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DESCRIPCION
Nanocompuesto nucleo-cubierta para fluorescencia mejorada por metal
[Campo técnico]

La presente invencion se refiere a un nanocompuesto nucleo-cubierta que incluye un fluoréforo dispuesto para tener
una distancia constante en una direccion vertical desde una superficie del mismo, a un método de fabricaciéon del
mismo, y a un uso del nanocompuesto nucleo-cubierta como sonda para fluorescencia mejorada por metal.

[Antecedentes en la técnica]

A pesar del uso de la fluorescencia en técnicas altamente sensibles, todavia existe un gran impulso para reducir los
limites de deteccion en los sitios en los que las moléculas individuales son detectables. Por lo general, los limites de
deteccion estan restringidos por el rendimiento cuantico de un fluoréforo, la autofluorescencia de una muestra y la
fotoestabilidad del fluoréforo. Por lo tanto, de forma repentina ha aumentado el uso de nanoestructuras metalicas
para modificar de forma satisfactoria las propiedades opticas del fluoréforo y relajar las restricciones fotofisicas. El
uso de interacciones fluoréforo-metal se ha denominado fluorescencia mejorada por metal (MEF) por el Dr. Chris D.
Geddes. El uso de MEF incluye aplicaciones de una superficie metalica para una mayor capacidad de deteccion y
fotoestabilidad del fluoréforo, una mejor deteccion de proteinas y ADN/ARN, emision de fluorescencia
autoextinguible de una proteina marcada, mejor deteccion radiométrica de la longitud de onda y deteccién de ensayo
amplificada, etc. El equipo de investigacion del Dr. Geddes también ha desarrollado numerosas superficies
nanoestructuradas para fluorescencia mejorada por metal, tales como islas de plata, coloides de plata,
nanotriangulos de plata, nanovarillas de plata y superficies tratadas con plata de tipo fractal. Se han desarrollado
diversos modos para la deposicion de plata sobre vidrio y plasticos en un aspecto dptico o electroquimico, e incluso
modos que usan electrodos. Por ejemplo, se marcan una superficie y una superficie de vidrio tratada con plata con
un complejo fluoréforo-proteina, y las dos superficies se irradian con la misma fuente de excitacion de laser para
observar la fluorescencia. Como resultado, se puede observar fluorescencia mejorada en la superficie tratada con
plata, en comparacion con la superficie de vidrio. En este caso, la fluorescencia mejorada no surge de los fotones
reflejados desde una superficie reflejada, tal como una imagen tomada a través de un filtro de emision, sino que en
realidad surge del acoplamiento y la amplificacion plasmonicas. Las sefales de fluorescencia se pueden amplificar
potencialmente hasta varios millones de veces, y dicho potencial para amplificar las sefiales de fluorescencia se
aplica de forma adecuada a la ciencia bioldgica y la microscopia cuyos intereses principales son el flujo de fotones y
la capacidad de deteccion.

Una nanoestructura plasmoénica ha recibido mucha atencion debido a las propiedades 6pticas Utiles y designables,
que se pueden aplicar a nanoantenas, dispersion Raman mejorada por superficie (SERS) y fluorescencia mejorada
por metal (MEF). En particular, una estructura metalica de metal plasmoénica puede tener una sefial de fluorescencia
mejorada cuando un fluoréforo se dispone de forma adecuada en una superficie de la nanoestructura metalica y, de
ese modo, tiene el potencial de ser una sonda de fluoréforo que exhibe una mayor intensidad de sefial. El desarrollo
de nanosondas de MEF se puede utilizar de manera eficaz de inmediato en una diversidad de campos de
investigacion y aplicaciones, incluyendo la investigacion bioldgica y la medicina, debido a que la mayoria de las
plataformas de deteccidon convencionales se basan en la fluorescencia. Sin embargo, existen diversos problemas
relacionados con la comercializacion de estas estructuras. Se requiere una comprensién mas profunda y precisa del
mecanismo de MEF, y se debe disefiar un mejor método para la sintesis de una nanoestructura de MEF que tenga
mayor reproducibilidad estructural y rendimiento de sintesis. Literalmente, se ha informado un factor de mejora de
MEF de hasta aproximadamente 10° para la medicion de moléculas individuales. Sin embargo, los resultados
basados en la medicién de una o varias moléculas son un tanto engafiosos para las aplicaciones reales que utilizan
muestras a granel, y un factor de mejora de MEF promedio en conjunto en una en de solucién es solo de
aproximadamente 50 veces. Dado que una sefial de fluorescencia puede inactivarse o mejorarse de acuerdo con
una distancia entre un fluoréforo y una superficie de un metal, es importante obtener una intensidad de sefial estable
y cuantitativa de las sondas de MEF. Ademas, tales sondas de MEF deben ser estables para que se puedan utilizar
de forma eficaz en diversas condiciones, incluyendo diversas longitudes de onda de laser de excitacion, una amplia
gama de ligandos y diversas condiciones de tampon.

El documento de Patente US2013029360 A1 desvela una nanoestructura dimérica, que comprende dos
nanoparticulas, con una molécula activa Raman localizada en una unién entre las mismas, consistiendo cada
nanoparticula en un nucleo de oro o plata con oligonucleétidos unidos a su superficie, y una cubierta de oro o plata
que reviste el nucleo, estando unidas las particulas entre si mediante los oligonucleétidos. Hui Li; Min Wang;
Weibing Qiang; Hongting Hu; Wei Li; Danke Xu, "Metal-enhanced fluorescent detection for protein micro-arrays
based on a silver plasmonic substrate”, Analyst, 2014, 139, 1653 (doi:10.1039/c3an01875j) desvela nanoparticulas
nucleo-cubierta de Ag/Au vy la fluorescencia mejorada por metal de estas nanoparticulas en diferentes colorantes
fluorescentes.

