafio
fisico sustancial, tal como por ejemplo mayor de 0,5 mm?, o incluso mayor de 1,0 mm?>.

Se ha descubierto que cuando se usan fuentes de luz donde los elementos emisores de luz tienen distintas
estructuras, tales como lampara o un diodo emisor de luz (es decir, LED), o en general fuentes de luz, que forman
una imagen o estructura cuando son enfocadas, que es posible iluminar un material de muestra considerablemente
grande, mientras se mantiene tanto iluminacién altamente homogénea como buena eficacia de luz emitida. La
iluminacion homogénea se define mediante la variacién de la energia de iluminacién a través del material de
muestra. La eficacia de iluminacion se define por la relacion de luz de iluminaciéon con respecto a luz emitida. La
presente invencién ofrece una mejora sustancial de varias aplicaciones de fotoluminiscencia, tales como microscopia
fluorescente. Generando una iluminacion homogénea fuerte del material de muestra, es posible realizar analisis de
fotoluminiscencia de alta calidad de una manera mas rapida y sencilla, permitiendo de este modo el uso de un
disefio de instrumental mas sencillo y robusto.

Una fuente de luz dispersiva, tal como LED, emite luz virtualmente en todas direcciones. Con el fin de usar dicha
fuente de luz en una aplicacién tal como un microscopio de fluorescencia, es necesario, por lo tanto, enfocar la luz
sobre el material de muestra. Dicho enfoque produce una imagen de la fuente de luz, que puede ser de dimensiones
comparables al campo de vision del microscopio. Por otro lado, la intensidad de luz emitida en el campo de visién es
una imagen de la fuente de luz, y, por lo tanto, incluso aunque es posible iluminar el material de muestra con buena
eficacia, la intensidad de la iluminacion varia considerablemente de una parte del material de muestra a otra.

Una realizaciéon a menudo preferida de la presente invencién usa una serie de lentes para enfocar luz proveniente de
una fuente de luz dispersiva. A menudo se prefiere que dichas lentes sean una serie de lentes sustancialmente
idénticas, preferentemente lentes dispuestas en una agrupacion ordenada de lentes, tal como agrupaciones
ordenadas de microlentes. Varias realizaciones preferidas de la presente invencion usan dos agrupaciones
ordenadas de microlentes sustancialmente idénticas, dispuestas en un par con orientacion opuesta, mientras que
otras realizaciones igualmente preferidas usan un elemento individual, que comprende agrupaciones ordenadas de
microlentes en dos superficies opuestas. En una realizacion que usa un elemento individual de agrupaciones
ordenadas de microlentes, el elemento individual se produce preferentemente mediante un procedimiento de
moldeo, moldeando un material sustancialmente 6pticamente transparente, tal como vidrio o polimero.

Una propiedad preferida de la luz transmitida a través de una agrupacion ordenada de microlentes, es el alto grado
de luz paralela, y por lo tanto varias realizaciones preferidas de la presente invencién incluyen uno o mas elementos
de lente, tales como la agrupacion ordenada de microlentes, lo que aumenta el grado de paralelismo de la luz que
sale de la fuente de luz y entra en la agrupacién ordenada de microlentes.

En varias realizaciones preferidas de la presente invencion, que usan elementos de agrupaciéon ordenada de

microlentes, las agrupaciones ordenadas de microlentes a ambos lados son sustancialmente idénticas en forma, y
preferentemente también en posiciéon, mientras que, en otras realizaciones igualmente preferidas, la forma y/o
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posicion de los elementos de las agrupaciones ordenadas de microlentes son sustancialmente diferentes, preferibles
donde dicha diferencia potencia la eficacia de iluminaciéon y/o reduce la variaciéon de iluminacion y/o integra una
caracteristica optica de un elemento 6ptico independiente, tal como una lente, en el efecto 6ptico del elemento de
agrupacion ordenada de microlentes.

En varias realizaciones preferidas, la imagen de la fuente de luz producida por una lente sustancialmente recuerda a
la regién del material de muestra que esta siendo investigada, preferentemente recordando estrechamente la
relacion de altura/anchura de la regiéon o imagen fotoluminiscente detectada.

Cuando se usan una serie de lentes idénticas, a menudo se prefiere que dichas lentes se dispongan en un elemento
individual, por ejemplo una agrupacién ordenada de microlentes. Ademas de usar una agrupacion ordenada de
microlentes, varias realizaciones preferidas de la presente invencion incluyen ademas una o mas lentes,
preferentemente donde el propoésito de dichas una o mas lentes es colimar luz proveniente de la fuente de luz y/o
aumentar el angulo espacial a través del cual se recoge luz proveniente de la fuente de luz. En otra realizacién de la
invencioén, se proporciona una unidad de colimacion para recibir la luz de excitacién y generar una luz de excitacion
colimada. La unidad de colimacion incluye una lente o una agrupacién ordenada de lentes. La unidad de colimacion
aumenta el angulo espacial a través del cual se recoge la luz de excitacién proveniente la unidad de excitacion.

Una propiedad a menudo preferida de usar una serie de lentes o elementos de lente idénticos, tales como una
agrupacioén ordenada de microlentes, es que es posible eliminar la formacion de imagenes de cualquier estructura en
la fuente de luz, tal como un filamento de una lampara. Si se forman imagenes de dicha estructura en el material de
muestra, la intensidad de luz iluminada varia de acuerdo con la estructura de la fuente de luz de la que se formaron
imagenes. Dicha estructura no puede eliminarse mediante componentes Opticos de imagenologia convencionales y
normalmente requeriria procedimientos tales como desenfoque o difusion de luz, donde el resultado de dichos
procedimientos daria como resultado, en general, la reduccion de la eficacia de iluminacion. Varias realizaciones
preferidas de la presente invencién incluyen agrupaciones ordenadas de microlentes que estdn comprendidas en un
elemento individual, preferentemente un elemento producido moldeando material Opticamente transparente,
preferentemente un material polimérico en un molde.

Cuando se produce un elemento de agrupacion ordenada de microlentes moldeando material polimérico, a menudo
se prefiere usar un grosor considerablemente pequefio. Dicho grosor pequefio se obtiene normalmente usando
elementos de lente pequefios, tales como elementos de lente de 3 mm o menos de diametro, tales como 2 mm o
menos de diametro, incluso 1 mm o menos, tal como 0,5 mm o menos. Normalmente dichos elementos de
agrupaciéon ordenada de microlentes son de menos de 10 mm de grosor, tales como 8 mm o menos, tales como 5
mm o0 menos, incluso 3 mm o menos. Dependiendo del procedimiento usado para producir el molde usado para
moldeo, a menudo es de interés usar lentes de cierto didmetro, tales como lentes de 0,5 mm de diametro o mas,
tales como 1 mm o mas, tales como 2 mm 0 mas, tales como 3 mm o mas. De este modo, a menudo se prefiere que
el diametro de las lentes esté en el intervalo de 0,5 a 3 mm, preferentemente en el intervalo de 1 a 2 mm.

En varias realizaciones preferidas de la presente invencién, el tamafio de la agrupacién ordenada de microlentes es
menor de 20 mm, tal como 15 mm o menos, tal como 10 mm, en ciertas realizaciones aun mas pequefio, tal como 8
mm o menos, tal como 5 mm o menos, siendo el tamafio el diametro de la agrupacién ordenada de lentes en la
direccion perpendicular al eje principal de iluminacion.

Varias realizaciones preferidas de la presente invencién usan una Unica fuente de luz, por ejemplo diodo emisor,
diodo laser o laser como fuente de luz, mientras que otras realizaciones igualmente preferidas usan dos o mas
fuentes de luz, preferentemente en un Unico conjunto. En muchas de estas realizaciones, se prefiere que las dos o
mas fuentes de luz sean idénticas, con respecto una propiedad optica, mientras que, en otras realizaciones
igualmente preferidas, al menos dos fuentes de luz son diferentes, con respecto una propiedad Optica.
Generalmente, dos 0 mas fuentes de luz idénticas son capaces de generar un mayor flujo de luz, mientras que dos o
mas fuentes de luz diferentes afiaden flexibilidad con respecto a propiedades tales como longitud de onda de la luz
emitida.

En otras realizaciones de la invencion, las dos o mas fuentes de luz se disponen con respecto a al menos otra
unidad del aparato y/o al plano para muestras. Dicha disposicion comprende el movimiento relativo de la fuente de
luz respecto a al menos otra unidad y/o el plano para muestras en 1 mm o menos. La disposicion afecta a la
homogeneidad de la luz de iluminacién sobre la region de iluminacion, preferentemente donde una disposicion ideal
da como resultado la variacion de iluminacién minima.

Varias realizaciones preferidas de la presente invencién incluyen procedimientos para produccion, que pueden
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colocar la fuente de luz con respecto a al menos uno de los componentes épticos, de tal manera que se obtenga una
eficacia de iluminacion y/o variacién de la intensidad de iluminacion satisfactorias.

Esto se obtiene preferentemente incluyendo medios que permiten que la fuente de luz se coloque en un plano (plano
de la fuente de luz) paralelo al plano de la regién de iluminacién, con precisién de posicion mejor que 1 mm, tal como
mejor que 0,5 mm, o incluso mejor que 0,2 mm, tal como con una variacion de precision de 0,1 mm o inferior.
Ademas, varias realizaciones incluyen procedimientos para produccion, que pueden colocar la fuente de luz y al
menos un elemento Optico en posicidn una con respecto al otro, en una direccién paralela a la direccién principal de
luz iluminada. Esto se obtiene preferentemente incluyendo medios que permiten que la fuente de luz y/o al menos un
elemento 6ptico se coloquen una con respecto al otro, con precision en posicién mejor que 0,1 mm, tal como mejor
gue 0,5 mm, o incluso mejor que 0,2 mm, tal como con una precisién de 0,1 mm o mejor.

A menudo, se prefiere incluir una unidad de separacién de longitudes de onda, por ejemplo un filtro 6ptico, en el
medio de iluminacién, preferentemente donde el propdsito es definir una region de iluminacién o polaridad de luz de
iluminacion. La unidad de separacion de longitudes de onda es un medio de filtro espectral seleccionado de entre un
filtro de interferencia, filtro de absorcion y filtro de excitacion.

Una realizacién preferida de la presente invencién permite que la fuente de luz se coloque cerca del material de
muestra que esta siendo analizado. Esto permite la construccion de un sistema 6ptico compacto, dado que el medio
de iluminacién, que incluye la fuente de luz y componentes épticos, puede ser de longitud a lo largo del eje 6ptico del
sistema mas corta que 100 mm, preferentemente més corta que 60 mm, mas preferentemente mas corta que 40
mm, preferentemente incluso mas corta que 20 mm, tal como mas corta que 15 mm.

Varias realizaciones preferidas de la presente invencion tienen el medio de iluminacién dispuesto en, o
sustancialmente en, el eje optico de un sistema de imagenologia fotoluminiscente, preferentemente en una
disposicién donde el flujo de luz de iluminacion tiene una direccion general hacia el sistema detector del sistema de
imagenologia. Otras realizaciones igualmente preferidas de la presente invencién tienen el medio de iluminacion
dispuesto sustancialmente fuera del eje dptico de un sistema de imagenologia, preferentemente en una disposicion
que incluye un espejo dicroico que refleja la luz de iluminacién sobre la muestra a lo largo del eje del sistema de
imagenologia.

Una propiedad a menudo preferida de realizaciones de la presente invencion es que es posible iluminar material de
muestra con luz homogénea con alta eficacia sin el uso de un elemento/disposicion difusora o desenfocante. En otra
realizacién de la invencion, la eficacia de iluminacién y la variacion de iluminacion se obtienen sin desenfoque
sustancial de las unidades del medio de iluminacion.

Una propiedad a menudo preferida de realizaciones de la presente invencion es que regiones del material de
muestra, no en investigacion, sustancialmente no estan expuestas a iluminacion. Esta es a menudo una propiedad
deseable, preferentemente donde el resultado de la iluminacion es la alternacién de una propiedad quimica y/o fisica
del material de muestra, tal como desvanecimiento de la sefial fluorescente.

La unidad de detecciéon, que comprende al menos un primer detector, recoge la sefial de fluorescencia, que
representa una imagen, proveniente de la muestra. El primer detector detecta sefiales procedentes de la muestra,
adquiriendo de este modo una imagen de la muestra. El detector es un dispositivo de deteccidon de imagenes, tal
como un dispositivo de carga acoplada (CCD) o un dispositivo semiconductor complementario de 6xido metalico
(CMOS). El detector se caracteriza preferentemente por una dimensién preferida de area activa, nimero preferido de
elementos de deteccion activos, por ejemplo pixeles, y sensibilidad preferida, por ejemplo sensibilidad a luz
detectada. El aparato preferentemente usas una o mas lentes para la generacion de una imagen de la muestra,
donde la disposicién de dichas lentes determina el enfoque y el aumento éptico del sistema.

En aln otra realizacion de la invencion, el detector incluye una agrupacion ordenada de elementos de deteccion
activos. Estos elementos de deteccion activos se disponen preferentemente en una disposicion bidimensional que
permite la adquisicion simultanea de informacién espacial a partir de la muestra que esta siendo analizada. El
detector preferentemente comprende una agrupacién ordenada de elementos de deteccion tales como al menos
100.000 elementos de deteccion activos, tales como 400.000 elementos de deteccion activos o mas, tales como
1.000.000 de elementos de deteccion activos o mas, preferentemente 2.000.000 de elementos de deteccién activos
0 mas. Dicho alto nimero de los elementos de deteccion activos se prefiere habitualmente cuando los analisis de la
muestra incluyen la determinacién de informacién espacial de particulas biolégicas en la muestra. Cuando el analisis
de la muestra incluye la determinacién de informacién espacial de particulas biolégicas en la muestra, varias
realizaciones preferidas de la presente muestra incluyen elementos de deteccién activos, que son de menos de 10
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um de tamafio, siendo el tamafio la mas larga de la anchura o la altura de los elementos de deteccion,
preferentemente donde el tamafio de los elementos de deteccion activos es 5 pm o menos, preferentemente 3 pm o
menos.

En otra realizacién de la invencion, el aparato incluye una primera unidad de enfoque/medio para enfocar la luz de
excitacién sobre la muestra. En adn otra realizaciéon de la invencion, el aparato incluye una segunda unidad de
enfoque/medio para enfocar la sefial de fluorescencia sobre la unidad de deteccion. La primera unidad de enfoque y
la segunda unidad de enfoque son normalmente una lente o una agrupacion ordenada de lentes. En muchas
realizaciones preferidas de la presente invencion, el enfoque se realiza moviendo una o mas lentes de la primera
unidad de enfoque y/o la segunda unidad de enfoque. El enfoque también mantiene una longitud sustancialmente
fija del aparato, es decir, la distancia desde un plano focal, donde la muestra esta ubicada, hasta un plano de la
imagen, donde esta ubicada la unidad de deteccion. Preferentemente, el enfoque se realiza registrando una serie de
imagenes de una estructura predeterminada, donde el punto de enfoque se determina mediante una o mas
propiedades de dicha estructura predeterminada, tales como dimension o intensidad. Preferentemente, el aparato se
caracteriza de una manera, de modo que el area del campo de visién pueda determinarse o estimarse después de
tener en cuenta los cambios en el enfoque. En diversas realizaciones de la invencion, la primera unidad de enfoque
y la segunda unidad de enfoque proporcionan un aumento éptico fijo de 40X o menos, preferentemente 20X o
menos, mas preferentemente 10X o menos.

