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DESCRIPCION
Fotoporacion microfluidica
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un sistema para la inyeccion de “agentes de inyeccion” que podrian incluir
agentes quimicos, material particulado (por ejemplo nanoparticulas, puntos cuanticos) o agentes bioldgicos (por
ejemplo, ADN, ARN, proteinas) en células bioldgicas, por medio del uso de un campo oéptico para la
permeabilizacién celular en conjuncién con un flujo de fluido.

Antecedentes

El uso de un haz laser enfocado para crear un poro auto-cicatricial de un diametro de sub-micrones en la membrana
plasmatica de una célula (fotoporacién/optoporacién), para la introduccion selectiva de sustancias impermeables a la
membrana (inyeccion Optica/optoinyeccién) que incluyen acidos nucleicos (transfeccion Optica), es una técnica
potente que se aplica mayoritariamente para tratar células Unicas. La membrana de una célula sana es impenetrable
a las grandes moléculas polares. La capacidad para superar esta barrera e inyectar un material ajeno, tal como
acidos nucleicos (por ejemplo, ADN, ARNm, ARN de interferencia, un tinte o un farmaco, por ejemplo, en una células
biolégica viva sin dafar la integridad de la células o el agente, es de interés para un amplio intervalo de aplicaciones
en biologia y medicina.

Existe una variada gama de métodos para permeabilizar la membrana de una célula para la insercién de material
ajeno que incluye: la insercion de pipetas de tamafio micrén (microinyeccién); aplicacién de campos eléctricos
(electroporacion); insercion balistica de nanoparticulas recubiertas (pistola genética); transporte de agentes
terapéuticos encapsulados en particulas basadas en lipidos (lipofeccion) o polimeros; suministro virico; formacién de
poros o permeabilizacién utilizando ondas acusticas (sonoporacion); y utilizando campos de laser para abrir un poro
transitorio en la membrana (fotoporacién). De estos, la fotoporacién ha demostrado satisfactoriamente en un amplio
intervalo de tipos de células animales y vegetales y tiene muchas ventajas. Sin embargo, las estrategias de
fotoporacién hasta ahora se han limitado a los estudios de bajo rendimiento, a pequefa escala, ya que necesitan
dosificacién secuencial manual de células individuales.

Un sistema que empieza a afrontar el problema del rendimiento de la fotoporacién se describe en Marchington et al.
en Biomedical Optics Express 1, 2, 527 (2010). Este sistema tiene un chip microfluidico que se utiliza para
suministrar las células por medio de un haz de laser de femtosegundos enfocado para la fotoporacion, lo que hace
posible que las células se dirijan en una estrategia automatica. El haz se enfoca a un punto de difraccién limitada
utilizando un objetivo de microscopio externo, y las células se pasan a través del foco en una direccién ortogonal a la
direccion de propagacién del laser. Haciendo esto se permite que se alcancen resultados de una célula por segundo.
Sin embargo debido a la necesidad de que las células se expongan al haz 1 - 10 milisegundos, el rendimiento sigue
siendo limitado.

Otro sistema que intenta afrontar el problema del rendimiento en la fotoporacion se describe por Marchington
Marchington et al in Conference on Lasers and Electo-Optics (CLEO) and Quantum Electronics and Laser Science
Conference (QELS) 16 May 2010. El sistema tiene un chip microfluidico. En el chip, los pulsos de femtosegundos
enfocados con precision se combinan con el enfoque hidrodindmico para proporcionar un suministro continuo de
células al haz laser para la inyeccién éptica. Se abre un agujero transitorio en la membrana segun pasa a través.

Sumario de la invencion

De acuerdo con la presente invencién, se proporciona un sistema de permeabilizacion celular microfluidica para
permeabilizar una o mas células en un flujo de fluido de acuerdo con la reivindicacién 1, estando descritas las
realizaciones preferidas por las reivindicaciones dependientes 2 a 13. La invencién también proporciona un método
para permeabilizar una o mas células de acuerdo con la reivindicacion 14, y preferentemente de acuerdo con la
reivindicacion 15.

Debido a que el haz de luz y el flujo de fluido son colineales, la dosis de laser necesaria para la fotoporacion se
puede extender a lo largo de toda la longitud de interaccion del campo del laser en vez de estar confinado a un
pequerio volumen de interaccion. Esto permite un aumento de la tasa de flujo del fluido y por tanto del rendimiento.
Una ventaja mas es que las células se pueden pasar secuencialmente a través del campo de luz para la poracion
continua. Esto se puede llevar a cabo en una manera automatica de alto rendimiento para la inyecciéon de un gran
numero de células, con las altas eficacias y viabilidades tras la inyeccién que son posibles utilizando la fotoporacion.

El sistema microfluidico puede tener medios para guiar las células en una region de confinamiento contenida en el
flujo de fluido en la parte de permeabilizacion. Preferentemente, los medios de guia de células se basan en enfoque
hidrodinamico. Los medios de guia celular pueden comprender una boquilla tridimensional. El haz de luz puede
extenderse sobre un volumen que incluye la region de confinamiento.
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Preferentemente, el canal de fluido tiene un “codo en L” 0 una “curva en S” o una “curva en U”, y la fuente optica se
posiciona en la curva.

El canal y la fuente optica se pueden disponer de forma que el haz de luz sea paralelo a las paredes del canal.

