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DESCRIPCION
Citometria de flujo de exploracién de espectro de absorcion
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere al campo del analisis 6ptico de particulas fluorescentes en corrientes de fluido.
Descripcion de la técnica referida

Los analizadores de particulas de tipo flujo, tales como los citdmetros de flujo, son herramientas analiticas bien
conocidas que son capaces de realizar la caracterizacion de particulas en base a los parametros épticos, tales como
la dispersion de la luz y la fluorescencia. En un citémetro de flujo, por ejemplo, las particulas, tales como moléculas,
gotas unidas por analito, o células individuales, en una suspension de fluido, son hechas pasar por una region de
deteccion en la que las particulas son expuestas a una luz de excitacion, tipicamente procedente de uno o mas
laseres, y son medidas las propiedades de dispersion de luz y de fluorescencia de las particulas. Las particulas o los
componentes de las mismas tipicamente son marcadas con colores fluorescentes para facilitar la deteccion, y una
multiplicidad de diferentes particulas o componentes pueden ser detectados de manera simultanea utilizando tintes
fluorescentes espectralmente distintos para marcar las diferentes particulas o componentes. Tipicamente, una
multiplicidad de fotodetectores, uno para cada uno de los parametros de dispersion que van a ser medidos, y uno
para cada uno de los tintes distintivos que van a ser detectados. Los datos obtenidos comprenden las sefales
medidas para cada uno de los parametros de dispersion de luz y las emisiones de fluorescencia.

Los citdbmetros comprenden ademas medios para registrar los datos medidos y analizar los datos. Por ejemplo,
tipicamente, el almacenamiento y anadlisis de los datos se realiza utilizando un ordenador conectado a los
componentes electronicos de deteccién. Los datos tipicamente son almacenados de forma tabular, en donde cada
fila corresponde a los datos de una particula, y las columnas corresponden a cada uno de los parametros medidos.
El uso de formatos de archivo estandar, tales como el formato de archivo "FCS", para almacenar datos procedentes
de un citémetro de flujo facilita el analisis de los datos utilizando programas y maquinas separados. Utilizando los
métodos de analisis actuales, los datos tipicamente son presentados en graficos de dos dimensiones (2D) para
facilitar su visualizacion, pero pueden ser utilizados otros métodos para visualizar los datos multidimensionales.

Los parametros medidos utilizando un citémetro de flujo tipicamente incluyen la luz de excitacion que es dispersada
por la particula a lo largo de una direccion hacia delante principal, referida como dispersion hacia delante (FSC), la
luz de excitacién que es dispersada por la particula en una direccién principalmente lateral, referida como dispersion
lateral (SSC), y la luz emitida desde moléculas fluorescentes en uno o mas canales (rango de frecuencias) del
espectro, referidos como FL1, FL2, etc. o por tinte fluorescente que es detectado principalmente en ese canal.
Diferentes tipos de células pueden ser identificados por los parametros de dispersion y por las emisiones de
fluorescencia que resultan de marcar las diversas proteinas de células con anticuerpos marcados con tinte.

Los citdmetros de flujo estan comercialmente disponibles de, por ejemplo, BD Biosciences (San Jose, CA). La
citometria de flujo esta descrita en gran medida en la literatura extensiva en este campo, incluyendo, por ejemplo,
Landy et al. (eds.), “Clinical Flow Cytometry, Annals of the New York Academy of Sciences” Volumen 677 (1993);
Bauer et al. (eds.), “Clinical Flow Cytometry: Principles and Applications”, Williams y Wilkins (1993); Ormerod (ed.),
“Flow Cytometry: A Practical Approach”, Oxford Univ. Press (1997); Jaroszeski et al. (eds.), “Flow Cytometry
Protocols, Methods in Molecular Biology” N°. 91, Humana Press (1997); y Shapiro, “Practical Flow Cytometry”, 42
ed., Wiley-Liss (2003); incorporadas todas en la presente memoria como referencia. Los datos obtenidos a partir de
un analisis de células (u otras particulas) por la citometria de flujo multicolor son multidimensionales, en donde cada
célula corresponde a un punto en un espacio multidimensional definido por los parametros medidos. Las poblaciones
de células o particulas estan identificadas como grupos de puntos en el espacio de datos. La identificacion de los
grupos Yy, con ello, de las poblaciones se puede realizar manualmente dibujando un recinto alrededor de una
poblacién presentada en uno o mas graficos en dos dimensiones, referidos como "graficos que dispersion" o
"graficos de puntos”, de los datos. Alternativamente, los grupos pueden ser identificados y los recintos que definen
los limites de las poblaciones, pueden ser determinados automaticamente. Un cierto numero de métodos para
realizar recintos automaticamente han sido descritos en la literatura. Véase, por ejemplo, los Nimeros de Patente de
Estados Unidos 4.845.653; 5.627.040; 5.739.000; 5.795.727; 5.962.238; 6.014.904; 6.944.338, cada uno
incorporado en la presente memoria como referencia.

En un citdmetro de flujo tipico basado en laser, las longitudes de onda de excitacién disponibles estan limitadas por
la disponibilidad de un laser adecuado. Las fuentes de excitacion de longitud de onda seleccionable de una unica
longitud de onda han sido descritas para ser utilizadas en la citometria de flujo. Por ejemplo, la Patente de Estados
Unidos N° 4.609.286 (Sage) describe un citdbmetro de flujo que utiliza un prisma de dispersion para seleccionar una
longitud de onda a partir de una fuente de luz espectralmente rica para utilizar como fuente de excitacion. La fuente
de luz es dispersada por es prisma de manera que la longitud de onda puede ser seleccionada utilizando una ranura
para permitir que solo la luz de esencialmente una sola longitud de onda la atraviese, y bloquee el resto longitudes
de onda. La longitud de onda deseada puede ser seleccionada moviendo fisicamente la ranura para hacerla
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corresponder con la longitud de onda deseada en el espectro.

Telford et al, 2009, Cytometry A 75(5):450-459, describe el uso de un laser de luz blanca supercontinuo como fuente
de excitacion en citometria de flujo. En laser de luz blanca supercontinuo emite continuamente en un intervalo de
anchura de banda amplio desde luz ultravioleta hasta luz infrarroja, pareciendo de este modo blanca al ojo humano.
Telford et al. describen la interposicion de un filiro acustéptico o un filtro de paso de banda revestido delante del rayo
para aislar los rangos de longitud de onda particulares, permitiendo que el usuario seleccione anchuras de banda de
interés del supercontinuo. La fuente de excitacion resultante puede ser utilizada para seleccionar cualquier longitud
de onda de excitacion y anchura de banda utilizando un filtro con los requisitos de trasmision de color deseados.

En un citémetro de flujo tipico, las emisiones de fluorescencia son medidas en una multiplicidad de canales de
deteccion (definidos cada uno como un rango de frecuencias dentro del espectro), en donde las emisiones de cada
canal son medidas utilizando un Unico fotodetector. De este modo, cada detector proporciona una Unica medida de
un rango de frecuencias. Tipicamente, los canales detectores son utilizados de tal manera que cada canal es
optimizado para detectar emisiones procedentes de uno de los distintos tintes. Alternativamente, la luz de emision
puede ser medida utilizando una disposicion de canales de deteccion, de manera que cada una de las emisiones de
tinte es medida en mas de un canal.

Robinson et al., en “Advanced Biomedical and Clinical Diagnostic Systems IlI”, editado por Tuan Vo-Dinh et al., Proc.
de SPIE Vol. 5692 (SPIE, Bellingham, WA, 2005): 3579-365, describe un sistema de deteccion de citdmetro de flujo
en el que la luz emitida es dispersada mediante una rejilla de difraccion en un detector PMT de 32 canales. De este
modo, las emisiones de fluorescencia son medidas en 32 canales de deteccidon adyacentes, estrechos, que juntos
abarcan una region del espectro. En lugar de un unico valor de intensidad de fluorescencia para cada tinte, los datos
obtenidos que utilizan este sistema comprenden, para cada cliente, valores de intensidad para una multiplicidad de
canales de deteccion adyacentes. El conjunto de medidas obtenidas a partir de un tinte a través de una multiplicidad
de canales de deteccion espectralmente adyacentes depende del espectro de emision de un tinte.

Breve compendio de la invencion

La presente invencion proporciona sistemas y métodos para analizar el espectro de excitacion de particulas
fluorescentes en una corriente de flujo.

El sistema de la presente invencion utiliza un laser de luz blanca y elementos 6pticos de separacion de color para
proporcionar un sistema de excitacion de espectro de color continuo, distribuido espacialmente que es utilizado para
iluminar una region de una corriente de flujo. El espectro de la luz de excitacion es extendido a lo largo de la longitud
de una corriente de flujo de manera que el espectro es extendido sobre una regién que es significativamente mas
grande que el diametro de una particula que va a ser detectada. Una particula que fluye a través de la region de
deteccion, en cualquier punto, sera excitada por solo un pequefio rango de longitudes de onda, pero estara expuesta
a todo el espectro de la luz de excitacion a medida que atraviesa toda la region de deteccion. A medida que una
particula fluorescente se desplaza a través del rayo de excitacion y es por tanto excitada por una longitud de onda
continuamente cambiante de la luz de excitacidon, un detector mide las emisiones de fluorescencia desde la
particular, que varian en intensidad de acuerdo con la eficiencia de excitaciéon en cada longitud de onda. El resultado
es una exploracion del espectro de excitacion de la particula.

