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DESCRIPCION

Fluorimetro de obtencién de imédgenes para fluorescencia analizada en el tiempo.
Referencia a las solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica prioridad bajo el 35 U.S.C. §119(e), basdndose en la solicitud provisional de EE.UU. con
nimero de serie 60/272.083, presentada el 28 de febrero de 2001, cuya descripcién completa se incorpora en esta
memoria como referencia.

Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere a un aparato y un método para fluorescencia con resolucién temporal de obtencién
de imagenes en muestras bioquimicas y médicas.

Antecedentes de la invencion

Se emite fluorescencia cuando un fluoréforo interactia con un fotén incidente (excitacién). La absorcion del foton
hace que un electrén en el fluoréforo salte desde su estado fundamental hasta un nivel de energia superior. Después
de un tiempo, que depende del fluoréforo y su entorno, el electrén vuelve a su nivel original, liberando un fotén
(emisién de fluorescencia), dependiendo la longitud de onda de la cantidad de energia que se libera durante el retorno
al estado anterior. Un fluoréforo puede emitir en una tnica longitud de onda o en mdltiples (creando un espectro de
emision), mientras los electrones caen desde diversas drbitas hasta sus estados fundamentales. El espectro de emisién
es constante para cada especie de fluoréforo.

Las etiquetas fluorescentes son tipicamente pequefias moléculas de tinte orgdnico, tales como fluoresceina, Texas
Red o rodamina, que se pueden conjugar ficilmente para realizar sondeos de moléculas, tales como estreptavidina. Los
fluoréforos pueden ser detectados por iluminacién con luz de una frecuencia de excitacién apropiada y las emisiones
espectrales resultantes pueden ser detectadas por sensores electrodpticos o a 0jo.

Los métodos para realizar andlisis en materiales fluorescentes son bien conocidos en la técnica y se describen, por
ejemplo, en Lakowicz, J. R, “Principles of Fluorescence Spectroscopy”, New York: Plenum Press (1983); Herman, B.,
“Resonance Energy Transfer Microscopy”, en: Fluorescence Microscopy of Living Cells in Culture, parte B, Methods
in Cell Biology, volumen 30, edicién Taylor, D. L. y Wang, Y.-L., San Diego: Academic Press (1989), paginas 219-
243; Turro, N. J., Modem Molecular Photochemistry, Menlo Park: Benjamin/Cummings Publishing Co, Inc. (1978),
paginas 296-361 y en el Molecular Probes Catalog (2001), OR, U.S.A.

Un fluorimetro es un instrumento que mide la fluorescencia. Los fluorimetros tienen tres componentes principales:
(a) fuente de luz para excitacion, que es la mayoria de veces tipicamente una fuente laser o de banda ancha; (b) filtros
y/o monocromadores dispersivos para seleccionar zonas de longitud de onda de interés, tanto en excitacién como
en emision; (¢) un detector que convierte la emision de fluorescencia incidente en una sefal eléctrica. La presente
invencidn se refiere a fluorimetros que miden la fluorescencia en muestras bioldgicas, mas especificamente en muestras
bioldgicas utilizadas en programas de descubrimiento de medicamentos.

Algunos fluorimetros (fluorimetros micro) estan fabricados en torno a microscopios confocales o no confocales, y
estan diseflados para observar células marcadas de modo fluorescente o microvoliimenes de muestra como objetivos
discretos. Existe un conjunto enorme de la técnica anterior que es relevante para tales fluorimetros micro. Un sub-
conjunto de este conjunto de la técnica anterior se refiere al uso de fluorimetros micro con placas de micropocillos o
microplaquetas (por ejemplo, Galbraith, ef al.,1991; Rigler, 1995).

Otros fluorimetros (fluorimetros macro) no miden la resolucién celular sino, mds bien, usan 6ptica de bajo aumento
para recoger sefiales procedentes de cada muestra en una pluralidad de muestras (como en las patentes de EE.UU.
nimeros 5.125.748, de Bjornson et al.; y 5.340.747, de Eden), mds tipicamente, los pocillos estdn dispuestos dentro
de placas de micropocillos (como en las patentes de EE.UU. nimeros 6.071.748, de Modlin ez al.; y 5.670.113, de
Akong et al.).

Los medios con los que se mide una pluralidad de muestras difieren entre un “fluorimetro de exploracién”, un
“fluorimetro de etapas” y un “fluorimetro de obtencién de imdgenes por zonas”.

En un fluorimetro macro de exploracién (como se describe en la patente de EE.UU. nimero 5.672.880, de Kain), se
realizan detecciones de una pluralidad de muestras en serie, explorando un haz de excitacién la muestra y recogiendo
en serie cada punto de emisiéon. Un fluorimetro de exploracién puede resolver cada muestra en multiples puntos de
resolucion.

En un fluorimetro macro de etapas, el haz de excitacion y el detector (usualmente un tubo fotomultiplicador o
diodo) se mueven de forma gradual de muestra a muestra. El detector (o agrupacion de detectores) realiza una medicién
unitaria procedente de cada muestra, y no discrimina mdltiples puntos de resolucién dentro de cada muestra (como
por ejemplo en las patentes de EE.UU. nimeros 5.589.351, de Harootunian; 5.670.113, de Akong et al.; 6.144.455, de
Tuunanen et al.; y 6.127.133, de Akong et al.).
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En un fluorimetro macro de obtencidn de imdgenes por zonas, el detector estd expuesto a una pluralidad de muestras
en paralelo (sin exploracién o sin etapas), y se realizan detecciones de cada muestra en una porcién diferente de la
zona del detector. Al localizar muestras diferentes en puntos diferentes del detector, el fluorimetro de obtencién de
imagenes por zonas mantiene la capacidad para discriminar muestras discretas de una pluralidad de muestras. El
fluorimetro macro de obtencidn de imagenes por zonas puede discriminar o no multiples puntos de resolucién dentro
de cada muestra.

