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DESCRIPCION
Nanoparticulas fluorescentes multicapa y procedimientos de fabricacion y uso de las mismas

[0001] Esta solicitud reivindica prioridad para la solicitud de patente provisional de EE.UU. n.° 61/767.066,
presentada el 20 de febrero de 2013.

DECLARACION SOBRE LA INVESTIGACION PATROCINADA POR EL GOBI ERNO

[0002] Esta invencién fue realizada con el apoyo del gobierno bajo el contrato n.° 2009-ST-108-LR0004
otorgado por el Departamento de Seguridad Nacional. El gobierno tiene ciertos derechos en la invencion.

CAMPO DE LA DIVULGACION

[0003] La presente divulgacion se refiere en general a nanoparticulas que contienen material sensible a la
fluorescencia en capas. Mas particularmente, la presente divulgacion se refiere a nanoparticulas de silice que
contienen material sensible a la fluorescencia y de multiples capas.

ANTECEDENTES DE LA DIVULGACION

[0004] El descubrimiento de farmacos, el cribado de farmacos, la expresion de genes y la identificacion de
proteinas como dianas de vacunas se basan en la realizacion de ensayos de cribado de alto rendimiento (HTS) con
gran cantidad de moléculas. Esto requiere la seleccion de grandes bibliotecas quimicas para moléculas diana
particulares, tales como proteinas, anticuerpos, nucleétidos o péptidos. La seleccion de bibliotecas grandes o la
multiplexacion bioldgica acelera el desarrollo de herramientas para aplicaciones terapéuticas y de diagnostico. La
multiplexacion biolégica implica realizar mdultiples ensayos simultaneamente sin comprometer la sensibilidad y la
especificidad. El avance hacia el HTS miniaturizado ha llevado a la deteccién de miles de compuestos por dia. La
tecnologia de fabricacion de matrices bidimensionales de arriba a abajo ha llevado al desarrollo de chips de ADN,
micromatrices y bioMEMS. La codificacion posicional basada en el reconocimiento de patrones ha ayudado ain mas
a identificar huellas digitales moleculares especificas. Algunos de los principales inconvenientes de estas
tecnologias son que son caros en términos de configuracion de equipos y reactivos y complejos en términos de
preparacion de muestras y fabricacion de matrices. Ademas, la variabilidad en las mediciones debido a la reactividad
cruzada y la reproducibilidad ha hecho que estas metodologias sean dificiles para el andlisis a gran escala.

[0005] El potencial de la codificacién multiplex utilizando tecnologia de cuentas basada en el racionamiento
de color se ha explorado previamente. Se utilizaron dos colorantes organicos para codificar una cuenta de
poliestireno de 5,5 um a 8 niveles de intensidad diferentes para ensayos multiplexados. Se sintetizaron cuentas de
poliestireno de 1,2 um codificadas con seis nanoparticulas de puntos cuanticos de nucleo-envuelta de CdSe/ZnS
distinguibles espectralmente a seis niveles de intensidad diferentes en diferentes proporciones al hinchar el polimero
en una mezcla de disolventes apropiada. Las especies fluorescentes en los casos anteriores se incorporaron
fisicamente en particulas de poliestireno de tamafio micrométrico y, debido a su gran tamafio, no se pudieron aplicar
facilmente para la obtencién de la obtencion de bioimagenes multiplexadas in vivo o intracelulares. Se desarrollaron
nanocédigos de barras fluorescentes basados en dendrimeros como ADN (DL-ADN) al etiquetar con precision el
ADN-DL con dos fluoréforos organicos en diferentes proporciones en funcion del nimero de sitios reactivos
disponibles. Para amplificar la sefial de fluorescencia de estos nanocodigos de barras, nuevamente se usaron
microcuentas como soporte para la obtencién de imagenes y la detecciébn molecular. De forma similar, se
sintetizaron nanoparticulas de silice basadas en transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET) de 70 nm
que codifican colorantes con diferentes relaciones de colorantes y se cargaron en microesferas recubiertas con
estreptavidina de 10 um. Este trabajo se extendié y se aplicé a la codificacién Optica en quimica combinatoria
desarrollando particulas de silice basadas en > 100 nm (FRET) que codifican colorantes con diferentes relaciones de
colorantes que luego se cargaron en microesferas de poliestireno de 10 um como sustratos para la multiplexacion.
Las relaciones de colorantes codificadas en estas particulas basadas en FRET se cuantificaron basandose en los
colorantes dosificados en la mezcla de reaccién y suponiendo que se incorporaron todos los colorantes. Debido a los
grandes tamafios de las cuentas finales (> 1 um) en ninguno de estos casos se demostré la obtencién de imagenes
intracelulares.

[0006] Por lo tanto, existe la necesidad de crear particulas de codificacién multiplex en las que se suprima la
FRET para obtener un nivel deseado de brillo de particulas, y por lo tanto una relacién de sefial a ruido deseable, de
tamafnos de aproximadamente 100 nm o menos que se puedan usar en aplicaciones in vivo e in vitro ya que las
particulas con tamafios por debajo de 100 nm son particularmente adecuadas para la captacién celular, y por lo
tanto son deseables para aplicaciones de obtencién de imagenes intracelulares.

BREVE RESUMEN DE LA DIVULGACION

[0007] De acuerdo con los aspectos de la invencién, se proporcionan nanoparticulas y procedimientos de

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2709 886 T3

acuerdo con las reivindicaciones.

[0008] En este documento se describen nanoparticulas de silice fluorescentes multicolor (también
denominadas en este documento nanoparticulas que contienen material sensible a la fluorescencia (MSF) multicapa,
puntos mcC y puntos C tricolor y puntos C multicolores) con recubrimientos de PEG de superficie (para la
funcionalizacion con diferentes restos tales como proteinas, acidos nucleicos, moléculas pequefias). Las
nanoparticulas de silice fluorescente multicolor pueden denominarse nanoparticulas de silice fluorescente multicolor
brillante. Por ejemplo, las nanoparticulas tienen tamafios por debajo de 100 nm que contienen dos, tres 0 mas
colorantes espectralmente distintos a dos, tres 0 mas niveles de intensidad diferentes. Las nanoparticulas de silice
fluorescente multicolor se pueden usar, por ejemplo, para la obtencion de bioimagenes intracelulares, detecciéon de
alto rendimiento y diagnosticos médicos.

[0009] En un caso, las nanoparticulas de silice contienen los colorantes N-(7-dimetilamino-4-metilcumarin-3-
il) maleimida (DACm (azul)), tetrametilrodamin-5-maleimida (TMRm (verde)) y Cy5-maleimida (Cy5m) (rojo)). Estos
colorantes estan contenidos a tres niveles de intensidad por colorante (sin colorante, colorante bajo o colorante alto).
La arquitectura de las particulas esta disefiada para controlar el nimero de colorantes por color y para minimizar la
transferencia de energia entre los colorantes para obtener el maximo brillo. Esta combinacion de tres colorantes en
tres niveles de intensidad da como resultado la sintesis de veintiséis particulas distinguibles basadas en la longitud
de onda y la intensidad de fluorescencia. Las nanoparticulas tienen de uno a tres 6rdenes de magnitud en la mejora
del brillo de la fluorescencia en comparacion con los colorantes libres. Las nanoparticulas con alta carga de
colorante fueron ~3,5-4 veces mas brillantes que las particulas con particulas cargadas con colorante medio. En
este sistema, el movimiento de cargas de colorante medio a alto al incorporar capas adicionales de silice no
disminuye la emision de fluorescencia relativa de las nanoparticulas.

[0010] Los procedimientos para fabricar nanoparticulas de silice fluorescentes multicolor se llevan a cabo de
manera tal que, por ejemplo, se afiadan colorantes a un nicleo de particulas dopadas con colorante capa por capa y
cada colorante espectralmente distinto se separe espacialmente con una envuelta de silice pura para reducir la
transferencia de energia entre los colorantes.

[0011] En un caso, las nanoparticulas se sintetizan de manera que los tres colorantes se afladen capa por
capa con el verde en el nicleo, seguido del rojo en la envuelta interna, seguido del azul afiadido como capa de
colorante final. Sin embargo, se puede realizar cualquier orden de adicion de colorante sin afectar el rendimiento de
la nanoparticula. Las capas de colorante estan separadas espacialmente por capas de silice lo suficientemente
gruesas como para suprimir efectivamente la transferencia de energia entre las capas de colorante. Por lo tanto,
cada particula individual tiene estructuras de tipo cebolla con, por ejemplo, hasta veinticuatro capas distintas
alrededor de un nucleo tefiido.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
[0012]

Figura 1. (a) llustracion esquematica del enfoque capa por capa para incorporar los tres colorantes TMRm (verde),
Cy5m (rojo) y DACm (azul) en nanoparticulas de silice (centro) y las posibles combinaciones basadas en los niveles
de encapsulacion para cada colorante (0, 5, 20 colorantes, respectivamente). Para simplificar, las particulas con
carga de colorante medio (~5 colorantes/particula, tono mas claro) y carga de colorante alta (~20
colorantes/particula, tono mas oscuro) se muestran con un tono mas claro/mas oscuro de verde, rojo y azul. (b) Foto
tomada de las 26 nanoparticulas fluorescentes multicolor de nlcleo-envuelta sintetizadas en agua dispuestas en
diferentes filas como particulas sin TMRm (sin verde, fila inferior), particulas con ~5 colorantes TMRm (carga baja de
colorante verde, fila intermedia) y particulas con ~20 colorantes TMRm en el nicleo (alta carga de colorante verde,
fila superior). Téngase en cuenta que la 272 cubeta en la fila mas baja (izquierda) representa una solucién de
particulas de silice pura sin colorante, es decir, con una combinacién de colores 0, 0, 0. (c) Clave de las
nanoparticulas que se muestran en la Figura 1b. El blanco representa particulas de silice pura sin ningin colorante,
como control. TMRm (verde), Cy5m (rojo) y DACm (azul)

Figura 2. Representaciones esquematicas de la sintesis de puntos C multicolores (puntos mcC): (a) Grafica
comparativa de la superposicion entre las distribuciones de Poisson para lotes de sintesis con diferentes nimeros
promedio de colorantes por particula, ver leyenda. Orden de las curvas de izquierda a derecha: 5, 10, 15, 20
colorantes/particula. (b) Esquema de reaccidn generalizado del derivado de maleimida de los tres colorantes TMRm
(1), Cy5m (2) y DACm (3) con (3-mercaptopropil) trimetoxisilano para dar el conjugado de colorante silano
correspondiente. (c-e) Adicion de colorante capa por capa para puntos C de un solo color: particulas TMRm (G),
particulas Cy5m (R) y particulas DACm (B), seguida de la adicion de un polietilenglicol silano de masa molar de 5 k
(PEG-silano) como capa final; (f-h) enfoque de capa por capa para puntos mcC de dos colores con diferentes niveles
de brillo para (f) las combinaciones Gy R, (g) Gy By (h) Ry B a partir de los puntos C de G y R de un solo color,
seguidos de proteccion terminal con PEG-silano; y (i) enfoque de capa por capa para los puntos C de tres colores
protegidas terminalmente con PEG-silano a partir de G y R que contienen puntos C de dos colores.

Figura 3. Caracterizacion de puntos C de un solo color. Los paneles (a-c) comparan los espectros de absorbancia y
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fluorescencia de nanoparticulas cargadas con colorante medio y alto con el colorante libre parental para (a) TMRm,
(b) Cy5m y (c) DACm. Las soluciones de colorante libre y particulas se emparejaron en absorbancia antes de estas
mediciones. Los paneles (d-f) comparan las curvas de autocorrelacién de FCS de los colorantes libres (lineas
continuas) con las de las nanoparticulas cargadas con colorante medio (circulos huecos) y alto (circulos sélidos) en
soluciones: DACm. Los paneles (g-i) comparan el brillo por especies fluorescentes (colorantes frente a particulas)
medidos a partir de los conjuntos de datos del detector FCS para (g) sistema TMRm, (h) sistema Cy5m y (i) sistema
DACm.

Figura 4. Caracterizacion de puntos mcC (a) Curvas representativas de FCS de particulas intermedias especificas
en solucién que se mueven hacia puntos C de tres colores que cubren todo el esquema sintético a partir de puntos C
de un solo color cargados con colorante TMRm medio/alto (mG, circulos verdes huecos/hG, circulos verdes
continuos) a través de puntos C de dos colores cargados con colorante Cy5m medio/alto (hGmR, circulos rojos
huecos/hGhR, circulos rojos continuos) a los puntos C de tres colores finales cargados con colorante DACm
medio/alto (hGhRmB, circulos azules huecos/hGhRhB, circulos azules soélidos). Azul (curva izquierda), verde (curva
media), rojo (curva derecha). (b) Espectros representativos de emision de fluorescencia de puntos C de tres colores
obtenidos por excitacién en el azul (izquierda), verde (medio) y rojo (derecha). (c) Resumen de los perfiles de
intensidad experimental para cada una de las 26 nanoparticulas de silice fluorescente, medidos por espectros de
emision de fluorescencia en estado estacionario. Las barras verdes representan la emision de TMRm, las barras
rojas de Cy5m y las barras azules de DACm. Las alturas de las barras representan niveles de intensidad de emisién.
Figura 5. Imagenes de microscopia de fluorescencia confocal de puntos mcC en mastocitos RBL-2H3 que muestran
el canal, (a) Ch verde: 560 nm, (b) Ch rojo: 633 nm, (c) Ch azul: 405 nm, (d) Ch amarillo 488 nm; (e) imagenes
superpuestas de (a, b, ¢, y d) (f) imagen de campo brillante.

Figura 6. Una sola imagen en mosaico de particulas mixtas de 512 x 512 que muestra células que contienen hasta
17 particulas diferentes. (a-d) Las imagenes se obtuvieron simultdneamente en los canales rojo, verde, azul y
amarillo. (e) Las cuatro imagenes fluorescentes se apilaron para demostrar que las particulas estan de hecho dentro
de las células. (f) Imagen adquirida en campo claro.

Figura 7. Se cargaron 17 nanoparticulas multicolor espectralmente distintas en células de leucemia basdéfila de rata.
(a) Imagen de color falso a tamafio completo (1280 x 1280 pixeles) de las células, cada una cargada con 1 de 17
puntos de "color" mcC Unicos que demuestran la "decodificacion” con éxito de una muestra de multiples particulas.
Una leyenda codificada por colores, que ilustra la composicion de las particulas y el color de la célula asignado, se
muestra en la parte inferior derecha. (b) Una region ampliada de la misma imagen.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA DIVULGACION

[0013] La presente divulgacién proporciona nanoparticulas que contienen material sensible a la fluorescencia
(MSF) multicapa. También se proporcionan procedimientos para fabricar y utilizar las nanoparticulas que contienen
MSF multicapa.

[0014] Una nanoparticula que contiene MSF multicapa de la presente divulgacion proporciona una
nanoparticula que puede ser identificada de forma Unica por los MSF especificos y los niveles de MSF. Las
nanoparticulas con cédigos incorporados para su identificacién pueden actuar como portadores y etiquetas para las
moléculas. La combinacién especifica de FHM(s)/nivel(es) (que puede describirse como un "cédigo de barras"
Optico) se puede identificar por su emision de fluorescencia (por ejemplo, en forma de una imagen). Por ejemplo, en
una mezcla de nanoparticulas que contienen MSF multicapa que tienen diferentes combinaciones de FHM/nivel,
cada combinacion diferente de FHM/nivel puede identificarse de manera Unica. Cada particula distinguible es
analoga a un solo pocillo o matriz en la tecnologia de matriz 2-D. Por lo tanto, la multiplexacién no se limita al
namero de pocillos o matrices, sino al numero de particulas distinguibles. La arquitectura de las nanoparticulas
minimiza la extincion intracapa e intercapa de la fluorescencia del MSF. Esto proporciona nanoparticulas que tienen
un brillo deseable a través del uso efectivo de todos los colorantes fluorescentes en las particulas, lo que resulta en
niveles deseables de sefial a ruido en esquemas de deteccion éptica/fluorescente.

[0015] En un aspecto, la presente divulgacién proporciona nanoparticulas de silice multicapa que contienen
MSF. Las nanoparticulas comprenden uno o mas materiales sensibles a la fluorescencia (MSF) que pueden estar
presentes en una 0 mas cantidades (es decir, niveles). Las nanoparticulas pueden ser de 5 nm a 500 nm, incluidos
todos los valores enteros y los intervalos entre ellos, en tamafio (por ejemplo, diametro).

