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DESCRIPCION
Colorantes del infrarrojo cercano como indicadores de la dispersién raman potenciada en la superficie
Campo técnico

La materia objeto descrita en la presente solicitud se refiere a colorantes en el infrarrojo cercano y a su uso como
moléculas indicadoras de la dispersiéon Raman potenciada en la superficie (SERS).

Antecedente

Cuando una molécula se irradia con fotones de una frecuencia concreta, los fotones se dispersan. La mayoria de los
fotones incidentes se dispersan elasticamente sin cambio en la frecuencia (dispersion de Rayleigh), mientras que una
pequefia fraccion de fotones incidentes (aproximadamente 1 de cada 10) interactia con un modo de vibracion de la
molécula irradiada y se dispersan inelasticamente. Los fotones dispersados inelasticamente cambian de frecuencia y
tienen tanto una frecuencia mayor (anti-Stokes) como una frecuencia mas baja (Stokes). Al representar graficamente
la frecuencia de los fotones dispersados inelasticamente frente a su intensidad se observa un Unico espectro Raman
de la molécula. La baja sensibilidad de la espectroscopia Raman convencional, sin embargo, ha limitado su uso para
caracterizar muestras bioldgicas en las que el analito o analitos diana esta presente normalmente en pequefas
cantidades.

Cuando una molécula activa Raman se adsorbe sobre o esta en cerca de por ejemplo, en aproximadamente 50 A de,
una superficie metalica, se puede potenciar la intensidad de una sefial Raman procedente de la molécula activa en
Raman. Esta potenciacion se refiere al efecto de dispersion Raman potenciado en la superficie (SERS). El efecto
SERS se notificé en primer lugar en 1974 por Fleishman et al. que observaron una dispersion Raman intensa
procedente de piridina adsorbida en un electrodo de plata de superficie rugosa. Véase Fleishman et al, "Raman
spectra of pyridine adsorbed at a silver electrode," Chem. Phys. Lett., 26, 163 (1974); véase también Jeanmaire. D. L.
y Van Dyne, R. P., "Surface Raman spectroelectrochemistry. 1. Heterocyclic, aromatic, and aliphatic-amines absorbed
on anodized silver electrode." J Electroanal. Chem., 84(1), 1-20 (1977); Albrecht, M. G, y Creighton. J, A. "Anomalously
intense Raman spectra of pyridine at a silver electrode," J.A.C.S., 99, 5215-5217 (1977). Como desde entonces se ha
observado el SERS en numerosas moléculas diferentes adsorbidas sobre la superficie de superficies metalicas.
Véase, por ejemplo, A. Campion, A. y Kambhamtpati, P., "Surface-enhanced Raman scattering," Chem. Soc. Rev., 27,
241 (1998).

La magnitud de la potenciacion de SERS depende de numerosos parametros, incluyendo la posicion y la orientacion
de diversos enlaces presentes en la molécula adsorbida con respecto al campo electromagnético en la superficie
metdlica. Se piensa que el mecanismo por el cual se produce SERS es el resultado de una combinacion de (i)
resonancias de plasmon superficial en el metal que potencian la intensidad local de la luz incidente; y (ii) formacion y
transiciones posteriores de complejos de transferencia de carga entre la superficie metalica y la molécula activa en
Raman.

Se puede observar el efecto SERS con las moléculas activas en Raman absorbidas o en estrecha proximidad con
particulas metalicas coloidales, peliculas metalicas sobre sustratos dieléctricos, y matrices de particulas metalicas,
incluyendo nanoparticulas metalicas. Por ejemplo, Kneipp et al. han notificado la deteccion de las moléculas
individuales de un colorante, violeta de cresilo, absorbido sobre clisteres agregados de nanoparticulas de plata
coloidales. Véase Kneipp K. et al., "Single molecule detection using surface-enhanced Raman scattering (SERS),
Phys. Rev. Lett., 78(9), 1667-1670 (1997). El mismo afio, Nie y Emory observaron la sefial de espectroscopia Raman
potenciada en superficie (SERRS), en donde la resonancia entre la energia de absorcion de la molécula activa en
Raman y la de la nanoparticula da como resultado una potenciaciéon tan grande como de aproximadamente 10" a
aproximadamente 10"%, de una molécula colorante adsorbida sobre una nanoparticula de plata individual, donde las
particulas variaron de esféricas a de tipo varilla y tenian una dimensién de 100 ciclos. Véase Nie, S., y Emory, S. R.,
"Probing single molecules and single nanoparticles by surface- enhanced Raman scattering”, Science, 275, 1102-1106
(1997); Emory, S. R., y Nie, S., "Near-field surface-enhanced Raman spectroscopy on single silver nanoparticles",
Anal. Chem., 69, 2631 (1997).

Incluso el documento WO 2006/025887 A2 describe compuestos fluoréforos para su uso en biosensores con sefial
potenciada debido al efecto SERS o SERRS, el uso de la espectroscopia Raman puede estar limitado en ensayos y
aplicaciones diagnoésticas que requieren una elevada sensibilidad. Por consiguiente, existe necesidad en la técnica de
moléculas indicadoras activas en SERS que dan lugar a un aumento de la sefial Raman cuando se comparan con las
moléculas indicadoras activas en SERS conocidas en la técnica. La materia objeto descrita en la presente solicitud
resuelve, en todo o en parte, estas y otras necesidades en la técnica.

Breve compendio

En algunas realizaciones, la materia objeto descrita en la presente solicitud proporciona una nanoparticula que
comprende una molécula indicadora activa en dispersion RAMAN potenciada en superficie (SERS) de la formula:
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en donde:

A se selecciona del grupo que consiste en:
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y

5 en donde X1 es CRs 0 N;

Y se selecciona del grupo que consiste en:
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en donde:
10 r, s, son cada uno independientemente un entero de 1:

cada uno de X, y X3 se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en C, S, y N, con la condicion

que (i) cuando X2 es Co S, Rs es Z, o cuando X3 es C 0 S, Re es Z, tal como se define Z mas adelante en el

presente documento; (ii) si ambos Xz y X3 son N al mismo tiempo, al menos uno de Rs y Rs esta ausente; y (iii)

cuando Xz es N, Rs cuando esta presente es Z', o cuando X3 es N, Rs cuando esta presente es Z', en donde Z' se
15 selecciona del grupo que consiste en:

-(CHz)n-X4; -NRs-(CHz)p-X5; (CH2)5_4C(O)R',

0
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en donde:

20 n, p, g, U, y v son cada uno independientemente un nimero entero de 1 a 8;

cada uno de X4 y Xs se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidroxilo, amino, y tiol;

Xs s O o NRy1;
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en donde:

cada Ri, Ro, R3, R4, Rs, R, Rs, R1o, R11, ¥ Z se selecciona independientemente del grupo que consiste en H,
alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido,
cicloheteroalquilo, cicloheteroalquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, aralquilo, hidroxilo, alcoxilo, hidroxialquilo,
hidroxicicloalquilo, alcoxicicloalquilo, aminoalquilo, aciloxilo, alquilaminoalquilo, y alcoxicarbonilo;

R7ses Z';
Ry es -(CH2)m-X7 0 -(CH2)m-B, en donde
m es un numero entero de 1 a 8;
X7 es halégeno; y
B es una molécula enlazadora que tiene una afinidad de unién por un ligando o analito a detectar.

En algunas realizaciones, la materia objeto descrita en la presente solicitud proporciona un método para marcar una
molécula, células, perlas, o soportes sdlidos, comprendiendo el método: (a) proporcionar al menos una molécula,
células, perlas, o soportes sélidos; y (b) unir una particula a al menos una molécula, células, perlas, o soportes solidos,
en donde la particula comprende una nanoparticula activa en espectroscopia Raman potenciada en superficie (SERS)
que tiene asociada la anterior un colorante de la Férmula A-Y.

En algunas realizaciones, la materia objeto descrita en la presente solicitud proporciona un método para detectar la
presencia o0 uno o mas analitos en una muestra biolégica, comprendiendo el método: (a) proporcionar una muestra
biolégica que se sospecha que contiene uno o mas analitos; (b) poner en contacto la muestra bioldgica con un reactivo
que comprende una o mas nanoparticulas activas en SERS que tienen asociadas a las anteriores al menos una
molécula enlazadora especifica que tiene una afinidad para el uno o mas analitos y al menos una molécula indicadora
activa en SERS de Formula A-Y; (c) iluminar la muestra bioldgica con radiacién incidente a una longitud de onda para
inducir a la molécula indicadora activa en SERS a producir una sefial SERS; y (d) medir la sefial SERS para detectar la
presencia o la cantidad de uno o mas analitos de la muestra biologica.

En algunas realizaciones, la materia objeto descrita en la presente solicitud proporciona un método para detectar la
presencia de una o mas estructuras diana en una célula de muestra, comprendiendo el método: (a) poner en contacto
una o mas células de la muestra con una o mas nanoparticulas activas en SERS marcadas con una o mas moléculas
enlazadoras en condiciones adecuadas para la unién de la una o mas moléculas enlazadoras a la una o mas
estructuras diana en una célula de muestra, en donde la nanoparticula activa en SERS tiene asociado con la misma un
colorante de Formula A-Y que puede producir una sefial distinguible en Raman; y (b) detectar una o mas sefales
distinguibles en SERS de la célula de muestra para indicar la presencia de la una o mas estructuras diana de la célula
de muestra.

En algunas realizaciones, la materia objeto descrita en la presente solicitud proporciona un kit que incluye un reactivo
que comprende una o mas nanoparticulas activas en espectroscopia Raman potenciada en la superficie (SERS) que
tienen asociadas a las anteriores al menos una molécula indicadora activa en SERS de Formula A-Y.

Por tanto, es un objeto de la materia objeto descrita en la presente solicitud proporcionar una nanoparticula que
comprende una molécula indicadora activa en SERS de Formula A-Y. Es otro objeto de la materia objeto descrita en la
presente solicitud proporcionar un método para marcar una molécula, células, perlas, o soportes sélidos, con una
nanoparticula que comprende una molécula indicadora activa en SERS de Férmula A-Y. Es otro objeto adicional de la
materia objeto descrita en la presente solicitud proporcionar un método para detectar la presencia o la cantidad de uno
0 mas analitos en una muestra biologica. Es otro objeto de la materia objeto descrita en la presente solicitud
proporcionar un método para detectar la presencia de una o mas estructuras diana en una célula de muestra. Es otro
objeto de la materia objeto descrita en la presente solicitud proporcionar un kit que incluye un reactivo que comprende
una o mas nanoparticulas activas en espectroscopia Raman potenciada en la superficie (SERS) que tienen asociadas
a las anteriores al menos una molécula indicadora activa en SERS de Férmula A-Y.

Determinados objetos de la materia objeto descrita en la presente solicitud que se han indicado anteriormente en el
presente documento, que se resuelven en todo o en parte mediante la materia objeto descrita en la presente solicitud,
otros objetos llegaran a ser evidentes a medida que la descripcién proceda cuando se toman junto con los Ejemplos y
Dibujos que los acompafian como mejor se describe en el presente documento a continuacion.

Breve descripcion de los dibujo(s)

Habiendo descrito de esta manera la materia objeto descrita en la presente solicitud en términos generales, se hara
referencia ahora a los dibujos adjuntos, que no estan necesariamente dibujados a escala, y en donde:

La Figura 1 muestra un espectro Raman obtenido de una molécula indicadora Raman conocida en la técnica, por
ejemplo, trans-1,2-bis(4-piridil)etileno (BPE) (linea punteada) y un espectro Raman de un colorante en el infrarrojo
cercano descrito en la presente solicitud, por ejemplo, cumarina picolinio (CoPic);

4
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La Figura 2 muestra una comparacion de la intensidad Raman observada con moléculas Raman no fluorescentes y
colorantes comerciales absorbidos en nanoparticulas de oro esféricas de 60-nm. La Figura 2A muestra la intensidad
Raman de moléculas Raman no fluorescentes absorbidas en nanoparticulas de oro de 60 nm. La Figura 2B muestra la
intensidad Raman de colorantes comerciales adsorbidos en nanoparticulas de oro de 60 nm;

Las Figuras 3 A y 3B muestran una comparacion de la intensidad Raman de moléculas indicadoras Raman
comerciales y colorantes comerciales (Fig. 3A) y los colorantes en el infrarrojo proximo descritos en la presente
solicitud (Fig. 3B) adsorbidos en nanoparticulas de oro esféricas;

La Figura 4 muestra estructuras quimicas de las realizaciones representativas de los colorantes en el infrarrojo
préximo descritos en la presente solicitud;

La Figura 5 es un esquema que muestra sondas de DNA inmovilizadas a particulas magnéticas (M) y una
nanoparticula activa en SERS mediante un enlazador de polietilenglicol (PEG) de acuerdo con una realizacion de la
materia objeto descrita en la presente solicitud (solo se muestra una sonda por claridad y no esta dibujada a escala); y

Las Figuras 6A-6C muestran los espectros SERS representativos procedentes de los ensayos de captura magnética
descritos en la presente solicitud;

La Figura 6A muestra los espectros SERS de un tubo de muestras vacio (linea sélida) y de nanoparticulas activas en
SERS revestidas de oligonucledtidos (linea punteada) en ausencia del ADN diana, en donde el oligonucleétido se ha
unido directamente a las nanoparticulas activas en SERS y las particulas magnéticas, respectivamente, mediante
asociaciones de biotina-estreptavidina; y

Las Figuras 6B y 6C muestran espectros SERS representativos de nanoparticulas activas en SERS revestidas de
oligonucledtidos en ausencia de ADN diana, en donde los oligonucleétidos se han unido a nanoparticulas activas en
SERS y a particulas magnéticas, respectivamente, mediante una molécula enlazadora de polietilenglicol. La Figura 6C
presenta los mismos datos que la Figura 6B en una escala mas estrecha. La linea punteada de la Figura 6C representa
el espectro SERS de un tubo de muestras vacio y las lineas solidas representan la sefial del ensayo.

Descripcion detallada

Se describira la materia objeto descrita en la presente solicitud de forma mas completa a continuacion en el presente
documento con referencia a los dibujos que la acompafian, en los cuales se muestran algunas pero no todas las
realizaciones de la materia objeto descrita en la presente solicitud. Muchas modificaciones y otras realizaciones de la
materia objeto descrita en la presente solicitud se le ocurriran a una persona experta en la técnica a la que pertenece la
materia objeto descrita en la presente solicitud aprovechando las ensefianzas presentadas en las anteriores
descripciones y en los dibujos asociados. Por tanto, debe entenderse que la materia objeto descrita en la presente
solicitud no debe limitarse a las realizaciones especificas descritas y que se pretende que las modificaciones y otras
realizaciones se incluyan en el alcance de las reivindicaciones adjuntas. Aunque se empleen en el presente
documento términos especificos, se usan solo en un sentido genérico y descriptivo y no a fines de limitacion.

Los términos "un", "uno," y "el " se refieren a "uno o mas" cuando se usan en esta solicitud, incluyendo las
reivindicaciones. Por tanto, por ejemplo, una referencia a "una muestra" incluye una pluralidad de muestras, a no ser
que el contexto indique claramente lo contrario (por ejemplo, una pluralidad de muestras), y asi sucesivamente.

En toda la memoria descriptiva y las reivindicaciones, las palabras "comprende”, "comprenden" y "que comprende" se
utilizan en un sentido no exclusivo, excepto si el contexto requiere otra cosa.

Como se emplea en esta memoria, se entiende que el término "aproximadamente," cuando se refiere a un valor abarca
variaciones de, en algunas realizaciones + 50 %, en algunas realizaciones * 20 %, en algunas realizaciones + 10 %,
en algunas realizaciones = 5 %, en algunas realizaciones + 1 %, en algunas realizaciones + 0,5 %, y en algunas
realizaciones * 0,1 % de la cantidad especificada, ya que dichas variaciones son adecuadas para realizar los métodos
descritos 0 emplear las composiciones descritas.

l. Nanoparticulas que comprenden moléculas indicadoras activas en SERS en el IR cercano

La materia objeto descrita en la presente solicitud proporciona colorantes en el infrarrojo cercano y su uso como
moléculas indicadoras activas en SERS, que se denominan también en el presente documento moléculas activas en
SERS, colorantes activos en SERS, o marcas activas en SERS. Una "molécula indicadora" se refiere a cualquier
molécula o compuesto quimico que puede producir un espectro Raman cuando se ilumina con radiaciéon de una
longitud de onda adecuada. Una "molécula indicadora" puede denominarse también en el presente documento como
una "marca", un "colorante", una "molécula activa en Raman", o una "molécula activa en SERS"," cada una de las
cuales puede usarse de manera indistinta.

Tal como se detalla en lo sucesivo, la intensidad de la sefial SERS observada para los colorantes activos en SERS
descritos en la presente solicitud cuando se asocian con, es decir, se adsorben o se unen a una nanoparticula es
mayor que la observada para las moléculas indicadoras activas en SERS y los colorantes comerciales conocidos en la
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materia. Las sefiales SERS potenciadas observadas para los colorantes activos en SERS descritos en la presente
solicitud permiten su uso en aplicaciones tales como ensayos diagnésticos utilizando espectroscopia Raman como
método de deteccion, formacion de imagenes opticas de tejidos y células, y otras aplicaciones en las que se requiere
una elevada sensibilidad.

5 Cuando se usan en un ensayo diagnéstico, las sefiales SERS potenciadas observadas para los colorantes activos en
SERS descritos en la presente solicitud permiten la deteccion de biomarcadores, incluyendo, pero no se limitan a,
proteinas, acidos nucleicos, y metabolitos, a concentraciones menores que las mensurables utilizando moléculas
indicadoras activas en SERS conocidas en la técnica. Esta mayor sensibilidad es beneficiosa en aplicaciones en las
que la sefial Raman ha de pasar a través de, es decir, se transmite a través de, un medio complejo, tal como sangre

10 completa o suero.

Ademas, se pueden requerir ensayos diagndsticos con una sensibilidad mayor por los analitos de interés para la
deteccion temprana de una dolencia o patologia en un sujeto.

A. Nanoparticulas que comprenden moléculas indicadoras activas en SERS en el IR cercano de Férmula A-Y

En algunas realizaciones, la materia objeto descrita en la presente solicitud proporciona una nanoparticula que
15 comprende una molécula indicadora activa en SERS de la Féormula:

A—Y
en donde:

A se selecciona del grupo que consiste en:

o
N/q j\ 1\N \N

‘Lz y R; Ne—g

20 en donde X1 es CRs 0 N;

Y se selecciona del grupo que consiste en:

en donde:
25 r, s, y t son cada uno independientemente un nimero entero de 1;

cada uno de Xz y X3 se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en C, S, y N, con la condicion que

(i) cuando X2 es Co S, Rs es Z, o cuando X3 es C 0 S, Re es Z, tal como se define Z mas adelante en el presente

documento; (ii) si ambos Xz y X3 son N al mismo tiempo, al menos uno de Rs y Rf, esta ausente; y (iii) cuando X; es N,

Rs cuando esta presente es Z', o cuando X3 es N, Rg cuando esta presente es Z' en donde Z' se selecciona del grupo
30 que consiste en:

-(CHz)n-X4; -N Ra-(CHz)p-X5; -(CHz)qu,C(:O)'RQ,
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R4
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en donde:
n, p, g, U, y v son cada uno independientemente un nimero entero de 1 a 8;
cada uno de X4 y Xs se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidroxilo, amino, y tiol;
Xs s O o NRy1;
en donde:

cada Ri, Ro, R3, R4, Rs, Rs, Rs, R1o, R11, ¥ Z se selecciona independientemente del grupo que consiste en H,
alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido,
cicloheteroalquilo, cicloheteroalquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, aralquilo, hidroxilo, alcoxilo, hidroxialquilo,
hidroxicicloalquilo, alcoxicicloalquilo, aminoalquilo, aciloxilo, alquilaminoalquilo, y alcoxicarbonilo;

R7ses Z';

Ry es -(CH2)m-X7 0 -(CH2)m-B, en donde

m es un numero entero de 1 a 8;

X7 es halégeno; y

B es una molécula enlazadora que tiene una afinidad de unién por un ligando o analito a detectar.

En algunas realizaciones, la variable "A" de formula A-Y comprende un nicleo de cumarina, un nucleo de
azacumarina, un nucleo de benzodiazol, o sus analogos o derivados. Las estructuras representativas de un nucleo de
cumarina, un nucleo de azacumarina, y un nucleo de benzoxadiazol se proporcionan en el presente documento
inmediatamente a continuacion:

X N\ /N\
o)
~/
o 0 o o

cumarina ; aza-cumarina Y benzoxadiazol

Como se emplea en esta memoria, un "analogo"” se refiere a un compuesto quimico en el que se han sustituido uno o
mas atomos individuales o grupos funcionales de un compuesto precursor, tanto con un atomo diferente como con un
grupo funcional diferente. Por ejemplo, tiofeno es un analogo de furano, en el que el atomo de oxigeno del anillo de
furanilo de cinco miembros esta sustituido por un atomo de azufre.

Como se emplea en esta memoria, un "derivado” se refiere a un compuesto quimico que se deriva o se obtiene a partir
de un compuesto precursor y contiene elementos esenciales del compuesto precursor, pero normalmente tiene uno o
mas grupos funcionales diferentes. Dichos grupos funcionales se pueden afiadir a un compuesto precursor por
ejemplo, para mejorar la solubilidad, absorcién, semivida bioldgica, actividad Raman, y similares, de la molécula, o
disminuir la toxicidad de la molécula, eliminar o atenuar cualquier efecto secundario indeseable de la molécula, y
similares. Se entiende que un derivado de un compuesto precursor incluye cualquier modificacion quimica, adicion,
delecion, o sustitucion del compuesto precursor En algunas realizaciones, un derivado de un compuesto precursor
puede incluir cualquier producto de reaccion del derivado, por ejemplo, el producto de derivado con un resto de
aminoacido. Por consiguiente, en algunas realizaciones, las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente
solicitud pueden incluir un colorante de Férmula A-Y, donde el nucleo de colorante incluye un grupo reactivo que se
puede conjugar, por ejemplo, unido covalentemente, a un aminoacido, por ejemplo, un resto aminoacido de una
proteina. Un ejemplo no limitante de un derivado es un éster o amida de un compuesto precursor que tiene un grupo
funcional acido carboxilico.
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En algunas realizaciones, la molécula colorante indicadora activa en SERS de Férmula A-Y se selecciona del grupo
que consiste en:
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en donde X' incluye hidroxilo, amino, y tiol; y R1 y Rz son como se ha definido anteriormente en la presente memoria.

En algunas realizaciones, las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud se pueden conjugar
con un miembro "B" especifico de union de una pareja de unién. El miembro especifico de unidn se puede conjugar
con la molécula indicadora activa en SERS, por ejemplo, un compuesto de formula A-Y a través, por ejemplo, de un
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grupo tiol que se ha representado por la variable X', o unirse o asociarse de otra manera con la propia nanoparticula.
Como se emplea en esta memoria, una molécula enlazadora especifica es un miembro de una pareja de unién
especifica. Una "pareja de union especifica" se refiere a dos moléculas diferentes, donde una de las moléculas se une
especificamente a través de medios quimicos o fisicos a la segunda molécula. En este sentido, un analito es un
miembro reciproco de una pareja de unidn especifica. Ademas, las parejas de unién especificas pueden incluir
miembros que son analogos de los ligandos especificos originales, por ejemplo, un analogo de analito que tiene una
estructura similar al analito. Por "similar" se entiende que, por ejemplo, un analogo de analito tenga una secuencia de
aminoacidos que tenga una identidad de secuencia de al menos aproximadamente un 60% o 65%, aproximadamente
70% o 75% de identidad de la secuencia, aproximadamente 80 % o 85 % de identidad de la secuencia,
aproximadamente 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de identidad de la secuencia
de aminoacidos en comparacion con una secuencia de aminoacidos del analito usando programas de alineacion y
parametros normalizados bien conocidos en la materia. Un analogo de un analito puede tener la misma funcion que un
analito.

En algunas realizaciones, la molécula enlazadora es una proteina de unidon. Como se emplea en esta memoria, el
término "proteina de union" se refiere a una proteina, que cuando se conjuga con una nanoparticula activa en SERS
interactia con un analito o ligando especifico de una manera capaz de producir una sefial Raman detectable
diferenciable de cuando un analito o ligando diana esta presente o ausente, o cuando un analito o ligando diana esta
presente en concentraciones variables en el tiempo. El término "producir una sefial detectable" se refiere a la
capacidad de reconocer un cambio en una propiedad de un grupo indicador, por ejemplo, un colorante que se ha
descrito actualmente, de una manera que permite la deteccion de un analito del miembro de unién, por ejemplo, uniéon
de ligando-proteina de uniéon. Ademas, la produccion de una sefial detectable puede ser reversible o no reversible. El
acontecimiento de sefalizacion-produccion incluye medios continuos, programados, y episodicos, que incluyen
aplicaciones de una sola vez o reutilizables. El acontecimiento de sefalizacion-produccién reversible puede ser
instantaneo o puede ser dependiente del tiempo, siempre que se establezca una correlaciéon con la presencia o
concentracion del analito.

Dichas realizaciones se pueden usar como biosensor. Como se emplea en esta memoria, los términos "biosensor" y
"compuesto biosensor" se refieren generalmente a un compuesto que experimenta un cambio detectable en la
respuesta especifica a un ligando o a un analito diana. Mas particularmente, los biosensores descritos en la presente
solicitud combinan las propiedades de reconocimiento molecular de las macromoléculas biologicas, tales como una
proteina de unién, con nanoparticulas activas en SERS que producen una sefial en SERS tras la unién al ligando.

El colorante actualmente descrito de Férmula A-Y puede estar asociado con por ejemplo, adsorbido, o unido, por
ejemplo, mediante enlace covalente, a una nanoparticula. En general, el término "asociado" se refiere a un estado de
dos moléculas o de una molécula y una particula tal como una nanoparticula manteniéndose en proximidad entre si.
Como se proporciona con mas detalle en los Ejemplos los colorantes descritos en la presente solicitud se pueden
mezclar en una relaciéon adecuada con una solucion de nanoparticulas durante unas pocas horas por ejemplo, cuatro a
seis horas, durante lo cual el colorante se adsorbe sobre la superficie de la nanoparticula. Sin pretender quedar
vinculado por teoria alguna, se cree que en algunas realizaciones, los colorantes descritos en la presente solicitud se
asocian con una nanoparticula a través del nitrégeno cuaternario del cation piridinio, que se representa por la variable
my

Los colorantes descritos en la presente solicitud pueden estar funcionalizados de tal manera que el colorante se unira
covalentemente a una nanoparticula. Dichas realizaciones pueden mejorar la estabilidad del colorante en un medio
complejo tal como sangre y suero. Como se emplea en esta memoria, el término "unién directa" puede, en algunas
realizaciones, referirse a la uniéon covalente de una molécula indicadora activa en SERS a la superficie de la
nanoparticula. Se puede realizar la unién indirecta utilizando un compuesto interviniente, una molécula, o similar. En
algunas realizaciones, la molécula indicadora activa en SERS actualmente descrita se puede modificar para incluir un
enlazador, tal como un resto que contiene tiol, por ejemplo, la variable X' que se ha descrito anteriormente en la
presente memoria, que se puede unir directamente a las nanoparticulas, por ejemplo, nanoparticulas de oro, mediante
métodos conocidos en la técnica o, como se describe con mas detalle en los sucesivo, un enlazador de polietilenglicol
(PEG). Se pueden usar también otros métodos para asociar la molécula indicadora activa en SERS incluyendo los
métodos de unidn no covalente conocidos por los expertos en la técnica.

