ES 2845 548 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

) ESPANA
o (@ Numero de publicacion: 2 845 548
GDint. Ci.;
C12Q 1/68 (2008.01)

C12Q 1/6825 (2008.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea: 14.07.2015 E 18191032 (4)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 04.11.2020 EP 3460075

T|’tu|o: Dispositivo electrénico activado bioquimicamente

Prioridad: @ Titular/es:
15.07.2014 US 201462024856 P ILLUMINA, INC. (100.0%)
27.10.2014 US 201462069198 P 5200 lllumina Way
14.05.2015 US 201562161709 P San Diego, CA 92122, US
05.06.2015 US 201562171523 P @ Inventor/es:

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la BOYANOV. BOYAN:
traduccion de la patente: MANDELL ]JEFFRE'Y G.:
27.07.2021 BAI, JINGWET;

GUNDERSON, KEVIN L.;
CHEN, CHENG-YAOy
PERBOST, MICHEL

Agente/Representante:
ELZABURU, S.L.P

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 845 548 T3

DESCRIPCION
Dispositivo electronico activado bioquimicamente

Esta solicitud esta basada en y reivindica el beneficio de la solicitud provisional de EE.UU. No. 62/171,523,
presentada el 5 de junio de 2015, la . la solicitud provisional de EE.UU. No. 62/161,709, presentada el 14 de mayo
de 2015; la solicitud provisional de EE.UU. No. 62/069,198, presentada el 27 de octubre de 2014; y la solicitud
provisional de EE.UU. No. 62/024,856, presentada el 15 de julio de 2014.

Antecedentes de la invencion

Esta descripcion se refiere de forma general a la deteccién mediante biosensores, y mas en concreto a los
biosensores que se pueden utilizar para la secuenciacion de acidos nucleicos.

Las plataformas comerciales que estan disponibles en la actualidad para la secuenciacién de ADN son relativamente
costosas. La mayoria de estas plataformas utilizan una estrategia de «secuenciacion basada en la sintesis», asi
denominada porque los polimeros de ADN se sintetizan al mismo tiempo que se detecta la adicion de cada
monomero (a saber, nucleétido) a la estructura del polimero en crecimiento. Ya que la hebra que sirve de plantilla en
el ADN dirige estrictamente la sintesis de un nuevo polimero de ADN, se puede inferir la secuencia de la plantilla de
ADN a partir de la serie de mondmeros nucleotidicos que se afiadieron a la hebra en crecimiento durante la sintesis.
Para el seguimiento de la reaccién se utiliza un equipamiento relativamente caro, tal como laseres, Optica de
deteccion y sistemas complejos para la introduccién de los fluidos. Las plataformas comerciales mas exitosas hasta
la fecha también necesitan reactivos y equipamientos caros para amplificar las plantillas de ADN antes incluso de
poder comenzar con la secuenciacion basada en la sintesis. La complejidad y el coste de estas plataformas ha
dificultado su uso en algunos contextos clinicos y de investigacién en los que hay una clara necesidad de tecnologia
de secuenciacién de ADN.

El document US2013/0240359 describe composiciones y métodos de secuenciacién de acido nucleico usando un
solo complejo de enzima polimerasa que comprende una enzima polimerasa y una plantilla de acido nucleico unida
de forma proximal a un nanoporo, y analogos de nucleétidos en disolucion que comprenden etiqueta con cxarga de
bloqueo que estan unidos a la parte de polifosfato del analogo de nucledtico de forma tal que las etiquetas con carga
de bloqueo se escinden cuando el analogo de nucledtido se incorpora en un acido nucleico que crece y la etiqueta
con carga de blogueo es detectada por al nanoporo para determinar la presencia e identidad del niuclegotido
incorporado y por tanto determina la secuencia de una plantilla de acido nucleico.

Olsen et al, J. Amer. Chem. Soc., 135, 7885-7860 (2013), divulga la bioconjugacion de moléculas sencillas del
fragmento de Klenow de la AND polimerasa | en nanocircuitos electronicos para permitir los registros eléctricos de la
funcién enzimatica y variabilidad dindmica.

Por lo tanto, existe la necesidad de mejorar las plataformas de secuenciacion de acidos nucleicos para hacerlas mas
rentables, rapidas y cémodas. La presente descripcion aborda esta necesidad y también da a conocer otras ventajas.

Breve compendio de la invencion

La presente divulgacion da a conocer un método para conectar componentes de la reaccidon a sensores de carga. El
método incluye las etapas de (a) aportar un soporte sélido que incluye numerosos sensores de carga, en donde
cada uno de los sensores de carga es un transistor de efecto campo tiene capacidad para conectarse a numerosos
componentes de la reaccién; (b) aportar un fluido que contiene numerosos componentes de la reaccion de un tipo
concreto; y (c) poner en contacto el soporte solido con el fluido en las condiciones en las que (i) los numerosos
componentes de la reaccion del tipo concreto estan en comunicacion fluida con los numerosos sensores de carga, (ii)
en el fluido hay un niumero de componentes de la reaccion del tipo concreto mayor que el nimero de sensores de
carga que hay en el soporte sélido; (iii) los componentes de la reaccion del tipo concreto del fluido se conectan a los
sensores de carga, formando asi sensores de carga, formando asi sensores de carga modificados que se conectan
a componentes de reaccion multiples del tipo concreto del fluido; y (d) retirar, degradar o inactivar uno o mas de los
componentes de reaccion del tipo concreto de cada uno de los sensores de carga modificados para dejar solo uno
de los componentes de reaccién del tipo concreto conectado a al menos uno de los sensores de carga modificados,
en donde uno de: (iv) retirar implica escindir anclajes escindibles a los que estan conectados los componentes de
reaccion; o (v) degradar implica un resto de proteccion unido al Unico de los componentes de reaccion, y después
degradar cualquier componente de reaccién no protegido; o (vi) inactivar implica unir un analogo de nucleétido
quimicamente o fotoquimicamente activo a uno o mas del sitio activo de la polimerasa, y después aplicar un
tratamiento quimico o fotoquimico para dejar inactivos el uno o mas de los componentes de reaccién; o (vii) la
retirada, degradacion o inactivacion de los componentes de reaccién en exceso de los sensores de carga esta
monitorizado para determinar la extensién de la retirada, degradacion o inactivacion; o (viii) la retirada, degradacion
o inactivacion esta monitorizada con un sensor diferente para distinguir la presencia de los componentes de reaccion
en la superficie de los componentes de reaccién.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 845 548 T3

Breve descripcion de las figuras
En la figura 1 se muestra una polimerasa conectada a un sensor de carga a través de un anclaje.

En la figura 2 se muestran polimerasas conectadas a sensores de carga a través de anclajes de acido nucleico y
fijadas a nucledtidos que se pueden diferenciar en funcién de la carga o de la proximidad al sensor.

En la figura 3 se muestran polimerasas conectadas a sensores de carga a través de anclajes de acido nucleico y
fijadas a nucledtidos que se pueden diferenciar en funcion de la carga.

En la figura 4 se muestra una polimerasa anclada a un sensor de carga, en donde el sensor de carga también esta
conectado a numerosos oligonucledtidos capaces de fijarse a los marcadores de los nucleétidos.

En la figura 5 se muestra un marcador nucleotidico que tiene dos oxigenos cargados negativamente en el extremo
de un resto oligonucleotidico del marcador.

En la figura 6 se muestran las etiquetas con carga que se pueden detectar mediante un sensor de carga.

En la figura 7 se muestra el alineamiento de secuencias del fragmento Klenow (Pollxxo) y Bsu-LF (Bsuxxx1), en
donde se han encerrado en cajas la localizacion del dominio del dedo de la hélice O del fragmento Klenow vy la
localizacién alineada en Bsu-LF. También se muestra en el inserto de la derecha un modelo que muestra las
localizaciones tridimensionales de varios restos del dedo de la hélice O del fragmento Klenow yuxtapuestas con un
modelo de un nanotubo.

En la figura 8 se muestra un sensor de carga que tiene una region estrechada y una polimerasa anclada a un sensor
de carga en la regiéon estrechada. La polimerasa esta formando complejo con la hebra de la plantilla y la hebra
naciente de un &cido nucleico.

En la figura 9 se muestra un diagrama que representa un método para introducir un estrechamiento en el silicio
mediante el uso de la oxidacion local.

En la figura 10 se muestra un sensor de carga que esta conectado a una polimerasa (Pol) a través de un anclaje que
tiene una secuencia de acido nucleico (representada de forma genérica como una secuencia de 10 nucleétidos). La
polimerasa esta formando complejo con un &cido nucleico destinatario y se indican los sitios de fijacion para los
marcadores asociados a los cuatro nucleoétidos diferentes (ATP, GTP, CTP y TTP, respectivamente).

En la figura 11 se muestra un sensor de carga que esta conectado a una polimerasa (Pol) a través de un anclaje que
tiene una secuencia de acido nucleico (representada de forma genérica como una secuencia de 10 nucledtidos). La
polimerasa esta formando complejo con un acido nucleico destinatario y un analogo de CTP marcado. La marcacién
en el analogo de CTP incluye una regidon de acido nucleico que tiene inosinas (I) y una regién de especificidad
(A’'B’C’) que se hibrida a una region complementaria del anclaje (ABC).

En la figura 12 se muestra una polimerasa anclada en cuatro estados posicionales diferentes con respecto al sensor
de carga debido a la fijacién de cuatro analogos de nucleétido diferentes. Cada uno de los analogos de nucleétido
tiene un resto oligonucleotidico de la misma longitud que los otros 3 analogos de nucleétido, pero cada analogo de
nucleétido tiene una secuencia de fijacion especifica que se fija a una region diferente del anclaje en comparacion
con las regiones en las que se fijan los otros analogos de nucleétido.

Descripcion detallada de la invencion

En la presente memoria se describen equipo, composiciones y métodos para la deteccion de una sola molécula
Utiles para aplicaciones tales como incorporacién concreta de nucleétidos que se detectan en los procedimientos de
secuenciacion de acidos nucleicos. Existe la necesidad de mejorar los sistemas de deteccion que den a conocer
lecturas largas de secuenciacion con muy alto rendimiento. Las realizaciones de la invencion presentadas en la
presente memoria satisfacen esta necesidad y dan a conocer otras ventajas también.

Los esquemas de sensores basados en semiconductores de Oxidos metdlicos complementarios (CMOS, por su
nombre en inglés) se han utilizado para la secuenciacion de acidos nucleicos. Los esquemas de sensores basados
en CMOS de hoy dia explotan la deteccién electroquimica de los subproductos de la polimerizacién del ADN que se
producen en una reaccion de SBS (p. ej., protones o pirofosfato). Estos métodos proporcionan las ventajas de no
necesitar luz ni marcadores. Al no necesitar luz, las reacciones no necesitan una optica costosa para la deteccion. El
coste y la complejidad de preparar los reactivos se reduce tipicamente cuando se utilizan reactantes sin marcar. Sin
embargo, las desventajas de los esquemas de sensores basados en CMOS de hoy dia son que los subproductos de
la reaccioén, que es lo que hay que detectar, se mueven y tienen la tendencia natural de difundirse desde la zona de
la reaccidn, lo que puede dar lugar a una interferencia con los sitios vecinos cuando se intentan realizar reacciones
de secuenciacién multiplexadas. Dado el gran tamaro de la mayoria de los genomas y la escasa longitud de las
lecturas de las reacciones de secuenciacion tipicas, la multiplexacién es muy importante para conseguir los niveles
de cobertura de la tecnologia de secuenciacién que se desean para la investigacion y para las aplicaciones clinicas.
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La presente descripcion proporciona una modalidad de deteccion Unica que se puede utilizar para la secuenciacion
de &cidos nucleicos y para la deteccion de acidos nucleicos y otros analitos en general. En la figura 1 se muestra
una realizacion de ejemplo. Brevemente, la polimerasa 1 esta inmovilizada en la compuerta 5 de un transistor de
efecto campo (FET) con nanocable de silicio 2 con un anclaje 3. Optativamente, el nanocable puede estar hecho de
otro material distinto al silicio o el nanocable puede estar remplazado por un nanotubo. Optativamente, el anclaje 3
puede ser una hebra de polimero conductivo, lo que se indica mediante la carga positiva 6 en el extremo del anclaje
que esta cerca de la polimerasa y la carga negativa 7 en el extremo del anclaje que esta mas alejado de la
polimerasa y que esta fijado a la compuerta 5. EIl ADN monocatenario 4 a secuenciar esta fijado a la polimerasa 1
después de haber sido introducido en la solucién junto con los nucledtidos y otros reactantes. A medida que se
sintetiza la hebra complementaria, se generan perturbaciones en la distribucién de cargas en la vecindad del FET 2,
bien como un resultado de los cambios conformacionales de la polimerasa 1 o bien debido a la presencia de los
nucleétidos, posiblemente modificados con una etiqueta eléctricamente activa en la vecindad del FET 2. Las
modificaciones de la distribucién de la carga las siente el nanocable-FET 2 y las detecta como una modulacion de la
corriente de transconductancia del FET.

Algunas ventajas del equipo basado en FET y los métodos presentados en la presente memoria son: (1) la
sensibilidad a una unica molécula se puede conseguir con un FET escalado adecuadamente, (2) se facilita un alto
grado de paralelizacion (también denominado «multiplexabilidad») ya que la distorsion de cargas detectada se
localiza en la vecindad de la polimerasa, con lo que se evita la interferencia entre los sitios de FET cercanos, (3) el
uso optativo de un anclaje conductivo ayuda a transmitir la distorsion de la carga hacia la compuerta y reduce al
minimo los efectos indeseables del apantallamiento debido a la solucion biolégica, y (4) se puede fabricar con
comodidad el FET con nanocable de silicio mediante procedimientos que son compatibles con la infraestructura para
la fabricacién de semiconductores.

Se debe entender que los términos utilizados en la presente memoria tienen su significado habitual a menos que se
especifiqgue de otra manera. Ma&s adelante se presentan ejemplos de varios términos utilizados en la presente
memoria y sus definiciones.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «matriz» se refiere a una poblacién de sensores de carga o
moléculas que estan conectadas a uno o varios sustratos en fase soélida, de tal manera que los sensores de carga o
las moléculas se pueden diferenciar las unas de las otras segin su posicion relativa. Una matriz puede incluir
diferentes moléculas que se localizan cada una en una posicién accesible diferente (p. €j., en diferentes sensores de
carga) en un sustrato en fase solida. Como alternativa, una matriz puede incluir sustratos en fase sdlida
independientes en los que cada uno lleva una molécula diferente, en donde las diferentes moléculas de sonda se
pueden identificar en funcidon de la posicion de los sustratos en la fase sélida sobre una superficie a la cual estan
fijados los sustratos en fase sélida, o segun la posicion de los sustratos en fase sélida en un liquido, tal como una
corriente de fluido. Las moléculas de la matriz pueden ser cebadores de acido nucleico, sondas de acido nucleico,
plantillas de acido nucleico o enzimas para acidos nucleicos, tales como polimerasas y exonucleasas.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «conectado» se refiere al estado de dos cosas que se
juntan, atan, adhieren, conectan o fijan la una a la otra. Por ejemplo, un componente de reaccion, tal como una
polimerasa, puede estar conectado a un componente en fase sélida, tal como un sensor de carga, mediante un
enlace covalente o uno no covalente. Un enlace covalente se caracteriza por que los atomos comparten pares de
electrones entre ellos. Un enlace no covalente es un enlace quimico que no implica la comparticién de los pares de
electrones y puede incluir, por ejemplo, puentes de hidrogeno, enlaces idnicos, fuerzas de van der Waals,
interacciones hidrdfilas e interacciones hidréfobas.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «sensor de carga» pretende significar un dispositivo de
deteccion que traduce las perturbaciones de su superficie, o en el campo eléctrico que lo rodea, en una senal
eléctrica. Por ejemplo, un sensor de carga puede traducir la llegada o salida de un componente de la reaccion en
una sefal eléctrica. Un sensor de carga también puede traducir las interacciones entre dos componentes de la
reaccion, o los cambios conformacionales de un solo componente de reaccién, en una sefal eléctrica. Un sensor de
carga ejemplar es un transistor de efecto campo (FET), tal como un nanotubo de carbono (NTC), un FET con
nanotubo de carbono de una sola pared (SWNT, por su nombre en inglés), un FET con nanocable de silicio (SiNW,
por su nombre en inglés), un FET de nanocinta de grafeno (y los FET de nanocinta relacionados fabricados de
materiales 2D, tales como MoSg, siliceno, etc.), FET de tunel (TFET) y los dispositivos de pendiente pronunciada por
debajo del umbral (véase, por ejemplo, Swaminathan et al., Proceedings of the 51st Annual Design Automation
Conference on Design Automation Conference, pags. 1-6, ISBN: 978-1-4503-2730-5 (2014) e lonescu et al., Nature 479,
329-337 (2011)). Los ejemplos de sensores de FET y SWNT que se pueden utilizar en los métodos y equipos de la
presente descripcion se presentan en la publicacién de solicitud de patente de los EE. UU. n.? 2013/0078622 A1.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «anclaje escindible» pretende significar un conector quimico
que tiene un enlace que se puede romper selectivamente mediante un tratamiento quimico o fisico. Por lo general, la
rotura del enlace es selectiva con respecto al tratamiento quimico o fisico, y no tiene ningun efecto adverso
significativo sobre los otros componentes de reaccidén que estan presentes. Un anclaje escindible puede ser sensible
a la rotura selectiva del enlace con agentes tales como, pero sin limitarse a ellos, luz, base, acido, calor, enzimas y
reactantes quimicos. El campo eléctrico y la agitacion fisica también se pueden utilizar para escindir el anclaje. En
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una realizacion preferida, el conector es un conector nucleotidico. En algunos casos, el conector comprende un sitio
para la escisién mediante una endonucleasa de restriccion especifica de la secuencia. Sin embargo, los sitios de
escision especificos de la secuencia no necesitan estar presentes en algunos conectores que se utilizan segun los
métodos presentados en la presente memoria.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «repeticién concatenada» pretende significar una cadena de
repeticiones en serie de una secuencia de nucledtidos concreta en una Unica molécula de acido nucleico. Las
repeticiones concatenadas se pueden producir, por ejemplo, mediante la amplificacion por circulo rodante (ACR)
gracias a la cual la secuencia de nucleétidos repetida es el complemento de la plantilla que se replica mediante la ACR.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «anclaje conductivo» pretende significar un conector
quimico a través del cual se puede conducir la electricidad o a través del cual se pueden transmitir los efectos de un
campo eléctrico. Un anclaje conductivo se puede utilizar para conectar quimicamente un componente de la reaccién
con un sensor de carga y conducir la electricidad entre el componente de la reaccion y el sensor de carga. Los
anclajes conductivos de ejemplo incluyen, pero sin limitarse a ellos, los que tienen dopado una estructura de
politiofeno, poli(3,4-etilendioxitiofeno), poliacetileno, polipirrol, polianilina, polifluoreno, polifenileno, polipireno,
poliazuleno, polinaftalenos, policarbazol, poliindol o poliazepina. Los conectores que pueden ser Utiles como anclajes
conductivos también se presentan en la publicacion de solicitud de patente de los EE. UU. n.2 2010/0073847 A1.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «cambio de sefial conformacional» significa la aparicion,
desaparicion o alteracién de una senal detectable desde una molécula en respuesta a un cambio en la estructura,
forma o disposicién de las partes de la molécula. Por ejemplo, el cambio de sefial se puede deber a un cambio en la
interaccion de un marcador con una primera parte de la molécula para interaccionar con una segunda parte de la
molécula. Con el término, cuando se cita especificamente, se pretenden diferenciar los cambios de la sefnal que
surge desde un marcador de una molécula debido a un cambio en la interacciéon del marcador con un reactante que
se fija especificamente a la molécula o a un cambio de la interacciéon del marcador con un producto que es resultado
de la actividad catalitica de la molécula.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «conformacionalmente marcado», cuando se utiliza en
referencia a una molécula, significa que tiene al menos un marcador que responde a un cambio en la estructura de
la molécula, un cambio en la forma de la molécula o un cambio en la disposicién de las partes de la molécula. La
molécula puede ser, por ejemplo, una polimerasa, transcriptasa inversa, exonucleasa u otra enzima de &cido
nucleico, tales como las que se presentan mas adelante en la presente memoria. Las partes de la molécula pueden
ser, por ejemplo, atomos que cambian la localizacién relativa debido a la rotacion de aproximadamente uno o varios
enlaces quimicos que se encuentran en la estructura molecular entre los atomos. Las partes de la molécula pueden
ser dominios de una macromolécula, tales como las que se suelen conocer en la técnica pertinente. Por ejemplo, las
polimerasas incluyen dominios que se denominan los dominios de los dedos, de la palma y del pulgar. En el caso de
las proteinas, las partes pueden ser regiones de estructura secundaria, terciaria o cuaternaria. EI marcador o
marcadores pueden estar conectados a la molécula, por ejemplo, mediante un enlace covalente. No obstante, el
marcador 0 marcadores no necesitan estar conectados a la molécula y pueden estar, por ejemplo, localizados muy
cerca de la molécula. En realizaciones concretas, el marcador no esta conectado a un reactante ni a un producto de
la molécula, tal como un nucleétido o acido nucleico.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «diferente», cuando se utiliza con referencia a los acidos
nucleicos, significa que los acidos nucleicos tienen una secuencia de nucleétidos que no es la misma que la de las
demas. Dos 0 més éacidos nucleicos diferentes pueden tener secuencias de nucleotidos que son diferentes a lo largo
de toda su longitud. Como alternativa, dos o mas acidos nucleicos diferentes pueden tener secuencias de
nucleétidos que son diferentes a lo largo de una parte sustancial de su longitud. Por ejemplo, dos 0 mas acidos
nucleicos diferentes pueden tener partes de la secuencia nucleotidica destinataria que son diferentes para las dos o
mas moléculas, mientras que también tienen una parte de la secuencia universal que es la misma en las dos o mas
moléculas. El término «diferente» se puede aplicar de igual forma a otras moléculas, tales como las polimerasas y
las enzimas para acidos nucleicos.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «cada», cuando se utiliza con referencia a una coleccion de
elementos, pretende identificar un elemento individual en la coleccién, pero no hace referencia necesariamente a
cada elemento de la coleccion. Se pueden producir excepciones si la descripcion o el contexto lo dictaminan
explicitamente y con claridad de otra manera.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «comunicacion fluidica», cuando se utiliza con referencia a
una molécula en un fluido y a un sitio en contacto con el fluido, hace referencia a la capacidad que tiene la molécula
para moverse en o por el fluido que ha de entrar en contacto o introducirse en el sitio. El término también se puede
referir a la capacidad que tiene la molécula para separarse del sitio o salir de él para pasar a la solucion. La
comunicacién fluidica se puede producir cuando no hay barreras que impidan que la molécula entre en el sitio, se
ponga en contacto con el sitio, se separe del sitio y/o se salga del sitio. Sin embargo, se entiende que existe una
comunicacion fluidica incluso si se retrasa, reduce o altera la difusion, siempre que el acceso no esté absolutamente
impedido.
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Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «marcador», cuando se utiliza en referencia a un
componente de la reaccion, pretende significar un componente de la reaccion que se puede detectar o un resto de
un componente de la reaccion que se puede detectar. Un marcador Util es un marcador con carga (también
denominado etiqueta cargada o etiqueta con carga) que se puede detectar mediante un sensor de carga. Un
marcador puede ser intrinseco a un componente de la reaccién que se ha de detectar (p. €j., un aminoacido cargado
de una polimerasa) o el marcador puede ser extrinseco al componente de la reacciéon (p. ej., una modificacion de un
aminoacido que no se produce de manera natural). En algunas realizaciones, un marcador puede incluir numerosos
restos que tienen funciones independientes. Por ejemplo, un marcador puede incluir un componente conector (tal
como un &cido nucleico) y un componente para etiquetar con carga.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «no natural», cuando se utiliza en referencia a un resto de
una molécula, pretende hacer referencia a un resto que no se encuentra conectado a la molécula en su medio
natural o en un sistema bioldgico sin alterar por una intervenciéon técnica humana. Tipicamente, los restos no
naturales son modificaciones sintéticas de moléculas que hacen que las moléculas sean diferentes desde el punto
de vista estructural o quimico con respecto a la molécula sin modificar o a las moléculas que tienen modificaciones
naturales. Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «no natural», cuando se utiliza con referencia a
un analogo utilizado para un procedimiento, pretende significar un analogo que no se encuentra en el medio natural
donde tiene lugar el procedimiento. Tipicamente, los analogos no naturales son analogos sintéticos que son
diferentes desde el punto de vista estructural o quimico a los otros tipos de moléculas de la clase al cual pertenece
el andlogo.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «acido nucleico» pretende ser coherente con su uso en la
técnica e incluye acidos nucleicos que se producen de manera natural o analogos funcionales de los mismos. Los
analogos funcionales particularmente Utiles son capaces de hibridarse a un &cido nucleico de una forma especifica
de la secuencia, o permiten que se les use como una plantilla para replicar una secuencia de nucleétidos concreta.
Los acidos nucleicos que se producen de manera natural tienen por lo general un esqueleto que contiene enlaces
fosfodiéster. Una estructura de analogo puede tener una conexion alternativa al esqueleto que incluye cualquiera de
los distintos conocidos en la técnica, tales como el &cido peptidonucleico (PNA, por su nombre en inglés) o el acido
nucleico bloqueado (LNA, por su nombre en inglés). Los acidos nucleicos que se producen en la naturaleza suelen
tener un azucar de desoxirribosa (p. €j., el encontrado en el acido desoxirribonucleico (ADN)) o un azucar de ribosa
(p- €j., el encontrado en el acido ribonucleico (ARN)).

