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DESCRIPCION
Ensayos acelerados con microondas
Antecedentes de la invencion
Campo técnico

La presente invencion esta dirigida a un método y sistema de deteccién para aumentar la sensibilidad y rapidez del
sistema de detecciéon, y mas en particular, aumentar la deteccién de fluorescencia en sistemas de ensayo de la
superficie mientras que aumenta la cinética de una biorreaccién en el sistema de deteccion.

Antecedentes de la técnica relacionada

Los inmunoensayos se utilizan ampliamente para la deteccién y determinacion de una variedad de proteinas, péptidos y
pequefias molecules.”® Si bien existe una gran familia diversa de inmunoensayos hoy, los principios basicos son en su
mayoria los mismos."® Estos por lo general utilizan unién antigeno-anticuerpo para el reconocimiento del analito y la
mayoria de la lectura basada en la fluorescencia para la transduccion de sefiales. Los inmunoensayos basados en
fluorescencia estan disponibles en muchas formas, tales como inmunoensayos resueltos en el tiempo,
inmunoensayos de transferencia de energia ***° e inmunoensayos de polarizacién de fluorescencia.'” *® La etapa de
reconocimiento de antigeno-anticuerpo es mas a menudo muy lento cinéticamente, necesitando largos tiempos de
incubacién, muy pocos ensayos posteriormente siendo completos menos de 10 minutos.”® Adicionalmente, la
sensibilidad de los inmunoensayos basados en fluorescencia se rige principalmente por el rendimiento cuantico del
fluoréforo marcado y la eficiencia y sensibilidad del sistema de deteccion.”® Estas dos limitaciones fisicas sustentan
tanto la rapidez como la sensibilidad de inmunoensayos actuales.™®

El presente inventor, junto con sus colegas, descubrid que la estrecha proximidad a las islas o coloides de plata
metadlicos, puede alterar la velocidad de desintegracion de radiactividad y/o velocidad de excitacién de fluoréforos.
Ademas, se ha demostrado que el rendimiento cuéantico de fluoréforos de bajo rendimiento cuantico se puede aumentar
por la proximidad a superficies metalicas. La excitacion mejorada de fluoréforos en estrecha proximidad a las superficies
metalicas incluyendo las nanoestructuras, islas, coloides, superficies porosas y continuas pueden tener numerosas
aplicaciones en las aplicaciones bioquimicas y biologicas de la fluorescencia debido a la mayor intensidad de
fluorescencia.

La deteccion de fluorescencia es la base de la mayoria de los ensayos utilizados en el descubrimiento de farmacos y
seleccion de alto rendimiento (HTS) hoy. En todos estos ensayos, la rapidez y la sensibilidad del ensayo es una
preocupacién primaria. La sensibilidad se determina por ambos el rendimiento cuantico de los fluoréforos y la eficiencia
del sistema de deteccion, mientras que se determina la rapidez por los parametros fisicos y biofisicos de temperatura,
concentracion, bioafinidad del ensayo etc.

Sin embargo, los ensayos y el sistema discutidos anteriormente, estan limitados por el tiempo de reaccién de las
reacciones quimicas dentro de los ensayos, tales como los que se producen en la unién o la hibridacién. Por lo tanto,
existe una necesidad de métodos y sistemas de ensayo que aumenten la cinética biolégica/bioquimica de la reaccion,
aumenten la sensibilidad y que puedan ser utilizados para las evaluaciones de las salas tanto de emergencia como
clinicas.

Resumen de la invencién

En un aspecto, la presente invencion se relaciona con un método de deteccién del ensayo que comprende:

1) proporcionar un material metdlico conductor; en donde el material metalico se forma como una pelicula, particulas,
nanoestructuras, isla o coloides;

2) introducir al menos una biomolécula para disponer cerca del material metalico conductor, en donde la biomolécula es
capaz de emitir luz y ser mejorada por una proximidad predeterminada al material metdlico;

3) aplicar energia electromagnética en el rango de microondas para hacer un aumento de calor en el material metdlico
aumentando asi, la cinética de reacciones quimicas que implican la biomolécula; y

4) medir la luz emitida desde el sistema.

El método descrito anteriormente se puede utilizar en multiples sistemas de deteccion de fluorescencia, incluyendo, pero
no limitando a, fluorescencia mejorada por metal acelerada por microondas, (MAMEF) y espectrometria raman de
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superficie mejorada acelerada por microondas (MASERS). Adicionalmente, el uso de microondas de baja potencia se
puede utilizar en muchos ensayos diferentes, incluyendo, pero no limitando a, inmunoensayos, ensayos de hibridacion,
ensayos de transferencia de energia de resonancia, ensayos basados en polarizacién/anisotropia, ensayos basados en
quimioluminiscencia, ensayos basados en luminiscencia, ensayos de inmunoabsorcion ligado a enzimas.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un sistema de deteccién que comprende:

a) un material metalico conductor colocado dentro de un recipiente, en donde el material metalico se forma como una
pelicula, particulas, nanoestructuras, isla o coloides;

b) al menos una biomolécula para disponer cerca el material metalico conductor, en donde la biomolécula es capaz de
emitir luz y ser mejorada por una proximidad predeterminada al material metalico;

c) una fuente de energia electromagnética que emite energia en al menos el rango de microondas para hacer un
aumento de calor en el material metalico aumentando asi, la cinética de reacciones quimicas que implican a la
biomolécula; y

d) un dispositivo de medicién para medir la luz emitida desde el sistema.

En la presente realizacion, la biomolécula comprende un componente fluorescente que tiene la capacidad de emitir
fluorescencia cuando entra en contacto con la radiacion en el rango de UV o IR. Preferiblemente, el componente capaz
de emitir fluorescencia es una molécula que no interfiere con la reaccién quimica de la biomolécula.

En otro aspecto, la presente invencion se relaciona con un método de deteccién de fluorescencia mejorada por el metal,
que comprende:

a) aplicar un material metalico conductor a una superficie utilizada en un sistema de deteccion, en donde la superficie
incluye vidrio, cuarzo o un material polimérico;

b) introducir una solucién que contiene al menos una biomolécula para disponer cerca la superficie metalica conductora,
en donde la biomolécula es capaz de emitir fluorescencia;

c) aplicar energia electromagnética en el rango de microondas para hacer un aumento de calor en la solucion
aumentando asi, la cinética de cualquiera de las reacciones quimicas que ocurren dentro del sistema de deteccion;

d) excitar la biomolécula con una fuente electromagnética para hacerla capaz de emitir fluorescencia; y
e) medir la emision de fluorescencia en el sistema.

En incluso otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para detectar un patdégeno diana en una muestra,
comprendiendo el método:

a) proporcionar un sistema que comprende:

1) un material metalico inmovilizado colocado sobre un sustrato de superficie, en donde el material metalico inmovilizado
tiene unido a este una sonda de secuencia de ADN de captura inmovilizada complementaria a una secuencia de ADN
conocida del patégeno diana; y

2) una sonda de secuencia de ADN de captura libre complementaria a una secuencia de ADN conocida del patégeno
diana, en donde la sonda de secuencia de ADN de captura libre tiene unido a esta un fluoréforo;

b) poner en contacto la muestra con la sonda de secuencia de ADN de captura inmovilizada, en donde la secuencia de
ADN del patégeno diana se une a la sonda de secuencia de ADN de captura inmovilizada;

c) poner en contacto la secuencia de ADN unida del patégeno diana con la sonda de secuencia de ADN de captura
libre, en donde la unién de la sonda de secuencia de ADN de captura libre con la secuencia de ADN del patégeno diana
hace que el fluoréforo sea colocado a una distancia suficiente del material metélico inmovilizado para mejorar la emision
de fluorescencia;

d) irradiar el sistema con energia de microondas en una cantidad suficiente para mejorar la unién de la sonda de
secuencia de ADN de captura libre con la secuencia de ADN del patdgeno diana causando un aumento en la velocidad
de las reacciones; y
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e) irradiar el sistema con energia electromagnética en un rango de UV a IR para aumentar la emisién de fluorescencia
por el fluoréforo colocado a una distancia predeterminada del material metalico.

Preferiblemente, la energia de microondas es suficiente para transferir energia al material metalico causando con ello un
aumento de calor en el mismo.

Preferiblemente, el material metalico conductor toma la forma de particulas metdlicas, nanoestructuras, islas, coloides,
matriz porosa o una superficie metalica continua. El elemento metalico puede incluir cualquier forma de metales nobles,
tales como plata, oro, platino y cobre, y méas preferiblemente, el material metélico es plata, tal como plata de baja
densidad.

La biomolécula que es capaz de emitir fluorescencia y/o tras la excitacion por energia electromagnética emite luz
incluye, pero no se limita a fluoréforos, croméforos, o luminéforos. El compuesto capaz de emitir fluorescencia puede ser
un fluoréforo intrinseco o un compuesto unido a un fluoréforo extrinseco.

En un aspecto adicional, la presente invencion se relaciona con un ensayo utilizando selecciéon de alto rendimiento
(HTS), comprendiendo el método:

a) proporcionar una placa de pozos utilizada en los sistemas HTS que comprende una multiplicidad de pozos;
b) introducir nanoestructuras metalicas en los pozos,

c¢) introducir al menos una biomolécula para disponer cerca las nanoestructuras metalicas, en donde la biomolécula es
capaz de emitir luz y ser mejorada por una proximidad predeterminada a las nanoestructuras metalicas;

d) aplicar energia electromagnética en el rango de microondas para hacer un aumento de calor en el material metélico
aumentando asi, la cinética de reacciones quimicas que implican la biomolécula; y

e) medir la luz emitida desde el sistema.

Un aspecto adicional de la presente invencion, se relaciona con un kit para detectar una molécula diana en una muestra,
comprendiendo el kit

a) un recipiente que comprende una capa de particulas de metal inmovilizados depositados sobre un sustrato fabricado
de un material polimérico o de cuarzo, en donde una sonda inmovilizada esta conectado a las particulas de metal y en
donde la sonda inmovilizada tiene una afinidad por la molécula diana;

b) un fluoréforo que tiene una afinidad por la molécula diana, en donde la unién de la molécula diana con ambos la
sonda inmovilizada y el fluoréforo hace que el fluoréforo sea colocado a una distancia suficiente de las particulas de
metal inmovilizadas para mejorar la emisién de fluorescencia; y

¢) una fuente de energia de microondas.

Otros aspectos y ventajas de la invencién seran mas evidentes a partir de la descripcién subsiguiente y las
reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 muestra el espectro de absorcién plasmén de la pelicula isla de plata (SiF) antes y después de la exposicion
a microondas de baja potencia.

La figura 2 muestra las imagenes de AFM de peliculas isla de plata (SiF) antes y después de 30 segundos de
exposicion a microondas de baja potencia.

La figura 3 muestra los componentes del sistema de modelo de proteina-fluoréforo utilizado para demostrar la
fluorescencia mejorada por el metal acelerada de microondas (MAMEF). Tanto las superficies de vidrio como con bafio
de plata estan igualmente recubiertas con BSA biotinilada que crea una capa de separacion para la fluorescencia
mejorada por el metal. La avidina marcada con fluoresceina (FITC-avidina) se une rapidamente a la superficie con un
tiempo de reaccién a temperatura ambiente de aproximadamente 30 minutos.

La figura 4 muestra la emision de fluoresceina mejorada de la superficie con bafio de plata en comparacion con la
superficie de vidrio (muestra de control) después de 30 minutos de incubacion (Parte superior). Las muestras se lavaron
después de la incubacion. (Parte inferior) - espectros de emisién normalizados que muestran que las propiedades de
emision espectral se conservan en ambos sustratos de vidrio y con bafio de plata.
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La figura 5 muestra la emision de fluoresceina mejorada sobre la superficie con bafio de plata en comparacion con el
vidrio después de 20 segundos del calentamiento con microondas de baja potencia (parte superior). La muestra se lavo
después de 20 segundos de microondas para eliminar el material no unido. Una intensidad de fluorescencia de emision
de la fluoresceina final similar se puede observar tanto para una incubacion de 30 minutos (Figura 4 - parte superior) en
comparacion con 20 segundos del calentamiento con microondas. (Parte inferior) espectros de emisién normalizados
gue muestran que las propiedades espectrales se mantienen.

La figura 6 muestra los espectros de emision de fluoresceina-avidina en ambas superficies con bafio de plata y de vidrio
después de 30 segundos de incubacion, sin calentamiento con microondas. Los beneficios de fluorescencia mejorada
por el metal acelerada con microondas se pueden ver comparando las figuras 4,5y 6.

La figura 7 muestra fotografias que ilustran los beneficios de fluorescencia mejorada por el metal acelerada de
microondas (MAMEF). De manera significativa, mayor intensidad de emision de fluorescencia de fluoresceina se puede
ver en la superficie con bafio de plata que se ha calentado con microondas.

La figura 8 muestra que la intensidad decae para FITC-avidina tanto en vidrio como en SiF, tanto antes como después
de la exposicion a calentamiento con microondas de baja potencia. La intensidad decae en las SiF son casi idénticas
(SiF — peliculas isla de plata).

La figura 9 muestra la intensidad de emision de fluoresceina de ambos sustratos con bafio de plata y vidrio como una
funciéon del calentamiento de microondas de baja potencia acumulado. El fluor6foro es imperturbable por las
microondas.

La figura 10 muestra la velocidad de los experimentos de control de absorcion no especifica de fluoresceina-avidina a
las superficies desnudas después de 30 minutos de incubacion (Parte superior) y después de 30 segundos del
calentamiento con microondas de baja potencia (Parte inferior). Ambas superficies de vidrio y con bafio de plata no se
recubrieron con BSA biotinilada. Ambos graficos muestran que los grados de absorcidn no especificos son de hecho
muy bajos, y que el calentamiento con microondas de baja potencia no aumenta el grado de absorcion no especifica.

La figura 11 muestra los resultados de experimentos de transferencia de energia de resonancia de fluorescencia para
confirmar que las microondas de baja potencia no desnaturalizan las proteinas. (Parte superior) - avidina marcada
(donante) con fluoresceina antes y después del calentamiento con microondas de baja potencia, (Parte media) - avidina
marcada (aceptor) con Alexa 532 antes y después del calentamiento con microondas de baja potencia, (Parte inferior) -
avidina marcada donante-aceptor (relacion D/A = 10) antes y después del calentamiento con microondas de baja
potencia. El grado de transferencia de energia no cambia después del calentamiento, lo que sugiere que las proteinas
no se desnaturalizan.

La figura 12 muestra los resultados de otros experimentos de transferencia de energia de resonancia de fluorescencia
para confirmar que las proteinas no se desnaturalizan por microondas de baja potencia. (Parte superior) - Avidina
marcada (donante) con fluoresceina antes y después del calentamiento con microondas de baja potencia, (Parte media)
- avidina marcada (aceptor) con Alexa 532 antes y después del calentamiento con microondas de baja potencia, (Parte
inferior) - avidina marcada donante-aceptor (relacién D/A = 1) antes y después del calentamiento con microondas de
baja potencia.

La figura 13 muestra los espectros de absorcion de azul de timol como una funcién de la temperatura (Parte superior), y
el grafico radiométrico posterior de las bandas de absorcion 600 y 425 nm como una funcién de la temperatura (Parte
inferior).

La figura 14 muestra los espectros de absorcién como una funcién de la temperatura para 30 pL de azul de timol en el
soporte de muestra de cuerpo negro (Parte superior) y la respectiva absorbancia, grafico temperatura Vs tiempo
radiométrico (Parte inferior).

La figura 15 muestra los portaobjetos de cristal de TOC.

La figura 16 muestra un inmunoensayo modelo de fluorescencia mejorada por metal. Una superficie con bafio de plata
caracteriza anticuerpos inmovilizados para un analito particular. Tras la formacion del inmunoensayo de tipo sandwich,
el fluoréforo de bajo rendimiento cuantico se pone en estrecha proximidad a la superficie (dentro de la region de mejora
de 10 nm), el sistema se convierte en altamente luminiscente y facilita la detectabilidad analito.

La figura 17 muestra imagenes de AFM tanto antes como después del calentamiento con microondas (Parte superior
izquierda y Parte inferior respectivamente) y el espectro de absorcidn de plasmones correspondientes (derecha).

