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TITOLQO: *Metodoe per lfapertura plasmonica «di pori in una

menmnbrana collulare”™

ko
DESCRIZIONE

Settore tecnico

La presente invenzione si riferisce a un metodo per

lfapertura di pori in una membrana cellulare.
Sfondo tecnologico

Sono notl nel settore varl metodl per lfapertura di
pori in una membrana cellulare.

Juesta tecnica, denominata anche “vorazions?”

zicns del termine ingless “poration”), & Lipicamente
uktilizzata per ottenere un  accessce allfinterno della

gellula attraverso la membrana cellulare. Tale acossso pud

sere, ad esempio, finalizzato a:

- fornire di diverso tipo alltinterno della
cellula, a seguite dell’apertura dei pori;

misurar

e una guantiti riferita ad una proprieta
nellfamkiente intracellulare;

- otitensre UN& digoriminaziones delles informazioni
intragellulari ed extracellulari,

na tipoleogia Jdi metoedo per lfapertura di poeri in una

hrana gellulare prevede lfuse di  nanosgtrubtture.  Un

aesenplic di tale tipologia & dato dalla pukblicazione

YInterfacing Silicon HNancowires with Mammalian Cellz™ di
Woong Kim, et al., 2007, Il maggicr inconveniente dovuto a
questo metodo consiste nel fatto che 2530 non consente un

controllo di tipo *wvalvolare” sul

pori e nel fatte che nella ocellula viens realizzata

1l apertura oppure viene raalizzata.

X

Ulteriorl tipologlis sono basate su metodi chimici. Tra

le pin diffuse vi sono guelles che prevedono una
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di tipo “eavalle di troia” {(in lingua inglese
“rroia

o o horse™), ovvero in cul la molecola di interesse

viena legata un altra molecola o bio-a

apace a superare la membrana cellulare, Un tiplco esempio

e

i1

rappresentate dal virus. Lfingonverniente principale i
questo tipn Jdi approcelin & ghe per ogni tipe di molecola
par agni diversa linea oellulare, kiscgna trovare un agente
che faccla da “ecavalle” e guindi studiare un protocoello

che permetta di legare 1 dus ageniti.,

Fh
e
7
&

chimico specifi
Inoltre questa operazicne va essguilta senza alterare le

gapagita del feavallo” del wvirus di oltrepassare  la

membrana,. Ingltre ancora nel casgoe gpseifice del wirus,

ger 11 loron impiegoe, Ingltre

kN

sorgone problemi di sicurezza
questo metodo € tipicamente messoe in atto mediante il
rilazcio di zsostanza nel licuidn dellas cellula & dungue nan
vi & controlle o sselettivitd sulla cellula in cul avviens
lfapertura del pori.

Ancora un’altra tipelogla di metodo per 1l7apertura i

pori in una membrana gellulare ubilizza ensrgia elettrics;
tale tipologia & conosciuta nel sgettors gon il termine
“elettroporasiona” {traduzione dell’espreszsione della
lingua inglese Yelectroporation”). Un egempilco di  tale
tipologia ¢ date  dal brevetto  statunitense No. U

4,822,470, avente 11 titolo *Method and apparatus for gell

itbion and oell fusion using radiofreguengy elegtrical
pulses”, Kel suddstto brevetto, lfapertura di pori wviens
ottenuta grazie ad una corrente elettrica che provooa una
rottura nella memhrana. In quaesto  Casa, wi sonoe dus

principali ineoc & dato dal

fFatto che DAUSE adi
dannasgglamento gallulare  che 2 difficile  da stimare,

sopratutto in c¢ellule c¢he sono sensibili alla corrente

AS5925



iQ

i5

20

25

30

Barzand & Zanardo Milano S.p.A.

elettrica guali ad esempioe peurcni e cgardiomicgiti. Un
secondo inconveniente ¢ dato dal fatto che - per avere un
gontrolln e una selettivita - su una singols cellula
{allfinterno di  un  grupge di cellules) & necessario

amente realizzare una clircuiteria complessa & cogtosa,

'_t‘

Una ulteriore tipologis di metodo per lfapertura di

pori in una membrana oellulare yprevede 11 taglic della
cellulare mediante lasesr oppure mediante lassr
con  oggettl metallici, guali nano-particells
ocppure nanc-aste {(anche definite in lingua inglese gcome

Ynance-rod”y. Un esemplo Jdi una siffatta tecnologia pud

casgre reperita riella pubblicazions b

femtosecond lagser nano-surgery of cli

Vogel ot al., 2005. I procgessi NOr  &0n0

i su effetti plazmonici, ma sulla formazione di uria
bolla di evavitazione che provoca -~ in modo indesiderabile -
alla membrana. Alcuni degli svantaggl
metode sone  dovuti al fatto ¢he le
colinveolte sonoe molto elevats =2d inoltre il
focalizzate in modo moelto precisc sulla
guindi, 1'apesrtura di poril in membrans
di molte ocellule risulta molto difficile da attuare in
breve tempo, a causa del fatto che 11 lager deve essere
focalizzato nunvamentes di volta in wolba per cliascuna
cellula.

La pubblic

szilong brevethuale No. U8 4,331 (Ben-

W3

Yakar et al.} riguarda una tecnica di  nano-abhlazione

mediante laser a femtosecondi, denominata in lingua ingle

anche  ocome Laser Nang-ahbl =2 abhreviats

dall’acronime  PLN. Questa tecnica traes wantaggic dalleo

seattering plasmonico amplificate da superfici (in lingua

inglese enhanced Jdi dmpulsi
o] v

AS5925



iQ

i5

20

25

30

Barzand & Zanardo Milano S.p.A.

laser ultracorti mediante nano particells per

strutture sub-cellulari del wvolume dellfattolitro. Nella
suddetta nanc-ablazione mediante laser a femtoseocondil o
FLYN, ciliascuna particella agisce come una “nano-lente’”
focalizeande la luge lager [near~fieid] alla particella e
sole alle strutture cosiddettes “foto-disgregatricei”  (in

lingua inglese “photo~dis che sono distanti alouni

nanomsteri.  Questoe  elimina la necesszitd di un fascig
strettamente focalizeata, ottenenda CIOMUIIIGLIE una
risoluzione di  ablazione della  scala deil  nanometri.
Incltre, lo scattering amplificato intorne alle particelle
riduce la guantita dells fluenza richiesta del laser . Vel
suddetto documento viene pr sto un metodo comprendente 11
una  nano-particella  in  prossimita Jdi una
superficie di un materiale; irradiare la nano-particella
con un laser regolato alla freguenza plasmonica della nano-
particella; consentire

nanoparticella irradiata

La pubblicazione

N Ty o - T3 T oy PO S A S a et
pvlasmonic nano-electrodes for gellular INVESTUIgationys Jand

ural interfaces”, SPIE %164, Eicssnsing and Nanomedicine
VIT, 981&¢0N, August 27, 2014, riguarda una plattaforma
multifunzionals elettronica-plasmonica. Tale plattaforma &
in gradeo dJdi  effettuare contemnporansamente una analisi
chimica e una rilevazione elettronica da una interfacoila
cellulares. Il sistema si basa sull/utilizzo di nanotubil
metallicl cavi, integrati in matricl nmulti-slettrodiche
customlzzate e consente lo studio di gnalazione nsuronals

su diverse lungheszze che spaziano da quelle moleoolari &
guzlle di cellule singele ¢ interconnesses,. Nella suddstta
pubblicazions viens mostrato che le stesse strutture sono

amplificatrici efficienti de2l campo slettricoe, noncostante
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vi gla uno strato metallico continue in corrispondenza
della base, <¢he le collega al componenti elettrici dei
girouiti integrati. La metodologia proposta, grazie alla
gua  semplicitd  ed  eslevata capacitd  di trasmissions

nire ulteriori

{Lhroughput) ha 11 ypotenziale di

miglioramenti sia nel CLAMEIG dalla vlasmonica, sia

nell "integraziong su vaste ares di dispositivi elettronici

attivi di tipo commerciale,

La pubklivarvione bhrevettuale WO 2011/71248%% {Gurnin-

]

