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SENSOR E SISTEMA SENSORIAL

REFERENCIA CRUZADA AOS PEDIDOS RELACIONADOS

[0001] Este pedido reivindica o beneficio do pedido
provisdrio norte-americano com  numero de série Us
62/692,468, depositado em 29 de Jjunho de 2018, e pedido
holandés com numero de série N2021376, depositado em 23 de
julho de 2018; o contetdo de <cada um deles ¢é aqui
incorporado por referéncia na sua totalidade.

REFERENCIA A LISTAGEM DE SEQUENCIAS

[0002] A Listagem de Sequéncias aqui submetida por
meio do EFS-Web é aqui incorporada por referéncia na sua
totalidade. O nome do arquivo & ILI149BPCT IP-1687-
PCT sequence listing ST25.txt, o tamanho do arquivo & de
366 bytes, e a data de criacdo do arquivo é 7 de junho de
2019.

ANTECEDENTES

[0003] Diversos protocolos na pesquisa bioldgica ou
quimica envolvem a realizagcdo de um grande nuUmero de
reacdes controladas em superficies de suporte locais ou
dentro de cdmaras de reacdo pré-definidas. As reacdes
designadas podem entdo ser observadas ou detectadas e as
andlises subsequentes podem ajudar a identificar ou revelar
propriedades dos agentes guimicos envolvidos na reacdo. Por
exemplo, em alguns ensaios multiplex, um analito
desconhecido apresentando uma marcacdo identificavel (por
exemplo, um marcador fluorescente) pode ser exposto a
milhares de sondas conhecidas sob condig¢des controladas.
Cada sonda conhecida pode ser depositada em um pogo

correspondente de uma microplaca. A observacdo de quaisquer
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reagdes quimicas que ocorram entre as sondas conhecidas e o
analito desconhecido dentro dos ©pogcos pode ajudar a
identificar ou revelar propriedades do analito. Outros
exemplos de tais protocolos incluem processos conhecidos de
sequenciamento de DNA, tais como sequenciamento por sintese
(SBS) ou sequenciamento ciclico. Com técnicas de
sequenciamento de polinucleotideo, a andlise pode ajudar a
identificar ou revelar propriedades do polinucleotideo
envolvido nas reacdes.

INTRODUCAO

[0004] Um primeiro aspecto aqui descrito é um
sensor. Em um exemplo, o sensor compreende dois eletrodos
que apresentam um espago entre o0S mesmos; e um canal
condutor eletricamente moduldvel ligado aos dois eletrodos,
o canal condutor eletricamente moduldvel incluindo um
polimero de &cido nucleico de cadeia dupla parcialmente
modificado, eletricamente conectado aos dois eletrodos e
fazendo a ponte entre o espagco entre os dois eletrodos, o
polimero de &cido nucleico de cadeia dupla parcialmente
modificado incluindo: duas cadeias de polinucleotideos
parcialmente ligadas entre si; um espaco em uma primeira
das cadeias de polinucleotideos em que os nucleotideos sé&o
faltantes; e uma pluralidade de bases de nucleotideos de
uma segunda das cadeias de polinucleotideos expostas no
espaco na primeira das cadeias de polinucleotideos.

[0005] Em um exemplo do sensor, O espaco apresenta
um comprimento que varia de cerca de 10 nm a cerca de 50
nm.

[0006] Um exemplo do sensor ainda compreende uma
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polimerase ligada ao polimero de &acido nucleico de cadeia
dupla parcialmente modificado.

[0007] Em um exemplo do sensor, i) ligantes ligam,
respectivamente, cada extremidade da primeira das cadeias
de polinucleotideos ao respectivo um dos dois eletrodos; ou
ii) ligantes ligam, respectivamente, cada extremidade da
segunda das cadeias de polinucleotideos ao respectivo um
dos dois eletrodos; ou iii) ambos 1 e ii.

[0008] Em um exemplo do sensor, pelo menos uma da
pluralidade de bases de nucleotideos expostas no espago é
uma base guanina.

[0009] Em um exemplo do sensor, cada uma da
pluralidade de bases de nucleotideos expostas no espago é
uma base guanina.

[0010] Um exemplo do sensor ainda compreende um
detector para detectar uma resposta a partir do polimero de
acido nucleico de cadeia dupla parcialmente modificado
quando um fio de comutacéao, incluindo um fio de
nucleotideos incluindo bases complementares a pelo menos
alguma da pluralidade de bases de nucleotideos expostas no
espaco, associa-se a pelo menos alguma da pluralidade de
bases de nucleotideos no espacgo.

[0011] Um exemplo do sensor ainda compreende um
substrato qgue suporta os dois eletrodos; e uma polimerase
ligada ao substrato.

[0012] Um exemplo do sensor ainda compreende um
sistema fluidico para introduzir um reagente ao polimero de
dcido nucleico de cadeia dupla parcialmente modificado. Em

um exemplo, o reagente inclui nucleotideos marcados, pelo
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menos um dos nucleotideos marcados incluindo: um
nucleotideo; uma molécula ligante ligada ao grupo fosfato
do nucleotideo; e um fio de comutacgdo ligada a molécula
ligante, o) fio de comutacéao incluindo um fio de
nucleotideos incluindo bases complementares a pelo menos
alguma da pluralidade de bases de nucleotideos expostas no
espago.

[0013] Um exemplo do sensor ainda compreende uma
pluralidade de outros canais condutores eletricamente
moduldveis ligados aos dois eletrodos, cada um dos canais
condutores eletricamente modulaveis incluindo um respectivo
polimero de &cido nucleico de cadeia dupla parcialmente
modificado, eletricamente conectado aos dois eletrodos e
fazendo a ponte entre o espaco entre os dois eletrodos.

[0014] Em um exemplo do sensor, o canal condutor
eletricamente modulédvel exibe uma primeira conduténcia
quando a pluralidade de bases de nucleotideos s&o expostas
no espaco; e uma segunda condutdncia que ¢é diferente da
primeira conduténcia quando pelo menos alguma da
pluralidade de Dbases de nucleotideos no espago esta
associadas com bases de nucleotideos complementares.

[0015] Deve ser entendido que quaisquer
caracteristicas do sensor aqui descrito podem ser
combinadas de qualquer maneira e/ou configuracdo desejavel,
e/ou com qualquer outro exemplo aqui descrito.

[0016] Um segundo aspecto aqui descrito é um
nucleotideo marcado, compreende um nucleotideo; uma
molécula ligante ligada ao grupo fosfato do nucleotideo; e

um fio de comutacdo ligada a molécula ligante, o fio de
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comutacdo incluindo um fio de nucleotideos incluindo bases
complementares a pelo menos alguma da pluralidade de bases

de nucleotideos expostas no espaco do sensor do primeiro

aspecto.

[0017] Um terceiro aspecto aqui descrito é um kit,
compreendendo: um componente eletrdnico, incluindo: um
suporte; e dois eletrodos operativamente dispostos no

suporte e separados por um espago; e uma solucgédo
polimérica, incluindo: um carreador liquido; e um polimero
de 4&cido nucleico de cadeia dupla parcialmente modificado
no carreador liquido, o polimero de &cido nucleico de
cadeia dupla parcialmente modificado incluindo: duas
cadeias de polinucleotideos parcialmente ligadas entre si e
apresentando extremidades opostas; um ligante 1ligada ao
cada uma das extremidades opostas, cada ligante para ligar-
se ao respectivo um dos dois eletrodos; um espagco em uma
primeira das cadeias de polinucleotideos em que ©0S
nucleotideos sdo faltantes; e uma pluralidade de bases de
nucleotideos de uma segunda das cadeias de polinucleotideos
expostas no espaco na primeira das cadeias de
polinucleotideos; o polimero de A&acido nucleico de cadeia
dupla parcialmente modificado para formar um canal condutor
eletricamente moduldvel no espaco entre os dois eletrodos
quando cada um dos ligantes se liga ao respectivo um dos
dois eletrodos.

[0018] Em um exemplo, o kit ainda compreende uma
solucdo de reagente incluindo nucleotideos marcados, pelo
menos um dos nucleotideos marcados incluindo: um

nucleotideo; uma molécula ligante ligada ao grupo fosfato
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do nucleotideo; e um fio de comutacdo ligada a molécula
ligante, o) fio de comutacao incluindo um fio de
nucleotideos incluindo bases complementares a pelo menos
alguma da pluralidade de bases de nucleotideos expostas no
espaco. Em um exemplo do kit, as bases no fio de comutacéo
sdo completamente complementares a pluralidade de bases de
nucleotideos expostas no espaco. Em outro exemplo do kit, o
fio de comutacdo ainda inclui pelo menos um nucleotideo
apresentando uma base incompativel que é ndo complementar a
correspondente uma da pluralidade de bases de nucleotideos
expostas no espaco. Ainda em outro exemplo do kit, o fio de
nucleotideos no fio de comutacdo apresenta pelo menos um
nucleotideo a menos do que a pluralidade de bases de
nucleotideos expostas no espaco. Ainda em um exemplo
adicional do kit, o fio de nucleotideos no fio de comutacéo
apresenta um nuUmero mais alto de nucleotideos do que a
pluralidade de bases de nucleotideos expostas no espaco, e
em que uma porgdo do fio de comutagdo forma uma estrutura
de haste e algca quando associada ao espaco. Em um exemplo
do kit, o fio de nucleotideos no fio de comutacdo apresenta
um numero mais alto de nucleotideos do gque a pluralidade de
bases de nucleotideos expostas no espaco; uma porcgdo do fio
de comutacdo forma uma estrutura de haste e alca quando
associada ao espaco; e outra porcdo do fio de comutacdo é
completamente complementar a pluralidade de Dbases de
nucleotideos expostas no espaco ou inclui pelo menos um
nucleotideo apresentando uma base incompativel que & né&o
complementar a correspondente uma da pluralidade de Dbases

de nucleotideos expostas no espaco.
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[0019] Deve ser entendido que quaisquer
caracteristicas do kit podem ser combinadas de qualquer
maneira desejavel. Além disso, deve ser entendido que
qualgquer combinacdo de caracteristicas do kit e/ou do
sensor e/ou do nucleotideo marcado pode ser usada junto
e/ou combinada com quaisquer dos exemplos aqui descritos.

[0020] Em um gquarto aspecto, um sistema sensorial
compreende uma célula de fluxo; e um sensor eletrdnico
integrado na célula de fluxo, o sensor eletrdnico
incluindo: dois eletrodos que apresentam um espaco entre os
mesmos; um canal condutor eletricamente moduldvel 1ligado
aos dois eletrodos, o} canal condutor eletricamente
modulavel incluindo um polimero de &cido nucleico de cadeia
dupla parcialmente modificado, eletricamente conectado aos
dois eletrodos e fazendo a ponte entre o espaco entre os
dois eletrodos, o polimero de &acido nucleico de cadeia
dupla parcialmente modificado incluindo: duas cadeias de
polinucleotideos parcialmente ligadas entre si; um espaco
em uma primeira das cadeias de polinucleotideos em que
nucleotideos s&o faltantes; e uma pluralidade de bases de

nucleotideos de uma segunda das cadeias de polinucleotideos

expostas no espacgo na primeira das cadeias de
polinucleotideos.
[0021] Em um exemplo, o sistema sensorial ainda

compreende um sistema de distribuicdo de reagentes para
introduzir seletivamente um reagente a uma entrada da
célula de fluxo. Em um exemplo, o reagente estd em um
recipiente de amostra, o reagente incluindo nucleotideos

marcados, pelo menos um dos nucleotideos marcados
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incluindo: um nucleotideo; uma molécula ligante ligada ao
grupo fosfato do nucleotideo; e um fio de comutacdo ligada
a molécula ligante, o fio de comutacdo incluindo um fio de
nucleotideos incluindo bases complementares a pelo menos
alguma da pluralidade de bases de nucleotideos expostas no
espacgo.

[0022] Um exemplo do sistema sensorial ainda
compreende um detector para detectar uma resposta do sensor
eletrdnico.

[0023] Um exemplo do sistema sensorial ainda
compreende uma polimerase ancorada ao polimero de &cido
nucleico de <cadeia dupla parcialmente modificado ou um
suporte do sensor eletrdbnico; e uma cadeia de
polinucleotideo modelo para ser introduzida no sensor
eletrdnico.

[0024] Deve ser entendido que quaisquer
caracteristicas do sistema sensorial podem ser combinadas
de qualquer maneira desejavel. Além disso, deve ser
entendido que qualquer combinacdo de caracteristicas do
sistema sensorial e/ou do sensor e/ou do kit e/ou do
nucleotideo marcado pode ser usada junto e/ou combinada com
quaisquer dos exemplos aqui descritos.