En otra realizacion de la invencion, se prefiere que la longitud fisica del aparato sea sustancialmente la misma
incluso en condiciones que permiten la realizacién de diferentes andlisis opticos, tal como longitud de onda variable
en microscopia de transmision o dispersion, longitudes de onda de excitacion/emision variables en microscopia de
fluorescencia, aumento o enfoque. Un aparato construido de esta manera ofrece ventajas mecénicas considerables,
tales como una produccién mas sencilla y robustez mecénica mejorada. Esto se consigue usando uno o mas de
procedimientos de disefio preferidos, tales como seleccion de componentes Opticos, por ejemplo con respecto a
grosor y/o curvatura. Cuando se produce el aparato con una longitud fisica fijada, normalmente se prefiere permitir el
ajuste del enfoque mediante movimiento de un componente 6ptico, tal como una lente, a lo largo de la direccion de
la trayectoria Optica. El grado de enfoque se determina preferentemente determinando la propiedad de imagenologia
de uno o méas objetos visibles en el sistema, tal como determinando un tamafio de una imagen de uno o mas
objetos.

Realizaciones preferidas de la presente invencion, incluyen un aparato con un aumento optico fijo, preferentemente
donde el aumento Optico es bajo, tal como donde es menor que 10 veces, tal como 6 veces o menos, tal como 4
veces 0 menos, tal como 2 veces o menos. Varias realizaciones preferidas de la presente invencion incluyen
aparatos, que producen una imagen sustancialmente sin ningdn aumento, es decir, imagenologia univoca.
Normalmente, se prefiere aumento 6ptico bajo cuando las particulas que estan siendo analizadas son de
aproximadamente 20 um o menos de tamafio.

En otras realizaciones igualmente preferidas, el aumento dptico es 10 veces o mayor, tal como 15 veces o mayor, tal
como 20 veces o mayor. Dicho aumento éptico se prefiere normalmente cuando se analizan particulas pequefias,
y/o cuando la sefial detectada a partir de una particula es baja, tal como cuando el nimero de sitios detectables en
una particula es considerablemente bajo. Normalmente, el aumento 6ptico preferido en dicho analisis esta en el
intervalo entre 10 y 40 veces, tal como entre 15y 30 veces.

En otra realizacion de la invencion, el aumento 6ptico del aparato, definido por las dimensiones de motivo y la
imagen del motivo en el detector es de una magnitud predeterminada. El aumento puede alterarse cambiando la
posicion de una o mas unidades del aparato. Preferentemente, el aumento se cambia moviendo una o mas lentes.
Preferentemente, el aumento se cambia sin cambiar sustancialmente la longitud del aparato, es decir, la distancia
desde el plano focal, donde esta ubicada la muestra, hasta el plano de la imagen, donde esta ubicada la unidad de
deteccién. El aparato normalmente proporciona un aumento de 40X o menos, preferentemente 20X o menos, mas
preferentemente 10X o menor.

En otra realizacion de la invencién, un filtro de luz de excitacién se inserta en una trayectoria de luz de excitacion
dirigida desde al menos una de las fuentes de luz, para separar la luz de excitacion en una pluralidad de bandas de
longitud de onda de excitacién antes de la iluminacion de la muestra. La trayectoria de luz de excitacion es la
trayectoria desde el centro del haz de luz de excitacién hasta el plano para muestras.

Analogamente, en otra realizacién de la invencion, un filtro de luz de emisién puede insertarse en una trayectoria de

luz de emision dirigida a al menos uno de los detectores, para separar la sefial de fluorescencia en una pluralidad de
bandas de longitud de onda de emision antes de la deteccion de la sefial de fluorescencia en la unidad de deteccién.
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La trayectoria de luz de emision es la trayectoria desde el plano para muestras hasta la unidad de deteccion.

El filtro de luz de excitacion y el filtro de luz de emision para separacion de la luz de excitacion y la sefial de
fluorescencia se selecciona entre un filtro de interferencia, filtro de absorcion, filtro de paso bajo, filtro de paso alto y
filtros de paso de banda. En varias realizaciones preferidas, los filtros pueden ser filtros de paso alto, es decir, un
filtro que sustancialmente transmite luz a longitud de onda alta, mientras que bloquea la luz a longitud de onda baja,
normalmente preferidos como filtros de emisién en microscopia de fluorescencia, filtros de paso bajo, es decir, que
sustancialmente transmiten luz a longitud de onda baja mientras que bloquean luz a longitud de onda alta,
normalmente preferidos como filtros de excitacion en microscopia de fluorescencia. Varias realizaciones preferidas
incluyen filtros de paso de banda, por ejemplo que sustancialmente transmiten en una banda de longitud de onda,
mientras que longitudes de onda mas altas y mas bajas son bloqueadas, normalmente dichos filtros se prefieren en
microscopia de fluorescencia, donde el sistema en investigacion incluye multiples posibilidades de excitacion y/o
emision.

En varias realizaciones altamente preferidas de los presente sistemas, medios de separacién de longitudes de onda,
facilitan la investigacion de dos o mas propiedades de una particula, tal como identificacién de una particula o
separacion de dos o0 mas grupos de particulas. Preferentemente, dicha identificacién o separacion por propiedades
de longitud de onda se realiza registrando dos o mas imagenes de la misma muestra, mientras que la muestra y la
particula de la muestra esta/estan sustancialmente en la misma configuracién geométrica en dichas dos o mas
imagenes, donde dichas dos o mas imagenes reflejan propiedades de longitud de onda diferentes o sustancialmente
diferentes.

En otra realizacion de la invencion, medios de separacion de longitudes de onda tales como filtros, facilitan la
investigacion de dos o més propiedades de una particula, tales como identificacion de una particula o separacion de
dos 0 mas grupos de particulas. Preferentemente, dicha identificacion o separacién por propiedades de longitud de
onda se realiza registrando dos 0 méas imagenes de la misma muestra, mientras que la muestra y la particula de la
muestra estd/estadn sustancialmente en la misma configuracién geométrica en dichas dos o méas imagenes, donde
dichas dos 0 méas iméagenes reflejan propiedades de longitud de onda diferentes o sustancialmente diferentes.

La muestra se analiza en dos o mas combinaciones de bandas de ondas de excitacion y emision seleccionando una
combinacion de filtros de luz de emision vy filtros de luz de excitacion. Estas combinaciones permiten en uso de al
menos un filtro de luz de excitacién o de emisién en dos 0 mas combinaciones respectivamente.

En una realizacién preferida de la presente invencién, preferentemente cuando se registra informacion fluorescente,
el filtro de luz de emisidn se dispone en un lado opuesto de la muestra que esta siendo analizada, respecto a la
fuente de excitacion.

Varias realizaciones de la presente invencién incluyen un sistema optico para andlisis de fluorescencia, donde la
unidad de excitacién y la unidad de deteccion se colocan a ambos lados del plano para muestras, por ejemplo
fluorescencia de transmision, en oposicidn a una disposicion donde la unidad de excitacion y la unidad de deteccion
estan en el mismo lado del plano para muestras y la luz de excitacion y la luz de emisién se transmiten sobre la
muestra a través del uso de espejos y/o lentes, por ejemplo sistema de epifluorescencia. Dichos sistemas de
fluorescencia de transmision se prefieren en varias realizaciones, normalmente donde ofrecen un dispositivo
mecanico y/o éptico mas sencillo. Aunque el alineamiento directo de la fuente de excitacion y el detector se prefiere
a menudo, otras realizaciones, incluyendo alineamiento sustancial, por ejemplo donde la divergencia de la linea de
disposicion paralela es generalmente menor que 10 grados, también se implementan.

En otra realizacion de la invencién, una muestra que da origen a una pluralidad de informacion espectral, tal como la
emitancia de luz fluorescente a varias longitudes de onda, se analiza registrando dos o0 mas imagenes en
condiciones donde cada imagen registrada sustancialmente contiene todas las longitudes de onda en consideracion,
pero preferentemente a diferentes intensidades. Una manera preferida de obtener esto emplea un medio de
modulacion espectral en la trayectoria dptica, preferentemente usando un interferémetro, tal como un interferémetro
de Michelson.

Varias realizaciones preferidas de la presente invencion incluyen medios para separar la luz en dos o mas
componentes de longitud de onda, donde dichos medios incluyen medios que modulan la luz, tales como un
interferdmetro de Michelson y/o Fabry-Perrot. Varias realizaciones preferidas también incluyen medios de
modulacion, tales como interferémetros, donde la modulacion se genera cambiando diferencias de trayectoria dptica.
Se prefiere que dicha diferencia de trayectoria es pequefia, tal como menor que 800 um, tal como 400 um 0 menos,
preferentemente 200 um o menos, mas preferentemente 100 um o menor.
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En otras realizaciones de la presente invencion, basandose en resolucién de longitud de onda limitada, la diferencia
de trayectoria ptica de los medios de modulacién es menor que 100 um, tal como 80 um o menos, preferentemente
40 um o menor. En otras realizaciones de la presente invencion, basandose en resolucion de longitud de onda
moderada, la diferencia de trayectoria Optica esta en el intervalo de 20 um a 200 um, preferentemente en el intervalo
de 40 um a 100 um. En varias realizaciones preferidas, la resolucion de longitud de onda obtenible usando el medio
de modulacion no es mayor que 10 nm, tal como 20 nm o mas pequefio, tal como 40 nm, o incluso tan pequefio
como 80 nm, estando definida la resolucion como la diferencia de longitud de onda mas pequefia que puede
separarse adecuadamente.

El medio de modulacion preferido para separar la luz permite la adquisiciéon de imagenes de luz modulada a
virtualmente cualquier diferencia de trayectoria éptica, preferentemente con precision y resoluciéon en posiciéon mejor
que 1 um, cuando se expresa como la diferencia de trayectoria 6ptica del medio de modulacién, tal como 0,5 um o
mejor, preferentemente 0,1 um o mejor, mas preferentemente 0,02 um o mejor. A cualquier diferencia de trayectoria
Optica dada, el medio de modulacién puede mantener sustancialmente la diferencia de trayectoria éptica durante un
tiempo considerable, preferentemente durante un tiempo que es comparable al tiempo de exposicion del detector, tal
como manteniendo sustancialmente la diferencia de trayectoria 6ptica durante 1 ms o mas, tal como durante 10 ms o
mas, preferentemente 50 ms o mas, mas preferentemente 100 ms o0 mas.

En realizaciones donde la intensidad de la luz detectada es baja, se prefiere que el medio de modulacién pueda
mantener sustancialmente la diferencia de trayectoria optica de 200 ms o mas, tal como 400 ms o mas,
preferentemente 600 ms o mas, méas preferentemente 800 ms o méas. Cuando los medios de modulacion incluyen
medios para el movimiento de uno o0 mas componentes épticos, tales como un espejo o un divisor del haz, el
movimiento es provocado preferentemente por uno o mas accionadores piezoeléctricos.

Cuando se determinan propiedades de longitud de onda de la luz usando el medio de modulacién, el nimero de
imagenes registradas a modulacion diferente es igual al nimero de diferentes bandas de longitud de onda de
interés, preferentemente el nimero de imagenes es mayor que el nimero de diferentes bandas de ondas, tal como 2
veces el numero de bandas de ondas, preferentemente 3 0 4 veces el nimero de bandas de ondas. En otras
realizaciones de la invencién, el nimero de imagenes registradas a diferente modulacién es mas de 4 veces el
namero de bandas de ondas de interés, tal como 8 o més veces, preferentemente 10 o mas veces.

En aun otra realizacion de la invencion, se usa un accionador para mover el plano para muestras y/o al menos una
de las unidades para modular la luz emitida desde la muestra.

En otra realizacién de la invencion, se registran dos o mas imagenes de la misma muestra, que muestran
propiedades espectrales diferentes, tales como emision de fluorescencia, donde la posicion de los objetos en la
imagen registrada es sustancialmente igual en al menos dos de las imagenes. Cuando se registran imagenes a
diferentes longitudes de onda espectrales, tales como cuando se registran intensidades fluorescentes, esto hace
posible relacionar diferente informacion espectral con un objeto especifico o0 una particula, combinando informacién
proveniente de dos 0 mas imagenes, que representa longitudes de onda espectrales diferentes o sustancialmente
diferentes. Cuando se usan filtros 6pticos para separar longitudes de onda espectrales, esta caracteristica es dificil
de obtener, a menos que se preste mucha atencion a la posicion y el alineamiento de dichos filtros 6pticos, dado que
la diferencia del indice de refraccién habitualmente causa aberracion y realizaciones preferidas de la presente
invencion usan medios de seleccion de filtros Opticos que funcionan con alta precision, preferentemente obtenidos
mediante el uso de medios mecéanicos con tolerancias pequefias. Un procedimiento preferido de compensar la
aberracion espectral es cambiar la posicion de uno o mas componentes Opticos, tales como una lente o los
detectores, o la muestra, de una manera predeterminada, reduciendo o compensando de este modo cambios de
posicion cuando se registran imagenes que representan dos o mas propiedades espectrales.

De acuerdo con la invencion, se usa una unidad de alineamiento de imagen. La unidad de alineamiento de imagen
genera una imagen alineada a partir de una pluralidad de imagenes, que muestran informacién espectral diferente,
adquiridas a partir de una pluralidad de sefiales de fluorescencia de la muestra obtenida en condiciones de emisién
diferentes o sustancialmente diferentes. En una realizacién, el aparato comprende ademéas al menos dos filtros de
emision diferentes capaces de filtrar sefiales emitidas desde las particulas hacia el detector. En diversas
realizaciones de la invencion, el aparato incluye al menos 4 filtros de emisién diferentes, tales como al menos 6
filtros de emisioén diferentes, tales como al menos 10 filtros de emisién diferentes, tales como al menos 15 filtros de
emision diferentes, tales como al menos 20 filtros de emisién diferentes.

Donde se usan dos o mas bandas de ondas de emision o transmision para el andlisis de la misma muestra o
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material de muestra, se prefiere incluir un procedimiento de alineamiento de imagenes. El alineamiento de imagenes
genera imagenes alineadas de la misma muestra o material de muestra adquiridas en dos condiciones de emisién
diferentes o sustancialmente diferentes, donde la diferencia en la posicion de un objeto en las imagenes alineadas
es menor que 10 pixeles, tal como 8 pixeles 0 menos, tal como 4 pixeles 0 menos, preferentemente incluso 2 pixeles
0 menos, determinada como la diferencia promedio en la posicion de objetos. El alineamiento de imagenes puede
conseguirse aplicando una transformacion predeterminada a una imagen recogida, transformando la imagen
recogida en imagen alineada. Preferentemente, dicha transformacion predeterminada se deriva de la medicién de
una imagen que comprende objetos, que producen una estructura identificable en la imagen recogida, donde dichos
objetos son visibles en imagenes recogidas en dichas condiciones de emision diferentes y mantienen su posiciéon o
posicion relativa durante la adquisicion de dos o mas imagenes que representan dichas condiciones de emision
diferentes. Cuando el desalineamiento es relativamente sencillo, por ejemplo principalmente desplazamiento de
posicién, se prefiere usar variables que se refieren a cada una de dos coordenadas de la imagen, por ejemplo
variables de desplazamiento. Sin embargo, si el desalineamiento incluye cambios de aumentos, a menudo se
prefiere usar variables independientes que se refieren a cada una de las dos coordenadas, por ejemplo factor para
aumento en una direccion y otro factor para aumento en otra direccion. Otras realizaciones igualmente preferidas
incluyen ademas variables que refieren a ambas direcciones, por ejemplo variables que reflejan el desplazamiento
y/o el aumento que se determina en la posicion en la imagen. Normalmente, la transformacién es sustancialmente
una transformacion de desplazamiento, preferentemente donde la transformacion puede expresarse como
desplazamiento de un nimero definido de pixeles en direccién horizontal y/o vertical de la imagen. El grado de
desplazamiento en la transformaciéon de desplazamiento depende sustancialmente de la posiciéon en la imagen,
preferentemente donde el desplazamiento horizontal y/o vertical se define como un desplazamiento constante y
desplazamiento variable determinados como una fraccion del indice de pixel de la imagen. El grado de
desplazamiento en direccion horizontal y/o vertical se expresa como una funcién polinémica del indice del pixel de la
imagen.