31 riferisce ad un sisztema od un metodo
3 di pori in membrane di cellule biclogiche e
ra i poeri in

teszutli in una area specifica, e 1llaper

tu
larga scala in una ampila area con microbolle socitate da un

..
=
ui»
I+
g
H
ot
i
2>
v
1}
ooy
=
T
-
6]
o

breakdawn” di singole
nanoparticelle intrappolate otticaments,
Per gompletezza sone gui  di seguite citate  altre

pubblicazionl note nel

T o ey e RS . T S 1 ] LAY .
Jaser, Nature, Vol, 413, 18 luglio 2002;
FA pe T ey ey Fod 14 F o2y e PO TP S o~ = A w ey
Xie, et al., Intracelluiar regoardging of action
notentials Faxe Tanoniiliar = oot roanoaration NMature
ML SIIL LAl Ay Fas (Al ial CSLRCLIROIan 10N, maAaAllllIle

Nanotechnology, 2012, 7, 185-190; =

-y . e PR . N S S S
- Ziliang Carter al., Iridium oxide nanctubse slectrodes
praolonged of

Natures Communications &, 3206,

5i

ntesi dell’ invenzione
Une  sceopo  delltinvenzicone 2 guells di  consentire
1'acecessn alltinterno delles cellule wiventi evitando - o©

quaritomena riducendo significativamente -~ le perturhbazioni
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apportate al lorge stato.

X

Secondo la presente invenszione, guesto ad altri soopi

,;

VENYONG raggiunti mediante 1111 matodo avenhe le

caralbteristiche cltate nellfannessa rivendicasigns

&
o

indipendente 1.

E’ da intendersi che le annesse rivendicazioni
costituiscone parte integrante degll insegnamenti teconicil
aqul fornitl nella descrizione dettagliata che zegues in
merito alla pressnte invenzione, In particgolare, nalle

annas

2 rivendicazioni dipendenti sono definite aloune
forms di realizzazione preferite ohe ingludono
caratteristiche tecniche opzionalil,

Ulterioril caratteristiche e wvantagyl della ypregente
invenzione agparirannn chiari dalla descrizione dettagliata

chea

e,  data a  pure  titole esemplificative & non
limitativo, oon riferimento in particolare ail  dizgegni
allegati, gul di seguito riepilogati,
Breve descrizione dei disegni

La figura 1 illustra un nanc-a2lemento plasmonico, in
particolars una nano-antenna atta ad essere impilegata in
uria  forma di realiszazione  esemplificativa del metodo

gecondn la presents invenzione,

Lba figura 2 & una rappresentazions della

~ribuzions apaziale della dalla nano

*
T
o

Z
i
s
o
I3
=
o
g
4
3
i
b
=
—
ot
je1

dallfegolitazione  dovuta

1l impulse laser.
La figura 23 rappresenta in modo schematico un passo
operativoe di  un metodo eseguito secondo una  forma di

ealizzarions egsemplificativa della presente invenzione,

Le figurs da 4 & 8 rappresentanc una seguenza di g

operativi di un metodo realizzato in accordo con una forma

i

dl realizsaziornes

della presente invenzione
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’_-/

i1

ed in oul altres

&

pravista 17immissione o il prelevamento
.tN

ttravarase la membrana gellulare in oul € stat

di sostanzs

‘;l':

aseguita 1 apertura di un poro

Descrizione dettagliata dell’ invenzione

Y

Con rife ibi, & illustrat

S Yy

-

riments &l dizsegni allecg

metodo per lfapertura dei pori in una membrana cellulare

X

3

e meglio wvisibile nells figura 3, 11 suddetto
metodo comprende 1 ssguentil passi gperativis

2} digporre almeno un nano-elemento plasmonico mebtallico
{10}y & econtatto -~ o in stretta prossimitad - ocon una

membirana cellulare (M} ilmme: in acgua o in una scoluzione

fisiclogica = sulla cul superficise 2 destinato ad essere

aperto almens un poro {P);

kS

b} focalizzare per un periodoe di tempo (T compreso fra 1

fa e 20 ps un fasclo di luce (B}, msuale ad esempio un

su detto nanc-slemento plasmonico metallico

fagcio i luce (B} avendo una  frequernza

fregusnza plasmonica di riscnanza di detto
nanco-elemento plasmonico metallico (103, affinchd detto
faseloe i luce {B}  causi un’esccibazions plasmonica  in
elettroni  appartenenti a detto nano-elementoe plasmonico
metallice {10) = neg promucva l/espulsicne verszoe lfambiente
circostante aprende almence un poro (P} su detta nembrana

gellulare (M), in cul contemporaneamante

e, detto fascio di luge {B) influsrniza

dat urna

ige)

mediante accelerazione ponderomotiva detti eglettroni

84

aspulsi mediante detta ecgitazions  yplamsonicsa &  ¢re

urtfonda di pressions in detta acgua o in detta soluzions

salina, e

dall’altra parte, detto fascio di luce {B} influ=snza

direttamente dettl elettroni espulsi wmediante Ziaverse

bremsstrahiung e orea galore localizzato su detto nano-

AS5925
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elemento plasmonico metallice {10},

31 noti che sia 17 onda di pressions sia  la

fr
+
F‘r +
a3
'_)

generazione Jdi calore possonn contribuire all’aper

un poero Posu detta membrana cellulare M,

tigelare, quandsn l'energia dell’impulso laser
3. Pt

necessaria a “porare” {vale a dire, ad aprire pori) la

nhrana & fornita al

sufficientemente Lreave, come ad egemnplio 0.1 oS,
17acceleravions degli elettroni in BOQUE SACA
pravalentements ponderomobiva e guindl l1feffetto termico
sara di minore rilievo, compatibkilmente con il mantenimento

di econdizioni fiziologiche cellulari normali. Diversamente,

guando 11 tempo T & di durata magglore, come ad egempio 1

ps, Lfapertura del poro P sara prevalentemsnte per
di interazione diretta tra laser e elettroni
{tecnicaments detta interaziong eli inverse

che comporta generazione di calore.

un pericdn di tempo T ¢

X Ry

mpreso fra {,1 ps
= 1 s 31 ha una fase di transizicne nella guale 1 due

fenomeni, guelle ponderomotivo gquellao di inverse

{I:

bremgstrahlung, ooesistono.
In altri termini, per copportune durate del periodoe di
tempe T, avviens sostanzialmente una apertura di  pori

“freadda”™ {anche definihile in lingua inglesse come

W s

77
DI AN

porationy,. Viceversa per templ T di durata
31 avra una porazicns calda” o termica {anche definibile in

lingua inglese come “thermal

In  =zintesi, gecondo

regente invenzione, durants 1'essecuzione del procedimento

o
":/'

g1 verifica una combinazicone degli =2ffattil tecnicl apertura

L

u

di porl “fredda” e di apertur:

La prevalenza dell’effetto di

AS5925
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dell’apertura i pori “ealda” o termica nella suddetta

combinazione &  szsostanzialmente divendente dalla durata

seriondo di tempo T durante il Quale avviens le

%

focaliszaziogne del fascio laszer B, a2 oul energla deve

I

U‘
f"']
f o]
fT)
b}
=
i
Y]

e
p
b
o
r';
il

DOMUNGUS S8982re fapertura del poro P

o

Rel seguito della pregente descrizione FAranno
chiariti pia dettagliatamente gli aspetti relativi agli
effettl di apertura di pori “calda” o termica € di apertura
di pori *Iredda”

Come sara ultericrmente chiarito nel seguito della

descrizione, & membrana cellulare M Lud

apparteners ad una cellula € di un gualsivoglia campicns

biclogicn, in o2ul =3la negessario ¢ desiderateo essgulre
lfapertura Jdi pori sulla sus superfigie.

X

Con  riferimento in particolare

S

1lla figura 1, &
illustrato a titceleo Jdi ezempic un zingolo nano-elesmento

plazmonice, aquale la nang-anterna 10, Tale nance-slemsnto

‘J}

plasmonica &

o
[
i
o,

e

sera realizzato i metallo leghe

metalliche., In particolars i1l nanco-alemento

essere realizzato con un metallo nobile (ad esempio, oro) o
sue leghes.