[Divulgacion]
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[Problema técnico]

Los presentes inventores se han esforzado en disefiar sondas que tengan una estructura novedosa, que tengan un
excelente efecto de fluorescencia mejorada por metal y que simultaneamente proporcionen sefiales estables, y
descubrieron que un nanocompuesto que tiene una estructura nudcleo-cubierta, que se prepara uniendo un
polinucleétido que tiene una longitud constante, que tiene un extremo marcado con un fluoréforo, a las superficies de
nanovarillas de un primer metal a través del otro extremo del polinucleétido, e introduciendo una cubierta de un
segundo metal sobre las nanovarillas del primer metal ajustando el espesor de la cubierta introducida del segundo
metal para que el fluoréforo quede expuesto estando separado una distancia constante desde la cubierta del
segundo metal, puede proporcionar una sefial de fluorescencia cuya intensidad mejora de forma notable debido a la
fluorescencia mejorada por metal, y el compuesto fijo también puede proporcionan sefiales que tienen una mayor
reproducibilidad debido a una notable disminucién en la variacion de la sefial ya que se introduce una capa de silice
en el nanocompuesto para que el fluoréforo expuesto esté incorporado a la cubierta de silice, y puede exhibir un
aumento adicional en la intensidad de fluorescencia cuando la cubierta de silice incluye ademas un fluoréforo. Por lo
tanto, la presente invencion se ha basado en estos hechos.

[Solucién técnica]

Un aspecto de la presente invencidon proporciona un nanocompuesto nucleo-cubierta que incluye un fluoréforo
dispuesto para tener una distancia constante en una direccion vertical desde una superficie del mismo, que incluye
nanovarillas de un primer metal que tienen cierta relacion de aspecto; un polinucleétido que tiene una longitud
constante, unido a las nanovarillas del primer metal a través de un extremo del mismo y que tiene un fluoréforo unido
al otro extremo del mismo; y una cubierta de un segundo metal formada sobre las nanovarillas del primer metal al
que esta unido el polinucledtido ajustando el espesor de modo que esté separada una distancia constante del
fluordéforo.

Otro aspecto de la presente invenciéon proporciona un método para la fabricacion de un nanocompuesto nucleo-
cubierta que incluye un fluoréforo dispuesto para tener una distancia constante desde una superficie del mismo en
una direccion vertical, que incluye un primer paso de preparacion de nanovarillas de un primer metal; una segunda
etapa de unién de un polinucledtido que tiene una longitud constante, que tiene el fluoréforo unido a un extremo del
mismo, a las nanovarillas del primer metal; y un tercer paso de formacion de una cubierta de un segundo metal
sobre las nanovarillas del primer metal al que esta unido el polinucledtido ajustando el espesor de modo que este
separado una distancia constante del fluoréforo.

Otro aspecto mas de la presente invencidon proporciona una sonda para fluorescencia mejorada por metal que
incluye el nanocompuesto nucleo-cubierta.

[Efectos ventajosos]

De acuerdo con el nanocompuesto nucleo-cubierta de la presente invencion que incluye un fluoréforo dispuesto para
tener una distancia constante en una direccion vertical desde una superficie del mismo, se puede proporcionar una
sonda que tiene una estructura novedosa capaz de exhibir un excelente efecto de fluorescencia mejorada por metal
y también proporciona sefiales estables, mediante la selecciéon de dos metales que tengan parametros de red
similares, que puede utilizar un polinucleétido para que se pueda disponer un fluoréforo en una ubicacion separada
una distancia constante desde la superficie para maximizar la fluorescencia mejorada por metal, introducir una
cubierta con un espesor uniforme y controlar el espesor de la cubierta introducida a un nivel subnanométrico.
Ademas, debido a que se puede introducir una cubierta de silice para estabilizar las sefales de fluorescencia, el
nanocompuesto nucleo-cubierta se puede usar de forma eficaz como sonda para mejorar de forma notable la
sensibilidad de deteccion en analisis usando fluorescencia.

[Descripcion de las figuras]

La Figura 1 es un diagrama que muestra de forma esquematica un mecanismo de fluorescencia mejorada por
metal y un método para la sintesis de (a) nanoparalelepipedos rectangulares de nucleo-cubierta de Au-Ag
modificados con ADN marcados con fluorescencia (f-RNP) para una fluorescencia mejorada por metal (MEF)
mediante la aplicacion de acuerdo con la presente invencion y (b) RNP (Si-RNP) cuyas superficies estan
revestidas ademas con silice.

La Figura 2 es un diagrama que muestra una imagen de TEM de la AuNR sintetizada previamente y las
propiedades fisicas y Opticas calculadas de la AuNR sintetizada previamente. La AuNR sintetizada previamente
se analizd6 mediante el uso de espectrometria UV-visible, TEM e ICP-AES para medir suficientemente las
caracteristicas dimensionales y 6pticas.

La Figura 3 es un grafico que muestra resultados de andlisis cuantitativos de un oligonucleétido tiolado
modificado con Alexa Fluor™ 546 en una superficie de AuNR. En promedio, estan unidos 293,4 oligonucleétidos
tiolados modificados con Alexa Fluor™ 546 a la superficie de una AuNR.
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La Figura 4A es un diagrama que muestra una imagen de TEM de una serie de f-RNP (f-RNP 1 a 6) de acuerdo
con una realizacion a modo de ejemplo de la presente invencion.

La Figura 4B es un diagrama que muestra una imagen de SEM de f-RNP 5 inclinada un angulo de 52° de
acuerdo con una realizacion a modo de ejemplo de la presente invencion.

La Figura 4C es un grafico que muestra los espectros UV-visibles de la serie de f-RNP (f-RNP 1 a 6) de acuerdo
con una realizacion a modo de ejemplo de la presente invencion.

La Figura 4D es un diagrama que muestra los resultados del analisis dimensional estadistico basado en TEM de
la serie de f-RNP (f-RNP 1 a 6) de acuerdo con una realizacion a modo de ejemplo de la presente invencion.

La Figura 5 es un diagrama que muestra (a a d) imagenes de mapeo elemental, (e) una imagen de TEM de
campo oscuro, ¥ (f) una imagen de HR-TEM y un area seleccionada de difraccién de electrones (insercion) de f-
RNP 5 de acuerdo con una realizacién a modo de ejemplo de la presente invencion.

La Figura 6 incluye graficos que muestran (a) las intensidades de fluorescencia integradas y (b) los espesores de
cubierta y los factores de mejora de PL de la serie de f-RNP (f-RNP 1 a 6) de acuerdo con una realizacion a
modo de ejemplo de la presente invencion.

La Figura 7 es un grafico que muestra las actividades de fluorescencia de la serie de f-RNP (f-RNP 1 a 6) y Alexa
Fluor ™ 546 libre de acuerdo con una realizacion a modo de ejemplo de la presente invencion. La concentracion
de f-RNP es 0,0728 nM. La mayor actividad de fluorescencia se observé para f-RNP 5.