En aun otra realizacion de la invencion, se usa una unidad de control para mover el plano para
muestras/portamuestras a una posicién predeterminada con respecto al campo de vision de la unidad de deteccion.

En una realizacion de la invencion, la unidad de luz de excitacién y la unidad de deteccién se colocan en ambos
lados del plano para muestras. Sin embargo, en audn otra realizacion de la invencion, la unidad de luz de excitacion y
la unidad de deteccion se colocan en el mismo lado del plano para muestras.

En otra realizacion de la invencion, un procesador se acopla a la unidad de deteccion para recibir datos de sefial de
la sefial de fluorescencia provenientes de la unidad de deteccidn, para procesar los datos de sefial, correlacionar los
datos de sefial con un pardmetro a valorar, y valorar el pardmetro. El aparato incluye ademas un medio para
controlar la adquisicién de al menos dos imagenes del mismo volumen de la muestra, donde la informacion
proveniente de dichas dos imagenes representa longitudes de onda espectrales diferentes.

En aln otra realizacion de la invencion, se proporciona la compensacién para grosor variable de un portamuestras
que contiene una muestra liquida, preferentemente cuando el grosor de la muestra tiene influencia en el resultado
del analisis que esta siendo realizado, tal como la determinacién del nimero de particulas por volumen de muestra.
Esto se realiza aplicando una insignia al portamuestras, o una parte unida al portamuestras, o en cualquier forma
para correlacionar informacion relativa a las dimensiones fisicas del portamuestras con cada mediciéon tomada de la
muestra en el portamuestras. En particular, cuando se mide en dos 0 mas posiciones independientes, o parcialmente
independientes en el portamuestras, se prefiere que la diferencia del grosor en las posiciones independientes pueda
tenerse en consideracion.

Cuando se determina el nimero de particulas por volumen de muestra, es necesario determinar el volumen de
muestra analizado. Por lo tanto, varias realizaciones de la presente invencién incluyen medios para registrar
informacién y/o determinar propiedades relativas a al menos una dimension del portamuestras, preferentemente el
grosor de la muestra en el portamuestras en la direccion enfrentada al detector. El registro de informacion relativa al
grosor preferentemente implica leer una insignia que refleja una predeterminacién de la propiedad dimensional, por
ejemplo el grosor. Preferentemente dicha insignia puede ser leida por uno o mas sensores del aparato, normalmente
donde dicha insignia es una representacion en patrén de informacion, tal como informacion en codigo binario o
cadigo de barras. Varias realizaciones de la presente invencion permiten el analisis de dos o mas segmentos del
portamuestras, preferentemente cuando el propdésito es aumentar el volumen total de analizada y/u obtener una
mejor representacion de la muestra que estad siendo analizada, entonces preferentemente la insignia refleja la
dimensién fisica de dichos dos o mas segmentos del portamuestras. Realizaciones adicionales de la presente
invencién incluyen medios para determinar la dimension fisica del portamuestras, preferentemente donde es posible
realizar dicha determinaciébn en una o méas posiciones predeterminadas del portamuestras. Varias realizaciones
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preferidas de la presente invencién leen la insignia y/o determinan la dimensién fisica usando un primer detector de
insignias, preferentemente el primer detector de insignias es el mismo que el detector que se usa para detectar
imagenes de la muestra con el propdsito del andlisis de particulas. Preferentemente, el al menos un parametro
registrado o determinado tiene una graduaciéon minima, y ademas donde las etapas de la graduacién son el 10% o
menos, cuando se expresa como una fraccién de un valor tipico de dicho parametro, preferentemente el 8% o
menor, mas preferentemente 6% o menor, mas preferentemente 4% o menor, mas preferentemente 2% o menor. En
varias realizaciones preferidas dicha graduacién es por etapas iguales, mientras que en otras realizaciones
igualmente preferidas la graduacion es en etapas sustancialmente desiguales, tales como cuando el tamafio de una
etapa es de tamafio relativo sustancialmente igual, con respecto a dicho parametro.

En otra realizacion de la presente invencion, se proporciona un medio capaz de determinar el tipo de portamuestras
que contiene la muestra que esta siendo analizada. Preferentemente, dicha determinacion se realiza leyendo una
insignia que identifica el tipo de dicho portamuestras y/o detectando la forma, el tamafio u otra propiedad fisica de
dicho portamuestras. Preferentemente, donde dicha deteccion se realiza usando un segundo detector de insignias,
preferentemente dicho segundo detector de insignias es el mismo que el detector que se usa para detectar
imagenes de la muestra con el propésito de analisis de particulas.

En otra realizacion de la invencién, se proporciona un portamuestras, que esta adaptado para sostener dos o mas
tipos diferentes de dispositivos para muestras, con poca o ninguna adaptacion. Uno de dichos dispositivos para
muestras es un portaobjetos de microscopia tradicional, o una camara de hemocitometro, tal como una camara de
Bichner. Preferentemente, los diferentes dispositivos para muestras se colocan sobre o en un portadispositivos para
muestras, preferentemente donde el portadispositivos para muestras es movil, y el movimiento de dicho
portadispositivos para muestras se controla mediante un medio de control, que es capaz de dirigir el
portadispositivos para muestras de acuerdo con el tipo de dispositivo para muestras usado.

En otra realizacion de la invencion, el portamuestras esta controlado por una unidad de control, donde la unidad de
deteccién se usa para monitorizar o detectar una 0 mas informacion relativa a la muestra que esté siendo analizada
y/o al dispositivo para muestras usado. Preferentemente, la informacion que esta siendo detectada es informacion
que identifica las particulas en la muestra o propiedades de las particulas en la muestra y/o el portamuestras o las
propiedades del portamuestras. Preferentemente la unidad de control mueve el portamuestras a una o mas
posiciones predeterminada con respecto al campo de vision de la unidad de deteccion, permitiendo de este modo la
deteccion de una o més informaciones. En realizaciones preferidas de la presente invencion, la informacion que esta
siendo detectada es informacion estacionaria, es decir, informacion que no cambia durante el proceso de andlisis,
por ejemplo, a lectura de una insignia, que representa una propiedad dimensional predeterminada del
portamuestras. Mientras que, en otras realizaciones, la informacién que estad siendo detectada es informacién
dindmica, por ejemplo, movimiento de la muestra o una parte del dispositivo para muestras, o indicacion de una
propiedad quimica y/o fisica de la muestra.

En otra realizacion de la invencién, se potencia la resolucién de la sefial de fluorescencia detectada por la unidad de
deteccién, donde la resolucion de la sefial de fluorescencia detectada es el nimero de intervalos significativamente
diferentes con los que se representa la intensidad de sefial detectad. La presente invencién permite la deteccién de
sefial con resolucion que es mayor que la resolucién nominal de la unidad de deteccion, incluyendo medios de
deteccion eléctricos, registrando dos o mas imagenes de la muestra donde sustancialmente solamente diferencias
representadas en las dos o mas imagenes es sensibilidad a la sefial, preferentemente obtenida modificando el
tiempo de exposicion y/o la amplificacion eléctrica de la sefial recogida, y combinando posteriormente las dos o mas
imagenes en una 0 mas imagen de una manera que representa la imagen de la muestra con una mayor resolucién
de imagen que cada una de las dos 0 mas imagenes recogidas. Por lo tanto, la resolucién en las sefiales detectadas
se potencia proporcionando diferente sensibilidad de sefial en las al menos dos imagenes.

Un aspecto de la presente invencion se refiere a un sistema para la valoracion de particulas, donde la valoracion
comprende dos o més tareas individuales, donde las tareas se realizan de una manera predeterminada y donde la
manera predeterminada comprende una serie de instrucciones. Preferentemente, las instrucciones pueden
combinarse de manera flexible, permitiendo al sistema adaptarse para realizar dos o mas tipos diferentes de
valoracion de particulas, donde la diferencia del tipo preferentemente refleja la diferencia de una propiedad tal como
sincronizacion, seleccién de longitud de onda de excitacién o emision.

Un aspecto de la presente invencion se refiere al aparato que comprende procedimientos para almacenar imagenes
recogidas junto con la identificacién de la muestra que esta siendo analizada y el procedimiento de funcionamiento
del sistema de registro de imagenes. Las imagenes almacenadas pueden disponerse en una base de datos, lo que
permite la recuperacion de los datos para la generacion de informes y/o la seleccion de una o mas imagenes
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recogidas tomando como base una o0 mas propiedades.

En adn otra realizacién de la invencion, el dispositivo para muestras, que puede ser un cartucho de viales, del
aparato descrito facilita la determinacién de la viabilidad de suspensiones celulares a partir de una amplia gama de
células cultivadas y primarias, midiendo recuentos celulares (totales y no viables) por volumen.

Con el fin de determinar la viabilidad de células, la muestra de la suspension celular es arrastrada al interior del
dispositivo para muestras presionando el émbolo. El interior del dispositivo para muestras esta revestido con los
colorantes fluorescentes naranja de acridina y 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI)/variacion sustituida de DAPI a una
concentracion final de 2,5 pg/ml tanto para AO como para DAPI/variaciéon sustituida de DAPI. El AO tifie toda la
poblacion de células y DAPI/variacion sustituida de DAPI las células no viables. El dispositivo para muestras se
coloca en el aparato donde se determinan los recuentos y la viabilidad celulares.

La combinacion de naranja de acridina y DAPI es adecuada para la determinacion de la viabilidad de células y
tejidos dado que los dos colorantes de ADN no muestran solapamiento espectral en ni ninguna circunstancia. En un
procedimiento de analisis, las células en una suspension se incuban con los dos colorantes fluorescentes. El naranja
de acridina penetra en todas las células en la poblaciéon, mientras que DAPI penetra solamente en células con
membranas dafiadas. Las células etiquetadas con DAPI se detectan mediante excitacion UV y midiendo la luz azul,
mientras que las células etiqguetadas con naranja de acridina se detectan mediante excitacion con luz azul y
midiendo la luz verde emitida. De esta manera, puede obtenerse un recuento absoluto de células y porcentaje de
viabilidad a partir de los datos. Adicionalmente, la deteccion de la luz roja emitida por la naranja de acridina puede
dar informacion adicional acerca del estado, la viabilidad y la integridad de las células.

En otras realizaciones de la invencion, también pueden usarse otros tintes de acridina tales como clorhidrato de 3,6-
diaminoacridina, lactato de 6,9-diamino-2-etoxi-acridina, diclorhidrato de quinacrina, nitrato de bis-N-metilacridinio,
bromuro de naranja de 10-dodecilacridina, diclorhidrato de mostaza de quinacrina, clorhidrato de acriflavina y triflato
de 9-isotiocianato-10-metilacridinio y colorante 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI)/variacion sustituida de DAPI a una
concentracion combinada de 2,5 pg/ml.

En aun otro aspecto de la invencién, se proporciona un procedimiento para detectar la viabilidad de una célula de
ensayo usando el aparato de la descripcion anterior. El procedimiento que comprende mezclar la célula de ensayo
con colorante 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI)/o variacién sustituida de DAPI; permitir la tincién de células durante un
periodo de tiempo de, como maximo, 60 minutos, tal como 30 minutos, tal como 20 minutos, tal como, como
maximo, 10 minutos; obtener una muestra de células tefidas, donde solamente se tifien células no viables; exponer
la célula de ensayo tefida a una luz de excitacion; detectar una sefial de fluorescencia proveniente de la célula de
ensayo tefiida; y procesar la sefial de fluorescencia para identificar si la célula de ensayo es no viable.

En otra realizacion de la invencion, la célula de ensayo también puede incluir una pluralidad de células. El recuento
celular y la no viabilidad de la pluralidad de células se identifican usando colorante 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI)/o
variacion sustituida de DAPI. La célula de ensayo se selecciona de entre una célula cultivada y una célula primaria.
La célula de ensayo se selecciona de entre una linea celular de mamifero, linea celular de mamifero en suspension,
linea celular de insecto, tal como Schneider-2 de Drosophila melanogaster, linea celular embrionaria humana, célula
primaria y célula sanguinea humana. La célula de ensayo se prepara en un entorno controlado, tal como se indica
como ejemplo en la seccion de material y procedimiento en los ejemplos.

En aun otra realizacion de la invencion, el colorante naranja de acridina se mezcla con colorante 4,6-diamino-2-
fenilindol (DAPI)/variacion sustituida de DAPI a una concentracion combinada de 2,5 pg/ml. Un dispositivo para
muestras en el que la muestra de ensayo se inyecta/se carga, se reviste con una combinacion de el colorante AO y
el colorante DAPI/variacion sustituida de DAPI. El colorante naranja de acridina tifie tanto la célula de ensayo viable
como la célula de ensayo no viable.

En aun otra realizacién de la invencion, las células de ensayo se inyectan/se cargan en el dispositivo para muestras
usando un émbolo.

La luz de excitacion es a partir de una fuente seleccionada de entre una fuente de luz térmica, tal como una lampara
halégena, o una lampara de gas tal como una lampara de xendén, un diodo emisor de luz, un laser o un diodo laser o
cualquier otra fuente de luz tal como se describe en el aparato anterior.

La sefial de fluorescencia se procesa analizando la sefial de fluorescencia para un nimero de recuentos de células
no viables en las células.
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Este procedimiento se realiza usando un aparato que etiqueta una célula de ensayo. El aparato comprende un
dispositivo para muestras revestido al menos parcialmente con colorante 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI)/variacién
sustituida de DAPI, donde el DAPI/variacion sustituida de DAPI tifie solamente una célula no viable; una unidad de
inyeccion de células de ensayo para cargar la célula de ensayo en el dispositivo para muestras; una unidad de
excitacion para exponer la célula de ensayo inyectada a una luz de excitacién; una unidad de deteccién para
detectar una sefial de fluorescencia emitida desde la célula de ensayo cargada; y un procesador para procesar la
sefial de fluorescencia para valorar si el ensayo es no viable.

En adn otra realizacion de la invencion, se proporciona un procedimiento para proporcionar informacion acerca de
una célula usando el aparato de iluminacion y el aparato de deteccién descritos anteriormente. El procedimiento
comprende transfectar la célula con una proteina fluorescente o &cido nucleico etiquetado de forma fluorescente;
afadir una molécula que reacciona con tiol a la célula transfectada para obtener una solucién celular; exponer la
solucion celular a una luz de excitacion; detectar una luz de emision proveniente de la solucién celular; y procesar la
luz de emisién para obtener la informacién acerca de la célula.

El procedimiento presentado en el presente documento usa proteinas fluorescentes o acido nucleico etiquetado de
forma fluorescente en combinacién con una molécula que reacciona con tiol, tal como maleimidas (por ejemplo
DACM) y un tinte de ADN incapaz de penetrar en las células (por ejemplo yoduro de propidio) para monitorizar la
eficacia de transfeccién y al mismo tiempo proporcionar informacién acerca de la viabilidad de la poblacion celular y
los niveles de citotoxicidad.

La informacion habitualmente incluye eficacia de transfeccion, viabilidad celular y nivel de citotoxicidad, es decir
detectar células no viables.

La célula se selecciona de entre una célula cultivada y una célula primaria. La célula se selecciona de entre una
linea celular de mamifero, linea celular de mamifero en suspension, linea celular de insecto, tal como Schneider-2
de Drosophila melanogaster, linea celular embrionaria humana, célula primaria y célula sanguinea humana.

El procedimiento comprende ademéas mezclar un tinte de ADN incapaz de penetrar en las células. El tinte de ADN
incapaz de penetrar en las células puede ser yoduro de propidio, y homodimero de acridina. El acido nucleico se
selecciona de entre una proteina fluorescente y un ARN de interferencia pequefio. La molécula que reacciona con
tiol es una maleimida, tal como DACM.