Una nanoparticula potenciadora de Raman que tiene asociada con la anterior por ejemplo, adsorbida o unida a una(s)
molécula activa en SERS se denomina en el presente documento nanoparticula activa en SERS. Mas particularmente,
una nanoparticula activa en SERS, como se cita en la presente memoria, incluye una nanoparticula que tiene una
superficie que induce, produce, o da lugar de otra manera a dispersion de luz Raman potenciada en superficie (SERS)
o dispersion de luz Raman con resonancia potenciada en superficie Numerosas superficies son capaces pueden
producir una sefial SERS, incluyendo superficies rugosas, superficies texturadas, y otras superficies, que incluyen
superficies lisas.

"Dispersion Raman" se refiere generalmente a la dispersion inelastica de un foton incidente en una molécula. Los
fotones que se dispersan inelasticamente tienen una frecuencia dptica (vi), que es diferente que la frecuencia de la luz
incidente (vo). La diferencia de la energia (AE) entre la luz incidente y la luz dispersada inelasticamente se puede
representar como (AE) = h|vo-vi|, donde h es la constante de Planck, y corresponde a las energias que se adsorben por
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la molécula. La radiacién incidente puede ser de cualquier frecuencia vo, pero normalmente es una radiacion
monocromatica en la region espectral visible. La diferencia absoluta |vo-vi| s una frecuencia de infrarrojo, por ejemplo,
vibratoria. El proceso que produce luz de frecuencia diferente de vo se denomina "Dispersiéon Raman." La frecuencia v;
de la radiacion "Raman dispersada" puede ser mayor o menor que Vo, pero la cantidad de luz con frecuencia vi < vg
(radiacion de Stokes) es mayor que con la frecuencia v; > vg (radiacion anti-Stokes).

Como se emplea en esta memoria, el término "radiacion" se refiere a energia en la forma de radiacion
electromagnética que puede inducir la radiacion Raman potenciada en superficie en una muestra sometida a ensayo,
por ejemplo, una muestra que contiene una nanoparticula activa en SERS que tiene una o mas de las moléculas
indicadoras activas en SERS descritas en la presente solicitud asociadas a la anterior. Mas particularmente, el término
"radiacion" se refiere a energia en la forma de radiacion electromagnética que da lugar a que la superficie de una
nanoparticula induzca, emita, soporte, o produzca de otra forma la dispersion de la luz, por ejemplo, la dispersion
Raman, en una molécula indicadora proxima a la superficie de la nanoparticula.

"Dispersién Raman potenciada en superficie" o "SERS" se refiere a un fendmeno que se produce cuando la sefial de la
dispersién Raman, o la intensidad, se potencia cuando se adsorbe una molécula activa en Raman o préxima, por
ejemplo, en aproximadamente 50 A de, una superficie metalica. En las mencionadas circunstancias, se puede
potenciar la intensidad de la sefial Raman que surge de la molécula activa en Raman. "Dispersion Raman de
resonancia potenciada en superficie" o "SERRS" se refiere a una sefial SERS que se produce cuando la molécula
indicadora esta préxima a la superficie de la nanoparticula activa en SERS que esta en resonancia con la longitud de
onda de excitacion.

Como se emplea en esta memoria, los términos "nanoparticula”, "nanoestructura”, "nanocrista nanoetiqueta," y
"nanocomponente,” se utilizan de manera indistinta y se refieren a una particula que tiene al menos una dimension en
el intervalo de aproximadamente 1 nm a aproximadamente 1000 nm, incluyendo cualquier valor entero entre 1 nmy
1000 nm (incluyendo aproximadamente 1, 2, 5, 10, 20, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 500, y 1000 nm). En algunas
realizaciones, la nanoparticula es una nanoparticula metalica. En algunas realizaciones, la nanoparticula es una
particula esférica, o una particula sustancialmente esférica que tiene un diametro del nucleo entre aproximadamente 2
nm y aproximadamente 200 nm (incluyendo aproximadamente 2, 5, 10, 20, 50, 60, 70, 80, 90, 100, y 200 nm). En
algunas realizaciones, la nanoparticula tiene un diametro del nicleo entre aproximadamente 2 nm y aproximadamente
100 nm (incluyendo aproximadamente 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, y 100 nm) y en algunas realizaciones,
entre aproximadamente 20 nm y 100 nm (incluyendo aproximadamente 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63,
64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,72,73, 74, 75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98, 99, y 100 nm). Una persona normalmente experta en la técnica, tras la revision de la materia objeto descrita
en la presente solicitud, reconoceria que una nanoparticula adecuada para su uso con los ensayos actualmente
descritos puede incluir un nucleo, por ejemplo, un nucleo de metal, que induce el efecto Raman, y puede incluir
ademas una o mas capas de materiales activos en SERS, encapsulantes, y/o estructuras de envolturas externas que
pueden contribuir también al tamafio, por ejemplo, el diametro total de la estructura de nanoparticulas.

Las nanoparticulas activas en SERS adecuadas para su uso con los colorantes actualmente descritos comprenden al
menos un metal, es decir, al menos un elemento seleccionado de la Tabla Periédica de los Elementos que se conoce
comunmente como metal. Los metales adecuados incluyen metales del Grupo 11, tales como Cu, Ag, y Au, u otros
metales cualesquiera conocidos por los expertos en la técnica a apoyan SERS, tales como metales alcalinos. En
algunas realizaciones, la nanoparticula comprende sustancialmente un Unico elemento metalico. Por ejemplo, la
preparacion de nanoparticulas de oro se describe en Frens, G., Nat. Phys. Sci., 241, 20 (1972). En otras realizaciones,
la nanoparticula comprende una combinacién de al menos dos elementos, tales como una aleacion, por ejemplo, una
aleacion binaria. En algunas realizaciones, la nanoparticula es magnética.

En otras realizaciones, el metal incluye un componente adicional, tal como una particula que envuelve un nucleo de
Au2S/Au. Se han notificado particulas que envuelven un nicleo de Au2S/Au que tienen una resonancia 6ptica para el
IR cercano ampliamente ajustable. Véase Averitt R. D., et al, "Ultrafast optical properties of gold nanoshells," JOSA B,
16(10), 1824-1832 (1999). Ademas, particulas con nucleo de Ag y envoltura de Au, tales como las descritas por Cap.
Y.W., et al. "DNA- modified core-shell Ag/Au nanoparticles,'V. Am. Chem. Soc., 123(32), 7961-7962 (2001), particulas
con nucleo de Au y envoltura de Ag, o se puede utilizar cualquier combinacion envoltura-nicleo que implique metales
activos en SERS. Otras combinaciones adecuadas para su uso en particulas nucleo-envoltura son también adecuadas
para su uso con la materia objeto descrita en la presente solicitud, incluyendo coloides se silice/alimina funcionalizada
con Au o Ag, coloides de TiO- funcionalizados con Au o Ag, Nanoparticulas de Au protegidas con nanoparticulas de Au
(véase, por ejemplo, Mucic. et al. "DNA-directed synthesis of binary nanoparticle network materials,", J. Am. Chem.
Soc., 120(48), 12674 (1998)); Los coloides de TiO2 protegidos con nanoparticulas de Au; y particulas que tienen un
nucleo de Si con una envuelta metalica (es decir, "nanoenvolturas"), tales como coloides de SiCl ; protegidos con plata
o coloides de SiO2 protegidos con oro, Véase. p. €j., Jackson, et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 101(52): 17930-5
(2004); véanse también las patentes de los EE.UU. nimeros 6.344.272 y 6.685.986 de Oldenburg et al, cada una de
ellas incorporada en la presente memoria por referencia en su totalidad. Se ha descrito el uso de dichas
nanoenvolturas en aplicaciones de biosensores. Véase la patente de los EE.UU. N° 6.699.724 de West et al., que se
incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad.
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Otra clase de nanoparticulas adecuadas para su uso con las moléculas indicadoras activas en SERS descritas en la
presente solicitud incluye nanoparticulas que tienen una superficie interna. Dichas nanoparticulas incluyen particulas
huecas y nanocristales huecos o nanoparticulas porosas o semiporosas. Véase, por ejemplo, La Patente de los EE.UU
N° 6.913.825 de Ostafin et al, que se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad. Por
consiguiente, la materia objeto descrita en la presente solicitud proporciona también una nanoparticula que comprende
una particula activa de SERS que envuelve un nicleo o una nanoparticula hueca activa para SERS. En algunas
realizaciones, dichas nanoparticulas pueden presentar una sefial SERS mejorada.

Aunque se reconoce que la relacion de forma y aspecto de la particula pueden afectar a las caracteristicas fisicas,
opticas, y electronicas de las nanoparticulas, la relacion especifica de forma y aspecto, o la presencia/ausencia de un
area superficial interna no afecta a la cualificacion de una particula como una nanoparticula. Por consiguiente, las
nanoparticulas adecuadas para su uso con los colorantes descritos en la presente solicitud pueden tener una variedad
de formas, tamafios, y composiciones. Ademas, la nanoparticula puede ser sélida o, en algunas realizaciones tal como
se ha descrito anteriormente en la presente memoria, huecas. Los ejemplos no limitantes de nanoparticulas
adecuadas incluyen nanobarras huecas o rellenas con metales coloidales, nanoparticulas magnéticas,
paramagnéticas, conductoras o aislantes, particulas sintéticas, hidrogeles (coloides o barras), y similares. Un experto
en la técnica apreciara que las nanoparticulas pueden existir en una variedad de formas, que incluyen, pero que no se
limitan a esferoides, varillas, discos, piramides, cubos, cilindros, nanohélices, nanoresortes, nanoanillos,
nanoparticulas con forma de varillas, nanoparticulas con forma de flecha, nanoparticulas con forma de lagrima,
nanoparticulas con forma de tetrapodo, nanoparticulas con forma de prisma, y una pluralidad de otras formas
geométricas y no geométricas.

Ademas, las nanoparticulas adecuadas para su uso con los colorantes descritos en la presente solicitud pueden ser
isétropas o aniso6tropas. Como se cita en la presente memoria, las nanoparticulas anisétropas tienen una longitud y
una anchura. En algunas realizaciones, la longitud de la nanoparticula anisétropa es la dimension paralela a la
apertura en la que se produjo la nanoparticula. En algunas realizaciones, la nanoparticula anisétropa tiene un diametro
(anchura) de aproximadamente 350 ciclos o menos. En otras realizaciones, la nanoparticula anisétropa tiene un
diametro (anchura) de aproximadamente 250 nm o menos y en algunas realizaciones, un diametro (anchura) de
aproximadamente 100 nm o menos. En algunas realizaciones, la anchura de la nanoparticula anisétropa esta entre
aproximadamente 15 nm a aproximadamente 300 nm. Ademas, en algunas realizaciones, la nanoparticula anisétropa
tiene una longitud, donde la longitud esta entre aproximadamente 10 nm y 350 nm.

La mayor parte de la bibliografia sobre SERS (experimental y tedrica) sugiere que las particulas anisétropas (varillas,
triangulos, prismas) pueden proporcionar una potenciacion aumentada de la sefial Raman en comparacion con las
esferas. Por ejemplo, el asi denominado "efecto antena" prevés que se espera que la potenciacion Raman sea mas
grande en areas de mayor curvatura. Se han descrito recientemente muchos informes de particulas anisétropas,
incluyendo prismas de plata (Ag) y particulas de oro "ramificadas" (Au).

Se pueden producir nanovarillas de Au y Ag mediante electrodeposicion en plantillas de alimina preformadas, de una
manera similar a la produccion de particulas de Nanobarcodes® (Oxonica Inc., Mountain View, California). Véase, por
ejemplo, Nicewamer-Pena, S. R. et al "Submicrometer metallic barcodes," Science, 294, 137- 141 (2001); Walton. |, D.
et al, "Particles for multiplexed analysis in solution: detection and identification of striped metallic particles using optical
microscopy," Anal. Chem. 74, 2240-2247 (2002). Estas particulas se pueden preparar mediante la deposicion de
capas alternantes de materiales, normalmente Au y Ag, en plantillas de alimina preformadas, y pueden tener un
diametro de aproximadamente 250 nm y una longitud de aproximadamente 6 micrometros.

Las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud son adecuadas también para su uso en
nanoestructuras compuestas, por ejemplo, estructuras de satélites y estructuras que envuelven nucleos, tal como las
descritas en la Solicitud de Patente Internacional PCT N°. PCT/US2008/057700 de Weidemaier et al. presentada el 20
de marzo de, 2008, que se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad.

B. Nanopatrticulas activas en SERS funcionalizadas

Ademas, Las nanoparticulas activas en SERS que comprenden los colorantes activos en SERS descritos en la
presente solicitud pueden funcionalizarse con una molécula, tal como una molécula enlazadora especifica de un par
de unién, que se puede unir a un analito diana. Tras la unién al analito diana, el espectro SERS de la molécula
indicadora activa en SERS cambia de tal manera que se puede determinar la presencia o la cantidad del analito diana.
El uso de una nanoparticula activa en SERS funcionalizada tiene varias ventajas sobre las nanoparticulas no
funcionalizadas. En primer lugar, el grupo funcional proporciona un grado de especificidad con la nanoparticula
proporcionando una interaccion especifica con el analito diana. En segundo lugar, el analito diana no tiene que ser
activo en Raman por si mismo; su presencia se puede determinar observando cambios en el espectro SERS del
colorante activo en Raman unido a la nanoparticula. Dichas medidas se denominan en el presente documento
"deteccion indirecta” en el que se determina la presencia o ausencia de un analito o ligando diana de una muestra
biolégica se determina detectando una sefial SERS que no emana directamente del analito diana o del ligando de
interés.
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Las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud pueden funcionalizarse para unirse a un analito
diana de al menos dos maneras diferentes. En algunas realizaciones, la molécula indicadora activa en SERS, es decir,
el colorante activo en SERS, se puede conjugar con una molécula enlazadora especifica de una pareja de union,
mientras que en otras realizaciones, una molécula enlazadora especifica de una pareja de union se puede unir
directamente a la nanoparticula. En realizaciones en las que el nicleo de la nanoparticula esta al menos parcialmente
rodeado por una envuelta encapsulante, la molécula enlazadora puede unirse a una superficie externa de la envuelta
encapsulante.

1. Nanopatrticulas activas en SERS funcionalizadas asociadas con moléculas indicadoras activas en SERS
conjugadas con miembros de unién especifica de una pareja de union

En algunas realizaciones, se puede funcionalizar el colorante del IR cercano activo en SERS asociado con una
nanoparticula activa en SERS para unirse a un analito diana. Dichas nanoparticulas activas en SERS funcionalizadas
se pueden usar en combinacién con ensayos de unidon para detectar moléculas fisiolégicamente importantes,
incluyendo metabolitos, tales como glucosa, lactato, y acidos grasos, en muestras biologicas. En algunas
realizaciones, los colorantes activos en SERS descritos en la presente solicitud incluyen un grupo reactivo que se
puede usar o conjugar el colorante con otra molécula, incluyendo un miembro de una pareja de union especifica, tal
como una proteina de unién o un receptor, que tiene una afinidad por un ligando o analito especifico.

En algunas realizaciones, el nucleo del colorante puede incluir un grupo reactivo con tiol que puede estar conjugado al
resto tiol de un resto del aminoacido cisteina en una proteina natural o disefiada o mutada. Como se emplea en esta
memoria, el término "grupo reactivo con tiol" se refiere a un grupo sustituyente que puede reaccionar con un resto tiol
para formar un enlace de carbono-azufre. Los ejemplos de grupos reactivos con tiol que se pueden introducir en los
colorantes descritos en la presente solicitud incluyen un grupo halo-acetilo y un grupo halo-acetamida. En algunas
realizaciones, el grupo halo-acetilo incluye un grupo yodoacetilo, mientras que el grupo halo-acetamida puede incluir
un grupo yodoacetamida o un grupo bromoacetamida. Un experto en la materia, tras la revision de la materia objeto
descrita en la presente solicitud, reconoceria que otros grupos reactivos de tiol conocidos en la técnica, tales como
grupos maleimida, son adecuados para su uso con la materia objeto descrita en la presente solicitud.

Como se emplea en esta memoria, el término "conjugado” se refiere a una molécula que comprende dos o mas
subunidades unidas entre si, opcionalmente a través de un grupo de union, para formar una estructura molecular
simple. La unién puede realizarse tanto mediante un enlace quimico directo entre las subunidades como a través de un
grupo de union. Dicha unién en un conjugado es normalmente irreversible. Como se emplea en esta memoria, €l
término "afinidad" se refiere a la fortaleza de la atraccion entre una molécula enlazadora y el otro miembro de una
pareja de unién en un sitio de unién concreto. El término "especificidad" y sus derivados se refieren a la probabilidad de
que una molécula enlazadora se una a otro miembro de una pareja de unién. Dicha unién entre una molécula
enlazadora, por ejemplo, una proteina de union, a otra molécula enlazadora de una pareja de union, por ejemplo, un
ligando o analito, puede ser reversible.

El término "molécula enlazadora especifica" se refiere a una molécula para la cual existe al menos una molécula
enlazadora complementaria separada. Una molécula enlazadora especifica es una molécula que se une, vincula, o se
asocia de otra forma a una molécula especifica. El enlace, unién, o asociacién puede ser quimica o fisica. Una
molécula especifica a la cual se une una molécula enlazadora puede ser cualquiera de una variedad de moléculas,
incluyendo, pero no se limitan a, antigenos, haptenos, proteinas, hidratos de carbono, secuencias de nucleétidos,
acidos nucleicos, aminoacidos, péptidos, enzimas, y similares. Ademas, una molécula enlazadora especifica de un
tipo concreto se unira a un tipo particular de molécula. En dichos casos, las moléculas enlazadoras especificas se
denominan "pareja de unién especifica". Por consiguiente, un anticuerpo se unira especificamente a un antigeno.
Otras parejas de unidn especificas incluiran avidina y biotina, hidratos de carbono y lectinas, secuencias de
nucledétidos complementarias, secuencias peptidicas complementarias, enzimas y cofactores enzimaticos, y similares.

Se describen con mas detalle a continuaciéon en el presente documento moléculas enlazadoras especificas
representativas de una pareja de union.

2. Nanoparticulas activas en SERS que tienen una molécula enlazadora especifica de una pareja de union unida
directamente a la anterior

En algunas realizaciones, una molécula enlazadora de una pareja de union especifica, por ejemplo, un anticuerpo, tal
como un anticuerpo monoclonal, se puede unir directamente a la superficie de la nanoparticula o a la superficie externa
de la nanoparticula o a la superficie de una envuelta que encapsula la nanoparticula. En una realizacién ilustrativa, una
molécula enlazadora especifica de una pareja de union, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal, se puede tratar con el
enlazador, por ejemplo, polietilenglicol (PEG), y unirse directamente a la nanoparticula a través del enlazador de PEG.
El uso de un enlazador, tal como un enlazador de PEG, permite que se retengan las propiedades y la estructura
naturales de las moléculas enlazadoras y aumenta la especificidad de las nanoparticulas funcionalizadas impidiendo
estéricamente la unién no especifica de otras especies con la nanoparticula. Se describen con mas detalle en el
presente documento las nanoparticulas activas en SERS que tienen una molécula enlazadora especifica unida a
través de un enlazador de PEG que tiene una molécula enlazadora especifica unida a través de un enlazador de PEG
(véase la Seccion 1.D., a continuacion en el presente documento).
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Dependiendo de la molécula enlazadora, un experto en la técnica reconocera tras la revision de la materia objeto
descrita en la presente solicitud que se pueden usar enlazadores diferentes de PEG. Por ejemplo, se pueden usar
alcanotioles como enlazadores para anticuerpos y péptidos. Alcanotioles de cadena corta, incluyendo, pero no se
limitan a, se pueden usar el N-succinimidil-S- acetiltioacetato (SATA) y el N-succinimidil-S-acetiltiopropionato (SATP)
como enlazadores tras la desproteccion del sulfidrilo. Otras propiedades pueden determinar también la eleccién del
enlazador, tal como la longitud de la cadena enlazadora. Por ejemplo, Puede ser deseable PEG por que actia también
para proteger la superficie del reactivo y es flexible, que puede potenciar la capacidad del reactivo para unirse al analito
de interés.

Las nanoparticulas que tienen una o mas moléculas indicadoras activas en SERS y pueden disponerse moléculas
enlazadoras unidas a la anterior en un medio adecuado, por ejemplo, una solucién tamponada, para proporcionar un
reactivo activo en SERS.

3. Moléculas enlazadoras representativas

En algunas realizaciones, la molécula enlazadora conjugada con las nanoparticulas activas en SERS actualmente
descrita, tanto a través de la molécula indicadora activa en SERS como directamente unida a una superficie externa de
la propia nanoparticula, comprende un polipéptido o proteina. Las proteinas de unién representativas adecuadas para
Su uso con las nanoparticulas activas en SERS actualmente descrita, incluyen, pero no se limitan a proteinas de unién
periplasmicas (PBP), Los ejemplos de PBP incluyen, pero no se limitan a, proteina de unién a glucosa-galactosa
(GGBP), proteina de unién a maltosa (MBP), proteina de unién a ribosa (RBP), proteina de union a arabinosa (ABP),
proteina de union a dipéptido (DPBP), proteina de unién a glutamato (GIuBP), proteina de unién a hierro (FeBP),
proteina de unién a histidina (HBP), proteina de unién a fosfato (PhosBP), proteina de unién a glutamina (QBP),
proteina de unién a oligopéptido (OppA), o derivados de la misma, asi como otras proteinas que pertenecen a las
familias de proteinas conocidas como proteina de unién periplasmica de tipo | (PBP-de tipo |) y proteina de union
periplasmica de tipo Il (PBP de tipo Il). Para otras proteinas de unién adecuadas para su uso con las nanoparticulas
activas en SERS descritas en la presente solicitud, véase la publicacion de solicitud de patente de los EE.UU. N*®
2006/0078908 y 2006/0280652 de Pitner et al y la solicitud de patente de los EE.UU. N° 11/738.442, presentada el 20
de abril de 2007, cada una de ellas incorporada en la presente memoria por referencia en su totalidad.

Otros ejemplos de proteinas que pueden comprender las moléculas enlazadoras incluyen, pero no se limitan a
proteinas de unidn a acidos grasos intestinales (FAPB). Las FABP son una familia de proteinas que se expresan al
menos en el higado, intestino, rifién, pulmones, corazén, musculo esquelético, tejido adiposo, piel anémala, adiposo,
células endoteliales, glandulas mamarias, cerebro, estbmago, lengua, placenta, testiculos, y retina. La familia de FABP
es, hablando de manera general, una familia de pequefias proteinas intracelulares (aproximadamente 14 kDa) que se
unen a acidos grasos y a otros ligandos hidrofobos a través de interacciones no covalentes. Véase Smith. E. R. y
Storch. J,, J. Biol. Chem., 274 (50):35325-35330 (1999), que se incorpora en la presente memoria por referencia en su
totalidad. Los miembros de la familia FABP de proteinas incluyen, pero no se limitan a, proteinas codificadas por los
genes FABP1, FABP2, FABP3, FABP4, FABP5, FABP6, FABP7, FABP(9) y MP2. Proteinas que pertenecen a la
familia FABP incluyen I-FABP, F-FABP, H-FABP, A-FABP, KLBP, mal-1, E-FABP, PA-FABP, C-FABP, S-FABP,
FE-EBP, DA11, FP2, Inhibidor melanogénico, y similares.

Otras moléculas enlazadoras incluyen moléculas enlazadoras especificas que tienen una afinidad por un analito diana,
incluyendo anticuerpos para los analitos diana, tales como el antigeno especifico de prostata (PSA), la isoenzima
creatina quinasa MB (CKMB), la proteina troponina | cardiaca (cTnl), hormona estimuladora del tiroides (TSH),
antigeno de la gripe A (Flu A), antigeno de la gripe B (Flu B), y antigeno del virus sincitial respiratorio (RSY). Se
conocen en la técnica los anticuerpos para dichos analitos diana.

Como se emplea en esta memoria, un "derivado" de una proteina o polipéptido es una proteina o polipéptido que
comparte una identidad de secuencia sustancial con la proteina natural. Las proteinas o los polipéptidos derivados de
la materia objeto descrita en la presente solicitud se pueden fabricar o preparar mediante técnicas bien conocidas por
los expertos en la técnica. Los ejemplos de dichas técnicas incluyen, pero no se limitan a, mutagénesis y sintesis
directa.

Se pueden modificar también las proteinas derivadas, tanto mediante procesos naturales, tal como un procesamiento
posterior a la traduccién, o mediante técnicas de modificacién quimica que son bien conocidas en la técnica. Dichas
modificaciones estan bien descritas en los textos basicos y en las monografias mas detalladas, asi como en una
importante bibliografia de investigacion. Se pueden producir modificaciones en cualquier momento en la cadena
polipeptidica, incluyendo la estructura peptidica principal, las cadenas secundarias de los aminoacidos y los extremos
amino o carboxilo. Se apreciara que el mismo tipo de modificacion puede estar presente en el mismo grado o en
grados variables en sitios diferentes de un polipéptido o proteina dado. Asimismo, un polipéptido o proteina dado
puede contener mas de una modificacion. Los ejemplos de proteinas derivadas incluyen, pero no se limitan a,
proteinas mutantes y de fusion.

Se usa una "proteina mutante" en el presente documento como se conoce en la materia. En general, se puede crear
una proteina mutante mediante adicién, delecién o sustitucion de la estructura primaria natural de la proteina o
polipéptido. Las mutaciones incluyen, por ejemplo, la adicion o sustitucion de grupos cisteina, aminoacidos que no se
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producen naturalmente, y sustitucién de aminoacidos sustancialmente no reactivos con aminoacidos reactivos. Se
puede mutar una proteina mutada para unirse a mas de un analito de una manera especifica. De hecho, las proteinas
mutantes pueden poseer especificidad hacia su analito natural y otro ligando diana. Del mismo modo, una proteina
mutante puede ser capaz de unirse solo a un analito o analitos a los que la proteina de unién natural no se una. Los
métodos para generar proteinas mutantes son bien conocidos en la materia. Por ejemplo, Looser, L. L. et al. Nature
423, (6936), 185-190 (2003), que se han incorporado por referencia en el presente documento, describen métodos
para redisefiar sitios de unién con proteinas de unién periplasmica que proporcionan a las proteinas nuevas
propiedades de unién a analitos. Estas proteinas de uniéon mutantes retienen la capacidad de experimentar cambios
conformacionales, que pueden producir una sefial generada directamente tras su unién al analito. Al introducir entre 5
y 17 cambios de aminoacidos, Looser, et al. construyeron varias proteinas mutantes, cada una de ellas con nuevas
selectividades para el TNT (trinitrotolueno), L-lactato, o serotonina.