Un acido nucleico puede contener cualquiera de una multitud de analogos de estos restos de azlcar que se conocen
en la técnica. Un &cido nucleico puede incluir bases nativas o no nativas. En este sentido, un &cido
desoxirribonucleico nativo puede tener una o varias bases seleccionadas del grupo que consiste en adenina, timina,
citosina o guanina, y un acido ribonucleico puede tener una o varias bases seleccionadas del grupo que consiste en
uracilo, adenina, citosina o guanina. Se conocen en la técnica las bases no nativas Utiles que se pueden incluir en un
acido nucleico.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «nucleétido» pretende incluir nucleétidos naturales,
analogos de los mismos, ribonucleétidos, desoxirribonucleétidos, didesoxirribonucleétidos y otras moléculas
conocidas como nucleoétidos. El término se puede utilizar para hacer referencia a una unidad monomérica que esta
presente en un polimero, por ejemplo, para identificar una subunidad presente en una hebra de ADN o ARN. El
término también puede utilizarse para hacer referencia a una molécula que no estd necesariamente presente en un
polimero, por ejemplo, una molécula que es capaz de incorporarse, gracias a una polimerasa, en un polinucleétido
de una manera dependiente de la plantilla. El término puede hacer referencia a una unidad nucleosidica que tiene,
por ejemplo, 0, 1, 2, 3 o mas fosfatos en el carbono en 5. Por ejemplo, los tetrafosfonucleétidos y los
pentafosfonucledtidos pueden ser particularmente Utiles. Los nucledtidos naturales de ejemplo incluyen, sin
limitacién, ATP, UTP, CTP, GTP, ADP, UDP, CDP, GDP, AMP, UMP, CMP, GMP, dATP, dTTP, dCTP, dGTP, dADP,
dTDP, dCDP, dGDP, dAMP, dTMP, dCMP y dGMP.

Los nucledtidos no naturales también se denominan en la presente memoria anélogos de nucleétido, que incluyen
los que no estan presentes en un sistema bioldgico natural o que no se incorporan sustancialmente en los
polinucleétidos mediante una polimerasa en su medio natural, por ejemplo, en una célula no recombinante que
expresa la polimerasa. Los nucleétidos no naturales particularmente Utiles incluyen los que se incorporan en una
hebra polinucleotidica mediante una polimerasa a una velocidad que es sustancialmente mas rapida o mas lenta que
la velocidad a la cual se incorpora en la hebra otro nucleétido, tal como un nucleétido natural cuya base se aparea
con la misma base complementaria de Watson y Crick, mediante la polimerasa. Por ejemplo, un nucleétido no
natural se puede incorporar a una velocidad que es al menos 2 veces diferente, 5 veces diferente, 10 veces diferente,
25 veces diferente, 50 veces diferente, 100 veces diferente, 1.000 veces diferente, 10.000 veces diferente o mas
cuando se compara con la velocidad de incorporacién de un nucleétido natural. Un nucleétido no natural puede ser
capaz de extenderse adicionalmente después de incorporarse en un polinucleétido. Los ejemplos incluyen analogos
de nucledtido que tienen un hidroxilo en 3’ 0 analogos de nucledtido que tienen un resto terminador reversible en la
posicion en 3’ que se puede retirar para permitir la extensién adicional de un polinucleétido que ha incorporado el
andlogo de nucleétido. Los ejemplos de restos terminadores reversibles que se pueden utilizar se describen, por
ejemplo, en las patentes de los EE. UU. n.°s 7.427.673; 7.414.116 y 7.057.026 y las solicitudes de patente
internacional en virtud del PCT WO 91/06678 y WO 07/123744. Se entendera que, en algunas realizaciones, un
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anélogo de nucleétido que tienen un resto terminador en 3’ o que carece de un hidroxilo en 3’ (tal como un analogo
didesoxinucleotidico) se puede utilizar en las condiciones en las que el polinucleétido que ha incorporado el analogo
de nucleétido ya no se extiende mas. En algunas realizaciones, el nucleétido o nucleétidos no incluiran un resto
terminador reversible, o el nucleétido o nucleétidos no incluiran un resto terminador no reversible, o el nucleétido o
nucleétidos no incluirdn ningun resto terminador en absoluto. Son también Utiles los analogos de nucleétido con
modificaciones en la posiciéon 5’.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «resto protector» pretende que signifique un compuesto o
porcién del mismo que esta conectado a un componente de la reaccion para impedir que el componente de la
reaccion sufra ningun tipo de reaccion concreta. Por ejemplo, una molécula de &cido nucleico puede estar fijada a
una enzima para acido nucleico de tal manera que la molécula de &cido nucleico impide que se degrade la enzima
para acido nucleico o se quede modificada por un tratamiento que, si no, provocaria la degradacién o modificacion
de la enzima. Un anticuerpo también puede servir para fijarse a un componente de la reaccién y proteger asi al
componente de la reaccién frente a la degradacion, inactivacion u otra reaccién.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «componente de la reaccion» se pretende que signifique
una molécula que participa en una reaccion. Los ejemplos incluyen reactantes que se consumen en una reaccion,
productos que se crean en una reaccion, catalizadores, tales como las enzimas, que facilitan una reaccion, solventes,
sales, tampones y otras moléculas.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «resto repelente» se pretende que signifique una molécula o
parte de la misma que ocupara un espacio para impedir o inhibir la ocupacién de otra molécula en el espacio o para
inhibir la yuxtaposicion de otra molécula cerca del espacio. Un resto repelente puede actuar mediante la exclusion
estérica, repulsion de la carga, repulsién hidréfoba-hidrofila, u otras fuerzas.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «resto terminador», cuando se utiliza en referencia a un
nucleétido, significa una parte del nucleétido que inhibe o impide que el nucleétido forme un enlace covalente con un
segundo nucledtido. Por ejemplo, en el caso de los nucledtidos que tienen un resto de pentosa, un resto terminador
puede impedir la formacion de un enlace fosfodiéster entre el oxigeno en 3’ del nucledtido y el fosfato en 5’ del
segundo nucleétido. El resto terminador puede ser parte de un nucleétido que es una unidad monomeérica presente
en un polimero de &cido nucleico o el resto terminador puede ser parte de un nucleétido libre (p. ej., un nucleétido
trifosfato). El resto terminador que es parte de un nucleétido puede ser reversible, de tal manera que el resto
terminador se puede modificar para devolverle al nucleétido su capacidad para formar un enlace covalente con un
segundo nucleoétido. En realizaciones concretas, un resto terminador, tal como un resto terminador reversible, puede
estar conectado en la posicion 3’ 0 en la posicion 2’ de un resto de pentosa de un analogo de nucleétido.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «soporte sé6lido» se refiere a un sustrato rigido que es
insoluble en liquidos acuosos. El sustrato puede ser poroso o no poroso. El sustrato puede optativamente ser capaz
de captar un liquido (p. €j., debido a la porosidad), pero lo tipico es que sea suficientemente rigido de tal manera que
el sustrato no se empape sustancialmente cuando tome el liquido y no se contraiga sustancialmente cuando el
liquido se retira al secarlo. Un soporte sélido no poroso suele ser impermeable a los liquidos o a los gases. Los
soportes solidos de ejemplo incluyen, pero sin limitarse a ellos, vidrio y vidrio modificado o funcionalizado, plasticos
(entre ellos, acrilicos, poliestireno y copolimeros de estireno, y otros materiales, polipropileno, polietileno, polibutileno,
poliuretanos, Teflon™, olefinas ciclicas, poliimidas, etc.), nilén, ceramica, resinas, Zeonor, silice o materiales a base
de silice, entre ellos silicio y silicio modificado, carbono, metales, vidrios inorganicos, haces de fibras Opticas y
polimeros. Los soportes sélidos particularmente utiles para algunas realizaciones se localizan dentro de un equipo
de celdas de flujo. Las celdas de flujo de ejemplo se presentan con mas detalle mas adelante.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «tipo» (0 «especie») se utiliza para identificar las moléculas
que comparten la misma estructura quimica. Por ejemplo, una mezcla de nucleétidos puede incluir varias moléculas
de dCTP. Las moléculas de dCTP se ha de saber que todas ellas son del mismo tipo o especie. De igual forma,
cada una de las moléculas de ADN que tienen la misma secuencia de nucle6tidos son del mismo tipo o especie.

Las realizaciones presentadas a continuacion y recogidas en las reivindicaciones se pueden conocer una vez vistas
las definiciones de mas arriba.

La presente descripcién proporciona equipo, composiciones y métodos Utiles para la deteccion de una sola molécula
en aplicaciones tales como la deteccion de la incorporacion de nucleétidos en los procedimientos de secuenciacion
de acidos nucleicos. El equipo, las composiciones y los métodos presentados en la presente memoria son
particularmente Utiles, por ejemplo, en las reacciones de secuenciacién de una sola molécula de acido nucleico, tal
como la secuenciacion basada en la sintesis. Sin embargo, se apreciara que el aparato, las composiciones y los
métodos presentados en la presente memoria se pueden utilizar para cualquier otro esquema de deteccion idoneo,
que incluye, pero sin limitarse a ello, la deteccién de una sola molécula.

En la presente memoria se describe un primer método de secuenciaciéon de acidos nucleicos. El método puede
incluir las etapas de (a) aportar una polimerasa anclada a un sensor de carga en soporte sélido; (b) aportar uno o
varios nucle6tidos marcados, en donde la presencia del marcador puede ser detectada por el sensor de carga
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cuando el marcador esta cerca del sensor de carga; y (c) detectar la incorporacién del nucleétido marcado en una
hebra naciente complementaria a un acido nucleico de plantilla.

La polimerasa utilizada en el primer método de la secuenciacion de &cidos nucleicos puede estar anclada al sensor
de carga en soporte solido con un anclaje que comprende acido nucleico. Por ejemplo, el anclaje puede comprender
acido desoxirribonucleico (ADN), &cido ribonucleico (ARN) o acido peptidonucleico (PNA, por su nombre en inglés).

En algunas realizaciones del primer método de la secuenciacion de &cidos nucleicos, el nucleétido marcado esta
marcado en el fosfato en la posicién y del nucleétido. EI marcador puede comprende un oligonucleétido vy,
optativamente, el oligonucleétido es capaz de hibridarse a un acido nucleico inmovilizado.

Ademas, optativamente, el acido nucleico inmovilizado que se utiliza en el primer método de secuenciaciéon de
acidos nucleicos es parte de un anclaje, en donde el anclaje inmoviliza una polimerasa al sensor de carga en el
soporte solido.

En algunas configuraciones del primer método de secuenciacion de acidos nucleicos, la polimerasa se mantiene en
una cercania de menos de 10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1 nm del sensor de carga.

En algunas realizaciones del primer método de secuenciacién de acidos nucleicos, el marcador se escinde del
nucleétido después de la incorporacion, por ejemplo, mediante la polimerasa.

Optativamente en el primer método de secuenciacién de acidos nucleicos, uno o varios nucleétidos marcados
comprenden numerosas etiquetas con carga. Por ejemplo, uno o varios nucleétidos marcados pueden comprender
una sola etiqueta cargada para cada uno de los cuatro tipos de nucleétidos. La etiqueta cargada puede ser una
etiqueta con carga negativa, por ejemplo, que comprende uno o varios de: un grupo fosfato, DMT y/o FMOC. Como
alternativa, la etiqueta cargada puede ser un etiqueta con carga positiva, que optativamente comprende una amina
primaria.

El uno o varios nucleétidos marcados en el primer método de secuenciacion de acidos nucleicos puede comprender
numerosos oligonucledtidos diferentes (a saber, restos oligonucleotidicos) capaces de hibridarse a numerosas
secuencias de anclaje inmovilizadas. Como alternativa, o ademas, numerosos oligonucleétidos diferentes pueden
ser capaces de hibridarse en muchas posiciones diferentes dentro de un anclaje concreto utilizado para inmovilizar
una polimerasa.

En algunas realizaciones del primer método de la secuenciacién de acidos nucleicos, el uno o varios nucleétidos
marcados comprenden 4 etiquetas cargadas diferentes y cada uno de dichos nucleétidos marcados comprende un
oligonucleotido capaz de hibridarse a la misma secuencia de anclaje inmovilizada.

En algunas realizaciones del primer método de secuenciacion de acidos nucleicos, el anclaje de la polimerasa y las
marcaciones en los nucleétidos marcados contienen desoxirribonucleétidos que se fijan el uno al otro de manera
complementaria, ribonucleétidos que se fijan el uno al otro de manera complementaria, o desoxirribonucleétidos que
se fijan a los ribonucleétidos de manera complementaria. Por ejemplo, el anclaje de la polimerasa y los marcadores
de los nucle6tidos marcados pueden formar una doble cadena ADN:ADN, una doble cadena ARN:ARN o una doble
cadena heteromérica ADN:ARN. Los desoxirribonucle6tidos o los ribonucleétidos pueden ser analogos de nucledétido
que incrementan o modifican la estabilidad de la doble cadena. Por ejemplo, se pueden utilizar ribonucleotidos
modificados con 2’-O-metilo (2'-O-Me) o 2'-fluoro (2'-F). Las modificaciones del ARN con 2'-O-me y 2-F se sabe que
incrementan la temperatura de fusion de las dobles cadenas ARN:ARN de 0,5 °C a 1 °C por par de bases, pero solo
dan lugar a pequefios cambios en la estabilidad del ARN:ADN (Majlessi et al., Nucleic Acids Res. 26: 2224-9 (1998)).
El incremento de la estabilidad del los pares de bases del ARN:ARN modificado se puede utilizar para colocar de
manera exacta la etiqueta junto con el anclaje de ARN, tal y como se debate mas abajo.

Ademas, el sensor de carga puede estar funcionalizado con oligonucleétidos de captura y el nucleétido marcado
puede comprender un marcador oligonucleotidico que se hibrida a uno o varios de los oligonucleétidos de captura en
el primer método de secuenciacion de acidos nucleicos.

El sensor de carga utilizado en el primer método de secuenciacién de acidos nucleicos puede comprender un FET
con nanocable. Optativamente, el sensor de carga comprende un nanotubo de carbono.

El sensor de carga del primer método de secuenciacién de acidos nucleicos puede ser parte de una matriz de
sensores de carga.

La etapa de deteccién del primer método de secuenciacion de acidos nucleicos puede comprender la deteccion de
numerosas incorporaciones en sucesion.

Los métodos y el equipo presentados en la presente memoria pueden dar a conocer lecturas de secuenciacion de
acidos nucleicos largos; lecturas rapidas; capacidad de secuenciacién con gran rendimiento; y una plataforma
escalable para la secuenciacién. En algunas realizaciones, cualquier compromiso en la exactitud de una Unica
lectura se puede mitigar mediante la realizacién varias lecturas solapantes debido a la capacidad que tienen los
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métodos y el equipo presentados en la presente memoria para ofrecer un gran rendimiento en el nimero de lecturas
realizadas en paralelo.

En la figura 1 se muestra un sensor de ejemplo. Aqui, una polimerasa 1 crea un sitio de reaccion donde los
nucleétidos se pueden incorporar en una plantilla 4 de ADN cebado. La polimerasa 1 esta conectada a un FET 2 con
nanocable mediante un anclaje 3. El equipo ofrece sensibilidad para una sola molécula. Los cambios en la
distribucion de la carga en el sitio de reaccién (p. €j., cambios de conformacién de la polimerasa, incorporacion de
nucleétidos, llegada o salida de etiquetas cargadas, cambios en la distancia de la polimerasa al sensor de carga, etc.)
se transmiten a la compuerta y se pueden detectar.

En realizaciones concretas, un equipo o método de la presente descripcion utiliza transistores FinFET
profundamente escalados como sensores de carga para una unica molécula. Los sensores FinFet se benefician de
la tecnologia ya en desarrollo por los fabricantes lideres de semiconductores. Ademas, se pueden utilizar los
componentes publicados con anterioridad, entre ellos, pero sin limitarse a ellos, (1) los utilizados para la
inmovilizacion de la lisozima sobre el NTC para observar la procesividad de la enzima en tiempo real, tal y como se
describe en Choi et al., Science, 335, 319 (2012), (2) los utilizados para inmovilizar el fragmento Klenow de la Pol |
sobre el NTC y observar la procesividad del ADN en tiempo real, tal y como se describe en Olsen et al., J. Amer.
Chem. Soc. 135, 7885 (2013), (3) los utilizados para descifrar un mecanismo de transduccion a medida que se
mueven los restos cargados debido al movimiento alostérico de la proteina, tal y como se describe en Chi et al.,
NanoLett 13, 625 (2013). Los métodos actuales también pueden utilizar el equipo, los componentes del equipo y los
métodos presentados en la publicacion de solicitud de patente de los EE. UU. n.? 2013/0078622 A1.

El equipo y los métodos presentados en la publicacién de solicitud de patente de los EE. UU. n.2 2013/0078622 A1
da a conocer una longitud de apantallamiento de Debye de 1 a 2 nm en NaCl a 50-100 mM. En este equipo, el
movimiento alostérico debe darse cerca del punto de conexién de la polimerasa al transistor. De igual forma, el
movimiento alostérico debe ser dependiente de la base para permitir la discriminacién en tiempo real de los
diferentes tipos de nucleétidos. Tal resolucién no se ha demostrado con anterioridad.

Una realizacién que se puede utilizar para superar las limitaciones de algunos equipos que utilizan la deteccion
alostérica se representa en un diagrama en la figura 2. Aqui, la polimerasa se puede inmovilizar en un sensor de
carga, tal como un nanotubo de carbono con una sola pared, nanocable de silicio o FinFET. La inmovilizacion puede
ser mediante anclajes que incluyen ADN, ARN, PNA o analogos de los mismos. Por comodidad para la
demostracién, el diagrama muestra cuatro polimerasas ancladas al sensor de carga, en donde cada polimerasa
también esta fijada a un tipo de nucleétido diferente marcado en el fosfato de la posicién y. Tal y como se muestra,
los nucleodtidos tienen un resto oligonucleotidico conectado al fosfato en y. Un nucleétido marcado en 3 o y con
fosfato que se empareja adecuadamente a una hebra plantilla de un acido nucleico destinatario se mantendra en el
sitio mediante una polimerasa, que también esta fijada a la plantilla, un tiempo suficiente para que el resto
oligonucleotidico se hibride temporalmente al anclaje (p. €j., mediante la complementariedad de bases de Watson y
Crick). La hibridacion hace que el resto oligonucleotidico distorsione el campo que rodea al sensor de carga, lo que
produce una sefal detectable debido al cambio en la corriente del transistor a través del sensor de carga. El
diagrama muestra que el resto oligonucleotidico entra en un campo que estd a menos de 1 a 2 nm del sensor de
carga. El nucleétido marcado idéneamente en el fosfato en B o y se incorporarda en una hebra naciente que esta
hibridada al acido nucleico de plantilla. Esto, a su vez, hara que se rompa el enlace entre el B-fosfato y el nucleétido
recién incorporado. Como resultado, el resto oligonucleotidico (tanto si esta conectado en la posicién B como en la
posicion y del nucleétido) queda libre para deshibridarse del anclaje y alejarse por difusién del sensor de carga, con
lo que se devuelve el campo que rodea al sensor a su estado sin alterar. La aparicién y desaparicion de la sefal a
medida que el campo que rodea al sensor de carga se distorsiona y regresa luego al estado sin alterar,
respectivamente, se puede correlacionar con la incorporaciéon de un nucleétido en la hebra naciente del acido
nucleico destinatario.