[0016] La referencia a las nanoparticulas que contienen MSF multicapa en este documento pretende incluir
las nanoparticulas que contienen colorante multicapa. La referencia a la capa o capas de silice sin MSF en este
documento pretende incluir la capa o capas de silice sin colorante. La referencia a la capa o capas de silice que
contienen MSF en este documento pretende incluir la capa o capas de silice que contienen colorante. La referencia
a la capa o capas de silice sin MSF mas externa en el presente documento pretende incluir la capa o capas de silice
mas externas que contienen colorante. La referencia a MSF en este documento pretende incluir la molécula o
moléculas de colorante. La referencia a un precursor o precursores de conjugado de MSF en este documento
pretende incluir precursor o precursores de conjugado colorante. La referencia a la capa o capas de silice que
contienen MSF mas externas en este documento pretende incluir la capa o capas de silice que contienen colorante
mas externas.
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[0017] En una realizacion, la nanoparticula comprende un nucleo de silice que comprende una pluralidad de
moléculas de MSF unidas covalentemente a la red de silice del nucleo, de 1 a 100 capas de silice que contienen
MSF, comprendiendo cada capa una pluralidad de moléculas de MSF unidas covalentemente a la red de silice de la
capa de silice que contiene MSF, una o0 mas capas de silice sin MSF, en donde una de las capas de silice sin MSF
separa el nacleo de silice de una de las capas de silice que contienen MSF y, si esta presente, cada par adyacente
de las capas de silice que contienen MSF esta separado por una de las capas de silice libres de MSF, una capa de
silice sin MSF mas externa dispuesta sobre la capa de silice que contiene MSF mas externa; y una pluralidad de
moléculas de poli (etilenglicol) unidas covalentemente a la superficie exterior de la capa de silice sin MSF mas
externa. La nanoparticula puede comprender ademas uno o mas restos (por ejemplo, proteinas, péptidos, acidos
nucleicos, aptameros, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, polimeros, moléculas organicas pequefias y
combinaciones de los mismos) unidos covalentemente a las moléculas de poli (etilenglicol) unidos covalentemente a
la superficie exterior de la capa de silice sin MSF mas externa. La nanoparticula puede tener un didmetro de 5 nm a
500 nm, incluidos todos los valores de nm enteros y los intervalos entre ellos. Cada capa de silice sin MSF tiene un
espesor (por ejemplo, de 1 nm a 20 nm) de manera que hay menos del 10 % de transferencia de energia medible
entre el MSF en el nlcleo y en una capa de silice que contiene MSF adyacente o en capas de silice que contienen
MSF adyacentes.

[0018] En otra realizacion, la nanoparticula comprende un nucleo de silice que comprende una pluralidad de
moléculas de MSF unidas covalentemente a la red de silice del nucleo, de 1 a 100 capas de silice que contienen
MSF, comprendiendo cada capa una pluralidad de moléculas de MSF unidas covalentemente a la red de silice de la
capa de silice que contiene MSF, una o0 mas capas de silice sin MSF, en donde una de las capas de silice sin MSF
separa el nacleo de silice de una de las capas de silice que contienen MSF y, si esta presente, cada par adyacente
de las capas de silice que contienen MSF esta separado por una de las capas de silice libres de MSF, y una capa de
silice sin MSF mas externa se dispone sobre la capa de silice que contiene MSF mas externa. La nanoparticula
puede tener un diametro de 5 nm a 500 nm, incluidos todos los valores de nm enteros y los intervalos entre ellos.
Cada capa de silice sin MSF tiene un espesor (por ejemplo, de 1 nm a 20 nm) de manera que haya menos del 10 %
de transferencia de energia medible entre el MSF en el ndcleo y en una capa de silice que contiene MSF adyacente
0 en capas adyacentes de silice que contienen MSF.

[0019] En una realizacién, cada una de las capas de silice libres de MSF puede estar dispuesta sobre el
nucleo de silice o una capa de silice que contiene MSF.

[0020] En otra realizacion, la nanoparticula comprende a) un nucleo de silice que comprende una pluralidad
de MSF unidos covalentemente a la red de silice del nlcleo; y b) capas alternas de capas de silice libres de MSF y
capas que contienen MSF que rodean el nucleo de silice, en donde una capa de silice sin MSF rodea el ndcleo. La
capa mas externa es una capa de silice sin MSF o una capa que contiene MSF. Opcionalmente, una pluralidad de
moléculas de poliéter se unen covalentemente a la superficie exterior de la capa de silice sin MSF mas externa o
capa que contiene MSF.

[0021] El nicleo tiene una forma sustancialmente esférica y puede tener de 1 nm a 20 nm, incluidos todos los
valores de nm enteros entre ellos, en tamafio (por ejemplo, diametro). El nicleo tiene una pluralidad de material
sensible a la fluorescencia (por ejemplo, moléculas sensibles a la fluorescencia, como moléculas de colorante y
moléculas de pigmento) que pueden unirse covalentemente a la red de 6xido de silicio del nucleo.

[0022] La capa de silice sin MSF se dispone sobre el nicleo y/o una capa de silice que contiene MSF. No
hay MSF detectable en esta capa. Esta capa cubre al menos parcialmente el ndcleo y/o una capa de silice que
contiene MSF. En una realizacion, la capa es una capa continua que cubre completamente el ndcleo y/o una capa
de silice que contiene MSF. La nanoparticula puede tener de 1 a 99 capas de silice sin MSF, incluidos todos los
numeros enteros de capas y los intervalos entre ellas.

[0023] Cada capa de silice sin MSF aisla (es decir, reduce la transferencia de energia entre) el nicleo y la
capa de silice que contiene MSF adyacente o las capas de silice que contienen MSF adyacente. En varias
realizaciones, cada capa de silice sin MSF tiene un espesor tal que hay un 10 % o menos, un 5 % o menos, un 4 %
0 menos, un 3% o menos, un 2% o menos, o un 1% o menos de transferencia de energia medible entre las
moléculas de MSF en el nicleo y en una capa de silice que contiene MSF adyacente o en capas de silice que
contienen MSF adyacente. En una realizacion, cada capa de silice sin MSF tiene un espesor tal que no hay
transferencia de energia medible entre el MSF en el ndcleo y la capa de silice que contiene MSF adyacente o capas
de silice que contienen MSF adyacente. La transferencia de energia entre el MSF en el nlcleo y la capa de silice
que contiene MSF adyacente o las capas de silice que contienen MSF adyacente se puede medir por
procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, la transferencia de energia puede medirse por excitacion de un
MSF (por ejemplo, una especie colorante) (donador) que absorbe a longitudes de onda mas bajas y el examen de la
emisiéon de un segundo MSF (por ejemplo, una segunda especie colorante) (aceptor) que tiene una superposicion
entre su espectro de absorbancia y el espectro de emision del colorante donador. Un segundo procedimiento es
medir la intensidad de emisién del MSF donador (por ejemplo, colorante) en ausencia y presencia de un MSF
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aceptor (por ejemplo, colorante). Si se produce FRET entre el donador y el aceptor, se suprime la emision del
donador. Por ejemplo, la capa de silice sin MSF puede tener de 1 nm a 20 nm, incluidos todos los valores de nm
enteros y los intervalos entre ellos.

[0024] La capa de silice que contiene MSF se dispone sobre una capa de silice sin MSF. Esta capa cubre al
menos parcialmente la capa de silice sin MSF. En una realizacion, la capa es una capa continua que cubre
completamente el ndcleo y/o una capa de silice que contiene MSF. En una realizacion, cada capa de silice sin MSF
tiene un dnico tipo de MSF. La nanoparticula puede tener de 1 a 100 capas de silice que contienen MSF, e incluye
todos los numeros enteros de capas y los intervalos entre ellas. La capa de silice que contiene MSF puede tener un
espesor de menos de 1 nm a 20 nm. En una realizacion, la capa de silice que contiene MSF tiene un espesor de 1
nm a 20 nm, que incluye todos los valores de nm enteros y los intervalos entre ellos. La capa de silice sin MSF mas
externa se dispone sobre la capa de silice que contiene MSF mas externa. Esta capa cubre al menos parcialmente
la capa de silice que contiene MSF mas externa. En una realizacion, la capa es una capa continua que cubre
completamente el nicleo y/o una capa de silice que contiene MSF. Esta capa tiene un espesor de 1 nm a 20 nm,
incluidos todos los valores de nm enteros y los intervalos entre ellos.

[0025] El nucleo, las capas de silice que contienen MSF y las capas de silice sin MSF tienen una estructura
de red. La red se puede formar por condensacion de un precursor de silice. En una realizacion, la red es una red de
silice. La red de silice del nucleo se puede formar por condensacion de precursores de silice como, por ejemplo,
TMOS y TEOS. Pueden prepararse precursores adecuados usando procedimientos conocidos y pueden obtenerse
de fuentes comerciales.

[0026] Se puede usar cualquier material sensible a la fluorescencia (por ejemplo, colorantes y pigmentos) que
pueda unirse covalentemente a la red de éxido de silicio de la nanoparticula. Ejemplos de MSF incluyen moléculas
de colorante. Pueden prepararse materiales adecuados que responden a la fluorescencia usando procedimientos
conocidos y pueden obtenerse de fuentes comerciales.

[0027] Se conocen una amplia variedad de materiales adecuados sensibles a la fluorescencia quimicamente
reactivos, ver, por ejemplo, MOLECULAR PROBES HANDBOOK OF FLUORESCENT PROBES AND RESEARCH
CHEMICALS, 62 ed., R. P. Haugland, ed. (1996). Un fluoréforo tipico es, por ejemplo, un compuesto aromatico o
heteroaromatico fluorescente tal como un pireno, un antraceno, un naftaleno, una acridina, un estilbeno, un indol o
benzindol, un oxazol o benzoxazol, un tiazol o un benzotiazol, un 4-amino-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol (NBD), una
cianina, una carbocianina, un carbostirilo, una porfirina, un salicilato, un antranilato, un azuleno, un perileno, una
piridina, una quinolina, una cumarina (incluidas las hidroxicumarinas y aminocumarinas y sus derivados fluorados), y
compuestos similares, véase, por ejemplo, Patentes de EE.UU. n.° 5.830.912; 4.774.339; 5.187.288; 5.248.782;
5.274.113; 5.433.896; 4.810.636; y 4.812.409.

[0028] Por ejemplo, el colorante es un colorante organico. Los ejemplos de colorantes organicos adecuados
incluyen, pero no son derivados de xanteno (por ejemplo, fluoresceina, rodamina, verde de Oregdn, eosina, rojo de
Texas y colorantes Cal Fluor), derivados de cianina (por ejemplo, cianina, indocarbocianina, oxacarbocianina,
tiacarbocianina, merocianina y colorantes Quasar), derivados de naftaleno (por ejemplo, derivados de dansilo y
prodan), derivados de cumarina, derivados de oxadiazol (por ejemplo, piridiloxazol, nitrobenzoxadiazol y
benzoxadiazol), derivados de pireno (por ejemplo, azul cascada), derivados de oxazina (por ejemplo, rojo Nilo, azul
Nilo, violeta de cresilo, oxazina 170), derivados de acridina (por ejemplo, proflavina, naranja de acridina, amarillo de
acridina), derivados de arilmetina (por ejemplo, auramina, violeta cristal, verde de malaquita), derivados de tetrapirol
(por ejemplo, porfina, ftalocianina y bilirrubina), colorante CF™ (Biotium), BODIPY® (Invitrogen), ALEXA FLUOR®
(Invitrogen), DYLIGHT™ (Thermo Scientific, Pierce), ATTO™ y TRACY™ (Sigma Aldrich), FLUOPROBES®
(Interchim), sus derivados, y similares.

[0029] Es deseable usar materiales con respuesta fluorescente que tengan espectros de absorcién y/o
emision que correspondan a las longitudes de onda de excitacion y deteccién utilizadas habitualmente. Por ejemplo,
los materiales sensibles a la fluorescencia que tienen espectros de absorcidon y/o emisién que corresponden a
longitudes de onda de excitaciéon y/o deteccién utilizadas en sistemas de imagen disponibles en el mercado. Por
ejemplo, la nanoparticula puede tener MSF con longitudes de onda de emision rojas, verdes, azules, o una
combinacion de ellas. En una realizacién, los materiales sensibles a la fluorescencia son colorantes fluorescentes
seleccionados entre N-(7-dimetilamino-4-metilcumarin-3-ilo) (DAC), tetrametilrodamin-5-maleimida (TMR), Cy5, N-(7-
dimetilamino-4-metilcumarin-3-il) maleimida (DACm), tetrametilrodamin-5-maleimida (TMRm), Cy5-maleimida
(Cy5m), o0 una combinacién de las mismas.

[0030] El MSF esta unido covalentemente (por ejemplo, directamente o mediante un grupo de enlace) a la
red de silice de nanoparticulas del nacleo o la capa que contiene MSF. El MSF puede unirse covalentemente de
forma directa a la red de silice a través de un grupo de enlace a través de, por ejemplo, un enlace éster, enlace
amida o enlace tioéter. Por ejemplo, un MSF (por ejemplo, una molécula de colorante) puede unirse covalentemente
a un precursor sol-gel (por ejemplo, un alquil (trialcoxi) silano funcionalizado) a través de un grupo de enlace y este
precursor de conjugado de MSF se usa para producir el ndcleo o la capa que contiene MSF. En una realizacion, el
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MSF esta unido covalentemente a la red de 6xido de silicio por un conjugado de maleimida-mercapto. Los enlaces
covalentes o enlaces entre el MSF y un precursor sol-gel (por ejemplo, un alquil (trialcoxi) silano funcionalizado)
pueden formarse mediante procedimientos conocidos en la técnica.

[0031] El MSF (por ejemplo, las moléculas de colorante) en las nanoparticulas (es decir, que esta unido
covalentemente a la red de silice de nanoparticulas del nlcleo o capa que contiene MSF) tiene una intensidad de
emision de fluorescencia (es decir, brillo) que es mayor que la del MSF libre cuando la emisién de fluorescencia de
cada uno se mide en una solucidn acuosa. En varias realizaciones, la intensidad de emisién de fluorescencia de uno
0 mas o todos los MSF (por ejemplo, moléculas de colorante) en la nanoparticula es del 10 %, 20 %, 30 %, 40 %,
50 %, 75 %, 100 %, dos veces, cinco veces, 10 veces, o 20 veces mayor que la del MSF libre (por ejemplo,
moléculas de colorante) cuando la emision de fluorescencia de cada una se mide en una solucién acuosa.

[0032] La capa de silice sin MSF mas externa puede pasivarse de modo que la nanoparticula esté
estabilizada estéricamente contra la agregacién con otras nanoparticulas en soluciones tampon fisiologicas. Por
ejemplo, la nanoparticula tiene una pluralidad de grupos poliméricos, tales como grupos de poliéter unidos
covalentemente a la superficie exterior de la capa. Los grupos poliéter pueden derivarse de una molécula de poliéter
o de una molécula de poliéter funcionalizada. En una realizacion, el grupo poliéter es un grupo PEG.

[0033] En una realizacién, la nanoparticula tiene una pluralidad de grupos de poli (etilenglicol) (PEG) unidos
covalentemente a la superficie exterior de la capa. Los grupos de PEG pueden derivarse de una molécula de PEG o
una molécula de PEG funcionalizada. Los grupos de PEG estan unidos covalentemente a la red de silice de la capa.
Por ejemplo, los grupos PEG pueden tener un peso molecular de 400 g/mol a 10.000 g/mol. Los grupos de PEG
cubren al menos una parte de la capa de silice sin MSF mas externa. Es deseable que los grupos de PEG cubran al
menos una parte de la capa de modo que las nanoparticulas estén estabilizadas estéricamente contra la agregacion
en soluciones tampdn fisiol6gicas.

[0034] Uno o mas de los grupos de PEG pueden tener un resto unido covalentemente al grupo (es decir, la
cadena de PEG). En una realizacion, todos los grupos de PEG tienen un resto unido covalentemente al grupo de
PEG (es decir, la cadena de PEG). La nanoparticula puede tener todos los restos idénticos o combinaciones de
restos. El resto puede ser un resto dirigido que se dirige a una estructura celular (por ejemplo, una estructura celular
de superficie 0 una estructura intracelular). Los ejemplos de restos adecuados incluyen, pero no se limitan a,
proteinas (por ejemplo, subunidades de proteinas y dominios de proteinas), péptidos, acidos nucleicos (por ejemplo,
moléculas de ADN monocatenario, moléculas de ADN bicatenario, moléculas de ARN monocatenario, moléculas de
ARN bicatenario y moléculas de ADN ramificadas), aptameros (por ejemplo, aptameros de ADN, aptameros de ARN
y aptameros de proteinas), anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, polimeros (por ejemplo, dendrimeros),
moléculas organicas pequefias (por ejemplo, moléculas de fArmacos y compuestos organicos tales como acido félico
o0 &cido folico).