Vantagglosamsnte ma noen necessariamente, come sopra
aocennato, 1l nanc-elemento plasmonico pud egsere una nano-

antenna 10, noto.

Nella izzazions 1llustrata, la nanoe-

antenna 10 & atta ad ssgere immersa in aggua = ad sgsere

aocitata da un singolo impulso di un fascio di luce laser.
Fraefarihilmente la suddetta nano-antenna 10 ha la

da  una  oawvitd

forma Jdi  un nanc-cilindro  attraver
passante, in particolare in posizione ocentrale.
Nella forma i realizzariones 1llustrata, la suddetta

nang-antenna 10 & realizrata Jdi  un

s

natallo nobils,  ad

AS5925
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esemplo oro.

:

fantaggiosamente ma non necessariaments, COme SOpra

acscennato, 1l fasgio Jdi luge atto  ad

elemento plasmonicon & unn laser,

Sard esposta qul di seguite una forma di r
esem§liflcjtiva in eui il metodn realizza una apertura oi
pori “galda” o termica.

Nella Forma di realizz illustraba ately!

particnlare riferiments alla figura 1, la nang-antenna 10 &

[
realirzata di oro o lfimpulse lasesr emesso dalla sorgente
di luce che & atto ad eceitare tale nanc-antenna 10 ha
durata di 8§ pes, una lunghezrza d7onda parl & clreca 1064 mm
ad una freguenza di rigetizione i 80 Mh=z,
L7antenna & asgoitats da oiroa %1078 impulsi

consecutivi, con una densitd di potenza di picocoe di cirea

2%10°

Pertanto, noncstants la potenza di piccoo dell’impulso
lager sia estremamente elevata, tuttavia la guantita totale
di energia trasferita allas nanc-antenna 10 nells durata
gopra indicata i § pg & ridotta {vale a dire, oirca 1590

Jy, in particonlare sze rvaffrontata all’ambiente gellulars
avente una  dimensiong  dell’ordine di 0 grandezza  dedl
migrometri. Infatti guande tale ridotta guantitad di ernergia
& dissipata in forma di caleore attraverso la menbrana

cellulare B, faunento atteso della temperatura ambients 2

pirca dellfordine di grandezza di 107 Kelvin.
Esemplificazione di un esperimento di porazions fredda
considera invece un impulso laser dells durata 4di 80 f£s,

una lunghe dfonda pari a olrca 780 nm =d una freguenza

di ripestizione di 7% Mhz
Lfarntenna &/ eccitata da <irea 1.5 *10° impulsi

consecutivi, <on una densita dJdi potenza Jdi pilioco di circa

AS5925
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ZELDYY WS . In gusasto caso, l1l’snergia Lrasferita alla

nanoantenna 10 durante la durata temporale Jdi 80 £s5 &7 di

girea 10 wd, unfordine <di grandezza inferiore rispetto a

quella richissta nel oago della porazions “calda” dal

moment e che durante guestil regimi temporali tutta lfene

af utilizzata per lfestrazioneg di elettroni dall7antenna

Ry

la generazione della bolla di

In agglunts,

l7antenna puo essers ecoitata con un numeroe minore  di

{Ts

impulsi rispetto a quello sopra indicate, eventualmente
riducendons 11 numeroe fino anche a un singole impulso.

Come & chiaro ad un tecnico del settore, lg dimensioni
del nano-elemento plasmonice {in particolare, della nane-
antenna 10} digpendeons dalla lunghezza o/ onda del fagcio di
luce B utilizzato per ottensre lfapertura dei pori nella

mambrana callulare M. & titcelo di eszsempio non limitatiwve,

per ottenere un comportamsnte di tigo plasmonico ¢on una

kN

luce 211 Tambita del CAMpQ violino Infrargsso {NIR)

visibhile, lfaltezza ¢ 11 diametro della nano-antenna 10 puo

re di circa 0,52 pm e 100-300 nm.

Tuttavia, & importante sottolineare che gueste nano-
antenne 10 esibiscono assorbimento =d amplificazione della
radiazione elettromagnstica su wvasta gamma Jdi freguenze,
Pertantn la medesima dimenzione della nana-anterina sara
idonea ad un campo Jdi lunghezze dfonda relativamente ampio.

mamarte ridaotta

i

I1 Lempo sty

{I
=
]
[

raggiungsre  una  el:

il
o

vata  temperatura dell’antenna

Fattore destramente wvantaggiose per applisazioni in oui

sulle membrane cellulari M di numerose cellule O deve

asgere aperta una pluralita di pori in modo selettivo. In

ente notoe dalla letteratura teonica che le

efferti, e
membrane cellulari M sl richiudonoe nuovamente in  pochi

minutl dopo l7avvenuta realizzazione di un poro P, 11 che

Ry
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diviens guindi un problema per 1 metodi che prevedono una

apartura di pori F che avvengsa lentamente; grazie al hbreve

verinda di riscaldamento, 17apertura di pori ottenuta in

sers uzata per realizzare 1M apertura

(f‘

di pori in una pluralita di cellule all’interne della
finestra temporale in oul la memkrana  cellular si
rigenera, chiudendosi.

La figura 2 mostra la distribuzicones di  temperatura

nelle spazio della nano-antenna 10 ilmmersa in acgua,. Come

343
7 41
[N
ey
o
(5
I
P
[
3]
=

pun essera notato, & temparatura  mags:

raggiunta in corrispondenza della punta 10z della nano-
antenna 10, mentre la hase della nano-antenna 10 rimane
spgtanzialmente a temperature prossime alla temperatura

che 11 oalore rimane

iniziale i 37°C. Il che diw
nanomatrioa, Nalla forma i
a guante illustrato nella figura 2,

la nano~anterna rimans ad una

nenostante lfescooitazione realirzzata

dallfimpulzso di fascio laser.
I1 confinamento i calore mestrato nella figura 2 & un

significativo wvantaggic del wmetode realizzato seconde la

pragente  invenzione rigpebto al metodo notl allo stato

della tecnica. Infatti, si deve tenere conto del fatto che
famplerza del pori ottenuti nella membrana cellulare &

opoeraicnale,

alla grandszza del punto calda.

Da una parte, di wori ottenuta in moto fato-
termica, la grandezza minima del punto caldo & limitata

dalla lunghezza d’onda della sorgente laser, che & molto

pit ampia della grande:

della punta dell’antenna nal caso

»7”

di luce nello spettro vigine inf (MIR}Y. Dall’altra

parte, l7apertura di pori indotta in modo chimico pud

aasere la sola tecnica che potrebbe - in linea teorica

AS5925
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realizszare forili di dimensiconi inferiori rispetto a quelli
attenuti con una apertura di poril realizzata termicamente

X Ry

in modo plas

nrnico. A guesto riguarde, lfapertura di pori
realizzata in moedo chimico si basa infattil su reazioni su
scala molecolars. Tuttavia la metodologia di apertura di
pori realizzata in modoe chimico goinveolge 17intera menbrana
cellulare ¢ dungue tubtte le cellule contenute nel mezzg in
oul  wiene rilasciato lfagente chimico atto ad indurre
lfapertura del pori. Pertantoe tale metodologia non conseante
di applicare una szselettivitid nelle effettive gellule -~ o

nella parte di cellula specifica ~ su cul wiens realizzata

Ry

‘Jx
"p

lfapertura di pori.
Sard esposta gul di seguito una forma di realizzazione

asemplificativa in cui i1l metodo realizza una apertura di

In linea generale, oon durate inferiori del periode di
tempe T, 1l’7ambients non fa in tempe a rigealdarsi e gli
elettroni liberati dal wmetalle con cul & realizzata la

nango-antenna 10 e« che sonn immersi  in acgua  vengono

a2

acoeleratl (acoelerazione ponderomotivaldal campo 2lettrico

di antura plasmne

‘J

nica & per interazicones diretta con il laser
gtesgo. In guestoe modo viens gensrata unfonda di pressions
che loecalmente apre in modo transitorio nano-
membrana cellulare M. A gquesto riguardae, &

sotbalinears che la strubttura del nanc-slemento

unktilizzata & la medesima che & impisgabile per

di pori “ocalda” o termica. Come sopra accennato
che differenzia le due tecniche di apertura di  pori
congiste sostanzialmente nella durata dell’

il

in ¢ul wviene
componant i e element i precedentemente

iferimento all’apertura di pori “ealda”
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applicabili anche all’apertura di poril “fredda”™ non garanno

gui di seguito rigetutl per motivi di brevita.