La Figura 8 es un diagrama que muestra (a) una imagen de TEM de f-RNP revestidos con silice sintetizados de
acuerdo con una realizacién a modo de ejemplo de la presente invencién y (b) las intensidades de fluorescencia
integradas de f-RNP 5 y f-RNP 5 revestidas con silice (Si-f-RNP 5).

La Figura 9 es un diagrama que muestra de forma esquematica un proceso de revestimiento de una superficie de
f-RNP con silice de acuerdo con una realizaciéon a modo de ejemplo de la presente invencion. Se disefia una
cubierta de silice fluorescente para que cada uno de los f-RNP muestre una mayor capacidad de carga de
fluoréforo, asi como una ubicacion fija de fluoréforo y una estabilidad mejorada.

La Figura 10 es un diagrama que muestra una imagen de TEM de f-RNP revestidas con silice fluorescentes
preparadas de acuerdo con una realizacién a modo de ejemplo de la presente invencién. Una nanovarilla
revestida de silice tenia un tamafo total de aproximadamente 150 nm, y la forma y el tamafio de la nanovarilla se
mantuvieron durante un proceso de revestimiento con silice.

[Mejor modo]

Para solucionar los problemas mencionados anteriormente, de acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se
proporciona un nanocompuesto nucleo-cubierta que incluye un fluoréforo dispuesto para tener una distancia
constante en una direccion vertical desde una superficie del mismo, que incluye nanoparticulas de un primer metal;
un conector que tiene una longitud constante, unido a las nanoparticulas del primer metal a través de un extremo del
mismo y que tiene el fluoréforo unido al otro extremo del mismo; y una cubierta de un segundo metal formado sobre
las nanoparticulas del primer metal al que esta unido el conector ajustando un espesor de un modo tal que esté
separada una distancia constante del fluoréforo.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para la fabricacién de un
nanocompuesto nucleo-cubierta que incluye un fluoréforo dispuesto para tener una distancia constante desde una
superficie del mismo en una direccion vertical, que incluye un primer paso de preparacion de nanoparticulas de un
primer metal; un segundo paso de unién de un conector que tiene una longitud constante, que tiene el fluoréforo
unido a un extremo del mismo, a las nanoparticulas del primer metal; y un tercer paso de formacién de una cubierta
de un segundo metal sobre las nanoparticulas del primer metal al que esta unido el conector ajustando el espesor de
un modo tal que esté separada una distancia constante del fluoréforo.

De acuerdo con otro aspecto mas de la presente invencion, se proporciona una sonda para fluorescencia mejorada
por metal que incluye el nanocompuesto nucleo-cubierta de acuerdo con un aspecto de la presente invencion

En lo sucesivo en el presente documento, se describira con detalle la presente invencion.

Un nanocompuesto nucleo-cubierta de acuerdo con la presente invencion se caracteriza por incluir un fluoréforo
dispuesto para tener una distancia constante en una direccion vertical desde una superficie de un metal, exhibiendo
de ese modo un notable efecto de fluorescencia mejorada por metal. En este caso, es importante 1) seleccionar de
forma adecuada el material de una cubierta metalica que se introduce e 2) introducir una cubierta metalica ajustando
el espesor de la cubierta metalica para maximizar el efecto de fluorescencia mejorada por metal. Cuando la cubierta
metalica se forma demasiado gruesa para que el fluoréforo entre en contacto con una superficie del metal o esta
demasiado cerca de la superficie del metal, la energia de excitacién puede ser eliminada al conducirse en lugar de
inducir la mejora de la fluorescencia a través de resonancia.

La expresion "fluorescencia mejorada por metal (MEF)" se refiere a un fendmeno en el que la intensidad de las
sefiales de fluorescencia se ve mejorada por la interaccion de un fluoréforo y un metal dispuesto cerca del fluoréforo,
en comparacion con la mejora mediante el propio fluoréforo. De forma especifica se puede producir un fenédmeno de
fluorescencia mejorada por metal como resultado de la interaccion entre el fluoréforo en un estado excitado y un
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plasmén superficial inducido en una superficie de un metal. La fluorescencia mejorada por metal tiene ventajas tales
como 1) eficiencia mejorada de emision de fluorescencia, 2) sensibilidad de deteccion mejorada, 3) prevencion del
fotoblanqueo de materiales fluorescentes y 4) aplicabilidad a todo tipo de moléculas, incluyendo los cromoéforos
enddgenos y exogenos, etc. En general, un metal adecuado para fluorescencia mejorada por metal incluye metales
que tienen una alta densidad de electrones libres. Ademas, una pelicula delgada metalica continua puede exhibir
emision de fluorescencia mejorada cuando un fluoréforo se dispone dentro de 100 nm de una superficie de la
pelicula delgada.

Preferentemente, las nanoparticulas del primer metal pueden ser nanovarillas que tienen una relaciéon de aspecto de
1,2 a 10. Cuando la relaciéon de aspecto es inferior a 1,2, el nanocompuesto nuicleo-cubierta puede no exhibir un
efecto de fluorescencia mejorada por metal debido a una disminucidon en la eficacia de dispersion de las
nanoparticulas metalicas. Por otro lado, cuando la relacion de aspecto es mayor que 10, puede ser dificil controlar la
formacion de la cubierta del segundo metal.

Preferentemente, cada uno del primer metal y el segundo metal pueden ser independientemente oro, plata, cobre,
paladio o platino, pero la presente invencion no se limita a los mismos. Algunos ejemplos de metales pueden incluir
materiales que tienen un efecto de fluorescencia mejorado por metal que se conoce bien en la técnica relacionada.
Ademas, se pueden usar sin limitacion metales capaces de exhibir un efecto de fluorescencia mejorada por metal.
Preferentemente, el primer metal y el segundo metal pueden ser metales que tienen los mismos o similares
parametros de red. De forma especifica, el primer metal y el segundo metal se pueden seleccionar entre metales
que tienen una relacion de parametros de red de 1:1,4 a 1,4:1. De acuerdo con los aspectos de la presente
invencion, preferentemente se introduce una cubierta del segundo metal de forma uniforme sobre un nucleo del
primer metal para que tenga un espesor constante de modo que un fluoréforo esté dispuesto separado una distancia
predeterminada de una superficie del segundo metal. Por lo tanto, el primer metal y el segundo metal que tienen los
mismos parametros de red o similares se pueden seleccionar de un modo tal que se puede introducir una cubierta
del segundo metal en las nanovarillas del primer metal con la misma forma de red con un espesor constante. Por
ejemplo, el metal mas utilizado para la investigacion en fluorescencia mejorada por metal en la técnica relacionada
es la plata. Por lo tanto, cuando se introduce plata para formar una cubierta del segundo metal con el fin de exhibir
fluorescencia mejorada por metal, se usa preferentemente oro como el material para las nanoparticulas del primer
metal. Debido a que el oro es un metal altamente reactivo, es deseable introducir un polinucleétido que tenga una
longitud constante, que tenga un fluoréforo unido a un extremo del mismo. Ademas, el oro tiene la ventaja de que se
puede introducir una cubierta de plata de manera uniforme debido a que el oro tiene parametros de red similares a
los de la plata.

