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DESCRIPCION
Transferencia de materiales en células utilizando silicio poroso.
Esta invencion se relaciona con formas de transferencia de materiales en células.

Se presentan ocasiones en donde es necesario transferir materiales en células, por ejemplo &cidos nucleicos o
construcciones de acido nucleico, tales como vectores o plasmidos, etc. que se tienen que transferir en una célula
para propositos de manipulacién genética. Adicionalmente, también se necesita que se transfieran productos
quimicos a las células, por ejemplo nucleétidos o manchas, y productos quimicos que afectan la fisiologia de una
célula. Se han desarrollado una serie de procesos quimicos y fisicos para transportar materiales a las células. Estas
técnicas incluyen:

1. microinyeccion directa - se inserta una aguja en una célula y el material se expele a través de la aguja;

2. electroporacion - la membrana celular se hace permeable a algunas moléculas mediante aplicacion de una
descarga de alto voltaje;

3. biolistica — las particulas de tungsteno u oro se recubren con la sustancia deseada que se va a introducir y se
disparan en la célula;

4. co-precipitacion de fosfato de calcio — las células absorben fosfato de calcio, y si se coprecipita ADN/otro material
con el fosfato de calcio este también se toma en la célula;

5. transformacion mediada (a través de liposomas, vectores viricos, o bacteriales); y
6. transformacion de protoplasto.

Un objetivo de un aspecto de la presente invencion es utilizar un nuevo material para ayudar en la transferencia de
sustancias a las células.

La presente invencién proporciona una forma mejorada para proporcionar pequefios volimenes de una sustancia.

La microinyeccion directa implica la insercién mediante una microaguja de ADN directamente en el ndcleo de células
individuales. Se utiliza una micropipeta de vidrio unida a un micromanipulador para inyectar 10%-107 Ul de material,
normalmente una solucion de fragmentos de ADN, en los nicleos celulares. Los “impactos” casi con seguridad, son
dados por la experticia del operador, pero la técnica es laboriosa y no se puede aplicar a un gran nimero de células.

La presente invencion se define en y mediante las reivindicaciones adjuntas.

De acuerdo con un primer aspecto la invencion comprende un vehiculo para transferir una sustancia dentro de la
célula, el vehiculo comprende una particula de poro submicrénico o silicio policristalino y un material que se va a
transferir en una célula y en donde el silicio es reabsorbible.

Preferiblemente se utiliza silicio poroso reabsorbible o bioerosionable.
El vehiculo puede comprender, por lo menos en parte, silicio poroso, y el material que se va a transferir en la célula.

Preferiblemente el silicio poroso es reabsorbible. El vehiculo puede comprender un proyectil biolistico de silicio
poroso. El vehiculo puede comprender una sustancia que en uso coprecipitara con una sustancia co-precipitada que
se pone en la célula. El vehiculo puede comprender un electrodo de silicio poroso eléctricamente conductor.

La invencion permite el uso de silicio poroso como un medio de transferencia para transferir materiales en una célula
viva.

Se ha descubierto que el silicio poroso es biocompatible, y ahora se ha descubierto que el silicio poroso se puede
corroer en, o reabsorber en, un organismo mamifero sin efecto perjudicial significativo. Se puede utilizar silicio
poroso para ubicar y sustancialmente inmovilizar materiales bioldgicos (o cualesquier sustancia que se introduzca en
una célula), con la sustancia que esta suficientemente libre una vez en la célula para combinarse con el ADN celular,
o de otra forma ser liberado para que tenga un efecto.