La figura 18 muestra un inmunoensayo de Mioglobina de fluorescencia mejorada por el metal de la presente invencion.
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Las figuras 19A y B muestran las intensidades de fluorescencia del inmunoensayo de mioglobina en presencia y
ausencia de plata sin calentamiento con microondas A (parte superior) y después del calentamiento con microondas de
baja potencia B (parte superior). Se encontré que los espectros tanto en vidrio como plata son idénticos después de la
normalizacion Ay B (parte inferior).

La figura 20 muestra la geometria de la muestra en pozos de seleccion de alto rendimiento (HTS).

La figura 21 muestra una configuracion de fluorescencia de reflexién interna total TIRF experimental montada sobre una
plataforma XY, para el analisis en pozos de HTS con bafio de plata y sin bafio de plata.

La figura 22 muestra los espectros de absorcion de pozos de HTS de fondo de plastico recubiertos con coloide de plata,
antes y después del calentamiento con microondas de baja potencia.

La figura 23 muestra la intensidad de emisién de fluorescencia de fluoresceina de los pozos de HTS tanto con bafio de
plata y sin bafio de plata (Parte superior) después de una incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente. Los
espectros son el promedio de 5 pozos. (Parte inferior) - espectros normalizados de ambos pozos con bafio de plata y sin
bafio de plata.

La figura 24 muestra la intensidad de emision de fluorescencia de fluoresceina de los pozos HTS tanto con bafio de
plata como sin bafio de plata (Parte superior) después de 30 segundos del calentamiento con microondas. Los
espectros son el promedio de 5 pozos. (Parte inferior) - Espectros normalizados de pozos tanto con bafio de plata como
sin bafio de plata después del calentamiento con microondas.

La figura 25 muestra fotografias de pozos de HTS actuales, con y sin plata, antes y después del calentamiento con
microondas. Las fotografias fueron tomadas a través de un filtro de paso largo con excitacion de onda evanescente TIR
de 473 nm.

La figura 26 muestra las velocidades de experimentos de control de absorcion no especifica de fluoresceina-avidina a
superficies desnuda y con bafio de plata después de 30 minutos de incubacion (Parte superior), 30 segundos de
incubacion (Parte media), y después de 30 segundos del calentamiento con microondas de baja potencia (Parte
inferior). Los fondos de los pozos no se recubrieron con BSA Biotinilada.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién se relaciona con sistemas y métodos para aumentar y detectar la fluorescencia de compuestos
fluorescentes y no fluorescentes, incluyendo biomoléculas, mientras que aumenta la cinética de biorreacciones
utilizadas en métodos de deteccion.

"Fluoréforo”, como se usa en este documento, significa cualquier sustancia que emite energia electromagnética, tal
como luz a una cierta longitud de onda (longitud de onda de emisién) cuando la sustancia es iluminada por la radiacion
de una longitud de onda (longitud de onda de excitacion) diferente y se pretende abarcar una molécula quimica o
bioquimica o fragmentos de la misma que es capaz de interactuar o reaccionar especificamente con un analito de
interés en una muestra para proporcionar una o0 mas sefiales opticas. Adicionalmente, fluoréforo incluye fluoréforos
tanto extrinsecos como intrinsecos. El fluoréforo extrinseco se relaciona con fluoréforos unidos a otra sustancia. Los
fluoréforos intrinsecos se refieren a sustancias que son fluoréforos por si mismos. Los fluoréforos de ejemplo incluyen,
pero no se limitan a los enumerados en el Catalogo de Sondas Moleculares.

Los fluoréforos representativos incluyen pero no se limitan a Alexa Fluor® 350, cloruro de dansilo (DNS-CI), 5-
(yodoacetamida) fluoresceina (5-1AF); fluoresceina 5-isotiocianato (FITC), tetrametilrodamina 5-(y 6-)isotiocianato
(TRITC), 6-acriloil-2-dimetilaminonaftaleno (acrilodan), 7-nitrobenzo-2-oxa-1,3, -diazol-4-il cloruro (NBD-CI), bromuro de
etidio, Lucifer Yellow, 5-carboxirodamina 6G clorhidrato, lisamina rodamina B sulfonil cloruro, Texas Red ™, cloruro de
sulfonilo, BODIPY ™., &cidos sulfénicos naftalamina incluyendo pero no limitando a acido 1-anilinonatfaleno- 8-sulfénico
(ANS) y acido 6- (p-toluidinil) naftalen -e-2-sulfénico (TNS), acido graso Antroil, DPH, acido parinarico, TMA-DPH, acido
graso fluorenilo, fluoresceina-fosfatidiletanolamina, Texas rojo-fosfatidiletanolamina, pirenilo-fosfatidilcolina, fluorenilo-
fosfotidilcolina, merocianina 540, 1- (3-sulfonatopropil) -4 - [-beta- [ 2 [(di-nbutilamino) - 6 naftil] vinil] piridinio betaina
(naftil estiril), 3,3'dipropiltiadicarbocianina (diS-C3-(5)), 4-(pdipentil aminostiril)-1-metilpiridinio (di-5-ASP), Cy-3 yodo
Acetamida, Cy-5-N-Hidroxisuccinimida, Cy-7-Isotiocianato, rodamina 800, IR-125, Tiazol Naranja, Azure B, Nile Blue, Al
Ftalocianina, Oxaxina 1, 4’, 6-diamidino- 2-fenilindol (DAPI), Hoechst 33342, TOTO, Naranja de acridina, Homodimero
Etidio, N(etoxicarbonilmetil)-6- metoxiquinolinio (MQAE), Fura-2, Calcio Verde, Carboxi SNARF-6, BAPTA, Cumarina,
phytofluors, Coronene, y complejos de metal-ligando.

Los fluoréforos intrinsecos representativos incluyen, pero no se limitan a compuestos organicos que tienen estructuras
de anillos arométicos incluyendo, pero no limitando a NADH, FAD, tirosina, triptéfano, purinas, pirimidinas, lipidos,
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acidos grasos, acidos nucleicos, nucleétidos, nucledsidos, aminoacidos, proteinas, péptidos, ADN, ARN, azlcares y
vitaminas. Los fluordforos apropiados adicionales incluyen cofactores de enzimas; lantanido, proteina verde
fluorescente, proteina amarilla fluorescente, proteina roja fluorescente, o mutantes y derivados de los mismos.

También se incluyen los novedosos compuestos que contienen acido borico heterociclico de nitrdgeno cuaternario
incluyendo:

(A)
g
PN, B(OH),
a) R
(B)
(HO),B
TTAm
OO
Q
X
(C)
(HO),B
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D)

(HO)B
I;l Me
N
No
S
x

(E)

(F)

en donde X es cloruro, bromuro o yoduro y R se selecciona del grupo que consiste en H, grupo alquilo C1-C4 de cadena
lineal o ramificada, grupo alcoxi C1-C4, grupo arilo, hidroxilo, ciano, sulfonilo, y NRlRZ, en donde R! y R? pueden ser
iguales o diferentes uno de otro y se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H y grupos alquilo C; -
Ca.
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El término "biomolécula” significa cualquier molécula de origen natural o un derivado de dicha molécula. La biomolécula
puede ser en forma activa o inactiva. La "forma activa" significa que la biomolécula esta en una forma que puede
realizar una funcién biolégica. La "forma inactiva" significa la biomolécula debe ser procesada ya sea de forma natural o
sintética antes de que la biomolécula pueda realizar una funcién biolégica. Las biomoléculas de ejemplo incluyen los
acidos nucleicos, estructuras de anillo de carbono aroméatico, NADH, FAD, aminoacidos, carbohidratos, esteroides,
flavinas, proteinas, ADN, ARN, oligonucledtidos, péptidos, acidos nucleicos, acidos grasos, mioglobina, grupos de
azlcares tales como glucosa etc., vitaminas, cofactores, purinas, pirimidinas, formicina, lipidos, fitocromo, phytofluor,
péptidos, lipidos, anticuerpos y ficobiliproteina.

La invencion combina el uso de la fluorescencia mejorada por el metal con la capacidad de acelerar enormemente la
cinética biolégica/bioquimica mediante el uso del calentamiento con microondas de bajo nivel de las muestras. Las
microondas de bajo nivel no destruyen o desnaturalizan las proteinas, ADN, o ARN, pero en su lugar calientan la
muestra suficientemente para proporcionar las cinéticas aceleradas tal como unién o hibridacion. Ademas, las
microondas no se encuentran dispersas por el metal de plata de baja densidad, que es contrario a la mayoria de los
objetos metdlicos, tales como aquella reconocida por la colocacién de una cuchara en un horno de microondas. Por lo
tanto, la presente invencion combina las intensidades de sefial mejorada y localizada que se han reportado para los
metales en estrecha proximidad con los fluoréforos con la capacidad de calentar rapidamente las muestras utilizando
microondas de bajo nivel.

Las microondas (aproximadamente 0.3 a aproximadamente 300 GHz) se encuentran entre las radiaciones
electromagnéticas de infrarrojos y de radiofrecuencia. En general se piensa que las microondas aceleran las reacciones
quimicas y bioguimicas por el efecto de calentamiento,® donde el calentamiento sigue esencialmente el principio de
pérdida dieléctrica de moléculas. “2 Las moléculas polares absorben la radiaciéon de microondas a través de rotaciones
dipolo y, por lo tanto, se calientan, en tanto que las moléculas no polares no absorben debido a las constantes
dieléctricas bajas, por lo tanto, no se calientan.** Las moléculas polares se adhieren a las del campo externo aplicado.
En la cavidad del horno de microondas convencional empleado en este trabajo, la frecuencia de la radiacién (2.450
MHz) cambia de sefial 2.45 x 10° veces por segundo. El calentamiento se produce debido al efecto torsional ya que las
moléculas polares rotan de atras a delante, se realinean continuamente con el campo cambiante, siendo las rotaciones
moleculares mas lentas que el campo eléctrico cambiante. La constante dieléctrica, la capacidad de una molécula para
ser polarizada por un campo eléctrico, indica la capacidad del medio a ser calentada por el microondas. Por lo tanto, los
solventes tales como agua, metanol y dimetilformamida se calientan facilmente, en tanto que las microondas son
eficazmente transparentes al hexano, tolueno y dietiléter.*? Para los metales, la atenuacion de la radiacion de
microondas surge de la creacion de corrientes resultantes de los portadores de carga que se desplazan por el campo
eléctrico.®® Estos electrones de conductancia son extremadamente movil y a diferencia de las moléculas de agua se
pueden polarizar completamente en 10-18 s. En la cavidad de microondas utilizada en la presente invencion, el tiempo
necesario para que el campo eléctrico aplicado que va a invertirse es mucho mas largo que este, de hecho, muchos
ordenes de magnitud. Si las particulas de metal son grandes, o forman bandas continuas, a continuacion, las grandes
diferencias de potencial se pueden provocar, lo que puede producir descargas dramaticas si son lo suficientemente
grandes como para romper la resistencia eléctrica del medio que separa las particulas metalicas de gran tamafio.
Curiosamente, y mas apropiado para la nueva plataforma de ensayo descrita en este documento, las particulas
metdlicas pequefias no generan diferencias de potencial suficientemente grandes para que ocurra este fenémeno de
"arqueado".58 Sin embargo, como se discute a continuacion, los portadores de carga que se desplazan por el campo
eléctrico son sujetos a la resistencia en el medio en el que se desplazan debido a las colisiones con los fonones de
celosia.®® Esto conduce a calentamiento éhmico de las nanoparticulas de metal, ademas del calentamiento de
cualquiera de las moléculas polares de superficie. Intuitivamente, esto conduce a un calentamiento localizado alrededor
de las nanoestructuras de plata ademas del solvente, acelerando rapidamente la cinética de ensayo. Ademas, la
estrecha proximidad de los fluoréforos de ensayo, adicionalmente, conduce a modificaciones de la velocidad de
desintegracion de radiactividad del fluoréforo? *" y el posterior aumento en la emision de fluorescencia®® *’. Por lo tanto,
las nanoparticulas metalicas, fluoréforos y las microondas se pueden combinar para producir inmunoensayos
cinéticamente acelerados y 6pticamente amplificados.

Existen muchos ensayos importantes que pueden beneficiar directamente de las intensidades de sefial mejoradas y una
cinética mas rapida. Por ejemplo, las concentraciones de mioglobina para pacientes de ataque cardiaco, los pacientes
de choque téxico y pancreatitis. Todos estos ensayos son ampliamente utilizados en las salas de emergencia de los
hospitales con tiempos de ensayo de mas de 30 minutos. Por lo tanto, la presente invencion se puede utilizar para
puntos de cuidado y evaluacion clinica en salas de emergencia.

En la presente invencidn, la radiaciéon de microondas se proporciona por una fuente electromagnética que tiene una
frecuencia en un rango entre 0.3 y 10 GHz y un nivel de potencia en un rango entre aproximadamente 10 milivatios y
400 vatios, mas preferiblemente de 30 milivatios a aproximadamente 200 vatios. Cualquier fuente, conocida para un
experto en la técnica se puede utilizar, tal como un laser que emite luz, en donde se utiliza la luz en su sentido mas
amplio, es decir, la radiacion electromagnética que se propaga a través del espacio e incluye no soélo la luz visible, sino
también radiacién de infrarrojos, ultravioleta y microondas. Por lo tanto, un solo instrumento colocado por encima de la
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superficie del ensayo se puede usar para generar la energia de microondas y la energia para excitar moléculas capaces
de emitir fluorescencia. La luz se puede emitir a partir de una fibra continua o intermitente, segin se desee, para
mantener las particulas metéalicas a una temperatura predeterminada tal que es capaz de aumentar la velocidad de las
reacciones quimicas en el sistema de ensayo. En la alternativa, la energia de microondas se puede suministrar a través
de una guia de onda hueca para el transporte de energia de microondas desde un magnetrén apropiado. La energia de
microondas se ajusta preferiblemente para causar un aumento del calor dentro del material metdlico sin causar dafio a
cualquier material bioldgico en el sistema de ensayo.

La presente invencion proporciona emisiones mejoradas utilizando islas metalizadas de formas elipticas, esféricas,
triangulares o de tipo varilla. En casos de ejemplo, las islas elipticas tienen relacion de aspecto de 3/2, y los coloides
esféricos tienen un diametro de 20-60 nm. Sin embargo, la invencion no se limita a cualquier geometria particular. El uso
de técnicas de recubrimiento conocidas, la colocacién de islas metélicas podria ser controlada con precision, tan cerca
como 50 nm de distancia. En el caso de pelicula metalica continua, las emisiones de fluoréforo se pueden detectar en la
solucién de analito a 500 nm de la superficie del metal. En el caso en donde el recubrimiento metalico esta formado por
islas, las emisiones de fluor6foro mejoradas podrian ser detectadas en la solucién hasta 200 nm distante de la superficie
del metal.

En una realizacién, la presente invencion proporciona un material metalico y una biomolécula capaz de emitir
fluorescencia, en donde el material metalico y la biomolécula estan separados por al menos una capa de pelicula
espaciadora. El espesor de dicha pelicula puede ser seleccionado con el fin de mejorar la fluorescencia de la
biomolécula debido a la distancia de la biomolécula a partir del material metalico. La capa de pelicula espaciadora
puede ser una o varias capas de una pelicula de polimero, una capa formada a partir de un acido graso o una capa
formada a partir de un 6xido. En una realizacion preferible, las capas de pelicula espaciadora y el material metélico son
guimicamente inertes y no se unen a las biomoléculas a ser detectadas o a intermedios que se unen a los compuestos
para ser detectados, por ejemplo, unido covalentemente. La capa formada a partir de un acido graso puede estar
formada por una técnica de Langmuir-Blodgett. La capa de pelicula espaciadora puede ser una pelicula de polimero
recubierto por centrifugacion. La capa de 6xido se puede formar a partir de una técnica de deposicion, tal como
deposicion de vapor.

Adicionalmente, el material metalico puede ser en la forma de una matriz tridimensional porosa. La matriz tridimensional
puede ser una matriz tridimensional nano-porosa. El material metalico puede incluir particulas coloides de metal y/o
particulas de material compuesto de metal-silice. EI material metdlico puede comprender aglomerados de particulas
metalicas y/o particulas enlazadas binarias o particulas de metal en una matriz de polimero. La matriz tridimensional
puede estar formada de vidrios de poro controlado o utilizando matrices ensambladas a partir de la agregacion de los
propios compuestos de plata-silice. Las matrices pueden ser de matriz de nanoporos metalicos, a través del cual las
especies fluiran y ambas seran detectadas y contadas de manera mas eficiente.

