(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA EN VIRTUD DEL TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA
DE PATENTES (PCT)

(19) Organizacion Mundial de la N
Propiedad Intelectual g
Oficina internacional : 5

(43) Fecha de publicacién internacional
12 de abril de 2018 (12.04.2018)

RO A
(10) Numero de publicacién internacional

WO 2018/065649 A1l

WIPO I PCT

(51) Clasificacion internacional de patentes:
G02B 5/26 (2006.01) GO1L 3/00 (2006.01)

(21) Nuamero de la solicitud internacional:
PCT/ES2017/070645

(22) Fecha de presentacion internacional:
03 de octubre de 2017 (03.10.2017)

(25) Idioma de presentacion: espaiol

(26) Idioma de publicacion: espaiol

(30) Datos relativos a la prioridad:

P 201631277 03 de octubre de 2016 (03.10.2016) ES

Solicitantes: CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGA-
CIONES CIENTIFICAS (CSIC) [ES/ES]; C/ Setrano,
117, 28006 Madrid (ES). CENTRO NACIONAL DE IN-
VESTIGACIONES ONCOLOGICAS (CNIO) [ES/ES];
C/ Melchor Fernandez Almagro, 3, 28029 Madrid (ES).

Inventores: POSTIGO RESA, Pablo Aitor; INSTITU-
TO DE MICRO Y NANOTECNOLOGIA (IMN-CNM), C/
Isaac Newton, 8, 28760 Tres Cantos (Madrid) (ES). ME-
GIAS VAZQUEZ, Diego; CENTRO NACIONAL DE IN-
VESTIGACIONES ONCOLOGICAS (CNIO), C/ Melchor
Fernandez Almagro, 3, 28029 Madrid (ES).

an

a2

(74) Mandatario: PONS ARINO, Angel; Glorieta de Rubén
Dario, 4, 28010 Madrid (ES).

(81) Estados designados (a menos que se indique otra cosa,
para toda clase de proteccion nacional admisible): AE, AG,
AL, AM, AO, AT, AU, AZ,BA, BB, BG, BH, BN, BR, BW,
BY, BZ, CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DJ, DK,
DM, DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM,
GT, HN, HR, HU, ID, IL, IN, IR, IS, JO, JP, KE, KG, KH,
KN, KP,KR, KW, KZ, LA, LC,LK, LR, LS, LU, LY, MA,
MD, ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI,
NO, NZ, OM, PA, PE, PG, PH, PL, PT, QA, RO, RS, RU,
RW, SA, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TH,
TJ, ™™, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA,
M, ZW.

(84) Estados designados (a menos que se indique otra cosa,
para toda clase de proteccion regional admisible): ARIPO
(BW, GH, GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, RW, SD, SL,
ST,SZ,TZ, UG, ZM, ZW), euroasiatica (AM, AZ, BY,KG,
KZ,RU, TJ, TM), europea (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ,
DE, DK, EE, ES, F1, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT,
LU, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, RS, SE, SI,
SK, SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN,
GQ, GW,KM, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

(54) Title: USE OF A MATERIAL FOR THE PRODUCTION OF A COVER SLIP, A SAMPLE HOLDER OR A CELL CULTURE

CONTAINER

(54) Titulo: USO DE UN MATERIAL PARA LA FABRICACION DE UN CUBREOBJETOS, UN PORTAMUESTRAS O UN

RECIPIENTE DE CULTIVO CELULAR

FIG. 3

AA
S Células/Medio

fay

%

BB . %
Cubraobintos §
cc ’FF &
dm Aire Acste de w
. franersidn
Con Sin Lo
AA Cells/medium CC Air EE With
BB Cover slip DD Without FF  Immersion oil

wo 2018/065649 A1 | I0E 0000 RO RO

(57) Abstract: The invention relates to the use of a material comprising a coating that can reflect light with a wavelength between 350
nm and 850 nm, corresponding to the VIS, IR and UV regions of the electromagnetic spectrum, and a substrate that is transparent to
VIS light, for the production of a cover slip, a sample holder or a cell culture container, in particular a cover slip, a sample holder or
a cell culture container used in light microscopy.