Son bien conocidos los fluorimetros macro de obtencién de imagenes por zonas (por ejemplo, Haggart, 1994; las
patentes de EE.UU. nimeros 6.140.653, de Che; 6.069.734, de Kawano et al.; y muchos sistemas comerciales). La
mayoria de los mismos son adecuados para muestras planas, tales como geles de electroforesis. Algunos documentos
(por ejemplo, las patentes de EE.UU. ntimeros 5.275.168, de Reintjes et al.; y 5.309.912, de Knuttel) requieren méto-
dos altamente especializados, tales como espectroscopia de Raman o modulacién de fase/amplitud de la iluminacion,
y no serian adecuados para mediciones de la intensidad de fluorescencia inmediata o resolucién temporal como se usan
con una pluralidad de muestras bioldgicas. Otros documentos (5.854.684, de Stabile et al.) mencionan el uso general
de detectores de obtencion de imdgenes para cuantificar la luz reflejada desde una pluralidad de muestras, sin describir
realizaciones especificas dentro de los sistemas de iluminacién y deteccion Sptica que permitirian el uso eficaz de los
detectores de obtencidn de imagenes en fluorimetria macro. Finalmente, otros documentos (WO 96/05488, de McNeil
et al.) describen medios especificos para conseguir fluorimetria macro de obtencién de imagenes por zonas, medios
que no son Optimos para este objetivo.

Existe una necesidad de conseguir altos valores de rendimiento para las muestras en aplicaciones de descubrimiento
de medicamentos, en las que los especimenes fluorescentes estdn agrupados usualmente dentro de una pluralidad de
pocillos, por lo que se requiere un alto rendimiento. Aunque un fluorimetro de obtencién de imdgenes por zonas ofrece
ventajas conocidas en su capacidad para cuantificar gran nimero de muestras en paralelo, consiguiendo por ello un
alto rendimiento, se requieren realizaciones especificas apropiadas para este objetivo si el instrumento ha de ser tanto
de alto rendimiento como de alta sensibilidad.

Es evidente, en vista de la técnica de fluorimetros macro de obtencién de imdgenes por zonas, situar una cidmara
CCD a fin de obtener imdgenes de un especimen, suministrar excitacion de fluorescencia por medios conocidos y
recoger la luz emitida usando una lente de forma conocida. Sin embargo, los fluorimetros de obtencién de imédgenes
de la clase descrita por McNeil et al. (WO 96/05488) no consiguen la equivalencia en sensibilidad con fluorimetros
que no son de obtencidn de imégenes, y adolecen de errores en la deteccion de sefiales. Por ejemplo, utilizan sistemas
de lentes estandares que no contienen mecanismos calculados de manera que minimicen las reflexiones y otras formas
de sefales falsas, adolecen de errores de paralaje y requieren usualmente que las placas de micropocillos sean de
la clase que tiene una parte inferior transparente, a través de la que se leen las muestras. En contraste a esto, los
fluorimetros que no son de obtencién de imagenes son altamente sensibles, no tienen errores de paralaje, son capaces
de leer desde la parte superior o inferior de una placa y no requieren placas de parte inferior transparente que son
caras. Los usuarios potenciales de los fluorimetros de obtencidn de imagenes por zonas en cribado de fairmacos no
han adoptado ampliamente ningtin sistema de la técnica anterior, debido a factores tales como los detallados anterior-
mente.

Se presentan desafios al aplicar fluorimetria de obtencién de imadgenes por zonas al cribado de farmacos, en su
mayor parte, por cuatro factores:

a) Los pocillos forman aberturas que interactian con el dngulo de incidencia de la iluminacién. Los pocillos que
reciben iluminacién con dngulos mayores estdn iluminados peor que los pocillos que reciben iluminacién mas directa.
Como la mayoria de los fluorimetros de obtencién de imagenes por zonas, suministran iluminacién desde una zona
lateral a la lente de recogida (por ejemplo, Neri et al., 1996), pueden tener éxito con especimenes planos, pero no logran
iluminar apropiadamente pocillos profundos. En la prictica, no es poco frecuente observar variaciones en exceso del
300% en el suministro de luz a los pocillos que se encuentran en diferentes posiciones de una placa de micropocillos,
a menos que se presente un suministro de iluminacién sélo a través de la parte inferior de la placa de micropocillos
(como en la patente de EE.UU. nimero 5.355.215, de Schroeder, y en el documento WO 96/05488, de McNeil et al.).

b) Los pocillos estdn muy poco iluminados. Una pluralidad de pocillos contenidos dentro de una placa de micropo-
cillos estdndar ocupa una extension espacial de aproximadamente 96 centimetros cuadrados. Si un fluorimetro macro
de obtencion de imdgenes por zonas ha de ser capaz de obtener imdgenes de todos los pocillos en paralelo, todos
ellos deben ser iluminados al mismo tiempo. Por lo tanto, la cantidad de iluminacién suministrada a cualquier pocillo
(como se describe por una relacion geométrica inversa entre zona iluminada e intensidad/drea unitaria) es muy baja y
la cantidad de fluorescencia emitida desde cualquier pocillo tiende también a ser pequefia, por lo que se requiere un
detector sensible. Por muy sensible que sea el detector, es importante que todos los pocillos reciban el haz de ilumina-
cion tan eficientemente como sea posible. Si la iluminacién no logra alcanzar el contenido de algunos pocillos, incluso
el detector més sensible serd incapaz de extraer una sefial que se pueda utilizar.

c) Existen errores de paralaje. Los pocillos profundos situados en posiciones diferentes dentro de una placa de
micropocillos sirven para generar, por una lente estdndar, imdgenes con dngulos diferentes. Estos errores de paralaje
bien conocidos tienen un efecto principal sobre la precision de la 6ptica de recogida de luz, particularmente cuando la
Optica genera imdgenes de la pluralidad de pocillos desde la parte superior.
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d) Los rayos de iluminacién interactdan con la éptica de deteccién. La ptica para el suministro de iluminacién
a una placa de pocillos completa, y para la recogida simultdnea de emisioén de fluorescencia desde la pluralidad de
pocillos en la placa, debe tener propiedades especiales. Por ejemplo, el método de iluminacién mds eficiente es desde
dentro de la lente de recogida (epiiluminacién), pero una lente macro de epiiluminacién estd sometida a reflexiones y
a otras fuentes no evidentes de sefiales falsas.