De la Solicitud de Patente PCT No. WO 96/10630 se conoce una matriz de plas o puntas de silicio
micromecanizadas que se utilizan mecanicamente para perforar la membrana de plasma de grandes series de
células simultaneamente. Esto es mas eficiente que perforar una sola célula con una Unica aguja, lo que puede
resultar en una operacion laboriosa si se necesita introducir material en cientos de células. Las puntas del
documento WO 96/10630 son, en retrospectiva, menos efectivas en la transferencia de material (por ejemplo ADN)
en una célula perforada de lo que podrian ser. Por ejemplo, se propone en ese documento utilizar fuerzas de tension
superficial entre las puntas poco distantes para sujetar el material biolégico que se va a introducir en las células en
los espacios entre las puntas, y atraparlo entre las puntas (sondas) y el sustrato.
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En el documento US 5 262 128 se describe una propuesta que se publicé en 1993 y pretende ensefiar al experto en
la técnica a producir una matriz de agujas de silicio que utiliza los Procesos de Liga. Se considera que este
documento no es favorable en su fecha de presentacion (y publicacién). En 1989 cuando se present6 la solicitud, y
en 1993 cuando se publicd, la persona medianamente versada en la técnica no podia producir agujas de silicio muy
finas que tuvieran un lumen central como se discute en este documento que utiliza las técnicas discutidas. El
Proceso de Liga no es adecuado para fabricar agujas huecas en silicio, y no permite que se realicen estructuras
inclinadas.

El documento US 5 457 041 describe una matriz de agujas sélidas hechas de silicio que tienen puntas irregulares.
El documento US 5 591 139 describe una microaguja de silicio que se forma en el plano de una placa de silicio.

El documento WO 97/06101 describe un método para producir silicio bioactivo como una placa, y sugiere usos para
el silicio bioactivo en la fabricacion de biosensores y en bioensayos.

El documento WO 92/01802 describe la idea de poner una sustancia en una célula al incorporar la sustancia en un
liquido y hacer las particulas del liquido, y luego acelerar las particulas de hielo para penetrar las células, las
particulas de hielo se funden después de la penetracion celular.

El documento JP 06 034 361 describe una punta microscopica de fuerza atémica de silicio poroso. El dispositivo no
penetra la superficie que se va a examinar.

El documento US 4 969 468 describe agujas de metal sélidas para contacto eléctrico con nervios.
La invencion puede comprender un elemento que penetra la célula hecho de silicio poroso.

El elemento que penetra la célula se puede adaptar para tener una sustancia que se va a introducir en una célula
transportada por el silicio poroso.

La invencién puede comprender un elemento que penetra la célula o un microperforador que comprende por lo
menos una region de silicio poroso. Preferiblemente la sustancia comprende ADN o ARN, un fragmento de ADN o
ARN, o una construccion de ADN o ARN.

El elemento que penetra la célula se adapta preferiblemente para que tenga una sustancia que se va a introducir a
una célula transportada por el silicio.

La region de silicio poroso se adapta para inmovilizar una sustancia (por ejemplo ADN) en comparacién con su
movilidad cuando se proporciona con una sustancia bioinerte tal como titanio. La region de silicio poroso puede estar
en la punta del elemento que penetra la célula. El elemento que penetra la célula puede tener una capilaridad o red
de poro que se extiende desde un reservorio 0o canal hasta una regién de suministro de sustancia proporcionada
sobre la superficie del elemento que penetra la célula.

El elemento que penetra la célula puede tener un recubrimiento de silicio poroso, o puede ser poroso a lo largo de su
seccion transversal, por lo menos en su punta (u otra region de suministro de sustancia si esa no esta en la punta).
Sustancialmente la superficie exterior entera del elemento que penetra la célula que penetra una célula en uso
puede comprender silicio poroso. El elemento que penetra la célula puede ser una serie de micropuntas de silicio
con un recubrimiento de silicio poroso.

Una ventaja de contener la sustancia que se va a introducir a la célula en la punta del elemento que penetra la célula
es que el material se introduce de forma definitiva en la célula, y normalmente en lo profundo de la misma. Esto
puede aumentar el indice de éxito de la operacién (en muchos casos introducir ADN en células y la absorcién
estable del ADN/fragmento no es estadisticamente muy exitosa - un pequefio porcentaje puede tener éxito, es por
eso que se tienen que inyectar muchas células).