(57) Resumen: La presente invencion se refiere al uso de un material que comprende un recubrimiento capaz de reflejar luz de una
longitud de onda de entre 350 nm y 850 nm, correspondientes a las regiones del espectro electromagnético del VIS, IR y UV, y un sustrato
transparente a la luz VIS, para la fabricacién de un cubreobjetos, un portamuestras o un recipiente de cultivo celular, particularmente
un cubreobjetos, un portamuestras o un recipiente de cultivo celular que se utilizan en microscopia dptica.
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USO DE UN MATERIAL PARA LA FABRICACION DE UN CUBREOBJETOS, UN
PORTAMUESTRAS O UN RECIPIENTE DE CULTIVO CELULAR

DESCRIPCION

La presente invencidn se refiere al uso de un material que comprende un
recubrimientc capaz de reflejar iolal ¢ parcialmente vy de forma selectiva luz de
longitudes de onda entre 350 nm vy 800 nm, correspondienies a las regiones del
espectro electromagnético dei VIS, del IR y del UV, v un susirato transparente a la luz
VIS, para la fabricacidn de un cubrecobjetos, un portamuestras o un recipiente de
cultivo celular, particularments un cubreobjetos, un portamuestras ¢ un recipiente de

cultivo celular gue se utilizan en microscopia dptica.

Por tanto, ia invencidn se podria encuadrar en e sector de ias técnicas de analisis v

caracterizacion de muestras, particularmente por microscopia optica.

ESTADO DE LA TECNICA

Normalmente, e enfoque automatico de una imagen en microscopia oplica se realiza
midiendo la luz reflejada sobre un portamuestras ¢ cubreobjetos transparente, cuando
se utiliza una luz IR como fuente de iluminacidn, donde la deteccidn de ia luz reflejada
se¢ realiza en paralelc al sistema de lluminacidn. El problema de escass
estabilidad/nitidez de la imagen enfocada automaticamente aparece, por ejemplo,
cuando se utilizan objetivos de inmersidn de aceite cuyo indice de refraccion es similar
al del cubreobjetos 0 el del portamuestras comunmenie un material de vidrio, cuarzo o

un material plastico fransparente y, por tanto, 1a luz que se refleja es pequeia.

En la bibliografia se pusden encontrar diferentes formas de mejorar la

estabilidad/nitidez de la imagen enfocada automaticamenie en un microscopio éptico.

Por ejemplo, US2010033811 describe un sistema de autcenfoque del microscopio que
corrige la imagen de una muesira a lo largo del caminoe dptico utilizando un divisor de

haz.
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US2011017902 describe sistema de autoenfoque y su procedimiento de operacion
para alcanzar una mayor velocidad v una robustez en las medidas de muesiras
bioldgicas por microscopia. El sistema de autcenfoque del microscopio se basa en
corregir las imagenes de ias muestras a lo largo del camino ptico; la alta velocidad de
medida del sistema de autosnfoque se alcanza realizando un patrdn con luz sobre la
muesira y midiendo, con un detector espacial, al menos dos patrones de reflexidn de

dicho patron.

WO2013083006 describe un sistema de enfogue automatico multifuncion basado en
enfocar la imagen de ia musstra con {a ayuda de un posicionamiento por reflexidn y
correcciones de astigmatismo v aberracion cromatica a lo large del eje z, es deair,

corregir las imagenes de las muestras a lo largo del camino dptico.

Dichos sistemas son complicados vy costosos, por lo que es necesario desarrollar
nuevos sistemas que ayuden a mejorar la estabilidad/nilidez de las imagenes

obtenidas por microscopia éptica.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere al uso de un material que comprende un
recubrimientc capaz de reflejar iolal ¢ parcialmente vy de forma selectiva luz de
longitudes de onda entre 350 nm vy 800 nm, correspondienies a las regiones del
espectro electromagnético del visible, del IR v del UV, v un sustrato transparente a la
fuz VIS, para la fabricacion de un cubreobjetos, un portamuestras o un recipiente de
cultivo celular, particularments un cubreobjetos, un portamuestras ¢ un recipiente de

cultivo celular que se utilizan en microscopia dptica.

Como el cubreobjetos, portamuestras o recipiente de cultivo celular de a presente
invencitn refleja total o parcialmente y de forma selectiva luz de longitudes de onda
entre 350 v 800, correspondientes a las regiones del especiro electromagnético del
visible, del IR y del UV, dicho recubrimiento puede reflejar ia luz que emiie el sistema
de autoenfoque de un microscopio dptico, por o gue se corrige la estabilidad v nitidez
de la imagen enfocada aulomaticamente mediante un sistema autoenfogue en un

microscopio éptico.
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Cabe senalar que esta mejora de la nitidez, la estabilidad y la calidad de la imagen se

obtiene también cuando se utilizan objetivos de aceite de inmersién.

El cubreobjetos de la presente invencion refleja luz UV, es decir, bloguea el paso de la
luz UV a su traves, Esie hecho le confiere una ventaja a la hora de analizar muestras

biolégicas que se deterioran bajo luz UV.