En otra realizacion de la invencion, la célula incluye una pluralidad de células. Ademas, la informacién acerca de la
pluralidad de células se identifica usando una combinacion de una proteina fluorescente o acido nucleico etiquetado
de forma fluorescente y una molécula que reacciona con tiol.

La luz de excitacion proviene de una fuente seleccionada de entre una fuente de luz térmica, tal como una lampara
halégena, o una lampara de gas tal como una lampara de xendn, un diodo emisor de luz, un laser o un diodo laser o
cualquier otra fuente de luz descrita en las secciones anteriores.

En varias realizaciones de la presente invencion, la luz de excitacion es una luz verde y la luz de emision es una luz
roja para determinar una célula no viable, cuando se usa yoduro de propidio como tinte de ADN incapaz de penetrar
en las células; y la luz de excitacién es una luz azul y la luz de emision es una luz verde para determinar una célula
no viable, cuando se usa homodimero de acridina como un tinte de ADN incapaz de penetrar en las células.

En varias realizaciones de la presente invencion, la célula que expresa BFP emite una luz azul cuando se excita con
una UV o luz ultravioleta; la célula que expresa CFP emite una luz cian cuando se excita con una luz violeta o azul;
la célula que expresa GFP emite una luz verde cuando se excita con una luz azul; la célula que expresa YFP emite
una luz amarilla cuando se excita con una luz azul o verde; la célula que expresa dsRed o variantes de éste emite
una luz roja cuando se excita con una luz verde; la célula que aloja siRNA emite una luz azul cuando se excita con
una UV o luz ultravioleta; la célula que aloja siRNA emite una luz cian cuando se excita con una luz violeta o azul; la
célula que aloja siRNA emite una luz verde cuando se excita con una luz azul; la célula que aloja siRNA emite una
luz amarilla cuando se excita con una luz azul o verde; y la célula que aloja siRNA emite una luz roja cuando se
excita con una luz verde.

La deteccion comprende recibir la luz de emision en al menos un detector y el procesamiento comprende analizar la
luz de emision para determinar la eficacia de transfeccion, la viabilidad celular y el nivel de citotoxicidad.
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El procedimiento anterior se implementa usando un aparato, que se usa para determinar informacion acerca de una
célula. El aparato incluye una unidad de transfeccion para transfectar la célula con una proteina fluorescente o acido
nucleico etiquetado de forma fluorescente; una unidad de mezcla para afiadir una molécula que reacciona con tiol a
la célula transfectada para obtener una solucion celular; una unidad de excitacién para exponer la solucién celular a
una luz de excitacién; una unidad de deteccion para detectar una luz de emisidn proveniente de la solucién celular; y
un procesador para procesar la luz de emisién para obtener la informacion acerca de la célula.

El aparato y procedimiento de la presente invencidon se usé para analizar particulas en una muestra. La invencion
proporciona un dispositivo sencillo, rapido y flexible para analizar células a bajo aumento, en lo sucesivo caracterizar
células, detectar células, contar células asi como determinar la viabilidad, motilidad, actividad metabdlica,
cuantificacion de metabolitos, division celular, proliferacién, salud, nivel de estrés, apoptosis, necrosis, otro estado, o
morfologia de células. Varios ejemplos de dichos analisis se presentan a continuaciéon para una mejor comprension
de la presente invencion:

Ejemplo 1
Enfoque de luz de iluminacién usando un aparato tradicional (consultese la figura 1)

La figura 1A muestra una fuente de luz imaginaria, que muestra una estructura sustancial en sus elementos
emisores de luz (101), que comprende 4 regiones cuadradas que emiten luz de forma uniforme, separados y
rodeados por elementos pasivos (102), que emiten luz no detectable. La fuente de luz mide 1 x 1 mm, y la emisién
angular es de +40 a -40 grados.

La figura 1B muestra una disposicion, que simula el uso de una fuente de luz (103, idéntica al articulo 101) para la
iluminacion de un material de muestra. La figura muestra una Lente esférica biconvexa (104), que tiene una longitud
focal f = 8,5 mm y un didmetro D = 12 mm (una de este tipo esta disponible de Melles Griot LAG000). Ademas, el
sistema comprende un elemento de filtro (105) normalmente usado en analisis de fluorescencia para la eliminacién
de luz a longitudes de onda donde se espera emision. Finalmente el sistema comprende una lente convexa plana
(106), que tiene una longitud focal f = 12 mm y un diametro D = 12 mm (una de este tipo esta disponible en Edmund
Optics, n° de pieza 45084) y finalmente el material de muestra (107) que se va a iluminar.

La figura 1B muestra un namero de rayos seleccionados aleatoriamente e ilustra la trayectoria de estos rayos por
todo el sistema.

La figura 1C muestra una imagen simulada de la fuente de luz, tal como apareceria en el material de muestra. La
figura 1C muestra una fuerte similitud con la fuente de luz ilustrada en la figura 1A, donde la estructura de emitancia
se identifica facilmente. Si se desea la supresion o eliminacion de la estructura, se vuelve necesario usar un medio
de difusion, por ejemplo usando un difusor. Esto afectaria al tamafio de la imagen y causaria "borrosidad" dando
como resultado ensanchamiento de la iluminacion y, de este modo, pérdida de luz efectiva y/o homogeneidad
reducida de la luz de iluminacion.

Ejemplo 2
Enfoque de luz de iluminacién mediante agrupaciéon ordenada de microlentes (consultese la figura 2)

La figura 2A muestra una disposicion, que simula la iluminaciéon de un material de muestra, similar al sistema en el
ejemplo 1, con la adicién de una agrupacion ordenada de microlentes (206). El sistema contiene una fuente de luz
(201) idéntica a aquella en la figura 1A, lente esférica biconvexa (202), un elemento de filtro (203), una lente convexa
plana (204) y finalmente el material de muestra a iluminar (205).

La agrupacion ordenada de microlentes (206) es de 12 mm de diametro, y el cuadrado circunscrito (12 por 12 mm)
se divide en elementos de lente biconvexa simétrica adyacentes rectangulares de 60 x 44 con un grosor de 1,191
mm y radios de lente de 0,4 mm y -0,4 mm respectivamente, cada elemento de lente individual esta generando una
pequefia imagen de la fuente de luz y cuando todas las imagenes individuales se superponen en la muestra, una
forma rectangular con iluminacién homogénea esta presente.

El sistema se sometié a una simulacién idéntica a aquella en el ejemplo 1 y el resultado se ilustra en la figura 2B,
gue muestra la iluminacion del material de muestra. La figura 2B muestra que la estructura de la fuente de luz se
elimina sustancialmente, sustancialmente sin pérdida de eficacia de iluminacién debido al ensanchamiento de la
iluminacion. Estas propiedades se prefieren altamente cuando se realizan analisis fotoluminiscentes, tales como
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analisis de fluorescencia.
Ejemplo 3
Comparacion de la iluminacion (consultese la figura 3)

La figura 3 muestra un grafico, que ilustra la diferencia de iluminacion sencilla e iluminacién de acuerdo con la
presente invencién, cuando se usa una fuente de luz que tiene una estructura de iluminacion sustancial. La
comparacion se basa en los resultados de los ejemplos 1y 2, tal como se ha descrito anteriormente.

El grafico en la figura 3 muestra la intensidad de la iluminacién tal como se descubre en los ejemplos 1y 2 y se
indica en la figura 1C y 2B, a lo largo de una linea horizontal indicada mediante las flechas en las figuras.

La iluminacion tal como se encuentra en el ejemplo 1 se representa mediante la linea 301, mientras que la
iluminacion tal como se encuentra en el ejemplo 2 se representa mediante la linea 302. Las lineas 303 representan
los limites de la iluminacion tal como se define mediante aumento del sistema éptico.

El gréafico ilustra que la linea 302 tiene menos extension fuera de los limites 303 que la linea 301, lo que dara mayor
eficacia de iluminacion. Ademas, la variacién en la linea 302 dentro de los limites 303 es considerablemente menor
gue la variacion en la linea 301, tanto con respecto a la estructura en la emitancia de la fuente de luz, presente como
una caida significativa en la iluminacién en el centro y como un descenso significativo de la intensidad hacia los
bordes de los limites.

Ejemplo 4
Implementacion de acuerdo con la presente invencion (consultese la figura 4)

La figura 4 muestra una implementaciéon de acuerdo con la presente invencion. llustra un sistema Optico, que
comprende una fuente de luz (401), por ejemplo ML101J17-01 (Mitsubishi, Jap6n), LZ1-00xx05 o LZ1-00xx03
(LedEngin, EE. UU.), especificamente la seleccion de la fuente de luz depende de la regién y la intensidad de
longitud de onda deseadas. Ademas comprende una lente de colimacién (402), por ejemplo LAG000 (Melles Griot,
EE. UU.), una agrupacion ordenada de microlentes (403), por ejemplo elemento de agrupacion ordenada de lentes
de doble cara, un medio de filtro espectral (404), normalmente filtros de interferencia y/o de absorcion, en analisis de
fluorescencia el filtro se denomina filtro de excitacidn, y finalmente un componente de enfoque (405), por ejemplo
una lente PCX o DCX con longitud focal efectiva de entre 2 y 20 mm, donde el efecto de cambiar la longitud focal
afecta al tamafio de la region iluminada por la fuente de luz. Finalmente, la ilustracion muestra el plano de
iluminacion (406), sobre el que se desea proyectar una luz relativamente homogénea proveniente de la fuente de
luz, por ejemplo la region de iluminacion, preferentemente con eficacia de iluminacion relativamente elevada.

La figura 4B muestra la implementaciéon de acuerdo con la presente invencion, donde se dibujan rayos de luz
simulados, demostrando el funcionamiento 6ptico del sistema.

Ejemplo 5

Adaptacion de laregion de iluminacién (consultese la figura 5)

La figura 5 muestra la iluminacion de medios de iluminaciéon de acuerdo con la presente invencién. La diferencia
entre las figuras 5A y 5B muestra el efecto de reducir la longitud focal del elemento de enfoque (405 en la figura 4),
afectando, de este modo, al tamafio efectivo de la region de iluminacion.

Ejemplo 6

Elemento de microlentes (consultese la figura 6)

La figura 6 muestra un elemento de agrupacion ordenada de microlentes de acuerdo con la presente invencion. El
elemento mostrado en la figura 6A es un articulo de plastico térmico, que comprende medios para disponer y fijar el
elemento (601), en este caso en forma de un reborde, y dos agrupaciones ordenadas de microlentes (602), de las

cuales no se muestra la agrupacién ordenada de la parte inferior.

Cada una de las agrupaciones ordenadas de microlentes consiste en un ndmero de lentes de 1,2 x 0,9 mm de 1,7
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mm de radio, separadas por aproximadamente 5 mm, que es el grosor del elemento de microlente. El patrén de las
microlentes, mostradas en la figura 6B, es una rejilla de 13 por 9, que se ha conformado de forma aproximada de
manera circular, preferentemente similar a la forma del haz de luz, para reducir el tamafio fisico, retirando 5 lentes de
cada esquina.

Ejemplo 7
Disposicién del médulo 6ptico (consultese la figura 7)

Una realizacion tipica de acuerdo con la presente invencion incluye dos o mas médulos épticos y la figura 7 muestra
la disposicion de estos médulos. Los médulos son el mddulo de iluminacién (701), muestra o compartimento para
muestras (702), modulo de deteccién (703) y un espejo 6ptico (704).

La figura 7A muestra una realizacion preferida que comprende un modulo de iluminacién, para muestras y de
deteccién, donde todos los mddulos se disponen en ejes paralelos unos con respecto a otros. El médulo de
iluminacion, que normalmente comprende una fuente de luz, componente 6ptico de enfoque y medios de separacion
de longitudes de onda (estos articulos no mostrados en la figura), ilumina luz sobre el compartimento para muestras,
donde la muestra normalmente se dispone en una orientaciéon perpendicular con respecto a los ejes principales de
luz emitida desde el médulo de modulacion. Normalmente, sefiales provenientes del compartimento para muestras
son emitidas en todas direcciones pero una fraccion de estas sefiales son recogidas por el médulo de deteccion,
que, en esta disposicion, estd en, o sustancialmente en, los mismos ejes que el modulo de iluminacion y el
compartimento para muestras.

La figura 7B muestra otra realizacion igualmente preferida de la presente invencién, donde sefiales provenientes del
compartimento para muestras son dirigidas hacia el médulo de deteccién por un espejo 6ptico. Esta realizaciéon
permite que el médulo de deteccion esté situado fuera de los ejes formados entre los médulos de iluminacién y el
compartimento para muestras, tal como se ilustra en la figura 7B, donde el médulo detector estd en una disposicion
perpendicular.

Dado que la figura 7 solamente muestra la orientacion general de los diferentes modulos, y no la posicion de
diferentes elementos, es obvio para un experto en la materia, que cuando se incluye un espejo Optico para dirigir la
luz fuera del eje 6ptico, a menudo puede ser ventajoso incluir un componente 6ptico del modulo de deteccion, tal
como una o mas lentes entre el médulo de compartimento para muestras y el espejo éptico. Normalmente el efecto
de dicha disposicién seria garantizar una naturaleza méas paralela de la luz emitida desde el compartimento para
muestras, detectada en el médulo de deteccién, que puede hacer mas homogénea la reaccion de la luz a una
propiedad dependiente de la longitud de onda, tal como filtracién, y/o para aumentar la apertura efectiva del médulo
de deteccion, colocando un componente Optico de recogida cerca de la imagen.

Realizaciones de la presente invencion incluyen dos o mas mdédulos de deteccién, por ejemplo combinando la
disposicién mostrada en la figura 7A y B. Esto se realiza normalmente incluyendo un espejo éptico con propiedades
de reflectancia dependientes de la longitud de onda, de modo que las propiedades de reflectancia/transmitancia
sean sustancialmente diferentes para diferentes longitudes de onda. Dichas realizaciones permiten la deteccidn
simultanea de dos 0 méas propiedades Opticas de la muestra en el médulo de compartimento para muestras.

Ejemplo 8

Recuento celular y viabilidad de células en suspensién; células Jurkat (JM) (una linea celular de linfocitos T)
(consultese las figuras 8, 9y 10)

Materiales y procedimientos. Se cultivaron células Jurkat (JM) a 37°C en una atmosfera de aire humidificada con
CO, al 5% en RPMI (Invitrogen, #61870) suplementado con suero fetal bovino inactivado por calor al 10%
(Invitrogen, #10108-165). La viabilidad al 98% de células Jurkat (densidad celular 1,4x10° se determiné usando el
aparato cargado en un dispositivo para muestras, que contenia los tintes fluorescentes naranja de acridina (AO) y
4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI). El dispositivo para muestras se colocé en el aparato y las células se contaron e
investigaron usando el aparato. Para mostrar que DAPI funciona para tefiir células muertas y células muertas
solamente, se usé la tincion de células con yoduro de propidio (PI) junto con DAPI. El Pl es incapaz de penetrar en la
membrana y, por lo tanto, es excluido de las células viables. Las células teflidas también se investigaron usando un
microscopio fluorescente Olympus IX50. Las imagenes se capturaron usando una camara Lumenera CCD y software
de desarrollo propio. La fluorescencia de DAPI se detecté usando un cubo de filtros U-MNUA2 (paso de banda UV,
330-385 nm) (Olympus) y la fluorescencia de PI se detectdé usando un cubo de filtros U-MWG2 (paso largo verde)
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(Olympus).