[0025] Um quinto aspecto aqui descrito é um método.
Em um exemplo, o método compreende a introducdo de uma
cadeia de polinucleotideo modelo a um sensor eletrdnico
apresentando uma polimerase ligada a i) um canal condutor
eletricamente modulavel que faz a ponte entre o espaco, e
esta eletricamente conectado a dois eletrodos ou 1ii) um

substrato que suporta os dois eletrodos, o canal condutor
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eletricamente moduldvel incluindo um polimero de &cido
nucleico de cadeia dupla parcialmente modificado, o qual
inclui: duas cadeias de ©polinucleotideos parcialmente
ligadas entre si; um espaco em uma primeira das cadeias de
polinucleotideos em gque os nucleotideos sdo faltantes; e
uma pluralidade de bases de nucleotideos de uma segunda das
cadeias de polinucleotideos expostas no espag¢o na primeira
das cadeias de polinucleotideos; a introducdo de reagentes
incluindo nucleotideos marcados no sensor eletrdnico, em
gque um nucleotideo de um dos nucleotideos marcados se
associa a polimerase e um fio de comutacgdo especifico para
o nucleotideo de um dos nucleotideos marcados se associa
com pelo menos alguma da pluralidade de Dbases de
nucleotideos expostas no espaco; e, em resposta a
associagdo no espago, a detecgdo de uma resposta do sensor
eletrdnico.

[0026] Um exemplo do método ainda compreende a
associacdo da resposta do sensor eletrbnico com o fio de
comutacdo especifico para o nucleotideo associado; e com
base no fio de comutacdo especifico para o nucleotideo
associado, a identificacdo do nucleotideo de um dos
nucleotideos marcados.

[0027] Um exemplo do método ainda compreende o
aquecimento para a dissociacdo do fio de comutacéo
especifico para o nucleotideo do espacgo.

[0028] Deve ser entendido que quaisquer
caracteristicas do método podem ser combinadas de qualquer
maneira desejavel. Além disso, deve ser entendido que

qualgquer combinacdo de caracteristicas do método e/ou do
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sistema sensorial e/ou do sensor e/ou de quaisquer dos kits
e/ou do nucleotideo marcado pode ser usada Jjunto e/ou
combinada com quaisquer dos exemplos aqui descritos.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0029] As caracteristicas dos exemplos da presente
divulgacdo se tornardo aparentes por referéncia a seguinte
descricdo detalhada e figuras, nas dguais os numeros de
referéncia iguails correspondem a componentes semelhantes,
embora talvez n&o idénticos. Por uma questdo de brevidade,
os numeros de referéncia ou caracteristicas que apresentam
uma funcdo previamente descrita podem ou ndo ser descritos
em relacdo a outras figuras em gque eles aparecem.

[0030] A Fig. 1A é um diagrama esquemdtico de um
exemplo de um sensor aqui descrito;

[0031] A Fig. 1B é um diagrama esquematico de um
exemplo de um sensor e um exemplo de um sistema fluidico
para introduzir um reagente ao polimero de acido nucleico
de cadeia dupla parcialmente modificado do sensor;

[0032] A Fig. 2 é um diagrama esquematico de um
exemplo de um nucleotideo marcado aqui descrito;

[0033] As Figs. 3A a 3D sdo diagramas esquematicos
de corte de diferentes exemplos de nucleotideos marcados,
incluindo diferentes fios de comutacdo, associados as bases
de nucleotideos expostas em um espaco de um polimero de
acido nucleico de cadeia dupla parcialmente modificado;

[0034] A Fig. 4 é um diagrama esquemdtico em
perspectiva de um exemplo de um sistema sensorial incluindo
uma célula de fluxo e um exemplo do sensor aqui descrito;

[0035] A Fig. 5 é um diagrama esquematico de um
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exemplo de um sistema sensorial; e
[0036] A Fig. 6 é um diagrama de fluxo de um
exemplo de um método aqui descrito.

DESCRICAO DETALHADA

[0037] Um sensor eletrdnico/elétrico é aqui
descrito o qual pode ser usado para a detecgdo de uma uUnica
molécula em procedimentos de sequenciamento de &cidos
nucleicos. O sensor inclui um canal condutor eletricamente
modulavel ligado aos dois eletrodos. O canal condutor
eletricamente moduldvel inclui um polimero de 4cido
nucleico de cadeia dupla parcialmente modificado (aqui
referido como “dsNA” modificado) e, entdo, pode ser
referido como um nanofio molecular condutor. Uma cadeia de
polinucleotideo ou fio do dsNA modificado apresenta um
espaco em que as bases de nucleotideos s&o expostas. As
outras cadeias ou fitas de polinucleotideos se estendem de
um dos eletrodos para o outro dos eletrodos e, entdo, o
canal condutor eletricamente modulédvel fornece um caminho
de conducdo entre os dois eletrodos mesmo quando as bases
de nucleotideos no espaco sdo expostas (e a deteccdo de uma
unica molécula néd&o ocorre). As bases de nucleotideos no
espaco sdo capazes de se associar com um fio de comutacéo
apresentando pelo menos algumas bases de nucleotideos
complementares as bases de nucleotideos no espaco. Quando o
fio de comutacdo se associa no espago, o caminho de
conducdo aumenta e a condutédncia do canal eletricamente
condutor é modulada. Como tal, o canal condutor
eletricamente moduldvel exibe uma primeira conduténcia

quando a pluralidade de bases de nucleotideos sdo expostas
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no espacgo; e uma segunda condutdncia que ¢é diferente da
primeira conduténcia quando pelo menos alguma da
pluralidade de Dbases de nucleotideos no espagco estdo
associadas com bases de nucleotideos complementares. Em um
exemplo, quando as bases de nucleotideos no espacgo séo
expostas, a condutividade do canal condutor eletricamente
moduldvel é relativamente baixa. Por outro lado, quando o
fio de comutacdo se associa ao espaco, a condutividade do
canal condutor eletricamente modulavel muda (por exemplo,

aumenta ou diminui), em alguns casos, em ordens de

magnitude.
[0038] O fio de comutacdo pode ser parte de um
nucleotideo marcado, o) qual inclui um nucleotideo

especifico ligado ao fio de comutacgdo. Como o nucleotideo
especifico estd sendo incorporado em uma fita nascente
durante um procedimento de sequenciamento de acido
nucleico, a troca associa o espaco, o qual resulta em uma
mudanca na condutividade do canal condutor eletricamente
modulavel. Uma vez que o nucleotideo e o fio de comutacdo
sdo especificos um para o outro, a mudanca de condutividade
associada a troca estd também associada ao nucleotideo.
Como tal, a mudanca na condutividade pode ser usada para
identificar a base de nucleotideo a ser incorporada na fita
nascente.

[0039] Agora, com referéncia a Fig. 1A, um exemplo
do sensor 10 é mostrado. O sensor exemplo 10 é& um sensor
elétrico/eletrdnico. O sensor 10 inclui dois eletrodos 12,
14 que apresentam um espago entre o0s mesmos, e um canal

condutor eletricamente moduldvel 16 ligado aos dois
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eletrodos 12, 14. O canal condutor eletricamente moduléavel
inclui um polimero de &acido nucleico de cadeia dupla
parcialmente modificado (isto ¢é, dsNA modificado) lo’
eletricamente conectado aos dois eletrodos 12, 14 e fazendo
a ponte entre o espaco entre os dois eletrodos 12, 14, o
dsNA modificado le’ incluindo duas cadeias de
polinucleotideos 18, 20 parcialmente ligadas entre si; um
espaco 22 em uma primeira das cadeias de polinucleotideos
18 em que os nucleotideos s&o faltantes; e uma pluralidade
de bases de nucleotideos 24 de uma segunda das cadeias de
polinucleotideos 20 expostas no espago 22 na primeira das
cadeias de polinucleotideos 18.

[0040] Os eletrodos 12, 14 estdo em comunicacédo
elétrica com o dsNA modificado 16’ /canal condutor
eletricamente moduléavel 16 e, entdo, um caminho de conducédo
constante existe entre os eletrodos 12, 14 gquando o sensor
10 estd em operacdo. Tal como mencionado, este caminho de
conducdo é modulédvel pela associacdo de um fio de comutacéo
no espaco 22.

[0041] Qualquer material de eletrodo adequado pode
ser usado gque possa se ligar guimicamente e eletricamente
ao dsNA modificado 16'. Exemplos de materiais de eletrodo
adequados incluem ouro, platina, carbono, 6xido de estanho
indio, etc.

[0042] O dsNA modificado 16’ é um polimero de &cido
nucleico o qual inclui duas cadeias de polinucleotideos 18,
20 parcialmente ligadas entre si. Por “parcialmente ligadas
entre si”, entende-se que algumas das bases de nucleotideos

das duas cadeias 18, 20 sé&o ligadas por ligacdes hidrogénio
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uma a outra para formar uma dupla hélice, porém uma das
cadeias 18 apresenta um espacgo 22 sem quaisquer
nucleotideos. No espaco 22 na uma das cadeias 18, as bases
de nucleotideos da outra das cadeias 20 estdo expostas. Por
“exposta”, entende-se que as bases destes nucleotideos né&o
estdo ligadas a outro nucleotideo e, entdo, estado
disponiveis para serem ligadas, hibridizadas ou, de outra
forma, associadas aos nucleotideos complementares.

[0043] Os nucleotideos das duas cadeias de
polinucleotideos 18, 20 podem ser nucleotideos naturais.
Nucleotideos naturais incluem uma base heterociclica
contendo nitrogénio, um aclicar e um ou mais grupos fosfato.
Exemplos de nucleotideos naturais das duas cadeias de
polinucleotideos 18, 20 incluem ribonucleotideos ou
desoxirribonucleotideos. Nos ribonucleotideos, o actcar é
uma ribose e, nos desoxirribonucleotideos, o aclUcar é uma
desoxirribose, 1isto é, um aclucar gque ndo tem um grupo
hidroxila que estd presente na 2' posicdo na ribose. Em um
exemplo, o nucleotideo estd na forma de polifosfato porque
ele inclui diversos grupos fosfato (por exemplo, trifosfato
(isto é, gamafosfato), tetrafosfato, pentafosfato,
hexafosfato (tal como mostrado na Fig. 5), etc.). A Dbase
heterociclica (isto é, nucleobase) pode ser uma base purina
ou uma base pirimidina ou qualgquer outro andlogo da
nucleobase. As bases purinas incluem adenina (A) e guanina
(G) e derivados ou andlogos modificados das mesmas. As
bases pirimidina incluem citosina (C), timina (T) e uracila
(U) e derivados ou analogos modificados das mesmas. O atomo

C-1 da desoxirribose estd ligado a N-1 de uma pirimidina ou
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N-9 de uma purina. As cadeias de polinucleotideos 18, 20
podem também incluir qualquer andlogo de &cido nucleico. Um
andlogo de &acido nucleico pode apresentar qualgquer uma da
estrutura de fosfato, aclicar ou nucleobase alterada.
Exemplos de analogos de &cido nucleico incluem, por
exemplo, anadlogos de bases universais ou de estruturas de
fosfato-actcar, tais como a&cido nucleico de peptideo (PNA).

[0044] Tal como agui mencionado, a primeira cadeia
de polinucleotideo 18 apresenta um espago 22 em gue O0S
nucleotideos ndo estdo presentes. O espaco 22 pode estar
localizado em qualquer lugar ao longo da cadeia 18, por
exemplo, no ou prdéximo do centro, tanto na extremidade da
cadeia 18, entre o centro e uma extremidade da cadeia 18,
etc. Como tal, em alguns exemplos, a primeira cadeia de
polinucleotideo 18 inclui  duas cadeias mais curtas
separadas pelo espaco 22. Em outros exemplos (por exemplo,
quando o espaco 22 estd em qualquer uma das extremidades da
cadeia 18), a primeira cadeia de polinucleotideo 18 é uma
cadeia continua Unica. Ainda em outros exemplos, a primeira
cadeia de polinucleotideo 18 pode apresentar multiplos
espacos 18 ao longo da estrutura do polimero. Of(s)
espaco(s) 22 podem apresentar qualquer comprimento que &
mais curto do que o comprimento total do dsNA 16’. Em um
exemplo, o comprimento de cada espaco 22 varia de cerca de
5 nm a cerca de 60 nm. Em outro exemplo, o comprimento de
cada espaco 22 varia de cerca de 10 nm a cerca de 50 nm.
Ainda em outro exemplo, o comprimento de cada espacgo 22
varia de cerca de 20 nm a cerca de 40 nm. Engquanto o

comprimento do espaco 22 é definido como uma unidade
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métrica, deve ser entendido que o comprimento do espacgo
pode também ser definido em termos do namero de
nucleotideos que poderia caber no espaco 22, ou o numero de
bases de nucleotideos da segunda cadeia polimérica 20 que
sdo expostas no espaco 22. 0O(s) espacgo(s) 22 na primeira
cadeia de polinucleotideo 18 reduz a condutividade do dsNA
modificado 16'.