[0035] El MSF (por ejemplo, los colorantes individuales) puede estar presente en la nanoparticula en diversas
cantidades (es decir, niveles). El MSF presente en la nanoparticula es la suma de todos los mismos tipos de MSF
presentes en cualquiera de las capas de silice que contienen el nlcleo y el MSF. La cantidad (es decir, el nivel) de
MSF en una nanoparticula dada se puede expresar como el nimero de MSF (por ejemplo, moléculas de colorante)
por nanoparticula. Es deseable que la cantidad de colorante sea tal que los niveles de MSF en una nanoparticula
puedan distinguirse de los niveles del mismo MSF en una nanoparticula diferente. La ausencia del colorante se
considera un nivel. La cantidad de colorante presente en las nanoparticulas que tienen el mismo nivel nominal de
colorante puede variar. En diversas realizaciones, la cantidad de MSF en la nanoparticula es tal que hay un 10 % o
menos, un 5 % o menos, un 4 % o0 menos, un 3 % o0 menos, un 2 % o menos, un 1 % 0 menos gque se superponen
en la cantidad del mismo MSF en otra nanoparticula presente (por ejemplo, que constituye otro cddigo de barras
Optico). En una realizacién, la cantidad de MSF en la nanoparticula es tal que no hay superposicién en la cantidad
del mismo MSF en otra nanoparticula presente (por ejemplo, que constituye otro codigo de barras 6ptico).

[0036] En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una composicion que comprende las
nanoparticulas. La composicion puede comprender una pluralidad de nanoparticulas distinguibles (es decir,
identificables de forma Gnica). En una realizacién, la composicién comprende una pluralidad de nanoparticulas. En
otra realizacién, la composicion comprende una pluralidad de nanoparticulas que tienen diferentes combinaciones
de colorantes y/o niveles de colorantes. Por ejemplo, cada una de la pluralidad de nanoparticulas tiene dos o tres
colorantes (por ejemplo, N-(7-dimetilamino-4-metilcumarin-3-ilo) (DAC), tetrametilrodamin-5-maleimida (TMR), Cy5)
a un nivel de 0, 5 0 20 colorantes por nanopatrticula.

[0037] En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona procedimientos para fabricar las nanoparticulas
gue contienen MSF multicapa. En los procedimientos, la nanoparticula se forma mediante la adicion capa por capa
de capas de silice libres de MSF y capas de silice que contienen MSF a un nicleo.

[0038] En una realizacion, un procedimiento para fabricar una nanoparticula que contiene MSF multicapa
comprende las etapas de: a) poner en contacto un precursor de silice, una pluralidad de un Unico tipo de precursor
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de conjugado de MSF, un disolvente y una base de tal manera que un ndcleo de silice que tenga una pluralidad de
MSF se conjuga con la red de silice del nucleo de silice, b) poner en contacto el material de la etapa a) con un
precursor de silice y un disolvente de modo que se forme una capa de silice sin MSF en el nacleo de silice, c) poner
en contacto el material de b) con un precursor de silice, un Unico tipo de precursor de conjugado de MSF, un
disolvente y una base de manera que se forme una capa de silice que contiene MSF; d) opcionalmente, poner en
contacto el material de la etapa c) con un precursor de silice y un disolvente de modo que se forme una capa de
silice sin MSF sobre la capa de silice que contiene MSF y poner en contacto el material resultante con un precursor
de silice, un Unico tipo de precursor de conjugado de MSF, un disolvente y una base de modo que se forme una
capa de silice que contiene MSF; e) opcionalmente, repetir la etapa d) un nimero deseado de veces, en el que el
contacto es con el material de una etapa d) realizada previamente; €) poner en contacto el material de la etapa c), la
etapa d) o la etapa e) con un precursor de silice y un disolvente de modo que se forme una capa de silice sin MSF
mas externa en la capa de silice que contiene MSF mas externa; f) poner en contacto con el material de la etapa c),
d), o e) con un precursor de silice y un disolvente de modo que se forme una capa de silice sin MSF mas externa en
la capa que contiene MSF mas externa; y g) poner en contacto el material de la etapa f) con moléculas de poliéter
funcionalizadas de modo que se forme una nanoparticula que tiene una pluralidad de moléculas de poliéter unidas
covalentemente a la superficie exterior de la capa de silice sin MSF mas externa de la nanoparticula. En un ejemplo,
las moléculas de poliéter funcionalizadas son moléculas de PEG funcionalizadas y los grupos de poliéter son grupos
de PEG.

[0039] En otra realizacién, un procedimiento para fabricar una nanoparticula que contiene MSF multicapa
comprende las etapas de: a) poner en contacto un precursor de silice, una pluralidad de un Unico tipo de precursor
de conjugado de MSF, un disolvente y una base de tal manera que un nicleo de silice que tenga una pluralidad de
MSF se conjuga con la red de silice del nicleo de silice, b) poner en contacto el material de la etapa a) con un
precursor de silice y un disolvente de modo que se forme una capa de silice sin MSF en el nacleo de silice, ¢) poner
en contacto el material de b) con un precursor de silice, un Unico tipo de precursor de conjugado de MSF, un
disolvente y una base de manera que se forme una capa de silice que contiene MSF, poner en contacto el material
de b) con un precursor de silice, un unico tipo de precursor de conjugado de MSF, un disolvente y una base de
modo que se forme una capa de silice que contiene MSF; d) opcionalmente, poner en contacto el material de la
etapa c) con un precursor de silice y un disolvente de modo que se forme una capa de silice sin MSF sobre la capa
de silice que contiene MSF y poner en contacto el material resultante con un precursor de silice, un Unico tipo de
precursor de conjugado de MSF, un disolvente y una base de modo que se forme una capa de silice que contiene
MSF; e) opcionalmente, repetir la etapa d) un nimero deseado de veces, en el que el contacto es con el material de
una etapa d) realizada previamente; f) poner en contacto el material de la etapa c), la etapa d) o la etapa €) con un
precursor de silice y un disolvente de modo que se forme una capa de silice sin MSF mas externa en la capa de
silice que contiene MSF mas externa.

[0040] En las realizaciones que forman una nanoparticula que contiene MSF multicapa, los disolventes,
bases, precursores de conjugado de MSF y precursores de silice pueden ser cualquier especie descrita en el
presente documento. Por lo tanto, los disolventes, bases, precursores de conjugado de MSF y precursores de silice
pueden ser los mismos para cada etapa de contacto o pueden ser diferentes para una o mas de las etapas de
contacto.

[0041] El precursor de silice sufre una reaccién (como una reaccién de condensacién) para formar una red de
silice. El precursor de silice puede ser tetrametoxisilano (TMOS) o tetraetoxisilano (TEOS). Los precursores pueden
prepararse usando procedimientos conocidos en la técnica u obtenidos de fuentes comerciales.

[0042] El precursor de conjugado de MSF es un MSF unido covalentemente, de forma directa o mediante un
grupo de enlace, a un resto de conjugado de MSF que tiene al menos un grupo (por ejemplo, un grupo alcoxisilano
tal como metoxisilano o etoxisilano) que puede sufrir una reaccidon de condensacion tal que el MSF se una
covalentemente a la red (por ejemplo, la red de silice) del nicleo o la capa de silice que contiene MSF. Por ejemplo,
el resto de conjugado de MSF es un grupo trialcoxisilano (por ejemplo, -Si(OR)3, en donde cada R es un grupo
metilo o etilo que tiene un grupo reactivo, como un grupo mercapto (-SH). El grupo de enlace puede derivarse de un
grupo de maleimida. El precursor de conjugado de MSF puede formarse mediante quimicas de conjugacion
conocidas. En una realizacion, el precursor de conjugado de MSF es un conjugado de maleimida-mercapto. Por
ejemplo, el MSF se conjuga con 3-mercaptopropil-trimetoxisilano (MPTMS) directamente o mediante reaccion con un
grupo maleimida en un conjugado de MSF-maleimida. En una realizacion, el MSF es un conjugado de MSF-
maleimida. Por ejemplo, un conjugado de MSF-maleimida se hace reaccionar con 3-mercaptopropil-trimetoxisilano
(MPTMS) para formar un precursor de conjugado de MSF.

[0043] La molécula de poliéter funcionalizada (por ejemplo, la molécula de PEG funcionalizada) tiene un
grupo funcional que puede reaccionar con la superficie mas externa de la capa de silice sin MSF mas externa, de
manera que la molécula de poliéter (por ejemplo, la molécula de PEG) esta unida covalentemente a la superficie
exterior de la capa de silice sin MSF mas externa de la nanoparticula. Por ejemplo, una molécula de poliéter o una
molécula de PEG esta unida covalentemente, de forma directa o por medio de un grupo de enlace, a un resto que
tiene al menos un grupo (por ejemplo, un grupo alcoxisilano como metoxisilano o etoxisilano) que puede
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experimentar una reaccién de condensacién tal que la molécula de poliéter o la molécula de PEG esta unida
covalentemente a la red de silice de la superficie mas externa de la capa de silice sin MSF mas externa. Un ejemplo
de un grupo funcional adecuado es un grupo trialcoxisilano (por ejemplo, -Si(OR)s, donde cada R es un grupo metilo
o etilo). Un ejemplo de un grupo de enlace adecuado es (-O-CH2-CH2CHa-). En una realizacion, la molécula de PEG
funcionalizada es metoxi-PEG-silano (mPEG-silano).

[0044] Opcionalmente, la molécula de PEG funcionalizada puede tener un resto unido covalentemente a ella.
Dicha molécula de PEG funcionalizada puede formarse usando una molécula de PEG heterobifuncional. La
molécula de PEG heterobifuncional tiene al menos un grupo funcional que puede reaccionar con un grupo funcional
en la superficie mas externa de la capa de silice sin MSF mas externa y un grupo funcional que puede reaccionar
con el resto (0 una versién funcionalizada de la misma).

[0045] En la reaccion de formacion del nucleo, el precursor de silice, una pluralidad de un Unico tipo de
precursor de conjugado de MSF, un disolvente y una base (por ejemplo, amoniaco) se hacen reaccionar en unas
condiciones (por ejemplo, tiempo y temperatura) de manera que se forme una pluralidad de nuicleos de silice que
tienen una pluralidad de conjugados de MSF a la red de silice del nicleo de silice.

[0046] En la reaccion de formacion de la capa de silice sin MSF, los nucleos (por ejemplo, la mezcla de
reaccion en la que se forman los ndcleos) se ponen en contacto con un precursor de silice y un disolvente de modo
gue se forme una capa de silice sin MSF en el n(cleo de silice.

[0047] En la reaccién de formacion de la capa de silice que contiene MSF, las nanoparticulas que
comprenden un ndcleo y una capa de silice sin MSF (por ejemplo, la mezcla de reaccién en la que se forman las
nanoparticulas que comprenden un ndcleo y una capa de silice sin MSF) se ponen en contacto con un precursor de
silice, un Unico tipo de precursor de conjugado de MSF diferente al Unico tipo de precursor de conjugado de MSF en
el nlcleo, un disolvente y una base de manera que se forme una capa de silice que contiene MSF.

[0048] En la reaccion de formacion de la capa de silice que contiene MSF, la concentracién de precursor de
silice se mantiene por debajo de la concentracion del umbral de nucleacién. En una realizacién, la reaccion se afiade
en alicuotas en serie para mantener la concentracion del precursor de silice por debajo de la concentracion del
umbral de nucleacion. Es deseable usar TMOS, que tiene una cinética de reaccion de hidrélisis mas rapida en
comparacion con las de TEOS, a fin de que sea mas facil mantener la concentracion del precursor de silice por
debajo de la concentracion del umbral de nucleacion.

[0049] Opcionalmente, la reaccion de formacion de la capa de silice sin MSF y la reaccion de formacion de la
capa de silice que contiene MSF se repiten secuencialmente en las nanoparticulas que comprenden en secuencia
desde el centro de un nucleo de la nanoparticula, una capa de silice sin MSF y una capa de silice que contiene MSF
(por ejemplo, la mezcla de reaccién en la que se forman estas nanoparticulas) hasta que se forman nanoparticulas
gue tienen de 2 a 100 capas de silice que contienen MSF, incluyendo todo el nimero entero de capas de silice que
contienen MSF vy los intervalos entre ellas. En estas reacciones opcionales de capa de silice que contienen MSF, el
MSF puede ser igual o diferente al utilizado en cualquier otra reaccion de capa de silice que contiene MSF.

[0050] En la reaccion de formacién de la capa de silice sin MSF mas externa, las nanoparticulas que tienen
un ndcleo, una o mas capas de silice sin MSF y una o mas capas de silice que contienen MSF (por ejemplo, la
mezcla de reaccion en la que se forman estas nanoparticulas) se ponen en contacto con un precursor de silice y un
disolvente de modo que se forme una capa de silice sin MSF mas externa sobre la capa de silice que contiene MSF
mas externa.

[0051] En la reaccion de funcionalizacion de PEG (también denominada en el presente documento
PEGilacion), las nanoparticulas que tienen un nucleo, una o mas capas de silice sin MSF, y una o mas capas de
silice que contienen MSF, y una capa de silice sin MSF mas externa (por ejemplo, la mezcla de reaccion en la que
se forman estas nanoparticulas) se ponen en contacto con moléculas de PEG funcionalizadas de modo que se
forme una nanoparticula que tiene una pluralidad de moléculas de PEG unidas covalentemente a la superficie
exterior de la capa de silice sin MSF mas externa de la nanoparticula.

[0052] En una realizacion, se forma un nicleo de silice usando un Unico tipo de precursor de conjugado de
MSF, un disolvente y una base. Se forma una capa de silice sin MSF en el nicleo de silice utilizando un precursor
de silice y un disolvente. Se forma una capa de silice que contiene MSF sobre la capa de silice sin MSF utilizando
un precursor de silice, un unico tipo de precursor de conjugado de MSF, un disolvente y una base. Opcionalmente,
alternativamente se forman una o mas capas de silice libres de MSF y una o0 mas capas de silice que contienen MSF
en la capa de silice que contiene MSF mas alejada del nicleo de silice. Después de que se formen todas las capas
gue contienen MSF, se forma una capa de silice sin MSF mas externa en la capa que contiene MSF que estd mas
alejada del nucleo de silice utilizando un precursor de silice y un disolvente. La capa de silice sin MSF mas externa
se hace reaccionar opcionalmente con moléculas de poliéter funcionalizadas, de modo que se forma una
nanoparticula que tiene una pluralidad de moléculas de poliéter unidas covalentemente a la superficie exterior de la
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capa de silice sin MSF mas externa de la nanoparticula. En un ejemplo, las moléculas de poliéter funcionalizadas
son moléculas de PEG funcionalizadas y los grupos de poliéter son grupos de PEG.

[0053] El disolvente utilizado en cualquiera de las etapas del procedimiento es un alcohol y una cantidad de
agua adecuada para hidrolizar los precursores (por ejemplo, precursores de silice, precursores de conjugado de
MSF y/o moléculas de PEG funcionalizadas). En una realizacion, el disolvente comprende alcohol y una cantidad
adecuada de agua. En una realizacién, el alcohol es etanol.

[0054] La determinacion de las condiciones apropiadas para la reaccion de formacién del ndcleo, la reaccién
de formacién de la capa de silice sin MSF, la reaccién de la capa de silice que contiene MSF o la reaccion de la
capa de silice que contiene MSF mas externa esta dentro del alcance de un experto en la materia. Por ejemplo, la
reaccion de formacién del nucleo, la reaccion de formacion de la capa de silice sin MSF, la reaccién de la capa de
silice que contiene MSF o la reaccion de la capa de silice que contiene MSF mas externa se llevan a cabo de 10 °C
a 30 °C, incluidos todos los valores de °C enteros y los intervalos entre ellos, durante 10 minutos a 120 minutos,
incluidos todos los valores de minutos enteros y los intervalos entre ellos.

[0055] La base utlizada en cualquiera de las etapas del procedimiento cataliza una reacciéon de
condensacion de los precursores (por ejemplo, precursores de silice, precursores de conjugado de MSF y/o
moléculas de PEG funcionalizadas). En una realizacion, la base es amoniaco (por ejemplo, amoniaco en una
solucién acuosa).

[0056] En otro aspecto mas, la presente divulgacion proporciona usos de las nanoparticulas que contienen
MSF multicapa. Las nanoparticulas pueden usarse para aplicaciones tales como procedimientos de obtencion de
imagenes (por ejemplo, procedimientos de obtencién de bioimagenes intracelulares), deteccion de alto rendimiento,
diagnosticos médicos, deteccion y seguimiento de productos.