Un sistema de obtencidon de imagenes para conjuntos digitales de andlisis en placas de pocillos, geles y blots se
describe en las solicitudes de patente de EE.UU. niimeros 09/240.649 y 09/477.444, de Ramm et al. Este sistema
satisface la necesidad de que la fluorimetria de obtencién de imdgenes por zonas tenga alto rendimiento, y consigue un
avance técnico porque supera los problemas planteados en los puntos a-d anteriores. Mas especificamente, el sistema
descrito:

a) interactia minimamente con las aberturas de los pocillos para iluminar una pluralidad de los mismos de forma
eficiente y uniforme, desde arriba o desde abajo;

b) al iluminar de manera eficiente, se permite mejor sensibilidad en fluorimetria de obtencién de imagenes por
zonas;

¢) usa una Optica telecéntrica para evitar errores de paralaje;

d) contiene una Optica y unos componentes calculados para minimizar las fuentes de sefiales de fondo que surgen
en fluorimetria macro de obtencion de imdgenes por zonas (por ejemplo, minimiza las reflexiones internas desde filtros
de emisién montados dentro de la lente de recogida).

El sistema descrito se ha reducido para su puesta en practica y se ha usado ampliamente para obtener imdgenes por
zonas de sefiales de luminiscencia y fluorescencia inmediata. En las solicitudes de patente citadas, se describen medios
para usar el sistema a fin de obtener imdgenes de fluorescencia con resolucién temporal, pero sin descripcién detallada
de las realizaciones para este objetivo. La presente invencion describe realizaciones preferidas de un fluorimetro con
resolucién temporal de obtencién de imagenes por zonas para andlisis en placas de pocillos, geles y blots.

La emision de fluorescencia inmediata estd definida por el suministro de iluminacién de excitacién, al mismo
tiempo que se recoge la fluorescencia emitida. Los desafios en fluorescencia inmediata incluyen:

e las alteraciones muy pequefias en emision se deben detectar mientras el sistema se inunda de luz de excita-
cion;

e la emision es mucho menor en intensidad que la excitacidon, y es dificil filtrar toda la excitacion para dejar
la emision sin alterar;

e ¢l medio de las muestras (por ejemplo, disolventes, células que contienen compuestos marcados), la 6ptica
(por ejemplo, en Beverloo et al., 1990, 1992) y el soporte de las muestras (placa de pocillos, cubeta) pueden
emitir componentes espectrales similares a los del fluoréforo de interés.

Colectivamente, cualquier contribucién de luz de excitacién o medio de las muestras que alcanza el detector se
denomina “efecto de fondo”. Un filtro de emisién estd colocado entre la muestra y el detector para bloquear tanto
como sea posible la sefial del efecto de fondo impidiendo que alcance el detector (como se describe en la publicacién
de solicitud internacional de patente nimero WO 99/08233, de Ramm et al.). Sin embargo, el filtro de emisién no
puede eliminar todo el efecto de fondo y la fuga restante del efecto de fondo sobre el detector da como resultado una
degradacion de la sensibilidad de deteccion. Es decir, la sensibilidad de los fluorimetros tiende a estar limitada por la
presencia de altos niveles de sefiales del efecto de fondo.

La fluorescencia con resolucion temporal (TRF) es una técnica bien conocida (por ejemplo, en las patentes de
EE.UU. nimeros 4.565.790, de Hemilla et al., 4.808.541, de Mikola et al., y 5.736.410, de Zarling et al.) que se
utiliza para reducir el efecto de fondo y aumentar la sensibilidad de deteccién. En TRF, una fuente de luz se usa
para excitar la muestra y se extingue o cierra entonces rdpidamente. Durante el periodo de excitacién, el detector
estd apagado. Al estar apagado, no estd sometido a las contribuciones del efecto de fondo que surgen del periodo de
excitacién (por ejemplo, las fugas de la luz de excitacion a través del filtro de emisién).

La mayoria de contribuciones del efecto de fondo no estdn presentes o se desintegran rapidamente (por ejemplo,
la fluorescencia de los disolventes) después de terminar la excitacién. En contraste a esto, los fluoréforos no cesan su
emisioén inmediatamente. Mds bien, existe un periodo (que varia de picosegundos a milisegundos) durante el que el
fluoréforo sigue emitiendo después de que ha terminado la excitacién. Durante este periodo, el detector estd encendido
para observar las sefiales de fluorescencia relevantes con efecto de fondo minimo. Esta sincronizacién retardada del
periodo de deteccidn es el principio clave de la TRE.

Para permitir deteccion TREF, el detector se debe encender y apagar dentro de un periodo de tiempo controlado. El
periodo de deteccidon comienza algo después de terminar la excitacién (tras un tiempo de retardo) y dura un periodo
de tiempo (el tiempo de adquisicién). La TRF se utiliza muy a menudo con fluoréforos basados en lantdnidos (Eu,
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Tb, etc.), que tienen tiempos de desintegracion del orden de 100 microsegundos a 2 milisegundos, mucho mds largos
que los tiempos de desintegracion tipicos de las fuentes del efecto de fondo. Tipicamente, el tiempo de retardo es del
orden de decenas de microsegundos y el tiempo de adquisicion es de decenas a cientos de microsegundos.

Durante el periodo de excitacién y el tiempo de retardo, el detector estd cerrado o apagado (denominado en lo
sucesivo desactivado). Durante el tiempo de adquisicidn, el detector estd expuesto a emisiones procedentes de la
muestra (denominado en lo sucesivo activado). Es improbable que algin ciclo dnico de desactivacién y activacion
periddicas genere una sefial fiable en el detector, de manera que el ciclo se repite hasta que se han acumulado suficientes
sefiales.