La expansion espacial (extension) del espectro de luz de excitacion se consigue haciendo pasar la luz a través de
elementos opticos de separacion de color, por ejemplo, un elemento de dispersiéon de color, tal como un prisma o
una rejilla de difraccion. Los elementos 6pticos de separacion de color estan orientados de manera que el espectro
se extiende a lo largo de la trayectoria de flujo, cubriendo una region de deteccién alargada. Una particula que fluye
en la corriente estara expuesta a la luz de longitud de onda continuamente cambiante cuando pasa a través de la
region de deteccion.

En general, el espectro puede ser extendido a lo largo de la trayectoria de flujo de manera que una particula en
movimiento barrera todo el espectro de luz de excitacion desde la longitud de onda corta hasta la larga, o desde la
longitud de onda larga hasta la corta. Preferiblemente, el espectro es extendido a lo largo de la trayectoria de flujo de
manera que una particula de movimiento barrera el espectro de luz excitacion desde la longitud de onda corta a la
larga.

En una realizacién, es utilizado un Unico detector de banda ancha para medir las emisiones procedentes de las
particulas excitadas por el rayo de excitacion de espectro continuo, a medida que la particula pasa a través de la
region de deteccion. De este modo, las emisiones de particulas son medidas de forma continua cuando la particula
es excitada secuencialmente por todo el espectro de luz de excitacion. El rango de longitud de ondas detectadas por
el detector unico preferiblemente seleccionado para ser un rango en el que la particula fluorescente emite, pero esta
fuera del espectro de excitacion. Preferiblemente, el detector esta configurado para medir todas las longitudes de
onda que son mas largas que la longitud de onda de excitacion mas larga utilizando un filtro de paso largo
apropiado.

En ofra realizacion, la fuente de luz de excitacion incluye un filtro de paso de banda de longitud de onda
seleccionable, continuamente variable (filtro ajustable) situado entre la fuente de luz de excitacion de laser de luz
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blanca y los elementos épticos de separacion de color. El filtro permite seleccionar cualquier el rayo de excitacion de
color que esencialmente Unico (una banda estrecha de longitudes de onda) del rango de color proporcionado por el
laser de luz blanca. El rayo de excitacion esencialmente de un unico color iluminara un Unico punto dentro de la
region de deteccion. Debido a que el espectro es extendido sobre la region de deteccién por los elementos dpticos
de separacioén de color, y el angulo de dispersion depende del color de la luz, un cambio en el color de la luz de
excitacion seleccionada por el filtro también dara lugar a un cambio en la posicion del punto de iluminacién dentro de
la region de deteccion.

El filtro de paso de banda de longitud de onda seleccionable, continuamente variable, esta configurado para variar
continuamente la longitud de onda de la luz de excitacion desde un extremo del espectro al otro, lo que también da
lugar a un barrido del punto de iluminacion desde un extremo de la regidon de deteccion a otro. La velocidad del
cambio del filtro esta programada de tal manera que el punto de iluminaciéon atravesado por la regién de deteccion
va a la misma velocidad que la particula en la corriente de flujo. Iniciando el barrido espectral cuando la particula
entra en la region de deteccion, la particula permanecera iluminada mientras atraviesa la region de deteccion, pero
con un color continuamente cambiante de la luz de excitacion.

El barrido espectral continuamente cambiante que esta alineado con el flujo de particula hace posible el barrido a
través del espectro utilizando el movimiento de particula, pero limita la luz de excitacién a solo la particula y, quizas,
una region circundante limitada. Esto minimiza que la cantidad de luz de excitacion perdida que pueda dar lugar a un
ruido de sefial en el canal de deteccion.

En otra realizacion, son utilizados multiples detectores de banda ancha para medir las emisiones procedentes de las
particulas excitadas por rayos de excitacion de espectro continuo cuando las particulas atraviesan la region de
deteccion. Cada canal de deteccion (rango de frecuencias medido por un detector) es seleccionado de manera que
cada uno esta fuera de al menos una parte del espectro de excitacidon, con sucesivos canales de deteccién por
etapas, de tal manera que cada uno empieza con una longitud de onda mas larga y se superpone menos con el
espectro de luz de excitacion.

Las realizaciones que utilizan canales de deteccion por etapas, preferiblemente junto con la luz de deteccion filirada
de manera ajustable, hacen posible la deteccion de emisiones de particulas que estan en longitudes de onda que se
superponen con una parte del espectro de luz de excitacion. Cuando una particula se mueve a través de la regiéon de
deteccion y es iluminada con longitudes de onda progresivamente mas largas, pueden ser utilizados canales de
deteccion que miden la luz de una longitud de onda mas larga que la longitud de onda de la luz de excitacion para
detectar emisiones de particulas. Cuando la longitud de onda de luz de excitacion es alargada durante la
exploracion, de manera que recubre un canal de deteccion, ese canal de deteccion ya no es util para medir la
emision debido a la interferencia causada por la luz de excitacion. En ese punto, son detectadas emisiones por uno
o mas de los canales de deteccion restantes. De manera similar, cuando la longitud de onda de luz de excitacion es
alargada durante la exploracion, de manera que recubre el segundo canal de deteccién, ese canal de deteccién ya
no es util para medir la emision debido a la interferencia causada por la luz de excitacién, y las emisiones son
detectadas por uno o mas de los canales de deteccion. El canal de deteccion final preferiblemente mide todas las
longitudes de onda que son mas largas que la longitud de onda de excitacion mas larga utilizando un filtro de paso
largo apropiado.

En otra realizacion, son utilizados multiples detectores de paso de banda para medir las emisiones procedentes de
las particulas excitadas por el rayo de excitacion de espectro continuo cuando la particula pasa a través de la region
de deteccion. Cada canal de deteccion (rango de frecuencias medido por un detector), que detecta la luz en una
banda seleccionada de longitudes de onda, es seleccionado de manera que los canales de deteccidon no se
superponen. Preferiblemente, cada canal de deteccién corresponde con aproximadamente el maximo espectro de
excitacion del tinte fluorescente que esta siendo utilizado para marcar las particulas, de manera que cada canal de
deteccion mide principalmente las emisiones procedentes de uno de los tintes. Esto hace posible medidas
relativamente independientes de los espectros de excitacién de cada uno de los tintes utilizados para marcar una
multiplicidad de particulas marcadas.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona métodos para analizar particulas fluorescentes utilizando los
instrumentos de la invencion.

Los métodos y los instrumentos presentes pueden ser utilizados para analizar particulas marcadas con uno o mas
tintes. Para una particula marcada individualmente, el tinte puede ser identificado a partir del patrén de espectro de
excitacion, por ejemplo, haciendo coincidir el espectro de excitacion medido con los espectros de excitacion medidos
anteriormente procedentes de los tintes que son utilizados en el ensayo. Para una particula tefiida de forma multiple,
los tintes pueden ser identificados a partir del patron de espectro de excitacion encajando el espectro de excitacion
medido en una combinacién de espectros de excitacion medidos anteriormente. Varios algoritmos conocidos de
"bondad de ajuste" son adecuados para encajar un espectro medido con una combinacién de espectros conocidos.

Breve descripcion de las distintas vistas de dibujos

Las Figuras 1A, 1B y 1C muestran representaciones esquematicas de elementos de sistema optico de una
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realizacion de un analizador de particulas de tipo flujo de la presente invencion.

Las Figuras 2A, 2B, y 2C muestran el paso de una particula fluorescente a través de un canal y la luz de excitacion
que ilumina la particula.

Las Figuras 3A, 3B y 3C muestran representaciones esquematicas de elementos del sistema optico de otra
realizacion del analizador de particulas de tipo flujo de la presente invencion.

Las Figuras 4A, 4B, 4C y 4D muestran el paso de una particula fluorescente a través de un canal de flujo y la luz de
excitacion que ilumina la particula.

La Figura 5 muestra la relacion entre los espectros de excitacion y de emision de una particula fluorescente, el
espectro de la fuente de luz de excitacion utilizado para excitar la particula, y el canal de deteccion utilizado para
detectar las emisiones de particula.

La Figura 6 muestra la relacion entre los espectros de excitacion y de emision de una particula fluorescente, el
espectro de la fuente de luz de excitacion utilizado para excitar la particula y dos canales de deteccién superpuestos
(por etapas) utilizados para detectar las emisiones de particula.

La Figura 7 muestra la relacion entre los espectros de excitacion y de emisiéon de una particula fluorescente, el
espectro de la fuente de luz de excitacion utilizado para excitar la particula, y dos canales de deteccion que no se
superponen utilizados para detectar emisiones de particulas, en donde cada canal de deteccién esta seleccionado
para corresponder aproximadamente con los maximos de excitacién de un tinte diferente.

Descripcion detallada de la invencién

Las siguientes definiciones se proporcionan para una mayor claridad. A menos que se indique lo contrario, todos los
términos son utilizados como es comun en la técnica. Todas las referencias citadas en la presente memoria, tanto
supra como infra, estan incorporadas aqui como referencia.

