wo 2015/193525 A1 [N 00O Y O

(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA EN VIRTUD DEL TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA
DE PATENTES (PCT)

(43) Fecha de publicacién internacional
23 de diciembre de 2015 23.12.2015) WIPO | PCT

~.

(19) Organizaciéon Mundial de la Ny
Propiedad Intelectual
Oficina internacional

Y

OO O 0 OO Y 0
(10) Namero de Publicacién Internacional

WO 2015/193525 Al

(51

eay)

(22)

(25)
(26)
(30)

1

(72

Clasificacién Internacional de Patentes:
GOIN 33/53 (2006.01) CO9K 19/00 (2006.01)
GO2F 1/1337 (2006.01)

Numero de la solicitud internacional:
PCT/ES2015/070459

Fecha de presentacién internacional:
11 de junio de 2015 (11.06.2015)

Idioma de presentacion: espariol
Idioma de publicacion: espariol
Datos relativos a la prioridad:

P201430918 17 de junio de 2014 (17.06.2014) ES

Solicitante: UNIVERSIDAD POLITECNICA DE
MADRID [ES/ES]; OTRI - Vicerrectorado de
Investigacion, Calle Ramiro de Maeztu, 7, 28042 Madrid
(ES).

Inventores: GEDAY, Morten Andreas; Universidad
Politécnica de Madrid, OTRI - Vicerrectorado de
Investigacion, Calle Ramiro de Maeztu, 7, 28040 Madrid
(ES). OTON MARTINEZ, Eva; Universidad Politécnica
de Madrid, OTRI - Vicerrectorado de Investigacion, Calle
Ramiro de Maeztu, 7, 28040 Madrid (ES). ESCOLANO
MOYANO, José Miguel;, Universidad Politécnica de

(8D

(84)

Madrid, OTRI - Vicerrectorado de Investigacién, Calle
Ramiro de Maeztu, 7, 28040 Madrid (ES). OTON
SANCHEZ, Jos¢ Manuel; Universidad Politécnica de
Madrid, OTRI - Vicerrectorado de Investigacién, Calle
Ramiro de Maeztu, 7, 28040 Madrid (ES). QUINTANA
ARREGUI, Patxi Xabier; Universidad Politécnica de
Madrid, OTRI - Vicerrectorado de Investigacién, Calle
Ramiro de Maeztu, 7, 28040 Madrid (ES).

Estados designados (a menos que se indique otra cosa,
para toda clase de proteccion nacional admisible): AE,
AG, AL, AM, AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BN,
BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ,
DE, DK, DM, DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE,
GH, GM, GT, HN, HR, HU, ID, IL, IN, IR, IS, JP, KE,
KG, KN, KP,KR,KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LU, LY, MA,
MD, ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG,
NI NO, NZ, OM, PA, PE, PG, PH, PL, PT, QA, RO, RS,
RU, RW, SA, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV, SY,
TH, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN,
ZA, ZIM, ZW.

Estados designados (a menos que se indique otra cosa,
para toda clase de proteccion regional admisible):

ARIPO (BW, GH, GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, RW,
SD, SL, ST, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), euroasiatica (AM, AZ,
BY, KG, KZ, RU, TJ, TM), europea (AL, AT, BE, BG,

[Contintia en la pagina siguiente]

(54) Title: METHOD FOR AMPLIFYING THE DETECTION OF TARGETS IN AN ALIGNED LIQUID CRYSTAL MATRIX

(34)

Titulo :

ALINEADO

METODO PARA AMPLIFICAR LA DETECCION DE DIANAS EN UNA MATRIZ DE CRISTAL LiQUIDO

Fig. 1
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(57) Resumen: La presente invencion se refiere a un método para amplificar la deteccién de dianas en una matriz de cristal liquido
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con una diana, cristal liquido, y medios de polarizacién configurados para visualizar el alineamiento del cristal liquido. El
dispositivo esta caracterizado porque comprende medios de flujo con la capacidad de poner en contacto dindmico dicho cristal
liquido con los mencionados elementos de unién. Los métodos de deteccion amplificada estan basados en el contacto dindmico
entre un tlujo de cristal liquido y elementos de unidén con capacidad de formar complejos con la diana.
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METODO PARA AMPLIFICAR LA DETECCION DE DIANAS

EN UNA MATRIZ DE CRISTAL LiQUIDO ALINEADO

DESCRIPCION

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se encuadra en el campo de la deteccion de microorganismos
(bacterias, virus y otros microbios), microparticulas, biomoléculas o cualquier tipo de diana
susceptible de ser detectada con una molécula de biorreconocimiento, en matrices de cristal
liquido. Mediante el uso de un nuevo mecanismo de amplificacion, se consigue un aumento

significativo en la sensibilidad de detectores basados en cristales liquidos.