El canal y la fuente éptica ser pueden disponer de forma que en la parte de permeabilizacion del flujo celular se
mueva en una direccion opuesta a la direccién de propagacion del haz de luz.

El sistema de microfluidico puede tener medios de variacion del perfil de intensidad del haz luminico. Tales medios
pueden incluir una lente axicon y/o un modulador espacial de luz. Los medios de variacién del perfil de intensidad del
haz luminico se pueden utilizar para generar un haz de luz no difractante tal como un haz de Bessel.
Preferentemente el haz de Bessel una propagacion sin variacion a lo largo de la longitud de la parte de
permeabilizacién del canal. Debido a esta propagacion extendida sin variacion del punto focal, el haz de Bessel se
puede posicionar a lo largo de la longitud de la curva en S, para una tasa de flujo de fotoporacion. El ndcleo central
del haz de Bessel se repara por si mismo alrededor de una obstruccién. Esto significa que se pueden porarse /
permeabilizarse multitud de células en el flujo simultdneamente (en que cualquier célula alineada con el nucleo
central se considera una obstruccién).

El sistema de microfluidico puede tener una o mas entradas que se proporcionan para introducir uno o mas fluidos
adicionales en el canal de microfluidico. La una o mas entradas se pueden posicionar para permitir que se
introduzcan uno o mas fluidos adicionales en el canal de microfluidico antes del canal de permeabilizacién.

La luz puede acoplarse en al canal de permeabilizacién utilizando una fibra éptica o una guia de onda.

El canal puede tener una seccion cruzada cuadrada 0 una seccién cruzada circular o una seccién cruzada
rectangular. El canal puede tener dimensiones seccionales cruzadas en el intervalo de 1-500 um, por ejemplo, 10-
500 um, opcionalmente 50-100 um. El canal de microfluidico y/o la fuente 6ptica se pueden formar en el chip,
formando un dispositivo integrado en el chip.

La fuente dptica se puede disponer para proporcionar un haz de luz que es tal que la funcién celular se conserva
después de la permeabilizacién.

Como ejemplos no limitantes, el sistema se puede utilizar para permear membranas de células bioldgicas (animales,
vegetales o fungicas), bacterias, secciones de tejido o células multiples unidas, organismos vivos multicelulares
microscopicos, vesiculas extracelulares (p9or ejemplo, exosomas), organulos subcelulares (por ejemplo,
mitocondrias, nucleos, cloroplastos, endosomas, vesiculas), lipidos y micelas artificiales, goticulas lipidicas, y
versiones artificiales o modificadas de cualquiera de estas particulas enumeradas. El intervalo de tamafos de las
particulas que se podrian permear podria variar dese 10 nanémetros a 1 milimetro.

De acuerdo con la presente invencién, se proporciona un método para permeabilizar una o mas células en un flujo
de fluido que comprende la exposicion de las células del fluido a un haz de luz que es colineal con la direccién del
flujo de fluido. Preferentemente, el haz de luz es un haz de Bessel.

El método puede comprender la introduccion de uno o mas fluidos adicionales en el flujo de fluido antes de la
exposicion luminica.

Breve descripcion de los dibujos

Varios aspectos de la invencion se describiran en este momento solo a modo de ejemplo y con referencia a los
dibujos adjuntos, de los cuales:

La Figura 1 es una vista esquematica de un sistema de fotoporacién con un chip microfluidico con una geometria
de canal de curvaen S;

La Figura 2 es una vista esquematica de una actualizacion para producir un haz de Bessel utilizando una lente
axicon;

La Figura 3 es una vista esquematica de un sistema de fotoporacién con un chip microfluidico con una geometria
de canal de curva en Sy una lente para transmitir un haz de Bessel en el canal;

La Figura 4 es una vista esquematica de otro sistema de fotoporacién con un chip microfluidico con una
geometria de canal de curva en S y una lente para emitir un haz de Bessel en el canal;

La Figura 5 es una vista esquematica de un sistema mas de fotoporacion con un chip microfluidico y una
geometria de canal de curva en S y una lente para emitir un haz de Bessel en el canal;

La Figura 6 es una vista esquematica de otro sistema mas de fotoporacion con un chip microfluidico y una
geometria de canal de curva en S, con un sistema de suministro de fibra dptica,

La Figura 7 es una vista esquematica de un sistema de fotoporacién con un chip microfluidico con una geometria
de canal de curva en S, con un sistema de suministro de fibra éptica y un elemento para dar forma al haz.

La Figura 8 es una vista esquematica de una actualizacién éptica para la fotoporacion de microfluidico;
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La Figura 9 muestra los gréaficos del pico de intensidad y tamafo de nucleo contra la distancia que se obtiene
para el haz de Bessel con la actualizacién de la Figura 8;

La Figura 10 es una vista esquematica del chip microfluidico con un canal de poracién con curva en S;

La Figura 11 muestra una vista en corte del interior de una junta en T que alinea un capilar de muestra (a la
izquierda) con un flujo de tampodn (arriba);

La Figura 12 muestra un grafico del porcentaje de particulas que pasan a través de la region central del canal
(en15 um) contra la relacion del flujo tampon-muestra;

La Figura 13 muestra las perlas en un canal de microfluidico sin flujo de tampdn (a la izquierda), con una relacion
de flujo tampoén/muestra de 210:30 ulhr’;

La Figura 14 muestra las eficacias de inyeccion dptica de las células HL-60 con yoduro de propidio, y

La Figura 15 muestra la fase de contraste de la imagen de HL-60 (a la izquierda) y la fluorescencia Pl que se
observa en las mismas células (a la derecha).