Un "analizador de particulas de tipo flujo" se utiliza en la presente memoria para referirse a cualquier instrumento
que analiza particulas suspendidas en una corriente de fluido que fluye haciendo pasar las particulas por uno o mas
de lectores opticos, e incluye, por ejemplo, citdmetros de flujo de analisis o clasificacion, analizadores de
hematologia, y contadores de células. La corriente de fluido que contiene particulas (corriente de flujo) tipicamente
es hecha pasar a través de un canal en un tubo de ensayo 6ptico en el que se realizara el analisis 6ptico, aunque el
analisis optico se puede realizar en una corriente de fluido en aire, expulsada desde una boquilla. Al menos una
parte, preferiblemente todo, el tubo de ensayo y el canal son 6pticamente transparentes para hacer posible la
deteccion optica de particulas dentro de la corriente de flujo. Por ejemplo, en un citémetro de flujo tipico, la deteccion
Optica es realizada excitando de forma fluorescente particulas marcadas utilizando una luz de excitacion procedente
del exterior de un tubo de ensayo, y las emisiones de fluorescencia procedentes de las particulas son detectadas
utilizando fotodetectores situados fuera del tubo de ensayo. La parte 6pticamente transparente de un tubo de ensayo
puede estar hecha de cualquier material adecuado, que incluye silice fundida, cuarzo, cristal éptico, o un plastico de
grado optico.

Como se ha utilizado en la presente memoria, "sistema" e "instrumento" estan destinados a englobar tanto los
componentes del hardware (por ejemplo, mecanicos y electronicos) como del software asociado (por ejemplo,
programas de ordenador).

Un fotodetector, como se ha utilizado la presente memoria, se refiere generalmente al propio fotodetector y a
cualesquiera elementos opticos y/o electronicos. Por ejemplo, la amplificacion de sefial (ganancia de fotodetector)
puede ser proporcionada por un fotodetector solo o por un amplificador de sefial separado que amplifica la salida del
fotodetector. La luz medida por un fotodetector puede estar limitada por el uso de filtros, espejos, lentes, u otros
elementos opticos. Por esta razoén, "fotodetector” se utiliza en la presente memoria para hacer referencia o bien a un
fotodetector solo o bien a un fotodetector con amplificador(es) de sefial y elementos &pticos incorporados, si estan
presentes.

Un "canal detector”, "canal de deteccion”, o "canal" se refiere al rango de longitudes de onda que es detectado por
un fotodetector especifico. El rango de longitudes de onda detectadas tipicamente esta determinado por el uso de
filtros dependientes de frecuencia y/o espejos dicroicos, como es bien conocido en la técnica. Para una mayor
claridad, en uso en la presente memoria del término "canal" se distingue de un uso secundario en el campo de la
citometria de flujo para hacer referencia a una subdivision discreta del rango de valores de intensidad detectables
por unico detector.

En algunas realizaciones, es utilizado un Unico canal detector, en donde el canal detector esta definido o bien por un
filtro de paso de banda que trasmite luz de longitudes de onda entre dos longitudes de onda umbrales, o bien por un
filtro de paso largo que solo trasmite luz de longitudes de onda mas largas que alguna longitud de onda umbral.

En otras realizaciones, es utilizada una pluralidad de canales detectores definidos por filtros de paso largo, en donde
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cada uno trasmite luz de longitudes de onda mas largas que la longitud de onda umbral diferente, de manera que los
canales detectores se superponen parcialmente.

En otras realizaciones, una pluralidad de canales detectores que no se superponen, cada uno definido por filtro de
paso de banda, es utilizada para facilitar la medida independiente de una pluralidad de tintes fluorescentes
espectralmente distintos. Los tintes y los canales detectores son seleccionados de manera que, cuando sea factible,
el maximo de emisién de cada tinte esta dentro de un canal detector diferente, es decir, de manera que cada tinte es
hecho coincidir con un canal detector optimizado para detectar luz procedente de ese tinte. Sin embargo, debido a la
anchura de este espectro de emision, la luz procedente de un tinte dado puede ser emitida dentro de uno o mas de
otros canales detectores. La luz emitida por un tinte dentro de un canal detector distinto del canal detector que mas
préximamente coincide con la maxima emision del tinte esta referida en la presente memoria como
"desbordamiento”. El canal detector que coincide mas proximamente con el maximo de emision de tinte esta referido
en la presente memoria, con referencia al tinte dado, como el canal de deteccién de tinte o canal primario. Todos los
demas canales detectores estan denominados, con referencia al un tinte dado, como canales de desbordamiento o
canales secundarios. Un tinte y su canal de deteccion de tinte estaran denominados, "correspondientes" o
"coincidentes". Con referencia a un canal de deteccion, el tinte que corresponde con el canal de deteccion esta
denominado como tinte primario; otros tintes que emiten desbordamiento en el canal de deteccién son denominados
tintes secundarios.

Como se ha utilizado en la presente memoria, el término "particulas" se refiere tanto particulas sintéticas, tales como
microparticulas o gotas, como a particulas derivadas de fuentes bioldgicas, tales como células eucaridticas,
bacterias, virus, o macromoléculas. Como se ha utilizado en la presente memoria, una "poblaciéon” de particulas se
refiere a un grupo de particulas que posee esencialmente las mismas propiedades opticas con respecto a los
parametros que van a ser medidos, tales como células del mismo tipo (poblacion de células), o gotas sinterizadas
que, dentro de las tolerancias de fabricacion practicas, son del mismo tamafio, forma y composicion.

Una particula fluorescente se utiliza en la presente memoria como cualquier particula que presenta una
fluorescencia detectable. La particula puede ser inherentemente fluorescente, o puede incluir al menos un
componente que presente una fluorescencia detectable, o puede estar marcada con uno o mas tintes fluorescentes.
Por ejemplo, las células tipicamente estan marcadas con uno o mas tintes fluorescentes utilizando conjugados de
tinte-anticuerpo que se unen a los componentes celulares para hacer posible la deteccion y el analisis, y las células
marcadas son ejemplos de particulas fluorescentes.

El término "MFI", como se ha utilizado la presente memoria, se refiere a la intensidad de fluorescencia media o
intermedia de una poblaciéon de particulas fluorescentes. Se entendera que otras medidas estadisticas de la
fluorescencia de la poblacion, tal como la fluorescencia media truncada o intermedia truncada pueden ser utilizadas.

Un espectro se refiere a un continuo de color formado cuando un rayo de luz blanca (o fuente de luz de amplio
espectro) es dispersado, tal como mediante el paso a través de un prisma, de manera que sus longitudes de ondas
componentes son dispuestas en orden. Haciendo referencia a una fuente de excitacién de amplio espectro o de luz
blanca, tal como un laser de luz blanca, como se ha utilizado la presente memoria, el espectro se refiere al continuo
de longitud de onda (color) que es emitido por la fuente de excitacion. La "fuente de excitacion", como se ha utilizado
aqui, se refiere al componente de emision de luz, tal como un laser, y a cualesquiera componentes con forma de
rayo o de filtracion asociados, si estan presentes. El rango de longitudes de onda emitidas por la fuente de
excitacion como un todo puede ser modificado o restringido con relacion al rango de longitudes de onda emitido por
el componente de emision de luz solo. Por ejemplo, el espectro emitido por un laser de luz blanca puede ser
utilizado de forma no modificada, o el espectro puede ser restringido por el filtrado apropiado para proporcionar un
espectro sobre un rango deseado de longitudes de onda.

Una tabla de correspondencias aproximadas de longitudes de onda y colores en el espectro visible se proporciona a
continuacion.

Tabla de color/Longitudes de onda

Longitudes de onda Color
400 - 420 nm Violeta
420 - 440 nm Adil
440 - 490 nm Azul
490 - 570 nm Verde
570 - 585 nm Amarillo
585 - 620 nm Naranja
620 - 780 nm Rojo
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Fuente de excitacion de luz blanca

Como se ha utilizado la presente memoria, una "fuente de excitacién de luz blanca" se refiere a una fuente de luz
que emite una luz esencialmente colimada, de banda ancha. Las fuentes de excitacion de luz blanca preferidas para
utilizar la presente invencién son laseres de luz blanca supercontinuos.

Los laseres de luz blanca supercontinuos estan disponibles de, por ejemplo, Fianium Ltd. (Southampton, UK).
Ejemplos incluyen los sin laseres supercontinuos FemtoPower FP1060 y FP532, el Fianium SC450, el Fianium
SC450-8-VE. El Fianium SC450 tiene una salida de laser total de 5 W y tiene un rango de emision significativo
comprendido entre aproximadamente 450 y 2000 nm. El laser supercontinuo Fianium SC450-8-VE tiene 8 W de
potencia optica total y mas de 1,5 W en el rango de longitud de onda visible, en un rayo de modo unico.

Ejemplos adicionales de laseres de luz blanca supercontinuos incluyen las series de laser de fibra supercontinuos
SuperK EXTREME (NKT Photonics A/S, Birkerad, Dinamarca), que proporcionan un espectro de modo Unico de
400-2400 nm, y la fuente Koheras SuperK Extreme con salida de laser total de 5 W (Koheras A/S, Dinamarca), que
proporciona un espectro de aproximadamente 450 a 2000 nm.

El rango maximo de longitudes de onda proporcionado por la fuente de excitacion de luz blanca dependera del rango
de longitudes de onda emitidas por el laser. El rango real de longitudes de onda emitidas por la fuente de excitacion
de luz blanca puede estar mas restringido utilizando filtros adicionales entre el laser y la célula de flujo.