ESTADO DE LA TECNICA

La primera mencién del uso de dispositivos basados en cristal liquido como sensores
aparece en el articulo: V.K. Gupta, J.J. Skaife, T.B. Dubrovsky, N.L. Abbott, “Optical
amplification of ligand-receptor binding using liquid crystals”, Science vol. 279 (5359), 1998,
y la solicitud de patente US 2002/0142453 A, en los cuales se muestra el desalineamiento
que se produce en una célula de cristal liquido por el cambio de rugosidad de sus
superficies de alineamiento. Se describen las distorsiones causadas en el cristal liquido por
dianas que se han unido especificamente a un receptor. Las zonas en las que no hay diana
aparecen oscuras, mientras que en las zonas en donde se han unido dianas se produce
desalineamiento del cristal liquido, causando la aparicion de puntos brillantes en el fondo
oscuro. El tamafo de dichos puntos es mayor que las propias dianas. Desde entonces, se
han buscado materiales y metodologias que mejoren estos sistemas, dotandolos de una
mayor sensibilidad y fiabilidad.

Asi, en la solicitud de patente WO 2007/036905 A2 (C. Woolverton, 2007) se describe un
sensor de cristal liquido, en el que se emplean microparticulas superparamagnéticas
suspendidas dentro del mismo. La unién de particulas diana a estas microparticulas produce
un cambio en el alineamiento del cristal liquido, causando la aparicion de puntos brillantes
en un fondo oscuro cuando se observan las células entre polarizadores cruzados con la

ayuda de un microscopio.
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En la patente US 6,411,354 B1 (O.D. Lavrentovich, T. Ishikawa, 2002), se detallan formas
para alinear un tipo especifico de cristales liquidos (cristales liquidos liotrépicos croménicos),
para la fabricacién de células de cristal liquido con aplicaciones, por ejemplo, a biosensores.

También se conoce la deteccién de dianas especificas en la interfase entre un cristal liquido
termotropico, generalmente hidréfobo, y una muestra acuosa que incluye la diana que se
pretende detectar. La union de la diana al receptor modifica la superficie, alterando el
alineamiento del cristal liquido. Este pasa de estar alineado perpendicularmente a la
interfase a estar alineado en paralelo, sefialando asi la presencia de la diana al colocar
polarizadores cruzados. Esta tecnologia esta relacionada con la publicacién original: J.M.
Brake, M.K. Daschner, Y.Y. Luk, y N.L. Abbott, “Biomolecular interactions at phospholipid-
decorated surfaces of liquid crystals”, Science vol. 302 (2094), 2003, y con la solicitud del
mismo autor US 2010/233729 A1. En algunos casos, se emplea una gota de cristal liquido
depositada sobre un Unico sustrato; en otros, el cristal liquido se deposita en una pluralidad

de pozos que se exponen a la muestra acuosa.

Estas técnicas de deteccién prometen avances importantes, aunque todavia requieren
mejoras, por ejemplo, en su sensibilidad, fiabilidad o simplicidad de uso. El mayor problema
de los métodos mencionados es que el factor de amplificacion que se obtiene es raramente
superior a unas decenas de veces del tamafo de la diana. Esto implica que la deteccién de
microparticulas requiere el uso de un microscopio o un sistema de lentes. El uso de
aparatos de microscopia no solo incrementa el coste del sistema de deteccidén, ademas
reduce el area de inspeccidén a pocos milimetros cuadrados. Reducir el area de inspeccién
puede reducir significativamente la sensibilidad del sistema, ya que se encontrarqd un
numero menor de dianas ligadas al sustrato. El uso de un microscopio, ademas, suele incluir

un sistema microfluidico que es incompatible con muestras muy viscosas.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los inventores han disefiado un dispositivo y procedimiento mejorado para la deteccion de
dianas, basados en cristales liquidos. A diferencia de otros, este procedimiento es mas
sensible, no requiere instrumentacién adicional, y en consecuencia resulta de manejo mas

sencillo.
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Es por tanto un primer aspecto de la presente invencién un dispositivo para la deteccién
amplificada de dianas que comprende: uno o0 mas medios de unién con la capacidad de
formar un complejo con una diana, cristal liquido, y medios de polarizacién de luz
configurados para visualizar el alineamiento de dicho cristal liquido, caracterizado porque
comprende medios de flujo con la capacidad de poner en contacto dinamico dicho cristal
liquido y dichos medios de unién.

