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ES 2 665 826 A1

Tl’tulo: Método de extraccion de exosomas y dispositivo microfluidico de extracciéon de exosomas

@Resumen:

Método de extraccién de exosomas en funcion de su

didametro, que comprende una etapa de introduccion o

de una muestra fluida que comprende al menos dos 1 .
poblaciones de exosomas con un diametro distinto @ !

cada uno en un dispositivo microfluidico (10) que
comprende al menos un canal (1) que comprende al
menos una entrada (2) para la muestra fluida y al
menos dos orificios (3) distribuidos a lo largo del canal
(1) que permiten la salida de las poblaciones de ol
exosomas y una salida (5) para la muestra fluida 2 3 3
restante, y medios (6) para generar un gradiente de
temperatura en el canal (1); y una etapa en la que se
hace fluir la muestra fluida a través del canal (1)
mientras se aplica en el canal un gradiente de
temperatura, provocando la salida de cada poblacion
a través de un orificio (3) distinto. Dispositivo
microfluidico (10) para la aplicacion del método.
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DESCRIPCION

Método de extraccion de exosomas y dispositivo microfluidico de extraccion de exosomas

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion se relaciona con métodos relacionados con la extraccién de particulas
biolégicas presentes en una muestra fluida, y dispositivos microfluidicos de extraccion de

dichas particulas biologicas.

ESTADO ANTERIOR DE LA TECNICA

Los exosomas son pequefias vesiculas que las células fabrican y secretan al medio
extracelular conteniendo informacion (acidos nucleicos, lipidos, metabolitos, péptidos,
proteinas, etc.) relevante acerca del origen y el estado en el que se encuentran. Estas
pequefias vesiculas han sido extraidas de diversos fluidos biolégicos por su gran interés
como fuente biolégica para identificar y definir biomarcadores no invasivos de
enfermedades. Ademas estas particulas bioldgicas estan directamente implicadas en el
desarrollo de diversas patologias incluyendo cancer, enfermedades metabdlicas y

cardiovasculares.

En la actualidad el aislamiento y purificacion de los exosomas es un procedimiento que
consiste en varios pasos tediosos y dificulta el avance de estas investigaciones hacia su

aplicacion clinica.

En el estado de la técnica se conocen sistemas microfluidicos que se utilizan para detectar,
capturar, separar y enriquecer particulas que estan suspendidas o dispersas en un fluido. A
modo de ejemplo, US20140030788 A1 describe un método y dispositivo para la separacion
de tres poblaciones de particulas bioldgicas con distintos diametros cada poblacién, en el
que la muestra es introducida en una trayectoria de fluido que comprende unos obstaculos
que retienen una de las poblaciones y permiten el flujo del resto de las poblaciones en base

a la porosidad de los obstaculos.
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W02015139019 A1 también describe un sistema microfluidico en el que los exosomas son

capturados mediante la unién de estos exosomas a “microbeads” magnéticos.

EXPOSICION DE LA INVENCION

El objeto de la invencion es el de proporcionar un método de extraccion de exosomas y un

dispositivo microfluidico de extraccion de exosomas, tal y como se describe a continuacion.

Un aspecto de la invencion se refiere a un método de extraccion de exosomas en funcién de
su diametro que comprende las siguientes etapas:
- introducir una muestra fluida que comprende al menos dos poblaciones de
exosomas con un diametro distinto cada uno en un dispositivo microfluidico que
comprende:
- al menos un canal que comprende al menos una entrada para la muestra
fluida y al menos dos orificios distribuidos a lo largo del canal que permiten la
salida de las poblaciones de exosomas y una salida para la muestra fluida
restante, y
- medios para generar un gradiente de temperatura en el canal; y
- hacer fluir la muestra fluida a través del canal mientras se aplica en el canal un
gradiente de temperatura, provocando la salida de cada poblacién a través de un

orificio distinto.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un dispositivo microfluidico de extraccion de
exosomas en funcion de su diametro, que comprende:
- al menos un canal que comprende al menos una entrada para la muestra fluida y
al menos dos orificios distribuido a lo largo del canal que permite la salida de una
poblaciéon de exosomas y una salida para la muestra fluida restante; y
- medios para generar un gradiente de temperatura, provocando la salida de cada

poblacién a través de un orificio distinto.