En lugar de utilizar silicio poroso para inmovilizar el material sobre la punta/asegurar por lo menos algo del material
gue esta presente sobre la punta, se pueden utilizar otros medios de sujecion. Por ejemplo, el silicio policristalino
puede sujetar algunas sustancias en los limites del grano. Los medios de sujecién pueden comprender un material
poroso.

Se conoce la inmovilizacion de fragmentos de ADN en silicio macroporoso en el campo de un genosensor de paso
de flujo (Advances in Genosensor Research. K.L. Beattie et al. Clin. Chem. 41, 700 (1995)).

Una ventaja del silicio poroso es que su bioactividad se puede ajustar al controlar su tamafio de poro y porosidad.
Por lo tanto es posible crear un elemento que penetre la célula con punta porosa con poros adaptados para
sujetar/inmovilizar una molécula o sustancia deseada particular. Por supuesto, la sustancia no se inmovilizara de tal
manera que por lo menos algo del material no pueda salir de la punta cuando la punta esté en la célula.
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El silicio poroso tiene otra gran ventaja ya que existe la seleccion de material para un elemento que penetra la célula
en aquellas técnicas de micromaquinizacion para fabricar dispositivos a pequefia escala de silicio, por ejemplo en la
industria de electrénicos.

Se sabe como hacer una estructura de silicio porosa (ver por ejemplo US 5 348 618).
Se puede proporcionar una matriz de elementos que penetran la célula.

También se conoce una matriz de micropuntas para un propoésito completamente diferente — para catodos de
emision de campo utilizados en aplicaciones microelectrénicas de vacio. Aqui, un chip de silicio de 5 mm cuadrados
normalmente contiene aproximadamente 500 micropuntas de forma piramidal con anchuras de punta de 50mm —
1um y alturas de 10 — 100um, dependiendo de los parametros de fabricacion seleccionados. En retrospectiva, esto
seria adecuado para la porosificacion y luego para el uso como microperforadores para transferir una sustancia en
las células. Incluso también se conocen que tienen catodos piramidales de silicio poroso - por ejemplo emision de
campo a partir de catodos piramidales cubiertos en silicio poroso. P.R. Wilshaw et al. J. Vac. Sci. Techn. B12,1
(1994); Fabrication of Si field emitters by forming porous silicon. D. Kim et al. J. Vac. Sci. Tech. B14, 1906 (1996); y
Porous silicon field emission cathode development. J.R. Jessing et al. J. Vac. Sci. Techn. B14, 1899 (1996). Sin
embargo, estos existen en un campo totalmente diferente, y ninguno muestra un microperforador que se mantenga
sobre el ADN, ARN, o cualquier otra sustancia que se va a introducir en una célula.

El vehiculo para transferir material en una célula, puede comprender por lo menos en parte material reabsorbible.

El vehiculo puede comprender silicio reabsorbible, tal como silicio poroso, o silicio policristalino. La totalidad del
vehiculo se puede hacer del material reabsorbible, o solo parte de este. El vehiculo puede comprender silicio
bioactivo. (Por “reabsorbible” se entiende que el material se corroe/absorbe/erosiona/ o de otra forma desaparece in
situ en fluidos fisiolégicos. Por “bioactivo” se entiende que el material puede inducir la sedimentacion de precipitados
de fosfato de calcio sobre su superficie bajo condiciones fisiolégicas (cuando esté en fluidos corporales)).

Si se retiene el vehiculo en la célula se absorberd/corroera/erosionard o reabsorberd, o parcialmente se
reabsorberd, y sera menos que una irritacion/ cuerpo extrafio para la célula a su debido tiempo.

Se puede utilizar silicio reabsorbible/ otro material en un técnica biolistica. Por ejemplo el vehiculo para transferir
material en una célula puede ser un proyectil biolistico.

El vehiculo para transferir material en la célula puede comprender un proyectil biolistico que comprende silicio
poroso.

El proyectil puede tener una sustancia que se introduce en la célula adherida a este. El proyectil se puede impregnar
con material (por ejemplo material de ADN). Se puede saturar sustancialmente con material. El proyectil puede
comprender una particula de silicio submicrénica. La particula de silicio se puede volver porosa mediante las
técnicas de ataque de mancha. La particula es preferiblemente mesoporosa.