Determinadas realizaciones pueden explotar la fijacion sinérgica del nucleétido marcado en el fosfato y a la
polimerasa y al anclaje. La estabilidad del complejo formado por el resto oligonucleotidico y el anclaje puede ser
relativamente baja, de manera que el complejo no se forme con el nucleétido marcado en el fosfato y que tampoco
esta fijado a la polimerasa (a saber, los nucleétidos marcados en el fosfato y que estan libres en la solucién no se
fijan sustancialmente al anclaje). Sin embargo, se anade el efecto sinérgico de las afinidades del resto nucleotidico
por la polimerasa y del resto oligonucleotidico por el anclaje para permitir una afinidad de fijacion sustancial en total.
En algunas realizaciones, el efecto sinérgico puede explotar una combinacién de afinidad de fijacién especifica entre
el marcador del nucleétido y el anclaje junto con la débil afinidad producida por las interacciones de fijacion
inespecificas. Por ejemplo, la fijacion especifica puede ser resultado del apareamiento de bases estandar de Watson
y Crick, y las interacciones de fijacion inespecifica pueden ser resultado de las interacciones de bases promiscuas (p.
€., inosina) con los nucledtidos nativos. Asi pues, cuando el nucleétido marcado en el fosfato y se fija a la
polimerasa durante la incorporacién, se produce una fijacion sinérgica que incrementa enormemente la estabilidad
de la interaccion entre el resto oligonucleotidico y el anclaje. Después de que el fosfato en y sea escindido por la
polimerasa, se pierde el efecto sinérgico y el resto oligonucleotidico se disociara del anclaje.

El tipo de nucledtido que se incorpora en la hebra naciente en cada posicion de la hebra plantilla se puede
determinar basandose en las propiedades Unicas de los marcadores incorporados en cada tipo de nucleétido. Por
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ejemplo, se pueden diferenciar cuatro tipos de dNTP mediante la posicion en la que el resto oligonucleotidico se
hibrida al anclaje, la longitud del resto oligonucleotidico y/o la presencia de un resto cargado en el marcador. En la
figura 2 se da a conocer un ejemplo donde se consigue la discriminacion de cuatro estados mediante 2 etiquetas con
carga (que no son los fosfatos cargados negativamente del resto oligonucleotidico) y dos posiciones de hibridacién
al anclaje. En concreto, la dCTP estd marcada Unicamente con un resto extrinseco cargado negativamente, la dTTP
esta marcada Unicamente con un resto extrinseco cargado positivamente, dATP y dGTP se diferencian de los otros
dos tipos de nucleétidos basandose en la ausencia de cualquier resto de carga extrinseco, y la dATP se diferencia
de la dGTP basandose en la cercania diferencial de los restos oligonucleotidicos al sensor de carga cuando se
hibridan al anclaje.

Se entendera que se pueden diferenciar diferentes tipos de nucledtidos en funcion de toda una serie de
combinaciones de restos con carga positiva, restos con carga negativa y/o posicién de la hibridaciéon al anclaje.
Como alternativa, o adicionalmente, los restos con carga utilizados para diferenciar los diferentes tipos de
nucleétidos pueden diferir en la fuerza de las cargas, incluso si las cargas tienen el mismo signo. La configuracion de
ejemplo que se muestra en la figura 3 da a conocer una discriminacion de cuatro estados basada en una Unica
posicién de hibridacién al anclaje y cuatro restos con cargas diferentes. En concreto, tanto la dGTP como la dCTP
contienen restos cargados negativamente que se diferencian de dATP y dTTP, y la dGTP se puede diferenciar de la
dCTP debido a la carga que es diferenciablemente mayor que la carga de la dCTP. De igual forma, la dATP y la
dTTP se pueden diferenciar la una de la otra debido a la mayor carga positiva sobre el resto de dATP en
comparacion con el resto de dTTP.

Tal y como se observé anteriormente en la presente memoria, se puede mejorar la precision de la colocacion de la
etiqueta en las posiciones especificas de hibridacién a lo largo de un anclaje mediante el uso de un anclaje que tiene
ribonucleétidos y un marcador de nucleétido que tiene las bases de ARN modificadas con 2-O-Me y 2’-F. Las
configuraciones alternativas pueden usar un anclaje que contiene ribonucleétidos modificados con 2’-O-Me y 2’-F
con un marcador que tiene ribonucledétidos, o bien tanto el anclaje como el marcador pueden incluir una mezcla de
ribonucleétidos nativos y ribonucleétidos modificados con 2'-O-Me y 2’-F. Aunque es posible utilizar un anclaje y/o un
resto oligonucleotidico que estd compuesto principalmente por ARN, podria ser deseable utilizar un anclaje y/o
oligonucledtido basado en ADN o basado en PNA para evitar la sensibilidad a las nucleasas que esta asociada al
ARN. Por ejemplo, un anclaje y/o oligonucleétido basado en ADN o basado en PNA puede incluir ribonucleétidos
nativos o analogos de ribonucleétidos no nativos para conseguir las ventajas de fijacién presentadas en la presente
memoria al mismo tiempo que se reduce el riesgo de las nucleasas realicen una digestién indeseada. En otras
realizaciones, el anclaje puede incluir uno o varios desoxirribonucleétidos que son complementarios a los
ribonucleétidos de un marcador de nucleétido o, como alternativa, el anclaje puede incluir ribonucleétidos que son
complementarios a los desoxirribonucleétidos de un marcador de nucleétido.

Un anclaje que conecta una polimerasa a un sensor de carga puede tener diferentes posiciones de fijacion para
diferentes analogos de nucledtido, tal y como se presenta en varias realizaciones de ejemplo en la presente
memoria. Las posiciones de fijacion para dos o mas analogos de nucleétido pueden ser solapantes o pueden ser
independientes sin solapamiento. Por ejemplo, tal y como se muestra en la figura 10, los sitios de fijacion para los
analogos de ATP y GTP se solapan en el anclaje en 2 nucleétidos (a saber, hay 1 nucleétido de desfase entre los
dos sitios de fijacion). Con el propésito de ilustrar, la secuencia del anclaje se describe como una serie de
nucleétidos genéricos «N». Se puede utilizar cualquiera entre las muchas secuencias que estan de acuerdo con las
reglas de complementariedad y las fuerzas y especificidades de hibridacion deseadas. Tal y como también se
muestra en la figura 10, los sitios de fijacion para ATP y TTP sobre el anclaje no tienen ningun solapamiento, son
independientes y estan separados por 1 nucleétido. Segun la longitud del anclaje, la longitud de los sitios de fijacion
y la longitud de los restos oligonucleotidicos que portan los analogos de los nucleétidos podrian solaparse algunos,
todos o ninguno de los sitios de fijacion en el anclaje.

El resto oligonucleotidico de un analogo de nucleétido puede tener una secuencia de nucleétidos que se hibrida
especificamente a una secuencia complementaria sobre un anclaje. En algunas realizaciones, el resto
oligonucleotidico puede también incluir posiciones nucleotidicas promiscuas que se fijan inespecificamente a un
anclaje. Tales posiciones pueden proporcionar una interaccion débil entre el resto oligonucleotidico y el anclaje que
facilita la formacion de una estructura hibrida especifica. Por ejemplo, tal y como se muestra en la figura 11, un resto
oligonucleotidico puede incluir varias inosinas (l) que se sabe que se fijan de manera promiscua, aunque débilmente,
a los cuatro nucledtidos nativos del ADN. El resto oligonucleotidico y el anclaje pueden formar un complejo débil a
través de las interacciones entre las inosinas del resto oligonucleotidico y los nucleétidos nativos del anclaje. Esto
puede permitir que porciones especificas de la secuencia (p. €j., indicadas como ABC y su complemento A'B'C’ en la
figura) se asocien con mas rapidez de lo que lo harian si hubiera sido necesario que difundieran para la formacién
un complejo débil. Ademas, una vez que se ha formado un complejo especifico, las inosinas pueden proporcionar
mas estabilidad.

El resto oligonucleotidico de ejemplo de la figura 11 incluye posiciones de nucle6tidos promiscuos que flanquean
ambos lados de la secuencia especifica. No obstante, se debe saber que se pueden localizar una o varias
posiciones de nucledtidos promiscuos sélo sobre el lado en 5’ 0 en 3’ de la secuencia especifica. Otros ejemplos de
posiciones de nucleétidos promiscuos incluyen los formados por la sintesis de oligonucleétidos degenerados o los
formados con otros analogos de nucleétido que se sabe en la técnica que se hibridan de manera promiscua con 2 o
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mas tipos de nucledtidos.

En los ejemplos mostrados en la figura 10 y en la figura 11, asi como otros ejemplos presentados en la presente
memoria, el anclaje es un acido nucleico que se hibrida a un resto oligonucleotidico de un analogo de nucleétido. Se
debe saber que se pueden utilizar otros compareros de fijacién como anclaje y resto marcador en vez de los acidos
nucleicos. Los sitios de fijacién pueden ser independientes o solapantes, tal y como se ejemplifica mas arriba para
los acidos nucleicos. De igual forma, los sitios de fijacion pueden incluir una combinacion de compafieros de
interaccion débiles e inespecificos junto con los compaferos de interaccién especificos y mas fuertes.

Varias realizaciones presentadas en la presente memoria han ejemplificado el uso de numerosos analogos de
nucleétido diferentes que tienen restos oligonucleotidicos de diferente longitud. En tales realizaciones, los diferentes
tipos de nucleodtidos se pueden diferenciar basandose en la diferente longitud de los restos oligonucleotidicos. Como
alternativa, diferentes analogos de nucleétido pueden tener restos oligonucleotidicos de la misma longitud. Sin
embargo, cada analogo de nucleétido puede tener una secuencia de fijacion especifica que se fija a una regién
diferente de un anclaje en comparacién con las regiones donde se fijan los otros analogos de nucleétido. En la figura
12 se muestra una configuracion de ejemplo, en donde la fijacion de la polimerasa a los diferentes analogos de
nucleétido coloca la polimerasa en uno de los cuatro estados diferenciables. El resto oligonucleotidico para el
anélogo de ATP se fija en una posicién del anclaje que esta mas cerca del punto de conexidén del anclaje a la
polimerasa, el resto oligonucleotidico para el analogo de TTP se fija en una posicion del anclaje que estd mas lejana
del punto de conexion del anclaje a la polimerasa, y los restos oligonucleotidicos para los analogos de GTP y CTP
se fijan, respectivamente, en posiciones independientes del anclaje que estan a distancias intermedias de los sitios
de fijacién para los otros dos analogos de nucleétido. Como tal, la fijacién de los diferentes analogos de nucleétido a
la polimerasa colocara la polimerasa a diferentes distancias del sensor de carga (p. €j., provocando la formacién de
bucles de tamafios diferentes en el anclaje, tal y como se muestra en la figura). Los diferentes tipos de nucleétidos
se pueden diferenciar basandose en las diferencias de las sefales producidas por las diferentes distancias de la
polimerasa al sensor. En las realizaciones en donde uno o varios de los analogos de nucleétido incluye una etiqueta
cargada u otro resto detectable (p. ej., conexién al extremo del resto oligonucleotidico que es distal al resto
nucleotidico), la fijacion entre el resto oligonucleotidico y el anclaje colocara el resto detectable a diferentes
distancias del sensor de carga. En este caso, los diferentes tipos de nucleétidos se pueden diferenciar basandose en
la diferencia de las sefiales producidas por las diferentes distancias de los restos detectables al sensor.

Tal y como se demuestra por la realizacion representada en el diagrama de la figura 4, el anclaje que conecta la
polimerasa al sensor de carga no necesita ser capaz de hibridarse a las etiquetas presentes en los nucleétidos. Mas
bien, el sensor de carga puede estar funcionalizado para conectarse a uno o varios oligonucleétidos que son
complementarios a uno o varios de los tipos de nucleétidos que se detectan. La discriminacion de los diferentes
nucleétidos se puede conseguir basandose en el signo de la carga, en la fuerza de la carga, en la longitud del resto
oligonucleotidico que se hibrida al oligonucledtido u oligonucleétidos conectados a la superficie, o en la
cercania/posicién sobre el oligonucleétido u oligonucledtidos conectados a la superficie a la que se hibrida el resto
oligonucleotidico, o una combinacién de los mismos.

Las ventajas de varias configuraciones presentadas mas arriba incluyen, por ejemplo, solventar los problemas de
apantallamiento mediante la colocacién de las cargas a menos de 1 a 2 nm de la compuerta con precision atémica,
capacidad para conseguir un mayor nivel de modulacién de la corriente a través del uso de etiquetas con carga, y la
apertura del espacio de las polimerasas disponibles, ya que para la deteccidon no se necesita el movimiento
alostérico especifico de la base.

Una etiqueta con carga de ejemplo que puede ser Util en el equipo y los métodos presentados en la presente
memoria es un resto de fosfato, por ejemplo, localizado en el extremo 5’ de un resto de &acido nucleico. Este resto se
puede afadir con facilidad durante los protocolos de sintesis de oligonucledtidos disponibles y dara lugar a dos
oxigenos cargados negativamente en el extremo del resto oligonucleotidico, tal y como se muestra en la figura 5. La
fosforilacion quimica durante la sintesis de oligonucledtidos se puede conseguir con la conversion del grupo
protector DMT en un grupo fosfato en 5’ mediante el uso de 2-[2-(4,4’-dimetoxitritiloxi)etilsulfonil]etil-(2-cianoetil)-
(N,N-diisopropil)-fosforamidita (disponible en Glen Research, Sterling VA, catalogo n.? CPR 10-1900). Se pueden
fabricar una serie de etiquetas con carga que tienen diferente nimero de cargas negativas mediante el uso de Tris-
2,2,2-[3-(4,4’-dimetoxitritiloxi)propiloximetil]etil-[(2-cianoetil)- (N, N-diisopropil)]-fosforamidita  (disponible en Glen
Research, Sterling VA, catdlogo n.® 10-1922-xx), 1,3-bis-[5-(4,4’-dimetoxitritiloxi)pentilamido]propil-2-[(2-cianoetil)-
(N,N-diisoopropil)]-fosforamidita (disponible en Glen Research, Sterling VA, catalogo n.? 10-1920-xx), 1-[5-(4,4"-
dimetoxitritiloxi)pentilamido]-3-[5-fluorenometoxicarboniloxipentilamido]-propil-2-[(2-cianoetil)-( N, N-diisopropil)]-
fosforamidita (disponible en Glen Research, Sterling VA, catalogo n.? 10-1921-xx), o dendrimeros oligonucleotidicos
que contienen diferentes cantidades de restos de DMT (4,4’-dimetoxitritilo) o Fmoc (fluorenilmetiloxicarbonilo), tales
como los disponibles en Glen Research o los que se muestran en la figura 6. Una etiqueta Gtil cargada positivamente
es la 2-[2-(4-monometoxitritil)aminoetoxiletil-(2-cianoetil)- N, N-diisopropil)-fosforamidita (disponible en Glen Research,
Sterling VA, catélogo n.? 10-1905-xx). Otro resto Util cargado positivamente es una amina primaria en 5’ que tendria
una Unica carga positiva al pH apropiado.

La tabla 1 da a conocer una lista de modificaciones y cargas utiles que se pueden utilizar como marcadores en un
equipo o método presentado en la presente memoria.
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Tabla 1

Extremo en 5’ Reactivos Estado final de la carga
5"OH N/A Neutro

5’ Fosfato CPR 10-1900 (Glen Res.) -2

5’ Fosfato (x2) CPR 10-1900 y duplicador simétrico (Glen Res.) -4

5’ Fosfato (x3) CPR 10-1900 y triplicador simétrico (Glen Res.) —6

Amina primaria en 5’ Modificador 5 de amino en 5’ +1

Se describe en la presente memoria un método para conectar componentes de la reaccion a sensores de carga. El
método puede incluir las etapas de (a) aportar un soporte sélido que incluye numerosos sensores de carga, en
donde cada uno de los sensores de carga tiene una capacidad para conectarse a numerosos componentes de la
reaccion; (b) aportar un fluido que contiene numerosos componentes de la reaccion de un tipo concreto; y (c) poner
en contacto el soporte sélido con el fluido en las condiciones en las que (i) numerosos componentes de la reaccién
del tipo concreto estan en comunicacion fluida con los numerosos sensores de carga, (ii) en el fluido hay una
cantidad de componentes de la reaccion del tipo concreto mas grande que la cantidad de sensores de carga en el
soporte sélido; y (iii) los componentes de la reaccién del tipo concreto en el fluido se conectan a los sensores de
carga en las condiciones que dan lugar a un soporte sé6lido en donde cada uno de los sensores de carga esta
conectado a uno solo de los componentes de la reaccion.

También se describe en el presente documento un método para conectar componentes de la reaccién a sensores de
carga que puede incluir las etapas de (a) aportar un soporte solido que incluye numerosos sensores de carga, en
donde cada uno de los sensores de carga tiene una capacidad para conectarse a numerosos componentes de la
reaccion; (b) aportar un fluido que contiene numerosos componentes de la reaccion de un tipo concreto, en donde
cada uno de los componentes de la reaccién del tipo concreto esté fijado a un resto repelente; y (c) poner en
contacto el soporte solido con el fluido en las condiciones en las que (i) numerosos componentes de la reaccion del
tipo concreto estan en comunicacion fluida con los numerosos sensores de carga, (ii) en el fluido hay una cantidad
de componentes de la reaccién del tipo concreto que es mayor que la cantidad de sensores de carga en el soporte
sdlido; (iii) los componentes de la reaccion en el fluido se conectan a los sensores de carga, y (iv) el resto repelente
fijado a cada uno de los componentes de la reaccion impide que cada uno de los sensores de carga se conecte a
mas de uno de los componentes de la reaccion en los numerosos componentes de la reaccion.

La invencién proporciona un método para conectar los componentes de la reaccidon a los sensores de carga que
incluye las etapas de (a) aportar un soporte solido que incluye numerosos sensores de carga, en donde cada uno de
los sensores de carga es un transistor de efecto campo y tiene una capacidad para conectarse a numerosos
componentes de la reaccién; (b) aportar un fluido que contiene numerosos componentes de la reaccion de un tipo
concreto; (c) poner en contacto el soporte solido con el fluido en las condiciones en las que (i) los numerosos
componentes de la reaccion del tipo concreto estan en comunicacion fluida con los numerosos sensores de carga, (ii)
en el fluido hay una cantidad de componentes de la reaccién del tipo concreto que es mayor que el numero de
sensores de carga en el soporte soélido; y (iii) los componentes de la reaccion del tipo concreto en el fluido se
conectan a los sensores de carga, con lo que forman sensores de carga modificados que estan conectados a
numerosos componentes de la reaccion del tipo concreto del fluido; y (d) retirar, degradar o inactivar uno o varios de
los componentes de la reaccién del tipo concreto de cada uno de los sensores de carga modificados para dejar solo
uno de los componentes de la reaccion del tipo concreto conectado a cada uno de los sensores de carga
modificados, en donde uno de (iv) retirar incluye escindir anclajes escindibles a los que estan conectados los
componentes de reaccion; o (v) degradar implica un resto de proteccion unido al uUnico de los componentes de
reaccion, y después degradar cualquier componente de reaccion no protegido; o (vi) inactivar implica unir un analogo
de oligonucledtido quimica o fotoquimicamente activo al uno o mas del sitio activo de polimerasa, y después aplicar
un tratamiento quimico o fotoquimico para dejar inactivo el uno o mas de los componentes de reaccion; o (vii) la
retirada, degradaciéon o inactivacion de los componentes reactivos en exceso de los sensores de carga esta
monitorizada para determinar la extensién de la retirada, degradacion o inactivacion; o (viii) la retirada, degradacion
o inactivacion esta monitorizada con un sensor diferente para distinguir la presencia de los componentes de reaccién
en la superficie de los componentes de reaccion.

Los dispositivos de carga utiles incluyen dispositivos analiticos que pueden incorporar un componente de la reaccion
en contacto espacial directo con un elemento de transduccién de un modo que permite la conversion rapida y
comoda de los acontecimientos de la reaccion en sefiales detectables. Los dispositivos basados en transistores de
efecto campo (FET, por su nombre en inglés) pueden traducir directamente las interacciones entre los componentes
de la reaccion (p. €j., polimerasas) y la superficie del transistor en sefales eléctricas legibles. En un FET estandar, la
corriente fluye a lo largo de un camino conductivo (el canal) que esta conectado a dos electrodos (la fuente y el
drenaje). La conductancia del canal entre la fuente y el drenaje se enciende y apaga mediante un tercer electrodo
(compuerta) que puede acoplarse capacitivamente a través de una delgada capa dieléctrica.
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En determinadas realizaciones, los FET se configuran para conseguir que detecten una Unica molécula. Mas en
concreto, estos sensores de carga se pueden configurar para seguir la dinamica de una reaccién de una Unica
molécula. En un equipo o método presentado en la presente memoria se puede utilizar cualquier tipo de canal
conductivo que se encuentra por lo general en los transistores de efecto campo. Los canales conductivos de ejemplo
estan formados por metales, 6xidos metalicos, semiconductores o conductores a escala nanométrica, tales como
nanocables, o grafeno.

Los sensores de carga particularmente Utiles para la deteccion de una Unica molécula son los nanotubos de carbono
de una sola pared (SWNT, por su nombre en inglés). Véanse, por ejemplo, Star et al., Nano. Lett. 3, 459 (2003); Star
et al., Org Lett. 6, 2089 (2004); Besterman et al., Nano. Lett. 3, 727 (2003); Gruner, Anal. Biooanal. Chem. 384, 322
(2005); Chen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 100, 4984 (2003) y la publicacion de solicitud de patente de los EE.
UU. n.22013/0078622 A1. Los SWNT son conductores muy pequeiios, tipicamente del orden de aproximadamente 1
nm de diametro.

Un SWNT puede estar revestido con un polimero, metal o nanoparticula de 6xido metalico quimioselectivos, o con
componentes de la reaccién de tipo proteinas, acidos nucleicos o anticuerpos. Véanse, por ejemplo, Besterman et
al., Nano. Lett. 3, 727 (2003); y Chen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 100, 4984 (2003). Los componentes de la
reaccion sueltos se pueden conectar a estos SWNT y a otros sensores de carga con los métodos presentados en la
presente memoria.

En algunas realizaciones, a un sensor de carga se le puede conectar un Unico componente de la reaccién mediante
la creacion de un solo defecto covalente en el sensor de carga, por ejemplo, con las técnicas presentadas en
Goldsmith et al., Science 315, 77 (2007). Por ejemplo, un SWNT se puede fabricar para que tenga un solo defecto,
de tal manera que se pueden usar una serie de quimicas de conexién para unir un Unico componente de la reaccién
al sitio del defecto reactivo de manera selectiva, sin revestir el resto del SWNT con otros componentes de la
reaccion. Los SWNT también se pueden conectar a los componentes de la reaccion mediante medios no covalentes,
por ejemplo, mediante las técnicas presentadas en Chen et al., J. Am. Chem. Soc. 123, 3838 (2001). Estos métodos
se pueden modificar tal y como se presenta en la presente memoria para que a un SWNT se fije de manera fiable un
unico componente de la reaccién por medios no covalentes.

Los SWNT son semiconductores con huecos de banda electrénicos que pueden variar desde 1 eV a efectivamente
cero. Los SWNT son Utiles como canales conductivos porque los dispositivos sensores de una Unica molécula se
pueden fabricar a partir de los cables de SWNT de cualquier tipo, con o sin electrodos de compuerta, y en sustratos
de vidrio, plastico o silicio. Los SWNT dUtiles y sus configuraciones para la deteccién de una Unica molécula se
presentan en la publicacién de solicitud de patente de los EE. UU. n.? 2013/0078622 A1.