Gui  di meguito  saranno  desceritti alcocuni  dati e
rilevasioni sperimentali con riferimento ad una pozsibile
modalita di atbuasicons del wmetode ssoonde 1/ invenzigne, in
culi  s1 utilizra sostanzialmente una apertura  Jdi  pori

LH 3

Thiaramente tali datli o rilevazioni non devono
exgere Integl oome limitativi dell?axbhitoe ¢di tutela della
prazente  invenzione., In tal case, 1'impulso lassr & in

grade di  eccitare gpolariteni plasmonicei di

(anche definiti in lingua inglese conme “surfs
i

polaritons ad  abbreviati dall’acronime  SPFs)  c¢he  sono

molto efficaci rel deradere in alettronl altamente

snergetici e denominati oome che risultano

sere Immerszi in acgua. Pia in dettaglio, nei periodi di

tempn T previstl per 1lfapertura di pori *fredda”, 17acgua

pud  essere considerata come un  semiconduttore 2y

guasto riguardo, misure sperimentali hanno avidenziato che

a funzione <di lavoro dell oro (quale mestallo preferito per

la nanc-antenna) 1in presgenza 41 acgua si riduce da un

R 13 A0 ~TT . 7 T - SR . . —~ ) 2 A e e o] e
valores i 4,9 -V ooa 3,7 =V, o anches valori inferiori,

cosicche  1’estrazione o liberazione degli elettroni a

tire dallforo {od anche ad un altro metallo che sia
socelto wper  realizzare la nano-antennal  viene favorita
ensrgeticaments. Inoltre, il CAMIC glettrioo dovuteo
allfeffetto plasmonico nell’interfaccia tra oro e acgua €
amplificato di un fattore che pun esse

o superiore. A causa dei wvalori di

riportati, gli elettroni saranno dungue acoelerati dalla
forza pondercmobiva ad una ensrgia cinetica medlia ches pud

ezgere di cirea 10 eV o superiore. guesto wvalore di energia

|;

& gufficliente per oreare una ionilzzazione a cascata nelle
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melecole di acgua, Tals 3 casocala crea un’onda

ali

[
fepay
S

sressione in grado di aprire logalmente nanc-pori nella
membrana cellulare M,

Saranne invece gul  di o seguite riepilogati alcouni
azpettl vantagglosi del metode della presente invenzione
relativi ad applicakili ad unfapertura di porli “fredda”™ =d

unfapertura di pori “ealda”™ ¢ termica.

Came  In gisa accennate in pregedenza, nella

figura 3 & rappressntato un passc operativeo ssegulto in una

orma  odi ificativa del metodn ssoondo

¢
la presente invenzione. Tale passoe operativo include il

g}

focalizzare 11 fasgio di lucs B, in particolare un fascio

o

’_l
£

[iz)
T

L&

sulsato, sulla nanc—antenna 10, La radiszione <d=1

o

fazein di luse B ha una freguenza regolata alla

SQUENZA
plasmonica di risconanza della nano-antenna 10. In gussto
modoe, 11 fascoi di luge B wisne gonvertito 1in calore
localizzato sulla nano-antenna 10 ed & attoe ad aprire il

~go la membrana cellulare M,

poro P oattrave
Praeferibilmente 11 fascio di lucse B & focalizzato
verss una  supsrfioi di  ocontatbte situata fra la nanoe-

antenna 19 cellulare M, In particelare, nella

illustrata, tale superficie di

X

forma di
contatto oomprende la porzions distale o pyunta 1da della
nano-~anteanna 10.

Nells ol regliszazions illustrata wlels!

o

X

ticelare rviferimento alla figura 3, € prevista una
sorgente di luge 12 predisposta per emebteres 11 fascio di

luge B in grado di eccitare la nano-antenna 10 pregentante

(2 ‘

w

plasmoniche., In  guesto modo wviene essguitsa

ropriets

o
":/'

l7apertura del wore P 31 una membrana  oSellulare M

X

3

appartensnte ad una cellula € di un gualsivoglis camplons

b

Fiologico. Preferibilmente, & presente altresil un sistema
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cttico 14 per focalizzare 1l fascio di luce B emsgso dalla
sorgente di luge 12 sulla nanco-antenna 10,
Sampre c¢on riferimento alla figura 3, & possihile

la sergente di luce 12 ~ laddove sia previsto

it

ma  othbico 14 siano situatli da parte opposte

rispetto alla nanco-antenna 10 rispetto dalla menmbrana

%

illustrata, 11 faszcio <di

luce B emesso e focalizzabto atibraversa la cellula € ¢ la
ralativa membrana M, ragglungendo quindi la naro-antenna

19, in rticolare nella superficie di contatto

ad ezsempic la porzione distale o punta 10a di

antenna 10,

|r".J

Nella figura 3 & illustrato un substrato 16 che porta
una pluralitid 44 nano-antenne 10 {o in alterrnativa anche
altri nano-slementi plasmonici i diversa tipelogla) in
grado di aprire poril P abttraverso la membrana cellulare M,
in differenti e numercse posizionl di 0 guestfultima.
Frefarikilmente, tale substratno 16 & realizzato flessihile
ed ¢ in grado di essere appogyliato direttamente sulla
menkbrana cellulares M, in moedo che la membrana cellulare M g

wolantl, Mella forma

11 substrateo 16 =zilane fra 41 loro oom
di realizzazione illustrata, 11 substrato 16 comprande una

membrana flessikile che supporta le nano-antenne 10,

le nano-antenna 10 sonoe sporgenti dal
o 1¢ dalla medesima parts ¢ facoia.

la forma di realizzazicone illustrata, l'assiense
14 pud  comprendere  un micorgscopio verticals o©
invertito. In alterpnative lfassiems ottice pud incltre
anche essere un c¢biettive di messa a fuoco oppurs un
cullimatore.

FPreferibilmente, l1fintimo contatto fra la menbrana
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cellulare M = 1l nano-elemento plasmonico corrispondente,
pud  essere realizzato facendo grescere in oolture  le
gellule O direttaments sul nano-elemento. Nell
realizsazione illustrata, £ realizzata la geltura delles
cellule © direttamente sulle nano-antenns 10,

In alternativa, ¢ possikile mettere in contatto la

memhrana cellulare

con 11 nano-elemento plasmonico

corrigpondente anche seltanto immediatamente prima

f
dellfesgcuricons  dellfapertura  deil gpori P. Quest’ultimeo

caso, 81 dimeostra particolarmente vantagglosoe guande il

X

nano-elemento plasmonice, in particeolare le nano-antenne

Ry

salizzato di un materiale che & gilitobossico, ad

Targento.

descritto in grecedenza, guando il fascico di luce
focalizzatn eagocita una rispettiva nang-antenna 10, e=ssz0
provoca ~ a seconds dellsa durata del pericde di tempoe T -~

U & combinazions eli accelerazione vorndermotiva =

aeoelerazione diretta da parte del lager

bremsstrahluneg} Gon conseguante incremento della
temperatura nella punta di tale nano-antenna 10 e quindi
sulla membrana c¢ellulare M viens  dungus realizzata
lfapertura di un pore corrispondente,

Chiaramente, 11 dispositivo utilizzato pud includere

numerose nano-antennes 10 {nd anche altril nano-alementi

i1}, anche migliaia Jdi ssse, ente d1 luge 12

rud essere fatta passare 1in corrispondenza Jdi  tulblte le

nanc-antenne 10 per focalizzare un fasclo di luce, di wvolta

in volta su clascuna dl esse. Quindil, come sopra aceennato,

2 possibile eseguilre l'apertura di gori F gy mexmbrans

cellulari M appartenenti anche a differenti cellule € di un

medesimo  campilons  biologico. Dunagues, vi  sono alcuni

vantaggl di tilpo significativo associati a guesto aspetto.
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che le nano-antenns 10

Un vantaggio & dato dal
possonn assere dispostes sul rispettivo supporto 185 in modo
particclarmente denson e fitto, in modn tale da sszes

e
ecoitate una ad una dal fascico Jdi luce B gmeszo dalla

sorgente di luce 1Z2; tale 2 anche di semplice

fabbricazions rispetto a quanto avviene rnel gcaso i

:

dispositivi attl a realizzare 17apertura di pori B oon
socltazione i Ligo elettrica, anche detha
elettroporazicons (che richisdeno metricl di nane-elementi

indipendenti con cablature complezsss e oostosel. Un altro

‘J‘

vantaggio ¢ dato dal fatto che i1 pilano focales del fascio

&,

di luce B 2 fissato dalla superficie del dispositivo au gul
le nano-antenns 10 song fabbricate; in guestoe mode vi & un

rigpetto al metodi di apertura di pori realizzati

in modo foto-termico, in cul il fasclo Jdi luce deve sssere
ocalizzate in modoe regolate e calibrato ogni wolta su
clazscuna cellula € allo scope Jdi congentrare llensergila

kN

spacificameante sulla membrana M desiderata.