La mutacion puede servir a uno o mas de varios fines. Por ejemplo, una proteina natural se puede mutar para cambiar
su estabilidad a largo plazo, incluyendo la estabilidad térmica, de la proteina, para conjugar la proteina con una matriz
o polimero de encapsulacion particular, para proporcionar sitios de unién para grupos indicadores detectables, para
ajustar su constante de unién con respecto a un analito particular, o combinaciones de los mismos.

El analito y la proteina mutada pueden actuar como moléculas enlazadoras. El término "se asocia" o "se une" como se
emplea en esta memoria se refiere a moléculas enlazadoras que tienen una constante de unioén relativa (Kd) los
suficientemente fuerte para permitir la deteccién de la unién a la proteina mediante un medio de deteccién. El Kd se
puede calcular como la concentracién de analito libre al que se une la mitad de la proteina, o viceversa. Cuando el
analito de interés es glucosa, los valores de Kd para las moléculas enlazadoras estan comprendidos entre
aproximadamente 0,0001 mM y aproximadamente 50 mM.

La molécula indicadora activa en SERS descrita en la presente solicitud se puede unir a una proteina mutada, por
ejemplo a GGBP, por cualquier medio convencional conocido en la técnica. Por ejemplo, la molécula indicadora se
puede conjugar al a proteina mediante aminas o restos carboxilo de la proteina. Las realizaciones ilustrativas incluyen
el acoplamiento covalente mediante grupos tiol sobre restos cisteina de la proteina natural mutada. Por ejemplo, para
la GGBP mutada, las cisteinas se pueden localizar en la posicidon 10, en la posicién 11, posiciéon 14, en la posicion 15,
posicion 19, en la posicién 26, en la posicidn 43, en la posicidon 74, en la posicién 92, en la posicion 93, posicion 107,
posicién 110, posicion 112, en la posicion 113, en la posicién 137, en la posicién 149, en la posicion 152, en la posiciéon
154, en la posicion 182, en la posicién 183, en la posicién 186, en la posicion 211, en la posicién 213, en la posicion
216, en la posicion 238, en la posicion 240, en la posicion 242, en la posiciéon 255, en la posicién 257, en la posicién
287, en la posicion 292, en la posicién 294, y en la posicion 296.

C. Nanoparticulas activas en SERS encapsuladas

Las nanoparticulas metalicas activas en SERS muestran tendencia a agregarse en solucion acuosa y, una vez
agregadas, son dificiles de redispersar. Ademas, la composicion de algunas moléculas activas en Raman es
incompatible con las quimicas usadas para unir otras moléculas, como las proteinas, a las nanoparticulas metalicas.
Estas caracteristicas pueden limitar la eleccion de moléculas activas en Raman, quimicas de union, y otras moléculas
a unirse a la nanoparticula metalica.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, el colorante activo en SERS descrito en la presente solicitud de Formula
A-Y cuando se fija por ejemplo, tanto se adsorbe o se une covalentemente a una nanoparticula, se puede revestir o
encapsular, por ejemplo, en una envoltura de un material diferente, incluyendo un polimero, vidrio, o material ceramico.
Dichas realizaciones se refieren en la presente memoria como "nanoparticulas activas en SERS compuestas”. Los
métodos para preparar las nanoparticulas activas en SERS compuestas se describen en la patente de los Estados
Unidos n° 6.514.767 de Natan, que se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad.

Los colorantes activos en SERS compuestas descritas en la presente solicitud pueden incluir una nanoparticula
metalica, una submonocapa, monocapa, o multicapa de uno o mas colorantes descritos en la presente solicitud en
proximidad de la superficie de la nanoparticula metdlica. Se pretende que el término "proximidad" signifique en
aproximadamente 50 nm o menos de una superficie externa de la nanoparticula. Una nanoparticula que tenga una
submonocapa, monocapa, o multicapa de uno o mas colorantes descritos en la presente solicitud unidos a una
superficie externa del nucleo de la nanoparticula también puede incluir una envoltura encapsulante. En dichas
realizaciones, el colorante descrito en la presente solicitud se coloca en una interfase entre la superficie externa de la
nanoparticula metalica y una superficie interna de la envoltura encapsulante.

El nucleo de la nanoparticula que comprende la nanoparticula compuesta puede ser una esfera metalica, por ejemplo,
una esfera de oro, plata o cobre que tenga un diametro de aproximadamente 20 nm a aproximadamente 200 nm. En
algunas realizaciones, el nicleo de la nanoparticula comprende un esferoide oblongo o achatado metalico. El diametro
del ndcleo de la nanoparticula se puede seleccionar basandose, en parte, en la longitud de onda de la luz incidente.
Por ejemplo, en SERS que utiliza luz roja incidente, es decir, luz incidente que tiene una longitud de onda de
aproximadamente 600 nm, la respuesta SERS 6ptima se obtiene con nucleos de nanoparticulas de oro que tienen un
diametro de aproximadamente 60 nm.
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En algunas realizaciones, la envoltura encapsulante comprende un material dieléctrico, tal como un polimero, vidrio,
metal, 6xidos metalicos, tales como TiO» y SnOy, sulfuros metalicos o un material ceramico. En algunas realizaciones,
el encapsulante es vidrio, por ejemplo, SiOx. Para encapsular en vidrio las nanoparticulas activas en SERS descritas
en la presente solicitud, los nucleos de las nanoparticulas metalicas se pueden tratar con un cebador de vidrio, es
decir, un material que puede producir el crecimiento de un revestimiento uniforme de vidrio, o puede mejorar la
adhesién del revestimiento de vidrio al a particula, o ambas cosas. A continuacién el vidrio puede crecer sobre la
nanoparticula metalica mediante técnicas convencionales conocidas en la técnica.

El proceso de encapsulacion se lleva a cabo después, o durante, la unién o adsorcién de uno o mas colorantes
descritos en la presente solicitud al nucleo de la nanoparticula. De este modo, el colorante se secuestra del disolvente
circundante en forma de un revestimiento sobre la superficie del nicleo de la nanoparticula metalica. Dicha
configuracion proporciona al nucleo de la nanoparticula metalica una actividad SERS estable. El colorante puede
formar una submonocapa, una monocapa completa, o un conjunto multicapa sobre la superficie del nicleo de la
nanoparticula metalica. La capa de colorante puede comprender un solo colorante o ser una mezcla de diferentes
colorantes.

Por tanto, en algunas realizaciones, la molécula indicadora activa en SERS de féormula A -Y forma una capa sobre la
superficie externa de la nanoparticula, en donde la capa cubre al menos parcialmente la superficie externa del nucleo
de la nanoparticula y esta definida por una superficie interna y una superficie externa. El encapsulante se coloca en al
menos una de la superficie externa de la nanoparticula y la superficie externa de la capa de la molécula indicadora
activa en SERS de formula A - Y para rodear al menos parcialmente el nicleo de la nanoparticula, que esta al menos
parcialmente revestida con una capa de la molécula indicadora activa en SERS.

Preferentemente, el encapsulante no altera de forma mensurable la actividad SERS de las nanoparticulas activas en
SERS compuestas. Se siguen consiguiendo los beneficios de la materia objeto descrita en la presente solicitud, sin
embargo, incluso si el encapsulante tiene cierto efecto mensurable, siempre que no interfiera con la actividad SERS, o
no afada complejidad significativa al espectro SERS observado.

Ademas, en algunas realizaciones, el encapsulante se puede modificar, por ejemplo, derivatizarse mediante técnicas
normalizadas conocidas en la técnica, para unir moléculas, incluyendo biomoléculas, a su superficie externa. Esta
caracteristica permite que los colorantes activos en SERS compuestas descritas en la presente solicitud se conjuguen
a moléculas, incluyendo biomoléculas, tales como proteinas y acidos nucleicos, o a soportes solidos sin interferir con la
actividad Raman del colorante. El vidrio y otros materiales adecuados para su uso como envoltura encapsulante
contienen grupos funcionales adecuados para union molecular. Por ejemplo, la inmersién de vidrio en una base
adecuada permite la unién covalente de alquil triclorosilanos o alquil trialcoxisilanos, con funcionalidad adicional
disponible en el extremo del grupo alquilo del alquil triclorodilano o del grupo alquil trialcoxisilano. Por tanto, las
superficies de vidrio se pueden modificar con muchas formas de biomoléculas y superestructuras biomoleculares,
incluyendo células, asi como 6xidos, metales, polimeros, y similares. Del mismo modo, las superficies de vidrio se
pueden modificar con monocapas moleculares bien organizadas. Por consiguiente, los revestimientos de vidrio
suportan muchos tipos de funcionalizacion quimica (que también se denomina en la presente memoria como
"derivatizacion"). Otras formas de encapsulantes también pueden estar funcionalizadas. Por consiguiente, las
nanoparticulas descritas en la presente solicitud se pueden fijar a cualquier especie conocida en la técnica que tenga
una funcionalidad quimicamente reactiva.

El espesor del encapsulante puede variar dependiendo de las propiedades fisicas requeridas para la nanoparticula
activa en SERS. Dependiendo de la combinacion particular del nicleo de la nanoparticula, encapsulante, y colorante,
los revestimientos gruesos de encapsulante, por ejemplo, revestimiento de aproximadamente un micrémetro o mas,
podrian atenuar, potencialmente, la sefial Raman. Ademas, un revestimiento fino llevara a la interferencia en el
espectro Raman del analito por las moléculas de la superficie encapsulante. Al mismo tiempo, las propiedades fisicas,
como el coeficiente de sedimentaciéon pueden verse afectadas por el espesor del encapsulante. En general, cuanto
mas espeso sea el encapsulante, mas eficaz es el secuestro de los colorantes activos en SERS sobre el nucleo de la
nanoparticula metalica desde el disolvente circundante.

En realizaciones en donde el encapsulante es vidrio, el espesor del vidrio puede estar tipicamente comprendido de
aproximadamente 1 nm a aproximadamente 50 nm. En realizaciones ilustrativas no limitantes, las nanoparticulas
activas en SERS encapsuladas comprenden nanoparticulas de oro que tienen un diametro comprendido entre
aproximadamente 50 nm a aproximadamente 100 nm encapsuladas en una esfera de vidrio que tienen un espesor
comprendido entre aproximadamente, en algunas realizaciones, de aproximadamente 10 nM a aproximadamente 50
nM; en algunas realizaciones, de aproximadamente 15 nM a aproximadamente 40 nM; y, en algunas realizaciones, de
aproximadamente 35 nm. El experto en la técnica puede realizar la optimizacién de las dimensiones de las
nanoparticulas activas en SERS encapsuladas descritas en la presente solicitud. Por ejemplo, es conocido en la
técnica que las nanoparticulas nucleo-envoltura (por ejemplo, nanoparticulas de Au/AuS) soportan SERS vy tienen
diferentes propiedades 6pticas si se comparan con las nanoparticulas metalicas puras. Del mismo modo, es conocido
en la técnica que el SERS procedente de esferoides de prolato se puede potenciar con respecto a las esferas con el
mismo eje mayor. Ademas, es conocido que las potenciaciones de particulas individuales sean dependientes de la
longitud de onda. Por tanto, el tamafio de particula se puede "ajustar" para conseguir una sefial SERS maxima para
una longitud de onda de excitacion dada. Por consiguiente, la composicion de la particula, o su tamafio o forma se
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pueden alterar de acuerdo con la materia objeto descrita en la presente solicitud para optimizar la intensidad de la
sefial SERS.

Las nanoparticulas activas en SERS compuestas descritas en la presente solicitud son faciles de manipular y
almacenar. Ademas, también son resistentes a la agregacion, estabilizadas frente a la descomposicion del colorante
en disolventes y aire, son quimicamente inertes, y se pueden centrifugar, concentrar, por ejemplo, mediante técnicas
de desplegado magnético, y redispersarse sin pérdida de la actividad SERS. A diferencia de las nanoparticulas
metalicas, las nanoparticulas activas en SERS compuestas descritas en la presente solicitud se pueden evaporar a
sequedad, y después redispersarse completamente en disolvente.

D. Enlazadores de polietilenglicol (PEG)

En algunas realizaciones, puede usarse un enlazador de polietilenglicol (PEG) para unir una molécula enlazadora
especifica a una nanoparticula activa en SERS, una particula de captura magnética (en ensayos de captura
magnética), o a un soporte soélido (en ensayos heterogéneos). El uso de un enlazador de PEG puede reducir la unién
no especifica en los ensayos descritos en la presente solicitud. La eliminacion de la adsorciéon no especifica puede
suponer un desafio importante para el rendimiento del ensayo. Por ejemplo, en los ensayos de captura magnética, la
unién no especifica puede incluir el proceso por el que las proteinas u otras biomoléculas de la solucién se adhieren a
las superficies de la particula de captura magnética o la nanoparticula activa en SERS, presentando de esta forma las
moléculas enlazadoras al analito diana o el proceso mediante el cual las superficies de la particula de captura
magnética y la nanoparticula activa en SERS se adhieren entre si mediante interacciones no especificas.

De forma mas general, unidn no especifica se refiere a la unién entre moléculas que es relativamente independiente de
las estructuras superficiales. La unidon no especifica puede distinguirse de la unién especifica, que implica el
reconocimiento especifico de una de las dos moléculas diferentes por la otra molécula, comparado con el
reconocimiento sustancialmente inferior de otras moléculas. La naturaleza de la molécula o moléculas que resultan de
la unién no especifica en ensayos en medio liquido depende de la naturaleza de la muestra, el medio de ensayo, la
superficie de la nanoparticula, y similares.

La unién no especifica puede atribuirse al menos a dos mecanismos diferentes, cada uno de los cuales interfiere con el
ensayo. En primer lugar, la adsorcion no especifica de materiales biolégicos a una nanoparticula activa en SERS o a
una nanoparticula de captura magnética puede impedir estéricamente la asociacion entre la molécula enlazadora y el
analito, lo que produce un resultado negativo falso o una infraestimacion de la concentracién del analito en un ensayo
cuantitativo. Por "adsorcion" se entiende la acumulacion de solutos, compuestos bioldgicos u otros materiales solidos
sobre la superficie de un soélido o la adhesion de una capa de moléculas de cierta sustancia sobre la superficie de un
solido.

En segundo lugar, la asociacion no especifica entre las particulas de captura magnéticas y las nanoparticulas activas
en SERS, especialmente las que se han funcionalizado, puede aumentar los niveles iniciales del ensayo en ausencia
del analito, llevando a una reduccién en el nivel de sensibilidad del ensayo y a limitar el intervalo dinamico. Este
aumento en el nivel inicial puede ser resultado de una reduccion en el nivel minimo de analito que se puede detectar en
una muestra. Esta asociacion no especifica entre las nanoparticulas, especialmente las nanoparticulas en solucion,
también puede llevar a la agregacion no especifica de las particulas.

Las estrategias conocidas en la técnica para bloguear la unién no especifica implican por lo general uno de tres
enfoques. En un enfoque, la superficie se puede tratar con proteinas, por ejemplo, albumina, ovoalbumina, gelatina de
pescado, y caseina, leche en polvo, y/o tampdn de bloqueo. Los inconvenientes de este enfoque incluyen una falta de
bloqueo completo de la adsorcidn no especifica, véase, por ejemplo, Taylor. S. et al., "Impact of Surface Chemistry and
Blocking Strategies on DNA Microarrays," Nucleic Acids Research, 31(16), e87 (2003), que se incorpora en la presente
memoria por referencia en su totalidad; la necesidad de optimizar las condiciones de bloqueo para cada nuevo ensayo;
y una variacion en el rendimiento entre lotes de agente de bloqueo. Dichas etapas de bloqueo también afiaden una
etapa adicional al ensayo, lo que aumenta la complejidad y la duracién del ensayo.

Un segundo enfoque implica la adicién de detergentes u otros agentes quimicos al tampdn de ensayo. Este enfoque
también tiene el inconveniente de necesitar optimizar las condiciones y reactivos para cada nuevo ensayo y puede
interferir con las interacciones biomoleculares especificas que el ensayo pretende detectar.

Otro enfoque implica revestir la superficie del soporte sélido, nanoparticulas, o particulas magnéticas con un polimero,
tal como polietilenglicol. Sin pretender quedar vinculado por teoria alguna, se cree que la reduccion de la adsorcién no
especifica conseguida mediante las superficies revestidas con PEG es el resultado de que las moléculas de PEG
tienen propiedades hidrofilas y que tienen muchos grados de libertad de rotacién. En un entorno acuoso, las cadenas
de PEG estan rodeadas por moléculas de agua. Estas condiciones dan como resultado un nivel elevado de entropia de
las moléculas de PEG. La adsorcion de una biomolécula, por ejemplo, una proteina, sobre una superficie revestida con
PEG comprime las cadenas de PEG, desplazando de esta forma las moléculas de agua y transmitiendo orden a las
cadenas de PEG. Esta ordenacion puede resultar en una disminucion de la entropia termodinamicamente
desfavorable que da como resultado la resistencia a la adsorcion de la biomolécula sobre superficies revestidas con
PEG. Aungue el revestimiento de superficies bidimensionales mediante un polimero, como PEG, puede ser eficaz para
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reducir la unién no especifica, ninguno de los enfoques anteriormente utilizados es eficaz para reducir la agregacion no
especifica de las particulas tridimensionales en solucion. Véase Dubertret. B. et al. "In Vivo Imaging of Quantum Dots
Encapsulated in Phospholipid Micelles," Science, 298, 1759-1762 (2002), que se incorpora en la presente memoria por
referencia en su totalidad.

La materia objeto descrita en la presente solicitud demuestra que la adsorcion no especifica de materiales bioldgicos
en las nanoparticulas o asociaciones de nanoparticulas, o ambos, se puede reducir mediante el uso del enlazador de
PEG descrito en la presente invencion (véase el Ejemplo experimental 3). EI método descrito en el presente
documento es general para bloguear la union no especifica. Por tanto, se ha eliminado en gran medida la necesidad de
optimizar las condiciones de bloqueo para los ensayos individuales. Como las moléculas basadas en polietilenglicol
(PEG) son no idnicas, se cree que el efecto perjudicial del pH y la concentracion de sales sobre la capacidad del PEG
para soportar la adsorcién no especifica de proteina se minimo.

En algunas realizaciones, el enlazador de PEG comprende una molécula PEG bifuncional que tiene un grupo funcional
en cada extremo de la molécula lineal, separado por dos 0 mas subunidades de etilenglicol. En algunas realizaciones,
la molécula de PEG comprende entre 2 y aproximadamente 1000 subunidades de etilenglicol, incluyendo, pero sin
limitacion, 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al
menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19,
al menos 20, al menos 21, al menos 22, al menos 23, al menos 24, al menos 25, al menos 26, al menos 27, al menos
28, al menos 29, al menos 30, al menos 40, al menos 50, al menos 60, al menos 70, al menos 80, al menos 90, al
menos 100, al menos 200, al menos 300, al menos 400, al menos 500, al menos 600, al menos 700, al menos 800, al
menos 900, o al menos 1000 subunidades de etilenglicol. En determinadas realizaciones, la molécula de PEG
comprende entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100 subunidades de etilenglicol, y en determinadas
realizaciones, al menos 12 subunidades de etilenglicol.

El enlazador de PEG puede tener un peso molecular de aproximadamente 200 Da a aproximadamente 100.000 Da,
incluyendo, pero sin limitacion, aproximadamente 200, aproximadamente 500, aproximadamente 1.000 Da,
aproximadamente 2,000 Da, aproximadamente 3.000 Da, aproximadamente 4.000 Da, aproximadamente 5.000 Da,
aproximadamente 6.000 Da, aproximadamente 7,000 Da, aproximadamente 8.000 Da, aproximadamente 9.000 Da,
aproximadamente 10.000 Da, aproximadamente 20.000 Da, aproximadamente 50,000 Da, aproximadamente 75.000
Da, y aproximadamente 100.000 Da. También debe entenderse, sin embargo, que se pueden utilizar enlazadores de
PEG de pesos moleculares mayores o menores en la materia objeto descrita en la presente solicitud dependiendo de
la aplicacion concreta. En determinadas realizaciones, el enlazador de PEG tiene un peso molecular de
aproximadamente 5.000 Da o superior. Para una densidad superficial dada de moléculas de PEG, las cadenas de PEG
mas largas, por ejemplo, un enlazador de PEG con un peso molecular igual o superior a aproximadamente 5.000 Da
puede ser mas eficaz en la reduccién de la adsorcion no especifica en los ensayos de uniéon que las cadenas mas
cortas. Las cadenas de PEG mas largas también pueden colocar una molécula enlazadora, por ejemplo, un anticuerpo
o sonda de ADN mas lejos de la superficie de la particula. Dichas realizaciones pueden minimizar el "replegado” de los
anticuerpos sobre la superficie de la particula, lo que puede reducir el nimero de sitios disponibles para la unién del
analito (por ejemplo, antigeno).

El enlazador de PEG bifuncional comprende grupos funcionales en cada extremo de la molécula, y estos grupos
funcionales se pueden utilizar para unir una molécula enlazadora especifica a un extremo de la molécula de PEG y una
nanoparticula activa para SERS (o una particula de captura magnética) al otro extremo. La molécula enlazadora
especifica se puede unir en primer lugar al enlazador de PEG bifuncional, seguido por la unién del conjugado molécula
enlazadora especifica-PEG a la nanoparticula. Como alternativa, el enlazador de PEG bifuncional se puede unir a la
nanoparticula antes de unir la molécula enlazadora especifica a la nanoparticula PEGilada.

Se debe resaltar que también se puede usar un enlazador de PEG para unir un colorante activo en SERS a la
superficie de la nanoparticula o para unir una molécula enlazadora especifica a una particula de captura magnética, tal
como una particula magnética utilizada en un ensayo SERS basado en un liquido de captura magnética.

Los grupos funcionales de cada extremo de los enlazadores PEG se pueden seleccionar en funcion de la quimica
superficial de la nanoparticula y de la funcionalidad deseada para la unién de la molécula enlazadora especifica (o
colorante activo en SERS). Los ejemplos no limitantes de los grupos funcionales utiles en los enlazadores de PEG
incluyen ésteres activos de acido carboxilico o derivados de carbonato, especialmente aquellos cuyos grupos salientes
sean N-hidroxisuccinimida, p-nitrofenol, imidazol o 1-hidroxi-2- nitrobenceno-4-sulfonato. Los grupos reactivos con tiol,
incluyendo los grupos maleimido o haloacetilo son utiles para modificar los grupos sulfhidrilo libres de las proteinas o
para reaccionar con los grupos tiol, tal como los que deberian estar presentes sobre la superficie de las nanoparticulas
activas en SERS.

Ademas, los grupos aminohidrazina o hidrazida de las moléculas de PEG son Utiles para su reaccion con los aldehidos
generados mediante la oxidacion de los grupos carbohidrato con peryodato. Esta quimica de union es especialmente
util para la unién de anticuerpos dirigida a un sitio de la particula. Por ejemplo, un enlazador de PEG bifuncional que
comprende un grupo hidrazina o hidrazida en un extremo se puede utilizar para unir un anticuerpo a la nanoparticula
activa en SERS a través de los restos oligosacaridos del anticuerpo, que estan principalmente presentes en la parte Fc
de las moléculas de IgG. De este modo, se puede disefiar una nanoparticula funcionalizada que maximice la
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presentacion de la regién de union al antigeno a la solucion de ensayo, aumentando potencialmente de esta forma la
sensibilidad del ensayo. De hecho, se ha demostrado que la inmovilizacion de moléculas de IgG dirigida al sitio
mediante los restos oligosacarido en soportes sélidos derivatizados con hidrazida potencia la afinidad antigénica en
aproximadamente tres veces comparado con las moléculas de IgG inmovilizadas mediante otros tipos de quimicas de
union, tal como mediante los restos lisina de 1gG, que estan presentes en la totalidad de la molécula del anticuerpo.
Véase O'Shannessv. D. J. y Hoffman. W. L,. Biotechnol. Appl. Biochem. 9, 488-496 (1987); Hoffman, W. L. y
O'Shannessv, D. J., J. Immunol. Method, 112, 113-120 (1988).

La molécula enlazadora de PEG bifuncional puede ser homobifuncional o heterobifuncional. Como se emplea en esta
memoria, el término "homobifuncional” se refiere a una molécula enlazadora de PEG cuyos grupos funcionales de los
extremos son iguales. El término "heterobifuncional" se refiere a una molécula enlazadora de PEG cuyos grupos
funcionales de los extremos son diferentes entre si. Por tanto, en algunas realizaciones, la molécula enlazadora de
PEG comprende una molécula de PEG heterobifuncional que comprende un primer grupo funcional en un primer
extremo y un segundo grupo funcional en un segundo extremo de la molécula de PEG. En algunas de estas
realizaciones, el primer grupo funcional del primer extremo de la molécula de PEG heterobifuncional comprende un
éster de N-hidroxisuccinimida (NHS). En determinadas realizaciones, el segundo grupo funcional del segundo extremo
de la molécula de PEG heterobifuncional comprende un grupo maleimida. Por tanto, en determinadas realizaciones, la
molécula de PEG heterobifuncional comprende un éster de NHS en el primer extremo y un grupo maleimida en el
segundo extremo.

En aquellas realizaciones en las que la molécula enlazadora especifica comprende un polinucleétido (por ejemplo, un
oligonucledtido), el polinucleétido se puede unir a la molécula de PEG mediante un grupo amina en el extremo 5' o en
el extremo 3' del polinucleétido, que puede reaccionar con una molécula de PEG que comprende un éster de
N-hidroxisuccinimida reactivo con amina para formar una unién éster de amino (péptido) con el polinucleétido y el
enlazador de PEG.

En algunas realizaciones, los grupos tiol de la superficie de una nanoparticula activa en SERS se hacen reaccionar con
un grupo maleimida reactivo con tiol del enlazador de PEG para formar un enlace carbono-azufre. En algunas de estas
realizaciones, el enlazador de PEG comprende un enlazador de PEG heterobifuncional que comprende un éster de
N-hidroxisuccinimida reactivo con amina en un extremo y un grupo maleimida en el otro extremo.

En algunas realizaciones, se puede utilizar un enlazador de PEG bifuncional para unir moléculas enlazadoras
especificas a las nanoparticulas activas en SERS o a particulas magnéticas y los restantes grupos funcionales de la
superficie de la nanoparticula o particula magnética se pueden unir a moléculas de PEG adicionales (por ejemplo,
moléculas de PEG monofuncionales) para proteger estos grupos de la interaccion no especifica con otras moléculas
de la muestra de ensayo o con otras particulas. Un experto en la técnica, tras la revision de la materia objeto descrita
en la presente solicitud, reconocera que cualquier arquitectura de PEG, incluyendo, pero no se limitan a, polimeros
lineales, polimeros en forma de estrella o copolimeros que implican PEG, se podrian usar con este fin.