Descripcion especifica

La Figura 1 muestra un chip microfluidico 10 que tiene una entrada de muestra 12, una salida de muestra 14 y un
canal de flujo de fluido 16 que tiene una geometria de curva en S que produce que la direccion del flujo de fluido
cambie segun se mueve el fluido a través del canal 16, una lente 18 que se utiliza para enfocar o emitir un campo
Optico en una seccién de poracion 20 del canal de fluido 16. El haz laser se acopla en el canal de poracién 20
colineal a la direccién del flujo de fluido. Un medio fluido que contiene las células y posiblemente un agente que se
va a inyectar en las células fluye a través del canal de fluido 16. Una vez en el canal de poracion 20, el haz laser se
utiliza para permeabilizar las membranas de las células segin se mueven a la salida de muestras 14.

Se puede utilizar cualquier haz laser adecuado en la disposicion de la Figura 1. Sin embargo, en una realizacién
preferida, se utiliza un haz de Bessel. Los haces de Bessel son no difractarios y por lo tanto de propagacion
invariable. También son auto-reparables, y si se obstruyen parcialmente en algun punto, se reformaran el eje del haz
en un punto mas abajo.

La Figura 2 muestra una disposicion optica para la emisién de un haz de Bessel. El haz de Bessel se genera por una
lente axicon 22 que tiene un cono de angulo a. Las Opticas de emision 24 tienen dos lentes con longitudes focales 1
y f2. Las lentes se proporcionan para emitir y redimensionar el haz de Bessel en el chip microfluidico 10. En
particular, en la disposicién que se muestra en la Figura 2, el nucleo del haz de Bessel se reduce por el factor f2/f1.
La combinacion de las lentes y el cono en angulo o, determina el radio final del nucleo del haz de Bessel y su
longitud de propagacion invariable.

La Figura 3 muestra las dltimas lentes f2 en el sistema de emisién en la Figura 2 que enfoca un haz de Bessel en el
canal de poracion 20 de un chip microfluidico con curva en S. La distancia z indica la longitud de no difraccion del
nucleo del haz de Bessel. La distancia z dividida por la velocidad de flujo en una region del nucleo del haz da una
medida de la duracién de la dosis de fotoporacion. Por la extension de la distancia z, se puede aumentar la tasa de
flujo.

La Figura 4 muestra un sistema de poracion microfluidica similar a los que se habian descrito anteriormente, pero
con dos entradas de tamp6n 25, 26 que alimentan la curva en S corriente abajo de la entrada de la muestra 12, pero
antes del canal de poracién 20. Las entradas de tampdn 24, 26 permiten que fluyan uno o mas tampones para
incorporarse para proporcionar el enfocado de flujo (enfocado hidrodinamico) de la muestra para confinar las células
en el centro del canal 16 en una o dos dimensiones. Esto permite el enfoque hidrodinamico para proporcionar el
confinamiento de la muestra en una o dos dimensiones. El confinamiento podria proporcionarse combinando
multiples corrientes de fluido, como se muestra, o por medio de campos eléctricos. Las lentes f2 emitan un haz de
Bessel en el canal de poracion 20 con didametro del nicleo invariable por encima de la longitud z.

La Figura 5 muestra otro sistema mas de poracion microfluidica similar a los que se han descrito anteriormente, pero
con una entrada de inyeccion de reactivo 28 para permitir que se inyecte un reactivo en la corriente de la curva en S
a partir de la entrada de la muestra 12, pero antes del canal de poraciéon 20. Como antes, las lentes f2 emiten un haz
de Bessel en el chip 10, con una invariancia del diametro del nucleo por encima de la longitud z. Dependiendo de la
constante de difusion de la inyeccion del agente, se puede necesitar un mezclado en el chip de elementos para la
mezcla homogénea del agente con las células.

Se podrian incluir entradas para otros agentes tales como fijadores, tinciones de viabilidad, farmacos, colorantes
fluorescentes, antibiéticos, o multiples inyecciones de agentes, por ejemplo. Una entrada para un liquido inmiscible,
tal como silicona o aceite mineral se podrian incluir para encapsular células en goticulas, por ejemplo goticulas
basadas en agua (que contienen una o mas células) en un medio basado en aceite. Tal sistema de goticulas podria
ser capaz del consumo del agente reducido, el suministro preciso de las concentraciones de | reactivo a las goticulas
y mejorar la homogeneidad del reactivo, por ejemplo. Controlando el especiado de las gotas, se podria manipular el
espaciado de multiples células en la parte de permeabilizacién del canal.