Come vizikile nelle figure da 4 a §,
Lipi di nano-elementi plasmonici, lfuse delle nano-antenns

10 & particolarmente vantaggioso in guanto ciaszcuna di esse

pud  realizzare un  rispettivo nano-canale 18

2 figura 7)) configurato per essere paergsorso da

te ad attraversare, in ingresso od in uscita,

na gellulare M, In pa celare, tale nano-canale
18 pud fungers da sistema di erogazicone di sostanze 8,
anchea in  forma molecolare, allfinternn della c¢ellulsa,
costituendoe dungue una applicazione micro-fluidica {o nano-
Fluidical.

51 sottolinea che le figures da € a 8§ sono ri
particolar modo alla gontribuzions dell’apertura di pori

‘calda”. Tuttavia, le medesime figure sono applicabili per
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11llustrare £id che avvisne per guanto atbiens al conbribute

2

relativo alla apertura di pori “fredda”. La differenza fra
i due effettl tecnici che si verificano durante

lfezsecuzions di un mebodo seconde la presente invensigne 2

o

data  dal  fattoe ohe 178 di  pori fredda™ non
la

gontribuisce di per s ad un riscaldamento plasmonico

o tale apertura Jdi pord

foitato nells

fredda cntribuiscs alla formazions di Yheot elechrons
che causane lfonda di gpressione che tends ad aprire la
M.

Wella forma di  realizzarione illustrata, 11 nano-

canale 18 abtraversa la rispettiva nano-antenna 10 =d anche

il substratoe 1&.
In particolare nelle figure da 4 & &, & illustrata una

saquernza di passi operativi per eseguire guesta tecnica

(¥4

micro-fluidica intracellulare, ad szsempic per l'erogazions

(I

"\
P

di sestanze § in forma Jdi medicamenti.
Nella figura 4, le cellule € sone sobtoposte a coltura

direttamente sul subkstrato 14 in modo tale che ssse

circondare ed “invaginare” le nano-antenns 10,
Nella figura 5, 11 fascio di luce B emesso dalla
gorgente i luge 12 & diretto wesrso la punta {estremita

distale} i una rispettiva nanc-antenna 10, in posizione
-.t.

ranata odal substrato 1¢.

Nelle figure & e 2 wisibile l1feffetto Legnico
lagmonicn realizza

realizezato dal calore indotte in modoe p
la membrana cellulare M. Tale calore geners guindi un

pora Po{(figura &8} attraverso 11 gquale le sostanze S, ad

di molecole, possong fluire attraverso la
nano-antenna 10 {(figura 7). Con opgortuni accorgimenti =2
possikile fare glungere direttamente all’interno della

cellula €, 3 sostanze contenute in  apposite cavita o
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compartimenti realizzati nel substrate 16 o  comungue
comuniganti QCOn la nano-antenna 14 attravaerso tale
substrato 16 {(in particolare, mediante 1l nang-canale 8

che attraversa substrato 1a 2 narnoe-antenra 1y, In

edibile wun fluzso di fluide in

alternativa, & anche
direzions inversa, dalla callula C alle cavita
svantualments ottenute nel subkstrato 1&.

Kella figura 8 & wvisibile c¢he, dopo pochili minuti
dallfapertura del poroe F, la membrana cellulare M si chiude
nuonvamante, ritornando nella condizione di partenza

it

b rata nella figura 4, wa 1in oui zll7internn della
cellula < & =stata lmmessa la guantitd di sostanza 8
degideratea,

FPertanto, come sopra descritto, lg nano-antenns 110
costituiscone un  eccellente  oanale per la  diffusione
molecplare in ambients intracellulare., I1 c¢he gignifica che
& pessibile integrare gueste strutture in un dispositivo
migrofluidice ohe comprende una pluralits Jdi compartimenti
separatl per f£luidi, in cul ciascuno di tali compartimenti

& Iin grade di ntenere sostanze di tipo differente ed 2

I

collegato fluidicamente corn una corrispondente nanc-antenna

ES
10 sgenifioa,

A titolo di asempia, BOEEONG ggsere previste

differenti  sgostanze 5 per  una  applicaziocne di tipo

micrefluidice del metodo sscoondo la presents invenzions., Ad
ezempla, Lali sostanze DC/SONQ includere materiale

genetico, nano-particelle o scluzionli ocomplesse  ssnza

di protogelll dedicati per 11 loro trasferimento,
come nei metodl chimicl o trasfezicns wvirale,

Applicazioni di  tigo micreofluidice wer 11 metodo
segonds la  presente  invenzions possono  consentire una

automatizzarions tale anche da ragglungsre YILHer G ae
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attuarzioni in periodi di tempo brevi {ad esemy
cellule trattate in un ora}.

Inoltre, la tenuta di fluido fra 1 nanotuki o la
membrana M impedisce ohie AVVENTE Uria erogazions

indesiderata di materiale partensntes alla matric

extracellulare, Fidl in generale, wiene <ongentitsn  un
controlle sull’ambilente intracellulare: guestn metodo pud
anche Sgasre utiliszato per controllare il valore
intracellulare  del g, la distribusions di  dioni {2l

Ca+, K+, ¥Na+, Cl . Ancora, tale metodo pud sssere

combinato  con lfuse  di matricl microslettrodiche per
ondurre esperimenti glettrofigiologicod in una

configurazionsg c¢he rappresenterebbe un’unica plattaforma.

Incltre, 1l medesino approccic potrebbs sssere ubillizzato

per ragoogliere fluildi idintracellulari ed analizzarli oon

metodi particcolarmente raffinabil & zensilkiili, quali - ad

esemplo -~  spettroscopla di gna; 11 che congente di
analizzare le singele cellule,
e e T A S e R N T o LN V- UiV la Forma o4
Come  gopra aceennato, Iin connessione con la forms di

reglizzazione i1llustrata, oltre all’utilizzg delle nane-

arntenrie 10, 11 metoedo ssconde lfinvenzions pud prevedere

differenti alternative per 11 nance-elemento plasmonico. A

titolo di esemnpic, fra 17altro, & posszibile impiegare varie

gategorie di tali nano-elementi plasmonici, guall gensriche

nano~particells, opg

kS

e strubltura a nano-antenna plarnare o
nano-antenne tridimensicnali {come guells illustrate nei
dizegniy.

Fer guanto attiene alle nano-particelle, jalei::Eal st

azgere utiliz particelle metalliche awventi dimensioni

in scala nanometrica che sone in grado dil risucnare gr

agllfeccitarionse dovuta ad un fasolo di luce incidente di

apportuna freguenza. {ueste nano-particelle poszono
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merita plang ferd

+
i
o]
—
-3
[
3
-

depositate sul substratoc Host
eventualmente flessibkbile} o disperse nel liguide. Lo

sfruttamento ¢ 1l applicakilita di ta nano-particells per

=
'_L

lfapertura di porl nella membrana cellulare possone essers
limitati & causa della lorce citotossicita,

Per guanto riguarda le antenne planari, pogsono sssere

us strutture bi-dimensionali con particolari proprieta e

gecnetrie configurate per essers  in rigonanza &  Causa

o
’_l

aell’ecoitazione provocata dal fascile di luce incidente di

’f'\‘

spportuna freguenza;  la  lore grandezza pud  variare  da

3

decine  ad  alouns  centinala di  nanometri. Ezse  sono
facilmente depogitabhili su substrati planari, guali quarzo
o glilicio. Il lore sfruttamento per llapertura i pori in
modo plasmonico pud essere limitato a caunsa dells distanza
fra la struttura metallica piana e la nmembrana cellulare

giacente sull’antenna. In effetti, la particolare geometria

delle antenne planari rischia Jdi noen consentire un buen

contatto -~ od una sufficiente prossimitda - tra le antenne e
le c¢ellule, pertanto potrebbe limitare l17efficienza della

porazione.