El método y el dispositivo de la invencién permiten la extraccion de los exosomas basados

en el diametro de una manera mas simple y menos costosa que en el estado de la técnica,
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ya que el canal central no presenta ni obstaculos ni tampoco requiere el uso de reactivos

tales como elementos especificos de union para el exosoma.

Por otro lado, la extraccion de los exosomas se realiza al momento en el que la primera
poblacién de exosomas sale del orificio del canal sin tener que esperar a que la muestra
entera fluya por el canal. Este hecho permite tener un control de la separacion y extraccion
de las poblaciones de exosomas durante el procesamiento de la muestra y no a la
finalizacion del mismo. Este control es de gran importancia para los procesos de extraccion
en flujo constante de volumenes grandes de muestras fluidas, en los que se simplifica el
proceso, se reducen los tiempos muertos y se obtiene un mejor rendimiento del proceso.

Estas y otras ventajas y caracteristicas de la invencion se haran evidentes a la vista de las

figuras y de la descripcion detallada de la invencion.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra un esquema del dispositivo microfluidico segun una primera realizacion

de la invencion.

La figura 2 muestra un esquema del dispositivo microfluidico segun una segunda realizacion

de la invencion.

La figura 3 muestra un esquema del dispositivo microfluidico segun una tercera realizacion

de la invencion.

La figura 4 muestra un esquema del dispositivo microfluidico segun una cuarta realizacion

de la invencion.

EXPOSICION DETALLADA DE LA INVENCION

El método de extraccidn de exosomas de la invencidn comprende las siguiente etapas:

- introducir una muestra fluida que comprende al menos dos poblaciones de
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exosomas con un diametro distinto cada uno en un dispositivo microfluidico 10 como
el mostrado por ejemplo en la figura 1, el cual comprende:
- al menos un canal 1 que comprende al menos una entrada 2 para la muestra
fluida y al menos dos orificios 3 distribuidos a lo largo del canal 1 que
permiten la salida de las poblaciones de exosomas y al menos una salida 5
para la muestra fluida restante, y
- medios 6 para generar un gradiente de temperatura en el canal 1; y
- hacer fluir la muestra fluida a través del canal 1 mientras se aplica en el canal 1 un
gradiente de temperatura, provocando la salida de cada poblacién a través de un

orificio 3 distinto.

En el contexto de la invencién, por exosoma se entiende una microparticula o nanoparticula
de base lipidica y/o proteica presente en una muestra, por ejemplo un fluido bioldgico
obtenido de un sujeto o de un cultivo celular, bacteriano o fungico. El término exosoma hace
también referencia a estructuras de origen sintético o biolégico formadas por una o varias
capas lipidicas que pueden contener tanto en su superficie como en su interior distintas
proteinas, acidos nucléicos, lipidos, metabolitos, y/o farmacos. Estos exosomas pueden ser
vesiculas extracelulares, microvesiculas, nanovesiculas, argosomas, ectosomas,
dexosomas, cuerpos apoptéticos y vesiculas sintéticas. El diametro o tamafo de los

exosomas puede variar entre 20 nm y 5000 nm, dependiendo de su origen.

En el contexto de la invencion, por poblacion de exosomas se entiende un conjunto de

exosomas que tienen un rango de diametro o tamafio determinado.

El método de la invencion permite la extraccion de poblaciones de exosomas con diametros
o tamafos que se difierencian en al menos 50 nm. Esta diferencia también aplica a

diferencias de diametros hidrodinamicos que alcancen al menos los 50 nm.