Un proyectil biolistico reabsorbible no dejaria detras en la célula una particula, como los proyectiles biolisticos de oro
o tungsteno. El proyectil no necesita ser poroso en todo el trayecto - puede tener un revestimiento poroso. El
proyectil reabsorbibe no se fabrica necesariamente de silicio poroso, o es todo de silicio, pero se ha identificado el
silicio poroso como un material especialmente adecuado.

La invencidon permite un método para transferir material en una célula que comprende las etapas de disparar el
vehiculo que transporta dicho material en la célula. El vehiculo puede ser un proyectil y preferiblemente se dispara el
proyectil en la célula por medio de un gas presurizado, por ejemplo helio.

El proceso de biolistico biologico se utiliza a menudo en donde la mayoria de las técnicas estandar no funcionan.
Los materiales impregnados reabsorbibles, tales como silicio poroso ofrecen ventajas biocompatibles sobre las
series de materiales metalicos resistentes a corrosion.

La presente invencidon permite un método para fabricar un vehiculo para transferir material en una célula que
comprende las etapas de hacer el vehiculo por lo menos parcialmente poroso e introducir al vehiculo el material que
se va a transferir a la célula.

Preferiblemente el vehiculo comprende un proyectil de silicio, mas preferiblemente una particula de silicio
submicrénica que se puede hacer porosa, preferiblemente mediante técnicas de ataque de mancha. El proyectil
puede tener el material que se va a introducir a la célula, adherido a este o alternativamente se puede impregnar con
el material.

El vehiculo puede ser una particula submicrénica y el material que se va a transferir se puede coprecipitar (con una
sustancia precipitada) utilizando el vehiculo como un sitio de nucleacion.
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El vehiculo para transferir material en una célula puede comprender silicio bioactivo. El vehiculo puede estar
asociado con el material que se va a transferir en una forma adaptada para co-precipitar con una sustancia que ha
sido tomada por las células. El coprecipitado puede ser un precipitado de fosfato de calcio.

La invencion permite un método de introduccion de material en una célula que comprende asociar el material con
una particula de silicio, precipitar el fosfato de calcio sobre la particula para formar una particula combinada de
fosfato de calcio/silicio, y disponer la célula para que absorba la particula combinada de fosfato de calcio/silicio de
particula combinacion.

En la técnica de electroporacién de la membrana celular puede hacerse permeable mediante la exposicion de las
células a un choque eléctrico breve de muy alta tensién. El silicio bioactivo de baja porosidad es eléctricamente
conductor y esta adecuadamente desarrollado como una matriz de acoplamiento intimo de células adherentes de
mamiferos que crecen en matrices de microelectrodos.

Al tener silicio bioactivo, por ejemplo silicio poroso o silicio policristalino, como uno o ambos electrodos en el aparato
de electroporacion se prevé que tiene lugar mejor transferencia de ADN.

La invenciéon permite un método de electroporacion que comprende proporcionar un electrodo bioactivo de silicio
eléctricamente conductor.

Preferiblemente el método comprende cultivar células sobre el electrodo. El método puede comprender proporcionar
una matriz de electrodos de silicio bioactivo, posiblemente con células que crecen en ellos. El electrodo, o
electrodos, se pueden recubrir con silicio poroso o pueden ser de silicio poroso a lo largo de su seccién transversal,
por lo menos en una region de su altura.

La invencion también permute un aparato de electroforesis que comprende un electrodo bioactivo. Preferiblemente
el electrodo es silicio bioactivo, més preferiblemente silicio poroso. Se puede proporcionar una matriz de electrodos,
0 microelectrodos.

La invencion también permite el uso de silicio bioactivo, preferiblemente silicio poroso, en la preparacion de aparatos
para la introduccion de materiales en células.

Puede ser Uutil clarificar que los materiales bioactivos son una clase de materiales que cuando provocan in vivo una
respuesta biolégica especifica esa resulta en la formacion de un enlace entre el tejido vivo y ese material. Los
materiales bioactivos también se conocen como biomateriales de superficie reactiva. Los materiales reabsorbibles
son materiales que estan disefiados para desaparecer o degradarse in vivo gradualmente con el tiempo, y pueden o
no pueden ser reemplazados por tejido. Los materiales bioerosionables son materiales que se erosionan in vivo, con
el material que posiblemente se absorbe por las células, o posiblemente no se absorba. Un material bioinerte es un
material que no provoca una respuesta bioldgica local bruta in vivo.

Varias realizaciones de la presente invencion se describiran ahora por medio solo de ejemplo con referencia a las
Figuras, en las que:

La Figura 1 muestra un proyectil de silicio poroso impregnado con ADN;
La Figura 2 muestra un nucleo de silicio poroso impregnado con el ADN y rodeado por fosfato de calcio;
La Figura 3 ilustra una técnica de electroporacion,

Las Figuras 4 y 5 muestran graficos SIMS que demuestran la afinidad del ADN para el silicio poroso y que se
pueden liberar desde una superficie de silicio poroso.

La Figura 1 muestra un proyectil biolistico 40 que comprende una particula de silicio submicrénica que se hace
mesoporosa mediante ataqgue con mancha.

En uso, el proyectil 40 se impregna con la sustancia que se va a introducir en una célula y se dispara en la célula
utilizando helio presurizado. Como el silicio poroso es un material reabsorbible, preferiblemente se reabsorbera
completamente, y por lo menos se reabsorbera parcialmente, por la célula a la que ingresa, y por lo tanto comprende
menos de un cuerpo extrafio que los proyectiles biolisticos tales como oro o tungsteno que llevan particulas de metal
en la célula.

La Figura 2 muestra un nucleo de silicio poroso 50 impregnado con una sustancia que se introduce en una célula
(por ejemplo ADN/ARN) y el precipitado de fosfato de calcio 52 formado alrededor del nacleo 50. El fosfato de calcio
52 se coprecipita con ADN/ARN, de tal manera que una capa de material genético/fosfato de calcio rodea el nucleo
de silicio bioactivo 50. El nucleo de silicio bioactivo induce localmente la supersaturacion de fosfato de calcio. Puede
ser posible colocar un nudcleo de silicio bioactivo junto a una célula/contra la pared de una célula, y co-precipitar
ADN/Ca(P0O4)2 contra el ncleo y contra la pared de la célula. Si el nicleo es fagocitado este se puede reabsorber.
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El ndcleo 50 no necesita tener sobre si ningiin ADN/ARN/ni ninguna sustancia activa — puede servir simplemente
como un buen sitio de nucleacion para co-precipitacion de ADN/Ca(PO4)..

Se conoce el uso de perlitas de vidrio como un sitio de nucleacién para transfeccién de ADN por co-precipitacion de
fosfato de calcio — véase por ejemplo el documento de Watson y Latchman en “Methods (San Diego) 1996 10(3),
289-291 (Eng).

Se apreciara que los microporos son poros con un diametro de 2 nm o menos; los mesoporos tienen un diametro de
2 nm-50 nm y los macroporos tienen un diametro de 50 nm o mas.

También se ha dado cuenta de que es posible mejorar la eficiencia de la introduccién de materiales a las células en
una técnica de electroporacién, como se muestra en la Figura 3, utilizando silicio poroso, preferiblemente silicio
mesoporoso (pero también son Utiles el silicio macroporoso y microporoso).

El uso de un electrodo de silicio poroso (o de otro material poroso bioactivo, o silicio policristalino bioactivo) 60, 61
alcanza mejor desempefio en la electroporacion. Debido a que el electrodo es bioactivo, en lugar de ser bioinerte,
las células (tipicamente células animales) tienen una afinidad con este y se localizan sobre su superficie.

El silicio bioactivo de baja porosidad (50% o menos, 0 30% o0 menos, 0 10% o menos) es eléctricamente conductor y
es una matriz intima compleja adecuada de células de mamifero adherentes 62, que pueden crecer en una matriz de
microelectrodos 60, 61. Asi, es posible cultivar células de mamifero en electrodos de silicio poroso bioactivos v,
luego introducir ADN (u otras sustancias) en las células al utilizar electroporacién, con el sustrato sobre el que se
cultivan las células que estan en un electrodo, o incluso ambos electrodos 60, 61, del aparato de electroporacion.
Esto tiene ventajas en el manejo de las células, y alcanza un mejor indice de eficiencia de introduccion de ADN que
sélo tienen las células suspendidas en un medio liquido 63.

Se ha demostrado el hecho de que el silicio poroso es reabsorbible/erosionable in vivo en los mamiferos por los
inventores, y esto sustenta algunos aspectos de la invencion. El hecho de que el silicio puede ser bioactivo sustenta
otros aspectos de la invencion.

La Figura 4 muestra un grafico SIMS (Espectroscopia de Masas de lones Secundarios) que muestra la
concentracién de nitrégeno con profundidad en una lamina de silicio poroso. EI ADN es rico en nitrégeno, y la
deteccion de altos niveles de nitroégeno en el silicio poroso es una medida de cuanto ADN esta presente. El grafico
70 muestra el la Iamina de silicio poroso “envejecida” analizada para el nitrdgeno, sin ADN agregado a la superficie
de la lamina. El nivel de fondo de nitrégeno depende del tipo de pelicula de silicio poroso y su “edad” - la duracion de
almacenamiento en el aire ambiente. El grafico 72 muestra el andlisis de la lamina de silicio poroso después de que
se ha aplicado una sola gota de agua a la superficie de la lamina de silicio poroso. Es 1 ng por u litro de ADN en la
gota de agua. La gota de solucion de ADN se seca a 50° C antes de analizar la lamina. El grafico 74 muestra la
cantidad de nitrégeno en el silicio poroso cuando el mismo 1 ng por p litro de ADN en gota de agua se aplica a la
lamina y se secay, luego la lamina se lava en agua desionizada a 50° C.

Como se observara, no se muestra mas nitrogeno en el grafico 72 que en el grafico 70, que muestra que el ADN
esta siendo detectado por la prueba. El grafico 74 muestra que la etapa de lavado se elimina algo, pero no todo, el
ADN - que algo del ADN fue probablemente parcialmente inmovilizado en el silicio poroso, que se va a liberar mas
adelante (durante el lavado).

La Figura 5 muestra graficos SIMS equivalentes para la misma capa después de tratamiento de agua pura. El silicio
poroso “madurado” se ha almacenado al aire ambiente y ha adquirido un nivel de fondo de nitrégeno debido a la
adsorcion de 6xidos de nitrégeno y amoniaco - gases de traza contaminantes comunes. El grafico 80 muestra el
silicio poroso madurado sin ADN, el grafico 82 el silicio poroso madurado con un depdsito de gotitas de agua (sin
solucion de ADN), y el grafico 84 muestra de nuevo la comparacién del analisis del silicio poroso madurado con 1
ng/plitro de ADN en solucién agregado y secado a 50 °C.

Los datos de SIMS mostrados en las Figuras 4 y 5 demuestran que el silicio poroso puede unirse de forma reversible
al ADN.

Quizas se puede considerar que la invencion utiliza silicio poroso (o tal vez silicio policristalino) como un vector
inorganico para transportar/transferir material en una célula viva.
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REIVINDICACIONES

1. Un vehiculo para transferir material en una célula, el vehiculo comprende una particula de poro submicrénico o
silicio policristalino y un material que se va a transferir en una célula y en donde el silicio es reabsorbible.

2. Un vehiculo de acuerdo con la reivindicacién 1 en donde la particula submicrénica comprende una capa de silicio
porosa.

3. Un vehiculo de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde la particula submicrénica comprende silicio
bioactivo.
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