Un segundo aspecto es el método para la deteccibn de una diana en una muestra,
caracterizado porque comprende (i) poner en contacto la muestra con uno o mas medios de
unién con capacidad de unirse a dicha diana, (ii) accionar medios de flujo para crear un flujo
de cristal liquido que contacte con los medios de unién, (iii) visualizar el alineamiento del
cristal liquido mediante medios de luz polarizada, de forma que, en caso de estar la diana

presente en la muestra, se observe una o mas areas de desalineamiento en el cristal liquido.

La presente invencion introduce un meétodo de amplificacion de la sefial de varios
centenares de veces el tamarfio de la diana. La invencién supone un significativo avance,
porque se modifica el instrumental e incluso el area de aplicacion de los biosensores de
cristal liquido. Ya no resulta necesario un sistema de microscopia y se pueden inspeccionar
grandes areas, incluso con distintos receptores (aptameros, anticuerpos, proteinas,..) en el

mismo dispositivo.

El método y dispositivo de la presente invencion hace uso de las distorsiones provocadas en
una matriz de cristal liquido en flujo por la presencia de un cuerpo que modifica su
alineamiento. El sensor se basa en la deteccion optica o eléctrica de este desalineamiento.

En los sensores conocidos hasta el momento, la deteccién y el contacto entre el complejo
diana’/receptor y el cristal liquido no implicaba ningun flujo, y la deteccién se basaba en la
distorsion ejercida sobre el cristal liquido en reposo. Al realizar la deteccion mientras el
cristal liquido esta en contacto dinamico con la muestra, se produce una amplificacion
significativamente mayor que en otros métodos. En consecuencia, el dispositivo y método de
la presente invencién difiere considerablemente de otros ya existentes, y proporciona una

amplificacién del desalineamiento del cristal liquido en la matriz muy superior a la de los
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dispositivos conocidos hasta la fecha. El método de deteccidn se basa en la observacion de

un flujo para detectar interferencias en el flujo lineal de una matriz alineada.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 muestra una realizacién particular de un dispositivo de la invencién en el que las
moléculas de cristal liquido (4) se encuentran alineadas en ausencia de la diana y la
muestra aparece completamente oscura (6). Los sustratos A y B presentan una capa de
alineamiento (1), y una capa de funcionalizacion para dianas especificas (2). Entre ambas
se sitban espaciadores (3) de tamafo calibrado micrométrico y, en ambos extremos, unos
polarizadores cruzados, uno de ellos alineado en la direccion de flujo. La flecha (5) muestra
la direccién de flujo del cristal liquido.

La figura 2 muestra el mismo dispositivo de la figura 1, pero en el que la presencia de una
diana (7) produce un flujo perturbado (8), desalineando las moléculas del cristal liquido y
produciendo una sefial (10), al ser observado entre polarizadores cruzados.

La figura 3 es analoga a la figura 1, pero en este caso el alineamiento original del cristal
liquido es homeotropico (perpendicular).

La figura 4 es analoga a la figura 2, pero en este caso el alineamiento original del cristal
liquido es homeotropico (perpendicular).

Las figuras 5, 6 y 7 son fotografias de algunos resultados obtenidos con dispositivos y
métodos de acuerdo con la presente invencion. En todos los casos, se aplica un flujo del
cristal liquido liotrépico Sunset Yellow y se observan los resultados entre polarizadores
cruzados. Las dianas que se han detectado tienen un tamarfio entre 2 a 12 micrémetros de
didmetro. Se observa un desalineamiento muy acentuado y un flujo perturbado detrds de
dichas particulas.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Dispositivo

En su forma mas sencilla, el dispositivo de la presente invencién comprende: uno 0 mas
medios de unidén con la capacidad de formar un complejo con una diana, cristal liquido,
medios de polarizacion de la luz configurados para visualizar el alineamiento del cristal
liqguido y medios de flujo con la capacidad de poner en contacto dindmico dicho cristal
liquido con dichos medios de unién.