Resultados. Tanto AO como DAPI tifien las células Jurkat inmediatamente, tifiendo toda la poblacién y las células no
viables, respectivamente, con lo que la viabilidad de la poblacién celular puede determinarse. Tincién doble usando
DAPI y PI mostré que estos tenian las mismas células, confirmando de este modo que DAPI puede usarse como
tinte para células no viables. Sin embargo, se observé que durante la incubacion (mas de 15 minutos) DAPI también
tefiia una parte de la poblacion negativa para Pl. Ademas, observando las células en contraste de fases y en un filtro
de UV en el microscopio fluorescente, que detecta las células tefiidas con DAPI, quedd claro que las células que
aparecian muertas en contraste de fases también se descubrié que era positivas para DAPI y, por lo tanto, muertas.

Ejemplo 9

Recuento celular y viabilidad de células adherentes; células HEK293 (una linea celular de rifion embrionario
humano) (consultese la figura 8A)

Materiales y procedimientos. Se cultivaron células HEK293 a 37°C en una atmésfera de aire humidificada con CO2
al 5% en DMEM (Invitrogen, #31966) suplementado con suero fetal bovino inactivado por calor al 10% (Invitrogen,
#10108-165). Al 50% de confluencia las células se recogieron con 0,5 ml de tripsina (Invitrogen, #25300) y se
neutralizaron con 5 ml de medio (DMEM + FCS al 10%). Las células se cargaron en un dispositivo para muestras,
gue contenia los tintes fluorescentes naranja de acridina (AO) y 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI), y el cartucho se
coloco en el aparato. Las células se contaron e investigaron usando el aparato y software de desarrollo propio.

Resultados. Como para las células Jurkat, las células HEK293 se tifieron inmediatamente con AO y DAPI, tifiendo
toda la poblacion y las células no viables, respectivamente, determinando de este modo la viabilidad de la poblacion
celular.

Ejemplo 10

Recuento celular y viabilidad de lineas celulares de insecto; lineas celulares S2 y Sf9 (conslltese la figura
8A)

Células de la linea Schneider-2 (S2) de Drosophila melanogaster se derivaron originalmente de embriones de
Drosophila en fase embrionaria tardia, y la linea celular Sf9 se derivd originalmente de tejido ovarico pupal de la
oruga militar otofial Spodoptera frugiperda.

Materiales y procedimientos. Se cultivaron células S2 y Sf9 a 28°C sin agitacién en medio para Drosophila de
Schneider (Invitrogen, #21720) y medio para insecto de Grace (Invitrogen, # 11605), respectivamente,
suplementados con suero fetal bovino inactivado por calor al 10% (Invitrogen, #10108-165). Las células se cargaron
en un dispositivo para muestras, que se colocd en el aparato. Las células se contaron e investigaron usando el
aparato.

Resultados. Como era el caso para la suspension y las lineas celulares adherentes, las lineas celulares de insecto
también se tifieron inmediatamente con AO and DAPI en el cartucho Vial-Cassette, mostrando que el cartucho Vial-
Cassette también puede usarse para medir la viabilidad en células de insecto.

Ejemplo 11

Recuento celular y viabilidad de células primarias; esplenocitos murinos, células de médula ésea murina y
células sanguineas humanas (consultese la figura 11)

Materiales y procedimientos: El bazo de un ratén C57BL/6 se coloc6 en PBS enfriado con hielo y se triturd
suavemente usando el extremo de una jeringa estéril. La suspension se centrifugd a 300 g durante 10 minutos; el
sedimento se resuspendié en 1 ml de NH4Cl al 0,83% para lisar eritrocitos y se incubé durante 3 minutos en hielo. A
las células se les afiadieron a continuacion 14 ml de PBS y se centrifugaron a 300 g durante 10 minutos. Los
esplenocitos se resuspendieron en RPMI (Invitrogen, #61870) suplementado con suero fetal bovino inactivado por
calor al 10% (Invitrogen, #10108-165), 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina (Invitrogen, #15140-
122). Las aglutinaciones celulares se dejaron sedimentar y se retiraron pipeteando, y la suspension de células
individuales resultante se usé para anlisis.

Las células de médula ésea se recogieron de forma aséptica en la campana de flujo laminar. Tibia y fémur
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bilaterales se extirparon asépticamente, se liberaron del tejido blando circundante, y se colocaron en una placa de
Petri con 10 ml de etanol al 70%. Después de 2 minutos, se transfirieron a PBS enfriado con hielo. La cavidad de la
médula 6sea se lavé a continuacion con 5 ml de PBS frio usando una jeringa de 5 ml con una aguja de calibre 27
unida, y las células se recogieron de cada hueso. Las células se centrifugaron a 300 g durante 10 min, el
sobrenadante se desecho, y las células se lavaron dos veces. Después del segundo lavado, el sedimento celular se
resuspendié en RPMI 1640 (Invitrogen, #61870) suplementado con suero fetal bovino inactivado por calor al 10%
(Invitrogen, #10108-165), 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina (Invitrogen, #15140-122).

Una pequefia muestra de sangre venosa humana se extrajo de la yema de un dedo mediante el uso de una aguja.
La muestra de sangre se diluyd 5 veces en PBS antes del analisis.

Una muestra de cada una de las células primarias (esplenocitos murinos, células de médula ésea murina y células
sanguineas humanas) se carg6 en el dispositivo para muestras y se analizé en el aparato.

Resultados. Como era el caso para la suspension, lineas celulares adherentes y de insecto, las células primarias
(esplenocitos murinos, células de médula 6sea murina y células sanguineas humanas) también se tifieron
inmediatamente con AO y DAPI en el cartucho Vial-Cassette, tifiendo toda la poblacién y la poblacion muerta de
células, respectivamente. Esto muestra que el cartucho Vial-Cassette también puede usarse para medir la viabilidad
en células primarias.

Ejemplo 12

Eficacia de transfeccion y recuento celular de células que expresan RFP usando DACM. (Consultese la figura
12)

HEK293 es una linea celular de rifion embrionario humano que, en este ejemplo, ha sido transfectada con una RFP
(mRFP1 derivada de dsRed) fusionada al promotor de CMV; EC41. Usando DACM para tefiir todas las células
viables y RFP para detectar células transfectadas, la relacién de células viables transfectadas respecto a todas las
células (la eficacia de transfeccion) puede determinarse facilmente.

Materiales y procedimientos. Células HEK293 se cultivaron a 37°C en una atmoésfera de aire humidificada con CO.
al 5% en RPMI (Invitrogen, #61870) suplementado con suero fetal bovino inactivado por calor al 10% (Invitrogen,
#10108-165). A 190 ul de una mezcla de células HEK293 EC41 transfectadas y sin transfectar se les afiadieron 10 pl
de DACM (N-(7-dimetilamino-4-metil-3-coumarinil)-maleimida, WAKO Pure Chemical Industries, n.° CAS 55145-14-
7) disuelto en DMSO (200 ug de DACM por ml de DMSO) y se mezclaron pipeteando. Las células se cargaron en un
cartucho NucleoCassette (que no contenia yoduro de propidio u otros tintes). El cartucho NucleoCassette se colocé
en el aparato y las células se contaron e investigaron usando el aparato.

Resultados. Se determind que la concentracion de todas las células viables (basandose en las células tefiidas por
DACM, figura 5) era 2,4x10° células por ml. Se determiné que la concentracion de células que expresan RFP era
1,7><1O6 células por ml y se descubrié, por lo tanto, que la eficacia de transfeccion era del 71,5%.

Conclusién. Sondas que reaccionan con tiol tales como DACM pueden usarse en ensayos para determinar la
eficacia de transfeccion cuando la transfecciéon implica proteinas fluorescentes.

Ejemplo 13

Eficacia de transfeccion, recuento celular y viabilidad de células que expresan GFP usando DACM y PI
(consultese la figura 13 y la figura 14)

MCF-7 es una linea celular de cancer de mama que, en este ejemplo, ha sido transfectada con una GFP fusionada
al promotor de CMV. Usando yoduro de propidio (PI) para tefiir células no viables, DACM para tefiir todas las células
viables y GFP para detectar células transfectadas, la eficacia de transfeccion, la viabilidad celular y el recuento
celular pueden determinarse facilmente.

Materiales y procedimientos. Células MCF-7 que expresan de forma estable GFP (MCF-7 EC3) se cultivaron a 37°C
en una atmosfera de aire humidificada con CO» al 5% en RPMI (Invitrogen, #61870) suplementado con suero fetal
bovino inactivado por calor al 10% (Invitrogen, #10108-165). A 190 ul de células MCF-7 EC3 se les afiadieron 10 pl
de DACM (N-(7-dimetilamino-4-metil-3-coumarinil)-maleimida, WAKO Pure Chemical Industries, n.° CAS 55145-14-
7) disuelto en DMSO (200 ug de DACM por ml de DMSO) y se mezclaron pipeteando. Las células se cargaron en un
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NucleoCassette que contenia el tinte de ADN yoduro de propidio (PI). El Pl es incapaz de penetrar en la membrana y
esta excluido, por lo tanto, de células viables. El NucleoCassette se coloco en el aparato y las células se contaron e
investigaron usando el aparato. Las células también se investigaron usando un microscopio fluorescente Olympus
IX50, y las imagenes se capturaron usando una camara Lumenera CCD y software de desarrollo propio. Las
fluorescencias de Pl, DACM y GFP se detectaron usando, respectivamente, cubos de filtros U-MWG2 (paso largo
verde: 510-550 nm), U-MNUAZ2 (paso de banda UV, 330-385 nm) y (paso largo azul) (Olympus).

Resultados. Una fraccién baja de las células se tifieron mediante Pl (figura 6A) y el aparato determind que la
concentracion de células no viables era de 1,2x10° células por ml. Se determiné que la concentracion de células
viables (las células tefiidas mediante DACM, figura 6B) era 2,7x10° células por ml. Basandose en esto, se descubrio
que la viabilidad de las células en la muestra era del 95,6%. Se determind que la concentracion de células que
expresan GFP era de 2,6x10° células por mly se descubrid, por lo tanto, que la eficacia de transfeccion era del 96%.

Una mezcla de células MCF-7 transfectadas y sin transfectar también se investigdé usando un microscopio
fluorescente (figura 7). La figura consiste en una superposicién de imagenes de las mismas células capturadas
usando diferentes cubos de filtros para la detecciéon de DACM (paso de banda UV), GFP (paso de banda azul) and
PI (paso largo verde). Tal como puede verse a partir de la figura, DACM tifie células viables incluyendo las células
gue expresan GFP, mientras que las células muertas son tefiidas solamente por PI.

Conclusién. Pueden usarse sondas que reaccionan con tiol tales como DACM en un ensayo para determinar la
eficacia de transfeccion y combinarse con un tinte incapaz de penetrar tal como PI, también puede obtenerse
informacién acerca de la viabilidad de las células investigadas.

Ejemplo 14

Cuantificacion del contenido de ADN usando DAPI o yoduro de propidio (PI) en células de mamifero
(consultese la figura 15 y la figura 16)

La intensidad de fluorescencia integrada sobre una célula tefiida con DAPI esta en relaciéon estequiométrica con el
contenido de ADN. DAPI se une preferentemente a ADN bicatenario y el rendimiento cuantico de complejos de
DAPI/ARN es solamente el 20% de aquel del complejo de DAPI/ADN. Por lo tanto, usando DAPI, no hay necesidad
de retirar ARN mediante tratamiento con ARNasa antes de las mediciones del contenido de ADN. Este es un
prerrequisito para otros colorantes usados comunmente para mediciones del contenido de ADN celular, tales como
yoduro de propidio. EI DAPI interactia con ADN bicatenario mediante asociacién con agrupaciones de AT en el
surco menor. Cuando esta unido a ADN bicatenario, su maximo de absorcion estd en 358 nm y su maximo de
emisioén esta en 461 nm. La unién de DAPI a ADN produce una potenciacion de fluorescencia de 20 veces.

En el ejemplo, el contenido de ADN de una linea celular adherente, MCF-7, una linea celular en suspensién, JM (una
linea celular derivada de Jurkat), se midié usando DAPI o yoduro de propidio como tinte de ADN.

Materiales y procedimientos. Se cultivaron células MCF-7 en RPMI + FCS al 10% al 80-90% de confluencia y las
células se lavaron una vez en PBS, se tripsinizaron y se recogieron por centrifugado antes de la fijacién con etanol.
Se cultivaron células JM en RPMI + FCS al 10% a una densidad de 5,0x10° células/ml. Las células se recogieron por
centrifugado y se lavaron una vez en PBS antes de la fijacion con etanol. Las células MCF-7 y JM se resuspendieron
minuciosamente en 0,5 ml de PBS y las suspensiones celulares se afiadieron, cada una, a 4,5 ml de fijador etanol al
70% enfriado con hielo. Las células se mantuvieron en fijador durante al menos dos horas antes de tefiir con DAPI o
PI.

Para tincién con PI. Las células se recogieron por centrifugado durante 5 min a 200 x g y se lavaron una vez con
PBS. Después de otro centrifugado, las células se resuspendieron en solucién de tincion de yoduro de propidio (a
100 ml de Triton X-100 al 0,1% (v/v) en PBS se le afiaden 20 mg de ARNasa A libre de ADNasa y 2 mg de yoduro
de propidio) y se incubaron durante 30 minutos a 37°C antes del analisis mediante citometria de flujo y el aparato
reivindicado.

Para tincién con DAPI. Las células se recogieron por centrifugado durante 5 min a 200 x g y se lavaron una vez con
PBS. Después de otro centrifugado, las células se resuspendieron en solucién de tincién de DAPI (A 100 ml de
Triton X-100 al 0,1% (v/v) en PBS afiadir 0,1 mg de 4',6-diamidino-2-fenilindol; DAPI) y se analizaron directamente
mediante el aparato reivindicado.

Resultados. Células MCF-7 tratadas con ARNasa A y tefiidas con PI se analizaron mediante el aparato reivindicado
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y citometria de flujo estandar. Tal como se muestra en la figura 15, el aparato reivindicado proporciona datos exactos
y precisos sobre el contenido de ADN celular que son comparables con los obtenidos mediante citometria de flujo,
cuyo procedimiento es el usado mas cominmente para la cuantificacion de ADN. A continuacion, células MCF-7 del
mismo cultivo se tifieron directamente con DAPI (sin tratamiento con ARNasa A) y se analizaron usando el aparato
reivindicado. Tal como se muestra en la figura 16, el histograma del contenido de ADN obtenido de,
respectivamente, células tefiidas con Pl y DAPI son casi idénticos. Por lo tanto, el aparato reivindicado permite la
cuantificacion de ADN celular usando tincion tanto con Pl como con DAPI.

Ejemplo 15
Efectos de farmacos sobre el contenido de ADN en células de mamifero (consultese la figura 17)

El contenido de ADN de células JM tratadas con diferentes farmacos se midié usando yoduro de propidio como tinte
de ADN.

Materiales y procedimientos. Se cultivaron células JM en RPMI + FCS al 10% a una densidad de 4,7x10° células/ml
y se privaron de suero o se trataron con los siguientes farmacos durante 20 horas:

. Nocodazol (parada de G,-M): 0,5 uM
. L-mimosina (G1): 0,5 mM

. Hidroxiurea, HU (S): 2 mM

. Camptotecina, CPT (S): 5 uM

. Etopésido (S): 20 uM

. Control no tratado

OO0 WNE

Las células se recogieron por centrifugado y se lavaron una vez en PBS antes de la fijacién con etanol. Las células
se resuspendieron minuciosamente en 0,5 ml de PBS y las suspensiones celulares se afadieron, cada una, a 4,5 ml
de fijador etanol al 70% enfriado con hielo. Las células se mantuvieron en fijador durante al menos dos horas antes
de tefiir con PI.

Para tincidn con PI. Las células se recogieron por centrifugado durante 5 min a 200 x g y se lavaron una vez con
PBS. Después de otro centrifugado, las células se resuspendieron en solucién de tincion de yoduro de propidio (A
100 ml de Triton X-100 al 0,1% (v/v) en PBS se la afiaden 20 mg de ARNasa A libre de ADN-asa y 2 mg de yoduro
de propidio) y se incubaron durante 30 minutos a 37°C antes del analisis mediante citometria de flujo y el aparato
reivindicado.