Elementos 6pticos de separacion de color

La dispersion de la fuente de excitacion de amplio espectro (luz blanca) en su espectro se consigue utilizando
elementos o6pticos de separacion de color que incluyen, un elemento de dispersion, tal como un prisma o una rejilla
de difraccion, ambos de los cuales son bien conocidos en la técnica. La dispersion del rayo de excitacion también da
lugar a una expansion espacial (extension) de la luz de excitacién en una direccion, de manera que el espectro
puede ser extendido sobre una regioén de deteccién que es significativamente mas larga que una dimension de la
particula.

En una realizacioén preferida, son utilizados uno o mas prismas para dispersar el rayo de excitacion de luz blanca en
su espectro de colores constituyente. Los prismas generalmente dispersaran la luz sobre una anchura de banda de
frecuencia mucho mas grande que las rejillas de difraccion, haciendo que sean Utiles es para la espectroscopia de
amplio espectro. Ademas, los prismas, a diferencia de las rejillas, no sufren complicaciones que surgen de
superponer 6rdenes espectrales.

Un prisma de dispersion adecuado se describe en la Patente de Estados Unidos No. 4.609.286, incorporada aqui
como referencia.

En una realizacion preferida, el sistema de prismas es como se describe en la Publicaciéon de Patente Europea
EP01403632, incorporada en la presente memoria como referencia. Este sistema de elementos O6pticos de
excitacion de citometria basada en prismas fue disefiado para trabajar con varios laseres de excitacion de un Unico
color separados. Un conjunto de prismas de dispersion redirige a los rayos de diferentes longitudes de onda, de
manera que los rayos con entradas separadas emergen del prisma final superponiendo sustancialmente en posicion
casi paralelos entre si. Sin embargo, como se ha utilizado la presente invencién con un Unico rayo de excitacion de
amplio espectro, el sistema de elementos Opticos de excitacion de citometria basado en prismas dispersara el rayo
de amplio espectro en su espectro, extendido paralelo al canal de flujo.

Filtro Ajustable (TF)

Un filtro ajustable (TF) es un dispositivo cuya transmision espectral puede ser controlada electrénicamente aplicando
voltaje, sefial acustica, etc. Una gran variedad de filtros ajustables son bien conocidos en la técnica. En una
realizacion preferida, el filtro ajustable en sur filtro ajusta hable Acustoptico (AOTF). Un filtro ajustable Acustoptico es
un filtro de paso de banda electronicamente ajustable, de estado solido que utiliza la interaccién acustoptica dentro
de un medio anisotropo. La luz transmitida es controlada utilizando una frecuencia de radio frecuencia (RF) aplicada
al transductor AOTF. La luz trasmitida a través del AOTF puede ser variada sobre un espectro completo variando la
frecuencia aplicada correspondiente al rango de longitud de onda.

Los AOTF estan disponibles de, por ejemplo, Fianium Ltd. (Southampton, UK), Panasonic Industrial Company
(Secaucus, NJ), y Crystal Technology, Inc. (Palo Alto, CA). Un AOTF preferido es el disponible como nimero de
parte 97-02838-01 de Crystal Technology, Inc., que permite la transmision seleccionable sobre un rango de
longitudes de onda de 430-670 nm.

En realizaciones que incorporan un AOTF, el rango real de longitudes de onda emitidas por la fuente de excitacion
de luz blanca esta restringida por filtros adicionales para que esté dentro del rango de frecuencias de trasmision
seleccionables proporcionadas por el AOTF.
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Generadores de frecuencia RF programables capaces de generar una sefial de RF que varia rapidamente,
adecuados para controlar un AOTF son bien conocidos en la técnica.

Descripcion basada en las figuras
Figuras 1A-1C

Las Figuras 1A-1C muestran varias vistas de los componentes de un sistema de la presente invencioén. La Figura 1A
muestra una vista lateral en angulo, la Figura 1B muestra una vista lateral, y la Figura 1C muestra una vista superior.
No todos los elementos son visibles en todas las vistas.

La particula 1 (visible en las Figuras 1B y 1C) es portada a través de un canal de flujo en un tubo de ensayo 2. La luz
procedente del laser de luz blanca supercontinuo 10 es hecha pasar a través de un prisma 12 y después focalizada
sobre la corriente de fluido que fluye a través del canal de flujo del tubo de ensayo 2 enfocando la lente 14. El prisma
dispersa la luz de excitacion en su espectro de colores, de manera que la anchura del rayo es ensanchada en una
direccion paralela al canal de flujo. De este modo, la longitud de onda de la luz de excitacion que incide sobre la
particula 1 varia continuamente a medida que la particula 1 se mueve a través de la region de deteccion (la region
en el canal de flujo en el tubo de ensayo 2 que esta expuesta a la luz del laser 10). El prisma no afecta a la anchura
del rayo de luz de excitacion transversal al canal de flujo, como se muestra en la vista superior de la Figura 1C.

Las emisiones de fluorescencia procedentes de la particula son recogidas por la lente 16 y dirigidas hacia el
fotodetector 20. El diametro de la lente 16 es mayor que la longitud de la region de detecciéon, de manera que las
emisiones son recogidas independientemente de dénde esté la particula dentro de la region de deteccion. Un filtro
de paso largo 18 esta orientado delante del fotodetector 20. El bloque de filtro de paso largo esta seleccionado para
dejar pasar solo longitudes de onda mas largas que la longitud de onda mas larga de la luz de excitacion. De este
modo, el filtro de paso largo bloquea la luz de excitacion para que no sea medida por el fotodetector, y permite la
medida de las emisiones de particula esencialmente sin interferencia de la luz de excitacion.

Los elementos opticos de deteccion (lentes 16, filtro de paso largo 18, y fotodetector 20) estan orientados para
recoger y medir la luz fluorescente emitida en un angulo recto desde la direccion del rayo de excitacion. Debido a
que la intensidad de la luz de excitacion es tipicamente mucho mayor que la intensidad de las emisiones de
fluorescencia, y debido a que los filtros de paso largo, en general, no son 100% efectivos en el bloqueo de la luz
fuera del rango seleccionado de longitudes de onda, una orientacién en linea se veria afectada por un nivel
indeseable de sefal de fondo resultante de la luz de excitacién que pasa a través del filtro de paso largo. Orientando
los elementos Opticos de recogida de manera que solo las emisiones de fluorescencia en angulo recto respecto a la
trayectoria del rayo de excitacién son medidas, este fondo se minimiza. En esta configuracion, el filiro de paso de
banda funciona principalmente para no dejar pasar la luz de excitacion que es dispersada por la particula en angulos
rectos, referida en citometria de flujo como dispersion lateral.

Figuras 2A-2C

Las Figuras 2A-2C muestran el uso del sistema de la Figura 1 para explorar el espectro de excitacion de una
particula. Como se muestra, la direccion de la particula 1 (visible las Figuras 2B y 2C) a medida que pasa a través
de un canal de flujo en el tubo de ensayo 2 es desde la parte inferior a la parte superior de la figura. El rayo de
excitacion que ha sido dispersado por el prisma en el espectro de colores intersecta el canal de flujo en una cierta
longitud del canal referida como regiéon de deteccion. Para fines ilustrativos, el rayo de excitaciéon, mostrado como el
area sombreada entre las lineas discontinuas, se muestra expandido en un espectro que abarca desde la luz azul a
la luz roja. El rango real de longitudes de onda dependera del rango de longitudes de onda emitidas por la fuente de
excitacion. Para facilitar la descripcion, estan indicados cuatro colores discretos dentro del rayo de excitacion,
aunque el rayo de excitacion realmente varia continuamente desde el extremo azul de su espectro en el limite
inferior del rayo hasta el extremo rojo en su espectro en el limite superior del rayo. De este modo, la particula 1, a
medida que pasa a través de la region de deteccion del canal de flujo, esta expuesta a todo el espectro de la luz de
excitacion desde el azul hasta el rojo.

La Figura 2A muestra el inicio de la exploracion espectral de una particula fluorescente. La particula acaba de entrar
en la region de deteccion y esta expuesta a una longitud de onda de luz que esta en el extremo azul del espectro del
rayo de excitacion.

La Figura 2B muestra una etapa intermedia de la exploracion espectral. La particula se ha movido parcialmente a
través de la region de deteccidon, de manera que esta expuesta a la longitud de onda de luz que esta entre el
amarillo y el verde.

La Figura 2C muestra el final de la exploracion espectral. La particula se ha movido de tal manera que esta a punto
de salir del rayo de excitacion. En este punto, esta expuesta a una longitud de onda de la luz que esta en el rojo.

A medida que la particula se desplaza a través de la region de deteccion y es excitada por la longitud de onda del
rayo de excitacion que varia continuamente, las emisiones de fluorescencia desde la particula, medidas en una
banda estatica de longitudes de onda de deteccion, son recogidas por la lente 16 y dirigidas hacia el fotodetector 20
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(ambos elementos mostrados en la Figura 1). Los datos resultantes proporcionan una medida del espectro de
excitacion de la particula sobre el rango de longitudes de onda en el rayo de excitacion.

En cualquier posicion dada dentro de la region de deteccion, la particula 1 estara expuesta a un pequefio rango de
longitudes de onda que depende del tamafio de la particula, el tamafio de la regién de deteccion, y el rango de la
longitud de onda emitida por el rayo de excitacion. Preferiblemente, el espectro de rayo de excitacion sera extendido
sobre una region de deteccidon que es significativamente mas grande que el tamafio de la particula. Por ejemplo, si
del rayo de excitacion es extendido por un prisma para cubrir una region de deteccién de 1 mm, una célula que sea
de 10 ym de diametro estara expuesta a una banda de longitudes de onda que es 1/100 del espectro de excitacion
total que es dispersado sobre la region de deteccion. En la practica, esto puede ser tratado como excitacion de
longitud de onda esencialmente Unica.