[0057] Las nanoparticulas que contienen MSF multicapa se pueden usar para dirigir y/o identificar tipos de
células especificas (por ejemplo, células con ciertas estructuras internas), sin lisar las células. Los procedimientos
utilizan la microscopia fluorescente o la citometria de flujo para detectar distintas nanoparticulas que contienen MSF
multicapa. En una realizacion, un procedimiento de obtencién de imagenes comprende las etapas de: poner en
contacto una célula o una pluralidad de células con una pluralidad de nanoparticulas que contienen MSF multicapa
(o una pluralidad de nanoparticulas distinguibles); y la obtencién de una pluralidad de imagenes de la célula o
pluralidad de células, cada imagen obtenida que usa una longitud de onda de excitacion diferente y una longitud de
onda de emision diferente, donde cada longitud de onda de excitacion diferente se encuentra en el espectro de
absorcion, un tipo diferente de MSF presente en la nanoparticula y cada longitud de onda de emision diferente se
encuentra en el espectro de emision de un tipo diferente de MSF presente en la nanoparticula. El procedimiento
puede comprender ademas la etapa de combinar la pluralidad de imagenes para proporcionar una sola imagen. En
los procedimientos de obtencion de imagenes, la imagen se puede llevar a cabo utilizando técnicas de microscopia
fluorescente como, por ejemplo, microscopia confocal. Puede ser deseable usar nanoparticulas que tengan una
pluralidad de restos conjugados con los grupos PEG.

[0058] Por ejemplo, los procedimientos de obtenciéon de imagenes se pueden usar para identificar células en
base a sus estructuras interiores de una manera multiplexada. En una realizacion, las células se ponen en contacto
con las nanoparticulas o una pluralidad de nanoparticulas distinguibles que tienen un tamafio de 1 nm a menos de
100 nm, de modo que las nanoparticulas se introducen en las células. Por ejemplo, las células pueden someterse a
electroporacion (por ejemplo, electroporaciéon de onda cuadrada) para facilitar la incorporacién de las nanoparticulas
en las células.

[0059] La célula o la pluralidad de células pueden estar presentes en un sujeto. El sujeto puede ser cualquier
sujeto que tenga una célula o una pluralidad de células. Por ejemplo, el sujeto puede ser un ser humano o un animal
no humano.

[0060] Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar la presente divulgacion. No estan destinados a
limitarla de ninguna manera.

EJEMPLO 1

[0061] El siguiente es un ejemplo que describe la sintesis y el uso de nanoparticulas que contienen MSF
multicapa de la presente divulgacion.

[0062] En este ejemplo, se produjeron nanoparticulas de silice con nlcleo y envuelta fluorescentes

codificadas 6pticamente. Las nanoparticulas se denominan puntos Cornell multicolor o simplemente puntos mcC y
tienen tamafios por debajo de 100 nm, lo que hace que las nanoparticulas sean deseables para la seleccién de alto
rendimiento y su aplicacién a la obtencion de bioimagenes intracelulares utilizando multiplexaciéon de fluorescencia.
Estas nanoparticulas estan codificadas con tres fluoréforos organicos espectralmente distintos, es decir, N-(7-
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dimetilamino-4-metilcumarin-3-il) maleimida (DACm, Aabs = 395 nm, Aem = 450 nm), tetrametilrodamin-5-maleimida
(TMRmM, Aabs = 540 nm, Aem = 570 nm) y Cy5-maleimida (Cy5m, Aabs= 640 nm, Aem = 670 Nnm), con tres niumeros de
colorantes controlados con precision, es decir, 0, 5y 20, respectivamente, por particula, que dan como resultado 26
nanoparticulas 6pticamente distinguibles como se muestra en la Figura 1. Los colorantes se eligieron segun las
fuentes de laser de excitacion habitualmente disponibles (Aexc = 405 nm, 540 nm y 633 nm) utilizadas en microscopia
confocal o en técnicas de deteccion de alto rendimiento como la citometria de flujo, lo que hace que los puntos mcC
sean Utiles para la instrumentacion de fluorescencia convencional. La arquitectura de las particulas esta disefiada de
tal manera que los colorantes se afladen a un nucleo de particulas dopadas con colorante capa por capa y cada
colorante espectralmente distinto esta separado espacialmente por una capa de silice pura para reducir la
transferencia de energia entre los colorantes (Figura 1). Esto asegura niveles de brillo maximos y, por lo tanto,
relaciones de sefial a ruido maximas en las imagenes.

[0063] Se fabricaron nanoparticulas de silice fluorescente codificadas 6pticamente que tienen distintas firmas
fluorescentes, que se pueden usar en el desarrollo de ensayos de cribado. La versatilidad de la quimica de la
superficie de silice permitid que la superficie de las nanoparticulas se modificara con sondas biomoleculares, como
oligonucleétidos o péptidos. EI nUmero de cédigos dpticos fluorescentes 'C' que pueden generarse a partir de puntos
mcC basados en silice depende de dos parametros, el nimero de colores de colorante, 'm'y el nimero de niveles de
intensidad de fluorescencia, 'N', asociados con cada color. Para niveles de intensidad que van de 0 a infinito, el
numero de codigos se define como C = N™-1. El presente caso de tres niveles de intensidad, N = 3, de tres colores,
m = 3, da lugar a 26 codigos de color.

[0064] Para llevar a cabo la sintesis de puntos mcC, se abordaron tres cuestiones: (1) la identificacion de los
colorantes fluorescentes apropiados, 'm', segin las fuentes de linea de laser de excitacion disponibles
habitualmente; (2) la identificacion de los nimeros apropiados de colorantes que pueden incorporarse de manera
reproducible en las particulas para generar niveles de intensidad de fluorescencia distinguibles, 'N', y (3) la
separacion espacial de los colorantes espectralmente distintos dentro de la particula para minimizar la transferencia
de energia y, por lo tanto, la extincién de la fluorescencia con el fin de alcanzar los niveles maximos de brillo. Los
tres colorantes elegidos para desarrollar puntos mcC fueron DACm, TMRm y Cy5m, véase mas arriba. La intensidad
de fluorescencia medida para una sola particula y un solo color depende del nimero de colorantes incorporados en
ella. Suponiendo que en un lote tipico de sintesis de puntos mcC, el nimero de colorantes de un color especifico se
distribuye por Poisson (asumiendo asi que la encapsulacion del colorante es un proceso estocastico), para distinguir
diferentes niveles de intensidad de diferentes puntos mcC, los valores medios de estas distribuciones de Poisson se
eligieron de tal manera que haya una superposicién minima entre las alas de las distribuciones (véase Figura 2a).
Por lo tanto, es deseable controlar con precisién la incorporacion de colorante en la particula y tener una
transferencia de energia minima entre los colorantes al aumentar sus nimeros de encapsulacién para evitar la
extinciéon de la fluorescencia. Para un tamafio de nucleo dado al aumentar el nimero de moléculas de colorante, los
colorantes en proximidad espacial tienden a mostrar la transferencia de energia. Por lo tanto, para minimizar la
interferencia entre los colorantes, en el presente documento se us6 un enfoque de capa por capa para construir
particulas con altos nimeros de encapsulacion de colorante. El trabajo previo de sintesis de puntos C revel6 que las
nanoparticulas de silice de nicleo-envuelta de 20-30 nm de didmetro normalmente incorporaban alrededor de 5 a 7
colorantes por nucleo de particulas para una concentracion de colorante dada. Suponiendo que la incorporacién de
colorante se distribuye por Poisson, para particulas con un nimero promedio de colorantes por particula de 10 y 15,
respectivamente, una superposicion de ~45 % y ~25 %, respectivamente, como se muestra en la Figura 2a, se
esperan 5 colorantes por lote de particulas. En contraste, las particulas con un nidmero promedio de 20 colorantes
por particula solo muestran un ~3 % de superposicidn con 5 colorantes por lote de particulas. Se espera un pequefio
solapamiento similar para la distribucién de Poisson de 5 colorantes por lote de particulas con un lote de particulas
gue contiene cero colorantes de ese color (Figura 2a). Basandonos en estas consideraciones, elegimos los tres
niveles distintos de 0, 5 y 20 colorantes por particulas, respectivamente, para distinguir diferentes niveles de
intensidad del mismo color en puntos mcC.

[0065] La Figura 2b-i muestra un esquema de las diversas rutas de sintesis de particulas capa por capa que
dan lugar a los 26 puntos mcC distintos. La notacién utilizada en este ejemplo para distinguir los codigos de color de
puntos mcC contiene letras minUsculas para representar niveles de intensidad de fluorescencia (m/h para medio/alto,
es decir, ~5/20 colorantes por particula) y letras mayUsculas para representar colores de fluorescencia (G/R/B para
emision verde/rojo/azul, respectivamente). Cada secuencia se mueve desde el nicleo a la envuelta exterior. Por
ejemplo, un punto mGhRmB mcC tiene un nuicleo de color verde medio (~5 colorantes), seguido por una envuelta
interna roja alta (~20 colorantes), seguido por una envuelta exterior azul media (~5 colorantes). Un color no
presente (es decir, cero colorantes de ese color) en un punto mcC se representa simplemente omitiendo su notacion.
Por ejemplo, un punto hGhB mcC tiene un nicleo alto verde (~20 colorantes), sin rojo (es decir, cero colorantes
rojos), y una envuelta exterior azul alta (~20 colorantes). La sintesis de particulas se realizé conjugando primero el
colorante activado con maleimida disponible en el mercado (TMRm, Cy5m o DACm) con 3-mercaptopropil-
trimetoxisilano (MPTMS) utilizando la reaccién de bioconjugaciéon de maleimida-mercapto para formar un conjugado
de colorante (Figura 2b). Tres particulas de un solo color que contienen cargas de colorante medio (MG, mR o mB,
respectivamente, véase Figura 2c-e) se sintetizaron por primera vez a través de una condensacion de silice de tipo
Stober modificada, mediante la condensacion conjunta del colorante conjugado con TEOS en concentraciones
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apropiadas de amoniaco y agua en alcohol. A esto se le afiadi6 una envuelta delgada de silice dosificando la
solucion de reaccién con TEOS a concentraciones por debajo del umbral de nucleacion para evitar cualquier
nucleacién secundaria. Se elimind un volumen especifico de cada solucion de reacciéon y estas particulas se
separaron como particulas con cargas de colorante medio. Para llegar a las tres particulas de un solo color con altas
cargas de colorante (hG, hR o hB, respectivamente, véase Figura 2c-e), al resto de las soluciones de reaccion, se
afnadidé un conjugado de colorante para co-condensar con los grupos silanol en la superficie de las nanoparticulas de
silice de nucleo-envuelta. Después de esta etapa, se afiadié nuevamente una envuelta delgada de silice como se ha
descrito anteriormente. Este procedimiento de capa de colorante-envuelta de silice alterno se llevé a cabo hasta que
se obtuvo la alta carga de colorante apropiada con ~20 colorantes por particula. La Figura 2c-e muestra un esquema
de las estructuras resultantes tipo cebolla para particulas de punto C de un solo color para color verde alto (TMRm),
rojo alto (Cy5m) y azul alto (DACm). Los nimeros necesarios de capas adicionales de colorante y silice en el nicleo
por particula para lograr una emision de alta intensidad fueron cuatro para particulas de color verde alto (TMRm) y
azul alto (DACm), y tres para particulas de color rojo alto (Cy5m).

[0066] Después del desarrollo de los protocolos de sintesis para controlar con precision el niumero de
colorantes por particula para los tres sistemas de colorante distintos, disefilamos cuidadosamente arquitecturas de
particulas para incorporar los tres colorantes en la misma particula con diferentes niveles de carga de colorante para
cada colorante. Estas particulas se sintetizaron de manera que los tres colorantes se afiadieron capa por capa con
el colorante TMRm (verde) en el nucleo seguido por el conjugado de colorante Cy5m (rojo) en una envuelta interna,
seguido por el conjugado de colorante DACm (azul) afladido como capa de colorante final (ver particula central en la
Figura 1a). Los fluoréforos organicos tienen espectros de absorcion y emision relativamente amplios. Dependiendo
de la proximidad espectral y espacial de los diversos colorantes en nuestras particulas, se espera que ocurra la
transferencia de energia de resonancia de Forster. Dicha transferencia de energia no radiactiva es el resultado de la
superposicion espectral entre la emisién de un colorante donador con el espectro de absorcion de un colorante
aceptor. La eficiencia de la transferencia de energia entre dos colorantes esta determinada por el radio de Férster,
que es la distancia a la cual se produce una transferencia de energia eficiente del 50 % entre el donador y el
aceptor. El radio de Férster calculado para el par DACm-TMRm es ~40 A (4,0 nm), mientras que el del par TMRm-
Cy5m es ~45 A (4,5 nm). Dado que DACm y Cy5m estan en los extremos del espectro visible, con 15 A (1,5 nm), el
radio de Forster de este par es el mas pequefio. La eficiencia de la transferencia de energia cae drasticamente,
como 1/ré, con la distancia de separacién, r, entre moléculas de donador y de aceptor. Con el fin de suprimir
efectivamente la transferencia de energia, las capas de colorante TMRm y Cy5m en nuestras particulas se
separaron mediante una envuelta de silice de 10-12 nm de espesor (por ejemplo, véase Figura 2f). Para particulas
gue no contienen colorante Cy5m, se hizo crecer un espesor de envuelta de silice de 10-12 nm en TMRm que
contenia nucleos de particulas antes de la adicion de colorante DACm (por ejemplo, véase Figura 2g). Para la
primera adicion de la capa de colorante DACm a particulas que contienen TMRm y Cy5m, primero se hizo crecer
una envuelta de silice pura de 6-8 nm de espesor (por ejemplo, véase Figura 2i). Por lo tanto, las capas de colorante
de diferentes colores se separaron espacialmente con capas de silice lo suficientemente gruesas para esperar una
supresion efectiva de la transferencia de energia.

[0067] Dado que TMRm fue el colorante elegido para que estuviera en el centro, para mantener la
consistencia en la sintesis de diferentes puntos mcC, se sintetizaron un gran lote de particulas de TMRm cargadas
con colorante medio y alto. El siguiente paso para obtener puntos C de dos colores fue hacer crecer una envuelta de
separacion de silice de 10-12 nm de espesor en estas nanoparticulas, seguido de la adicién de un conjugado de
colorante Cy5m (Figura 2f). Después de afiadir una envuelta final de silice, esto representaba las particulas con
cargas de colorante Cy5m (mR) medias. Después de esta etapa, se afiadieron dos capas adicionales de colorante
Cy5m mas sus envueltas de silice para obtener particulas cargadas con colorante Cy5m (hR) alto. La reduccién de
capas adicionales para llegar a altas cargas de colorante en los puntos C multicolor mas grandes se deben a su
mayor tamafio en relacién con los puntos C de un solo color que proporcionan mas area de superficie por particula
para un afiadido de colorante adicional. Las sintesis que siguen a estos protocolos proporcionaron los siguientes
cuatro puntos C de dos colores con cero colorantes DACm por particula: mGmR, mGhR, hGmR y hGhR. Para
obtener particulas de dos colores con cero colorantes Cy5m por particula, se afiadié conjugado de colorante DACm
a las particulas mG y hG con una envuelta de separacion de silice de 10-12 nm de espesor para separar las capas
de colorante TMRm y DACm (Figura 2g). Esto representaba las particulas con cargas de colorante DACm (mB)
medias. Se afiadieron tres capas adicionales de colorante DACm y sus envueltas de silice a las particulas de mGmB
y hGmB para obtener altas cargas de colorante DACm (hB). Las sintesis que siguen a estos protocolos
proporcionaron los siguientes cuatro puntos C de dos colores con cero colorantes DACm por particula: mGmB,
mGhB, hGmB y hGhB.

[0068] Los puntos C de dos colores con cero colorantes TMRm por particula se sintetizaron utilizando
particulas de nucleo-envuelta Cy5m como plantilla (Figura 2h). Para ello, se sintetizé un gran lote de particulas
dopadas con Cy5m medias, que se dividié en dos porciones, dejando un lote como particulas con carga de colorante
Cy5m (mR), mientras que al otro lote se afiadieron tres capas alternas de colorante Cy5m y de envuelta de silice
para obtener particulas cargadas con colorante Cy5m (hR) (Figura 2d). Se hizo crecer una envuelta de separacion
de silice de 6-8 nm de espesor en estas nanoparticulas de mR/hR, seguido de la adicion de un conjugado de
colorante DACm (Figura 2h). Junto con una envuelta de silice final, esto representaba las particulas con cargas de
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colorante DACm (mB) medias. Posteriormente, se afiadieron tres capas alternas de colorante DACm y de envuelta
de silice para obtener altas cargas de colorante DACm (hB). Las sintesis que siguieron a estos protocolos
proporcionaron los ultimos cuatro puntos C de dos colores con cero colorantes TMRm por particula: mMRmB, mRhB,
hRmB y hRhB.