Resultados. Células JM tratadas con farmacos que afectan a diferentes fases del ciclo celular se analizaron
mediante el aparato reivindicado y citometria de flujo estandar. Tal como se muestra en la figura 17, el aparato
reivindicado proporciona datos exactos y precisos sobre el contenido de ADN celular que son comparables con los
obtenidos de citometria de flujo. Por lo tanto, el aparato reivindicado permite la cuantificacion de ADN celular y
puede usarse para evaluar los efectos de diferentes farmacos sobre el ciclo celular.

Ejemplo 16

Cuantificacion del contenido de ADN usando yoduro de propidio en células de levadura (consultese la figura
18)

El contenido de ADN de células de levadura (Schizosaccharomyces pombe) se midié usando yoduro de propidio
como tinte de ADN. Se usaron las siguientes dos cepas:

1. Eg544 (CM-SP4), h” Amat2,3
2. Eg816 (CM-SP7), h™ cdc25-22 leu1-32
3. Eg892 (CM-SP27), h * cdc10-V50 urad-D18

Se cultivaron células Cdc (Eg816 y Eg892) a una densidad de 5x10° células/ml en medio EMM a 25°C y a
continuacion se incubaron a 36°C (temperatura restrictiva de mutantes de cdc) durante 4 horas antes de la recogida
y la fijacion en etanol al 70%. Se incubaron células Cdcl0 a temperatura restrictiva tanto en presencia como en
ausencia de nitrégeno (EMM-N).

Se cultivaron células de tipo silvestre (Eg544) a una densidad de 5x10° células/ml en medio EMM a 30°C, a
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continuacién se cambiaron a EMM y EMM-N (privacion de nitrégeno) y se incubaron a 30°C durante 3 horas antes
de la recogida y la fijacion en etanol al 70%.

El punto de detencién esperado de diversos mutantes de cdc a temperatura restrictiva y de células privadas de
nitrégeno:

1. Cdc10-V50 = detencién en Gi: células cdc10-V50 cultivadas a la temperatura restrictiva se detendran en G; con
un contenido de ADN 1C. El alelo cdc10-V50 es permeable y una minoria de las células en la poblaciéon aun se
estara dividiendo. Para conseguir una completa detencion en G; las células cdc10-V50 tienen que ser privadas de
nitrégeno.

2. Cdc25-22 = detencion en G, = células Cdc25-22 cultivadas a la temperatura restrictiva se detendran en G, con un
contenido de ADN 2C.

3. Células privadas de nitrégeno = detencién en G

4. Células de tipo silvestre que crecen de forma vegetativa (Eg544) pasan la mayor parte del tiempo en loa fase G»
del ciclo celular y, por lo tanto, la mayoria de las células en la poblacién tendra un contenido de ADN 2C. Tras la
privacion de nitrégeno, las células de tipo silvestre se detendran en Gi con un contenido de ADN 1C. Una G;
completa requiere numerosas horas de privacién. En este experimento, las células son privadas solamente durante 3
horas y, por lo tanto, solamente unas pocas células se detendran en G; con un contenido de ADN 1C.

Analisis del contenido de ADN. Aproximadamente 3 x 10° células fijadas con etanol se trataron con ARNasa (0,1
mg/ml de ARNasa A en citrato sédico 50 mM, pH 7,0 durante una noche a 37°C), se tifieron con yoduro de propidio
(4 pug/ml de PI en citrato sédico 50 mM, pH 7,0), se sonicaron durante 10 segundos y se analizaron mediante
citometria de flujo (10.000 células se contaron usando un FACSCalibur de Becton-Dickinson) y el aparato
reivindicado.

Resultados. Células de levadura detenidas en diferentes fases del ciclo celular se analizaron mediante el aparato
reivindicado y citometria de flujo estandar. Tal como se muestra en la figura 18 el aparato reivindicado proporciona
datos exactos y precisos sobre el contenido de ADN celular que son comparables con los obtenidos mediante la
citometria de flujo. Por lo tanto, el aparato reivindicado permite la cuantificacion del contenido de ADN en células de
levadura y puede usarse para estudiar por ejemplo la regulacién del ciclo celular.

Ejemplo 17
Ensayos de apoptosis anexina V (consultese la figura 19 y la figura 20)

Un ensayo para la deteccion de la apoptosis temprana se basa en el hecho de que la fosfatidilserina (PS) en células
sanas, no apoptoticas, esta localizada predominantemente en el estrato interno de la membrana plasmatica que mira
al citosol. Al principio del proceso apoptético mientras la membrana celular todavia esta intacta, la PS se transloca a
la capa externa de la membrana. Las anexinas son un grupo de proteinas celulares que se unen a los fosfolipidos de
una manera dependiente del calcio, y un miembro de este grupo; La anexina V ha demostrado ser una herramienta
atil en la deteccion de células apoptéticas, ya que se une a los fosfolipidos cargados negativamente como PS y
muestra una uniéon minima a fosfatidilcolina y esfingomielina.

Al conjugar una etiqueta fluorescente con anexina V, es posible identificar y cuantificar las células apoptdticas. La
anexina V también se unird a PS en células apoptéticas tardias y necréticas pero, dado que se ha perdido la
integridad de la membrana en estas células, éstas pueden distinguirse de las células apoptéticas tempranas por el
uso de un colorante incapaz de penetrar tal como Pl o DAPI.

En este caso, el aparato reivindicado se usa en el ensayo de anexina V etiquetada de forma fluorescente para tefiir
células apoptoéticas y necréticas y Pl para distinguir entre las células apoptéticas/necroéticas tempranas y tardias.

Materiales y procedimientos. Células Jurkat (JM) se cultivaron a 37°C en una atmoésfera de aire humidificada con
CO; al 5% en RPMI (Invitrogen, N.° de Cat. 61870) suplementado con suero fetal bovino inactivado por calor al 10%
(Invitrogen, N.° de Cat. 10108-165). Se afiadieron 3 uM de camptotecina (Sigma, N.° de Cat. C-9911) a las células
con el fin de inducir la apoptosis. Después de tres horas de incubacién (37°C, CO; al 5%) las células se recogieron
en solucién salina tamponada con fosfato fria (PBS) y se tifieron con anexina V etiquetada con AlexaFluor 488 del kit
de ensayo de apoptosis Vybrant® #2 (Molecular probes, V13241) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Las
células teflidas se cargaron en un cartucho que contenia yoduro de propidio. El cartucho se colocé en el aparato
reivindicado y las células se contaron e investigaron usando el aparato reivindicado y software de desarrollo propio.
Las células también se investigaron usando un microscopio fluorescente Olympus IX50. Las imagenes se capturaron

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2661 768 T3

usando una camara Lumenera CCD vy software de desarrollo propio. La fluorescencia de AF488 se detectd usando
un cubo de filtros U-MWIBAS3 (paso de banda azul) (Olympus) y la fluorescencia de Pl se detectd usando un cubo de
filtros U-MWG2 (paso largo verde) (Olympus).

Resultados. Usando el software asociado con el aparato reivindicado, se determind que la concentracion de células
apoptéticas (células de unidn a conjugado de anexina V) era 2,6x10° mientras que se descubrié que la
concentracion de células no viables era 4,5x10* (véase la figura 19). Investigando las células con microscopio de
fluorescencia se descubrieron tres tipos de células: células visibles solamente en contraste de fases (células
viables), células positivas tanto para Pl como para anexina V etiquetada de forma fluorescente (células necréticas o
apoptoticas tardias) y finalmente células que excluyen Pl pero positivas para tincion con anexina V etiquetada de
forma fluorescente (células apoptoticas tempranas) (véase la figura 20).

Procedimientos alternativos. Un procedimiento alternativo para determinar la relacién de células apoptéticas
respecto al numero total de células es combinar el procedimiento descrito anteriormente del ejemplo 17 con un tinte
para todas las células tal como naranja de acridina (AO) o un tinte que tifia solamente células viables tal como
DACM. Por ejemplo, todas las células se tifien con AO u otro compuesto que tifie todas las células, combinado con
anexina V etiquetada de forma fluorescente para tefiir las células apoptoticas y un tinte incapaz de penetrar, que tifie
células no viables o todas las células viables se tifien con DACM u otra sonda que reacciona con tiol, combinada con
anexina V etiquetada de forma fluorescente para tefiir las células apoptéticas y un tinte incapaz de penetrar, que tifie
células no viables.

Ejemplo 18
Deteccion de apoptosis temprana monitorizando cambios en el potencial de la membrana mitocondrial

Un acontecimiento muy temprano en la apoptosis es el colapso del gradiente electroquimico a través de la
membrana mitocondrial seguido por el desacoplamiento de la cadena respiratoria. Con el fin de distinguir las células
sanas y las apoptéticas, un ensayo simple basado en este fenédmeno es tefiir las células usando tintes catidnicos
tales como yoduro de 5,5',6,6'-tetracloro-1,1',3,3"-tetraetilbencimidazolcarbocianina (JC-1) o perclorato de éster
metilico de tetrametilrodamina u otros compuestos que fluorescen de manera diferente en las dos poblaciones. Uno
de los ejemplos es JC-1 en células sanas, no apoptéticas que se encuentran en la matriz mitocondrial donde forma
agregados rojos fluorescentes. Sin embargo, en el caso de una caida en el potencial de la membrana mitocondrial
(por ejemplo en relacidon con la apoptosis) el colorante vuelve a su forma monomérica que se asocia con un gran
cambio de emision a verde.

Para el andlisis de cambios en el potencial de la membrana mitocondrial y, por lo tanto, apoptosis, las células se
incuban con el tinte catiénico seleccionado (por ejemplo JC-1) y se analizan a las longitudes de onda relevantes
usando el aparato reivindicado. Si, por ejemplo, se estd usando JC-1, el cambio de rojo a verde se cuantifica con el
fin de determinar la poblacion de células apoptoticas. Se puede incluir un tinte de ADN incapaz de penetrar en las
células (como DAPI) para tefiir las células necroticas.

Ejemplo 19
Ensayos basados en caspasa (consultese la figura 23)

Otro marcador temprano de apoptosis es la actividad de las caspasas. Las caspasas son una familia de proteasas
especificas de acido aspartico de cisteina. Las caspasas median la muerte celular y desempefian papeles
esenciales en la apoptosis, la necrosis y la inflamacion. Las caspasas se regulan en un nivel postraduccional y, por
lo tanto, se pueden activar rapidamente. El sitio de reconocimiento para las caspasas esta marcado por de tres a
cuatro aminoacidos seguidos de un residuo de &cido aspartico, con la escisién produciéndose después del
aspartato. Las caspasas se activan mediante la escision proteolitica de un precursor y, dado que el sitio de escision
dentro de los precursores coincide con la especificidad de las caspasas, puede producirse la activacion secuencial
de precursores por caspasas activadas.

Una manera de medir la actividad de los diferentes tipos de caspasas es usar un sustrato peptidico que contiene el
sitio de reconocimiento de la caspasa de interés unido a una sonda que cambia de propiedades fluorescentes
después de la escision en el residuo de acido aspartico.

Un mediador clave de la apoptosis es la caspasa-3 (CPP32, apopaina, YAMA) que amplifica la sefial de las
caspasas iniciadoras, como la caspasa-8. Un ejemplo de un sustrato fluorégeno para caspasa-3 es acetil Asp-Glu-
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Val-Asp (acetil-DEVD) 7-amido-4-metilcumarina, que tras la escisiéon da como resultado la liberacién del resto 7-
amino-4-metilcumarina fluorescente (AMC). La actividad de la caspasa puede cuantificarse de este modo midiendo
la fluorescencia. La actividad de otras caspasas también se puede determinar aplicando el mismo concepto.

Usando el aparato reivindicado para cuantificar la actividad de la caspasa mediante este procedimiento, las células
se permeabilizan/lisan y se incuban con el sustrato fluorégeno correspondiente a la o las caspasas de interés.
Después de la incubacion, se determina la fluorescencia de las células usando el aparato reivindicado y se usa como
una medida para la actividad de la caspasa.

Otro ensayo de apoptosis basado en caspasa es el ensayo FLICA (ensayo de fluorocromo inhibidor de caspasas).
Este ensayo detecta caspasas activas dentro de la célula usando una secuencia inhibidora especifica de caspasa
unida a una sonda fluorescente. El inhibidor no citotoxico especifico de caspasa es capaz de penetrar en las células
y pasa a través de la membrana plasmatica intacta y se une covalentemente al residuo de cisteina reactivo en la
subunidad grande del heterodimero de la caspasa activa. El inhibidor especifico de caspasa no unido se difunde
fuera de la célula y se elimina por lavado, por lo tanto, no hay interferencia de las procaspasas ni de las formas
inactivas de la enzima. La medicion de la fluorescencia proporciona una medida directa de la cantidad de caspasa
activa en toda la célula viva.

Para cuantificar la actividad de caspasa mediante el ensayo FLICA, las células a investigar se incuban con la
secuencia inhibidora especifica de caspasa seleccionada, unida a una sonda fluorescente. Las células se lavan para
eliminar el inhibidor no unido y la fluorescencia de las células se determina usando el aparato reivindicado, lo que
hace posible la medicion de la actividad de caspasa a nivel de una sola célula. Los tintes para células viables/todas
tales como DACM o AO y/o células no viables tales como DAPI/PI pueden incluirse en el ensayo.

Materiales y procedimientos. Se cultivaron células CHO en RPMI (Invitrogen, N.° de Cat. 61870) suplementado con
suero fetal bovino inactivado por calor al 10% (Invitrogen, N.° de Cat. 10108-165) a 37°C en una atmosfera de aire
humidificada con CO, al 5%. A 80% de confluencia las células se trataron con nocodazol 1 uM (Sigma, N.° de Cat.
M1404) o se dejaron sin tratar. Después de 16 horas de incubacion, las células se recogieron en solucién salina
tamponada con fosfato fria (PBS) y se tifieron con SR-VAD-FMK policaspasa FLICA (Immunochemistry
Technologies, # 91) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Después de tefiir, todas las células viables se
cotifieron usando DACM (N-(7-dimetilamino-4-metil-3-coumarinil)-maleimida, WAKO Pure Chemical Industries, n.°
CAS 55145-14-7) y las células no viables se tifieron con verde SYTOX (Invitrogen, S7020). Las células tefiidas se
cargaron en un cartucho NC-Slide. El cartucho NC-Slide se colocé en el aparato reivindicado y las células se
contaron e investigaron usando el aparato reivindicado y software de desarrollo propio. Las células también se
investigaron usando un microscopio fluorescente Olympus IX50. Las células fluorescentes rojas (positivas para
apoptosis) se detectaron usando un cubo de filtros U-MWG2 (paso largo verde) (Olympus), las células positivas para
DACM se detectaron usando el cubo de filtros U-MNUA2 (paso de banda UV) (Olympus) y las células fluorescentes
con verde SYTOX se detectaron usando un cubo de filtros U-MWIBAS3 (paso de banda azul) (Olympus).

Resultados. Usando el software asociado con el aparato reivindicado, la concentracion de células apoptoéticas -
basandose en la actividad de caspasa - se determiné tanto para las células tratadas con nocodazol como las células
no tratadas. Sustancialmente mas células tratadas con nocodazol mostraron una intensa fluorescencia roja que las
células no tratadas (véase la figura 23). Esta observacion estaba apoyada por la inspeccion visual usando el
microscopio de fluorescencia.