Aumento de la velocidad de desintegracion de radiactividad

Se sabe que un metal cercano puede aumentar la velocidad de desintegracion intrinseca de un fluoréforo, es decir, para
modificar la velocidad a la que el fluor6foro emite fotones. En fluorescencia, los espectros observables se rigen por la
magnitud de A, la velocidad de radiactividad, en relacién con la suma de las velocidades de desintegracion no radiactiva,
knr tales como la conversion interna y temple.

Los fluoréforos con alta velocidad de radiactividad tienen altos rendimientos cuanticos y una corta vida media. Aumentar
el rendimiento cuantico requiere la disminucién de las velocidades no radiactivas K, que a menudo sélo se lleva a cabo
cuando se utiliza una temperatura de la solucién baja o un fluor6foro unido en un entorno mas rigido. La vida media
natural de un fluoréforo, Tn, es la inversa de la velocidad de desintegracion de radiactividad o de la vida media que se
observaria si sus rendimientos cuanticos fueron unidad. Este valor esta determinado por la fuerza de oscilador
(coeficiente de extincidn) de la transicion electrénica. Por lo tanto, para casi todos los ejemplos empleados actualmente
en la espectroscopia de fluorescencia, la velocidad de desintegracién de radiactividad es esencialmente constante. La
modificacién y el control de la velocidad de radiactividad también se mencionan como Ingenieria de desintegracién de
radiactividad (RDE), o efecto de mejora de fluorescencia "pararrayos". Por ejemplo, recientemente se ha observado una
fluorescencia de ADN intrinseco mejorada por encima de particulas metalicas, que normalmente no es facilmente
observable debido al muy bajo rendimiento cuantico del ADN de menos de 10™. El segundo efecto favorable
"pararrayos” también aumenta la intensidad de fluorescencia por excitacion mejorada localmente. En este caso, la
emision de fluoréforos se puede mejorar sustancialmente con independencia de sus rendimientos cuanticos.

La reduccion de la vida media de un fluoréforo cerca de un metal es debido a una interaccion entre el fluoréforo y la
particula metalica, lo que mejora la velocidad de desintegracion de radiactividad (aumento del rendimiento cuéntico) o
dependiendo de la distancia, d*®, hace que se inactive. Cabe sefialar que la vida media de fluoréforos con altos
rendimientos cuanticos (0.5) disminuirian sustancialmente mas que la vida media de aquellos con bajos rendimientos
cuanticos (0.1 y 0.01). Una vida media del estado excitado mas corta también permite menos reacciones fotoquimicas,
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gue posteriormente se traducen en un aumento de la fotoestabilidad del fluoréforo. En particular, el uso de fluoréforos de
bajo rendimiento cuanticos daria lugar a mejoras de fluorescencia mucho mas grandes (i.e., 1/Qo) y podria reducir
significativamente emisién de fondo no deseada de los fluoréforos distales a partir del ensayo con bafio de plata.

La fotoestabilidad del fluor6foro es una preocupacién principal en muchas aplicaciones de fluorescencia. Esto es
particularmente cierto en la espectroscopia de moléculas individuales. Una vida media mas corta también permite un
flujo de fotones méas grande. El nUmero maximo de fotones que son emitidos cada segundo por un fluoréforo estd mas o
menos limitado por la vida media de su estado excitado. Por ejemplo, una vida media de 10 ns puede producir
aproximadamente 10° fotones por segundo por molécula, pero en la practica, s6lo 10° fotones se pueden observar
facilmente. El pequefio nimero de fotones observados por lo general se debe tanto a la foto-destruccion y la emision
isotrépica. Si una superficie de metal disminuye la vida media, se pueden obtener mas fotones por segundo por
molécula aumentando de forma apropiada la intensidad incidente.

Por otra parte, la fluorescencia mejorada por el metal proporciona una intensidad mejorada, mientras que acorta
simultaneamente la vida media. Es decir, puede ser posible disminuir la intensidad de excitacion, y aun asi ver un
aumento significativo en la intensidad de emision y fotoestabilidad.

La capacidad de aumentar la velocidad de desintegraciéon de radiactividad sugiere que cualquier cromoforo, incluso
especies no fluorescentes tales como bilirrubina, fullerenos, complejos de metal-ligando o porfirinas podria mostrar
rendimientos cuanticos altos Utiles cuando se coloca apropiadamente cerca de una superficie de metal. Los efectos de
las interacciones de la superficie del fluor6foro de metal son altamente dependientes de la distancia entre la superficie
del metal y la especie, y la naturaleza de la superficie metélica.

La emision mejorada se puede observar en las distancias de acuerdo con el tipo de fluor6foro para ser detectado y el
tipo de metal. Por ejemplo, la emisién mejorada se puede observar cuando un fluoréforo se distancia aproximadamente
4 nm a aproximadamente 200 nm a las superficies metdlicas. Las distancias preferibles son aproximadamente 4 nm a
aproximadamente 30 nm, y mas preferiblemente, 4 nm a aproximadamente 20 nm a superficies metalicas. A esta
escala, hay pocos fendbmenos que proporcionan oportunidades para nuevos niveles de deteccién, manipulacion y
control. Adicionalmente, los dispositivos en esta escala pueden conducir a un rendimiento, sensibilidad y fiabilidad
mejorado drasticamente con tamafio, peso reducido drasticamente, y por lo tanto el coste.

Se espera que los diferentes efectos de fluorescencia mejorada de superficie para superficies metdlicas
semitransparentes, sub-longitud de onda o espejos, peliculas isla de plata o coloides metdlicos. Los efectos mas
dramaticos por lo general se observan para las islas y coloides en comparacion con las superficies metalicas continuas.
Las islas de plata tenian el notable efecto de aumentar la intensidad 5 veces mientras que disminuye la vida media 100
veces. Dicho efecto sélo se puede explicar por un aumento en la velocidad de desintegracion de radiactividad,

La fluorescencia se puede detectar utilizando dispositivos incluyendo, pero no limitando a, un espectrofluorimetro con
fuente de luz y el detector. Las fuentes de luz pueden incluir lamparas de arco y laser. Los detectores pueden incluir
tubos fotomultiplicadores. Adicionalmente, es ventajoso que el dispositivo tenga un monocromador de modo que las
longitudes de onda especificas de la luz se pueden usar para excitar una molécula o para detectar las emisiones a una
longitud de onda especifica. Cuando una muestra que contiene un fluoréforo se coloca en el espectrofluorémetro y se
expone a una cantidad de radiacion de excitacion, el fluor6foro emite radiacion que es detectada por un tubo
fotomultiplicador. La intensidad de fluorescencia de una biomolécula se puede aumentar en respuesta a una cantidad de
radiacion de excitacion cuando la distancia entre la particula de metal y la biomolécula es desde aproximadamente 40 A
a aproximadamente 2000 A, preferiblemente desde aproximadamente 40 A a aproximadamente 200 A.
Alternativamente, la intensidad de fluorescencia de la biomolécula se puede reducir cuando la distancia entre la
biomolécula y la particula metélica es menos de aproximadamente 40 A.

La presente invencién proporciona un método para aumentar la intensidad de fluorescencia de una biomolécula
marcada con fluorescencia incluyendo las etapas de marcacién de una biomolécula con un fluoréforo, posicionamiento
de la biomolécula marcada a una distancia aparte de una particula metalica de tal manera que, en respuesta a una
cantidad de radiacion de excitacion en el rango de microondas, el fluoréforo emite radiacion.

En las aplicaciones de MEF, se encontr6 que las sefiales de fluorescencia mejorada (rendimientos cuanticos - Qm) de
fluoréforos en estrecha proximidad (<10 nm) a nanoestructuras metalicas podrian ser bien descritos por las siguientes
ecuaciones:

Qu= (I + T'y) / (T4 Tk, (1)
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donde I es la velocidad de desintegracion de radiactividad no modificada, 'y es la velocidad de desintegracién de
radiactividad modificada por metal y knr son las velocidades no radiactivas. Del mismo modo, la vida media modificada
con metal, tTm, de un fluoréforo se reduce por un aumento de la velocidad de desintegracion de radiactividad:

To = 1/ (TH ko) (2)

Estas ecuaciones han dado lugar a predicciones mas inusuales de combinaciones de fluoréforo-metal, y son estas
predicciones y observaciones las que estan encontrando actualmente profundas implicaciones y aplicaciones en
nanotecnologia basadas en la fluorescencia'®?* *” Teniendo en cuenta que la fluorescencia se ha convertido en la
herramienta dominante en biotecnologia hoy, entonces la fluorescencia mejorada por metal ** %> *" y acoplada a
plasmones®® *° promete cambiar la forma como se ve la fluorescencia.”® A partir de las ecuaciones 1y 2, se puede
observar que a medida que aumenta el valor de la 'm, el rendimiento cuantico Qm aumenta, mientras que la vida
media, Tm, disminuye. Esto es contrario a la mayoria de las observaciones en fluorescencia®® donde el rendimiento
cuantico de espacio libre, QO, y la vida media, 10, suelen cambiar al unisono como se ha descrito por las ecuaciones
bien conocidas:

Qo =T"/(I"+ k) 3)
=1/ +ky) 4

Adicionalmente, uno de los principales criterios para la eleccién de los fluor6foros en inmunoensayos actuales ha sido
un alto rendimiento cuantico. Esto puede conducir a un alto fondo de cualquiera de fluoréforos sin etiquetar o un alto
fondo de fluorescencia de la absorcién de ensayo no especifico. Sin embargo, la fluorescencia mejorada por el metal es
ideal en este sentido, ya que los fluoréforos de bajo rendimiento cuéntico son méas favorables, 2%*%" el factor de mejora
de la fluorescencia en presencia de nanoestructuras de plata dadas por 1/Q0 donde QO es el rendimiento cuantico de
espacio libre* en ausencia de metal. Posteriormente MEF cuando se aplica a los inmunoensayos, ensayos de
rendimientos ultra luminosos, con una sefial:ruido mucho mas alta: en comparacién con los ensayos idénticos que no
emplean el fendmeno MEF.

Preparacion de islas metdlicas

Las particulas isla se preparan en vasos de precipitados limpios por reduccion de iones metalicos utilizando diversos
agentes reductores.®* Por ejemplo, se adiciona hidréxido de sodio a una solucién de nitrato de plata agitada
rapidamente, formando un precipitado de color marrén. Se adicioné hidréxido de amonio para volver a disolver el
precipitado. La solucion se enfria y los portaobjetos de cuarzo secos se adicionan al vaso de precipitados, seguido de
glucosa. Después de agitar, durante 2 minutos, la mezcla se calienta a 30 °C. Después de 10-15 minutos, la mezcla se
vuelve de color amarillo-verde y se vuelve turbia. Una pelicula delgada de particulas de plata se ha formado sobre los
portaobjetos, como se puede ver a partir de su color verde marrén. Los portaobjetos se enjuagan con agua pura antes
de su uso.

Los procedimientos alternativos para la preparacion de particulas metalicas también estan disponibles. * 888788 |
plata se utiliza principalmente debido al color familiar de la absorcién de plasmén superficial mas larga de plata.

a

Preparacion de coloides de plata

Los coloides se pueden preparar como suspensiones de metales de reduccion de citrato. Los metales preferidos son
plata y oro. Una vez mas, el oro puede ser debido a la absorcién de oro en longitudes de onda mas cortas. Sin embargo,
los coloides de oro se pueden usar con longitud de onda roja y fluor6foros NIR mas largos.

El tamafio de los coloides y su homogeneidad se pueden determinar por las extensas publicaciones sobre las
propiedadessg)pticas de las particulas metdlicas disponibles y los efectos de la quimica de interfaz en la propiedad optica
de coloides.

Las peliculas isla de plata se pueden formar por una reduccién quimica de una sal de plata en la superficie de cuarzo,
que son relativamente simples de fabricar. Sin embargo, este enfoque no proporciona un control de tamafio de particula,
o la distancia de los fluoréforos de la superficie. Mejoras de 1000 veces se han logrado con la comprension de las
geometrias de la muestra han sido heterogéneas y los factores de mejora promediada espacialmente.
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Las particulas metalicas se pueden unir a una superficie colocando los grupos quimicos funcionales, tales como cianuro
(CN), amina (NHz) o tiol (SH), en un sustrato de vidrio 0 polimero. Se sabe que los coloides metalicos se unen
espontaneamente a tales superficies con alta afinidad.*® °* %2

El posicionamiento de la biomolécula o la particula metdlica a una distancia deseada se puede lograr utilizando una
pelicula. La pelicula puede ser una pelicula de polimero, una pelicula de Langmuir-Blodgett o una pelicula de éxido.

Peliculas de Langmuir-Blodgett

Las distancias metal-fluor6foro se pueden lograr utilizando peliculas de Langmuir-Blodgett con espaciadores de acidos
grasos. Los acidos grasos pueden ser de fuentes naturales, incluyendo cortes o fraccionamientos concentrados, o
acidos carboxilicos alquilo sintéticos. Ejemplos de acidos grasos incluyen, pero no se limitan a, caprilico (Cs), caprico
(C10), laurico (C12), miristico (C14), palmitico (Cis), estearico (Cig), oleico (Cig), linoleico (Cis), linolénico (Cig), ricinoleico
(C1s) araquidico (Cz0), gadolico (Czo), behénico (C22) y ercico (C22). Los acidos grasos con longitudes de cadena de
carbono de numero par se ofrecen como ilustrativos de que los acidos grasos de numero impar también se pueden
utilizar.

Las distancias metal-fluor6foro se pueden lograr utilizando peliculas de polimero. Ejemplos del polimero incluyen, pero
no se limitan a, alcohol de polivinilo (PVA). Las medidas de absorbancia y elipsometria se pueden utilizar para
determinar el espesor de pelicula de polimero. Un tipo de peliculas de polimero es una pelicula de polimero recubierto
por centrifugacion. La tecnologia de peliculas espaciadoras de polimero recubierto por centrifugacion permite que las
peliculas se recubran faciimente sobre una variedad de superficies, con un espesor variado a partir de > 0.1 um. El
recubrimiento se puede realizar en un equipo de recubrimiento por centrifugacién, lo que permite un espesor uniforme
de la superficie mediante la variacion de la concentracion de polimero (viscosidad) y la velocidad de centrifugado. Por
ejemplo, el equipo de recubrimiento por centrifugacion modelo P6700 (Specialty Coating Systems Inc.), permite un
espesor uniforme de la superficie mediante la variaciéon de la concentracion de polimero (viscosidad) y la velocidad de
centrifugado.

En una realizacion, la deteccion se produce sin la unién de las moléculas al sensor o soporte. La molécula que va a ser
detectada, no estad unida quimicamente. La molécula que va a ser detectada puede permanecer en soluciéon y no
interactuar directa o indirectamente con las particulas metélicas, revestimientos o capas espaciadoras de pelicula.

Coloides metalicos (o varias otras formas no esféricas/particulas) también se pueden incorporar en los polimeros
organicos, de forma covalente o no covalente, para formar matrices poliméricas, en donde la distancia de especie de
difusién proporciona un aumento de la velocidad de desintegracion de radiactividad y, por lo tanto, un aumento en
rendimiento cuantico. Tales matrices poliméricas son ideales para la deteccion/aplicaciones de detecciéon de flujo de
especies de baja concentracion.

Los polimeros que contienen particulas metalicas pueden tener otras aplicaciones, incluyendo pero no limitando a,
deteccién de inclusidn/exclusion de tamafio de las especies no fluorescentes, aumento de la fotoestabilidad de los
fluoréforos incorporados, deteccion de moléculas individuales de poro Unico, y polimeros porosos que permiten la
difusién de analitos o anticuerpos, resultando en un cambio de sefial detectable y cuantificable en el analito o anticuerpo
o elemento de transduccion respectivo.

Esta realizacion de la presente invencién también puede tener grandes aplicaciones en la medicina clinica, aplicaciones
de monitoreo ambiental, seguridad nacional, tales como deteccion rapida de especies de baja concentracion, procesos
industriales, industrias farmacéuticas, tales como seguimiento de especies, y sensores para su uso en atmosferas
reducidas tales como salas limpias de riesgo biol6gico y luz del espacio.