Infatti, per guest ultimo motive, vi & un ulte

H
U
4
a

s

vantagygic nell’adottars 11 metodo proposzto che ai basa au
strutture tridimensionali che protrudono dal pilano del

substrato dove le <2ellule wvengono coltivate. Quando le

cellule wvengono coltivate su un comure substrate planacs

Iz

{

sge aderiscono al substrate in mode non omogenso da punto

a punto. Ogni oellula aderisce in modo diverso & arnche la

singola cellulsa presentsa, nell’faresa di interfaccia tra 1
memkbrana ocellulare e 11 asubstrato, una adesions variakile
da punto a punto.

Diversaments, dalla letteratura teonica, £ noto che le

cgellule aderiscono molto bens su strutture tridimensionali,
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11 ¢he risulta in un accopplamentn piu stretto fra la
e la nano-antenna (L. anson et al., Nano Leth.,
{11}, pagy. H815-58203. In particolare, gquandn le

Ry

sonae  coltivate su  substrati che  presentano

e dimensioni,

protrudenti Jdi  opportune

quali ad esempic 1 detti nanco-elementi plasmonici aventi

di gualche wmicron e diametro dell’ordine delle
centinala di nanometri, le dette gellule tendone ad adegrire
al substrato in corrispondenza delle strutture protrudenti,
Un esempio di tali nance-antenne tridimensionali & guello

introdotto nella pukblicazions di F. De Angelis et al.,

_,)

Wang Lett., 2013, 13, 3553-325% In linea generale, le
cellule tendono generalmente & circondare, Yinvaginando” o

~rutture tridimernsiornali

inglobando gueste tipologie i

con la loro membrana collulare.

In altre par

ole invene i avere una adegione
variakile da punto a punte 2 non prevedibkle, la str

protrudente funzinona da punto Qi adesions spontarea per la

membrana oellulare. Questo
ulteriori vantaggi. In prime lucgs 11 puntoe di  adesione
diviene prevedilkile = controllabile., Questo & i
particolare importanza poichs la porazione della membrana

avverra in corrispondenza del punto Jdi  adesione tra la

nanostruttura £ la membrana 3. Di o consegusnza la
poszibilita di controllare meglio 1l puntoe di  adesione
offre una migliorata capacita di controlle sul processo di

porazicne nel suo insiems. Inoltre le membrane cellulari

arl  aderire saldamente a1 dette nanostrutture

~t
(]
[ocd
—
o
j-H
o
it
=
-
i
i

e s

protrudenti  finc anche ad avvolgsre o “invaginare &
strutture stesse: guesta stretta  adeszsiones  riduce la
distanza tra la superficie di metallo su cul viens generata

1fonda di pressiones & la membrana cellulare che deve o
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implica una

)

porata dall’onda stessa, Una ridotta distanza
porazions piu netta e precisa e tipicamente dei pori piu
piconli. fuando  ad esempio, il detto nann-&lemanto

plazmonice € usato anche come slettrodo per migurare o

avviens riegli

wpplicare correnti ¢ tensioni elstriche,
aegperimenti di elettrofisiologils, la ridotta distanza

ariale tra 11 pore F & l7elettrods  <consentono  un

miglioramento dell’accoppliamento =slettrico e capacitivoe tra

]
11 liguide intracellulare = 1lfslettrodo stasgao,
Jlteriori wvantaggl si  hanno guando  come elemento
plasmonicn s1 utilizza una struttura cava atta a introdurre

una  detta sostanza 8 nel comparto intracellulare ome, a

titoelo esemplificativo, & statoe desceritto nelle figure €-7

Secondn  gquesto schema 11 nanotubo  plas
urnfestremita saldata aslla menbrana cellulare & 17altra

eztremita  che si1 ingerisce direttaments in un  oanale

{I

microfluldice © altro ritrovabce atto a deliverare la

una wvolta aperto 11 poro P

4

tanza . [Di

]

[SLep

K

mediante 1l fascio laser, 1l nanctube plasmonico realizza

un aceesse egclugive al comparto intracellulare. Con ¢id sl

intende che la sostanza 8 ouo esgers introdotta

che questa

{ F'
'_
]
s
s
o
9]
D
'_I
H
=
'_l
o
fs
i
5]
i
fis
-3
L

direttamente nellankbisnte

venga in contatto oon 1l bagno extracellulare.
questo  approcoic impedisce alle sostanze contenute nel

acellulare gli antrare riell”’ ambrlernte

bagre ext
intravellualre guando la membrana cellulare viens porata,

Come  sopra accennato, une del wvantaggl assoclato al

metodo di apertura Jdi pori in maniera plasmonica sscondo la

pregsente invenzions  oonsists nel  fattoe c¢he esso &

e

utilizeabile per lo  studic di cellule elettricamente
attive, gualli neuroni e cardiomiociti. Questes ocelluls

generano  impulsl elettrici, le cul caratteristiche szono
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g}

Fondamentali per la comprensione del leoro comportamento =
della loro risposta a particolari medicamenti o condizioni.
Infatti & noto che gueste cellule, specialmente 1 rneuroni,

gono molto sensgibili e rispeondonoe a wvari stimoli, fra i

guali potenziale elettricn, calore, luce e wdloament 1

‘Jx

specifici. Fertantoe tutti 1 metodi per lfapertura di pori

Ry

chea

i

i bhasano su potenziale elettrico, oalore, luoe o
medicamenti {0, piu  in  generale, sostanze chimiche)
influenzeranng inevitabilmente 11 sgistema ¢ dungue non
consentiranne di osservars fattivita (in particolare,

quella elettrical del sistema biclogioo, senza alterarlo.

Al ¢ontrario, l’apertursa di pori plasmoniga pud creare una

¥

interruzione nells membrana cellulare ricghiedendo una hassa

b

quantita di energis, insufficiente a inrescare una risposta
elettrica stimolata. D1 conseguenza, un camplons kiologico

slettricaments attive non sarebbe influenzateo, e dungus

perturbate, dall’apertura di peri plagmonica & dungus pud

ontanes < non alterato.

sere studiato nelle suoe stato sg

UIn altro vantaggio significativo del metodo sscondo la
presente invenzione & dovuto al fatta della Fua
controllabilita nel tenpo e nello spazio,

n ultericore vantagglo del metode secondn la presents
invenzione & dato dal fatte che 11 tenpo per l7apertura di
un poro in una singola gellula & melto hreve, ad esempio
anche al di gottae di 1 microsecondo.

Un altro vantaggio del metode secondo la pregente

invenzionse & dato dal fatto che 1 narno-elemernti plasmonioi

pogsono esgere fabbricati in matricil dense 2 ampls su oul

le oellule possone essere direttamente asacggettate &

coltura. Facendo

are la asorgents di luce al di sopra di
tall matrici, migliaia di cellule possone sssere sottoposte

ad apertura Jdi porl in un tempo molto breve, prima che le
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membrang c¢ellulari inizing a regoupsrare 11 lore stato

iniziale, chiudendosi.

Un altro aspetto vantagyioso consiste ne=l fatto
confinamento del processce di riscaldamentoe o di genesrazione
gdi wri’onda fi pressicns sulla punta dell’anternna & i

ampiezsa nanometrica; il cohe conduce alla genserazione di

fori estremamente wlocold sulla membrana cellulars,
svitande una alterazione dell’ambiente cirgosztante di tipo
indegiderato,

Un ulteriore wantaggio & datoe dal fatto ohe se il

nanc-elemento plasmonico =sonta un canale fluidico, tale

nano-elemente plasmonico € in grado di  cogtitulre una
valvola {in particolare se 11 nance-slemento plasmonico

COmMBEarn de ur2 nano-—-antenns, costituizce s N&ano-

valvolsatl.