Ejemplo 20
TUNEL

Una caracteristica de la apoptosis en fase tardia es la fragmentacion de la cromatina nuclear que da como resultado
una multitud de extremos 3'-hidroxilo de los extremos del ADN. Por lo tanto, un procedimiento cominmente usado
para la deteccién de apoptosis tardia es TUNEL (etiquetado de extremo libre por desoxinucleotidil transferasa
biotina-dUTP terminal). El procedimiento TUNEL implica desoxinucleotidil transferasa terminal para transferir biotina-
dUTP o dUTP marcada de forma fluorescente a las roturas de cadena del ADN escindido. Cuando se usa biotina-
dUTP, los sitios de escisién etiquetados con biotina se hacen reaccionar adicionalmente con avidina o estreptavidina
conjugada de forma fluorescente (por ejemplo, avidina FITC) para permitir la deteccion y cuantificacion de la
degradacion del ADN y por lo tanto la apoptosis. Usando dUTP marcado de forma fluorescente esto se hace
directamente. Las células no apoptéticas incorporan bajos niveles de dUTP etiquetado debido a la ausencia de
extremos 3'-hidroxilo de ADN, expuestos en estas células.
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Dado que la desoxinucleotidil transferasa terminal tiene que entrar en la célula, la membrana plasmatica debe ser
permeabilizada antes de la reaccién enzimatica. Para evitar que esto cause la pérdida del ADN fragmentado, las
células se fijan con formaldehido o glutaraldehido antes de la permeabilizacion. Esta fijacion reticula el ADN con
otros componentes celulares e impide su extraccion durante la permeabilizacion. Por lo tanto, el procedimiento para
detectar la apoptosis tardia usando el aparato reivindicado es el siguiente: las células a investigar se fijan y luego se
permeabilizan. Las células se incuban después con desoxinucleotidil transferasa terminal y se etiquetan en dUTP
con el marcador preferido (biotina, sonda fluorescente o anticuerpo). Durante la incubacion, la desoxinucleotidil
transferasa terminal cataliza la union de dUTP a los extremos 3'-hidroxilo en el ADN. Después del lavado, las células
tefiidas se investigan usando el aparato reivindicado, lo que permite la medicién de la apoptosis a nivel de una sola
célula. Los tintes para todas las células tales como DAPI, Pl o AO pueden incluirse en el ensayo (dado que las
células son permeabilizadas pueden usarse tintes incapaces de penetrar asi como capaces de penetrar).

Ejemplo 21
Proliferacién celular

La proliferacién celular es la medicién del nimero de células que se dividen en una cultura. La valoracién rapida y
precisa de la proliferacion celular es un requisito en muchas configuraciones experimentales y es muy Util para
evaluar por ejemplo los efectos citotéxicos, mutagenos y carcinégenos de compuestos quimicos en células
eucariotas y para estimar el tiempo de duplicacién celular y verificar la salud de cultivos celulares. Una manera de
estimar este parametro es midiendo las curvas de crecimiento, sin embargo, esto es tedioso y lento. Una segunda
manera de analizar la proliferacién celular es mediante el uso de la sintesis de ADN como marcador de proliferacion.
En estos ensayos, se cuantifica la incorporacién de analogos de nucleétidos en el ADN. La incorporacion del
anélogo de nucledtido en el ADN es directamente proporcional a la cantidad de division celular que se produce en el
cultivo.

En un procedimiento de andlisis, las células se incuban con bromodesoxiuridina (BrdU) durante las dltimas 2 a 24
horas de incubacidon. La BrdU se incorporaréd al ADN de las células en divisién y se detectard y cuantificara usando
un anticuerpo anti-BrdU. Con el fin de facilitar la union del anticuerpo a la BrdU incorporada, las células se
permeabilizan y el ADN se desnaturaliza mediante una solucién de fijacion/desnaturalizacion en una etapa. Después
de la incubacion del anticuerpo, el anticuerpo no unido se elimina por lavado y se afiade a la solucién un anticuerpo
secundario conjugado con fluorocromo (por ejemplo anticuerpo etiquetado con FITC) que reconoce el anticuerpo
anti-BrdU. El anticuerpo secundario no unido se elimina por lavado y la fluorescencia celular se detecta y se
cuantifica usando el aparato reivindicado. La intensidad de la sefial fluorescente es proporcional a la cantidad de
BrdU incorporada en las células. Ademas de la evaluacién de la proliferacion celular, se puede obtener informacion,
por ejemplo, sobre el nimero de células y los antigenos celulares, a partir de la misma muestra a nivel de célula
individual.

Una tercera manera de analizar la proliferacion celular implica el etiquetado de células con un colorante fluorescente
gue es retenido dentro de la célula sin afectar a la funcién celular. Para cada ronda de divisién celular, la intensidad
de la fluorescencia se reduce a la mitad.

En un procedimiento de andlisis, las células se incuban con ésteres succinimidilicos de diacetato reactivos con
amina (comdnmente denominados SE), que se difunden libremente en las células. Los colorantes fluorescentes
reaccionan con proteinas intracelulares asi como proteinas presentes en la superficie celular. Tras la reaccion, los
colorantes fluorescentes se unen covalentemente a las proteinas y, por lo tanto, son retenidos dentro de la célula. La
fluorescencia celular se detecta y se cuantifica usando el aparato reivindicado y, a medida que una célula se divide,
la intensidad de fluorescencia se reduce a la mitad. Ademas de la evaluacion de la proliferacion celular, se puede
obtener informacién sobre, por ejemplo, el nimero de células, la viabilidad y los antigenos celulares, a partir de la
misma muestra a nivel de una sola célula. Por ejemplo, se puede incluir un tinte de ADN incapaz de penetrar en las
células (como DAPI) en el ensayo para discernir el porcentaje de células que estan muertas.

Ejemplo 22

Deteccidn y cuantificacion de proteinas fluorescentes, en lo sucesivo andlisis FRET

Ahora se ha desarrollado una amplia gama de variantes de proteinas fluorescentes que presentan perfiles
espectrales de emision de fluorescencia que abarcan casi todo el espectro de luz visible. La mutagénesis de la

proteina fluorescente verde original (GFP) aislada de la medusa Aequorea victoria ha dado lugar a nuevas sondas
fluorescentes que varian en color desde el azul hasta el amarillo y son algunas de las moléculas reporteras in vivo
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mas utilizadas en la investigacion biolégica. Proteinas fluorescentes de longitud de onda mas larga, que emiten en
las regiones espectrales naranja y roja, se han desarrollado a partir de la anémona marina Discosoma striata y
corales de arrecife pertenecientes a la clase Anthozoa. El aparato reivindicado puede detectar las proteinas
fluorescentes conocidas, incluyendo BFP, CFP, GFP, GFP-uv, YFP, HcRedl, KFP1, mRFP1, mCherry y otras
variantes derivadas de dsRED.

En un procedimiento de analisis, la region de codificacion de la proteina fluorescente esta unida a un promotor (o
potenciador) de un gen de interés. La construccién de fusién se transfecta a una célula huésped y la fluorescencia
emitida por la proteina fluorescente producida se detecta y cuantifica facilmente mediante el aparato reivindicado. La
intensidad de la sefial fluorescente es proporcional al nivel de expresion de la proteina fluorescente, que de nuevo es
una medida de la actividad del gen de interés. Por lo tanto, este procedimiento puede usarse para estudiar la
actividad transcripcional de un gen de interés en diversas condiciones de crecimiento.

En un segundo procedimiento de analisis, la regién de codificacion de la proteina fluorescente esta unida a la region
de codificacién o parte de la region de codificaciéon de un gen de interés. La construccion se transfecta a una célula
huésped y la fluorescencia emitida por la proteina de fusién producida se detecta y se cuantifica mediante el aparato
reivindicado. La intensidad de la sefal fluorescente es proporcional al nivel de expresion de la proteina de fusion
fluorescente, que de nuevo es una medida del nivel de la proteina de interés. Este procedimiento puede usarse para
estudiar la dinamica de una proteina de interés, tal como la medicion de la estabilidad de la proteina y la semi-vida
de la proteina en diversas condiciones de crecimiento.

El uso de proteina fluorescente permite el estudio de las interacciones proteina-proteina dinamicas moleculares
dentro de las células vivas. Una forma de detectar interacciones moleculares implica la transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia (FRET) entre dos proteinas fluorescentes o entre una Unica proteina fluorescente y un
segundo fluoréforo. Por ejemplo, YFP y CFP pueden funcionar como un par donador-receptor para FRET, en el que
la excitacion de la molécula donadora (cian) conduce a la emisién de la molécula aceptora (amarilla), siempre que
las proteinas estén lo suficientemente cerca para que se produzca la transferencia de energia. Por lo tanto, puede
usarse FRET para controlar las interacciones directas proteina-proteina entre las proteinas de fusiéon EYFP y ECFP
en las células. En un procedimiento de analisis, la regién codificante de la proteina cian fluorescente (CFP) esta
unida a la region codificante o parte de la region codificante de un gen de interés. Asimismo, la region codificante de
la proteina amarilla fluorescente (YFP) estd unida a la region codificante o parte de la regiéon codificante de un
segundo gen de interés. Las dos proteinas de fusion se coexpresan en una célula huésped. La CFP se excita con
luz violeta y se detecta y cuantifica la luz amarilla emitida por YFP.

Ejemplo 23
Deteccion y cuantificacion de marcadores de ADN y ARN usando FISH

La microscopia de fluorescencia a bajo aumento es muy util para obtener informacion precisa y exacta sobre la
amplificacion génica y los niveles de expresion de los marcadores de ARN en poblaciones celulares usando la
hibridacion fluorescente in situ (FISH).

En un procedimiento de analisis, las células se permeabilizan y el ADN se desnaturaliza mediante una solucién de
fijacién/desnaturalizacion en una etapa que facilita la hibridacién de sondas de nucleétidos especificas, tales como
ADN, ARN, ANP y ANB, marcadas con un fluorocromo (por ejemplo, anticuerpo marcado con FITC ) Después de la
hibridacion, la sonda conjugada con fluorocromo no unida se elimina por lavado y la fluorescencia celular se detecta
y se cuantifica usando el aparato reivindicado. La intensidad de la sefial fluorescente es proporcional a la cantidad
del marcador de ADN o ARN presente en las células. El procedimiento puede usarse para la deteccion y
cuantificacion de amplificacion de ADN, por ejemplo HER2 y TOP, y de niveles de ARN, por ejemplo, ARNm de
TERT. Ademas de la evaluacion de los marcadores de ADN y ARN, se puede obtener informacién sobre, por
ejemplo, el nimero de células, el contenido de ADN y los antigenos de la misma muestra a nivel de una sola célula.

Ejemplo 24
Efectos de farmacos sobre el contenido de ADN en células de mamifero (consultese la figura 21)

El contenido de ADN de células CHO tratadas con nocodazol (inhibidor de la fase M) y células JM tratadas con
camptotecina (inhibidor de la fase S) se midié usando DAPI como tinte de ADN.

Materiales y procedimientos. Se cultivaron células CHO en RPMI + FCS al 10% al 80-90% de confluencia y se
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trataron con nocodazol 0,5 uM durante 24 horas. Las células se lavaron una vez en PBS, se tripsinizaron y se
recogieron mediante centrifugado antes de la fijacién con etanol. Se cultivaron células JM en RPMI + FCS al 10% a
una densidad de 5,0x10° células/mi y se trataron con camptotecina 5 uM durante 16 horas. Las células se recogieron
por centrifugado y se lavaron una vez en PBS antes de la fijacion con etanol. Las células CHO y JM se
resuspendieron minuciosamente en 0,5 ml de PBS y las suspensiones celulares se afiadieron, cada una, a 4,5 ml de
fijador etanol al 70% enfriado con hielo. Las células se mantuvieron en el fijador durante al menos dos horas antes
de tefiir con DAPI. Para tincién con DAPI las células se recogieron por centrifugado durante 5 min a 200 x g y se
lavaron una vez con PBS. Después de otro centrifugado, las células se resuspendieron en solucién de tincion de
DAPI (A 100 ml de Triton X-100 al 0,1% (v/v) en PBS se le afiaden 0,1 mg de 4',6-diamidino-2-fenilindol; DAPI) y se
analizaron directamente mediante el aparato reivindicado.

Resultados. El contenido de ADN de células CHO y JM tratadas con farmacos que afectan a diferentes fases del
ciclo celular se analizaron mediante el aparato reivindicado. Tal como se muestra en la figura 21, el aparato
reivindicado proporciona datos exactos y precisos sobre el contenido de ADN celular y puede usarse para evaluar
los efectos de diferentes farmacos sobre el ciclo celular. Ademas, el aparato reivindicado puede usarse para
identificar células con ADN fragmentado (llamadas células sub-Gi). La fragmentacion del ADN es una marca
distintiva de la muerte celular apoptotica.

Ejemplo 25
Ensayos de apoptosis con anexina V (consultese la figura 22)

En este caso, el aparato reivindicado se usa para ensayar la anexina V etiquetada de forma fluorescente para tefiir
las células apoptéticas y necréticas y verde SYTOX para distinguir entre las células apoptéticas/necroticas
tempranas y tardias. Ademas, se utiliza DACM para tefiir todas las células viables.

Materiales y procedimientos. Se cultivaron células Jurkat a 37°C en una atmoésfera de aire humidificada con CO; al
5% en RPMI (Invitrogen, N.° de Cat. 61870) suplementado con suero fetal bovino inactivado por calor al 10%
(Invitrogen, N.° de Cat. 10108-165). Las células se trataron con nocodazol 1 uM (Sigma, N.° de Cat. M1404) o se
dejaron sin tratar. Después de 16 horas de incubacion (37°C, CO, al 5%) las células se recogieron en solucién
salina tamponada con fosfato fria (PBS) y se tifieron con anexina V etiquetada con AlexaFluor 594 (Molecular
probes, A-13203) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Después de la tincion con anexina V todas las células
viables se cotifieron usando DACM (N-(7-dimetilamino-4-metil-3-coumarinil)-maleimida, WAKO Pure Chemical
Industries, n.° CAS 55145-14-7) y las células no viables se tifieron con verde SYTOX (Invitrogen, S7020). Las
células tefiidas se cargaron en un cartucho NC-Slide. El cartucho NC-Slide se colocé en el aparato reivindicado y las
células se contaron e investigaron usando el aparato reivindicado y software de desarrollo propio. Las células
también se investigaron usando un microscopio fluorescente Olympus 1X50. La fluorescencia de verde SYTOX se
detect6 usando un cubo de filtros U-MWIBA3 (paso de banda azul) (Olympus), el conjugado de anexina V AF594 se
detecté usando un cubo de filtros U-MWG2 (paso largo verde) (Olympus) y DACM se detect6 usando el cubo de
filtros U-MNUAZ2 (paso de banda UV) (Olympus).

Resultados. Usando el software asociado con el aparato reivindicado, la concentracion de células apoptoéticas
(células de unién a conjugado de anexina V) se determiné tanto para células tratadas con nocodazol como para las
células no tratadas. Las células no viables se discriminaron basandose en tincion con verde SYTOX. El analisis de
las células viables mostr6 que, aunque menos del 10% de las células de control fueron positivas para anexina V,
mas del 40% de las células tratadas con nocodazol fueron positivas para anexina V (véase la figura 22), mientras
gue la viabilidad casi no resultd afectada. Esta observacion estaba apoyada por la inspeccién visual usando el
microscopio de fluorescencia.