Ademas, las moléculas de PEG monofuncionales se pueden utilizar para revestir nanoparticulas o particulas
magnéticas que comprenden una molécula enlazadora especifica que se ha unido a las anteriores mediante otras
quimicas de inmovilizaciéon conocidas en la técnica. Por ejemplo, se puede utilizar la quimica de acoplamiento de
estreptavidina-biotina para unir moléculas enlazadoras especificas a la superficie de la particula, mientras que las
moléculas de PEG, por ejemplo, moléculas de PEG activadas con maleimida, se pueden utilizar para bloquear la
adsorcion no especifica en la superficie de una particula de SERS tiolada.

Il. Aplicaciones de las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud

En algunas realizaciones, se puede utilizar una nanoparticula activa en SERS que comprende las moléculas
indicadoras activas en SERS descritas en la presente solicitud en un ensayo diagnostico para determinar la presencia
o la cantidad de un analito o ligando de interés en una muestra biolégica. Los métodos y ensayos diagndsticos
representativos en los que son aplicables las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud se
describen en la solicitud de patente internacional PCT n° PCT/US2008/057700 de Weidemaier et al. presentada el 20
de marzo de 2008, que se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad. Por consiguiente, en
algunas realizaciones, la materia objeto descrita en la presente solicitud proporciona métodos de ensayo,
composiciones, y kits que incluyen nanoparticulas activas en SERS que comprenden las moléculas indicadoras
activas en SERS descritas en la presente solicitud.

En algunas realizaciones, se puede usar una nanoparticula activa en SERS que comprende las moléculas indicadoras
activas en SERS descritas en la presente solicitud para detectar uno o mas de un acido nucleico, por ejemplo, acido
desoxirribonucleico (ADN), un fragmento de ADN, un nucledtido, un polinucleétido, un oligonucleoétido, y similares. En
general, el método comprende poner en contacto uno o mas de un acido nucleico, un fragmento de ADN, un
nucledétido, un polinucledtido, un oligonucledtido, con una nanoparticula activa en SERS descrita en la presente
solicitud que tiene un oligonucledtido unido a la anterior y detectar la presencia o un cambio en el espectro SERS de la
misma.
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Ademas, en algunas realizaciones, se puede usar una nanoparticula activa en SERS que comprende las moléculas
indicadoras descritas en la presente solicitud en la obtencidon de imagenes de células. En dichas realizaciones, las
nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud, por ejemplo, una nanoparticula activa en SERS
marcada con una molécula enlazadora de un par de unién especifico, se puede incorporar a las células o tejidos, y se
puede utilizar SERS para caracterizar la distribucion de las nanoparticulas en los anteriores. Dichas realizaciones se
pueden usar para distinguir entre células normales y anémalas, por ejemplo, células cancerosas.

A. Ensayos diagnésticos

En algunas realizaciones, las nanoparticulas que tienen una o mas moléculas indicadoras activas en SERS descritas
en la presente solicitud unidas a las mismas se pueden usar en ensayos diagnosticos.

Por ejemplo, Rohr et al demostraron un inmunoensayo con detecciéon SERS que incluia multiples componentes y
etapas de lavado. Véase Rohr, T. E., et al. "Immunoassay employing surface-enhanced Raman spectroscopy"”, Anal.
Biochem., 182:388 (1989). Asimismo, M et al demostraron la unién de una molécula indicadora a un porta de oro en un
ensayo de deteccion heterogéneo que incluia etapas de incubacion y de lavado. Véase Ni, J. et al, "Immunoassay
Readout Method Using Extrinsic Raman Labels Adsorbed on Immunogold Colloids", Anal. Chem., 71:4903 (1999). El
ensayo SERS descrito por Rohr et al y por Ni et al., asi como otros conocidos en la técnica, necesitan etapas
prolongadas de incubacion y lavado.

Otro ejemplo de un ensayo que utiliza SERS se describe en la patente de los Estados n° 5.266.498 de Tarcha et al. que
se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad. Tarcha et al. describen el uso de un sistema de
reactivos multiples en el que una marca o un anticuerpo se une a una superficie SERS. Un segundo reactivo
comprende la pareja complementaria de la marca o del anticuerpo.

En algunas realizaciones, las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud se pueden usar en lo
que se denomina un "ensayo en medio liquido". Los enfoques de ensayos en medio liquido usando nanoparticulas
activas en SERS se han descrito anteriormente. VVéase, por ejemplo, Hirsch et al. "A Whole Blood Immunoassay Using
Gold Nanoshells", Anal. Chem., 75 (10), 2377- 2381 (2003), que se incorpora en la presente memoria por referencia en
su totalidad. Hirsch et al describen la deteccion optica de la agregacion de particulas en presencia de un analito de
interés por medida de los cambios en la absorcién éptica debido a las interacciones entre particulas. La agregacion de
las nanoparticulas en el ensayo descrito por Hirsch et al. detecta la disminucion en la resonancia de plasmén que se
produce como resultado de la agregacion de las particulas. Hirsch et al. sin embargo, no describen el uso de sefiales
Raman para la deteccion.

En una realizacion de los ensayos descritos en la presente solicitud, las particulas activas en SERS se pueden utilizar
en lo que se denomina un ensayo "sin lavado” u "homogéneo". En este tipo de ensayo, se recoge una muestra en un
recipiente, por ejemplo, un recipiente para recogida de especimenes, un recipiente de ensayo, u otro recipiente para
muestras adecuados para su uso en los ensayos descritos en la presente solicitud, y el ensayo se realiza sin
necesidad de sacar la muestra del recipiente, por ejemplo, un recipiente de ensayo. De manera ventajosa, la muestra
se puede recogen en un recipiente que ya contiene todos los reactivos necesarios para realizar el ensayo. En algunas
realizaciones, sin embargo, se pueden afiadir uno o mas reactivos al recipiente después de la recogida del espécimen.

En los ensayos en medio liquido, de forma tipica la muestra se incuba, por ejemplo, en condiciones ambientales, pero
también es posible proporcionar condiciones controladas, tales como una temperatura especifica o agitacion de la
muestra. Después del periodo de incubacion, el recipiente se puede colocar en un lector para obtener una sefal de las
una o mas particulas activas en SERS que pueden estar precargadas o afiadirse posteriormente al recipiente. Se
produce una sefial Raman, que se detecta tras interrogacion mediante una radiacion incidente a una radiacion de onda
concreta, por ejemplo, radiacion laser.

En otras realizaciones, las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud se pueden usar en
ensayos heterogéneos. Como se emplea en esta memoria, la expresion "ensayo heterogéneo" se refiere de manera
general a un ensayo en el que uno o mas componentes del ensayo se afiaden o se retiran secuencialmente del
ensayo. Mas particularmente, un ensayo heterogéneo se puede basar, en parte, en la transferencia de un analito
desde una muestra liquida a una fase solida mediante la unién del analito a la superficie de la fase sélida durante el
ensayo. En alguna etapa del ensayo, cuya secuencia varia dependiendo del protocolo del ensayo, la fase sélida y la
fase liquida se separan, y se realiza la determinacién que conduce a la deteccién y/o cuantificacion del analito en una
de las dos fases individuales. Por tanto, un ensayo heterogéneo, por ejemplo, puede incluir un soporte soélido revestido
con un antigeno o un anticuerpo que se une a un analito de interés y por de esta forma separa o retira el analito del
resto de componentes de la muestra en ensayo. Estos componentes restantes se pueden eliminar selectivamente de
la muestra mediante una o mas etapas de lavado y permanecer el analito unido al soporte sélido, donde se detecta, o
se puede eliminar mediante una etapa de lavado adicional y detectarse posteriormente.

En general, las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud se pueden usar en inmunoensayos
cuando se conjugan de un anticuerpo dirigido contra una molécula diana de interés.

En algunas realizaciones, los colorantes descritos en la presente solicitud se pueden unir, por ejemplo, unirse
covalentemente a una nanoparticula, tal como se usa en un ensayo diagnoéstico donde la intensidad de la sefial SERS
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que procede del colorante cambia en funcién de la cantidad de analito, por ejemplo, proteinas, acidos nucleicos, y
metabolitos, a detectar. Ademas, en algunas realizaciones, las nanoparticulas marcadas con los colorantes descritos
en la presente solicitud también se pueden marcar con otras especies, tal como un miembro especifico de un par de
unioén, por ejemplo, un anticuerpo, para facilitar la deteccién de uno o mas analitos en una muestra a ensayar. Las
nanoparticulas que tienen los colorantes descritos en la presente solicitud asociados o unidos a las anteriores se
pueden utilizar en ensayos, por ejemplo, ensayos biolégicos o quimicos, donde se requiere una marca detectable.

En algunas realizaciones, la materia objeto descrita en la presente solicitud proporciona un método para detectar la
presencia 0 uno o mas analitos en una muestra biolégica, comprendiendo el método:

(a) proporcionar una muestra biolégica que se sospecha que contiene uno o mas analitos;

(b) poner en contacto la muestra biolégica con un reactivo que comprende una o mas nanoparticulas activas en
SERS que tienen asociado con la misma al menos una molécula enlazadora especifica que tiene afinidad por
el uno o mas analitos y al menos una molécula indicadora activa en SERS de Férmula:

A-Y
en donde:
A se selecciona del grupo que consiste en:
Rs X Ry
Ry Ry
\T s o 5 \T \ \ N
R, Rz N"-—o/
y
en donde X1 es CRs 0 N;
Y se selecciona del grupo que consiste en:
Raf\ o b T
/\ X3 /\ “ !xz
r Ta ’ s )l(s
Rg Rg

en donde:
r, s, y t son independientemente un nimero entero de 1 a 8;

cada Xz y X3 se selecciona independientemente del grupo que consiste en C, S, y N, con la condicién de que (i)
cuando X, es Co S, Rses Z, o cuando X3 es C 0 S, Rs es Z, tal como se define Z mas adelante en el presente
documento; (ii) si ambos Xz y X3 son N al mismo tiempo, al menos uno de Rs y Rg esta ausente; y (i) cuando Xz es
N, Rs cuando esta presente es Z', o cuando X3 es N, Rs cuando esta presente es Z', en donde Z' se selecciona del
grupo que consiste en:

~(CHg)n-Xs; -NRg~(CHz)p-Xs; -(CH2)qXsC(=0)-R,
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—(HZC)U—N | N _(HZC)V_N {

en donde:

n, p, g, U, y v son cada uno independientemente un nimero entero de 1 a 8;

cada uno de X4 y Xs se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidroxilo, amino, y tiol;
Xe es 0 o NR¢;

en donde:

cada R1, Rz, R3, Rs, Rs, Rs, Rs, Rio, R11, Y Z se selecciona independientemente del grupo que consiste en H,
alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido,
cicloheteroalquilo, cicloheteroalquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, aralquilo, hidroxilo, alcoxilo,
hidroxialquilo, hidroxicicloalquilo, alcoxicicloalquilo, aminoalquilo, aciloxilo, alquilaminoalquilo, vy
alcoxicarbonilo;

R7ses Z';
Ry es -(CH2)m-X7 0 -(CH2)m-B, en donde
m es un numero entero de 1 a 8;
X7 es halégeno; y
B es un miembro de union que tiene una afinidad de unién por un ligando o analito a detectar;

(c) iluminar la muestra bioldgica con radiacion incidente a una longitud de onda para inducir a la molécula
indicadora activa en SERS a producir una sefial SERS; y

(d) medir la sefial SERS para detectar la presencia o la cantidad de uno o mas analitos de la muestra bioldgica.
En algunas realizaciones, el método comprende ademas de una forma continuada:

(a) poner en contacto el miembro de unidén con la muestra que se sospecha que contiene uno o mas analitos; (b)
irradiar la muestra con radiacion electromagnética; y (c) detectar la sefial SERS. Por consiguiente, la deteccion se
realiza de forma continuada o intermitente en momentos predeterminados. Por tanto, se pueden realizar detecciones
continuadas o episddicas de analito(s) de interés.

1. Analito(s) diana de interés inmovilizado(s) a una superficie

En algunas realizaciones, las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud se pueden usar como
etiquetas oOpticas en ensayos bioldgicos. EN determinados ensayos, una molécula diana, por ejemplo, un antigeno, a
detectar se captura mediante una superficie sélida. Una molécula enlazadora, como un ligando, por ejemplo, un
anticuerpo, especifico de la molécula diana se puede unir a una nanoparticula activa en SERS. Cuando se pone en
contacto con la superficie sélida que tiene la molécula diana unida a la anterior, la nanoparticula activa en SERS que
tiene la molécula enlazadora especifica unida a la anterior se puede unir a la molécula diana. La observacion de una
sefial SERS en el soporte solido indica la presencia de la molécula diana. En general, las nanoparticulas activas en
SERS descritas en la presente solicitud se pueden conjugar con cualquier molécula que se puede usar para detectar la
presencia de una molécula diana especifica en un ensayo.

Mas particularmente, el analito o analitos diana de interés se puede inmovilizar, por ejemplo, una zona localizada de un
soporte solido, tal como una superficie inerte de un recipiente de ensayo, por ejemplo, un recipiente para recogida de
especimenes. Como alternativa, en un ensayo en sandwich, el analito o analitos de interés se pueden inmovilizar
sobre un soporte solido de forma indirecta mediante la unién del analito a una molécula enlazadora especifica que se
ha inmovilizado sobre el soporte sdlido. El analito o analitos de interés inmovilizados se pueden poner seguidamente
en contacto con un reactivo de deteccion que comprende las nanoparticulas activas en SERS conjugadas con al
menos una molécula enlazadora especifica, por ejemplo, un anticuerpo, que tenga afinidad por el analito o analitos de
interés. En el ensayo en sandwich, la molécula enlazadora especifica inmovilizada interactia una superficie, sitio o
secuencia del analito de interés independiente del que utiliza la molécula enlazadora especifica que esta unida a la
nanoparticula activa en SERS, dando como resultado un analito intercalado entre el soporte sélido y la nanoparticula,
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generando de esta forma una sefial SERS detectable. En algunas de estas realizaciones, la molécula enlazadora
especifica se puede inmovilizar sobre el soporte sdlido o a la nanoparticula activa en SERS a través de un enlazador,
por ejemplo, polietilenglicol (PEG).

Las nanoparticulas activas en SERS pueden interactuar o asociarse, por ejemplo, unirse de forma reversible o
irreversible, con al analito o analitos inmovilizados de interés. Después de un tiempo de incubacién adecuado, esta
interaccion entre la nanoparticula activa en SERS vy el analito o analitos de interés inmovilizados se puede detectar
iluminando la zona localizada del soporte sélido con radiacion incidente de la longitud de onda adecuada y medir la
sefial SERS emitida por la molécula indicadora activa en SERS. Ademas, como cada tipo de molécula indicadora
activa en SERS muestra un espectro SERS unico, se puede utilizar un espectro SERS individual para detectar una
pluralidad de analitos de interés incluyendo nanoparticulas activas en SERS que comprendan moléculas indicadoras
activas en SERS diferentes en el reactivo de deteccién. Por consiguiente, las nanoparticulas activas en SERS
descritas en la presente solicitud se pueden utilizar en formatos de ensayo multiples.

2. Nanopatrticulas activas en SERS funcionalizadas inmovilizadas en una superficie.

En algunas realizaciones, las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud, conjugadas con una
molécula enlazadora especifica que tenga afinidad por el analito o analitos de interés, se puede inmovilizar en una
zona localizada de un soporte solido, por ejemplo, la superficie interna de un recipiente para recogida de muestra. Las
nanoparticulas activas en SERS inmovilizadas se pueden poner en contacto con una muestra bioldgica, por ejemplo,
una muestra de sangre, de la que se sospecha que contiene uno o mas analito(s) diana de interés. Las nanoparticulas
activas en SERS inmovilizadas pueden interactuar o asociarse, por ejemplo, unirse de forma reversible o irreversible,
con el analito o analitos diana de interés presentes en la muestra. Después de un tiempo de incubacién adecuado, esta
interaccion entre la nanoparticula activa en SERS inmovilizada y el analito o analitos de interés se puede detectar
iluminando la zona localizada del soporte sélido con radiacion incidente de la longitud de onda correcta y medir la sefial
SERS emitida por la molécula indicadora activa en SERS. Ademas, como cada tipo de molécula indicadora activa en
SERS muestra un espectro SERS Unico, se puede utilizar un espectro SERS individual para detectar una pluralidad de
analitos de interés inmovilizando nanoparticulas activas en SERS que comprendan moléculas indicadoras activas en
SERS en una o mas zonas localizadas de la superficie sélida. La una o mas zonas localizadas de la superficie solida se
pueden iluminar con radiacion incidente de la longitud de onda adecuada y la sefial SERS emitida por las moléculas
indicadoras activas en SERS se puede medir para proporcionar un ensayo diagndstico multiple.

3. Ensayos SERS en medio liquido

En algunas realizaciones, las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud se pueden usar en lo
que se denomina un ensayo en medio liquido. En estos ensayos, se pueden preparar nanoparticulas de acuerdo con
métodos conocidos en la técnica. Las nanoparticulas pueden ser nanoparticulas sélidas, nanoparticulas huecas, o
nanoparticulas encapsuladas que comprenden un nucleo de nanoparticula sélida o hueca y una cubierta
encapsulante, como se describe en el presente documento. Las moléculas indicadoras activas en SERS descritas en
la presente solicitud pueden adsorber en su superficie o unirse, por ejemplo, unirse covalentemente mediante un
enlazador quimico, por ejemplo, un enlazador de polietilenglicol (PEG), a la superficie exterior de la nanoparticula o del
nucleo de la nanoparticula. Las moléculas de unién de un par de unién especifico se pueden unir a una superficie
exterior de la nanoparticula, conjugarse con la molécula indicadora adsorbida o unida a la superficie exterior de la
nanoparticula, o unirse a la superficie exterior de la cubierta encapsulante. En algunas realizaciones de los ensayos
descritos en la presente memoria, la molécula enlazadora es un anticuerpo. La nanoparticula activa en SERS que
tiene una molécula enlazadora de un par de unién especifico unido a la misma se puede poner posteriormente en
contacto con una muestra bioldgica que contiene uno o mas analitos o ligandos diana de interés. La molécula
enlazadora especifica se puede asociar, por ejemplo, unirse con, el uno o mas analitos o ligandos de interés.

En algunos ensayos en medio liquido, se puede utilizar un analisis en sandwich para amplificar la sefial SERS tal como
se describe en la solicitud de patente internacional n® PCT/US2005/000171 de Wang et al, presentada el 6 de enero de
2005, que se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad. En estos ensayos, un analito concreto
puede unirse simultaneamente a través de multiples superficies, sitios, o secuencias en o dentro del analito a mas de
una molécula enlazadora, donde mas de una molécula enlazadora esta unida a las nanoparticulas activas en SERS.
En los casos en donde las nanoparticulas activas en SERS que estan unidas simultaneamente al analito a través de
mas de una molécula enlazadora estén unidos a colorantes idénticos activos en SERS o colorantes activos en SERS
que tengan espectros solapantes, la sefial de SERS se puede amplificar.

Se cree que esta estructura en sandwich o agrupacion de las nanoparticulas activas en SERS alrededor de una
molécula de analito genera un efecto amplificado de SERS a través de un aumento en el tamafio de la superficie eficaz
de las particulas metalicas agrupadas, una potenciacion del campo magnético en el punto intermedio de particulas
metalicas muy juntas, y mecanismos adicionales de potenciacion del campo local que surge de los bordes afilados,
dobleces, u otras estructuras fractales proporcionadas por la estructura en cluster.

Ademas, los colorantes descritos en la presente solicitud presentan espectros Raman relativamente simples con
anchos de linea estrechos. Esta caracteristica permite la deteccion de varias especies activas en Raman diferentes en
el mismo volumen de muestra. Por consiguiente, este rasgo permite que se fabriquen mdltiples nanoparticulas activas
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en SERS, incluyendo cada una de ellas colorantes diferentes, de forma que el espectro Raman de cada colorante se
puede distinguir en una mezcla de diferentes tipos de nanoparticulas. Este rasgo permite la deteccion de varias
especies diana diferentes en un pequefio volumen de muestra. Por tanto, las nanoparticulas que tienen los colorantes
descritos en la presente solicitud asociados o unidos a las anteriores también son adecuadas para su uso en ensayos
quimicos multiples, donde la identidad de la nanoparticula activa en SERS codifica la identidad de la diana del ensayo.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, se puede unir a la nanoparticula mas de un tipo de molécula enlazadora.
Por ejemplo, el tipo de molécula enlazadora unida a la nanoparticula se puede variar para proporcionar multiples
reactivos que tengan diferentes afinidades por diferentes analitos diana. De este modo, el ensayo puede detectar mas
de un analito de interés o presentar varias selectividades o sensibilidades para mas de un analito. La nanoparticula
activa en SERS se puede ajustar para muestras en las que puede variar la presencia de uno o mas analitos, o las
concentraciones de uno o mas analitos.

Los colorantes descritos en la presente solicitud de Féormula A-Y, cuando se asocian o se unen a las nanoparticulas
activas en SERS, proporcionan una diversidad espectral y capacidad de resolucion en ensayos multiples. Cada
nanoparticula activa en SERS, cuando se acopla a un reactivo especifico de la diana, puede codificar la identidad de
dicha molécula diana concreta. Ademas, la intensidad de una sefial Raman concreta puede revelar la cantidad de
dicha molécula diana concreta. Por ejemplo, tal como se describe anteriormente en el presente documento para los
ensayos en sandwich, la identidad de las diferentes dianas capturadas en un soporte sélido se puede determinar
mediante el uso de cada nanoparticula activa en SERS diana que tengan colorantes de Férmula A-Y asociados o
unidos a la anterior. Por consiguiente, las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud se pueden
usar en ensayos multiplexados para obtener informacion cualitativa y/o cuantitativa relativa a una molécula diana sin
necesitar la localizacion de reactivos sensible de la posicién.

Un reactivo para un ensayo SERS en medio liquido puede incluir mas de un tipo de marca, por ejemplo, mas de un tipo
de molécula indicadora activa en SERS, dependiendo de los requisitos del ensayo. Por ejemplo, se pueden usar
moléculas indicadoras activas en SERS que tengan una sefial Raman a diferentes longitudes de onda para crear una
"huella digital" Raman unica de un analito de interés especifico, aumentando de esta forma la especificidad del ensayo.
Se pueden unir diferentes moléculas indicadoras a diferentes moléculas enlazadoras especificas para proporcionar un
unico reactivo de deteccion que pueda detectar mas de un analito de interés, por ejemplo, una pluralidad de analitos de
interés. Ademas, se pueden usar multiples moléculas indicadoras para crear una sefal interna de referencia que se
puede usar para distinguir el ruido de fondo de la deteccién de la sefial, especialmente en muestras que presentan, o
se prevé que presenten, una sefial relativamente débil. Adicionalmente, se puede usar mas de una molécula
indicadora de SERS para evitar o superar la radiacion no especifica emitida desde la solucién en muestra en ensayo,
es decir, radiaciéon emitida desde la solucion de la muestra que no se puede atribuir a una medida directa o indirecta de
un analito de interés.

Ademas, los métodos para amplificar una sefial SERS en un ensayo en medio liquido, tal como se describe en la
solicitud de patente internacional PCT n°® PCT/US2008/057700 de Weidemaier et al presentada el 20 de marzo de
2008, que se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad, también son de aplicacion para su uso
con las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud.

4. Ensayos SERS en medio liquido con captura magnética

En algunas realizaciones, los reactivos de ensayo SERS en medio liquido de la presente memoria se pueden utilizar
en un ensayo de captura magnética. En dichas realizaciones, los componentes del ensayo, incluyendo las particulas,
marcas, y moléculas enlazadoras especificas, se introducen en una muestra de ensayo que se sospecha que contiene
uno o mas analitos de interés. Tras dejar que el reactivo interactie con la solucién de complejo, las nanoparticulas se
pueden localizar usando las propiedades magnéticas de las particulas. En algunas realizaciones, se puede usar un
reactivo de captura magnética para facilitar la localizacion de las nanoparticulas activas en SERS. En dichas
realizaciones, las particulas magnéticas se pueden marcar con una molécula enlazadora que tenga afinidad por uno o
mas analitos de interés. Las propiedades magnéticas de las particulas magnéticas se pueden usar para localizar el
complejo de nanoparticula activa en SERS-analito para detectar la sefial SERS. Los métodos representativos para
realizar ensayos SERS en medio liquido con captura magnética se han descrito en la solicitud de patente internacional
PCT n° PCT/US2008/057700 de Weidemaier et al, presentada el 20 de marzo de 2008, que se incorpora en la
presente memoria por referencia en su totalidad. Dichos métodos pueden incluir métodos de referenciacion y control
para compensar las variaciones en el tamafio, forma o colocacion del aglomerado magnético, y los métodos para
generar espectros de referencia Raman y analisis espectral mejorados en ensayos magnéticos en medio liquido con
despliegue magnético también se describen en el documento PCT/US2008/057700.

En algunas realizaciones, el complejo de nanoparticula activa en SERS-analito se localiza en una zona
predeterminada del recipiente de la muestra, por ejemplo, un tubo de recogida de muestra. A continuacion, se puede
dirigir radiacion a la zona de localizacién y la sefial puede detectarse. La localizacion del agente de deteccion tnico
puede aumentar la interaccion entre la molécula indicadora y la superficie, y aumentar la sefial al concentrar el efecto
SERS en una zona concreta del recipiente de la muestra.

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2535717713

La captura magnética de las particulas se puede realizar por cualquier método conocido en la técnica, incluyendo, pero
no se limitan a, colocar un iman fuerte o introducir un campo magnético en una zona localizada del recipiente de
recogida de la muestra.

Mas particularmente, en algunas realizaciones, las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud,
conjugadas con una molécula enlazadora especifica que tenga afinidad por el analito o analitos de interés se puede
colocar en un recipiente de recogida de muestra antes de, concurrente con, o posterior a disponer en su interior una
muestra bioldgica que se sospecha que contiene uno o mas analitos diana de interés. Las particulas magnéticas,
también conjugadas con una molécula enlazadora especifica que tenga afinidad por el analito o analitos de interés, se
pueden introducir en el recipiente de recogida de muestra. El analito o analitos diana de interés presentes en la
muestra se pueden unir a las nanoparticulas activas en SERS y a las particulas magnéticas, formando de esta manera
un complejo en donde el analito o analitos diana estan intercalados entre la nanoparticula activa en SERS y la particula
magnética. Los complejos en sandwich se pueden concentrar en una zoca localizada del recipiente de recogida de
muestra por aplicacion de un campo magnético. Después de un tiempo de incubacién adecuado, los complejos en
sandwich se puede detectar iluminando la zona localizada del recipiente de recogida de muestras con radiacion
incidente de la longitud de onda adecuada y medir la sefial SERS emitida por la molécula indicadora activa en SERS.

Tal como se describe en el presente documento, un enlazador de PEG puede unir la molécula enlazadora especifica a
la superficie de la nanoparticula activa en SERS para reducir la unién no especifica de moléculas a la nanoparticula.
En algunas realizaciones en donde se realiza un ensayo de captura magnética, puede unirse una molécula enlazadora
especifica a la superficie de la particula magnética mediante un enlazador. En algunas de estas realizaciones, la
molécula enlazadora comprende un enlazador de PEG. El enlazador de PEG puede variar en su longitud, peso
molecular, y grupos funcionales utiles para unir la molécula enlazadora especifica a la particula magnética, tal como se
describe en el presente documento.