Los tipos de muestras que se pueden analizar son, en general, cualquiera que admita la
fijacién de la diana en los medios de unién. Como ejemplos, aunque no limitados solo a
ellos, se pueden citar: fluidos corporales de humanos y animales incluyendo leche vy
derivados, cursos de agua, regadios, desaglies y aguas residuales, pozos y aljibes, aguas
fluviales y maritimas para deteccion de microbios patdgenos o microalgas. Se puede asi
utilizar el dispositivo en distintos puntos de la cadena de alimentacién, controles de
fabricacién de materias primas de origen o destino biolégico.

En la presente invencion, se entiende por diana cualquier sustancia capaz de unirse
especificamente a los medios de unidn (receptores) y asi provocar desalineamiento en el
flujo de cristal liquido. En una realizacién particular, la diana se selecciona del grupo que
consiste en microparticulas, moléculas organicas o biomoléculas, por ejemplo, proteinas,
ADN, ARN o fragmentos de los mismos. En otra realizacion, la diana se selecciona del
grupo que consiste en microorganismos o fragmentos de los mismos. Como ejemplos de
microorganismos, aunque no limitados solo a ellos, se pueden citar: bacterias, virus,

levaduras, células eucariotas y otros microbios.

Los cristales liquidos son materiales que estan en un estado intermedio entre sélido y
liquido. Estan ordenados como los sélidos, pero pueden fluir como los liquidos. Muchas
sustancias alcanzan el estado cristal liquido en determinados rangos de temperatura o de
concentraciéon. Los primeros se denominan cristales liquidos termotrépicos y los segundos

cristales liquidos liotrépicos. En la presente invencion se pueden emplear ambos tipos.

Pueden usarse cristales liquidos termotrépicos, por ejemplo 5CB (4-ciano-4'-pentilbifenilo),
MBBA (N-(4-metoxibenciliden)-4-butilanilina), mezclas comerciales de cristales liquidos
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termotropicos de Merck como MDA-98, MLC-6023-000, MLC-6042-000, MLC-6204-100,
MLC-6019-100, MLC-13000-000, MLC-6401, MLC-6290-000, MLC-6025-000, MDA-01-130,
MLC-6096, MDA-02-3900, MDA-02-4476, MLC-6025, ZLI-3417-000, ZLI-3417-100, ZLI-
2788-000, ZLI-3700-000, ZLI-1565-H, ZLI-3449-000, ZLI-3449-100, ZLI-2116-100, ZLI-3261,
ZLI-1957/5, ZLI-3786 y ZLI-811. También pueden emplearse cristales liquidos liotropicos
como el colorante comercial Sunset Yellow FCF ((5E)-6-0x0-5-[(4-sulfonatofenil)
hidraciniliden] naftalen-2-sulfonato disédico) o Cromolyn (acido 5-[3-(2-carboxi-4-
oxocromen-5-il)oxi-2-hidroxipropoxi]-4-oxocromen-2-carboxilico), y también otros liotrépicos

cromoénicos o mezclas de todos los anteriores.

El dispositivo de la presente invencion puede adoptar diversas configuraciones, siempre y
cuando sea posible que entren en contacto de forma dindmica el flujo de cristal liquido y los
medios de unién. En una realizacion preferida, el dispositivo es una célula que comprende
un primer sustrato con una primera cara exterior y una primera cara interior, y un segundo
sustrato con una segunda cara exterior y una segunda cara interior, en donde al menos uno
de los sustratos es total o parcialmente transparente. De acuerdo con esta realizacion
particular, sobre las caras exteriores se colocan los medios de polarizacion, preferiblemente
polarizadores cruzados. Entre ambas caras interiores, enfrentadas entre si, se sitian
espaciadores y al menos en una de ellas se deposita una capa de funcionalizaciéon. Cada
uno de los sustratos puede estar compuesto, por ejemplo, por vidrio, silicio, cuarzo o

materiales poliméricos.