[0045] No espacgo 22 na primeira cadeia de
polinucleotideo 18, wuma pluralidade de nucleotideos da
segunda cadeia polimérica 20 sdo expostos. Em particular,
as bases 24 destes nucleotideos sdo expostas. As bases 24
expostas podem ser todas as mesmas bases ou podem ser uma
combinacdo de diferentes bases. Em um exemplo, pelo menos
uma das bases expostas 24 é guanina (G). Neste exemplo, as
outras bases expostas 24 podem ser gqualgquer uma ou qualquer
combinacdo de adenina (A), citosina (C), timina (T) e/ou
uracila (U). Em outro exemplo, cada uma das bases expostas
24 é guanina (G). Pode ser desejavel incluir diversas bases
guanina (G) em uma fila exposta no espaco 22, uma vez dJue
as bases guanina (G) conduzem a eletricidade melhor do que
as outras bases.

[00406] As duas cadeias de polinucleotideos
parcialmente ligadas apresentam extremidades opostas, e um
ligante pode estar 1ligado a cada uma das extremidades
opostas. Nos exemplos aqui descritos, i) ligantes 1ligam,
respectivamente, cada extremidade da primeira das cadeias
de polinucleotideos 18 ao respectivo um dos dois eletrodos
12, 14; ou 1ii) 1ligantes 1ligam, respectivamente, cada

extremidade da segunda das cadeias de polinucleotideos ao
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respectivo um dos dois eletrodos; ou iii) ambos 1 e ii.
Enquanto a Fig. 1 ilustra a segunda cadeia de
polinucleotideo 20 ligada aos eletrodos 12, 14 através dos
ligantes 26, deve ser entendido que a primeira cadeia de
polinucleotideo 18 ou ambas as cadeias 18, 20 podem estar
ligadas aos eletrodos 12, 14 através dos respectivos
ligantes 26. Como tal, as respectivas extremidades 5’ e 37
da primeira e/ou da segunda cadeia de polinucleotideo 18,
20 podem apresentar um ligante 26 ligado na mesma. Os
ligantes 26 conectam eletricamente o dsNA modificado 16’
aos eletrodos 12, 14. Os ligantes 26 podem também ser
capazes de ligar qguimicamente os respectivos eletrodos 12,
14, entdo, fazendo a ponte do dsNA modificado 16’ entre os
eletrodos 12, 14. Sendo assim, os ligantes 26 podem
depender do material do eletrodo. Como exemplos, ligantes
de tiolato ou amina podem se ligar a eletrodos de ouro,
ligantes de tiol podem se ligar a eletrodos de platina, e
ligantes de silano (por exemplo, silano azida) podem se
ligar a eletrodos ITO. A ligacdo ao respectivo ligante 26 a
um dos eletrodos 12, 14 ©pode ser através de ligacéo
covalente, ligacdo de coordenacdo ou outra ligacdo quimica
ou fisica, dependendo do ligante e do material do eletrodo.
Os ligantes 26 sdo também eletricamente condutores de modo
que o caminho de conducdo entre os eletrodos 12, 14 ¢é
estabelecido quando o dsNA modificado 16’ estd ligado a
cada um dos eletrodos 12, 14.

[0047] Qualquer exemplo do sensor 10 aqui descrito
pode incluir uma pluralidade de outros canais condutores

eletricamente modulédveis 16 ligado aos dois eletrodos 12,
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14, cada um dos canais condutores eletricamente modulédveis
16 incluindo um respectivo polimero de &acido nucleico de
cadeia dupla parcialmente modificado 16’ eletricamente
conectado aos dois eletrodos 12, 14, e fazendo a ponte
entre o espaco entre os dois eletrodos 12, 14. Em outras
palavras, o sensor 10 pode incluir dois ou mais polimeros
de 4cido nucleico parcialmente de dupla fita 16’, em que
cada dsNA modificado 16’ estd eletricamente conectado aos
dois eletrodos 12, 14. Maltiplos canais 16 sao
relativamente faceis de fabricar (ao permitir gque multiplas
fitas de dsNA modificado 16’ se liguem) e fornecem diversos
espacos 22 com o0s quais o(s) fio(s) de comutacdo(s) podem
se associar. Com multiplos canais 16, o sinal da base (por
exemplo, quando nenhum fio de comutacdo estd associado, o
espaco 33 é maior e, quando o0os respectivos fios de
comutagcdo se associam com os multiplos canais condutores
eletricamente modulédveis 16, o sinal detectado pode ser
melhorado.

[0048] Embora ndo mostrado na Fig. 1A, o sensor 10
pode também incluir um substrato ou suporte sobre o qual os
eletrodos 12, 14 estdo posicionados. Um exemplo do
suporte/substrato 13 é mostrado na Fig. 1C. 0
suporte/substrato 13 pode ser qualquer superficie sdélida
sobre a qual os eletrodos 12, 14 podem ser colocados.
Qualquer superficie sdélida n&o condutora ou semi condutora
pode ser usada. A superficie sbélida pode também ser né&o
permeavel e inerte a liquidos, reagentes etc. usados em uma
operacdo de sequenciamento de uma Unica molécula. Alguns

exemplos de suportes/substratos adequados 13 incluem epdxi
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siloxano, vidro e vidro modificado ou funcionalizado,
plésticos (incluindo acrilicos, poliestireno e copolimeros

de estireno e outros materiais, polipropileno, polietileno,

polibutileno, poliuretanos, politetrafluoroetileno (tal
como TEFLON® de Chemours), polimeros de olefinas
ciclicas/ciclo olefinas (COP) (tal como ZEONOR® de Zeon),

poliimidas etc., nylon, cerdmicas/6xidos de cerémicas,
silica, silica fundida ou materiais a Dbase de silica,
silicato de aluminio, silicio e silicio modificado (por
exemplo, silicio p+ dopado com boro), nitreto de silicio
(Si3Ny), o6xido de silicio (Si0,), pentdéxido de téntalo
(TaOs) ou outros o6xidos de téntalo (TaOy4), O6xido de héafnio
oxide (HaO,), vidros inorgdnicos ou similares. O suporte ou
substrato 13 pode também ser wvidro ou silicio, com uma
camada de revestimento de didéxido de silicio ou 6éxido de
tdntalo ou outro 6xido ceré@mico na superficie.

[0049] Também embora n&o mostrado na Fig. 1A, o
sensor 10 pode também incluir um detector que pode detectar
uma resposta elétrica do sensor 10. Exemplos do detector 15
sdo mostrados nas Figs. 1B, 4 e 5. Em um exemplo, o
detector 15 é um amperimetro. Como serd descrito em maiores
detalhes com referéncia a Fig. 5, a condutividade do dsNA
modificado 16’ (e, entdo, o canal condutor eletricamente
modulavel 16) pode aumentar quando um fio de comutacdo 28
(mostrado na Fig. 2), incluindo um fio de nucleotideos
incluindo bases complementares a pelo menos alguma da
pluralidade de bases de nucleotideos 24 expostas no espacgo
22, associa-se a pelo menos alguma da pluralidade de bases

de nucleotideos 24 no espaco 22.
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[0050] Tal como mostrado na Fig. 1B, o sensor 10
pode ainda incluir um sistema fluidico 17 para introduzir
um reagente ao canal condutor eletricamente modulavel 16.
Este sistema fluidico 17 pode ser gqualquer dispositivo
fluidico que pode distribuir o reagente ao dsNA 16’ ou que
permita que o reagente esteja contido dentro da proximidade
do dsNA 16’. Tal como mostrado na Fig. 1B, o sistema
fluidico 17 pode ser uma tampa de célula de fluxo que pode
estar ligada ao e removida do suporte/substrato 13. Este
exemplo do sistema fluidico 17 inclui wuma entrada 19
através da qual o reagente pode ser introduzido. As paredes
do sistema fluidico mantém o reagente dentro da proximidade
do dsNA 16'. Como outro exemplo (ndo mostrado), o sistema
fluidico 17 pode ser uma pipeta (ou outro dispositivo de
distribuicdo) que pode ser usado para distribuir o reagente
ao canal condutor eletricamente moduldvel 16/dsNA 16’.
Neste exemplo, o suporte/substrato 13 pode apresentar um
fosso adjacente ao canal condutor eletricamente modulavel
16/dsNA 16’ que pode receber o reagente e permitir que o
reagente entre em contato com o} canal condutor
eletricamente moduléavel 16/dsNA  167. Enquanto alguns
exemplos de sistemas fluidicos tenham sido fornecidos, deve
ser entendido que o sensor 10 pode incluir qualgquer sistema
fluidico 17 que pode distribuir um reagente para o canal
condutor eletricamente moduldvel 16/dsNA 16’ e/ou que
permita que o reagente esteja contido dentro da proximidade
do canal condutor eletricamente modulédvel 16/dsNA 16'.

[0051] O sensor 10 aqui descrito pode permitir

sensibilidade a uma uUnica molécula. Além disso, gquando
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disposto em uma matriz (isto ¢é, diversos sensores 10
posicionados em um substrato/suporte 13), distédncias entre
sensores muito pequenas podem ser usadas de modo que a
densidade (isto é, sensor/area) pode ser muito alta.

[0052] Para formar o sensor 10, gquaisquer métodos
adequados podem ser usados. Em um exemplo, o dsNA
modificado 16’ pode ser sintetizado e, entdo, o dsNA
modificado 16’ pode estar ligado aos eletrodos 12, 14 para
formar o canal condutor eletricamente moduldvel 16 no
espaco entre os dois eletrodos 12, 14.

[0053] O dsNA modificado 16’ pode ser feito pela
sintese da segunda cadeia de polinucleotideo 20 e, entdo, a
mistura da segunda cadeia de polinucleotideo 20 com fitas
complementares que 1irdo de ligar a segunda cadeia de
polinucleotideo 20 na posicdo adequada. A mistura pode,
entdo, ser anelada para iniciar a ligacdo. Em um exemplo,
duas fitas complementares podem se ligar as respectivas
porcgdes da segunda cadeia de polinucleotideo 20 de modo que
o espaco 22 é formado em algum lugar entre as duas
extremidades do dsNA modificado 16’ resultante. Em outro
exemplo, uma fita complementar que é mais curta do que a
segunda cadeia de polinucleotideo 20 pode se ligar a uma
porcdo da segunda cadeia de polinucleotideo 20 de modo que
o espaco 22 é formado em uma extremidade do dsNA modificado
16’ resultante. Deve ser entendido que a segunda cadeia de
polinucleotideo 20 e as fitas complementares que se ligam
para formar a primeira cadeia de polinucleotideo 18 podem
ser selecionadas para controlar o comprimento do espaco 22

e as bases de nucleotideos 24 gue sdo expostas no espaco
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22.

[0054] O dsNA modificado 16’ pode entdo estar
ligado aos eletrodos 12, 14. Os ligantes 26 podem estar
ligados ao dsNA modificado 16’ utilizando qualgquer técnica
adequada e, entdo, os ligantes 26 podem estar ligados aos
eletrodos 12, 14. Em um exemplo, bases de DNA modificadas
com tiol podem ser conjugadas nas extremidades 3’ e 5’ das
cadeias 18, 20. Em um exemplo, o dsNA modificado 16’ pode
estar imobilizado nos eletrodos 12, 14 pela exposicdo dos
eletrodos 12, 14 em uma solucdo do dsNA modificado 16’ por
um tempo adequado, seguido pela rinsagem com um tampdo
adequado para remover dsNA modificado 16’ ndo ligado.

[0055] Em um método de fabricacdo do sensor 10, os
eletrodos 12, 14 podem também estar eletricamente
conectados ao detector 15.

[0056] Em alguns exemplos, o sensor 10 pode estar
pré-montado.

[0057] Em outros exemplos, os componentes do sensor
podem ser parte de um kit e os componentes do kit podem ser
usados para montar o sensor 10. Um exemplo do kit inclui um
componente eletrbnico e uma solucéo polimérica. 0
componente eletrdnico inclui o suporte 13 e dois eletrodos
12, 14 operativamente dispostos no suporte e separados por
um espaco. Por Y“operativamente dispostos”, entende-se que
os eletrodos 12, 14 podem estar conectados ao circuito
eletrdnico que permite sua operacdo (por exemplo, uma vez
ligado a um detector 15 e fonte de energia). O circuito
eletrdnico pode estar eletricamente conectavel ao detector

15 e a fonte de energia. A solucdo polimérica inclui um
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carreador liguido e um dsNA modificado 16’ no carreador
liquido, em que o dsNA modificado 16’ é qualquer um dos
exemplos aqui descritos. Tal como aqui descrito, o dsNA
modificado 16’ inclui as duas cadeias de polinucleotideos
18, 20 parcialmente 1ligadas entre si e apresentando
extremidades opostas. O dsNA modificado 16’ pode apresentar
ligantes 26 ligados ao uma ou ambas as faixas 18 e/ou 20 em
cada uma das extremidades opostas. Em um exemplo, o dsNA
modificado 16’ estd em uma solucgdo idnica de tamp&o salino,
tal como citrato salino em concentracgdes de milimolar a
molar.