La anchura de la banda de longitudes de onda a la que esta expuesta la particula en cualquier posicion puede ser
calculada en base al tamafio de la particula y a la velocidad de cambio de la longitud de onda de excitaciéon por
unidad de distancia. Siendo P el tamafio de la particula, siendo D la longitud de la region de deteccion que
corresponde con la dimension del rayo de excitacion expandido, y siendo F1 y F2 la longitud de onda mas corta y
mas larga emitida por la fuente de excitacion, respectivamente. El espectro cubre un rango de longitudes de onda de
igual al valor absoluto de la diferencia,| F1-F2|, extendida sobre una distancia D, y la velocidad de cambio de la
longitud de onda de excitacién por unidad de distancia es | F1-F2|/ D. De este modo, la particula en una ubicacién
dada dentro de la region de deteccion esta expuesta a un rango de longitudes de onda que es | F1-F2|/ D * P. Por
ejemplo, si el espectro cubre un rango de 200 nm, que esta extendido sobre una region de deteccién de 1 mm, una
particula de 10 nm estara expuesta a solo un rango de 2 nm de luz de excitaciéon en un punto cualquiera de la region
de deteccion.

Figuras 3A-C

Las Figuras 3A-C muestran varias vistas de componentes en una realizaciéon alternativa de un sistema de la
presente invencion. La Figura 3A muestra una vista lateral, en angulo, la Figura 3B muestra una vista lateral, y la
Figura 3C muestra una vista superior. Los componentes que son idénticos a los componentes mostrados en las
Figuras 1A-C estan marcados con los mismos numeros. Al igual que en la Figura 1, no todos los elementos son
visibles en todas las vistas.

La particula 1 (visible las Figuras 3B y 3C) es portada a través de un canal de flujo en el tubo de ensayo 2. La luz
procedente del laser de luz blanca supercontinuo 10 es hecha pasar a través de un prisma 12 y después enfocada
sobre una corriente de fluido que fluye a través del canal de flujo en el tubo de ensayo 2 enfocando la lente 14. El
prisma dispersa la luz de excitacion en su espectro de colores, de manera que la longitud de onda de la luz de
excitacion que incide sobre la particula 1 varia continuamente a medida que la particula 1 se mueve a través de la
region de deteccion (la region del canal de flujo en el tubo de ensayo 2 que esta expuesta a la luz procedente del
laser 10).

Las emisiones de fluorescencia procedentes de la particula son recogidas por la lente 16 y dirigidas hacia el
fotodetector 20. El diametro de la lente 16 es mas grande que la longitud de la region de deteccion, de manera que
las emisiones son recogidas independientemente de donde esté la particula dentro de la region de deteccion. Un
filtro de paso largo 18 esta orientado delante del fotodetector 20. El bloque de filtro de paso largo es seleccionado
para dejar pasar solo longitudes de onda mas largas que la longitud de onda mas larga de la luz de excitacion. De
este modo, el filtro de paso largo bloguea la luz de excitaciéon para que no sea medida por el fotodetector, y permite
la medida de las emisiones de particulas.

El sistema de la Figura 3 comprende ademas un mecanismo desencadenante que permite la deteccion cuando una
particula esta a punto de entrar en la region de deteccion. El laser 40 emite un rayo que es reflejado por el espejo 42
para ser esencialmente paralelo a, pero aguas arriba de, el rayo de excitacion emitido por el laser de luz blanca 10.
El laser 40 preferiblemente emite una longitud de onda de luz que esta fuera del espectro del laser 10, por ejemplo
una longitud de onda mas corta, pero puede, alternativamente, emitir una longitud de onda que esté dentro del
espectro del laser 10. Una particula que esta a punto de entrar en la region de deteccion es primero expuesta a la
luz procedente del laser 40. El fotodetector 47 esta situado para medir la luz dispersada hacia delante. La
disposicion de fotodetector 46 esta situada para medir la luz dispersada lateralmente y las emisiones de
fluorescencia procedentes de las particulas excitadas por el laser 40.

Como se muestra la vista superior (Figura 3C), la dispersion lateral y las emisiones de fluorescencia procedentes de
una particula iluminada por el laser 40 son recogidas por la lente 16 y reflejadas hacia la disposicion de detector 46
utilizando el espejo 44. El espejo 44 preferiblemente refleja el 100% de la luz, pero esta situado de manera que solo
son reflejadas emisiones que se originan desde la interseccion del rayo procedente del laser 40 con la corriente de
flujo. La luz procedente de la region de deteccion de exploracion espectral se pierde en el espejo y es detectada por
el fotodetector 20. Alternativamente, el espejo 44 puede ser un espejo dicroico que refleja la luz de un rango dado de
longitudes de onda.
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La disposicién de detector 46 comprende uno o mas detectores separados que son capaces de detectar la luz de
dispersion lateral y/o las emisiones de fluorescencia. Por ejemplo, en una realizacion preferida, la disposicion del
detector 46 comprende los elementos 6pticos de deteccidn descritos en la Patente de Estados Unidos N° 7.129.505
y 6.683.314, ambas incorporadas como referencia.

La disposicion de detector 46 esta configurada para medir emisiones utilizando canales de detector que son distintos
de, que se superponen parcialmente, o que se superponen con el rango de frecuencias proporcionado por el laser
de luz blanca. Debido a que los dos sistemas de excitacidn/detector estan separados espacialmente, son
esencialmente independientes. De este modo, en general, la exploraciéon espectral de la presente invencion puede
ser implementada junto con la excitacion estandar y los elementos 6pticos de deteccion utilizados en un citometro de
flujo tipico, que pueden incluir multiples laseres de excitacion y multiples disposiciones de detector.

El desencadenante es utilizado para programar la entrada de la particula en la region de deteccion. Preferiblemente,
el desencadenante esta basado en un parametro de dispersion, por ejemplo, dispersion hacia delante, pero en la
practica, cualquier sefial distinguible, tal como una sefial de fluorescencia, aguas arriba de la regidon de deteccion es
adecuada para el desencadenante.

Un filtro ajustable Acustoptico (AOTF) 30 esta situado en la trayectoria del rayo de excitacion entre laser 10 y el
prisma 12. EI AOTF 30 esta operativamente conectado al controlador 32. El AOTF 30 es un filtro de paso de banda
que puede seleccionar y trasmitir una banda estrecha seleccionada de longitudes de onda desde la luz entrante,
bajo el control de una frecuencia de RF aplicada al AOTF por el controlador 32. Para simplificar la explicacion, el
AOTF puede ser descrito como un elemento que selecciona una longitud de onda particular, aunque se entendera
que el AOTF realmente seleccionada una banda estrecha de longitudes de onda. El controlador 32 esta configurado
para proporcionar una frecuencia de RF variable al AOTF, controlando de este modo la longitud de onda
seleccionada.

La anchura del rayo de excitacion dispersado filirado a una banda estrecha de longitudes de onda corresponde con
una fraccion de la anchura del rayo de excitacion dispersado de espectro total. De este modo, en una banda
estrecha seleccionada dada de longitudes de onda, solo un pequefio punto dentro de la region de deteccion esta
iluminado, y la ubicacién del punto es determinada mediante el angulo de dispersion por el prisma. Como cada
longitud de onda es dispersada por el prisma en un angulo diferente, la variacion de la banda estrecha seleccionada
de longitudes de onda de un extremo del espectro al otro da lugar a un movimiento concomitante del punto
iluminado desde un extremo de la region de deteccion al otro. El controlador 32 esta configurado para cambiar la
banda estrecha de longitudes de onda seleccionada por el AOTF en sincronia con el movimiento de la particula a
través del canal de flujo, de manera que la particula es iluminada continuamente a medida que pasa a través de la
region de deteccion, si bien es cierto que con una longitud de onda constantemente variable de luz de excitacion.

Para sincronizar el cambio en la longitud de onda seleccionada por el AOTF con el movimiento de la particula a
través del canal de flujo, la seleccion de longitud de onda debe ser sincronizada con la entrada de la particula en la
region de deteccion, y la velocidad del cambio de la seleccion de longitud de onda debe estar sincronizada con la
velocidad de la particula a través de la region de deteccion. La entrada de una particula en la regiéon de deteccion
esta cronometrada por la sefial desencadenante (por ejemplo, la dispersion hacia delante) obtenida desde la
particula que pasa a través del rayo laser desencadenante aguas arriba de la region de deteccion. La sefial
desencadenante es enviada desde el detector 47 o 46 (dependiendo de cual sea utilizado como sefial
desencadenante) al controlador 32, que inicia un barrido a través de la sefial de RF que controla el barrido de AOTF
a través de las longitudes de onda seleccionadas. El tiempo desde la deteccién del desencadenante hasta la
iniciacion del barrido espectral depende de la velocidad de flujo y la distancia desde la regién de deteccion
desencadenante hasta la region de deteccion de exploracion espectral. En la practica, el sistema puede ser
calibrado empiricamente.