La Figura 6 muestra una fibra éptica 30 para el suministro de luz laser a un chip microfluidico doblado en S 10. El
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haz laser se acopla a la fibra 6ptica 30, que suministra luz al chip 10. La fibra 30 suministra la luz directamente al
canal microfluidico 16. De manera alternativa, mas elementos para dar forma al haz y/o directores de ondas se
pueden proporcionar en el chip para dar forma y/o dirigir la luz al canal de poracion 20. Una lente 32 podria utilizarse
para acoplar la luz a la fibra, o alternativamente se podria utilizar un laser en trenza (donde la fibra se une a la faceta
del laser). En otra realizacion, los directores de onda se incluyen internos en el chip para el suministro de luz a
multiples regiones internas en el chip, y los elementos que dan forma al haz se utilizan para crear haces de Bessel, 0
multiples puntos focales.

La Figura 7 muestra un chip 10 con una fibra éptica 30 para el suministro de luz al chip 10 y un elemento que da
forma al haz 34 entre la fibra 30 y el canal de fluido 15 para producir varias formas de haz. La fibra 30 podria
remplazarse con una guia de onda, permitiendo circuitos 6pticos mas complicados, tales como los que suministran
la luz en mdltiples regiones del chip. En este caso una fibra éptica se puede utilizar para suministrar la luz del laser a
los directores onda.

En todos los ejemplos descritos anteriormente, las dimensiones del canal microfluidico deberian ser mayores que las
particulas o células que se van a fotoporar para evitar que ocurran bloqueos. El aumento del tamafo del canal
reduce la tension tangencial sobre las células, pero también reduce la probabilidad de que las células se solapen
con el haz de fotoporacién, aumentando asi las necesidades para el enfoque de las células. El tamafio maximo para
el canal se determina por el numero de Reynolds. Un nimero de Reynolds bajo es deseable para obtener un
determinado flujo de células laminar libre de turbulencias, para la dosificacién controlada de laser. Dimensiones del
canal de 50-100 um son apropiadas para la fotoporacion de células de mamifero con didmetros hasta de 25 um. Si
se incorpora el confinamiento de células, por medio de enfoque hidrodinamico, por ejemplo entonces es importante
el tamafo del flujo celular confinado (por medio del cambio de la relacién de las tasas de flujo de la muestra y el
tampon) mas que las dimensiones totales del canal.

El tamano del haz 6ptico que se va a suministrar al canal de flujo también es una consideracién. En el caso del haz
de Bessel, las dimensiones de la seccidn transversal del canal deberian ser mayores que las del diametro del anillo
mas externo del haz de Bessel, de forma que no difracte y asi truncar la longitud de propagacion. La
desmagnificacion del haz de Bessel podria permitirle ajustarse a un canal mas pequefo pero estos es a expensas
de la longitud de propagacion y el diametro del nicleo.

El perfil de seccion transversal del canal de flujo normalmente es circular o cuadrado. Un perfil circular produce un
perfil de flujo parabdlico simétrico radialmente. Un perfil de flujo similar se crea utilizando el canal de flujo cuadrado.
Un perfil rectangular produce un perfil de flujo de la seccién transversal que tiene a estar mas préximo al flujo “tipo
clavija” de Hele-Shaw, que podria permitir que muchas células fluyan en paralelo a velocidades de flujo del fluido
casi idénticas. Combinado con una fotoporacion laser iluminando a lo largo de un plano, se podrian proporcionar
resultados de dosificacion de laser muy grandes.

Con respecto al perfil lateral del canal de flujo de fluido, en el punto de entrada del haz deberia ser plano para
permitir que el haz entre sin impedimentos, exceptos las pérdidas debidas a las reflexiones de Fresnel (que podrian
opcionalmente minimizarse con revestimientos anti-reflexion adecuados y/o indice de coincidencia).

El confinamiento de las células en una regién (por ejemplo el centro) del canal de flujo, para el solapamiento optimo
entre el laser y las células en movimiento, se podria conseguir utilizando varios métodos, tales como enfoque
hidrodinamico, como se ha expuesto anteriormente. Otras técnicas par confinamiento celular se basan en los efectos
de inercia del flujo de Dean; enfoque dirigido por campo eléctrico, tales como la dielectroforesis, o la fuerza directora
de Bernouilli hacia el centro del canal del flujo debido al perfil de flujo parabélico, por ejemplo.

El flujo de fluido se puede dirigir por uno o varias bombas disponibles o0 métodos para internar en el chip. Esto podria
ser por bombeo de fluido externo utilizando bombas jeringas, bombas peristalticas, bombas directoras de presion, o
alimentacion por gravedad (efecto sifén), o flujo dirigido interno en el chip se podrian generar utilizando campos
eléctricos para el flujo dirigido electrocinético del fluido y/o particulas. Los campos O6pticos podrian utilizarse para
dirigir particulas alrededor del chip utilizando fuerzas de gradiente y/o dispersion, lo que podria aumentarse con
particulas dieléctricas para aumentar el contraste total entre la célula (y particula dieléctrica) y el medio circundante.
La direccion del flujo del fluido y la direccion de propagacién del haz éptico podria ser el mismo o el contrario.

Se pueden utilizar varias fuentes épticas para el proceso de fotoporacion, por ejemplo una fuente de laser de
femtosegundos, tal como un laser de Titanio: Zafiro, para el suministro de dosis de femtosegundos a las células. Sin
embargo, un amplio intervalo de otras fuentes han demostrado fotoporar células satisfactoriamente, incluyendo onda
continua, fuentes de picosegundos, y nanosegundos. Ademas, se podria utilizar cualquier fuente adaptada para
proporcionar un haz que se puede utilizar para formar un poro auto curable en una célula.