[0069] Finalmente, para obtener particulas de tres colores con los tres colorantes incorporados, se hizo
crecer una envuelta de silice de 6-8 nm de espesor en mMGmMR, mGhR, hGmR y hGhR, seguido de la adicién de una
capa de colorante DACm con envuelta de silice. A las particulas de mGmRmB, mGhRmB, hGmRmB y hGhRmB
resultantes se le afadieron tres capas adicionales de colorante DACm y envuelta de silice para obtener particulas
DACm (hB) dopadas con alto colorante (Figura 2i). Las sintesis que siguen a estos protocolos proporcionaron los
siguientes ocho puntos mcC de tres colores;: mMGmRmMB, hGmRmB, mGhRmB, hGhRmB, mGmRhB, hGmRhB,
mGhRhB y hGhRhB.

[0070] La capacidad de ajustar con precisién los nimeros de colorante en estas nanoparticulas de silice
fluorescente multicolor conlleva una considerable complejidad arquitecténica. Por ejemplo, los puntos C de tres
colores con altas cargas de colorante para TMRm, Cy5m y DACm (hGhRhB) contienen cuatro capas de colorante
TMRm y cuatro envueltas de silice afiadidas a la particula nicleo-envuelta cargada con colorante TMRm medio (que
suma hasta nueve capas alrededor del nicleo TMRm), seguido de tres capas de envuelta de colorante y tres
envueltas de silice para obtener la alta carga de colorante Cy5m, seguidos de cuatro capas de colorante y cuatro
envueltas de silice para obtener la alta carga de colorante DACm. Todas las particulas finalmente se recubrieron en
la superficie con una capa de polietilenglicol (PEG) para proporcionar estabilizacion estérica en soluciones tampoén y
hacerlas mas biocompatibles. El resultado es una arquitectura tipo cebolla con 24 capas distintas (incluida la capa
PEG) alrededor de un nicleo tefiido, de las cuales 11 son capas de colorante y 12 son capas de envuelta de silice
pura. Sobre la base de las diversas combinaciones de colorante por particula, se sintetizaron 26 particulas
distinguibles espectroscépicamente como se muestra en la Figura 1. La Figura 1a muestra representaciones en color
de estas 26 particulas ensambladas de manera que reflejan las vias de sintesis descritas anteriormente. La Figura
1b representa una foto de las 26 particulas en soluciones acuosas en cubetas bajo luz ambiental. Las cubetas se
organizan de acuerdo con las cargas de colorante TMRm verde, con particulas que no contienen carga de colorante
TMRm medio y alto que se encuentran en las filas inferior, media y superior, respectivamente (véase Figura 4b para
asignaciones especificas). Para comparacion, la 272 cubeta en la parte inferior izquierda de la Figura 1b esta llena
con nanoparticulas de silice PEGilada no tefiidas.

[0071] Seccion experimental. Productos quimicos y materiales. Para llevar a cabo la sintesis de particulas,
todos los productos quimicos se utilizaron como se recibieron. El tetraetoxisilano (TEOS, = 99 %, GC) y el amoniaco
en etanol (2,0 M) se compraron a Sigma Aldrich. Se us6 (3-mercaptopropil)-trimetoxisilano (MPTMS, > 96 % de
pureza, Gelest Inc.) como agente de enlace de conjugacién para la incorporacion de colorante en nanoparticulas de
silice. Los colorantes utilizados para la sintesis de nanoparticulas fueron Cy5-maleimida (Cy5m, GE Healthcare Life
Sciences), tetrametilrodamin-5-maleimida (TMRm, Life Technologies) y N-(7-dimetilamino-4-metilcumarina-3-il)
maleimida (DACm, Anaspec, Inc.). Los colorantes se disolvieron en dimetilsulféxido (DMSO, anhidro = 99,9 %,
Sigma Aldrich). El polietilenglicol) terminado en etoxi-silano (MPEG-Silano, masa molar ~5000 g/mol) se adquirié de
Layson Bio. Las reacciones se llevaron a cabo en etanol (prueba 200, Pharmco-Aaper) y agua desionizada (agua
desionizada, 18,2 MQ-cml, pureza, sistema Millipore Milli-Q). Las particulas se dializaron utilizando un tubo de
membrana de dialisis Snakeskin de 10.000 de corte de peso molecular (MWCO) (Pierce) y se filtraron con filtros de
jeringa PTFE de 0,2 um (Fisher Scientific). Las particulas se transfirieron a un tampdn de solucion salina tamponada
con fosfato de Dulbecco (DPBS sin calcio y magnesio, Life Sciences) para realizar mediciones celulares utilizando el
dispositivo centrifugo Macrosep® Advance, con un MWCO de 30.000 (Pall Corporation). Se afadi6 azida sddica
(BioUltra, = 99,5 %, Sigma Aldrich) a las particulas en solucion tampdn para actuar como biocida. Para las imagenes
celulares, las nanoparticulas se sometieron a electroporacion usando Gene Pulser X (Bio-Rad). La superficie de las
células se marcé con la subunidad B de la toxina del célera Alexa Fluor 488 (Invitrogen).

[0072] Sintesis de nanoparticulas. Conjugacion de colorante. El derivado de maleimida de los colorantes
TMRm (2,6 mM en DMSO), Cy5m (1,26 mM en DMSO) y DACm (3,4 mM en DMSO) se disolvi6 en DMSO en una
campana con atmdsfera de nitrdgeno durante 15 horas. Para las sintesis de nanoparticulas, los colorantes se
conjugaron con MPTMS en una proporcién molar de colorante a silano de 1:25 en la campana durante 10-12 horas.
Se utilizaron concentraciones de 10 x 10° M/4,0 x 10° M/45 x 10®° M para los conjugados de colorante
TMRmM/Cy5m/DACm, respectivamente.

[0073] Sintesis de puntos C de un solo color con cargas de colorante medio y alto. Sintesis de nanoparticulas
cargadas con TMRm medio y alto. A 10 ml de solucién de etanol que contenia 0,88 M de agua desionizada y 0,2 M
de amoniaco en etanol, se le afiadieron 1,3 x 10° M de conjugado de TMRm y se dejé agitar durante 15 minutos. A
esta solucion se le afiadieron 0,055 M de TEOS y la reaccion se dej6 agitar durante 12 horas. A esta solucién se le
afnadieron gota a gota 0,105 M de TEOS puro a una velocidad de 1 pl por ml de volumen de reaccién cada 30
minutos, dando como resultado particulas cargadas con TMRm medio (mG).

[0074] Para particulas cargadas con TMRm alto (hG), se afiadieron 2 x 10> M de conjugado de TMRm a 5 ml
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de solucion de reaccién mG y se dejo agitar durante 8 horas, seguido de la adicién de 0,105 M de TEOS puro a una
velocidad de 1 ul ml de volumen de reaccion cada 30 minutos. La solucién se dejé agitar durante 4 horas antes de la
adicién adicional de la capa de colorante TMRm-envuelta de silice TEOS. Esta secuencia se repiti6 un total de
cuatro veces para obtener particulas de hG.

[0075] Sintesis de nanoparticulas con Cy5m medio y alto. A 10 ml de solucion de etanol que contenia 0,88 M
de agua desionizada y 0,2 M de amoniaco en etanol, se le afiadié conjugado de colorante Cy5m 1 x 10° M y se dejo
agitar durante 15 minutos. A esta solucion se le afiadieron 0,055 M de TEOS y la reaccién se dejé agitar durante 12
horas. A esta solucién se le afiadieron gota a gota 0,105 M de TEOS puro a una velocidad de 1 pl por ml de volumen
de reaccion cada 30 minutos, dando como resultado particulas cargadas con Cy5m medio (mR).

[0076] Para particulas con alta carga de Cy5m (hR), se afiadié conjugado de colorante Cy5m 1 x 10°M a 5
ml de solucién de reaccion mR y se dejd agitar durante 8 horas, seguido de la adicion de 0,105 M de TEOS puro a
una velocidad de 1 pl por ml de volumen de reaccion cada 30 minutos. La solucién se dejé agitar durante 4 horas
antes de la adicion de la capa de colorante Cy5m-envuelta de silice TEOS. Esta secuencia se repitié un total de tres
veces para obtener particulas hR.

[0077] Sintesis de nanoparticulas DACm media y alta. A 10 ml de solucién de etanol que contenia 0,88 M de
agua desionizada y 0,2 M de amoniaco en etanol, se le afiadieron 5 x 10> M de conjugado de colorante DACm y se
dejo agitar durante 15 minutos. A esta solucion se le afiadieron 0,055 M de TEOS puro y la reaccién se dej6 agitar
durante 12 horas. A esta solucién se le afiadieron gota a gota 0,15 M de TEOS puro a una velocidad de 1 pl por ml
de volumen de reaccién cada 30 minutos, dando como resultado particulas cargadas con DACm medio (mB).

[0078] A 5 ml de soluciones de particulas mB, se le afiadieron 5 ml de etanol para sintetizar particulas
cargadas con DACm alta (hB). Las concentraciones de agua desionizada y amoniaco en etanol se mantuvieron a
0,88 My 0,2 M, respectivamente. Se afadié conjugado de colorante DACm 9 x 10° M a la solucién de reaccién de
10 ml y se dejé agitar durante 8 horas, seguido de 0,15 M de TEOS puro a una velocidad de 1 pl por ml de volumen
de reaccién cada 30 minutos. La solucion se dej6 agitar durante 4 horas antes de la adicion adicional de la capa de
colorante DACm-envuelta de silice TEOS. Esta secuencia se repitié un total de cuatro veces para obtener soluciones
de particulas de hB.

[0079] Sintesis de puntos C multicolor (puntos mcC). Sintesis de la envuelta de silice sobre particulas
cargadas con TMRm medio y alto: Las particulas cargadas con TMRm medio (mG) se sintetizaron escalando la
solucién de reaccion hasta 100 ml. Se afiadié conjugado de colorante TMRm 1,3 x 10°® M a 100 ml de etanol que
contenia agua desionizada 0,88 M y amoniaco 0,2 M en etanol y se dejo agitar durante 15 minutos, seguido de
0,055 M de TEOS puro y se dej6 agitar durante 12 horas. A esta solucion se le afiadieron gota a gota 0,105 M de
TEOS puro a una velocidad de 1 pl por ml de volumen de reaccion cada 30 minutos para formar una envuelta de
silice. Después de la sintesis de particulas mG, la solucién se separ6 en dos matraces de fondo redondo con 50 ml
cada uno. A una de las soluciones de 50 ml de particulas mG, se le afiadié conjugado de colorante TMRm 2 x 10° M
y se dejé agitar durante 8 horas, seguido de la adicién de 0,105 M de TEOS puro a una velocidad de 1 ul por ml de
volumen de reaccién cada 30 minutos. La solucién se dejé agitar durante 4 horas antes de la adicion adicional de la
capa de colorante TMRm-envuelta de silice TEOS. Esta secuencia se repitié un total de cuatro veces para obtener
particulas con TMRm alto (hG).

[0080] A cada una de las soluciones de 50 ml de mG y hG, se le afiadié6 TEOS 2,6 M puro a una velocidad de
2 ul por ml de volumen de reaccién cada 30 minutos para obtener una envuelta de silice de 10-12 nm de espesor
antes de llevar a cabo la sintesis de particulas de dos colores.

[0081] Sintesis de la envuelta de silice sobre particulas cargadas con Cy5m medio y alto. Las particulas
cargadas con Cy5m medio (mR) se sintetizaron escalando a un sistema de reaccién de 30 ml. Se afiadié conjugado
de colorante Cy5m 1 x 10 M a una soluciéon de etanol de 30 ml que contenia agua desionizada 0,88 M y amoniaco
0,2 M en etanol y se dej6 agitar durante 15 minutos, seguido de 0,055 M de TEOS puro y la reaccién se dejo agitar
durante 12 horas. A esta solucidn se le afiadieron gota a gota 0,105 M de TEOS puro a una velocidad de 1 pl por mi
de volumen de reaccion cada 30 minutos para formar una envuelta de silice. La solucién de particulas mR se separ6
en dos matraces de fondo redondo con 15 ml cada uno. A una de las soluciones de 15 ml de particulas mR, se le
afiadio conjugado de colorante Cy5m 1 x 10 M y se dejé agitar durante 8 horas, seguido de la adicién de 0,105 M
de TEOS puro a una velocidad de 1 pl por ml de volumen de reaccién cada 30 minutos. La solucion se dejo agitar
durante 4 horas antes de la adicién de la capa de colorante Cy5m-envuelta de silice TEOS. Esta secuencia se repitié
un total de tres veces para obtener particulas cargadas con Cy5m alto (hR).

[0082] A cada una de las soluciones de 15 ml de mR y hR, se le afiadié TEOS puro 1,8 M a una velocidad de
2 pl por ml de volumen de reaccién cada 30 minutos para obtener una envuelta con un espesor de 6-8 nm.

[0083] Sintesis de puntos C de dos colores. Adicion de conjugado de colorante Cy5m a particulas de TMRm
medias y altas. Para sintetizar particulas con colorante Cy5m como segunda capa, se tomaron 30 ml de soluciones
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de particulas mG y hG con una envuelta de silice de 10-12 nm de espesor en dos matraces separados de fondo
redondo. Para la carga de Cy5m media, se afadié conjugado de colorante Cy5m 1 x 10> M a cada uno de los
matraces de reaccion que contenian 30 ml de soluciones de particulas mG y hG y se dejé agitar durante 8 horas. A
esta solucién de reaccion se le afadié gota a gota 0,105 M de TEOS puro a una velocidad de 1 pl por ml de volumen
de reaccion cada 30 minutos para formar una envuelta delgada de silice. Se retiraron 15 ml de cada solucion de
reaccion y se reservaron como soluciones de particulas mMGmR y hGmR. Para una alta carga de Cy5m, se afiadio
conjugado de colorante Cy5m 1 x 10 M a cada una de las soluciones de reaccién de 15 ml de mGmR y hGmR y se
dej6é agitar durante 8 horas, seguido de la adicién de 0,105 M de TEOS puro a una velocidad de 1 pl por ml de
volumen de reacciéon cada 30 minutos. La solucion se dej6 agitar durante 4 horas antes de la adicion de la capa de
colorante Cysm-envuelta de silice TEOS. Esta secuencia de adicion de la capa de colorante Cy5m-envuelta de silice
TEOS alterna se llevd a cabo un total de dos veces para obtener soluciones de particulas con mGhR y hGhR.

[0084] Adicion de conjugado de colorante DACm a particulas de TMRm medias y altas. Para sintetizar
particulas con DACm como segunda capa de colorante, se tomaron 10 ml de las soluciones de particulas TMRm
medio y alto con envuelta de silice de 10-12 nm de espesor en dos matraces de fondo redondo separados (de la
seccion 1.3.a).

[0085] Para una carga de DACm media, se afiadié 5 x 10> M de conjugado de colorante DACm a cada uno
de los matraces de reaccién que contenian 10 ml de soluciones de particulas mG y hG y la solucién de reaccion se
dejo agitar durante 8 horas. Se afiadié una envuelta delgada de silice a la reaccion mediante la adicion gota a gota
de 0,15 M de TEOS puro a una velocidad de 1 pl por ml de volumen de reaccién cada 30 minutos para formar una
envuelta de silice. Se separaron 5 ml de las soluciones de reaccién como soluciones de particulas mGmB y hGmB.

[0086] Para una alta carga de DACm, se afiadieron 5 ml de etanol a 5 ml de soluciones de particulas de
mGmB y hGmB de dos colores. Las concentraciones de agua desionizada y amoniaco en etanol se mantuvieron a
0,88 My 0,2 M, respectivamente. Se afadié conjugado de colorante DACm 9 x 10° M a la solucién de reaccién de
10 ml y se dejé agitar durante 8 horas, seguido de 0,15 M de TEOS puro a una velocidad de 1 pl por ml de volumen
de reaccion cada 30 minutos. La solucién se dej6 agitar durante 4 horas antes de la adiciéon de la capa de colorante-
envuelta de silice TEOS. Esta secuencia de adicion de la capa de colorante DACm-envuelta de silice TEOS alterna
se llevo a cabo un total de tres veces para obtener particulas cargadas con DACm alto como soluciones de
particulas mGhB y hGhB.

[0087] Adicién de conjugado de colorante DACm a particulas de Cy5m medias y altas. Para sintetizar
particulas con DACm como segunda capa de colorante, se tomaron 10 ml de las soluciones de particulas mR y hR
con envuelta de silice de 6-8 nm de espesor en dos matraces de fondo redondo separados (de la seccion 1.3.b).