La emision de fluorescencia retardada es mucho menos intensa que la emision de fluorescencia inmediata, y los
sistemas de obtencién de imdgenes por zonas deben trabajar con niveles muy bajos de emision/area unitaria. Por lo
tanto, un fluorimetro de obtencién de imdgenes por zonas estd mas sometido a la pérdida de emisién retardada en el
limite inferior del ruido del detector que en otro tipo de fluorimetro. Por consiguiente, es deseable que un sistema TRF
tenga una geometria que dé como resultado alto rendimiento optico (eficacia dptica) y bajas pérdidas de transmision.
Por ello, surgen desafios al optimizar un sistema para conseguir esta combinacién de rdpida activacion periddica y alta
eficacia optica.

Se deben poder activar periédicamente tanto la luz de excitacién como el detector. Se conoce ampliamente el modo
de activar periédicamente la excitacién con discriminadores mecdnicos y/o usando ldseres pulsatorios (por ejemplo,
Gadella y Jovin, 1995), como es mediante la utilizaciéon de lamparas flash que disminuyen su intensidad suficiente-
mente rdpido para que su contribucién a la captacion retardada sea minima (como se describe en el documento WO
99/08233, de Ramm e al.; y en EP 0987540A2, de Vaisala et al.; Vereb et al. 1998).

Existen tres métodos en el uso comtin para la activacién periddica de la trayectoria de emisién en TRF:

(a) Una rueda obturadora se hace girar rdpidamente para producir una activacién periddica a escala de microse-
gundos de la luz emitida. Esta aproximacion se ha aplicado en microscopia TRF (Seveus et al., 1992) para rechazar la
seflal procedente de la fluorescencia inmediata y reducir por ello la autofluorescencia. Un método similar se describe
en el documento EP 0626575A1, de Vaisala et al., y en sistemas de deteccion por exploracion (en la patente de EE.UU.
nimero 5.780.857, de Harju, et al.). En un microscopio o en un sistema que detecta una muestra cada vez, es viable
un Unico obturador rdpido porque la eficacia Optica es muy pequeiia. En contraste a esto, la eficacia dptica de sistemas
macro de obtencidn de imdgenes es grande, aproximadamente dos veces el orden de magnitud mayor que la de un
microscopio. Un sistema macro de obtencién de imagenes requeriria un gran mecanismo obturador mecédnico, con una
transicion relativamente gradual de abierto a cerrado.

(b) Un obturador mecdnico de mdltiples componentes, que usa rapidas ruedas obturadoras rotatorias, tiene aber-
turas sincronizadas de tal modo que expone cada vez pequeiias secciones del detector. Esta disposicién (como se
describe en el documento EP 0987540A2, de Vaisala et al.) es mds rapida que la de una tnica rueda, pero es compleja,
ya que estd compuesta por partes que se mueven rapidamente y tiene mala eficacia Optica.

(c) El detector estd activado periédicamente, de manera eléctrica, y convierte también los fotones de emisién en
electrones. En este método, un fotocatodo estd colocado en la trayectoria optica. El fotocdtodo puede ser encendido
y apagado en cortos intervalos para facilitar los requisitos de sincronizacién de la TRF. Sin embargo, este tipo de
dispositivo tiene bajo rendimiento cudntico y no se podria utilizar para obtener imdgenes de emisidn de fluorescencia
muy poco iluminadas sobre un detector de obtencién de imagenes. Por lo tanto, se aplica un campo eléctrico acelerador
para aumentar la energia de los fotoelectrones antes del objetivo y, en muchos casos, los electrones acelerados son
guiados a través de una placa microcanal, en la que se inicia la emisién de muchos mds electrones acelerados. Asf, el
detector activado eléctricamente incorpora usualmente un amplificador de luz, que amplifica la corriente de electrones
antes del objetivo.

Se ha descrito (WO 99/08233, Ramm et al.; Ramm, 1999) un sistema macro de obtencién de imdgenes TRF que
usa un detector activado eléctricamente, con una amplificacién de fotocitodo y de placa microcanal. El uso de un
fotocatodo amplificado entre la lente y el detector tiene desventajas intrinsecas:

(a) Mds tipicamente, se emite TRF en largas longitudes de onda largas. Esto es particularmente cierto con pares de
donador-aceptor en transferencia de energia de resonancia por fluorescencia (FRET), que tienden a emitir en el tramo
rojo del espectro. A fin de detectar estos tipos de sefiales, la anchura de banda del fotocdtodo tiene que ser suficiente-
mente baja para permitir que un fotén de gran longitud de onda genere un fotoelectrén. Sin embargo, los materiales
de baja anchura de banda son propensos a generar sefiales térmicas y producir un efecto de fondo instrumental que
puede ser muy dificil de distinguir de la sefial a detectar. Un enfriamiento ligero del fotocatodo (como se lleva a la
préctica en dispositivos disponibles comercialmente) no elimina el efecto de fondo térmico. Un fuerte enfriamiento del
fotocatodo, hasta temperaturas suficientemente bajas para reducir mucho el efecto de fondo térmico, presenta desafios
tecnoldgicos significativos y no es comtn en la practica.

(b) EI componente de la cdmara de un sistema reforzado produce ruido, particularmente efecto de fondo térmico.
A fin de superar lo anterior, la CCD se puede enfriar para reducir el efecto de fondo térmico (como se lleva a la
practica en varios dispositivos comerciales). Las dificultades se presentan al enfriar una CCD acoplada con fibras que
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estd absorbiendo carga térmica de un dispositivo reforzador, y al mantener una unién entre el acoplamiento caliente
de fibras y la CCD fria.

(c) La QE del componente de activacién periddica/amplificacién es baja, tipicamente del orden del 10% en longi-
tudes de onda del azul-verde, y tan baja como el 1% en el rojo. Por lo tanto, se pierde la mayor parte de la sefial que
incide en el sistema de activaciéon amplificada y es problematico el uso del sistema en compuestos fluorescentes con
resolucion temporal que emiten en el rojo.

(d) El procedimiento de amplificacién no produce un nimero constante de electrones por fotoelectrén incidente.
Este ruido de amplificacién se supera, tipicamente, estableciendo un umbral minimo para casos detectados y haciendo
recuento s6lo de los casos que tienen una alta probabilidad de ser vélidos. De este modo, el dispositivo amplificado
funciona como un contador, en vez de como un generador de imdgenes de integraciéon. Aunque es altamente sensible
en este modo de recuento, el dispositivo amplificado es también muy ineficiente y se requieren largos periodos de
deteccion para acumular suficientes casos de supraumbrales a fin de creen una imagen.