En algunas realizaciones, la molécula de PEG o el conjugado PEG-molécula enlazadora especifica se une a la
particula magnética mediante la reaccion de grupos maleimida reactivos con tiol de la molécula de PEG con los grupos
tiol de la superficie de la particula magnética para formar un enlace carbono-azufre. La superficie de la particula
magnética se puede funcionalizar con un grupo tiol tratando una particula magnética carboxilada con una molécula
terminada en amina que contiene un disulfuro interno. El disulfuro se puede escindir con ditiotreitol u otro agente
adecuado, exponiendo un grupo tipo reactivo. En algunas de estas realizaciones, el enlazador de PEG comprende un
enlazador de PEG heterobifuncional con un éster de N-hidroxisuccinimida reactivo con amina en un extremo y un
grupo maleimida en el otro extremo.

5. Analitos diana de interés representativos

Los métodos descritos en la presente solicitud se pueden usar para evaluar o medir la presencia o la cantidad de uno
0 mas analitos en una muestra bioldgica. El término "analito”, tal como se usa en el presente documento, se refiere de
forma general a una sustancia a detectar, que puede estar presente, o se sospecha su presencia en una muestra de
ensayo. Mas particularmente, un "analito" puede ser cualquier sustancia para la que existe una molécula enlazadora
especifica natural, tal como una proteina de unién o un receptor, o para el que se puede preparar una molécula
enlazadora especifica. Por consiguiente, un "analito" es una sustancia que se puede unir a una o mas moléculas
enlazadoras especificas en un ensayo. En algunas realizaciones, el analito puede ser cualquier compuesto, tal como
un metabolito, a detectar o medir y que tiene al menos un sitio de union.

Los analitos diana pueden ser cualquier molécula o compuesto, cuya presencia o cantidad se va a determinar en una
muestra que se va a ensayar. Los ejemplos de las clases de analitos que se pueden medir mediante los métodos
descritos en la presente solicitud incluyen, pero no se limitan a aminoacidos, péptidos, polipéptidos, proteinas, hidratos
de carbono, acidos grasos, lipidos, nucledtidos, oligonucledtidos, polinucledtidos, glucoproteinas, tal como el antigeno
prostatico especifico (PSA), proteoglicanos, lipoproteinas, lipopolisacaridos, farmacos, metabolitos de farmacos,
moléculas organicas pequefias, moléculas inorganicas y polimeros naturales o sintéticas. Los ejemplos de analitos
diana incluyen, pero sin limitacion, glucosa, acidos grasos libres, acido lactico, proteina C reactiva y mediadores
anti-inflamatorios, tales como citoquinas, eicosanoides, o leucotrienos. En algunas realizaciones, los analitos diana se
seleccionan del grupo que consiste en acidos grasos, proteina C reactiva, y leucotrienos. En otra realizacion, los
analitos diana se seleccionan del grupo que consiste en glucosa, acido lactico y acidos grasos.

Mas particularmente, en algunas realizaciones, el analito puede incluir glucosa, tal como se ha descrito anteriormente
en el presente documento, antigeno especifico de prostata (PSA), isoenzima creatina quinasa MB (CKMB), proteina
troponina | cardiaca (cTnl), hormona estimuladora del tiroides (TSH), antigeno de la gripe A (Flu A), antigeno de la
gripe B (Flu B), y antigeno del virus sincitial respiratorio (RSV).

El antigeno especifico de prostata (PSA) es una proteina producida por las células de la glandula protatica y de forma
tipica esta presente en pequefias cantidades en el suero de hombres normales. PSA puede estar elevado en hombres
afectados por cancer de préstata u otros trastornos prostaticos. Se considera que los niveles normales de PSA en
sangre estan comprendidos de aproximadamente 0,0 a 4,0 ng/ml, mientras que niveles de PSA de 4 a 10 ng/ml
(nanogramos por mililitro) se consideran sospechosos.
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La creatina quinasa (CK), también conocida como fosfocreatina quinasa o creatina fosfoquinasa (CPK) es una enzima
que se encuentra predominantemente en el corazon, cerebro, y misculo esquelético. La creatina quinasa comprende
tres enzimas que difieren ligeramente en su estructura: CK-BB (también denominada como CPK-1) se concentra en el
cerebro y los pulmones; CK-MB (también denominada como CPK-2) es encuentra principalmente en el corazén; y
CK-MM (también denominada como CPK-3) es encuentra principalmente en el musculo esquelético. Se realizan
ensayos diagnosticos de las isoenzimas especificas de CPK cuando el nivel total de CPK es elevado, y puede ayudar
a diferenciar el origen del tejido dafiado. Por ejemplo, una lesién al cerebro, por ejemplo, un ictus, o pulmones, por
ejemplo, una embolia pulmonar, pueden estar asociados con niveles elevados de CK-BB. Ademas, CK-MM es
normalmente responsable de casi toda la actividad enzimatica de CPK en sujetos sanos. Cuando esta isoenzima
concreta es elevada, usualmente indica lesion o estrés en el musculo esquelético.

Los niveles de CK-MB se pueden medir en sujetos que tienen dolor toracico para diagnosticar si tienen un infarto de
miocardio y/o es una indicacion de lesién de miocardio durante los infartos de miocardio. Normalmente, los valores
CK-MB muestran un aumento significativo en los valores de CK-MB en las primeras dos a tres horas después de un
infarto de miocardio. Si no hay dafio adicional al musculo cardiaco, el nivel aumenta en las 12-24 horas posteriores y
vuelve a la normalidad 12-48 horas después de la muerte tisular. Los niveles de CK-MB no suelen aumentar en el caso
de dolor toracico causado por angina, embolia pulmonar (coagulo de sangre en el pulmén), o insuficiencia cardiaca
congestiva. También se pueden observar niveles elevados de CK-MB en sujetos que padecen miocarditis (inflamacion
del musculo cardiaco, por ejemplo, debido a esfuerzos), lesiones eléctricas, traumatismo en el corazén, desfibrilacion
cardiaca, y cirugia a corazon abierto. Los valores de CK-MB en suero sanguineo medidos en este tipo de ensayos
suelen estar comprendidos entre aproximadamente 0,0 y aproximadamente 10 ng/ml. Los valores de CK-MB mayores
de aproximadamente 5 ng/ml confirman de forma tipica un diagndstico de infarto de miocardio.

La proteina troponina | cardiaca (cTnl) también es un predictor independiente de eventos cardiacos principales. Véase
por ejemplo, Polancvzk. C. A., et al. "Cardiac troponin | as a predictor of major cardiac events in emergency department
patients with acute chest pain", J Am. Coll. Cardiol, 32, 8-14 (1998). Los valores de cTnl en suero sanguineo medidos
en sujetos con sospecha de tener un infarto de miocardio estan en un intervalo de aproximadamente 0,4 ng/ml a
aproximadamente 1,5 ng/ml. Id. Los ensayos de cTnl con limites de deteccién de 0,1 ng/ml tienen el potencial, sin
embargo, de ser mas sensibles para detectar una lesion en el miocardio. Id.

La hormona estimuladora del tiroides (TSH) se sintetiza y se secreta mediante las células tirotropas en la glandula
pituitaria anterior que regula la funcién endocrina de la glandula tiroides. Los niveles de TSH se ensayan en la sangre
de los sujetos con sospecha de padecer un exceso (hipertiroidismo) o deficiencia (hipotiroidismo) de la hormona
tiroidea. Los niveles de TSH normales en adultos estan comprendidos entre 0,4 miliunidades internacionales por litro
(mlU/I) a aproximadamente 4,5 mlU/I. Los ensayos actuales de TSH incluyen un ELISA en sandwich para la medida de
TSH en suero sanguineo o plasma, en el que TSH de la muestra esta unido por anticuerpos monoclonales dirigidos
contra TSH y después detectarse mediante espectrofotometria o colorimetria.

Los ensayos descritos en la presente solicitud también se pueden usar para detectar los virus de la gripe. Existen tres
tipos de virus de la gripe: Virus de la gripe A; Virus de la gripe B; y Virus de la gripe C. La Gripe A (Flu A) y Gripe C (Flu
C) infectan multiples especies, mientras que la gripe B (Flu B) infecta casi exclusivamente a seres humanos. Los virus
de tipo A son los patégenos humanos mas virulentos entre los tres tipos de gripe, y de forma tipica causan la
enfermedad mas grave. El virus de la gripe A se puede subdividir en diferentes serotipos en funcion de la respuesta de
anticuerpos a estos virus, e incluyen HUSH (es decir, "gripe espafiola"); H2N2 (es decir, "gripe de Hong Kong"); H5N1
(es decir, cepa de gripe aviar o "gripe aviar"); H7N7; H1IN2; HON2; H7N2; H7N3, y H10N7. La gripe B es un patégeno
casi exclusivamente humano, y es menos frecuente que la gripe A y solo incluye un serotipo. El virus de la gripe C
infecta seres humanos y cerdos y puede causar enfermedades graves y epidemias locales, pero es menos frecuente
que los otros tipos.

Los ensayos diagndsticos disponibles para la gripe incluyen un inmunoensayo rapido, ensayo por
inmunofluorescencia, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), serologia, y cultivo virico. Los ensayos de
inmunofluorescencia conllevan la tincion de especimenes inmovilizados en portas de microscopio usando anticuerpos
con marcas fluorescentes para su observacion al microscopio de fluorescencia. Los métodos de cultivo utilizan el
asilamiento virico inicial en cultivo celular, seguido por inhibicién por ensayos de hemoadsorciéon, inmunofluorescencia,
o neutralizaciéon para confirmar la presencia del virus de la gripe. Los ensayos de deteccidon de anticuerpos para
diagnosticar la infeccion por gripe incluyen los kits de ensayo DIRECTIGEN™ EZ Flu A o DIRECTIGEN™ EZ Flu A+B,
(disponible de BD Diagnostic Systems, Sparks, Maryland). Dichos inmunoensayos cromatograficos rapidos se pueden
usar para la deteccion directa de la gripe A o la gripe B y los antigenos del virus B a partir de lavados/aspirados
nasofaringeos, frotis nasofaringeos y frotis de garganta de pacientes sintomaticos. Ademas, dichos ensayos
diagndsticos se pueden utilizar para distinguir entre la gripe A y la gripe B.

El virus sincitial respiratorio (RSY) es la causa mas frecuente de bronquiolitis y neumonia entre bebés y nifios menores
de 1 afio de edad. RSY es un virus encapsulado de ARN de sentido contrario. El diagndstico de la infeccion por RSV se
puede realizar mediante aislamiento de virus, deteccion de antigenos virales, deteccion de ARN viral, demostracién de
un aumento en los anticuerpos séricos, o una combinacién de estos enfoques. Los métodos tradicionales para la
deteccion de los virus respiratorios incluyen cultivos celulares y anticuerpo fluorescente directo (DFA). Los
inmunoensayos enzimaticos (EIA) y los sistemas manuales rapidos estan disponibles para virus especificos tales
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como Gripe A/B y RSY. Actualmente, la mayoria de laboratorios clinicos utilizan ensayos de deteccién de antigenos
para diagnosticar la infeccion por RSY, tales como el ensayo DIRECTIGEN™ EZ RSV (disponible de BD Diagnostic
Systems, Sparks, Maryland), que es un inmunoensayo cromatografico rapido para la deteccioén directa y cualitativa del
antigeno RSV en lavados nasofaringeos, aspirados nasofaringeos, frotis nasofaringeos y frotis/lavados nasofaringeos
de sujetos con sospecha de tener una infeccion respiratoria virica.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, la materia objeto descrita en la presente solicitud proporciona un método
para detectar la presencia o la cantidad de un analito diana en una muestra biolégica, por ejemplo, suero sanguineo,
en donde el analito diana incluye glucosa, antigeno especifico de préstata (PSA), isoenzima creatina quinasa MB
(CKMB), proteina troponina | cardiaca (cTnl), hormona estimuladora del tiroides (TSH), antigeno de la gripe A (Flu A),
antigeno de la gripe B (Flu B), y antigeno del virus sincitial respiratorio (RSV), comprendiendo el método poner en
contacto la muestra bioldgica con un reactivo que comprende una o mas nanoparticulas activas en SERS que tienen
asociado con la misma al menos una molécula enlazadora especifica que tiene afinidad por el analito, por ejemplo, una
proteina de union especifica o un anticuerpo monoclonal o policlonal para el analito de interés, y al menos una
molécula indicadora activa en SERS de Férmula A-Y; iluminar la muestra biolégica con radiacion incidente a una
longitud de onda para inducir a la molécula indicadora activa en SERS a producir una sefial SERS; y medir la sefal
SERS para detectar la presencia o la cantidad de analito en la muestra bioldgica.

Como se emplea en esta memoria, el término "carbohidrato" incluye, pero no se limita a monosacaridos, disacaridos,
oligosacaridos y polisacaridos. "Carbohidrato” también incluye, pero no se limita a, moléculas que comprenden
carbono, hidréogeno y oxigeno y no estan comprendidos en la definicion tradicional de un sacarido, es decir, un
derivado de aldehido o cetona de un alcohol polihidroxilado de cadena lineal, que contiene al menos tres atomos de
carbono. Por tanto, por ejemplo, un carbohidrato tal como se usa en el presente documento puede contener menos de
tres atomos de carbono.

El término "acidos grasos”, tal como se usa en el presente documento, incluyen acidos grasos, incluyendo acidos
grasos libres (FFA) y acidos grasos esterificados con otras moléculas. Los ejemplos de acidos grasos especificos
incluyen, pero sin limitacion, palmitato, estearato, oleato, linoleato, linolenato, y araquidonato. El término "acido graso
libre" se usa en el presente documento tal como es conocido en la técnica en que los FFA no forman parte de otras
moléculas, tales como triacilglicéridos o fosfolipidos. Los acidos grasos libres también incluyen acidos grasos no
esterificados que estan unidos o adsorbidos en albumina. Como se emplea en esta memoria, el término "acido graso
no unido" (FFA no unido) se utiliza para denotar un acido graso libre o acidos grasos libres que no estan unidos o
adsorbidos sobre albumina u otras proteinas séricas.

Como se emplea en esta memoria, el término "lipido" se utiliza como tal en la técnica, es decir, una sustancia de origen
bioldgico que esta hecha principal o exclusivamente de grupos quimicos no polares de forma que son faciimente
solubles en la mayoria de disolventes organicos, pero solamente ligeramente soluble en disolventes acuosos. Los
ejemplos de lipidos incluyen, pero sin limitacion, acidos grasos, triacilgliceroles, glicerofosfolipidos, esfingolipidos,
colesterol, esteroides y derivados de los mismos. Por ejemplo, "lipidos" incluyen pero no se limitan a, ceramidas, que
son derivados de esfingolipidos y derivados de ceramidas, tales como esfingomielinas, cerebroésidos y gangliésidos.
"Lipidos" también incluye, pero sin limitacion, las clases habituales de glicerofosfolipidos (o fosfolipidos), tales como
acido fosfatidico, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidilnositol, fosfatidilglicerol, y similares.

Como se emplea en esta memoria, un "farmaco" puede ser un farmaco conocido o un farmaco candidato, cuya
actividad o efectos sobre un tipo de célula concreta aun no se conocen. Un "metabolito de farmaco" es cualquiera de
los subproductos o productos de descomposicion de un farmaco que se transforman quimicamente en otro compuesto
o compuestos. Como se emplea en esta memoria, "moléculas organicas pequefnas" incluyen, pero no se limita a, una
molécula o compuesto organico que no encaja precisamente en otras clasificaciones destacadas en el presente
documento. Mas particularmente, la expresion "molécula organica pequefa", como se usa en el presente documento,
se refiere a compuestos organicos, tanto de origen natural como de creacion artificial (por ejemplo, mediante sintesis
quimica) que tienen un peso molecular relativamente pequefio y que no son proteinas, polipéptidos, o acidos
nucleicos. Normalmente, las moléculas pequefias tienen un peso molecular inferior a aproximadamente 1500 g/mol.
Asimismo, las moléculas pequefias suelen tener multiples enlaces carbono-carbono.

Ademas, en algunas realizaciones, la materia objeto descrita en la presente solicitud proporciona un método para
detectar uno o mas de un acido nucleico, por ejemplo, acido desoxirribonucleico (ADN), un fragmento de ADN, un
nucledtido, un polinucledétido, un oligonucleoétido, y similares. En general, el método comprende poner en contacto uno
0 mas de un acido nucleico, un fragmento de ADN, un nucledtido, un polinucleétido, un oligonucleétido, con una
nanoparticula activa en SERS descrita en la presente solicitud que tiene un oligonucleétido unido a la anterior y
detectar la presencia o un cambio en el espectro SERS de la misma. En realizaciones ilustrativas, los oligonucleotidos
unidos a las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud tienen una secuencia o secuencias
complementarias con partes de la secuencia del acido nucleico diana, fragmento de ADN, nucleétido, polinucledétido, u
oligonucledtido. Un espectro SERS detectable, y/o un cambio en el espectro SERS, se pueden observar como un
resultado de la hibridacion del oligonucleétido unido a la nanoparticula activa en SERS y el acido nucleico diana,
fragmento de ADN, nucleétido, polinucledétido, u oligonucleoétido.
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Las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud, los oligonucleétidos, o ambos se pueden
funcionalizar para unir los oligonucleétidos al as nanoparticulas. Dichos métodos son conocidos en la técnica. Por
ejemplo, los oligonucledtidos funcionalizados con alcanotioles en el extremo 3' o el extremo 5' se unen facilmente a las
nanoparticulas, incluyendo el oro y otras nanoparticulas metalicas. Véase, por ejemplo, Whitesides. Proceedings of
the Robert A. Welch Foundation 39th Conference On Chemical Research Nanophase Chemistry, Houston, Tex., pp.
109-121 (1996); véase también, Mucic et al. Chem. Commun. 555-557 (1996) (que describe un método para unir el tiol
en 3' de ADN a superficies de oro planas que también se puede usar para unir oligonucleétidos a nanoparticulas).

Otros grupos funcionales adecuados para unir oligonucleétidos a superficies sélidas incluyen los grupos fosforotioato
(véase, por ejemplo, la patente de los Estados Unidos n°® 5.472.881 de Beebe et al., que se incorpora en la presente
memoria por referencia en su totalidad, para la unién de oligonucleétido-fosforotioatos a superficies de oro),
alquilsiloxanos sustituidos (véase, por ejemplo, Burwell. Chemical Technology, 4, 370-377 (1974) y Matteucci y
Caruthers. J. Am. Chem. Soc., 103, 3185-3191 (1981) para la unién de oligonucleétidos a superficies de silice y de
vidrio, y Grabar et al. Anal. Chem., 67, 735-743 (1995) para la unién de aminoalquilsiloxanos y para la unién similar de
mercaptoalquilsiloxanos). Los oligonucledtidos que terminan con un 5 ' tionucledsido o un 3 ' tionucledsido también
pueden usarse para unir los oligonucledtidos a las superficies solidas.

Se conocen en la técnica otros métodos para unir oligonucleétidos a nanoparticulas. Tales métodos se describen en
las siguientes referencias representativas. Nuzzo et al. J. Am. Chem. Soc., 109, 2358 (1987) (disulfuros sobre oro);
Allara y Nuzzo, Langmuir, 1, 45 (1985) (acidos carboxilicos sobre aluminio); Allara y Tomnkins. J. Colloid Interface Sci,
49, 410-421 (1974) (acidos carboxilicos sobre cobre); Her. The Chemistry Of Silica, Capitulo 6, John Wiley & Sons,
Nueva York (1979) (acidos carboxilicos sobre silice); Timmons y Zisman. J. Phys. Chem., 69, 984-990 (1965) (acidos
carboxilicos sobre paladio); Soriaga y Hubbard. J. Am. Chem. Soc., 104, 3937 (1982) (compuestos de anillo aromatico
sobre platino); Hubbard. Acc. Chem. Res., 13, 177 (1980) (sulfolanos, sulféxidos y otros disolventes funcionalizados
sobre platino); Hickman et al. J. Am. Chem. Soc., lll, 7271 (1989) (isonitrilos sobre platino); Maoz y Sagiv, Langmuir, 3,
1045 (1987) (silanos sobre silice); Maoz y Sagiv. Langmuir, 3, 1034 (1987) (silanos sobre silice); Wasserman et al,
Langmuir, 5,1074 (1989) (silanos sobre silice); Eltekova y Eltekov, Langmuir, 3, 951 (1987) (acidos carboxilicos
aromaticos, aldehidos, alcoholes y grupos metoxi sobre didxido de titanio y silice); Lee et al, J. Phys. Chem., 92, 2597
(1988) (fosfatos rigidos sobre metales).

Ademas, los oligonucleétidos funcionalizados con un disulfuro ciclico, por ejemplo, disulfuros ciclicos que tengan un
anillo de 5 a 6 miembros que incluyen al menos dos atomos de azufre, también son adecuados para su uso con la
materia objeto descrita en la presente solicitud. Los disulfuros ciclicos adecuados estan comercialmente disponibles o
se pueden sintetizar mediante procedimientos conocidos. También se puede usar la forma reducida de los disulfuros
ciclicos. En algunas realizaciones, el disulfuro ciclico puede incluir adicionalmente un enlazador, por ejemplo, un resto
hidrocarburo, tal como un resto esteroide, unido a la anterior.

En algunas realizaciones, los polinucleétidos (por ejemplo, oligonucleétidos) estan unidos a la superficie exterior de
una nanoparticula activa en SERS a través de una molécula enlazadora. En realizaciones particulares, la molécula
enlazadora comprende un enlazador de PEG. El enlazador de PEG se puede unir al polinucledtido y a la nanoparticula
mediante cualquier método adecuado, incluyendo los descritos en otra parte del presente documento.

Cada nanoparticula puede tener una pluralidad de oligonucledtidos unidos a la misma. Como resultado, cada
conjugado nanoparticula-oligonucledtido se puede unir a una pluralidad de oligonucleétidos o acidos nucleicos que
tengan una secuencia complementaria. Los métodos para preparar oligonucleétidos de una secuencia predeterminada
son bien conocidos. Véase, por ejemplo, Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 ed. 1989) y F.
Eckstein (ed.) Oligonucleotides and Analogues, 12 Ed. (Oxford University Press, Nueva York, 1991). Pueden usarse
métodos de sintesis en fase sdlida para los oligonucleédtidos y oligodesoxirribonucleétidos (los métodos conocidos
para sintetizar ADN también son utiles para sintetizar ARN). Los oligonucleétidos y oligodesoxirribonucleétidos
también se pueden preparar enzimaticamente.

Por consiguiente, la materia objeto descrita en la presente solicitud proporciona un método para detectar acidos
nucleicos. Mediante el método descrito en la presente solicitud puede detectarse cualquier tipo de acido nucleico. Por
tanto, los métodos descritos en la presente solicitud pueden usarse en varias aplicaciones que requieren la deteccion
de un acido nucleico, por ejemplo, en el diagndstico de una enfermedad y en la secuenciacion de acidos nucleicos. Los
ejemplos de acidos nucleicos que se pueden detectar mediante los métodos descritos en la presente solicitud incluyen,
pero sin limitacion, genes (por ejemplo, un gen asociado con una enfermedad concreta), ARN y ADN virico, ADN
bacteriano, ADN fungico, ADNc ARNm, fragmentos de ARN y ADN, oligonucleétidos, oligonucleétidos sintéticos,
oligonucledtidos modificados, acidos nucleicos monocatenarios y bicatenarios, acidos nucleicos naturales y sintéticos,
y similares.

Los ejemplos representativos de los usos de los métodos para detectar acidos nucleicos incluyen, pero sin limitacion,
el diagndstico y/o seguimiento de enfermedades viricas (por ejemplo, virus de la inmunodeficiencia humana, virus de la
hepatitis, virus del herpes, citomegalovirus, y virus de Epstein-Barr), enfermedades bacterianas (por ejemplo,
tuberculosis, enfermedad de Lyme, H. pylorii, infecciones por Escherichia coli, infecciones por Legionella, infecciones
por Mycoplasma, infecciones por Salmonella), enfermedades de transmision sexual (por ejemplo, gonorrea),
trastornos heredados (por ejemplo, fibrosis quistica, distrofia muscular de Duchene, fenilcetonuria, anemia de células
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falciformes), y canceres (por ejemplo, genes asociados con el desarrollo de cancer); en medicina forense; en la
secuenciacion de ADN; para pruebas de paternidad; para autentificar lineas celulares; para seguimiento de la terapia
génica; y para otros muchos fines.

El acido nucleico a detectar se puede aislar por métodos conocidos, o se puede detectar directamente en células,
muestras de tejidos, fluidos bioldgicos (por ejemplo, saliva, orina, sangre, suero, y similares), soluciones que contienen
componentes de la PCR, soluciones que contienen importantes excesos de oligonucleétidos o ADN de elevado peso
molecular, y otras muestras, tal como es también conocido en la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook et al.
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 ed. 1989) y B. D. Hames y S. J. Higgins. Eds., Gene Probes 1 (IRL Press,
Nueva York, 1995). Los métodos para preparar acidos nucleicos para su deteccion con sondas de hibridacion son
también bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22
ed. 1989)y B. D. Hames y S. J. Higgins. Eds., Gene Probes 1 (IRL Press, Nueva York, 1995). Si un acido nucleico esta
presente en pequefias cantidades, se pueden aplicar por métodos conocidos en la técnica, incluyendo la amplificacion
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Véase, por ejemplo, Sambrook et al. Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (22 ed. 1989) y B. D. Hames y S. J. Higgins. Eds., Gene Probes 1 (IRL Press, Nueva York, 1995).

Un método descrito en la presente solicitud para detectar acido nucleico comprende poner en contacto un acido
nucleico con una o mas de las nanoparticulas descritas en la presente solicitud que tengan oligonucleétidos unidos a la
misma. El acido nucleico a detectar puede tener al menos dos partes. Las longitudes de estas partes y las distancia(s),
en su caso, entre ellas se seleccionan de forma tal que, cuando los oligonucleétidos de las nanoparticulas se hibridan
con el acido nucleico, se puede observar una sefial SERS detectable. Estas longitudes y distancias se pueden
determinar empiricamente y dependen del tipo de particula utilizada y de su tamafio y del tipo de electrolito presente en
las soluciones usadas en el ensayo (como es conocido en la técnica, algunos electrolitos afectan a la conformacién de
los acidos nucleicos).

Asimismo, cuando se debe detectar un acido nucleico en presencia de otros acidos nucleicos, las partes del acido
nucleico a las que se unen los oligonucledtidos de las nanoparticulas se seleccionan de tal forma que contengan
suficiente secuencia Unica para que la deteccién del acido nucleico sea especifica. Se conocen bien en la técnica las
directrices para hacer esto. La puesta en contacto de los conjugados de nanoparticula-oligonucledtido con el acido
nucleico se produce en condiciones eficaces para la hibridacion de los oligonucleétidos de las nanoparticulas con la(s)
secuencia(s) diana del acido nucleico. Estas condiciones de hibridacién con bien conocidas en la técnica y se pueden
optimizar facilmente para el sistema concreto utilizado. Véase, por ejemplo, Sambrook et al. Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (22 ed. 1989). En algunas realizaciones, se utilizan condiciones de hibridacién rigurosas.