Otros sensores de carga que pueden modificarse para ser usados en un equipo o0 método presentado en la presente
memoria incluyen, sin limitacién, FET con nanocable de silicio (SINW), FET hechos de materiales Ill-V, FinFET de
silicio, FET de nanocinta de grafeno asi como FET de nanocinta de otros materiales bidimensionales, tales como
MoS: y siliceno, FET de tunel (TFET, por su nombre en inglés), y dispositivos de pendiente pronunciada por debajo
del umbral (véase, por ejemplo, Swaminathan et al., Proceedings of the 51st Annual Design Automation Conference
on Design Automation Conference, pag 1-6, ISBN: 978-1-4503-2730-5 (2014) e lonescu et al., Nature 479, 329-337
(2011)). También pueden ser Utiles los nanotubos de carbono.

Numerosos sensores de carga se pueden dar a conocer en la forma de una matriz de sensores de carga. La matriz
puede incluir al menos 10, 100, 1 x 10%, 1 x 104, 1 x 104, 1 x 10* 0 mas sensores de carga. Cada sensor de carga
independiente puede estar localizado en una posicién Unica de la matriz que esta separada de los otros sensores de
carga de la matriz. Por ejemplo, cada sensor de carga puede residir en un pocillo o depresidén en un soporte sélido.
Las posiciones, incluso cuando estan separadas unas de las otras, pueden estar, optativamente, en contacto fluido
con una solucién a granel. En tal configuracidn, las reacciones multiplexadas se pueden producir en la matriz de los
sensores de carga mediante la administracion de los reactivos comunes a todos los sensores de carga mediante la
administracién de fluido a granel. Si se toman las reacciones de secuenciacién de acidos nucleicos a modo de
ejemplo, los nucleétidos se pueden administrar mediante una soluciéon a granel a una matriz de pocillos (u otros
elementos), en donde cada pocillo (u otro elemento) alberga una reaccion de secuenciacion independiente. La
administracion del nucleétido dard lugar a reacciones de secuenciacion en paralelo en los pocillos (u otros
elementos).

Un sensor de carga, tal como un nanocable de Si, puede tener dimensiones que tienen menos de 10 nm de ancho y
mas de 100 nm de largo. Un nanocable de Si u otro sensor de carga se puede colocar en un pocillo que tiene 10 nm
x 10 nm, 50 nm x 100 nm o mas grande. Por ejemplo, un pocillo dentro del cual reside un sensor de carga puede
tener una apertura en una superficie que es de al menos 100 nm2, 1.000 nm2, 5.000 nm2, 1 x 10* nm2 o0 mas grande.
La circuiteria para leer la sefial desde el elemento sensor de carga puede ocupar una superficie del soporte solido
que tiene 1 um x 1 um o mas grande.

En algunas realizaciones, un sensor de carga tendra una anchura uniforme a lo largo de toda la longitud. Como
alternativa, un sensor de carga puede tener una anchura sustancialmente variable a lo largo de su longitud. Por
ejemplo, un sensor de carga puede incluir una regién con una anchura relativamente estrecha, comparable a una
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region ‘estrechada’. La anchura de la region estrechada puede tener un diametro que es, por ejemplo, el 75%, 50%,
40%, 30%, 20% o 10% del diametro de las regiones con una anchura relativamente mas grande del sensor de carga.
El estrechamiento puede proporcionar la ventaja de incrementar el efecto de un movimiento del resto cargado de la
polimerasa sobre el sensor. Otro beneficio es la relajacion de la tolerancia para la fabricacién del canal y la
apertura/alineamiento de la pasivacién dieléctrica de la primera capa del sensor de FET. Por ejemplo, un sensor de
carga que tiene un diametro de 20 nm con un area estrechada de 10 nm puede ser particularmente (til. Otras
dimensiones para un sensor de carga con una region estrechada incluyen, por ejemplo, didametros de al menos 25,
30, 35 0 40 nm o mas con una regién estrechada que tiene, como mucho, 10, 20, 30, 40 0 50 nm de largo. También
se pueden utilizar sensores que tienen didmetros mas pequenos, por ejemplo, los que tienen didmetros de al menos
5, 10, 15 0 20 nm pueden tener una regién estrechada con una longitud en el margen ejemplificado. Se entendera
que, en algunas realizaciones, el diametro maximo de un sensor de carga sera de 50 nm, 40 nm, 30 nm, 20 nm, 10
nm o menos.

Un anclaje para una polimerasa u otra enzima puede estar conectado a una regién estrechada o en un punto que
esta cerca de la region estrechada. Asi pues, el anclaje se puede colocar para localizar una polimerasa u otra
enzima muy cerca de la region estrechada.

En la figura 8 se muestra una aplicacion ejemplar de un sensor de carga que tiene una region estrechada. La region
estrechada se puede fabricar mediante el disefio de una mascara litografica apropiada en donde la forma de la
mascara es de tal manera que produce el estrechamiento deseado. Como alternativa, los efectos de cercania
durante el estampado litografico se pueden utilizar para estrechar localmente el sensor de carga mediante la
colocacion de electrodos de manera ortogonal al sensor muy cerca de la region a estrechar. Ademas de para
producir el estrechamiento deseado, los electrodos cercanos se pueden utilizar para producir una fuerza
electroforética que coloca la enzima en la region del estrechamiento.

Otra aplicacién ejemplar se muestra en la figura 9. Aqui se introduce un estrechamiento en la silice mediante la
oxidacion local. En una primera etapa, un cable de silice se reviste con una barrera de oxidacién, tal como nitruro de
silice (SiNx). Una region del cable de silice se puede quedar expuesta mediante el uso de la litografia local para
retirar la barrera de oxidacion. A continuacion, el cable parcialmente revestido se puede oxidar para reducir la
anchura del cable de silice en la region expuesta. Se puede realizar un grabado adicional para exponer el
estrechamiento de silice para la conjugacién quimica.

Los expertos en la técnica reconoceran que los métodos de mas arriba para producir un estrechamiento en un
sensor de carga son de ejemplo y no de limitacion; se puede producir un estrechamiento con muchos otros métodos
habituales para la fabricacion de semiconductores, p. €j., mediante el uso de capas de sacrificio, deposito selectivo y
grabado, u otras mascaras litogréficas, entre otros.

La densidad de una matriz puede ser desde tan solo 2 hasta mil millones 0 mas sitios de reaccién diferentes por
centimetro cuadrado. Las matrices de densidad muy alta son utiles en la invencidon y quedan incluidas, por ejemplo,
las que tienen al menos aproximadamente 10.000.000 sitios de reacciéon/cm? que incluyen, por ejemplo, al menos
aproximadamente 100.000.000 sitios de reaccion/cm2, 1.000.000.000 sitios de reaccién/cm?, hasta
aproximadamente 2.000.000.000 sitios de reaccion/cm? o mas. También se pueden utilizar las matrices de alta
densidad, e incluyen, por ejemplo, las que estan en el margen de aproximadamente 100.000 sitios de reacciéon/cm? a
aproximadamente 10.000.000 sitios de reaccién/cm?. Las matrices de densidad moderada Utiles en la invencién
pueden oscilar desde aproximadamente 10.000 sitios de reaccion/cm? a aproximadamente 100.000 sitios de
reaccion/cm?. Las matrices de densidad baja tienen por lo general menos de aproximadamente 10.000 sitios de
reaccién/cmz.

A un sensor de carga se le puede conectar cualquiera de los numerosos componentes de la reaccién. Por ejemplo,
un receptor, tal como un anticuerpo o lectina; un ligando, tal como un nucleétido, epitopo, glicido o farmaco
candidato; un acido nucleico, tal como un acido nucleico destinatario, acido nucleico de anclaje u otro acido nucleico
presentado en relacion con una reaccién presentada en la presente memoria; o una enzima, tal como una
polimerasa u otra enzima de fijacién a un acido nucleico, una cinasa, fosfatasa, exonucleasa, proteasa o enzima
metabdlica. Otros componentes de la reaccién Utiles incluyen, pero sin limitarse a ellos, los componentes de las
reacciones presentados en la presente memoria o conocidos en el campo de la biologia molecular o de la
bioquimica.

Las realizaciones multiplexadas que incluyen, por ejemplo, las que utilizan una matriz de sensores de carga se
pueden configurar de tal manera que un Unico tipo de componente de la reaccion esté conectado a cada sensor de
carga. Por ejemplo, sustancialmente todos los sensores de carga en una realizacion multiplexada pueden estar
conectados a una polimerasa. Ademas, las mismas especies de polimerasa se pueden conectar a cada uno de los
sensores de carga. Esta configuracion puede proporcionar una salida uniforme esperada desde cada sensor de
carga, salvo para las diferencias en los otros componentes de la reaccion que entran en contacto con cada sensor
de carga respectivo. Tal configuracién se puede conseguir al proporcionar un fluido que es homogéneo con respecto
a tener un Unico tipo de polimerasa cuando se conectan las polimerasas a los sensores de carga.

En un método o composicion presentado en la presente memoria se puede utilizar cualquiera entre muchas
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polimerasas diferentes, que incluyen, por ejemplo, enzimas de naturaleza proteica aisladas de sistemas biol6gicos y
variantes funcionales de las mismas. La referencia a una polimerasa concreta, tales como las de ejemplo que vienen
a continuacion, se debe saber que incluyen las variantes funcionales de las mismas, a menos que se indique de otra
manera. Una funcién particularmente Gtil de una polimerasa es catalizar la polimerizacién de una hebra de acido
nucleico utilizando un acido nucleico existente como plantilla. Otras funciones que son Utiles se describen en otra
parte de la presente memoria. Ejemplos de polimerasas utiles incluyen las ADN polimerasas y las ARN polimerasas.
Las ADN polimerasas ejemplares incluyen las que se han clasificado por homologia estructural en familias
identificadas como A, B, C, D, X, Y y RT. Las ADN polimerasas de la familia A incluyen, por ejemplo, la ADN
polimerasa de T7, la ADN polimerasa y de la mitocondria eucariota, la ADN Pol | de E. coli, Pol | de Thermus
aquaticus, y Pol | de Bacillus stearothermophilus. Las ADN polimerasas de la familia B incluyen, por ejemplo, las
ADN polimerasas eucariotas a, d y €; la ADN polimerasa &; la ADN polimerasa de T4, la ADN polimerasa de ®29 y la
ADN polimerasa del bacteriéfago RB69. La familia C incluye, por ejemplo, la subunidad a de la ADN polimerasa |l
de E. coli. La familia D incluye, por ejemplo, las polimerasas procedentes del subdominio Euryarchaeota de Archaea.
Las ADN polimerasas en la familia X incluyen, por ejemplo, las polimerasas eucariotas Pol 3, pol g, Pol Ay Pol y, y
Pol4 de S. cerevisiae. Las ADN polimerasas en la familia Y incluyen, por ejemplo, Pol n, Pol 1, Pol k, Pol IV de E. coli
(DINB) y Pol V de E. coli (UmuD’2C). La familia RT (transcriptasa inversa) de las ADN polimerasas incluye, por
ejemplo, las retrotranscriptasas de retrovirus y las telomerasas eucariotas. Las ARN polimerasas ejemplares
incluyen, pero sin limitarse a ellas, ARN polimerasas viricas, tales como la ARN polimerasa de T7; ARN polimerasas
eucariotas, tales como ARN polimerasa |, ARN polimerasa Il, ARN polimerasa Ill, ARN polimerasa IV y ARN
polimerasa V; y la ARN polimerasa de Archaea.

Las clasificaciones de mas arriba se dan a conocer con propositos ilustrativos. Se debera saber que tienen cabida
las variaciones en el sistema de clasificacién. Por ejemplo, en al menos un sistema de clasificacién, las polimerasas
de la familia C se han clasificado como una subcategoria de la familia X. Ademas, las polimerasas se pueden
clasificar segun otras caracteristicas, tanto funcionales como estructurales, que pueden o no solaparse con las
caracteristicas estructurales ejemplificadas mas arriba. Algunas caracteristicas ejemplares se presentan con mas
detalle a continuacion.

Una polimerasa que tiene una actividad exonucleasa correctora 3'—5’ puede ser Util para algunas realizaciones. Las
polimerasas que sustancialmente carecen de la actividad exonucleasa correctora 3'—5" también son Utiles en
algunas realizaciones, por ejemplo, en la mayoria de las realizaciones de secuenciacién. La ausencia de la actividad
exonucleasa puede ser un tipo silvestre caracteristico o una caracteristica impartida por una estructura de la
polimerasa variante o manipulada genéticamente. Por ejemplo, el fragmento Klenow sin la exo es una versién
mutada del fragmento Klenow que carece de la actividad exonucleasa correctora 3'—5'. El fragmento Klenow y su
variante sin la exo pueden ser Utiles en un método o composicion presentado en la presente memoria. Por otra parte,
el fragmento grande de las ADN polimerasas de la familia A, tal como la ADN polimerasa | Bsu (Bsu-LF), carece de
forma natural de una funcién exonucleasa de 3’ a 5.

Las polimerasas que tienen una actividad exonucleasa de 3’ a 5 se someten al cambio intramolecular e
intermolecular tal y como se describe, por ejemplo, en Lamichhane et al. J. Am. Chem. Soc. 135: 4735-4742 (2013).
En algunas realizaciones, es deseable utilizar una polimerasa que carece de actividad exonucleasa de 3’ a 5’. Por
ejemplo, el cambio puede provocar un cambio conformacional que es dificil de distinguir de uno o varios cambios
conformacionales que se producen debido a la actividad polimerasa y que se utilizan para la secuenciacion u otros
andlisis. La actividad exonucleasa de 3’ a 5’ se puede retirar mediante la eliminacion de todo o parte del dominio
exonucleasa de 3’ a 5 o mediante la introduccion de mutaciones de pérdida de la funcién en el dominio de la
exonucleasa de 3’ a 5.

El gran fragmento de las ADN polimerasas de la familia A, tales como la ADN polimerasa | Bsu (Bsu-LF), puede
ademas modificarse para ser usado en un método presentado en la presente memoria. La Bsu-LF nativa no tiene
restos de cisteina (Cys). Uno o varios restos de Cys se pueden manipular genéticamente en una posicion accesible
de la superficie de Bsu-LF para permitir un sitio de conexién cémodo para un anclaje y otro conector que tenga un
resto reactivo de tipo sulfhidrilo. Los sitios candidatos para la introduccion de una mutacién de Cys se pueden
determinar a partir de la inspeccién de las estructuras cristalizadas de Bsu-LF u otras polimerasas homdlogas de la
familia A.

También puede ser deseable manipular genéticamente la Bsu-LF para introducir restos cargados que interactuaran
favorablemente con un sensor de carga. Por ejemplo, una modificacion beneficiosa es introducir uno o varios restos
desde el dominio del dedo de la hélice O del fragmento Klenow en una o varias posiciones comparables de Bsu-LF,
cuyo resultado neto es la introduccién de mas aminodacidos cargados en el mutante de Bsu-LF. Véase la figura 7
para la localizacion del dominio de dedo de la hélice-O del fragmento Klenow (Pollxxo en la figura) y la localizacién a
remplazar en Bsu-LF (Bsuxxx1) en la figura. Se pueden hacer cambios similares a otras polimerasas de la familia A,
tales como la ADN polimerasa Taq o la ADN polimerasa Bst.

Las polimerasas se pueden caracterizar en funcién de su procesividad. Una polimerasa puede tener una
procesividad media que tiene al menos aproximadamente de 50 nucleétidos, 100 nucleétidos, 1.000 nucleétidos,
10.000 nucleétidos, 100.000 nucledtidos o mas. Como alternativa o adicionalmente, la procesividad media de una
polimerasa utilizada tal y como se presenta en la presente memoria puede ser, por ejemplo, como mucho de 1 millén
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de nucleétidos, 100.000 nucleétidos, 10.000 nucledtidos, 1.000 nucleétidos, 100 nucledtidos o 50 nucledtidos. Las
polimerasas también se pueden caracterizar en funcién de su velocidad de procesividad o de incorporacion de
nucleétidos. Por ejemplo, muchas polimerasas nativas pueden incorporar nucleétidos a una velocidad de al menos
1.000 nucleétidos por segundo. En algunas realizaciones, se puede desear una velocidad mas lenta. Por ejemplo, se
pueden utilizar unas condiciones de reaccion y una polimerasa adecuadas para conseguir una velocidad media de
como mucho 500 nucleoétidos por segundo, 100 nucleétidos por segundo, 10 nucleétidos por segundo, 1 nucleétido
por segundo, 1 nucledétido cada 10 segundos, 1 nucleétido por minuto o mas lenta. Tal y como se presenta con mas
detalle en otra parte en la presente memoria, se pueden utilizar los analogos de nucleétido que tengan una velocidad
de incorporacion mas lenta o mas rapida que los nucleétidos que se producen de forma natural. Se debe saber que
las polimerasas de alguna entre una serie de fuentes se pueden modificar para incrementar o disminuir su
procesividad media o su velocidad media de la procesividad (p. €j., velocidad media de incorporacion de nucleotidos)
o ambas. En consecuencia, se puede conseguir una velocidad de reaccién deseada mediante el uso de una o varias
polimerasas adecuadas, analogos de nucleoétidos, plantillas de acido nucleico y otras condiciones de la reaccion.

En funcion de la realizaciéon que se ha de utilizar, una polimerasa puede ser terméfila o bien se puede inactivar con
calor. Las polimerasas termofilas son tipicamente Utiles para las condiciones de temperatura elevada o en las
condiciones de termociclacion, tales como las utilizadas para las técnicas de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Ejemplos de polimerasas termdfilas incluyen, pero sin limitarse a ellas, la ADN polimerasa 9°N, la ADN
polimerasa Taq, la ADN polimerasa Pushion®, la ADN polimerasa Pfu, la DNA polimerasa de RB69, la ADN
polimerasa KOD y la ADN polimerasa VentR®. La mayoria de las polimerasas aisladas de organismos no termofilos
se pueden inactivar con calor. Los ejemplos son las ADN polimerasas de fago. Se debe saber que las polimerasas
de cualquiera de muchas fuentes diferentes se pueden modificar para incrementarles o disminuirles su tolerancia a
las condiciones de alta temperatura. Se puede utilizar un pico de calor (a saber, un breve periodo de tiempo de
incremento de temperatura) para inactivar una o varias polimerasas inactivables con calor en una matriz, mientras
que se dejan las polimerasas termofilas en un estado activo para las posteriores reacciones o los posteriores ciclos
de una reaccion de secuenciacion.

En una realizacién alternativa, varios tipos diferentes de componentes de la reaccion se pueden conectar a través de
la coleccion multiplexada de sensores de carga. Por ejemplo, un primer subconjunto de sensores de carga en una
matriz puede estar conectado a una primera especie de polimerasa y un segundo subconjunto de sensores de carga
en la matriz puede estar conectado a una segunda especie de polimerasa. Se pueden utilizar dos, tres o mas
especies de polimerasa. El uso de diferentes especies de polimerasa puede ser (il cuando las diferentes
polimerasas tienen especificidad o sensibilidad diferente por diferentes tipos de nucleétidos o diferentes secuencias
de plantilla. Por ejemplo, los diferentes tipos de polimerasas pueden producir sefales mutuamente diferenciables
que se pueden detectar mediante sensores de carga cuando se incorpora el mismo tipo de nucleétido en una hebra
naciente de un acido nucleico. En otro ejemplo, los diferentes tipos de polimerasas pueden incluir al menos una ADN
polimerasa y al menos una ARN polimerasa. Tal configuracion se puede conseguir al proporcionar un fluido que es
heterogéneo con respecto a tener varios tipos de polimerasas cuando se conectan las polimerasas a los sensores
de carga.

En algunas configuraciones, un sensor de carga tendra capacidad para conectarse a mas de un componente de la
reaccion de un tipo concreto. Por ejemplo, un sensor de carga puede tener una capacidad para conectarse a mas de
una polimerasa. En funcion del tamario del sensor de la carga y del volumen ocupado por la polimerasa, el sensor
de carga puede tener una capacidad para conectarse a al menos 2, 3, 4, 5, 10, 15, 25 0 méas polimerasas. Esto
puede ser el caso de numerosos sensores de carga en una matriz. Tal y como se presentard con méas detalle a
continuacion, se pueden imponer temporalmente las condiciones que hacen disminuir la capacidad de un sensor de
carga, incrementar el volumen bruto de una polimerasa (u otro componente de la reaccién) o, si no, favorecer la
conexion de una Unica polimerasa (u otro componente de la reacciéon) a cada uno de los sensores de carga. De
nuevo, las condiciones se pueden aplicar a una matriz de sensores de carga.

Un componente de la reaccion puede estar conectado a un sensor de carga mediante el uso de alguna de las
numerosas quimicas conocidas en la técnica. Por ejemplo, se pueden utilizar conectores quimicos. En muchas
realizaciones, la superficie del sensor de carga es una de SiO2, Al203, HfO2, Ta20s. También se pueden utilizar otros
oxidos, por ejemplo, del grupo de los lantanidos. También se pueden usar nitruros y oxinitruros. La unién a un
conector se puede realizar con comodidad a través del hidroxilo de la superficie. En determinadas realizaciones, la
molécula del conector incluye al menos un primer y un segundo grupo funcional. Por lo general, el primer grupo
funcional interacciona con el sensor de carga y el segundo grupo funcional interacciona con el componente de la
reaccion. Los primeros grupos funcionales de ejemplo incluyen un pireno, un benceno, un ciclohexano y 2,3-dicloro-
5,6-diciano-1,4-benzoquinona. Un segundo grupo funcional de ejemplo es maleimida. Se pueden utilizar otras
quimicas conocidas para unir covalentemente las proteinas a las superficies u otros restos, tales como las vendidas
por Thermo Fisher (Waltham, MA) o Sigma Aldrich (St. Louis, MO). El grupo quimico sobre la polimerasa conectada
a los anclajes puede ser un grupo tiol, amina o carboxilico. En determinadas realizaciones, en las que el canal
conductivo es un SWNT, la superficie de un SWNT es una capa de grafito con un grosor de aproximadamente un
atomo. La molécula del conector se puede unir covalentemente a uno o a unos pocos atomos de carbono, o puede
interaccionar con una pared lateral del SWNT a través del apilamiento r-1r.

Un componente de la reaccion puede estar conectado a un sensor de carga mediante un enlace no covalente, tal
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como uno formado entre un receptor y un ligando. Los enlaces particularmente utiles son los que hay entre la
estreptavidina (o variantes o analogos de la misma) y la biotina (o0 sus analogos), los que hay entre los acidos
nucleicos complementarios, los que hay entre los anticuerpos y los epitopos, y similares. Los miembros de las
parejas anteriores se pueden unir a un componente de la reaccién y a un sensor de carga, respectivamente, de tal
manera que se pone en contacto un fluido que contiene los componentes de la reaccion con un soporte sélido que
tiene el sensor de carga dara lugar a la formacion del enlace no covalente que ancla el componente de la reaccion al
sensor de carga.