Los beneficios de la presente invencién incluyen un aumento en intensidad de fluorescencia debido al aumento de las
velocidades de desintegracién de radiactividad y excitacion, y la presente invencion tiene muchas implicaciones
profundas y aplicaciones en, pruebas clinicas, bioquimicas, biofisicas y de deteccién. Por ejemplo, que la emision de
cromoforos de bajo rendimiento cuantico puede ser aumentada tiene importantes implicaciones para los estudios de
acidos nucleicos vy fluorescencia de la proteina. Probabilidad de que la fluorescencia mejorada de la superficie puede
resultar en un millébn de veces mas fotones por fluoréforo puede proporcionar un equivalente, si no superando PCR y
ELISA en términos de sensibilidad, para la deteccién de organismos infecciosos sin la necesidad de las etapas de
amplificacion utilizadas en la actualidad.

EJEMPLOS
La figura 1 muestra los espectros de absorcion de plasmones de las peliculas isla de plata (SiF), tanto antes como
después del calentamiento con microondas de baja potencia, durante 30 segundos. La potencia de la cavidad fue

aproximadamente 140 vatios, que es el mismo que el utilizado en los ensayos discutidos mas tarde, y es de una
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potencia similar utilizada para inmunotincion.®*®? Como puede verse en la Figura 1, las microondas y calentamiento no

tuvo ningun efecto sobre la absorcion de plasmon superficial de los SiF, indicando que no hay cambios en la forma
estructural o de plata superficie, donde la absorciéon de plasmén superficial es bien conocida por ser caracteristica de la
forma de las nanoparticulas, 6364, que es debido a la oscilacion de la trayectoria libre media de cargas superflc:lales o4
Adicionalmente, ninguna "chispa" fue evidente a partir de las superficies con bafio de plata, una consecuencia conocida
de la acumulacion de carga superficial y disipacion de particulas de tamafio sin longitudes de onda grandes o
superficies continuas.

La morfologia estructural de las superficies con bafio de plata se midié adicionalmente utilizando microscopia de fuerza
atdbmica como se muestra en la figura 2. Mientras que fue algo dificil probar que exactamente la misma area después
del calentamiento con microondas, muy poco, si no se observé ningun cambio en la morfologia de la superficie entre los
lugares. Aunque no se muestra en la figura 2, las superficies con bafio de plata, tanto himedas y secas, fue
adicionalmente expuesto a varios cientos de vatios de potencia de cavidad de microondas durante muchos minutos. En
todas estas investigaciones no se encontré6 ninguna evidencia de cambios estructurales de la superficie por
calentamiento con microondas, lo que demuestra claramente la compatibilidad de las superficies nanoestructuradas de
exposicién a microondas y por lo tanto el calentamiento. A este respecto, los estudios basados en diversas soluciones
han informado recientemente que el microondas induce el crecimiento de nanoestructuras, aunque estos |nf0rmes
involucran solamente el crecimiento inicial de las particulas en presencia de surfactantes estabilizantes,® y no la
exposicion de estructuras finalizados como se describe en este documento.

Para demostrar la utilidad del enfoque nuevo de plataforma de ensayo descrito en este documento, se escogid un
modelo de sistema de fluoréforo de proteina, la figura 3, que igualmente cubre la mitad de un portaobjetos de vidrio con
bafio de plata, el otro lado sin bafio de plata, que actlan como una muestra de control por los que comparar los
beneficios de utilizar el fendmeno de fluorescencia mejorada por metal (MEF). La relacion de mejora ISiF /IGlass (La
ventaja de utilizar el fendbmeno MEF) es la intensidad de fluorescencia observada en las SiF dividida por la intensidad
sobre el sustrato de vidrio sin bafio de plata. La BSA biotinilada forma facilmente una monocapa sobre ambos sustratos
de plata y vidrio.”""® Adicionalmente, este sistema de la proteina coloca fluoréforos > 4 nm de las superﬁues qaue es
ideal para MEF, que el presente inventor ha demostrado que es un fendbmeno a través del espacio, =, en
comparacion con una espectrometrla raman de superficie mejorada SERS, se sabe que un efecto similar se debe a las
interacciones de contacto.” Este sistema de proteina modelo también ofrece la cinética simples de sui:)erflue i.e., no se
espera ninguna reaccion de nuevo debido a la bien conocida fuerte asociacion de biotina y avidina.’

La figura 4 — parte superior muestra la intensidad de emision de fluoresceina tanto del portaobjetos con bafio de plata
como del cristal (muestra de control). Los espectros de emision, que se recoge a través de un filtro de paso largo de 500
nm, muestra una intensidad aproximado de 6 veces mayor del de plata en comparacion con el control de vidrio. Este
aumento se debe a una modificacion de la velocidad radiactiva de la fluoresceina, ya que se pone en estrecha
proximidad de las nanoestructuras de plata por la reaccion de bioafinidad, y es consistente con numerosas
publicaciones anteriores. ***" En la figura 4 - parte superior de la muestra se incub6 durante 30 minutos a temperatura
ambiente, que se predetermina ser suficiente tiempo suficiente para permitir que el ensayo llegara a > 95% de
finalizacion. La figura 4 - parte inferior muestra el espectro normalizado, lo que demuestra que las propiedades
espectrales se conservan tanto en los sustratos de plata como de vidrio.

La figura 5 — parte superior muestra el efecto combinado de ambos, calentamiento con microondas de baja potencia y la
amplificacion Optica debido a la plata 987 para un ensayo idéntico como se mide en la figura 4, i.e., MAMEF.
Curiosamente, el ensayo produce una intensidad de fluorescencia final de similar después de 20 segundos del
calentamiento con microondas (aproximadamente 200 au) en comparacién con una incubacion a temperatura ambiente
de 30 minutos, c.f Figuras 4 y 5 parte superior. En: Adicién de plata vidrio de plata Avidina marcado con FITC; BSA
biotinilada, la plata sigue manteniendo sus propledadeszpara mejorar Opticamente la emision de fluoresceina, debido a
una modificacion de la velocidad intrinseca radiactiva.’ La figura 5 — parte inferior muestra que las propiedades de
fluoresceina se mantienen cuando los espectros se normalizaron para la comparacion.

Los ensayos se incubaron adicionalmente en ambos de vidrio y plata, durante 30 segundos a temperatura ambiente,
pero sin calentamiento con microondas, como se muestra en la figura 6. Como se puede observar, muy poca avidina
marcada con fluoresceina se une a la superficie BSA biotinilada y cuando se compara con las intensidades de emision
que se muestran en la figura 5, a continuacién, esto demuestra claramente el uso de microondas de baja potencia para
aumentar la rapidez del ensayo. Esta comparacion también es evidente visualmente en la figura 7, en donde las
fotografias de la izquierda tomadas a través de un filtro de emision después de 30 segundos de incubacién y sin el
calentamiento con microondas, en comparacion con las fotografias a mano derecha que muestran la emisién de
fluorescencia mucho mas fuerte después de 30 segundos del calentamiento con microondas. Las fotografias de la parte
posterior muestran los portaobjetos de microscopio, las regiones con bafio de plata que aparecen de color marrén y en
la parte derecha de cada portaobjetos.
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Los beneficios de fluorescencia mejorada por el metal acelerada con microondas se pueden ver comparando las figuras
4,5y 6. Por lo tanto, las figuras 5, 6 y 7 demuestran el uso de microondas de baja potencia para calentar rapidamente
las muestras de calor y cuando se combina con el uso de nanoestructuras de plata, ofrece facilidad de ensayos ultra
brillante y ultra rapido. Curiosamente, las microondas no perturban la morfologia de la nanoestructura plata o |ncluso
causan la formacioén de arqueado, una caracteristica familiar de objetos metalicos en cavidades de microondas.®
Posteriormente, este enfoque dirige fundamentalmente dos limitaciones fisicas subyacentes de ensayos e
inmunoensayos modernos, a saber, la sensibilidad y rapidez del ensayo. En este sentido, el uso de las SiF prevé un
aumento de aproximadamente 10 veces en la sefial, que puede ser traducido a un aumento de 10 veces la sensibilidad
del ensayo, mientras que el uso de microondas facilita el transporte de proteinas de masa a la superficie proporciona
por aproximadamente una disminucion de 90 -veces en el tiempo de realizacién del ensayo.

Una inspeccion mas cercana y la comparacion de las figuras 4 y 5 parte superior, revela que la rapidez del ensayo no es
igual tanto en sustratos de vidrio como de plata. Después de 30 minutos de incubacion (Figura 4 - parte superior) el
ensayo tiene una intensidad maxima de emisién de aproximadamente 60 au a 530 nm. En comparacion, después de 20
segundos del calentamiento de microondas (Figura 5 - parte superior), la intensidad de emisién en el control de vidrio
tiene un valor de aproximadamente 25 au. Mientras que esta disminucién se presta a una relacion de la mejora mas
grande observada después del calentamiento con microondas, i.e., 6 vs. 9 se cree que este efecto es debido al
calentamiento local preferencial alrededor de las nanoestructuras de plata 8 acelerando rapidamente el transporte de
masa a la superficie. Los estudios de temperatura de los ensayos descritos en este documento, han demostrado que, en
las condiciones empleadas, se produjo sélo un salto de aproximadamente 8 °C de temperatura, que no tiene en cuenta
para el aumento de 90 veces en la rapidez de ensayo, ademas soportando la nouon del calentamiento localizado.
Aunque es probable que puede haber contribuciones de efectos adicionales de plasma * se cree que el calentamlento
de las particulas metdlicas y polvos por microondas da como resultado principalmente de mecanismos conductores.*®
La atenuacion de la radiacion de microondas en un medio conductor surge de la creacion de corrientes como resultado
de los portadores de carga que se desplaza en el campo eléctrico. Los portadores de carga estan sujetos a la
resistencia, las colisiones con fonones de celosia, 58 que conducen a un calentamiento 6hmico. % En el presente
ensayo, se cree que esto conducira a la del calentamiento localizado alrededor de las particulas de plata y se cree que
explican las diferencias en la rapidez de ensayo, tanto en sustratos de plata y de vidrio.

Como se ha descrito brevemente en lo que antecede, una modificacion de la velocidad de desintegracion de
radiactividad del fluoréforo se puede caracterizar por un mayor rendimiento cuantico (aumento de la intensidad de
fluorescencia), junto con una vida media disminuida, c.f. ecuaciones 1 y 2. Se midi6 la vida media de fluoresceina a
partir del ensayo en ambas porciones de vidrio y con bafio de plata después de 30 minutos de incubacion, asi como
después de 30 segundos del calentamiento con microondas, figura 8. Sorprendentemente, las curvas de caida de
intensidad de fluoresceina después de 30 minutos de incubacion como en comparacion con 30 segundos del
calentamiento con microondas de baja potencia fueron casi idénticos, tanto revelando la vida media redujo
significativamente en comparacion con el control de vidrio. Curiosamente, el control de vidrio muestra aproximadamente
80 recuentos de fondo, que es debido a los tiempos de adquisiciéon de datos mas largos, en funcién del S:N inferior de
fluoresceina sobre el vidrio en comparaciéon con la plata. Dado el uso muy extendido de la espectroscopia de
quorescenma de la informacion ambiental y estructural de la proteina debido a la sensibilidad de los fluoréforos a su
entorno, “*° entonces se puede concluir a partir de la figura 8 que los ensayos son idénticos (tanto en su conformacion
como ambientalmente), después de que ambos una incubacién de 30 minutos a temperatura ambiente y después de 30
segundos del calentamiento con microondas. Estas curvas de caida de intensidad no solo sirven para confirmar una
modificacion en la velocidad de desintegracion de radiactividad fluoréforo, 1, pero de hecho la viabilidad de la
plataforma de ensayo MAMEF. También se demostré que el ensayo no se somete a ningiin cambio conformacional de
proteinas debido al calentamiento con microondas de baja potencia, como lo demuestran los estudios de transferencia
de energia de resonancia.

La fotoestabilidad del fluor6foro o analito es una preocupacion primaria en muchas aphcamones de fluorescencia, en
particular los ensayos de tipo plataforma y en estudios de una sola molécula. 97> E| niimero maximo de fotones que
son emitidos por un fluoréforo por segundo es mas o menos limitado por su vida media en estado excitado.”® Tanto,
para vida media mas corta, por lo general se puede observar muchos mas fotones por fluoréforo por segundo. Este
aumento de flujo de fotones, que se presta a coeficientes S/N muy mejorados para los ensayos y por lo tanto la mejora
de la detectabilidad de analitos, se manifiesta como el area integrada bajo las curvas de intensidad de emision de la
figura 4 y 5. Es evidente que muchos mas fotones son emitidos por molécula de fluoresceina en estrecha proximidad a
la plata. Adicionalmente a un aumento de la detectabilidad, una vida media reducida en presencia de plata, proporciona
una mayor fotoestabilidad del fluoréforo, como fluoré6foros inherentemente pasan menos tiempo en un estado excitado
(vida media reducida) (}/ por lo tanto son menos propensos a la foto oxidacién, la mayor via de foto destruccién para
sondas fluorescentes.”

Posteriormente, la fotoestabilidad del ensayo basado en fluoresceina se estudid después del calentamiento con
microondas para evaluar cualquier grado de foto destruccién, donde el ensayo se incubd en primer lugar durante 30
minutos a temperatura ambiente. La figura 9 muestra el calentamiento con microondas acumulativo del ensayo, donde
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el ensayo se calenté y luego la intensidad de fluorescencia a 530 nm medida después de 470 nm, aproximadamente 30
mW de excitacién durante 1 minuto, y luego se repite el procedimiento. Después de 20 segundos del calentamiento con
microondas ningln cambio en la emisién de la fluoresceina fue evidente en ambos los portaobjetos de vidrio y con bafio
de plata. Adicionalmente, ningiin cambio en la intensidad de la sefial de emisién fue evidente durante la exposicion de 1
minuto para la luz laser. Curiosamente, aunque no se muestra en la figura 9, en las condiciones empleadas con este
ensayo se llevé mas de 3 minutos de calentamiento con microondas para secar el ensayo, hasta qué punto, tanto los
espectros de emisién de fluoresceina y la intensidad pico permanecieron constantes.

Al igual que con la mayoria de los ensayos es la bioactividad de la especie y la naturaleza de las SUJ)eI’fICIes que rigen el
alcance de las reacciones no-especificas o absorcion de ensayo de superficie no especmca Posteriormente, se
cuestiond si utilizando el calentamiento con microondas de baja potencia en realidad aumentaria la velocidad de
absorcion no especifica en el ensayo modelo actualmente descrito. La figura 10 muestra los resultados de experimentos
de control eran ambas superficies de vidrio y con bafio de plata fueron incubadas con avidina marcada con fluoresceina.
En estos experimentos las superficies no se pre-recubrieron con BSA-biotinilada. De la figura 10 - parte superior se
puede observar que después de 30 minutos de incubacién sin el calentamiento con microondas, esencialmente no fue
evidente la fluoresceina a partir de las superficies desnudas. Esto indica que no hay una absorcidon no especifica de
avidina marcada con fluoresceina con la superficie. Sin embargo, después de la exposicion de 30 segundos de baja
potencia a microondas, una muy pequefia cantidad de emision de la fluoresceina fue evidente en las SiF. Esta cantidad
fue sustancialmente menor que > 200 au de intensidad de fluorescencia que se muestra en la figura 5 parte superior, y
por lo tanto no se cree que sea de alguna importancia. Posteriormente, en el sistema de modelo actualmente descrito, el
grado de absorcion no especifica debido al calentamiento con microondas se considerd despreciable.

Se investigo si la préoxima exposicion a microondas causoé efecto de desnaturalizacion de las proteinas en el sistema de
ensayo presente. Los cambios conformacionales de la proteina en la superficie de un ensayo de fluorescencia mejorada
por metal potencialmente podria complicar la C|net|ca3y la sensibilidad del ensayo, dado que MEF es un fendémeno
dependiente de la distancia y a través del espacio Posteriormente, se empled la transferencia de energia de
resonancia de fluorescencia (FRET) para investigar cualquier cambio conformacmnal de la proteina, una técnica que se
utiliza ampliamente y por lo tanto no necesita introduccion en este respecto ° para investigar esto, la avidina marcada
con fluoresceina (donante) y Alexa 532 (aceptor) se incubaron en ambas superficies por separado, juntos y tanto antes
como después del calentamiento con microondas, figuras 11 y 12. En la figura 11 - parte superior se puede observar
que las propiedades espectrales de emisién de avidina marcada con fluoresceina incubadas sobre una superficie de
BSA biotinilada tanto antes como después del calentamiento con microondas permanecen sin cambios. Del mismo
modo el aceptor (Alexa 532) incubado solo en la superficie biotinilada no muestra ningin cambio en sus propiedades
espectrales de emision, figura 11 — parte media. Cuando tanto el donante como el aceptor se incubaron juntos (30
minutos) en la superficie con una proporcion D/A de 10: 1, entonces se puede ver claramente que tanto la emision de
fluoresceina como la emision de Alexa, después de la excitacion sola del donante, figura 11 - parte inferior.
Curiosamente, los espectros de emision son idénticos, tanto antes como después del calentamiento con microondas, lo
que sugiere que el ensayo de proteinas de superficie no ha sufrido cambios conformacionales, cuando dichas
modificaciones puedan alterar los espectros de emisién par de FRET.