Una realizacion particular del dispositivo de la invencion se ejemplifica en las figuras 1y 2,
con alineamiento homogéneo del cristal liquido, y en las figuras 3 y 4, con alineamiento
homeotrépico.

Al menos una de las caras interiores incluye una capa de alineamiento. Dicha capa de
alineamiento preferiblemente se acondiciona adecuadamente utilizando compuestos
organicos o inorganicos u otros métodos para inducir alineamiento por procedimientos
fisicos. Como ejemplos, aunque no limitados solo a ellos, se pueden citar: el
acondicionamiento con o sin frotado de la superficie, el fotoalineamiento, la estabilizacién en
2D o 3D, o cualquier otro tipo de procedimiento utilizado de forma estandar, con o sin la
aplicacion de campos eléctricos 0 magnéticos externos. En cada caso, el experto en la
materia puede utilizar cualquiera de los métodos descritos en la literatura véase por ejemplo:
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[. H. Bechtold, M. L. Vega, E. A. Oliveira, J. J. Bonvent “Surface Treatments for Lyotropic
Liquid Crystals Alignment”, Molecular Crystals and Liquid Crystals, vol. 391 (1), 2003; U.
Kaeder y K. Hiltrop. "Alignment of lyotropic nematics by surface action", Trends in Colloid
and Interface Science, vol. 84, 250-252, 1991; L. Parry Jones, “Alignment Properties of
Liquid Crystals”, Handbook of Visual Display Technology, 1387-1402, 2012, asi como la
patente mencionada mas arriba US 6,411,354 B1. Preferiblemente, en al menos una de las
dos caras interiores se fijan elementos de unién, formando una capa de funcionalizacién, la
cual incluye, preferiblemente, receptores especificos de la diana basados en anticuerpos,
aptameros, DNA, RNA, proteinas,fragmentos funcionales de los mismos o cualquier otro tipo
de molécula con funcion de reconocimiento. La unién a la cara interior de estos medios de
unién se puede realizar por enlace covalente, enlace iénico, interacciones de van der Waals,
quimisorcion, fisisorcidbn o combinaciones de los mismos. Con el objeto de detectar una
pluralidad de dianas en un mismo dispositivo, se pueden usar dos 0 mas medios de union
con la capacidad de formar complejos con una 0 mas dianas especificas distintas. Resulta
particularmente 0til que cada uno de dichos dos o mas elementos de unién, se encuentren
fijos en regiones distintas del sustrato. Preferiblemente, el dispositivo se configura de forma

que carece de medios de unién en una de sus regiones, la cual actia como control negativo.

De acuerdo con esta realizacion particular, la célula se monta una vez preparadas las
superficies de los sustratos. En el montaje se utilizan espaciadores, preferiblemente
microesferas de tamario calibrado, cuya funcién es asegurar un espesor homogéneo en toda
la superficie de la célula. Para sellar la célula y mantener los sustratos unidos se utiliza,
preferiblemente, un adhesivo (por ejemplo, uno de curado UV). Los espaciadores se
colocan, preferiblemente, fuera del area activa del dispositivo para evitar falsos positivos. De
acuerdo con una realizacion particular, el primer sustrato y el segundo sustrato estan
separados por una distancia de entre 1 y 1000 um, preferiblemente entre 5 y 600 um, mas
preferiblemente entre 10y 500 pm.

En una realizacion particular, la célula se llena con la muestra liquida problema en la que se
quiere evaluar la presencia de la diana. La muestra se puede tratar previamente con
microparticulas capaces de unirse a la diana. Después, se lava la célula con una solucién

tampon adecuada.
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En otra realizacion particular, la disoluciéon en la que se quiere evaluar la presencia de la
diana y el cristal liquido se mezclan antes de ser introducidos en la célula, de forma que el
cristal liquido y la diana (si esta presente) entran en contacto dinamico con los medios de

unién.