El uso de un material que ademas es capaz de transmitir [a fluorescencia de una
muestra bioldgica, por gjemplo, una muesira de tejide humano, para la fabricacidn de
un cubrecbjetos, un portamuestras o un recipiente de cultivo celular tiene especial

interés en microscopia optica de fluorescencia.

Por tanto, el primer aspecto de la presente invencidn se refiere al uso (a partir de agui
el uso de la invencion) de un material que comprende un sustrato vy un recubrimiento

caracterizado por gue

dicho susirato es transparenie a la juz visible,

s« ol indice de refraccion del material de dicho recubrimiento es mayor que el

indice de refraccion del material de dicho sustrato,

s dicho recubrimiento estd depositado sobre al menos una cara del sustrato,

+ dicho recubrimiento tiene un espesor inferiora 1 um, v

« dicho recubrimiento es capaz de reflejar total o parciaimente v de forma
selectiva, luz de longitudes de onda entre 350 nm y 800 nm, correspondientes

a las regiones del espectro slectromagnético del visible, del IR v del UV,

para ia fabricacidn de un cubreobjetos, un portamuesiras o un recipiente de cultivo

ceiular,

En ia presents invencién se entiende por “recipiente de cultivo celular” como agquel
recipiente en los que se puede preparar un cullivo celular. Ejemplos de dichos

recipientes son una placa Pelri, o una placa de pocilios multiples.
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En una realizacidon preferida de la presente invencidn, &l recubrimiento esta depositado
sobre ambas caras del sustrato. De este modo, si unag carg se estropea © se ensucia,

se podria utilizar la ofra.

En otra realizacion preferida de la invencion, el recubrimienio es una lamina delgada
de dxido de tantalio de espesor de entre 25 nm v 200 nm. Mas preferiblemente, la

lamina delgada de 6xido de tantalio tiene un espesor de entre 75 nm y 125 nm.

En la presente invencion se entiende por “sustralo ransparente a la luz visibie” como
agus! sustrate formado por un material capaz de transmitir la luz correspondiente a un

rango de longitudes de onda del especiro electromagnético de entre 350 nm v 800 nm.

En olra reslizacion preferida, el soporte transparente se selecciona de entre un vidrio,

cuarzo ¢ una composicion polimérica y un copolimero.

Ejemplos de polimeros fransparentes suscepiibles de ser utilizados como sustraio son
polidimetilsiloxano (PDMS), polimetilmetacrilaio  (PMMA),  hidroxi-etil-metacrilaio

(HEMA) 6 resina epoxi fotosensible negativa que comprende 8 grupos epoxi (SUS).

Ejemplos de copolimeros transparentes susceptibies de ser utilizados como susirato

son copolimeros basados en astireno y polimetilpentenc (PMP).

En una realizacion preferida, el cubrecbjetos, el portamuestras o el recipiente de
cultivo celular se utilizan en microscopia dplica, por o que el recipiente de culiivo
celular debe tener el tamafio adecuado para poder situarse en la zona de visualizacidn

de un microscopic oplico.

En otra realizacidn preferida, el cubreobjetos, el porfamuestras o el recipienie de
cultivo celular reflejan la luz del sistema de autsenfoque de un microscopio optico v
dicha luz del sistema de autoenfoque incide sobre la superficie de dicho cubreobietos,
diche portamuestras ¢ dicho recipiente de cultive celular, por la cara que comprende el

racubrimientc.
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El angulo de incidencia depende de la apertura numérica del objetive. En la presente
invencidn, el cubrecbjetos, o portamuestras ¢ el recipiente de cullivo celular reflgja la
luz del sistema de autcenfoque de un microscopic éptico v dicha luz del sistema de
autoenfoque incide a cualguier angulo v con cualqguier objetivo sobre la superficie de
dicho cubrecobjetos, dicho portamuestras o dicho recipiente de cultivo celuiar, por la

cara que comprende el recubrimiento.

En la presenie invencidn, se entiende por “enfocar automaticamente” al uso de un
sistema de autoenfogue de un microscopio dptico que enfoca una imagen de un
microscopic medianie la medida o deteccion de la reflexion de una luz incidente
procedenie de un sistemna de iluminacidn sobre una placa gque comprende a una
muesira o una placa gue cubre una muestra, donde la medida o deteccidn de la luz

reflejada se realiza en paralelo al sistema de iluminacidn.

El término “luz incidente del sistema de autoenfoque’ se refiere a aquelia luz que emite
una luz LED o un sistema laser que forma parte de un sistema de enfogue automatico
de un microscopio optico en ef rango del especiro eleciromagnético correspondiente a

unas longitudes de onda A de entre 250 nm vy 800 nm.