El controlador 32 esta configurado para cambiar la longitud de onda seleccionada por el AOTF de tal manera que el
movimiento del punto iluminado con la regiéon de deteccion se mueve a la misma velocidad que la particula. La
velocidad de la particula (es decir, la velocidad de la corriente de flujo a través del tubo de ensayo 2) depende del
instrumento, y puede ser determinada empiricamente utilizando métodos que son estandar en el campo de la
citometria de flujo.

Los segundos elementos opticos de deteccion (44, 46, 47) incluyen un filiro que no deja pasar la luz de longitudes de
onda que cubren el rango de longitudes de onda proporcionado por el espectro de luz de excitacion que esta dirigido
sobre la region de deteccion.

Alternativamente, los segundos elementos 6pticos (44, 46, 47) comprenden una pluralidad de fotodetectores (46),
conteniendo cada fotodetector (46) un filtro que no deja pasar la luz de longitudes de onda que se superponen con el
rango de longitudes de onda proporcionadas en el espectro de luz de excitacidon que esta dirigido sobre la region de
deteccion.

Alternativamente, los segundos elementos opticos de deteccion (44, 46, 47) comprenden una pluralidad de
fotodetectores (46), cada uno configurado para medir un rango de longitudes de onda que son mas largas que al
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menos, o parte de, las longitudes de onda en el espectro de luz de excitacién que esta dirigido sobre la region de
deteccion.

Alternativamente, los segundos elementos Oopticos de deteccion (44, 46, 47) comprenden una pluralidad de
fotodetectores (46), configurado cada uno para medir un rango de longitudes de onda definido por un filtro de paso
de banda, en donde los rangos de longitudes de onda medidos por dicha pluralidad de fotodetectores (46) no se
superponen.

Figuras 4A-D

Las Figuras 4A-D muestran el uso del sistema de la Figura 3 para explorar el espectro de excitacién de una
particula. Como se muestra, la direccion de la particula 1 cuando pasa a través del canal de flujo en el tubo de
ensayo 2 es desde la parte inferior a la parte superior de la figura. El rayo de excitacion que ha sido dispersado por
el prisma en el espectro de colores intersecta con el canal de flujo en una cierta longitud del canal referida como
region de deteccion. Para fines de ilustracion, el rayo de excitacion se muestra expandido en un espectro que abarca
desde una luz azul hasta una luz roja. El rango real de longitudes de onda dependera del rango de longitudes de
onda emitidas por la fuente de excitacién. Para facilitar la descripcidn, estan indicados cuatro colores discretos
dentro del rayo de excitacion, aunque el rayo de excitacion realmente varia de forma continua desde el extremo azul
de su espectro en el limite inferior del rayo hasta el extremo rojo de su espectro en el limite superior del rayo. De
este modo, la particula 1, a medida que pasa a través de la region de deteccion del canal de flujo, es expuesta a
todo el espectro del rayo de excitacion desde el azul hasta el rojo.

La Figura 4A muestra la deteccion de la particula por el detector hacia delante 47. La deteccion de la particula por el
detector de dispersion hacia delante proporciona el desencadenante que indica que la particula 1 esta a punto de
entrar en la region de deteccion de exploracion espectral.

La Figura 4B muestra inicio de la exploracion espectral de la particula fluorescente. La particula acaba de entrar en
la region espectral y esta expuesta a una longitud de onda de luz que esta en el extremo azul del espectro del rayo
de excitacion. El rayo de excitacion completo es filtrado por un filtro ajustable Acustéptico (AOTF) 30 para
proporcionar una banda estrecha de luz de excitacion en la longitud de onda mas corta (aproximadamente azul) en
el espectro del rayo de excitacion total. La banda estrecha del rayo de excitacion filirado se muestra en el area
sombreada entre las lineas discontinuas. Debido a que el extremo azul del espectro de rayo de excitacion esta
dispersado en el angulo mas grande y forma el limite de la regidon de deteccion, la banda estrecha intersecta la
corriente de flujo en el inicio de la regidon de deteccion.

La Figura 4C muestra una etapa intermedia de la exploracion espectral. La particula se ha movido parcialmente a
través de la region de deteccion, de manera que esta situada en la region de deteccion en donde una longitud de
onda de luz que esta entre el amarillo y el verde intersecta la corriente de flujo. La banda estrecha de longitudes de
onda seleccionadas por AOTF ha sido cambiada en sincronia con del movimiento de la particula, de manera que la
particula es iluminada con una longitud de onda dentro de esta banda estrecha, y las otras longitudes de onda
dentro del espectro completo del rayo de excitacion han sido filiradas.

La Figura 4D muestra el final de la exploracion espectral. La particula se ha movido de manera que esta a punto de
salir del rayo de excitacion. En este punto, la particula esta situada en la region de deteccion en donde la longitud de
onda de luz que es aproximadamente roja intersecta con la corriente del flujo. La banda estrecha de longitudes de
onda seleccionadas por el AOTF ha sido cambiada en sincronia con el movimiento de la particula, de manera que la
particula es iluminada con una longitud de onda dentro de esta banda estrecha, y las otras longitudes de onda
dentro del espectro completo del rayo de excitacion han sido filiradas.

De este modo, como se ha descrito anteriormente, a medida que la particula se desplaza a través de la region de
deteccion, es excitada por el rayo de excitaciébn que varia continuamente que tiene una banda estrecha de
longitudes de onda. El rayo de excitacion estrecho rastrea la particula a través de la region de deteccion. El
movimiento fisico del rayo de excitacion resulta de la dispersion dependiente de la longitud de onda por el prisma y
la seleccion de longitud de onda continuamente cambiante por el AOTF.

A medida que la particula se desplaza a través de la region de deteccion es excitada por la longitud de onda de rayo
de excitacion continuamente cambiante, las emisiones de fluorescencia procedentes de la particula, medidas en una
banda estatica de longitudes de onda de deteccion, son recogidas por la lente 16 y dirigidas hacia el fotodetector 20
(ambos elementos mostrados en la Figura 3). Los datos resultantes proporcionan una medida del espectro de
excitacion de la particula en el rango de longitudes de onda en el rayo de excitacion.

Figura 5

La Figura 5 muestra el espectro de rayo de excitacion y el canal detector de una realizaciéon de la presente
invencion, junto con los espectros de excitacion y emision de una particula fluorescente a modo de ejemplo,
denominada en la presente memoria FP1. El espectro de excitacion 510 y el espectro de emision 520 de FP1 se
muestran Unicamente con fines ilustrativos, para ayudar a entender la invencion, y no significa que representen los
espectros de ningun tinte fluorescente particular. El eje x es la longitud de onda, y el eje y es una escala arbitraria
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utilizada para ejemplificar los espectros normalizados. En este ejemplo, a la particula fluorescente presenta un pico
de excitacion en aproximadamente 550 nm y un pico de emisiéon en aproximadamente 625 nm (desplazamiento de
Stokes de 75 nm).

Los limites del espectro de rayo de excitacion (rango de longitudes de onda emitidas por la fuente de excitacion) y
del canal de deteccion (rango de longitudes de onda utilizadas para la deteccion de fluorescencia de particula) se
muestran esquematicamente como barras a lo largo del eje x. En este ejemplo, se supone que el espectro del rayo
de excitacién esta comprendido entre 450 y 600 nm, lo que corresponde con un rango de color desde un azul hasta
un naranja (véase la tabla, anterior). El canal detector, que esta definido por el rango de trasmision de un filtro de
paso largo (por ejemplo, el filtro 18, mostrado en las Figuras 1 y 3), detecta emisiones de longitud de onda mas
largas que aproximadamente 630 nm.

Como se puede ver en la Figura 5, el canal detector mide las emisiones sobre una parte significativa del espectro de
emision total de la particula fluorescente, FP1. A medida que la particula se mueve a través del canal de flujo y es
excitada por la longitud de onda de excitacion constantemente cambiante, las emisiones procedentes de la particula
son medidas en el canal detector. En este ejemplo, el barrido a través del espectro de la fuente de excitacion
proporciona esencialmente una exploracién del espectro de excitacion completo de FP1, dado que el espectro de
excitacion de FP1 esta en gran medida englobado dentro del rango de longitudes de onda proporcionadas por la
fuente de rayo de excitacion.

El uso de un filtro de paso largo tipicamente es preferible a la utilizacién de un filtro de paso de banda debido a que
maximiza la cantidad de emision de fluorescencia medida, aunque el otro puede ser utilizado.

El filiro de paso largo que define el canal de deteccidon no permite que la luz de excitacion alcance el detector.
Debido a que el canal detector esta claramente separado de los espectros de rayo de excitacion, el rayo de
excitacion puede estar en el en todo momento. De este modo, la realizacion mostrada en la Figura 5 puede ser
utilizada tanto con el instrumento como con los métodos mostrados en las Figuras 1y 2, o con el instrumento y los
métodos mostrados en las Figuras 3y 4.

Figura 6

La Figura 6 muestra el espectro de rayo de excitacion y el canal detector de otra realizacion de la presente
invencion, junto con los espectros de excitacion y de emisién de una segunda particula fluorescente a modo de
ejemplo, referida aqui como FP2. El espectro de excitacion 610 y el espectro de emision 620 de FP2 se muestran
Unicamente con fines ilustrativos, para ayudar a entender la invencioén, y no significa que representen los espectros
de ningun tinte fluorescente particular. El eje x es la longitud de onda, y el eje y es una escala arbitraria utilizada
para ejemplificar los espectros normalizados. En este ejemplo, la particula fluorescente presenta un pico de
excitacion de aproximadamente 510 nm y un pico de emisidon de aproximadamente 585 nm (desplazamiento de
Stoke de 75 nm).