En la figura 11 - parte inferior el espectro de emision estd dominado por la emision de fluoresceina, principalmente
porque este esta en exceso, una proporcion de superficie donante:aceptor 10:1. Posteriormente, las superficies donde la
proporcion D/A fue 1: 1 se prepararon como se muestra en la figura 12. De manera similar a la figura 11, los espectros
de donante y aceptor solo no se perturban por calentamiento con microondas. Sin embargo, cuando el donante y el
aceptor se incuban juntos (30 minutos), los espectros ya no estan dominada por la emision del donante, pero la
transferencia de energia en lugar significativo se puede observar al aceptor, figura 12 - parte inferior. Una vez mas,
después del calentamiento con microondas, los espectros son casi idénticos a los que no se calienta, lo que sugiere que
no se producen cambios conformacionales de la proteina, por el hecho de que el grado de transferencia de energia se
mantiene constante, i.e., sin cambios espectrales D/A. Esto sugiere fuertemente que el enfoque actual utilizando el
calentamiento con microondas de baja potencia no modifica la morfologia de la superficie de ensayo.

El presente inventor ha demostrado un enfoque simplista y de bajo coste para superar algunas de Ias limitaciones
fisicas impuestas por las plataformas de ensayo actuales, es decir, la rapidez y sensibilidad del ensayo 8 El presente
enfoque MAMEF por lo tanto, tiene varias ventajas notables, entre ellas:

1) La amplificacién de fluorescencia proporcionada por las nanoestructuras de plata se ha demostrado que es aplicable
a muchos fluoréforos y, por lo tanto, longitudes de onda, desde el UV a cerca de IR.***** Por lo tanto, fluoréforos
empleado actualmente en ensayos todavia seria apropiado. Sin embargo, el uso de fluoréforos de bajo rendimiento
cuantico daria lugar a mejoras de fluorescencia mucho mas grandes (i.e., 1/Qo) y podria reducir significativamente la
emision de fondo no deseado de fluoréforos distales a partir del ensayo con bafio de plata, recordando que el MEF es
una interaccién a través del espacio de rango cercano (<10 nm)
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2) El fenébmeno de fluorescenma mejorada por el metal se ha demostrado que proporciona para el aumento de
intensidades de emision,'*** de hasta varios miles-de veces.* Esto aumenta sustancialmente los Ilmltes de deteccion
(i.e., menores concentraciones detectables), que es un criterio importante en el desarrollo del ensayo hoy.

3) Una gran variedad de superficies con bafio de plata se puede preparar de forma rutinaria, que no requieren los

beneficios de un laboratorio de nanofabricacién y la instrumentacion sofisticada tal como litografia de haz de
19-21

electrones.

4) La vida media reducida de fluoréforos en estrecha proximidad de nanoestructuras de plata proporciona un aumento
sustancial de fotoestabilidad del quoroforo ! Adicionalmente, vidas medias mas cortas permiten velocidades de
ciclacion de fluoréforo superiores, 19- que también proporciona un mayor fluoréforo y por lo tanto detectabilidad del
ensayo_lg -21,41

5) Las microondas de baja potencia empleadas en este documento no perturban las superficies con bafio de plata, no
producen "arqueado" que se observa cominmente para objetos metalicos en las cavidades de microondas, *® o incluso
desnaturalizar o cambian la conformacion de la proteina. Las microondas de baja potencia proporcionan un rapido
calentamiento eficaz de los ensayos, produciendo intensidades idénticas de fluorescencia finales, vida media de
fluoréforos, asi como extensiones de la transferencia de energia (conformacién de la proteina) en comparacién con
incubacién a temperatura ambiente.

Materiales

Albumina bovina-biotinamidocaproil-marcada (BSA biotinilada), avidina marcada con FITC, nitrato de plata (99.9%),
hidroxido de sodio (99.996%), hidroxido de amonio (30%), citrato trisédico, D-glucosa y portaobjetos de vidrio (75x25
mm) recubiertos con APS calidad premium se obtuvieron de Sigma-Aldrich. Avidina marcada con Alexa 532 se obtuvo
de Molecular Probes (Eugene, OR). Todos los productos quimicos se utilizaron tal como se recibieron.

La formacion de las peliculas isla de plata (SiF) sobre sustratos de vidrio recubiertos con APS

En una preparacion tipica de SiF una solucién de nitrato de plata (0.5 g en 60 mL de agua desionizada) en un vaso de
precipitados de vidrio de 100 mL limpio, equipado con una barra de agitacion recubierta de teflén, se prepara y se
coloca en una placa de calentamiento/agitaciéon Corning. Mientras se agitaba a la velocidad mas rapida, 8 gotas (=200
pL) de una solucion de hidréxido de sodio recién preparada 5% (p/v) se adiciond. Esto da como resultado la formacion
de precipitados de color marron oscuro de particulas de plata. A continuaciéon, se adicionaron gota a gota,
aproximadamente 2 mL de hidroxido de amonio para volver a disolver los precipitados. La solucién clara se enfriaa 5 °C
colocando el vaso de precipitados en un bafio de hielo, seguido de remojo de los portaobjetos de vidrio recubiertos con
APS en la solucién. Mientras se mantiene el portaobjeto a 5 °C, se adiciona una solucion fresca de D-glucosa (0.72 g en
15 mL de agua). Posteriormente, la temperatura de la mezcla se calienta entonces a 30 °C. Como el color de la mezcla
se vuelve de color amarillo-verde a amarillo-marrén, y el color de los portaobjetos se convierte en verde, los portacbjetos
se retiran de la mezcla, se lavan con agua, y se sonicaron durante 1 minuto a temperatura ambiente. Los portaobjetos
depositados-SiF se enjuagaron luego con agua desionizada varias veces y se secaron bajo una corriente de gas
nitrégeno.

Los portaobjetos de vidrio depositados-SiF se recubrieron con cinta aislante de color negro, que se une a un papel
autoadhesivo, que contiene tres agujeros circulares de 5 mm de ancho

(denominado como un "cuerpo negro”) en ambos portaobjetos con bafio de plata y sin bafio de plata, antes de la
fabricacion del ensayo y posteriores experimentos de fluorescencia.

Preparacion del ensayo de proteina modelo (biotina-avidina) en peliculas isla de plata y en vidrio (ensayo de control)
Los métodos para preparar fluorescencia mejorada por el metal (MEF) han sido previamente descritos. 1921 Este formato
experimental ha sido adoptado por dos razones principales, la primera, siendo la albumina de suero humano (HSA) se
sabe que se unen a las superficies con bafio de plata y de hecho forma una monocapa, s y en segundo lugar, las
dimensiones de la proteina siendo de tal manera que la proteina permite una separacion media = 4 nm de Ia g)lata y el
fluoréforo, siendo MEF un fenémeno a través del espacio, como se demuestra por la late T. Cotton." Por el
contrario, se sabe que espectrometria raman de superficie mejorada (SERS) es una consecuencia de poner en contacto
con su mayor parte entre las especies de interés y la superficie con bafio de plata

El ensayo modelo descrito en este documento se basa en las interacciones bien conocidas de biotina y avidina. Los
grupos de biotina se introducen en la superflme a través de BSA biotinilada, que, similar a HSA, forma facilmente una
monocapa en las superficies de vidrio y SiF.”"" La union de la BSA biotinilada con las SiF y el cristal se realizd
mediante la incubacién de solucion 10 mM de BSA biotinilada en los microcubetas "cuerpo negro" durante 1 hora,
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seguido de un enjuague con agua para eliminar el material no unido. Para el ensayo modelo, a continuacion, se
adicionaron posteriormente 30 uL de avidina marcada con FITC 1 uM, en el vidrio recubierto con BSA biotinilada y
microcubetas recubiertas con SiF, 30 minutos para los experimentos de control a temperatura ambiente (20 °C), y 20
segundos en la cavidad de microondas (0.7 pies cubicos, GE Compact Microwave Modelo: JES735BF, 700W de
potencia maxima). El ajuste de potencia se establece en 2, que corresponde a 140 W durante toda la cavidad. En todos
los experimentos llevados a cabo con microondas de baja potencia, utilizando ambos portaobjetos de vidrio y cubetas
de cuarzo modificadas con el "cuerpo negro", no hubo pruebas de secado de la superficie.

Experimentos de fotoestabilidad

El efecto de las microondas en la fotoestabilidad de FITC se estudi6 mediante la exposicion del ensayo modelo, que
previamente se dejé ejecutar a terminacion a temperatura ambiente durante 30 minutos, a microondas para un total
acumulado de 20 segundos. Aproximadamente, 30 mW, se uso linea de excitacion laser de 470 nm durante 1 minuto
antes de que se observara la intensidad de emision.

Experimentos de transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET)

Se llevaron a cabo experimentos FRET 40 para evaluar el efecto de las microondas en la conformacién de la proteina y
por lo tanto la desnaturalizaciéon. FITC y Alexa 532 fueron elegidos como el par donante-aceptor. Dos diferentes
proporciones FITC a Alexa 532 se estudiaron en portaobjetos de vidrio recubiertos con BSA biotinilada que fueron
cubiertos con el mismo "cuerpo negro" que se describié anteriormente. Diluciones 10: 1y 1: 1 de FITC-avidina y Alexa
532-avidina se incubaron en portaobjetos de vidrio recubiertos con BSA biotinilada, que luego fueron expuestos a
microondas (ajuste de potencia 2) durante 20 segundos. Se tomaron, los espectros de fluorescencia de las muestras,
antes y después de la exposicion a microondas.

Espectroscopia de fluorescencia resuelta en el tiempo y estado estacionario, absorcion

Todas las mediciones de absorcion se realizaron utilizando un espectrofotémetro Varian Cary 50 UV-Vis. Las
mediciones de absorcion dependientes de la temperatura se realizaron utilizando un accesorio Cary Single Cell Peltier.
Las medidas de fluorescencia en las SiF se realizaron colocando las peliculas en una fase estacionaria equipadas con
un soporte de fibra éptica en un brazo de 15 cm de largo (normal a muestra). La salida de la fibra estaba conectada a un
espectrofluorimetro Ocean Optics HD2000 para medir los espectros de emisién de fluorescencia. La excitaciéon fue
desde el segundo armoénico (470 nm) del laser de diodo bombeado Nd:YVO4 (disefio puntero laser compacto, potencia
de salida = 30 mW) en un angulo de 45 grados. Se observo la emision a través de un filtro de paso largo 500 nm
(Edmund Scientific). Las desintegraciones de intensidad resueltas en el tiempo se midieron utilizando recuento de
fotones individuales correlacionado con el tiempo de arranque-parada inverso (TCSPC) 40 con una tarjeta Becker y
Hickl GmbH 630 SPC PC y un MCP-PMT- no amplificado. Excitacion verticalmente polarizada a = 440 nm se obtuvo
utilizando un diodo laser de impulsos, velocidad de repeticion de 1 MHz.

Microscopia de fuerza atomica (AFM) y fotografias a color real

Las imagenes de microscopia de fuerza atémica (AFM) de las SiF se recogieron utilizando un microscopio de fuerza
atémica (TMX 2100 Explorador de SPM, Veeco) equipado con un escaner seco de AFM (el area de barrido fue 100x100
mm). Se obtuvieron imagenes de las superficies en el aire, en un modo de descarga de la operacion, con bastidor de
modo sin contacto SFM (Veeco). El escaner AFM fue calibrado utilizando una cuadricula de calibracion estandar, asi
como utilizando nanoparticulas de oro, 100 nm de diametro de Ted Pella. Las imagenes fueron analizadas utilizando el
software SPMLab. Las fotografias a color real de BSA marcado con fluoréforo en SiF fueron tomadas con una camara
digital Olympus (C-740, 3.2 mega pixeles, zoom éptico de 10x) a través del mismo filtro de paso largo que se utilizd para
los espectros de emision.

Calibracion de la temperatura en la cavidad de microondas

Con el fin de calibrar el cambio de temperatura durante el calentamiento con microondas de baja potencia, se utilizé un
sistema de termo indicador de pH sencillo (azul de timol 0.5 mM, en Tris acetato 50 mM, pH 9.0). En este sentido, se
colocaron 30 pL de una solucion de azul de timol en una cubeta de cuarzo que estaba cubierta con el "cuerpo negro”, a
excepcion de dos lados paralelos para permitir el paso de luz para mediciones de absorcion. Esta disposicién es muy
similar a la empleada en el ensayo de portaobjetos de vidrio y con bafio de plata. Los espectros de absorcion de la
muestra se registraron, a medida que la temperatura se aument6 gradualmente desde 20 hasta 85 °C, como se muestra
en la figura 13. El color de la solucién cambié con la temperatura de magenta profundo a amarillo pélido, debido a la
dependencia de la temperatura de la ionizacion constante de la solucién reguladora Tris. A medida que se aumento la
temperatura, el pH de la solucién se reduce y la distribucion de los estados de ionizacion de los cambios del colorante
de timol azul que resulta en un cambio de color como una funcién de la temperatura. El cambio de color reversible se
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observa facilmente en el espectro UV-Vis a través de los cambios en las bandas espectrales 425 y 600 nm, la figura 13-
parte superior.

Se utilizo la curva de calibracién (A600/A425 vs. temperatura), figura 13 parte inferior, obtenido de las mediciones de
calibracién antes mencionadas, para determinar la temperatura de la muestra durante el proceso de microondas: los
espectros de absorcion de 30 pL de azul de timol en una cubeta de cuarzo cubierta con el mismo "cuerpo negro" se
registré tanto antes como después del calentamiento con microondas durante un maximo de 60 segundos, figura 14 -
parte superior, donde tanto el volumen utilizado como el cuerpo negro fueron los mismos como el que se utiliza
actualmente en los ensayos. La respuesta radiométrica (A600/A425) obtenida a partir de estas muestras, figura 14 -
parte inferior, se utiliz6 para determinar la temperatura de la muestra durante el calentamiento con microondas de la
curva de calibracion. A partir de graficas de calibracién, una exposicion de microondas de 20 segundos 140 W, 2450
MHz, dio lugar a un salto de temperatura de aproximadamente 80 °C (a aproximadamente 28 °C) durante 30 uL de
muestra. Por lo tanto, con esta curva de calibracion, la temperatura de la superficie de ensayo se puede cambiar
facilmente.

20 segundos del calentamiento con microondas mas o menos correspondia a un salto de temperatura de 8-10 °c.¥?
Cabe sefialar que un instrumento disponible comercialmente (The Biowave), que también se basa en microondas de
baja potencia, pero utiliza una sonda de temperatura de termopar, esta disponible de Ted Pella, CA. Este instrumento,
mientras que, inevitablemente, consume menos tiempo con respecto a las etapas de calibracion necesarias realizadas
en este documento, es sustancialmente mas costoso que el enfoque simple llevado a cabo en este documento.

El uso de un cuerpo negro para el control de la temperatura de ensayo

Para lograr microondas capacidad de ajuste potencia y la temperatura y la finalizacién de tiempo, por lo tanto la
flexibilidad de ensayo, se empleé la cinta eléctrica negro de construir pequefias microcubetas, que mantienen = 30 uL
de liquido en la superficie de tanto del vidrio desnudo y con bafio de plata, un volumen por lo general utilizado en
ensayos de alto rendimiento.”® Se encontré que la presencia de la "cuerpo negro” tuvo el efecto deseable de reducir
sustancialmente la potencia de cavidad local, donde sin microcubetas de cuerpo negro, 30 uL de liquido de la superficie
hervido rapidamente y se sec6 a 140 W. En esencia, utilizando las microcubetas de cuerpo negro, proporcioné
capacidad de ajuste de potencia de la cavidad entre los ajustes nimero 1 y 2 en el dispositivo de microondas, aliviando
la necesidad de gastar grandes sumas en un instrumento comercial ajustable.