En la presente invencion, concretamente en la interfaz entre el recubrimiento v ol
sustrato se produce un cambio de indice de refraccion que también ofrece veniajas en
sistemas de microscopia Optica, en concreto en microscopia de fluorescencia de
reflexion interna total (en inglés, Tolal intemnal reflection fluorescence microscopy ©
TIRFM), en la microscopia de iluminacion delgada inclinada (en inglés Highly inclined
thin ilumination o HILO), asi como en técnicas de nanoscopia, es decir de microscopia
de resolucion nanometrica como el sistema por deplecion del estado basal (en inglés
Ground state depletion and single-molecule return o GEDIM) o Deplecidn de emisidn

por estimulacion (en inglés stimulated emission depletion ¢ STED).

El cambic en el indice de refraccidn gue se produce en el interfaz entre el
recubrimiento y el sustrato en la presente invencion permite ia optimizacion de la ruta

luminica en los microscopios TIRFM e HILO.

El cambio de indice de refraccion que se produce en la interfaz entre el recubrimiento

y el sustrato en la presente invencion produce una mejora de la refiexidn de ia luz
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incidente que ulilizan los microscopios de resolucidn nanométrica GSDIM y STED

resultando en una mayor resclucion.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un material (a partir de aqui el
material de la invencién} que comprende un recubrimiento formado por una dmina
delgada de &xido de tantalic de espesor de entre 25 nm y 200 nm vy un susirato
transparente a la luz visible, donde el recubrimiento esta depositado sobre al menos

una de las caras de dicho sustrato.

En una realizacion preferida del material de la invencidn, el recubrimiento esta

depositado sobre ambas caras de dicho sustralo.

En otra realizacion preferida del material de la invencion, la lamina delgada de dxido

de tantalio del material de la invencion tiene un espesor de entre 75 nm vy 125 nm.

A lo largo de la descripcion vy las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus
vanantes no pretenden excluir ofras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los expertos en la materia, olros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencidn se desprenderan en parte de la descripcion v en parte de ia practica de la
invencidn. Los siguientes ejemplos vy figuras se proporcionan a modo de llustracién, y

no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. Ejemplo de rutina de autoenfoque v esquema de microscopio equipado con
sistema de enfoque de luz infrarroja. (&) Ejemplo de rutina de autcenfogue v (b)

Esquema ejemplo de microscopio equipado con sistema de enfogque por luz infrarroia.

FIG. 2. Seccidn transversal de las muestras 1 a 5 obtenida por reflexidn optica en un

ricroscopio confocal.

FiIG. 3. Imagenes de reflexidn de la luz con ¢ sin e emplec del recubrimiento en

objetivos secos y de inmersidn.
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FIG. 4. Imagenes adquiridas con un objetivo de 20X de inmersidn en aceite para 3

marcadores (azul verde v rojo) que emiten a lo largo del visible.

FIG. 5. Curva de transmisidn de luz de un recubrimiento disefiado para reflejar la

radiacion ultravicleta

EJEMPLOS

A continuacidn se ilustrara la invencidn mediante unos ensayos realizados por los

inventores, gue pone de manifiesto la efeclividad del producto de la invencion.

La FIG. 1a muestra un ejemplo de rutina de autcenfogue, donde el sistema de

autoenfogue comprende los siguientes elementos:

(ay Situacion del objetive con la muestra enfocada
1 Planc de foco
2 Objetivo

3 Distancia del cubreobjetos al plano de foco

{b) Perdida de! planc de enfogue
1 Posicién de foco (desenfocada)

2 Cubreobjetos

(c) Correccion de posicitn del objetivo y enfoque
1 Laser o Led de enfogque

2 Movimiento de objetivo
{d) Mecanismo de recuperacion de enfogue
1 Muestra

2 Distancia del cubreobjetos al plano de foco

La FIG. 1b muestra un esquema ejempic de microscopio equipado con sistema de

enfoque por luz infrarroja que comprende los siguientes elementos.

1 Medio de moniaje
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2 Muestra

3 Interfaz entre muestra y cubrecbjelos

4 Cubreobijetos

5 Medio de inmersidn (aceite, agua o aire)
8 Objetivo

7 Sistemna de autoenfoque

8 Luz infrarroja

9 Led o laser

10 Camara ced en linea

11 Camara del Microscopio para toma de imagen

Las muesiras estan compuesias por placas de vidrio {portachistos) recubiertas con
Gxido de tantalio y cuyo indice de refraccidn esta alredador de 2 vy es fransparente en
una amplia region del espectro visible. Ei recubrimiento es una pelicula delgada

depositada por pulverizacion catddica. Cada muestra tiene un espesor diferente.