Los limites del espectro de rayo de excitacion (rango de longitudes de onda emitidas por la fuente de excitacion) y el
canal de deteccion (rango de longitudes de ondas utilizadas para la deteccidon de fluorescencia de particula) se
muestran esquematicamente como barras a lo largo del eje x, debajo de los espectros de particula. En este ejemplo,
se supone que el espectro de rayo de excitacion esta comprendido entre 450 y 600 nm. El primer canal de deteccion
640 es idéntico al de la Figura 5 y detecta las emisiones de longitud de onda mas larga que aproximadamente 630
nm. Un segundo canal de deteccion 630 definido por un segundo filiro de paso largo, detecta todas las emisiones de
longitudes de onda mas largas de aproximadamente 550 nm. De este modo, el segundo filtro de paso largo no deja
pasar solo la luz de excitacion por debajo de 550 nm en longitud de onda para que no alcance el detector.

Como se puede observar en la Figura 6, el maximo de emision de FP2 esta bien a la izquierda del limite de longitud
de onda para el canal detector 640, y la fraccion de la emision total de FP2 que cae dentro del canal detector 640 es
solo una pequefia parte del espectro de emision total de FP2. Aunque la emisiéon procedente de FP2 puede ser
medida utilizando el canal detector 640, se espera que la sensibilidad de deteccién sea reducida debido a que la
mayoria de la emision procedente de FP2 esta bloqueada por el filtro de paso largo.

El segundo canal detector 630 detecta emisiones de longitud de onda mas largas que aproximadamente 550 nm, y
esta configurado para detectar casi toda la luz emitida por FP2. Sin embargo, el canal de deteccion 630 cubre el
espectro de emision del rayo de excitacion. De este modo, si todo el espectro del rayo de excitacion estuviera
iluminando continuamente el canal de flujo, la dispersion procedente de la parte del espectro de rayo de excitacion
que recubre el canal de deteccion 630 interferiria con la deteccion de la fluorescencia de FP2 en ese canal.

El esquema de deteccion mostrado en la Figura 6 preferiblemente es utilizado con el instrumento y los métodos
mostrados en las Figuras 3 y 4. Como se ha descrito anteriormente, a medida que la particula se mueve a través del
canal de flujo y es excitada por una longitud de onda de excitaciéon continuamente cambiante, solo una longitud de
onda esencialmente Unica esta brillando en la particula en un momento cualquiera. El rayo de excitacion barre desde
una longitud de onda de aproximadamente 450 nm a la aproximadamente 600 nm, rastreando el movimiento de la
particula. Durante este barrido, aunque el rayo de excitacion esta bajo el limite de longitud de onda del canal de
deteccion 630, no hay luz de rayo de excitacion que se pueda dispersar ni completar con la deteccion de la
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fluorescencia de FP2. De este modo, el canal de deteccién 630 puede ser utilizado para detectar la emision
procedente de FP2 durante una exploracion del espectro de excitacion de FP2 en un rango de 450-550 nm.

Una vez que el rayo de excitacion ha alcanzado el umbral del canal de deteccion 630, el canal de deteccion 630 ya
no es utilizado para medir las emisiones procedentes de FP2. Sin embargo, el canal de deteccion 640 todavia se
puede utilizar para detectar las emisiones procedentes de FP2. La sefal procedente de las emisiones de FP2 se
mide en el canal de deteccion 640 y son preferiblemente amplificadas para compensar la sensibilidad de deteccion
baja. De este modo, el espectro de excitacion de FP2 puede ser explorado sobre el espectro de rayo de excitacion
completo, medido o bien en el canal de deteccion 640 (con sensibilidad menor), o mediante una porcion utilizando el
canal de deteccion 630 (con elevada sensibilidad) en el rango de 450-550 nm, seguido de la finalizacion de la
exploracion utilizando el canal de deteccion 640 (con sensibilidad mas baja).

La Figura 6 describe un esquema de deteccion que utiliza dos canales detectores que se superponen para hacer
posible que los espectros de excitacion de exploracion tengan especificidad mas elevada en un rango mas amplio.
Claramente, se pueden utilizar canales detectores adicionales. Cada canal de deteccion puede incrementar el rango
de la exploracion del espectro de excitacion que es realizada con deteccion altamente eficiente de las emisiones.

Los canales detectores multiples no necesitan ser superpuestos. Por ejemplo, el canal detector 630 podria también
estar definido por un filiro de paso de banda que trasmite luz entre 550 y 630 nm, que es el inicio del siguiente canal
detector.

El esquema de deteccion mostrado en la Figura 6 es también adecuado para medir el espectro de excitacion de
otras particulas fluorescentes, tales como FP1, descrito anteriormente y mostrado en la Figura 5. Para medir el
espectro de excitacion de FP1, el canal de deteccion 630 o bien puede ser ignorado, o bien puede ser utilizado para
mejorar la medida de la emision de FP1 durante la primera parte de la exploracion de excitacion. En general,
proporcionando un conjunto de canales de deteccion por etapas, el espectro de excitaciéon de cualesquiera
particulas fluorescentes que tiene un espectro de excitacién que se superpone con el espectro de laser de luz blanca
puede ser medido. La informacién procedente de los canales de deteccion separados preferiblemente es combinada
para tener la medida mas sensible de las emisiones de tinte mientras la luz de excitacion es variada través del
espectro.

Figura 7

La Figura 7 muestra el espectro de rayo de excitacion y los canales detectores de otra realizacion de la presente
invencion, junto con los espectros de excitacion y de emisién de una segunda particula fluorescente a modo de
ejemplo referida aqui como FP2, y los espectros de excitacion y emision de una tercera particula fluorescente a
modo de ejemplo, referida aqui como FP3. El espectro de excitacion 710 y el espectro de emision 720 de FP2 y el
espectro de excitacion 715 y el espectro de emision 725 de FP3 se muestran unicamente con fines ilustrativos, para
ayudar a entender la invencion, y no significa que representen los espectros de ningun tinte fluorescente particular.
El eje x es la longitud de onda, y el eje y es una escala arbitraria utilizada para ejemplificar los espectros
normalizados. En este ejemplo, la particula fluorescente FP2, presenta un pico de excitacion en aproximadamente
510 nm y un pico de emisidon en aproximadamente 585 nm (desplazamiento de Stoke de 75 nm), y la particula
fluorescente FP3 presenta un pico de excitacion en aproximadamente 550 nm y un pico de emisién en
aproximadamente 625 nm (desplazamiento de Stoke de 75 nm).

Los limites del espectro de rayo de excitacion (rango de longitudes de onda emitidas por la fuente de excitacion) y
del canal de deteccion (rango de longitudes de onda utilizadas para la deteccion de la fluorescencia de particula) se
muestran esquematicamente como barras a lo largo del eje x, debajo del espectro de particula. En este ejemplo se
supone que el espectro del rayo de excitacion esta comprendido entre 450 y 600 nm. El primer canal de deteccion
730 definido por un filtro de paso de banda, detecta las emisiones de longitudes de onda en un rango de
aproximadamente 560-590 nm. Este primer canal de deteccién corresponde aproximadamente al maximo de
emision de FP2, con el limite de longitud de onda superior seleccionado para evitar englobar emision significativa
procedente de FP3. Este primer canal de deteccion también estd denominado como el canal de FP2. El segundo
canal de deteccion 740, definido por un segundo filiro de paso de banda, detecta emisiones de longitud de onda en
un rango de aproximadamente 625-710 nm. Este segundo canal de deteccion corresponde aproximadamente con el
maximo de emision de FP3, con el limite de longitud de onda inferior seleccionado de manera que se evita englobar
emision significativa procedente de FP2. Este segundo canal de deteccion también esta denominado como el canal
de FP3.

Como se puede observar en la Figura 7, el canal de FP2 mide una fraccién significativa de las emisiones de FP2,
pero mide una pequefia fraccion de las emisiones de FP3.

De manera similar, el canal FP3 mide una fraccion significativa de las emisiones de FP3, pero mide sobre una
pequefia fraccion de las emisiones de FP2. La seleccién de los dos canales de deteccion para que correspondan
con los dos maximos de excitacion de tinte hace posible la medida relativamente independiente de las dos
emisiones de tinte, lo que ademas hace posible la medida relativamente independiente de los dos espectros de
excitacion del tinte.
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El esquema de deteccion mostrado en la Figura 7 preferiblemente es utilizado con el instrumento y con los métodos
mostrados en las Figuras 3A-C y 4A-D. Como se ha descrito anteriormente, a medida que la particula se mueve a
través del canal de flujo y es excitada por una longitud de onda de excitacion constantemente cambiante, solo una
longitud de onda esencialmente Unica esta brillando en la particula en un momento cualquiera. El rayo de excitacion
barre desde una longitud de onda de aproximadamente 450 nm hasta aproximadamente 600 nm, rastreando el
movimiento de la particula. Durante este barrido, aunque la longitud de onda del rayo de excitacion esta por debajo
de la longitud de onda del canal de deteccion 730 de FP2, no hay luz de rayo de excitacion que pueda dispersarse y
finalizar la detecciéon de la fluorescencia de FP2. De este modo, el canal de deteccion 730 de FP2 puede ser
utilizado para detectar la emision procedente de FP2 durante una exploracién del espectro de excitaciéon de FP2 en
un rango de 450-560 nm, lo que representa la mayoria del rango de longitudes de onda sobre el que FP2 presenta
excitacion significativa.