Para disponer el fluoréforo a una distancia constante de las nanovarillas del primer metal, se puede usar el
polinucleétido como conector. Algunos ejemplos del polinucleétido pueden incluir ADN o ARN mono o bicatenario.
Mas preferiblemente, el conector puede ser ADN. En teoria, se puede usar un polimero que tiene una longitud
constante para lograr el fin de disponer el fluoréforo a una distancia constante de las nanovarillas del primer metal.
Sin embargo, debido a que el polimero es una mezcla de hebras poliméricas separadas que tienen un peso
molecular medio constante pero diferentes pesos moleculares, es decir, diferentes longitudes, en efecto, no es facil
separar hebras poliméricas de forma pura que tengan una longitud constante. Por otra parte, se puede obtener un
polinucledtido que tiene una longitud constante con facilidad mediante la sintesis de un polinucledtido ajustando el
numero de nucledtidos que constituyen el polinucleétido. Ademas, se puede unir un polinucleétido tal como ADN y
ARN a otra cadena que tenga enlaces complementarios para formar una cadena doble. En este caso, se puede
proporcionar una cadena principal mas rigida cuya longitud se controle con mayor facilidad. Por otra parte, puede
estar presente un polinucledtido compuesto por varias a varias decenas de nucleétidos en forma de una varilla algo
rigida sin doblarse, incluso cuando esta presente como una sola cadena. En particular, debido a que el ADN es
estable incluso en condiciones generales de reaccion, a diferencia del ARN que se degrada con facilidad y, de ese
modo, requiere condiciones de reaccion especiales (condiciones libres de ARNasa), el ADN puede ser util para la
introduccion de un fluoréforo que tenga una distancia constante de acuerdo con un objeto de la presente invencion

Preferentemente, se puede incorporar el fluoréforo separado una distancia constante de una superficie de la cubierta
del segundo metal para que se exponga al exterior revistiendo ademas una superficie externa del nanocompuesto
nucleo-cubierta con una cubierta de silice, obteniendo de ese modo senales de fluorescencia mas estables. Ademas,
la cubierta de silice puede incluir ademas un fluoréforo que exhiba el efecto adicional de mejorar las sefales de
fluorescencia.

De acuerdo con una realizacion a modo de ejemplo de la presente invencioén, se puede ver que un nanocompuesto
nucleo-cubierta en el que se introduce una cubierta de plata con un espesor constante después de que un extremo
del ADN tiolado que tiene una longitud de aproximadamente 10 nm se marque con Alexa Fluor 546 como fluoréforo y
el otro extremo se una a nanovarilla de oro, puede exhibir un efecto de fluorescencia mejorada por metal cuando el
fluoréforo se dispone a una distancia predeterminada de una superficie de la cubierta (Figuras 6 y 7). Ademas, se
puede ver que el nanocompuesto nucleo-cubierta puede tener sefiales de fluorescencia mejoradas que tienen una
variacion de sefial mas estable, es decir, una variaciéon de sefial mas pequefa, introduciendo ademas una cubierta
de silice en el nanocompuesto nucleo-cubierta de un modo tal que el fluoréforo expuesto esté incorporado en la
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cubierta de silice para que se fije en la ubicacion correspondiente (Figura 8).

Ademas, la sonda para fluorescencia mejorada por metal que incluye el nanocompuesto nucleo-cubierta de acuerdo
con la presente invencion es aplicable a la deteccidon de una sola molécula debido a una excelente sensibilidad y, de
ese modo, se puede usar de forma eficaz como un biosensor para el diagnostico in vitro de enfermedades diana,
seguimiento intracelular de biomateriales, imagenes in vivo, células solares, deteccion de farmacos, secuenciacion
de genes, etc., cuando un material diana o un material de deteccién que se une especificamente al material diana se
marca con la sonda.

[Modo para la invencion]

En lo sucesivo en el presente documento, se describiran las configuraciones y los efectos de la presente invencion
se describiran con mas detalle por referencia a ejemplos de los mismos. Se ha de entender que los siguientes
ejemplos se proporcionan simplemente para ayudar a comprender la presente invencioén, pero no pretenden limitar el
ambito de la presente invencion.

<Materiales>

Todos los reactivos quimicos (HAuCls-3H2O, CTAB, NaBH,4, acido L-ascérbico, AgNOs, dodecil sulfato de sodio
(SDS), cloruro de sodio (NaCl), ditiotreitol (DTT), CTAC, EtOH, MeOH, 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES),
dimetilamina y ortosilicato de tetraetilo) se adquirieron en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), y se usaron sin
purificacion adicional. Se adquirié un oligonucleétido tiolado codificado con colorante purificado por HPLC en IDT Inc.
(Coralville, IA, EE. UU.), y se redujo usando ditiotreitol (0,1 M) disuelto en un tampon fosfato (170 mM, pH = 8,0).
Después de eso, el oligonucledtido reducido se purifico a través de una columna de desalacion NAP-5 (medio
Sephadex G-25, calidad de ADN). Se usé H,O NANOpure (> 18,0 MQ) purificada mediante el uso de un sistema de
purificacién de agua Milli-Q en todos los experimentos. El acido carboxilico Alexa Fluor™ y los fluoréforos de éster
de succinimidilo se adquirieron en Molecular Probes (Eugene, Oregon, EE. UU.). Se utilizaron un HR-TEM (JEM
ARM 200F, JEOL, Japodn, 200 kV, FEI Company, Hillsboro, Oregén, EE. UU.) equipado con una rejilla de cobre
revestida con carbono de forma variable (Ted Pella, Inc. Redding, CA, EE. UU.) y una unidad de espectroscopia de
dispersion de energia (EDS) (EDAX) para el mapeo elemental y analisis de red, y se obtuvieron otras imagenes de
TEM utilizando JEM-2100 (JEOL, Japdn, 200 kV). Se usd un espectrometro de emision de plasma acoplado
inductivamente (ICP-ES, ICPS-7510, Shimadzu, Japén) para medir la concentracion en masa de las nanovarillas de
oro (AuNR) preparadas, y se uso6 un fluoroespectréometro NanoDrop 3300 para medir las nanovarillas. La forma de
las nanovarillas de oro formadas se observé usando un microscopio electrénico de barrido de emision de campo
(FE-SEM, Helios 650, FEI, EE. UU.).