Después, se activa el flujo de cristal liquido, lo cual puede hacerse por presion positiva o
negativa, fuerza centrifuga o capilaridad, dependiendo de la estructura de la célula y su
espesor. También puede hacerse con un sistema fluidico simple. Se inicia, asi, el flujo de
cristal liquido en la célula, el cual fluye con una direccion preferencial dentro del dispositivo.
Cuando en la cara interior de los sustratos no se ha unido ninguna diana, el cristal liquido no
se ve afectado y no hay desalineamientos, segun se observa colocando el dispositivo entre
polarizadores cruzados. Cuando el cristal liquido se encuentra con una diana que esté unida
a la superficie, se produce un flujo perturbado detras de dicha diana ("corriente abajo").
Cuando se observa la célula entre polarizadores cruzados se detecta un desalineamiento
significativo mientras fluye el cristal liquido. Este desalineamiento es suficiente para

observar la presencia de dianas a simple vista o con una lente.

El dispositivo de la presente invencién se comercializa, preferiblemente, preparado para
introducir la muestra y es de pequefio tamaro, permitiendo realizar el andlisis de muestras
“in situ”. El dispositivo puede incluir medios de visualizacion y grabado, tales como camaras
o videos. De acuerdo con una realizacién particular, la amplificacién es suficiente como para
observarse a simple vista o con una pequefia lente, por ejemplo, de entre 2 y 20 aumentos.
De acuerdo con una realizacién alternativa, el desalineamiento en el cristal liquido se
observa mediante uno o mas de los métodos que se seleccionan del grupo que consiste en
un método colorimétrico, mediante un cambio de conductividad y/o mediante un cambio de

permeabilidad.

La fabricacién del dispositivo de la presente invencion puede realizarse siguiendo métodos
descritos en la bibliografia, relacionados o no con sensores, como por ejemplo en: S. Kumar,
J. Noh y C.H. Jang, "State of the Art in Liquid Crystals Nanophysiochemical Properties at
Surfaces and Interfaces and Frontier for Posterity", Biochip Journal, vol. 3 (3), 181-189,
2009; y A. Hussain, A.S Pina y A.C.A. Roque, "Bio-recognition and detection using liquid
crystals”, Biosensors and Bioelectronics, vol. 25 (1), 2009.
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Método de Deteccidn

El método de la presente invencién comprende poner en contacto una muestra en la que se
quiere detectar la presencia de una diana y un dispositivo en donde se va a unir la diana de

forma especifica. La diana se une a unos elementos de unién.

Cuando se llena el dispositivo con cristal liquido en una célula previamente preparada para
alinearlo en una direccion especifica, la presencia de la diana unida a los elementos de

unién provoca una perturbacion en el alineamiento de las moléculas de cristal liquido.

Cuando se introduce el cristal liquido se produce un flujo de moléculas ordenadas en una
direccion. Cuando el cristal liquido encuentra una diana se crea un flujo perturbado
"corriente abajo" respecto a la misma. Esta perturbacién produce un efecto de
desalineamiento que, segun han descubierto los inventores, es extraordinariamente
acusado, y que puede observarse como una linea fina, significativamente mayor que
cualquier efecto de amplificacion descrito en la bibliografia. El efecto se puede observar
mientras el cristal liquido fluye a través de la célula, aunque también poco después de
finalizado el flujo (decenas de segundos o minutos, dependiendo del cristal liquido, el
espesor, la temperatura y algunos otros factores). El factor de amplificacion depende de la
velocidad de flujo; tipicamente, se alcanzan factores de amplificacion de varios cientos. El
efecto permite incluso la deteccion de dianas a simple vista. Cuando se detiene el flujo, las
moléculas de cristal liquido empiezan a realinearse. De acuerdo con una realizacion de la
invencién, la deteccién se realiza en el momento de introducir el cristal liquido o
inmediatamente después. En otra realizacion, la deteccion tiene lugar hasta 20 minutos
después o0 entre 1 y 5 minutos después, siempre antes de que se produzca el

realineamiento de las moléculas de cristal liquido.

El método de amplificacion puede incluir uniones especificas de grupos secundarios (por
ejemplo, aptameros, anticuerpos, affibodys, péptidos, moléculas con afinidad por cualquier
componente de la diana, etc...) que se adhieren a las dianas de forma especifica. Los
grupos secundarios pueden incluir: microparticulas (por ejemplo, particulas paramagnéticas,
nanotubos de carbono, microparticulas de sefarosa, nanoparticulas de oro, etc...) o
catalizadores, especialmente enzimaticos (por ejemplo, catalasas o peroxidasas). Los
grupos secundarios que incluyen microparticulas provocarian o amplificarian el