La muestra fluida que comprende las poblaciones de exosomas se refiere a una muestra de
fluido biolégico vegetal o animal, tal como una muestra de sangre, suero, orina, saliva,
lagrima, flujo vaginal, flujo seminal, fluido cerebroespinal, fluido cerebral, sudor, esputo,
lavado cervical, secreciones del tracto respiratorio, intestinal, sinobial, y liquido amnidtico; o
bien un fluido, preferiblemente un fluido liquido, en el que se han dispersado distintas

poblaciones de exosomas.
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Dependiendo de la naturaleza de la muestra fluida, asi como de su composicion, es
conveniente tratarla previamente antes de someterla al método de la invencion. Ejemplos de
tratamiento previo de la muestra fluida podrian ser: un enriquecimiento en exosomas o en
particulas de la muestra que favorezcan la extraccién de las poblaciones de exosomas de
interés, una diluciéon de la muestra fluida o una eliminaciéon de impurezas que afecten a la

extraccion de los exosomas, entre otras.

En el contexto de la invencidn, por dispositivo microfluidico 10 se entiende aquel dispositivo
que usa flujos volumétricos de liquido en el rango de nanolitros o microlitros por minuto en

un procesador, también conocidos como sistemas microfluidicos basados en chips.

Tal como se ha indicado ya con referencia a la figura 1, el dispositivo microfluidico 10 de la
invencién comprende un canal 1. En el contexto de la invencion el canal 1 es un pasaje por
el que fluye la muestra. En una realizacion preferente el canal 1 es un conducto. Este canal

1 puede estar no cubierto o cubierto.

El canal 1 tiene unas dimensiones de acuerdo a las condiciones de procesamiento de la
muestra: el caudal o velocidad de flujo, el gradiente de temperatura, la concentracion y

diametro o tamafo de los exosomas y la composicion del fluido.

En una realizacion particular, el canal 1 tiene una profundidad de al menos cinco veces la
altura y una longitud de al menos seis veces la profundidad. Estas dimensiones permiten la

generacion de unas lineas de corriente estables a lo largo del canal 1.

A modo de ejemplo, el canal 1 tiene una altura aproximadamente de entre 1600 um y 20 um,
preferiblemente de 1600 ym, 800 ym, 400 ym, 200 ym, 100 uym, 50 ym o 20 ym; una
profundidad de entre 8000 um y 100 uym, y una longitud de entre 0.6mm y 48 mm.

El canal 1 de la invencion puede estar construido con cualquier material polimérico,
ceramico y/o metalico, preferiblemente con materiales que sean buenos conductores

térmicos y compatibles con las muestras a procesar.

A modo de ejemplo no limitativo, un material polimérico puede ser una poliolefina, tal como
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el copolimero de olefina ciclica, el polietileno de baja o alta densidad, el polipropileno o el

caucho etileno-propileno.

A modo de ejemplo no limitativo, un material ceramico puede ser el 6xido de berilio, el

grafito, el diamante, el vidrio borosilicatado o el didxido de silicio.

A modo de ejemplo no limitativo, un material metalico puede ser el acero inoxidable, la plata,

las aleaciones de cobalto, de cromo o de titanio.

En una realizacién preferente, el canal 1 comprende un copolimero de olefina ciclica.

En ocasiones la muestra fluida puede contener elementos interferentes para la extraccion
que conviene retenerlos en el canal 1. A modo de ejemplo no limitativo, los elementos
interferentes pueden ser: metabolitos, acidos grasos o agregados proteicos. Por lo tanto, en
una realizacion particular, la cara interna del canal 1, en donde la muestra fluida entra en
contacto, comprende elementos de retencién de estos elementos interferentes, pudiendo

estos elementos ser fisicos, quimicos o bioldgicos.

Respecto a la entrada 2 y la salida 5 del canal 1, en una realizacion preferente, éstas estan
localizadas al inicio y al final del canal 1 respectivamente. En una realizacion preferente la
entrada y/o la salida se disponen en una direccion axial del canal 1. En otra realizacion, en
el que el canal es un conducto cubierto, la entrada y/o salida estan en una direccién

ortogonal a la direccion del fluido de la muestra.

El canal 1 ademas comprende los orificios 3, por los cuales las poblaciones de los

exosomas 20 salen segun van acercandose a dichos orificios 3.

Los orificios 3 son aberturas o conductos conectados a un reservorio especifico en el que se
acumulan los exosomas extraidos. Estas aberturas o conductos también pueden estar
conectados a otro dispositivo u otro instrumento de medicién. A modo de ejemplo, este
dispositivo o instrumento detecta y/o cuantifica los exosomas o particulas para el control

extraidos durante el proceso de extraccion.