Las fuentes femtosegundos se cree que interactian con la membrana celular por medio de un proceso multi-fotén, y
como tal proporciona un alto grado de confinamiento con minimo dafo colateral a la célula, y con una minima
duracién de la dosis. Los parametros tipicos para la fotoporacion de femtosegundos son uno o mas de 1-100 dosis
de milisegundos de luz a 780-800 nm, con una duracién del pulso de 50-500 fs a una frecuencia de repeticion de 80
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MHz, con una potencia media de entre 1 mW y 100 mW, por ejemplo de 40-100 mW que se contiene en un punto
focal de 1-2 um (nucleo central) sobre la membrana celular. Para el caso del haz de Bessel, la potencia 6ptica total
se multiplica por el nimero de anillos con el fin de obtener una potencia 6ptica comparable en el nucleo central. De
manera ideal, para las fuentes de femtosegundos pulsadas la potencia media del nucleo central del haz de Bessel
deberia estar en | region de 1 mW a 100 mW.

La duracién de la dosis es el tiempo que la célula reside en el campo 6ptico, y se relaciona con la velocidad del flujo,
pero también es funcion de la potencia éptica y el tamafio del punto focal del haz exacto (tamafio del nicleo central).
La dosis Optica exacta y la potencia se deben determinar empiricamente para un sistema determinado, agente de
inyeccion, y tipo celular. Si la duracién de la dosis o la intensidad éptica es demasiado baja, puede que no ocurra la
permeabilizacién, o si es demasiado alta, se puede producir un dafo en las células dando lugar a la muerte celular.
Ademas, la duracién de la dosis y/o la intensidad Optica /potencia se seleccionan para permitir la permeabilizacién
pero evitando el dafio celular. Opcionalmente, se incluye un obturador ente la fuente de laser y el canal microfluidico,
permitiendo que las dosis de laser tengan una puerta de tiempo, para controlar mas del efecto de fotoporacion. Las
fuentes no laser, tales como LED o lamparas de descarga podrian también satisfacer los parametros oOpticos
necesarios para la fotoporacion. Por ejemplo, se podria utilizar un LED azul/violeta. En este caso la potencia de haz
medio podria estar en el intervalo de 1 mW a 10 mW con una dosis de irradiacion del orden de 0,1-5 segundos.
Todas las fuentes mencionadas se podrian utilizar en modo de onda continua.

La direccion de las células con el laser se puede conseguir por varias maneras. El control de la confluencia de la
muestra celular capacitaria a las células para entrar en el canal de permeabilizacién de una en una, con el campo
optico estando en continuamente. De manera alternativa, se podria utilizar un mecanismo desencadenado. Esto
podria utilizar un proceso de imagen, excitacion de fluorescencia y deteccion, o dispersion de la luz, para detectar la
presencia de una célula. Una vez que se detecta la célula entonces el haz de fotoporacion se podria desencadenar
con un retraso de tiempo adecuado para dirigirse a la célula detectada. Si se utiliza un haz de Bessel, la propiedad
de auto curacion apropiada del yayo se podria utilizar para permitir que pasen grandes numeros de células que
pasen a través del canal de permeabilizacién, sin causarles distorsion del haz que de otra manera alterase la
permeabilizacién. Tal sistema podria operarse de tres modos: el haz de poracion siempre esta encendido, de forma
que cuando las células se mueven en el canal de poracion estdn inmediatamente expuestas, el haz podria
desencadenarse al detectar una célula; o con el control adecuado sobre el espaciado celular, una tasa de
desencadenado especifico podria fijarse para corresponder con la frecuencia de células que pasan en el canal de
poracion.

La forma del haz se podria utilizar para alterar el perfil del campo 6ptico en el canal. Estos podria incluir el uso de un
elemento Optico difractario para multiplicar el haz para producir puntos focales multiples, y lentes para enfocar. Se
podrian utilizar lentes Fresnel ya que son altamente compactas y se fabrican altamente compactas y mas facilmente
en estructuras lab-on-un-chip. Se podrian posicionar multiples lentes a lo largo de la longitud de un canal para
producir una matriz de puntos focales.

El sistema de la invencion se ha utilizado satisfactoriamente para inyectar células con un colorante. La inyeccion
optica de alto rendimiento de células de mamifero se demostré en células de leucemia promielocitica humanas (HL-
60) y células ovaricas de hamster chino (CHO-K1). Se determiné la eficacia de la inyeccién utilizando el colorante
impermeable a la membrana celular, yoduro de propidio (Pl), y posteriormente viabilidad celular utilizando con calcio
AM (CAM).

Se cultivaron células H-60 en RPMI-1640 (Sigma Aldrich) y se cultivaron las células en Medio de Eagle Modificado
(MEM). Ademas del medio de cultivo se utilizaron un 10 % de suero fetal bovino (FCS, Globepharm), 20 ugml' de
estreptomicina (Sigma Aldrich) y 20 ugml' de penicilina para ambas lineas celulares. Las células se cultivaron en
matraces T25 y se incubaron en una atmoésfera humidificada con un 5 % de CO2 a 37 °C. Estas células se
subcultivaron rutinariamente tres veces por semana.