En algunas realizaciones, los componentes de la reaccion desde el fluido se conectan a los sensores de carga para
formar un anclaje conductivo. Los anclajes conductivos ejemplares incluyen los que tienen una estructura que incluye,
dopados, politiofeno, poli(3,4-etilendiioxitiofeno), poliacetilenos, polipirroles, polianilinas, polifluorenos, polifenilenos,
polipirenos, poliazulenos, polinaftalenos, policarbazoles, poliindoles o poliazepinas. El dopaje de la carga de estas
estructuras de anclaje se puede conseguir mediante la oxidacion del polimero. Los anclajes conductivos de ejemplo y
los métodos para su creacion se presentan en Vernitskaya et al. Russ. Chem. Rev. 66: 443ff (1997); MacDiarmid,
Angew. Chem. Int. Ed. 40: 2581-2590 (2001); o McNeil et al., Aust. J. Chem. 16: 1056-75 (1963).

En determinadas realizaciones, un soporte solido puede estar dentro o ser parte de un recipiente, tal como un pocillo,
tubo, canal, cubeta, placa de Petri, frasco o similar. Un recipiente particularmente atil es una celda de flujo, por
ejemplo, tal y como se describe en la patente de los EE. UU. 2010/0111768 A1 o en Bentley et al., Nature 456: 53-
59 (2008). Las celdas de flujo ejemplares son las que estan disponibles en el mercado de lllumina, Inc (San Diego,
CA). Las celdas de flujo son cdmodas para administrar reactantes a granel a una matriz de sensores de carga
durante la conexién de los componentes de la reaccién a los sensores de carga o durante las posteriores reacciones
llevadas a cabo con los componentes de la reaccion sobre los sensores de carga. Los procesos ciclicos, tales como
las reacciones de secuenciacion de acidos nucleicos, estan particularmente bien adaptadas para los dispositivos con
celdas de flujo. Otro recipiente particularmente Gtil es un pocillo en una placa multipocillo o en una placa de
microtitulacion.

Un método presentado en la presente memoria puede incluir las etapas de poner en contacto numerosos sensores
de carga con un fluido que contiene numerosos componentes de la reaccion de un tipo concreto en las condiciones
en las que los componentes de la reaccion estan en comunicacion fluida con los numerosos sensores de carga y los
componentes de la reaccion se conectan a los sensores de carga. El resultado puede ser que cada uno de los
sensores de carga se queda conectado a un solo componente de la reaccién incluso cuando la cantidad de
componentes de la reaccién en el fluido es mayor que la cantidad de sensores de carga que estan en contacto con
el fluido. La fraccién de los sensores de carga que se conecta a uno y solo uno de los componentes de la reaccién
del tipo concreto se esperaria que se ajustara a una distribucién de Poisson. La distribucion de Poisson establece un
maximo del 37% de ocupacién para la fraccion de los sensores de carga que solo se conectarian a un Unico
componente de la reacciéon de un tipo concreto cuando los componentes de la reaccion se administraban a los
sensores de carga en un fluido a granel. Sin embargo, de acuerdo con los métodos presentados en la presente
memoria, la administracion de fluido a granel de los componentes de la reaccion de un tipo concreto (p. ej.,
polimerasa u otra enzima para acido nucleico) puede dar lugar a que mas del 35%, 40%, 50%, 75%, 90%, 95% o
99% de los sensores de carga en los numerosos estén ocupados por un Unico componente de la reaccion del tipo
concreto.

En algunas realizaciones de los métodos, los componentes de la reaccion se pueden transportar de una solucion a
granel hasta los sensores de carga, por ejemplo, mediante difusién u otro proceso pasivo. Por lo tanto, se puede
producir la conexion de los componentes de la reaccion a los sensores de carga, por ejemplo, segun las quimicas
presentadas en la presente memoria o conocidas en la técnica. Como alternativa, los componentes de la reaccion se
pueden transportar activamente a los sensores de carga, por ejemplo, mediante el transporte asistido por campo
eléctrico. De nuevo, la conexion de los componentes de la reaccion al sensor de carga puede tener lugar mediante
las quimicas presentadas en la presente memoria o conocidas en la técnica.

Un método presentado en la presente memoria se puede modificar para utilizar el transporte ayudado por el campo
eléctrico de los componentes de la reaccién hacia los sitios que contienen sensores de carga. Por ejemplo, cada
sensor de carga en un soporte solido puede estar presente en un sitio que estd acoplado eléctricamente a una
fuente de energia para producir una carga eléctrica que atrae las polimerasas u otros componentes de la reaccion al
sitio que esta muy cercano al sensor de carga en ese sitio. Los métodos y el equipo de ejemplo para utilizar la ayuda
del campo eléctrico para atraer los analitos a los sitios de una matriz se describen en la patente de los EE. UU.
2009/0032401 A1. La ayuda del campo eléctrico se puede utilizar en un método de la presente descripcién, por
ejemplo, en las condiciones en las que numerosas polimerasas diferentes (u otros componentes de la reaccion)
estan en solucion, de tal manera que las polimerasas estan en comunicacion fluidica con los numerosos sensores
de carga. La carga en el sitio de cada sensor de carga se puede ajustar para conseguir la deseada velocidad o
cantidad de transporte para la polimerasa (o cualquier otro tipo concreto de componente de la reaccion).

En determinadas realizaciones que utilizan el transporte ayudado por el campo eléctrico, el campo eléctrico se
puede aplicar continuamente durante el transcurso de la reaccién que se utiliza para conectar una polimerasa (o
cualquier otro tipo concreto de componente de la reaccion) a un sensor de carga. Como alternativa, el campo
eléctrico se puede cambiar (p. €j., incrementar o disminuir) a medida que la reaccion de conexién progresa y los

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 845 548 T3

sensores de carga se llenan con la polimerasa (o cualquier otro tipo concreto de componente de la reaccion). Por
ejemplo, el incremento del campo eléctrico puede dar a conocer el beneficio de incrementar el nimero de sensores
de carga que se conectan a una polimerasa. La velocidad a la cual se incrementa el campo eléctrico, y el margen de
amplitud para el incremento, se pueden seleccionar para que el incremento de la velocidad del transporte del
componente de la reaccion hacia los sensores de carga con el tiempo se equilibre con el nimero creciente de
sensores de carga que se han conectado a la polimerasa durante el mismo periodo de tiempo. La velocidad de
cambio para el campo eléctrico se puede basar en una velocidad predicha o esperada de la conexién al polimero.
Como alternativa, el campo eléctrico se puede cambiar en respuesta a la deteccién empirica de la conexién de la
polimerasa a los sensores de carga, tal y como se presenta con mas detalle en la presente memoria.

En determinadas opciones, se puede aplicar un campo eléctrico de manera sustancialmente uniforme a todos los
sitios de una matriz que tengan sensores de carga. Asi pues, las polimerasas (u otros componentes de la reaccion)
que estan en solucion tendran una probabilidad igual de ser transportadas a cualquier sensor de carga dado. En una
opcion alternativa, un campo eléctrico puede aplicarse a solo un subconjunto de sitios de sensores de carga que
estan presentes en una matriz. De este modo, el transporte ayudado por el campo eléctrico se puede utilizar para
conectar selectivamente la polimerasa (u otro componente de la reaccién) a algunos sensores de carga mejor que a
otros. Ademas, si se desea, se puede aplicar una carga atractiva a un primer subconjunto de sitios de sensores de
carga para transportar la polimerasa al primer subconjunto de sitios y, mientras tanto, se puede aplicar una carga
repelente a un segundo subconjunto de sitios de sensores de carga para inhibir el transporte de las polimerasas a
esos sitios o para retirar (p. ej., mediante la desorcion o la degradacién) la polimerasa del segundo subconjunto de
sitios. De igual forma, se puede aplicar una carga repelente en las regiones intersticiales de una matriz que no
contiene sensores de carga para inhibir el transporte de las polimerasas hacia las regiones intersticiales o para
retirar (p. €j., mediante la desorcién o la degradacion) las polimerasas de las regiones intersticiales.

En muchas configuraciones, un amplificador que se utiliza para un sensor de carga ocupara sustancialmente mas
espacio que el propio sensor. Por ejemplo, el circuito de lectura puede ocupar un area de un dispositivo de deteccion
que esta en cualquier valor de 2 x 2 um a 20 x 20 pm, mientras un transistor con un Unico nanocable puede ocupar
tan solo 100 x 500 nm. El tamano y las dimensiones de una matriz de sensores de carga pueden, en algunas
realizaciones, estar limitados por el espacio ocupado por varios amplificadores, por ejemplo, si un amplificador esta
presente para cada sensor de carga. La limitacién puede superarse en determinadas opciones del equipo y métodos
descritos mediante la configuracion de una matriz de sensores de carga de tal manera que cada amplificador esta
conectado operativamente a varios sensores de carga. Por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 0 mas sensores de carga
pueden estar conectados al mismo amplificador. Asi pues, los sensores de carga pueden estar presente en una
matriz a una densidad mas alta que en una configuracion donde hay una conectividad de uno a uno entre los
amplificadores y los sensores de carga. Cuando esta en funcionamiento, un amplificador puede estar asignado a la
amplificacion de la sefial de solo uno de los muchos sensores de carga a los cuales estd conectado (o lo estuvo
alguna vez). Por ejemplo, la matriz de sensores de carga se puede cargar al ponerla en contacto con un fluido que
contiene numerosos componentes de la reaccion de un tipo concreto. Esta técnica de carga puede dar lugar a que
un nimero sustancial de los sensores de carga estén conectados a mas de un componente de la reaccién de un tipo
concreto y a que otros no estén cargados con ninguno de ese tipo de componente de la reaccién. Entre los
diferentes sensores de carga que estan conectados a un amplificador comun, un sensor Unico que esta conectado a
s6lo un Unico componente de la reaccién se puede diferenciar de los otros que estan sobrecargados o sin cargar, y
el amplificador puede estar asignado para que adquiera la sefal Unicamente de los sensores de carga cargados,
mientras que no adquiere la sefal de los otros sensores de carga a los cuales esta (o estuvo) conectado.

En algunas opciones, cada uno de los sensores de carga tendrd capacidad para mas de un componente de la
reaccion de un tipo concreto. Si se toma la polimerasa como ejemplo, cada sensor de carga puede tener capacidad
para conectarse a varias moléculas de polimerasa al mismo tiempo. En tales casos, la polimerasa puede estar
conectada a un resto repelente que ocupa un volumen de espacio que obstaculiza estéricamente que mas de una de
las polimerasas que estan fijadas a otro resto repelente se conecten a cada uno de los sensores de carga. De igual
forma, el resto repelente puede tener una polaridad de carga que impide electrostaticamente que mas de una de las
polimerasas que estan fijadas a otro resto repelente se conecten al mismo sensor de carga.

Un resto repelente particularmente Gtil es un acido nucleico. Un acido nucleico repelente puede proporcionar una
obstaculizacion estérica y electroestatica para limitar la ocupacién. Un acido nucleico repelente es bastante idéneo
para las polimerasas, enzimas para acido nucleico, y otros componentes de la reaccién que tienen una afinidad de
fijacion por los acidos nucleicos. Sin embargo, se debe saber que este tipo de afinidad no es necesaria ya que se
pueden utilizar métodos sintéticos para conectar los acidos nucleicos repelentes a los componentes de la reaccién,
por ejemplo, mediante el uso de los conectores, los anclajes y las quimicas de conexién presentados en la presente
memoria o conocidos en la técnica. Para conseguir la ocupacion deseada, se puede modular la longitud, la
composicion de la secuencia o la estructura secundaria del acido nucleico repelente. Por ejemplo, se pueden utilizar
acidos nucleicos mas largos cuando los sensores de carga tienen una capacidad relativamente elevada por el
componente de la reaccién al cual se conectara el sensor de carga. Los acidos nucleicos mas pequefios pueden ser
suficientes para limitar la carga de los sensores de carga mas pequefios (0 cuando se utilizan componentes de la
reaccion relativamente grandes o componentes de la reaccion muy cargados, lo que requiere asi pues solo un
pequefio incremento en las propiedades repelentes). Los acidos nucleicos también son Utiles como restos repelentes,
ya que la secuencia del acido nucleico se puede seleccionar para conseguir las propiedades deseadas de fijacién a
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una polimerasa u otra enzima para acido nucleico.

En algunas opciones, un &cido nucleico repelente se puede compactar en una estructura de nanoesfera. Los
métodos para compactar los acidos nucleicos se conocen en la técnica (por ejemplo, tal y como se describe
Bloomfield en Curr. Opin. Struct. Biol. 6(3): 334-41 (1996) y en la publicacién de solicitud de patente de los EE. UU.
n.2 2007/0099208 A1). Por ejemplo, se pueden utilizar un alcohol o una poliamina, tal como espermina o
espermidina. Un acido nucleico compactado tendra una estructura que estd empaquetada con mas densidad que la
estructura del &cido nucleico en ausencia de un agente compactante o condicion compactante, y la estructura se
parecera tipicamente a una esfera, bola o glébulo. La generacion de tales esferas de &cido nucleico compactado es
util para crear restos repelentes. Se pueden utilizar diferentes métodos para generar esferas del tamafo deseado,
por ejemplo, mediante diferentes técnicas de compactaciéon y/o modificando el nimero de copias en un amplicén.
Por lo general, los amplicones compactados tienen un diametro medio o anchura que oscila de aproximadamente
0,1 um a aproximadamente 5 um, por ejemplo, aproximadamente 0,1 um, aproximadamente 0,2 um,
aproximadamente 0,5 um, aproximadamente 1 um, 2 um, aproximadamente 3 um, aproximadamente 4 pum y
aproximadamente 5 um.

Otras moléculas poliméricas son también Utiles como restos repelentes, e incluyen, sin limitacién, polietilenglicol,
politenos, polipropileno, cloruro de polivinilo, Teflon, nilén, poliamidas, poliacetales, poliésteres, gomas de Buna,
poliacrilatos, poliestireno y policlorotrifluoroeteno. Las perlas o particulas hechas de materiales de soporte sélido o
geles también pueden funcionar como restos repelentes.

Un resto repelente puede permanecer conectado a un componente de la reaccion mientras que el componente de la
reaccion participa en una reaccién concreta que se ha de detectar mediante un sensor de carga al cual esta
conectado el componente de la reaccion. Por ejemplo, un resto repelente que se fija a una polimerasa mientras la
polimerasa esta cargada y conectada a un sensor de carga puede permanecer conectado a la polimerasa en una
posterior reaccién de adicion de nuclettidos que se detecta mediante el sensor de carga. Como alternativa, el resto
repelente se puede retirar del componente de la reaccién después de que el componente de la reacciéon se haya
conectado a un sensor de carga. Tomando de nuevo el ejemplo de una polimerasa, un resto repelente, tal como un
acido nucleico repelente, se puede retirar de la polimerasa antes de que la polimerasa participe en una reaccion
detectada con un &cido nucleico destinatario. Los restos repelentes que estan fijados a una polimerasa u otro
componente de la reaccion se pueden retirar mediante las técnicas conocidas por los expertos en la materia para
dar lugar a su eliminacién. Por ejemplo, los restos fijados no covalentemente se pueden retirar mediante lavado o
con el desplazamiento competitivo mediante el uso de otros restos que se fijan al componente de la reaccién. Los
restos fijados covalentemente se pueden retirar por medios quimicos o fisicos, tales como los presentados en la
presente memoria con respecto a la escision desde los anclajes. Los restos repelentes, una vez retirados de un
componente de reaccion, se pueden eliminar con lavados del sensor de carga al cual el componente de la reaccién
permanece conectado.

En algunas realizaciones, se puede sobrecargar un sensor de carga que tiene una capacidad de mas de un
componente de la reaccion de un tipo concreto, de tal manera que cada uno de los sensores de carga esta
conectado a varios de los componentes de la reaccién y a continuacion los componentes de la reaccién se pueden
retirar (o inactivar o degradarse) desde el sensor de carga, con lo que deja solo un Gnico componente de la reaccion
activo conectado a cada uno de los sensores de carga. Por ejemplo, se puede llevar a cabo un método para
conectar componentes de la reaccion a sensores de carga para crear anclajes escindibles entre cada componente
de la reaccion y el sensor de carga al cual esta conectado. En algunos casos, los componentes de la reaccion que
se administran en un fluido pueden incluir precursores de anclajes escindibles, los sensores de carga pueden incluir
precursores de anclajes escindibles, o tanto el componente de la reaccion como el sensor de carga pueden tener
precursores que reaccionan juntos para formar un anclaje escindible.

Los anclajes escindibles se pueden escindir mediante la rotura de enlace debido a procesos fisicos o quimicos. Por
ejemplo, un método presentado en la presente memoria puede incluir una etapa de escision de un anclaje escindible
por escisién fotoquimica, escision electroquimica, campo eléctrico, agitacion mecanica, escisién quimica o calor. Los
anclajes escindibles Utiles y sus precursores incluyen los utilizados para la modificacién de proteinas y estan
disponibles en el comercio, por ejemplo, por Thermo Fisher (Waltham, MA) o Sigma Aldrich (St. Louis, MO).

Se pueden utilizar otros métodos para retirar uno o varios componentes de la reaccion desde un sensor de carga.
Por ejemplo, la retirada se puede conseguir mediante la degradacion de uno o varios componentes de la reaccion
desde cada sensor de carga. La degradacién se puede conseguir mediante métodos fisicos, tales como calor,
fotooxidacion, ultrasonidos o similares. También se puede realizar la degradacion quimica, por ejemplo, mediante
cambios de pH, desnaturalizantes quimicos, proteasas o similares. En algunos casos, la extension de la degradacion
se puede modular al poner en contacto los componentes de la reaccién conectados al sensor con un resto protector.
La cantidad del resto protector suministrada a una matriz de sensores de carga se puede titular para dar lugar a la
fijacion de un Unico componente de la reaccién, de media, por sensor de carga. Cuando la degradacion se lleva a
cabo posteriormente, se degradara todo salvo el componente de la reaccion protegido conectado a cada sensor de
carga. Esto dejara un unico componente de la reaccién conectado a cada sensor de carga. El resto protector puede
permanecer fijado al componente de la reaccién a medida que participa en una reaccién que es detectada por el
sensor de carga, o se puede retirar el resto protector. En algunos casos, la degradacion puede ocurrir mediante la
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fijacion del sitio activo de la polimerasa a un analogo oligonucleotidico que es activo desde el punto de vista quimico
o fotoquimico. Se puede aplicar un tratamiento quimico o fotoquimico para entrecruzar el analogo oligonucleotidico a
la polimerasa. Como resultado, esta polimerasa puede volverse incapaz de aceptar un acido nucleico destinatario, o
cebador, o la polimerasa puede volverse incapaz de cambiar la conformacién (p. ej., cambios de conformacién
abierto-cerrado) que hubiera sido detectada por el sensor de carga.

Un ejemplo de un resto protector Gtil es un acido nucleico, tal como una nanoesfera de ADN. Por ejemplo, se pude
utilizar un &cido nucleico para que se fije a una polimerasa o a otra enzima para acido nucleico para proporcionar
estabilidad contra la desnaturalizacion o la modificacion quimica. Un &cido nucleico también puede proporcionar un
bloqueo estérico que impide que las proteasas tengan acceso a una polimerasa que esta fijada a un sensor de carga.
Otro ejemplo es un ADN monocatenario hibridado a un cebador; en este caso, el extremo 3’ del cebador se fijara al
centro catalitico de la polimerasa, lo que impide la fijacion de los restos reactivos de desactivacion de la polimerasa.
Un ejemplo mas de un resto protector es una proteina, tal como un anticuerpo, que actla de manera selectiva sobre
una polimerasa especifica. La proteina o anticuerpo puede proteger contra la modificacion quimica o proporcionar un
bloqueo estérico que impide que las proteasas tengan acceso a la polimerasa. Si es deseable retirar el anticuerpo, el
anticuerpo se podria retirar mediante el uso de, por ejemplo, calor. Una temperatura adecuada seria una en la que el
anticuerpo ya no estéd fijado de manera estable a la polimerasa, pero en la que la polimerasa es estable. Otros
materiales que se han ejemplificado en la presente memoria para ser usados como restos repelentes pueden servir
como restos protectores.

La degradacion, inactivacién o retirada de los componentes de la reaccion en exceso desde los sensores de carga
se puede realizar con o sin el seguimiento de los sensores de carga para determinar el alcance de la degradacién o
de la retirada. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, un procedimiento para retirar uno o varios componentes
de la reaccién de un tipo concreto de los sensores de carga modificados puede incluir las etapas de (i) retirar uno o
varios de los componentes de la reaccion de cada uno de los sensores de carga modificados, (ii) seguir los sensores
de carga para que la presencia de numerosos componentes de la reaccion se distinga de la presencia de un Unico
componente de la reaccion, y (iii) interrumpir la retirada para dejar tan solo uno de los componentes de la reaccién
fijados a cada uno de los sensores de carga modificados. El estado del sensor de carga se puede seguir mediante la
deteccion de cambios en la sefial del sensor de carga. Como alternativa o adicionalmente, se puede utilizar un
sensor diferente para detectar la presencia o la ausencia de los componentes de la reaccién en la superficie del
sensor de carga. Se puede utilizar cualquiera de las muchas modalidades de deteccion, que incluyen, por ejemplo,
la fluorometria para detectar marcadores fluorescentes en los componentes de la reaccién, métodos de dispersion
optica, métodos de absorbancia para detectar cromé6foros y otros métodos de deteccion analitica conocidos en la
técnica que pertenecen al campo de la deteccién de proteinas y de otros componentes de la reaccion.

Un método de la presente descripcion puede incluir una etapa de proporcionar uno o varios acidos nucleicos
destinatarios a un soporte sélido que comprende al menos un sensor de carga. En determinadas realizaciones, el
sensor de carga se habra conectado previamente a otro componente de la reaccion que reaccionara con el uno o
varios acidos nucleicos en una reaccién deseada, ejemplos de los cuales incluyen enzimas para acidos nucleicos,
tales como polimerasas. En otras realizaciones, el &cido o acidos nucleicos destinatarios se pueden administrar a un
sensor de carga antes o al mismo tiempo que los otros componentes de la reaccién (p. €j., enzimas para acidos
nucleicos o polimerasas) se administran al sensor 0 sensores de carga.