Ejemplo 1: Preparacion de nanovarillas de oro (AuNR)

Se fabricaron AuNR que tienen un valor de relaciéon de aspecto de aproximadamente 4,0 usando un método
mediado por semillas ligeramente modificado conocido en la técnica. De forma especifica, se preparé una semilla
mezclando 5 ml de una solucion de HAuCls-3H20 0,5 mM con 5 ml de CTAB 0,2 M, y se afadieron rapidamente a la
misma 600 ml de una soluciéon de NaBH4 0,01 M enfriada en hielo. La solucién de semilla se us6 2 horas después de
la etapa de reduccion. Se mezclaron 5 ml de una solucién de HAuCls-3H,0 0,5 mM con 5 ml de una solucién de
CTAB 0,2 M, se afadieron 200 yl de una solucion de AgNOs y luego se afiadieron a la misma 70 pl de acido L-
ascoérbico 78 mM. Después de que la mezcla resultante se mezclara suavemente, se afiadieron 12 ul de la soluciéon
de semilla preparada con antelacion, y la mezcla se incub6 durante al menos 4 horas para obtener las AuNR. Las
AuNR preparadas de ese modo se analizaron usando TEM, espectrometria UV-Vis y un ensayo de ICP-AES. Los
tamafios y las relaciones de aspecto de 202 AuNR se analizaron utilizando el software ImageJ. Las AuNR tenian un
tamafio de 50,32 (+ 4,26) nm + 12,81 (+ 0,94) nm y un valor de relacién de aspecto de 3,95 (+ 0,42). Se revel6 que el
coeficiente de extincion molar () calculado a 520 nm era de 1,374 x 10°, y la absorbancia a 520 nm era de 0,249
cuando se analizaba usando ICP-AES. A partir de estos resultados, se confirmé que la concentracion de oro de la
solucion preparada de las AuNR era de 69,5 uyM. Se observaron modos transversales y longitudinales a 510 y 765
nm, respectivamente (Figura 2).

Ejemplo 2: Preparacion de AuNR modificadas con ADN marcadas con fluorescencia mediante un proceso
salino

Un oligonucledtido (ADN) tiolado modificado con Alexa Fluor™ 546 se uni6 a una superficie de las AuNR
sintetizadas en el Ejemplo 1. En primer lugar, se mezclaron 1.500 pl de una soluciéon de oligonucleétido tiolado
modificado con Alexa Fluor™ 546 reducido recientemente y 67,8 ul de una solucion al 10 % de SDS con 4.500 ul de
una solucién de AuNR 1,16 nM. La solucién mezclada se incubé a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Después de eso, la solucion se diluyé con un tampoén fosfato 100 mM para alcanzar una concentracion final de
fosfato de 10 mM (pH 7,4), y a continuacion se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se afiadieron
tres partes alicuotas de NaCl 2 M (PB 10 mM, 0,1 % de SDS) a agua hirviendo cada 20 minutos para formar una
solucion de NaCl 0,3 M. Una hora después de la adicion final, la solucién coloidal formada se centrifugd dos veces (a
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9.500 rpm durante 10 min), y el precipitado se volvié a dispersar en agua desionizada. Antes de una etapa de
crecimiento de la cubierta, se midié una densidad 6ptica (DO) de las particulas modificadas con ADN mediante un
espectrofotémetro UV-visible a 520 nm para determinar la concentracion de las particulas modificadas con ADN.

Ejemplo 3: Cuantificacion de oligonucleotidos modificados por AuNR individual

Para determinar el niumero de oligonucledtidos marcados con colorante cargados en cada particula de AuNR, se
midio la concentracion de nanoparticulas de AuNR y la concentracion de oligonucledtidos fluorescentes en cada
muestra. Para determinar la concentracion de la solucién de AuNR en cada parte alicuota, se utilizd un
espectrofotémetro visible-UV. La concentracion de AuNR se asocié directamente con un valor de absorbancia a
través de la ley de Lambert-Beer (A = ebc). El coeficiente de extincidon molar que se utilizé en la presente invencion
fue de 1,374 M-'cm™ a 520 nm. Para determinar la concentracion de los oligonucleétidos fluorescentes en cada
alicuota, se mezclaron 100 pl de los oligonucledétidos modificados en la solucion de AuNR con un volumen igual de
una solucion de KCN 100 mM para destruir la estructura reticular de AuNR, separando de ese modo los
oligonucledtidos de la superficie de AuNR. En esta etapa, la concentracion de los oligonucledtidos se diluyd dos
veces. La solucién mixta se incubd para liberar los oligonucleétidos en la solucién y se obtuvo un sobrenadante para
medir la intensidad de fluorescencia. La intensidad de fluorescencia se comparé con una curva estandar basada en
oligonucledtidos tiolados modificados con Alexa Fluor™ 546 libres, y se midieron tres lotes diferentes para obtener la
desviacién estandar (Figura 3). Para la medicion de la fluorescencia, el fluoréforo se excité a 510 nm para medir la
fluorescencia. Como resultado, se confirmé que, en promedio, se unieron 293,4 oligonucledtidos fluorescentes a una
particula de AuNR.