En el caso de que el orificio sea un conducto, en una realizacion particular éste esta
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dispuesto en un angulo de entre 30° y 90° respecto a la direccion del flujo de la muestra

fluida, preferentemente a 60°.

Los orificios 3 pueden tener iguales o distintos tamanos. Independientemente de si son
orificios iguales o distintos, preferiblemente, el tamafio maximo del orificio es la mitad de la

altura del canal 1 o de la ramificacion en caso de un canal 1 ramificado.

El nimero de orificios 3 puede variar en funcion del nimero de poblaciones 20 que se

quieran extraer.

Tal y como se muestra en la figura 1, en una realizacién preferente estos orificios 3 estan

dispuestos de manera alineada a lo largo del canal 1.

En otra realizacién, tal y como se muestra en la figura 2, el canal central esta ramificado, en
donde los orificios 3 se disponen a lo largo de cada ramificacién 9 o en el extremo distal de

la ramificacion 9, coincidiendo con la salida 5 de la ramificacion.

Los orificios 3 estan separados entre si y la distancia de separacion se fija en funcién de los
requerimientos de cada caso, a modo de ejemplo, la altura del canal, del gradiente aplicado,

el flujo aplicado y/o el diametro de las poblaciones de exosomas a extraer.

La entrada y la salida de la muestra y el flujo de la muestra se realizan por medios

conocidos por el experto en la materia.

La temperatura de la muestra fluida en el momento de ser introducida en el canal 1 puede
variar dependiendo de la naturaleza de la misma y del gradiente de temperatura a aplicar.
En una realizacién preferente, la muestra en el momento de ser introducida en el canal 1
tiene una temperatura menos dafiina para el exosoma, siendo esta temperatura de entre 4°C
y 37°C, preferiblemente de entre 5°C y 15°C.

Tal y como se muestra en las figuras 1 a 3, el dispositivo microfluidico comprende unos

medios para generar el gradiente de temperatura 12.

Los medios para generar el gradiente de temperatura 12 pueden ser de manera no
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limitativa, un bafio termostatico, un sistema peltier o unos electrodos.

Dependiendo de la naturaleza de dichos medios, éstos pueden disponerse en contacto con
el canal 1 o sobre el canal 1. A su vez, estos medios pueden disponerse a lo largo del canal

1 0 en zonas concretas del canal 1 en donde se quiera generar el gradiente de temperatura.

En una realizacién preferente, el gradiente de temperatura 12 se genera a través de

electrodos.

Este gradiente de temperatura 12 puede aplicarse en distintos angulos respecto a la

direccion del flujo de la muestra.

En una realizacion preferente, el gradiente de temperatura 12 es perpendicular a la direccion

del flujo de la muestra.

En una realizacion preferente, el gradiente de temperatura perpendicular a la direccion del

flujo que se genera es al menos de 0.5°C.

Los exosomas tienden a desplazarse a la zona del canal 1 en donde la temperatura del
gradiente es menor, por lo que en una realizacion preferente, los orificios 3 se disponen en
dicha zona. Los exosomas de mayor diametro se difunden y desplazan a la zona de menor
temperatura antes que los exosomas del siguiente diametro, es por ello que la primera
poblacion de exosomas en salir es el de mayor diametro, seguido del resto de las

poblaciones en el orden de mayor a menor diametro.

Dependiendo del origen y del tamafio de los exosomas, de la composicién del fluido, de las
dimensiones y de la forma del canal 1 y el caudal, conviene modular el gradiente de
temperatura a lo largo del canal 1, es por ello que en una realizacion particular, el gradiente

de temperatura es variable a lo largo del canal 1.

En el caso de un canal 1 ramificado, tal y como se muestra en la figura 2, los medios 6 que
generan el gradiente de temperatura se disponen en el canal 1 y en cada ramificacion 9,

pudiendo generar distintos gradientes de temperatura en cada ramificacion del canal 1.
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En una realizacion particular, tal y como se muestra en la figura 3, el canal 1 comprende al
menos una entrada 4 adicional a través de la cual se introduce un fluido 7 en el canal 1 junto
con la muestra fluida para desplazar dicha muestra fluida a una zona de interés 8. De esta
manera los exosomas son introducidos en un area mas limitado, correspondiendo a la zona
de interés 8 del canal 1, y por tanto se consigue que el gradiente afecte de una manera mas

uniforme a todas las poblaciones de exosomas.