Los acidos nucleicos destinatarios que se utilizan en un método o equipo tal como se describe en el presente
documento pueden estar compuestos de ADN, ARN o anédlogos de los mismos. La fuente de los acidos nucleicos
destinatarios pueden ser ADN genomico, ARN mensajero u otros acidos nucleicos de fuentes nativas. En algunos
casos, los acidos nucleicos destinatarios que proceden de tales fuentes se pueden amplificar antes de ser utilizados
en un método o composicion en la presente memoria. Se puede utilizar cualquiera de las muchas técnicas de
amplificacion conocidas, entre ellas, pero sin limitarse a ellas, la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
amplificacion por circulo rodante (ACR), amplificacién por desplazamiento multiple (ADM) o amplificacién por cebado
aleatorio (ACA). Se debe saber que es optativa la amplificacion de los acidos nucleicos destinatarios antes de su uso
en un método o equipo presentado en la presente memoria. De tal manera, los acidos nucleicos destinatarios no se
amplificaran antes de ser usados en algunas realizaciones de los métodos y las composiciones presentadas en la
presente memoria. Los acidos nucleicos destinatarios pueden proceder optativamente de genotecas sintéticas. Los
acidos nucleicos sintéticos pueden tener composiciones de ADN o ARN nativas o pueden ser analogos de los
mismos.

Las muestras biolégicas de ejemplo de las cuales pueden proceder los acidos nucleicos destinatarios incluyen, por
ejemplo, las de un mamifero, tal como un roedor, ratén, rata, conejo, conejillo de Indias, ungulado, caballo, oveja,
cerdo, cabra, vaca, gato, perro, primate, primate humano o no humano; una planta, tal como Arabidopsis thaliana,
maiz, sorgo, avena, trigo, arroz, colza o soja; un alga, tal como Chlamydomonas reinhardtii; un nematodo, tal como
Caenorhabditis elegans; un insecto, tal como Drosophila melanogaster, mosquito, mosca de la fruta, abeja o araria;
un pez, tal como el pez cebra; un reptil; un anfibio, tal como un sapo o Xenopus laevis; un Dictyostelium discoideum;
un hongo, tal como Pneumocystis -carinii, Takifugu rubripes, levadura, Saccharomyces cerevisiae o0
Schizosaccharomyces pombe; o un Plasmodium falciparum. Los acidos nucleicos destinatarios también pueden
proceder de un procariota, tal como una bacteria, Escherichia coli, estafilococos o Mycoplasma pneumoniae; una
arquea; un virus tal como el virus de la hepatitis C, virus de Ebola o el virus de la inmunodeficiencia humana; o un
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viroide. Los acidos nucleicos destinatarios pueden proceder de un cultivo o una poblacion homogéneos de los
organismos de mas arriba o, como alternativa, de una coleccion de varios organismos diferentes, por ejemplo, en
una comunidad o ecosistema.

Los acidos nucleicos destinatarios no necesitan proceder de fuentes naturales y pueden, en cambio, sintetizarse con
las técnicas conocidas. Por ejemplo, las sondas de expresion génica o las sondas de genotipado se pueden
sintetizar y utilizar en los métodos y equipo presentados en la presente memoria.

En algunas realizaciones, los &cidos nucleicos destinatarios se pueden obtener como fragmentos de uno o varios
acidos nucleicos méas grandes. Se puede llevar a cabo la fragmentacion mediante el uso de cualquiera de una serie
de técnicas conocidas en el campo, entre ellas, por ejemplo, nebulizacion, ultrasonidos, escisidn quimica, escision
enzimatica o cizalladura fisica. La fragmentacion también puede ser resultado del uso de una técnica de
amplificacion concreta que produce amplicones al copiar solo una parte de un &cido nucleico mas grande. Por
ejemplo, la amplificacién por PCR produce fragmentos que tienen un tamario definido por la longitud de la secuencia
de nucledtidos sobre la plantilla original que esta entre las localizaciones en las que los cebadores flanqueantes se
hibridan durante la amplificacion.

Una poblacion de acidos nucleicos destinatarios o amplicones de los mismos puede tener una longitud media de
hebra que se desea o que es idonea para una aplicacion concreta de los métodos o del equipo presentado en la
presente memoria. Por ejemplo, la longitud media de la hebra puede ser de menos de aproximadamente 100.000
nucleétidos, 50.000 nucleétidos, 10.000 nucledétidos, 5.000 nucledtidos, 1.000 nucledtidos, 500 nucleétidos, 100
nucleétidos o 50 nucleétidos. Como alternativa o adicionalmente, la longitud media de la hebra puede ser mayor de
aproximadamente 10 nucleétidos, 50 nucledtidos, 100 nucleétidos, 500 nucleétidos, 1.000 nucledtidos, 5.000
nucleétidos, 10.000 nucleétidos, 50.000 nucledtidos o 100.000 nucledtidos. La longitud media de la hebra de una
poblacién de acidos nucleicos destinatarios, o0 amplicones de los mismos, puede estar en un margen entre un valor
maximo y minimo presentado mas arriba.

En algunos casos, una poblacion de acidos nucleicos destinatarios se puede producir en las condiciones, o si no se
puede configurar, para que tengan una longitud maxima para sus miembros. Por ejemplo, la longitud méaxima para
los miembros que se utilizan en una o varias etapas de un método presentado en la presente memoria 0 que estan
presentes en una composicion concreta puede ser de menos de aproximadamente 100.000 nucledétidos, 50.000
nucledtidos, 10.000 nucleétidos, 5.000 nucleétidos, 1.000 nucledtidos, 500 nucledtidos, 100 nucledtidos o 50
nucleétidos. Como alternativa o adicionalmente, una poblacién de acidos nucleicos destinatarios, o amplicones de
los mismos, se puede producir en las condiciones, o si no se puede configurar, para que tenga una longitud minima
para sus miembros. Por ejemplo, la longitud minima para los miembros que se utilizan en una o varias etapas de un
método presentado en la presente memoria 0 que estan presentes en una composicion concreta puede ser de mas
de aproximadamente 10 nucleétidos, 50 nucleétidos, 100 nucleétidos, 500 nucleétidos, 1.000 nucledtidos, 5.000
nucleétidos, 10.000 nucleétidos, 50.000 nucledtidos o 100.000 nucleétidos. La longitud de la hebra méaxima y minima
para los acidos nucleicos destinatarios en una poblacién puede estar en un margen entre un valor maximo y minimo
presentado mas arriba.

También se describe en la presente memoria un método para detectar un nucleétido. El método puede incluir las
etapas de (a) aportar una proteina de fijaciéon a nucleétidos (p. €j., una polimerasa) anclada a un sensor de carga en
el soporte soélido; (b) aportar uno o varios nucleétidos marcados, por medio de lo cual la presencia del marcador
puede ser detectada por el sensor de carga cuando el marcador estéd cercano al sensor de carga; y (c) detectar la
fijacion del nucle6tido marcado a la proteina mediante el uso del sensor de carga.

La fijacion de un nucledtido a una enzima de fijacion a acido nucleico, tal como una polimerasa, se puede detectar
basandose en la atraccion de un marcador con carga a la enzima, lo que a su vez provoca una perturbacion
detectable del campo que rodea al sensor de carga al cual esta conectada la enzima. Los marcadores de carga de
ejemplo se han presentado anteriormente en la presente memoria. En determinadas realizaciones, el marcador con
carga esta conectado en la posicion del fosfato B o y del nucleétido. Una ventaja que tiene conectar el marcador a la
posicion del fosfato B o y del nucleétido es que el marcador puede retirarse mediante la actividad catalitica de la
polimerasa cuando se incorpora el nucleétido en una hebra naciente. Sin embargo, el marcador no necesita ser
retirado mediante la actividad de la polimerasa. Asi pues, el marcador puede estar conectado a cualquiera de una
serie de posiciones en un nucleétido, que incluye, por ejemplo, mediante un conector al resto de la base de un
nucleétido (véase, por ejemplo, las posiciones de los nucledtidos y los conectores presentados en las patentes de
los EE. UU. n.°s 7.427.673; 7.414.116 y 7.057.026 y las publicaciones de patente internacional en el marco PCT WO
91/06678 y WO 07/123744). Un marcador también puede estar conectado a la posicién del fosfato a del nucleétido o
en el resto ribosa del nucleétido. Un marcador conectado a cualquiera de los muchos restos de un nucleétido puede
ser escindido optativamente desde el nucleétido después de ser detectado, por ejemplo, mediante la escision de un
conector con carga.

Un marcador utilizado en un método o equipo presentado en la presente memoria puede ademas incluir un resto
oligonucleotidico. Los restos oligonucleotidicos de ejemplo incluyen ADN, ARN y PNA, tal y como se ha presentado
mas arriba en la presente memoria. Tal y como se ejemplifica anteriormente en la presente memoria, un resto
oligonucleotidico puede ser Util para hibridarse a un anclaje de acido nucleico u otro &cido nucleico para localizar la
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perturbacién del campo eléctrico que se produce con una distancia deseada de un sensor de carga. El resto
oligonucleotidico se puede producir como una estructura intermedia entre el nucleétido y un resto cargado. Sin
embargo, el resto con carga es optativo y no necesita estar localizado en un extremo del resto oligonucleotidico que
esta distal al punto de conexion al nucleétido. Aunque en la presente memoria se ejemplifican varias realizaciones
con respecto a los analogos de nucleétidos que tienen restos oligonucleotidicos que interaccionan con los anclajes
de acido nucleico, se entendera que los analogos de nucleétidos pueden tener otros componentes conectores en
lugar de restos oligonucleotidicos. Los componentes conectores pueden comprender un miembro de una pareja de
fijacion que interacciona con otro miembro que es parte de un anclaje.

En algunas realizaciones, diferentes tipos de nucleétidos pueden estar conectados a diferentes marcadores. Asi
pues, las diferencias de sefial que surgen de los marcadores se pueden utilizar para distinguir los diferentes tipos de
nucleétidos. Esto puede ser particularmente Util para los métodos de secuenciacién de acidos nucleicos en donde
varios tipos diferentes de nucleétidos se administran a una polimerasa de un modo tal que varios tipos diferentes de
nucleétidos estan presentes en paralelo durante un acontecimiento de deteccién. Por ejemplo, cuatro nucleétidos
diferentes que tienen cuatro restos de carga diferentes se pueden utilizar tal y como se ejemplificé previamente en la
presente memoria con respecto a la figura 2 y a la figura 3. Como alternativa o adicionalmente, los restos de
marcadores pueden contener restos oligonucleotidicos que se hibridan a diferentes secuencias de anclaje para
producir sefiales mutuamente distintas en un sensor de carga. En algunas realizaciones, varios nucleétidos
marcados que se utilizan en un método presentado en la presente memoria tendran diferentes marcadores de carga,
respectivamente, pero cada uno de dichos nucledtidos marcadores tendra un resto oligonucleotidico que es capaz
de hibridarse a la misma secuencia de anclaje inmovilizada. Tal y como se presenta anteriormente en la presente
memoria, diferentes analogos de nucleétido pueden tener restos oligonucleotidicos de diferente longitud o, como
alternativa, dos o mas de los analogos de nucledtido pueden tener restos oligonucleotidicos que tienen la misma
longitud.

Los diferentes nucle6tidos no necesitan tener marcadores diferentes. Los diferentes nucleétidos se pueden
administrar a una reaccién por separado, de tal manera que los nucledtidos se distingan basandose en el
conocimiento de cuando y dénde se han administrado. Por ejemplo, una reaccién de secuenciacion puede incluir
adiciones secuenciales de cuatro nucleétidos independientes por ciclo, con lavados entre la adicién de cada
nucleétido. Esta administracion por separado de los nucleétidos se puede realizar si los diferentes nucleotidos estan
marcados Unicamente o estadn marcados de manera uniforme.

Un método de secuenciacion de acidos nucleicos se puede realizar mediante (a) el aporte de una polimerasa
anclada a un sensor de carga en soporte sdlido; (b) el aporte de uno o varios nucleétidos marcados, gracias a lo cual
se puede detectar la presencia del marcador mediante el sensor de carga cuando el marcador esta cercano al
sensor de carga; y (c¢) la detecciébn de la incorporacion del nucleétido marcado en una hebra naciente
complementaria a un &cido nucleico de plantilla mediante el uso del sensor de carga. Se pueden detectar numerosos
acontecimientos de incorporacién en sucesion para determinar la secuencia. Como alternativa, solo se detecta un
Unico acontecimiento de incorporaciéon en cada hebra naciente, y esta informacion se combina con el conocimiento
de la secuencia para la hebra naciente (o la plantilla a la cual se hibrida) para llegar a la secuencia.

En las realizaciones multiplexadas, el soporte sélido puede incluir numerosos sensores de carga que estan anclados
a las polimerasas, y el método incluye una etapa de deteccion de la incorporacion de un nucleétido marcado en una
hebra naciente complementaria a un acido nucleico de plantilla en cada polimerasa de las numerosas polimerasas.
Las numerosas polimerasas utilizadas en una realizacion multiplexada pueden incluir optativamente al menos dos
tipos diferentes de polimerasa. Los diferentes tipos de polimerasa se pueden seleccionar para producir senales
mutuamente distinguibles por los sensores de carga cuando se incorpora el mismo tipo de nucleétido en una hebra
naciente del acido nucleico. De este modo, una matriz de sensores de carga que tiene diferentes polimerasas
conectadas (p. €j., una por sensor de carga) puede distinguir una mayor variedad de secuencias de acido nucleico u
ofrecer una mayor sensibilidad de lo que estaria disponible cuando se usa una matriz que tiene solo un tipo de
polimerasa conectada a los sensores de carga. Por ejemplo, cuando se secuencia la misma plantilla mediante la
accién de dos polimerasas diferentes, se generaran dos series diferentes de sefnales. Las dos series de sefales se
pueden comparar o, Si no, se pueden utilizar en combinacién para dar a conocer una secuencia de nucle6tidos mas
exacta de lo que se podria obtener con solo una serie de sefales desde solo un tipo de polimerasa.

Una matriz tal y como se describe en la presente memoria, por ejemplo, que se ha producido mediante un método
presentado en la presente memoria, se puede utilizar para cualquiera de una serie de aplicaciones. Una aplicacion
particularmente Util es la secuenciacién de acidos nucleicos. Un ejemplo es la secuenciacion basada en la sintesis
(SBS). En la SBS, se sigue la extension de un cebador de acido nucleico a lo largo de una plantilla de acido nucleico
(p. €j., un &cido nucleico destinatario o amplicon del mismo) para determinar la secuencia de nucleétidos de la
plantilla. El proceso quimico subyacente puede ser la polimerizacion (p. ej., que esta catalizada por una enzima
polimerasa). En una determinada realizacién de SBS basada en polimerasas, los nucleétidos se afaden a un
cebador (con lo que se extiende el cebador) de una forma dependiente de la plantilla, de tal manera que la deteccién
del orden y del tipo de nucledtidos afadidos al cebador se puede utilizar para determinar la secuencia de la plantilla.
Numerosas plantillas diferentes en diferentes sensores de carga de una matriz presentada en la presente memoria
se pueden someter a una técnica de SBS en las condiciones en las que los acontecimientos que se producen para
las diferentes plantillas se pueden diferenciar debido a su posicién en un sensor de carga especifico de la matriz.
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Las celdas de flujo aportan un formato comodo para albergar una matriz que se produce mediante los métodos de la
presente descripcion y que esta sujeta a una SBS u otra técnica de deteccién que implica que los reactivos se
administren repetidamente en ciclos. Por ejemplo, para iniciar un primer ciclo de SBS, uno o varios nucleétidos (que
tienen optativamente marcadores con carga) se pueden hacer fluir en/a través de una celda de flujo que alberga una
matriz de sensores de carga, en donde cada uno tiene una polimerasa conectada a él a la cual esta fijada una
plantilla de acido nucleico. Se pueden detectar los sitios de una matriz en los que la extensién del cebador provoca
la incorporacién de un nucleétido. Optativamente, los nucleétidos pueden ademas incluir una propiedad de
terminacion reversible que termina la extension del cebador posterior una vez que se ha afiadido un nucleétido a un
cebador. Por ejemplo, un analogo de nucleétido que tiene un resto terminador reversible se puede afiadir a un
cebador de tal manera que la posterior extension no se puede producir hasta que se administra un agente de
desbloqueo para retirar el resto. Asi pues, para las realizaciones que utilizan la terminacién reversible, se puede
administrar un reactivo de desbloqueo a la celda de flujo (antes o después de que se produzca la deteccién). Se
pueden llevar a cabo los lavados entre las diferentes etapas de administracion. A continuacién, el ciclo se puede
repetir n veces para que n nucleotidos extiendan el cebador, mediante lo cual se detecta una secuencia de longitud
n. Los procedimientos de ejemplo de la SBS y los sistemas fluidicos que se pueden adaptar con facilidad para ser
usados con una matriz producida por los métodos de la presente descripcion se describen, por ejemplo, en Bentley
et al, Nature, 456: 53-59 (2008), la solicitud de patente internacional WO 04/018497; la patente de los EE. UU. US
7.057.026; la solicitud de patente internacional WO 91/06678; la solicitud de patente internacional WO 07/123744; y
las patentes de los EE. UU. n.°s US 7.329.492; US 7.211.414; US 7.315.019; US 7.405.281 y US 2008/0108082.

Las reacciones de secuenciacion basadas en la ligacién también son Utiles e incluyen, por ejemplo, las descritas en
Shendure et al. Science 309: 1728-1732 (2005), y las patentes de los EE. UU. n.°s US 5.599.675 y US 5.570.341.
Algunas realizaciones pueden incluir procedimientos de secuenciacién basada en la hibridacién, tal y como se
describe, por ejemplo, en Bains et al., Journal of Theoretical Biology 135 (3), 303-7 (1988); Drmanac et al., Nature
Biotechnology 16, 54-58 (1998); Fodor et al., Science 251 (4995), 767-773 (1995) y en la solicitud de patente
internacional WO 1989/10977. En ambos procedimientos de secuenciacién basada en la ligacion y de secuenciacion
basada en la hibridacion, los &acidos nucleicos destinatarios (0 amplicones de los mismos) se someten a ciclos
repetidos de administracion y deteccion de oligonucleétidos. Tales métodos se pueden modificar con facilidad para
detectar cambios conformacionales de la ligasa o para detectar oligonucleétidos marcados con carga en lugar de la
deteccion fluorescente de los marcadores 6pticos descrita en los métodos publicados.

Otra aplicacion util para una matriz que se describe en la presente memoria, por ejemplo, que se ha producido
mediante un método presentado en la presente memoria, es el andlisis de la expresion génica. La expresion de los
genes se puede detectar o cuantificar mediante el uso de técnicas de secuenciacion de ARN, tales como las
denominadas secuenciacion digital de ARN. Las técnicas de secuenciacion de ARN se pueden llevar a cabo
mediante el uso de metodologias de secuenciacion conocidas en la técnica, tales como las presentadas mas arriba,
salvo que la deteccion de fluorescencia de los nucleétidos marcados épticamente se puede remplazar por los
métodos de deteccion basados en la carga presentados en la presente memoria. La expresion génica también se
puede detectar o cuantificar mediante el uso de las técnicas de hibridacién llevadas a cabo mediante la hibridacién
directa a una matriz o mediante el uso de un ensayo multiplexado, cuyos productos se detectan en una matriz. Los
ensayos de biologia molecular de ejemplo que se pueden utilizar para los analisis de expresién y de genotipado
basados en una matriz se describen en las patentes de los EE. UU. n.°s 7.582.420; 6.890.741; 6.913.884 o
6.355.431, o0 en las publicaciones de patente de los EE. UU. n.°s 2005/0053980 A1; 2009/0186349 A1 o US
2005/0181440 A1. Estos métodos pueden adaptarse con facilidad mediante el remplazo de los marcadores 6pticos y
la deteccion de fluorescencia con las técnicas de deteccién basadas en la carga, y optativamente en los marcadores
con carga presentados en la presente memoria.

Un método de secuenciacion de acidos nucleicos tal y como se describe en el presente documento puede incluir las
etapas de (a) aporte de una polimerasa anclada a un sensor de carga en soporte solido; (b) aporte de uno o varios
nucleétidos marcados, mediante los cuales la presencia del marcador puede ser detectada por el sensor de carga
cuando el marcador esta cerca del sensor de carga, en donde uno o varios nucleétidos marcados tienen restos
terminadores reversibles; (¢) deteccion de la incorporacion de uno o varios nucleétidos marcaos en una hebra
naciente complementaria a un acido nucleico de plantilla mediante el uso de un sensor de carga, con lo que se
forma una hebra naciente terminada reversiblemente; (d) modificacién de la hebra naciente terminada con un
nucleétido reversible para hacer que la hebra naciente sea capaz de incorporar otro nucleétido; y (e) repeticion de (b)
hasta (d) para obtener una secuencia del acido nucleico de la plantilla.

El uso de nucleétidos de terminacion reversible en una reaccién de secuenciacion ofrece ventajas relacionadas con
el control de la etapa para el procedimiento de extensién de la polimerasa que, si no, seria continua. Este control de
la etapa puede ser Util para incrementar la cantidad de tiempo que una hebra de acido nucleico recién extendida se
pasa en un estado detectable. Por ejemplo, un marcador con carga que estd en un nucleétido de terminacion
reversible se puede mantener en una hebra naciente después de haber sido afadido por una polimerasa y hasta
que una cantidad deseada de la sefal se acumula por el sensor de carga. Esto puede permitir que se incremente la
sefal recogida. A continuacion, el procedimiento de secuenciacion puede proseguir con la adicion del desbloqueante
seguido de ciclos posteriores de adicion de nucleétidos.

Otra ventaja del control de etapa conferido por el uso de nucleétidos de terminacion reversible es la capacidad para
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sincronizar un conjunto de componentes de la reaccion que se someten a la misma reaccion. Asi pues, un método
de secuenciacion presentado en la presente memoria se puede llevar a cabo para numerosas copias del mismo
acido nucleico fijadas a numerosas polimerasas en el sitio en donde esté localizado un sensor de carga (p. €j., las
muchas polimerasas pueden estar conectadas a un Unico sensor de carga). La etapa de deteccion utilizada para
identificar el nucleétido afnadido durante cada ciclo de actividad de la polimerasa se puede sincronizar con eficacia
mediante el uso de nucleétidos de terminacion reversible. Aunque los nucleétidos de terminacién reversible
proporcionan ventajas para la deteccién en conjunto, se debe saber que los métodos de secuenciaciéon que utilizan
nucleétidos de terminacion reversible se pueden utilizar cuando esta conectada una Unica polimerasa a cada uno de
los sensores de carga.

Se puede preparar un conjunto de reacciones de secuenciacion para que incluya numerosas polimerasas
conectadas a un sensor de carga comun, en donde las polimerasas estan fijadas a acidos nucleicos destinatarios
que tienen la misma secuencia de plantilla y un cebador (o hebra naciente) con la misma secuencia. Las
polimerasas pueden estar conectadas al sensor de carga tal y como se presenta anteriormente en la presente
memoria. A continuacion, se pueden poner en contacto con las polimerasas uno o varios acidos nucleicos
destinatarios que comprenden numerosas repeticiones de la misma secuencia de plantilla. Por ejemplo, una
molécula de &cido nucleico destinatario que tiene repeticiones concatenadas de la secuencia de plantilla se puede
administrar a las polimerasas en el sitio concreto. En este caso, la subunidad de la secuencia que forma cada
repeticion puede funcionar como una secuencia de la plantilla independiente. Optativamente, se puede escindir el
acido nucleico que codifica la repeticion concatenada para que se formen moléculas diferentes en las que cada una
tiene una Unica secuencia de plantilla. Cada una de estas moléculas diferentes se puede secuenciar entonces con
las polimerasas en el sitio. El 4cido nucleico que codifica la repeticion concatenada se puede crear mediante la
amplificacion por circulo rodante (ACR), por ejemplo, tal y como se describe en Lizardi et al., Nat. Genet. 19: 225-
232 (1998) y la publicacién de solicitud de patente de los EE. UU. n.2 2007/0099208 A1.

También se describe en el presente documento un método de secuenciacion de acidos nucleicos que incluye las
etapas de (a) aportar una polimerasa anclada a un sensor de carga en soporte sdlido; (b) poner en contacto la
polimerasa con un &cido nucleico plantilla y uno o varios tipos diferentes de nucleétidos en las condiciones en las
que la polimerasa cataliza la adicién de uno o varios tipos de nucleétidos para formar un complemento de &cido
nucleico de la plantilla de acido nucleico, y en donde la adicion de uno o varios tipos diferentes de nucleotidos
produce un cambio de sefal conformacional desde la polimerasa que se detecta mediante el sensor de carga; (¢)
detectar un cambio en la sefnal de la polimerasa mediante el uso del sensor de carga; y (d) determinar la velocidad,
polaridad, amplitud o duracién del tiempo del cambio en la sefal por la adicion de uno o varios tipos diferentes de
nucleétidos, mediante lo cual se determina una secuencia de nucle6tidos para el &cido nucleico de plantilla.

En realizaciones concretas, se puede determinar una secuencia de nucleétidos de una plantilla de acido nucleico
basandose en los cambios conformacionales que se producen en una enzima para acido nucleico, tal como una
polimerasa. La capacidad de distinguir los cambios conformacionales que se producen para cada tipo de nucleétido
con el que interacciona la enzima y de determinar la secuencia de los cambios se puede utilizar para determinar la
secuencia del acido nucleico. Por ejemplo, una polimerasa que afiade nucleétidos secuencialmente a una hebra de
acido nucleico naciente sufre cambios conformacionales con cada nucleétido afadido. Tal y como se presenta con
mas detalle en la presente memoria, los cambios conformacionales que se producen para cada tipo de nucle6tido
que se anade se pueden distinguir mediante un sensor de carga (0 basandose en el conocimiento de que el
nucleétido o nucledtidos se administran fluidicamente al sustrato en donde se tiene que vigilar la secuenciacion) y la
secuencia de estos cambios se puede detectar para determinar la secuencia del &cido nucleico.

Una enzima para acido nucleico puede estar marcada para producir una o varias sefiales indicativas de un cambio
conformacional en la enzima a medida que interacciona con uno o varios reactantes, tales como un acido nucleico o
nucle6tido. Una polimerasa puede estar marcada conformacionalmente de tal manera que la actividad de la
polimerasa se pueda vigilar mediante la deteccion del movimiento alostérico de la carga. Por ejemplo, una
polimerasa se puede marcar conformacionalmente para permitir la deteccion de una sefal indicativa de la fijacion del
nucledtido, una senal indicativa de la adicion de un nucleétido a una molécula de &cido nucleico en crecimiento, o
una sefal indicativa de un cambio intermedio de la conformacién de la polimerasa entre la fijacién y la catalisis. En
consecuencia, una polimerasa puede incluir al menos un resto de marcador no natural que se detecta en el sensor
de carga. La polimerasa puede estar manipulada genéticamente para que tenga cargas negativas y positivas que
aumenten al maximo el cambio de la carga por unidad de volumen a través de los movimientos alostéricos. Si este
volumen unitario esta cercano al sensor de carga, este movimiento se puede detectar con facilidad. En realizaciones
concretas, una sefal detectada por un sensor de carga de una polimerasa marcada conformacionalmente puede
distinguir entre un acontecimiento de fijacion y un acontecimiento catalitico. Sin embargo, tal distinciéon puede no ser
necesaria para algunas realizaciones y la sefal puede ser simplemente indicativa de la adicién global de un
nucleétido. Como alternativa o adicionalmente, la sefial puede distinguir entre la fijacion de un nucle6tido
emparejado a la base correcta y la fijacién de un nucleétido emparejado a la base incorrecta.

Un resto marcador particularmente atil que se puede conectar a una polimerasa o a otra enzima para acido nucleico
utilizada en un método o equipo presentado en la presente memoria es un marcador con carga negativa, cuyos
ejemplos incluyen, pero sin limitarse a ellos, un grupo fosfato, grupo carboxilo, aminoacido, DMT y/o FMOC.
También son Utiles los marcadores con carga positiva que incluyen, por ejemplo, una amina primaria. Los
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marcadores intrinsecos, tales como las cadenas laterales de aminoacidos o las modificaciones postraduccionales
que se producen de forma natural (p. ej., fosforilacion, adicion de flavina, reduccion de disulfuros o similares)
también pueden proporcionar restos Utiles para la deteccion en un método o equipo presentado en la presente
memoria.

En algunas realizaciones se puede utilizar un analogo de nucle6tido que se incorporada a una hebra de
polinucledtido gracias a una polimerasa a una velocidad que, cuando se mide, es diferente de la velocidad a la cual
se incorpora otro nucleétido en la hebra gracias a la polimerasa. Otro analogo de nucleétido Util es uno que se fija a
una polimerasa a una velocidad que, cuando se mide, es diferente de la velocidad a la que otro nucleétido se fija a la
polimerasa. También es util un andlogo de nucleétido que provoca un cambio conformacional de una polimerasa a
una velocidad que, cuando se mide, es diferente de la de otro nucleétido. La velocidad relativa de fijacion,
incorporacion o cambio conformacional de la polimerasa para un analogo de nucleétido se puede medir con respecto
a un nucledtido natural que tiene el mismo compariero de emparejamiento de bases de Watson y Crick, o respecto a
otros nucleétidos que se utilizan en la reaccion de sintesis de &cidos nucleicos. La velocidad relativa puede ser mas
rapida o mas lenta para el analogo de nucleoétido.

De acuerdo con realizaciones concretas, una polimerasa u otra enzima para acido nucleico se puede marcar
conformacionalmente. La marcacion conformacional de las enzimas para acido nucleico proporciona ventajas para el
andlisis de secuencias de &cidos nucleicos. Las moléculas marcadas conformacionalmente, y los métodos para
fabricarlas y utilizarlas, se ejemplificaran a continuacién con respecto a las polimerasas marcadas. Se entendera que
se pueden fabricar y se pueden utilizar otras enzimas para acido nucleico, tales como las exonucleasas y las
transcriptasas inversas, de manera similar.

Las polimerasas sufren cambios conformacionales en el transcurso de la sintesis de un polimero de acido nucleico.
Por ejemplo, las polimerasas sufren un cambio conformacional desde una conformacién abierta a una conformacion
cerrada tras la fijacion de un nucleétido. Asi pues, una polimerasa que esta fijada a una plantilla de acido nucleico y
a un cebador en crecimiento esté en lo que se denomina en la técnica una conformacién «abierta». Una polimerasa
que esta fijada a una plantilla de acido nucleico, con el cebador, y con un nucleétido correctamente emparejado por
cada base, esta en lo que se denomina en la técnica una conformacion «cerrada». A un nivel estructural mas
detallado, la transicion desde la conformacion abierta a la cerrada se caracteriza por el movimiento relativo dentro de
la polimerasa que da lugar a que el dominio «pulgar» y el dominio «dedos» estén mas cerca el uno del otro. En la
conformacion abierta, el dominio pulgar esta apartado del dominio dedos, muy intimamente relacionado con la
apertura y el cierre de la palma de una mano. En diferentes polimerasas, la distancia entre la punta del dedo y el
pulgar puede cambiar hasta 30 A entre las conformaciones «abierta» y «cerrada». La distancia entre la punta del
dedo y el resto de los dominios de la proteina puede también cambiar hasta 10 A. Se debe saber que se pueden
producir también cambios méas grandes y que se pueden explotar en un método presentado en la presente memoria,
de tal manera que se pueda detectar un cambio que es mayor de 10 A. Ademas, se pueden detectar cambios més
pequerios, entre ellos los que son de menos de 10, 8, 6, 4 0 2 A, siempre y cuando el cambio de la distancia sea
suficiente para ser detectable con el uso de un sensor de carga.

En realizaciones concretas, un marcador con carga que esta conectado a un dominio dedos puede estar conectado
a un resto en la posicién 376 o los restos dentro de un radio de 5 A desde la posicién 376 de la ADN polimerasa de
®29, y un marcador que esta conectado al dominio pulgar u otro dominio puede estar conectado a un resto en la
posicion 535, 203, 510, 564 o los restos dentro de un radio de 5 A desde estas posiciones de la ADN polimerasa de
®29. Los marcadores pueden estar conectados a las posiciones y utilizar los métodos presentados en la publicacién
de solicitud de patente de los EE. UU. n.° 2011/0312529 A1; la patente de los EE. UU. n.2 US 6.908.763 o la solicitud
de patente internacional WO 2010/068884 A2.

Mediante el uso de un marcador conformacional, se puede detectar un cambio de conformacion de una polimerasa,
por ejemplo, desde una conformacion abierta a una conformacion cerrada. Se puede utilizar cualquier marcador que
produzca una sefial de carga que responda a un cambio de la estructura, forma o disposicién de los restos
aminoacidicos, tales como los cambios que se producen entre las conformaciones abierta y cerrada de una
polimerasa.

Un marcador con carga puede estar conectado a una polimerasa, por ejemplo, mediante un enlace covalente. Como
alternativa o adicionalmente, una sonda se puede conectar a otra molécula que esté muy cerca de una polimerasa,
de tal manera que un cambio conformacional de la polimerasa provoca un cambio en la sefal desde la sonda. Por
ejemplo, la polimerasa puede estar conectada a un sensor de carga y el sensor de carga puede tener una sonda que
es capaz de interaccionar con la polimerasa de una manera que las sefiales desde la sonda cambian en respuesta a
los cambios conformacionales de la polimerasa. En una realizacién concreta, un marcador con carga puede estar
conectado a una polimerasa de manera especifica de sitio mediante la introduccién de un resto de cisteina en una
posicion deseada de la polimerasa y a continuacion se modifica la polimerasa con un marcador que tiene un resto
que reacciona especificamente con el grupo de azufre de la cisteina, en donde un resto reactivo ejemplar es un
resto reactivo de maleimida. También se pueden introducir marcadores en una polimerasa u otra enzima para acido
nucleico mediante la separacién de las inteinas, tal y como esta descrito en Yang et al. J. Am. Chem. Soc. 131:
11644-11645 (2009). Los marcadores se pueden introducir también en las enzimas para acidos nucleicos mediante
aminoacidos no naturales incluidos en el cédigo genético. Se describe un ejemplo en Fleissner et al. Proc. Natl.
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Acad. Sci. USA 106: 21637-42 (2009).

En algunas realizaciones, uno o varios anclajes pueden estar conectados a una polimerasa en las posiciones de la
polimerasa donde los cambios conformacionales se transmiten a un sensor de carga al cual estdn conectados
también los anclajes. Por ejemplo, los cambios conformacionales pueden provocar una perturbacion que se
transmite por uno o varios anclajes conductivos a un sensor de carga. En algunos casos, una Unica polimerasa
puede estar conectada a un sensor de carga mediante dos 0 mas anclajes. En esta configuracion, los cambios en la
conformacion de la polimerasa pueden alterar las posiciones relativas de dos o mas anclajes, lo que a su vez puede
producir alteraciones del campo que se pueden detectar mediante el sensor de carga. Uno o varios anclajes pueden
estar conectados selectivamente a un sitio de una polimerasa mediante el uso de los métodos conocidos de
mutagénesis, modificacion quimica, o ambos. Por ejemplo, se pueden introducir una o varias cisteinas como una o
varias mutaciones especificas de sitio en una polimerasa manipulada genéticamente para permitir la conexién de un
anclaje reactivo con azufre a las cisteinas. Los puntos de conexién de ejemplo incluyen los presentados en la
presente memoria y en la publicacion de solicitud de patente de los EE. UU. n.2 2011/0312529 A1 para la conexién
de marcadores conformacionales.

Ademas de los cambios conformacionales presentados en la presente memoria y si no conocidos en la técnica, las
polimerasas sufren varias transiciones en el transcurso de la adicion de un nucleétido a una hebra naciente. Las
transiciones se pueden distinguir unas de otras, por ejemplo, mediante la caracterizacion cinética. Las transiciones
distinguibles incluyen, por ejemplo, las presentadas en la publicacién de solicitud de patente de los EE. UU. n.?
2011/0312529 A1. Una o varias de las transiciones que una polimerasa sufre cuando afiade un nucleétido a un acido
nucleico se pueden detectar mediante un sensor de carga, por ejemplo, mediante el uso de una polimerasa que
puede o no estar conformacionalmente marcada. La mediciéon basada en el tiempo o en la cinética de las sefales
detectadas por un sensor de carga al cual estd conectado una polimerasa se puede utilizar para distinguir una
transicion de otra.

En realizaciones concretas, la medicion basada en el tiempo o en la cinética de una polimerasa conectada a un
sensor de carga se puede utilizar para distinguir la especie de nucleétido que se afiade a un &cido nucleico. Por
ejemplo, una mediciéon basada en el tiempo o la medicién cinética se puede utilizar para distinguir la especie de
nucleétido que se fija a una polimerasa para formar uno o varios complejos presentados en la publicacién de
solicitud de patente de los EE. UU. n.? 2011/0312529 A1. Como alternativa o adicionalmente, la medicién basada en
el tiempo o en la cinética de una polimerasa conectada a un sensor de carga se puede utilizar para distinguir la
fijacion y/o la incorporacion de un nucleétido correctamente emparejado por la base segun Watson y Crick de uno
que esta emparejado incorrectamente por la base al acido nucleico de plantilla.

Pueden estar facilitados los métodos que utilizan la discriminacion basada en el tiempo o en la cinética de los
nucleétidos mediante el uso de la mezcla muy réapida de reactantes en los sensores de carga acoplados a la
deteccion en tiempo real. La mezcla se puede producir a escala de tiempo de submilisegundos de acuerdo con la
instrumentacion disponible de flujo interrumpido. El mezclado rapido de reactantes se puede conseguir con el uso de
la fluidica rapida, el mezclado activo o pasivo, y el confinamiento adecuado (p. ej., encamisado de la mezcla) de la
reaccion para superar las limitaciones por difusion. La administracion del flujo interrumpido es particularmente util. El
flujo interrumpido proporciona la administracién del fluido a un sitio de deteccion mediante el uso de flujo rapido del
fluido seguido de la parada repentina del flujo. El fluido que se administra desplaza tipicamente un volumen igual de
fluido desde el sitio de deteccion. El fluido puede mezclarse con un analito en fase sélida, tal como una polimerasa
fijada a un sensor de carga. El tiempo muerto para la administracién del fluido de flujo interrumpido puede ser, por
ejemplo, de menos de 2 milisegundos (ms). En concordancia, el tiempo muerto no suele superar los 2 ms, 1,5 ms, 1
ms, 0,8 ms, 0,6 ms, 0,5 ms 0 0,4 ms. Para los sistemas fluidicos Utiles de flujo interrumpido y de mezclado rapido,
véase, por ejemplo, Chance, B. J. Frank. Inst. 229, 613 (1940) y la publicacion de solicitud de patente de los EE. UU.
n.2 US 2013/0165328 A1.

Una secuencia de mediciones basadas en el tiempo o en la cinética de una polimerasa conectada a un sensor de
carga se puede utilizar para determinar la secuencia de un acido nucleico de plantilla utilizado por la polimerasa para
sintetizar una hebra complementaria. Se debe saber que la secuencia de la hebra plantilla puede inferirse de la
secuencia de nucleétidos incorporados en la hebra que se estd extendiendo. Como tal, la determinacion de la
secuencia de una hebra se debe saber que incluye la determinacion de la secuencia de su hebra complementaria.

Cualquiera de una serie de especies de nucledtidos puede ser util en un método o composicion presentado en la
presente memoria. Por ejemplo, se pueden utilizar los nucleétidos que se producen de forma natural, tales como
ATP, UTP, CTP, GTP, ADP, UDP, CDP, GDP, AMP, UMP, CMP, GMP, dATP, dTTP, dCTP, dGTP, dADP, dTDP,
dCDP, dGDP, dAMP, dTMP, dCMP y dGMP. Tipicamente, los nucle6tidos dNTP se incorporan en una hebra de
ADN mediante las ADN polimerasas y los nucleétidos NTP se incorporan en una hebra de ARN mediante las ARN
polimerasas. En realizaciones concretas, los nucleétidos NTP o los analogos de los mismos se pueden incorporar en
el ADN mediante una ADN polimerasa, por ejemplo, en los casos en donde el NTP, o el analogo del mismo, es
capaz de ser incorporado en el ADN mediante la ADN polimerasa, y donde la velocidad o duracién de tiempo para
una transicién de la ADN polimerasa cuando se utiliza el NTP, o el andlogo del mismo, se puede distinguir de la
velocidad o duracion de tiempo para la transicion de la ADN polimerasa cuando se utiliza otro nucleétido. Como
alternativa, los nucleétidos dNTP o los analogos de los mismos se pueden incorporar en el ARN mediante una ARN
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polimerasa, por ejemplo, en los casos en donde el dNTP, o el analogo del mismo, es capaz de ser incorporado en el
ARN mediante la ARN polimerasa, y en donde la velocidad o duracion de tiempo de una transicion de la ARN
polimerasa cuando se utiliza el dNTP, o el analogo del mismo, se puede distinguir de la velocidad o duracion de
tiempo para la transicion de la ARN polimerasa cuando se utiliza otro nucle6tido. Adicionalmente, los nucleétidos
dNTP o los analogos de los mismos se pueden incorporar en el ADN a partir de una plantilla de ARN mediante una
transcriptasa inversa, por ejemplo, en los casos donde el dNTP, o el analogo del mismo, es capaz de ser
incorporado en el ADN a partir de una plantilla de ARN mediante una transcriptasa inversa, y en donde la velocidad
o duracioén del tiempo de una transicién de la transcriptasa inversa cuando se utiliza el dNTP, o el analogo del mismo,
se puede distinguir de la velocidad o duracién de tiempo de la transcripcion de la transcriptasa inversa cuando se
utiliza otro nucleétido. La diferencia relativa en la velocidad o duracién del tiempo puede ser un incremento relativo
de la velocidad, un incremento relativo de la duracion, una disminucién relativa de la velocidad o una disminucion
relativa de la duracién.

Los analogos no naturales de los nucle6tidos también son Utiles. Los andlogos de nucledtidos no naturales
particularmente Utiles incluyen, pero sin limitarse a ellos, los que producen de manera detectable y diferente una
velocidad o una duracién de tiempo de una transicion de la polimerasa que se puede distinguir de la velocidad o
duracién de tiempo de una transicién de la polimerasa con otro nucleétido. Por ejemplo, un analogo de nucleétido no
natural puede producir de manera Util unas detectablemente diferentes velocidad o duracién de tiempo para una
transicion de la polimerasa que se puede distinguir de la velocidad o duracién de tiempo de la misma transicion de la
polimerasa con otro nucleoétido, tal como un nucleétido que se produce de forma natural. Los analogos de nucleétido
de ejemplo que se pueden utilizar incluyen, pero sin limitarse a ellos, dNTPaS; NTPaS; nucleétidos que tienen
nucleobases no naturales identificadas en Hwang et al., Nucl. Acids. Res. 34: 2037-2045 (2006) como ICS, 3MN, 7Al,
BEN, DM5, TM, 2Br, 3Br, 4Br, 2CN, 3CN, 4CN, 2FB, 3FB, MM1, MM2 y MM3; o nuclettidos que tienen otras
nucleobases no naturales, tales como las descritas en Patro et al., Biochem. 48: 180-189 (2009), que incluyen 2-
amino-1-desazapurina, 1-desazapurina, 2-piridina, hipoxantina, purina, 6-Cl-purina, 2-amino-dA, 2-aminopurina o 6-
Cl-2-aminopurina, o nucleétidos que tienen nucleobases no naturales, tales como los descritos en Krueger et al.
Chem. Biol. 16: 242-8 (2009) que incluyen iso-G, iso-C, 5SICS, MMO2, Ds, Pa, FI, FB, dZ, DNB, isoésteres de timina,
5-NlI, dP, azolcarboxamida, xA, Im-No, Im-ON, J, A*, T*.

Los analogos de nucleétidos no naturales que tienen modificaciones en 5 son particularmente Utiles. El analogo de
nucleétido no natural tendra tipicamente un trifosfato, pero puede tener mas o menos fosfatos. En opciones
concretas, uno o varios del fosfato a, fosfato 3 o fosfato y de un nucleétido no natural lleva unido covalentemente un
resto que no es oxigeno. Un resto que esta conectado a un fosfato o, si no, esta presente en la posicion 5’, puede
aportar una carga negativa, una carga positiva, actividad quelante de metales o impedimento estérico. Los restos
ejemplares incluyen, pero sin limitarse a ellos, aminoacidos, en forma de enantiémero L o enantiémero R, tales como
histidina, aspartato, glutamato, triptéfano, fenilalanina, metionina, tirosina, cisteina, glicina, alanina, o prolina; un
grupo amino; un metal quelado, tal como magnesio o manganeso; un grupo metilo; un halégeno tal como bromo,
cloro o yodo; un grupo tiol; un grupo que atrae los electrones; un grupo donante de electrones; una amina aromatica;
0 una amina alifatica. Estos y otros restos pueden ser ventajosos en las realizaciones en donde proporcionan una
interaccion con una polimerasa u otra enzima para acido nucleico, que difiere de la interaccion que la enzima tiene
con un nucleétido que carece del resto. Como tal, la presencia y ausencia del resto en las correspondientes
especies de nucledtidos se puede explotar en un método de secuenciacion para distinguir las especies de
nucleétidos, por ejemplo, basandose en la velocidad, duracion de tiempo y/o intensidad para un cambio de la senal
conformacional en una enzima para acido nucleico que actia sobre la especie de nucleétido.

Una composicion de la reaccién o método puede incluir una o varias especies de nucle6tidos. Por ejemplo, una
composicién de la reaccion o método utilizado para el andlisis de la secuencia puede incluir cuatro especies de
nucleétidos diferentes capaces de formar pares de bases segun Watson y Crick con las respectivas cuatro especies
nucleotidicas en una plantilla de acido nucleico que se ha de sintetizar. Las realizaciones concretas pueden incluir al
menos dos especies diferentes de nucleotidos, al menos tres especies diferentes de nucleétidos, al menos cuatro
especies diferentes de nucleétidos, o mas. Al menos dos de las especies de nucleétidos pueden ser analogos de
nucleétidos no naturales, al menos tres de las especies de nucleétidos pueden ser andlogos de nucle6tidos no
naturales, o al menos cuatro de las especies de nucle6tidos pueden ser analogos de nucleétidos no naturales. Asi
pues, una composicion de la reaccion o método puede incluir una mezcla de nucleétidos naturales y de analogos de
nucleétidos no naturales. Como alternativa, una composicion de la reaccion puede carecer de nucleétidos naturales
y tienen, en cambio, solo analogos de nucleétidos no naturales. La reaccién se puede llevar a cabo en las
condiciones en las que sdlo los analogos de nucleétidos no naturales se incorporan en un &cido nucleico en
crecimiento mediante una polimerasa u otra enzima de acido nucleico.

En algunas realizaciones, una composicién de la reaccién o método puede incluir especies de nucleétidos que se
aparean segun la base con no mas de una especie de nucleétido en una plantilla de acido nucleico. Por ejemplo, se
puede llevar a cabo un método en las condiciones en donde las diferentes especies de nucleétido se ponen en
contacto con una polimerasa y un acido nucleico en reacciones secuenciales pero independientes. Especificamente,
una especie de nucleétido que se aparea segun la base con A se puede afnadir en una primera reaccién, una
especie de nucleétido que se aparea segun la base con C se puede afadir en una segunda reaccién, una especie
de nucleétido que se aparea segln la base con T se puede afnadir en una tercera reacciéon y una especie de
nucleétido que se aparea seglin la base con G se puede afadir en una cuarta reaccion. Las reacciones se
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denominan primera, segunda, tercera y cuarta simplemente para ilustrar que las reacciones son independientes,
pero esto no limita necesariamente el orden mediante el cual las especies se pueden afadir en un método
presentado en la presente memoria. Mas bien, las especies de nucledtidos que se aparean segun la base con A, C,
T o G se pueden afnadir en cualquier orden deseado o apropiado para una realizaciéon concreta de estos métodos.
Tipicamente en un método de secuenciacion, las especies de nuclebtidos que se aparean segun la base con cuatro
especies diferentes de nucleétidos en un acido nucleico de plantilla dado se afaden secuencialmente para
completar un ciclo del método de secuenciacion. Sin embargo, se debe saber que en algunas realizaciones se
pueden utilizar menos de cuatro adiciones de nucleétidos. Ademas, se debera saber que se pueden utilizar las
mezclas de nucledtidos que se aparean segun la base con mas de una, pero no mas de 2, 3 o0 4, especies de
nucleétidos. De igual forma, se pueden utilizar las mezclas de nucleétidos que se aparean segun la base con mas de
dos, pero no mas de 3 o 4, especies de nucleotidos, o se pueden utilizar mezclas de nucleétidos que se aparean
segun la base con mas de tres, pero no mas de 4, especies de nucleétidos.

Los métodos multiplexados también estan disponibles. Por ejemplo, un soporte sélido utilizado en un método de la
presente descripcion puede incluir numerosos sensores de carga que llevan anclados las polimerasas, las
polimerasas se pueden poner en contacto con los acidos nucleicos de plantilla y al menos cuatro tipos diferentes de
nucleétidos en las condiciones en las que las polimerasas catalizan la adicién secuencial de los tipos de nucleétidos
para formar los complementos de acido nucleico de las plantillas de acido nucleico; mediante los sensores de carga
se pueden detectar una serie de cambios en la sefnal de las polimerasas; y se puede determinar la secuencia de los
nucleétidos para los acidos nucleicos de plantilla. Las numerosas polimerasas presentes en el soporte sélido pueden
incluir al menos dos tipos diferentes de polimerasa. Los diferentes tipos de polimerasa pueden optativamente
producir sefiales mutuamente distinguibles que se pueden detectar en los sensores de carga cuando se incorpora el
mismo tipo de nucleétido en una hebra de &cido nucleico naciente. La distincion de estas sefales mutuamente
distinguibles se puede utilizar como una base para determinar las secuencias de numerosos acidos nucleicos.

El término «que comprende» pretende en la presente memoria ser flexible, al incluir no solo los elementos
enumerados, sino que ademas abarca cualquier elemento adicional.

Aunque la invencién se ha descrito con referencia a los ejemplos dados a conocer més arriba, se debe entender que
se pueden realizar diferentes modificaciones sin alejarse de la invencion. Por consiguiente, la invencion esta limitada
solo por las reivindicaciones.
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Leu

Glu

Leu

255

Asp

Thr

Lys

Ala

Lys

Thr

80

Ser

Gly

Glu

Lys

Val

160

Arg

Pro

Met

Gln

Ile

240

Asp

Ala
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<210> 3
<211> 273
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: polipéptido de consenso sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (2)..(2)
<223> Ser o Arg

<220>

<221> MOD_RES
<222> (3)..(3)
<223> Tyr o Phe

<220>

<221> MOD_RES
<222> (4)..(4)
<223> His 0 Asn

<220>

<221> MOD_RES
<222> (7)..(7)
<223> Val o Leu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (9)..(9)
<223> Ala 0 GIn

<220>

<221> MOD_RES
<222> (25)..(25)
<223> Val o lle

<220>

<221> MOD_RES
<222> (27)..(27)
<223> Asn o Leu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (32)..(32)
<223> Arg o Lys

<220>

<221> MOD_RES
<222> (38)..(38)
<223> lle o Val

<220>

<221> MOD_RES
<222> (39)..(39)
<223> Ala o Pro

<220>

<221> MOD_RES
<222> (40)..(40)
<223> Pro o Ser

<220>
<221> MOD_RES
<222> (41)..(41)

<223> Glu o no presente

ES 2 845 548 T3

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<220>

<221> MOD_RES
<222> (42)..(42)
<223> Glu o Lys

<220>

<221> MOD_RES
<222> (44)..(44)
<223> Tyro Trp

<220>

<221> MOD_RES
<222> (45)..(45)
<223> Val o Leu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (47)..(47)
<223> Val o Phe

<220>

<221> MOD_RES
<222> (48)..(48)
<223> Ser o Ala

<220>

<221> MOD_RES
<222> (58)..(58)
<223> lle o Val

<220>

<221> MOD_RES
<222> (59)..(59)
<223> Met o Leu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (62)..(62)
<223> Leu o lle

<220>

<221> MOD_RES
<222> (64)..(64)
<223> Arg o Lys

<220>

<221> MOD_RES
<222> (66)..(66)
<223> Lys o Glu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (67)..(67)
<223> Gly 0 Asn

<220>

<221> MOD_RES
<222> (69)..(69)
<223> Leuo lle

<220>

<221> MOD_RES
<222> (70)..(70)
<223>Thro Glu

<220>
<221> MOD_RES
<222> (73)..(73)

ES 2 845 548 T3
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<223> Ala o Thr

<220>

<221> MOD_RES
<222> (74)..(74)
<223> Glu 0 Asn

<220>

<221> MOD_RES
<222> (75)..(75)
<223> Gly 0 Asp

<220>

<221> MOD_RES
<222> (76)..(76)
<223> Lys o Met

<220>

<221> MOD_RES
<222> (80)..(80)
<223> Arg o Thr

<220>

<221> MOD_RES
<222> (81)..(81)
<223> Ala o Lys

<220>

<221> MOD_RES
<222> (84)..(84)
<223> Ala o0 Met

<220>

<221> MOD_RES
<222> (85)..(85)
<223> Glu o Asp

<220>

<221> MOD_RES
<222> (88)..(88)
<223> Gly o His

<220>

<221> MOD_RES
<222> (89)..(89)
<223> Leu o Val

<220>

<221> MOD_RES
<222> (90)..(90)
<223> Pro o0 Ala

<220>

<221> MOD_RES
<222> (91)..(91)
<223> Leu o Lys

<220>

<221> MOD_RES
<222> (92)..(92)
<223> Glu o Asp

<220>

<221> MOD_RES
<222> (93)..(93)
<223> Thr o Glu

<220>

ES 2 845 548 T3
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<221> MOD_RES
<222> (97)..(97)
<223> Glu o Ala

<220>

<221> MOD_RES
<222> (98)..(98)
<223> GIn 0 Met

<220>

<221> MOD_RES
<222> (101)..(101)
<223> Ser o0 Gin

<220>

<221> MOD_RES
<222> (105)..(105)
<223> lle 0 Val

<220>

<221> MOD_RES
<222> (109)..(109)
<223> Leu o lle

<220>

<221> MOD_RES
<222> (110)..(110)
<223> lle 0 Val

<220>

<221> MOD_RES
<222> (113)..(113)
<223> Met o lle

<220>

<221> MOD_RES
<222> (115)..(115)
<223> Ala o Asp

<220>

<221> MOD_RES
<222> (116)..(116)
<223> Phe o Tyr

<220>

<221> MOD_RES
<222> (119)..(119)
<223> Ala o Ser

<220>

<221> MOD_RES
<222> (120)..(120)
<223> Arg o GIn

<220>

<221> MOD_RES
<222> (121)..(121)
<223> GIn 0 Asn

<220>

<221> MOD_RES
<222> (123)..(123)
<223> Asn o Gly

<220>

<221> MOD_RES
<222> (125)..(125)
<223> Proo Thr

ES 2 845 548 T3

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<220>

<221> MOD_RES
<222> (130)..(130)
<223> GIn o Gly

<220>

<221> MOD_RES
<222> (131)..(131)
<223> Lys o Ala

<220>

<221> MOD_RES
<222> (132)..(132)
<223> Tyr o Phe

<220>

<221> MOD_RES
<222> (133)..(133)
<223> Met o lle

<220>

<221> MOD_RES
<222> (135)..(135)
<223> Leu o Arg

<220>

<221> MOD_RES
<222> (137)..(137)
<223> Phe o Leu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (139)..(139)
<223> Arg o Ser

<220>

<221> MOD_RES
<222> (140)..(140)
<223> Tyr o Phe

<220>

<221> MOD_RES
<222> (141)..(141)
<223> Pro 0 Gin

<220>

<221> MOD_RES
<222> (144)..(144)
<223> Leu o Lys

<220>

<221> MOD_RES
<222> (145)..(145)
<223> Glu o Ala

<220>

<221> MOD_RES
<222> (149)..(149)
<223> Arg o Asp

<220>

<221> MOD_RES
<222> (150)..(150)
<223> Thr o Ser

<220>
<221> MOD_RES
<222> (151)..(151)
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<223> Arg o Val

<220>

<221> MOD_RES
<222> (152)..(152)
<223> Ala o0 GIn

<220>

<221> MOD_RES
<222> (153)..(153)
<223> GIn o Glu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (156)..(156)
<223> Glu 0 Gin

<220>

<221> MOD_RES
<222> (157)..(157)
<223> GIn o Lys

<220>

<221> MOD_RES
<222> (161)..(161)
<223> Glu o Thr

<220>

<221> MOD_RES
<222> (164)..(164)
<223> Asp o Met

<220>

<221> MOD_RES
<222> (165)..(165)
<223> Gly o His

<220>

<221> MOD_RES
<222> (168)..(168)
<223> Leu o Arg

<220>

<221> MOD_RES
<222> (170)..(170)
<223> Leu o lle

<220>

<221> MOD_RES
<222> (172)..(172)
<223> Asp o Glu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (173)..(173)
<223> lle o Leu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (174)..(174)
<223> Lys o Thr

<220>

<221> MOD_RES
<222> (176)..(176)
<223> Ser o Arg

<220>

ES 2 845 548 T3
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<221> MOD_RES
<222> (178)..(178)
<223> Gly o Phe

<220>

<221> MOD_RES
<222> (179)..(179)
<223> Ala 0 Asn

<220>

<221> MOD_RES
<222> (180)..(180)
<223> Arg o lle

<220>

<221> MOD_RES
<222> (182)..(182)
<223> Ala o Ser

<220>

<221> MOD_RES
<222> (183)..(183)
<223> Ala o Phe

<220>

<221> MOD_RES
<222> (187)..(187)
<223> Alao Thr

<220>

<221> MOD_RES
<222> (189)..(189)
<223> lle o Met

<220>

<221> MOD_RES
<222> (191)..(191)
<223> Alao Thr

<220>

<221> MOD_RES
<222> (193)..(193)
<223> Met o lle

<220>

<221> MOD_RES
<222> (196)..(196)
<223> Thr o Ser

<220>

<221> MOD_RES
<222> (203)..(203)
<223> Arg o Lys

<220>

<221> MOD_RES
<222> (207)..(207)
<223> Ala o Asp

<220>

<221> MOD_RES
<222> (208)..(208)
<223> Val o Met

<220>

<221> MOD_RES
<222> (209)..(209)
<223> Asp o Ala
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37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<220>

<221> MOD_RES
<222> (211)..(211)
<223>Trp o Lys

<220>

<221> MOD_RES
<222> (213)..(213)
<223> GIn o Lys

<220>

<221> MOD_RES
<222> (214)..(214)
<223> Ala o Glu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (215)..(215)
<223> Glu o Lys

<220>

<221> MOD_RES
<222> (217)..(217)
<223> Pro o Leu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (218)..(218)
<223> Arg o Lys

<220>

<221> MOD_RES
<222> (219)..(219)
<223> Val o Ala

<220>

<221> MOD_RES
<222> (221)..(221)
<223> Met o Leu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (222)..(222)
<223> lle o Leu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (223)..(223)
<223> Met o Leu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (230)..(230)
<223> Val o lle

<220>

<221> MOD_RES
<222> (233)..(233)
<223> Val o Ala

<220>

<221> MOD_RES
<222> (234)..(234)
<223> His 0 Pro

<220>
<221> MOD_RES
<222> (236)..(236)
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<223> Asp o Glu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (237)..(237)
<223> Asp o Glu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (238)..(238)
<223> Val o lle

<220>

<221> MOD_RES
<222> (239)..(239)
<223> Asp o Glu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (240)..(240)
<223> Ale o lle

<220>

<221> MOD_RES
<222> (241)..(241)
<223> Val o Leu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (242)..(242)
<223> Ala 0 Glu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (244)..(244)
<223> GIn o Leu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (245)..(245)
<223> lle o Val

<220>

<221> MOD_RES
<222> (246)..(246)
<223> His o Pro

<220>

<221> MOD_RES
<222> (247)..(247)
<223> GIn o Glu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (248)..(248)
<223> Leu o Val

<220>

<221> MOD_RES
<222> (251)..(251)
<223> Asn o His

<220>

<221> MOD_RES
<222> (252)..(252)
<223> Cys o0 Ala

<220>
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<221> MOD_RES
<222> (253)..(253)
<223>Thro Leu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (254)..(254)
<223> Arg o Ala

<220>

<221> MOD_RES
<222> (260)..(260)
<223> Leu o Lys

<220>

<221> MOD_RES
<222> (262)..(262)
<223> Glu o Asp

<220>

<221> MOD_RES
<222> (263)..(263)
<223> Val o Phe

<220>

<221> MOD_RES
<222> (264)..(264)
<223> Gly o Ala

<220>

<221> MOD_RES
<222> (267)..(267)
<223> Glu o Pro

<220>

<221> MOD_RES
<222> (268)..(268)
<223> Asn o Ser

<220>

<221> MOD_RES
<222> (270)..(270)
<223> Asp o Tyr

<220>

<221> MOD_RES
<222> (271)..(271)
<223> GIn o Asp

<220>

<221> MOD_RES
<222> (273)..(273)
<223> His o Lys

<400> 3
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Asp

Ile

Ala

Asp

65

Xaa

Xaa

Xaa

Ala

Xaa

145

Xaa

Asn

Xaa

Xaa

val

225

Xaa

vVal

Xaa

Xaa

Pro

Arg

Asp

50

Xaa

Thr

Xaa

Ser

Xaa

130

Tyr

Thr

Xaa

Gln

Ala

210

His

Xaa

Pro

Xaa

Asn

Gln

35

Tyr

Xaa

Ala

Arg

Xaa

115

Xaa

Met

Leu

Xaa

Gly

195

Xaa

Asp

Lys

Leu

Xaa

Leu

20

Ala

Ser

Leu

Xaa

Arg
100

Xaa

Xaa

Glu

Xaa

Xaa

180

Xaa

Leu

Glu

Xaa

Xaa
260

Gln

Gln

Phe

Gln

Xaa

Xaa

85

Xaa

Gly

Xaa

Xaa

Xaa

165

Arg

Ala

Xaa

Leu

Xaa

245

val

Ala

Asn

Xaa

Ile

Xaa

70

val

Ala

Leu

Asp

Xaa

150

Arg

Xaa

Ala

Xaa

Xaa

230

Xaa

Xaa

Xaa

Ile

Xaa

Glu

55

Ala

Phe

Lys

Xaa

Xaa

135

Xaa

Arg

Xaa

Asp

Xaa

215

Phe

Xaa

Xaa

Thr

Pro

Xaa

40

Leu

Phe

Xaa

Ala

Xaa

120

Tyr

Xaa

Xaa

Ala

Ile

200

Gln

Glu

Xaa

Xaa
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Arg
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Glu

185

Ile

Xaa

Xaa

Met

Ser
265

Thr

10

Arg

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

90

Asn

Leu

Glu

Ala

Xaa

170

Arg

Lys

Xaa

Xaa

Glu

250

Gly

Gly

Xaa

Asp

Xaa

Xaa

75

Xaa

Phe

Xaa

Xaa

Lys

155

Pro

Xaa

Xaa

Xaa

Lys

235

Xaa

Xaa

Arg

Glu

Xaa

Ala

60

Xaa

Xaa

Gly

Ile

Xaa

140

Xaa

Xaa

Ala

Ala

Arg

220

Xaa

Xaa

Xaa

41

Leu

Glu

Xaa

45

His

Asp

Xaa

Xaa

Xaa

125

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Met

205

Xaa

Xaa

Xaa

Trp

Ser

Gly

30

Ile

Xaa

Ile

val

Xaa
110

Arg

Gly

Gly
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Asn

190

Ile

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
270

Ser

15

Arg
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Ser

His
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95

Tyr

Lys

val

Tyr

Ser

175

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Leu

255
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Thr

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

80

Ser

Gly

Glu

Xaa

val

160
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Pro
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REIVINDICACIONES
1. Un método para conectar componentes de reaccion a sensores de carga, que comprende

(a) aportar un soporte sélido que comprende numerosos sensores de carga, en donde cada uno de los sensores de
carga es un transistor de efecto campo y tiene una capacidad para conectarse a numerosos componentes de
reaccion;

(b) aportar un fluido que comprende numerosos componentes de reaccion de un tipo concreto;
(c) poner en contacto el soporte sélido con el fluido en las condiciones en las que

(i) los numerosos componentes de reaccion del tipo concreto estdn en comunicacion fluida con los numerosos
sensores de carga,

(i) en el fluido hay un mayor nimero de componentes de reaccion del tipo concreto que el nimero de sensores
de carga en el soporte solido; y

(iii) los componentes de la reaccidon del tipo concreto se conectan desde el fluido a los sensores de carga,
formando asi sensores de carga modificados que estan conectados a los componentes de reaccién multiples
del tipo concreto del fluido; y

(d) retirar, degradar o inactivar uno o mas de los compuestos de reaccién del tipo concreto de cada uno de los
sensores de carga modificados para dejar uno solo de los componentes de reaccion del tipo concreto conectado a al
menos uno de los sensores de carga modificados en donde uno de:

(iv) retirar implica escindir anclajes escindibles a los que estan conectados los componentes de reaccion; o

(v) degradar implica unir un resto de proteccién al unico de los componentes de reaccion, y después degradar
cualquiera de los componentes de reaccion no protegidos; o

(vi) inactivar implica unir un analogo de nucleétido quimicamente o fotoquimicamente a uno o mas sitios activos de
la polimerasa, y después aplicar un tratamiento quimico o fotoquimico para dejar inactivo el uno o méas de los
componentes de reaccion; o

(vii) la retirada, degradacion o inactivacion de los componentes reactivos en exceso de los sensores de carga esta
monitorizada para determinan la extension de retirada, degradacién o inactivacién; o

(viii) la retirada, degradacion o inactivacion estd monitorizada con un sensor diferente para distinguir la presetnecia
de componentes de reaccién en la superficie de los componentes de reaccion.

2.  El método de la reivindicacion 1, en donde los componentes de reaccion o los sensores de carga comprenden
precursores de los anclajes escindibles en donde la retirada comprende (iv), en donde el anclaje escindible esta
escindido mediante escision fotoquimica, escision electroquimica, por campo eléctrico, agitacion mecanica, escision
quimica o calor.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el tipo de los componentes de reacciéon es una enzima
para acido nucleico, opcionalmente en donde la enzima para acido nucleico es una polimerasa, opcionalmente en
donde el componente de la reaccion comprende al menos dos tipos diferentes de polimerasa, en donde los
diferentes tipos de polimerasa estan conectados a sensores de carga del soporte sélido y estan presentes en los
sensores de carga después de la etapa (d), opcionalmente en donde los diferentes tipos de polimerasas producen
sefales mutuamente distinguibles que se pueden detectar en los sensores de carga cuando se incorpora el mismo
tipo de nucleétido en una hebra naciente de acido nucleico.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el tipo del componente de la reaccion se selecciona del
grupo que consiste en un receptor, ligando, acido nucleico y enzima.

5. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde cada uno de los sensores de carga tiene una
capacidad para conectarse a mas de dos de los componentes de la reaccion.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde al menos el 50% de los sensores de carga estan
conectados a un unico componente de la reaccion del tipo concreto después de la etapa (d).

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde los componentes de la reaccion del tipo concreto se
transportan activamente a los sensores de carga mediante la aplicacién de un campo eléctrico.

8. El método de la reivindicacién 1, en donde la retirada comprende (v), en donde el resto de proteccion inhibe la
degradacién del Unico de los componente de reaccion del tipo concreto, opcionalmente (a) que comprende ademas
retirar el resto de proteccion del Unico e los componentes de reaccién del tipo concreto después de la degradacién, o
(b) en donde el tipo del componente de reacciéon es una enzima para acido nucleico y el resto de proteccion
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comprende un &cido nucleico.

9. El método de la reivindicacion 1, en donde la etapa (d) comprende (vii) y en donde el método ademas
comprende parar la retirada para dejar el Unico de los componentes de reaccién del tipo concreto conectado a cada
uno de los sensores de carga modificados.

10. EI método de la reivindicacién 1, en donde los componentes de reaccion del tipo concreto o los sensores de
carga comprenden precursores de anclajes conductivos.

11. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde los componentes de la reaccién del tipo concreto se
conectan desde el fluido a los sensores de carga mediante la formacion de anclajes conductivos.

12. El método de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde los anclajes conductivos comprenden politiofeno,

poli(3,4-etilendioxitiofeno), poliacetileno, polipirrol, polianilina, polifluoreno, polifenileno, polipireno, poliazuleno,
polinaftalenos, policarbazol, poliindol o poliazepina dopados.
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FIG. 4
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(2) Duplicador asimétrico:
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Ajuste de la capa de
revestimiento a modo
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