Los métodos representativos para detectar acidos nucleicos mediante el uso de las nanoparticulas activas en SERS
que tengan oligonucleoétidos unidos a las mismas se describe en la patente de los Estados Unidos n°® 7.169.556 de
Park et al. que se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad.

6. Instrumentacion representativa para detectar una sefial SERS emitida por una muestra de ensayo

En algunas realizaciones, un laser sirve como fuente de excitacion de la radiacion incidente utilizada para detectar uno
0 mas analitos diana de interés. Un experto en la técnica, tras la revision de la materia objeto descrita en la presente
solicitud, podra discernir el tipo de laser, incluyendo la intensidad y la longitud de onda de excitacion, adecuadas para
su uso con las moléculas indicadoras activas en SERS descritas en el presente documento. La radiacién dispersada o
emitida desde la muestra se puede detectar usando sistemas de detecciéon conocidos en la técnica.

En algunas realizaciones, puede usarse mas de un tipo de fuente de radiacion o mas de una longitud de onda de
excitacion. Por ejemplo, en realizaciones en donde se van a detectar dos analitos de interés, el Unico reactivo de
deteccion puede incluir dos tipos diferentes de moléculas indicadoras activas en SERS y/o dos tipos diferentes de
moléculas enlazadoras especificas. Por consiguiente, puede usarse radiacion incidente de diferentes longitudes de
onda para producir diferentes sefiales Raman de cada analito de interés. Como reconocera un experto en la técnica,
tras la revision de la materia objeto descrita en la presente solicitud, la seleccién de longitud(es) de onda concretas a
utilizar dependen del analito de interés, las moléculas enlazadoras especificas usadas, y la molécula indicadora activa
particular usada en SERS.

El ensayo descrito en la presente solicitud se puede realizar con cualquier espectrometro Raman adecuado conocido
en la técnica, incluyendo, por ejemplo, un espectrometro Raman de tipo espectrémetro multiple multimodo (Centice,
Morrisville, Carolina del Norte, Estados Unidos de América), tal como el sistema Raman descrito en la patente de los
Estados Unidos N° 7.002.679 de Brady et al. que se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad.
La instrumentacion adicional adecuada para su uso con las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente
solicitud se describe en la solicitud de patente internacional PCT n°® PCT/US2008/057700 de Weidemaier et al.
presentada el 20 de marzo de 2008, que se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad.

Los dispositivos de deteccion, tales como detectores opticos, fuentes de radiacion, y sistemas informaticos,
microprocesadores, y programas y algoritmos informaticos, pueden usarse en cualquier combinacion para llevar a la
practica los métodos descritos en el presente documento. Por consiguiente, en algunas realizaciones, un programa
informatico, u otras instrucciones legibles por un ordenador puede usarse para interpretar, analizar, compilar, u
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obtener de otra forma los datos de salida relacionados con el ensayo 6ptico descrito en la presente solicitud. Se puede
usar un programa informatico u otro sistema informatico para visualizar, almacenar, o transmitir los datos de salida,
tanto en forma digital como en otras formas a uno o mas usuarios.

7. Recipiente de recogida de muestra

En algunas realizaciones, el recipiente de muestra se selecciona del grupo que consiste en una cubeta, un tubo, tal
como un tubo para extraer la sangre, o cualquier otro recipiente de recogida de muestra compatible con la muestra
objeto de ensayo y las mediciones SERS. En algunas realizaciones, el recipiente de recogida de muestra, por ejemplo,
un tubo, puede tener una presion interna inferior a la presion atmosférica del entorno circundante. Dichos recipientes
de recogida de muestras se describen en las patentes de los Estados Unidos con nimeros 5.860.937 de Cohen;
5.906.744 de Carroll et al; y 6.821.789 de Augello et al, cada una de ellas se incorpora en la presente memoria por
referencia en su totalidad. Los recipientes de ensayo adicionales adecuados para su uso con las nanoparticulas
activas en SERS descritas en la presente solicitud, en particular para su uso en ensayos de captura magnética, se
describen en la solicitud de patente internacional PCT n° PCT/US2008/057700 de Weidemaier et al presentada el 20
de marzo de 2008, que se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad. Ademas, en algunas
realizaciones, el recipiente de recogida de muestra incluye un Unico reactivo de deteccién que comprende las
nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud. En dichas realizaciones, el recipiente de recogida
de muestra tiene un Unico reactivo de deteccion dispuesto en su interior antes de que el usuario, por ejemplo, un
paciente o un técnico sanitario, recoja la muestra biolégica, por ejemplo, sangre, a detectar. El reactivo de deteccion
Unico, por ejemplo, se puede inmovilizar en una superficie interna, por ejemplo, una pared interna, del recipiente de
recogida de muestra o simplemente disponerse de otra forma en el interior del recipiente para muestras.

El recipiente de recogida de muestra, por ejemplo, un tubo para extraer la sangre, se puede enviar al usuario con el
reactivo de deteccioén unico dispuesto en su interior. Como alternativa, el usuario puede seleccionar un reactivo de
deteccion adecuado e introducir el reactivo de deteccion en el dispositivo de recogida antes de recoger el espécimen
de la muestra. Ademas, la materia objeto descrita en la presente solicitud puede incluir un kit que comprende uno o
mas de un recipiente de recogida de muestra, tal como un tubo para extraer la sangre, uno o mas reactivos, tal como
uno o mas reactivos de deteccién individuales que comprenden nanoparticulas que tienen una molécula indicadora
activa en SERS unida a las anteriores, particulas de captura magnética, y los componentes individuales de las
mismas. Dichos kits pueden incluir cualquier nimero de los componentes del ensayo, incluyendo, pero no se limitan a,
varias moléculas indicadoras o varias moléculas enlazadoras especificas tanto unidas a una nanoparticula o
envasadas separadamente de las anteriores.

Como se emplea en esta memoria, el término "muestra” incluye cualquier muestra de liquido o fluido, incluyendo una
muestra derivada de una fuente bioldgica, tal como un fluido fisiolégico, incluyendo sangre completa o componentes
de la sangre completa, tal como eritrocitos, leucocitos, plaquetas, suero y plasma; ascites; orina; saliva; sudor; leche;
fluido sinovial; fluido peritoneal; fluido amniético; fluido percefalorraquideo; fluido linfatico; embolia pulmonar; fluido
cefalorraquideo; fluido pericardial; muestras cervicovaginal; extractos de tejidos; extractos de células; y otros
componentes del organismo con sospecha de contener el analito de interés. Ademas de los fluidos fisiologicos, otras
muestras liquidas, tales como agua, productos alimenticios y similares, para la realizacion de ensayos de
comportamiento ambiental o de produccion de alimentos son adecuados para su uso con la materia objeto descrita en
la presente solicitud. También se puede usar como muestra de ensayo un material sélido que se sospecha que
contiene la muestra de ensayo. En algunos casos podria ser beneficioso modificar una muestra de ensayo sélida para
formar un medio liquido o para liberar el analito.

En algunas realizaciones, la muestra se puede pretratar antes de su uso, tal como preparar plasma a partir de la
sangre, diluir fluidos viscosos, o similares. Dichos métodos de tratamiento pueden implicar la filtracion, destilacion,
concentracion, inactivacion de componentes interferentes, y la adicion de reactivos.

La muestra puede ser cualquier muestra obtenida de un sujeto. El término "sujeto" se refiere a un organismo, tejido, o
célula del que se puede obtener una muestra. Un sujeto puede incluir un sujeto humano para fines médicos, tales
como el diagnoéstico y/o el tratamiento de una dolencia o enfermedad, o un sujeto animal para fines médicos,
veterinarios, o fines de desarrollo. Un sujeto también puede incluir material de muestra procedente de cultivo tisular,
cultivo celular, replicacion de érgano, produccion de citoblastos y similares. Los sujetos animales adecuados incluyen
mamiferos y aves. El término "ave", como se emplea en esta memoria, incluye pero no se limita a, pollos, patos,
gansos, codornices, pavos, y faisanes. El término "mamifero”, como se emplea en esta memoria, incluye pero no se
limita a, los primates, por ejemplo, seres humanos, monos, simios, y similares; bovinos, por ejemplo, ganado, bueyes,
y similares; ovinos, por ejemplo, ovejas y similares; caprinos, por ejemplo, cabras y similares; porcinos, por ejemplo,
cerdos, porcinos, y similares; equinos, por ejemplo, caballos, monos, cebras, y similares; felinos, incluyendo gatos
salvajes y domésticos; canidos, incluyendo perros; lagomorfos, incluyendo conejos, liebres, y similares; y roedores,
incluyendo ratones, ratas, y similares. Preferentemente, el sujeto es un mamifero o una célula de mamifero. Mas
preferentemente, el sujeto es un sujeto es un ser humano o una célula humana. Los sujetos humanos incluyen, pero
sin limitacion, sujetos fetales, neonatales, infantiles, juveniles y adultos. Ademas, un "sujeto" puede incluir un paciente
afectado o con sospecha de estar afectado por una dolencia o enfermedad. Por tanto, los términos "sujeto" y "paciente”
se utilizan de forma indistinta en el presente documento. Un sujeto también puede referirse a células o colecciones de
células en cultivos de laboratorio o de bioprocesamiento en ensayos de viabilidad, diferenciacién, produccion de
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marcadores, expresion, y similares.

Los métodos descritos en la presente solicitud se pueden usar en el diagndstico, prondstico, o la monitorizacién de una
patologia o dolencia. Como se emplea en esta memoria, el término "diagndstico" se refiere a un proceso predictivo en
el que se evalua la presencia, ausencia o evolucion del tratamiento de una enfermedad, trastorno u otra patologia
médica. Para los fines del presente documento, el diagndstico también incluye los procesos predictivos para
determinar el resultado derivado de un tratamiento. Del mismo modo, el término "diagnosticar" se refiere a la
determinacién de su un espécimen de muestra presenta una o mas caracteristicas de una dolencia o enfermedad. El
término "diagnosticar" incluye establecer la presencia o ausencia de, por ejemplo, un antigeno diana o dianas unidas a
un reactivo, o establecer, o determinar de otra forma una o mas caracteristicas de una dolencia o enfermedad,
incluyendo el tipo, grado, estadio, o estado similar. Como se emplea en esta memoria, el término "diagnosticar" puede
incluir distinguir una forma de una enfermedad de otra forma. El término "diagnosticar" abarca el diagnéstico inicial o la
deteccion, prondstico, y el seguimiento de una dolencia o enfermedad.

El término "prondstico" y sus derivados se refieren a la determinacion o prediccion de la evolucion de una enfermedad
o dolencia. La evolucion de una enfermedad o dolencia se puede determinar, por ejemplo, en funcién de la esperanza
de vida o la calidad de vida. "Pronostico” incluye la determinacion de la evolucion temporal de una enfermedad o
dolencia, con o sin un tratamiento o tratamientos. En el caso en el que se contempla(n) tratamiento(s), el prondstico
incluye la determinacion de la eficacia de un tratamiento de una enfermedad o dolencia.

Como se emplea en esta memoria, el término "riesgo" se refiere a un proceso predictivo en el que se evalia la
probabilidad de obtener un resultado concreto.

El término "seguimiento” tal como en "n "seguimiento de la evolucion de una enfermedad o dolencia" se refiere al
diagndstico continuado de muestras obtenidas de un sujeto que padece, o se sospecha que tiene una enfermedad.

El término "marcador" se refiere a una molécula, tal como una proteina, incluyendo un antigeno, que cuando se
detecta en una muestra es caracteristico, o indica la presencia de una enfermedad o dolencia.

La materia objeto descrita en la presente solicitud también proporciona métodos para seguir patologias en un sujeto,
incluyendo las enfermedades cronicas, tales como, pero no se limitan a, enfermedad cardiaca, enfermedad de las
arterias coronarias, diabetes, trastornos metabdlicos, enfermedades inflamatorias, tales como artritis reumatoide, y
cancer. Los trastornos metabdlicos pueden incluir, pero sin limitacién, hiperlipidemia, hipolipidemia, hipertiroidismo, e
hipotiroidismo.

Ademas, los métodos descritos en la presente solicitud se pueden usar para seguimiento de marcadores especificos
de una enfermedad crénica. Mediante el seguimiento de las concentraciones de artefactos moleculares, metabolitos, y
moléculas perjudiciales y/o beneficiosas de una patologia, se puede evaluar la evolucion, regresion o estabilidad de un
sujeto, y los tratamientos pueden, a su vez, ajustarse o revisarse de acuerdo con ello. Por ejemplo, los marcadores de
enfermedades cardiacas que se pueden controlar in vivo usando los biosensores descritos en la presente memoria
incluyen, pero sin limitacion, acidos grasos totales, lactato, glucosa, acidos grasos libres y diferentes agentes
cardiotonicos, tales como, pero no se limitan a cardioglicésidos y simpaticomiméticos. Los marcadores de la diabetes
incluyen, pero sin limitacion, glucosa, lactato y acidos grasos. Del mismo modo, los marcadores de la enfermedad de
las arterias coronarias incluyen, pero sin limitacion, péptido C reactivo y acidos grasos libres. En general, los
marcadores de varios trastornos metabdlicos incluyen, pero sin limitacion, acidos grasos especificos.

Las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud son también adecuadas para su uso en
dispositivos para seguimiento de tratamientos farmacolégicos. De hecho, la nanoparticula activa en SERS se puede
disefiar para unirse especificamente a un farmaco, farmaco candidato o metabolito de farmaco. De esta manera, se
puede seguir la concentracion plasmatica del farmaco y se pueden ajustar las dosificaciones, o bien mantenerse,
basandose en las mediciones de la concentracién proporcionadas mediante el método SERS. Por consiguiente, se
podria individualizar un régimen farmacéutico para un sujeto concreto, incluyendo el uso de una nanoparticula activa
en SERS que se puede unir de forma especifica y reversible al farmaco o metabolito de farmaco para determinar las
concentraciones plasmaticas del farmaco. Las concentraciones proporcionadas por el método SERS se pueden usar a
continuacion para determinar la biodisponibilidad del farmaco en el sujeto. La dosis del farmaco administrado al sujeto
se puede alterar después para aumentar o disminuir la biodisponibilidad del farmaco en el sujeto para proporcionar el
maximo beneficio terapéutico y evitar la toxicidad.

Las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud también pueden usarse para seguir
simultaneamente una variedad de metabolitos, cuya medicion puede usarse para perfilar el estado fisico o metabdlico
del sujeto. Por ejemplo, durante periodos prolongados de ejercicio extenuante, la glucosa se descompone mediante un
proceso anaerobio en acido lactico. Las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud se pueden
usar para determinar los umbrales de lactato de los atletas para maximizar los beneficios del ejercicio y disminuir el
tiempo de recuperacion. De manera similar, las nanoparticulas activas en SERS pueden usarse to determine los
niveles de lactato en soldados para prevenir la fatiga y el agotamiento y para disminuir el tiempo de recuperacion. Con
este fin, las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud pueden usarse para seguir los niveles de
glucosa, niveles de acido lactico y de otros metabolitos durante el ejercicio o el estrés fisico.
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Las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud pueden usarse también para seguir una
dolencia de un paciente en una instalacion de cuidados intensivos, tal como una sala de urgencias o una habitacion de
cuidados post-operatorios o un hospital. Por ejemplo, en las realizaciones que proporcionan un método para seguir los
niveles de glucosa en un sujeto, los estudios han demostrado que la mortalidad se puede disminuir hasta en un 30 %
en los pacientes postquirtrgicos cuando los niveles de glucosa se controlan y se mantienen en la normalidad. Por
tanto, los ensayos diagndsticos basados en SERS descritos en la presente memoria pueden usarse en situaciones en
las que el seguimiento de glucosa o de otros metabolitos es esencial para la recuperacion o la salud general del sujeto.

La cantidad de uno o mas analitos presentes en una muestra a ensayar puede representarse como una concentracion.
Como se emplea en esta memoria, el término "concentracion" tiene su significado habitual en la técnica. La
concentracion puede expresarse como un valor cualitativo, por ejemplo, como un resultado de tipo positivo o negativo,
por ejemplo, una respuesta "Si" o "NO", que indica la presencia o ausencia de un analito diana, como un valor
cuantitativo. Ademas, la concentracién de un analito dado se puede notificar como una cantidad relativa o una cantidad
absoluta, por ejemplo, como "valor cuantitativo". Los ensayos descritos en la presente memoria, en algunas
realizaciones, pueden detectar un analito de interés a un intervalo de concentracion de aproximadamente 5 fg/ml a
aproximadamente 500 ng/ml; en algunas realizaciones, a un intervalo de concentracion de aproximadamente 10 fg/ml
a aproximadamente 100 ng/ml; en algunas realizaciones, a un intervalo de concentracién de aproximadamente 50
fg/ml a aproximadamente 50 ng/ml.

La cantidad (concentracion) de un analito puede ser igual a cero, lo que indica la ausencia del analito concreto
deseado o que la concentracion del analito concreto esta por debajo de los limites de deteccién del ensayo. La
cantidad medida puede ser la sefial SERS sin ninguna medicién o manipulacion adicional. Como alternativa, la
cantidad medida se puede expresar como una diferencia, porcentaje o cociente del valor medido del analito particular
y un valor medido de otro compuesto, incluyendo, pero no se limitan a, un patrén u otro analito. La diferencia puede ser
negativa, lo que indica una disminucion en la cantidad de analito(s) medido(s). Las cantidades también se pueden
expresar como una diferencia o cocientes del analito o analitos respecto de si mismo, medido en un punto temporal
diferente. Las cantidades de analitos se pueden determinar directamente a partir de la sefial generada, o la sefial
generada puede usarse en un algoritmo, donde el algoritmo esta disefiado para correlacionar el valor de las sefiales
generadas con la cantidad de analito(s) en la muestra.

Las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud son adecuadas para su uso con dispositivos que
pueden medir las concentraciones de uno o mas analitos continuamente. Como se emplea en esta memoria, el término
"continuamente”, junto con la medicién de un analito se utiliza para significar el dispositivo que bien genera o bien
puede generar una sefial detectable en cualquier momento durante la vida util del dispositivo. La sefal detectable
puede ser constante, en que el dispositivo siempre esta generando una sefial, incluso aunque la sefal no se detecte.
Como alternativa, el dispositivo puede usarse episdédicamente, de forma que puede generarse una sefial que se
detecta en cualquier momento deseado.

B. Obtencién de imagenes celulares

El pequeio tamafio de las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud permite que las
nanoparticulas se incorporen al interior de las células. Por ejemplo, se ha demostrado el uso de SERS para estudiar la
complejacion de un agente quimioterapéutico con el ADN. Véase Nabiev, I. R. et al. "Selective analysis of antitumor
drug interactions with living cancer cells as probed by surface-enhanced Raman spectroscopy, Eur. Biophys../., 19,
311-316 (1991); Moriani, H. et al. "Molecular and cellular interactions between intoplicine, DNA, and topoisomerase I
studied by surface-enhanced Raman scattering spectroscopy," Cancer Res., 53, 4784-4790 (1993). También se ha
utilizado el SERS para investigar el mecanismo de la resistencia de determinados canceres a las sustancias
quimioterapéuticas. Véase Breuzard. G. et al. "Surface-enhanced Raman scattering reveals adsorption of
mitoxantrone on plasma membrane of living cells," Biochem. Biophys. Res. Comm., 320, 615-621 (2004). Ademas, se
ha utilizado el SERS para caracterizar la distribucidon de sustancias quimicas concretas en el interior de las células y
para distinguir entre el citoplasma y el nucleo de la célula. Véase Kneipp. K. et al. "Surface-enhanced Raman
spectroscopy in single living cells using gold nanoparticles," Appl. Spectrosc., 56(2), 150-154 (2002).

Por consiguiente, en algunas realizaciones, las nanoparticulas marcadas con los colorantes descritos en la presente
solicitud se pueden utilizar para obtencion de imagenes celulares, por ejemplo, para distinguir entre células andmalas,
por ejemplo, una célula que presenta una anomalia, como una célula cancerosa, comparada con las células normales
de una muestra biolégica. En dichas realizaciones, la intensidad de la sefial Raman que procede del colorante es
proporcional a la densidad de las células detectadas. Ademas, en algunas realizaciones, las nanoparticulas marcadas
con los colorantes descritos en la presente solicitud también se pueden marcar con otras especies, tal como una
molécula enlazadora especifica de un par de unién, por ejemplo, un anticuerpo, para facilitar la unién a una célula de
interés. El uso de las nanoparticulas activas en SERS para la obtencion de imagenes celulares se describe en las
publicaciones de solicitud de patente de los Estados Unidos con nimeros 2006/0054506 y 2006/0046313, cada una de
ellas incorporada en la presente memoria por referencia en su totalidad.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, la materia objeto descrita en la presente solicitud proporciona un método
para detectar la presencia de una o mas estructuras diana en una célula de muestra, comprendiendo el método:
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(a) poner en contacto una o mas células de la muestra con una o mas nanoparticulas activas en SERS marcadas
con una o mas moléculas enlazadoras en condiciones adecuadas para la unién de la una o mas moléculas
enlazadoras a la una o mas estructuras diana en una célula de muestra, en donde la nanoparticula activa en
SERS tiene asociado con la misma un colorante de Formula A-Y que puede producir una sefial distinguible en

5 Raman:
A-Y
en donde:

A se selecciona del grupo que consiste en:

Ry X,
/Ei j\ I P
R‘\T A o R‘\T N\,

Rz Rg N-‘_“O

y
10 en donde X1 es CRs 0 N;

Y se selecciona del grupo que consiste en:

Re Rs Ry Rs
/\/\lxz/ X ™~ |X2/
AN . A e
X3 > X3
r 5 |
Re Re 3 y
Rs
g
\ /
\ \2
e
Ry
en donde:
15 r, s, y t son cada uno independientemente un nimero entero de 1;

cada Xz y X3 se selecciona independientemente del grupo que consiste en C, S, y N, con la condicion de que (i)

cuando X, es Co0 S, Rses Z, o cuando X3 es C 0 S, Re es Z, tal como se define Z mas adelante en el presente

documento; (ii) siambos Xz y X3 son N al mismo tiempo, al menos uno de Rs y Rg esta ausente; y (iii) cuando Xz

es N, Rs cuando esta presente es Z', o cuando X3 es N, R6 cuando esta presente es Z', en donde Z' se
20 selecciona del grupo que consiste en:

-(CHz)n-X4; -N Ra-(CHz)p-X5; -(CHz)qu,C(:O)'RQ,

fo] 0

—(Hzc)u—rc | ﬁ’”—(uzc)v—w l

e}

en donde:
n, p, g, U, y v son cada uno independientemente un nimero entero de 1 a 8;

25 cada uno de X4 y Xs se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidroxilo, amino, y tiol;
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Xs €s O o NRy;
en donde:

cada Ri, Ro, R3, R4, Rs, R, Rs, R1o, R11, ¥ Z se selecciona independientemente del grupo que consiste en H,
alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido,
cicloheteroalquilo, cicloheteroalquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, aralquilo, hidroxilo, alcoxilo, hidroxialquilo,
hidroxicicloalquilo, alcoxicicloalquilo, aminoalquilo, aciloxilo, alquilaminoalquilo, y alcoxicarbonilo;

Ry es Z';
Ry es -(CH2)m-X7 0 -(CH2)m-B, en donde
m es un numero entero de 1 a 8;
X7 es halégeno; y
B es una molécula enlazadora que tiene una afinidad de union por un ligando o analito a detectar; y

(b) detectar una o mas sefiales distinguibles en SERS de la célula de muestra para indicar la presencia de la una
0 mas estructuras diana de la célula de muestra.

En algunas realizaciones, el método comprende ademas poner en contacto la una o mas nanoparticulas activas en
SERS con una o mas células de referencia. En algunas realizaciones, el método comprende ademas analizar la una o
mas sefales distinguibles en SERS detectadas a partir de la célula de muestra para construir un perfil de la una o mas
estructuras diana de la célula de muestra. En algunas realizaciones, el método comprende ademas analizar la una o
mas sefiales distinguibles en SERS detectadas a partir de la célula de referencia para construir un perfil de la una o
mas estructuras diana de la célula de referencia. En algunas realizaciones, el método comprende ademas comparar el
perfil de la una o mas estructuras diana de la célula de muestra con el perfil de la una o mas estructuras diana de la
célula de referencia. En algunas realizaciones, una diferencia entre el perfil de la célula de muestra comparado con el
perfil de la célula de referencia es indicativo de una anomalia en la célula de muestra.

En algunas realizaciones, las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud se pueden usar para
tefiir microestructuras en el interior de una célula. En dichas realizaciones, las nanoparticulas activas en SERS se
pueden marcar con al menos un ligando que se una especificamente a una microestructura o receptor diana conocido.
En algunas realizaciones, puede usarse un conjunto de sondas de nanoparticulas activas en SERS, en donde cada
elemento del conjunto comprende una combinacién de un ligando que se une especificamente a una diana o receptor
conocido y uno o mas colorantes activos en SERS que pueden producir una sefial distinguible en SERS tras su unién
con la diana.

En las condiciones adecuadas, las nanoparticulas activas en SERS marcadas se pueden unir especificamente a
receptores y otras microestructuras del interior celular. Después, se puede obtener una imagen de la célula "tefiida",
por ejemplo, usando un microscopio de barrido Raman para determinar la presencia y la ubicacién de receptores y
microestructuras especificos en las células. Ademas, las sefiales SERS procedentes de colorantes activos en Raman
individuales asociados con un ligando particular pueden usarse para distinguir entre receptores y microestructuras
especificos de la célula, y crear un perfil de los receptores y microestructuras de la célula. El perfil de una célula diana
sometida a ensayo segun el método descrito en la presente memoria se puede comparar con un perfil obtenido de
forma similar a partir de una célula normal del mismo tipo para determinar la presencia de una anomalia en la célula
diana. La célula diana puede estar tanto viva como muerta.

Como se emplea en esta memoria, el término "microestructura” incluye, pero no se limita a, moléculas de la matriz
extracelular, tales como fibronectina y laminina; estructuras intracelulares, tales como filamentos y microtubos de
actina; estructuras del nucleo celular, como histonas; y similares. Los ligandos adecuados para su unién a dichas
microestructuras se pueden seleccionar entre los ligandos descritos en el presente documento, e incluyen, pero sin
limitacion, anticuerpos, tales como anticuerpos dirigidos contra fibronectina y contra actina, y otros ligandos naturales,
como una proteina anti-histona.