desalineamiento que se produce en torno a la diana después de que se una el grupo
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secundario. Dicho desalineamiento o amplificacién del mismo puede ser provocado por: el
volumen de la particula, las propiedades magnéticas o eléctricas de la particula, la
capacidad de aglutinacion de las particulas, etc... Otras microparticulas, como las
nanoparticulas de oro, podrian influir en las propiedades oOpticas del cristal liquido que se
encuentra préximo. Los grupos secundarios que incluyen catalizadores pueden actuar de
distintas formas. Por un lado, pueden degradar compuestos especificos dentro del medio en
que se encuentra el cristal liquido, produciendo compuestos secundarios que den lugar a la
sefal de amplificacién. Este podria ser el caso, por ejemplo, de una catalasa unida a un
grupo secundario que degradaria el H,O, que podria estar presente en el medio
produciendo burbujas de oxigeno en el entorno de la diana enlazada. Por otro lado, los
catalizadores pueden tener una actividad de degradacion de las moléculas de cristal liquido,
provocando el desalineamiento en esa zona, que se traduciria en el paso de la luz en la
zona afectada en una célula oscura o, a la inversa, una zona oscura en una celda que
permite el paso de la luz. Un ejemplo podria ser la cloroperoxidasa que se ha descrito como
una enzima capaz de degradar Sunset Yellow: J. Zhang, M. Feng, Y. Jiang, M. Hu, S. Li, Q.
Zhai, “Efficient decolorization/degradation of aqueous azo dyes using buffered H,O,
oxidation catalyzed by a dosage below ppm level of chloroperoxidase”, Chemical
Engineering Journal, vol. 191, 236-242, 2012.

A continuacion, se ofrecen a modo ilustrativo algunas realizaciones preferidas de la

invencién, la cual no debe considerarse limitada solo a ellos.

REALIZACIONES PREFERIDAS

1. Se seleccionan dos sustratos planos. Uno de ellos, al menos, debe ser transparente.
El material del que estdn hechos los sustratos puede ser vidrio, cuarzo, o polimeros
transparentes como p. ej. PMMA. Si el segundo sustrato no es también transparente puede
ser de metal, cerdmica, silicio u otros materiales inertes y rigidos. Ambos sustratos deben
ser adecuados (y acondicionados) para la deposicion de capas que se describe a

continuacién.

2. Se deposita una capa de alineamiento en la cara interior de, al menos, uno de los
dos sustratos. La capa de alineamiento puede incluir compuestos organicos o inorganicos, o
métodos para inducir alineamiento por procedimientos fisicos: la capa puede acondicionarse
con o sin frotado de la superficie, o por fotoalineamiento, estabilizacion en 2D o 3D o
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cualquier otro tipo de procedimiento utilizado de forma estandar con o sin la aplicacién de

campos eléctricos o magnéticos externos.

3. En al menos uno de los dos sustratos se fijan receptores de dianas especificas
basados en: anticuerpos, aptameros, DNA, RNA, proteinas o fragmentos funcionales de los
mismos, etc. El sustrato se puede funcionalizar por completo o solamente en un éarea
especifica. La funcionalizacion consiste en modificar la superficie del sustrato introduciendo

grupos funcionales quimicos que se enlazaran a dianas especificas.

4. Se ensamblan los dos sustratos, formando una célula con las caras interiores
enfrentadas entre si y con una distancia calibrada (de un micrémetro a varios cientos de

micrometros) entre ambos sustratos.

5. Se introduce la muestra problema, que contiene la diana a detectar en la célula. Las
células se pueden llenar por presion positiva o negativa, fuerza centrifuga o capilaridad,
dependiendo de la estructura de la célula y su espesor.

6. Se lava el interior de la célula con una disolucién tampén adecuada, utilizando alguno

de los métodos de llenado del apartado 5.

7. Se introduce el cristal liquido en la célula utilizando alguno de los elementos de flujo

descritos mas arriba.

8. Se coloca la célula entre polarizadores cruzados para la deteccion de dianas.
También se pueden colocar los polarizadores fijandolos a las caras externas de los sustratos

previamente al montaje de la célula.