[0058] Ao utilizar o kit, o usudrio pode depositar
a solucdo polimérica nos componentes eletrdnicos, permitir
que a solucgdo polimérica permanega nos componentes
eletrdnicos durante um tempo adequado para que os ligantes
26 se fixem aos respectivos eletrodos 12, 14 e, depois, o
componente eletrdbnico pode ser rinsado com um tampdo
adequado para remover o dsNA modificado 16’.

[0059] Além de conter componentes para formar o
sensor 10, alguns exemplos do kit também podem incluir uma
solucdo de reagente que deve ser usada com o sensor 10. A
solucdo de reagente inclui nucleotideos marcados, os quais
sdo descritos em referéncia a Fig. 2.

[0060] Agora, com referéncia a Fig. 2, um exemplo
de um nucleotideo marcado 30, o qual inclui o fio de
comutacdo 28 acima mencionado, é mostrado. O nucleotideo
marcado 30 inclui um nucleotideo 32, uma molécula ligante
34 ligada ao grupo fosfato do nucleotideo 22, e o fio de

comutacdo 28 1ligado a molécula ligante 34, o fio de
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comutacdo 28 incluindo um fio de nucleotideos incluindo
bases 36 complementares a pelo menos alguma da pluralidade
de bases de nucleotideos 24 expostas no espago 22 do sensor
10. O nucleotideo marcado 30 pode ser considerado um
nucleotideo nd&o natural ou sintético porque ele ¢é
estruturalmente ou quimicamente distinto de um nucleotideo
natural.

[0061] O nucleotideo 32 do nucleotideo marcado 30
pode ser um nucleotideo natural. Nucleotideos naturais

incluem uma base heterociclica contendo nitrogénio, um

agucar e trés ou mais grupos fosfatos. Exemplos de
nucleotideos naturais incluem, por exemplo,
ribonucleotideos ou desoxirribonucleotideos. Tal como

mencionado acima, em um ribonucleotideo, o acucar €& uma
ribose e, em um desoxirribonucleotideos, o aclUcar & uma
desoxirribose. Em um exemplo, o nucleotideo 32 estd na
forma de polifosfato porque esta inclui diversos grupos
fosfato (por exemplo, trifosfato, tetrafosfato,
pentafosfato, hexafosfato, etc.). A Dbase heterociclica
(isto é, nucleobase) pode ser uma base purina (por exemplo,
adenina (A) ou guanina (G)) ou uma base pirimidina (por
exemplo, citosina (C), timina (T) e uracila (U)).

[0062] O nucleotideo marcado 30 também inclui a
molécula ligante 34. A molécula ligante 34 pode ser
qualquer molécula de cadeia longa que podem se ligar
guimicamente, em uma extremidade, ao(s) grupo(s) fosfato(s)
do nucleotideo 32 e que podem se ligar quimicamente, na
outra extremidade, ao fio de comutacdo 28. A molécula

ligante 34 pode também ser selecionada de modo que ela né&o
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ird interagir com uma polimerase 38 usada no sistema 40,
40’ (vide Figs. 4 e 5) aqui descrito. A molécula ligante 34
é selecionada de modo que ela seja longa o suficiente para
permitir que o fio de comutacdo 28 se associe com as bases
de nucleotideos 24 expostas no espaco 22 do sensor elétrico
10 enquanto, por exemplo, o nucleotideo 32 é mantido pela
polimerase 38.

[0063] Como exemplos, a molécula ligante 34 pode
incluir uma cadeia alquilica, uma cadeia de poli
(etilenoglicol), um grupo amida, um grupo fosfato, um
heterociclo tal como um triazol, nucleotideos ou
combinag¢des dos mesmos. Exemplos da cadeia alquilica podem
incluir pelo menos 6 atomos de carbono e exemplos da cadeia
de poli (etilenoglicol) podem incluir pelo menos 3 unidades
de etilenoglicol.

[0064] O exemplo a seguir i1ilustra um exemplo do
nucleotideo marcado 30, em que a molécula ligante 34
compreende uma cadeia alquilica, um grupo amida, uma cadeia

de poli (etilenoglicol) e um triazol:

MM
Fio de comutacdo - 2 0.0,0,0.0.0 _
T T o~ N 0.5.0.50.,0.,0,0.0 o N 0
o H OH OH OH OH OH OH X r
O
[0065] O exemplo a seguir ilustra outro exemplo do

nucleotideo marcado 30, em que a molécula ligante 34
compreende cadeias alquilicas, um grupo amida, cadeias de

poli (etilenoglicol), um triazol e um grupo fosfato:
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[0066] O exemplo a seguir ilustra ainda outro
exemplo do nucleotideo marcado 30, em que a molécula
ligante 34 compreende cadeias alquilicas, grupos amida,
cadeias de poli (etilenoglicol), um triazol e um grupo

fosfato:
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[0067] O exemplo a seguir ilustra ainda um exemplo
adicional do nucleotideo marcado 10, em gque a molécula
ligante 14, 14’ compreende cadeias alquilicas, um grupo
amida, cadeias de poli (etilenoglicol), um triazol, um

grupo fosfato e uma cadeia de polinucleotideo:
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[0068] Enquanto diversos exemplos de moléculas
ligantes 34 foram descritos, deve ser entendido que outras
moléculas ligantes 34 podem ser usadas.

[0069] 0 fio de comutacéo 28 ¢ um fio de
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nucleotideos. Os nucleotideos no fio de comutacdo 28 séo
similares ao nucleotideo 32, 1isto é, eles incluem a base
heterociclica contendo nitrogénio, o actcar e trés ou mais
grupos fosfato. Pelo menos algum dos nucleotideos no fio de
comutacdo 28 incluem bases 36 qgue sdo complementares as
bases 24 que sdo expostas no espaco 22 do sensor 10. Como
tal, a sequéncia dos nucleotideos no fio de comutacdo 28
depende, pelo menos em parte, da sequéncia das bases 24
expostas.

[0070] Em um exemplo, as bases 36 no fio de
comutacdo 28 sdo completamente complementares a pluralidade
de bases de nucleotideos 24 expostas no espaco 22. Como um
exemplo, as bases de nucleotideos 24 expostas no espaco 22
podem ser G-G-G-G-G-G-G e o fio de comutacdo 28A pode ser
C-C-C-C-C-C-C. Como outro exemplo, as bases de nucleotideos
24 expostas no espaco 22 podem ser G-A-G-T-G-C-G-G e o fio
de comutacdo 28A pode ser C-T-C-A-C-G-C-C. Em um exemplo
mostrado na Fig. 3A, qualquer sequéncia adequada pode ser
usada para o fio de comutacdo 28A, desde que ela apresente
o0 mesmo numero de bases que, e qgue seja completamente
complementar a, as bases 24 expostas no espaco 22. Um
exemplo do nucleotideo marcado 30A incluindo um fio de
comutacdo 28A completamente complementar é mostrado na Fig.
3A. Tal como mostrado, o fio de comutacdo 28A do
nucleotideo marcado 30A associa o0 mesmo com as bases de
nucleotideos 24 expostas no espaco 22. Mais
especificamente, neste exemplo, cada uma das Dbases de
nucleotideos 36 no fio de comutacdo 28A  hibridiza

temporariamente e ©pelo menos parcialmente a sua base
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complementar 24 (da cadeia de polinucleotideo 20) que esté
exposta no espaco 22 na cadeia de polinucleotideo 18. Em
alguns exemplos, a hibridizacdo ndo é completa, e em outros
exemplos, a hibridizacdo ¢é completa. Para alcancar a
hibridizacdo parcial ou completa, a temperatura de fusdo da
interacdo entre as bases complementares pode ser ajustada.
Diferentes graus de hibridizagcdo entre os diferentes fios
de comutacdo 28A e bases de nucleotideos 24 permitem
diferentes assinaturas de tempo a serem alcangadas com
diferentes fios de comutacdo 28A. Quando incorporado, o fio
de comutacdo 28A fecha um trocador do dsNA modificado 16’7,
que altera significativamente (por exemplo, aumenta) a
condutividade do dsNA 16’, modula o canal 16, e resulta em
uma mudanca detectéavel.

[0071] Em outro exemplo, as bases 36 no fio de
comutacdo 28 nao sdo completamente complementares a
pluralidade de bases de nucleotideos 24 expostas no espago
22; mas sim, o fio de comutacdo 28B inclui pelo menos um
nucleotideo apresentando uma base incompativel 42 que é néo
complementar a correspondente uma da (mostrada como 247)
pluralidade de bases de nucleotideos 24 expostas no espacgo
22, tal como mostrado na Fig. 3B. Em outras palavras, a
base trocada 42 ndo é complementar a base de nucleotideo
24’ correspondente exposta no espaco 22. Como um exemplo,
as bases de nucleotideos 24 expostas no espaco 22 podem ser
G-G-G-G-G-G-G e o fio de comutacdo 28B pode ser C-C-C-A-C-
C-C. Neste exemplo, a adenina do fio de comutacdo 28B & a
base trocada 42 porque ela ndo é complementar a guanina

correspondente exposta no espaco 22 da cadeia de
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polinucleotideo 20. Como outro exemplo, as Dbases de
nucleotideos 24 expostas no espaco 22 podem ser G-A-G-T-G-
C-G-G e o fio de comutacdo 28B pode ser C-C-C-A-C-G-C-C.
Neste exemplo, a segunda citosina do fio de comutacdo 28B é
a base trocada 42 porque ela ndo é complementar a adenina
correspondente exposta no espacgo 22 da cadeia de
polinucleotideo 20. No exemplo mostrado na Fig. 3B,
qualquer sequéncia adequada pode ser usada para o fio de
comutacdo 28B, desde que ela tenha o mesmo numero de bases,
seja parcialmente complementar a e inclua pelo menos uma
base trocada nas bases 24 expostas no espaco 22. Como
mostrado, o fio de comutacdo 28B do nucleotideo marcado 30B
se associa as bases de nucleotideos 24 expostas no espacgo
22. Mais especificamente, neste exemplo, enquanto algumas
das Dbases de nucleotideos 36 no fio de comutacdo 28B
hibridizam temporariamente as respectivas bases
complementares 24, a base trocada 42 e a Dbase de
nucleotideo correspondente 24’ na cadeia de polinucleotideo
20 permanece ndo ligada. Quando incorporada, o fio de
comutacdo 28B fecha substancialmente um trocador do dsNA
modificado 16’ (porém ndo fecha completamente o trocador
devido a base trocada 42), a qual modifica
significativamente (por exemplo, aumenta) a condutividade
do dsNA 16’, modula o canal 16 e resulta em uma mudanca
detectédvel. Deve ser entendido que, em alguns exemplos, O
aumento da condutividade com o fio de comutacdo 28B pode
ndo ser tdo grande quanto o aumento observado com o fio de
comutacdo 28A, devido a base trocada 42.