Pueden obtenerse imagenes de células que contienen informacion espectral Raman mediante una variedad de
métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, se puede acoplar un microscopio a una camara de tipo carga acoplada
(CCD) de forma que se puedan obtener imagenes completas de la muestra. Normalmente, en dichas realizaciones, se
puede instalar un dispositivo de filtracion por numero de onda (o longitud de onda) tal como un monocromador o un
filtro de cristal liquido ajustable, entre la muestra y la camara CCD. El dispositivo de filtracion permite que solo un
ancho de banda estrecho de la radiacién dispersada alcance la camara CCD en cualquier punto temporal. La camara
CCD puede obtener multiples imagenes, en donde cada imagen cubre un intervalo espectral concreto de la radiacion
dispersada. El espectro de cada punto de la imagen se puede ensamblar mediante un programa informatico. Como
alternativa, la luz de un solo punto de una imagen se puede dispersar a través de un monocromador y adquirirse €l
espectro completo del punto mediante una matriz de detectores. Se puede hacer un barrido de la muestra de forma
que cada punto de la imagen se adquiera por separado. Después, la imagen Raman se ensambla en un programa
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informatico. En otro enfoque, se puede construir un instrumento de barrido en linea que excite la muestra con una linea
de radiacion. Se obtienen imagenes de la linea espacialmente a lo largo de un eje de la camara CCD mientras que,
simultaneamente, se dispersa espectralmente a lo largo del eje ortogonal. Cada lectura de la camara adquiere el
espectro completo de cada pixel espacial de la linea. Para completar la imagen, se hace un barrido de la linea a través
de la muestra. Un ejemplo de un instrumento Raman adecuado para obtencién de imagenes se describe en Talley, et
al., "Nanoparticle Based Surface-Enhanced Raman Spectroscopy,” NATO Advanced Study Institute: Biophotonics,
Ottawa, Canada (6 de enero de 2005).

En algunas realizaciones, las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud pueden incorporarse
al interior de una célula o tejido mediante un mecanismo de captacion pasiva. Otro mecanismo para incorporar las
nanoparticulas al interior de las células es mediante el uso de un péptido pequefio, que se puede unir a los receptores
endociticos de la superficie celular y extraer las nanoparticulas al interior de la célula mediante endocitosis. Véase
Tkachenko. A. G., et al., "Cellular trajectories of peptide-modified gold particle complexes: comparison of nuclear
localization signals and peptide transduction domains," Bioconjugate Chem., 15, 482-490 (2004). Ademas, las
nanoparticulas activas en SERS pueden introducirse en las células mediante microinyeccion, transfeccion,
electroporacion, y enfoques mediados por endocitosis, incluyendo el uso de péptidos anfifaticos tales como PEP-1, el
uso de reactivos cationicos de tipi lipido como LIPOFECTAMINE™ (Invitrogen Corp., Carlsbad, California, Estados
Unidos de América), y el uso de micelas y reactivos de transfeccion tales como transferrina, manosa, galactosa, y
Arg-Gly-Asp (RGD), y otros reactivos tales como el reactivo de tipo dendrimero SUPERFECT™ (Qiagen, Inc.,
Valencia, California, Estados Unidos de América). Intracelularmente, pueden usarse métodos indirectos para mostrar
que las particulas se han unido a las dianas deseadas. Un método adecuado para demostrar la especificidad de las
sondas es la inmunofluorescencia, que puede usarse para verificar la ubicaciéon de las nanoparticulas activas en
SERS. Numerosas sondas comercialmente disponibles son utiles para marcar estructuras celulares (tales como las
mitocondrias, el aparato de Golgi y el reticulo endoplasmico) en células vivas. Cuando se conjuga un anticuerpo que se
dirige a la misma estructura, se puede determinar la fraccion de nanoparticulas que marcan de forma activa su diana.
Del mismo modo, también se puede determinar el porcentaje de nanoparticulas que se unen de forma no especifica.
Otro enfoque para comprobar la ubicacién de las nanoparticulas activas en SERS es utilizar proteinas de fusion
fluorescentes, tal como GFP y sus analogos.

En algunas realizaciones, se proporcionan para su uso en diagnéstico médico agentes para la obtencién de imagenes
que comprenden las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente memoria. Los agentes para la obtencion
de imagenes descritos en la presente memoria son Utiles de forma general en la obtenciéon de imagenes de un
paciente, y/o de forma especifica, para diagnosticar la presencia de un tejido enfermo en un paciente. Tal como se ha
descrito anteriormente en el presente documento, mediante la seleccién del tamafio, forma, y composicion del ndcleo
de la nanoparticula; la identidad del colorante; y la composicion y espesor del encapsulante, si se desea, se puede
ajustar las frecuencias de excitacion y emision Optimas de las nanoparticulas activas en SERS para que estén
comprendidas entre aproximadamente 630 nm y aproximadamente 1000 nm, es decir, la regién minima para la
absorcion y dispersion mediante los tejidos.

Se puede llevar a cabo un proceso de obtencion de imagenes administrando un agente de obtencién de imagenes que
comprende una o mas particulas activas en SERS descritas en la presente solicitud a una célula, una muestra de
tejido, o a un sujeto, tal como un paciente, y después realizar un barrido de la célula, muestra de tejidos, o sujeto
usando cualquier sistema conocidos en la técnica para realizar la obtencion de imagenes espectrales, incluyendo, pero
sin limitacion los microscopios de barrido confocal de punto, sistemas de barrido lineales, y sistemas tomograficos que
utilicen coherencia éptica. La presencia de la nanoparticula activa en SERS descrita en |la presente memoria en una
célula, muestra de tejidos, o sujeto también se puede observar mediante cualquier sistema de obtencion de imagenes
que detecte una banda individual de determinada longitud de onda, asi como cualquier sistema de obtencion de
imagenes de fluorescencia que incluya una fuente de luz de excitacion y una detecciéon de imagenes filtrada. Otros
sistemas de obtencion de imagenes adecuados para su uso con las nanoparticulas activas en SERS descritas en la
presente solicitud se han descrito en Tuchin. V. Y. Handbook of optical biomedical diagnostics, Bellingham, Wash.,
EE.UU.: SPIE Press, 2002, que se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad. Otros métodos de
obtencién de imagenes, incluyendo métodos de dominio de tiempo, tales como espectroscopia y tomografia de
dispersion dinamica de luz, obtencién de imagenes por tiempo de vuelo, espectroscopia de dispersion casi elastica de
luz, espectroscopia de correlacion de protones, espectroscopia Doppler, y espectroscopia de difusion de ondas
también son adecuados para su uso con la materia objeto descrita en la presente solicitud. Todas estas técnicas
permiten la diferenciacion entre fotones, y donde se han basado en sus signaturas temporales. Puesto que las
nanoparticulas activas en SERS tienen signaturas temporales diferentes a las sustancias fluorescentes y similares,
mediante estos métodos se pueden discriminar al compararse con tejidos y otras marcas. Los parametros utiles de la
instrumentacion también incluyen una fuente de luz modulada y un detector sensible al tiempo. La modulacion puede
ser pulsada o continua.

El barrido de la célula, muestra de tejidos, o sujeto proporciona espectros o imagenes de una region interna de la
célula, muestra de tejidos, o sujeto y pueden usarse para detectar o diagnosticar la presencia de una dolencia o una
patologia. Por region de una célula, muestra de tejidos, o sujeto, se entiende la totalidad de la célula, muestra de
tejidos, o sujeto, o una zona o parte concreta de la célula, muestra de tejidos, o sujeto. Cuando el sujeto es un paciente,
los agentes de obtencién de imagenes descritos en la presente memoria pueden usarse para proporcionar imagenes
de 6rganos internos del paciente, incluyendo la vasculatura, corazén, higado, y bazo, y en la obtencion de imagenes
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de la region gastrointestinal o de otras cavidades del cuerpo, o de otras formas que seran facilmente evidentes para el
experto en la técnica, tal como en la caracterizacion de tejidos, obtencion de imagenes de sangre combinada, y
similares.

La materia objeto descrita en la presente solicitud también proporciona, en algunas realizaciones, un método para
diagnosticar una patologia anémala in vivo, incluyendo el método introducir una pluralidad de nanoparticulas activas
en SERS dirigidas a una molécula implicada en la patologia anémala en un fluido corporal que esta en contacto con la
patologia andmala, en donde las nanoparticulas activas en SERS pueden quedar asociadas con las molécula
implicadas en la patologia anémala, y obtener imagenes de las nanoparticulas activas en SERS asociadas in vivo. El
método descrito en la presente memoria es aplicable de forma general a cualquier érgano accesible a las sondas de
nanoparticulas activas en SERS, incluyendo el tracto gastrointestinal, corazén, pulmén, higado, cuello del utero,
mama, y similares.

En algunas realizaciones, las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud pueden introducirse en
un sujeto mediante una endoscopia, como es el caso de una colonoscopia, 0 una aguja, 0 usarse con una punta o
manguito desechable, o mediante endocitosis, transfeccion, microinyeccion, y similares. En otras realizaciones, las
sondas de nanoparticulas activas en SERS se pueden introducir directamente introduciendo la propia sonda de
obtencion de imagenes. En algunas realizaciones, se pueden introducir fibras 6pticas individuales, o haces de fibras
opticas, en los organismos vivos para obtencion de imagenes. Se han demostrado dichos métodos para la obtencién
de imagenes de nervios, cerebro, microvasos, células, asi como para caracterizar la biodistribucion. Las fibras opticas
revestidas con gel son bien conocidas en la bibliografia de sensores. Las nanoparticulas activas en SERS descritas en
la presente solicitud se pueden unir no covalentemente al gel, en donde las nanoparticulas pueden difundirse al tejido
tras su introduccion en el tejido. Una variedad de otros métodos para inmovilizar las nanoparticulas activas en SERS
sobre la superficie externa de las fibras de forma que puedan difundirse a las fases liquidas con las que entran en
contacto son adecuadas para su uso con la materia objeto descrita en la presente solicitud.

En algunas realizaciones, la materia objeto descrita en la presente solicitud proporciona un método para marcar un
animal con una nanoparticula activa en SERS, comprendiendo el método introducir una nanoparticula activa en SERS
en el animal. Las nanoparticulas activas en SERS descritas en la presente solicitud se pueden introducir en un animal
mediante cualquier método adecuado, incluyendo, pero no se limitan a, cualquier método de implante subcutaneo o
bien por via intravenosa. La nanoparticula activa en SERS se puede detectar usando instrumentacién adecuada. En
algunas realizaciones, la materia objeto descrita en la presente solicitud proporciona un sistema de identificacion para
animales, incluyendo ganado y mascotas domésticas, en donde la nanoparticula activa en SERS se implanta bajo la
piel (o escondido) del animal para permitir su identificacion.

. Definiciones quimicas

Aunque se cree que los siguientes términos son bien entendidos por una persona experta en la técnica, se
proporcionan las siguientes definiciones para facilitar la explicacion de la materia objeto descrita en la presente
memoria. Salvo que se defina de otra forma, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente
documento tienen el mismo significado que el que entiende cominmente una persona experta en la técnica a la cual
pertenece la materia objeto descrita en la presente memoria.

En toda la memoria descriptiva y las reivindicaciones, una férmula o nombre quimico dado debera abarcar todos los
estereoisdbmeros e isdmeros opticos, asi como las mezclas racémicas en el caso que existan dichos isémeros y
mezclas.

Cuando se utiliza el término "independientemente seleccionado”, los sustituyentes que se citan (por ejemplo, los
grupos R, tales como los grupos R1, Ry, y similares, o grupos X; y Xz), pueden ser idénticos o diferentes. Por ejemplo,
ambos Ry y Ry pueden ser alquilos sustituidos, o Ry puede ser hidrégeno y R, puede ser un alquilo sustituido, y
similares.

Un grupo "R" o "X" citado tendra por lo general la estructura que se reconoce en la técnica como correspondiente al
grupo que tiene dicho nombre, salvo que se especifique de otra forma en el presente documento. Para los fines de
ilustracion, algunos grupos representativos "R" y "X" tal como se ha definido anteriormente se definen a continuacion.
Estas definiciones estan previstas para complementar e ilustrar, y no impedir, las definiciones que seran evidentes
para una persona experta en la técnica tras la revision de la presente divulgacion.

Tal como se usa en el presente documento, el término "alquilo" se refiere a cadenas de hidrocarburo C1.5 inclusive,
lineales (es decir, "cadena lineal"), ramificadas, o ciclicas, saturadas o al menos parcialmente y en algunos casos
completamente insaturadas (es decir, alquenilo y alquinilo), incluyendo por ejemplo, los grupos metilo, etilo, propilo,
isopropilo, butilo, isobutilo, terc-butilo, pentilo, hexilo, octilo, etenilo, propenilo, butenilo, pentenilo, hexenilo, octenilo,
butadienilo, propinilo, butinilo, pentinilo, hexinilo, heptinilo, y alenilo. "Ramificado” se refiere a un grupo alquilo en el
que un grupo alquilo inferior, tal como metilo, etilo o propilo, esta unido a una cadena de alquilo lineal. "Alquilo inferior"
se refiere a un grupo alquilo que tiene de 1 a aproximadamente 8 atomos de carbono (es decir, un alquilo C1.s, por
ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, o 8 atomos de carbono. "Alquilo superior" se refiere a un grupo alquilo que tiene de
aproximadamente 10 a aproximadamente 20 atomos de carbono, por ejemplo, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0
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20 atomos de carbono. En determinadas realizaciones, "alquilo" se refiere, en particular, a alquilos C1.g de cadena
lineal. En otras realizaciones, "alquilo" se refiere, en particular, a alquilos C1.s de cadena ramificada.

Los grupos alquilo pueden estar opcionalmente sustituidos (un "alquilo sustituido") con uno o mas sustituyentes del
grupo alquilo, que pueden ser iguales o diferentes. El término "sustituyente del grupo alquilo” incluye, pero no se limita
a alquilo, alquilo sustituido, halo, arilamino, acilo, hidroxilo, ariloxilo, alcoxilo, alquiltio, ariltio, aralquiloxilo, aralquiltio,
carboxilo, alcoxicarbonilo, oxo, y cicloalquilo. A lo largo de la cadena de alquilo se puede insertar uno o mas atomos de
oxigeno, azufre o atomos de nitrégeno sustituidos o no sustituidos, en donde el sustituyente del nitrégeno es
hidrégeno, alquilo inferior (también denominado en el presente documento como "alquilaminoalquilo"), o arilo.

Por tanto, como se emplea en esta memoria, el término "alquilo sustituido" incluye grupos alquilo, como se define en la
presente memoria, en el que uno o mas atomos o grupos funcionales del grupo alquilo se han sustituido por otro atomo
o grupo funcional, incluyendo por ejemplo, los grupos alquilo, alquilo sustituido, halégeno, arilo, arilo sustituido,
alcoxilo, hidroxilo, nitro, amino, alquilamino, dialquilamino, sulfato, y mercapto.

"Ciclico" y "cicloalquilo" se refiere a un sistema de anillo no aromatico monociclico o multiciclico de aproximadamente
3 a aproximadamente 10 atomos de carbono, por ejemplo, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10 atomos de carbono. El grupo
cicloalquilo puede estar opcionalmente parcialmente insaturado. El grupo cicloalquilo puede estar opcionalmente
sustituido también con un sustituyente del grupo alquilo tal como se define en la presente memoria, oxo, y/o alquileno.
A lo largo de la cadena de alquilo ciclico se puede insertar uno o mas atomos de oxigeno, azufre o atomos de nitrégeno
sustituidos o no sustituidos, en donde el sustituyente del nitrégeno es hidrogeno, alquilo, alquilo sustituido, arilo, o arilo
sustituido, proporcionando de esta forma un grupo heterociclico. Los anillos de cicloalquilo monociclicos
representativos incluyen ciclopentilo, ciclohexilo, y cicloheptilo. Los anillos de cicloalquilo multiciclicos incluyen
adamantilo, octahidronattilo, decalina, alcanfor, canfano, y noradamantilo.

El término "cicloalquilalquilo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo cicloalquilo tal como se
define anteriormente en el presente documento, que esta unido al resto molecular precursor a través de un grupo
alquilo, también tal como se ha definido anteriormente. Los ejemplos de grupos cicloalquilo incluyen cicloalquilalquilo y
ciclopropiletilo.

Los términos "cicloheteroalquilo" o "heterocicloalquilo” se refieren a un sistema de anillo no aromatico, tal como un
sistema de anillo cicloalquilo de 3 a 7 miembros sustituido o no sustituido, incluyendo uno o mas heteroatomos, que
pueden ser iguales o diferentes, y se han seleccionado del grupo que consiste en N, O, y S, y opcionalmente pueden
incluir uno o mas dobles enlaces. El anillo heterocicloalquilo puede estar opcionalmente condensado o unido de otra
forma a otros anillos de heterocicloalquilo y/o anillos de hidrocarburo no aromaticos. Los sistemas representativos de
anillos de cicloheteroalquilo incluyen, pero no se limitan a pirrolidinilo, pirrolinilo, imidazolidinilo, imidazolinilo,
pirazolidinilo, pirazolinilo, piperidilo, piperazinilo, indolinilo, quinuclidinilo, morfolinilo, tiomorfolinilo, tiadiazinanilo,
tetrahidrofuranilo, y similares.

El término "alquenilo" como se emplea en esta memoria se refiere a un hidrocarburo lineal o ramificado de un nimero
designado de atomos de carbono que contienen al menos un doble enlace carbono-carbono. Los ejemplos de
alquenilo incluyen vinilo, alilo, 2-metil-3-hepteno, y similares.

El término "cicloalquenilo" como se emplea en esta memoria se refiere a un hidrocarburo ciclico que contiene al menos
un doble enlace carbono-carbono. Los ejemplos de grupos cicloalquenilo incluyen ciclopropenilo, ciclobutenilo,
ciclopentenilo, ciclopentadieno, ciclohexenilo, 1,3-ciclohexadieno, cicloheptenilo, cicloheptatrienilo, y ciclooctenilo.

El término "alquinilo" como se emplea en esta memoria se refiere a un hidrocarburo lineal o ramificado de un nimero
designado de atomos de carbono que contienen al menos un triple enlace carbono-carbono. Los ejemplos de
"alquinilo" incluyen propargilo, propino, y 3-hexino.

"Alquileno” se refiere a un grupo hidrocarburo alifatico bivalente lineal o ramificado que tiene de 1 aproximadamente 20
atomos de carbono, por ejemplo, 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, o 20 atomos de carbono.
El grupo alquileno puede ser lineal, ramificado o ciclico. El grupo alquileno también puede estar opcionalmente
insaturado y/o estar sustituido con uno o mas "sustituyentes del grupo alquilo”. A lo largo de la cadena de alquileno se
puede insertar uno o mas atomos de oxigeno, azufre o atomos de nitrdgeno sustituidos o no sustituidos (también
denominados en el presente documento como "alquilaminoalquilo"), en donde el sustituyente nitrégeno es alquilo
como se ha descrito anteriormente. Los grupos alquileno ilustrativos incluyen metileno (-CH>-); etileno (-CH2-CHa-);
propileno (-(CH2)s-); ciclohexileno (-CsH1o-); -CH=CH-CH=CH-; -CH=CH-CHpa; -(CH2)s-N(R)- (CH2)-, en donde cada
uno de q y r es independientemente un nimero entero de 0 a aproximadamente 20, por ejemplo, 0, 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20, y R es hidrégeno o alquilo inferior; metilendioxilo (-O-CH,-O-); y
etilendioxilo (-O-(CHz).-O-). Un grupo alquileno puede tener de aproximadamente 2 a aproximadamente 3 atomos de
carbono y puede tener adicionalmente 6-20 atomos de carbono.

El término "arilo" como se usa en la presente memoria se refiere a un sustituyente aromatico que puede ser un anillo
aromatico sencillo, o bien multiples anillos aromaticos que estan condensados entre si, unidos covalentemente, o
unidos a un grupo comun, tales como, pero no se limitan a, un resto metileno o etileno. El grupo enlazador comun
también puede ser un carbonilo, como en benzofenona, u oxigeno, como en difenil éter, o nitrdgeno, como en
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difenilamina. El término "arilo" abarca especificamente compuestos heterociclicos aromaticos. El anillo o anillos
aromaticos pueden comprender fenilo, naftilo, bifenilo, difenil éter, difenilamina y benzofenona, entre otros. En
realizaciones particulares, el término "arilo" significa un hidrocarburo ciclico aromatico que comprende de
aproximadamente 5 a aproximadamente 10 atomos de carbono, por ejemplo, 5, 6, 7, 8, 9, o 10 atomos de carbono, y
que incluye hidrocarburos de 5 y 6 miembros y anillos heterociclicos aromaticos.

El grupo arilo puede estar opcionalmente sustituido (un "arilo sustituido") con uno o mas sustituyentes del grupo arilo,
que pueden ser iguales o diferentes, en donde "sustituyente del grupo arilo" incluye alquilo, alquilo sustituido, arilo,
arilo sustituido, aralquilo, hidroxilo, alcoxilo, ariloxilo, aralquiloxilo, carboxilo, acilo, halo, nitro, alcoxicarbonilo,
ariloxicarbonilo, aralcoxicarbonilo, aciloxilo, acilamino, aroilamino, carbamoilo, alquilcarbamoilo, dialquilcarbamoilo,
ariltio, alquiltio, alquileno, y -NR'R", en donde cada uno de R'y R" puede ser independientemente hidrégeno, alquilo,
alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, y aralquilo.

Por tanto, como se emplea en esta memoria, el término "arilo sustituido" incluye grupos arilo, como se define en la
presente memoria, en el que uno o mas atomos o grupos funcionales del grupo arilo se han sustituido por otro atomo o
grupo funcional, incluyendo por ejemplo, los grupos alquilo, alquilo sustituido, halégeno, arilo, arilo sustituido, alcoxilo,
hidroxilo, nitro, amino, alquilamino, dialquilamino, sulfato, y mercapto.

Los ejemplos especificos de grupos arilo incluyen, pero sin limitacion, ciclopentadienilo, fenilo, furano, tiofeno, pirrol,
pirano, piridinina, imidazol, bencimidazol, isotiazol, isoxazol, pirazol, pirazina, triazina, pirimidina, quinolina,
isoquinolina, indol, carbazol, y similares.

El término "heteroarilo” se refiere a un sistema de anillo aromatico, tales como, pero sin limitarse a sistemas de anillo
de 5 0 6 miembros, incluyendo uno o mas heteroatomos, que pueden ser iguales o diferentes, y se han seleccionado
del grupo que consiste en N, O, y S. El anillo de heteroarilo puede estar condensado o unido de otra forma a uno o mas
anillos de heteroarilo, anillos de hidrocarburo aromatico y no aromatico, o anillos de heterocicloalquilo. Los sistemas de
heteroarilo representativos incluyen, pero sin limitacién, piridilo, pirimidilo, pirrolilo, pirazolilo, azolilo, oxazolilo,
isoxazolilo, oxadiazolilo, tiazolilo, isotiazolilo, imidazolilo, furanilo, tienilo, quinolinilo, isoquinolinilo, indolinilo, indolilo,
benzotienilo, benzotiazolilo, enzofuranilo, bencimidazolilo, bencisoxazolilo, benzopirazolilo, triazolilo, tetrazolilo, y
similares.

Una estructura representada de forma general por la férmula, en donde la estructura del anillo puede ser aromatica o
no aromatica:

—=—(Rh

como se emplea en esta memoria se refiere a una estructura de anillo, por ejemplo, pero no se limita a 3 atomos de
carbono, a 4 atomos de carbono, a 5 atomos de carbono, a 6 atomos de carbono, y similares, compuestos ciclicos
alifaticos y/o aromaticos, incluyendo una estructura de anillo saturado, una estructura de anillo parcialmente saturado,
y una estructura de anillo insaturado como se define en la presente memoria, que comprende un grupo R sustituyente,
en donde el grupo R puede estar presente o ausente, y cuando esta presente, cada uno de los uno o mas grupos R
puede estar sustituido en uno o mas atomos de carbono disponibles de la estructura de anillo. La presencia o ausencia
del grupo R y el niumero de grupos R viene determinado por el valor del nimero entero n. Cada grupo R, si hay mas de
uno, esta sustituido en un atomo de carbono disponible en la estructura de anillo en lugar de en otro grupo R. Por
ejemplo, la estructura anterior donde n es de 0 a 2 comprenderia grupos de compuestos que incluyen, pero sin

limitacion:
Ry Ry ‘ Ry
\/l: ~Ra i
Rz
R

Una linea discontinua que representa un enlace en una estructura de anillo ciclico indica que el enlace puede estar
ausente o presente en el anillo. Es decir, una linea discontinua que representa un enlace en una estructura de anillo
ciclico indica que la estructura de anillo se selecciona del grupo que consiste en una estructura de anillo saturado, una

y similares.
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estructura de anillo parcialmente saturado, y una estructura de anillo parcialmente insaturado.

Cuando un atomo citado de un anillo aromatico o un anillo aromatico heterociclico se define como "ausente", el atomo
citado esta sustituido por un enlace directo.

Como se emplea en esta memoria, el término "acilo" se refiere a un grupo acido organico en donde el -OH del grupo
carboxilo se ha sustituido por otro sustituyente (es decir, representado por RCO-, en donde R es un grupo alquilo o
arilo como se define en la presente memoria. De este modo, el término "acilo" incluye especificamente grupos arilacilo,
tal como acetilfurano y el grupo fenacilo. Los ejemplos especificos de grupos acilo incluyen acetilo y benzoilo.

"Alcoxilo" se refiere a un grupo alquil-O- en donde alquilo es como se ha definido anteriormente. El término "alcoxilo"
como se emplea en la presente memoria se puede referir a cadenas Ci inclusive de oxohidrocarburo, lineal,
ramificado, o cliclico, saturado o insaturado, incluyendo, por ejemplo, metoxilo, etoxilo, propoxilo, isopropoxilo,
butoxilo, t-butoxilo, y pentoxilo.

El término "alcoxialquilo" como se emplea en la presente memoria se refiere a un éter alquil-O-alquilo, por ejemplo, un
grupo metoxietilo o un grupo etoximetilo.

"Ariloxilo" se refiere a un grupo aril-O- en donde el grupo arilo es como se ha descrito anteriormente, incluyendo un
arilo sustituido. El término "ariloxilo" como se emplea en la presente memoria puede referirse a feniloxilo o hexiloxilo, y
feniloxilo o hexiloxilo sustituido con alquilo, alquilo sustituido, halo, o alcoxilo.

El término "alquil-tio-alquilo" como se emplea en la presente memoria se refiere a un tioéter alquil-S-alquilo, por
ejemplo, un grupo metiltiometil o un grupo metiltioetilo.

"Aralquilo" se refiere a un grupo aril-alquilo en donde arilo y alquilo son como se han descrito anteriormente, e incluyen
arilo sustituido y alquilo sustituido. Los grupos aralquilo representativos incluyen bencilo, feniletilo, y naftilmetilo.

"Aralquiloxilo" se refiere a un grupo aralquil-O- en donde el grupo aralquilo es como se ha descrito anteriormente. Un
grupo aralquiloxilo ilustrativo es benciloxilo.