Naturalments, Fermo regtando 11 principgic

S
dellfinvenzicns, lg forme i attuazions ed i particolari di

alizrzazione potranno e atto o a

amplamentes variati risy

r«;

quanto desceritto ed illustrato a puro titolo di esempio non
limitativo, genza per guesto usoire dall’ambite
dell’invenzione come definito nelle annesse rivendicazioni,.

In particeolare, ooms 2 svidente ad un teonico del
torsa, gli affettl tecnici congeguiti grazie

fegecuzione del metodo condn la presente invenzione

sgindonn dallsa forma 1llustrata dells nano-antenna oon

imente al dizegni allegati, In altri termini, la forma

i

nano-—-antenna  pu & easer

illustrata -  ad egempio -~ nella

tale nano-antenna presentli una alla
lunghezza d’onda della radiazicons desiderata., A& titol
ezemplificative, la nano-antenna potrebbe anche essere non

CAVE = potrebbe angora praesgentars 1111 effetto di
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F
[
{
pe

iscaldamente in modo plasmonicoe oppurs potrebbe avere una

forma cava conica invece di una forma cilindrica.
Gltre a guanto sopra, non si intende coms limitativo

dellfambito di tutela della presente invenzions 11 falto

che 11 fascic di luge nella  forma di realizrazlons

illustrata sia di tigo laser. Infatti, come ¢ chiarg ad un

pud provenire da

1
tegnico del settore, 11 fascio di luecs
numerose & differenti tipelogile di zergenti di luce, ad

esemplin cosrente gl ircoaerente, monooromat 1oa o

policromatica, pulsata o continua.

Barzand & Zanarde Milano S.2.A.

kS
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RIVENDICAZIONI
1. Metodn per  lfapertura del pori in una membrana
gellulare, detto metodo comprendsndoe 1 seguentl passi

cperativiz

almeng un nanc-=2lemsnto

&) dispor

{10y & contattoe - ¢ in stretta prosad

membrana ozllulare } immerss:

figiologica e sulla cuil
apertoe alwmene un pore (F);

2} focaliz

per un periodo di tempo (T} compreso fra 1

4
i
{Te

20 ps un faszscelo di luse (B, guale ad ase

fasclo lager, au detto nano-elemento plasmoenicoe metallico

{10}, dette fasgio di  luce {B)  avendg una freaguenza

regolata alla freguenza plasmonica di risonanza di detto

nano-elemento plasmonico metallico (10}, affinché detto

fagoio di luce (B} causl unfeccitazions ywlasmonica in

elettroni appartenentli a dettoe nano-glemento plasmonico

metallico {10} = ne {Dromucva

Ry

sulsione verso 17 ambionte

gircostante aprendn almeno un pore (P} su dettas memn

cellulare (M), in cul contemporaneamente

warte, dettoe fascio di luge (BY influenza

da  una g
mediante saccelararsions ponderomot iva detti elettroni

pulsl  mediante detta  eoccitazions plasmonica o

un‘onda Jdi pressicones in detta acgua o in detta scluzione

galina, e
dallfaltra parte, detto fascico i lugs {B) influen=za

kS

dirvettamente detti  elettroni  espulsi wmediante inverss

dung & orea calore localizzato su detto nano-
alemante plasmonico metalllco {10}

2. Metodo  secondo  la rivendicazigns 1, 1n  oul  detteo

A

eriado di tempo (T} & inferiore o uguale a oirca 0.1 ps ad

s

& prevalente 11 contributo di detta onda di pressione
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cttenuta mediante accelerazione ponderomoetiva per aprire
detto almeno un poro (B},

. Metodo secondo la rivendicazions 1, in oul in ouil
detito periode di tempo (T) ¢ maggliore o uguale & circa 1 ps

o
o N

(e

= prevalente 1l contributo di dettoe calore localizzato
ottenuto mediante inverse bremsstrafhlung per aprire detto

almeno un poro {(Fi.

4, Metodoe secondo  una oualsiasl delle rivendic

prevedantl, in oul detto almeno un nano-elemento plasmonico
{107} & tridimensionalmente protrudente = aderisce

strettamente a detta membrana cellulars (M),

15

. Matoodo secondn la rivendicazicons 4, Iin oul detto
almeno un nano-elemento plasmonico {10) presenta unfaltezza
dellfordine di grandezza del micron.

& Metodo segondo la rivendicazions 5, in ouli  detto

almeny  un nang-elemnentc  plasmonicon §14) eresenkta un

diametro dell’ordine di  grandezza di un centinaio i

nanometri,

Metodo secondo una gualsiasi delle rivendicazioni

pragedenti, in c¢uli 11 passe operative a) prands 11

kN

digporre una pluralitd di nano-elementi o {10} &

contatto con detta memnbrana cellulare {M}.,

8. Metodn secondos una  gqualsiasi  delles  rivendicaziondi

crecgedenti, in gui 11 passo operativo a) comprende 11

%

disporre una

comprendent e substrato  {1§)

supportante detto almeno un

asmonice (10) a
contatto oon detta membrana cellulars ().

9. Metodo ssoondo la rvivendigazions 8, in oul il passo
operativo a) comprende l'effettuare una coltura cellulare
direttamente su detto substrato {1€} in modo tale che detta
membrana cellulare (M} si accresca a oontatto oon detto

almeno un nano-elemento plasmonico (103 .
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10, Metodo sesconde una gualsiasi delle rivendicazioni

pracedenti, in oul detto almeno un nano-elemento plasmonico

gomprends una nano-antenna (10} .

11, Metado sesconde una gualsiasi  delle rivendicazioni
precadenti, in cul detto almene un nano-2lementce plasmonicoo
(103 & realizzatn di un metallo nobile, o sus leghe.

1z, ®Metodn secondo una gualsiasi delle rivendicazioni
precedenti, in cui 11 passg egperative bl comprends &

seguenti fasi:

bl} emettere detto fascico di luse {(Bj; e

2y focalizzars detto fascio di luce {(B) emesso attraver

'lf

S
un asgieme obtico {14) in direzione i dettoe almens un
nano-alemaento plaznonico {(10) .

13. Metodo secondo la rivendicarzions 12, in cul detta fase
b1} comprande 1l 7emetters ur fasolo lasger (B},
preferibilmente del tipo ad impulsi.

1

4, Metodo secondo la rivendicarione 12 <o 13, 1n cul la

I"f.

Fas

‘Jx

-

e b2y oomprende 11 dirigere detto fascio di luce (B}

tﬁ

Focalizzate wverso una superficie di o contatto {10a) fra
dettc nang-elenentc  plasmonicn £10) 2 detta merbhrana
cellulars {M).

15, Metodo seconde la rivendicazione 14, in cul detta
superficie di gontatto comprends una porzione distale (10a)
di detto nano-elemento plasmonico (107,

1¢. Metodo ssoonddo la rivendicazione 14 o 1%, in oul detto
fagelo di luge {B} atbraversa detta cellula () erima i
raggiungeare detta superficsie di gontatto {(10a).

17. dMetodo secondo una qualsiasi delle rivendicazioni

vrecadenti, cmprendents inoltre il s=guante DRSSO

o) far passare una quantitd di sostanza (8), ad esemplo una

=

guarititad di o oun medicamento, attraverso detto almeno un
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nano-elewente  plasmonico {107 & dettoe almeno poro {(P)
aperto su detta menbrana cellulare ().