Ejemplo 4: Formacion de cubierta de plata sobre las superficies de las AuNR modificadas con ADN
marcadas con fluorescencia

Se formd una cubierta de Ag sobre las AuNR modificadas con ADN marcadas con fluorescencia (ADN-AuUNR) y se
aumentd de forma gradual el espesor de la cubierta de Ag. La solucion de AuNR preparada en el Ejemplo 2 se diluy6
de un modo tal que la DO a 520 nm se convirtiera en 0,5. Una solucion diluida de AuNR (100 pl) se mezclé de forma
secuencial con CTAC, AgNOs y una solucion de acido L-ascorbico 0,1 M, y la mezcla resultante se incubé a 60 °C
durante 3 horas. Las concentraciones de los reactivos afiadidos fueron de forma secuencial CTAC 2,5 mM (f-RNP
1), 5,0 mM (f-RNP 2), 7,5 mM (f-RNP 3), 10,0 mM (f-RNP 4), 15,0 mM (f-RNP 5) y 20,0 mM (f-RNP 6); y AgNOs 0,25,
0,50, 0,75, 1,0, 1,5 y 2,0 mM, respectivamente. De forma especifica, las concentraciones de CTAC y AgNO3
aumentaron mientras que se mantuvo una relacion molar entre CTAC y AgNO3 de 10 para preparar una serie de
muestras. Después de la incubacion, las soluciones resultantes se centrifugaron a 7.000 rpm (f-RNP 1 y f-RNP 2),
6.000 rpm (f-RNP 3 y f-RNP 4) 0 5.000 rpm (f-RNP 5 y f-RNP 6) durante 10 minutos, y se dispersaron de nuevo en
agua desionizada. Las AuNR modificadas con ADN marcadas con fluorescencia fabricadas que tienen una cubierta
formada en sus superficies se denominaron nanoparalelepipedos rectangulares plasmoénicos funcionalizados con
ADN fluorescente, que en lo sucesivo en el presente documento se abrevian como f-RNP. Cada una de las muestras
se distinguié por un nimero después del nombre abreviado descrito anteriormente.

Ejemplo 5: Revestimiento de f-RNP con cubierta de silice fluorescente o no fluorescente

Se mezclaron 3,5 yl de de 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) al 0,2 % (v/v, una soluciéon de EtOH) con 62,5 pl de
DMF y 8,4 ul de Alexa Fluor™ 546 marcado con éster de succinimidilo carboxilico 0,8 mM (una solucién en MeOH).
La mezcla resultante se incubd a temperatura ambiente durante 12 horas, y se afiadieron a la misma 700 pl de
etanol y 53,3 pl de una solucién de dimetilamina. Después de 4 horas, se mezclaron 750 pl de la solucién con 50 pl
de f-RNP 5 1,82 nM (una solucion en agua destilada) y se incubaron durante 30 minutos. Después de eso, se
afadieron 2 pl de ortosilicato de tetraetilo al 10 % (v/v, una solucion en EtOH), y la solucién resultante se incubd
durante otras dos horas y media. La solucion se centrifugé dos veces (a 5.000 rpm durante 15 minutos), se lavo y a
continuacion se dispersé de nuevo en agua desionizada.

Ejemplo 6: Caracterizacion de los f-RNP

Las caracteristicas espectroscopicas y morfoldgicas de los f-RNP se analizaron utilizando un espectrémetro UV-
visible y TEM (Figura 4). A medida que aumentaba la cantidad de un precursor de Ag usada, se observé un cambio
espectroscopico notable. Los f-RNP 1 a 3 se compararon con las AuNR, y se observd un pico transversal mas
amplio (a 510 nm) y un pico longitudinal mas amplio (a 765 nm). A medida que aumentaba la cantidad del precursor
de Ag usada, también aumentaban las intensidades de los dos picos (Figura 4C). A partir de la imagen de TEM
(Figura 4A), se confirmé que los depositos de Ag tenian espesores casi idénticos en ambas direcciones, longitudinal
y transversal, en el caso de la serie de los f-RNP de acuerdo con la presente invencion. Se sabe que las AuNR que
tienen una relacion de aspecto de 3 a 7 tienen una direccion de crecimiento longitudinal; y una seccion transversal
octogonal encerrada por los planos {100} y {110}, y los planos {110} y {111} estan expuestos a través de una region
truncada en un extremo de la misma. Inicialmente, se produjo un sobrecrecimiento conformacional inducido por via
termodinamica en las regiones final y lateral de la AuNR. Cuando se lleva a cabo una etapa de crecimiento de Ag
utilizando un agente de proteccion CTAC, los planos {110} y {111} de la AuNR tienen una tasa de crecimiento
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epitaxial mas alta que el plano {100}.

A medida que crecia la cubierta de Ag, las particulas nucleo-cubierta de Au-Ag se fueron rodeando de forma gradual
por el plano {100} de Ag, que esta fuertemente unido al agente de proteccion y al CTAC. Para los f-RNP 3 a 6, las
capas de Ag se hicieron mas gruesas en una direccion transversal que en una direccion longitudinal, y los f-RNP
tenian bordes relativamente afilados (Figura 4A). Ademas, se determind la forma tridimensional de paralelepipedo
rectangular de f-RNP 5 usando la medicién de microscopia electrénica de barrido de emision de campo usando una
inclinacion de 52° (Figura 4B). A partir de estos resultados, se confirmé que un extremo de la particula nucleo-
cubierta se rodeaba con mayor rapidez por la cara {100}, en comparacion con las regiones laterales. El CTAC
fuertemente unido a una superficie de Ag fue capaz de bloquear el crecimiento de la cubierta para inducir una
diferencia en la tasa de crecimiento de la cubierta entre las direcciones transversal y longitudinal de las particulas
nucleo-cubierta después del f-RNP 3. Se observaron cuatro modos plasménicos distintos a 280 nm, 390 nm, 440 nm
y 580 nm en el espectro UV-visible (Figura 4C). En particular, los modos plasmoénicos a 280 y 390 nm representan
dos formaciones distintas de cubierta de Ag (en las direcciones longitudinal y transversal), y los modos plasmonicos
a 440 y 580 nm pueden explicar los modos transversal y longitudinal de los f-RNP.

Ademas, se llevé a cabo un analisis de TEM especifico utilizando el software Imaged (rsb.info.nih.govl/ij/; Figura 4D).
Para cada una de las estructuras de f-RNP, se midieron al menos 100 particulas. Las longitudes transversales y
longitudinales de los f-RNP aumentaron de 12,8 nm a 36,1 nm y de 50,3 nm a 60,4 nm, respectivamente, lo que
indica que el espesor de la cubierta de Ag aumenta por lo general en la direccion transversal. Los espesores medios
transversales y longitudinales de la cubierta se calcularon restando la dimension de la AuNR de la dimensiéon medida
de cada uno de los f-RNP. Los espesores de cubierta transversales y longitudinales fueron de 11,6 y 5,0 nm,
respectivamente. El espesor de la cubierta transversal (11,6 nm) del f-RNP 6 fue similar a la longitud tedrica del
oligonucledtido tiolado modificado con Alexa Fluor™ 546, mientras que la longitud longitudinal del f-RNP 6 fue
mucho menor que la longitud tedrica del oligonucledtido fluorescente. Las relaciones de aspecto de los f-RNP
disminuyeron de forma gradual a medida que aumenté el espesor de la cubierta de Ag formada (Figura 4D).

Para analizar adicionalmente las caracteristicas estructurales de los f-RNP, se obtuvo una imagen de mapeo
elemental e informacion reticular del -RNP 5 (Figura 5). Los resultados mostraron por lo general que el nucleo de la
AuNR y la cubierta de Ag estaban claramente separados sin mezcla entre los elementos de Au y Ag. Ademas, se
confirmaron estructuras rectangulares de paralelepipedo que tienen esquinas de Ag bien definidas en la imagen de
TEM de campo oscuro (Figura 5E). La Figura 5F muestra una imagen de TEM de alta resolucion (HR-TEM) y los
resultados de difraccion de electrones de area seleccionada (SAED). Se observaron franjas claras y continuas que
tienen un eje de zona reticular [001] con una distancia de 2,0 A y que pueden indexarse con {200} de Ag cubico
centrado en las caras (fcc) en la imagen de HR-TEM. Los patrones de SAED correspondientes indicaron puntos de
simetria cuadrados. A partir de estos resultados, se confirmé que la cubierta de Ag tenia una Unica estructura
cristalina rodeada por el plano {100}. Se puede ver que se observaron bordes claros en las regiones de las esquinas
de la cubierta de Ag en la imagen de HR-TEM mostrando secciones rectangulares fusionadas por el plano {100}.

A continuacion, se midié la mejora de la sefial de fluorescencia para 2 ml de una soluciéon de f-RNP usando un
fluoroespectrometro NanoDrop 3300 (Figuras 6 y 7). Un grafico integrado de intensidad de fluorescencia mostré que
la intensidad de la sefial de fluorescencia aumenté de forma lineal a medida que crecid la cubierta de Ag, de los f-
RNP 3 a 5. Para el f-RNP 6 que tiene una cubierta de Ag transversal que tiene un espesor de aproximadamente 12
nm, las sefales de fluorescencia comenzaron a disminuir cuando el colorante de fluoréforo y la cubierta de Ag
estaban cerca o en contacto entre si. Esto indica que la cubierta de Ag se forma preferentemente en un estado en el
que el colorante de fluoréforo y la cubierta de Ag se mantuvieron separados a una distancia adecuada, considerando
que la diferencia principal entre RNP 5 y RNP 6 surgié del espesor transversal de la cubierta de Ag. Los factores de
mejora de fotoluminiscencia (PL) de los f-RNP se calcularon a partir de las intensidades de fluorescencia medidas.
Las sefales de fluorescencia de los f-RNP se compararon con la sefial de fluorescencia del oligonucleétido tiolado
modificado con Alexa Fluor™ 546 libre para obtener un factor de mejora de PL para cada una de las estructuras de
f-RNP (Figura 6B). El factor de mejora PL se define de la siguiente manera:

7 ME F'/ CAJEF
i FL "C Fl

en la que Iver Yy Cwmer representan la intensidad de PL integrada de los f-RNP y la concentracion de Alexa Fluor™
546 en la solucion. lp. y Cp representan la intensidad de PL integrada y la concentracion de un oligonucleétido
tiolado modificado con Alexa Fluor™ 546 libre. Basandose en los resultados, se confirmé que f-RNP 5 con un
espesor de cubierta de Ag transversal y longitudinal de 9,64 nm y 4,81 nm en una nanovarilla de oro unida a ADN
que tiene una longitud de aproximadamente 15 pb y un fluoréforo marcado en un extremo, es una nanosonda
adecuada para MEF, y el factor de mejora de MEF para la sonda f-RNP 5 en la solucion fue de aproximadamente
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300.

Ademas, se confirmo que la estabilidad de las particulas y la toxicidad biolégica de los f-RNP se podian mejorar
cuando las particulas se revestian con una cubierta de silice. En general, una superficie de Ag expuesta a solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) o suero humano puede causar inestabilidad de las particulas. Ademas, la
desviacion de las sefales de fluorescencia medidas aumentoé cuando la distancia entre el colorante de fluoréforo y la
superficie del metal es fija o variable debido al movimiento del colorante. Después de buscar el espesor 6ptimo de la
cubierta de Ag para MEF, se formé una cubierta de silice para que el fluoréforo se fijara en una ubicacion optimizada
de fluoroforo de f-RNP, y el fluoréforo se incorporara a la cubierta de silice para minimizar la fluctuacion de la sefial
de fluorescencia en una unica particula y la fluctuacion de la sefial de fluorescencia de particula a particula (Figura
1B).

En un experimento representativo para formar la cubierta de silice, se mezclaron 3,5 yl de APTES al 0,2 % (v/v, en
EtOH) con 762,5 ul de EtOH y 53,3 ul de una solucién de dimetilamina. Después de mantener la solucion resultante
a temperatura ambiente durante 4 horas, se mezclaron 750 pl de la solucién con 50 ul de una solucién de f-RNP 5
1,82 nM disuelta en agua destilada, y la solucidon mezclada se incubé adicionalmente a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Después de eso, se afiadieron a la misma 2 ml de ortosilicato de tetraetilo al 10 % (v/v, en
EtOH), y la solucioén resultante se incubd a temperatura ambiente durante 2,5 horas. La solucion se centrifugd dos
veces (a 5.000 rpm durante 15 minutos) y luego se dispersé de nuevo en agua desionizada. Se midi6é una imagen de
TEM para determinar si se formo una cubierta de silice en el f-RNP (Figura 8A). Como resultado, los f-RNP estaban
completamente encerrados por la cubierta de silice, y casi todas las cubiertas de silice incluian los f-RNP. A
continuacién, se determinaron las diferencias en la intensidad de la sefial de fluorescencia y la actividad de
reproducibilidad entre f-RNP 5 y f-RNP 5 revestido de silice (Si--RNP 5). Como resultado, las intensidades de la
sefial de fluorescencia fueron muy similares antes y después del revestimiento con silice. Sin embargo, la desviacion
estandar de la intensidad de la sefal de fluorescencia de Si-f-RNP 5 disminuyd en comparacion con el f-RNP 5, lo
que indica que la reproducibilidad de la sefial se pudo mejorar ain mas a través de la formacién de la cubierta de
silice (aproximadamente una mejora de 2 veces en la desviacion estandar; Figura 8B). En este caso, cuando se
incorporaron moléculas fluorescentes adicionales a la cubierta de silice para el revestimiento durante el proceso de
formacion de la cubierta de silice, la intensidad de fluorescencia de cada una de las particulas se pudo mejorar aun
mas (Figuras 9y 10).