El yoduro de propidio es un tinte de acido nucleico y es impermeable a la membrana para las células vivas, viables.
Se capta por las células cuando la membrana se ha comprometido y posteriormente se une al ADN con lo que
muestra un aumento de fluorescencia de 20-30 veces con un maximo de emisién de 617 nm. La captacion de PI
esta presente en ambas células inyectadas y células comprometidas de otra manera, es decir, células que estan
muertas o dafiadas y tiene una membrana que es permeable con respecto a sus equivalentes sanas. Se utilizo el
calcio-AM (CAM) para ensayar la viabilidad celular. EI CAM es tinte permeable a la membrana que se convierte en
calceina en la célula y da fluorescencia con un pico de emisién a 530 nm. El sistema microfluidico estaba lleno con
opti-MEM que contenia el producto a inyectar, Pl a una concentracion de 1,5 uM. El opti-MEM se calenté a 37 °C
antes de su uso en el chip para disminuir las posibilidades de la formacién de burbujas de gas.

En el caso de las células HL-60, que crecen en suspension, se obtuvieron alicuotas a partir 100-400 pl de células
confluentes de la reserva en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. El tubo de microcentrifuga se llené con opti-MEM
y se centrifugd en una micro-centrifuga a 500 rcf durante 5 minutos. Las células se aclararon de nuevo en opti-MEM
recién preparado Nantes de suspenderse finalmente en opti-MEM que contiene PI (1,5 uM). Se midié la confluencia
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celular en este punto utilizando un hemocitdmetro antes de cargarse en una jeringa de 25 pl. Se utilizé una densidad
celular tipica de 1,2 x 108 células/ml en cada ejecucion. Se prepararon dos placas de cultivo celular que contenian
400 pl de Opti-MEM SE anadieron 7,5 uM de la suspension celular final a una placa para el control de referencia. La
otra placa se utiliz6 para recolectar células de la salida del sistema microfluidico.

El equipo experimental se muestra en la Figura 8. Se utilizé un laser de femtosegundos de Ti: Zafiro en modo
blogueado (Chameleon, Coherent, Inc, A=800 nm, duracién del pulso 140 fs con una tasa de repeticion de 80 MHz)
para la inyeccién éptica. Una placa de media onda y un divisor de haces se utilizaron en conjunto para atenuar el
haz laser a la potencia deseada. Una axicon con un angulo abierto de 5 ? se utilizé para generar un haz de Bessel.
Se genero6 el haz de Bessel utilizando un telescopio de desmagnificacién de 8 x, con un ndcleo central de 1,9 um de
ancho y una longitud de propagacion de 170 um como se muestra en la Figura 9. La eficacia del sistema Optico se
midié que era del 80,2 % desde antes del primer telescopio a la muestra plana.

Un chip microfluidico se posicion6 en la ruta del haz de Bessel de manera que el haz de Bessel acoplado en el
centro de la seccion poracion/permeabilizacion del canal microfluidico colineal a la direccion del flujo de fluido. En la
seccidon de poracion/permeabilizacion, las células se guiaban a lo largo del canal y a lo largo de la longitud del
ntcleo del haz de Bessel. En esta seccion, el flujo celular se mueve en una direccion opuesta a la direccion de
propagacion del haz laser.

La Figura 10 muestra el chip microfluidico. Tiene una seccién de poracion /permeabilizacion de 500 um de largo
situada tras una ventana de 170 um de espesor a través de la cual se dirige el haz de Bessel no difractante. El chip
se cred a partir de tres placas unidas térmicamente con dimensiones de canal de 100 um x 100 um (Translume,
Inc.). Los canales eran cuadrados en una seccién transversal a través del chip, excepto en los puertos de entrada y
salida donde se incluia una hendidura circular de 250um de profundidad, para acomodar el diametro de un catéter
PEEK (Upchurch, 1561). Se fijaron nanopuertos (Upchurch) a la entrada y la salida para conectar los catéteres
microfluidicos con minimos volimenes muertos. El chip se mantuvo en una posicién vertical tal que la curva en el
canal se orientara paralela a la plataforma optica y al haz de Bessel. Un microscopio fabricado a medida se utilizé
para la imagen a lo largo del canal de fotoporacién y para ayudar con el alineamiento.

El enfoque hidrodinamico de dos dimensiones se conseguia utilizando una boquilla tridimensional construida a partir
de parte s comercialmente disponibles (A.Terray y S.J.Hart, Lab on a chip, 2010, 10, 1729-31). El dispositivo se
construy6 fijando un capilar de silice (OD 360 um, ID 50 um) con una microférula utilizando un epoxi de dos partes.
El capilar se alojo entonces en una junta en T a partir del ensamblaje de una entrada micromedidora. Se muestra en
la Figura 11 una vista del corte de la uniéon de enfocado del flujo. Como el capilar se extiende mas alla de la union y
es mas estrecho que el canal que le rodea, una capa de flujo es libre para rodear la boquilla capilar. Se conecté el
catéter PEEK al brazo restante de la union donde la muestra enfocada se suministraba al chip microfluidico.