18, Metode szegondon la rivendicarzicone 17, in ouil dstto
passce cperative ¢} comprende il far paszare detta guantita

di zestanza {81, provenients dall’esterno di detts c=llula

2

{2y, attraverso detto nano-elemento plasmonico {107 e detto

—~

poro (P} wverso 17interne della eellula (2) nello spazio
individuato da detta membrana cellulare (M),

12, Metodo seconde la rivendicazione 17, in cui detto
passe operative ¢ comprende i1l far passare detta quantita

di sostanza (3), provenientes dallfinterno di debta cellula

i

{C1 nelloe spazio individuato da detta membrana cellularse

X

My, attraverso detto poro {P) e detlboe nano-elemento

kS

l7asterng di detta czllula ().

do Milano S.p.A.
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I1 metodo comprends 1 zeguenti passei: sz} disporre un

nano-elemento plasmonico metallico (10} a contatto con una

membrana cellulare (M} immerszsa 1n acgua © in una soluzigns

figiologica e sulla cul superficie ¢ destinabtoe ad eszsere

o~

apertn un pora (Py; e b} focalizzare per un perinde i

o (T compreso 2 10 vz un fasoio Jdi luce (B},

auals  ad  esempilio  un laser, sul rnano-elemento
plasmonice metallige (107, I1 fascico di luce (B} ha una

:

fraquenza regolata alls freguenza plasmonica di risonanza

==
[

del nano-elemento plaszmonico metallico {10), affinche

(g3}

(f‘

a5

cle i lucge (B} causil un’scceitazigne plasmonica  1in

it

lettroni appartensnti al nano-elamento plasmonico
metallico {10} & ne promuova l7aspulsione verso lfambiente
circostante aprendo un poro (P} sulla membrana cellulare

{M}. Da una part 11 fascio di luce (B} influenzsa mediante

acoelerazione ponderomotiva gli mediante
eccitazions plasmonica e orea un’onda di pressiong in detta
acgua o in detta soluzione salina. Dallfaltra parte, il

faseioe i luces {(By influenza direttamente gli e=lettroni

i
']
[t
{T:
o)
7
e
'_l
)
e
T

$1 mediante inverse
izzato aul pnang-elementce plasmonice metallice (107,

{Figura 3}

Praclassificazione hrevettuale: AS1E
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RIVENDICAZIONI
1. Metodn per  lfapertura del pori in una membrana
gellulare, detto metodo comprendsndoe 1 seguentl passi

cperativiz

almeng un nanc-=2lemsnto

&) dispor

{10y & contattoe - ¢ in stretta prosad

membrana ozllulare } immerss:

figiologica e sulla cuil
apertoe alwmene un pore (F);

2} focaliz

per un periodo di tempo (T} compreso fra 1

4
i
{Te

20 ps un faszscelo di luse (B, guale ad ase

fasclo lager, au detto nano-elemento plasmoenicoe metallico

{10}, dette fasgio di  luce {B)  avendg una freaguenza

regolata alla freguenza plasmonica di risonanza di detto

nano-elemento plasmonico metallico (10}, affinché detto

fagoio di luce (B} causl unfeccitazions ywlasmonica in

elettroni appartenentli a dettoe nano-glemento plasmonico

metallico {10} = ne {Dromucva

Ry

sulsione verso 17 ambionte

gircostante aprendn almeno un pore (P} su dettas memn

cellulare (M), in cul contemporaneamente

warte, dettoe fascio di luge (BY influenza

da  una g
mediante saccelararsions ponderomot iva detti elettroni

pulsl  mediante detta  eoccitazions plasmonica o

un‘onda Jdi pressicones in detta acgua o in detta scluzione

galina, e
dallfaltra parte, detto fascico i lugs {B) influen=za

kS

dirvettamente detti  elettroni  espulsi wmediante inverss

dung & orea calore localizzato su detto nano-
alemante plasmonico metalllco {10}

2. Metodo  secondo  la rivendicazigns 1, 1n  oul  detteo

A

eriado di tempo (T} & inferiore o uguale a oirca 0.1 ps ad

s

& prevalente 11 contributo di detta onda di pressione
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cttenuta mediante accelerazione ponderomoetiva per aprire
detto almeno un poro (B},

. Metodo secondo la rivendicazions 1, in oul in ouil
detito periode di tempo (T) ¢ maggliore o uguale & circa 1 ps

o
o N

(e

= prevalente 1l contributo di dettoe calore localizzato
ottenuto mediante inverse bremsstrafhlung per aprire detto

almeno un poro {(Fi.

4, Metodoe secondo  una oualsiasl delle rivendic

prevedantl, in oul detto almeno un nano-elemento plasmonico
{107} & tridimensionalmente protrudente = aderisce

strettamente a detta membrana cellulars (M),

15

. Matoodo secondn la rivendicazicons 4, Iin oul detto
almeno un nano-elemento plasmonico {10) presenta unfaltezza
dellfordine di grandezza del micron.

& Metodo segondo la rivendicazions 5, in ouli  detto

almeny  un nang-elemnentc  plasmonicon §14) eresenkta un

diametro dell’ordine di  grandezza di un centinaio i

nanometri,

Metodo secondo una gualsiasi delle rivendicazioni

pragedenti, in c¢uli 11 passe operative a) prands 11

kN

digporre una pluralitd di nano-elementi o {10} &

contatto con detta memnbrana cellulare {M}.,

8. Metodn secondos una  gqualsiasi  delles  rivendicaziondi

crecgedenti, in gui 11 passo operativo a) comprende 11

%

disporre una

comprendent e substrato  {1§)

supportante detto almeno un

asmonice (10) a
contatto oon detta membrana cellulars ().

9. Metodo ssoondo la rvivendigazions 8, in oul il passo
operativo a) comprende l'effettuare una coltura cellulare
direttamente su detto substrato {1€} in modo tale che detta
membrana cellulare (M} si accresca a oontatto oon detto

almeno un nano-elemento plasmonico (103 .
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10, Metodo sesconde una gualsiasi delle rivendicazioni

pracedenti, in oul detto almeno un nano-elemento plasmonico

gomprends una nano-antenna (10} .

11, Metado sesconde una gualsiasi  delle rivendicazioni
precadenti, in cul detto almene un nano-2lementce plasmonicoo
(103 & realizzatn di un metallo nobile, o sus leghe.

1z, ®Metodn secondo una gualsiasi delle rivendicazioni
precedenti, in cui 11 passg egperative bl comprends &

seguenti fasi:

bl} emettere detto fascico di luse {(Bj; e

2y focalizzars detto fascio di luce {(B) emesso attraver

'lf

S
un asgieme obtico {14) in direzione i dettoe almens un
nano-alemaento plaznonico {(10) .

13. Metodo secondo la rivendicarzions 12, in cul detta fase
b1} comprande 1l 7emetters ur fasolo lasger (B},
preferibilmente del tipo ad impulsi.

1

4, Metodo secondo la rivendicarione 12 <o 13, 1n cul la

I"f.

Fas

‘Jx

-

e b2y oomprende 11 dirigere detto fascio di luce (B}

tﬁ

Focalizzate wverso una superficie di o contatto {10a) fra
dettc nang-elenentc  plasmonicn £10) 2 detta merbhrana
cellulars {M).

15, Metodo seconde la rivendicazione 14, in cul detta
superficie di gontatto comprends una porzione distale (10a)
di detto nano-elemento plasmonico (107,

1¢. Metodo ssoonddo la rivendicazione 14 o 1%, in oul detto
fagelo di luge {B} atbraversa detta cellula () erima i
raggiungeare detta superficsie di gontatto {(10a).

17. dMetodo secondo una qualsiasi delle rivendicazioni

vrecadenti, cmprendents inoltre il s=guante DRSSO

o) far passare una quantitd di sostanza (8), ad esemplo una

=

guarititad di o oun medicamento, attraverso detto almeno un
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nano-elewente  plasmonico {107 & dettoe almeno poro {(P)
aperto su detta menbrana cellulare ().

18, Metode szegondon la rivendicarzicone 17, in ouil dstto
passce cperative ¢} comprende il far paszare detta guantita

di zestanza {81, provenients dall’esterno di detts c=llula

2

{2y, attraverso detto nano-elemento plasmonico {107 e detto

—~

poro (P} wverso 17interne della eellula (2) nello spazio
individuato da detta membrana cellulare (M),

12, Metodo seconde la rivendicazione 17, in cui detto
passe operative ¢ comprende i1l far passare detta quantita

di sostanza (3), provenientes dallfinterno di debta cellula

i

{C1 nelloe spazio individuato da detta membrana cellularse

X

My, attraverso detto poro {P) e detlboe nano-elemento

kS

l7asterng di detta czllula ().

do Milano S.p.A.
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