El fluido 7 puede ser de manera no limitativa un tampdén acuoso. En una realizacion de la

invencion, el fluido 7 es tampon fosfato salino.

En otra realizacion particular, el canal 1 comprende al menos una segunda entrada 4
adicional a través de la cual se introduce un segundo fluido 7 en el canal 1 junto con la
muestra fluida, de esta manera la muestra es introducida en el canal envuelta en un primery
segundo fluido 7. Al igual que en la realizacion anterior, los exosomas son introducidos en
un area mas limitado, correspondiendo a la zona de interés 8 del canal 1, y por tanto se
consigue que el gradiente afecte de una manera mas uniforme a todas las poblaciones de

exosomas.

Dependiendo del origen y del tamafio de los exosomas, de la composicion de la muestra
fluida, de las dimensiones y de la forma del canal 1, el primer y segundo fluido 7 pueden ser

iguales o distintos.

En una realizacion particular, la muestra fluida es introducida envuelta en el fluido 7. A modo
de ejemplo, pero no limitativo, la entrada de la muestra fluida se realiza a través de un
citometro 13 de flujo que esta conectado a la entrada 2 del canal 1. El citémetro 13 de flujo
comprende dos o tres entradas, dependiendo de si se quiere introducir la muestra cubierta
por uno de los lados o envuelta por el fluido 7. En el caso de la muestra envuelta, tal y como
se muestra en la figura 4, el citdmetro 13 comprende tres entradas; desde las entradas
superior e inferior se introduce el fluido 7 y de la entrada del centro se introduce la muestra
fluida. El uso del citdmetro simplifica la estructura del dispositivo ya que requiere una unica

entrada 2 del canal 1 para que la muestra sea introducida envuelta o cubierta por el fluido 7.

En las realizaciones en donde la muestra fluida es introducida envuelta o cubierta por el

fluido 7, el caudal de cada uno puede variar. En una realizacion preferente, la muestra fluida

10
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es introducida envuelta en un fluido 7, en donde el caudal de entrada de la muestra fluida es

40 veces inferior que el caudal total de entrada.

Dependiendo de la naturaleza y de la concentracion de las poblaciones de los exosomas
presentes en la muestra fluida, ésta puede ser sometida a mas de un ciclo del método de la
invencion, hasta la completa extraccién de las poblaciones de exosomas. Esta iteracion de
ciclos puede realizarse sobre un unico dispositivo de la invencién o bien sobre varios

dispositivos de la invencion interconectados.

Por otro lado, en una realizacion particular la muestra fluida puede contener unas particulas
para el control del método de extraccion de tal manera que permitan detectar in situ que el

método de extraccion se esta realizando correctamente.

En una realizaciéon preferente, las particulas para el control son particulas que tienen
caracteristicas fisicas equiparables a las poblaciones de exosomas a extraer. Estas
caracteristicas fisicas hacen que las particulas control tengan un comportamiento similar o
equiparable de la poblacién de exosoma a extraer, pudiendo ser como el tamario, el peso,

etc.

En una realizacion preferente, estas particulas ademas son identificables y/o diferenciables
de las poblaciones de exosomas a extraer. Por ejemplo, una manera de identificarlos y

diferenciarlos de los exosomas seria marcandolos para posteriormente ser detectados.

Un segundo aspecto de la invencion se refiere a un dispositivo microfluidico 10 configurado
para la extraccion de exosomas en funcion de su diametro, tal y como se ha descrito

anteriormente haciendo referencia al método de extraccion.

En una realizacién particular, el canal 1 esta dividido en partes ensamblables entre si,
teniendo cada parte al menos un orificio para un diametro de poblacion de exosoma
determinado, configurandose el canal 1 con las partes necesarias segun el tipo de muestra

fluida y/o el nUmero de poblaciones de exosomas a separar.