9. Se observa la célula entre polarizadores cruzados para la deteccion de las dianas

relevantes.
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REIVINDICACIONES

Un dispositivo para la deteccion amplificada de dianas que comprende: uno 0 mas
medios de unién fijados en el dispositivo, con la capacidad de formar un complejo con
una diana, medios para iniciar e introducir un flujo de cristal liquido hacia los medios de
unién en una direccion preferencial dentro del dispositivo, y medios de polarizacion de

luz configurados para visualizar el alineamiento de dicho cristal liquido.

El dispositivo segun la reivindicacion 1, caracterizado porque los medios de unidén se
seleccionan del grupo que consiste en: anticuerpos, aptameros, ADN, ARN vy proteinas,
y fragmentos funcionales de los mismos, que contienen zonas especificas de union a

las dianas.

El dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 ¢ 2, caracterizado porque la
diana esté unida a grupos secundarios de forma especifica aumentando la sensibilidad
de la deteccidn o la especificidad de la diana.

El dispositivo segun la reivindicacién 3, caracterizado porque dichos grupos

secundarios son enzimas.

El dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 3 0 4, caracterizado porque
dichas uniones especificas a grupos secundarios degradan compuestos especificos del
cristal liquido.

El dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, caracterizado porque

dichas uniones especificas a grupos secundarios estan asociadas a una microparticula.

El dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el
cristal liquido se selecciona del grupo que consiste en cristales liquidos termotrépicos,

liotrépicos, liotropicos cromoénicos y mezclas de 1os mismos.

El dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque la
diana se selecciona del grupo que consiste en microparticulas, proteinas, ADN, ARN,

microorganismos y fragmentos de los mismos.
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El dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque
dichos medios de flujo se seleccionan del grupo que consiste en inyeccidén microfluidica
directa, presion positiva, presién negativa, capilaridad, fuerza centrifuga y una mezcla

de los mismos.

El dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque
comprende un primer sustrato plano con una primera cara exterior y una primera cara
interior, y un segundo sustrato con una segunda cara exterior y una segunda cara

interior en donde al menos uno de los sustratos es total o parcialmente transparente.

El dispositivo segun la reivindicacion 10, caracterizado porque, al menos una de las
caras interiores, comprende medios de union formando una capa de funcionalizacion, y
porque, al menos una de las caras interiores, comprende una capa de alineamiento

configurada para inducir el alineamiento de las moléculas del cristal liquido.

El dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11, caracterizado porque el
primer sustrato y el segundo sustrato estan separados por una distancia de entre 1 y
1000 pm.

El dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado por
comprender dos 0 mas medios de unién distintos con la capacidad de formar complejos

con una o mas dianas.

El dispositivo segun la reivindicacién 13, caracterizado por comprender dos o0 mas
elementos de unién con la capacidad de formar complejos con dos o mas dianas

especificas distintas.

El dispositivo segun la reivindicacién 14, caracterizado porque cada uno de dichos dos
0 mas medios de unidén se encuentra en una region distinta del primer sustrato.

El dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, caracterizado porque en

una de sus regiones no se fijan elementos de unién.

El dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, caracterizado porque
comprende medios de visualizacién y grabado que se seleccionan entre camaras,

videos y lentes.
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Método para la deteccion de una diana en una muestra, caracterizado porque
comprende (i) poner en contacto la muestra con uno o mas medios de unién con
capacidad de unirse a dicha diana, (ii) accionar medios de flujo para crear un flujo de
cristal liquido que contacte con los medios de unidn, (iii) visualizar el alineamiento del
cristal liquido mediante medios de luz polarizada, de forma que, en caso de estar la
diana presente en la muestra, se observe una o mas areas de desalineamiento en el

cristal liquido.

El método segun la reivindicacién 18, caracterizado porque la deteccién tiene lugar al
mismo tiempo que el flujo de cristal liquido.

El método segun la reivindicacion 18, caracterizado porque la deteccién tiene lugar
hasta 60 minutos después de finalizar el flujo de cristal liquido.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 19 6 20, caracterizado porque
después de la etapa (i), y antes de la etapa (ii), se lava con una disolucién tampén.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 19 a 21, caracterizado porque, en
dicha muestra, se incuba la muestra con grupos secundarios segun reivindicaciones 3,

4 6 6 antes de la etapa (i).

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 19 a 21, caracterizado porque, en
dicha muestra, se incuba la muestra con grupos secundarios segun reivindicaciones 3,

4 6 6 antes de la etapa (ii).
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