[0072] Ainda em outro exemplo, o} fio de
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nucleotideos no fio de comutacdo 28 apresenta pelo menos um
nucleotideo a menos do que a pluralidade de bases de
nucleotideos 24 expostas no espaco 22. Um exemplo deste fio
de comutacdo 28C é mostrado na Fig. 3C. Os nucleotideos no
fio de comutacdo 28C sdo complementares a algumas das bases
de nucleotideos 24 expostas no espacgco 22; no entanto, apds
o fio de comutacdo 28C estar associado ao espaco 22, pelo
menos uma das bases de nucleotideos 24’’ permanece ndao
ligada devido ao comprimento mais curto do fio de comutacédo
(por causa das bases faltantes). Como um exemplo, as bases
de nucleotideos 24 expostas no espaco 22 podem ser G-G-G-G-
G-G-G e o fio de comutacdo 28C pode ser C-C-C-C-C. Neste
exemplo, o fio de comutacdo 28C tem duas bases faltantes,
ou é dois nucleotideos mais curta do gque o numero total de
bases de nucleotideos 24 (incluindo 24’’) expostas no
espaco 22. Como outro exemplo, as bases de nucleotideos 24
expostas no espago 22 pode ser G-A-G-T-G-C-G-G e o fio de
comutacdo 28C pode ser T-C-A-C-G-C-C. Neste exemplo, o fio
de comutacdo 28C tem uma base faltante, ou é um nucleotideo
mais curta do gue o numero total de bases de nucleotideos
24  (incluindo 24’') expostas no espaco 22. No exemplo
mostrado na Fig. 3C, qualquer sequéncia adequada pode ser
usada para o fio de comutacdo 28C, desde que ela apresente
menos do que o nuUmero total de bases 24 expostas no espacgo
22 e seja complementar a algumas das bases 24 expostas no
espaco 22. Como mostrado na Fig. 3C, quando o fio de
comutacdo 28C do nucleotideo marcado 30C se associa ao
espaco 22, 1) as Dbases de nucleotideos 36 no fio de

comutacdo 28C hibridizam temporariamente e pelo menos
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parcialmente as respectivas bases complementares 24, e ii)
algumas das Dbases de nucleotideos 24’’’ na cadeia de
polinucleotideo 20 permanecem ndo ligadas porque o fio de
comutacdo 28 tem bases faltantes. Quando incorporado, o fio
de comutacdo 28C fecha substancialmente um trocador do dsNA
modificado 16’ (porém né&o fecha completamente o trocador
devido a(s) base (s) faltante(s)), o qual modifica
significativamente (por exemplo, aumenta) a condutividade
do dsNA modificado 16’ (e o canal 16) e resulta em uma
mudanca detectdvel. Deve ser entendido gque, em alguns
exemplos, o aumento da condutividade com o fio de comutacéo
28C pode ndo ser tdo grande quanto o aumento observado com
o fio de comutacdo 28A, devido as bases faltantes.

[0073] Ainda em outro exemplo, o fio de
nucleotideos no fio de comutacdo 28 apresenta um numero
mais alto de nucleotideos do que a pluralidade de bases de
nucleotideos 24 expostas no espaco 22, e uma porcgdo do fio
de comutacdo 28 forma uma estrutura de haste e alga guando
associada ao espagco 22. Um exemplo deste fio de comutacéo
28D é mostrado na Fig. 3D. Alguns dos nucleotideos no fio
de comutacao 28D sao complementares as bases de
nucleotideos 24 expostas no espago 22; no entanto, apds o
fio de comutacdo 28D estar associado ao espaco 22,
nucleotideos n&o complementares 36’ do fio de comutacdo 28C
permanecem ndo ligados e formam a haste e alca 44. Como um
exemplo, as bases de nucleotideos 24 expostas no espaco 22
podem ser G-G-G-G-G-G-G-G-G e o fio de comutacdo 28C pode
ser C-C-C-C. Neste exemplo, o fio de comutacdo 28D inclui

nove bases adicionais 36’ que formam uma haste e alca 44.
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Como outro exemplo, as bases de nucleotideos 24 expostas no
espaco 22 podem ser A-G-T-T-T-T-T-T-G e o fio de comutacéo
28C pode ser T-C-C. Neste exemplo, o fio de comutacdao 28C
inclui seis bases adicionais 36’ quem formam uma haste e
alca 44. No exemplo mostrado na Fig. 3D, qualgquer sequéncia
adequada pode ser usada para o fio de comutacdo 28C, desde
que ela seja maior do gque o numero total de bases 24
expostas no espagco 22 e inclua pelo menos alguma base de
nucleotideo que ¢é complementar as bases 24 expostas no
espaco 22. As bases de nucleotideos em qualgquer uma das
extremidades da haste e alca 44 podem ser completamente
complementares as bases de nucleotideos 24 expostas no
espaco 22, podem incluir uma ou mais bases ndo
complementares, podem apresentar bases faltantes ou podem
incluir combinacdes de bases complementares, néo
complementares e faltantes. Como mostrado na Fig. 3D,
quando o fio de comutacd&o 28D do nucleotideo marcado 30D se
associa ao espaco 22, 1) algumas das bases de nucleotideos
36 no fio de comutacdo 28D hibridizam temporariamente e
pelo menos parcialmente as respectivas bases complementares
24 e ii) algumas das bases de nucleotideos nao
complementares 36’’ no fio de comutacgdo 28D permanecem nao
ligadas e formam a haste e alga 44. Quando incorporadas, o
fio de comutacdo 28D fecha um trocador do dsNA modificado
16’7, o qual modifica significativamente (por exemplo,
aumenta) a condutividade do dsNA modificado 16’, modula o
canal 16 e resulta em uma mudanca detectavel. Alguma da
corrente eletrdnica serd realizada em gqualguer uma das

cadeias 18, 20 (por exemplo, quando ambas as cadeias 18, 20
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estdo ligadas aos eletrodos 12, 14), assim, a adicdo de uma
haste e alca 44 é comparavel a adicdo de um resistor maior
em paralelo.

[0074] Qualquer exemplo dos nucleotideos marcados
30 (por exemplo, 30A, 30B, 30C, 30D) aqui descrito pode ser
usado em uma solucdo de reagente de um exemplo do kit e/ou
em um sistema sensorial 40, 40’, exemplos os quais séo
mostrados na Figs. 4 e 5. Cada um dos sistemas 40, 40
também incluem um exemplo do sensor 10 aqui descrito.

[0075] O exemplo do sistema sensorial 40 mostrado
na Fig. 4 inclui uma célula de fluxo 41 e uma sensor
eletrdénico 10 integrado na célula de fluxo 41. O sensor
eletrdénico 10 inclui dois eletrodos 12, 14; um polimero de
dcido nucleico de cadeia dupla parcialmente modificado 16
que faz a ponte entre o espaco dos dois eletrodos 12, 14, o
polimero de &cido nucleico de cadeia dupla parcialmente
modificadol6 incluindo duas cadeias de polinucleotideos 18,
20 parcialmente ligadas (por meio de ligacéo de
hidrogénio), um espac¢co 22 em uma primeira 18 das cadeias de
polinucleotideos em que nucleotideos sdo faltantes; e uma
pluralidade de bases de nucleotideos 24 de uma segunda 20
das cadeias de polinucleotideos expostas no espagco 22. A
célula de fluxo 41 é um frasco gque contém o sensor 10. Deve
ser entendido que outros frascos, tais como um poc¢o, tubo,
canal, cuvete, placa de Petri, garrafa ou similares podem
alternativamente conter o sensor 10. Processos ciclicos,
tais como as reacdes de sequenciamento de &cido nucleico,
sdo particularmente bem adequados para células de fluxo 41.

[0076] Exemplos de células de fluxo 41 incluem um
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substrato/suporte 13 e uma tampa ligada diretamente ou
indiretamente a mesma ou integralmente formada na mesma. A
célula de fluxo 41 pode incluir uma entrada de fluido 45 e
uma saida de fluido 47 que permite a distribuicdo de
volumes de reagentes a um sensor 10 ou uma matriz de
sensores 10 contidas dentro da célula de fluxo 41.

[0077] O sistema sensorial 40 pode também incluir
um sistema de distribuicdo de reagentes 49 para introduzir
seletivamente um reagente em uma entrada (por exemplo,
entrada de fluido 45) da célula de fluxo 41, sobre o sensor
10 e, entdo, para a saida da saida de fluido 47. O sistema
de distribuicdo de reagente 49 pode incluir tubos ou outros
fluidicos que podem se ligar permanentemente ou de forma
removivel a entrada de fluido 45. O sistema de distribuicéo
de reagente 49 pode incluir um recipiente de amostra 51. O
reagente (incluindo o nucleotideo marcado 30 para ser
introduzido no sensor eletrdédnico 10) pode ser armazenado no
recipiente da amostra ou preparado e introduzido no
recipiente da amostra pouco antes do uso. O sistema de
distribuicdo de reagente 49 pode também incluir uma bomba
ou outro equipamento adequado para recuperar O reagente a
partir do recipiente da amostra 51 e distribuir o mesmo
para a entrada do fluido 45. Em outros exemplos, o
recipiente da amostra 51 ¢é posicionado de modo gque o
reagente possa fluir por gravidade para a entrada do fluido
45, sobre o sensor 10 e para fora da saida do fluido 47.

[0078] O sensor 10 na célula de fluxo 41 pode
também estar operacionalmente conectado a um detector 15

para detectar as mudancas de condutividades do sensor 10
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quando o sistema sensorial 40 é usado.

[0079] Outro exemplo do sistema 40’ é mostrado na
Fig. 5 e inclui um sensor eletrdnico 10, o qual inclui dois
eletrodos 12, 14; um polimero de acido nucleico de cadeia
dupla parcialmente modificadol6 que faz a ponte entre o
espaco dos dois eletrodos 12, 14, o polimero de &cido
nucleico de <cadeia dupla parcialmente modificado 16
incluindo duas cadeias de polinucleotideos 18, 20
parcialmente ligadas (por meio de ligacdo de hidrogénio),
um espagco 22 em uma primeira 18 das cadeias de
polinucleotideos em que os nucleotideos s&do faltantes; e
uma pluralidade de bases de nucleotideos 24 de uma segunda
20 das cadeias de polinucleotideos expostas no espaco 22; e
reagentes separados que devem ser introduzidos ao sensor
eletrdénico 10, os reagentes incluindo nucleotideos marcados
30, pelo menos um dos nucleotideos marcados 30 incluindo um
nucleotideo 32, uma molécula ligante 34 1ligada ao grupo
fosfato do nucleotideo, um fio de comutacdo 28 1ligada a
molécula ligante 34, o fio de comutacdo 28 incluindo um fio
de nucleotideos incluindo bases 36 complementares a pelo
menos alguma da pluralidade de bases de nucleotideos 24
expostas no espacgo 22. No exemplo mostrado na Fig. 5, a
cadeia de polinucleotideo 18 é ACCGGGGTA-espaco-ATCCG e a
cadeia de polinucleotideo 20 é TGGGCCCCATCCCCCCTAGGC (SEQ.
ID No. 1). Na cadeia de polinucleotideo 20, as Dbases de
nucleotideos “CCCCCC” estdo expostas no espaco 22 (pelo
menos até que um fio de comutacgcdo 28 esteja associado a
mesma) .

[0080] Embora ndo mostrado, deve ser entendido que
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o sensor 10 pode estar posicionado dentro ou parte de um
frasco, tal como uma célula de fluxo 41 (Fig. 4), um tubo,
canal, cuvete, placa de Petri, garrafa ou similares. Outro
exemplo de um frasco adequado é uma célula de fluxo.

[0081] Enquanto um sensor 10 é mostrado na Fig. 5,
deve ser entendido que o sistema sensorial 40’ pode incluir
uma matriz de sensores 10 posicionada em um substrato. Além
disso, o(s) sensor(es) 10 do sistema sensorial 40’ pode(m),
cada, estar eletricamente <conectado a um <respectivo
detector 15 para detectar uma resposta do sensor elétrico
10 gquando o fio de comutacdo 28 estd associado ao espago
22.

[0082] Alguns exemplos do sistema sensorial 40’
ainda incluem uma polimerase 38 ancorada ao dsNA modificado
16’ e uma cadeia de polinucleotideo modelo 48 que deve ser
introduzida no sensor 10.

[0083] Tal como mostrado na Fig. 5, o sensor 10
inclui a polimerase 38. Qualquer DNA polimerase pode ser
usada de modo a catalisar a adicdo de um nucleotideo em um
momento na fita nascente. A DNA polimerase pode ser de
qualquer uma das seguintes familias: A, B, C, D, X, Y e RT.
Exemplos especificos da familia A incluem DNA polimerase
T7, Pol I, Pol vy, Pol ® ou Pol v; ou da familia B incluem
Pol II, Pol B, Pol (, Pol o, Pol & e Pol ¢; ou da familia C
incluem Pol III ou da familia D incluem Pol D (heterodimero
DP1/DP2) ou da familia X incluem Pol B, Pol o, Pol A, Pol u
e terminal de transferéncia de desoxinucleotidotil; ou da
familia Y incluem Pol 1, Pol x, Pol n, Pol IV e Pol V; ou

da familia RT incluem Telomerase.
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[0084] Tal como mostrado na Fig. 5, a polimerase 38
esta imobilizada ao dsNA modificado 16’ com um tirante 46.
Em outro exemplo, a polimerase 38 estd imobilizada ao um
substrato com o tirante 46. O tirante 46 é usado como um
dncora para a polimerase 38 e pode ser desejavel que o
tirante 46 seja ndo condutor. Um tirante ndo condutor pode
ser particularmente desejédvel quando a polimerase 38 estéa
ligada ao dsNA modificado 16’. Exemplos de um tirante
adequado 46 inclui polietilenoglicol (PEG) com um ligante
clivdvel em algum ponto ao longo da cadeia PEG ou pode
incluir a quimica niquel NTA/His tag, a quimica
estreptavidina/biotina (por exemplo, estreptavidina ligada
ao dsNA modificado 16’ e biotina ligada a polimerase 38),
hibridizacdo DNA - DNA, hibridizacdo DNA - PNA, carboxil
silano 1l-etil-3- (3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC)
ou qualquer outro ligante que pode se ligar a polimerase ao
dsNA modificado 16’ ou a superficie do substrato. Em alguns
exemplos, o tirante 46 mantém a polimerase 38 pelo menos 10
nm longe do dsNA modificado 16’. Isto pode ser desejavel,
por exemplo, de modo que mudancgas conformacionais da
polimerase 38, mudancas da polimerase 38 e/ou mudancas do
alvo/cadeia de ©polinucleotideo modelo 48 mantido pela
polimerase 38 nao interfira com a operacgéo de
sensibilizacdo do dsNA modificado 16’.