"Alcoxicarbonilo” se refiere a un grupo alquil-O-CO-. Los grupos alcoxicarbonilo representativos incluyen
metoxicarbonilo, etoxicarbonilo, butiloxicarbonilo, y t-butiloxicarbonilo. "Ariloxicarbonilo" se refiere a un grupo
aril-O-CO-. Los grupos ariloxicarbonilo ilustrativos incluyen fenoxicarbonilo y naftoxicarbonilo. "Aralcoxicarbonilo" se
refiere a un grupo aralquil-O-CO-. Un grupo aralcoxicarbonilo ilustrativo es benciloxicarbonilo.

"Carbamoilo” se refiere a un grupo HaN-CO-. "Alquilcarbamoilo” se refiere a un grupo R'RN-CO- en donde uno de Ry
R' es hidrégeno y el otro de R y R' es alquilo y/o alquilo sustituido como se ha descrito anteriormente.
"Dialquilcarbamoilo” se refiere a un grupo R'RN-CO- en donde cada uno de R y R' es independientemente alquilo y/o
alquilo sustituido como se ha descrito anteriormente.

"Aciloxilo" se refiere a un grupo acil-O- en donde acilo es como se ha descrito anteriormente.

El término "amino" se refiere al grupo -NH. y también se refiere a un grupo que contiene nitrégeno que, como es sabido
en la técnica, se han derivado de amoniaco por sustitucion de uno o mas radicales hidrégeno por radicales organicos.
Por ejemplo, los términos "acilamino" y "alquilamino” se refieren a radicales organicos N-sustituidos especificos con
grupos sustituyentes acilo y alquilo respectivamente.

El término "alquilamino” se refiere a un grupo -NHR en donde R es un grupo alquilo y/o un grupo alquilo sustituido
como se ha descrito anteriormente. Los grupos alquilamino ilustrativos incluyen metilamino, etilamino, y similares.

"Dialquilamino” se refiere a un grupo -NRR' en donde cada uno de R y R' es independientemente un grupo alquilo y/o
un grupo alquilo sustituido como se ha descrito anteriormente. Los grupos dialquilamino ilustrativos incluyen
etilmetilamino, dimetilamino, y dietilamino.

"Acilamino” se refiere a un grupo acil-NH- en donde acilo es como se ha descrito anteriormente. "Aroilamino” se refiere
a un grupo aroil-NH- en donde aroilo es como se ha descrito anteriormente.

El término "carbonilo" se refiere al grupo -(C=0)-.
El término "carboxilo" se refiere al grupo -COOH.

Los términos "halo", "haluro”, o "halégeno" como se emplean en la presente memoria se refieren a grupos fluor, cloro,
bromo, y yodo.

El término "hidroxilo" se refiere al grupo -OH.
El término "hidroxialquilo" se refiere a un grupo alquilo sustituido por un grupo -OH.

El término "mercapto” se refiere al grupo -SH.
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El término "oxo" se refiere a un compuesto anteriormente descrito en la presente memoria en donde un atomo de
carbono se ha sustituido por un atomo de oxigeno.

El término "nitro" se refiere al grupo -NOs-.

El término "tio" se refiere a un compuesto anteriormente descrito en la presente memoria en donde un atomo de
carbono u oxigeno se ha sustituido por un atomo de oxigeno. Por ejemplo, un grupo "tiol" se refiere al grupo -SH.

El término "sulfato" se refiere al grupo -SO..
Ejemplos

Los siguientes ejemplos se han incluido para proporcionar una guia al experto en la técnica para llevar a la practica las
realizaciones representativas de la materia objeto descrita en la presente solicitud. A la luz de la presente divulgacion
y el nivel general de conocimientos en la técnica, los expertos apreciaran que los siguientes ejemplos estan previstos
para ser solamente ilustrativos, y que numerosos cambios, modificaciones, y alteraciones se pueden aplicar sin
separarse del alcance de la materia objeto descrita en la presente solicitud. Los siguientes Ejemplos se proporcionan a
fines de ilustracion y no como limitacion.

Ejemplo 1

Preparacién de nanoparticulas que tienen colorantes de infrarrojo cercano unidos a las mismas

Se adquirieron nanoparticulas esféricas de oro con un diametro de 60 nm de Ted Pella, Inc. (Redding, California,
Estados Unidos de Ameérica). El tamafio de la nanoparticula, segun informé el fabricante, se confirmé mediante
microscopia de transmision electrénica y dispersion de luz. Para unir especies activas en Raman, por ejemplo,
moléculas no fluorescentes y los colorantes del NIR descritos en la presente memoria, a las nanoparticulas de oro, las
sustancias quimicas se mezclaron con las nanoparticulas de oro de forma que la concentraciéon de la molécula
indicadora Raman fuera de 10 uM en la mezcla final. Las nanoparticulas de oro se concentraron cinco veces a partir de
su solucion inicial para proporcionar una densidad 6ptica final igual a cinco (5) at 520 nm. La reaccion se dejo continuar
durante la noche en un agitador.

Ejemplo 2

Espectros SERS de los colorantes del infrarrojo cercano

El instrumento utilizado para el ensayo de la intensidad SERS de los colorantes activos en SERS descritos en la
presente solicitud era un espectrometro Centice (Morrisville, Carolina del Norte, Estados Unidos de América) con
excitacion mediante laser a 660 nm. Los resultados de los experimentos para una molécula activa en Raman no
fluorescente habitualmente usada, por ejemplo, trans-1,2-bis(4- piridil)etileno (BPE) y un colorante NIR descrito en la
presente solicitud, por ejemplo, colorante de cumarina picolinio (CoPic) aparece en la Figura 1. BPE muestra dos picos
principales: un pico a aproximadamente 1200 cm” y un doblete entre 1600 y 1650 cm™. De manera similar, CoPic
muestra dos picos principales a aproximadamente 1150 y 1550 cm™. Aunque la intensidad maxima del mayor pico
prominente del espectro de BPE es de aproximadamente 47.000, el maximo de CoPic es aproximadamente 160.000.
En este ejemplo, el pico maximo de CoPic tiene una intensidad aproximadamente tres veces mayor que el de BPE.

Los datos SERS obtenidos a partir de numerosas moléculas y colorantes Raman no fluorescentes comercialmente
disponibles se presentan en la Figura 2 y la Tabla 1. En cada caso, se notifica la intensidad del pico Raman mas
prominente respecto al fondo. Todos los colorantes comerciales, salvo MGITC, no se comportan tan bien como BPE.
Se muestra en la Figura 3 la intensidad de los picos Raman mostrados por los colorantes NIR descritos en la presente
solicitud determinados en similares condiciones experimentales. Las estructuras de los colorantes aparecen en la
Figura 4. Algunos colorantes no muestran ninguin pico Raman, mientras que otros colorantes muestran picos intensos.
La Figura 3 también compara la intensidad Raman obtenida para algunas moléculas indicadoras Raman
comercialmente disponibles y los colorantes NIR descritos en la presente solicitud. En algunas realizaciones, los
colorantes descritos en la presente solicitud son de dos a cinco veces mas intensos que las moléculas indicadoras
conocidas en la técnica para una excitacion laser a 660 nm.

Tabla 1. Intensidad Raman observada para el pico mas intenso de moléculas y colorantes Raman comercialmente

disponibles.
N°/AbreviaturaNombre Fuente H?é?g? deas,da(rub.iatlr.?rias de E:ir%qﬂ))rincipal
1 [MBA acido 4-mercaptobenzoico Sigmat 100 1590
2 |ATP 4-aminotiofenol Sigmat 5500 1528
3 |BPE Trans-1,2-bis(4-piridil)etileno Sigmat 47000 1608
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Tabla 1. Intensidad Raman observada para el pico mas intenso de moléculas y colorantes Raman comercialmente

disponibles.

4 |Cy-5 Cianina-5 Amershami 100 ----

5 |Rh6G Rodamina 6G Sigmat 1500 1457
6 [FIAm Fluorescamina Sigmat 1500 1599
7 |FITC Isotiocianato de fluoresceina Sigmat 2000 1599
8 |RB Rodamina B Sigmat 4000 1515
9 |RhIOI Rodamina 101 Sigmat 4500 -
10[CV Violeta de cresilo Sigmat 16000 1638
M[TRITC [ Soliodianato de Sigmat 27000 1651
12RBITC Isotiocianato de rodamina B Sigmat 33000 1515
13XRITC I65)0tiocianato de X-rodamina-5-(y - i%?g:jares®ﬁ 36000 1648
ot [sofocnatedeveriede e e o000

T Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri; fAmersham Biosciences, Piscataway, Nueva Jersey; 11 Invitrogen
Corporation, Carlsbad, California.

Tabla 2. Intensidad Raman observada para el pico mas intenso de los colorantes Raman del
infrarrojo cercano representativos descritos en la presente solicitud.

N° Abreviatura Nombre l(Et_Zﬁ)Sidad E:ir%%)principal

15 ERB Eno Red B 100 -

18 AZCO Yodoacetil azacumarina 85000 1650

19 CoBzt Cumarina 119000 1560

20 CoPic Cumarina picolinio 162000 1573

21 BDCY Benzodioxazol cianina 235000 1555

Ejemplo 3

Reduccidén de la unién no especifica en ensayos SERS en medio liquido con captura magnética

Se unieron oligonucleétidos de ADN a la superficie de nanoparticulas activas en SERS (particulas de oro revestidas
con moléculas indicadoras activas en SERS, por ejemplo, varios colorantes de bipiridilo, y se encapsularon en un
revestimiento de vidrio tiofuncionalizado) a través de una molécula enlazadora de polietilenglicol (PEG). Un ejemplo
representativo de una realizacion de la materia objeto descrita en la presente solicitud se ilustra en la Figura 5, que
representa graficamente la inmovilizacion de ADN sobre la superficie de nanoparticulas activas en SERS vy particulas
de captura magnética mediante un PEG enlazador heterobifuncional de 5 nm.

Los oligonucleodtidos terminados en amina se hicieron reaccionar con el resto éster de N-hidroxi-succinimida (NHS) de
una molécula de polietilenglicol heterobifuncional que comprende un éster NHS separado de un grupo maleimida
reactivo con tiol mediante doce subunidades de etilenglicol. La inmovilizacién del ADN PEGilado sobre las
nanoparticulas activas en SERS se realizé6 mediante reaccion de los grupos maleimida del enlazador PEG con los
grupos tiol presentes sobre la superficie de la nanoparticula activa en SERS.

Los oligonucledtidos de ADN conjugados con una molécula de PEG heterobifuncional se acoplaron con particulas
magnéticas a través de un acoplamiento tradicional con 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)- carbodiimida (EDC) por
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tratamiento de las particulas magnéticas carboxiladas con una molécula terminada en amina que contiene un disulfuro
interno. El disulfuro se escindi6 después con ditiotreitol, exponiendo un grupo tiol reactivo que reacciona con el resto
maleimida del conjugado oligonucleétido-PEG.

Para medir la unién no especifica entre la nanoparticula activa en SERS revestida de oligonucleétido y la particula
magnética revestida de oligonucleétido, 10 pl de una solucion de 1 mg/ml de oligonucleétido-particulas magnéticas
revestidas se mezclaron con 100 pl de una soluciéon 10 pM de oligonucledtidos-particulas SERS revestidas y 100 pl de
tampon en un tubo pequefio. El tubo se invirti6 durante 30 a 120 minutos, seguido por la concentracion de las
particulas magnéticas con un iman para formar un aglomerado. A continuacion, el aglomerado fue interrogado con un
laser para determinar el nivel de sefial SERS, que es proporcional al nimero de moléculas indicadoras activas en
SERS asociadas con las particulas magnéticas del aglomerado.

La Figura 6A muestra un espectro de un tubo de muestra en blanco y otro con nanoparticulas activas en SERS y
particulas magnéticas mezcladas entre si, en donde se ha unido directamente un ADN oligonucleétido (sin enlazador
PEG) a la nanoparticula activa en SERS y la particula magnética mediante una estreptavidina biotina-estreptavidina.
Debido a la falta de ADN diana (analito) en la solucién, la sefial observada en SERS se debe a la asociacion no
especifica de la nanoparticula activa en SERS con las particulas magnéticas. Las Figuras 6B y 6C muestran
resultados de un ensayo similar realizado con nanoparticulas activas en SERS revestidas con oligonucledtido y
particulas magnéticas revestidas con oligonucleétido, en donde los oligonucledtidos se han unido mediante un
enlazador de PEG y se prepararon como se ha descrito anteriormente.. Las Figuras 6A y 6B se representaron
graficamente sobre la misma escala. La Figura 6C presenta los mismos datos que la Figura 6B, pero con un intervalo
de sefial mas estrecho. La Figura 6C destaca la similitud entre la sefial procedente del tubo solo y la sefial del ensayo,
lo que demuestra que la unién no especifica entre los dos conjuntos de particulas se ha eliminado casi por completo.

Aunque la materia objeto anterior se ha descrito con cierto detalle a modo de ilustracion y ejemplo para propdsitos de
claridad de comprension, los expertos en la técnica entenderan que se pueden realizar algunos cambios y
modificaciones comprendidos en el alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Una nanoparticula que comprende una molécula indicadora activa en SERS de la férmula:

A-Y
en donde:
5 A se selecciona del grupo que consiste en:
Rs X1 R3
R-( R1
™~ # o 0 Sy N N

A—F
pe
~

en donde X1 es CRs 0 N;

Y se selecciona del grupo que consiste en:

> ’;\ el Rs Rs/ /RS
X Ixz X |Xz
™ \x N N \x
t 4 & 3
L Lo,
R3
TN/
M‘T’;
v
R

10

en donde:
r, s, y t son cada uno independientemente un numero entero de 1;

cada Xz y X3 se selecciona independientemente del grupo que consiste en C, S, y N, con la condicién de que (i)
cuando X, es Co S, Rses Z, o cuando X3 es C 0 S, Rs es Z, tal como se define Z mas adelante en el presente

15 documento; (ii) si ambos Xz y X3 son N al mismo tiempo, al menos uno de Rs y Rg esta ausente; y (i) cuando Xz es
N, Rs cuando esta presente es Z', o cuando X3 es N, Rs cuando esta presente es Z', en donde Z' se selecciona del
grupo que consiste en:

~(CHg)n-Xs; -NRg~(CHz)p-Xs; -(CH2)qXsC(=0)-R,

—(HZC)U—N | _§1U—GHQC)_;—N l :

20 en donde:
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n, p, g, U, y v son cada uno independientemente un nimero entero de 1 a 8;

cada uno de X4 y Xs se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidroxilo, amino, y tiol;
Xs s O o NRy1;

en donde;

cada Ri, Ro, R3, R4, Rs, Rs, Rs, R1o, R11, ¥ Z se selecciona independientemente del grupo que consiste en H,
alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido,
cicloheteroalquilo, cicloheteroalquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, aralquilo, hidroxilo, alcoxilo, hidroxialquilo,
hidroxicicloalquilo, alcoxicicloalquilo, aminoalquilo, aciloxilo, alquilaminoalquilo, y alcoxicarbonilo;

Ry es Z';

Ry es -(CH2)m-X7 0 -(CH2)m-B, en donde
m es un numero entero de 1 a 8;
X7 es haldégeno; y

B es una molécula enlazadora que tiene una afinidad de unién por un ligando o analito a detectar.

2. La nanoparticula de la reivindicacién 1, en donde la molécula indicadora activa en SERS de férmula A - Y se
selecciona del grupo que consiste en:

CH,
N \\/\ X
N\ \
Ry
\N O [o]
>
By
S
m\/j\\ :
R 1/\N () o) 8 ‘
%

Ry .
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/ a x
S P N r
R1/\‘N O [o] .
m) _
N
RI./“*\N 7 y :
X
Ry
3
NN
R1/\N \ \N
Jows ) .
Rs

en donde:

X' se selecciona del grupo que consiste en hidroxilo, amino, y tiol; y cada Ry y R se selecciona
independientemente del grupo que consiste en H, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo sustituido,
cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, cicloheteroalquilo, cicloheteroalquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, aralquilo,
hidroxilo, alcoxi), hidroxialquilo, hidroxicicloalquilo, alcoxicicloalquilo, aminoalquilo, aciloxilo, alquilaminoalquilo, y
alcoxicarbonilo.

3. La nanoparticula de la reivindicacion 1, en donde la molécula indicadora activa en SERS de férmula A - Y se adsorbe
en la superficie externa de la nanoparticula, o en donde la molécula indicadora activa en SERS de férmula A-Y se une
covalentemente a la superficie externa de la nanoparticula.

4. La nanoparticula de la reivindicacion 1, en donde la nanoparticula comprende un metal seleccionado del grupo que
consiste en Au, Ag, Cu, Na, Al, y Cr, o en donde la nanoparticula comprende una aleacién de al menos dos metales
seleccionados entre el grupo que consiste de Au, Ag, Cu, Na, Al, y Cr.

5. La nanoparticula de la reivindicacién 1, en donde la nanoparticula tiene un diametro inferior a 200 nm, o en donde la
nanoparticula tiene un diametro entre 40 nm y 100 nm.

6. La nanoparticula de la reivindicacion 1, en donde la molécula indicadora activa en SERS de férmula A -Y forma una
capa sobre una superficie externa de la nanoparticula, en donde la capa cubre al menos parcialmente la superficie
externa de la nanoparticula y esta definida por una superficie interna y una superficie externa, y en donde la capa de la
molécula activa en SERS se selecciona del grupo que consiste en una submonocapa, una monocapa, y una multicapa.

7. La nanoparticula de la reivindicacion 6, que comprende ademas un encapsulante, en donde el encapsulante se
coloca en al menos una de la superficie externa de la nanoparticula y la superficie externa de la capa de la molécula
indicadora activa en SERS de féormula A - Y, y en donde el encapsulante comprende uno o mas materiales
seleccionados entre el grupo que consiste de un vidrio, un polimero, un metal, un éxido metalico, y un sulfuro metalico.

8. La nanoparticula de la reivindicacion 7, en donde el vidrio comprende SiOy.
9. La nanoparticula de la reivindicacion 7 en donde el encapsulante tiene un espesor de 1 nm a 40 nm.

10. Un método para detectar la presencia o la cantidad de uno o mas analitos en una muestra bioldgica,
comprendiendo el método:
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(a) proporcionar una muestra biolégica que se sospecha que contiene uno o mas analitos;

(b) poner en contacto la muestra biolégica con un reactivo que comprende una o mas nanoparticulas activas en
SERS que tienen asociado con la misma al menos una molécula enlazadora especifica que tiene afinidad por
el uno o mas analitos y al menos una molécula indicadora activa en SERS de Férmula:

5 A-Y
en donde:

A se selecciona del grupo que consiste en:

Y L
NS J\ RS,

N
l N"-—o/
Rz
y
en donde X1 es CRs 0 N;
10 Y se selecciona del grupo que consiste en:

X"
J I
= \x:, : AN A \x
E

Ry Re Y

en donde:
r, s, y t son cada uno independientemente un nimero entero de 1;

15 cada Xz y X3 se selecciona independientemente del grupo que consiste en C, S, y N, con la condicién de que
(i) cuando X2 es Co S, Rs es Z, o cuando X3 es C 0 S, Rs es Z, tal como se define Z mas adelante en el
presente documento; (ii) si ambos X, y X3 son N al mismo tiempo, al menos uno de Rs y Re esta ausente; y
(iii) cuando Xz es N, Rs cuando esta presente es Z', o cuando X3 es N, Rg cuando esta presente es Z', en
donde Z' se selecciona del grupo que consiste en:

20 -(CHz)n-X4; -N Ra-(CHz)p-X5; -(CHz)qu,C(:O)-Rg,

o]

R
—(—HZC)U—N l —Nm—(HzC}v— ‘

en donde;
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n, p, g, U, y v son cada uno independientemente un nimero entero de 1 a 8;

cada uno de X4 y Xs se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidroxilo, amino, y tiol;
Xs s O o NRy1;

en donde;

cada Ri, Rz, R3, R4, Rs, Rg, Rs, R10, R11, y Z se selecciona independientemente del grupo que
consiste en H, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo sustituido, cicloalquilo,
cicloalquilo sustituido, cicloheteroalquilo, cicloheteroalquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, aralquilo,
hidroxilo, alcoxilo, hidroxialquilo, hidroxicicloalquilo, alcoxicicloalquilo, aminoalquilo, aciloxilo,
alquilaminoalquilo, y alcoxicarbonilo;

Ry es Z';

Ry es -(CHz2)m-X7 0 -(CH2)m-B, en donde m es un nimero entero de 1 a 8;

X7 es halégeno; y

B es una molécula enlazadora que tiene una afinidad de unién por un ligando o analito a detectar;

(c) iluminar la muestra biolégica con radiacién incidente a una longitud de onda para inducir a la
molécula indicadora activa en SERS a producir una sefial SERS; y

(d) medir la sefial SERS para detectar la presencia o la cantidad de uno o mas analitos de la muestra
bioldgica, con la condicién de que se excluya un método diagndstico realizado sobre el organismo
humano o animal.

11. El método de la reivindicacion 10, en donde el uno o mas analitos se selecciona del grupo que consiste en un acido
nucleico, un fragmento de ADN, un nucledétido, un polinucleétido, un oligonucleétido, o en donde el analito comprende
una estructura diana de una célula.

12. El método de la reivindicacion 10, en donde el reactivo comprende una nanoparticula que tiene asociado con la
misma mas de una molécula indicadora activa en SERS de férmula A - Y, en donde cada una o mas moléculas
indicadoras activas en SERS presenta una sefial SERS mensurable y distinta.

13. El método de la reivindicacién 10, en donde la molécula enlazadora especifica que tiene afinidad por el uno o mas
analitos esta directamente unida a la superficie externa de la nanoparticula, o en donde la molécula enlazadora
especifica esta covalentemente unida a la nanoparticula a través de un enlazador.

14. El método de la reivindicacion 13, en donde el enlazador comprende polietilenglicol (PEG).

15. El método de la reivindicacion 14, en donde el polietilenglicol comprende al menos 12 subunidades de etilenglicol,
o en donde el polietilenglicol comprende una molécula de polietilenglicol (PEG) heterobifuncional, en donde la
molécula de PEG heterobifuncional comprende un primer grupo funcional en un primer extremo de la molécula de PEG
heterobifuncional y un segundo grupo funcional en un segundo extremo de la molécula de PEG heterobifuncional.

16. El método de la reivindicacién 15, en donde el primer grupo funcional comprende un éster de N-hidroxisuccinimida
(NHS) y en donde el segundo grupo funcional comprende una maleimida.

17. El método de la reivindicacion 16, en donde la molécula de PEG heterobifuncional esta unida covalentemente a la
nanoparticula activa en SERS a través de un grupo tiol de la nanoparticula activa en SERS y el grupo maleimida de la
molécula de PEG heterobifuncional.

18. El método de la reivindicacion 17, en donde la molécula enlazadora especifica comprende un polinucleétido, y en
donde el polinucledtido esta unido covalentemente a la molécula de PEG heterobifuncional a través de un grupo amina
en el extremo 5' o 3' del polinucleétido y al éster de NHS de la molécula de PEG heterobifuncional.

19. El método de la reivindicacién 10, en donde la molécula enlazadora especifica que tiene afinidad por el uno o mas
analitos esta conjugada con la molécula indicadora activa en SERS de formula A - Y.

20. El método de la reivindicacion 10, en donde la molécula indicadora activa en SERS de formula A -Y forma una capa
sobre una superficie externa de la nanoparticula, en donde la capa cubre al menos parcialmente la superficie externa
de la nanoparticula y esta definida por una superficie interna y una superficie externa, y en donde la nanoparticula
comprende ademas un encapsulante, en donde el encapsulante se coloca en al menos una de la superficie externa de
la nanoparticula y la superficie externa de la capa de la molécula indicadora activa en SERS de férmula A - Y.

21. El método de la reivindicacién 10, que comprende ademas poner en contacto una pluralidad de particulas de
captura magnética con la muestra bioldgica, en donde cada particula de captura magnética tiene unida sobre la misma
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al menos una molécula enlazadora que tiene afinidad por el uno o mas analitos, y en donde la particula de captura
magnética forma un complejo con la nanoparticula activa en SERS que tiene asociada sobre si misma una molécula
indicadora activa en SERS de formula A - Y, y que comprende ademas exponer la muestra bioldgica a un campo
magnético para hacer que el complejo entre la particula de captura magnética y la nanoparticula activa en SERS migre
hacia una zona localizada del dispositivo de recogida de muestra.

22. El método de la reivindicacion 21, que comprende ademas iluminar la zona localizada del dispositivo de recogida
de muestra con radiacién incidente para detectar la presencia o la cantidad de uno o mas analitos asociados con la
particula de captura magnética y la nanoparticula activa en SERS.

23. El método de la reivindicacion 10, en donde el uno o mas analitos se inmovilizan sobre un soporte sélido, en donde
la una o mas nanoparticulas activas en SERS que tienen asociado con la misma al menos una molécula enlazadora
especifica que tiene afinidad por el uno o mas analitos y al menos una molécula indicadora activa en SERS de Férmula
A-'Y se han inmovilizado en un soporte sdlido.

24. Un kit que comprende un reactivo que comprende una o mas nanoparticulas activas en espectroscopia Raman
potenciada en superficie (SERS) que tiene asociada sobre la misma al menos una molécula indicadora activa en
SERS tal como se ha definido en una de las reivindicaciones 1 a 9.

47



160000

140000

120000

60000

40000

Intensidad Raman (u.a.)

20000

ok

ES 25357171713

100000

80000

1 1 A 1 1 I 1 M 1

1000 1100 1200 1300 1400 1500 1800 1700 1800 1900 2000

Desplazamiento Raman (cm)

Fig. 1

48



Intensidad Raman (u.a.)

ES 2535717713

80000 | 80000
70000 = 70000
I @
60000 |- - 60000
50000 | < 50000
' g
40000 [ o 40000 _
30000 ® 30000
2 [
20000 C 20000
o i
10000 £ o000
0 0
MEA ATF BPFE Rh8G Fidm FITC RE Rh GV TRITCRBITCXRITCMGITC
Moléculas Raman Colorantes comerciales
no fluorescentes
Fig. 24 Fig. 2B

Fig. 2

49



Intensidad Raman (u.a.)

250000

200000
150000
100000

20000

ES 2535717713

1

-

L

-

34

RB

3B

TRITCRBITCXRITC BPE MGITCAZCOCoBzT CoPic BDCY

Moléculas activas en Raman

Fig. 3

50



ES 25357171713

COBzT

COPIC

51



ES 25357171713

Fig. 5

52



ES 2535717713

400000

350000 - _ R _i__"_____h

300000 1 %"“ B

250000 | ._..M______n_ .
2 A o ﬁ-hru aront il e o
200000 -

500 1000 1500 2000

Senal (Arb)

Dispersion Raman (cm')

Fig. 64

53



Senal (Arb)

400000

ES 25357171713

380000
360000 -
340000

320000 4 e

300000

280000

260000
240000

220000 ==

200000

yr— — TR, e R e e e

500

700 900 1100 1300 1500 1700 1900

Dispersion Raman (cm-)

Fig. 6B

54




Senal (Arb)

225000

ES 2535717713

220000 +——;

215000 L=

500

1000 1500

Dispersion Raman (cm)

Fig. 6C

55

2000



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