Inmunoensayo de mioglobina

Para hacer frente a la rapidez del ensayo el uso de microondas de baja potencia (2450 MHz) fue empleado para
calentar las muestras. Curiosamente, las particulas metdlicas en la cavidad de microondas parecen ser calentado
preferentemente con respecto a los solventes, que se localiza ventajosamente tanto el efecto de MEF y calentamiento
alrededor de las nanoestructuras de plata. Para los metales, la atenuacién de la radiacién de microondas, se origina de
la creacién de corrientes resultantes de los portadores de carga que se desplazan por el campo eléctrico.”” Estos
electrones de conductancia son extremadamente moviles y a diferencia de las moléculas de agua se pueden polarizar
completamente en 108 s. En la cavidad de microondas, el tiempo necesario para el campo eléctrico aplicado que se va
a invertir es mucho mas largo que este, de hecho, muchos érdenes de magnitud. Si las particulas metalicas son
grandes, o forman tiras continuas, a continuacion, las grandes diferencias de potencial pueden dar como resultado, que
puede producir descargas dramaticas si son lo suficientemente grandes como para romper la resistencia eléctrica del
medio que separa las particulas metalicas de gran tamafio. Curiosamente, y lo mas apropiado para nuestra nueva
plataforma de ensayo descrita en este documento, las particulas metdlicas pequefias no generan suficientemente
grandes diferencias de potencial para que se produzca este fendmeno "arqueado”. Sin embargo, los portadores de
carga, que se desplazan por el campo eléctrico, estan sujetos a la resistencia en el medio en el que se desplazan
debido a las colisiones con los fonones de celosia.®® Esto conduce a calentamiento 6hmico de las nanoparticulas
metalicas, ademas del calentamiento de cualquiera de las moléculas polares en fase de solucion de la superficie.

Los inmunoensayos que utilizan los principios de la presente invencion y el fendmeno MEF son muy apropiados para
uso con fluoréforos de rendimiento bajo cuanticos como se muestra en la figura 16. Esto se produce debido a:

1) La mejora de la emision de fluorescencia sistema de metal-fluoréforo maxima y, por lo tanto, la detectabilidad analito,
es méas o0 menos dados por 1/Qo, donde Qg es el rendimiento cuantico del fluoréforo solo, en ausencia de metal y, por lo
tanto, fluoréforos cuanticos de bajo rendimiento son mas apropiados; y

2) fluoréforos cuanticos de bajo rendimiento invariablemente produciran mayores proporciones S/N. Esto es porque el
fendmeno MEF es un fendmeno a través del espacio, que se producen hasta aproximadamente 10 nm de la superficie.
Por lo tanto, material cuantico distal de bajo rendimiento desde la superficie de metal y fuera de la regidon de mejora,
contribuye poco a la fluorescencia de fondo no deseada.
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Nitrato de plata (99.9%), hidroxido de sodio (99.996%), hidroxido de amonio (30%), citrato trisédico, D-glucosa y de
portaobjetos de vidrio recubiertos con APS calidad premium (75x25 mm) y albumina de suero bovino (BSA) se
obtuvieron de Sigma-Aldrich. La mioglobina (recombinante) y los anticuerpos monoclonales anti-mioglobina (clon
anticuerpos anti-Myo de captura 2mb- 295, clon de anticuerpos anti-Myo indicador 9 mb-183r) se obtuvieron de Spectral
Diagnostics, Canada. Todos los productos quimicos se utilizaron tal como se recibieron.

Los anticuerpos anti-Myo indicador fueron marcados con Alexa Fluor-647 utilizando un kit de marcacién de sondas
moleculares; Los colorantes proporcionados en el kit con unidades estructurales éster de succinimidilo reactivo, que
reaccionan eficazmente con las aminas primarias de las proteinas.

Las peliculas isla de plata se formaron como se describe antes, arriba. En una preparacion tipica de SiF, una solucion
de hidréxido de sodio e hidréxido de amonio, se adicionaron a una solucién agitada continuamente de nitrato de plata a
temperatura ambiente. Posteriormente, la mezcla se enfria en un bafio de hielo, portaobjetos de vidrio Silane-prep™
(Sigma) se insertan y se adiciona una solucion de D-glucosa. A medida que aumenta la temperatura, el color de la
mezcla se vuelve de color amarillo-marrén y los portaobjetos depositados con SiF se retiran de la mezcla, se lavan con
agua, y se sonicaron durante 1 minuto a temperatura ambiente. Los efectos de las microondas sobre las SiF se
investigaron mediante espectroscopia de absorcion éptica y microscopia de fuerza atdmica.

Los inmunoensayos de mioglobina (Myo) se realizaron en un formato de sandwich, pero con unas pocas modificaciones,
y como se muestra en la figura 18. En este sentido, los portaobjetos se recubrieron de forma no covalente con
anticuerpo anti-Myo de captura a temperatura ambiente. Las superficies de vidrio/SiF se bloquearon con BSA con el fin
de reducir al minimo la interaccién no especifica de los anticuerpos y la mioglobina con las superficies. A continuacion,
estas superficies se incubaron con antigeno de mioglobina (100 ng/mL) a temperatura ambiente, y luego se utilizan para
mediciones de punto final. Las mediciones de punto final se llevaron a cabo mediante la incubacién de las superficies
recubiertas de antigeno en una solucion de anticuerpos de anti-mioglobina marcada con Alexa 647 durante 30 minutos a
temperatura ambiente, o en el microondas de las superficies recubiertas de antigeno con Anticuerpo anti-mioglobina
marcada con Alexa 647 durante 20 segundos. Las mediciones de fluorescencia se llevaron a cabo mediante la
recopilacién de la intensidad de emisién a 45 grados para la excitacién a través de un filtro de paso largo, utilizando un
espectrémetro de fibra 6ptica (HD2000) de Ocean Optics, Inc.

La Figura 17 muestra los espectros de absorcién de plasmones e imagenes de AFM de peliculas isla de plata (SiF),
tanto antes como después del calentamiento con microondas de baja potencia durante 30 segundos. La potencia de la
cavidad fue aproximadamente 140 vatios. Como puede verse en la figura 17, parte derecha, las microondas y el
calentamiento no tuvieron efecto sobre la absorcidon de plasmén superficial de las SiF, lo que indica ningn cambio en la
forma estructural o de plata superficial, donde la absorcién de plasmoén superficial es bien conocida por ser
caracteristica de la forma de las nanoparticulas, lo cual es debido a la media de la oscilacion de trayectoria libre de
cargas superficiales. 8384 adicionalmente, ninguna "chispa" fue evidente a partir de las superficies con bafio de plata,
una consecuencia conocida de la acumulacién de carga superficial y disipacion de particulas de mayor tamafio o
superficies continuas.

La morfologia estructural de las superficies con bafio de plata tanto antes como después del calentamiento con
microondas de baja potencia utilizando microscopia de fuerza atémica, como se muestra en la figura 17- parte izquierda.
Aunque era algo dificil de probar la misma area exacta después del calentamiento con microondas, muy poco, si ningun
cambio en la morfologia se observé de la superficie entre los lugares. Ninguna evidencia de cambios estructurales de la
superficie fue encontrada por el calentamiento con microondas, lo que demuestra claramente la compatibilidad de las
superficies nanoestructuradas a la exposicion a microondas y por lo tanto al calentamiento. Adicionalmente, se
realizaron experimentos de control para investigar tanto la intensidad de absorcion como la emision de Alexa-647
(estabilidad fluoréforo) después de la exposicién a microondas. De manera similar a las superficies con bafio de plata, el
Alexa-647 fue imperturbable.

En un entorno clinico hay varios ensayos que podrian beneficiarse significativamente de ambas la rapidez y la
sensibilidad. Un ensayo particular es para la determinacion de la mioglobina y su papel en la evaluacion clinica de un
infarto de miocardio. Un ensayo de mioglobina se muestra en la figura 18. Adicionalmente, un ensayo de control fue
preparado que fue idéntico al ensayo mioglobina con bafio de plata excepto que el ensayo de control no tenia plata y se
construy6 sobre vidrio desnudo. Este fue construido para argumentar, los beneficios del uso de la técnica de MAMEF.

La figura 19A (parte superior) muestra la intensidad de la emision de Alexa-647, en ambas plata y vidrio después de 30
minutos de incubacién y sin calentamiento con microondas. Se utilizaron 100 ng/mL de mioglobina para intercalar el
inmunoensayo, que es la concentracion de corte clinico para la evaluaciéon de un infarto de miocardio. El espectro de
emision, que se recogié a través de un filtro de paso largo, muestra una mayor intensidad aproximada de 7.5 veces de
la plata en comparacion con el control de vidrio. Este efecto se debe a una modificacion de la velocidad de
desintegracion de radiactividad aparente del fluoréforo, ya que se pone en estrecha proximidad a las nanoestructuras de
plata después de la formacién del inmunoensayo de tipo sandwich.
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Las Figuras 19A y B muestran las intensidades de fluorescencia del inmunoensayo de Mioglobina en presencia y
ausencia de plata sin calentamiento con microondas A (parte superior) y después calentamiento con microondas de baja
potencia B (parte superior). Se encontraron los espectros en ambos vidrio y plata para ser idénticos después de la
normalizaciéon A y B (parte inferior). La muestra se incubé durante 30 minutos a temperatura ambiente, que se
predetermind ser el tiempo bastante suficiente para permitir que el ensayo se realice a> 95% finalizacion.

La figura 19B muestra el efecto combinado de ambos el calentamiento con microondas de baja potencia y la
amplificacion Odptica debido a la plata para un inmunoensayo idéntico. Sorprendentemente, el inmunoensayo de
mioglobina produce una intensidad de fluorescencia similar final después 20 segundos del calentamiento con
microondas (Mw), = 3000 unidades arbitrarias, en comparacién con una incubaciéon de 30 minutos, pero sin
calentamiento con microondas, figura 19A. Adicionalmente, la plata ain mantiene su capacidad de amplificar
Opticamente la emisién de fluorescencia Alexa-647 después del calentamiento con microondas.

Una inspeccion cercana de ambas figuras 19A y B revela que las intensidades de fluorescencia finales sobre vidrio son
diferentes, lo que se manifiesta en diferentes factores de mejora de la fluorescencia, para ambos ensayos. i.e., la mejora
es de 7.5 veces sin calentamiento con microondas y 12 veces después del calentamiento con microondas de baja
potencia. Los estudios de temperatura detallados de los ensayos han revelado que el salto de temperatura mayor en el
sistema fue sélo 8 °C después de la exposicion de microondas (50 puL de muestra), que no tiene en cuenta el aumento =
90 veces en la rapidez del ensayo. Se teoriza que este efecto es debido al calentamiento localizado preferencial
alrededor de las nanoestructuras de plata, acelerando rapidamente el transporte de masa a la superficie y, por lo tanto,
la cinética del ensayo

Para el ensayo de la mioglobina descrito en este documento, el uso de MAMEF proporcioné de forma inesperada un
aumento en la detectabilidad de fluorescencia de 12 veces (intensidad de emisiéon) que puede ser facilmente traducido a
la sensibilidad del ensayo, y un aumento en la rapidez de 90 veces, siendo el ensayo cinéticamente completo (100%)
dentro de los 30 segundos del calentamiento con microondas.

En el entorno clinico, un inmunoensayo de mioglobina puede tomar méas de 1 hora para obtener una respuesta. Esto es
debido a la necesidad de separar la sangre y el tiempo necesario para ejecutar el ensayo de suero hasta su terminacion.
El método descrito en este documento proporciona una tecnologia de plataforma que amplifica y cinéticamente aumenta
los ensayos para la terminacion dentro de unos pocos segundos, potencialmente salvaguardar la vida.

Seleccion de alto rendimiento

Los materiales utilizados incluyen nitrato de plata (99.9%), citrato trisédico, albimina marcada bovina biotinamidocaproil
(BSA biotinilada), avidina marcada con FITC y placas de seleccion de alto rendimiento (HTS) recubiertas con
SigmaScreen ™ poli-D-lisina (96 pozos) se obtuvieron de Sigma-Aldrich.

La sintesis de coloides de plata se realizé utilizando el siguiente procedimiento: se adicionaron gota a gota 2 mL de
solucién 1.16 mM de citrato trisddico a 98 mL de una solucién acuosa caliente (90 °C de nitrato de plata) 0.65 mM
mientras se agitaba. La mezcla se mantuvo caliente durante 10 minutos y, a continuacién. se enfri6 a temperatura
ambiente.

El recubrimiento de las placas de HTS se logré6 mediante la incubacion de 0.5 mL de la solucién coloidal de plata dentro
de los pozos de HTS (48 pozos) durante la noche. Los pozos de HTS se recubrieron con coloides de plata debido a la
unién de la plata con los grupos amino de la molécula de superficie, 93.2% como se muestra en la figura 20. La otra mitad
de los pozos (48 pozos) en las mismas placas de HTS se dejaron intencionalmente en blanco para los experimentos de
control. Los pozos de HTS depositados con coloides de plata se enjuagaron con agua desionizada varias veces antes
de los experimentos de fluorescencia. La densidad de nimero del coloidal de plata se puede determinar por las
condiciones de incubacion, el tamafio del coloide determinado por las condiciones experimentales de preparacion, todas
monitorizadas midiendo la absorcién de plasmén de superficie, figura 22.

Los grupos de biotina se introducen a la superficie a través de BSA biotinilada, que forma facilimente una monocapa
sobre la superficie de peliculas coloides de plata u vidrio. "3 La unién de la BSA biotinilada con la parte modificada del
coloide de plata y la no modificada de los pozos de HTS se llevé a cabo mediante la incubacion de soluciéon 10 uM de
BSA biotinilada en los pozos durante 1 hora, seguido de un enjuague con agua para eliminar el material no unido. Para
el ensayo modelo, a continuacién, se adicionaron 100 pL de avidina marcada con FITC 1uM posteriormente a los pozos
recubiertos con BSA biotinilada, 30 minutos para los experimentos de control a temperatura ambiente (20 °C), y 30
segundos en la cavidad de microondas (0.7 pies clibicos, GE Compact Microwave Modelo: JES735BF, potencia maxima
de 700 W), seguido de un enjuague con agua para eliminar el material no unido. El ajuste de potencia se establece en 2,
gue corresponde a 140 W sobre toda la cavidad. En todos los experimentos realizados con microondas de baja potencia
utilizando placas de HTS, no hubo evidencia de secado del medio acuoso.
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También se realizaron varios experimentos de control en los pozos de HTS modificados con coloides de plata y no
modificados para investigar el grado de union no especifica de proteinas con los pozos HTS incluyendo:

1) La incubacion de FITC-avidina sin BSA biotinilada y sin calentamiento con microondas durante 30 minutos,
2) La incubacion de FITC-avidina sin BSA biotinilada y sin calentamiento con microondas durante 30 segundos,
3) La incubacion de FITC-avidina con calentamiento con microondas y sin BSA biotinilada durante 30 segundos.

Todas las mediciones de absorcion se realizaron con un espectrofotdmetro UV-Vis HP 8453. Las medidas de
fluorescencia en placas de HTS se realizaron colocando las placas de HTS en una etapa de reflexion interna total (TIR)
equipado con un soporte de fibra éptica en un brazo de 15 cm de longitud (normal a la muestra), como se muestra en la
figura 21. La salida de la fibra estaba conectada a un espectrofluorimetro Ocean Optics HD2000 para medir los
espectros de emision de fluorescencia. La excitacion fue desde el segundo arménico (473 nm) del laser de diodo
bombeado Nd: YVO4 (potencia de salida = 30 mW) en un angulo de 45 grados. Esta configuracién permite cambios
faciles del angulo de incidencia y la posicion de la mancha de excitacion evanescente. Se observd la emision a través
de un filtro de 500 nm razor-edge (Semrock).

La proporcion mejorada de Isie/lurs (el beneficio de usar MEF) es la intensidad de fluorescencia observada en los
coloides de plata dividida por la intensidad en el sustrato sin bafio de plata. Adicionalmente, este sistema modelo de
proteina, como se muestra en la figura 20, coloca el fluor6foro (que es avidina marcada con fluoresceina), desde
aproximadamente 4 nm a aproximadamente 10 nm a partir de las superficies.