[0085] Em um exemplo, o dsNA modificado 16’ pode
estar inicialmente ligado a polimerase 38 pelo tirante 46,
o qual inclui um ligante clivéavel. Esta combinac&o pode ser
introduzida aos eletrodos 12, 14 para se ligar as

extremidades opostas do dsNA modificado 16’ aos eletrodos
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12, 14 e para se ligar a polimerase 38 a superficie de um
substrato por meio, por exemplo, da gquimica niquel NTA/His
tag. Neste exemplo, o ligante clivavel pode ser clivado
para separar a polimerase 38 do dsNA modificado 16’ . Neste
exemplo, a polimerase 38 estd em proximidade do dsNA
modificado 16’, porém, ndo estd na verdade em contato com o
mesmo. Deve ser entendido que o tirante 46 pode ser clivado
quando a quimica é fornecida para manter a polimerase 38,
por exemplo, na superficie do substrato e dentro de uma
proximidade do sensor 10.

[0086] Tal como aqui mencionado, exemplos do
sistema 40, 40 podem também incluir a cadeia de
polinucleotideo modelo 48 que deve ser introduzida ao
sensor 10.

[0087] A cadeia de polinucleotideo modelo 48 pode
ser qualgquer amostra que deve ser sequenciada e pode ser
composta de DNA, RNA ou andlogos das mesmas (por exemplo,
dcido nucleicos de peptideos). A fonte da cadeia de
polinucleotideo modelo (ou alvo) 48 pode ser DNA gendmico,
RNA mensageiro ou outros 4acidos nucleicos de fontes
nativas. Em alguns casos, a cadeia de polinucleotideo
modelo 48 que é derivada de tais fontes pode ser aqui
amplificada antes do uso em um método ou sistema 40, 40’.
Qualquer uma de uma variedade de técnicas de amplificacéo
conhecidas pode ser usada incluindo, porém ndo se limitando
a, reacdo em cadeia da polimerase (PCR), amplificacdo de
circulo rolante (RCA), amplificacao de deslocamento
multiplo (MDA) ou amplificacdo de 1iniciador aleatédrio

(RPA) . Deve ser entendido que a amplificacdo de uma cadeia
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de polinucleotideo modelo 48 antes do uso no método ou
sistema 40, 40' aqui indicado é opcional. Como tal, uma
cadeia de polinucleotideo modelo 48 ndo serd amplificada
antes de ser wusada em alguns exemplos. A cadeia de
polinucleotideos modelo/alvo 48 pode ser opcionalmente
derivada de bibliotecas sintéticas. Os &cidos nucleicos
sintéticos podem apresentar composicdes nativas de DNA ou
RNA ou podem ser andlogas a estas

[0088] Amostras bioldgicas a partir das quais a
cadeia de polinucleotideo modelo 48 pode ser derivada
incluem, por exemplo, aquelas a partir de um mamifero, tal
como um roedor, camundongo, rato, coelho, cobaia, ungulado,
cavalo, ovelha, porco, cabra, vaca, gato, cdo, primata,
humano ou primata ndo humano; uma planta tal como
Arabidopsis thaliana, milho, sorgo, aveia, trigo, arroz,
canola ou soja; uma alga tal como Chlamydomonas
reinhardtii; um nematddeo tal como Caenorhabditis elegans;
um inseto tal como Drosophila melanogaster, mosquito, mosca
de fruta, abelha ou aranha; um peixe tal como zebrafish; um
réptil; um anfibio tal como um sapo ou Xenopus laevis; um
dictyostelium discoideum; um fungo tal como Pneumocystis
carinii, Takifugu rubripes, levedura, Saccharamoyces
cerevisiae ou Schizosaccharomyces pombe; ou um Plasmodium
falciparum. As cadeias de polinucleotideo modelo 48 podem
também ser derivadas de procariotas tais como uma bactéria,
Escherichia coli, Staphylococci ou Mycoplasma pneumoniae;
um arquea; um virus tal como virus da hepatite C, virus
ebola ou virus da imunodeficiéncia humana; ou um viroide.

As cadeias de polinucleotideo modelo 48 podem ser derivadas
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de uma cultura homogénea ou populacdo dos organismos acima
ou alternativamente de uma colecdo de diversos diferentes
organismos, por exemplo, em uma comunidade ou ecossistema.

[0089] Além disso, as cadeias de polinucleotideo
modelo 48 podem ndo ser derivadas de fontes naturais,
porém, podem ser sintetizada utilizando técnicas
conhecidas. Por exemplo, sondas de expressdo génica ou
sondas de genotipagem podem ser sintetizadas e utilizadas
nos exemplos aqui indicados.

[0090] Em alguns exemplos, as cadeias de
polinucleotideo modelo 48 podem ser obtidas como fragmentos
de um ou mais &cidos nucleicos maiores. A fragmentacdo pode
ser realizada utilizando qualquer um de uma variedade de
técnicas conhecidas na arte incluindo, por exemplo,
nebulizacéo, sonicacéo, clivagem guimica, clivagem
enzimdtica ou cisalhamento fisico. A fragmentacdo pode
também resultar do uso de uma técnica de amplificacéo
particular que produz amplicons pela cdédépia de apenas uma
porcdo de uma cadeia de &cido nucleico maior. Por exemplo,
a amplificacdo por PCR produz fragmentos que apresentam um
tamanho definido pelo comprimento da sequéncia de
nucleotideo no modelo original que estd entre as
localizacdes em que o0s iniciadores de flangqueamento
hibridizam durante a amplificacdo. O comprimento da cadeia
de polinucleotideo modelo 48 pode ser em termos do numero
de nucleotideos ou em termos de um comprimento métrico (por
exemplo, nandmetros).

[0091] Uma populacdo de cadeias de polinucleotideo

modelo/alvo 48, ou amplicons das mesmas, pode apresentar um
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comprimento de fita médio que é desejado ou adequado para
uma aplicacdo particular dos métodos ou sistema 40, 40/
aqui indicados. Por exemplo, o comprimento de fita médio
pode ser menor do que cerca de 100.000 nucleotideos, cerca
de 50.000 nucleotideos, cerca de 10.000 nucleotideos, cerca
de 5.000 nucleotideos, cerca de 1.000 nucleotideos, cerca
de 500 nucleotideos, cerca de 100 nucleotideos ou cerca de
50 nucleotideos. Alternativamente ou adicionalmente, o
comprimento de fita médio pode ser maior do que cerca de 10
nucleotideos, <cerca de 50 nucleotideos, <cerca de 100
nucleotideos, cerca de 500 nucleotideos, cerca de 1.000
nucleotideos, cerca de 5.000 nucleotideos, cerca de 10.000
nucleotideos, cerca de 50.000 nucleotideos ou cerca de
100.000 nucleotideos. O comprimento de fita médio para uma
populacdo de <cadeia de polinucleotideos alvo 48 ou
amplicons da mesma, pode estar em uma faixa entre um valor
maximo e um valor minimo definido acima.

[0092] Em alguns casos, uma populacdo das cadeias
de polinucleotideo modelo/alvo 48 pode ser produzida sob
condicdes ou, de outra forma, configurada para um
comprimento méximo para os seus membros. Por exemplo, o
comprimento maximo para os membros pode ser menor do que
cerca de 100.000 nucleotideos, cerca de 50.000
nucleotideos, cerca de 10.000 nucleotideos, cerca de 5.000
nucleotideos, cerca de 1.000 nucleotideos, cerca de 500
nucleotideos, cerca de 100 nucleotideos ou cerca de 50
nucleotideos. Alternativamente ou adicionalmente, uma
populacdo das cadeias de polinucleotideo modelo 48 ou

amplicons das mesmas, pode ser produzida sob condigdes ou,
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de outra forma, configurada para apresentar um comprimento
minimo para os seus membros. Por exemplo, o comprimento
minimo para os membros pode ser mais do que cerca de 10
nucleotideos, cerca de 50 nucleotideos, cerca de 100
nucleotideos, cerca de 500 nucleotideos, cerca de 1.000
nucleotideos, cerca de 5.000 nucleotideos, cerca de 10.000
nucleotideos, cerca de 50.000 nucleotideos, ou cerca de
100.000 nucleotideos. O comprimento de fita maximo e minimo
para as cadeias de polinucleotideo modelo 48 em uma
populacdo pode estar em uma faixa que varia entre um valor
maximo e um valor minimo definido acima.

[0093] Tal como mostrado na Fig. 5, a cadeia de
polinucleotideo modelo 48 (por exemplo, uma fita de DNA de
unica fita) a ser sequenciada estd ligada a polimerase 38
apés ter sido introduzida na solugdo Jjunto com ©0s
reagentes, tal como os nucleotideos marcados 30.

[0094] Em alguns exemplos, diversos nucleotideos
diferentes marcados 30 (por exemplo, respectivamente
marcados com dA, dC, dG e dT como o nucleotideo 32) podem
ser usados juntos em um sistema 40, 40’ incluindo uma
matriz de sensores 10. Em um exemplo, quatro diferentes
nucleotideos marcados 30 sdo usados, cada, incluindo, um
nucleotideo diferente 32 e um fio de comutacdo diferente
especifico para o nucleotideo 28. Como um exemplo, oS
nucleotideos marcados 30 incluem um primeiro nucleotideo
marcado, o qgqual inclui desoxiadenosina polifosfato como o
nucleotideo e um primeiro fio de comutacdo especifico para
o nucleotideo; um segundo nucleotideo marcado, o qual

inclui desoxiguanosina polifosfato como o nucleotideo e um
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segundo fio de comutacdo especifico para o nucleotideo
apresentando uma sequéncia diferente daquela do primeiro
fio de comutacdo; um terceiro nucleotideo marcado, o qual
inclui desoxicistidina polifosfato como o nucleotideo e um
terceiro fio de comutacdo especifico para o nucleotideo
apresentando uma sequéncia diferente de <cada uma do
primeiro e segundo fios de comutacdo; e uma quarto
nucleotideo marcado, o) qual inclui desoxitimidina
polifosfato como o nucleotideo e um quarto fio de comutacédo
especifico para o nucleotideo apresentando uma sequéncia
diferente de cada uma do primeiro, segundo e terceiro fios
de comutacdo. Como tal, neste exemplo, © primeiro, o
segundo, o terceiro e o quarto fios de comutacéo
especificos para os nucleotideos sdo diferentes um do
outro. Os diferentes fios de comutacdo irdo gerar mudancas
de condutividade (quando associadas a um espaco
complementar 22), o qual pode ser usado para identificar o
nucleotideo especifico ligado ao mesmo.

[0095] Agora, com referéncia a Fig. 6, um exemplo
de um método é mostrado. O método 100 inclui a introducéo
de uma cadeia de polinucleotideo modelo 48 para um sensor
eletrdénico 10 apresentando uma polimerase 38 ligada a i) um
canal condutor eletricamente modulédvel 16 que faz a ponte
entre um espaco e estd eletricamente conectada aos dois
eletrodos 12, 14, ou 1ii) um substrato 13 que suporta os
dois eletrodos 12, 14, o canal condutor eletricamente
modulavel 16 incluindo um polimero de &cido nucleico de
cadeia dupla parcialmente modificado 16’, o qual inclui:

duas cadeias de polinucleotideos 18, 20 parcialmente
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ligadas entre si; um espaco 22 em uma primeira das cadeias
de polinucleotideos 18 em que nucleotideos s&o faltantes; e

uma pluralidade de bases de nucleotideos 24 de uma
segunda das cadeias de polinucleotideos 20 expostas no
espaco 22 na primeira das cadeias de polinucleotideos 18
(nimero de referéncia 102); introdugcdo dos reagentes
incluindo nucleotideos marcados 30 ao sensor eletrdnico 10,
em que um nucleotideo 32 de um dos nucleotideos marcados se
associa ao polimerase 38 e um fio de comutacdo especifico
para o nucleotideo 28 de um dos nucleotideos marcados 30 se
associa a pelo menos alguma da pluralidade de bases de
nucleotideos 24 expostas no espaco 22 (numero de referéncia
104); e em resposta a associacdo no espaco 22, a deteccéo
de uma resposta do sensor eletrdnico 10. A Fig. 5 também
serd referenciada através da discussdo do método 100.