Se han realizado 5 deposiciones sobre 5 placas de vidrio con 5 espesores diferentes,
que son 100 nm (1), 75 nm (2), 50 nm (3), 25 nm (4) v 200 nm (5), para iiustrar el
efecto del espesor del recubrimiento sobre la nitidez de la imagen observada por

microscopia optica.

Se han realizado medidas de transmision optica en un microscopio confocal de cada
una de las muestras de 1 a 5 preparadas. Las imagenes 1 a 5 corresponden a Ios
espesores 100 nm, 75 nm, 50 nm, 25 nim y 200 nm, respectivamente. La imagen O

corresponde a una placa de vidrio sin recubrimiento.

La FIG. 2 muestra a seccidon fransversal de las muestras 1 a 5. La FIG. 2a
corresponde al reflejo de la luz en 488 nm y la FIG. 2b en 833 nm en cada una de las

dos caras.

En las muestras de 1 a 5 se obtuve una msejora del enfogue automatico
independientemente de la magnificacién del ohistivo utilizado con o sin aceile de

inmersion.
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En general es deseable que la luz de color verde, tipica de la fluorescencia, se refleje
con poca intensidad, por o que en este caso el mejor espesor del recubrimiento

corresponde al caso numero 1 (100 nm de espesor).

La FIG. 3 muestra imagenes de reflexion de la luz con o sin el emplec del
recubrimiento en objetivos secos y de inmersidon, en ambos casos se produce un

aumenio claro de dicha reflexidn.

La FIG. 4 muestra imagenes adquiridas con un objetive de 20X de inmersion en aceite
para 3 marcadores (azul verde y rojo) que emiten a lo largo del visible. Se observa una

mejora de la calidad de imagen gracias a la mejora de autoenfogue.

La FIG. 5 muestra la curva de fransmision de luz disefiado para reflejar la radiacion

ultravioleta. En la FIG. 5 se observa ¢codmo se bloguea el paso de la luz ultravioleta.
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REIVINDICACIONES

1. Usc de un material que comprende un sustrato y un recubrimiento
caracterizado por gue
» dicho sustrato es transparenie a la luz visible,
¢ ol indice de refraccion del material de dicho recubrimiento es mayor que el
indice de refraccién del material de dicho sustrato,
+ dicho recubrimiento esta depositado sobre al menos una cara del sustrato,
e dicho recubrimiento tiene un espescr inferiora 1 um, v
e dicho recubrimienio es capaz de reflejar tolal o parcialmente y de forma
selectiva, luz de longitudes de onda entre 350 nm vy 800 nim,
para ia fabricacidn de un cubreobjetos, un portamuesiras o un recipiente de cultivo

celular.

2. Uso segun la reivindicacién 1, donde el recubrimiento esta depositado sobre

ambas caras del susirato.

3. Uso sequn cualquiera de las relvindicaciones 1 6 2, donde el recubrimiento es

una lamina delgada de 6xido de tantalio de espesor de endre 25 nm y 200 nm.

4. Usc segun la reivindicacidn 3, donde la [amina delgada de éxido de tantalio

tiene un espesor de entre 75 nmy 125 nm.

5. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el soporte
transparente a la luz visible se selecciona de entre un vidrio, cuarzo, una composicion

polimérica y un copolimero.

8. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el cubreobjetos, el
portamuestras o el recipiente de cultivo celular se uiilizan en microscopia optica.

7. Uso segun la reivindicacion 8, donde el cubreobistos, &l portamuestras o el
recipiente de cultivo celular refleja la luz del sistema de autoenfogue de un microscopio
éptico y donde dicha luz del sistema de autoenfoque incide sobre fa superficie de dicho
cubrechietos, dicho portamuestras o dicho recipiente de cultivo celular, por la cara que

comprende el recubrimiento.
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8. Material que comprende un recubrimiento formado por una lamina delgada de
éxido de tantalio de espesor de enfre 25 nm y 200 nm y un sustrato fransparente a la
luz visible, donde ef recubrimienio esta depositado sobre al menos una de las caras de

dicho sustrato.

9. Material segun la reivindicacién 8, donde el recubrimientc esta depositado

sobre ambas caras de dicho sustrato.

10. Material sequn cualguiera de las relvindicaciones 8 ¢ 9, donde la lamina

delgada de &xido de tantalio tiene un espesor de entre 75 nm y 125 nm.
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