Para la excitacién del ensayo se muestra en la figura 20, se utilizé la fluorescencia reflexion interna total (TIRF) 4 TIRF
es un enfoque que permite facilmente la excitacién selectiva de fluoréforos dentro = 200 nm proximidad a las superficies,
un enfoque mal utilizado para los ensayos de superficie. Sin embargo, en la presencia de islas de plata como se
muestra en la figura 22, el campo evanescente generado utilizando el formato TIRF, se ha demostrado que mucho mas
fuerte que en comparacioén con el vidrio no recubierto, 86 que penetra alin mas en solucién. Posteriormente, la excitacion
de onda evanescente limita el volumen de excitacion en la superficie de ensayo, eliminando la necesidad para el lavado
de la solucion desde el ensayo anterior. Curiosamente, porque el fenémeno MEF sélo se produce a aproximadamente
10 nm de las nanoparticulas de plata, a continuacion, no se observa fluorescencia de fondo no deseada de material de
ensayo distal de la superficie, el aumento de la S/N en los pozos de HTS para la deteccién.

La figura 22 muestra el espectro de absorcion del plasmén de coloides de plata depositadas en la parte inferior de pozos
de HTS, tanto antes como después del calentamiento con microondas de baja potencia durante 30 segundos, en donde
la potencia de cavidad fue = 140 vatios. Es evidente de la figura 22, que las microondas no tuvieron efecto sobre la
absorcion de plasmoén superficial de los coloides de plata, lo que indica fuertemente ningin cambio de la forma o
tamafio de la superficie con plata, donde la absorcion de plasmon superficial es bien conocida por ser caracteristica de
la forma y tamafio nanoparticulas de metal noble.?® En particular, las particulas grandes o incluso superficies metalicas
continuas producen “"chispas" cuando se calienta en cavidades de microondas. Este efecto es debido a la carga
acumulada, y posterior "arqueado”, como carga acumulada entre las partl’culas.58 Sin embargo, para las nanoestructuras
depositadas en los pozos de HTS descritas en este documento, no fue evidente la formacién de chispas en absoluto, lo
gue sugiere que la carga acumulada en los coloides de tamafio de nanémetro es demasiado pequefia para inducir la
ruptura dieléctrica del medio que los separa.

La figura 23 muestra la intensidad de emisién de fluoresceina de ambos pozos de HTS con bafio de plata y sin bafio de
plata después de la incubacién a temperatura ambiente del ensayo. El ensayo se incubé durante 30 minutos. La
emision, que se recogié a través de un filtro de 500 nm razor edge (Semrock), muestra una mayor intensidad
aproximada de 5 veces de la plata en comparacion con los pozos sin bafio de plata. Estos valores fueron la media de 4
pozos cada una, los datos recogidos rapidamente de cada pocillo moviendo el pozo de la placa en la etapa de XY como
se muestra en la figura 21. Este aumento no se debe a los fotones reflejados desde la superficie con bafio de plata, i.e.,
dispersion, pero es de hecho, una consecuencia de un nuevo fenémeno de fluorescencia de campo cercano, por lo cual
los fluoréforos en estrecha proximidad (<10 nm) a una nanoestructura de plata se pueden hacer altamente
fluorescentes. La figura 23 (parte inferior) muestra espectros casi idénticos después de la normalizacién de tanto los
pozos con bafio de plata y sin bafio de plata, indicando las Unicas diferencias en la emision que son las intensidades
relativas.

La figura 24 muestra la intensidad de fluorescencia de la fluoresceina a partir de tanto el con bafio de plata y pozos de
HTS sin bafio de plata después de 30 segundos del calentamiento con microondas. Similar a la figura 23, una mejora de
la fluorescencia de = 4-5 veces se puede ver en la plata en comparacion con los pozos sin plata. Curiosamente, se
observaron intensidades de emisién similares durante 30 minutos de incubacién en comparacion con 30 segundos del
calentamiento de microondas, un aumento de cinética de = 90 veces. Las ligeras diferencias en las intensidades de
fluorescencia final (1700 vs. 2250 unidades arbitrarias) son debido al hecho de que 45 segundos del calentamiento era
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necesario actualmente para tomar el ensayo a > 95% cinéticamente completo y no 30 segundos como se muestra en la
figura 24-parte superior (datos no mostrados). Curiosamente, la intensidad de emision en las placas sin bafio de plata
fue similar para ambos 30 minutos de incubacién y 30 segundos del calentamiento con microondas de baja potencia.
Claramente, teniendo en cuenta las figuras 23 y 24 - parte superior, los beneficios del uso del calentamiento con
microondas de baja potencia para acelerar ensayos in pozos de HTS se pueden ver, asi como el beneficio combinado
de fluorescencia amplificado para facilitar la deteccién por la presencia de los coloides de plata. Sorprendentemente, el
aumento de cinética de = 90 veces no se puede explicar sélo por el salto de temperatura de = 8 °C, pero en cambio se
cree que se produce un calentamiento localizado y, de hecho, preferencial alrededor de las nanoparticulas de plata.

La comparacion de MAMEF en las placas de 96 pozos es también evidente visualmente, como se muestra en las
fotografias de la figura 25. Las fotografias de la parte superior izquierda y derecha comparan visualmente la emisién con
y sin plata, mientras que la parte inferior izquierda y derecha muestran los efectos del calentamiento con microondas de
baja potencia, con y sin coloides de plata. Sorprendentemente, mediante la comparacion de ambos parte inferior-
izquierda con la parte superior derecha de la fotografia, los beneficios del uso de la técnica de MAMEF se pueden ver
claramente. Todas las fotografias fueron tomadas a través de un filtro 500 nm razor-edge (Semrock) con 473 nm de
excitacion de onda evanescente.

Se cuestiono si el uso de microondas de baja potencia en formatos de pozos de HTS de hecho aumenté la velocidad de
absorcion no especifica en el presente ensayo modelo. En estos experimentos, los fondos de los pozos no fueron pre-
recubiertos con BSA biotinilada, como es el caso en los ensayos modelo mostrados en las Figuras 22, 23y 24. En la
figura 26, (parte superior) se puede observar que después de 30 minutos de incubacién en los pozos con FITC-avidina,
seguido de una etapa de lavado, la emision de la fluoresceina fue evidente, mas que en el pozo con bafio de plata en
comparacioén con la parte inferior del pozo si bafio de plata, aunque el grado de absorcion fue mucho mas pequefio que
el ensayo actual que se muestra en la figura 23. Curiosamente, una gran parte significativamente de la absorciéon no
especifica se produjo en los primeros 30 segundos de incubacién a temperatura ambiente, figura 26 — parte media.
Después del calentamiento con microondas de baja potencia durante 30 segundos, figura 26 parte inferior, la intensidad
de fluorescencia similar se observé en comparacion con sélo 30 segundos de incubacion a temperatura ambiente, c.f.
figura 26 parte media e inferior. Esto sugiere que las microondas de baja potencia no aceleran ain mas la absorcién no
especifica, mas alla que la presente normalmente en este sistema de ensayo.

Adicionalmente de la fotoestabilidad de fluorescencia tradicional, se investigd los efectos del calentamiento con
microondas de baja potencia en la intensidad de emision del ensayo de fluoresceina, donde el ensayo se incubd
inicialmente durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de este tiempo, el ensayo fue de calentada por el
microondas en incrementos de 5 segundos acumulativas de hasta 1 minuto, la intensidad de fluorescencia medida a 530
nm después de la excitacion 473 nm. Después de 1 minuto del calentamiento total y re-excitaciéon, ningin cambio en la
intensidad de la sefial de emisién fue evidente, lo que indica que las microondas de baja potencia no perturban la
fluorescencia de la fluoresceina. Curiosamente, en las condiciones empleadas con este ensayo, se tardé6 mas de 5
minutos de calentamiento con microondas para secar completamente ensayos de pozos de multiples placas, hasta qué
punto, tanto los espectros de emision de fluoresceina como la intensidad pico se mantuvo en general constante.

Es importante destacar que las microondas de baja potencia empleadas en este documento no perturbar las superficies
con bafo de plata y no producen "arqueado", que se observan comunmente para objetos metalicos mas grandes en
cavidades de microondas.”® Las microondas no perturbar las nanoestructuras de plata, sino simplemente aumentan el
transporte de masa de la proteina al fondo del pozo de la placa. Adicionalmente, las microondas de baja potencia
proporcionan un rapido calentamiento eficaz de los ensayos, produciendo las intensidades de fluorescencia finales
idénticas en comparacion con incubacion a temperatura ambiente por mas tiempo.

Adicionalmente, el modo de campo evanescente mejorado con plata de la excitacién localiza el volumen de excitacion
en estrecha proximidad a las nanoestructuras de plata. Esto elimina la necesidad de etapas de lavado de ensayo. A este
respecto el ensayo mostrado en la figura 23, ha demostrado que tiene caracteristicas e intensidades espectrales casi
idénticas, con o sin una etapa de lavado.

Referencias

Los contenidos de todas las referencias citadas se incorporan por referencia en la presente a todos los efectos.

(1) Bange A.; Halsall, H. B.; Heineman, W.R. Biosensors and Bioelectronics 2005, 20 (12), 2488-2503.

(2) Hemmilam L. A. Applications if Fluorescence in Immunoassays, John Wileys an Sons, New York, 1992.

(3) Van dyke, K.; Van Dyke, R. (Eds.), Luminescence Immunoassay and Molecular Applications, CRC Press, Boca

Raton, FL, 1990.

23



10

15

20

25

30

35

ES 2 565 844 T3

(4) Ozinkas, A. J. Principles of Fluorescence Immunoassay, in Topics in Fluorescence Spectroscopy, Volume 4,
Lakowicz, J. R. (Ed.), Plenum Press, New York, 1994,

(5) Gosling, J. P. Clin. Chem. 1990, 36, 1408-1427.

(6) Davidson, R. S.; Hilchenbach, M. M. Photocem. Photobiol. 1990, 52, 431-438.

(7) Vo-Dinh, T.; Sepaniak, M. J.; Griffin, G. D.; Alarie, J. P. Immunosensors 1993, 3, 85-92.
(8) Schweitzer, B.; Kingsmore, S. F. Current Opinion in Biotechnology 2002, 13, 14-19.

(9) Lovgren, T.; Hemmila, I.; Petterson, K.; Halonen, P. Time-Resolved Fluorometry in Immunoassay, in Alternative
Immunoassay, Collins, W. P. (Ed.), John Wileys an Sons, New York, 1985.

(10) Diamendis, E. P. Clin. Chem. 1988,21, 139-150.

(11) Lovgren, T.; Petterson, K. Time-Resolved Fluoroimmunoassay,: Advantages and Limitations, in Luminescence
Immunoassay and Molecular Applications, CRC Press, Boca Raton, FL, 1990.

(12) Khosravi, M.; Diamendis, E. P. Clin. Chem. 1987, 33,1993-1999.

(13) Soini, E. Pulsed light, Time-Resolved Fluorometric Immunoassay, in Monoclobal Antibodies and New Trends in
Immunoassays, Bizollon, C. A. (Ed), Elsevier Science Publishers, New York, 1984.

(14) Ullman, E. F.; Schwarzberg, M.; Rubenstein K. E. J. Biol. Chem. 1976, 251, 4172-4178.

(15) Ozinkas, A. J.; Malak, H.; Jaoshi, J.; Szmacinski, H.; Britz, J.; Thompson, R. B. Koen, P. A. Lakowicz, J. R. Anal.
Biochem. 1993, 213, 264-270.

(16) Lakowicz, J. R; Ozinkas, A. J.; Thompson, R. B. Sensors and Actuators. 1993, 12, 65-70.
(17) Dandliker, W. B.; Saussure, V. A. Immnochemistry 1970, 7, 799-828.
(18) Spencer, R. D.; Toledo, F. B.; Williams, B. T.; Yoss, N. L. Clin. Chem. 1973, 19, 838-844.

(19) Asian, K.; Gryczynski I.; Malicka J.; Matveeva E.; Lakowicz, J.R.; Geddes, C.D. Current Opinion in Biotechnology,
2005, 16(1), 55-62.

(20) Geddes, C.D.; Aslan, K.; Gryczynski, I.; Malicka, J.; Lakowicz, J.R., In Review Chapter for Annual Reviews in
Fluorescence 2004, Geddes, C.D.; Lakowicz, J.R., Eds; Kluwer Academic/Plenum Publishers, New York, USA, 2004; pp.
365-401.

(21) Geddes, C.D.; Aslan, K., Gryczynski, I.; Malicka, J.; and Lakowicz, J.R. In Topics in Fluorescence in Fluorescence
Spectroscopy, Geddes, C.D.; Lakowicz, J.R., Eds; Kluwer Academic/Plenum Publishers, New York, USA, 2005; pp. 401-
448.

(22) Lakowicz, J. R. Anal. Biochem. 2001, 298, 1-24.

(23) Lakowicz, J. R.; Shen, Y.; D'Auria, S.; Malicka, J.; Fang, J.; Grecyzynski, Z.; Gryczynski, I. Anal.Biochem. 2002, 301,
261-277.

(24) Lakowicz J.R.; Shen Y.; Gryczynski Z.; D'Auria S.; Gryczynski |. Biochem Biophys Res Com.2001, 286, 875-879.
(25) Malicka J.; Gryczynski |.; Lakowicz J.R. Biochem and Biophys Res Com. 2003, 306, 213-218.

(26) Lakowicz J.R.; Malicka J.; D’Auria S.; Gryczynski I;. Anal Biochem. 2003, 320, 13-20.

(27) Aslan, K.; Lakowicz, J.R.; Szmacinski, H.; Geddes, C.D. J. Fluoresc. 2005, 15(1), 37-40.

(28) Malicka, J.; Gryczynski, |.; Geddes, C, D.; Lakowicz, J. R. J. Biomed. Opt. 2003 , 8(3), 472-478.

(29) Geddes, C. D.; Cao, H.; Gryczynski, I.; Gryczynski, Z.; Fang, J.; Lakowicz, J. R. J. Phys. Chem. A 2003, 107(18),
3443.

24



10

15

20

25

30

35

ES 2 565 844 T3

(30) Aslan, K.; Lakowicz, J.R.; Geddes, C.D. J. Phys. Chem. B. 2005, 109, 6247-6251.
(31) Aslan, K.; Leonenko, Z.; Lakowicz, J. R.; Geddes, C. D.; J. Phys. Chem. B. 2005, 109(8), 3157-3162.

(32) Parfenov, A.; Gryczynski, I.; Malicka, J.; Geddes, C. D.; Lakowicz, J. R. J. Phys. Chem. B. 2003, 107(34), 8829-
8833.

(33) Geddes C.D.; Parfenov, A.; Lakowicz, J.R. Applied Spectroscopy 2003, 57(5), 526-531.
(34) Geddes, C.D.; Parfenov, A.; Roll, D.; Fang, J.; Lakowicz, J. R. Langmuir, 2003, 19(15), 6236-6241.
(35) Aslan, K.; Badugu, R.; Lakowicz, J.R.; Geddes, C.D. J. Fluoresc. 2005, 15(2), 99-104.

(36) Geddes, C.D.; Parfenov, A.; Roll, D.; Gryczynski, I.; Malicka, J.; Lakowicz, J. R. Spectrochimica Acta Part A, 2004,
60(8-9), 1977-1982.

(37) Geddes C.D.; Lakowicz J.R. J Fluoresc. 2002,12(2),121-129.

(38) Geddes, C.D.; Gryczynski, I.; Malicka, J.; Gryczynski, Z.; Lakowicz, J. R. Photonics Seectra, 38 (2): 92+ February
2004.

(39) Lakowicz, J. R. Analytical Biochemistry 2004, 324 (2): 153-169.
(40) Lakowicz, J. R Principles of Fluorescence Spectroscopy, Kluwer, New York, 1999.

(41) Matveeva, E.; Gryczynski Z.; Malicka, J.; Gryczynski, I.; Lakowicz, J.R. Analytical Biochemistry 2004, 334 (2): 303-
311.

(42) Sridar, V. Current Science 1998,74 (5): 446-450.
(43) Caddick, S. Tetrahedron 1995, 51, 10403-10432.

(44) Sridar V. Indian Journal Of Chemistry Section B-Organic Chemistry Including Medicinal Chemistry 1997, 36 (1): 86-
87.

(45) Varma, R. S. Advances in Green chemistry: Chemical Synthesis using Microwave Irradiation, Astrazeneca
Research Foundation, India, Banglore, 2002.

(46) Lin, J.C.; Yuan, P.M.K.; Jung, D.T. Bioelectrochemistry and Bioenergetics 1998, 47(2): 259-264.
(47) Akins, R.E.; Tuan, R, S. Molecular Biotechnology 1995, 4 (1): 17-24.