[0096] Tal como mostrado na Fig. 5, a cadeia de
polinucleotideo modelo 48 introduzida no sensor 10 pode ser
mantida no lugar pela polimerase 38, a qual estd ligada ao
sensor 10 ou a uma superficie do substrato que suporta o
sensor 10. A cadeia de polinucleotideo modelo 48 mostrada
na Fig. 5 ¢é¢ um fio de DNA modelo. A cadeia de
polinucleotideo modelo 48 pode ser introduzida em uma
solucdo biologicamente estavel, junto com os reagentes, tal
como os nucleotideos marcados 30. A solucdo biologicamente
estavel pode ser qualquer tampdo adequado para as reacdes
de incorporacdo de base de polimerase, tal como reacdo em
cadeia de polimerase (PCR) ou amplificacdo linear. Como um
exemplo, a solucdo biologicamente estavel pode incluir um

tampdo apresentando um pH prdéximo de 7, uma concentracdo de
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sal acima de muitos milimolares e ilons Mg?" em concentracdo
milimolar.

[0097] Também tal como mostrado na Fig. 5, o}
nucleotideo marcado 30 pode incluir uma base que &
complementar a um &cido nucleico alvo da cadeia de
polinucleotideo modelo 48. O nucleotideo marcado 30 sera
mantido no lugar, em parte, pela polimerase 38 que também
estd ligada a cadeia de polinucleotideo modelo 48.

[0098] A interacdo entre o nucleotideo marcado 30 e
a polimerase 38 e o comprimento da molécula ligante 34
permite que o fio de comutacdo 28 se associe com O espaco
22 do sensor 10. Em um exemplo, a associacdo do fio de
comutacdo 28 com o espaco 22 envolve a hibridizacdo de pelo
menos uma porcdo do fio de comutagdo 28 com as bases de
nucleotideos 24 expostas no espaco 22. A hibridizacdo que
ocorre ira depender, em parte, do fio de comutacdo 28 (por
exemplo, 28A, 28B, 28C, 28D) que ¢é usado. A temperatura
e/ou concentracgdo de ion da solucdo pode ser ajustada a fim
de iniciar ou promover a hibridizacdo ou anelamento
completo ou parcial do fio de comutacdo 28 para pelo menos
alguma das bases de nucleotideos 24 expostas no espaco 22.
Como um exemplo, o fio de comutagcdo 28 pode ser desenhado
para hibridizar parcialmente ou completamente no espacgo 22
em temperatura ambiente (por exemplo, de cerca de 18°C a
cerca de 22°C) e em uma solucdo que apresenta uma
concentracdo de sal de 50 mM.

[0099] A polimerase 38 ir4d manter o fio de
comutacdo 28 em proximidade do espaco 22, assim, permitindo

que diversos eventos de hibridizacdo e de-hibridizacéo
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ocorram. Por outro lado, uma fita aleatdédria a deriva 1iré
provavelmente se hibridizar uma vez e, entdo, afastar-se. O
fio de comutacdo 28 pode ser mantido em proximidade do
espaco 22 até que seja dissociado, por exemplo, utilizando
fusdo ou outra técnica adequada. Em alguns casos, a
associacdo do fio de comutacdo no espaco 22 pode ser de
dezenas de milissegundos ou mais longas. Esta interacéo
relativamente longa coloca o trocador “LIGADO” (por
exemplo, modula o canal 16 pelo aumento da condutdncia do
estado mais baixo) e a mudanga na condutividade pode ser
detectada. Esta interacdo relativamente longa é diferente
dos outros nucleotideos marcados 30 presentes na solucéo
(isto é, a fita aleatdéria a deriva), que podem difundir-se
e Dbrevemente tocar, mas ndo sofrer varios eventos pelo
menos parciais de hibridizacdo e des-hibridizacdo no sensor
10. A breve interacdo destes outros nucleotideos marcados
30 pode causar uma mudanca de condutividade curta e/ou
esporéadica e, entéao, é distinguivel da mudanca de
condutividade que resulta do fio de comutagcdo 28 sendo
mantido em proximidade do espaco 22.

[00100] Quando o fio de comutacdo 28 hibridiza e de-
hibridiza pelo menos parcialmente diversas vezes as bases
de nucleotideos 24 expostas, a resposta do sensor 10 pode
ser indicativa da base do nucleotideo marcado 30 porque o
fio de comutacdo 28 é especifico para o nucleotideo (isto
é, um fio de comutacdo 28 especifico é selecionado para uma
base especifica). Como tal, o método 100 pode também
envolver a associacdo da resposta do sensor 10 com o fio de

comutacdo especifico para o nucleotideo associado 28 (isto
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¢, o nucleotideo marcado 30 que apresenta a polimerase 38 e
O espaco 22 associados ao mesmo), e com base no fio de
comutacdo especifico para o nucleotideo 28, a identificacéo
do nucleotideo (por exemplo, a base) do nucleotideo marcado
30 associado (isto ¢&, o nucleotideo marcado 30 que
apresenta a polimerase 38 e o espaco 22 associados ao
mesmo) .

[00101] A base do nucleotideo marcado associado 30
serd incorporada em uma fita nascente 50 que é hibridizada
a cadeia de polinucleotideo modelo 48. Isto iré4, por sua
vez, quebrar a ligacdo entre os grupos fosfato do
nucleotideo marcado 30 e a base de nucleotideo recentemente
incorporada. Esta cliva o restante do nucleotideo marcado
30 da base de nucleotideo recentemente incorporada.

[00102] Uma vez que o fio de comutacdo 28 pode
preferir ser pelo menos parcialmente hibridizado e ficar
conectado na configuracdo de dupla hélice do dsNA
modificado 1l6', o método 100 pode ainda envolver o
aquecimento para dissociar o fio de comutacdo especifico
para o nucleotideo 28 do espaco 22. A temperatura de fuséo
do fio de comutacdo 28 pode ser ajustada gquando a sintese
do nucleotideo marcado 30 para tornar o tempo “LIGADO” mais
curto ou mais longo, dependendo, em parte, em gquanto tempo
a polimerase 38 mantém o nucleotideo 32 do nucleotideo
marcado 30. Em um exemplo, a temperatura de fusdo pode ser
ajustada para corresponder a temperatura na qual o sistema
sensorial 40, 40’ é operado quando a 1ligacdo entre o(s)
grupo (s) fosfato(s) do nucleotideo marcado 30 e a base de

nucleotideo recentemente incorporada. Isto causaria a
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dissociacdo do fio de comutacdo 28 dentro do mesmo
intervalo de tempo que de quando o nucleotideo marcado 30 é
clivado. Em outro exemplo, pode ser desejavel que o tempo
“DESLIGADO” do fio de comutacdo 28 seja muito mais curto do
que o tempo gque o nucleotideo marcado 30 é mantido pela
polimerase 28 durante a incorporacdo na fita nascente 50.
Isto pode minimizar os eventos de fundo dos fios de
comutacdo 28 que ndo estdo associados a polimerase 28.

[00103] Como um resultado da clivagem e dissociacéo,
o nucleotideo marcado 30 remanescente estd livre para se
dissociar do nucleotideo base e se difundir do sensor 10. A
clivagem e dissociagcdo modula novamente o canal 16, pelo
retorno da condutividade do sensor 10 para o estado inicial
(por exemplo, menor) de condutividade que ele estava antes
da associacdo do nucleotideo marcado 30 com a polimerase 38
e com o espaco 22. O aparecimento e desaparecimento do
sinal como a mudanca da condutividade do sensor 10 (por
exemplo, aumenta e retorna ao estado inferior),
respectivamente, pode estar correlacionada com a
incorporacdo de uma base de nucleotideo da fita nascente 50
da fita de nucleotideo modelo 48 e a subsequente
dissociacdo do nucleotideo marcado 30.

[00104] No exemplo de método 100, a associacdo do um
dos nucleotideos marcados 30 (com a polimerase 32 e o
espaco 22), a deteccdo, a associacdo da resposta e a
identificacdo conjunta podem ser usadas para a deteccdo de
uma Unica molécula de um evento de incorporacgdo de
polimerase (isto é, cujo nucleotideo tenha sido incorporado

em uma fita nascente 50).
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[00105] Deve ser apreciado que todas as combinacdes
dos conceitos anteriores e conceitos adicionais discutidos
em maiores detalhes abaixo (desde qgque tais conceitos néo
sejam mutuamente inconsistentes) sejam contemplados como
sendo parte da matéria objeto inventiva aqui descrita. Em
particular, todas as combinag¢des da matéria objeto
reivindicada que aparecem no final desta divulgagdo séao
contempladas como parte da matéria objeto inventiva aqui
descrita. Também deve ser apreciado que a terminologia
explicitamente empregada aqui, gque também pode aparecer em
qualquer divulgacdo incorporada por referéncia, deve
receber um significado mais consistente com os conceitos
particulares aqui descritos.

[00106] Referéncia ao longo do relatdério descritivo
a “um exemplo”, Y“Youtro exemplo”, “o exemplo” e assim por
diante, significa que um elemento particular (por exemplo,
aspecto, estrutura e/ou caracteristica) descrito em conexdo
com o exemplo estd incluido em pelo menos um exemplo agqui
descrito e pode ou ndo estar presente em outros exemplos.
Em adicdo, deve ser entendido que os elementos descritos
para qualgquer exemplo podem ser combinados de qualquer
maneira adequada nos diversos exemplos a menos que O
contexto claramente indique o contrario.

[00107] Os termos “substancialmente” e “cerca de”
usados ao longo desta divulgacéao, incluindo nas
reivindicacgdes, sdo utilizados para descrever e quantificar
pequenas flutuacdes, tal como devido a variagdes no
processamento. Por exemplo, eles podem ser de menos do que

ou igual a * 5%, tal como menos do que ou igual a * 2%, tal
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como menos do que ou igual a * 1%, tal como menos do que ou
igual a * 0,5%, tal como menos do que ou igual a * 0,2%,
tal como menos do que ou igual a * 0,1%, tal como menos do
que ou igual a + 0,05%.

[00108] Além disso, deve ser entendido que as faixas
agui fornecidas 1incluem a faixa indicada e qualquer valor
ou subfaixa dentro da faixa indicada, como se elas fossem
explicitamente recitadas. Por exemplo, uma faixa
representada por cerca de 10 nm a cerca de 50 nm, deve ser
interpretada por incluir ndo apenas os limites
explicitamente recitados de cerca de 10 nm a cerca de 50
nm, porém também devem incluir os valores individuais, tal
como cerca de 15 nm, 22,5 nm, 45 nm etc., e subfaixas, tal
como de cerca de 20 nm a cerca de 48 nm, etc.

[00109] Enquanto diversos exemplos foram descritos
em detalhes, deve ser entendido que os exemplos descritos
podem ser modificados. Sendo assim, a descrigdo acima deve

ser considerada ndo limitativa.
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REIVINDICACOES

1. Sensor caracterizado pelo fato de compreender:

dois eletrodos que apresentam um espagco entre o0s
mesmos; e

um canal condutor eletricamente moduldvel ligado aos
dois eletrodos, o canal condutor eletricamente modulavel
incluindo um polimero de &cido nucleico de cadeia dupla
parcialmente modificado, eletricamente conectado aos dois
eletrodos e fazendo a ponte entre o espagco entre os dois
eletrodos, o polimero de &cido nucleico de cadeia dupla
parcialmente modificado incluindo:

duas cadeias de polinucleotideos parcialmente ligadas
entre si;

um espaco em uma primeira das cadeias de
polinucleotideos em que os nucleotideos estdo faltando; e

uma pluralidade de Dbases de nucleotideos de uma
segunda das cadeias de polinucleotideos expostas no espago
na primeira das cadeias de polinucleotideos.

2. Sensor, de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizado pelo fato de o espaco apresentar um
comprimento que varia de cerca de 10 nm a cerca de 50 nm.

3. Sensor, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 ou 2, caracterizado pelo fato de ainda
compreender uma polimerase ligada ao polimero de &cido
nucleico de cadeia dupla parcialmente modificado.

4. Sensor, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 3, caracterizado pelo fato de:

i) oS ligantes ligarem, respectivamente, cada

extremidade da primeira das cadeias de polinucleotideos ao
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respectivo um dos dois eletrodos; ou

ii) 0s ligantes ligarem, respectivamente, cada
extremidade da segunda das cadeias de polinucleotideos ao
respectivo um dos dois eletrodos; ou

iii) ambos 1 e ii.