[0088] Para una carga de DACm media, se afiadié 5 x 10> M de conjugado de colorante DACm a cada uno
de los matraces de reaccion que contenian 10 ml de soluciones de particulas de mR y hR y la disolucion de reaccién
se dejé agitar durante 8 horas. Se afiadié una envuelta delgada de silice a la reaccion mediante la adicion gota a
gota de 0,15 M de TEQOS puro a una velocidad de 1 pl por ml de volumen de reaccién cada 30 minutos para formar
una envuelta de silice. Se separaron 5 ml de las soluciones de reaccidon como soluciones de particulas mMRmB y
hRmB.

[0089] Para una alta carga de DACm, se afiadieron 5 ml de etanol a 5 ml de soluciones de particulas de
mRmB y hRmB de dos colores. Las concentraciones de agua desionizada y amoniaco en etanol se mantuvieron a
0,88 My 0,2 M, respectivamente. Se aiadié conjugado de colorante DACm 9 x 10°° M a la solucién de reaccién de
10 ml y se dejo6 agitar durante 8 horas, seguido de 0,15 M de TEOS puro a una velocidad de 1 pl por ml de volumen
de reaccion cada 30 minutos. La solucién se dej6 agitar durante 4 horas antes de la adiciéon de la capa de colorante-
envuelta de silice TEOS. Esta secuencia de adicion de la capa de colorante DACm-envuelta de silice TEOS alterna
se llevd a cabo un total de tres veces para obtener particulas cargadas con DACm alto como soluciones de
particulas de mRhB y hRhB.

[0090] Sintesis de puntos C de tres colores. Sintesis de la envuelta de silice en particulas de dos colores que
contienen TMRm y Cy5m. A 10 ml de mGmR, mGhR, hGmR y hGhR como se menciona en la seccion 1.3.c., se le
afnadieron 1,8 M de TEOS puro a una velocidad de 2 pl por mililitro de volumen de reaccién cada 30 minutos para
obtener una envuelta que tiene 6-8 nm de espesor. Se tomaron 10 ml de solucién de cada una de las particulas de
dos colores que contenian TMRm y Cy5m en matraces separados de fondo redondo. Las concentraciones de agua
desionizada y amoniaco se mantuvieron a 0,88 My 0,2 M, respectivamente.

[0091] Adicién de conjugado de colorante DACm a particulas de dos colores cargadas con TMRm y Cy5m.
Para una carga de DACm media, se afiadieron 5 x 10° M de conjugado de colorante DACm a cada uno de los
matraces de reacciéon que contenian 10 ml de soluciones de particulas de mGmR, mGhR, hGmR y hGhR y se
dejaron agitar durante 8 horas. Se afiadié una envuelta delgada de silice a la reaccion mediante la adiciéon gota a
gota de 0,15 M de TEOS puro a una velocidad de 1 pl por mililitro de volumen de reacciéon cada 30 minutos para
formar una envuelta de silice. Se separaron 5 ml de las soluciones de reaccién como particulas de mGmRmB,
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mGhRmB, hGmRmMB y hGhRmB.

[0092] Para una alta carga de DACm, se afiadieron 5 ml de etanol a 5 ml de soluciones de particulas de tres
colores que contienen particulas cargadas con DACm medio. Las concentraciones de agua desionizada y amoniaco
en etanol se mantuvieron a 0,88 My 0,2 M, respectivamente. Se afiadié conjugado de colorante DACm 9 x 10° M a
la solucién de reacciéon de 10 ml y se dejé agitar durante 8 horas, seguido de 0,15 M de TEOS puro a una velocidad
de 1 pl por mililitro de volumen de reaccion cada 30 minutos. La solucién se dejo agitar durante 4 horas antes de la
adicion adicional de la capa de colorante DACm-envuelta de silice TEOS. Esta secuencia de adicion de la capa de
colorante DACm-envuelta de silice TEOS alterna se realizé tres veces para obtener particulas cargadas con DACm
alto: particulas de mMGmRhB, mGhRhB, hGmRhB y hGhRhB.

[0093] Crecimiento de la envuelta de silice en nanoparticulas antes de la PEGilacion. Se hizo crecer una
envuelta de silice sobre todas las particulas mediante la adicion gota a gota de TEOS para obtener el mismo tamafio
para todas las nanoparticulas. Para todas las soluciones, las concentraciones de agua desionizada y amoniaco en
etanol se mantuvieron a 0,88 My 0,2 M, respectivamente.

[0094] A 10 ml de solucién que contenia particulas DACm medio (seccion 1.1.b)/alto (seccion 1.1.c), se le
afiadieron 4,8 M de TEOS vy a particulas TMRm medio/alto (seccién 1.3.a), se le afiadié 2,7 M de TEOS a una tasa
de 2 pl por mililitro de volumen de reaccién cada 30 minutos. A 5 ml de soluciones de particulas Cy5m medias y
altas (seccién 1.3.b), se le afiadieron 3,6 M de TEOS a una velocidad de 2 pl por mililitro de volumen de reaccién
cada 30 minutos.

[0095] A 5 ml de las soluciones de particulas de dos colores que contienen G-R (seccién 1.3.c)/G-B (seccién
1.3.d)/R-B (seccién 1.3.e), se le afiadieron 2,6 M de TEOS/2,6 M de TEOS/3,3 M de TEOS, respectivamente, a una
velocidad de 2 pl por mililitro de volumen de reacciéon cada 30 minutos.

[0096] A 5 ml de las soluciones de particulas de tres colores que contienen solo particulas de DACm medio
(seccion 1.3 f), se le afiadieron 0,7 M de TEOS adicionales a una velocidad de 2 pl por mililitro de volumen de
reaccion cada 30 minutos. No se afiadié6 TEOS adicional a las particulas de tres colores que contienen DACm alto.

[0097] PEGilacion de nanoparticulas de puntos mcC. 1,0 litro de agua desionizada se ajusté a pH 5
afiadiendo acido clorhidrico 2,0 M (ac.) usando un pH-metro (VWR International Symphony, SB70P). Para llevar a
cabo la PEGilacion, todas las particulas se crecieron hasta el mismo tamafio que se menciona en la seccién de
sintesis de particulas. Se preparé una solucién acuosa de PEG-silano 0,08 M (mPEG-silano, MW 5k) disolviendo el
PEG-silano en agua desionizada a pH 5. Se tomé 1 ml de esta solucion en un vial y se afiadieron 2 ml de etanol y la
solucién se dej6 agitar durante unos 10 minutos. Se afiadieron gota a gota 1,0 ml de la solucién de particulas tal
como se preparé a 3 ml de mPEG-silano disuelto en la mezcla de etanol-agua, y a continuacioén la solucién se dejo
en agitacion en un bafio de aceite mantenido a 70 °C durante 24 horas.

[0098] Después de la PEGilacion, las particulas se dializaron en agua desionizada utilizando un tubo de
membrana de didlisis de 10.000 de MWCO vy se filtraron con filtros de jeringa de PTFE de 0,2 um y se almacenaron
en oscuridad a temperatura ambiente para una caracterizacion adicional.

[0099] Para las mediciones de imagenes celulares, las particulas se transfirieron a una solucién salina
tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS) utilizando el dispositivo centrifugo de avance Macrosep®, con un
MWCO de 30.000. Después de la dialisis, se afiadieron 5 ml de la solucién de nanoparticulas PEGiladas a 5 ml de
solucién tampon y se centrifugaron durante 30 minutos a 3500 rpm. Este proceso se repitio tres veces con solucién
tampon. Como etapa final, las particulas se calentaron a 75 °C durante 15 minutos para pasteurizar la solucion,
seguido de la adicion de una solucién acuosa de azida de sodio al 0,1 % (p/v).

[0100] Caracterizacion de nanoparticulas cargadas con colorante medio y alto. Las fotografias de la imagen
de luz reflejada de las 27 cubetas se tomaron bajo luz ambiental. La imagen fotogréafica se dispuso como particulas
sin colorante TMRm (fila inferior), particulas con ~5 colorantes TMRm (fila central) y particulas con ~20 colorantes
en el ndcleo (fila superior). Cada fila fue tomada por separado utilizando los ajustes idénticos de ISO 100 y 1/202 de
una segunda exposicion en f/4,5 en una caAmara Canon EOS Digital Rebel 400 D, fija en un tripode y a continuacion
se apilan en la disposicion como se ha mencionado usando Adobe Photoshop.

[0101] Espectrometria y espectrofluorometria. Las particulas se emparejaron en absorbancia al colorante
libre respectivo diluyendo las particulas o el colorante libre con agua desionizada en una cubeta de cuarzo usando
un espectrémetro Varian Cary 5000 (Varian, Palo Alto, CA). Se utilizaron los coeficientes de extincion de DACm
(25.000 M1 cm?), TMRm (98.000 M* cm?) y Cy5m (250.000 M cm™) para cuantificar la concentracién de
colorantes en las muestras. Las mediciones de fluorescencia de las muestras emparejadas en absorbancia se
realizaron en un espectrofluorémetro Quantamaster de Photon Technologies International (PTI, Birmingham, NJ).

[0102] Espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS). Para cuantificar el brillo por particula, el radio
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hidrodinamico y la concentracién de particulas; las muestras emparejadas en absorbancia se midieron en
Espectroscopia de Correlacién de Fluorescencia multiespectral (FCS) de construccion propia configurada usando
fuentes de excitacion laser en estado soélido de 405 nm (para particulas DACm), HeNe 535 nm (para particulas
TMRm) y HeNe 633 nm (para particulas Cy5m). El haz de excitacion se reflejé a través de un objetivo de inmersion
en agua de 60X Olympus UPlan SAPO, 1,2NA. Se puso un volumen de 200 pl a concentraciones nanomolares de la
muestra fluorescente en una placa de micropocillos con un fondo de cubreobjetos del n.° 1,5 (MatTek P35G-1.5-10-
C). La luz emitida de la muestra se recogid por el objetivo, se pasé a través del dicroico de excitacién/emisién y se
reflej6 en una lente de enfoque mediante el espejo de emision. La luz de emision se enfoco a través de un filtro de
paso largo (Chroma) para eliminar cualquier luz de excitacidn y recolectar solo los fotones de emision. Se usé un
agujero de 50 micrometros para limitar axialmente el volumen efectivo del cual se recogi6 la fluorescencia. La luz se
pasé luego a través de una segunda lente hacia un fotodiodo de avalancha (SPCM 14, Perkin Elmer). La
fotocorriente resultante se autocorrelacioné digitalmente con una tarjeta correlacionadora (Correlator.com).

[0103] Los datos se ajustaron utilizando una funcién de autocorrelaciéon corregida por tripletes, como se
muestra en la forma analitica en la ecuacion 1.

G(1) 1+<1)><(1 A+AX (t))x ! X !
T) = — - exp|— _— ————
N T t / t
R (1+TD) ( 1_,_;52)
Ecuacion 1

A es la amplitud de la correccion del triplete, 1= es el tiempo de difusion aparente de una molécula/particula de
colorante en el estado de triplete, 1o es el tiempo de difusién de la molécula/particula en el estado de singlete y N es
el nimero de moléculas en el volumen focal. El parAmetro de factor de estructura 's' describe el volumen focal
gaussiano tridimensional en términos de la relacion del eje axial al radial y se calcula a partir de las mediciones del
colorante patrén con un coeficiente de difusién conocido. Para obtener el factor de estructura 's' para las lineas laser
de 405 nm, 535 nm y 633 nm, los colorantes utilizados fueron N-(7-dimetilamino-4-metilcumarin-3-il)-maleimida,
tetrametilrodamin-5-maleimida y Alexa Fluor 647-maleimida, respectivamente.

[0104] Imagen celular. Cultivo de células. Las células RBL-2H3 se mantuvieron en cultivo en monocapa en
MEM complementado con FBS al 20 % (Atlanta Biologicals) y 10 pug/ml de sulfato de gentamicina como se ha
descrito anteriormente.

[0105] Suministro de nanoparticulas a las células mediante electroporacion. Las células se recogieron 3-5
dias después del paso y 1 x 10%/ml de células RBL-2H3 se sometieron a electroporacién en 0,5 ml de tampon de
electroporacion frio (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, MgClz 1 mM, 1 mg/ml de glucosa, HEPES 20 mM (pH 7,4) con 200
pl de nanoparticulas suspendidas en tampén DPBS (5-10 uM)). La electroporacién de onda cuadrada se usé con
ajustes de 280 V, longitud de pulso de 10,0 ms, 4 pulsos e intervalos de pulso de 0,1 ms usando Gene Pulser X (Bio-
Rad). Este procedimiento se repitié para cada una de las 26 nanoparticulas. Las células electroporadas se dejaron
recuperar durante aproximadamente una hora antes de fijarse con un 4 % de paraformaldehido y un 0,1 % de
glutaraldehido. Las células fijadas se marcaron luego con 0,5 pug/ml de la subunidad B de la toxina del célera Alexa
488 durante 15 minutos a temperatura ambiente para tefiir la membrana celular.

[0106] Imagen confocal. Se tomaron imagenes de las células que contienen nanoparticulas en un
microscopio confocal Zeiss 510 LSM utilizando un objetivo de agua 40X (NA = 1,2). Las imagenes se tomaron
secuencialmente utilizando las lineas de laser 405, 488, 561, 633 nm para la excitacion y los grupos de filtros 420-
480 (Band Pass, BP), 575 (Long Pass, LP), 505-550 (BP) y 650 (LP) para recoger la luz emitida. Se usé ImageJ para
dividir las imagenes en verde, rojo, azul, amarillo y campo claro. Las imagenes superpuestas se concatenaron en
ImageJ, conteniendo solo imagenes de los cuatro canales de emision. Las particulas se identificaron en funcion de
la co-localizacion de las imagenes en rojo, verde y azul.

[0107] Todas las particulas resultantes se PEGilaron utilizando poli (etilenglicol)-silano de masa molar 5k
antes de realizar cualquier medicién espectroscopica (ver seccion experimental). Dado que la descripcién de la
caracterizacion espectroscopica completa de las 26 especies de particulas estda mas alla del alcance de este
documento, en el presente documento solo se proporcionan ejemplos representativos de puntos mcC especificos,
junto con un resumen de las mediciones espectroscopicas de los niveles de brillo de todos los colores en todas las
26 particulas, véanse Figuras 3 y 4. Con el fin de caracterizar las nanoparticulas y comprender sus propiedades
fluorescentes, las primeras soluciones acuosas de las nanoparticulas de un solo color cargadas con colorante
DACm, TMRm y Cy5m medias y altas se adaptaron a las de los respectivos colorantes libres originales. La Figura
3a-c muestra la absorbancia resultante y los espectros de emisién. No se observaron cambios espectrales
significativos entre los colorantes libres y las particulas, lo que sugiere que la estructura electronica de los colorantes
se conservo en la encapsulacion. Las nanoparticulas dopadas con colorante DACm, TMRm y Cy5m medias y altas
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muestran una mejora de ~6,0, ~1,3 y ~1,5, respectivamente, en relacién con el colorante libre. Para los tres
sistemas, la encapsulacion del colorante en el rigido ambiente de silice da lugar a importantes mejoras de brillo en
relacion con el colorante libre en solucién acuosa, lo que concuerda con estudios anteriores y sugiere que en estas
condiciones los colorantes no exhiben una extincion de la fluorescencia, incluso a los altos niveles de carga
demostrados en el presente documento.

[0108] El nimero de colorantes incorporados en las particulas se cuantificé utilizando espectroscopia de
correlacion de fluorescencia (FCS) en combinacién con mediciones de absorbancia. La configuracion experimental
de FCS se equipd para excitar los colorantes a A = 405 nm, 543 nm y 633 nm, respectivamente (ver seccion
experimental). La FCS es una técnica de espectroscopia basada en la difusion que utiliza la fluorescencia del grupo
difusor para generar una curva de autocorrelacion. Similar a la dispersion dinamica de la luz (DLS), la escala de
tiempo en la que se descompone la correlacion se puede relacionar con un coeficiente de difusion que a su vez se
puede relacionar con un radio/diametro hidrodinamico del resto de difusién. La Figura 3d-f compara las curvas de
autocorrelacion de los tres colorantes parentales (lineas continuas) con las de los seis puntos C de un solo color
(mG, mR y mB, simbolos abiertos; hG, hR y hB, simbolos cerrados) derivados de los tres colorantes/colores a
cargas de colorante medias y altas, respectivamente. Las nanoparticulas incorporadas al colorante se difunden
mucho mas lentamente que los colorantes libres originales, lo que confirma un aumento significativo en el radio
hidrodinamico del colorante libre a la particula. Ademas, las particulas que contienen niveles de colorante medio y
alto muestran curvas de correlacion muy similares que revelan el alto control sobre el tamafio de particula objetivo
final. El andlisis de las curvas de autocorrelacién para los sistemas DACm, TMRm y Cy5m revela diametros de 1,3
nm, 1,4 nm y 1,4 nm, respectivamente, para los colorantes libres, asi como de 40 nm, 45 nm y 35 nm,
respectivamente, para nanoparticulas cargadas con colorante medio y alto.