El ensamblaje de la boquilla permite la formacién e un flujo de ndcleo, que contiene las células de muestra y se
dirige en el flujo de la capa externa. Ajustando las tasas de flujo relativas de las capas del nucleo y la capa de flujo,
el grado de confinamiento de la muestra se puede controlar. La velocidad de las particulas a lo largo del canal puede
controlarse también cambiando la tasa de flujo combinada. Los flujos del ndcleo y la capa se controlaban utilizando
dos bombas de jeringa (Harvard Apparatus, Pico Plus). Se utiliz6 una jeringa ajustada con gas de 25 pl y otra de 100
wl (Hamilton) con las bombas de jeringa para controlar el flujo de la muestra y del tampén, respectivamente.

El dispositivo de enfocado hidrodindmico se ensayd con perlas de polimero de 4 um en soluciéon. Se ensayé un
intervalo de relaciones de flujo, como se muestra en las Figuras 12 y 13. Utilizando una camara de alta velocidad
(Fastec Imaging), se grab6 un corto segmento de video. Se analizaron los videos entonces para registrar la posicion
de cada esfera de polimero con respecto al centro del canal, Estos datos se utilizaron entonces para deducir la
probabilidad de células (normalmente ~ 20-25 um de didmetro) que pasan a través del centro del canal y por tanto a
través del nucleo del haz de Bessel. Sin enfoque hidrodinamico, el 7 % de las perlas fluian en 15 micrones del centro
del canal. El aumento de la relacion de flujo nicleo/tamp6n hasta 1:7 mostraba un aumento de 10 veces con el 72 %
de particulas pasando a través de la misma region (Figura 12).

Para cada experimento de inyeccion Optica, el sistema microfluidico se lavé con 5 % decon 90, agua filtrada mili-Q y
un 70 % de etanol antes de secarse con aire filtrado utilizando una bomba peristaltica. El chip y los catéteres se
llenaron con solucion de Opti-MEM que contenia PI utilizando la bomba peristaltica. Esta bomba se desconect6
entonces y se remplazé con un puerto par inyeccion con jeringa y una jeringa de 100 pl que contenia soluciéon Opti-
MEM adicional para el flujo de tampén. Se tuvo cuidado de no introducir burbujas de aire en el sistema.

Una vez que la jeringa de muestra que contenia las células estaba en posicion, las bombas de jeringa se pusieron
en marcha a una tasa de flujo fijo (30 ulh™' para la muestra y 210 ul h™' para el flujo de tampon) y se expuso el chip al
haz de Bessel. Normalmente un minuto tras el inicio de la bomba de jeringa, las células eran visibles fluyendo a
través de la region de fotoporacion del chip con buena localizacion en el centro del canal. Una placa de cultivo
celular con el fondo de cristal (FluoroDish, World Precision Instruments Inc.) que contenia Opti-MEM se utiliz6 como
vaso de recoleccién a la salida. Tras otros 15 minutos, las bombas y el Iaser se apagaron.
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Una vez que las células pasaron a través del sistema microfluidico durante quince minutos, se recolectaron y se
comprobo la sefal a yoduro de propidio positivo. La fluorescencia de las células se observé utilizando una lampara
de mercurio con un filtro TRITC (Nikon). Se contaron aproximadamente 200 células por placa. Para comprobar la
viabilidad de las células, se afadié calcio-AM a cada placa con una concentracion de 1 uM. Las células se
devolvieron a la incubadora durante 20 minutos antes de comprobar la viabilidad celular utilizando un filtro clbico
FITC. Ademas de una placa control en la boquilla, las ejecuciones experimentales se llevaron a cabo en ausencia de
haz de Bessel para confirmar la inyeccion de Pl era un efecto 6ptico mas que debido a la tensién tangencial
infringida por el sistema microfluidico.

La Figura 14 muestra las eficacias de la inyeccién éptica de las células HL-60 y CHO-K1 con yoduro de propidio.
Como se ha senalado anteriormente, aproximadamente 200 células se contaron en cada muestra para obtener el
porcentaje de células que expresaban PI. La inyeccién viable es la eficacia de la inyeccién corregida por la viabilidad
de la célula. Las barras de error son el error estandar de la medio (N = 10 para HL-60, N = 3 para CHO-K1).

A una tasa de flujo constante (30 ul h' para el flujo de la muestra y 210 ul h™' para el flujo de tampon), se midié la
velocidad celular en 7,4 mm s en un segmento recto del canal. Para las célula HL-60, se recolectaron normalmente
en la regién de 9000 células dando un rendimiento medio de 10 células/s. Esto corresponde con una dosis de tiempo
potencial, el tiempo que se toma en atravesar la longitud de propagacion del haz de Bessel, de aproximadamente 23
ms. Bajo esas condiciones, 26,6 + 3,6 % de células, mostraban fluorescencia Pl en comparacién con 5,0 £ 0,5 % del
control de referencia. No se observaba ninguna diferencia entre el control de referencia a las células que fluian a
través de chip en ausencia del haz de Bessel. Tras corregir la viabilidad de las células tras el flujo a través del chip.
La eficacia de inyeccién viable se encontr6 que era 20,4 + 4,2 %. La Figura 15 muestra una imagen en fase de
contraste de las células HL-60 tratadas (a la izquierda) y la fluorescencia Pl observada de las mismas células
(derecha).