Debido a que el canal de FP3 esta fuera del rango de longitudes de onda de luz de excitacion, no se detecta luz de
rayo de excitacion dispersada en el canal de FP3. De este modo, el canal de deteccion 740 de FP3 puede ser
utilizado para detectar la emisién procedente de FP3 durante una exploracion del espectro de excitaciéon de FP3
sobre un barrido total de las longitudes de onda de luz de excitacion. Debido a que el espectro de excitacion de FP3
se extiende mas alld de un rango de longitudes de onda de luz de excitacion, esto proporciona una parte
significativa, pero no toda, del espectro de excitacion de FP3.

La Figura 7 describe un ejemplo de un esquema de deteccion que utiliza canales detectores que estan emparejados
con los tintes particulares que seran utilizados en el ensayo. La seleccion de los canales de deteccion que
corresponden con los maximos de excitacion hace posible la medida relativamente independiente de las emisiones
de tinte, lo que ademas hace posible la medida relativamente independiente de los espectros de excitacion. Aunque
la Figura 7 se muestra dos tintes, este esquema de deteccion puede ser aplicado al analisis de un numero mas
elevado de tintes espectralmente distintos utilizando un correspondiente nimero elevado de canales de deteccion,
cada uno emparejado con las emisiones de un tinte particular.

Una ventaja de esta realizacion de la invencion es que facilita el analisis de particulas marcadas con multiples tintes.
Por ejemplo, como es tipicamente el caso en analisis celular mediante citometria de flujo, una célula puede ser
marcada con un cierto nimero de tintes distintos, cada uno unido a una proteina celular diferente. La célula marcada
de forma multiple presentara un espectro excitacion total que resulta de la combinacion de los tintes. Utilizando
detectores que estan emparejados con los tintes individuales y, por tanto, son posibles medidas relativamente
independientes de las emisiones de tinte, el espectro de excitacion puede ser separado mas facilmente en sus
componentes correspondientes con el espectro de excitacion de cada uno de los tintes en la combinacion.

Los métodos para separar matematicamente (desunir) un espectro, que es la uniéon de una pluralidad de espectros
en espectros de componente, se conoce la técnica (véase, por ejemplo, Robinson et al. supra). Tales métodos
pueden ser utilizados para calcular la contribucién de cada uno de los tintes de componente en los presentes
métodos y, de este modo, identificar los marcajes presentes en una particula, tal como una célula.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2767 133 T3

REIVINDICACIONES

1. Un analizador de particulas de tipo flujo para medir el espectro de excitacion de particulas fluorescentes en una
corriente de fluido, que comprende:

a) una fuente de luz de excitacion (10) que emite un rayo de luz de excitacién de amplio espectro colimado,

b) elementos oOpticos de excitacion (12, 14) que enfocan y dirigen el rayo de luz de excitacidon sobre una region de
deteccion en dicha corriente de fluido, en donde dichos elementos o6pticos de excitacion (12, 14) incluyen un
elemento de dispersion (12) que dispersa el espectro de rayo de luz de excitacion, y en donde dicho elemento de
dispersion (12) esta orientado de manera que el espectro resultante de longitudes de onda continuamente
cambiantes es dispersado sobre una region de deteccion de dicha corriente de fluido, de manera que una particula
(1) que fluye a través de dicha region de deteccion atravesara el espectro dispersado del rayo de luz de excitacion a
través de las longitudes de onda cambiantes; y

c) elementos opticos de deteccion (16, 18, 20) que miden la luz emitida desde las particulas (1) en la region de
deteccion.

2. El analizador de particulas de tipo flujo de la reivindicacion 1, que comprende ademas un tubo de ensayo 6ptico
(2) que tiene un canal de tubo de ensayo que se extiende a través de dicho tubo de ensayo (2), en donde dicha
corriente de fluido es hecha pasar a través de dicho canal del tubo de ensayo, y en donde dicha region de deteccion
en la corriente de fluido esta dentro de dicho canal de tubo de ensayo.

3. El analizador de particulas de tipo flujo de la reivindicacion 1, en donde dichos elementos 6pticos de deteccion
(16, 18, 20) comprenden un fotodetector (20) configurado para medir un rango de longitudes de onda que son mas
largas que las longitudes de onda en el espectro de luz de excitacion que esta dirigido sobre la region de deteccion.

4. El analizador de particulas de tipo flujo de la reivindicacion 1, que comprende ademas:

a) una segunda fuente de excitacion (40) que emite un segundo rayo que intersecta la corriente de flujo aguas arriba
de la regién de deteccion;

b) segundos elementos 6pticos de deteccion (44, 46, 47) que miden la luz emitida procedente de la interseccion de
dicho rayo y dicha corriente de flujo, configurados para detectar particulas (1) en base a la luz emitida y proporcionar
una sefal desencadenante cuando una particula es detectada;

c) un filtro ajustable (30) situado en el rayo de luz de excitacion entre la fuente de luz de excitacion (10) y el
elemento de dispersion (12), configurado para permitir que la seleccion de una banda estrecha de longitudes de
onda pase por el filtro (30), en donde dicha seleccién esta bajo el control de una sefial de control;

d) un controlador (32) configurado para recibir dicha sefal desencadenante y para proporcionar una sefial de control
a dicho filtro ajustable (30), de manera que la banda estrecha seleccionada de longitudes de onda que es hecha
pasar por el filtro (30) es cambiada a través del espectro de la fuente de luz de excitacion (10) cuando una particula
esta pasando a través de dicha regiéon de deteccion.

5. El analizador de particulas de tipo flujo de la reivindicacion 1 o 4, en donde dicha fuente de luz de excitacion (10)
contiene un laser de luz blanca.

6. El analizador de particulas de tipo flujo de la reivindicacion 5, en donde dicha fuente de luz de excitacion (10)
contiene ademas elementos de filtro que restringen el rango de longitudes de onda emitidas por el laser de luz
blanca.

7. El analizador de particulas de tipo flujo de la reivindicacion 4, en donde dichos segundos elementos de deteccion
opticos (44, 46, 47) incluyen un filtro que no deja pasar la luz de longitudes de onda que se superponen con el rango
de longitudes de onda proporcionado en el espectro de luz de excitacién que esta dirigido sobre la region de
deteccion.

8. El analizador de particulas de tipo flujo de la reivindicacion 4, en donde dichos segundos elementos &pticos de
deteccion (44, 46, 47) comprenden una pluralidad de fotodetectores (46), conteniendo cada fotodetector (46) un filtro
que no deja pasar la luz de longitudes de onda que se superponen con el rango de longitudes de onda
proporcionado en el espectro de luz de excitacion que esta dirigido sobre la regidon de deteccion.

9. El analizador de particulas de tipo flujo de la reivindicacion 4, en donde dichos segundos elementos &pticos de
deteccion (44, 46, 47) comprenden una pluralidad de fotodetectores (46), cada uno configurado para medir un rango
de longitudes de onda que son mas largas que, al menos, o parte de las longitudes de onda en el espectro de luz de
excitacion que esta dirigido sobre la region de deteccion.
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10. El analizador de particulas de tipo flujo de la reivindicacion 4, en donde dichos segundos elementos Opticos de
retencion (44, 46, 47) comprenden una pluralidad de fotodetectores (46), configurado cada uno para medir un rango
de longitudes de onda definido por un filtro de paso de banda, en donde los rangos de longitudes de onda medidas
por la pluralidad de fotodetectores (46) no se superponen.

11. Un método para utilizar un analizador de particulas de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,
utilizando canales de deteccion por etapas, preferiblemente junto con la luz de excitacion filirada de forma ajustable,
para hacer posible la deteccion de emisiones de particulas en longitudes de onda que se superponen con una parte
del espectro de luz de excitacion.

12. El método de acuerdo con la reivindicacion 11, mediante el cual cuando una particula se mueve a través de la
region de deteccion y es iluminada con longitudes de onda progresivamente mas largas, los canales de deteccion
que miden la luz de una longitud de onda mas larga que la longitud de onda de la luz de excitacion son utilizados
para detectar las emisiones de particulas.

13. El método de acuerdo con la reivindicacion 11 o 12, mediante el cual cuando la longitud de onda de la luz de
excitacion es alargada durante la exploracion, de manera que se superpone con un canal de deteccion, ese canal de
deteccion ya no es util para medir la emision debido a la interferencia producida por la luz de excitacion, con lo que
las emisiones son detectadas por uno o mas de los restantes canales de deteccion.

14. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, mediante el cual cuando la longitud de
onda de la luz de excitacion es alargada durante la exploracién, de manera que se superpone con el segundo canal
de deteccion, ese canal de deteccion ya no es util para medir la emision debido a la interferencia producida por la luz
de excitacion, y las emisiones son detectadas por uno o mas de los canales de deteccion restantes.

15. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, mediante el cual el canal de deteccion
final preferiblemente mide todas las longitudes de onda que son mas largas que la longitud de onda de excitacion
mas larga utilizando un filtro de paso largo apropiado.
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Fig. 1A
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Fig. 1B
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Fig. 1C
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Fig. 3A
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Fig. 3B
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Fig. 3C
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Figura 4A Figura 4B
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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