Ejemplo 26

Deteccion de apoptosis temprana monitorizando cambios en el potencial de la membrana mitocondrial
(consultese la figura 24)

Se sabe que la pérdida del potencial de la membrana mitocondrial precede a la apoptosis y la necrosis inducida por
hipoxia quimica. El colorante cationico lipéfilo JC-1 (yoduro de 5, 5, 6, 6-tetracloro-1, 3, 3-tetraetilbencimidazol-
carbocianina) muestra una acumulacion dependiente de potencial en la mitocondria y proporciona un procedimiento
sencillo basado en fluorescencia para distinguir entre células sanas y apoptéticas. En células sanas, la carga
negativa establecida por el potencial de la membrana mitocondrial intacta facilita la acumulacién de JC-1 en la matriz
mitocondrial. A altas concentraciones, JC-1 forma agregados y se vuelve fluorescente rojo. En las células
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apoptéticas, el potencial mitocondrial colapsa y JC-1 se localiza en el citosol en su forma fluorescente verde
monomérica. Se puede incluir un tinte de ADN incapaz de penetrar en las células (como DAPI) para tefiir las células
apoptoticas tardias y necréticas.

Materiales y procedimientos. Se cultivaron células Jurkat en RPMI + FCS al 10% a una densidad de 5,0x105
células/ml y se trataron con camptotecina 10 uM (farmaco inductor de apoptosis) durante 5 horas. Las células se
tifieron con 2,5 ng/ml de JC-1 durante 10 minutos a 37° C, se lavaron con PBS, se resuspendieron en PBS + 1 ug/ml
de DAPI y se analizaron usando el aparato reivindicado.

Resultados. Las células Jurkat tefiidas con JC-1 y DAPI se analizaron mediante el aparato reivindicado (figura 24).
Las fluorescencias roja y verde se cuantificaron para identificar células apoptoéticas (figura 24A). Para estimar el
numero de células necréticas/apoptoéticas tardias, se contaron las células positivas para DAPI (azul) (figura 24B). Tal
como se muestra en la figura 24, el aparato reivindicado puede usarse para identificar células con potencial de la
membrana mitocondrial colapsado y permite la identificacién de células apopt6ticas tempranas.

Ejemplo 27
Deteccion y cuantificacion de antigenos (consultese la figura 25)

La microscopia de fluorescencia a bajo aumento es muy Util para obtener informacién precisa y exacta sobre el nivel
de expresién de antigenos, tales como las proteinas intracelulares y de superficie celular, en poblaciones celulares.

Un ejemplo de esto se describe a continuacién. Las células se incuban con un anticuerpo primario que reconoce un
antigeno. Después de la incubacién con el anticuerpo, el anticuerpo no unido se elimina por lavado y se afiade a la
solucién un anticuerpo secundario conjugado con fluorocromo (por ejemplo, anticuerpo etiquetado con FITC o PE)
que reconoce el anticuerpo primario. El anticuerpo secundario no unido se elimina por lavado y la fluorescencia
celular se detecta y se cuantifica usando el aparato reivindicado. La intensidad de la sefial fluorescente es
proporcional a la cantidad del antigeno celular presente. El procedimiento puede usarse para la deteccion y
cuantificacion de diferentes antigenos celulares tales como moléculas HER2, EGFR, VGFR, UPR y CD, que incluyen
CD3, CD4 y CD8. Ademas de la evaluacion del antigeno, se puede obtener informacion sobre, por ejemplo, el
nimero de células, la viabilidad y el contenido de ADN de la misma muestra a nivel de una sola célula. Los
antigenos intracelulares tales como los marcadores de cancer TERT, TOP y Survivina pueden detectarse mediante
un procedimiento similar fijando y permeabilizando las células antes de la incubacién con anticuerpo. En lugar de
combinar la deteccién de marcadores intracelulares con la mediciéon de la viabilidad, puede combinarse con la
cuantificacion de, por ejemplo, el contenido de ADN vy, por lo tanto, el perfil del ciclo celular.

Materiales y procedimientos. Células T positivas para CD3+ se purificaron a partir de la fraccion que contenia
linfocitos de una capa leucocitaria separada por Lymphoprep (Axis-Shield, #1114544) mediante seleccién positiva
con microperlas anti-CD3 (Miltenyi Biotec) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Las células se tifieron a
continuacion con anticuerpo primario especifico de CD3 y, después de 30 minutos de incubacion, las células se
lavaron y se tifieron a continuacion con anticuerpo secundario etiquetado con R-ficoeritrina (PE) (Anticuerpos de BD
BioSciences). Después de 30 minutos de incubacion, las células se lavaron nuevamente y todas las células viables
se cotifieron usando DACM (N-(7-dimetilamino-4-metil-3-cumarinil)-maleimida, WAKO Pure Chemical Industries, n.°
CAS 55145-14-7). Las células tefiidas se cargaron en un cartucho NC-Slide. El cartucho NC-Slide se coloc6 en el
aparato reivindicado y las células se contaron e investigaron usando el aparato reivindicado y software de desarrollo
propio.

Resultados. Usando el aparato reivindicado para analizar células purificadas usando microperlas selectivas para
CD3, se descubrié que el 95% de las células se tifieron con el anticuerpo conjugado a PE, lo que indica que el 95%
de todas las células expresaron CD3 (figura 25). Esto es conforme a los datos que normalmente se consiguen
mediante citometria de flujo de células seleccionadas positivamente mediante purificacién con microperlas.
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REIVINDICACIONES
1. Un aparato para detectar fluorescencia proveniente de una muestra, comprendiendo dicho aparato:

un plano para muestras sobre el que se dispone la muestra;

una unidad de luz de excitacion que incluye al menos una fuente de luz para iluminar la muestra;

una unidad de deteccion que comprende al menos un detector que tiene al menos 400.000 elementos de deteccion
activos para detectar una sefial de fluorescencia proveniente de la muestra, adquiriendo de este modo una imagen
de la muestra; y

una unidad de alineamiento de imagen configurada para generar una imagen alineada a partir de una pluralidad de
imagenes, que muestran informacion espectral diferente, adquiridas a partir de una pluralidad de sefiales de
fluorescencia detectadas de la muestra, obtenidas en condiciones de emisiéon diferentes o sustancialmente
diferentes.

2. El aparato de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende un
portamuestras adaptado para sostener al menos dos tipos diferentes de dispositivos para muestras, tales como el
plano para muestras, un portaobjetos de microscopio o una camara de hemocitémetro.

3. El aparato de acuerdo con la reivindicacién 2, que comprende ademas un medio para leer una
insignia, que representa una propiedad dimensional predeterminada del portamuestras.

4. El aparato de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la fuente de luz se
selecciona de entre una fuente de luz dispersiva, un diodo emisor, un diodo laser, un laser, una fuente de luz térmica
y una fuente de luz en estado sélido.

5. El aparato de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la unidad de luz de
excitacién comprende una pluralidad de fuentes de luz preferentemente al menos cuatro fuentes de luz diferentes,
tales como al menos seis fuentes de luz diferentes, tales como al menos ocho fuentes de luz diferentes, tales como
al menos 10 fuentes de luz diferentes donde la pluralidad de fuentes de luz preferentemente emiten luz de diferentes
longitudes de onda.

6. El aparato de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la unidad de deteccion
comprende al menos un detector que tiene al menos 1.000.000 de elementos de deteccion activos, ain mas
preferentemente 2.000.000 de elementos de deteccion activos.

7. El aparato de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas una
agrupacién ordenada de elementos detectores que se disponen en una disposicion bidimensional para permitir la
adquisicion simultanea de informacién espacial a partir de la muestra.

8. El aparato de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas una
primera unidad de enfoque para enfocar la luz de excitacién sobre la muestra y/o que comprende una segunda
unidad de enfoque para enfocar la sefial de fluorescencia sobre la unidad de deteccion.

9. El aparato de acuerdo con la reivindicacion 8, donde la primera unidad de enfoque y la segunda
unidad de enfoque se seleccionan de entre una lente, y una agrupacion ordenada de lentes.

10. El aparato de acuerdo con la reivindicacién 8 o0 9, donde la primera unidad de enfoque y la segunda
unidad de enfoque proporcionan un aumento 6ptico fijo de 40X o menos, preferentemente 20X 0 menos, mas
preferentemente 10X o menos.

11. El aparato de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas un
filtro de luz de excitacién, insertado en una trayectoria de luz de excitacion dirigida desde al menos una de las
fuentes de luz, para separar la luz de excitacién en una pluralidad de bandas de longitud de onda de excitacion
antes de la iluminacién de la muestra y/o que comprende un filtro de luz de emision, insertado en una trayectoria de
luz de emisién dirigida a al menos uno de los detectores, para separar la sefial de fluorescencia en una pluralidad de
bandas de longitud de onda de emision antes de la deteccion de la sefial de fluorescencia en la unidad de deteccion.

12. El aparato de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas un
interferometro para modular la sefial de fluorescencia emitida desde la muestra.
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13. El aparato de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas un
accionador para mover el plano para muestras y/o al menos una de las unidades para modular la luz emitida desde
la muestra.

14. El aparato de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas una
unidad de control para mover el plano para muestras a una posicion predeterminada con respecto al campo de
visién de la unidad de deteccion.

15. El aparato de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la unidad de luz de
excitacion y la unidad de deteccién estan colocadas a cada lado del plano para muestras.

16. El aparato de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la unidad de luz de
excitacion y la unidad de deteccion estan colocadas en el mismo lado del plano para muestras.

17. El aparato de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas un
procesador acoplado a la unidad de deteccién para recibir datos de sefial de la sefial de fluorescencia proveniente
de la unidad de deteccién, para procesar los datos de sefial, correlacionar los datos de sefial con un parametro a
valorar y valorar el parametro.

18. El aparato de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas al
menos 4 filtros de emisidn diferentes, tales como al menos 6 filtros de emision diferentes, tales como al menos 10
filtros de emision diferentes, tales como al menos 15 filtros de emisién diferentes, tales como al menos 20 filtros de
emision diferentes.

19. El aparato de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores 3 - 18, donde la propiedad
dimensional predeterminada de dicho compartimento para muestras es el grosor del compartimento para muestras.

20. El aparato de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende un sistema
Optico que comprende una unidad de lente, que tiene una agrupacion ordenada de microlentes donde la agrupacion
ordenada de microlentes comprende una pluralidad de lentes dispuestas en una disposicién bidimensional, para
recibir la luz de excitacién y generar una luz de iluminaciéon que es dirigida hacia el plano para muestras; donde, la
unidad de lente produce una luz de iluminacién homogénea que se proyectara sobre una regién de iluminacion del
plano para muestras con una eficacia de iluminacion elevada.

21. Un procedimiento para detectar fluorescencia proveniente de una muestra, comprendiendo dicho
procedimiento:

disponer una muestra sobre un plano para muestras;

iluminar la muestra con una luz de excitacién usando una unidad de luz de excitacién que tiene al menos una fuente
de luz;

detectar una sefial de fluorescencia proveniente de la muestra usando una unidad de deteccién que comprende al
menos un detector que tiene al menos 400.000 elementos de deteccion activos, adquiriendo de este modo una
imagen de la muestra; y

generar una imagen alineada a partir de una pluralidad de imagenes, que muestran informacion espectral diferente,
de la muestra adquirida a partir de una pluralidad de sefiales de fluorescencia detectadas obtenidas en condiciones

de emisidn diferentes o sustancialmente diferentes usando una unidad de alineamiento de imagen.
22. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 21, donde la muestra contiene una particula.
23. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 22, donde la particula o el material contenido sobre

o dentro de la particula es activo fotoluminiscente, generando la sefial de fluorescencia cuando la muestra es
iluminada.

24. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 22-23, que comprende ademas
etiquetar la particula con un material activo fotoluminiscente, preferentemente material fluorescente.

25. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 22-24, donde la particula se
selecciona de entre una célula animal, tal como una célula de mamifero, célula de insecto y célula de pez, de entre
una célula de hongo, tal como una célula de levadura y una bacteria.

26. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 21-25, que comprende ademas
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leer una insignia que representa una propiedad dimensional predeterminada del portamuestras.

27. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 21-26, donde la fuente de luz se
selecciona de entre una fuente de luz dispersiva, un diodo emisor, un diodo laser, un laser, una fuente de luz térmica
y una fuente de luz en estado sélido.

28. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 21-27, donde la unidad de luz de
excitacion comprende una pluralidad de fuentes de luz.

20. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 21-28, que comprende ademas
disponer una primera unidad de enfoque para enfocar la luz de excitacion sobre la muestra y/o disponer una
segunda unidad de enfoque que enfoca la sefial de fluorescencia sobre la unidad de deteccion.

30 El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 29, donde la primera unidad de enfoque y la
segunda unidad de enfoque se seleccionan de entre una lente, y una agrupacion ordenada de lentes.

31. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 29-30, donde la primera unidad de
enfoque y la segunda unidad de enfoque proporcionan un aumento fijo de 40X o menos, preferentemente 20X o
menos, mas preferentemente 10X o menos.

32. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 21-31, que comprende ademas
insertar un filtro de luz de excitacion en una trayectoria de luz de excitacion dirigida desde al menos una de las
fuentes de luz, para separar la luz de excitacién en una pluralidad de bandas de longitud de onda de excitacion
antes de la iluminacién de la muestra y/o que comprende insertar un filtro de luz de emisién en una trayectoria de luz
de emision dirigida a al menos uno de los detectores, para separar la sefial de fluorescencia en una pluralidad de
bandas de longitud de onda de emision antes de la deteccion de la sefial de fluorescencia en la unidad de deteccion.

33. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 32, que comprende ademdas analizar una
combinacién de bandas de longitud de onda de excitacién y bandas de longitud de onda de emision seleccionando
una combinacion de filtros de luz de excitacion vy filtros de luz de emision respectivamente.

34. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 21-33, que comprende ademas
modular la sefial de fluorescencia emitida desde la muestra usando un interferémetro.

35. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 21-34, que comprende ademas
mover el plano para muestras y/o al menos una de las unidades usando un accionador para modular la luz emitida
desde la muestra.

36. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 21-35, que comprende ademas
mover el plano para muestras hasta una posicion predeterminada con respecto al campo de vision de la unidad de
deteccion usando una unidad de control.

37. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 21-36, que comprende ademas

procesar datos de sefial de la sefial de fluorescencia recibida desde la unidad de deteccion; correlacionar los datos
de sefial con un parametro a valorar; y valorar el parametro.
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- Resultado - Anilisis de anexina V

A} Descripeion | _Resultados | Imagen . .
0  Células anexina V+ 7,8 % Células Jurkat anexina V AF594 - NOC
Células no viables 5,6 %

Células anexina V+  3,25ES5 células/mL
Células no viables  2,32ES células/mL
Células viables 3,60E6 células/mL
Recuento de células totales  4,16E6 células/mL

:P)Resultado - Analisis de anexina V

#1  Descripcion | Resultados | Imagen e
0 Células anexina V+ 33,5% Células Jurkat anexina V AF594 + NOC
Células no viables 7,5%

Células anexina V+  4,40E6 células/mL
Células no viables B,37ES células/mL
Células viables 5,91E6 células/mL
Recuento de células totales 1,11E7 células/mL
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Superposicion
DACM. azul
FLICA, rojo

Verde SYTOX; verde

DACM, azul

(Células viables)

FLICA; rojo
(Células apoptoticas)

Verde SYTOX; verde
(Células no viables)

ES 2661 768 T3

células CHO - control

células CHO + nocodazol

Figura 23

60




ES 2661 768 T3

ne  polarizadas

Fluorescencia JC-1 roja

. Descripei Corcenrasin clular | Imagen
Células totales 4,04E6 célulasiml  Jurkat sin tratar
Células necréticaslapoptiiicas tardias 1, 43€%5 células/m]
Viabilidad 96.3%
2 Células totales 32066 células/m]  Jurkat tratadas con CPT
Células pecriticasiapoptiticas terdias 1, 29E5 células/ml )
Viabilidad 96,1%

o e
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| #_ Desoripcion | Resulados
2 Células positivas para PE [%] 95
Células positivas para PE [células/ml] 1,44E6
Recuento de células totales [células/ml]  1,51E6
Intensidad media de PE 8,53E4
Desviacion estandarde PE ~ 4,15E4

Numero principal de PE 7,82E4
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