5. Sensor, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de pelo menos
uma da pluralidade de bases de nucleotideos expostas no
espago ser uma base guanina.

6. Sensor, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de cada uma
da pluralidade de bases de nucleotideos expostas no espago
ser uma base guanina.

7. Sensor, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 6, caracterizado pelo fato de ainda
compreender um detector para detectar uma resposta a partir
do polimero de acido nucleico de cadeia dupla parcialmente
modificado guando um fio de comutacédo, incluindo um fio de
nucleotideos incluindo bases complementares a pelo menos
alguma da pluralidade de bases de nucleotideos expostas no
espaco, associa-se a pelo menos alguma da pluralidade de
bases de nucleotideos no espaco.

8. Sensor, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 7, caracterizado pelo fato de ainda
compreender:

um substrato que suporta os dois eletrodos; e

uma polimerase ligada ao substrato.

9. Sensor, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 8, caracterizado pelo fato de ainda
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compreender um sistema fluidico para introduzir um reagente
no polimero de &cido nucleico de cadeia dupla parcialmente
modificado.

10. Sensor, de acordo com a reivindicacéo 9,
caracterizado pelo fato de o reagente incluir nucleotideos
marcados, pelo menos um  dos nucleotideos marcados
incluindo:

um nucleotideo;

uma molécula ligante ligada a um grupo fosfato do
nucleotideo; e

um fio de comutacdo ligado a molécula ligante, o fio
de comutacdo incluindo um fio de nucleotideos incluindo
bases complementares a pelo menos alguma da pluralidade de
bases de nucleotideos expostas no espaco.

11. Sensor, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 10, caracterizado pelo fato de ainda
compreender uma pluralidade de outros canais condutores
eletricamente modulédveis ligados aos dois eletrodos, cada
um dos outros canais condutores eletricamente modulaveis
incluindo wum respectivo polimero de &cido nucleico de
cadeia dupla parcialmente modificado, eletricamente
conectado aos dois eletrodos e fazendo a ponte entre o
espaco entre os dois eletrodos.

12. Sensor, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 10, caracterizado pelo fato de o canal
condutor eletricamente modulavel exibir:

uma primeira condutédncia quando a pluralidade de bases
de nucleotideos sdo expostas no espacgo; e

uma segunda condutdncia que é diferente da primeira
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conduténcia quando pelo menos alguma da pluralidade de
bases de nucleotideos no espaco estdo associadas as bases
de nucleotideos complementares.

13. Nucleotideo marcado caracterizado pelo fato de
compreender:

um nucleotideo;

uma molécula ligante ligada a um grupo fosfato do
nucleotideo; e

um fio de comutacdo ligado a molécula ligante, o fio
de comutacdo incluindo um fio de nucleotideos incluindo
bases complementares a pelo menos alguma da pluralidade de
bases de nucleotideos expostas no espag¢o do sensor conforme
definido em qualguer uma das reivindicagdes 1 a 12.

14. Kit caracterizado pelo fato de compreender:

um componente eletrdnico, incluindo:

um suporte; e

dois eletrodos operativamente dispostos no suporte e
separados por um espago; €

uma solucdo polimérica, incluindo:

um carreador liquido; e

um polimero de 4cido nucleico de cadeia dupla
parcialmente modificado no carreador liquido, o polimero de
dcido nucleico de cadeia dupla parcialmente modificado
incluindo:

duas cadeias de polinucleotideos parcialmente ligadas
entre si e apresentando extremidades opostas;

um ligante ligado a cada uma das extremidades opostas,
cada ligante para ligar-se ao respectivo um dos dois

eletrodos;
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um espaco em uma primeira das cadeias de
polinucleotideos em que os nucleotideos estdo faltando; e

uma pluralidade de Dbases de nucleotideos de uma
segunda das cadeias de polinucleotideos expostas no espago
na primeira das cadeias de polinucleotideos;

o polimero de 4cido nucleico de cadeia dupla
parcialmente modificado para formar um canal condutor
eletricamente moduldvel no espaco entre os dois eletrodos
quando cada ligante se 1liga ao respectivo um dos dois
eletrodos.

15. Kit, de acordo com a reivindicacédo 14,
caracterizado pelo fato de ainda compreender uma solucdo de
reagente incluindo nucleotideos marcados, pelo menos um dos
nucleotideos marcados incluindo:

um nucleotideo;

uma molécula ligante ligada a um grupo fosfato do
nucleotideo; e

um fio de comutacdo ligada a molécula ligante, o fio
de comutacdo incluindo um fio de nucleotideos incluindo
bases complementares a pelo menos alguma da pluralidade de
bases de nucleotideos expostas no espaco.

16. Kit, de acordo com a reivindicacéao 15,
caracterizado pelo fato de as bases no fio de comutacéo
serem completamente complementares a pluralidade de bases
de nucleotideos expostas no espaco.

17. Kit, de acordo com a reivindicacéo 15,
caracterizado pelo fato de o fio de comutacgdo ainda incluir
pelo menos um nucleotideo apresentando uma base

incompativel que é nd&o complementar a correspondente uma da
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da pluralidade de bases de nucleotideos expostas no espaco.

18. Kit, de acordo com a reivindicacéo 15,
caracterizado pelo fato de o fio de nucleotideos no fio de
comutacdo apresentar pelo menos um nucleotideo a menos do
que a pluralidade de bases de nucleotideos expostas no
espacgo.

19. Kit, de acordo com a reivindicacéo 15,
caracterizado pelo fato de o fio de nucleotideos no fio de
comutacdo apresentar um numero mais alto de nucleotideos do
que a pluralidade de bases de nucleotideos expostas no
espaco e em que uma porcdo do fio de comutacdo forma uma
haste e algca quando associada ao espaco.

20. Kit, de acordo com a reivindicacéo 15,
caracterizado pelo fato de:

o fio de nucleotideos no fio de comutacdo apresentar
um numero mais alto de nucleotideos do que a pluralidade de
bases de nucleotideos expostas no espacgo;

uma porcdo do fio de comutacdo formar uma haste e alca
quando associada ao espago; e

uma outra porcdo do fio de comutacdo ser completamente
complementar & pluralidade de bases de nucleotideos
expostas no espago ou incluir pelo menos um nucleotideo
apresentando uma base incompativel que é ndo complementar a
correspondente uma da da pluralidade de bases de
nucleotideos expostas no espaco.

21. Sistema sensorial caracterizado pelo fato de
compreender:

uma célula de fluxo; e

um sensor eletrdnico integrado na célula de fluxo, o
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sensor eletrdnico incluindo:

dois eletrodos que apresentam um espaco entre os
mesmos;

um canal condutor eletricamente moduldvel ligado aos
dois eletrodos, o canal condutor eletricamente moduléavel
incluindo um polimero de &acido nucleico de cadeia dupla
parcialmente modificado, eletricamente conectado aos dois
eletrodos e fazendo a ponte entre o espaco entre os dois
eletrodos, o polimero de &cido nucleico de cadeia dupla
parcialmente modificadoincluindo:

duas cadeias de polinucleotideos parcialmente ligadas
entre si;

um espaco em uma primeira das cadeias de
polinucleotideos em que os nucleotideos estdo faltando; e

uma pluralidade de Dbases de nucleotideos de uma
segunda das cadeias de polinucleotideos expostas no espago
na primeira das cadeias de polinucleotideos.

22. Sistema sensorial, de acordo com a reivindicacéo
21, caracterizado pelo fato de ainda compreender um sistema
de distribuicdo de reagentes para introduzir seletivamente
um reagente a uma entrada da célula de fluxo.

23. Sistema sensorial, de acordo com a reivindicacéao
22, caracterizado pelo fato de o reagente estar em um
recipiente de amostra e o reagente incluir nucleotideos
marcados, pelo menos um dos nucleotideos marcados
incluindo:

um nucleotideo;

uma molécula ligante ligada a um grupo fosfato do

nucleotideo; e
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um fio de comutacdo ligado a molécula ligante, o fio
de comutacdo incluindo um fio de nucleotideos incluindo
bases complementares a pelo menos alguma da pluralidade de
bases de nucleotideos expostas no espaco.

24. Sistema sensorial, de acordo com qualgquer uma das
reivindicag¢des 21 a 23, caracterizado pelo fato de ainda
compreender um detector para detectar uma resposta a partir
do sensor eletrdnico.

25. Sistema sensorial, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 21 a 24, caracterizado pelo fato de ainda
compreender uma polimerase ancorada ao polimero de acido
nucleico de cadeia dupla parcialmente modificado ou um
suporte do sensor eletrdnico.

26. Método caracterizado pelo fato de compreender:

introducdo de uma cadeia de polinucleotideo modelo a
um sensor eletrdnico apresentando uma polimerase presa a 1i)
um canal condutor eletricamente moduldvel que faz a ponte
entre um espaco entre, e estd eletricamente conectada a
dois eletrodos ou 1i) um substrato qgque suporta os dois
eletrodos, o} canal condutor eletricamente moduléavel
incluindo um polimero de &cido nucleico de cadeia dupla
parcialmente modificado, o qual inclui:

duas cadeias de polinucleotideos parcialmente ligadas
entre si;

um espago em uma primeira das cadeias de
polinucleotideos em que os nucleotideos estdo faltando; e

uma pluralidade de Dbases de nucleotideos de uma
segunda das cadeias de polinucleotideos expostas no espago

na primeira das cadeias de polinucleotideos;
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introducéo dos reagentes incluindo nucleotideos
marcados ao sensor eletrdénico, em que um nucleotideo de um
dos nucleotideos marcados associa-se a polimerase e um fio
de comutacdo especifico para o nucleotideo de um dos
nucleotideos marcados associa-se a pelo menos alguma da
pluralidade de bases de nucleotideos expostas no espacgo; e

em responta a associacdo no espaco, a deteccdo de uma
resposta do sensor eletrdnico.

27. Método, de acordo com a reivindicacdo 26,
caracterizado pelo fato de ainda compreender:

a associacdo da resposta do sensor eletrdnico com o
fio de comutacdo especifico para o nucleotideo associado; e

com base no fio de comutagdo especifico para o
nucleotideo associado, a identificacdo do nucleotideo de um
dos nucleotideos marcados.

28. Método, de acordo com a reivindicacdo 26 ou 27,
caracterizado pelo fato de ainda compreender o aquecimento
para disassociar o fio de comutacdo especifico para o

nucleotideo do espaco.
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Introdugic de uma cadeia molde de polinucleotidec a um
sensor eletrdnico gue tem uma polimerase ligada a i) um
canal condutor eletricamente moduldvel gue fag a ponte
entre o espago, & estd eletricamente conectadce a dois
elecrodos ou ii) um substrato que suporta o3 dois
eletrodos, o canal condutor eletricamente modulavel
incluindo um polimero de dcido nucleico de cadeia dupla
parcialmente modificado padréo, o gual incluadi:
duas cadeias de polinuclectldecs parcialmente ligadas
entre si:;
um espago em uma primeira das cadeias de polinuclectidenos
em gue oS nucleotldsos sdac faltantes; e
uma pluralidade de bases de nuclectldeos de uma zegunda
das cadeias de polinucleotidecs exposStas Do esSpaco nDa
primeira das cadeias de polinuclectidecs.

I,——ll]f'i»

Introdugdo de reagentes incluindo nucleotidecs marcados no
em gue um nucleotidec de um doa
a3socia & polimerase & um fio de
para o nucleotideo de um dos

sensor eletrdnico,
nucleotidecs marcados as
comutacio especifico
nucleotidecs marcados 3e associa com pelo menos alguma da
pluralidade de bases de nucleotideos expostas no espaco.

106
L | r-

Em rezpcsta A4 asscciasclo no espage, & deteccio de uma

resposta do sensor eletronico.

FIG. 6
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Resumo
SENSOR E SISTEMA SENSORIAL

Um sensor inclui dois eletrodos e um canal condutor
eletricamente modulavel ligado aos dois eletrodos. O canal
condutor eletricamente moduldvel inclui um polimero de acido
nucleico de cadeia dupla parcialmente modificado,
eletricamente conectado aos dois eletrodos e fazendo a ponte
entre o espaco entre os dois eletrodos. O polimero de acido
nucleico de cadeia dupla parcialmente modificado inclui duas
cadeias de polinucleotideos parcialmente ligadas entre si,
um espaco em uma primeira das cadeias de polinucleotideos em
que as bases de nucleotideos estdo faltando e uma pluralidade
de bases de nucleotideos de uma segunda das cadeias de
polinucleotideos expostas no espag¢co na primeira das cadeias

de polinucleotideos.
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Este anexo apresenta o cédigo de controle da listagem de sequéncias
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Campo 1

8B6AFFIC3394E49A

Campo 2

51BDC 5C7F

BDC7D5AES87
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