En una realizacion particular, el dispositivo microfluidico comprende ademas un citdmetro de

flujo segun las caracteristicas descritas anteriormente, por el cual la muestra fluida y el fluido

1"
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7 son introducidos en el canal 1.

Tanto el método como el dispositivo microfluidico de la invencion se utilizan para la
extraccion de exosomas en funcién de su diametro. Esta extraccion puede tener multiples
finalidades o usos, tales como la eliminaciéon total de exosomas de una muestra fluida, la
concentracion de la muestra fluida en un exosoma de tamafo determinado en donde los
exosomas a extraer seran aquellos que no interesa mantener en la muestra fluida, o bien
para el diagndstico de enfermedades mediante el aislamiento y deteccién de exosomas que

son biomarcadores de dichas enfermedades.

12
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REIVINDICACIONES

1. Método de extraccion de exosomas en funcion de su diametro, caracterizado
porque comprende las siguientes etapas:
- introducir una muestra fluida que comprende al menos dos poblaciones de
exosomas con un diametro distinto cada uno en un dispositivo microfluidico
(10) que comprende:
- al menos un canal (1) que comprende al menos una entrada (2) para
la muestra fluida y al menos dos orificios (3) distribuidos a lo largo del
canal (1) que permiten la salida de las poblaciones de exosomas y una
salida (5) para la muestra fluida restante, y
- medios (6) para generar un gradiente de temperatura en el canal (1); y
- hacer fluir la muestra fluida a través del canal (1) mientras se aplica en el
canal (1) un gradiente de temperatura, provocando la salida de cada poblacion

a través de un orificio (3) distinto.

2. Método de extraccion de exosomas segun la reivindicacién 1, en donde el

gradiente de temperatura es perpendicular a la direccion del flujo de la muestra fluida.

3. Método de extraccion de exosomas segun la reivindicaciéon 1 6 2, en donde se

genera un gradiente de temperatura de al menos 0.5°C.

4. Método de extracciébn de exosomas segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde los orificios (3) se disponen en la zona del canal (1) en donde la

temperatura del gradiente es menor.

5. Método de extraccién de exosomas segun cualquiera de las reivindicaciones

anteriores, en donde el gradiente de temperatura es variable a lo largo del canal (1).

6. Método de extraccién de exosomas segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde los orificios (3) se disponen de manera alineada a lo largo del

canal (1).

7. Método de extracciébn de exosomas segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde el canal (1) comprende al menos una entrada (4) adicional a
través de la cual se introduce un fluido (7) en el canal (1) junto con la muestra fluida

para desplazar dicha muestra fluida a una zona de interés (8).
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8. Método de extraccion de exosomas segun cualquiera de las reivindicaciones 1

a 6, en donde la muestra fluida es introducida envuelta en un segundo fluido (7).

9. Método de extracciébn de exosomas segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde la muestra fluida comprende unas particulas para el control del

método de extraccion.

10. Método de extraccion de exosomas segun la reivindicacion 9, en donde las
particulas para el control tienen caracteristicas fisicas equiparables a las poblaciones

de exosomas a extraer.

11. Método de extraccion de exosomas segun la reivindicacién 9 o 10, en donde
las particulas para el control son identificables y/o diferenciables de las poblaciones de

exosomas a extraer.

12. Dispositivo microfluidico de extraccion de exosomas en funcion de su diametro,
caracterizado porque comprende:
- al menos un canal (1) que comprende al menos una entrada (2) para la
muestra fluida y al menos dos orificios (3) distribuidos a lo largo del canal (1)
que permiten la salida de las poblaciones de exosomas y una salida (5) para la
muestra fluida restante; y
- medios (6) para generar un gradiente de temperatura en el canal (1),

provocando la salida de cada poblacion a través de un orificio (3) distinto.

13. Dispositivo microfluidico de extraccion de exosomas segun la reivindicacion 12,
en donde el gradiente de temperatura es perpendicular a la direccion del flujo en el

canal (1).

14. Dispositivo microfluidico de extraccion de exosomas segun la reivindicaciéon 12
o 13, en donde los orificios (3) se disponen en la zona del canal (1) en donde la

temperatura del gradiente es menor.