[0109] A partir de la amplitud, G(0), de la curva de autocorrelacion de FCS, se puede obtener el nimero de
restos fluorescentes en el volumen focal a partir del cual se puede deducir su concentracion. Usando esta
concentracion de particulas junto con la concentracion de colorantes obtenida de las mediciones de absorbancia, se
puede calcular el nimero de colorantes por particula. Esta es una informacién que permiti6 evaluaciones
cuantitativas de colorantes por niumero de particulas en la sintesis de puntos C multicolores (puntos mcC) y se us6
como retroalimentacion para optimizar los protocolos de sintesis para lograr los niveles de control necesarios
descritos en el presente documento. Basandonos en estas mediciones, calculamos que el nimero de colorantes por
particula para particulas cargadas con colorante medio y alto es de 6/27, 6/22 y 6/24 para TMRm, Cy5m y DACm.
Ademas, a partir del producto de la mejora de la fluorescencia de un colorante encapsulado en la particula sobre el
colorante libre en solucién acuosa y el nUmero de colorantes por particula, se puede calcular un factor de brillo para
cada sistema de colorante-particula. Este factor describe cuan mas brillantes son las particulas en relacién con un
solo colorante libre en solucién acuosa. Los factores de brillo respectivos determinados de esta manera fueron:
9,1/35 para las particulas de TMRm media/alta, 9/33 para las particulas de Cy5m media/alta y 36/144 para las
particulas de DACm media/alta. Estos resultados sugieren que las particulas deben ser de uno a dos érdenes de
magnitud mas brillantes que los colorantes libres originales. Ademas de sus propiedades de multiplexacion, estos
niveles de brillo muy altos haran que los puntos mcC sean muy atractivos para aplicaciones de obtencién de
bioimagenes. Los factores de brillo calculados pueden compararse con el brillo experimental de los colorantes y
particulas medidos por las tasas de recuento de las especies difusoras individuales en el detector 6ptico FCS. Esto
proporciona una medida directa del brillo de los colorantes y particulas libres, respectivamente. La Figura 3g-i
muestra los resultados de estas medidas. La Figura 3g muestra que las particulas cargadas con TMRm media/alta
son 6,6 (+ 0,1)/32 (+ 0,4) veces mas brillantes que el colorante libre TMRm original, mientras que para el sistema
Cy5m, la Figura 3h muestra que las particulas cargadas con Cy5m media/alta son 5,3 (+ 0,2) /27,6 (£ 0,4) veces mas
brillantes que el colorante libre Cy5m original. La Figura 3i compara el brillo para el sistema de particulas DACm y
muestra que las particulas cargadas con DACm media/alta son 24 (+ 3,0)/105 (+ 10) veces mas brillantes que el
colorante libre DACm original, respectivamente. Estas mediciones directas del brillo confirman que, como objetivo,
los niveles de brillo individuales estan separados entre si por un factor de 4-6. De acuerdo con observaciones
similares en estudios anteriores, los factores de brillo calculados sobreestiman sistematicamente los valores
obtenidos de las mediciones de FCS. Esto puede deberse a un error en la determinacion de los equivalentes de
colorante, que, por ejemplo, no supone ningun cambio en la seccién transversal de absorcién entre los colorantes
libres y encapsulados. También puede deberse al hecho de que las mediciones de FCS se realizaron con luz
polarizada, que posiblemente solo excitd los subconjuntos de los colorantes en las particulas, lo que a su vez da
lugar a recuentos por particula mas pequefios de lo esperado por el factor de brillo.

[0110] Trabajos previos en nanoparticulas multicapa fluorescentes con tamafios > 3 pum revelaron que la
intensidad de la fluorescencia de las particulas disminuia al aumentar el nimero de capas de la envuelta, debido a
los cambios en el indice de refraccion que causaban la dispersion de la luz emitida. Se verificé si se aplicaba el
mismo efecto a las particulas presentes comparando las relaciones del numero de colorantes por particula con el
brillo por particula para particulas cargadas con colorante medio y alto. Nuestros resultados mostraron que para las
particulas cargadas con DACm medio y alto, la relacion era de 4,0/4,3, para las particulas cargadas con TMRm
medio y alto, la relacion era de 4,5/4,8, y para las particulas cargadas con Cy5m medio y alto, la relacion era de
3,66/3,69. Estos resultados revelan que, a diferencia de los resultados anteriores, nuestro sistema que se mueve de
cargas de colorante medio a alto al incorporar capas de silice adicionales no disminuye la emision de fluorescencia
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relativa.

[0111] La Figura 4a muestra curvas representativas de FCS de particulas especificas que se mueven hacia
puntos mcC de tres colores que cubren todo el esquema sintético a partir de puntos C de un solo color cargados con
colorante TMRm medio/alto (mG, circulos huecos/hG, circulos completos) a través de puntos C de dos colores
cargados con colorante Cy5m medio/alto (hGmR, circulos huecos/hGhR, circulos completos) a los puntos mcC de
tres colores finales cargados con colorante DACm medio/alto (hGhRmB, circulos huecos/hGhRhB, circulos
completos). Todas las particulas en esta grafica se terminaron usando una etapa de PEGilacién, aunque no
crecieron hasta el mismo tamafio de ~85 nm. Los resultados indican claramente el aumento en el tamafio de
particula como se refleja en un cambio de las curvas de correlacion a tiempos mas largos al comenzar desde
particulas cargadas con colorante con TMRm medio a particulas que contienen los tres colorantes con cargas de
colorante altas. Las curvas de FCS de particulas fluorescentes verdes muestran contribuciones pronunciadas de
estados de triplete en tiempos cortos, lo que se explica por el procedimiento de ajuste (ver seccidon experimental). La
sintesis de particulas del nucleo-envuelta cargadas con TMRm media (mG, circulos verdes huecos) dio como
resultado particulas de 15 nm (z 0,5) de diametro (incluida la capa de PEG). La adicion de cuatro capas de colorante
TMRm y envuelta de silice dio como resultado particulas cargadas con colorante TMRm de 28 nm (= 0,6) de
diametro (incluida la capa de PEG) (hG, circulos verdes sélidos). Cada una de las cuatro capas alternas de colorante
y envuelta de silice contribuyé 1,2-1,5 nm al espesor de la envuelta (0 2,4-3 nm al diametro de particula). Las
particulas de dos colores con carga de colorante Cy5m media primero tenian una envuelta de silice de 10 a 12 nm
de espesor (aumentando el diametro de las particulas en 20-24 nm) injertada en las particulas hG de 28 nm de
diametro, seguidas de la adicion de un colorante Cy5m y una envuelta de silice alternos. capa (hGmR, circulos rojos
huecos). La comparacion de las curvas de autocorrelacion para las particulas hG y hGmR revela una gran diferencia
en el tamafio de las particulas, ya que la curva hGmR se desplaza significativamente hacia la derecha de la curva
hG. El andlisis revela un diametro de 53 nm (+ 2,0) para los puntos C de dos colores. Las particulas con alta carga
de colorante Cy5m con dos capas alternas adicionales de colorante Cy5m y envuelta de silice en la particula hGmR
dieron como resultado puntos C de dos colores de 57 nm (+ 2,2) de diametro (hGhR, circulos rojos sélidos). Cada
colorante Cy5m adicional y la capa de envuelta de silice aumentaron el espesor de la particula en ~1,0-1,1 nm
(aumentando el diametro de la particula en 2,0-2,2 nm). Finalmente, las particulas que contenian el tercer colorante
DACm tenian una envuelta separadora de silice de 6 a 8 nm de espesor (que aumentaba el didmetro de las
particulas en 12-16 nm) crecidas en las particulas de hGhR de 57 nm (+ 2,2) seguidas de la adicién de una Unica
capa alterna de colorante de DACm y envuelta de silice, que produce puntos C de tres colores (hnGhRmB, circulos
azules huecos) con un diametro de particula de ~72 nm (+ 4,1). El aumento en el tamafio de particula es notable
cuando se comparan las curvas FCS de hGhR y hGhRmB. La curva final de FCS en la Figura 4a es de puntos C de
tres colores con cargas altas de los tres colorantes (hGhRhB, circulos azules soélidos) con tres capas alternas de
colorante de DACm y envuelta de silice adicionales mas una capa de superficie de PEG, afiadida a las particulas de
hGhRmB que dan como resultado un diametro de particula final de 85 nm (£ 4,6).

[0112] La ausencia de transferencia de energia entre colorantes de diferente color en la misma particula, es
decir, la eficiencia de la envuelta de silice pura para suprimir la transferencia de energia de resonancia de Forster
(FRET), se destaca en la Figura 4b que muestra seis espectros de emision de fluorescencia de soluciones de cuatro
particulas (hGhRhB, hGhRmB, mGhRhB y hGmRhB) que contienen los tres colorantes/colores. Para los espectros
de la izquierda y la derecha (emisién azul y roja, respectivamente), soluciones se emparejaron en absorbancia en el
verde, mientras que para los espectros de las soluciones medias (emision verde) se emparejaron en absorbancia en
el rojo. La Figura 4b compara los perfiles de emision de las excitaciones a 405 nm, 540 nm y 633 nm,
respectivamente, de DACm (mB/hB), TMRm (mG/hG) y Cy5m (mR/hR) medios y altos que contienen particulas de
tres colores. Las particulas con alta carga de colorante DACm (hGhRhB) eran aproximadamente 3,8 veces mas
brillantes que con la carga de DACm media (hGhRmB) cuando se excitan a 405 nm. Las particulas con alta carga de
colorante TMRm (hGhRhB) eran aproximadamente 3,5 veces mas brillantes que con la carga media de TMRm
(mGhRhB) cuando se excitaron a 540 nm. En la excitacion a 633 nm, las particulas con alta carga de Cy5m
(hGhRhB) fueron aproximadamente 4,0 veces mas brillantes que con la carga media (hGmRhB). Los niveles de
emision muy diferentes confirman que las particulas que contienen una carga de colorante media y alta para cada
color pueden diferenciarse espectroscopicamente. Ademas, ninguno de los espectros con emisién azul o verde
muestra evidencia espectroscépica de FRET. Por ejemplo, en las muestras de excitacion de hGhRmB o hGhRhB a
405 nm (en el azul) no hay transferencia de energia significativa de DACm a TMRm o Cy5m a través de la emision
verde o roja, respectivamente. De manera similar, cuando se excitan las particulas de hGhRhB 0 mGhRhB a 540
nm, no se observa una transferencia de energia significativa de TMRm a Cy5m a través de la emision roja. Llegamos
a la conclusion de que las envueltas de silice utilizadas para separar espacialmente las capas de diferentes
colorantes de color suprimen claramente la FRET que de otro modo se observaria en los espectros.

[0113] La Figura 4c resume los niveles de brillo espectroscépico de todos los colores en las 26 particulas en
forma de graficos de barras colocados de manera idéntica a las cubetas en la Figura 1b llena de soluciones de
particulas. Los niveles de brillo se midieron como los respectivos maximos de emision de fluorescencia para cada
color de cada particula como se ejemplifica en la Figura 4b. La altura de las barras para cada color se normalizé al
brillo de las particulas con carga de colorante medio. Al ir de arriba a abajo, en analogia a la foto en la Figura 1b,
hemos separado la pantalla en tres familias/filas con un ndmero decreciente de colorantes TMRm verdes (barras
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verdes) con ~20 (fila superior), ~5 (fila central) y O colorantes (fila inferior) por particula en el nacleo de las
particulas. De estos gréaficos de barras, las particulas con alta carga de colorante TMRm eran ~3,5 veces mas
brillantes que las particulas TMRm cargadas con colorante medio. Al recorrer la figura de izquierda a derecha,
comparamos los niveles de brillo de fluorescencia en cada una de estas familias/filas "verdes" para particulas que
contienen diferentes cantidades de Cy5m (barras rojas) y colorantes DACm (barras azules). A partir de los
resultados, segun lo previsto en el disefio (véase mas arriba) las particulas con alta carga de colorante Cy5m fueron
~4-4,3 veces mas brillantes que las particulas que contienen niveles de colorante Cy5m medio, mientras que las
particulas cargadas con DACm alto fueron aproximadamente ~3,8-4,2 veces mas brillantes que las particulas
cargadas con DACm medio. Los niveles de brillo de particulas medidas como se revela en la Figura 4c para los tres
colores de los puntos mcC se deben Unicamente al nUmero de colorantes de ese color en la particula. Esto permite
predicciones de niveles de brillo basados en protocolos de sintesis y hace que la identificacion de cddigos de colores
especificos sea mas manejable.

[0114] Multiplexacion biolégica en ensamblajes celulares. Tras la caracterizacion de los puntos mcC, se llevo
a cabo la multiplexacion de fluorescencia para demostrar la obtencién de imagenes intracelulares multicolor. Las
soluciones celulares individuales se sometieron a electroporacion con un tipo de solucién de particulas (consulte la
seccion experimental), y a continuacion, las células se mezclaron y se diferenciaron segun el esquema de mezcla de
colores RGB utilizando imagenes confocales. Se utilizaron mastocitos de leucemia basofilica de rata (RBL-2H3) para
estas mediciones y la superficie celular se marcé con la subunidad B de la toxina de Alexa488-Cholera (Aabs = 488
nm, Aem = 515 nm, una longitud de onda no utilizada en la sintesis del punto mcC) para identificar la periferia celular.

[0115] La Figura 5 muestra imagenes de microscopia de fluorescencia confocal de una mezcla de células
que contienen particulas hB, hGhB, hGhR y hGhRmB, respectivamente. La Figura 5 (a-d) muestra imagenes de
células como se obtuvieron en los canales verde, rojo, azul y amarillo, al excitar las células a 560 nm, 633 nm, 405
nm y 488 nm, respectivamente. Estas imagenes muestran la emisién para cada canal de color correspondiente a los
fotones emitidos por cada colorante presente en la nanoparticula. Las células RBL-2H3 muestran autofluorescencia
en el canal verde (Figura 5a) y azul (Figura 5b), sin embargo, dado que las particulas son brillantes, la alta relacién
sefial a ruido hace posible identificar nanoparticulas internalizadas en las células. La Figura 5e, muestra la imagen
superpuesta de los cuatro canales, donde las células etiquetadas con particulas de hB (circulos azules) muestran la
emision solo en el canal azul, sin emisién en el canal verde o rojo, mientras que las células marcadas con hGhRmB
(circulo magenta) muestran la emisién en los canales rojo, verde y azul. Las células que contienen particulas de dos
colores, hGhB (circulo amarillo) y hGhR (circulo rojo) no muestran ninguna contribucién en los canales rojo y azul,
respectivamente. La Figura 5f muestra la imagen de campo brillante de las células que muestra que la morfologia de
estas células RBL-2H3 se mantuvo intacta después de la electroporacion, lo que hace posible llevar a cabo la
obtencién de imagenes celulares. Sobre la base de esta figura, mostramos que los puntos mcC estan internalizados
y, al colocalizar la contribuciéon de emision de cada canal, las células tefiidas con nanoparticulas se pueden distinguir
entre si.

[0116] Este ejemplo es la primera demostracion de fluorescencia de multiplexacion intracelular con la
utilizaciéon de nanoparticulas de silice multicolor. Los puntos mcC brillantes proporcionan una plataforma para
diferenciar dianas en funcion de un simple cédigo de color RGB. Se espera que la funcionalizacion en
nanoparticulas de la superficie de estas arquitecturas de particulas capa por capa pueda ser una herramienta
poderosa para aplicaciones in vitro e in vivo en biologia fundamental, sefalizacion celular, biomedicina y cribado
celular y farmacéutico de alto rendimiento.

EJEMPLO 2

[0117] El siguiente es un ejemplo que describe el uso de las nanoparticulas multicapa que contienen MSF de
la presente divulgacion en procedimientos de obtencion de imagenes.