(48) Rhodes, A.; Jasani, B.; Balaton, A. J.; Barnes, D.M. ; Anderson, E. ; Bobrow, L. G.; Miller, K. D. American Journal of
Clinical Pathology 2001, 115 (1): 44-58.

(49) Van Triest, B.; Loftus, B. M.; Pinedo, H. M.; Backus, H. H. J.; Schoenmakers, P.; Telleman F. Journal of
Histochemistry and Cytochemistry 2000, 48 (6): 755-760.

(50) Croppo, G. P.; Visvesvara, G. S.; Leitch, G.J.; Wallace, S.; Schwartz, D. A. Archives of Pathology and Laboratory
Medicine 1998, 122 (2): 182-186.

(51) Philippova T. M.; Novoselov, V. |.; Alekseev, S. I. Bioelectromagnetics 1994, 15 (3): 183-192.
(52) Roy, |.; Gupta, M. N. Current Science 2003, 85(12), 1685-1693.
(53) Bismuto, E.; Mancinelli, F; d’Ambrosio, G.; Massa, R. Eur. Biophy. J. 2003, 32, 628-634.

(54) Porcelli, M.; Cacciapuoti, G.; Fusco, S.; Massa, R.; d’Ambrosio, G.; Bertoldo, C.; DeRosa, M.; Zappia, V. Febs
Letters 1997, 402 (2-3): 102-106.

(55) Adam, D. Nature 2003, 421, 571-572.

(56) Whittaker, A. G.; Mingos, D. M. P. J. Chem. Soc. Dalton Trans. 1995, 12, 2073-2079.

25



10

15

20

25

30

ES 2 565 844 T3

(57) Kappe, C. O. Curr. Opin. Chem. Biol. 2002, 6, 314-320.
(58) Whittaker, A. G.; Mingos, D. M. P. J. Chem. Soc. Dalton Trans. 1993, 16, 2541-2543.

(59) Technology Vision 2020, The US Chemical Industry, December 1996.

(60) Chen, S. T. Sookheo, B. Phutrahul, S. Wang, K.T. Enzymes in Nonaquoeous Solvents: Applications in
Carbohydrate and Peptide Preparation, in Enzymes in Nonaquoeous Solvents,Vulfson E. N.; Halliog P. J.; Bolland, H. L.

(Eds.), Humana Press, New Jersey, 2001, pp.373-400.

(61) Micheva, K. D.; Holz, R. W.; Smith, S. J. J. Cell Biol. 2001, 154, 355-368.

(62) Petrali, J. P.; Mills K. R. Micro Microanalysis, 1998, 114-115.

(63) Link, S.; EI-Sayed, M. A., J. Phys. Chem. B., 1999, 103, 8410-8426.

(64) Kreibig, U.; Genzel, L. Surface Science 1985, 156, 678-700.

(65) Gao, F.; Lu, Q.; Komarneni, S. Chem. Mater. 2005; 17(4); 856-860.

(66) Liu, F-K.; Chang, Y-C.; Huang, P-W.; Ko, F-H.; Chu, T-C. Chem. Lett. 2004, 33(8), 1050-1051.
(67) Liu, F-K.; Huang, P-W.; Chu, T-C.; Ko, F-H. Materials Letters 2005, 59 (8-9), 940-944.

(68) Liu, F-K.; Huang, P-W.; Chang, Y-C.; Ko, C-J.; Ko, F-H.; Chu, T-C. J. Crystal Growth, 2005,273 (3-4): 439-445.
(69) Liu, F-K.; Huang, P-W.; Chang, Y-C.; Ko, F-H.; Chu, T-C. J. Mater. Res. 2004, 19 (2): 469-473.
(70) Aslan, K..; Lakowicz, J. R.; Geddes, C.D. Analytical Biochemistry (submitted).

(71) Green, N. M. Adv. Protein Chem. 1975, 29, 85-133.

(72) Wilchek, M.; Bayer, E. A. Anal. Biochem. 1998, 171, 1-6.

(73) Wilchek, M.; Bayer, E. A. Methods of Enzymology; Vol. 184, Academic Press, San Diego. 1990.

(74) Baziard Y.; Breton, S.; Toutain, S.; Gourdenne, A. Eur. Polym.J. 1988, 24, 521-526.

(75) Axelrod, D., Hellen, E. H. and Fulbright, R. M. Total internal reflection fluorescence, in Topics in Fluorescence

Spectroscopy, Vol. 3: Biochemical applications, Lakowicz J. R., (Ed.), Plenum Press, New York, 1992pp. 289-343.
(76) Sokolov, K.; Chumanov, G.; Cotton, T. M. Anal. Chem. 1998, 70, 3898-3905.

(77) Chicoine, L.; Webster, P. Micro Res. Tech. 1998, 42, 24-32.

(78) Madden, V.J. Micro Microanalysis 4, 1998, 854-855.

(79) Rangell, L. K.; Keller, G. A. J. Histochem. Cytochem. 2000, 28, 1153-1160.

(80) Schichnes, D.; Nemson, J.; Sohlberg, L.; Ruzin, S. E. Micro Microanalysis 4, 1999, 491-496.

(81) Ressner, U. A.; Crumrine, O. A.; Nau, P.; Elias, P. M. Histochem. J. 1997, 29, 387-392.

(82) Schray, C. L.; Metz, A. L.; Gough, A. W. Histologic 2002, 35(1), 7-12.

(83) Rivas L., Sanchez-Cortes S., Garcia-Ramos J. V. and Morcillo G., (2001) Langmuir, 17(3), 574-577 (2001).
(84) Shirtcliffe N., Nickel U. and Schneider S., J. Colloid Interface Sci., 211(1), 122-129 (1999);

(85) Pastoriza-Santos I., and Liz-Marzan L. M., Pure Appl. Chem., 72(1-2), 83-90 (2000);

(86) Pastoriza-Santos I., Serra-Rodriquez C. and Liz-Marzan L. M., J. Colloid Interface Sci., 221(2), 236-241 (2000);

(87) Bright R. Musick M. D. and Natan M. J., Langmuir, 14(20), 5695-5701 (1998);
26



ES 2 565 844 T3

(88) Ni F. and Cotton T. M., Anal. Chem., 58(14), 3159-5163 (1986).
(89) Krelbig U., Gartz M. and Hilger A, Ber. Bunsenges, Phys. Chem., 101(11), 1593-1604. (1997).

(90) Freeman R. G., Grabar K. C., Allison K. J., Bright R. M., Davis J. A., Guthrie A. P., Hommer M. B., Jackson M. A,
Smith P. C., Walter D. G. and Natan M. J., Science, 267, 1629-1632 (1995).

(91) Grabar K. C., Freeman R. G., Hommer M. B. and Natan M. J., Anal. Chem., 67, 735-743 (1995).
(92) Copending PCT International Application No. PCT/US 2005/039498.

(93) Whittaker, D. M. P. Mingos (1993)., J. Chem. Soc. Dalton Trans. 16, 2541-2543.

27



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 565 844 T3

Reivindicaciones

1. Un sistema para acortar el tiempo necesario para detectar o medir la presencia de una biomolécula en una muestra,
comprendiendo el sistema:

a) un material metdlico;

b) una biomolécula en la muestra que es capaz de emitir fluorescencia, en donde la biomolécula se coloca a partir del
material metalico a una distancia para mejorar la intensidad de fluorescencia de la biomolécula;

¢) una cavidad de microondas;

d) una fuente de energia de microondas que tiene una frecuencia en un rango entre 0.3 y 10 GHz y un nivel de baja
potencia en un rango entre aproximadamente 30 milivatios y 200 vatios; y

e) una fuente de energia de excitacion que emite en el rango UV a IR.
2. El sistema de acuerdo con la reivindicacionl, en donde el material metalico comprende plata u oro.

3. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el material metalico comprende multiples particulas metdlicas
en la forma de islas en un sustrato.

4. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el sustrato es vidrio, cuarzo o un material polimérico.

5. El sistema de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la biomolécula es un fluoréforo intrinseco.

6. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la biomolécula se une a un fluoréforo extrinseco.

7. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el material metalico se presenta en la forma de una matriz
tridimensional, en donde las particulas metalicas estan en la superficie del sustrato poroso o las particulas metalicas

estan incrustadas en el sustrato poroso.

8. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la biomolécula se coloca a partir del material metalico a una
distancia de aproximadamente 4 nm a 20 nm.

9. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la biomolécula es una proteina o secuencia de nucleétidos.
10. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas un espaciador unido al material metalico que
se une a la biomolécula para colocar el componente fluorescente de la biomolécula a una distancia predeterminada del
material metalico para mejorar la intensidad de fluorescencia de la biomolécula.

11. Un método de deteccion del ensayo que comprende:

proporcionar un material metalico conductor, en donde el material metdlico se forma como una pelicula, particulas,
nanoestructuras, isla o coloides;

introducir al menos una biomolécula para disponer cerca del material metalico conductor, en donde la biomolécula es
capaz de emitir luz y ser mejorada por una proximidad predeterminada al material metdlico;

introducir el material metéalico conductor en una cavidad de microondas;

aplicar energia de microondas que tiene una frecuencia en un rango entre 0.3 y 10 GHz y un nivel de baja potencia en
un rango entre aproximadamente 30 milivatios y 200 vatios para hacer un aumento de calor en el material metalico,
aumentando asi, la cinética de las reacciones quimicas que implican la biomolécula;

aplicar la energia de excitacion en el rango IR a UV; y

medir la luz emitida desde el sistema.

12. El ensayo de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde el ensayo se selecciona entre el grupo que comprende
inmunoensayos, ensayo de hibridacién, ensayos de transferencia de energia de resonancia, ensayos basados en

polarizacién/anisotropia, ensayos basados en quimioluminiscencia, ensayos basados en luminiscencia, o ensayos
inmunoabsorbentes ligados a enzimas.
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13. Un sistema de deteccién que comprende:

un material metdlico conductor colocado dentro de un recipiente, en donde el material metalico se forma como una
pelicula, particulas, nanoestructuras, isla o coloides;

al menos una biomolécula para disponer cerca el material metalico conductor, en donde la biomolécula es capaz de
emitir luz y ser mejorada por una proximidad predeterminada al material metalico;

una cavidad de microondas;

una fuente de energia de microondas que tiene una frecuencia en un rango entre 0.3 y 10 GHz y un nivel de baja
potencia en un rango entre aproximadamente 30 milivatios y 200 vatios para hacer un aumento de calor en el material
metalico aumentando asi, la cinética de reacciones quimicas que implican la biomolécula;

una fuente de radiacion para emitir la energia en el rango de UV a IR; y

un dispositivo de medicion para medir la luz emitida desde el sistema.

14. El sistema de deteccion de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde la biomolécula comprende un componente
gue emite fluorescencia que tiene la capacidad de emitir fluorescencia cuando entra en contacto con la radiacion en el
rango de UV o IR.

15. El sistema de deteccidn de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde el material metalico comprende plata u oro.

16. El sistema de deteccion de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde el material metalico comprende multiples
particulas metalicas en la forma de islas en un sustrato.

17. El sistema de deteccién de acuerdo con la reivindicacion 16, en donde el sustrato es de vidrio, cuarzo o un material
polimérico.

18. El sistema de deteccién de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde la biomolécula es un fluoréforo intrinseco.

19. El sistema de detecciéon de acuerdo con la reivindicaciéon 13, en donde la biomolécula se une a un fluoréforo
extrinseco.

20. El sistema de deteccion de acuerdo con la reivindicacion 13, que comprende ademas un espaciador unido al
material metdlico que se une a la biomolécula para colocar un componente fluorescente de la biomolécula a una
distancia predeterminada del material metdlico para mejorar la intensidad de fluorescencia de la biomolécula.

21. Un método de deteccion de fluorescencia mejorada por el metal, que comprende:

aplicar un material metalico conductor a una superficie utilizada en un sistema de deteccion, en donde la superficie
comprende vidrio, cuarzo o un material polimérico;

introducir el material metalico conductor aplicado a una superficie en una cavidad de microondas;

introducir una solucién que contiene al menos una biomolécula para disponer cerca la superficie metalica conductora, en
donde la biomolécula es capaz de emitir fluorescencia;

aplicar energia de microondas que tiene una frecuencia en un rango entre 0.3 y 10 GHz y un nivel de baja potencia en
un rango entre aproximadamente 100 vatios y 200 vatios para hacer un aumento de calor en la soluciéon, aumentando
asi, la cinética de las reacciones quimicas que ocurren dentro del sistema de deteccién;

excitar la biomolécula con una fuente electromagnética para hacer que emita fluorescencia; y

medir la emisién de fluorescencia en el sistema.

22. El método de acuerdo con la reivindicacion 21, en donde el material metalico conductor comprende plata u oro.

23. El método de acuerdo con la reivindicacion 21, en donde el material metalico conductor comprende mudltiples
particulas metdlicas en forma de islas en un sustrato.

24. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 21, en donde la biomolécula se coloca a partir del material metélico a
una distancia de aproximadamente 4 nm a 20 nm.
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25. El método de acuerdo con la reivindicacion 21, en donde la biomolécula es una proteina o secuencia de nucleétidos.
26. El método de acuerdo con la reivindicacion 21, que comprende ademas un espaciador unido al material metalico
gue se une a la biomolécula para colocar un componente fluorescente de la biomolécula a una distancia predeterminada
del material metalico para mejorar la intensidad de fluorescencia de la biomolécula.

27. Un método para detectar un patégeno diana en una muestra, comprendiendo el método:

a) proporcionar un sistema que comprende:

un material metalico inmovilizado colocado sobre un sustrato de superficie, en donde el material metalico inmovilizado
tiene unido a él una sonda de secuencia de ADN de captura inmovilizada complementaria a una secuencia de ADN

conocida del patégeno diana;

una sonda de secuencia de ADN de captura libre complementaria a una secuencia de ADN conocida del patégeno
diana, en donde la sonda de secuencia de ADN de captura libre tiene unida a esta un fluoréforo; y

una cavidad de microondas y una fuente de energia de microondas;

b) poner en contacto la muestra con la sonda de secuencia de ADN de captura inmovilizada, en donde la secuencia de
ADN del patégeno diana se une a la sonda de la secuencia de ADN de captura inmovilizada;

) poner en contacto la secuencia de ADN unida del patégeno diana con la sonda la secuencia de ADN de captura libre,
en donde la unién de la sonda de secuencia de ADN de captura libre con la secuencia de ADN del patégeno diana hace
que el fluoréforo sea colocado a una distancia suficiente del material metalico inmovilizado para mejorar la emision de
fluorescencia;

d) irradiar el sistema con energia de microondas que tiene una frecuencia en un rango entre 0.3 y 10 GHz y un nivel de
baja potencia en un rango entre aproximadamente 30 milivatios y 200 vatios en una cantidad suficiente para mejorar la
union de la sonda de secuencia de ADN de captura libre con la secuencia de ADN del patégeno diana, causando un
aumento en la velocidad de las reacciones; y

e) irradiar el sistema con energia electromagnética en un rango de radiaciéon UV a IR para aumentar la emisién de
fluorescencia por el fluoréforo colocado a una distancia predeterminada del material metalico.

28. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 27, en donde el material metdlico conductor comprende particulas
metalicas, nanoestructuras, islas, coloides, matriz porosa o una superficie metalica continua.

29. El método de acuerdo con la reivindicacion 28, en donde el material metdlico es un metal noble.

30. Un método de ensayo utilizando seleccion de alto rendimiento (HTS), comprendiendo el método:
proporcionar una placa de pozos utilizada en los sistemas HTS que comprende una multiplicidad de pozos;
introducir nanoestructuras metalicas en los pozos;

introducir la placa de pozos en la cavidad de microondas;

introducir al menos una biomolécula para disponer cerca las nanoestructuras metalicas, en donde la biomolécula es
capaz de emitir luz y ser mejorada por una proximidad predeterminada a los nanoestructuras metalicas;

aplicar energia de microondas que tiene una frecuencia en un rango entre 0.3 y 10 GHz y un nivel de baja potencia en
un rango entre aproximadamente 30 milivatios y 200 vatios en la cavidad de microondas para hacer un aumento de
calor en el material metalico aumentando asi, la cinética de las reacciones quimicas que implican la biomolécula;

irradiar con energia electromagnética en el rango UV a IR; y

medir la luz emitida desde el sistema.
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