15. Dispositivo microfluidico de extraccion de exosomas segun cualquiera de las
reivindicaciones 12 a 14, en donde los orificios (3) se disponen de manera alineada a

lo largo del canal (1).

14
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16. Dispositivo microfluidico de extraccion de exosomas segun cualquiera de las
reivindicaciones 12 a 15, en donde el canal (1) comprende al menos una entrada (4)
adicional a través del cual se introduce un fluido en el canal (1) junto con la muestra

fluida para desplazar dicha muestra fluida a una zona de interés (8).

17. Dispositivo microfluidico de extraccion de exosomas segun cualquiera de las
reivindicaciones 12 a 16, en donde el canal (1) esta dividido en partes ensamblables
entre si, teniendo cada parte al menos un orificio para un diametro de poblacién de
exosoma determinado, configurandose el canal (1) con las partes necesarias segun el

tipo de muestra fluida y/o el numero de poblaciones de exosomas a separar.

15
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201631380

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 ROSS, David; LOCASCIO, Laurie E. Microfluidic temperature 2002
gradient focusing. Analytical chemistry, 2002, vol.
74, no 11, p. 2556-2564. Paginas 2556-2557, 2560
y 2564.

D02 MAO, Hanbin; YANG, Tinglu; CREMER, Paul S. A microfluidic 2002
device with a linear temperature gradient for parallel

and combinatorial measurements. Journal of the American
Chemical Society, 2002, vol. 124, no 16, p. 4432-4435.Todo
el documento.

D03 LIGA, A., et al. Exosome isolation: a microfluidic 2015
road-map. Lab on a Chip, 2015, vol. 15, no 11, p.
2388-2394.P4ginas 2388-2392

D04 CHEN, Chihchen, et al. Microfluidic isolation and 2010
transcriptome analysis of serum microvesicles. Lab
on a chip, 2010, vol. 10, no 4, p. 505-511.P4ginas
505-507.

2. Declaracion motivada segin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud de invencién consiste en un método de extraccidon de exosomas en funciéon de su diametro, mediante
un dispositivo microfluidico donde la muestra fluye a través de un canal al que se aplica un gradiente de temperatura que
provoca la salida de cada poblacion a través de un orificio, y dicho dispositivo microfluidico.

El documento DO1 describe una nueva técnica para la concentracion y separacion de especies idnicas en solucién dentro de
microcanales o capilares aplicando un gradiente de temperatura (ver paginas 2556-2557, 2560 y 2564).

El documento D02 muestra cdmo un gradiente de temperatura lineal simple puede ser generado a través de docenas de
canales microfluidicos paralelos simultdneamente (ver todo el documento).

El documento D03 divulga nuevas técnicas de manipulacion de exosomas que se clasifican en tres categorias: captura de
exosomas mediante inmunoafinidad, tamizado, o captura de exosomas en estructuras porosas (ver paginas 2388-2392).

El documento D04 divulga un dispositivo microfluidico para el aislamiento de exosomas sin requerir a ultracentrifugacion o
gradientes de sacarosa. Dicho dispositivo microfluidico se basa en la union selectiva de exosomas a superficies recubiertas
con anticuerpos (ver paginas 505-507).

1.- NOVEDAD (Art. 6.1 LP) Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 8.1 LP).

Aunque los documentos D01 y D02 establecen relacion entre aislamiento de particulas mediante microcanales y gradiente
de temperatura, y entre dispositivos microfluidicos y gradiente de temperatura, no seria obvio para una persona experta en
la materia aplicar las caracteristicas de los documentos D01 y D02 y llegar al método de extraccién de exosomas como se
revela en las reivindicaciones 1-11 ni al dispositivo reivindicado en las reivindicaciones 12-17.

Por lo tanto el objeto de estas reivindicaciones cumple los requisitos de novedad y actividad inventiva segun los articulos 6.1
y 8.1LP.

Los documentos D03 y D04 son solo documentos que reflejan el estado de la técnica.
2.- PATENTABILIDAD (Art. 4.1 LP).

Las reivindicaciones 1-17 cumplen con el requisito de patentabilidad segun el articulo 4.1 LP.
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