[0118] Preparacion de la muestra. En estos experimentos, cada una de las 26 muestras de células de
leucemia basdfila de rata (RBL) se transfectd6 mecanicamente con un Unico tipo de particula mediante
electroporacion de onda cuadrada. Las células se marcaron en la membrana utilizando un conjugado de toxina de
célera y Alexa Fluor® 488. Este cuarto colorante fluorescente espectralmente distinto se eligi6 para que la
membrana celular fluorescente pudiera distinguirse de los puntos mcC dentro de las células. Las muestras de una
sola particula se pusieron en placas directamente en portaobjetos de microscopio de vidrio y se fijaron antes de la
obtencidon de imagenes. La mezcla de muestras de células de una sola particula antes del recubrimiento nos
permitié crear muestras de mdltiples particulas con un Unico tipo de puntos mcC por célula.

[0119] Imagen y Analisis. Se tomaron imagenes de las células utilizando un microscopio laser de barrido
confocal Zeiss 710, que permite la detecciéon simultanea de los colorantes Cy5, TMR, DAC y Alexa Fluor® 488. Las
imagenes se obtuvieron simultaneamente en un canal "rojo" (Aex = 633 nm), un canal "verde" (Aex = 561 nm), un
canal "azul" (Aex = 405 nm) y un canal "amarillo" (Aex = 488 nm). Se obtuvieron iméagenes individuales de 1680 x 1280
pixeles de 16 bits, cuatro imagenes fluorescentes y una imagen de campo brillante, y se dividieron en secciones de
512 x 512 pixeles. Un mosaico representativo de una imagen de particulas mixtas, que muestra las células RBL
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marcadas con Alexa Fluor® 488 que contienen hasta 17 particulas diferentes se muestra en la Figura 6. Las
imagenes fluorescentes también se apilaron para mostrar que las células han alcanzado una concentracion
suficientemente alta de particulas.

[0120] Se identificaron células individuales utilizando el marcador de membrana celular fluorescente. La
fluorescencia de fondo y los agregados celulares se excluyeron mediante analisis de tamafio, por lo que las células
se aproximaron como areas circulares de alta intensidad. Las entidades fluorescentes con un didmetro inferior a 5
pum o superior a 15 um se consideraron fuera del intervalo de tamafio normal de las células individuales y, por lo
tanto, no se analizaron. Los limites de células individuales identificados en esta imagen también se aplicaron a las
imagenes del canal RGB correspondientes. En el resto de este andlisis solo se utilizaron las intensidades de pixeles
en las posiciones en el interior de la célula. Todos los algoritmos de procesamiento de imagenes fueron de
construccion propia e implementados usando MATLAB.

[0121] Se utilizaron imagenes de una sola particula (1280 x 1280 pixeles) para caracterizar la firma
fluorescente del punto mcC correspondiente. A las células individuales se les asignaron intensidades medias de rojo,
verde y azul, calculadas utilizando el 50 % mas brillante de pixeles en cada célula. Los pixeles de baja intensidad se
excluyeron de este andlisis para minimizar la contribucion de los pixeles que contienen pocas 0 ninguna particula.
Se utiliz6 el andlisis estadistico de las intensidades de pixeles medias rojas, verdes y azules de mas de 1000 células
para generar umbrales RGB que nos permiten "decodificar" imagenes de mudltiples particulas. Las imagenes de
multiples particulas se analizaron célula por célula de acuerdo con los resultados generados anteriormente. Hemos
"decodificado" con éxito una imagen de 17 particulas segun este procedimiento como prueba de concepto. Se
muestra una version de esta imagen en color falso (1280 x 1280 pixeles) en la Figura 7. En la figura, las células han
sido codificadas por colores de acuerdo con el "color” del interior de la nanoparticula.
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REIVINDICACIONES
1. Una nanoparticula que comprende:

a) un nucleo de silice que comprende una pluralidad de un material sensible a la fluorescencia (MSF) unido
covalentemente a la red de silice del ndcleo;

b) de 1 a 100 capas de silice que contienen MSF, comprendiendo cada capa una pluralidad de MSF unidos
covalentemente a la red de silice de la capa de silice que contiene MSF;

¢) una o0 mas capas de silice sin MSF, en donde una de las capas de silice sin MSF separa el nucleo de silice de
una de las capas de silice que contienen MSF y, si esta presente, cada par adyacente de las capas de silice que
contienen MSF esta separado por una de las capas de silice sin MSF;

d) una capa de silice sin MSF mas externa dispuesta sobre la capa de silice que contiene MSF mas externa; y

e) una pluralidad de moléculas de poli(etilenglicol) unidas covalentemente a la superficie exterior de la capa de
silice sin MSF mas externa;

en la que cada capa de silice sin MSF tiene un espesor de 1 nm a 20 nm.

2. La nanoparticula de la reivindicacion 1, que comprende ademdas uno 0 mas restos unidos
covalentemente a las moléculas de poli(etilenglicol) unidas covalentemente a la superficie exterior de la capa de
silice sin MSF mas externa.

3. La nanoparticula de la reivindicacion 2, en la que dicho uno o mas restos se seleccionan entre
proteinas, péptidos, acidos nucleicos, aptameros, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, polimeros, moléculas
organicas pequefias y combinaciones de los mismos.

4, La nanoparticula de la reivindicacién 3, en la que los acidos nucleicos se seleccionan entre moléculas
de ADN de cadena sencilla, moléculas de ADN de doble cadena, moléculas de ARN de cadena sencilla, moléculas
de ARN de doble cadena, moléculas de ADN ramificadas y combinaciones de las mismas.

5. La nanoparticula de la reivindicacién 1, nanoparticula que tiene un diametro de 5 nm a 500 nm.
6. La nanoparticula de la reivindicacion 1, nanoparticula que tiene un didmetro de 5 nm a 100 nm.
7. La nanoparticula de la reivindicacién 1, en la que cada capa de silice sin MSF tiene un espesor tal que
hay un 10 % o menos de transferencia de energia medible entre el MSF en el nlcleo y en una capa de silice que

contiene MSF adyacente o en capas de silice que contienen MSF adyacentes.

8. La nanoparticula de la reivindicacion 1, en la que el ndcleo y todas las capas que contienen MSF
tienen un MSF diferente.

9. La nanoparticula de la reivindicacion 1, en la que el MSF es un colorante organico.

10. La nanoparticula de la reivindicacion 1, en la que el MSF se selecciona entre N-(7-dimetilamino-4-
metilcumarin-3-ilo) (DAC), tetrametilrodamin-5-maleimida (TMR), Cy5, o una combinacion de los mismos.

11. Un procedimiento para fabricar la nanoparticula de la reivindicacién 1 que comprende las etapas de:

a) poner en contacto un precursor de silice, una pluralidad de un Unico tipo de precursor de conjugado de MSF,
un disolvente y una base de manera que se forme un nucleo de silice que tiene una pluralidad de MSF
conjugado a la red de silice del nucleo de silice,

b) poner en contacto el material de la etapa a) con un precursor de silice y un disolvente de modo que se forme
una capa de silice sin MSF en el nlcleo de silice;

c) poner en contacto el material de b) con un precursor de silice, un Unico tipo de precursor de conjugado de
MSF, un disolvente y una base de modo que se forme una capa de silice que contiene MSF;

d) opcionalmente, poner en contacto el material de la etapa c) con un precursor de silice y un disolvente de
manera que se forme una capa de silice sin MSF en el ndcleo de silice y poner en contacto el material resultante
con un precursor de silice, un Unico tipo de precursor de conjugado de MSF, un disolvente, y una base de modo
gue se forme una capa de silice que contiene MSF;

e) opcionalmente, repetir la etapa d) un namero deseado de veces, en el que el contacto es con el material de
una etapa d) realizada previamente;

f) poner en contacto el material de la etapa c), la etapa d) o la etapa €) con un precursor de silice y un disolvente
de modo que se forme una capa de silice sin MSF mas externa en la capa que contiene MSF mas externa; y

g) poner en contacto el material de la etapa f) con moléculas de PEG funcionalizadas de modo que se forme una
nanoparticula que tiene una pluralidad de moléculas de PEG unidas covalentemente a la superficie exterior de la
capa de silice sin MSF mas externa de la nanopatrticula.
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12. El procedimiento de la reivindicacién 11, en el que las moléculas de PEG son moléculas de PEG
heterobifuncionales.

13. El procedimiento de la reivindicacién 11, que comprende ademas la etapa de aislar la nanoparticula.
14. Un procedimiento de obtencién de imagenes que comprende las etapas de:

a) poner en contacto una célula con una pluralidad de nanoparticulas de la reivindicacion 1; y

b) obtener una pluralidad de imagenes de la muestra, cada imagen obtenida usando una longitud de onda de
excitacién diferente y una longitud de onda de emision diferente, en donde cada longitud de onda de excitacién
diferente se encuentra en el espectro de absorcién de un tipo diferente de MSF presente en la nanoparticula y cada
longitud de onda de emisidn diferente se encuentra en el espectro de emisién de un tipo diferente de MSF presente
en la nanoparticula.

15. El procedimiento de obtencion de imagenes de la reivindicacion 14, que comprende ademas la etapa
de combinar la pluralidad de imagenes para proporcionar una Unica imagen.

16. El procedimiento de obtencion de imagenes de la reivindicacion 14, en el que la imagen se obtiene por
microscopia confocal.

17. El procedimiento de obtencién de imagenes de la reivindicacion 14, en el que la célula esta presente
en un sujeto.

23



ES 2709 886 T3

m—medio G -—verde

§;§ h—alto R —rojo §\§

B —azul
Rk Bindhl

verde (G)
1* capa de colorante N KimiaR
¥ b N
o 3 R O
m\*w D . hishis
B i A e g
Q & §;R\\\ oW N \
) T O
R §' S it
" azuld(B) rojo (R) N
Crloadi capa de 2% capa de colorante  fitiaRials \
colorantq::;::::__ p\ §\\§
G BOGmBER
hR ¥
mRmb
AR '\\\‘\,
e N
ARRE T
b
C _ B DAGH
N Gyt |
NN TRIRm \ R R
N N N
r i laaa bl

& © R © 2 &
w \@O& \\c,\s “Q,Q‘?“Q@_‘\g& “@(\?“\ \\,&“ “Q??'a& &

7
Yk
7

[
S N B, S

& a® @ ﬁa&&cﬂm‘e «&(qﬁ@ & “@\W*’ «@z\@&

| - B g [ [

s S
Iy ° # @ w® a® R ™ @

©
2
©
o°
@
N
©
IS
£
o
c
o
o
C
o)
o
(%]
)
o
o
=
i

Figuras la-c

24



ES 2709 886 T3

a 8,20
5 colorantes/particula

10 colorantes/particula
-~ 15 colorantes/particula
20 colorantes/particula

8,18 4

4,10

P (colorantes/particula)

@ &5 10 15 20 285 30 3% 40
colorantes/particula

PEG-silano

mG - nuicleo (verde) TMRm-envuelta de silice
hG - mG + cuatro capas de nucleo (verde) TMRm-envuelta de silice alternas

verde

Figuras 2a-c

25



ES 2709 886 T3

PEG-silano

N

mR - nucleo (rojo) Cy5Sm-envuelta de silice
hG - mR + tres capas de ntcleo (rojo) Cy5Sm-envuelta de silice alternas

PR
4

PEG-silano

mB - nucleo DACm-envuelta de silice.
hB - mB - cuatro capas de nucleo (azul) DACm-envuelta de silice alternas

azul
Envuelta de silice PEG-silano
ThiBm
(Verde)
L1304
gy e
s Una capa de colorante
3 Cy5m (rojo claro)
Envuelta de silice Envuelta de silice
ARG mOGmRAGmR mGhRAGHR

verde, rojo

Figuras 2d-f

26



ES 2709 886 T3

Envuelta de silice PEG-silano

. Thikm
Y (Verde)

& wd
& ol ::v
R
L Una capa de colorante V , Cuatro capas de \
‘ DACm (azul claro) i colorante DACm (azul ‘oscuro)
Envuelta de silice Envuelta de silice
mGhG mGuBhGmB mGHBhORB
verde, azul
Envuelta de silice PEG-silano
* - &
| Cydny !
h
Una capa de colorante 4] .. Cuatro capas de §
HIR S
i DACm (azul claro) ; colorante DACm (azul oscuro)
Envuelta de silice Envuelta de silice
mRAR mBmBARMEB mREB/ARER
rojo, azul
Envuelta de silice PEG-silano
B
ThiBm
~¥ (Verde)

PR decolorante {}{  Una capa de colorante

“Cy5m (fojo oscuro) " DACm (azul claro)

¥

" colorante DACm (azul oscuro)

¥

Envuelta de silice Envuelta de silice Envuelta de silice
mGmRImGhRS mGumBRnBmGhiRuB/ mGuRhBAGmRLBS
BGMmRGBGHR henRmBHGERmB BGuBHB/RGHRER

verde, rojo, azul

Figuras 2g-i

27



Figuras 3a-c

ES 2709 886 T3

3
a5 . ; : v 1,5
~ww Colorante sin TMRm
¢ Particulas con TMRm media T
’g ¥ Particulas con TMRm alta 8
- 1,0 1,0 5
= 3
o
.g &
= . 3
_g 0,5 o -G8 Y
8 L o o
< 0.0 3&\\\§§‘«;§$~“ G0

400 450 500 550 600 850 700
Longitud de onda (nm)

verde
b s ; S—— ,

s Colorante sin Cy5Sm 42,0
—~ ¥ Particulas con Cy5m media | ]
© ¥ Particulas con Cy5m alta 15 S
31,04 AN ~ 3
.Q R S
o R ®
@ 11,05
§ S Q.
£ A >
2z \\\\\\\\\*\\ R 105

S TN :
SN NN B

0,0-D1 s 30,0

500 550 8OO 850 700

750 800

Longitud de onda (nm)

rojo
€ 15 . . 10
~wew Colorante sin DACm
. ¢ Particulas con DACm media
* Particulas con DACm alta
s 1,04 %, \@w@&
®© %,
.6 »5
=
g 3,54
—
o
D
<
(}10 3 ,.{}
400 450 500 550 600

Longitud de onda (nm)

azul

28

(‘e'n) elouaosaion|4



ES 2709 886 T3

(l 15. wwew Colorante sin TMRm
3 mG
* b
oo Ajuste
S 1,04
©
N
©
£
o £,54
c
6 o>
{31 “S=rren ? PP
1E-B 1E-4 3,01 1
Tiempo de retardo (s)
verde
¢ 1,54 s Colorante sin Cy5m
\ mR
L, BR
S ) Ajuste
2 1,0
N
©
£
o ¢35
[}
1E6 HE-4 0,01 g
Tiempo de retardo (s)
rojo
f 1,5 Colorante sin DACm
« ms
» hB
2} Ajuste
B 1,07
N
©
£
© 4,54
5}

6,0 e e tiorts
186 1E-4 0,01 i
Tiempo de retardo (s)

: azul
Figuras 3d-f

29



ES 2709 886 T3

©
& S0
O
€
©
o
B 20
et
C
@
>
@m-
o
G gl -
Colorante
sin TMRm mG WG
verde
h 30;

e
el

Brillo (recuentos/particula)
>

oy

Colorante
sin Cy5m mR AR

rojo

o

100

g

(recuentos/particula)

Brillo
=

Colorante
sin DACm o hB

azul

Figuras 3g-i

30



ES 2709 886 T3

R s hiz
a G RGmR s hGHR
10 HGhRmB & hGhRAB
’ Ajuste
(@)
©
©
N
©
§0,§~
c
(D e
0,04 : G -
1E-6 1E-4 8,01 1
tiempo de retardo (s)
b » HGHRHE « hGhRAB © hGhRKB
¢ hGhRmE » mGhRhE « hGmRhi
0
(&)
C
()
(&
n
o
(@)
=
L
longitud de onda (nm)
Figuras 4a-b

31



”

DN Cydm
NN TMRm

§

ES 2709 886 T3

o
N S

.

_
@

&

X

Fluorescencia normalizada (u.a.)

——
& ((‘G‘“\B
‘,\'a“c'o «® «® “\mﬂa “@S\a W “@ﬁ\ﬁ “gx\a

Figura 4c¢

32



ES 2709 886 T3

S

T

Y

hGhB
N e Superposicion

£
ot
&3
&
et
o)
k)
—
)
>
o
O
©

Figuras 5a-f

33



ES 2709 886 T3

A. Ch rojo _ B. Ch verdg (560nm) _ C.Ch azul (405nm)

Figuras 6a-f

34



ES 2709 886 T3

b mGhRhB~--8
hGmRhB--
mGmRhB
hGmR ~
mRhB - - hGmRhB
hRhB
> hGhRhB

- N.° de colorantes  Color  N.° de colorantes  Color
: resultante & & 8 resultante

—
—
—
—

Figura 7a-b

35


mborlafg
Texto escrito a máquina
Figura 7a-b

mborlafg
Texto escrito a máquina


	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos



