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DESCRIPCION
Nanoparticulas compuestas activas espectroscépicamente potenciadas superficialmente
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere, en general, a particulas o marcadores de tamafio submicrométrico que pueden
fijarse de forma covalente o no covalente a entidades de interés con el fin de cuantificacion, localizacion,
identificacion o seguimiento. Mas particularmente, se refiere a nanoparticulas compuestas activas
espectroscopicamente potenciadas superficiaimente, a métodos de fabricacion de las particulas y a usos de las
particulas.

Antecedentes de la invencion

La fluorescencia es un medio primario mediante el que se rastrean y se cuantifican biomoléculas. Los marcadores
fluorescentes se usan en la secuenciacion del ADN, los andlisis de expresién génica en los que se usan
micromatrices, citometria de flujo y sus variantes, RT-PCR y muchas otras aplicaciones. Una aplicacién de especial
interés y de creciente importancia, es la formacion de imagenes intracelulares. Las uniones/desuniones
bimoleculares se han controlado mediante transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET), por lo
que los cambios impulsados por eventos en la distancia entre un fluoréforo y un desactivador conducen a cambios
en la intensidad de la fluorescencia. La unién covalente de fluoréforos con los marcadores de anticuerpos de
superficie en los glébulos blancos es la base de la citometria; asimismo, la union covalente de marcadores
fluorescentes se ha usado para visualizar cada organulo del interior de una célula, y practicamente todos los
procesos que experimentan las células. A pesar de sus numerosas ventajas, los fluoréforos orgénicos tienen varias
limitaciones. (i) Son altamente susceptibles al fotoblanqueo y a la fotodescomposicién, ya que los estados excitados
son tanto mejores oxidantes como mejores reductores que el estado fundamental. (i) La envoltura de emisién de
fluorescencia es amplia, Limitando el numero de marcadores ortogonales espectralmente. (iii) La fluorescencia se
excita normalmente en la region visible, una regiéon en la que las muestras biolégicas presentan fluorescencia
intrinseca de fondo. (iv) Los diferentes colores de los fluor6foros suelen tener estructuras y propiedades quimicas
muy diferentes, que requieren diferentes protocolos de uniéon y manejo.

El desarrollo de semiconductores fluorescentes de nanoparticulas (puntos cuanticos) ha ampliado la utilidad de los
marcadores de deteccién Optica basada en la fluorescencia. (Chan, et al., Science 1998, 281, 2016-18; Bruchez, et
al., Science 1998, 281, 2013-16). Los puntos cuanticos presentan un fotoblanqueo mucho menor que los fluoréforos
organicos, y, en la regién visible, tienen anchos de banda de emision mas estrechos. Una consecuencia de la
envoltura de emisidn mas estrecha, no obstante, es la envoltura de excitacién méas estrecha en la region visible;
como resultado de ello, se requiere luz ultravioleta para excitar multiples marcadores, algo que no es 6ptimo para los
sistemas biolégicos. Ademas, los anchos de banda de los puntos cuanticos aumentan considerablemente a medida
que las particulas emiten en la region del rojo y, en especial, en la del IR cercano, y por consiguiente, hay muchos
menos colores disponibles. No obstante, los puntos cuanticos se han usado ampliamente para aplicaciones de
formacion de imagenes intracelulares, con resultados prometedores. Algunos informes recientes han usado puntos
cuanticos para rastrear la unién y la endocitosis del factor de crecimiento epidérmico y para la formacion de
imagenes a largo plazo de los puntos cuanticos que se sometieron a endocitosis 0 se unieron a proteinas
superficiales biotiniladas de células vivas. Sin embargo, la mayor parte de la bibliografia describe enfoques no
dirigidos a la administracion celular. Se usé un dominio de translocacion peptidico para introducir diferentes
proporciones de 5 colores de puntos cudanticos en subconjuntos de células para producir 10 cédigos Unicos.
Diferentes informes describen el rastreo de células inyectadas en ratones tras su codificacion mediante puntos
cuanticos, incluyendo el uso de un reactivo de lipofeccién y de péptidos de transduccién. También se rastreo el
desarrollo de embriones de Xenopus tras la inyeccion de puntos cuanticos encapsulados en micelas.
Desafortunadamente, los puntos cuanticos sometidos a endocitosis estan secuestrados y no pueden participar en un
marcaje intracelular adicional, y los puntos cuanticos administrados por transfeccién y electroporacion son propensos
a la agregacioén. La microinyeccion permite la administracién de puntos cuéanticos no agregados, pero se trata de un
proceso en serie que requiere mucha habilidad. Ademas, la formacién de imagenes a largo plazo con luz UV pueden
generar la degradacion de los puntos cuanticos, produciendo cambios espectrales y citotoxicidad. Analogamente, se
ha descrito la introduccion de nanoparticulas metalicas en células. La sintesis de nanoparticulas metalicas se
describe en Sandrock M. L. et al. ("Synthesis and Second-Harmonic Generation Studies of Noncentrosymmetric Gold
Nanostructures", J Phys Chem. B. vol. 103, 1999, paginas 2668-2673), que desvela un método de sintesis de
estructuras de nanoparticulas de oro a través de un procedimiento de sintesis en molde modificado. En 1990, se
demostré con éxito la introduccion de nanoparticulas metalicas en células vivas, cuando se usd microscopia
electrénica para examinar la captacion nuclear de oro coloidal microinyectado en el citoplasma. (Feldherr, et al, J
Cell Biol 1990, 111, 1-8; Feldherr, et al., J Cell Biol 1991, 115, 933-39). La técnica se avanzé usando microscopia de
color potenciada por video para rastrear la capacidad de direccién hacia el nucleo del oro coloidal modificado con
péptidos. Varios informes han aprovechado la potente resonancia de plasmén de las nanoparticulas de Ag y Au
mediante su modificacion con moléculas biolégicas para rastrear la dinamica de la proteina transportadora de la
membrana en células vivas en tiempo real. La ausencia de fotoblanqueo en ambas técnicas permite la formacion de
imagenes a largo plazo sin ninguna degradacion de las particulas. En teoria, se pueden controlar el tamano, la forma
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y la composicién de las particulas para permitir la realizacion de experimentos de formacion de imagenes de
resonancia de plasmones multiplexados, pero, en practica, la anchura de las caracteristicas, junto con la dificultad de
hacer que todas las particulas tengan un tamafo determinado, reduce el nimero de colores a 2-3.

La dispersion Raman se excita faciimente usando luz monocromatica del rojo lejano o IR cercano, energias de
fotones demasiado bajas para excitar la fluorescencia de fondo inherente en muestras bioldgicas. Dado que los
espectros Raman normalmente cubren las energias vibratorias de 200-3.500 cm™', y dado que las vibraciones
individuales normalmente tienen anchos de banda muy estrechos, es decir, < 50 cm™', se podria prever la medicién
de una docena (0 mas) de indicadores simultaneamente, todo con una sola fuente de luz; sin embargo, el Raman
normal es muy débil, lo que limita su utilidad en el uso en quimica bioanalitica. En la SERS, las moléculas muy
cercanas a las caracteristicas de rugosidad a nanoescala en superficies de metales nobles (oro, plata, cobre) dan
lugar a aumentos de millones a billones de veces [conocidos como factor de potenciacion (FP)] de la eficacia de
dispersion. También se puede usar la SERS para detectar moléculas adsorbidas en nanoparticulas metalicas
individuales, y se ha usado para demostrar la detecciéon de una sola molécula. La publicacion de solicitud de patente
de EE.UU. US 2002/142480 A1 proporciona la preparacion y el uso de particulas que tienen geometria de tipo
sandwich para aplicaciones de SERS.

Sumario de la invenciéon

En el presente documento, se describe un método que comprende: producir la deposicién de un metal en un poro de
un molde, cuyo diametro de poro es inferior a 300 nm; producir la deposicién de un segundo material en dicho poro
de dicho molde, en donde la deposicion de al menos uno de dicho primer material y dicho segundo material implica
procesos electroquimicos faradaicos para generar una nanoparticula unida al poro, segmentada; repetir la
deposicion de un metal; y liberar dicho segundo material y dicho molde de dicha nanoparticula unida al poro,
segmentada, para generar al menos dos nanoparticulas metdlicas libres. La presente invencién también proporciona
un método que comprende producir la deposicién de un primer metal en un poro de un molde, cuyo didmetro de poro
es inferior a 300 nm; producir la deposicion de un segundo metal en dicho poro de dicho molde; producir la
deposicion de un tercer material en dicho poro de dicho molde, en donde la deposicion de al menos uno de dicho
primer material y dicho segundo material implica procesos electroquimicos faradaicos para generar una
nanoparticula unida al poro, segmentada; repetir las etapas de deposicion de un primer metal y de un segundo
metal; y liberar dicho tercer material y dicho molde de dicha nanoparticula unida al poro, segmentada, para generar
al menos dos nanoparticulas metalicas libres, comprendiendo cada una dicho primer metal y dicho segundo metal.

En el presente documento, se describe un método que comprende, preparar una SACN optimizada, en donde dicha
SACN optimizada se prepara mediante un método que comprende eliminar material unido irreversiblemente a la
superficie de la particula en el transcurso de la preparacion de la SACN, en donde la sefal de fondo de dicho
espectro se reduce en comparacion con un espectro generado por una SACN correspondiente que no esta
optimizada.

En el presente documento, se describe un método que comprende reducir la sefial de fondo en un ensayo en el que
se utiliza una particula SACN, en donde dicha reduccion comprende eliminar impurezas de un componente
seleccionado del grupo que consiste en la muestra que se va a analizar, la particula SACN y el recipiente de ensayo.

En el presente documento, se describe un método que comprende preparar una pluralidad de particulas SACN,
comprendiendo cada una un marcador Raman diferente; medir la proporcion de intensidad de los marcadores
Raman; y preparar una segunda pluralidad de particulas SACN que tienen las intensidades de los marcadores
normalizadas con respecto a la del marcador que tiene la intensidad mas débil, preparandose asi una pluralidad de
SACN que tienen intensidades maximas esencialmente iguales en un espectro Raman. En algunas realizaciones, los
marcadores se normalizan mediante la preparacion de SACN con una cantidad reducida de marcador, en donde la
cantidad reducida se define mediante la inversa de la proporcion de la intensidad de ese marcador con respecto a la
del marcador mas débil. En otras realizaciones, los marcadores se normalizan mediante la preparacion de SACN
con una mayor cantidad de silano, en donde la cantidad aumentada se define mediante la inversa de la proporcion
de la intensidad de ese marcador con respecto a la del marcador mas débil.

La presente invencién proporciona una SACN que comprende una nanoparticula metélica anisotrdpica, una
molécula indicadora con actividad de SERS asociada a dicha nanoparticula metdlica anisotrépica, SiO2
encapsulando la nanoparticula metalica anisotrépica, en donde la molécula indicadora con actividad de SERS se
encuentra en la superficie de contacto entre la nanoparticula metdlica y el encapsulante. Opcionalmente, el
encapsulante de SiOz2 comprende ademés un grupo reactivo seleccionado del grupo que consiste en un grupo -SH,
un grupo -NHz y un grupo -COO'.

La presente divulgacion también incluye un método que comprende: proporcionar una nanoparticula; asociar una
molécula indicadora con actividad Raman con dicha nanoparticula; encapsular la nanoparticula con SiO2; y modificar
el SiO2 para que porte un grupo reactivo seleccionado del grupo que consiste en un grupo -SH, un grupo -NHz2 y un
grupo -COO, mediante lo que se prepara una SACN activada.

En el presente documento, se describe una SACN bioconjugada que comprende: una nanoparticula; una molécula
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indicadora con actividad Raman asociada a dicha nanoparticula; un encapsulante de SiO2; y una biomolécula
seleccionada del grupo que consiste en una proteina y un acido nucleico.

La presente invencion también proporciona un método de deteccién de un analito que comprende: obtener una
muestra biologica; y poner en contacto la muestra con una SACN bioconjugada como se reivindica en el presente
documento, que comprende una biomolécula que se une al analito; y detectar el analito unido a dicha SACN
bioconjugada.

La presente invencion también proporciona un método que comprende; poner en contacto una muestra sospechosa
de contener un analito con al menos una pareja de unién especifica del analito en una superficie de ensayo de flujo
lateral para unirse al analito en la muestra; anterior, simultdnea o posteriormente a la etapa (a), unir al menos una
pareja de unién del analito con una SACN como se reivindica en el presente documento; y detectar una sefial de
SERS mediante la que se determina la presencia del analito en la muestra por la intensidad o presencia de la sefal,
mediante lo que se determina la presencia de al menos un analito en la muestra.

La presente invencion también proporciona un método que comprende, proporcionar un microscopio acoplado a una
camara CCD; proporcionar una célula; poner en contacto la célula con al menos una SACN como se define en las
reivindicaciones adjuntas y capaz de unirse especificamente a la célula o a una parte de la célula; proporcionar un
dispositivo de filtrado del nimero de onda entre la célula y la camara; adquirir una pluralidad de conjuntos de datos;
y ensamblar los conjuntos de datos; mediante lo que se adquiere un perfil espacial de la SACN.

En el presente documento, se describe una nanoparticula, una nanoparticula metalica; mas de una molécula
indicadora con actividad Raman asociada a dicha nanoparticula; y un encapsulante de SiO2. En el presente
documento, se describe un método que comprende: poner en contacto HAuCls con clorhidrato de hidroxilamina;
poner en contacto ademas la solucion resultante de la etapa a) con una mezcla de citrato de sodio deshidratado y
NaBH4, mediante lo que se produce una nanoparticula de oro. En el presente documento, se describe un método
que comprende proporcionar una nanoparticula de oro preparada mediante el método descrito anteriormente;
asociar una molécula indicadora con actividad Raman con dicha nanoparticula; y encapsular la nanoparticula con
SiOz; mediante lo que se prepara una SACN. En el presente documento, se describe una nanoparticula que
comprende: una nanoparticula metdlica anisotropica, una molécula indicadora con actividad de SERS asociada a
dicha nanoparticula metdlica anisotrépica; SiO2 encapsulando la nanoparticula metalica anisotrépica.

En el presente documento, se describe un método que comprende: administrar un agente de formacién de imagenes
de nanoparticulas SACN a un paciente, explorar al paciente usando un sistema que pueda formar imagenes
espectrales; y generar un espectro o una imagen de una region interna del paciente. En el presente documento, se
describe un método que comprende: introducir una pluralidad de SACN dirigidas a una molécula implicada en una
patologia anémala en un paciente con la patologia anémala, en donde las SACN se asocian a una molécula
asociada con la patologia anémala; y obtener una imagen de las SACN asociadas, mediante lo que se puede
diagnosticar una patologia anémala.

En el presente documento, se describe un método para marcar un animal con una SACN, que comprende introducir
una SACN en un animal, en donde dicha introduccién se selecciona del grupo que consiste en implantacién
subcutéanea, introduccién intravenosa. En el presente documento, se describe un método que comprende poner en
contacto una muestra de tejido con al menos una particula SACN conjugada con una biomolécula capaz de unirse
especificamente a la muestra de tejido; y (b) adquirir una imagen Raman de la mezcla de tejido y particulas de
SACN conjugadas con biomoléculas.

En el presente documento, se describe una nanoparticula, que comprende una nanoparticula de ndcleo/cubierta, al
menos una molécula indicadora con actividad Raman asociada a dicha nanoparticula de nucleo/cubierta y un
encapsulante de SiOx.

En el presente documento, se describe un método que comprende producir la deposiciéon de un metal en un poro de
un molde, cuyo diametro de poro es inferior a 300 nm; producir la deposicién de un segundo material en dicho poro
de dicho molde, en donde la deposicion de al menos uno de dicho primer material y dicho segundo material implica
procesos electroquimicos faradaicos para generar una nanoparticula unida al poro, segmentada; repetir la etapa de
deposicion del metal; y liberar dicho segundo material y dicho molde de dicha nanoparticula unida al poro,
segmentada, con tratamiento acido para generar al menos dos nanoparticulas metalicas libres porosas.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra un espectro Raman tipico.

La Figura 2 muestra una comparacién de las SACN realizada con cinco moléculas marcadoras diferentes. De
arriba a abajo: quinolin-tiol, isotiocianato verde de malaquita, mercaptobenzamidazol, bis(4-piridil)etileno, Bodipy.
La Figura 3 muestra la intensidad de la dispersion frente al desplazamiento Raman para PVDF, nitrocelulosa y
una membrana de flujo lateral.

La Figura 4 muestra la intensidad de la dispersién frente al desplazamiento Raman para superficies de vidrio y
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cuarzo.
La Figura 5 muestra una imagen de TEM de nanobarras preparadas en un método basado en solucion.

La Figura 6 muestra los espectros de SERS de SACN de 4-MP/BPE obtenidos usando excitacion de 633 nm
(Rastro A) y excitaciéon de 785 nm (Rastro B).

La Figura 7 muestra los espectros Raman de SACN de BPE (linea discontinua) y SACN de 4-MP (linea
continua).

La Figura 8 muestra el nimero de moléculas de biotina unidas a nanoparticulas conjugadas con proporciones
variables de NeutrAvidin™ y albimina de suero bovino (BSA).

La Figura 9 muestra la linealidad de las SACN midiendo la sefial tras la exposicion de una muestra a diferentes
cantidades de potencia de excitacién.

La Figura 10 muestra la sefial de una muestra en funcién del tiempo para una SACN expuesta a la luz emitida.
La Figura 11 muestra evidencia de reproducibilidad de lote a lote para la preparacién de SACN.

La Figura 12A muestra espectros Raman obtenidos a 633 nm de excitacion de particulas de Au de 65 x 30 nm y
de 90 x 30 nm liberadas en QSH. La Figura 12B muestra espectros Raman obtenidos a 785 nm de excitacion de
particulas de Au de 65 x 30 nm y 90 x 30 nm liberadas en QSH.

La Figura 13 muestra espectros Raman obtenidos a 633 nm de excitacion de particulas de Au de 65 x 30 nm y
90 x 30 nm liberadas en MP.

La Figura 14A muestra una imagen de TEM de nanobarras de Au con 35 nm de diametro liberadas en ME. La
Figura 14B muestra un espectro Raman obtenido a 633 nm de excitacién, reemplazando ME por QSH.

Las Figuras 15A y B muestran imagenes de SEM de SACN de Au de 250 nm x 250 nm.

Las Figuras 16A y B muestran imagenes de TEM de una SACN de Au de 250 nm x 250 nm.

Las Figuras 17A y B muestran espectros Raman de SACN de Au de 250 nm x 250 nm a 785 nm y 633 nm de
excitacion.

La Figura 18 muestra los resultados de un experimento de inmunoensayo de tipo sandwich de micromatrices de
proteinas en el que se valoré la IL-7.

La Figura 19 muestra los resultados de un inmunoensayo de flujo lateral para la Tox. Bot.

La Figura 20 muestra la intensidad de la dispersion frente al desplazamiento Raman a una excitacién de 758 nm
para sangre completa sin y con SACN.

La Figura 21A muestra imagenes del campo brillante y de SERS de célula marcada con SACN, y la Figura 21B
muestra espectros Raman de manchas no tratadas y tratadas en un ensayo de histopatologia.

La Figura 22 muestra un espectro adquirido sobre el higado 45 minutos después de que se inyectaron SACN en
la cola del ratén.

La Figura 23 muestra un espectro adquirido tras la inyeccion de SACN por via subcutanea.

Descripcion de la invencion

Las nanoparticulas compuestas activas espectroscdpicamente potenciadas superficialmente se describen en la
patente de EE.UU. n.? 6.514.767, titulada "Surface Enhanced Spectroscopy-Active Composite Nanoparticles", en la
solicitud de patente de EE.UU. n.? 10/345.821, presentada el 16 de enero de 2003, titulada, "Surface Enhanced
Spectroscopy-Active Composite Nanoparticles", y en la solicitud de patente de EE.UU. n.% 60/557.729, presentada el
29 de marzo de 2004, titulada "Surface Enhanced Spectroscopy-Active Composite Nanoparticles".

La presente invencion describe nuevos métodos de preparacion de nanoparticulas compuestas activas
espectroscopicamente potenciadas superficialmente (SACN) y métodos de preparacion de SACN mejoradas. Cada
una de dichas nanoparticulas comprende una nanoparticula metdlica con actividad de SES, un submonocapa,
monocapa o multicapa de especies activas espectroscépicamente muy cerca de la superficie metalica y una cubierta
de encapsulacién que comprende un polimero, vidrio (SiOz2) o cualquier otro material dieléctrico. Esto coloca la
molécula activa espectroscopicamente (denominada en el presente documento "indicador") en la superficie de
contacto entre la nanoparticula metdlica y el encapsulante. Por ejemplo, una SACN comprende (i) un ndcleo de
nanoparticula metdlica (por ejemplo, Au o Ag), (ii) un indicador con actividad Raman, que proporciona un distintivo
vibratorio Unico, e (iii) un encapsulante de SiO2 que "bloquea" las moléculas indicadoras en su sitio y, al mismo
tiempo, proporciona una superficie altamente compatible para la inmovilizacién posterior de biomoléculas. El
recubrimiento de vidrio, que carece esencialmente de actividad de SERS, también estabiliza las particulas contra la
agregacion y evita la adsorcion competitiva de especies no deseadas. En algunas realizaciones, el indicador y el
encapsulante se introducen en el ndcleo de la nanoparticula secuencialmente. En algunas realizaciones, el
encapsulante comprende la molécula indicadora. En algunas realizaciones, la SACN comprende ademas
recubrimientos poliméricos adyacentes a la nanoparticula.

El nacleo de la nanoparticula puede ser cualquier nanoparticula conocida en la técnica. Como se usa en el presente
documento, los términos "nanoparticula”, "nanoestructura”, "nanocristal", "nanomarcador" y "nanocomponente" se
usan indistintamente para referirse a una particula, en general, una particula metalica, que tiene una dimensién en el
intervalo de aproximadamente 1 nm a aproximadamente 1.000 nm, incluyendo cualquier valor entero entre 1 nm y
1.000 nm. Las nanoparticulas anisotrdpicas pueden tener una longitud y una anchura. En algunas realizaciones, la
longitud de una nanoparticula anisotrépica es la dimensién paralela a la abertura en la que se produjo la
nanoparticula. En el caso de las nanoparticulas anisotrépicas, en algunas realizaciones, la nanoparticula tiene un
diametro (anchura) de 350 nm o inferior. En otras realizaciones, la nanoparticula tiene un diametro de 250 nm o
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inferior y, en algunas realizaciones, un didmetro de 100 nm o inferior. En algunas realizaciones, la anchura es de
entre 15 nm y 300 nm. En algunas realizaciones, la nanoparticula tiene una longitud de aproximadamente 10-
350 nm.

Las nanoparticulas incluyen nanobarras metalicas huecas o rellenas coloidales, nanoparticulas magnéticas,
paramagnéticas, conductoras o aislantes, particulas sintéticas, hidrogeles (coloides o barras) y similares. Un experto
en la materia apreciara que las nanoparticulas pueden existir en una variedad de formas, incluyendo, entre otras,
esferoides, barras, discos, piramides, cubos, cilindros, nanohélices, nanomuelles, nanoanillos, nanoparticulas en
forma de barra, nanoparticulas en forma de flecha, nanoparticulas en forma de lagrima, nanoparticulas en forma de
tetrapodo, nanoparticulas en forma de prisma, y una pluralidad de otras formas geométricas y no geométricas. Otra
clase de nanoparticulas que se ha descrito incluyen aquellas con area superficial interna. Estas incluyen particulas
huecas y particulas porosas o semiporosas. Ademas, se entiende que los métodos de preparacion de particulas de
estas formas, y en ciertos casos, de preparacion de particulas con actividad de SERS de estas formas, se han
descrito en la bibliografia. Si bien se reconoce que la forma y la relacion de aspecto de las particulas pueden afectar
a las caracteristicas fisicas, opticas y electrénicas de las nanoparticulas, la forma especifica, la relacion de aspecto o
la presencia/ausencia de area superficial interna no influyen en la calificacion de una particula como nanoparticula.

Gran parte de la bibliografia relativa a la SERS (tanto experimental como tedrica) sugiere que las particulas
anisotropicas (barras, triangulos, prismas) pueden proporcionar una mayor mejora en comparacion con las esferas.
Por ejemplo, el denominado "efecto de antena" predice que se espera que la potenciacion Raman sea mayor en las
areas de mayor curvatura. Recientemente, se han descrito muchos informes de particulas anisotropicas, incluyendo
prismas de Ag y particulas de Au "ramificadas". Dichas particulas anisotrépicas, usadas como componentes basicos
para la formacién de las SACN, estan dentro del alcance de la invencion.

Se pueden producir nanobarras anisotrépicas de Au y Ag mediante electrodeposicion en moldes de alimina
preformados, de manera similar a la produccién de particulas Nanobarcodes®. Véase, por ejemplo, Nicewarner-
Pefa, S. R.; Freeman, R. G.; Reiss, B. D.; He, L.; Pefa, D. J.; Walton, I. D.; Cromer, R.; Keating, C. D.; Natan, M. J.
"Submicrometer metallic barcodes", Science 2001, 294, 137-141.; Walton, I. D.; Norton, S. M.; Balasingham, A.; He,
L.; Oviso, D. F. J.; Gupta, D.; Raju, P. A.; Natan, M. J.; Freeman, R. G. "Particles for multiplexed analysis in solution:
detection and identification of striped metallic particles using optical microscopy”, Anal. Chem. 2002, 74, 2240-2247.
Estas particulas Nanobarcodes se preparan mediante la deposiciéon de capas alternas de materiales, normalmente,
Au y Ag, en moldes de alimina preformados. En una realizacion tipica, las particulas Nanobarcodes tienen
aproximadamente 250 nm de diametro y 6 micrémetros de longitud.

Para la fabricacion de nanoparticulas metélicas para su uso en SACN, se puede llevar a cabo la electrodeposicion
en poros de menor diametro, como se ha descrito, por ejemplo, en el Ejemplo 10. En algunas realizaciones, el
diametro del poro es inferior a 100 nm y, en algunas realizaciones, es de entre 10 y 50 nm. Son varios los grupos de
investigacion que han informado sobre moldes uniformes de alimina con estas dimensiones. Dichos moldes se
encuentran actualmente disponibles en el mercado. Asi pues, en una realizacién, la invencién proporciona un
método que comprende producir la deposicién de un metal en un poro de un molde, cuyo diametro de poro es
inferior a 300 nm; producir la deposicion de un segundo material en dicho poro de dicho molde, en donde la
deposicion de al menos uno de dicho primer material y dicho segundo material implica procesos electroquimicos
faradaicos para generar una nanoparticula unida al poro, segmentada; producir nuevamente la deposicion de un
metal en el poro; y liberar el segundo material y el molde de dicha nanoparticula unida al poro, segmentada, para
generar al menos dos nanoparticulas metélicas libres. En esta realizacion, la nanoparticula segmentada unida al
poro tiene la composicion ABA, y tras la liberacion de B y del molde, se producen dos particulas de A. Las
deposiciones pueden repetirse para generar segmentos que tengan la composicién (AB)n o A(BA)n, en donde n es
cualquier nimero entero entre 1y 1.000, y tras liberarse del molde, se producen n o n + 1 particulas de A.

En una realizacion, las SACN preparadas mediante este método tienen aproximadamente 250 nm de diametro y
250 nm de longitud. En el Ejemplo 10B, se describe un ejemplo de este método. Las Figuras 15A y B muestran una
vista de las SACN preparadas mediante este método. Si bien estas particulas parecen tener forma de barra, una
vista mas cercana, mostrada en las Figuras 16A y B, revela que tienen una forma no geométrica. Se cree que la
forma no geométrica se debe a la falta de una superficie de contacto lisa entre el metal (por ejemplo, Au) y el
material que se va a liberar (por ejemplo, Ag) en la preparacién de las particulas. La falta de una superficie de
contacto lisa puede deberse a la interdifusion de los dos metales para formar aleaciones y a la posterior desaleacion
durante el etapa de liberacion. Estas particulas no geométricas son Utiles para la SERS, como se muestra en las
Figuras 17A y B. La deposicién simultanea deliberada de Au y Ag (por ejemplo, Au:Ag a 80:20) conducira a una
aleacion significativa, y la posterior disolucion de la Ag inducida por el &cido puede conducir a superficies muy
picadas que presenten una considerable area superficial interna. En la medida en que las moléculas indicadoras
puedan acceder a dichos sitios internos, experimentando asi los intensos campos electromagnéticos entre las
nanoestructuras con actividad de SERS, dichas superficies pueden presentar un mejor comportamiento de SERS.

La invencién también describe un método que comprende producir la deposicién de un primer metal en un poro de
un molde, cuyo diametro de poro es inferior a 300 nm; producir la deposicién de un segundo metal en dicho poro de
dicho molde; producir la deposicion de un tercer material en dicho poro de dicho molde, en donde la deposicién de al
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menos uno de dicho primer material y dicho segundo material implica procesos electroquimicos faradaicos para
generar una nanoparticula unida al poro, segmentada; repetir las etapas de producir la deposicién del primer y del
segundo metal; y liberar dicho tercer material y dicho molde de dicha nanoparticula unida al poro, segmentada, para
generar al menos dos nanoparticulas metdlicas libres, comprendiendo cada una dicho primer metal y dicho segundo
metal. En este ejemplo, la nanoparticula segmentada unida al poro tiene la composicion ACBAC, y tras la liberacion
de B y del molde, se producen dos particulas de AC. Se pueden repetir las deposiciones para generar segmentos
que tengan la composicién (ACB)n, en donde n es cualquier nimero entero entre 1 y 1.000, y tras liberarse del
molde, se producen n particulas de AC. En algunas realizaciones, uno de los metales es magnético.

El metal incluye al menos un elemento seleccionado de la Tabla Periddica de los Elementos que cominmente se
conocen como metales. El metal puede incluir principalmente un solo elemento. Como alternativa, el metal puede ser
una combinacién de al menos dos elementos, tal como una aleacioén, por ejemplo, una aleacién binaria. Los metales
incluyen metales del Grupo 11 (Cu, Ag y Au), o cualquier otro metal conocido por los expertos en la materia para
soportar la SERS.

En algunas nanoparticulas descritas en el presente documento, el metal incluye un componente adicional, tal como
en una particula de ndcleo-cubierta de Au2S/Au. Se ha informado que las particulas de nucleo-cubierta de Au2S/Au
tienen una resonancia éptica del IR cercano ampliamente sintonizable. (Averitt, et al., octubre de 1999, JOSA B,
Volumen 16, Numero 10, 1824-1832.) Como alternativa, se pueden usar particulas de nucleo de Ag/cubierta de Au,
como las descritas en J. Am. Chem. Soc. 2001, 128, 7961, o particulas de nucleo de Au/cubierta de Ag, o cualquier
combinacién de nucleo-cubierta en la que participen metales con actividad de SERS. En el presente documento,
también se describen otras combinaciones adecuadas para su uso en particulas de nucleo-cubierta, tales como
coloides de silice/alimina funcionalizados con nanoparticulas de Au o Ag, coloides de TiO2 funcionalizados con Au o
Ag, nanoparticulas de Au tapadas con nanoparticulas de Au (véase, por ejemplo, Mucic, et al., J. Am. Chem. Soc.
1998, 120, 12674), coloides de TiO2 tapados con nanoparticulas de Au, particulas que tienen un nucleo de Si con
una cubierta metdlica ("nanocubiertas"), tales como los coloides de SiO2 tapados con plata o coloides de SiO2
tapados con oro. (Véase, por ejemplo, Jackson, et al., 2004 Proc Natl Acad Sci, EE.UU., 101(52):17930-5). También
se pueden usar nanoparticulas huecas tales como nanoesferas huecas y nanocristales huecos en las SACN. Por
consiguiente, la presente invencion también describe una nanoparticula para su uso en una SACN que comprende
una particula de nucleo-cubierta con actividad de SERS o una nanoparticula hueca con actividad de SERS. La sefal
de SERS mejorada de estas particulas puede demostrarse fabricando lotes de estas particulas siguiendo un
procedimiento de la bibliografia y comparando la sefial de SERS con las particulas metélicas descritas en el
presente documento.

En la patente de EE.UU. n.® 6.514.767, se describen métodos de preparacién de SACN. En el presente documento,
se describen métodos adicionales, incluidos en el apartado de ejemplos. Las SACN a las que se hace referencia en
el presente documento son fotoestables (no presentan el blanqueo de la senal), térmicamente estables, muestran
linealidad de la sefial y presentan reproducibilidad de lote a lote, como se explica en el Ejemplo 8.

Los ejemplos de indicadores con actividad Raman adecuados para su uso en la presente invencién incluyen 4-
mercaptopiridina (4-MP); trans-4,4'-bis(piridil)etileno (BPE); quinolin-tiol; 4,4’-dipiridilo, 1,4-fenildiisocianuro;
mercaptobenzamidazol; 4-cianopiridina; yoduro de 1',3,3,3',3'-hexametilindotricarbocianina; 3,3'-
dietiltiatricarbocianina; isotiocianato de verde malaquita; bis-(piridil)acetilenos; y Bodipy. En la Figura 2, se muestran
los datos de 5 indicadores diferentes. Es evidente que los espectros son distintos y que, para cada especie, hay al
menos una banda que es Unica. A continuacién, se describen caracteristicas adicionales de los indicadores con
actividad Raman adecuados.

En una realizacién, la invencion proporciona una SACN que comprende mas de un indicador. En el Ejemplo 3, se
describe la preparacion de una de dichas SACN. En una realizacion, la SACN comprende un nucleo de
nanoparticula metélica, un indicador de frans-1,2-bis(4-priridil)etileno y un indicador de 4-mercaptopiridina.

Hay una sefial de fondo asociada a sustratos de SERS que normalmente esta ausente en el Raman normal. La
presente invencion también proporciona métodos de reduccion de la senal de fondo de las SACN, asi como SACN
mejoradas que presentan sefiales de fondo reducidas. La Figura 1, por ejemplo, la sefial de fondo a 1.600 cm™ es de
~7.000 recuentos, mientras que la sefial S es de ~11.000 recuentos por encima del fondo. Si las mediciones estan
limitadas por el ruido del disparo (N) [N = fondo™?], la S/N = 130:1, pero los maximos restantes del espectro son
significativamente mas bajos. La reduccién del fondo en un factor de 2,25 conduciria a una mejora del 50 % en la
S/N, lo que, a su vez, ayudaria a resolver las sefiales débiles y, en general, mejoraria la distincion de los diferentes
espectros. Por lo tanto, la presente invencion describe métodos que comprenden reducir la sefial de fondo en un
ensayo en el que se utiliza una particula SACN, en donde dicha reduccién comprende eliminar impurezas con una
potente actividad de SERS de un componente seleccionado del grupo que consiste en la muestra que se va a
analizar, la particula SACN y otros tampones o materiales relacionados implicados en un ensayo. Se sabe que las
impurezas traza (incluso las presentes en los reactivos usados para fabricar Au coloidal) pueden adsorberse
irreversiblemente en la superficie de la particula. Por consiguiente, la purificacion rigurosa de todos los materiales, vy,
en especial, del indicador, usando ultrafiltraciéon, HPLC, destilacion, sublimacién y/o recristalizacién pueden reducir la
sefal de fondo.
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Por ejemplo, en el caso de un inmunoensayo de flujo lateral, los sustratos comunes son PVDF (difluoruro de
polivinilideno) y nitrocelulosa. Se ha encontrado que la nitrocelulosa es deseable en términos de fondo de Raman
por dos razones. En primer lugar, el PVDF presenta cierta autofluorescencia, como lo indica la caida en el fondo tras
2 minutos de exposicion continua a la fuente de excitacion (laser de 785 nm, aproximadamente 200 mW de potencia
en la muestra) en la Figura 4. Aunque hay pocas caracteristicas Raman en el fondo, la variabilidad en la intensidad
es mas dificil de tratar que los maximos pequefios. Incluso después de esta disminucién, el fondo global es mayor
que el obtenido de dos fuentes de nitrocelulosa separadas, no mostrando ninguno de ellos cambios fotoinducidos en
la emision Raman sobre iluminaciones prolongadas. En la Figura 4, se ve un fendbmeno similar, que muestra que el
vidrio tiene un fondo Raman débil, pero medible, cuando se excita con una luz de 785 nm. Los espectros Raman se
adquirieron de portaobjetos de vidrio obtenidos de dos proveedores separados. Se usé un tiempo de integracion de
1 segundo para cada adquisicion, mientras que se usé un tiempo de integracion de 5 segundos para obtener el
fondo Raman de un portaobjetos de cuarzo. El portaobjetos de cuarzo apenas es reconocible por encima del valor
basal, mientras que cada portaobjetos de vidrio tiene niveles medibles de fondo. Aunque el fondo se puede sustraer
de los espectros, la presencia de fondo medible limita los tiempos de integracion y puede dificultar la deteccion de
trazas de indicadores Raman.

En otra ilustracion de este efecto, se puede comparar el fondo de las particulas elaboradas con reactivos altamente
purificados con los de una composicion idéntica elaborada con reactivos "como se adquirieron”. Por consiguiente, la
presente invencion proporciona un método de reduccion de la sefial de fondo en un espectro Raman generado por
SACN, que comprende preparar una SACN optimizada, en el que dicha SACN optimizada comprende una molécula
indicadora, y en el que dicha molécula indicadora se purifica antes de su incorporacion a la SACN optimizada; y
generar un espectro Raman con dicha SACN optimizada, en donde la sefal de fondo de dicho espectro se reduce
en comparacion con un espectro generado por una SACN correspondiente que no esta optimizada.

En algunas realizaciones, las SACN mejoradas de la presente invencion proporcionan una sefial de SERS
aumentada en comparacion con las SACN conocidas. Para ciertos tamarios y formas de particulas, y en ciertas
longitudes de onda de excitacién, las particulas de Ag suelen proporcionar una senal de SERS mayor que las
particulas de Au. Cabria esperar que la mejora de la reproducibilidad de la sintesis de coloides de Au produjera
mejores SACN candidatas. Por consiguiente, la presente invencién describe métodos de mejora de la sintesis de
coloides de Au. En el Ejemplo 2, se describe un ejemplo de dicho método. Este método usa una combinacion de
NaBHa, citrato de Nas y NH2OH para la reduccion de metales. El método mejorado es mas facil y produce mas
particulas monodispersas en comparacién con otros métodos (tales como la sintesis tradicional de Au coloidal
usando solo citrato como reductor).

En ciertos casos, se prepara una nanoparticula para su uso en una SACN mediante un método que comprende
depositar un recubrimiento de submonocapa de Ag sobre la superficie de una nanoparticula de Au, como en
Freeman, et al., Journal of Physical Chemistry (1996), 100(2), 718-24. Se espera que una SACN que incluya dicha
nanoparticula recubierta pueda usarse para aumentar la sefial de SERS de las nanoparticulas esféricas en
aproximadamente el doble.

La invencion desvela ademas métodos de optimizacion de la carga del indicador y el recubrimiento de SiOz en las
SACN. Para cada indicador incorporado con éxito a una SACN, es deseable determinar las condiciones en las que la
cantidad maxima de indicador esta presente en la superficie metélica antes de completarse la cubierta de SiO2.

En algunas realizaciones, las SACN se preparan con moléculas precursoras de SiO2 que también pueden
proporcionar la fraccion de marcador Raman. Este método deberia ayudar a aumentar la sefial de SERS de la
SACN. Por ejemplo, el 4-propilpiridintrimetoxisilano puede proporcionar el indicador Raman (el grupo piridilo) y
actuar como un precursor de SiO:z a través del trimetoxisilano. Debido a que el precursor de SiO2 y el marcador no
tendran que competir por el espacio en la particula de Au, deberia lograrse una mayor cobertura superficial del
marcador. Los silanos disponibles en el mercado, por ejemplo, son una fuente lista de silanos que pueden ser
aplicables como indicadores/precursores unimoleculares. Los ejemplos de silanos incluyen 3-(2,4-
dinitrofenilamino)propiltrietoxisilano, 2-cianoetiltrimetoxisilano y p-aminofeniltrimetoxisilano, n-(3-trietoxisililpropil)-4,5-
dihidroimidazol.

En otra realizacion, se recubre una nanoparticula con un polimero con actividad Raman, tal como un copolimero de
poliestireno adecuado, un poliacetileno o politiofeno. Dichos polimeros pueden contener convenientemente grupos
reactivos, tales como aminas o tioles, para facilitar la bioconjugacion (véase mas abajo) o para la unién de
precursores de SiOz.

Para generar SACN de un diametro minimo, se puede reducir el espesor del SiOz2. En realizaciones tipicas, el
espesor de la cubierta de SiO2 varia de 1-40 nm. En algunas realizaciones, el encapsulante de SiO:z tiene un
espesor de 5-15 nm. Si bien, en teoria, es posible hacer que la cubierta de SiO2 tenga cualquier espesor arbitrario,
esto puede ser a expensas de mantener la integridad del recubrimiento. En algunas realizaciones, es importante que
la cubierta de SiOz (i) proteja el nicleo metalico y las moléculas marcadoras Raman del ataque; (i) evite la adsorcion
de posibles interferencias espectrales en la superficie del metal; (iii) proporcione una superficie de SiO2 para la
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biofuncionalizacion; y/o (iv) prevenga la agregacion inducida por las fuerzas de Van der Waals entre los nucleos
metdlicos.

Se pueden preparar SACN con intensidad de sefial mejorada en comparacién con las SACN basadas en
nanoparticulas esféricas usando nanobarras de Au o Ag monocristalinas. Las condiciones de electrodeposicion
(sobrepotencial, temperatura, aditivos, etc.) determinan la estructura de los nanobarras que, a su vez, determina las
propiedades fisicas y mecanicas de los nanobarras. La sefial de SERS de las nanobarras puede aumentarse
significativamente si son monocristalinas. En general, se sabe que el mecanismo epitaxial de nucleacion/crecimiento
bidimensional (2D) requiere la electrodeposicion a muy bajo sobrepotencial. Recientemente, se consigui6é la
electrodeposicién de nanoalambres de Cu, Ag y Au monocristalinos con una concentracion reducida de iones
metalicos, un bajo sobrepotencial, una temperatura elevada y la adicion de tensioactivo a la solucion de metalizado.
Wang, et al., J. Phys. Chem. B 2004, 108, 841-845; Tian, et al., Nano Lett. 2003, 3, 919-923.

Se pueden usar moldes disponibles en el mercado con diametros de poro de 18 nm y 35 nm para sintetizar
nanobarras metdlicas monocristalinas, incluyendo nanobarras de Au, con longitudes de entre 50 y 100 nm. Se puede
usar como sustrato Ag evaporada con una orientacion del crecimiento (111) y un espesor de 200 nm. La
electrodeposicidén puede realizarse en modo potenciostatico usando un electrodo de referencia para controlar con
precision el sobrepotencial durante la deposicion. Se pueden evaluar las condiciones significativas tales como la
composicion y la temperatura de la soluciéon para lograr la nucleacion 2D epitaxial, lenta, y el crecimiento de los
nanobarras de Au. La TEM de alta resolucién revelara la estructura de los nanobarras, y se puede usar la difraccion
de rayos X para determinar la orientacién cristalina. Para hacer un mejor uso de los moldes, se pueden fabricar
multiples particulas por poro mediante el metalizado secuencial de las nanobarras de Au separadas por segmentos
de Ag delgados (10-20 nm) con la misma orientaciéon (111). En teoria, seria posible llenar completamente un poro
usando este método. Como los moldes normalmente son de 50 a 60 um de espesor, seria posible preparar mas de
400 particulas de 100 nm de longitud por poro. Se puede aplicar la misma técnica de electrodeposicion
(potenciostatica) para la sintesis de nanobarras de Ag mediante el uso de sustrato de Cu (111) como base de
metalizado que puede ser atacada quimicamente de manera selectiva.

Como método alternativo (y posiblemente menos costoso), se pueden preparar nanobarras de Au usando o
adaptando el método basado en solucion publicado por Nikoobakht y El-Sayed. Nikoobakht, B. y El-Sayed, M. A.
"Preparation and growth mechanism of gold nanorods (NRs) using seed-mediated growth method", Chem. Mater.
2003, 15, 1957-1962. En la Figura 5, se muestra una imagen de TEM de nancbarras preparadas en un método
basado en solucion. En esta muestra, la nanobarra media tiene un tamafno aproximado de 10 nm x 50 nm, pero hay
una variaciéon considerable en el tamario y la forma de las particulas, como se ve por la formacién de nanocubos.
Los métodos basados en soluciones se escalan facilmente a volumenes mayores.

La presente invencion también describe un método de reduccion de la sefal de fondo en un espectro Raman
generado por SACN, que comprende preparar una SACN optimizada, en donde dicha SACN optimizada se prepara
mediante un método que comprende eliminar material unido irreversiblemente a la superficie de la particula en el
transcurso de la preparacién de la SACN, en donde la sefial de fondo de dicho espectro se reduce en comparacion
con un espectro generado por una SACN correspondiente que no esta optimizada. En un caso, la eliminacion se
logra mediante la oxidacion vigorosa del producto intermedio de SACN, seguida de una reduccion leve. La
eliminacion puede comprender el tratamiento de la nanoparticula metdlica con un oxidante, tal como una
combinacién de radicales de ozono/oxigeno generados por UV, seguido del tratamiento con un reductor, tal como
etanol, para eliminar los compuestos organicos exogenos. Un ejemplo de limpieza de una superficie metélica con
actividad de SERS se describe en: Ron et al., Langmuir 1998, 14, 1116-1121. En un caso, el metal es Au. En el
transcurso del método, la superficie de Au se convierte en 6xido de oro inestable y, posteriormente, se reduce con
etanol. En otro caso, el método comprende el tratamiento del metal con una combinacion de radicales de
ozono/oxigeno generados por la radiacion UV (el oxidante), seguido del tratamiento con una solucion de indicador en
etanol, para que la adsorcién del indicador pueda producirse inmediatamente después de la reduccion. En otros
casos, el etanol se elimina por centrifugacion y el indicador se anade en un etapa adicional.

En algunos casos, se introducen las especies que contribuyen al ruido de fondo en un ensayo. Por ejemplo, se ha
encontrado que ciertas membranas usadas para la filtracion y preparacion de muestras introducen antecedentes en
el espectro Raman de ensayos que implican particulas SACN. Por consiguiente, la presente invencién también
desvela un método de reduccién de una sefal de fondo en un espectro Raman de una particula SACN, que
comprende preparar una muestra para el analisis, comprendiendo dicha preparacion eliminar las especies de la
muestra o del sistema de ensayo que contribuyen a una sefal de fondo. La presente invencién describe ademas un
método de reduccion de una sefal de fondo en un espectro Raman de una particula SACN, que comprende eliminar
especies de los componentes del ensayo que contribuyen a una sefial de fondo.

USOS DE LAS SACNS
El descubrimiento de nuevos farmacos usando sistemas multiplexados de alto rendimiento es un area de

investigacion activa. La quimica automatizada y combinatoria puede producir millones de nuevas estructuras. El
andlisis de estos farmacos requiere una deteccion de alto rendimiento y altamente multiplexada. El uso de la
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tecnologia de SACN proporciona un enfoque altamente multiplexado. La espectroscopia Raman es ideal para
proporcionar la capacidad de multiplexado de marcadores debido a la nitidez de los maximos Raman, y la SERS
ofrece muchas oportunidades Unicas de marcaje. En algunas realizaciones, se pueden realizar ensayos
multiplexados usando una serie de SACN que incluyen tanto una molécula con actividad Raman como una 0 mas
fracciones. Las fracciones pueden ser capaces de unirse selectivamente a una o més sustancias detectables dentro
de un fluido de muestra, mientras que las moléculas indicadoras pueden usarse para identificar la SACN dentro del
fluido (y, por lo tanto, la fraccién asociada). Como las SACN individuales son relativamente pequefias y el nimero de
dianas que pueden identificarse de forma independiente puede ser bastante grande, se pueden realizar grandes
cantidades de ensayos individuales dentro de una sola muestra de fluido incluyendo una gran cantidad de SACN
diferentes.

Un espectro tipico de Raman abarca mas de 3.000 cm™'. Véase la Figura 1. En una realizacion, se enfoca una region
relativamente estrecha del espectro generando una pluralidad de SACN diferentes que comprenden moléculas
indicadoras relacionadas estructuralmente. Por ejemplo, un conjunto de moléculas indicadoras relacionadas
estructuralmente podria incluir piridina, piridina-d5 (piridina deuterada) y piridina-'°N, 4-(metilamino)piridina, 4-
aminopiridina, 4-mercaptopiridina, 4-piridinmetanol, 4-hidroxipiridina y 2,3,5-trimetilpiridina. Debido a que el espectro
Raman se basa en modos de vibracion, los pequefos cambios en la estructura quimica pueden proporcionar bandas
Raman dnicas. Por lo tanto, una sola estructura con actividad de SERS, por ejemplo, una nanoparticula, se modifica
con una pluralidad de indicadores relacionados estructuralmente para producir una pluralidad de SACN, teniendo
cada una de ellas espectros de SERS unicos, Pero una reactividad quimica similar. Esta metodologia puede requerir
una resolucion espectral muy alta y, por lo tanto, monocromadores potencialmente grandes o caros.

En otra realizacién, se usa todo el espectro (en lugar de una pequefia regién del mismo). En esta realizacién, se
prepara una pluralidad de SCAN que colectivamente tienen bandas vibratorias ampliamente espaciadas. En algunas
realizaciones, se puede usar un programa informatico convenientemente para realizar la seleccién de un grupo dado
de SACN o indicadores, teniendo cada uno determinadas caracteristicas espectrales. En una realizacion, el
programa informatico puede disefiarse para seleccionar una pluralidad de SACN o indicadores en funcién de los
criterios de separacion espectral especificados por el usuario. Como alternativa, el programa informatico puede
disefiarse para generar una posible SACN o conjuntos de indicadores de acuerdo con la magnitud de separacion
espectral. No cabria esperar que una sola clase de moléculas indicadoras presentara bandas vibratorias en toda la
ventana espectral y, por lo tanto, en esta realizacién, se usa una variedad de moléculas como indicadores. La
seleccién de las moléculas puede realizarse guiada por los cuatro siguientes criterios:

1. El indicador tiene modos vibratorios con actividad Raman, es decir, modos que producen un cambio en la
polarizacién durante la vibracion.

2. El indicador se adsorbe en cualquier superficie con actividad de SERS, es decir, AGads << 0.

3. El indicador tiene la menor cantidad de bandas posible, para aumentar al maximo el "espacio espectral” libre.
Las moléculas no lineales con N atomos presentan 3N-6 vibraciones permitidas (IR + Raman). De manera clara,
las moléculas mas pequefas son Utiles, aunque es necesario equilibrar N con AGads, que normalmente es mas
negativo para moléculas mayores.

4. El indicador es compatible con el entorno acuoso de la sintesis de particulas y los protocolos de cobertura, asi
como la propia quimica de formacién de vidrio.

Se dispone de una gran cantidad de informacion tabulada en los espectros Raman de diferentes moléculas. Véase,
por ejemplo, Nakamoto, K. "Infrared and Raman Spectra of Inorganic and Coordination Compounds"; 42 Ed., John
Wiley & Sons, Inc: Nueva York; 1986; Lin-View, D.; Colthup, N. B.; Feld, M. S.; Grasselli, J. G. "The Handbook of
Infrared and Raman Characteristic Frequencies of Organic Molecules"; Academic Press: San Diego, CA; 1991;
Socrates, G. "Infrared and Raman Characteristic Group Frequencies; Table and Charts"; 32 Ed., John Wiley & Sons,
Ltd: Chichester; 2001; Workman, J., Jr. "Handbook of Organic Compounds; NIR, IR, Raman, and UV-Vis Spectra
Featuring Polymers and Surfactants"; Academic Press: San Diego, CA; 2001; Vol. 3; Schrader, B. "Raman/Infrared
Atlas of Organic Compounds"; 22 Ed., VCH Publishers: Nueva York, NY; 1989; Hendra, P. J. y Agbenyega, J. K. "The
Raman Spectra of Polymers"; John Wiley & Sons Ltd.: Chichester; 1993. Usando los criterios establecidos
anteriormente, se han identificado las siguientes clases de indicadores candidatos como Utiles para las moléculas
indicadoras para las SACN.

Moléculas orgéanicas: El tamafio pequefio, la insaturacion, los heteroatomos y los sustituyentes electronegativos
conducen a caracteristicas Unicas. Los ejemplos con caracteristicas Raman conocidas: piridinas, triazinas,
pirimidinas, pirroles, oxazoles, imidazoles, furanos, cianuros, cianamidas y sus derivados (es decir, 2-, 3-, 4-
funcionalizados). Acetilenos, nitro/nitroso, -CCl2 y -CCls todos dan bandas de identificacion Unicas. Los isotiocianatos
(R-N=C=S8) y los isocianuros (R-N=C) son particularmente atractivos, ya que son potentes dispersadores Raman, se
adsorben en el Au, tienen vibraciones a energias no compartidas por ningun grupo funcional comun, y los espectros
vibratorios dependen fuertemente de la electronegatividad del grupo R.

Aniones orgdanicos/inorganicos: Los espectros sumamente sencillos (a menudo un solo maximo) son una gran
ventaja. Los ejemplos de indicadores que dan espectros sencillos incluyen cianuro, SCN-, ClO3, HCOz2 y otros.
Algunos de estos pueden incluirse en el momento de la sintesis de particulas metalicas. Por ejemplo, el Au coloidal
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tiene CI residual fuertemente unido que surge de HAuCls. Es posible comenzar con otras sales metalicas, en
especial, si se usan agentes reductores potentes como NaBHa.

Complejos de coordinacién y otros compuestos que contienen metales de transicién: El enlace de metal-ligando es
una excelente oportunidad para generar caracteristicas vibratorias en los desplazamientos Raman inferiores, es
decir, 200-800 cm™'. Andlogamente, las propias vibraciones basadas en ligandos se desplazan en relacion con el
estado no complejado y, cuando sea posible, el cambio del estado rédox del metal mueve las energias de ambas
bandas. Los ligandos ambidentados como SCN- son particularmente atractivos, ya que pueden unir un ion metalico y
la superficie metdlica. En otra realizacion, se pueden usar complejos que contengan uno o mas ligandos con una
actividad de SERS potente (por ejemplo, cianuro en [Fe(CN)s*] o [Fe(CN)s*]), o 2,2"-bipiridina (bipi) en [Ru(bipi)s>*]).
Como alternativa, las especies organometalicas, es decir, aquellas con uno o méas enlaces de metal-carbono (por
ejemplo, ferroceno) pueden presentar espectros Raman intensos.

Especies de valencia mixta: El azul de Prusia y el WO3 son ejemplos de materiales cuyos espectros vibratorios
cambian en funcion del estado rédox de iones metdlicos. Esto Ultimo es particularmente interesante, ya que la
intercalacion de H* (es decir, para formar Hx\WOQO3), D* o Li* permite la sintonizacién continua.

Isétopos: El cambio de la masa reducida de un modo vibratorio es una excelente metodologia para cambiar su
energia, y esto esta facilmente disponible a través de la sustitucion isotépica. Por ejemplo, BPE deuterado, 4,4'-
dipiridilo deuterado, y bis-(piridil)acetilenos deuterados; asi como piridina, piridina-d5 (piridina deuterada) y piridina-
15N_

La independencia espectral puede evaluarse convenientemente usando un programa informatico de desconvolucién
espectral, que combina la sustraccion del fondo y deteccién de los maximos, junto con métodos tales como los
minimos cuadrados clasicos directos. El uso de dicho programa informatico permite la evaluacién de moléculas
indicadoras candidatas frente a otros indicadores candidatos. Dicho programa informatico permite la entrada de
espectros indicadores puros y produce una salida que cuantifica cada componente en mezclas.

Una vez que se ha seleccionado un conjunto de indicadores, se puede normalizar la intensidad de la sefial de las
SACN, dando lugar asi a SACN con sefiales iguales por nimero de particulas. Esta capacidad, que no es posible
con fluoréforos moleculares, garantiza el intervalo dinamico maximo posible para una medicion dada. En una
realizacién, el proceso de normalizacién comprende dos etapas. En la primera etapa, se miden las proporciones de
intensidad de la caracteristica de identificacion para los indicadores. En la segunda etapa, se preparan SACN que
comprenden una cantidad reducida de indicador, definida mediante la inversa de la proporcién de su intensidad con
respecto a la del indicador méas débil, a excepcion de la SACN que comprende la sefial de menor intensidad. Este
método supone la adsorcion lineal a bajas concentraciones de indicador, que se observa habitualmente para una
variedad de indicadores (véase también el Ejemplo 8). En otra realizacién, se puede lograr la normalizacién de la
adsorcion del indicador aumentando la cantidad de precursor de SiOz2 (silano) en la superficie de las nanoparticulas
durante la sintesis de SACN, reduciendo asi la adsorcién del indicador. Estos métodos dan lugar a una pluralidad de
SACN que tienen intensidades maximas esencialmente iguales. Como se usa en el presente documento, en algunas
realizaciones, esencialmente iguales se refiere a intensidades maximas que se diferencian en mas/menos un 10 %.
En otras realizaciones, esencialmente iguales se refiere a intensidades maximas que se diferencian en mas/menos
un 5 %, y en otras realizaciones mas, esencialmente iguales se refiere a intensidades maximas que se diferencian
en mas/menos un 1 %.

La presente invencion comprende SACN que comprenden un grupo reactivo en la parte accesible al disolvente de la
particula, tal como un grupo -SH, un grupo -NHz o un grupo -COO'. En algunas realizaciones, el grupo reactivo esta
asociado al encapsulante. La presente invencion describe métodos de preparacion de SACN bioconjugadas,
incluyendo la preparacion de SACN que comprenden un grupo reactivo, tales como las SACN con actividad tiol para
la bioconjugacion. En realizaciones en las que las SACN se encapsulan con SiO2, pueden derivatizarse grupos de
silanol superficiales. La cubierta de silice de las SACN se puede funcionalizar para portar grupos sulfhidrilo libres, ya
sea en el transcurso de la fabricacion de la cubierta de SiO2z ("modificacién directa”) o tras la completa formacion de
la cubierta ("modificacién posterior"). Los expertos en la materia conocen muchas reacciones para la modificacion de
grupos silanol. Por ejemplo, la superficie de SiO2 puede modificarse para presentar aminas, (Mediante la reaccion
con aminopropil-trimetoxisilano (APTMS)) o etoxidos (3-glicidiloxipropil-trimetoxisilano (GPTMS)). También existen
reactivos para incorporar sulfhidrilos, carboxilo y otros posibles sitios para la conjugacion. La preparacién de las
SACN con actividad tiol se describe en el Ejemplo 4.

Las SACN con actividad tiol son Utiles para la preparacion de SACN conjugadas con biomoléculas, por ejemplo,
péptidos, proteinas y acidos nucleicos. Para la unién de anticuerpos, se puede usar el APTMS para la obtencion de
grupos amina y la posterior quimica de carbodiimida para unir anticuerpos. Como alternativa, se puede usar el
GPTMS para producir una superficie de etdxido hacia la que reaccionaran directamente las aminas en los
anticuerpos. En otras realizaciones, se pueden usar silanos terminados en grupos alquilhaluro, haloacetilo y
bencilhaluro para la reaccién con grupos cisteina en proteinas. En el Ejemplo 5, se describe la preparacion de una
SACN bioconjugada. La limpieza y presencia de iones en una superficie de vidrio pueden influir en el éxito de la
derivatizacion.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2752457713

En algunas realizaciones, las SACN producidas directamente pueden usarse como se describe en el presente
documento. Sin embargo, en otras realizaciones, se pueden obtener mejores resultados una vez "limpia" o
modificada la superficie de SiO2, incluyendo reacciones con &cidos o bases.

Para cada método desarrollado, los agentes derivatizantes (por ejemplo, silanos) y la biomolécula pueden valorarse
para controlar los niveles de derivatizacién. Se pueden usar anticuerpos marcados con fluorescencia, incluyendo los
muchos disponibles en el mercado, para cuantificar la cantidad de material presente en la superficie. Esto puede
controlarse a medida que se optimizan las variables. Para determinar si la biomolécula permanece reactiva, las
parejas de unidbn marcadas con colorante fluorescente de la biomolécula pueden mezclarse con particulas, usando
particulas no recubiertas como control. Por ejemplo, las SACN recubiertas con estreptavidina se pueden mezclar con
biotina marcada con colorante fluorescente. Las particulas resultantes se pueden centrifugar, eliminarse el
sobrenadante y medirse la fluorescencia de las particulas.

En algunas realizaciones, las biomoléculas se unen a los indicadores activados por tiol usando el reticulante
heterobifuncional sulfosuccinimidil-4-[N-maleimidometil]ciclohexano-1-carboxilato  (sulfo-SMCC). Esta molécula
contiene tanto un grupo maleimida que es reactivo a los sulfhidrilos como un sulfo-NHS-éster que reacciona
preferentemente con aminas primarias. En este caso, se puede usar una reaccion sencilla en un solo recipiente para
unir la estreptavidina, y es facilmente adaptable a la unién de la mayoria de las proteinas, oligonucleétidos con
terminacién amina u otras moléculas portadoras de aminas primarias.

Las SACN con funcionalidad amina en la superficie se pueden tratar con anhidrido succinico, que reacciona con las
aminas primarias para dejar un carboxilato libre. Se puede usar una carbodiimida para enlazarla a las aminas en
biomoléculas, tales como la estreptavidina. Las particulas recubiertas de amina también pueden unirse a aminas en
la biomolécula usando un enlazador homobifuncional tal como glutaraldehido. Una opcién alternativa es convertir
primero una parte de las aminas de la proteina en sulfhidrilos usando 2-iminotiolano (reactivo de Traut) y luego unirla
a las particulas usando sulfo-SMCC.

Las SACN bioconjugadas se pueden purificar, en parte, para reducir la unién no especifica. En el caso de una SACN
conjugada con anticuerpos, el anticuerpo libre competira con las SACN por los antigenos, reduciendo la sensibilidad.
En una realizacion, las SACN se purifican por centrifugacioén, incluyendo mas de una centrifugacioén. La eficacia de la
purificacién puede determinarse espectroscopicamente mediante dopaje en proteinas marcadas con fluorescencia.
Como se sabe que los colorantes fluorescentes pueden interactuar con las superficies de vidrio, puede ser necesario
confirmar los resultados con proteinas marcadas radiactivamente. Se puede usar un dispositivo de filtracion de flujo
tangencial para la purificacién de particulas recubiertas de silice, asi como la purificacion de SACN conjugadas.

Es deseable eliminar o reducir la uniéon no especifica (UNE) de las SACN. Las SACN se pueden probar en
portaobjetos de vidrio, placas de micropocillos y superficies celulares fijas. Se puede identificar el nivel al que cada
uno de los diferentes protocolos de conjugacién y la cobertura de superficie afecta a la UNE. Por ejemplo, se puede
determinar el efecto de los agentes de bloqueo y tampones de lavado convencionales, tales como Tween® y
caseina, ademas de los diferentes pH y tampones. En una realizacion, se puede reducir la UNE bloqueando las
particulas con un agente de bloqueo, incluyendo los agentes descritos en el presente documento. En una
realizacion, el agente de bloqueo es BSA, como se describe en el Ejemplo 6. Como alternativa, se puede reducir o
eliminar la UNE mediante derivatizacion basada en polimero de la cubierta de SiO2, tal como con poliacrilamida,
polietilenglicol y dextranos, polietilenimina y dendrimeros, todos conocidos por tener una baja UNE. Ademas,
también se pueden usar reactivos de cubierta de vidrio de micromatrices disponibles en el mercado.

En una realizacién, una SACN conjugada comprende una molécula espaciadora entre la SACN y la biomolécula
conjugada. Sin el deseo de limitarse a teoria alguna, se cree que ciertas moléculas espaciadoras, tales como
polietilenglicol o dextrano, reduciran al minimo la UNE. Las moléculas espaciadoras pueden introducirse en la SACN
bioconjugada mediante los métodos descritos en el presente documento y otros métodos conocidos en la técnica.
Por ejemplo, se pueden usar agentes reticulantes disponibles en el mercado que incorporan una subunidad de PEG
diferenciada a un sulfo-SMCC. Se puede unir una biomolécula a este enlazador basado en PEG. Asimismo, las
moléculas de PEG funcionales se pueden conjugar conjuntamente con las SACN junto con el anticuerpo. En este
sentido, el PEG actla como un espaciador para reducir al minimo la exposicién de la superficie de silice desnuda a
especies no deseadas en el ensayo. Como alternativa, es posible conjugar primero moléculas de PEG bifuncionales
con las SACN. El grupo funcional disponible del PEG puede usarse luego para una conjugacién adicional con un
anticuerpo u otra biomolécula.

En una realizacion, en la presente invencion, se proporcionan ensayos Yy kits para la detecciéon de un analito diana.
Un analito puede ser cualquier sustancia o componente especifico que se desee detectar y/o medir. Los analitos de
interés incluyen, por ejemplo, antigenos (tales como antigenos especificos de organismos bacterianos, viricos o
protozoarios); anticuerpos, Incluyendo los inducidos en respuesta a una infeccién, reaccién alérgica o vacuna;
hormonas, proteinas y otras sustancias fisioldgicas (por ejemplo, gonadotropina coriénica humana, estrégenos,
progestinas, testosteronas, corticoesteroides, factores de crecimiento humano, hemoglobina y colesterol); acidos
nucleicos; una variedad de enzimas; compuestos terapéuticos y farmacos ilicitos; contaminantes y contaminantes
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ambientales; o cualquier cantidad de sustancias naturales o sintéticas.

La invencion describe ademas un inmunoensayo de tipo sandwich que usa SACN, que puede usarse para
reemplazar un ensayo de tipo ELISA. La técnica analitica del ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA) y
las técnicas relacionadas son ahora los inmunoensayos mas conocidos. Las etapas de un procedimiento ELISA
convencional incluyen, en general, adsorber inicialmente un anticuerpo de captura sobre un soporte sélido. Tras la
incubacién con una muestra, se forma un complejo de proteina diana y anticuerpo. El complejo del inmunoensayo de
tipo sandwich final normalmente incluye una enzima indicadora que permite mediciones Opticas de la concentracion
de antigeno. En un inmunoensayo de tipo sandwich con SACN, sin embargo, en lugar de una enzima indicadora, se
usa una SACN para permitir la detecciéon Optica. En este caso, las SACN bioconjugadas pueden prepararse con
concentraciones conocidas de especies de anticuerpos activos especificos unidos a sus superficies, y pueden
cuantificarse usando un ensayo de unidén con un ensayo de cuantificacion de proteinas, tales como el ensayo BCA.
Dicho ensayo puede ser multiplexado, como se describe en el Ejemplo 11.

Los métodos descritos en el presente documento son Utiles para la deteccién de analitos en muestras de origen
biolégico. Dichas muestras incluyen, pero sin limitacion, sangre o suero; saliva, esputo, lagrimas, sudor u otros
fluidos secretados; orina o materia fecal; asi como fluidos derivados biolégicamente tales como liquido
cefalorraquideo, liquido intersticial, extractos celulares y similares. La sangre completa es un medio adecuado para
las mediciones de SERS a partir de SACN. Véase la Figura 20.

Se usa un volumen minimo de muestra para el ensayo, incluyendo volimenes de muestra que varian de
aproximadamente 1 pul a aproximadamente 500 ul en algunas realizaciones, de aproximadamente 1pul a
aproximadamente 100 ul en otras realizaciones, de aproximadamente 5 ul a aproximadamente 50 pl en otras
realizaciones, y entre aproximadamente 10 pl y aproximadamente 30 pl en otras realizaciones mas. Se pueden usar
volimenes de muestra mayores si la situacion lo garantiza, tal como en el caso del control de sangre a granel en un
banco de sangre, donde los volumenes de muestra pueden estar en el orden de los mililitros. También se pueden
usar volumenes menores si la situacion lo garantiza; por ejemplo, en el caso de un ensayo para una célula, se puede
usar el volumen de la célula. En el caso de un ensayo que se dirige a un componente intracelular, se puede usar el
volumen del componente intracelular. En dichos ensayos celulares o subcelulares, el volumen puede ser tan bajo
como de 1 pl.

Los ensayos de la presente invencién se basan en ensayos de unién tales como, pero sin limitacion,
inmunoensayos. Las parejas de unidén que participan en dichos ensayos de unién incluyen, aunque sin limitacién, los
siguientes pares de union: anticuerpo y antigeno o hapteno; hormona y receptor; biotina y avidina; carbohidrato y
lectina; moléculas efectora y receptora; enzimas y cofactores, sustratos o inhibidores; aptameros y sus dianas, y
secuencias de nucleétidos complementarias. Asi pues, las descripciones y los ejemplos incluidos a continuacion son
para fines demostrativos, y no deben considerarse limitantes de las aplicaciones abordadas en particular.

En una realizacién, la presente invencion comprende un método de deteccién de la presencia de al menos un analito
que comprende las siguientes etapas: (a) poner en contacto la muestra sospechosa de contener el analito con al
menos una pareja de unién especifica del analito en una superficie de ensayo de flujo lateral para unirse al analito en
la muestra; (b) previa, simultadnea o posteriormente a la etapa (a), unir al menos una pareja de unién del analito con
una SACN como se reivindica en el presente documento para formar una SACN conjugada; y (c) detectar una sefal
de SERS mediante la que se determina la presencia del analito en la muestra segun la intensidad o presencia de la
sefal.

En una realizacién, la muestra se coloca en una zona de muestra. La muestra se filtra a través de la zona de
muestra y luego a través de una zona de marcador que contiene un marcador, por ejemplo, una SACN conjugada.
La SACN se une al analito de muestra para formar complejos, y los complejos luego migran a lo largo de la
membrana o la tira de deteccion. Los complejos de SACN y analito, si estan presentes, se unen a la al menos una
pareja de unidn especifica que estd inmovilizada en una zona de detecciéon en la membrana. La formacién de este
complejo marcado con SACN con su pareja de union especifica produce una senal de SERS detectable, indicando
un resultado positivo de la presencia del analito en la muestra. En caso de que el analito sea IL-5, por ejemplo, la
SACN puede conjugarse con un anticuerpo IL-5, y puede estar presente un anticuerpo de captura correspondiente
para IL-5 en la zona de deteccién. En el Ejemplo 12, se describe un ensayo de flujo lateral.

En una realizacién, la muestra biolégica es una célula. La célula puede estar viva o0 muerta. Las imagenes de las
células que contienen informacién espectral Raman se pueden obtener mediante una serie de métodos. Se puede
acoplar un microscopio a una camara CCD de modo que se puedan obtener imagenes completas del objeto. A
continuacioén, entre la muestra y la camara, Se inserta un dispositivo de filtrado de nimero de onda tal como un
monocromador o un filtro sintonizable de cristal liquido. El dispositivo de filtrado solo permite que un ancho de banda
estrecho de la radiacion dispersa llegue a la cadmara en cualquier momento. Se captan varias imagenes, cubriendo
cada una un pequefio intervalo espectral de la radiacion dispersa. Los espectros de cada punto de la imagen se
ensamblan en el programa informatico. En el otro extremo, la luz de un solo punto de una imagen puede dispersarse
a través de un monocromador y el espectro completo de ese punto puede adquirirse en un detector de matriz. El
objeto luego se explora de manera que cada punto de la imagen se adquiera por separado. La imagen Raman se
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ensambla luego en un programa informatico. En otra metodologia, se puede construir un instrumento de exploracion
lineal que excite la muestra con una linea de radiacién. La linea se visualiza espacialmente a lo largo de un eje de
una camara CCD mientras se dispersa espectralmente de manera simultdnea a lo largo del eje ortogonal. Cada
lectura de la cadmara adquiere el espectro completo de cada pixel espacial de la linea. Para completar la imagen, se
explora la linea a través de la muestra.

Asi pues, de acuerdo con la presente invencion, se pueden identificar células o poblaciones de células usando una
SACN conjugada con anticuerpo preparada con un anticuerpo que se une a un receptor antigénico de la superficie
celular que se expresa en una subpoblacién de células. La identificacion de células y de poblaciones de células
también se puede realizar a través de una metodologia de tipo sandwich. Por ejemplo, el Ejemplo 13 describe un
ensayo en el que se aplicaron SACN conjugadas con neutrAvidin a células SK-BR-3 tefiidas para el receptor Her2 y
el anticuerpo anti-ratén biotinilado. Se necesitan nuevas tecnologias de cribado de alto rendimiento basadas en
células para mantener el ritmo de los crecientes bancos de compuestos y el descubrimiento casi diario de nuevas
dianas terapéuticas. Por ejemplo, la tarjeta Vitra Biosciences CellPlex™ permite la multiplexacion de ensayos
celulares. Otra metodologia, que permitiria la versatilidad en los formatos de ensayo, es codificar células con
identificadores Unicos. Esto permitiria estudiar poblaciones de células simultdneamente, aumentando asi el
rendimiento. Por ejemplo, la célula de tipo A se puede codificar con SACN de tipo 1, la célula de tipo B se puede
codificar con SACN de tipo 2, y asi sucesivamente. Estas células se pueden mezclar antes de realizarse el ensayo
celular. El ensayo celular se realizaria usando métodos tradicionales de fluorescencia, tales como GFP. El andlisis
final se completaria leyendo la fluorescencia para determinar el resultado del experimento, y la SERS para
descodificar el tipo de célula, usando un microscopio Raman o una célula clasificada con deteccion Raman. Esta
estrategia permitiria el estudio de fenotipos en poblaciones de células mixtas.

Las SACN también se pueden usar para detectar dianas intracelulares. Las SACN pueden introducirse en las células
mediante microinyeccién, electroporacién, metodologias mediadas por endocitosis, incluyendo el uso de péptidos
anfipaticos tales como PEP-1, el uso de reactivos cationicos a base de lipidos, como Lipofectamine (Invitrogen), y el
uso de micelas y reactivos de transfeccion tales como transferrina, manosa, galactosa y Arg-Gly-Asp (RGD), y otros
reactivos tales como el reactivo basado en dendrimero SuperFect (Qiagen). A nivel intracelular, se pueden usar
métodos indirectos para demostrar que las particulas estan unidas a las dianas deseadas. El método mas sencillo
para demostrar la especificidad de las sondas consiste en usar inmunofluorescencia para verificar la ubicacion de las
SACN. Hay una serie de sondas fluorescentes disponibles en el mercado que son Utiles para marcar estructuras
celulares (tales como las mitocondrias, el aparato de Golgi y el reticulo endoplasmatico) en las células vivas.
Mediante la conjugacién de un anticuerpo que se dirige a la misma estructura, se puede determinar qué fraccién de
particulas estd marcando activamente su diana; y qué porcentaje no estan unidas especificamente. Otra
metodologia para verificar la ubicacién de las SACN consiste en usar fusiones de proteinas fluorescentes, tales
como GFP y sus analogos.

La presente invencion se dirige a agentes de formacién de imagenes que muestran propiedades importantes en el
diagnéstico médico. Mas particularmente, la presente invencién se dirige a agentes de formaciéon de imagenes que
comprenden SACN. Los agentes de formacion de imagenes de la presente invencién son Utiles para obtener
imagenes de un paciente en general y/o para diagnosticar especificamente la presencia de tejido enfermo en un
paciente. Mediante la eleccion de composicién, se puede ajustar la excitacion y emision de las SACN para que se
produzca entre 633 nm y 1000 nm, en la regién minima para la absorcion y la dispersion por los tejidos. El proceso
de formacién de imagenes se puede llevar a cabo mediante la administracion de un agente de formacion de
imagenes de la invencién a un paciente, y luego la exploracién del paciente usando cualquier sistema que pueda
realizar la formacién de imagenes espectrales, tales como microscopios confocales de barrido puntual, sistemas de
barrido en linea y sistemas tomograficos de coherencia éptica. Las SACN de la presente invencién también pueden
verse mediante cualquier sistema de imagenes que realice la deteccion Unicamente a través de una sola banda de
longitud de onda, la lista anterior, asi como cualquier sistema de formacién de imagenes de fluorescencia que tenga
una fuente de luz de excitacion y deteccion de imagen filtrada. Otros sistemas y métodos de formacién de imagenes
adecuados se describen en "HANDBOOK OF OPTICAL AND BIOMEDICAL DIAGNOSTICS", Editor Valery Tuchin
(2004) Springer. También se incluyen métodos de dominio temporal, tales como la espectroscopia de dispersion
dinamica de la luz y la tomografia, formacién de imagenes de tiempo de vuelo, espectroscopia de dispersion de luz
cuasielastica, espectroscopia de correlacién de fotones, espectroscopia Doppler y espectroscopia de ondas de
difusion. Todas estas técnicas permiten la diferenciacion entre fotones y donde se han basado en sus tiempos. Dado
que las SACN tendran diferentes tiempos que las sustancias fluorescentes, etc., pueden diferenciarse frente a
tejidos y otros marcadores con estos métodos. Los parametros instrumentales Utiles son una fuente de luz modulada
y un detector sensible al tiempo. La modulacién puede ser pulsada o continua.

La exploracion da lugar a espectros o imagenes de una regidn interna de un paciente y/o de cualquier tejido enfermo
de esa regioén. Por region de un paciente, se refiere a todo el paciente o a un determinado area o parte del paciente.
El agente de formacion de imagenes puede emplearse para proporcionar imagenes de la vasculatura, del corazén,
del higado y del bazo, y en la formacion de imagenes de la region gastrointestinal u otras cavidades corporales, o de
otras maneras que seran muy evidentes para los expertos en la materia, tales como en la caracterizacion de tejidos,
formacion de imagenes de una combinacién sanguinea, etc.
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También se describe en el presente documento un método de diagndstico de una patologia andémala in vivo que
comprende introducir una pluralidad de SACN dirigidas hacia una molécula implicada en la patologia anémala en un
fluido corporal que estd en contacto con la patologia anémala, en donde las SACN se asocian a una molécula
implicada en la patologia anémala, y la formacion de imagenes de las SACN asociadas in vivo. El método se puede
aplicar, en general, a cualquier 6rgano accesible por las sondas: tracto gastrointestinal, corazén, pulmén, higado,
cuello uterino, mama, etc. En algunos casos, las SACN se pueden introducir a través de un endoscopio, como en el
caso de una colonoscopia, 0 una aguja, o usarse con una punta o funda desechable. En otros casos, las SACN se
pueden introducir directamente mediante la propia sonda de formacién de imagenes. Por ejemplo, se pueden
introducir fibras Opticas individuales o haces de fibras 6pticas, en organismos vivos para la formacién de imagenes, y
se ha demostrado su utilidad para la formacién de imagenes de nervios, cerebro, microvasos, células, asi como para
caracterizar la biodistribucién. Las fibras épticas recubiertas de gel son muy conocidas en la bibliografia de los
sensores. Las SACN pueden unirse de manera no covalente al gel, difundiéndose en el tejido relevante tras la
introduccion. Se puede prever una variedad de otros métodos para inmovilizar las SACN en la superficie externa de
las fibras de modo que se difundan en fases liquidas con las que se ponen en contacto.

Ejemplos
Ejemplo 1

Se describe una sintesis tipica de coloide de Au de ~45 nm de diametro usando una combinacién de borohidruro de
sodio, citrato de sodio y clorhidrato de hidroxilamina. Se lava toda la cristaleria con agua regia y se aclara
rigurosamente con agua de 18 MQ. Las reacciones se llevan a cabo en una sala fria. Se preparan soluciones de
HAuCl4-3H20 al 0,01 % (p/p) en agua, citrato de sodio dihidratado al 8 % (p/p) en NaOH 0,01 N, borohidruro de
sodio al 10 % en NaOH 0,01 N y clorhidrato de hidroxilamina 400 mM en agua. Luego se prepara una mezcla de
soluciones de citrato y borohidruro combinando 1 ml de la solucion de citrato de sodio con 100 pl de la solucién de
borohidruro de sodio y 500 pl de NaOH 0,01 N. Después de preparar esta mezcla, se inyectan 200 pl de la solucién
de hidroxilamina en 100 ml de la solucién de HAuCls en un matraz Erlenmeyer de 250 ml y se agita brevemente.
Tras 20 minutos, se inyecta la mezcla de borohidruro/citrato en la solucion de HAuCls e hidroxilamina que se agita
rapidamente. Los mejores resultados se obtienen cuando la mezcla se inyecta a medio camino entre el centro del
vortice de agitacion y la pared del matraz.

Ejemplo 2

Preparacién de nanoparticulas de oro. Se preparan soluciones madre de HauCls-3H20 a una concentracién del 1 %
o del 2 % (p/v) en H20. Se filtran estas soluciones a través de membranas de 0,2 um antes de colocarlas en la sala
fria. Los botes que contienen las soluciones madre también ser recubren normalmente con papel de aluminio para
reducir la exposicion a la luz. Se preparan las siguientes soluciones normalmente:

1. 1,0 1 de HauCls al 0,02 % en H20.

2. 5 ml de citrato de sodio deshidratado al 32 % (p/v) en NaOH 0,01 N.

3. 10 ml de clorhidrato de hidroxilamina 1,6 M en H20.

4. 10 ml de NaBH4 al 4 % (p/v) en NaOH 1,0 N que se prepara mediante la dilucién de la solucién madre.

Todas las reacciones se llevan a cabo en una sala fria después de permitir que las soluciones alcancen la
temperatura de la sala. La solucién de HauCls se coloca en un matraz de fondo redondo de 2 |, y se introduce una
barra de agitacion de vidrio con paleta de teflon en el matraz para proporcionar agitaciéon. Se afiade 1,0 ml de la
solucién de hirdroxilamina al matraz y se agita. Inmediatamente después de la adiciéon de la hidroxilamina, se
prepara una solucion x4 de NaBH4 al 10 % mediante dilucién en serie de la solucion madre al 4 %. Estas diluciones
se realizan en NaOH 0,01 N. A continuacion, se mezcla 1 ml de citrato de sodio al 32 % con 525 pl de NaOH 0,01 N
y 75 ul de NaBH4 al 10 % x4. A los 20 minutos de la adicion de la hidroxilamina, se afiade 1,0 ml de la mezcla de
citrato/borohidruro al matraz de reaccién mientras se agita rapidamente.

Ejemplo 3
Espectros de SERS de SACN marcadas con 4-mercaptopiridina (4-MP) y trans-4,4'-bis(piridil)etileno (BPE).

Materiales: El agua usada para todas las preparaciones fue de 18,2 MQ, destilada a través de un sistema nanopuro
Barnstead. El 3-aminopropiltrimetoxisilano (APTMS), HAuCls-3H20, citrato trisédico dihidrato, hidréxido sddico,
borohidruro sédico, clorhidrato de hidroxilamina, trans-1,2-bis(4-piridil)etileno (BPE), 4-mercaptopiridina, silicato
sédico, ortosilicato de tetraetilo (TEOS), alcohol etilico y amoniaco 2,0 M en etanol se obtuvieron de Sigma-Aldrich.
El BPE se recristaliz6 antes de su uso.

Preparacion del coloide: Se prepardé Au coloidal de 35 nm a partir de HAuCls-3H20. Se prepararon soluciones
acuosas de citrato de sodio al 4 % y clorhidrato de hidroxilamina 400 mM inmediatamente antes de la sintesis, asi
como una solucién de borohidruro de sodio al 102% en NaOH 0,001 N. Se mezclé una alicuota de 300 pl de esta
solucién de borohidruro con 500 pl del citrato y 350 pl de la hidroxilamina, y se inyecté inmediatamente en 200 ml de
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HAuCls al 0,01 % con agitacion vigorosa. Se determiné el tamafno de las particulas resultantes por microscopia
electrénica de transmision usando el programa informatico Imaged.

Preparacion de las SACN: Todas las reacciones se realizaron en matraces de plastico. Un experimento tipico usé
30 ml de coloide de 35 nm. Se volvid el coloide vitreofilico con la adicién de 40 ul de APTMS 1,0 mM y se dejo agitar
durante 15 minutos. Se afadié a la solucion la mezcla de marcador Raman (600 pl de 4-mercaptopiridina 10° M y
50 ul de BPE 10 M), que luego se agité durante 15 minutos mas. Por ultimo, se afadieron 1,2 ml de silicato de
sodio al 0,54 % y se dej6 reaccionar durante 42 horas. Después de este tiempo, se afiadieron 120 ml de EtOH a la
solucién, seguidos de 1 ml de amoniaco 2 M (en etanol) y 20 pl de tetraetilortosilicato (TEOS). Se permitié que esta
reaccion continuara durante 1 dia antes de la purificacién por centrifugacion. Esta cantidad de TEOS se puede
variar, si se desea una cubierta mas delgada o mas gruesa.

Las SACN resultantes tenian una mezcla de dos especies diferentes de moléculas con actividad Raman, 4-MP y
BPE, en una proporcion de 12:1. Los espectros de SERS de estas SACN de 4-MP/BPE obtenidas usando excitacion
de 633 nm (Rastro A) y excitacion de 785 nm (Rastro B) se representan en la Figura 6. A modo comparativo, los
espectros Raman caracteristicos de las SACN de BPE (linea discontinua) y de las SACN de 4-MP (linea continua)
se representan en la Figura 7. Se puede ver que las caracteristicas de la sefial Raman de 4-MP dominan el espectro
de las SACN de 4-MP/BPE obtenidas usando una excitacion de 785 nm, mientras que las caracteristicas de las
sefiales Raman de BPE y 4-MP son evidentes en el espectro obtenido usando excitacién de 633 nm. Asi pues,
Mediante la eleccion cuidadosa de dos o mas especies diferentes de moléculas con actividad Raman, y sus
proporciones relativas, es posible preparar SACN que proporcionen diferentes espectros de dispersion Raman
dependiendo de la longitud de onda de excitacion. Esto permite un nivel adicional de capacidad de multiplexacion.

Ejemplo 4
Preparacién de SACN con actividad tiol

A. Modificacion de silice: La cubierta de silice de las SACN se puede funcionalizar para portar grupos
sulfhidrilo libres, ya sea en el transcurso de la fabricacion de la cubierta de SiOz ("modificacion directa") o tras la
completa formacién de la cubierta ("modificacién posterior").

B. Modificacion posterior: Se prepara un lote de 50 ml de SACN de acuerdo con los protocolos
convencionales. Se procede a través de todas las etapas de crecimiento de silice, excepto que se deben volver a
suspender las SACN hasta solo 10 ml en agua después de la centrifugacién final. Suponiendo pérdidas
despreciables, esto deja a las SACN a una concentracion x5 del coloide original. Se afaden 40 ml de etanol a las
SACN. Bajo agitacion magnética moderada, se anade 1 ml de NH4OH concentrado (30 %, J. T. Baker n.2 9733-
01). Mientras esto se agita, se prepara una solucion que sea de 900 pl de etanol, 95 pl de tetraetiloortosilicato
(TEOS, Sigma n.? 333859) y 5 pl de (3-mercaptopropil)trimetoxisilano (MPTMS, Fluka n.® 63800). Se anaden
100 pl de esta mezcla (eficazmente 9,5 pl de TEOS y 0,5 ul de MPTMS) a las SACN en agitacion y se deja que
la reacciéon continle durante la noche. Se purifica mediante centrifugacién repetida. Se centrifuga en sentido
descendente y se vuelve a suspender el sedimento en agua un minimo de 3 veces para garantizar la eliminacién
completa del etanol y el exceso de reactivos. Se vuelve a suspender hasta 5ml (x10) después de la
centrifugacion final.

C. Modificacion directa: De nuevo, se comienza a preparar un lote de 50 ml de SACN usando condiciones
tipicas. El Unico cambio se realiza durante el etapa de crecimiento de Stéber. Como antes, se afade 1 ml de
NH4OH concentrado y se agita durante 5 minutos. A continuacion, se mezclan 47,5 ul de TEOS con 2,5 pl de
MPTMS, y se afaden a los marcadores. Se agita durante la noche y se purifica mediante centrifugacion, se
vuelven a suspender los marcadores purificados hasta 5 ml (x10).

Ejemplo 5
Bioconjugacion de SACN

Con SACN activadas por tiol, se unen las biomoléculas usando el sulfosuccinimidil-4-[N-maleimidometil]ciclohexano-
1-carboxilato reticulante heterobifuncional (sulfo-SMCC, Pierce Biotechnology, Inc). Esta molécula contiene tanto un
grupo maleimida que es reactivo a los sulfhidrilos como un sulfo-NHS-éster que reacciona preferentemente con
aminas primarias. En este caso, se puede usar una reaccién sencilla en un solo recipiente para unir estreptavidina, y
debe ser facilmente adaptable a la unién de la mayoria de las proteinas u otras moléculas portadoras de aminas
primarias.

Los marcadores pueden concentrarse antes de la conjugacion. Para la conjugacién con marcadores activados por
tiol como se ha descrito anteriormente, primero se afnaden 0,25 mg de estreptavidina a 5 ml de tampé6n PBS 2 mM
(KCI 0,54 mM, NaCl 27,6 mM, pH = 7,4). Se afiaden los marcadores activados por tiol (5 ml a una concentracién de
x10) y se mezclan bien. A continuacion, se pesa 1 mg de sulfo-SMCC y se afiade a los marcadores y SAv. Se
mezcla inmediatamente agitando con formacién de vértice y se deja reaccionar durante 1 hora mientras gira a
temperatura ambiente. Tras 1 hora, se purifican los marcadores por centrifugacion y resuspension en tampén PBS
2 mM. Se puede anadir una pequefia cantidad (0,1 % de concentracion final) de BSA para reducir al minimo la
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adherencia de las particulas a las paredes de la centrifuga. Si bien esta reaccién usa estreptavidina, otras proteinas
(incluyendo anticuerpos) se han conjugado usando métodos similares. Si es necesario un mayor control sobre la
reaccion, la proteina se puede "preactivar" para anadirla a los marcadores. Debido a que el grupo maleimida de
sulfo-SMCC es bastante estable en soluciones acuosas (~60 horas), las biomoléculas pueden activarse mediante la
reaccion con sulfo-SMCC durante 30-120 minutos seguida de la purificacion en una columna de desalacién. Esto
crea esencialmente una biomolécula activada por maleimida que se puede afadir directamente a SACB que
contienen sulfhidrilo.

Para la avidina, se pueden usar andlogos (incluyendo estreptavidina y NeutrAvidin™) y la biocitina fluorescente
Alexa Fluor® 594 (Molecular Probes n.2 A12922; "biocitina-594") para cuantificar el nimero de biomoléculas unidas
a las SACN. La fuerte absorcion visible de las SACN sugiere el uso de esta deteccion fluorescente altamente
sensible en lugar de usar métodos colorimétricos comunes (incluyendo la peroxidasa de rabano picante biotinilada)
para la cuantificacion de la estreptavidina. Este colorante rojo excitado es Util en una region en la que las particulas
coloidales tienen poca absorcion, lo que podria interferir con las mediciones. Todas las mediciones de fluorescencia
se realizaron usando un Fluorolog-3 de Jobin Yvon-Spex.

Para paliar el problema de que las SACN altamente absorbentes pueden influir en las mediciones de la
fluorescencia, El experimento se ha llevado a cabo de dos formas diferentes. La primera forma es la méas sencilla; se
incubaron las particulas biofuncionalizadas con la biocitina-594 durante un periodo de tiempo determinado
(nominalmente 2 horas, protegidas de la luz para evitar el fotoblanqueo). Los marcadores se purifican luego por
centrifugacién repetida (basta con 2 veces si se controla la cantidad de colorante cuidadosamente), y se mide su
fluorescencia.

Lo contrario a tomar mediciones directas de la fluorescencia de los marcadores es medir la cantidad de moléculas
fluorescentes que no se unen a los marcadores. De nuevo, se incuban los marcadores en una cantidad de colorante
cuidadosamente seleccionada y se centrifugan solo una vez. Se recoge el sobrenadante cuidadosamente y se mide
la fluorescencia. Se puede determinar la cantidad de colorante que se ha unido a las particulas sustrayendo este
valor de la concentracion original de colorante conocida. Un elemento importante que se ha de tener en cuenta es
que se usaron tubos de microcentrifuga antiadherentes (Corning Costar), ya que la biocitina Alexa Fluor® 594 se
adsorbe rapidamente a las paredes de los tubos regulares. Se pueden usar protocolos similares con anticuerpos
secundarios marcados con fluorescencia si se conjugan las particulas con anticuerpos en lugar de con analogos de
avidina.

Estos métodos de cuantificacion se han usado para mostrar que la cantidad de una biomolécula dada conjugada con
los marcadores puede controlarse mediante la adicién de otra molécula reactiva. En la Figura 8, se muestra el
nuamero de moléculas de biotina que se unieron a nanoparticulas conjugadas con proporciones variables de
NeutrAvidin™ y albumina de suero bovino (BSA). Las condiciones de conjugacion fueron equivalentes para todas las
reacciones, siendo la proporcién de biomoléculas la Unica variable.

Como cabia esperar, las cantidades mas altas de BSA conducen a niveles mas bajos de biotina unida. Suponiendo
que cada NeutrAvidin™ (NAv) es capaz de unir 2 biotinas (es probable que la conjugacion con la particula bloquee
alguna cantidad de los 4 sitios de unién), habiendo hasta 300-400 moléculas de NeutrAvidin™ unidas a cada
marcador. Pero, con la medicion de las particulas puras conjugadas con BSA, los célculos muestran menos de 10
moléculas de biocitina-594 unidas en cada nanoparticula. Esto coincide con niveles muy bajos de unién no
especifica que cabria esperar por la conjugacién de BSA (un reactivo de bloqueo comun) con las particulas.

Ejemplo 6
Caracteristicas de union no especifica

Como primera etapa de la caracterizacion, se diseid un experimento sencillo para determinar si las SACN
recubiertas con estreptavidina podian unirse especificamente a BSA biotinilada. Se recubrieron ocho pocillos de una
placa de micropocillos de poliestireno con BSA biotinilada o BSA incubando con una solucién al 0,5 % en PBS
durante treinta minutos. Todos los pocillos se lavaron 4 veces con PBS durante 1 minuto y luego se bloquearon
durante 30 minutos con un tampén PBS que contenia EDTA 1 mM, BSA al 0,1 % y Zwittergent 3-08 al 0,01 %.
Después de aspirar la solucién de bloqueo de cada pocillo, se afadieron 20 ul de muestra y 20 pl de PBS, y se
incubaron durante 2 horas. Las muestras comprendian SACN recubiertas con neutravidina (NAv), SACN recubiertas
con estreptavidina (SAv), SACN que habian sido modificadas con tiol (pero no conjugadas) y marcadores de control
sin funcionalizacién del recubrimiento de silice. Se lavaron los pocillos con tamp6n de bloqueo durante 15 minutos,
seguido de PBS (3 x 5 min) y agua (3 x 1 min). Se dejaron secar, y se cuantificé la cantidad de marcador unido
midiendo la absorbancia a 490 nm usando un lector de placa de micropocillos (datos no mostrados). Se sustrajeron
los valores del fondo en funcién de la absorbancia media de los pocillos que no habian sido tratados. Los
marcadores NAv y SAv se unieron con alta especificidad a los pocillos recubiertos con biotina y presentaron poca
unién no especifica con los pocillos recubiertos con BSA. Sin embargo, los marcadores recubiertos con tiol y los
marcadores recubiertos con silice convencionales mostraron bajos niveles de unién a todos los pocillos.
Experimentos posteriores han demostrado que se puede evitar este fenémeno bloqueando las particulas mediante la

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2752457713

adicién de una pequena cantidad de BSA a las particulas, la centrifugacion y la repeticion de la suspensiéon en PBS.
Tras determinar que los marcadores conjugados con SAv y NAv eran especificos de la biotina, se midié el nimero
de sitios de unién a la biotina que estaban presentes en cada marcador mediante dos métodos. Un analogo
fluorescente de biotina, la biocitina Alexa Fluor® 594, se hizo reaccionar con las SACN. Tras las etapas de lavado
apropiadas, se determin6 el nimero de fluoréforos unidos mediante la medicion directa y por el agotamiento de la
fluorescencia. Los valores obtenidos por los dos métodos fueron coherentes (Figura 12), aunque las mediciones
directas de la fluorescencia siempre produjeron un numero inferior. EI nimero medio de biotinas unidas fue de
aproximadamente 700 por nanoparticula en condiciones de reaccién optimas.

Ejemplo 7
Conjugacién de oligonucleétidos

Se us6 la misma quimica de sulfo-SMCC descrita anteriormente para unir oligonucleétidos con terminacién amina a
SACN modificadas con tiol. Tras la union y la purificacién, Se incubd una cadena complementaria marcada con
colorante con las particulas modificadas. La cuantificacién de la sonda fluorescente (tras la centrifugacion para
eliminar la sonda no unida) indic6 que aproximadamente 15 oligonucleétidos estaban unidos a cada nanoparticula.
Los oligonucleétidos se unieron directamente a los marcadores de NAv, en los que los oligonucleétidos tenian un
grupo de biotina en un extremo para la unién al marcador y un fluoréforo en el otro, para permitir una medicion
directa de la eficacia de la conjugacion. Esto también produjo aproximadamente 15 oligonucle6tidos conjugados por
nanoparticula. Las SACN modificadas con amina se acoplaron a oligonucleétidos fluorescentes con terminacién tiol
usando la misma quimica de sulfo-SMCC descrita anteriormente, de nuevo con resultados similares.

Ejemplo 8

Dos caracteristicas que se desean de los marcadores épticos cuantitativos son que respondan linealmente a la
fuente de excitaciéon y que no se vean relativamente afectados por la exposicion a la excitaciéon a largo plazo. La
primera cualidad se ha demostrado con las SACN mediante la exposicién de una muestra a distintas cantidades de
potencia de excitacion y la medicién de la sefal resultante. Estos resultados se muestran en la Figura 9.

Para demostrar la fotoestabilidad, se deposité una muestra de SACN en un portaobjetos de cuarzo y se colocé en el
soporte de muestras de un espectrémetro Raman. Para este experimento, el espectrometro suministré 60 mW de
potencia a 647,1 nm. La luz emitida se recogi6 a través de un objetivo de microscopio de 50 x 0,8 NA, se pasoé a
través de un filtro de muesca holografica para rechazar la dispersién de Rayleigh, se enfoc6 en un monocromador de
0,5 m, y se detectd con un CCD enfriada con nitr6geno liquido. Los espectros se recogieron aproximadamente cada
hora durante 6 horas, tiempo durante el que la muestra se ilumindé de manera continua. En la Figura 10, se
representa la senal de la muestra en funcién del tiempo. Estos datos muestran que estas particulas son bastante
estables, con solo un 20 % de pérdida de sefal a lo largo de 6 horas.

También es deseable la estabilidad térmica de las SACN. Para demostrar esto, se hirvieron dos lotes de SACN de
BPE x1,5 (en 35 ml) durante una hora. (Los marcadores se concentraron a partir de 50 ml hasta 35 ml, hasta
aproximadamente una concentracion de 1,5 veces). Se registraron los espectros UV-Vis y de SERS antes y después
de la ebullicion. Las pequenas diferencias en la absorbancia y la SERS antes y después de la ebullicion son
atribuibles principalmente a una ligera diferencia en la concentracién. Las SACN no se ven sustancialmente
afectadas por la ebullicion.

Ejemplo 9

Evidencia de reproducibilidad de lote a lote

Para determinar la reproducibilidad de la preparacion de marcadores de principio a fin del proceso, se preparé un
total de 6 coloides y se marcaron como B-G. Estos coloides se usaron para preparar un total de 13 lotes diferentes
de marcadores, usando protocolos idénticos para cada lote. Los espectros de absorcién (normalizados) de estos
coloides se muestran en la Figura 11 encontrada, y es evidente que son bastante similares una vez completadas
todas las etapas.

Tras la normalizacién de la concentracion equilibrando la densidad éptica de cada solucion a 1,0, se midid la
respuesta de SERS usando una excitacion de 785 nm. Las senales de SERS se controlaron en el maximo principal
(~1.200 cm™") (no mostrado). Usando todas las muestras, la desviacion tipica relativa del grupo es del 12,5 %. Si se
elimina un valor atipico significativo, las doce muestras restantes presentan una desviacion tipica relativa del 7,5 %.
Ejemplo 10

A. Preparacion de nanobarras anisotrépicas con diametro de 18-90 nm

Se usaron moldes disponibles en el mercado con diferentes tamafos de poro (de 18 nm a 90 nm) para la
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electrodeposicién de nanobarras de Au anisotropicas. La Ag evaporada, de aproximadamente 1 um de espesor,
sirvié como sustrato de metalizado. Inmediatamente antes de la electrodeposicion, se ensamblé el molde en la celda
electroquimica y se empap6 en una solucién de recubrimiento de Ag al vacio doméstico durante 1 hora para
garantizar la humectacion adecuada de los poros, seguido de la electrodeposiciéon en los poros de 1 um de espesor
de Ag nueva. Seguidamente, se produjo la electrodeposicion de nanoalambres que consistian en tiras alternas de Au
y Ag. Se usaron soluciones de metalizado comerciales: Cyless Silver (Technic, Inc.) y Microfab Au 100 (solucién de
Au a base de sulfito de Enthone-OMI, Inc.). Se determiné la longitud de los segmentos de Au segun la relacién de
aspecto deseada de las nanobarras de Au; pudiendo estar la longitud de los segmentos de Ag en el intervalo de 10-
200 nm; el numero total de tiras por poro se determiné mediante la concentracion final deseada (iras la liberacion del
molde) de nanobarras de Au/ml de solucién.

Se usaron diferentes técnicas de recubrimiento dependiendo del diametro de poro del molde. Para el diametro de
poro de 65 nm y 90 nm, se us6 un sintetizador semiautomatico para particulas de nanocédigos de barras en modo
de corriente constante. Se ha demostrado el metalizado de nanoalambres de Au-Ag con 59 tiras (cada tira de 30 nm
de longitud) metalizadas secuencialmente en un molde que conduce, tras la eliminacién de la Ag, a 3 x
10" nanobarras de Au/molde.

Se desarroll6 un protocolo de liberacion comenzando con la disolucién de la Ag (sustrato y tiras de Ag) en éacido
nitrico, seguida de la disolucion del molde en NaOH. Para evitar la aglomeracion de las nanobarras de Au liberadas,
se afiadié una molécula de SAM corta (monocapa autoensamblada) al NaOH durante la disolucion del molde. Los
ejemplos de moléculas cortas que contienen tiol son mercaptoetanol (ME), acido mercaptopropiénico (MPA) y acido
mercaptoetanosulfonico (MESA). Estas moléculas cortas se reemplazaron luego por la molécula indicadora Raman.
Un método alternativo que produjo mejores resultados fue introducir la molécula indicadora Raman directamente en
el NaOH durante la disolucion del molde. Se usaron satisfactoriamente 4-mercaptofenol (MP) y 2-quinolinetiol (QSH),
y demostraron la sefial Raman con nanobarras de Au. La Figura 12 muestra los espectros Raman de 65 x 30 nm y
de 90 x 30 nm de particulas de Au liberadas en QSH. La Figura 13 ilustra los espectros Raman de 65 x 30 nm y de
90 x 30 nm de particulas de Au liberadas en MP.

El modo de electrodeposicién de corriente constante no fue eficaz para los moldes con un diametro de poro de
35 nm e inferior. Se pueden usar diferentes técnicas de metalizado por pulsos (corriente de pulsos, corriente de
pulsos inversos y pulso doble). Usando moldes de policarbonato con diametro del orificio en el intervalo
submicrométrico, se ha aplicado con éxito la electrodeposicion de corriente inversa con agitacion ultrasénica para
hacer crecer monocristales de Au a partir de soluciones de cianuro. Sin embargo, se deposité Au policristalino a
partir de soluciones de sulfito de Au usando una variedad de condiciones de pulso inverso: Dobrev, D; Vetter, J.;
Angert, N.; Neumann, R.; Electrochimica Acta 2000, 45, 3117-3125. Ya se ha demostrado con anterioridad que la
deposicion potenciostatica pulsada a partir de la solucion de sulfito de Au mejora la distribucién del metal sobre las
estructuras con patron fotorresistente, pero no influye mucho en las propiedades (tension, pureza, resistencia) de las
peliculas de Au, lo que se explicd por la irreversibilidad del par de Au/Au (I) en soluciones de sulfito: Horkans, J.;
Romankiw, L. T.; J. Electrochem. Soc. 1977, 124, 1499-1505.

Los parametros de los pulsos (corriente del pulsos, frecuencia y ciclo de trabajo) se variaron de manera que la
corriente media de metalizado fue algo baja (0,25-1 mA/cm?) para garantizar un crecimiento lento de las tiras de Au y
Ag. El metalizado satisfactorio se logr6 en las siguientes condiciones de los pulsos del metalizado: corriente de
pulsos de 2 mA/cm?; intervalo de frecuencia de 0,025-2,5 Hz y ciclo de trabajo de 0,1-0,3. Se usaron las mismas
condiciones de los pulsos para las tiras de Au y Ag en un experimento. Se usé un potenciostato/galvanostato
multicanal (Princeton Applied Research); tras el metalizado de cada tira, se cambi6 la solucion, tras lo que se aclaro
y se volvié a rellenar con la siguiente solucion manualmente. Se ha demostrado el metalizado de 19 tiras alternas de
Au/Ag que producen, tras la eliminacion de la Ag, 3 x 10"" (3xE11) nanobarras de Au/molde (35 nm de didametro de
poro) y 1 x 102 (IxE12) nanobarras de Au/molde (18 nm de diametro de poro). La automatizacién del metalizado por
pulsos puede aumentar aun mas el numero de particulas en otro orden de magnitud, porque el espesor del molde es
de 50 um. La Figura 14 muestra una imagen de TEM de nanobarras de Au con 35 nm de diametro, liberadas en ME
y el espectro Raman de las nanobarras tras el reemplazo del ME por QSH.

B. Preparacion de particulas de Au anisotropicas de 250 nm x 250 nm.

Se prepararon particulas de Au de 250 nm x 250 nm similares a las particulas de la parte A. Se usaron moldes de
alimina con un tamafo de poro de 250 nm para la electrodeposicién de las nanoparticulas de Au. La Ag evaporada,
de aproximadamente 1 um de espesor, sirvi6 como sustrato de metalizado. Se electrodepositd nueva Ag, de 5 um
de espesor, en los orificios para un sellado adicional del molde, seguido de la electrodeposiciéon secuencial de
nanoalambres que consistian en tiras alternas de Au y Ag, cada una de 250 nm de longitud. Se usaron soluciones de
metalizado comerciales: Cyless Silver (Technic, Inc.) y Microfab Au 100 (Enthone-OMI, Inc.). Se usé un sintetizador
semiautomatico para particulas de nanocédigos de barras para el metalizado de 9 tiras de Au y Ag, cada una a una
corriente constante de 1 mA. Se desarrollé6 un protocolo de liberacion comenzando con la disolucion de la Ag
(sustrato y tiras de Ag) en acido nitrico, seguida de la disolucion del molde en hidréxido de sodio. Para evitar la
aglomeracion de las nanoparticulas de Au liberadas, se introdujo una molécula indicadora Raman de tiol, 4-
mercaptofenol (MP), previamente disuelta en etanol (EtOH), en el hidréxido de sodio durante la liberacion. las etapas
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de liberacion fueron las siguientes:

. 12 ml de HNO3 al 40 %, 60 min

. 2 ml de MP/EtOH 28 mM + 8 ml de NaOH 3 M/EtOH al 20 %/H20 al 80 %, 30 min

. 200 pl de MP/EtOH 28 mM + 800 pl de NaOH 3 M/EtOH al 20 %/H20 al 80 %, 30 min

. Centrifugacién: 4200 rpm, 2 min

. 3 aclarados con 200 pl de MP/EtOH + 800 pl de EtOH/H20 (1: 4)

. Centrifugacion: 4200 rpm, 1 min después de cada muestra de SEM/TEM, 10 pul de cada
. Muestra de 0,1 ml: se diluye 1 ml con H20 para UV-vis

. 2 aclarados con Hz20, centrifugacion a 6.200 rpm, 10 min de cada

. Adquisicion de Raman

O©CoNOoOOOP~,OWN =

La concentracién de particulas de Au tras la liberacion fue de 5 x 10%/ml. Se volvieron a suspender las particulas de
oro en etanol y se tom6 una alicuota de 300 pl para el recubrimiento del vidrio. Se afadieron 490 pl de etanol, 160 pl
de agua 18 MQ, 10 pl de hidroxido de amonio al 30 % y 40 pl de tetraetiloortosilicato (TEOS) puro a la alicuota de
particulas de oro. Se someti6 la muestra a ultrasonidos y se dispuso en un agitador vorticial en el ajuste mas bajo
para mezclar durante 45 minutos. Se aclar6 la muestra tres veces en agua de 18 MQ. La Figuras 15A y B muestran
imagenes de SEM para las particulas anisotrépicas resultantes. Las Figuras 16A y B muestran una vista mas de
cerca de una sola particula. En las Figuras 17A y B, se muestran los espectros Raman de las particulas.

Ejemplo 11
Inmunoensayo de tipo sandwich de IL7

Se simuld un experimento de micromatrices de proteinas imprimiendo anticuerpos de captura de IL-7 sobre un
portaobjetos de micromatrices. Cada mancha tenia aproximadamente 500 um por un lado y se repetia seis veces en
cada sustrato de vidrio (impreso por Telechem, Inc., Sunnyvale, CA). Se usé una pluma hidréfoba para proporcionar
una barrera de liquido en el portaobjetos de vidrio para que cada una de las seis manchas se pudiera tratar de forma
independiente. Una vez seca la pluma, se bloqueé el portaobjetos durante al menos 60 minutos con albumina de
suero bovino al 5 % (BSA) en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) 10 mM. Todas las etapas de incubacion
y de lavado se llevaron a cabo en un balancin o agitador orbital, y se aspiraron las soluciones con una pipeta antes
de anadir nuevas soluciones. Tras el bloqueo, se lavaron los portaobjetos 3 veces durante 5 minutos cada vez (3 x
5) con BSA/PBS al 0,5 %. Se prepararon antigenos en una solucién de BSA/PBS al 0,5 % y se incubaron en las
matrices durante de 45 minutos a 2 horas, tras lo que se lavaron una vez mas las matrices (3 x 5) en BSA/PBS al
0,5 %. A continuacion, se incubaron SACN modificadas con IL7 (usando anticuerpos biotinilados sobre SACN
recubiertas con neutravidina) en las matrices durante 90 minutos. A esto, le siguié un lavado (3 x 5) en BSA/PBS al
0,5 % y aclarados rapidos en PBS y agua. Los portaobjetos se secaron por soplado con un chorro de gas nitrégeno
inmediatamente después del aclarado con agua. Los espectros Raman de estas matrices se adquirieron usando un
laser de diodo (785 nm, 200 mW) y un espectrometro y el programa informatico Ocean Optics USB-2000. El tiempo
de integracion tipico para los espectros adquiridos en matrices de vidrio fue de dos segundos. Se usé la sustraccion
del fondo para eliminar el amplio fondo de vidrio de todos los espectros. Sin optimizacion, se logré un limite de
deteccion de entre 10-100 pg/ml, Figura 18, que es comparable a muchos inmunoensayos enzimaticos comerciales.
Luego, se demostrd el potencial de los ensayos multiplexados, probando tres analitos diferentes (ovoalbimina,
bacilo globigii y proteina C reactiva) en manchas adyacentes de un chip de proteina. Los anticuerpos para cada
antigeno se conjugaron con las SACN con diferentes moléculas indicadoras, dando particulas de Bg anti-BPE, Ova
anti-QSH y CRP anti-Bodipy. Se expuso una matriz de manchas que contenian anticuerpos de captura contra los
antigenos a una mezcla de los tres antigenos. Tras el aclarado apropiado, las manchas se expusieron a las tres
SACN de deteccion. Después, se recogieron espectros Raman de cada una de las manchas. Los datos muestran
una seial limpia en cada mancha, dando la mancha que fue disefiada para capturar CRP una fuerte sefial de
marcador Bodipy, por ejemplo.

Ejemplo 12

Se realizdé un inmunoensayo de flujo lateral para la Tox. Bot., usando Tetracore, el cartucho de flujo lateral de Inc.
(Gaithersburg, MD). En este experimento, se abrié el dispositivo, se retird el lecho corto que contenia su reactivo de
deteccién colorimétrico (que comprendia Au coloidal conjugado con un anticuerpo de deteccion) y se reemplazé por
un conjugado que comprendia SACN conjugadas con el mismo anticuerpo (proporcionado por Tetracore). Los
espectros Raman se recogieron usando el instrumento descrito anteriormente. Los datos muestran una unién no
especifica minima y una captura exitosa del conjugado en presencia de antigeno, con un limite de detecciéon no
optimizado similar a su producto comercial. Los resultados se muestran en la Figura 19.

Ejemplo 13

Tincién de células SK-BR3 con SACN

Se cultivaron células en un portacbjetos de camara. Las células se lavaron con PBS tres veces, 1 min cada vez. Se
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fijaron las células con formaldehido/PBS al 3,7 % durante 10 minutos a temperatura ambiente, y se lavaron como
anteriormente. Se bloquearon las células con BSA/PBS al 1 % durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se
incubaron las células con 1 pg/ml de anticuerpos anti-her2 de ratdn (diluidos con tamp6n de bloqueo) durante
30 minutos a temperatura ambiente, luego se lavaron como anteriormente. Después, se incubaron las células con
1 ug/ml de IgG anti-ratén biotinilada durante 30 minutos, y se lavaron como anteriormente. Se incubaron las células
con 50 pl de SACN conjugadas con estreptavidina x2 a temperatura ambiente durante 1 h, y se lavaron como
anteriormente. Se afiadié colorante Hoechest (diluido 1:500) y las células se incubaron durante 5 minutos. Se
lavaron las células como anteriormente. Se montaron las células con un cubreobjetos usando glicerol al 90 % en
PBS, y se sellaron los bordes con esmalte de ufias. La Figura 21A muestra imagenes de campo brillante y de SERS
de la muestra resultante, y demuestran la unién de las SACN a ubicaciones especificas de la superficie celular y del
interior de la célula.

Ejemplo 14
Deteccion de las SACN en muestras de tejido.

Las particulas de SACN también se pueden detectar en presencia de muestras de tejido tefiidas con colorantes
organicos muy coloreados. Por ejemplo, la hematoxilina y la eosina (H&E) son los colorantes convencionales usados
para visualizar el tamano y la forma de las células. Ambas moléculas presentan fluorescencia en la regién visible,
dificultando o imposibilitando el uso de métodos inmunohistoquimicos convencionales en la misma muestra. Sin
embargo, con la excitacion a 785 nm, se obtiene un fondo minimo, haciendo que las SACN sean facilmente visibles.
Asi pues, se tratdé una matriz de tejido de ratén de Zymed con H&E de acuerdo con protocolos de histopatologia
convencionales, dando lugar a manchas muy coloreadas. Se trataron varias manchas con polilisina y luego con
SACN de BPE. La Figura 21B muestra los espectros Raman de manchas no tratadas y tratadas, que indican la
facilidad con la que se pueden ver las SACN sobre un fondo de manchas de H&E. Por consiguiente, la presente
invencion proporciona 1. Un método que comprende poner en contacto una muestra de tejido con al menos una
particula SACN conjugada con una biomolécula capaz de unirse especificamente a la muestra de tejido; y adquirir
una imagen Raman de la mezcla de tejido y particulas de SACN conjugadas con biomoléculas. El tejido se pone en
contacto con uno o mas reactivos no SACN adicionales, tales como la eosina, hemotoxilina, y una combinacion de
hemotoxilina y eosina. Se puede obtener la imagen Raman de fondo de una muestra de tejido y sustraerse de la
imagen Raman de la mezcla de tejido y particulas SACN conjugadas con biomoléculas. Ademas, también se puede
comparar la imagen Raman con una imagen de una muestra de tejido que se ha tefiido con colorantes organicos
muy coloreados para visualizar el tamafio y la forma de la célula, tal como una mancha de H&E.

Ejemplo 15
Marcaje in vivo de animales con SACN.

Se inyectaron SACN en ratones atimicos de 2 maneras: a) mediante la inyeccion en la cola para que circule en el
torrente sanguineo; y b) mediante la inyeccion subcutanea para su ubicacion bajo la piel. En ambos casos, la sonda
oOptica se mantuvo sobre la piel y se detectd la sefial Raman emitida desde debajo de la piel. Los maximos de las
SACN se pudieron ver sobre el fondo. El sistema de deteccion portatil tenia un laser de excitacion de 785 nm
fabricado por Ahura Corp. Se suministraron 106 mW de luz a la muestra a través de una fibra éptica y la fabricacion
del cabezal 6ptico por InPhotonics Inc. La luz dispersada Raman se detecté con el mismo cabezal éptico. Un filtro
dicroico envia la luz recogida a una segunda fibra 6ptica, conectada a un espectrémetro, Ocean Optics USB2000,
con una hendidura de 50 micrometros y 1.200 ranuras/mm de graticula marcada a 750 nm. Los datos del
espectrometro fueron recogidos por un ordenador portatil.

En el caso de a), la sefal se detecté aproximadamente a los 45 minutos. En este momento, se detect6 una senal
cuando la sonda se mantuvo sobre el higado del ratén, Figura 22. El espectro del marcador de SERS aparece sobre
un fondo que es una mezcla de fluorescencia tisular y retrodispersion de Rayleigh. El fondo real medido depende de
la posicion de la sonda sobre la piel. Si la sonda esta en contacto con la piel, entonces los espectros pueden
contener una mayor fluorescencia tisular. Si la sonda esta desplazada de la piel, los espectros pueden contener mas
retrodispersion de Rayleigh. Por ejemplo, en el caso de un espectro adquirido en el higado y un espectro adquirido
en el costado del ratdn, los fondos son diferentes. Dado que el fondo puede variar, las SACN tienen una ventaja, ya
que los marcadores se pueden cuantificar por la altura del maximo sobre el fondo.

En el caso de b), la sefial se detectd inmediatamente después de la inyeccién, como se muestra en la Figura 23. La
Figura 23 también contiene un espectro tomado de un ratén sin SACN, adquirido en el costado. La sefal disminuiria
con el tiempo a medida que el marcador se difundiera en el cuerpo del ratdon. El espectro subcutaneo también
contiene algo de fluorescencia de fondo y dispersién de Rayleigh, sin embargo, la sefial de las SACN es mucho mas
potente sobre el fondo.

Ejemplo 16

Experimentos de formacion de imagenes celulares multiplexados.
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Se usara la estirpe celular LNCaP, una estirpe celular adherente, sensible a los andrégenos, derivada de un
carcinoma de préstata humano. Las células LNCaP estan disponibles en ATCC (Rockville, MD). Las células LNCaP
son excelentes modelos para el cancer de préstata. Hay varios anticuerpos disponibles en el mercado contra
biomarcadores que se sabe que son importantes en el cancer de prostata, tales como la alfa-metilacil-CoA racemasa
(AMACR) y el antigeno prostatico especifico (PSA). Otros anticuerpos Utiles como marcadores o controles incluyen
anticuerpos contra CDH1, CTNNB1, CCND1, HPN, TP53, CDKN1B e BCL2.

Los anticuerpos contra estos marcadores se conjugaran con las SACN. Se realizaran experimentos de marcaje
celular y de formacion de iméagenes en los que las células LNCaP se tratan con diversos compuestos y condiciones.
Se controlara el efecto sobre la viabilidad celular y la localizacion espacial de las SACN conjugadas con anticuerpos.

Se usaran SACN conjugadas con los anticuerpos AMACR vy los anticuerpos PSA para comparar la expresion de
proteinas de AMACR y PSA en las estirpes celulares LNCaP, DU-145 and PC-3 segun lo detallado por Kuefer, et al.,
Am J Pathol 2002, 161, 841-48. Las células se trataran con bicalutamida, un medicamento oral de la clase de los
anti-andrégenos de tratamientos con farmacos recetados para el cancer de préstata. LNCaP, una estirpe celular
tumoral sensible a las hormonas, demuestra una expresion de AMACR mas potente mediante andlisis de
transferencia Western que las estirpes celulares DU-145 y PC-3. Tras el tratamiento de las células LNCaP con
bicalutamida, la expresion de la proteina AMACR en las células permanece invariable, mientras que el antigeno
prostéatico especifico, que se sabe que esta regulado por andrégenos, demuestra una disminucion de la expresion de
la proteina. Se realizard la localizacion espacial de las SACN. En la formaciéon de imagenes intracelulares, a
diferencia de los experimentos de marcaje en la superficie, no es posible eliminar mediante lavado los marcadores
que no se han unido. Por lo tanto, estos experimentos permitiran comprender qué sucede con el exceso de SACN
que no se han unido a una diana especifica dentro de la célula (por ejemplo, si esa diana esta regulada
negativamente, tal como el PSA en este ensayo).

Arnold, et al., Am.J.Physiol.Endocrinol Metab. 2004, 288, E573-E584, publicaron recientemente un estudio sobre el
efecto de la deshidroepiandrosterona (DHEA), un complemento dietético de venta libre, sobre la expresion génica y
proteica de las células LNCaP. Descubrieron que la DHEA afectaba a la proliferacién celular y aumentaba la
expresion proteica del PSA, asi como una serie de receptores de IGF. Usando SACN conjugadas con anticuerpos
PSA y anticuerpos indicativos del crecimiento celular en células cancerosas, tales como CCND1 (ciclina D1), se
investigara este sistema biolégico. Las células se trataran con DHEA, testosterona, acido retinoico y 17-beta-
estradiol (E2), y se compararan los resultados de las imagenes celulares con los publicados por Arnold et al.
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REIVINDICACIONES
1. Una nanoparticula compuesta activa espectroscépicamente potenciada superficialmente (SACN) que comprende:

a) una nanoparticula metalica anisotrépica;
b) una molécula indicadora con actividad de SERS asociada a dicha nanoparticula metélica anisotropica;
c) SiOz encapsulando la nanoparticula metélica anisotrépica;

en donde la molécula indicadora con actividad de SERS se encuentra en la superficie de contacto entre la
nanoparticula metélica y el encapsulante;

opcionalmente, en donde el encapsulante de SiO2 comprende ademds un grupo reactivo seleccionado del grupo que
consiste en un grupo -SH, un grupo -NHz y un grupo -COO".

2. La nanoparticula de la reivindicacién 1, en donde la nanoparticula metalica anisotropica tiene una forma
seleccionada entre un esferoide, una barra, un disco, una piramide, un cubo, un cilindro, una nanohélice, un
nanomuelle, un nanoanillo, una nanoparticula en forma de barra, una nanoparticula en forma de flecha, una
nanoparticula en forma de lagrima, una nanoparticula en forma de tetrdpodo, una nanoparticula en forma de prisma,
porosa y en forma no geométrica.

3. La nanoparticula de la reivindicacion 2, en donde la nanoparticula tiene forma no geométrica y se aproxima a una
nanobarra.

4. La nanoparticula de la reivindicacién 3, en donde la nanoparticula tiene un diametro de 250 nm y una longitud de
250 nm.

5. Un método que comprende:

a) proporcionar un microscopio acoplado a una camara CCD;

b) proporcionar una célula;

c) poner en contacto la célula con al menos una SACN como se define en una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 4,y capaz de unirse especificamente a la célula o a una parte de la célula;

d) proporcionar un dispositivo de filtrado del nimero de onda entre la célula y la cdmara;

e) adquirir una pluralidad de conjuntos de datos; y

f) ensamblar los conjuntos de datos;

mediante lo que se adquiere un perfil espacial de la SACN.

6. El método de la reivindicacién 5, en donde dicho dispositivo de filtrado del nimero de onda se selecciona entre un
monocromador, un filtro de muesca, una rueda de filtro, filtro sintonizable acustico-6ptico, filiro de interferencia de
transformada de Fourier, un filtro sintonizable de cristal liquido y combinaciones de los anteriores; opcionalmente, en
donde dicho dispositivo de filtrado del nimero de onda comprende un filtro sintonizable de cristal liquido, y dicha
adquisicion comprende:

a) adquirir datos a una primera frecuencia; y
b) opcionalmente, adquirir datos a una segunda frecuencia y frecuencias posteriores.

7. El método de la reivindicacion 5, en donde dicha adquisicion comprende:
a) dispersar la luz desde un solo punto de una ubicacion a través de un monocromador;
b) adquirir el espectro Raman completo de ese punto en un detector de matriz; y
c) repetir a) y b) en multiples ubicaciones.
8. El método de la reivindicacion 5, en donde dicha adquisicion comprende:
a) excitar la muestra con una linea de radiacion;
b) adquirir el espectro completo de cada pixel espacial de la linea; y
c) explorar la linea a través de la muestra.
9. Un método que comprende:
a) poner en contacto una muestra de tejido con al menos una particula SACN conjugada con una biomolécula
como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y capaz de unirse especificamente a la muestra
de tejido; y
b) adquirir una imagen Raman de la mezcla de tejido y particulas SACN conjugadas con biomoléculas.

10. El método de la reivindicacion 9, que comprende ademas:
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¢) adquirir una imagen Raman de fondo de una muestra de tejido antes de la etapa a) de la reivindicacion 9; y
d) sustraer el espectro de fondo de la imagen Raman de la mezcla de tejido y particulas SACN conjugadas con
biomoléculas adquirida en la etapa b).

11. El método de la reivindicacién 9 o la reivindicacién 10, donde el tejido se pone en contacto con uno o mas
reactivos no SACN adicionales.

12. El método de la reivindicacion 11, donde dicho reactivo adicional se selecciona entre eosina, hemotixilina, y una
combinacién de hemotixilina y eosina.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, que comprende ademas comparar la imagen Raman
con una imagen de una muestra de tejido que se ha tefiido con colorantes organicos fuertemente coloreados para
visualizar el tamafo y la forma de la célula.

14. Un método que comprende:

a) poner en contacto una muestra sospechosa de contener un analito con al menos una pareja de unién
especifica del analito en una superficie de ensayo de flujo lateral para unirse al analito en la muestra;

b) previa, simultdnea o posteriormente a la etapa a), unir al menos una pareja de union del analito con una SACN
como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4;y

c) detectar una sefial de SERS mediante la que se determina la presencia del analito en la muestra segun la
intensidad o presencia de la sefal, mediante lo que se determina la presencia de al menos un analito en la
muestra.

15. Un método de deteccion de un analito que comprende:

a) obtener una muestra bioldgica; y

b) poner en contacto la muestra con una SACN bioconjugada como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, y que comprende una biomolécula que se une al analito (SACN bioconjugada); y

c) detectar el analito unido a dicha SACN bioconjugada.

16. El método de la reivindicacion 15, en donde la biomolécula y el analito son secuencias de nucleétidos
complementarias.

17. El método de la reivindicacion 15 o la reivindicaciéon 16, en donde la muestra se selecciona entre sangre, suero,

saliva, esputo, lagrimas, sudor, otro fluido secretado, orina, materia fecal, liquido cefalorraquideo, liquido intersticial,
un extracto celular y una célula.
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