Las células CHO-K1 también se inyectaron 6pticamente satisfactoriamente utilizando el sistema microfluidico. Como
las células CHO son de una linea celular adherente, se necesita una etapa adicional en la preparacion de las células
para crear una suspension celular. Las células se suspendieron afiadiendo 1 ml de Tripsina-EDTA e incubando las
células durante 5 minutos. Esta suspension se aclar6 entonces con opti-MEM por medio de centrifugacion como se
ha descrito previamente. Bajo el mismo flujo microfluidico y condiciones de laser, se alcanz6 un eficacia de inyeccion
de 34,2 + 13,1 % con una eficacia correlativa de 31,0 + 9,5 %.

El uso de un equipo experimental que tiene una seccién de poracién/permeabilizacion en que, las células fluyen a lo
largo de un haz “no difractante”, permite que se utilicen mayores velocidades de flujo a la vez que se mantienen
dosis adecuadas para la inyeccion éptica de de sustancias impermeables a la membrana celular. Esto ha dado lugar
a un aumento del orden de magnitud en el rendimiento en comparacién con la estrategia ortogonal previa para la
fotoporacién microfluidica (R.F. Marchington et al, Optics Express, 2010, 1,33-36). Como la dosis de tiempo esta
gobernada por la velocidad de las células a través del canal, este se puede cambiar facilmente alterando las tasas
de flujo total a la vez que se mantiene un buen confinamiento en la regién central del canal.

Un experto apreciara que son posibles variaciones en las disposiciones desveladas sin alejarse de la invencion. Por
ejemplo, se podrian incorporar otras funcionalidades en el mismo chip como las 6pticas de poracién. En particular, la
fluorescencia interna en el chip se podria utilizar para distinguir satisfactoriamente las células inyectadas o controlar
la viabilidad celular (utilizando un tinte de viabilidad tal como el yoduro de propidio o la calceina AM por ejemplo, y se
podria opcionalmente introducirse en el chip). Se podria utilizar una clasificacién activada por fluorescencia (FACS)
u otras técnicas de clasificacion para fraccionar las células antes o después del procedimiento de fotoporacion. La
mezcla de fluido y/o las regiones de filirado en el chip también se pueden proporcionar. En consecuencia la
descripcion anterior de las realizaciones especificas se hace solo a modo de ejemplo y no con fines de limitacion.
Sera claro para el experto que se pueden realizar modificaciones menores sin cambiar significativamente la
operacion descrita.
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REIVINDICACIONES

1. Un sistema microfluidico de permeabilizacion celular para la permeabilizacion de una o mas células en un flujo de
fluido, comprendiendo el sistema un canal microfluidico (16) para la canalizaciéon de al menos una célula en un flujo
de fluido y una fuente dptica que genera un haz de luz para la permeabilizaciéon de al menos una célula, en donde
canal microfluidico (16) comprende una parte de permeabilizacion (20), en la cual, en uso, las células se
permeabilizan, que se caracteriza por que el canal (16) y la fuente estan dispuestos de manera que, en uso, el haz
de luz y el flujo de fluido son colineales en dicha parte de permeabilizacién (20) del canal (16).

2. Un sistema microfluidico de acuerdo con la reivindicacion 1 que comprende medios de direccion de células para
dirigir las células a una regién de confinamiento contenida en el flujo de fluido en la parte de permeabilizacién (20).

3. Un sistema microfluidico de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que los medios de direccion de las células se
basan en el enfoque hidrodinamico y/o los medios de direccion celular comprenden una boquilla tridimensional.

4. Un sistema microfluidico de acuerdo con la reivindicacién 2 o la reivindicacién 3, en el que el haz de luz se
extiende sobre un volumen que incluye la regiéon de confinamiento.

5. Un sistema microfluidico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el canal de fluido
(16) tiene una curva y el haz de luz se acopla al canal (16) en la curva.

6. Un sistema microfluidico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el canal de fluido
(16) tiene “forma de L” o “forma de S” o “forma de U”.

7. Un sistema microfluidico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el canal (16) y la
fuente Optica estan dispuestos de tal manera que, en la parte de permeabilizacién (20), el flujo celular se mueve en
una direccién opuesta a la de propagacion del haz de luz.

8. Un sistema microfluidico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende medios
para variar el perfil de intensidad del haz de luz.

9. Un sistema microfluidico de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el medio de variacion del perfil de
intensidad de luz incluye lentes axicon (22) y/o un modulador espacial de luz.

10. Un sistema microfluidico de acuerdo con la reivindicaciéon 8 o la reivindicacion 9, en el que los medios de
variacion del perfil de intensidad del haz de luz son operables para generar un haz de luz no difractante.

11. Un sistema microfluidico de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que el haz de luz no difractante es un haz de
Bessel que es invariante en su propagacién a lo largo de la longitud de la parte de permeabilizaciéon (20) del canal
(16).

12. Un sistema microfluidico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se proporcionan
una o mas entradas (25, 26) para introducir uno 0 mas fluidos adicionales en el canal microfluidico (16).

13. Un sistema microfluidico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el canal
microfluidico (16) y la fuente dptica estan internos en el chip formando un dispositivo interno en el chip integrado.

14. Un método de permeabilizacién de una o mas células en un flujo de fluido en un sistema microfluidico que se
caracteriza por que dicho método comprende la exposicion de las células en un fluido a un haz de luz que es
colineal con la direccién del flujo de fluido.

15. Un método de acuerdo con la reivindicacion 14, en que el haz de luz es un haz de Bessel.
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