A modo de resumen, los presentes inventores desarrollaron una estrategia sintética para analizar sistematicamente
una sonda de RNP optima para MEF usando ADN marcado con fluorescencia cuya longitud era ajustable y
ajustando el espesor de una cubierta de plata formada regulando de forma precisa la quimica de formacion de la
cubierta para ajustar la distancia entre el fluoréforo marcado y la superficie de la cubierta de plata sobre el ADN.
Para este fin, se analizaron especificamente las caracteristicas estructurales y dpticas de los f-RNP. Se revel6 que
se consigue un factor de mejora de PL de aproximadamente 300 para las muestras en solucién en condiciones
optimizadas. Ademas, los presentes inventores confirmaron que la estabilidad y la reproducibilidad de la sefial de la
sonda mejoraron mediante la formacion de una cubierta de silice en los f-RNP. La estructura Si-f-RNP puede ser una
plataforma prometedora para el uso practico de la sonda de MEF. Los presentes inventores esperan que las
estrategias y los resultados de acuerdo con la presente invencion proporcionen beneficios para el uso de la sonda de
MEF en una mejor comprension de la sonda de MEF, investigacion cuantitativa fiable usando la sonda de MEF,
deteccion quimica y biolégica, y aplicaciones de formacién de imagenes bioldgicas.
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REIVINDICACIONES

1. Un nanocompuesto nucleo-cubierta que comprende un fluoréforo dispuesto para tener una distancia constante en
una direccion vertical desde una superficie del mismo, que comprende:

nanoparticulas de un primer metal;

un conector que tiene una longitud constante, unido a las nanoparticulas del primer metal a través de un extremo
del mismo y que tiene el fluoréforo unido al otro extremo del mismo; y

una cubierta de un segundo metal formada sobre las nanoparticulas del primer metal al que esta unido el
conector ajustando el espesor de modo que esté separada una distancia constante del fluoréforo.

2. El nanocompuesto nucleo-cubierta de la reivindicacion 1, que tiene un efecto de fluorescencia mejorada por metal.

3. El nanocompuesto nucleo-cubierta de la reivindicacién 1, en el que las nanoparticulas del primer metal
comprenden nanovarillas que tienen una relacién de aspecto de 1,2 a 10.

4. El nanocompuesto nucleo-cubierta de la reivindicacion 1, en el que el primer metal y el segundo metal son cada
uno independientemente oro, plata, cobre, paladio, o platino.

5. El nanocompuesto nucleo-cubierta de la reivindicacion 4, en el que el primer metal y el segundo metal tienen una
relacion de parametros de red de 1:1,4 a 1,4:1.

6. El nanocompuesto nucleo-cubierta de la reivindicacion 1, en el que el conector es ADN o ARN mono o bicatenario.

7. El nanocompuesto nucleo-cubierta de la reivindicacion 1, en el que el fluoréforo esta revestido ademas con una
cubierta de silice de un modo tal que el fluoréforo esta incorporado en un estado en el que el fluoréforo mantiene una
distancia constante desde una superficie de la cubierta del segundo metal.

8. El nanocompuesto nucleo-cubierta de la reivindicacion 7, en el que la cubierta de silice comprende ademas un
fluordéforo.

9. Un método de fabricacion de un nanocompuesto nucleo-cubierta que comprende un fluoréforo dispuesto para
tener una distancia constante desde una superficie del mismo en una direccién vertical, que comprende:

una primera etapa de preparacion de nanoparticulas de un primer metal;

una segunda etapa de unién de un conector que tiene una longitud constante, que tiene el fluoréforo unido a un
extremo del mismo, a las nanoparticulas del primer metal; y

una tercera etapa de formacion de una cubierta de un segundo metal sobre las nanoparticulas del primer metal al
que esta unido el conector ajustando el espesor de modo que esté separada una distancia constante del
fluordéforo.

10. El método de la reivindicacién 9, en el que las nanoparticulas del primer metal comprenden nanovarillas que
tienen una relacion de aspecto de 1,2 a 10.

11. El método de la reivindicacion 9, en el que cada uno del primer metal y el segundo metal es independientemente
oro, plata, cobre, paladio, o platino.

12. El método de la reivindicacién 9, en el que el primer metal y el segundo metal tienen una relacion de parametros
deredde 1:1,4 a1,4:1.

13. El método de la reivindicaciéon 9, en el que el conector es ADN o ARN mono o bicatenario.

14. El método de la reivindicacion 9, que comprende ademas una cuarta etapa de revestimiento del nanocompuesto
nucleo-cubierta con una cubierta de silice que comprende ademas o no comprende un fluoréforo.

15. Una sonda para fluorescencia mejorada por metal que contiene el nanocompuesto nucleo-cubierta definido en
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.
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[Fig. 1]
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bt
Dimensiones (nm) 50,32(4,26)x 12,81(0,94)
Relacion de aspecto 3,95(0,42)
Modo transversal (nm) 510
Modo longitudinal (nm) 765
€50nmi Micm) 1,374 x 10°
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[Fig. 3]
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[Fig. 7]
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[Fig. 8]
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[Fig. 10]
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION
Esta lista de referencias citadas por el solicitante es tunicamente para la comodidad del lector. No forma parte del

documento de la patente europea. A pesar del cuidado tenido en la recopilacion de las referencias, no se pueden
excluir errores u omisiones y la EPO niega toda responsabilidad en este sentido.

Documentos de patentes citados en la descripcion

. US 2013029360 A1 [0004]

Literatura diferente de patentes citada en la descripcion

. HUI LI ; MIN WANG ; WEIBING QIANG ; HONGTING HU ; WEI LI ; DANKE XU. Metal-enhanced

fluorescent detection for protein microarrays based on a silver plasmonic substrate. Analyst, 2014, vol. 139,
1653 [0004]
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