Existen otras desventajas, incluyendo la fragilidad del amplificador de luz (es destruido facilmente por luces bri-
llantes) y la mala transferencia de modulacion en las imédgenes amplificadas. Ademads, las zonas brillantes del especi-
men tenderdn a influir en otras zonas alrededor de las anteriores y, por lo tanto, la obtencién de imdgenes de placas
de micropocillos estd altamente sometida a interferencias entre pocillos. En resumen, todos los sistemas de la técnica
anterior que usan activacion periddica y amplificacién de fotocatodo presentan deficiencias en el campo técnico de la
presente invencion.

Es posible fabricar un fluorimetro macro de obtencién de imagenes por zonas para TRF, en el que las funciones
de activacién periddica y amplificacién sean intrinsecas al detector. Por ejemplo, se ha determinado que una CCD de
bombardeo de electrones (EBCCD) puede estar implementada dentro de un sistema de la configuracién descrita por
Ramm et al. (WO 99/08233). Se prevé que otros detectores amplificados integralmente, tales como la CCD amplifi-
cadora de electrones (como se lleva a la practica por la firma Marconi Applied Technologies del Reino Unido), serian
aplicables también a un sistema de la configuracién descrita. En comparacién con las cimaras CCD reforzadas, una
ventaja de la EBCCD (y, quizas, de otros detectores activados integralmente) es que muestra muy pocas interferencias
en la obtencién de imdgenes de placas de micropocillos, mientras se mantiene suficientemente sensible para detectar
débiles sefiales de fluorescencia retardada.

Casi cualquier tipo de obturador rdpido se podria disponer como activacién para un sistema TRF. Se ha descrito
(WO 99/08233, Ramm et al.) una TRF con un sistema macro de epiiluminacién que usa un cristal liquido, ldmina u
otro obturador montado en la trayectoria éptica después del especimen, pero antes del detector. En una realizacién
preferida, la presente invencién incorpora tal obturador implementado dentro de un sistema que esta optimizado para
permitir su uso.

Aunque no se ha descrito especificamente la automatizacién del procedimiento por el que se aplica la presente
invencidn, es previsible que la misma se pueda usar con sistemas y métodos que utilizan estaciones de trabajo que
estdn automatizadas y se pueden integrar para identificar moduladores, trayectorias, productos quimicos que tienen
actividad dtil y otros métodos descritos en esta memoria. Tales sistemas se describen generalmente en la técnica
(véanse, la patente de EE.UU. ndmero 4.000.976, de Kramer et al. (expedida el 4 de enero de 1977), la patente de
EE.UU. nimero 5.104.621, de Pfost et al. (expedida el 14 de abril de 1992), la patente de EE.UU. niimero 5.125.748,
de Bjornson et al. (expedida el 30 de junio de 1992), la patente de EE.UU. nimero 5.139.744, de Kowalski (expedida
el 18 de agosto de 1992), la patente de EE.UU. nimero 5.206.568, de Bjornson et al. (expedida el 27 de abril de 1993),
la patente de EE.UU. ntimero 5.350.564, de Mazza et al. (27 de septiembre de 1994), la patente de EE.UU. ntimero
5.589.351, de Harootunian (expedida el 31 de diciembre de 1996) y las solicitudes PCT nimeros: WO 93/20612, de
la firma Baxter Deutschland GmbH (publicada el 14 de octubre de 1993), WO 96/05488, de McNeil et al. (publicada
el 22 de febrero de 1996) y WO 93/13423, de Agong et al. (publicada el 8 de julio de 1993)).

De acuerdo con la presente invencidn, se ha previsto un sistema de obtencion de imdgenes segun la reivindica-
cion 1.

En algunas realizaciones, un sistema de obtencién de imdgenes por zonas para fluorimetria con resolucién temporal
de muestras en placas de pocillos, geles y blots incorpora un obturador de emision electrénica de actuacién rdpida
implementado dentro de un sistema iluminado con estroboscopio de gran eficacia 6ptica, acoplado a una cdmara de
alta sensibilidad (preferiblemente como se describe en el documento WO 99/08233, de Ramm et al.). El obturador de
emision del sistema estd basado en la tecnologfa de cristal ferroeléctrico (FLC). El obturador FLC es un dispositivo
con base ferroeléctrica compuesto por un polarizador de entrada, un material ferroeléctrico que cambia la rotacién de
polarizacién dependiendo del campo eléctrico y un analizador de polarizacién insertado en la trayectoria de emisién
de sistemas direccionales de obtencion de imédgenes, entre la muestra y un detector direccional de estado sélido.

Una propiedad del sistema de la presente invencién es que los componentes 6pticos/de deteccién que contienen
el obturador FLLC son tan sensibles que se facilita la pérdida de transmisién a través del obturador electrénico, sin
requerir una etapa de amplificaciéon luminosa. En una configuracién preferida, el rendimiento cuantico del detector es
alto y la eficacia 6ptica del sistema Optico es grande. Cuando se usa dentro de tal sistema, el obturador de la presente
invencién transmite suficiente fluorescencia retardada para producir mediciones comparables a las obtenidas a partir
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de fluorimetros con resolucién temporal que no son de obtencién de imagenes, y excede la sensibilidad de sistemas
que usan fotocatodos amplificados sin las desventajas (interferencias, fragilidad, etc.) de tales sistemas.

Un experto en la técnica apreciard que un obturador electrénico rapido serfa uitil como un mecanismo de activacién
periddica para TRF. Sin embargo, la mayoria de los obturadores rdpidos, como las células de Kerr, los moduladores
optoactusticos o los moduladores electrodpticos, tienen eficacia Optica limitada que restringe sus aplicaciones a sis-
temas con pequefa eficacia 6ptica, como es el caso de los microscopios. Una ventaja del obturador electrénico de
la presente invencidn es que tiene una gran apertura y se aprovecha de la eficacia 6ptica del sistema de la presente
invencion.

El sistema podria estar equipado con un obturador con base de cristal liquido. Mientras que este tipo de obturador
puede tener una apertura suficiente para ser utilizada con la gran eficacia éptica del presente sistema, tiene una mala
relacion del estado transmisor al estado de bloqueo (definida como la relacién de contraste). Mds tipicamente, la
relacién de contraste de un obturador de cristal liquido es del orden de <200:1, si se compara con el >400:1 observado
con un obturador FLC. El obturador con base de cristal liquido no es tampoco suficientemente rdpido para obtener
imagenes TRF con muchos compuestos fluorescentes utilizados comtinmente.

El sistema de la presente invencién incorpora un unico obturador con base de cristal ferroeléctrico (FLC). Una
ventaja del sistema de la presente invencion es que el obturador FLC puede pasar de activado a desactivado en menos
de 100 microsegundos, y es adecuado para obtener imagenes de fluorescencia retardada de compuestos fluorescentes
de lanténido, europio y terbio utilizados comtinmente.

La desventaja de los FLC, como se describe en intentos previos de usar obturadores FLC en microscopia TRF, ha
sido el débil rechazo de la fluorescencia inmediata debido a una relacion de contraste inadecuada (Verwoerd et al.,
1994; Shotten, 1995). Esta mala relacién de contraste ha llevado al uso de dos obturadores FLC en serie, y la pérdida
de transmision resultante ha sido tan alta (Vereb et al., 1998) que seria imposible su uso en un fluorimetro macro
de obtencién de imagenes. En la presente invencién, el FLC estd colocado dentro de la éptica, en una posicién que
produzca la mejor relacién de contraste posible. Una propiedad del sistema de la presente invencion es que la dptica
esté fabricada de modo que el obturador rapido estd situado en la trayectoria 6ptica de la fluorescencia emitida, de tal
manera que los dngulos de incidencia con respecto a la normal sobre el obturador no exceden los 20°. Esta colocacién
consigue la mejor relacién de contraste posible desde el obturador, y minimiza los efectos de dicho obturador sobre
las caracteristicas de longitud de onda de la luz transmitida.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la fuga a través del obturador FLC se corrige haciendo, en
primer lugar, una imagen de fluorescencia inmediata con el obturador cerrado (la imagen de fuga). Esta imagen se lee
a la salida de la camara CCD, antes de la captacion de la imagen de fluorescencia retardada. Luego, la imagen de fuga
se sustrae de la imagen de fluorescencia retardada para dejar esta tltima sin efecto de fondo afiadido por fuga a través
del obturador FLC.

Una ventaja del sistema de iluminacién y del obturador electrénico de la presente invencién es que pueden ser
adaptados para su uso en fluorimetros macro existente de obtencién de imagenes por zonas, sin requerir modificaciones
importantes de dichos dispositivos (por ejemplo, como se describe en el documento WO 99/08233, de Ramm et al.).
Mais bien, el sistema de iluminacién de la presente invencién se puede montar en un fluorimetro macro existente de
obtencion de imagenes por zonas, y el obturador se puede montar también en dicho dispositivo sin modificaciones
importantes.

Una ventaja de la presente invencion es que el obturador se inserta o retira focilmente de un fluorimetro macro
de obtencién de imdgenes por zonas, lo que permite que dicho fluorimetro se use para una variedad muy amplia de
aplicaciones sin que dicho obturador interfiera.

Una ventaja del sistema de la presente invencion es que se puede usar con sistemas y métodos que utilizan estacio-
nes de trabajo que estdn automatizadas y que se pueden integrar para identificar moduladores, trayectorias, productos
quimicos que tienen actividad ttil y otros métodos descritos en esta memoria. Tales sistemas se describen general-
mente en la técnica (véanse, la patente de EE.UU. ntimero 4.000.976, de Kramer et al. (expedida el 4 de enero de
1977), 1a patente de EE.UU. nimero 5.104.621, de Pfost et al. (expedida el 14 de abril de 1992), la patente de EE.UU.
nimero 5.125.748, de Bjornson et al. (expedida el 30 de junio de 1992), la patente de EE.UU. nimero 5.139.744, de
Kowalski (expedida el 18 de agosto de 1992), la patente de EE.UU. nimero 5.206.568, de Bjornson et al. (expedida el
27 de abril de 1993), la patente de EE.UU. nimero 5.350.564, de Mazza et al. (27 de septiembre de 1994), la patente
de EE.UU. nimero 5.589.351, de Harootunian (expedida el 31 de diciembre de 1996) y las solicitudes PCT nimeros:
WO 93/20612, de la firma Baxter Deutschland GmbH (publicada el 14 de octubre de 1993), WO 96/05488, de McNeil
et al. (publicada el 22 de febrero de 1996) y WO 93/13423, de Akong et al. (publicada el 8 de julio de 1993)).

Aunque la presente invencion estd dirigida a la obtencién de imédgenes por zonas de fluorescencia macro con
resolucién temporal, se ha de comprender que un experto en la técnica podria usar las capacidades de polarizacion de
la presente invencién, como se consiguen con el obturador FLC, para fabricar un sistema de obtencién de imdgenes
por zonas de fluorescencia macro de polarizacién. En tal sistema, la luz de excitacién es polarizada al hacerla pasar,
en primer lugar, a través de un obturador FLC. La luz emitida se hace pasar a través de un polarizador montado en
la trayectoria de emisién. Se puede hacer girar cualquier polarizador con respecto a otro, y el sistema es de tan alta
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sensibilidad que consigue una medicién de polarizacién comparable a la de dispositivos por zonas que no son de
obtencién de imdgenes.

Breve descripcion de los dibujos

Los anteriores y otros objetivos, propiedades y ventajas de la presente invencidn se entenderdn mas completamente
a partir de la descripcion siguiente de realizaciones actualmente preferidas, pero no obstante ilustrativas, de acuerdo
con la presente invencion, haciendo referencia a los dibujos que se acompaiian, en los que:

la figura 1 es una vista esquemadtica en seccion transversal de una realizacién preferida de un sistema 6ptico, de
acuerdo con la presente invencion, ttil para obtener imagenes de fluorescencia;

la figura 2 es una vista en seccion transversal de un sistema 6ptico, como en la figura 1, con el iluminador anular
reemplazado por un sistema de iluminacién epitaxial;

la figura 3 es una vista en seccidn transversal, similar a la figura 2, que muestra la adicién de un obturador rapido;

la figura 4 es un diagrama de rayos de luz que muestra el funcionamiento del obturador y el filtro en el sistema
optico;

la figura 5 muestra graficos que comparan el comportamiento de un sistema, de acuerdo con la presente invencion,
con el de un fluorimetro con resolucion temporal que no es de obtencién de imagenes; y

la figura 6 muestra graficos que comparan el comportamiento de una cdimara CCD de bombardeo de electrones
implementada dentro del sistema actual con el de un fluorimetro con resolucién temporal que no es de obtencién de
imagenes.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

La figura 1 muestra un sistema 6ptico 1 en seccidn transversal, como se usa para obtener imagenes de fluorescencia
de una pluralidad de pocillos 2 contenidos dentro de una placa 3 de micropocillos. Los componentes principales del
sistema 6ptico 1 son un sistema de lentes 4, una fuente de luz pulsatoria 5, un filtro de excitacién primaria 6, un
iluminador anular 7, un filtro de emisién primaria 8 (para eliminar longitudes de onda que son irrelevantes para la
sefial de muestreo deseada) y un sistema de cdmara CCD 9. El sistema de lentes 4 del sistema 6ptico 1 comprende un
elemento delantero 4a que funciona en un espacio telecéntrico, y que forma una imagen de la placa 3 de pocillos sobre
un detector CCD 10 de la cdmara CCD 9.

En funcionamiento, la fuente de luz 5 proporciona la energia luminosa necesaria para ser aplicada a los especi-
menes dentro de los pocillos 2. Preferentemente, la fuente de luz puede ser modulada desde una intensidad alta hasta
menos del 1% de dicha intensidad alta en un tiempo menor que 100 microsegundos. La luz procedente de la fuente
se transmite a través del filtro 6 y se dirige mediante una guia de luz, tal como un mazo de fibra dptica o una guia
luminosa liquida, al iluminador anular 7, interno al sistema de lentes, realizando dicho iluminador anular epiilumina-
cién, iluminando preferiblemente una zona mayor que 25 centimetros cuadrados. La energia luminosa emitida por un
especimen excitado por epiiluminacién se transmite a través de la lente 4a y de todo el sistema de lentes 4 a la cdmara
9, en la que se forma una imagen sobre el detector CCD 10.

La figura 2 repite la figura 1, con el reemplazo del iluminador anular por un sistema de iluminacién epitaxial.
La iluminacién epitaxial estd compuesta por una fuente de luz pulsatoria 11, un filtro de excitacién primaria 12 y un
espejo dicroico 13 para reflejar las longitudes de onda de excitacién sobre la muestra y transmitir las longitudes de
onda emitidas desde un especimen hacia la cdmara.

La figura 3 repite la figura 2, con la adicién del obturador rapido 14. El obturador 14 se encuentra muy préximo
al filtro de emision 8, en una posicion en la que todos los rayos estdn préximos al eje 6ptico. El obturador 14 esta
hecho de un material que se puede poner opaco (desactivado) o transparente (activado), con un periodo de activacion-
desactivaciéon mas corto que 100 microsegundos y con una relacién de contraste en exceso de 200:1. Se prefiere
también que el obturador sea transmisor mds del 20% a longitudes de onda de la luz entre 500 y 700 nandémetros. El
obturador 14 es un dispositivo FLC. Sin embargo, el principio de aplicar un obturador electrénico de actuacion rapida
en la trayectoria de emision es general y, como un ejemplo comparativo, el obturador 14 podria ser cualquier otro
obturador electrénico de actuacién rdpida. Por ejemplo, el obturador 14 podria estar constituido por un polarizador
de entrada compuesto por un material piezoeléctrico que cambia la rotacién de polarizacién dependiendo del campo
eléctrico, y un analizador de polarizacién, colocado entre la muestra 3 y la cdmara CCD 9.

La figura 4 muestra cémo los rayos A1-A3, que tienen su origen en un punto de una esquina de la placa, pasan
entonces a través del obturador rapido 14 y del filtro de emisién 8. Se muestran también los rayos B1-B3 y los rayos
C1-C3, que tienen su origen en el centro y en las esquinas opuestas de la placa, respectivamente. El obturador 14 y
el filtro 8 estdn en una posicion calculada para ser la posicién conjugada infinita con respecto a la placa 3 cuando se
obtienen las imdgenes a través de la lente 4. El obturador 14 y el filtro 8 estdn situados de manera que: a) los dngulos
con los que los rayos de emision (como se muestra por los rayos A1’-A3’, B1’-B3’ y C1°-C3’) pasan a través del eje
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optico del filtro 8 son ambos préximos a la normal a su superficie, y estdn centrados alrededor de la normal al filtro
8, y b) la distribucién de rayos procedentes de la placa 3 sobre el filtro 8 es uniforme. En la configuracién mostrada,
el sistema de la presente invencion es capaz de minimizar los desplazamientos espectrales que surgen de las acciones
del filtro de emisién 8, cuando el filtro es de la clase de interferencia. Las caracteristicas de esta realizacidn, en la
que el filtro de emision estd en la posicién conjugada infinita de la lente 4, y en la que los haces golpean también
el obturador 14 con un pequefio dngulo respecto a la normal, tienen las propiedades beneficiosas: a) la relacion de
contraste del obturador 14 es maxima; b) el tamafio del filtro de emisién 8 y del obturador 14 estdn minimizados
para un dngulo maximo de incidencia dado; y c) el efecto de los defectos puntuales inevitables del obturador 14 se
distribuird uniformemente por todo el detector, sin producir puntos brillantes u oscuros en la imagen creada sobre el
detector 10.

La figura 5 muestra el comportamiento del sistema de la presente invencidn, si se compara con un fluorimetro
con resolucién temporal que no es de obtencién de imédgenes (en este caso mostrado por un Wallac Victor 2 (Perkin
Elmer Life Sciences)) equipado con los componentes 6ptimos para fluorescencia con resolucién temporal. El limite
de deteccién para el europio estd definido por una relacién sefal a ruido de 3:1, y es similar para ambos instrumentos.
Si acaso, la presente invencién proporciona un comportamiento superior cerca del limite de deteccién.

La figura 6 muestra el comportamiento de una cimara CCD de bombardeo de electrones (Hamamatsu), como esta
implementada dentro del sistema de la presente invencion. En este caso, se consigue la activacion periddica dentro del
detector CCD de bombardeo de electrones en oposicion al uso de un obturador electrénico rapido montado dentro de
la lente 4. En esta configuracidn, el comportamiento es, de nuevo, igual al de un fluorimetro que no es de obtencion de
imagenes. La figura 6 muestra que el sistema de la presente invencion puede ser implementado con mdltiples formas de
activacion periddica electrénica, bien por un obturador en la trayectoria de emisién o por un mecanismo de activacion
periddica implementado dentro del dispositivo de deteccion.

Se apreciard por las figuras 5 y 6 que la presente invencién hace posible conseguir un comportamiento en un
sistema de fluorimetro de obtencién de imagenes con resolucién temporal que es al menos tan satisfactorio como los
mejores fluorimetros que no son de obtencién de imédgenes.

Asi, la descripcion anterior es ilustrativa y no limitativa. Por lo tanto, la intencién es que esté limitada sélo por el
alcance de las reivindicaciones adjuntas a dicha descripcion.
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REIVINDICACIONES

1. Un sistema de obtencién de imdgenes para fluorimetria con resolucion temporal de muestras quimicas, bioldgicas
y médicas dispuestas sobre un medio que las contiene en el que se han de someter a iluminacién, haciendo que las
mismas emitan luz, comprendiendo el sistema de obtencion de imagenes:

una fuente de iluminacién (5, 11) que puede ser modulada desde una intensidad sustancialmente completa en las
muestras hasta menos de aproximadamente el 1% de la intensidad completa, en un tiempo menor que aproximada-
mente 100 microsegundos;

un sistema de iluminacién (6, 7, 12, 13) para iluminar desde la fuente hasta una zona en la que las muestras pueden
ser mayores que el campo de visién de un microscopio;

un sistema de lentes (4) para recoger la luz emitida desde las muestras contenidas dentro de la zona iluminada;

un dispositivo (4) de formacion de imagenes situado de manera que la luz desde las muestras, que pasa a través de
las lentes, incide en el dispositivo y el dispositivo produce una representacién de una imagen de las emisiones de la
muestra;

un unico obturador de cristal ferroeléctrico (14) colocado entre las muestras y el dispositivo de formacién de imé-
genes, que comprende un analizador de polarizacién y que incluye un dispositivo de cristal ferroeléctrico configurado
como un polarizador que cambia la rotacién de polarizacion de la luz que pasa a través del mismo, dependiendo de un
campo eléctrico aplicado; y

un analizador de polarizacion insertado en la trayectoria de emision entre las muestras y el dispositivo de formacién
de imagenes;

de manera que el obturador (14) se puede hacer opaco (desactivado) o transparente (activado), con un periodo de
activacion-desactivacion mas corto que aproximadamente 100 microsegundos y con una relacion de contraste entre
activacion y desactivacion en exceso de aproximadamente 100:1; y

un dispositivo de control para ajustar los tiempos de activacién/desactivaciéon de la fuente de iluminacién y los
tiempos de apertura/cierre del obturador;

en el que el sistema de lentes (4) tiene una 6ptica fabricada de este modo y el obturador estd situado dentro de la
optica en la trayectoria 6ptica de la luz emitida, de manera que los dngulos de incidencia de la luz con respecto a la
normal sobre el obturador no exceden los 20°, de modo que se consigue la mejor relacién de contraste posible y se
minimizan los efectos de dicho obturador sobre las caracteristicas de la longitud de onda de la luz transmitida.

2. El sistema segtin cualquier reivindicacion precedente, en el que el medio que contiene las muestras estd com-
puesto por una pluralidad de pocillos dispuestos dentro de una placa y la lente esta fabricada para detectar todo el
contenido de los pocillos sin error de paralaje.

3. El sistema de iluminacidn segun cualquier reivindicacioén precedente, en el que la fuente de iluminacién (5, 7)
es una lampara flash.

4. El sistema segun cualquier reivindicacién precedente, en el que el dispositivo de control estd fabricado para
accionar el obturador y la fuente de iluminacién por multiples ciclos de activacién y desactivacién, acumulando el
dispositivo de formacién de imédgenes la luz que incide en el mismo durante miiltiples ciclos.

5. El sistema de obtencién de imdgenes seguin cualquier reivindicacién precedente, en el que la luz emitida pre-
senta una disminucién de intensidad y el obturador se activa y se desactiva mds de una vez durante la desintegracion
que sigue a una iluminacién de las muestras, para adquirir imdgenes en diferentes momentos durante el proceso de
desintegracion.

6. El sistema segtin cualquier reivindicacién precedente, en el que el sistema de iluminacién estd fabricado para
guiar la luz desde la fuente hacia dentro y hacia fuera de la lente en direccidn a las muestras.

7. El sistema segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el sistema de iluminacién comprende un
divisor de haz entre la lente y las muestras, fabricado para guiar la luz a través del sistema de lentes en direccién a la
lente.

8. El sistema segiin cualquier reivindicacién precedente, que comprende ademds un procesador de correccion
adaptado para almacenar una imagen de fuga de fluorescencia inmediata con el obturador cerrado y adaptado para
sustraer esta imagen de fuga, almacenada a partir de una imagen posterior de fluorescencia retardada, para producir
una imagen corregida de fluorescencia retardada.
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FIGURA 3
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Fig. 6
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